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RESUMO

Filmes de amido sdo biopléasticos biodegradaveis, podendo conter compostos bioativos
— geralmente fendlicos, de extratos naturais —, 0s quais sdo responsaveis por conferir aqueles
propriedades ativas, tais como, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana. O
desenvolvimento deste trabalho teve como objetivo obter filmes com propriedades ativas a
base de fécula de araruta aditivados com extrato etanodlico de propolis verde. Os filmes
preparados por Solution Casting foram avaliados em funcéo da concentracdo de extrato (3%,
10% e 20%, m/m de araruta) e codificados, respectivamente, FA3%EP, FA10%EP e
FA20%EP. O filme que ndo continha extrato, FA, foi empregado como referéncia. A
caracterizacdo dos filmes procedeu-se através das propriedades fisicas, térmicas, mecanicas,
Opticas, de solubilidade em &gua, de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e da
determinacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana. A formulacdo dos filmes,
selecionada com base nos resultados das atividades antioxidante e antimicrobiana, seguiu para
etapa posterior, a fim de ser avaliada quanto ao efeito da radiacdo gama (5-50 kGy).
Conforme os resultados obtidos na primeira etapa, a concentracdo de extrato de prdpolis
afetou a composicdo quimica e as propriedades dos filmes de araruta. O efeito plastificante do
extrato de prépolis foi confirmado pela reducdo da cristalinidade residual e do médulo de
elasticidade dos filmes de araruta aditivados com 20% de extrato. O teor de flavonoides e
fendlicos totais apresentados pelos filmes de araruta foi proporcional a concentracdo de
extrato. Esses compostos reduziram a solubilidade em agua dos filmes aditivados com extrato
de propolis, entretanto, mantiveram inalterada a PVA. Ademais, a presenca dos flavonoides e
fendlicos, nos filmes de araruta aditivados com 10% e 20% de extrato, conferiu-lhes atividade
antioxidante e antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e a formulagdo com 10% de
extrato foi selecionada e submetida a irradiacdo gama. Quanto aos resultados da segunda
etapa, estes demonstraram o efeito da radiacdo gama sobre as propriedades dos filmes de
araruta mediante reducdo da viscosidade intrinseca e das massas moleculares médias
viscosimétricas, para os filmes FA e FA10%EP. Todavia, os filmes FA10%EP, irradiados na
dose 5 kGy, apresentaram alteracfes minimizadas. Independente da composicao dos filmes de
araruta, a radiagdo gama os tornou mais amorfos, menos resistentes a tracdo, com uma
estrutura menos rigida e mais flexivel, exceto os filmes FAL10%EP irradiados na dose 25 kGy.
Os filmes FAL0%EP irradiados foram mais estaveis termicamente, de forma que esta
estabilidade foi atribuida a presenca do extrato de prépolis na matriz polimérica. Observou-se

também que a radiacdo gama causou amarelecimento dos filmes FA e desbotamento dos



filmes FAL0%EP. Por fim, a bioatividade e a protecdo radiolitica dos filmes de araruta
aditivados com extrato de prépolis foram atribuidas aos flavonoides e compostos fendlicos.
Nesse sentido, os filmes de araruta aditivados com extrato de propolis podem ser aplicados ao

desenvolvimento de embalagens ativas e esterilizadas a radiacdo gama.

Palavras-chave: Bioplastico. Matriz polimérica. Atividade antioxidante. Atividade

antimicrobiana. Embalagens ativas.



ABSTRACT

Starch films are biodegradable bioplastics and may contain bioactive compounds —
usually phenolic, from natural extracts - which are responsible for conferring properties such
as antioxidant and antimicrobial activities. The development of this work has had the
objective to obtain films with active properties based on starch of arrowroot added with
ethanolic extract of green propolis. The films prepared by Solution Casting were evaluated
according to the concentration of extract (3%, 10% and 20%, m/m of arrowroot) and encoded,
respectively, FA3% EP, FA10% EP and FA20% EP. The film that did not contain extract,
FA, was used as reference. The films were characterized by their physical, thermal,
mechanical and optical features, their water solubility, water vapour permeability (PVA) and
antioxidant and antimicrobial activity determination. The formulation of the films, which was
done based on the results of the antioxidant and antimicrobial activities, was taken to a later
stage in order to evaluate the effect of gamma radiation (5-50 kGy). According to the results
obtained in the first stage, the concentration of propolis extract affected the chemical
composition and properties of arrowroot films. The plasticizing effect of the propolis extract
was confirmed by the reduction of the residual crystallinity and the modulus of elasticity in
arrowroot films added by 20% of extract. The percentage of flavonoids and phenolic totals
shown by arrowroot films were proportional to the extract concentration. These compounds
reduced the solubility in water of the films added with propolis extract, however, they kept the
PVA unchanged. In addition, the presence of flavonoids and phenolics in the films of
arrowroot added with 10% and 20% of extract, gave them antioxidant and antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus and the formulation with a 10% extract was selected
and submitted to gamma radiation. As for the results of the second stage, they demonstrated
the effect of gamma radiation on the properties of arrowroot films by reducing the intrinsic
viscosity and the average viscosimetric molecular masses for the FA and FA10% EP films.
However, FA10% EP films, irradiated at the dosage 5 kGy, showed minimized changes.
Regardless of the composition of arrowroot films, gamma radiation made them more
amorphous, less resistant to traction, with a less rigid and more flexible structure, except
FA10% EP films irradiated at a dosage 25 kGy. The FA10% EP films irradiated were more
thermally stable, so that this stability was thought to be due to the presence of the propolis
extract in the polymer matrix. It was also observed that the gamma radiation caused yellowing
in the FA films and fading in the FA10% EP films. Finally, the bioactivity and radiolytic

protection of arrowroot films added with propolis extract were thought to happen because of



flavonoids and phenolic compounds. In this sense, the arrowroot films added with propolis

extract can be applied in the development of bioactive packages and sterilized by gamma
radiation.

Keywords: Bioplastic. Polymer matrix. Antioxidant activity. Antimicrobian activity. Active
packages.
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1 INTRODUCAO

O uso de plésticos, oriundos dos recursos fosseis para produgdo de embalagens,
contribuiu de forma negativa aos impactos ambientais. Considerando ainda que o petroleo é
um recurso ndo renovavel, a comunidade cientifica tem despertado interesse para produzir
embalagens a partir dos recursos renovaveis. Estes, por sua vez, ddo origem aos plasticos
biodegradaveis, ou seja, materiais passiveis de degradacdo bioldgica, resultando em residuos
inbcuos ao meio ambiente, tais como agua, gas carbdnico e biomassa (AWADHIYA;
KUMAR; VERMA, 2017; LUCAS et al., 2008; PEREZ-PUYANA et al., 2017).

Os plésticos biodegradaveis, também denominados de bioplasticos, sdo obtidos de
polimeros renovaveis (biopolimeros) de origem natural ou sintética. Dentre os bioplasticos, 0s
mais estudados sdo aqueles obtidos de biomassa (amido, pectina, quitosana, gelatina),
produzidos por fermentacdo microbiana (os poli-hidroxialcanoatos e poli-hidroxibutiratos) e
sintetizados quimicamente poli (&cido latico). Os biopolimeros comumente apresentam
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, caracteristicas de interesse nas areas
médicas e/ou farmacéuticas e de alimentos (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2017).

Os bioplasticos de amido sdo conhecidos como material verde. A abundancia, o baixo
custo, a capacidade para funcionar como um termoplastico e formar uma matriz continua
fazem do amido um biopolimero bastante investigado para a producéo de filmes. Os filmes de
amido sdo inodoros, insipidos, transparentes, comestiveis e apresentam boa barreira aos gases
e aromas. Durante a preparacdo de filmes de amido, é comum o uso de plastificantes,
principalmente o glicerol, um poliol capaz de torna-los mais flexiveis (JIMENEZ et al., 2012;
MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

O desenvolvimento de filmes de amido pode ser realizado a partir de fontes de
diferentes origens botanicas, os amidos mais comuns compreendem os de mandioca
(MEDINA- JARAMILLO et al., 2016; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017) e de milho
(CHANG-BRAVO; LOPEZ-CORDOBA; MARTINO, 2014; WU et al., 2010), pois sio
consideradas como fontes de maior exploracdo comercial. Entretanto, outras matérias-primas
incomuns a extracdo de amido sdo objeto de estudo para a elaboracdo de filmes, como por
exemplo, o amido de pinhdo (DAUDT, 2016), de ervilha (SABERI et al., 2016) e de araruta
(NOGUEIRA; FAKHOURI; DE OLIVEIRA, 2018; SENHORINHO, 2014). A araruta, uma
hortali¢a “ndo convencional”, produz uma fécula de boa qualidade e de cor clara (LEONEL;
CEREDA, 2002) que pode ser aplicada na producdo de alimentos e de filmes poliméricos

destinados ao desenvolvimento de embalagens.
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A embalagem tem como principais func¢des conter, proteger, facilitar o transporte e o
manuseio do produto e, ainda, informar ao consumidor acerca do produto acondicionado.
Uma nova funcdo pode ser desempenhada pela embalagem, a de interagir com alimento de
modo intencional garantindo a integridade do produto durante o periodo de armazenamento.
Em razdo de sua aplicabilidade, ela é conceituada como embalagem ativa (CORRALES;
FERNANDEZ; HAN, 2014).

E comum as embalagens ativas desempenharem funcdes antimicrobianas e/ou
antioxidantes para prolongar a vida de prateleira do alimento, para tanto, tém sido empregados
aditivos sintéticos. A comunidade cientifica tem comprovado os efeitos adversos a saude
humana sobre 0 consumo excessivo desses aditivos (AZNAR, et al., 2016; KECHICHIAN et
al., 2010; MOURE et al., 2001). Por isso, os consumidores tém exigido a substituicdo dos
aditivos sintéticos por componentes naturais.

Os extratos naturais e 6leos essenciais, ricos em compostos fendlicos, sdo empregados
como substitutos dos aditivos sintéticos no desenvolvimento de embalagens ativas. Os
compostos fenolicos sdo responsaveis pela atividade biolégica dos extratos naturais,
principalmente a atividade antioxidante e antimicrobiana (PINEROS-HERNANDEZ et al.,
2017; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).

O extrato etandlico de prdpolis é um derivado apicola, cuja composi¢cdo quimica
apresenta compostos fenolicos que justifica sua aplicacdo para a elaboracdo de filmes com
propriedades ativas. A presenca dos compostos fendlicos na estrutura polimérica dos filmes,
destinados a producdo de embalagens ativas, faz delas um potente método de conservacao de
alimentos. E interessante ressaltar que a preservacdo do alimento é alcancada de forma mais
efetiva quando mais de um método de conservagao é empregado.

Associada ao uso de embalagens, a irradiacdo gama € uma pratica comum na industria
alimenticia como um método padrdo de esterilizacdo de embalagens plasticas. As principais
vantagens desse método para a producdo de alimentos irradiados compreendem: evitar a
contaminacdo pds-envase, considerando que o produto pode ser irradiado apos o
acondicionamento; preservar os constituintes dos alimentos sensiveis ao calor, uma vez que se
trata de um método ndo-térmico (EHLERMANN, 2009; FARKAS; EHLERMANN;
MOHACSI-FARKAS, 2014; HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007). Por outro
lado, a irradiacdo pode alterar a estrutura polimérica da embalagem, o que pode influenciar na
sua funcéo de proteger o produto e comprometer a qualidade do alimento.

Nesse contexto, o desenvolvimento deste trabalho tem como objetivo geral obter

filmes bioativos a base de fécula de araruta aditivados com extrato etanolico de propolis
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verde. Dentre os objetivos especificos, podem ser destacados: caracterizar as propriedades
fisicas, térmicas, mecanicas, opticas, solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor de agua
e determinar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos filmes em funcéo da concentracdo
de extrato; selecionar a melhor formulacdo do filme quanto a composicao para submeter ao
tratamento por irradiacdo gama; e avaliar os filmes irradiados quanto as propriedades fisicas,
térmicas, mecanicas, opticas e atividade antioxidante.

A pesquisa foi realizada em duas etapas distintas. A primeira teve como foco de
estudo avaliar os filmes em funcdo da concentracdo de extrato etanolico de propolis verde. Ja
a segunda etapa foi compreendida pelos estudos que avaliaram o efeito da dose empregada de

radiagdo gama nos filmes selecionados na primeira etapa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesse capitulo, serd apresentado o estado da arte pertinente ao desenvolvimento da
pesquisa. Nessa parte do trabalho, haverd cinco secGes nas quais serdo abordados 0s
bioplasticos, 0 amido, as embalagens ativas, a radiacdo ionizante e a caracterizacdo dos

filmes. Cada secéo seré detalhada em novas subsecoes.

2.1 BIOPLASTICOS

Os plasticos derivados do petréleo sdo amplamente utilizados e podem ser
considerados uns dos principais responsaveis pela poluicdo ambiental. Todos os dias, esses
materiais se transformam em residuos solidos dispostos de forma inadequada na natureza e
causam prejuizos ao solo, aos animais, aos rios e aos mares.

Com o intuito de preservar 0s recursos naturais e reduzir o impacto ambiental,
pesquisadores tém buscado desenvolver plasticos a partir de recursos renovaveis e
biodegradaveis. Esses plasticos sdo obtidos na forma de filmes e/ou revestimentos
comestiveis (AWADHIYA; KUMAR; VERMA, 2017; DAUDT et al., 2016; MEDINA-
JARAMILLO et al., 2016; PEREZ-PUYANA et al., 2017; PINEROS-HERNANDEZ et al.,
2017).

No presente estudo, os plasticos referem-se aos materiais produzidos a partir de
polimeros biodegradaveis e/ou macromoléculas naturais, que também sdo conhecidos como
bioplasticos. A caracteristica biodegradavel dos bioplasticos corresponde a capacidade que
esse material apresenta de ser modificado por meio da atividade bioldégica (AHMED et al.,
2017; DANNENBERG et al., 2017; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

Segundo Lucas et al. (2008), a biodegradacdo de polimeros compreende trés etapas:
(1) biodeterioracdo, que consiste na degradacdo superficial responsavel por modificar as
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas de um determinado material; (2) biofragmentacéo,
que corresponde ao fendmeno, via reacdo enzimatica e/ou oxidativa, que converte 0s
polimeros/macromoléculas em moléculas menores, oligdmeros e monémeros, 0S quais serdo
consumidos na proxima etapa; e (3) assimilagdo, etapa em que 0s microrganismos utilizam os
mondémeros/moléculas menores, como fonte de carbono e nutrientes necessarios ao seu
metabolismo e desenvolvimento celular, e os convertem em CO,, agua e biomassa, via
metabolismo aerdbico.

Os polimeros biodegradaveis ou biopolimeros sdo classificados quanto a fonte,
renovavel e ndo renovavel (AVEROUS; BOQUILLON, 2004; BORDES; POLLET,
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AVEROUS, 2009; OTHMAN, 2014). Dentre as caracteristicas apresentadas pelos
biopolimeros, a biodegradabilidade é a caracteristica mais atrativa para aplicagdo industrial,
principalmente para elaboracdo de filmes que se caracterizam como bioplésticos. E
interessante salientar que esses plasticos obtidos de fontes renovaveis, tais como amido,
gelatina, pectina, entre outros, sdo comestiveis e, por isso, a inddstria de alimentos tem
despertado grande interesse pela sua aplicagio (DAUDT et al., 2016; MEDINA-
JARAMILLO et al., 2016; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).

Ademais, os bioplasticos podem ainda apresentar propriedades ativas, quando
adicionados componentes com agdo antimicrobiana, antioxidante, enzimética, cicatrizante,
entre outros, durante a sua preparacdo. Tais bioplasticos sdo considerados como ativos e/ou
funcionais e sdo bastante utilizados como embalagem para alimentos, bem como na producéo
de curativos dérmicos (AHMED et al., 2017; DANNENBERG et al., 2017; MOGOSANU;
GRUMEZESCU, 2014).

Algumas limitagdes impedem a aplicabilidade dos bioplasticos em grande escala,
como alto custo de producdo, propriedades mecanicas deficientes, alta permeabilidade ao
vapor de agua (doravante, PVA) e solubilidade em agua (CASTRO-ROSAS et al., 2016;
EMADIAN; ONAY; DEMIREL, 2016; AWADHIYA; KUMAR; VERMA, 2017). Todavia,
as restricGes sdo inerentes a aplicacdo, por exemplo, filme com alta PVA € aplicavel ao
acondicionamento de vegetais que mantém seu metabolismo durante o armazenamento,
enquanto os filmes com alta solubilidade em agua séo interessantes para aplicacdo como
revestimento comestivel.

Os bioplasticos obtidos a partir de polimeros e/ou macromoléculas naturais,
geralmente, sdo obtidos pela técnica de evaporacdo do solvente (Solution Casting),
principalmente, na etapa laboratorial. A seguir, serdo apresentados estudos que utilizaram
macromoléculas naturais de fontes renovaveis para a elaboracdo de filmes, cujo objeto de
estudo perpassa pela avaliacdo da concentracdo do polimero, do plastificante e dos extratos
com caracteristicas bioativas, entre outros.

Em estudos realizados por Pifieros-Hernandez et al. (2017), o amido de mandioca, em
uma proporg¢éo de 5% (m/m), e o glicerol (1,5%, m/m) foram utilizados na obtencdo de filmes
para determinar o efeito das concentracdes de extrato de alecrim (5%, 10% e 20%, m/m de
amido) nas propriedades dos filmes (PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017). Os autores
atribuiram aos compostos fenolicos existentes no extrato de alecrim, o aumento da atividade
antioxidante dos filmes. Os testes de migracdo demonstraram que os compostos fendlicos

migraram para 0 meio simulador aquoso e uma quantidade ndo significativa foi encontrada
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em um meio simulador gorduroso. Esse comportamento sugeriu que os filmes de amido de
mandioca aditivados com extrato de alecrim tém potencial aplicagdo como filmes ativos em
alimentos que ndo sejam gordurosos.

Medina-Jaramillo et al. (2016) também empregaram amido de mandioca (5% m/m) e
glicerol (1,5% m/m), nas mesmas concentragcdes supracitadas, para elaboragdo de filmes,
entretanto, o extrato utilizado foi o de erva mate (5% e 20%, m/m de amido). Com base nos
resultados encontrados pelos autores, foi demonstrado que o extrato de erva-mate agiu como
um plastificante. Este efeito em filmes poliméricos, que apresentam em sua composicao
extratos naturais, € muito interessante, uma vez que afeta diretamente as propriedades
mecanicas do material.

Daudt et al. (2016) utilizaram amido e farinha de pinhdo (5%, m/m) na preparacao de
filmes poliméricos, cujo estudo objetivou avaliar o efeito da concentracdo de glicerol (1%,
1,5% e 2%, m/m) nas propriedades térmicas, de barreira e mecénicas. O aumento da
concentracé@o de glicerol provocou o aumento da higroscopicidade dos filmes e a diminuigéo
da barreira ao vapor de agua, da resisténcia a tracdo e da elongacéo.

Saberi et al. (2016) elaboraram filmes de amido de ervilha (5%, m/m) para avaliar
também o efeito da concentracéo de glicerol (15%, 25% e 35%, m/m de amido). O aumento
do teor de glicerol diminuiu as propriedades de tracdo dos filmes, j& as propriedades dpticas
ndo foram alteradas significativamente. No entanto, a solubilidade em agua, a absorcdo de
agua e a PVA dos filmes aumentaram significativamente com aumento da concentracdo de
glicerol.

O amido de araruta foi utilizado na preparacdo de filmes comestiveis por Nogueira;
Fakhouri e de Oliveira (2018). Estes foram obtidos em diferentes concentragGes de amido
(2,59% a 5,41%, m/m) e de glicerol (9,95% a 24,08%, m/m de amido) e apresentaram-se
homogéneos, transparentes e inodoros. Sendo assim, a espessura e a solubilidade dos filmes
aumentaram com a concentragdo de amido e de glicerol.

Os estudos supracitados, independente da origem boténica do amido utilizado na
elaboracdo de filmes e que avaliaram o efeito das diferentes concentragcdes de plastificante,
utilizaram o glicerol. A capacidade plastificante deste ultimo foi comprovada pelo aumento da
flexibilidade e reducdo do modulo de elasticidade e da resisténcia a tragdo dos filmes de
amido de pinh&o, amido de ervilha e amido de araruta.

A PVA e a solubilidade em &agua dos filmes de amido de pinhdo, de ervilha e de
araruta também foram alteradas em fungdo da concentracdo de plastificante. A funcgéo

plastificante, que consiste em aumentar o espaco entre as cadeias poliméricas, facilita a
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permeacdo das moléculas de agua através da pelicula. O glicerol apresenta em sua estrutura
quimica hidroxilas capazes de interagir por ligacdes de hidrogénio. Tal caracteristica causa o
aumento da solubilidade em agua dos filmes de amido plastificados com glicerol (DAUDT et
al., 2016; NOGUEIRA; FAKHOURI; de OLIVEIRA, 2018; SABERI et al., 2016).

Em situagBes nas quais o elevado indice da PVA ¢é indesejavel, o polimero e/ou a
matriz polimérica podem ser submetidos ao processo de reticulagdo. 1sso porque as interacoes
intramoleculares decorrentes da reticulacdo possibilitam formar uma estrutura capaz de
reduzir a permeabilidade aos gases e ao vapor de agua em materiais de embalagem de
alimentos e melhorar suas deficiéncias mecanicas (GARAVAND et al., 2017).

Além do amido, outros polissacarideos também sdo empregados na preparagdo de
filmes. O agar-agar, um hidrocoldide extraido das algas marinhas vermelhas, foi utilizado na
preparacdo destes ultimos por processo de reticulacdo na presenca de acido citrico. Os filmes
reticulados apresentaram o dobro da resisténcia a tracdo em relacdo aos nao reticulados, visto
que a taxa de degradacédo térmica dos filmes reticulados foi menor que a dos néo reticulados.
Além disso, a reticulacdo melhorou a resisténcia a agua dos filmes de agar-agar e alterou a
estrutura do filme polimérico que, por sua vez, afeta principalmente as propriedades
mecanicas deste, conforme demonstrado no paragrafo anterior (AWADHIYA; KUMAR;
VERMA, 2017).

A quitosana, um polissacarideo encontrado no exoesqueleto dos crustaceos, foi
utilizada para preparacédo de filmes bioativos com extrato etandlico de propolis, do qual foram
empregadas as seguintes concentracBes 2,5%, 5%, 10% e 20% (m/m de quitosana). A
incorporacdo do extrato em filmes de quitosana melhorou as propriedades mecénicas e de
barreira, bem como as atividades antimicrobiana e antioxidante. As analises espectroscopicas
por FTIR mostraram que as interagcdes entre grupos funcionais da quitosana e dos compostos
fenolicos foram responsaveis pelas modificacbes nas propriedades dos filmes
(SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).

Apesar das proteinas ndo serem caracterizadas como polimeros, essas macromoléculas
sdo capazes de formar uma matriz continua e, por isso, sdo empregadas na elaboragdo de
filmes. No estudo de Dou et al. (2016), penas de frango foram utilizadas para extragcdo da
queratina hidrolisada e posterior preparacdo de filmes, além de terem sido testadas
concentracdes de glicerol variando entre 20% e 40% (m/m de queratina). Os autores
demonstraram que a temperatura de transicéo vitrea (Ty) diminuiu com o aumento do teor de
glicerol (20% a 40%) e a resisténcia a tragdo também reduziu com aumento da concentracao

de plastificante. N&o obstante, a elongacdo dos filmes contendo até 35% de glicerol
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aumentou, enquanto os que continham 40% de plastificante diminuiu. Os autores justificaram
que essa tendéncia de variagdo ocorre porque o glicerol forma ligacdes de hidrogénio com
grupos hidrofilicos das cadeias da queratina hidrolisada, que poderiam romper as ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias de proteinas e aumentar o volume livre entre elas.

Foi observado ainda que o aumento da solubilidade em agua dos filmes de queratina
hidrolisada foi proporcional ao teor de plastificante, ou seja, os filmes com 40% de glicerol
foram os mais soltveis (DOU et al., 2016). O efeito do glicerol na solubilidade em &gua dos
filmes a base de proteinas assemelha-se ao comportamento apresentado pelos filmes de amido
demonstrados anteriormente (DAUDT et al., 2016; NOGUEIRA; FAKHOURI; de
OLIVEIRA, 2018; SABERI et al., 2016).

H& uma pratica comum para a elaboracdo de filmes a partir da mistura de polimeros
e/ou macromoléculas naturais, que é denominada blenda (CASTRO-ROSAS et al., 2016).
Essa préatica objetiva que o filme resultante apresente as caracteristicas de ambos, polimeros e
macromoléculas, de forma que ele seja de qualidade superior ao filme produzido a partir de
um unico componente polimero/macromolécula.

Senhorinho (2014) elaborou filmes a partir da mistura de amido de araruta e de
caseina. A quantidade de amido foi fixada em 4% (m/m), enquanto a quantidade de caseina
variou entre 2% e 8% (m/m). Conforme os resultados encontrados pela autora, 0 aumento da
concentracdo de caseina afetou a diminuicdo proporcional da resisténcia a tracdo e
solubilidade em agua dos filmes. O aumento da concentracdo de caseina nos filmes de araruta
propiciou a formacdo de filmes mais maleaveis. A reducdo da solubilidade em agua desses
filmes pode ter sido em funcdo da interagdo preferencial entre hidroxilas do amido com a
proteina, as quais se tornaram indisponiveis para interagir com a agua.

Além dos polimeros/macromoléculas de origem natural, biopolimeros de origem
microbiolégica podem ser produzidos por via fermentativa, por exemplo, poli-
hidroxialconoatos  (PHA), poli-hidroxibutirato (PHB) e poli-hidroxibutirato-poli-
hidroxivalerato (PHB-PHV); enquanto outros podem ser sintetizados quimicamente,
utilizando monémeros oriundos de recursos agropecudrios, por exemplo, poli acido latico
(PLA) (VIEIRA et al., 2011).

Outros polimeros podem ser derivados do petroleo e, portanto, de fonte ndo renovavel,
por exemplo, policaprolactonas (PCL), co-poliéteres alifaticos e co-poliésteres aromaticos,
como poli (butileno adipato co-tereftalato) — PBAT (BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009;
VIEIRA et al., 2011).
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Embora ainda seja necessario tempo para que 0s bioplasticos sejam substitutos
expressivos dos plésticos fdosseis, é notavel a representatividade das pesquisas na busca por
melhorias da qualidade dos plasticos obtidos de biopolimeros, principalmente aqueles de
fontes renovaveis. No presente estudo, o amido foi escolhido como biopolimero e, na secéo a
seguir, serdo abordados o0s aspectos quimicos, entre outros, os quais fazem dessa
macromolécula interessante para a elaboracdo de filmes poliméricos. Essa abordagem
norteara o entendimento do comportamento apresentado pelos filmes de amido nas suas
diferentes composicfes e quando submetidos aos efeitos externos, cujas alteracGes da sua

estrutura polimérica serdo observadas a partir da caracterizacéo dos filmes.

2.2 AMIDO

Na natureza, o amido é produzido como reserva dos vegetais, sendo de grande
importancia para alimentacdo humana, desde a antiguidade. Ele pode ser encontrado nos
grdos de cereais, sementes de leguminosas, tubérculos e frutas imaturas ou verdes em
proporcoes que variam entre 30% e 85% de amido em base seca (DAUDT et al., 2016). No
estado nativo, o amido se apresenta na forma de granulos ovais, redondos ou esféricos,
poliédricos. Eles sdo irregulares e podem medir entre 1 um a 110 um, dependendo da origem
botanica (HOOVER, 2001). Além disso, os granulos de amido sdo insollveis em agua fria
(JIMENEZ et al., 2012), devido a indisponibilidade dos grupos hidroxilas, os quais se
encontram ligados inter e intramolecularmente. A molécula de amido é composta pelos

polimeros amilose e amilopectina, como pode-se verificar a seguir na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura quimica e representacdo esquematica: (a) amilose e (b) amilopectina
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Fonte: LIU et al. (2009).
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Ambos os polimeros, amilose e amilopectina, sdo constituidos por monémeros de glicose
ligados entre si, sendo que na amilose as ligagdes glicosidicas sdo exclusivamente do tipo a-
1,4, enquanto que na molécula de amilopectina, além das ligagdes a-1,4 existentes nas cadeias
curtas, apresentam-se ligag¢oes do tipo a-1,6 nas ramificacdes. A amilose € uma molécula de
cadeia linear, com uma estrutura helicoidal, com massa molecular da ordem de 10°, que é dez
vezes maior que a dos polimeros sinteticos. A amilopectina, por sua vez, é um polimero
ramificado e sua massa molecular é cerca de cem vezes maior que a da amilose (LIU et al.,
2009; MOLAVI et al., 2015).

As cadeias de amilose e os pontos de ramificacdo da amilopectina sdo responsaveis
pelas regides amorfas dos granulos de amido, enquanto as ramificagdes de cadeia curta, da
amilopectina, estruturam as regides cristalinas. Estas Gltimas apresentam-se na forma de
duplas hélices com aproximadamente 5 nm. Portanto, os granulos de amido sdo considerados
semicristalinos, cuja caracterizacdo de cada regido pode ser realizada através de medidas da
temperatura de transicao vitrea (T4) e do grau de cristalinidade (LIU et al., 2009; JIMENEZ et
al., 2012). A maioria dos tipos de amidos apresenta cristalinidade variando de 15 a 45%
(CAZON et al., 2017; HOOVER, 2001), dependendo da proporcéo de amilose/amilopectina
(usualmente de 20% a 25/75-80%) (CAZON et al., 2017).

A proporgdo de amilose/amilopectina varia conforme a origem boténica, idade do
amido e, também, pode ser controlada pelo processo de extracdo (JIMENEZ et al., 2012). O
conteddo de amilose no amido varia entre 20% a 25% (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). Estudos realizados com diferentes tipos amidos de raizes e tubérculos
encontraram valores entre 10-38% de amilose (HOOVER, 2001); para o feijdo caupi, 15,63%
(SALGADO; GUERRA; ANDRADE, 2005); amido de araruta, 15,21% (PEREZ; LARES,
2005); amido de milho e amido de mandioca, 24%, 26% e 16,40%, respectivamente
(MOORE et al., 2005).

Foi constatado que o amido com maior proporcdo de amilose é capaz de formar um
filme mais forte do que os amidos convencionais, que normalmente contém 25% de amilose.
Filmes de amidos convencionais podem ser frageis, em razéo do alto grau de emaranhamento
das ramificacOes da elevada quantidade de amilopectina (MOLAVI et al., 2015). O amido
nativo rico em amilopectina é mais cristalino, todavia, os filmes obtidos com este amido
apresentam regides mais amorfas quando comparados aos filmes de amido contendo mais
amilose (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000). Esse fendmeno pode ser explicado pela
capacidade que a amilose possui de se rearranjar apds gelatinizagdo com tendéncia a

restabelecer a regido cristalina, sendo esta Gltima denominada de retrogradacio (JIMENEZ et
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al.,, 2012). A gelatinizacdo e a retrogradacdo do amido sdo representadas no esquema
elaborado por Liu et al. (2009) (Figura 2).

Figura 2 — Esquema de gelatinizacdo e retrogradacdo do amido: (a) amido no estado nativo; (b) amido
gelatinizado apds hidratacdo e aquecimento; (c) rearranjo das moléculas de amilose durante o
resfriamento do gel; e (d) retrogradagdo do amido com o tempo de armazenamento
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Fonte: Liu et al. (2009).

A gelatinizacdo € um fendmeno que ocorre quando os granulos de amido sédo
solubilizados em agua durante o aquecimento, visto que sdo insollveis em agua fria, pois as
hidroxilas estdo envolvidas por ligacdes de hidrogénio, inter e intramolecular. Com
aquecimento do granulo em excesso de agua, ocorre a difusdo de moléculas de dgua que sdo
capazes de interagir com a amilose e a amilopectina, conferindo desorganizacdo da regido
cristalina e a solubilidade parcial do amido (CAZON et al., 2017; HOOVER, 2001). O
aquecimento de suspensdes de amido entre 65°C e 90°C, dependendo da origem boténica,
pode ocorrer a gelatinizago irreversivel (JIMENEZ et al., 2012).

A medida que a retrogradacdo se processa, durante o resfriamento do gel, a
cristalinidade se restabelece, o indice de refracdo sofre alteracdo e a opacidade aumenta. A
complexidade da retrogradacédo é influenciada por diversos fatores, tais como: temperatura e
tempo de armazenamento, pH, fonte de amido, presenga de outros componentes (lipidios,
eletrolitos e agucares) e condigdes de processamento (DENARDIN; SILVA, 2009).

O amido é extraido de fontes amilaceas, dentre estas, o0 milho e a mandioca sdo as
mais exploradas comercialmente, sobretudo existem diversas fontes vegetais ricas em amido.

A araruta é um produto amilaceo encontrado nos rizomas (caules subterraneos) de Marantha
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arundinacea, uma planta perene, encontrada nas florestas tropicais da América do Sul
(CHARLES et al., 2016; NEVES; COELHO; ALMEIDA, 2005). No Brasil, sdo encontradas
trés variedades importantes, Creoula, Banana e Comum. A variedade Comum produz uma
fécula de melhor qualidade, seus rizomas sao claros e, por isso, é a mais difundida (LEONEL;
CEREDA, 2002). A Figura 3 ilustra os rizomas da araruta.

Figura 3 — Rizoma da araruta

Nos estudos realizados por Cunha (2016), ha relatos das variedades de araruta seta,
produzida no estado mineiro, e da araruta redonda, produzida no estado baiano. A araruta seta
também foi objeto de estudo de Gordillo et al. (2014). Segundo Brasil (2010), a araruta faz
parte do grupo das hortalicas “ndo convencionais”. Esse grupo se caracteriza pela producao
local, predominantemente por agricultores familiares, cujo conhecimento do cultivo foi
passado de geracdo para geracao.

Um produto amilédceo considerado ideal para extracdo de amido deve apresentar
elevado teor de matéria seca. Em estudos realizados por Leonel e Cereda (2002), dentre as
tuberosas amilaceas, acafrdo, ahipa, araruta, batata doce, inhame e mandioquinha, a araruta
apresentou maior teor de matéria seca (32%). Em contrapartida, apresentou o segundo maior
valor para teor de fibras (1,44%), perdendo apenas para o acafrdo (1,78%). Segundo 0s
autores, o teor de fibras deve ser considerado no processo de extragédo, fazendo-se necessaria a
etapa de trituracdo ou moagem, a fim de que haja o rompimento celular e, consequentemente,
a liberacdo dos granulos de amido.

Conforme a Resolucdo de Diretoria Colegiado — RDC n° 263, regulamentada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o amido extraido de tubérculos, raizes e
rizomas podem ser designados de fécula. A extracdo da fécula de araruta se da pela trituracdo

dos rizomas, que resultam em uma massa fibrosa contendo o amido, este por sua vez é
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peneirado e lavado para separacgdo da fibra através da decantacdo. A fécula tem caracteristicas
de fécil digestibilidade e capacidade de gelificacdo (NEVES; COELHO; ALMEIDA, 2005).

A digestibilidade e as propriedades térmicas da fécula de araruta estdo relacionadas ao
tamanho dos granulos, por isso, varios estudos avaliaram esta caracteristica, como serao
apresentados a seguir: (a) Leonel (2007) demonstrou uma distribuicdo homogénea, com
granulos de diferentes tamanhos e predominio de granulos na faixa de 20 um a 40 um; (b)
Erdman, Indies e America (1984) encontraram didmetro médio de 13 pm; (c) Hernandez-
Medina et al. (2008) identificaram tamanhos homogéneos, em média 10,64 um; (d) Gordillo
et al. (2014) observaram uma grande variabilidade do tamanho dos grénulos da fécula de
araruta entre 29 um e 126 pum; (e) Charles et al. (2016) encontraram valores de tamanho
granular que variaram de 9,47 um a 22,47 um. Nesse estudo, a maioria dos granulos da fécula
de araruta mostrou um amplo intervalo de distribui¢do, que incluiu uma mistura de granulos
grandes (eliptico para oval), intermediarios (oval) e pequenos (oval a eliptico); e () Cunha
(2016) observou valores entre 8 um e 45 pum, com predominancia de 30 pm, tanto para a
fécula de araruta redonda quanto para araruta seta, podendo ser considerados granulos
grandes. Ainda segundo Charles et al. (2016), granulos maiores sdo adequados a elaboracéo
de filmes poliméricos e produtos de panificacéo.

Além do tamanho do grénulo, o conteiudo de amilose pode influenciar nas
propriedades tecnoldgicas dos filmes elaborados a partir do amido. Em estudos realizados
com feécula de araruta, o teor de amilose encontrado variou entre 16% e 40,86%: Villas-Boas e
Franco (2016) (19,5%); Gordillo et al. (2014) (40,86%); Nogueira, Fakhouri e de Oliveira
(2018) (35,2%); Tanetrungroj e Prachayawarakorn (2015) (19,9%); Hernandez-Medina et al.
(2008) (22,7%); Moorthy (2002) (16% a 27%); Erdman, Indies e America (1984) (19,9%).
Filmes de amido com alto teor de amilose sdo mais resistentes e apresentam boas
propriedades de barreira (FAKHOURI, 2009; THARANATHAN, 2003).

Fisicamente, o granulo de amido pode ser avaliado quanto a cristalinidade, sendo que
esta caracteristica esta fortemente ligada a concentracao de amilopectina presente, visto que as
cadeias curtas das ramificacbes desta molécula contribuem para formagdo de regibes
cristalinas no granulo. Maiores detalhes sobre a cristalinidade do amido serdo relatados na
Subsecéo 2.5.4.

Nesse contexto, as caracteristicas apresentadas pelo amido tais como origem boténica,
proporcdo amilose/amilopectina e tamanho dos grénulos podem sugerir sua aplicacdo para

elaboracdo de filmes. Foi visto que amido de fontes cuja proporcdo de amilose é superior a
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amilopectina podem resultar em filmes mais fortes, devido a capacidade que a amilose

apresenta de restabelecer as regides cristalinas durante o resfriamento.

2.2.1 Filmes de amido

Os filmes de amido sdo comestiveis, geralmente, inodoros, insipidos, transparentes e
apresentam boa barreira aos gases (O, e CO;) e aos aromas (BILIADERIS; LAZARIDOU,;
ARVANITOYANNIS, 1999; CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012; DAUDT et al., 2016;
JIMENEZ et al., 2012; MOLAVI et al., 2015). Todavia, algumas caracteristicas desses filmes
podem restringir diretamente sua aplicacdo, tais como baixa resisténcia a agua e deficiéncia
nas propriedades mecanicas, quando comparados aos filmes de polimeros sintéticos
convencionais, oriundos do petréleo (AVEROUS; BOQUILLON, 2004).

Em relacdo & cristalinidade, os filmes de amido sdo semicristalinos e as regides
amorfas sdo capazes de acomodar moléculas de agua dependendo da atividade de agua da
atmosfera circundante (PERDOMO et al., 2009). No que tange a fragilidade e a rigidez, elas
também sdo caracteristicas dos filmes de amido. A reducdo da fragilidade e o aumento da
flexibilidade desses filmes podem ser alcancados mediante 0 uso de plastificantes. Estes
ultimos diminuem as forcas intermoleculares e facilitam a mobilidade entre as cadeias do
polimero, com reducdo de possiveis descontinuidades e zonas quebradicas; resultando assim,
em materiais com menores temperaturas de transicdo vitrea (Tg) (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010), maior flexibilidade, aumento da deformacgdo na ruptura e menor
resisténcia a tracdo (JIMENEZ et al., 2012).

Daudt et al. (2016) observaram gue o aumento da concentracdo de glicerol (1%, 1,5%
e 2%, m/m) tornou os filmes de amido de pinhdo menos resistentes devido ao efeito
higroscopico positivo. Verificou-se ainda a reducdo do médulo de elasticidade 2.586 MPa
para 19 MPa e da resisténcia a tracdo de 46,54 MPa para 2,14 MPa. Entretanto, a elongacédo
aumentou de 3,1% para 57,4%, tornando os filmes mais flexiveis.

A plastificacdo ocorre na regido amorfa que apresenta maior mobilidade molecular.
Contudo, a capacidade dos plastificantes quebrarem as ligacfes de hidrogénio ao longo das
cadeias poliméricas depende do tipo e da quantidade do plastificante (JIMENEZ et al., 2012).
E muito comum utilizar poliois, tais como glicerol e sorbitol, como plastificantes em filmes a
base de amido. Sua eficécia é relatada por Mali et al. (2005) em virtude das semelhancas entre
a estrutura quimica dos poliois e a estrutura do amido, sendo que os filmes preparados com
glicerol sdo mais flexiveis quando comparados aos obtidos com sorbitol (JIMENEZ et al.,

2012). Contudo, a adicdo de plastificantes favorece ao aumento da permeabilidade aos gases e
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ao vapor de &gua dos filmes de amido (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993; MALI,
GROSSMANN; YAMASHITA, 2010)

Dependendo da concentracdo, o plastificante pode ocasionar um efeito conhecido
como antiplastificante, ou seja, ele interage com a matriz polimérica, mas ndo em quantidade
suficiente para aumentar a mobilidade molecular, apenas para aumentar o grau de interagdes e
a rigidez desta matriz. Esse fendmeno depende das condigfes de armazenamento e
normalmente ocorre quando sdo empregadas pequenas concentracdes de plastificante, abaixo
de 20%, m/m de amido (MALI et al., 2005; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Em filmes contendo fécula de araruta e caseina (SENHORINHO, 2014), o efeito
antiplastificante foi verificado naqueles com concentracfes inferiores a 35% de glicerol,
confirmado pela reducdo da resisténcia a tracdo. E interessante ressaltar que a presenca da
caseina também contribuiu para esse fenémeno.

A medida que a concentracdo de plastificante aumenta em filmes de amido, aumenta-
se também a PVA, como demonstrado em estudos realizados por Daudt et al. (2016) em filme
de amido de pinhdo. Assim, verificou-se o aumento da PVA (de 1,05 mm/kPa.h.m?para 1,679
mm/kPa.h.m?) proporcionalmente ao teor de glicerol, 20% a 40%. Os autores atribuiram o
comportamento descrito ao efeito da plastificacdo do glicerol entre as cadeias do amido e
ainda correlacionaram o maior valor da PVA a méaxima elongacdo e a menor resisténcia a
tracdo para os filmes contendo 30% e 40% de glicerol.

Conforme descrito nos paragrafos supracitados, além do efeito sobre a PVA dos filmes
de amido, os plastificantes melhoram as propriedades mecéanicas destes, demonstradas pela
reducdo da tensdo maxima e da rigidez e aumento da elongagéo e da flexibilidade. A melhoria
dessas propriedades é essencial, uma vez que, durante o armazenamento dos filmes de amido,
¢ comum ocorrerem fendmenos de recristalizacdo os quais induzem mudangas fisicas e
quimicas dos filmes. Com o envelhecimento, normalmente, os filmes de amido tornam-se
mais rigidos e, consequentemente, menos flexiveis, devido ao aumento da cristalinidade
(JIMENEZ et al., 2012).

O efeito plastificante dos filmes de amido pode ainda ser melhorado a partir da
aditivacdo destes com extratos naturais, os quais sdo utilizados com objetivo principal de
conferir aqueles propriedades ativas. Estas, por sua vez, sdo de grande interesse da industria
de alimentos para aplicacdo desses filmes ao desenvolvimento de embalagens ativas, que sera

0 assunto da préxima secao.
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2.3 EMBALAGENS ATIVAS

A embalagem tem como principais fungdes conter, proteger, facilitar o transporte e o
manuseio do produto e, ainda, informar aos consumidores sobre a qualidade do produto
acondicionado. As embalagens que sdo capazes de interagir com os alimentos, de modo
intencional, aumentando a vida de prateleira dos produtos pela acdo de aditivos existentes na
matriz polimérica ou no interior da embalagem sdo denominadas de embalagens ativas
(CORRALES; FERNANDEZ; HAN, 2014).

As propriedades antimicrobiana e antioxidante sdo destacadas e estudadas visando a
aplicacdo dos filmes como embalagem ativa. As alteracfes microbioldgicas e oxidativas sdo
as principais responsaveis pela deterioracdo de alimentos (MORENO; ATARES; CHIRALT,
2015; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).

O controle microbioldgico € de fundamental importancia para a seguranca do alimento
e a conservacdo do produto final até o consumo (SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI,
2016). Aliadas as reacGes microbioldgicas, as reacfes de oxidacdo séo as principais causas de
deterioracdo dos alimentos, sendo responsaveis por perdas nutricionais, descoloracdo e/ou
escurecimento, alteracdes de sabor e formacdo de radicais livres (MORENO; ATARES;
CHIRALT, 2015).

Nesse contexto, as embalagens ativas protegem os alimentos e a satde do consumidor,
tendo em vista que atuam sobre os microrganismos. O emprego de aditivos na formacdo da
matriz polimérica da embalagem minimiza a necessidade da sua aplicacdo diretamente no
alimento. O aditivo com acdo antimicrobiana e/ou antioxidante atua na superficie do produto,
regido de maior incidéncia microbiolégica e de reacGes de oxidacdo, através do contato direto
com a embalagem ou por meio da migracdo do aditivo da matriz para o espaco livre do
interior da embalagem (WRONA; BENTAYEB; NERIN, 2015).

Os aditivos sintéticos sao empregados comumente pela industria com intuito de evitar
as alteragcdes nos alimentos pds-processamento. Todavia, estudos relatam efeitos adversos
desses componentes a saude humana (AZNAR, et al., 2016; KECHICHIAN et al., 2010;
MOURE et al., 2001) e, por isso, 0 consumidor tem exigido produtos com menos quantidade
desses agentes e, de preferéncia, que sejam de origem natural.

Os extratos naturais e 0s 0leos essenciais sdo avaliados como excelentes aditivos com
acao antimicrobiana e antioxidante, devido a sua composi¢cdo rica em compostos fenolicos
(PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016). O
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extrato etanolico de propolis, um derivado apicola, apresenta tais compostos e, por essa raz&o,
é utilizado como aditivo na producdo de filmes com funcéo ativa.

Matrizes poliméricas de amido e carragena contendo extrato de propolis vermelha
cubana foram avaliadas (CHANG-BRAVO; LOPEZ-CORDOBA; MARTINO, 2014). Os
filmes apresentaram aumento para o conteudo de polifendis e para a atividade antioxidante,
justificado pela polimerizagdo dos compostos fendlicos presentes no extrato durante o
armazenamento.

Além da atividade antioxidante, a atividade antimicrobiana foi estudada em filmes de
quitosana e extrato de propolis por Siripatrawan e Vitchayakitti (2016). O teor de compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante dos filmes aumentaram com a concentracdo de extrato
de propolis. Consequentemente, os filmes apresentaram atividade antimicrobiana frente as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Os filmes a base de gelatina e extrato etanélico de propolis verde brasileira (5%, 40%
e 200%, m/m de gelatina) foram elaborados por Bodini et al. (2013) e avaliados, durante 177
dias, quanto a estabilidade. Os resultados comprovaram que o teor de compostos fenodlicos foi
preservado nos filmes ao longo do armazenamento, exceto nos filmes que apresentaram
extrato na concentragdo 5% (m/m de gelatina). Além da atividade antioxidante atribuida aos
compostos fendlicos presentes no extrato, a acdo antimicrobiana também foi uma
consequéncia da presenca destes compostos.

Nos estudos realizados por Torlak e Sert (2013), em filmes de polipropileno revestidos
com quitosana-prépolis foi verificada a acdo frente as bactérias Gram-negativas e também
atribuida a difusdo de constituintes ativos da propolis, denominado polifendis, a partir da
matriz polimérica e ao sinergismo destes compostos com a quitosana.

Sendo assim, os estudos até entdo mencionados atestam que o extrato de propolis
apresenta excelentes propriedades, antioxidante e antimicrobiana, que podem ser exploradas

quando aplicado a elaboracdo de filmes destinados a producdo de embalagens ativas.

2.3.1 Propolis

O material resinoso coletado pelas abelhas dos brotos, exsudados de folhas, flores e
outras partes das plantas da vegetacdo no entorno da colmeia, € denominado de prépolis. A
prépolis compreende uma mistura complexa de substancias gomosas e balsamicas,
modificada pelas abelhas no interior da colmeia por agdo enzimatica (B-glicosidase),
proveniente de secrecdes salivares e adicionadas de cera e polen ao produto final
(MARCUCCI, 1996; MENEZES, 2005; SALGUEIRO; CASTRO, 2016).
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A palavra prépolis, de origem grega “pro” = em defesa de e “polis” = cidade, o que
significa dizer em “defesa da cidade ou da colmeia”. As abelhas, na colmeia, utilizam essa
substancia para fechar as paredes, isolar termicamente, proteger contra invasao de insetos e
microrganismos, tornar o ambiente asséptico, além de mumificar insetos invasores
(BANKOVA, 2005; MARCUCCI, 1996; SFORCIN; BANKOVA, 2011).

Desde a antiguidade, a humanidade tem utilizado a prépolis como produto natural. Os
egipcios embalsamavam seus mortos com uma “cera negra” (1700 a. C), os gregos € romanos
a utilizavam como agente antisséptico e cicatrizante, enquanto 0s incas a empregavam como
antipirético (reduz a febre) (PEREIRA; SEIXAS; DE AQUINO NETO, 2002; SFORCIN;
BANKOVA, 2011). Em fungdo dos diversos beneficios medicinais, a propolis € utilizada
popularmente como terapia alternativa e alimento funcional (LUSTOSA et al., 2008). Sua
aplicacdo em produtos farmacéuticos e na industria de alimentos é dificultada devido a falta
de padronizacdo, no caso da propolis brasileira.

A composi¢do quimica da prépolis estd relacionada com a origem geogréfica e a
vegetacdo de onde ela é extraida, época da colheita e espécie da abelha. Sua cor varia do
verde, vermelho ao marrom escuro (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; PEREIRA,
SEIXAS; DE AQUINO NETO, 2002). Essa variagdo € comum em prépolis de origem de
regides tropicais, em funcdo da grande biodiversidade, quando comparada a de origem de
regides temperadas, como a propolis europeia (BANKOVA, 2005). Em resumo, a prépolis
contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de Oleos essenciais, 5% de
grdos de pélen, minerais e vitaminas (PARK et al., 2002).

A espéecie de abelha Apis mellifera é a mais estudada pela comunidade cientifica
quando se trata de prdpolis. As subespécies introduzidas no Brasil no periodo colonial eram
de origem europeia. Nos anos 50, com intuito de melhorar a capacidade produtiva de mel e
rusticidade, as subespécies africanas foram introduzidas na regido Sudeste. Ap6s um ano,
houve um acidente e alguns enxames fugiram com suas respectivas rainhas, as quais cruzaram
com as subespécies europeias, fendmeno que ficou conhecido por africanizagdo (OLIVEIRA,;
CUNHA, 2005; SHEPPARD et al., 1991). A propolis da A. melifera é a mais estudada no
Brasil e no mundo devido ao valor agregado e a qualidade dos produtos apicolas obtidos
(FRANCHIN et al., 2017).

Mais de 500 compostos foram identificados em propolis de muitos paises. Eles
pertencem as classes de substancias: flavonoides, fenilpropanoides, terpenoides, estilbenos,
lignanas, cumarinas e seus derivados prenilados (HUANG et al., 2014). Dentre elas, merecem

destagque a dos flavonoides e a dos acidos fendlicos, pois € atribuida grande parte das



38

atividades bioldgicas descritas para a prépolis (FUNARI; FERRO, 2006; SALGUEIRO;
CASTRO, 2016).

Até o momento presente, encontram-se catalogados 13 grupos da prépolis brasileira
conforme o perfil fisico-quimico, sendo que apenas 4 grupos (Grupo 3, 6, 12 e 13) foram
caracterizados quanto a origem botanica (DAUGSCH et al., 2008; PARK; ALENCAR,;
AGUIAR, 2002). A prépolis verde, pertencente ao Grupo 12, identificada no Sudeste
brasileiro, de origem botanica Baccharis dracunculifolia, é rica em &cidos fendlicos,
principalmente o &cido 3,5 diprenil-4-hidroxicindmico (Artepillin C), um marcador quimico
deste grupo (FUNARI; FERRO, 2006; PARK et al., 2004). Esses compostos fenolicos
conferem atividade antimicrobiana e antioxidante a propolis verde (AZIZ; KARBOUNE,

2017). A estrutura molecular do Artepillin C é ilustrada na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura quimica Artepillin C (&cido 3,5 diprenil-4-hidroxicindmico) — prépolis verde

/O

Fonte: Paulino et al. (2008).

Em funcdo da comprovacao das propriedades antimicrobiana e antioxidante, diversos
pesquisadores quantificaram estas propriedades em seus experimentos empregando prépolis
de diferentes regides geograficas brasileira.

Em duas amostras de propolis verde (Grupo 12) do Rio Grande do Norte analisadas
por Ferreira et al. (2017), foi verificado que a atividade para sequestrar o radical 1,1-difenil-2-
picrilidrazilo (doravante DPPH) corresponde a valores acima de 10% da atividade da
quercetina pura.

Silva et al. (2017) avaliaram amostras de propolis vermelha (Grupo 13) obtidas por
dois métodos de extragdo, a etanodlica e por fluido supercritico, em trés concentraces
diferentes. Nesse estudo, foi constatado que todos os extratos etandlicos a uma concentragdo
de 500 pg. mL™ apresentaram atividade antioxidante acima de 50% e todos 0s extratos
obtidos por fluido supercritico apresentaram atividade superior a 60%.
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Amostras de propolis das regides Nordeste, Sul, Centro-Oeste e Sudeste foram
estudadas em sistemas B-caroteno/acido linoleico e todas elas apresentaram capacidade
antioxidante superior a 50%, sendo que as amostras da Ultima regido mencionada
apresentaram o0s maiores indices comparados com os demais. Foi observado ainda que as
amostras das regifes Nordeste e Sudeste apresentaram maior e menor variabilidade dos niveis
de capacidade antioxidante, respectivamente (DE-MELO et al., 2014).

Amostras de propolis organica da regido Sul brasileira foram analisadas por Tiveron et
al. (2016), os pesquisadores verificaram que as sete amostras inibiram o crescimento das
bactérias testadas. Também foi constatado maior acdo das prdpolis frente a Gram-positivas
(Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus sobrinus, Staphylococcus
aureus), quando comparada com a bactéria Gram-negativa (Pseudomonas aeruginosa).

Com base nas informacBes supracitadas, observa-se que a propolis apresenta
propriedades antimicrobianas e antioxidantes devidas a presenca de compostos fenolicos e,
portanto, grande potencial para a elaboracdo de filmes bioativos com potencial aplicacéo
como embalagens ativas. O emprego destas embalagens pode ser associado a outros métodos
de conservacgdo do produto acondicionado, como por exemplo, a radiacdo gama, esta por sua
vez é indiretamente um tipo de radiacdo ionizante, cujos detalhes serdo descritos na secdo a

sequir.
2.4 RADIACAO IONIZANTE

Radiacdo de alta energia € compreendida pelo conjunto de radia¢des ionizantes, as
quais apresentam energia quantica ou cinética maiores que a energia de dissociacdo das
ligacbes quimicas. Podem ser mencionados o0s raios-X, os feixe de néutrons e de elétrons, a
radiacdo gama também comumente classificada nesse grupo, entretanto, vale salientar que
esta Ultima € indiretamente ionizante (DE PAOLI, 2008). A incidéncia de raios gama em um
material provoca colisdes as quais removem elétrons dos atomos da matéria e formam ions
(DA SILVA, et al. 2014).

A radiacéo ionizante pode modificar as propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos
materiais irradiados. As principais aplicagdes industriais de radiacdo compreendem a
esterilizacdo de produtos de salde, incluindo produtos farmacéuticos, esterilizacdo de
alimentos e produtos, além da modificacdo de materiais poliméricos (DROBNY, 2012;
FARKAS; EHLERMANN; MOHACSI-FARKAS, 2014; HAIJI-SAEID; SAMPA;
CHMIELEWSKI, 2007).
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Um dos motivos da aplicagdo da radiacdo, em processos de esterilizacdo, é a
capacidade de alteracdo do DNA de microrganismos, que impede o processo de divisao
celular. Além disso, o dano do material genético pode ser resultado da acdo de moléculas
reativas que se formaram como produtos da radiolise (FARKAS; EHLERMANN;
MOHACSI-FARKAS, 2014).

2.4.1  Esterilizacéo por radiacdo gama

A radiacdo é um método de esterilizacdo que utiliza temperaturas baixas, consideradas
ideal para desinfeccdo de materiais termossensiveis. A radiacdo gama é amplamente utilizada
no processo de esterilizacdo de alimentos, os raios gama sdo capazes de penetrar através da
superficie incidente e, por isso, produtos pré-embalados sdo irradiados a fim de evitar
problemas de contaminagio pos-acondicionamento (FARKAS; EHLERMANN; MOHACSI-
FARKAS, 2014; HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007).

A radiacdo pode ser considerada como um tratamento ndo térmico, pois o produto
irradiado apresenta um aumento de temperatura ndo significativo (FARKAS; EHLERMANN;
MOHACSI-FARKAS, 2014). Tal caracteristica é interessante para preservar a qualidade
nutricional e sensorial dos alimentos sensiveis ao calor, como observado no estudo abaixo.

Inamura et al. (2012) avaliaram o efeito da radiacdo gama (3 kGy) em trés diferentes
grupos alimentares, alimentos desidratados, refeicdes e alimentos prontos para consumo. A
maioria dos alimentos desidratados, exceto batatas com bacon e sopa de ervilha, foram
aceitaveis sensorialmente. As refeices prontas para consumo ndo foram aceitaveis em teste
realizado oito meses pdés-irradiacdo. Ja os alimentos prontos para consumo foram aceitos
sensorialmente. A reducdo da contagem microbioldgica dos produtos irradiados e a
inexisténcia de contaminacgdo pos-processamento demonstrou que a embalagem foi capaz de
suportar a irradiagdo, mesmo ap0ds oito meses de armazenamento. Os autores concluiram que
a dose e as condic¢des de irradiacdo, além do material da embalagem devem ser consideradas
para que o alimento seja aceito sensorialmente. E comum que os alimentos irradiados sejam

identificados pelo simbolo da Radura, ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — O logotipo internacional RADURA do Codex Alimentarius
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Fonte: FAO/WHO (2007).

A palavra Radura deriva do nome radiagdo e “durus” em latim que significa
duradouro. A Radura foi criada para identificar os produtos irradiados de uma empresa
holandesa, como ferramenta de promogéo para um produto de alta qualidade com prateleira
prolongada. Em paises como EUA tornam o seu uso obrigatorio; alguns paises permitem o
uso opcional; outros, em particular os da Unido Europeia, ndo preveem o uso deste logotipo
internacional (EHLERMANN, 2009).

No Brasil, conforme RDC n° 21 de 26 de janeiro de 2001, os alimentos irradiados
devem apresentar no rétulo a seguinte descricao “ALIMENTO TRATADO POR PROCESSO
DE IRRADIACAO”, assegurando ao consumidor o direito a informagdo. A irradiacdo em
alimentos é empregada com o propdsito de aumentar a vida de prateleira do produto e garantir
inocuidade através da eliminagdo de organismos vivos causadores de doencas e deterioracdo
do produto (FARKAS; EHLERMANN; MOHACSI-FARKAS, 2014).

De modo geral, as doses de irradiacdo aplicadas em alimentos sdo inferiores a 10 kGy,
exceto nos alimentos microbiologicamente estaveis por irradiagcdo ap6s congelamento (até 50

kGy), como pode ser visto no Quadro 1, pagina seguinte.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713508002028?via%3Dihub#bib1
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Quadro 1 — Propdsitos e efeitos da irradiagdo de alimentos conforme a dose

Proposito e efeitos Dose (kGy)
Inibicdo de germinacéo de tubérculos, raizes e bulbos armazenados. 0,05-0,15
Destruicdo de insetos em cereais armazenados, frutas secas, nozes, 0,15-1,0
oleaginosas e legumes.
Retardo de amadurecimento e senescéncia de certas frutas e vegetais. 0,2-1,0
Aumento da vida util de frutas e vegetais, carnes, aves, peixes e 0,5-3,0

refeices prontas por redugdo de microrganismos deteriorantes.

Inativagéo/destruicdo de parasitas transmitidos por alimentos. 0,3-6,0

Destruicdo de bactérias patogénicas (Salmonella, Campylobacter, 3,0-7,0
Listeria) em alimentos frescos ou congelados.

Reducdo de contagens microbiolégicas em especiarias e outros 5,0-10
ingredientes secos.

Producdo de carnes, aves e refeicdes prontas para consumo embalados a até 50
vacuo, microbiologicamente estaveis por irradiacdo ap0s o
congelamento.

Fonte: Adaptado (FARKAS; EHLERMANN; MOHACSI-FARKAS, 2014).

Conforme demonstrado no Quadro 1, a inibicdo da germinacédo de raizes e tubérculos,
a eliminacdo de insetos, o retardo do amadurecimento de vegetais, a reducdo da microbiota
deteriorante de alimentos vegetais e carneos e a destruicdo de bactérias patogénicas em
alimentos frescos e congelados séo alcangados mediante o emprego de dose de radiacdo gama
até 10 kGy. Doses superiores até 50 kGy sao utilizadas em alimentos processados e

congelados que sdo microbiologicamente estaveis.

2.4.2 Efeito da radiagdo gama em materiais poliméricos

A interacdo da radiacdo gama com a matéria provoca a remogdo de elétrons dos
atomos dos materiais. Os elétrons ejetados apresentam energia suficiente para possibilitar a
colisdo com elétrons orbitais de outros atomos. Quando a energia emitida pelos raios gamas é
superior aquela necessaria para ejetar um elétron, ocorre o efeito Compton. Esse é o principal
efeito causado no material irradiado (DA SILVA, et al. 2014).

Um efeito indireto sobre os materiais podem ocorrer, via formacdo de radicais

guimicos, altamente reativos, tais como radicais livres, ions e atomos em estado excitado
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(DA SILVA, et al. 2014; HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007). Quando um
polimero é irradiado, tais radicais, sdo responsaveis por provocarem reacGes de reticulacao,
caracterizado pelo aumento da massa molecular, e de cisdo, pelo decréscimo da massa
molecular (HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007; KOMOLPRASERT, 2016).

A formacdo de radicais livres é responsavel por iniciar os processos de degradacao
polimérica, principalmente por reacdo de auto-oxidagdo. Esse tipo de reacdo caracteriza-se
por dois aspectos, a autocatalise e a capacidade de ser inibida por agentes externos (aditivos,
por exemplo, antioxidantes) (RABELLO, 2000).

Fatores como dose absorvida, taxa de dose, temperatura, concentracdo de oxigénio da
atmosfera em que o polimero € irradiado e as interagdes com aditivos (como antioxidantes)
presentes na composicao polimérica podem influenciar na predominancia do tipo de reacao.
Ambas as reacGes coexistem no processo de irradiacdo e ocorrem de forma aleatoria.
(KOMOLPRASERT, 2016).

Quando o polimero sofre reacdo de reticulacao fisica ocasionada pela radiacdo gama,
uma rede integrada mais forte pode ser obtida, em que as cadeias estdo interligadas por
ligacbes de hidrogénio (GARAVAND et al., 2017). Como consequéncia, a elongacdo, a
cristalinidade, a PVA e a solubilidade podem ser reduzidas, enquanto a resisténcia mecéanica
dos polimeros é aumentada (HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007).

Por outro lado, as rea¢fes de cisdo diminuem o comprimento da cadeia dos polimeros,
ou seja, acelera a degradacdo polimérica (HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007).
Em caso de alimentos irradiados, moléculas de cadeia menores produzidas podem migrar para
0 produto, e este ter suas propriedades sensoriais alteradas e inocuidade comprometida
(KOMOLPRASERT, 2016). No caso de filmes de amido, a migracéo néo é considerada uma
ameaca, Vvisto que o filme polimérico é formado por componentes ndo tdxicos; sobretudo, as
reacOes de cisdo poderdo comprometer a estrutura fisica polimérica e, consequentemente, a
funcdo de protecdo dos filmes quando aplicados como embalagens.

A avaliacdo das propriedades mecanicas de filmes irradiados € uma forma de conhecer
0 impacto da radiacdo na estrutura polimérica, ou seja, se houve reagdes de reticulacdo e/ou
cisdo. Em estudos realizados por Ali e Ghaffar (2017) com blendas de poliestireno e amido,
houve um aumento da resisténcia a tragdo para os filmes com até 5% de amido, irradiados até
5 kGy e para as demais blendas (10%, 15% e 20% de amido) irradiadas até 10kGy, justificado
pela formacdo de uma estrutura reticulada. Entretanto, a resisténcia a tragdo foi reduzida com
uma dose de 20 kGy. Isso aconteceu devido & degradagdo das blendas, em que aquela foi

ocasionada pela quebra das cadeias com formacdo de radicais livres e redugdo da massa
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molecular. A estabilidade térmica também foi estudada, os autores verificaram que em doses
de até 5 kGy, a taxa de decomposicao térmica diminuiu, enquanto a 20 kGy a taxa aumentou.

Um compdsito de gelatina, policaprolactona (PCL) e 2-etilhexil acrilato (EHA), foi
avaliado por Zaman e Beg (2015) quanto ao efeito da radiacdo gama (5-2,5 kGy). A
resisténcia a tragdo aumentou com as doses de radiacdo e alcangou um valor méximo de 23,46
MPa a uma dose de 1,5 kGy, e acima dessa dose diminuiu. Em doses até 1,5 kGy, os radicais
livres foram formados e estabilizados por rea¢des de combinacdo; como resultado, ocorreu a
reticulacdo. A reacdo entre EHA e gelatina dominou. Acima de 1,5 kGy, as cadeias principais
foram quebradas e o polimero se degradou em fragmentos, tornando os filmes quebradicos e
reduzindo propriedades de tragéo.

Estudos realizados em filmes de goma guar demonstraram o efeito da radiacdo gama
nas propriedades mecanicas (SAURABH et al., 2013). Os filmes irradiados entre 1-25 kGy
ndo apresentaram alteracdo significativa da resisténcia a tracdo, bem como aqueles irradiados
entre 1-50 kGy ndo diferiram em relacdo ao modulo de elasticidade. A partir da dose de 25
kGy, houve uma reducdo de 28% da resisténcia a tracdo, e acima de 50 kGy, houve um a
diminuicdo de 33% no mddulo de elasticidade.

Filmes a base de amido foram irradiados com diferentes doses de radiagdo gama (3- 24
kGy) e avaliados por Kim et al. (2008). A maior resisténcia a tracdo foi encontrada para um
dos tratamentos irradiados a 3 kGy, demonstrando uma melhoria desta propriedade
comparada ao filme ndo irradiado.

Portanto, a radiacdo gama pode alterar significativamente a estrutura polimérica de
filmes de forma a melhorar ou prejudicar o seu desempenho quando aplicado como
embalagem. Através das técnicas de caracterizacdo dos filmes é possivel dimensionar os
efeitos decorrentes da radiacdo gama sobre a matriz polimérica, como pode-se ver na secdo

seguinte.

2.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Nesta subsecdo, serdo descritos 0s conceitos acerca das técnicas empregadas para

caracterizagéo de filmes poliméricos.

2.5.1  Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A Espectroscopia tem como principio fundamental estudar a interacdo da radiacdo

eletromagnética com a matéria. Através do estudo das vibracbes moleculares pela técnica
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espectroscopica de absor¢cdo no infravermelho (doravante, IR) é possivel prever a estrutura
quimica das moléculas. Estas, por sua vez, sdo influenciadas pela estrutura molecular, cujas
distancias de ligacdo quimica e angulos de ligacdes sdao bem definidos e especificos para cada
molécula (CANEVAROLO, 2007).

As técnicas espectroscopicas de absorgdo no IR sdo utilizadas na indUstria por ser uma
técnica rapida que requer o minimo necessario de preparo das amostras, as quais ndo sdo
destruidas, de baixo custo e facil execucdo do equipamento (REID; O’DONNELL;
DOWNEY, 2006). Através da espectroscopia de IR, os compostos organicos sdo analisados
de forma qualitativa, pois cada grupo apresenta vibragdes caracteristicas que provocam o
aparecimento de bandas no espectro infravermelho em frequéncias especificas (ROHMAN et
al., 2011).

A espectroscopia IR pode ser dividida em trés regides distintas: IR longinquo ou
afastado (10-400 cm™), IR médio (400-4000 cm™) e IR proximo (4000-12820 cm™). A
maioria dos estudos em IR é realizada na regido média. A regido de 400-1800 cm™ é
conhecida como regido da “impressdo digital” do espectro IR, pois € nessa regido que
aparecem a maior parte das frequéncias vibracionais fundamentais (CANEVAROLO, 2007).

As técnicas espectroscopicas com absorcdo de IR médio com transformada de Fourier
(FTIR) sdo empregadas no estudo dos grupos funcionais existentes no amido. As pesquisas
citadas a seguir encontraram espectros com bandas de absorcdo para amido de araruta
semelhante aos amidos de outras origens botanicas encontrados na literatura.

Em pesquisa realizada por Cunha (2016), as bandas de 3305 cm™, para araruta
redonda e para araruta seta, foram atribuidas aos grupos OH existentes nas moléculas do
amido, que estdo interagindo por ligacdes de hidrogénio. Ja as bandas encontradas em 2922
cm™ e 2929 cm™ foram atribuidas & deformacao axial da ligagdo C-H. Bandas de absorgdo em
1651 cm™ foram relacionadas & vibragdo dos grupos OH pertencentes as moléculas de agua
ligadas & regido amorfa dos granulos de amido. As bandas de absorcdo em 1339 cm™ a 1337
cm sdo relacionadas a deformacdes de grupos C-OH.

Enquanto avaliava 0 amido de araruta seta, Gordillo et al. (2014) encontraram bandas
semelhantes as citadas por Cunha (2016). Bandas de absorcdo entre 3200 cm™ e 3589 cm™,
associadas ao alongamento de grupos OH, 2940 cm™, alongamento de grupos CH, 1647 cm™,
vibracdo de grupos OH da 4gua existente no amido e em 1460 cm™ a torcéo de grupos CH,. A
banda de absorcdo registrada 860 cm™ foi associada a vibragdes de C-O-C, que é uma

caracteristica especifica de alongamento simétrico em amidos.
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Extratos naturais empregados na elaboracdo de filmes poliméricos também séao
avaliados através da espectroscopia FTIR, para identificar os principais grupos funcionais dos
compostos presentes nos extratos que sao capazes de interagir com a matriz polimérica, como
podem ser observados a seguir.

Filmes & base de gelatina e propolis vermelha enriquecidos com 6leo essencial de
manjericio foram avaliados por espectroscopia de FTIR (MENDEZ, 2017). Os espectros para
extrato de prépolis demonstraram bandas caracteristicas da presenca de flavonoides e anéis
aromaticos. A vibracdo de flexdo assimétrica de grupos C=O pertencente aos lipidios,
flavonoides e amino4cidos foi identificada em 1694 cm™. Alongamento — vibracdo
assimétrica de C=C — pertencente aos grupos aromaticos, flavonoides e aminoéacidos foi
identificada em 1618 cm™. Foi verificado o alongamento de compostos aromaticos em
flavonoides e anéis aromaticos em 1507 cm™. Além disso, verificou-se vibracio de flexdo nos
grupos C-H de grupos CH; e CH3, aromaticos dos flavonoides e anéis aromaticos em 1445
cm™. J& a vibracéo de flexdo de C-H de grupos CH; de arométicos foi identificada pela banda
de 1375 cm™. A vibracéo de alongamento (C-C) e flexdo (C-OH) de flavonoides e de grupos
alcodlicos secundarios foram atribuidas & banda 1083 cm™.

Produtos naturais, tais como prépolis de origem britanica e brasileira, roma, sangue de
dragdo e sélvia também foram avaliados por FTIR para identificar grupos funcionais
relacionados aos componentes responsaveis pala acdo antimicrobiana (OLIVEIRA et al.,
2016a). Para propolis verde brasileira, foram encontradas bandas 3366 cm™ e 3273 cm™
relacionadas aos grupos OH; e uma banda a 3433 cm™ relacionada & OH de compostos
fenélicos. A vibragdo de estiramento de grupos C=C foi identificada em 1640 cm™ em razdo
das deformacdes de anéis aromaticos presentes em flavonoides e aminoécidos. A banda a
1457 cm™ poderia estar relacionada com CHgs, CH, de flavonoides e anéis aromaticos.

Aceves et al. (2015) caracterizaram o extrato etanélico de prépolis e utilizaram, dentre
as técnicas espectroscopicas, a de FTIR. Conforme bandas encontradas nos espectros, vale
destacar aquelas correspondentes aos grupos existentes nos componentes responsaveis pela
atividade do extrato, compostos fenolicos, flavonoides e anéis aromaticos. A vibracdo de
flexdo assimétrica de grupos C=0 é de lipidios, flavonoides e aminoacidos, sendo identificada
em 1653 cm™. Vibracéo de flexdo também foi constatada nos grupos C-H do grupo CH5 dos
flavonoides em 1380 cm™. A banda 1087 cm™ foi atribuida & vibragdo de alongamento (C-C)
e flexdo (C-OH) de flavonoides e de grupos alcodlicos secundarios.

A caracterizacdo qualitativa por meio da espectroscopia de FTIR em amido e extratos

naturais é bastante util quando estes componentes sdo empregados na elaboragcdo de
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bioplasticos. Espera-se que as bandas espectrais do bioplastico, também analisado por FTIR,
obtidas sejam semelhantes aquelas encontradas nos espectros dos componentes de origem,
com possiveis alteracdes das intensidades devido as interacdes entre eles. Portanto, atraves da

avaliacdo das bandas espectrais verifica-se a presenca de cada componente do bioplastico.

2.5.2 Propriedades ativas

Nessa subsecéo serdo abordadas as propriedades ativas, compreendidas pela atividades

antioxidante e antimicrobiana dos compostos fendlicos.

2.5.2.1 Atividade antioxidante dos compostos fenolicos

Na natureza, sdo encontradas moléculas com capacidade antioxidante, dentre as quais
os compostos fenolicos sdo considerados como potentes antioxidantes, comparados aos
tocoferdis, ao acido ascorbico e aos carotenoides (CAROCHO; MORALES; FERREIRA,
2018; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Os compostos fendlicos sdo numerosos, sendo relatadas na literatura mais de 8.000
estruturas, sdo encontrados em todo reino vegetal e variam desde compostos com apenas um
anel aromatico até grandes moléculas complexas, tais como os taninos e polifendis derivados
(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Tais compostos ainda podem ser divididos
em: flavonoides, acidos fendlicos, alcoois fenolicos, estilbenos, lignanas e taninos, cujas
estruturas quimicas estdo ilustradas no Quadro 2, veja na pagina seguinte (OLIVEIRA;
CARVALHO; MELO, 2014; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997) .

Os antioxidantes participam de reacdes de oxido-reducdo e o mecanismo destas
reacOes € explicado por Leopoldini; Russo e Toscano (2011). Incialmente, a molécula que
apresenta o grupo fenol, o antioxidante, representado por ArOH, reage com o radical livre,
R°®, através da transferéncia de atomos de hidrogénio como descrito pela reacdo quimica
(Equacéo 1).

ArOH + R®* 2 ArO® + RH (1)

A seguir, em uma segunda reacdo, ocorre a transferéncia unica de elétrons, ou seja, 0
oxidante doa um elétron para a molécula antioxidante (Equagao 2).
ArOH +R* 2 ArO"™* + R 2

Os produtos de ambas as reacfes sdo espécies ndo reativas (RH), um radical oxidado

(ArO®), um radical cation (ArOH"*) e uma espécie energeticamente estavel (R").



Quadro 2 — Estrutura quimica dos compostos fendlicos
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Diante do mecanismo apesentado por Leopoldini; Russo e Toscano (2011), é possivel
verificar que a acdo antioxidante apresentada pelos compostos fendlicos se da pela capacidade
de capturar radicais e torna-los espécies estaveis, desta forma as reacGes radicalares sdo
interrompidas.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos pode ser medida por diferentes
métodos descritos na literatura, sendo que os mais comuns empregados para avaliagdo em
alimentos e amostras bioldgicas compreendem os métodos de captura do radical DPPH e/ou
do radical ABTS e o método de determinacéo total de fendis pelo Reagente Folin-Ciocalteu.
Segundo Comert e Gokmen (2018), esses métodos sdo baseados no mecanismo de
transferéncia de elétrons e sdo bastante utilizados nas amostras citadas anteriormente devido a
simplicidade, disponibilidade e estabilidade dos reagentes, além da reprodutibilidade em
ampla faixa de concentracéo.

Na literatura, sdo encontrados estudos com filmes poliméricos aditivados com extratos
naturais, os quais apresentam compostos fendlicos em sua composi¢do e potencial acdo
antioxidante. Esses estudos avaliaram os filmes quanto ao teor de compostos fenolicos totais e
quanto a atividade antioxidante e estdo descritos a seguir.

Nos estudos realizados por Pifieros-Hernandez et al. (2017), os filmes de mandioca e
glicerol apresentaram atividade antioxidante devido a adi¢do do extrato de alecrim. O
aumento da quantidade adicionada de extrato (5-20%, m/m de amido) as formulacGes
contribuiu para o aumento da concentracdo de polifendis nos filmes. Além disso, a atividade
antioxidante dos filmes aumentou de 28,6% para 81,9% proporcionalmente ao teor de
polifendis (4,4 mg a 13,4 mg em &cido gélico/g de filme seco) das amostras.

Estudos realizados por Siripatrawan; Vitchayakitti (2016) em filmes de quitosana e
extrato de prépolis tailandesa (2,5%, 5%, 10% e 20%, m/m) comprovaram um aumento no
conteddo de compostos fenolicos e da atividade antioxidante dos filmes aditivados com
extrato.

A estabilidade quimica dos compostos fendlicos, em filmes de amido de milho e
carragena, contendo extrato de erva mate, foi verificada por Chang-Bravo; Lopez-Cérdoba e
Martino (2014). Os filmes com erva-mate mantiveram seu contetdo de polifenol ao longo do
armazenamento por seis meses a 75% de umidade relativa, a 23 °C, porém, a capacidade de
eliminacdo do radical DPPH aumentou em 50%.

Filmes & base de gelatina e prépolis verde (brasileira), com diferentes concentrages
de extrato (5%, 40% e 200%, m/m de gelatina) elaborados por Bodini et al. (2013) foram
avaliados, durante 177 dias, quanto a estabilidade. Para o teor de fendlicos, foi observado que


https://www-sciencedirect-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/polyphenol
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estes foram preservados nos filmes ao longo do armazenamento, ndo obstante, nos filmes com
extrato na concentracdo 5% (m/m de gelatina) demonstrou quantidade fendlica insuficiente
para determinacao.

Diante da comprovacdo da existéncia de compostos fendlicos na composicao dos
extratos naturais, é possivel afirmar que estes sdo potenciais aditivos para o desenvolvimento
de filmes com propriedades antioxidantes. O conteido do componente ativo sobretudo deve

estar na matriz polimérica em quantidade suficiente para atuar como antioxidante.

2.5.2.2 Atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos

Além da propriedade antioxidante atribuida aos compostos fendlicos, é atribuida a eles
também a propriedade antimicrobiana encontrada em extratos naturais. Por isso, 0 uso de
extratos naturais € comum na elaboracdo de filmes com propriedades antioxidante e
antimicrobiana.

Mascheroni et al. (2010) estudaram a difusdo de compostos de propolis no polimero
poli (L-Acido Léatico), conhecido como PLA, em meio aquoso. Os autores verificaram que
uma quantidade relevante dos &cidos fenolicos era liberada para agua, enquanto outros
compostos ativos, como os flavonoides, permaneciam na estrutura polimérica. Portanto, 0s
acidos fendlicos tém a capacidade de migrar para 0 meio e atuar como antimicrobiano.

Alguns mecanismos de acdo da propolis frente a bactérias foram atribuidas por
Mirzoeva; Grishanin e Calder (1997), tais como o aumento da permeabilidade da membrana
plasmética e a alteracdo da capacidade motora celular. Enquanto Cushnie e Lamb (2005)
atribuiram aos flavonoides a acdo antimicrobiana pela capacidade de inibir a sintese de acidos
nucléicos da célula, a funcdo da membrana citoplasmatica e o metabolismo energético.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, os estudos realizados por Siripatrawan e
Vitchayakitti (2016) demonstraram que o extrato de propolis tailandesa foi mais eficaz frente
a bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) do que frente a bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis), justificada pelas
diferengas estruturais da parede celular bacteriana.

Nos estudos realizados por Bodini et al. (2013), ficou demonstrado que os filmes de
gelatina e prépolis verde apresentaram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus ao longo do armazenamento (177 dias), como resultado da capacidade dos filmes de
gelatina de preservar os compostos fendlicos.

Em estudos realizados por Torlak e Sert (2013), em filmes de polipropileno revestido

com quitosana e propolis, foi verificado um aumento da atividade antimicrobiana, frente
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Gram-positivas e Gram-negativas, pelos filmes aditivados com extrato etandlico de prdpolis
(10g/100g, polimero-quitosana). O filme revestido com quitosana e prépolis reduziu a
contagem de patégenos em ciclos logaritmicos entre 3,87 log e 5,58 log em comparacdo com
o filme controle durante o periodo de exposicéo de 24 horas.

Como pode ser observado, o extrato de propolis apresenta excelente capacidade
antimicrobiana devido a presenca de compostos fendlicos que por sua vez permanecem ativos
qguando empregados como aditivos em filmes poliméricos.

Os filmes poliméricos a base de amido de araruta aditivados com extrato de propolis
verde e tratados com radiagdo gama ndo apresentam estudos na literatura, como demonstrado
na Secdo 2.5, que evidenciem os efeitos causados pelas diferentes concentragdes do extrato ou
pelas variadas doses de radiacdo gama na matriz polimérica. Sendo assim, tais efeitos foram

avaliados no presente estudo, cuja metodologia empregada sera descrita na subsecdo seguinte.

2.5.3 Massa molar dos polimeros

Os polimeros se destacam por apresentar moléculas de cadeias longas, ou seja, de alta
massa molecular, acima 10.000 g.mol™, que influencia diretamente nas suas propriedades
fisico-quimicas (CANEVAROLO, 2006). Na literatura, a massa molecular pode ser
classificada em trés tipos: massa molecular numérica média, massa molecular ponderal média
e massa molecular viscosimétrica média. A determinagdo para todos 0s casos exige que 0
polimero esteja em solucdo (MANO; MENDES, 2004).

A medida viscosimétrica de solucBes poliméricas diluidas pode fornecer de forma
simples a massa molar média (dita viscosimétrica) dos polimeros (CANEVAROLO, 2006).
Essa medida depende do numero, do peso e também da forma das macromoléculas presentes
na solucdo, matematicamente pode ser expressa pela Equacdo 3 (MANO; MENDES, 2004).

- niM:/a]l/a 3)

a

M, =

Sendo, M,, é a massa molar média viscosimétrica, n; € nimero de moléculas da classe
i, M; é massa molar das moléculas da classe i, e a € a constante que depende do sistema
polimero-solvente-temperatura.

Por meio da equacdo de Mark-Houwink (Equacéo 4), a viscosidade intrinseca (1) de
uma solucédo polimerica diluida foi relacionada a massa molar média viscosimétrica (M,,) do
polimero (GUILLET, 1985).

[n] = K(M,)* (4)
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Sendo, K=1,18 x 103 ¢ 0. = 0,89, para o sistema amido-KOH (1,0 moI.L'l), a 30 °C
(FOSTER, 1965).

A viscosidade intrinseca pode ser determinada por algumas relacdes matematicas a
partir da medida da viscosidade de uma solucdo diluida empregando-se uma unica
concentragéo, conforme Equacdo 5 (QIAN, 1997) e Equacdo 6 (SOLOMO; CIUTA, 1962).

Ns
[77] N C(nrezl))o’s (5)
0,5
[n] = [2(77517 - IC" Urel)] ©)

As Equac0es 5-6 sdo utilizadas quando a constante de Huggins for Ky > 0,5, 0,3 > Ky
> 0,4, respectivamente.

Huggins propds uma relacdo entre a viscosidade reduzida (1,.4) € a concentracao
valida para solucdes poliméricas diluidas (1 < 1,.4 < 2) (ROSEN, 1993), assim tem-se a

Equacéo 7.

Nreda = [7]] + KH[U]ZC (7

Sendo, K uma constante de proporcionalidade (constante de Huggins) proxima de 0,4
para diversos sistemas polimero-solvente.

A Equacdo 7 ¢é linear, cuja inclinacdo da reta é obtida do grafico plotado a partir da
Nreq €M funcdo da concentragdo. Enquanto, a [n] pode ser, ainda, obtida pela extrapolagédo da

viscosidade reduzida, quando a concentracdo da solucédo for zero (ROSEN, 1993).
[n] = lifn Nred
c=0
Dessa forma, a 7n,.4 também esta relacionada com a viscosidade especifica (5,), a

qual estd diretamente relacionada a viscosidade relativa (n,.;), como demonstrada pelas
Equacdes 8-10 (GUILLET, 1985).

t 8
Nret = a ®)
Nsp = Nret — 1 9)
_Iw (10)
Nred C

Sendo, t e t,, respectivamente, o tempo de escoamento da solucdo e do solvente, C

concentracdo da solugéo polimérica.
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A partir dos dados da M,, é possivel estimar o numero de cisdes na cadeia principal por
cada 100 eV de energia absorvida, representado pelo valor G. O valor G pode ser determinado
pela relacdo matematica deduzida por ARAUJO et al. (1998) (Equacéo 11).

106 10° 0,104GD (11)

= + 1
M, Mvo I'(a+2) /a

Sendo, M, e M, as massas molares meédias viscosimétricas antes e depois da

irradiacdo, respectivamente. I' é a fungdo gama ¢ o ¢ a constante utilizada na Equagdo 4 de

Mark-Houwink. A relagdo 10%/M, e D é linear e fornece o valor G da inclinacéo da reta. Uma

inclinacdo positiva da reta indica o efeito de cisdo predominante na cadeia principal, enquanto

a inclinacdo negativa esta relacionada ao efeito predominante de reticulacdo (SILVA et al.,

2019). Assim, a Equagéo 11 torna-se a Equacdo 12 para sistemas amido-KOH com a = 0,89.
106 3 10°

=+ D
= T 00536 (12)

0

A Equacdo 12 € linear e a inclinacdo da reta do grafico plotado a partir do inverso da
M,, em funcéo da dose de irradiacdo fornece o valor G (ARAUJO et al., 1998).

Empregando-se os dados da massa molar média viscosimeétrica das amostras irradiadas
(M,) e amostras ndo irradiadas (Myo), pode-se determinar o indice de degradacdo (ID), que
representa 0 nimero de cisdes por moléculas originais (ARAUJO et al., 1998), conforme
Equacéo 13.

ID = (%) —1 (13)

2.5.4 Difratometria de raios-X

A difratometria de raios-X é uma técnica que permite estudar a estrutura cristalina e
sua fracdo percentual através do espalhamento dos raios-X por estruturas organizadas
(CANEVAROLO, 2007).

Os atomos e as moléculas podem se arranjar de forma cristalina ou amorfa. Com o0s
granulos de amido ndo seria diferente, sua organizagdo estrutural define sua cristalinidade.
Esta encontra-se associada as cadeias das ramificacbes da amilopectina (TANG;
MITSUNAGA; KAWAMURA, 2006).

A cristalinidade influencia na estrutura espacial dos granulos de amido nas
caracteristicas fisico-quimicas, como a susceptibilidade ao ataque enzimatico e a solubilidade
parcial em &gua fria (TANG; MITSUNAGA; KAWAMURA, 2006).


https://onlinelibrary-wiley.ez19.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1002/masy.201800075#masy201800075-disp-0003
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Segundo Moorthy (2002) os diferentes tipos de amido possuem o padréo 'A’, 'B' ou 'C',
sendo que este Ultimo € uma mistura de padrdes 'A' e 'B". Um padrdo V (geralmente associado
aos padrdes A, B ou C) pode aparecer apos a gelatinizacdo devido a complexacdo da amilose,
embora tais padrdes também sejam relatados como existentes em amidos nativos (GALLANT
etal., 1992).

Os amidos de cereais produzem um padréo de raios-X Tipo A, consistindo de duplas
hélices em um arranjo monociclico. O padréo tipo B é encontrado em amido de tubérculos e
raizes tropicais, consistindo de uma estrutura aberta e altamente hidratada, com duplas hélices
dispostas em arranjo hexagonal (GALLANT; BOUCHET; BALDWIN, 1997; IMBERTY et
al., 1987), conforme Figura 6.

Figura 6 — Duplas hélices de amilose e das quatro moléculas de agua (como pontos negros) em uma
celula unitéria

Fonte: Imberty et al. (1987).

A origem boténica influencia no padréo de cristalinidade da amostra, amido extraido
de raizes e tuberosas tem padrdo de difracdo de raios-X do Tipo B, porém, existem algumas
excecdes, tais como os amidos de batata-doce (Ipomoea batatas) (A, C), de mandioca
(Manihot esculenta) (A, C) e de inhame (Discorea dumetorum) (A) (HOOVER, 2001).

Amido com padrdo Tipo A € composto por amilopectina com cadeias curtas
ramificadas espalhadas entre as regides cristalinas e amorfas. Essa caracteristica confere
maior densidade a molécula de amilopectina padrdo Tipo A, comparada a amilopectinas
padrdo Tipo B e C. Isso porque no amido tipo B, a amilopectina apresenta poucas
ramificacOes de cadeias longas aglomeradas nas regides amorfas, e no amido Tipo C, as
amilopectinas conttm ambos o0s comprimentos de ramificacdo, longos e curtos
(MCPHERSON; JANE, 1999; YOO; JANE, 2002).
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Conforme relatos da literatura, s&o encontrados diferentes padrdes de cristalinidade
para os granulos de amido de araruta. Nogueira; Fakhouri e de Oliveira (2018) encontraram
um padrdo de mistura de polimorfos A (20 = 15,42°) ¢ B (20 = 5,68°, 17,42°, 23,14°),
sugerindo um padrdo Tipo C. Villas-Boas e Franco (2016) encontraram um padrdo de
cristalinidade Tipo A, caracterizado por picos principais a 20 = 15°, 17°, 18° e 23°. O padrao
Tipo B para amido de araruta foi encontrado por Gordillo et al. (2014), com base nos picos
observados a 20 = 5,7°, 14,9°, 17,3°, 22°, 24°.

Além dos angulos do difratograma que caracterizam o padrdo de cristalinidade da
amostra de amido, é possivel ainda determinar a cristalinidade residual. Segundo Rocha
(2008), a cristalinidade residual, obtida em percentual, corresponde a razdo entre as areas da

regido cristalina e regido amorfa, conforme esquema apresentado na Figura 7.

Figura 7 — Difratograma de raios-X descritivo do método de determinacédo da cristalinidade, adaptado
a razdo das intensidades difratadas
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Fonte: Rocha et al. (2008).

Sendo, A a area da regido cristalina e A, a regido da area amorfa.

Na literatura, sdo encontrados valores para cristalinidade residual da fécula de araruta.
Nos estudos realizados por Cunha (2016), a cristalinidade da fécula de araruta redonda foi de
40,79%, enquanto para a araruta seta foi de 39,17%; Villas-Boas e Franco, (2016)
encontraram 37,7 % para araruta produzida no estado de S&o Paulo; e Pepe (2011) encontrou
36,8% para araruta da variedade ‘Comum’, obtida em Minas Gerais.

Os filmes poliméricos obtidos do amido apresentam cristalinidade residual inferior ao
granulo de origem, pois durante seu processo de elaboracdo, a molécula de amido é

gelatinizada e, consequentemente, ocorre a fusdo da regido cristalina. Parte da regido
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cristalina é restabelecida em virtude do fendmeno de retrogradacdo durante o processo de
resfriamento do filme, pela capacidade de rearranjo da amilose (JIMENEZ et al., 2012). A
amilopectina também contribui para o fenbmeno a uma taxa mais lenta, sendo ela a
responsavel pelo aumento da cristalinidade dos filmes durante o armazenamento
(DENARDIN; SILVA, 2009; MEDINA-JARAMILLO et al., 2016).

Além da retrogradacdo, a composi¢do pode interferir na cristalinidade dos filmes de
amido. Em estudos realizados por Medina-Jaramillo et al. (2016), filmes de amido de
mandioca e extrato de erva mate apresentaram cristalinidade residual de 4% para o filme sem
extrato, 3,3% para o filme contendo 5% de extrato e menor que 1% para o filme com 20% de
extrato de erva-mate. Segundo os autores, 0 extrato de erva-mate foi capaz de retardar a
retrogradacdo (recristalizacdo) dos filmes de amido de mandioca, ou seja, 0 extrato apresentou

acao plastificante que dificultou a atracdo entre as moléculas de amido.

25,5 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) € uma técnica termoanalitica que acompanha a variacéo da
massa (perda ou ganho) da amostra em funcdo do tempo ou em funcdo da temperatura
(CANEVAROLO, 2007; CAVALHEIRO, 1995; DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

As curvas TG fornecem informacgdes quanto a estabilidade térmica da amostra, a
composicdo e a estabilidade dos compostos intermediarios e do produto final. Durante os
eventos térmicos, a amostra deve liberar um produto volatil devido aos processos fisicos ou
quimicos, tais como desidratacdo, vaporizacdo, dessorcdo, oxidacao, reducdo, etc.; ou deve
interagir com o gas da atmosfera no interior do forno resultando em processos que envolvem
ganho de massa, tais como: absorcdo, oxidacdo de ligas ou metais e O6leos, etc.
(CANEVAROLO, 2007).

A partir das curvas TG, pode-se obter a derivada primeira da variagcdo de massa em
relacdo ao tempo (dm/dt) e/ou em relacdo a temperatura (dm/dT), denominada DTG. A curva
DTG fornece a mesma quantidade de informacGes que a curva TG, sobretudo as informacdes
sdo mais facilmente visualizaveis. Ela permite a determinacdo direta em que a taxa de
variacdo de massa € maxima, Tmax, € a area do pico é diretamente proporcional a variacao da
massa (CANEVAROLO et al., 2007; DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

Estudos termogravimétricos de amido (GUINESE et al., 2006; LIU et al., 2010)
verificaram dois eventos térmicos, cujas variacdes das massas foram atribuidas primeiro a
evaporacdo das moléculas de agua e segundo pela decomposicdo da molécula de carboidrato

em questdo, caracterizada pela despolimerizacdo e degradacdo. A desidratacdo do amido
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ocorre em temperaturas inferiores a 150 °C, a despolimerizacdo abaixo de 300 °C e a
degradacdo acima desta ultima temperatura.

Segundo Aggarwal e Dollimore (1998), a fase inicial da despolimerizacdo altera a
estrutura do amido para formar produtos sol(iveis em agua fria, denominados dextrinas. A
medida que a temperatura aumenta, a despolimeriza¢do das macromoléculas ocorre com a
formagdo de B-(1,6) anidro D-glicopiranose (levoglicosana), 2-furaldeido (furfural) e uma
gama de produtos volateis e de fragmentacdo gasosa de menor peso molecular, como CO e
CO..

O uso da termogravimetria também é comum para avaliar a estabilidade térmica de
filmes poliméricos. Nos estudos realizados em filme de amido de mandioca e extrato de
alecrim por Pifieros-Hernandez et al. (2017), foram observados trés eventos térmicos. No
primeiro, entre 50 °C e 150 °C, houve uma perda de 10% da massa inicial, 0 segundo ocorreu
entre 200 °C e 255 °C e o terceiro teve inicio em temperaturas superiores a 255 °C. A curva
de TG demonstrou que os filmes com extrato de alecrim apresentaram menor temperatura de
degradacdo térmica comparados ao filme sem extrato. Segundo os autores, a presenca do
extrato diminuiu as interacGes amido-glicerol.

Em pesquisas realizadas com filmes de amido de mandioca e extrato de erva- mate
(MEDINA-JARAMILLO et al., 2016), o primeiro evento térmico relacionado a reagdes de
desidratacdo ndo foi observado, justificado pela perda de 5% da massa dos filmes, valor
considerado baixo para visualiza¢do na curva de TG. O segundo evento térmico ocorreu entre
160 °C e 260 °C, cuja perda de massa maior ocorreu para o filme com 20% de extrato,
aproximadamente 7%. Foi percebido que nesse estagio houve perda de componentes de baixa
massa molecular, confirmada pela curva de degradacdo do extrato que iniciou em 180 °C. Ja o
ultimo evento iniciou-se em 240 °C para filmes com extrato e em 260 °C para o filme sem
extrato. Os autores afirmaram que a presenca do extrato de erva-mate, rico em polifenois,
diminuiu as interacbes amido-amido e fortaleceu as interacbes de hidrogénio dos
componentes aromaticos com a matriz polimérica, resultando na reducdo da temperatura de
decomposicgdo térmica dos filmes.

De modo geral, a decomposicdo dos filmes poliméricos inicia-se por reacdes de
desidratacdo, seguida pela decomposi¢do dos demais componentes com maior estabilidade
térmica. Observou-se, ainda, que adicdo de extratos naturais alterou as interacdes entre o

polimero e o plastificante, com tendéncia a reduzir a temperatura de degradagéo dos filmes.
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2.5.6  Propriedades mecanicas

A manutencéo da integridade dos filmes depende da capacidade de suportar as tensdes
normais durante a sua aplicacéo, o transporte e 0 manuseio (GONTARD et al., 1994).

Algumas caracteristicas mecanicas sdo desejaveis em filmes poliméricos e coberturas
comestiveis. Estes devem ser resistentes a ruptura e a abrasdo para que possam reforcar a
estrutura do alimento e facilitar o seu manuseio; devem, também, ser flexiveis para que
possam se adaptar as possiveis deformacdes sem se romper (VICENTINI, 2003).

As principais propriedades mecéanicas a serem avaliadas nos bioplasticos sdo obtidas
através de testes de resisténcia a tracdo, cujos resultados compreendem a tensdo, a elongacéo
e 0 médulo de elasticidade ou de Young. A determinacdo dessas propriedades permite
comparar o desempenho mecanico dos filmes poliméricos, assim como avaliar os efeitos
decorrentes da modificacdo do polimero-base (reforcos, cargas, aditivos, plastificantes)
(CANEVAROLO, 2007).

Os ensaios de resisténcia a tracdo sdo realizados atraves da aplicagdo de uma forca em
condicdes controladas. Geralmente, a deformacéo ocorre a velocidade constante até a ruptura
do material.

A tensdo expressa a razdo entre forca de tracdo (F) e a area da secdo transversal (Ay)
inicial do corpo de prova (Equacdo 14), expressa em MPa:

F
_F (14)
Ag
A elongacéo (E) corresponde a relacéo entre a extensdo do comprimento do corpo de
prova apos ensaio (L) e o comprimento inicial (Lo) (Equacdo 15) pode ser expresso em mm
ou percentual:

L (15)

A deformagdo é adimensional e pode ser determinada através da Equacéo 16:

AL (L Ly) (16)
‘T Lo

O mddulo de elasticidade ou mddulo de Young (Y) pode ser determinado através da

razdo entre a tensdo e a deformagdo (g), expresso em termos de forga por unidade de area

(MPa) (Equacdo 17):
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yC (17)
&

Na literatura, sdo encontrados estudos das propriedades mecanicas em filmes
elaborados por diferentes biopolimeros aditivados com extrato etandlico de propolis. Dentre
os biopolimeros, tém-se o amido de milho e carragena (CHANG-BRAVO; LOPEZ-
CORDOBA; MARTINO, 2014), a gelatina (BODINI et al., 2013) e o
hidroxipropilmetilcelulose (PASTOR et al., 2010).

Em estudos realizados por Pastor et al. (2010), os resultados mostraram que a fracao
de extrato de prépolis (0-1,5%, m/m) ndo afetou significativamente a resisténcia a tracdo e o
maodulo de elasticidade, mas a deformacéo no intervalo diminuiu significativamente quando a
concentracdo de extrato aumentou nos filmes. Os autores afirmam que a possibilidade de
formacdo de zonas cristalinas entre os componentes do extrato (resinas, balsamos contendo
flavonoides, acidos fenolicos ou seus ésteres) e 0s grupos hidrofilicos ao longo da estrutura de
celulose das moléculas de hidroxipropilmetilcelulose podem reduzir a flexibilidade e a
capacidade de deformacéo do filme.

Em filmes de gelatina adicionados de extrato etandlico de propolis, Bodini et al.
(2013) observaram que o aumento da concentracao de 5% (m/m) de extrato para 200% (m/m)
na composicao dos filmes de gelatina, reduziu a resisténcia a tracdo de 45, MPa para 31,7
MPa, respectivamente. Os autores afirmaram que o extrato de propolis atuou como um agente
plastificante, pois aumentou a mobilidade das cadeias da matriz polimérica.

Na pesquisa avaliada por Chang-Bravo; Lopez-Cérdoba e Martino (2014), os filmes
de amido de milho e carragena foram aditivados com 6% (v/v) propolis vermelha cubana.
Conforme resultados encontrados, a resisténcia a tracdo (25,7 MPa) e o modulo de
elasticidade (10,4 MPa) dos filmes aditivados foram inferiores ao do filme controle (sem
prépolis), 53,3 MPa e 32,1 MPa, respectivamente. Os autores atribuiram este comportamento
a forte interacdo entre o extrato de propolis e a matriz polimérica. De modo geral, observa-se

que a composicao dos filmes poliméricos influencia nas propriedades mecénicas dos mesmos.

2.5.7  Propriedades 6pticas

Nessa subsecdo serdo apresentadas as propriedades Opticas representadas pelas

medidas de cor e transparéncia.
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2.5.7.1 Medidas de cor

A cor é uma interpretacdo subjetiva da percepcdo humana. As sensacdes de cor por
cada individuo sdo percebidas unicamente e sdo dependentes dos aspectos fisioldgicos e
psicoldgicos. A retina registra os estimulos de cor resultante da energia distribuida e das
propriedades espectrais da luz visivel que passa atraves, ou é refletida, por um objeto.

Partindo do principio de que a cor é uma percep¢do subjetiva e individual, pode-se
afirmar que duas pessoas olhando 0 mesmo objeto podera expressar a cor utilizando as mais
diferentes palavras, bem como referéncias diversas para expressa-la. Por outro lado, a cor
precisa ser expressa de forma objetiva através de nimeros (HUNTERLAB, 2015). Para tanto,
foi necessario identificar as caracteristicas minimas para expressar uma cor, sendo elas: a
tonalidade, a luminosidade e o grau de saturacdo (MELCHIADES; BOSHI, 1999).

Os espacos colorimétricos sdo métodos empregados para representacdo da cor. A CIE
(Commission Internationale de I’Eclairage, ou seja, Comissdo Internacional de lluminagéo)
estabeleceu o espaco psicofisico tri-estimulos X, Y, Z, de dificil interpretacdo visual e 0s
espacos psicométricos L*a*b* e L*C*h°, respectivamente, representados em coordenadas
cartesianas e cilindricas (KONICA MINOLTA, 1998).

A coordenada L* indica o grau de luminosidade e na escala de cor varia entre 0 (preto)
e 100 (branco). As coordenadas a* e b* podem assumir valores positivos e negativos no
espaco colorimétrico. Quando a* assumir valores menores que zero (-a*), a cor tende ao
verde, enquanto valores de a* maior que zero (+a*) a cor tende ao vermelho. O mesmo
raciocinio é valido para coordenada b*, isto €, quando b* assumir valores menores que zero (-
b*), a cor tende ao azul, enquanto valores de b* maior que zero (+b*), a cor tende ao amarelo.
Cada cor corresponde um espectro caracteristico a um comprimento de onda que pode ser
visualizado na Figura 8, veja pagina seguinte (MELCHIADES; BOSHI, 1999).

No espago CIEL*C*h°, L* também corresponde ao grau de luminosidade, C* a
saturacdo ou croma, cujas coordenadas sdo representadas por a* e b*, h° corresponde a
tonalidade também conhecida com “hue” ou angulo de matiz. O espago colorimétrico
CIEL*a*b* e CIEL*C*h° sdo representados pela Figura 9 que poder ser visualizada na

seguinte pagina.
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Figura 8 — Espectros correspondentes as cores
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Fonte: Konica Minolta (1998).

Figura 9 — (a) Coordenadas de identificacdo de cor do espaco L*a*b*; e (b) Diagrama de tonalidade e
saturagdo do espaco colorimétrico L*C*h®
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Fonte: Konica Minolta (2016; 1998).

As Equacdes 18-22 do espaco colorimétrico CIEL*a*b* e CIEL*C*h°, abaixo, foram
obtidas a partir dos valores X, Y e Z (tri-estimulos), sendo que o valor Y refere-se somente a
luminosidade da amostra. Enquanto isso, os valores X, Y, e Z, sdo as coordenadas do branco
padrdo, no mesmo sistema (mesmo iluminante e mesmo observador) (CIE 15:2004).

L =116 (Yif ~16 oo
a* =500 (%)1/3 B (Yln)l/j +
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(20)

b — 200 (y%)% _ (sz/s

N @
b*) (22)

a

R g = arctan(

A diferenga de cor CIEL*a*b* ¢ a distancia no diagrama CIEL*a*b* entre a cor de

um padrdo referéncia e a cor medida, dada pela Equacéo 23 (CIE 15:2004).

AEqy" = L) + (Aa)? + (Ab)2 (23)

Sendo:

AL* = L*amostra - L*padréo
Aa* = a*amostra - a*padrao
Ab* = b*amostra - b*padréo

No sistema CIEL*C*h°, a diferenca de croma também pode ser determinada pela

Equacéo 24.

AC"ap = C gmostra — C*padréo (24)

Enquanto isso, a diferenca de tonalidade é medida, desde que seja considerada a

diferenca de cor, de luminosidade e de croma, pela Equacédo 25.

AHg," = J(AE*3)2 + (AL*4)? + (AC*4)? (25)

Na literatura, sdo encontrados estudos da cor em filmes para avaliar sua alteracdo em
funcdo da composicdo. A avaliacdo desta caracteristica é importante, pois a cor do filme
desenvolvida pode afetar a aceitabilidade do consumidor dos produtos ao aplica-lo em
alimentos de cor clara (SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).
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As coordenadas da cor, L*, a* e b* foram avaliadas em filmes de quitosana aditivados
com extrato de prépolis (2,5-20%, m/m) e comparados com filmes sem extrato por
Siripatrawan e Vitchayakitti (2016). Os autores observaram que os valores L* dos filmes
diminuiram, ao passo que os valores de a* e b * aumentaram proporcionalmente as
concentragfes de extrato de propolis. Esse comportamento foi atribuido a presenga de
compostos coloridos existentes no extrato.

A reducdo da luminosidade também foi observada em filmes de
hidroxipropilmetilcelulose quando o conteido de extrato de propolis verde aumentou em
paralelo a0 aumento da saturacdo da cor (C*p) (PASTOR et al., 2010). O aumento da
saturacdo indica a maior presenca de pigmentos e maior intensidade da cor, tornando os
filmes mais escuros e menos luminosos. A tonalidade (h*,) reduziu (mudou de amarelo para
vermelho) com o aumento da fracdo de extrato, como consequéncia da presenca de

carotenoides.

2.5.7.2 Transparéncia

A aceitagdo do produto pelo consumidor é resultante da avaliacdo de varios aspectos,
dentre eles o visual e a opacidade. A transparéncia dos filmes flexiveis faz com que o
consumidor conheca exatamente o produto a ser adquirido, ja filmes opacos podem ser
utilizados como rétulos de produtos alimenticios (FAKHOURI, 2009).

A transparéncia é uma caracteristica desejavel aos filmes que podem ser empregados
como revestimento comestivel, considerando-se sua influéncia na aparéncia do produto e
aceitabilidade pelo consumidor (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992). Entretanto, é
indesejavel aos produtos sensiveis a luz.

Os filmes de amido em geral sdo transparentes, todavia, o nivel da transparéncia é
dependente da origem boténica, bem como da presenga de outros componentes, tais como
extratos naturais e plastificantes na sua composicao.

Filmes de amido de ervilha em funcéo da concentragéo de glicerol foram avaliados por
Saberi et al. (2016). Os autores observaram que o aumento da concentracao de glicerol (0%,
15%, 25% e 35%) contribuiu para reducdo da transparéncia dos filmes, de 14,5% para 8,9%.

Pifieros-Hernandez et al. (2017) avaliaram filmes de amido de mandioca adicionado de
extrato de alecrim 5%, 10% e 20 % (m/m) e verificaram uma redugdo da transparéncia dos
filmes de 7,3 % (filmes com 5% e 10% de extrato) para 5,7% (filmes com 20% de extrato).

A reducéo da transparéncia foi observada em filmes de hidroxipropilmetilcelulose por

na presenca de extrato de prépolis (PASTOR et al., 2010). Os autores correlacionaram ao
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aumento da opacidade provocado pela dispersdo da luz com a presenca de agregados (com um
indice de refragdo diferente) distribuidos em toda a rede de filmes.

2.5.8  Solubilidade em agua

A solubilidade em agua é uma propriedade de interesse para aplicacdo dos filmes de
amido. Filmes solGveis em &gua sdo aplicaveis em desenvolvimento de revestimentos
comestiveis e encapsulamento de aditivos (BERTUZZI; ARMADA; GOTTIFREDI, 2007).

Durante elaboracdo dos filmes, a presenga de plastificantes pode colaborar para o
aumento da solubilidade em agua, em contrapartida a adicdo de componentes hidrofébicos
pode minimizar este efeito.

Estudos realizados com filmes de amido de ervilha observaram que aqueles que néo
continham plastificante em sua composicdo apresentaram 2,2% de solubilidade em agua
(SABERI et al., 2016). Ja os filmes contendo 15% e 35% (m/m) de plastificante (glicerol), a
solubilidade foi de 11,8% e 26,7%, respectivamente. Dessa forma, a presenca do plastificante
contribuiu para o aumento da solubilidade dos filmes de amido de ervilha. Segundo o0s
autores, no filme controle (sem plastificante) as hidroxilas do amido estavam envolvidas entre
si para formar a estrutura polimérica, assim, estavam indisponiveis para interagir com as
moléculas de &gua. Enquanto isso, os filmes com plastificante tiveram sua estrutura
polimérica interrompida pela presenca do glicerol que, por sua vez, contribuiu para aumento
das regides amorfas de modo a facilitar a permeacdo da agua.

Bodini et al. (2013) avaliaram a solubilidade em &gua de filmes a base de gelatina e
extrato etandlico de propolis (5%, 40% e 200%, m/m) e constataram que a propriedade em
questdo ndo foi alterada pela presenca do extrato. Os autores concluiram que os componentes
do extrato etandlico de prépolis ndo alterou as caracteristicas hidrofilicas do filme de gelatina.
Portanto, a solubilidade apresentada pelo filme € determinada pela sua composicdo, entre

outros fatores.

2.5.9 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A embalagem pode atuar como barreira para limitar as transferéncias, ou trocas, entre
os alimentos e 0 meio ambiente. As propriedades de barreira que uma embalagem oferece
pode orientar sua aplicacdo (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Dentre as propriedades de barreira, tem-se a PVA que define se uma embalagem é
adequada ao acondicionamento de produtos com elevada ou baixa atividade de agua. Isto é,

altos valores para a PVA indicam que a embalagem é recomendada para o acondicionamento
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de produtos com elevada atividade de agua. O contrério é vélido para acondicionamento de
alimentos desidratados.

A permeabilidade ao vapor de agua, segundo a Norma ASTM E96-95, corresponde a
taxa de transmissdo do vapor de agua por unidade de area de um material plano, com uma
determinada espessura, induzida pela diferenca de pressdo de vapor entre duas faces, em
condicGes especificas de temperatura e de umidade.

De acordo com Miller e Krochta (1997), as propriedades de transporte de massa
através de um filme séo descritas por trés coeficientes: difusdo, solubilidade e permeabilidade.
A difusdo pode ser descrita matematicamente pela lei de Fick. O fluxo (J), proporcional ao
gradiente de concentracdo, pode ser expresso pela Equacdo 26:

_Dac (26)
ox

Sendo, J o fluxo difusivo do permeante, D o coeficiente de difusdo, C a concentracao de
permeante e X a espessura do filme. Considerando que a difusdo ocorre no estado estacionario

e a difusividade constante, o fluxo (J) é dado pela Equacéo 27:

J_pa=c (27)
X
Aplicando a lei de Henry (C=Sp), onde p é a pressdo parcial do permeante e S 0

coeficiente de solubilidade, a Equagéo 6 torna-se a Equagéo 28:

(p1 —p2) (28)

= DS
/ x

O produto DS corresponde ao coeficiente de permeabilidade (P). Rearranjando-se a
Equacdo 28, tem-se a Equacdo 29:

(p1 —p2) (29)

J =P

Sendo:

Q 30
J = (30)
-
Sendo, Q a quantidade do permeante, A area de permeacéo e t o tempo. Igualando-se a

Equacdo 29 e 30, tem-se a Equacao 31:
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L (pl - pZ) (31)

=P
Ap.t X

Entdo, a permeabilidade pode ser calculada pela Equacéo 32:

p= % (32)

Nas referéncias cientificas, a permeabilidade de filmes poliméricos oriundo de fontes
renovaveis é avaliada e alguns estudos sdo citados a seguir. Em estudos realizados por
Pifieros-Hernandez et al. (2017), a adicdo de até 5% de extrato de alecrim em filme de amido
de mandioca ndo causou alteracdo da PVA, todavia, os filmes contendo 10% e 20% de extrato
apresentaram um aumento da permeabilidade atribuido a existéncia de fissuras nos filmes,
comprovadas por micrografias obtidas em microscépio eletrénico de varredura.

Em pesquisas realizadas por Bodini et al. (2013), houve uma reducdo da PVA (3,2
g.mm. h.cm? Pa™ para 2,3 g.mm. h™.cm™. Pa™), mas ndo foi possivel correlaciona-la com o
aumento da concentracdo de extrato de prépolis. J& os filmes que continham concentracBes
intermediéarias de extrato (5% e 40%) diferiram significativamente (p<0,05), porém, os filmes
contendo 5% néo diferiram daqueles, cuja concentracdo maxima foi 200%.

Em estudos realizados por Siripatrawan e Vitchayakitti (2016), a adi¢do de extrato de
prépolis (0% a 20%) em filmes de quitosana provocou uma reducdo de 28,6% nos valores de
PVA (0,7 gmm. d*.m? Pa’ para 0,5 g.mm. d*.m™. Pa™), sobretudo, foi empregado um
extrato contento 30% de sélidos, isto &, os componentes hidrofobicos existentes estavam em
maior concentragao.

A permeabilidade é um fendmeno resultante dos efeitos combinados da difuséo e da
solubilizacdo do permeante através da matriz polimérica (MILLER; KROCHTA 1997). Essa
permeabilidade ¢é influenciada pelos seguintes fatores: da relacdo hidrofila/hidrofobica dos
componentes do filme, da cristalinidade, da tortuosidade do percurso e da presenca de defeitos
superficiais ou estruturais (LUDUENA; VAZQUEZ; ALVAREZ, 2012; VERSINO;
GARCIA, 2014).

Filmes altamente hidrofilicos, como aqueles de polissacarideos e proteinas, exibem
altos valores para PVA. Por outro lado, materiais a base de componentes hidrofébicos, como
os lipidios, apresentam efeito inverso, ou seja, sdo excelentes barreiras ao vapor de agua
(MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). Desta forma, a determinacdo da
permeabilidade ao vapor de &gua pode sugerir a aplicagdo do filme como embalagem,

conforme propriedades desejadas ao acondicionamento do produto.
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3 MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo, serdo abordados os materiais e métodos desenvolvidos na
pesquisa em questdo. E interessante notar que a fécula de araruta sera denominada ao longo
do texto apenas de “araruta” e o extrato etandlico de prépolis verde, apenas de “extrato de
propolis”. Nessa parte do trabalho, havera duas secGes nas quais serdo demonstrados 0s

materiais e métodos utilizados, sendo estes ultimos detalhados em novas subsecoes.

3.1 MATERIAIS

Para a preparacao dos filmes foram utilizados os seguintes materiais.

(a) Extrato etanolico de propolis verde, com 11% (m/v) de so6lidos, conforme descri¢do
do fabricante Apis Flora que pode ser visualizada no Apéndice A.

(b) Fécula de araruta, variedade “Comum”, proveniente da cidade de Concei¢ao do
Almeida-BA, adquirida da empresa Araruta Bahia.

(c) Glicerina P.A., 97%, Quimica Moderna.

3.2 METODOS

Nas subsecOes a seguir, serdo detalhados os métodos utilizados para a realizacdo da
pesquisa, tais como a preparacdo dos filmes de araruta, as analises das matérias-primas, a
caracterizacdo dos filmes de araruta, a irradiacdo dos filmes, a caracterizacdo dos filmes
irradiados e a analise estatistica.

3.2.1 Preparacao dos filmes de araruta

As matérias-primas utilizadas para a preparacdo dos filmes foram as seguintes: araruta,
glicerina e agua. A concentragdo de araruta empregada no preparo foi determinada
previamente e fixada em 5% (m/m) em relacdo a massa de solucédo. Ja a glicerina foi utilizada
com a funcdo plastificante em uma proporc¢do de 30% (m/m) no que diz respeito a massa de
araruta e, quanto a agua destilada, esta foi empregada como solvente em quantidade suficiente
para completar a massa final de solucdo requerida. Desse modo, foram preparadas trés
formulacGes distintas para os filmes de araruta com base na concentragdo de extrato de
propolis (3%, 10% e 20%, m/m). Estas concentra¢des foram estabelecidas em relacdo a matriz
polimérica, ou seja, a araruta. Para melhor compreensdo das formulagdes dos filmes de

araruta, elas sdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Formulac@es dos filmes de araruta com base na concentragdo de extrato de propolis

Filmes* Araruta Glicerina Extrato de Agua Total
) 9) Propolis (9) ) )
FA 9 2,7 0 168,30 180
FA3%EP 9 2,7 0,27 168,03 180
FA10%EP 9 2,7 0,9 167,40 180
FA20%EP 9 2,7 1,8 166,50 180

*FA = Filme de Araruta; FA3%EP = Filme de Araruta com 3% de Extrato de Propolis; Filme de
Araruta com 10% de Extrato de Prépolis; Filme de Araruta com 20% de Extrato de Propolis.
Fonte: A Autora (2019).

Quanto a sua elaboracdo, os filmes foram preparados através da técnica de evaporagédo
do solvente (Solution Casting), adaptada da metodologia descrita por Chang-Bravo, Lopez-
Cordoba e Martino (2014). O fluxograma com as etapas da preparacdo dos filmes pode ser

visualizado na Figura 10.

Figura 10 — Fluxograma de preparacao dos filmes de araruta
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Fonte: A Autora (2019).

Pode-se verificar que foram sete as etapas da preparacdo dos filmes. A seguir, cada
uma delas seré detalhada para melhor compreensao desse procedimento.

(a) A araruta e a glicerina foram misturadas em meio aquoso, a mistura foi aquecida
em banho termostatico (Fanem, 116), a 90°C, durante 10 minutos, em agitacdo mecanica
constante para formagéo do gel.

(b) O extrato de propolis foi adicionado ao gel, o qual foi mantido em aquecimento e
agitacdo por mais 1 minuto.

(c) Para a remocdo das bolhas, incorporadas devido a agitacdo, o béquer, contendo o

gel, foi colocado dentro de dessecador conectado a uma bomba de vacuo por 5 minutos.
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(d) Em seguida, o gel foi resfriado (40-45°C), vertido e espalhado, com auxilio de um
bastdo de vidro, sobre placas de vidro (30x40 cm?), cobertas com folha de acetato.

(e) As placas contendo o gel foram levadas para secagem em estufa com circulagédo de
ar (Quimis, Q-314 M242), a 40°C, durante 17 horas.

(F) E, por fim, os filmes secos foram acondicionados em sacos de polietileno e
armazenados em dessecadores contendo solucdo saturada de brometo de sddio (NaBr), o qual

proporcionou um ambiente com umidade relativa de 58%.

3.2.2  Andlises das matérias-primas

Os grupos funcionais existentes na estrutura molecular da araruta, da glicerina e do
extrato de prépolis foram identificados por meio da técnica espectroscépica de absorcdo de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

A araruta e a glicerina foram avaliadas quanto a estabilidade térmica por meio de
analise termogravimétrica (TGA). A cristalinidade da araruta foi avaliada por difratometria de
raios-X (DRX). O extrato de prépolis foi avaliado quanto ao teor de flavonoides e fendlicos
totais e quanto as suas propriedades antioxidantes.

As analises supracitadas estdo descritas nas subsecdes a seguir.

3.2.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros foram obtidos por espectroscopia de absorcdo de infravermelho com
transformada de Fourier, na regido do infravermelho médio, no intervalo entre 500-4000 cm™,
a partir de 16 varreduras em um Espectrofotdmetro de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) (Shimadzu-IR, Prestige 21). As analises foram realizadas no Laboratorio de
Cristaloguimica e Micromorfologia do Solo, o qual esta localizado no Centro Laboratorial de
Apoio a Pesquisa (doravante CENLAG) da Unidade Académica de Garanhuns (doravante
UAG), em Garanhuns, Pernambuco, pertencente a Universidade Federal Rural de
Pernambuco (doravante, UFRPE).

Para o extrato de propolis, utilizou-se o espectrofotbmetro com acessorio de
refletdncia total atenuada (ATR). A absorbancia de fundo das amostras foi corrigida
utilizando espectro da agua.

A araruta foi caracterizada a partir de pastilhas de brometo de potéssio (KBr). Para o
preparo das pastilhas, a araruta previamente seca por 24 horas em estufa (Solab, SL-100), a
105 °C, sendo em seguida macerada em almofariz de pedra de &gata. O KBr, previamente

seco a 105 °C por 30 minutos, foi utilizado para preparo de uma pastilha, o qual foi misturado
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com a araruta numa propor¢do de 1:100, araruta/KBr (m/m). As pastilhas de araruta/KBr
foram caracterizadas no espectrofotdmetro. A absorbancia de fundo das amostras foi corrigida
utilizando espectro da pastilha de KBr em uma resolucdo de 4 cm™, sendo os dados

processados no software IRSolution.

3.2.2.2 Determinacéo de flavonoides

O teor de flavonoides do extrato de prépolis foi determinado pelo método de
complexacdo por cloreto de aluminio, que é especifico para flavonas e flavonois. A
metodologia foi adaptada de Oliveira et al. (2016b) e Woisky e Salatino (1998). O extrato foi
diluido em etanol formando uma solugdo com concentragdo de 1000 ug.mL™. Um volume de
2 mL desta solucédo foi misturado com 1 mL da solucéo metandlica de cloreto de aluminio 5%
(m/v) e 2 mL de metanol. A mistura reacional ficou em repouso por 30 minutos na auséncia
de luz e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel (Spectrum, 1105) a A=420
nm. Todas as amostras foram realizadas em quintuplicatas e para o branco foi preparado o
sistema substituindo a solugdo etanolica de extrato de propolis por metanol. A curva de
calibracéo foi preparada com quercetina. Quanto aos resultados, estes foram expressos em mg

EQ.mL'1 (mg de equivalente em quercetina por mL de amostra).

3.2.2.3 Determinacao de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais do extrato de propolis foi determinado pelo método descrito
por Vieira et al. (2011). O extrato foi diluido em etanol formando uma solucdo com
concentrac&o de 1000 pg.mL™. Um volume de 0,5 mL desta solucéo foi misturado com 8 mL
de &gua destilada, 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteu, e 1 mL da solucdo saturada de
carbonato de sodio (Na,COs). A mistura reacional ficou em repouso por 60 minutos na
auséncia da luz e procedeu-se a leitura em espectrofotébmetro UV-visivel (Spectrum, 1105) a
A=720 nm. Todas as amostras foram realizadas em quintuplicatas e para o branco foi
preparado o sistema substituindo a solucdo etandlica de extrato de propolis por etanol. A

curva de calibragdo foi preparada com &cido galico.

3.2.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada pelos métodos de eliminacéo do radical DPPH
(1,1-difenil-2-picrilidrazilo), segundo metodologia descrita por Brand-williams, Cuvelier e
Berset (1995) e do radical cationico ABTS (2,2’-azino-bis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]),
descrita por RE et al. (1999).
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O extrato de propolis foi diluido em etanol, em uma proporcdo de 1:10. Para a
determinacdo da atividade antioxidante por DPPH, um volume de 0,1 mL da solucdo de
extrato de propolis foi misturado com 3,9 mL de solucdo de metanol (25 mg.L.™), contendo o
radical DPPH. A absorbancia foi determinada em um comprimento de onda correspondente a
A=515 nm apds 30 minutos de repouso da mistura reacional na auséncia de luz. A atividade de
eliminacdo do radical DPPH foi expressa como a percentagem de inibicdo do radical,

conforme Equacao 33:

(33)

Abs — Abs
% Inibicdo DPPH = ( o) am) x 100

AbSb(l)

Sendo, Absy, a absorbancia da amostra branca e Abs, a absorbancia da amostra teste.

Para a determinacdo da atividade antioxidante por ABTS, o acido 2,2’-azino-bis [3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico] foi dissolvido em &gua até uma concentracdo de 7mM, o qual
reagiu com uma solucdo de persulfato de potassio 2,45 mM (concentracdo final) durante 16
horas ao abrigo da luz. O radical catibnico ABTS, um cromoéforo azul, foi produzido durante
esse periodo. A solucdo ABTS foi diluida com etanol até uma absorbancia inicial de 0,70 (+
0,02) a um comprimento de onda correspondente a A=734 nm (Ag). Uma aliquota de 50 pL da
amostra a ser analisada foi adicionada a 950 pL da solucdo de ABTS obtida e a percentagem
de reducdo de absorbancia, apds 6 minutos em banho-maria (30 °C), foi registrada. A
atividade de eliminagéo do radical ABTS de cada amostra foi expressa como a percentagem
de inibig&o calculada conforme Equagéo 34:

AbSb(l) - AbSa(,l)> +100 (34)
AbSb(;L)

% Inibicdo ABTS = (

Sendo, Abs, a absorbancia da amostra branca e Abs, a absorbancia da amostra teste.

Assim, todas as medidas de absorbancia, pelo método de DPPH e ABTS, foram
realizadas em um espectrofotdometro (Biochrom Libra, S22), utilizando a agua destilada como
amostra branca. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia, localizado no
CENLAG - UAG - UFRPE.

3.2.2.5 Analise por difratometria de raios-X (DRX)

Amostras de araruta foram previamente secas em estufa por 24 horas a 105 °C,

posteriormente maceradas. As analises foram realizadas no intervalo angular de 20 de 5- 50°
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em um difratdmetro universal de raios-X (Shimadzu, XRD-6100) com eletrodo de cobre,
operando com poténcia de 40 kV/30 mA, a uma velocidade de 1 °C. min™ e A=1,5418A.

A estimativa da cristalinidade em percentual, para araruta, foi proposta por Hayakawa
et al. (1997). A cristalinidade foi definida como a razdo entre a area da regido cristalina e a
area observada coberta pela curva do difratograma, definidas conforme demonstrado na
Figura 7. A érea cristalina é composta pela diferenca entre as areas observada e amorfa

encontradas no difratograma, conforme Equacéo 35:

bs

, .. Ao - Aa
Cristalinidade (%) = (—) x100 (35)
Aobs

Sendo, Agps a area observada e A, a area da regido amorfa.

3.2.2.6 Anélise termogravimétrica (TGA)

A anédlise termogravimétrica foi realizada na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental (DQF), localizado na Universidade Federal de Pernambuco (doravante
UFPE), utilizando uma termobalanca (Shimadzu, DTG-60). Foram pesadas amostras de
araruta e glicerina com aproximadamente 20 mg, as quais foram aquecidas em uma faixa de
35-600°C, 10° C/minuto sob fluxo de 20 mL/minuto de nitrogénio.

A partir dos termogramas obtidos, foi possivel obter a derivada primeira da variacédo

de massa em relagdo a temperatura (dm/dT), denominada DTG.

3.2.3  Caracterizacao dos filmes de araruta

Nesta subsecdo serdo descritos 0s métodos utilizados para caracterizar os filmes de

araruta.

3.2.3.1 Analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A fim de avaliar a presenca dos grupos funcionais presentes nos compostos organicos
contidos nos filmes de araruta e para certificar a incorporacao do extrato de propolis a matriz
polimérica, foram obtidos espectros das amostras de filmes de araruta e extrato de prépolis
por espectroscopia de absorcdo de infravermelho com transformada de Fourier, na regido do
infravermelho médio, no intervalo de 500 a 4000 cm™, a partir de 16 varreduras em um
Espectrofotdmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) (Perkin Elmer,
Spectrum 400). As analises foram realizadas no Laboratorio de Analise de Combustiveis
(LAC) — UFPE.
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3.2.3.2 Determinacéo de flavonoides, fenolicos totais e atividade antioxidante

As amostras de filmes de araruta e extrato de prdpolis, com massa aproximadamente
100 mg, foram solubilizadas em 12 mL de &gua e levadas ao banho-maria (Tecnal, TE-054) a
50 °C por 30 minutos. Apos esse periodo, as amostras foram filtradas, sendo o sobrenadante
analisado quanto ao teor de flavonoides, fendlicos totais e atividade antioxidante, conforme
foi descrito, respectivamente, nas SubsecOes 3.4.2.2, 3.4.2.3e 3.4.2.4,

3.2.3.3 Atividade antimicrobiana

Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25293, mantidas em caldo soja tripticaseina
(TSB) suplementado com 20% de glicerol e armazenadas a -18 °C, foram empregadas para
realizacdo das andlises antimicrobiana. As células para o preparo do in6culo foram repicadas
em meio inclinado agar nutritivo e mantidas em refrigeracdo (+10 °C). As suspensdes de
células de microrganismos foram preparadas e ajustadas em caldo nutriente (1:500) para uma
densidade celular de aproximadamente 5 x 10® UFC/mL, correspondente & solugdo padréo 0,5
de McFarland, cuja absorbancia varia entre 0,08 a 0,10 (A=600 nm). Foram efetuadas
diluicBes seriadas da suspensdo celular até a ordem de 10° UFC/mL para obtencéo do inéculo
utilizado para determinacao atividade antimicrobiana in vitro.

A atividade antimicrobiana de filmes de araruta e extrato de prépolis foi determinada
por meio da contagem de bactérias sobreviventes, que foram mantidas em contato intimo
durante 24 horas a 37 °C, de acordo com a norma JIS Z 2801. O filme que ndo continha
extrato (FA) foi utilizado como controle positivo.

As amostras de filme medindo 50 mm x 50 mm foram colocadas em placas de Petri
estéreis, tradadas por luz UV (20 minutos de exposi¢do em cada lado). Uma aliquota de 400
uL de in6culo foi pipetada sobre as amostras de filmes tratados anteriormente com luz UV.
Em seguida, as amostras de filme inoculadas foram cobertas com um pedaco de pelicula de
polietileno medindo 40 mm x 40 mm, também tradado previamente por radiacdo UV. As
placas de Petri contendo as amostras inoculadas e cobertas foram incubadas a 37 °C em
estufa, tipo B.O.D (Marconi, MA 402/1).

As contagens microbioldgicas foram realizadas nas amostras de filme imediatamente
apos a inoculacdo, apenas para FA, como medida de controle da contagem inicial do indculo,
e apés 24 horas de incubacdo para os filmes FA3%EP, FA10%EP e FA20%EP. Os
microrganismos foram recuperados das amostras de filme através de lavagem, empregando-se
caldo nutriente, o qual foi utilizado nas diluigdes seriadas em &gua peptonada 0,1% (m/v).

Uma aliquota de 1,0 mL de cada diluig&o foi plaqueada em duplicata, em placas de agar para
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contagem em placa. Apds incubagdo a 37 °C por 48 horas, as col6nias cultivadas em placas
foram contadas e calculadas conforme Equacgdes 36-38:

Ne = (36)
Sendo, N 0 numero de células viaveis, C,, 0 nimero médio de coldnias encontrado nas
duas placas e V o volume de meio empregado nas lavagens e da razao da diluicdo referente a
placa empregada na contagem.
Reducio Log,, = Log (g) (37)

(38)

% Reducao = ( ) x 100

Sendo, A correspondente a média do nimero de células viaveis do filme FA apos 24
horas e B a média do nimero de células viaveis dos filmes com antimicrobiano ap6s 24 horas
(FA3%EP; FAL0%EP; FA20%EP).

3.2.3.4 Analise por difratometria de raios-X (DRX)

Os filmes de araruta medido 40 x 35 mm? foram dispostos em porta-amostras de vidro
e submetidos a analise por difratometria de raios-X, conforme metodologia que foi descrita na
Subsecdo 3.4.2.5.

3.2.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

Para melhor compreensdo dessa subsecdo, a estabilidade térmica dos filmes de araruta
foi avaliada por analise termogravimétrica conforme metodologia descrita anteriormente na
Subsecédo 3.4.2.6.

3.2.3.6 Andlise das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes de araruta foram determinadas mediante 0s
ensaios de tracdo em um equipamento universal (EMIC, CCE500N), conforme a norma da
ASTM 882-12, a temperatura ambiente, +25 °C, sem controle de umidade. A velocidade da
garra foi de 5 mm/minuto, a distancia inicial entre garras de 40 mm e a dimensao do corpo de
prova foi de 2,5 x 7,5 cm?. Os ensaios foram realizados nove vezes para cada formulacéo, FA,
FA3%EP, FA10%EP e FA20%EP.
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3.2.3.7 Anélise de cor

A cor dos filmes foi determinada com base na reflectancia no espaco de cor CIELab,
utilizando um colorimetro (Konica Minolta, CR-10), com iluminante padrdo D65 e angulo de
observacao de 10°, seguindo as orientacGes do fabricante (Konica Minolta, 1998). As leituras
foram realizadas em locais aleatorios de cada filme. O instrumento foi calibrado antes das
medicdes utilizando superficie branca e preta como padrdo. Foram realizadas sete leituras,
para cada formulacdo de filme, as quais foram realizadas com os filmes posicionados sobre

uma superficie branca como plano de fundo.

3.2.3.8 Analise de transparéncia

A transparéncia dos filmes foi medida segundo metodologia proposta por Han e Floros
(1997). As medidas foram realizadas em quintuplicata. Os filmes foram cortados em
retdngulos (50 mm x 10 mm) e colocados no lado interno de uma cubeta de quartzo. A
percentagem de transmitancia de luz a 600 nm foi medida utilizando um espectrofotémetro

UV-visivel (Spectrum, 1105) e a transparéncia foi calculada conforme a Equacéao 39:

LogT ) (39)

Transparéncia (%) =
Sendo, T a transmitancia dada em (%) e, x a espessura (mm) de cada filme.

3.2.3.9 Analise de solubilidade em agua

A andlise da solubilidade em &gua dos filmes de araruta foi realizada segundo
metodologia proposta por Gontard et al. (1994), como pode ser visualizada na Figura 11.

Figura 11 — Andlise de solubilidade em &gua dos filmes de araruta aditivados com extrato de prépolis

Fonte: A Autora (2019).
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Amostras de filme com didmetro igual a 4 cm foram pré-secadas em estufa (Solab,
SL-100), a 90 °C, durante 24 horas e pesadas. Apds esse periodo, as amostras foram imersas,
cada uma, em 50 mL de agua destilada e mantidas em mesa agitadora (Tecnal, TE-1401), a
127 rpm, por 24 horas, a 25 °C. Apoés esse periodo, as amostras foram secas em estufa a 105
°C durante 24 horas e pesadas novamente. A massa seca final das amostras foi entdo
determinada e a solubilidade foi expressa em termos de massa seca dissolvida.

3.2.3.10 Anélise de permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A transmissdo de vapor de agua dos filmes foi determinada gravimetricamente
conforme o procedimento ASTM E96-95 com um gradiente de 75% de umidade relativa a 25
°C. Os filmes foram fixados por meio de um anel perfurado em células de poliestireno,
contendo area circular (8,55 cm?), expostas ao cloreto de calcio (0% de umidade relativa).
Essas células foram colocadas em dessecadores contendo uma solucgdo saturada de cloreto de
sodio (75% umidade relativa). O ensaio foi realizado em triplicata. O esquema de célula,

empregada para analise da PVA, € ilustrada na Figura 12.

Figura 12 — (a) Esquema de célula coberta com o filme empregada na anélise da PVA, e (b) Amostras
durante as andlises da PVA

Fonte: A Autora (2019).

O ganho de massa no sistema (célula/filme) foi determinado em intervalos regulares
de 24 horas, totalizando um periodo de 168 horas. A PVA foi calculada mediante Equacéo 40:

G.x (40)
terxpo(URl - URz)

PVA =

Sendo, x a espessura média (mm) do filme, A. a 4rea exposta (cm?), Pg a pressdo de
vapor da &gua (Pa) na temperatura de 25 °C, (UR; — UR>) corresponde a diferenga de umidade
relativa (%) e o termo G/t (g/hora) corresponde ao coeficiente angular da regresséo linear da

reta de ganho de massa do sistema versus tempo.
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3.24  Irradiacéo dos filmes

Os filmes de araruta e extrato de propolis, selecionados na primeira etapa do trabalho,
a partir dos melhores resultados das propriedades ativas, antimicrobiana e antioxidante, foram

irradiados no Laboratério Gamalab, localizado no Departamento de Energia Nuclear

(doravante, DEN) — UFPE. Utilizou-se uma fonte de 60Co do tipo Gammacell, com taxa de
dose de 1,933 kGy/h. As irradiagbes foram realizadas & temperatura ambiente e no ar
atmosférico nas doses de 5 kGy, 10 kGy, 25 kGy e 50 kGy. Filmes de araruta sem extrato de
prépolis sofreram o mesmo processo daqueles com extrato. Todos 0s ensaios utilizando

amostras irradiadas foram comparados com amostras nao irradiadas.

3.25  Caracterizacéo dos filmes irradiados

O efeito da irradiagdo nos filmes de araruta foi avaliado quanto aos teor de
flavonoides, fendlicos totais e atividade antioxidante e através das técnicas de caracterizagdo
por andlise termogravimétrica, analise das propriedades mecanicas, analise por difratometria
de raios-X e andlise de cor, conforme metodologias descritas na Subsecédo 3.4.3, e por analise

viscosimeétrica para determinagdo da massa molar média viscosimétrica.

3.2.5.1 Anélises viscosimétricas

As analises viscosimétricas dos filmes foram realizadas no Laboratério de Polimeros e
Nanoestruturas localizado no DEN — UFPE.

As amostras de filmes irradiados foram diluidas em solugdo de KOH (0,1 mol.L™). As
medidas foram realizadas em um viscosimetro capilar do tipo Ostwald n° 100, equilibrado a
30+1,0 °C.

Para obtencdo da viscosidade reduzida, foi utilizado o método D-otimizado o qual
considera dois niveis de concentracdo, que sdo os extremos do grafico (PIMENTEL; NETO,
1995). Assim, foram consideradas duas concentracGes (idénticas) na extremidade inferior e
duas na extremidade superior do grafico. A escolha dos dois niveis de concentracdo foi
baseada na condicdo de Huggins, na qual o limite inferior da viscosidade relativa é maior e
préximo de 1, e o limite superior € menor e proximo de 2.

Os resultados das viscosidades relativa (nret), especifica (1sp) e reduzida (1rea) foram
empregados para obtencdo da viscosidade intrinseca [n], conforme equacbes 8, 9 e 10,

respectivamente, descritas na Subsecéao 2.5.3.
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A massa molar média viscosimétrica (Mv) da equacdo de Mark-Houwink (Equacéo 4),
também descrita da Subsecdo 2.5.3. Para tanto, fez-se necessaria determinar [n] através das
relacfes matematicas (Equacdes 5-6, Subsecdo 2.5.3 ) propostas por Qian ou Solomon-Ciuta.

O efeito da radiacdo gama sobre a estrutura polimérica dos filmes foi avaliado
mediante resultados obtidos a partir das Equagdes 12-13, cujos valores referem-se ao valor G

e ID, respectivamente.

3.2.6  Analise estatistica

O experimento foi realizado utilizando-se o Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC) com trés repeticdes. Para analise dos resultados, empregou-se a Analise de Variancia
(ANOVA) e, quando necessario, fez-se o Teste Tukey para comparacdo entre as médias (p <
0,05).

A andlise por componentes principais (doravante, PCA) foi associada a espectroscopia
de infravermelho para tratamento dos dados espectrais e posterior avaliacdo da incorporacao
do extrato de propolis a estrutura dos filmes de araruta, com auxilio do Software
Unscrambler.

Nesse capitulo, foram abordados os materiais utilizados para a preparacdo dos filmes
de araruta e extrato de prdpolis. Foram também demonstrados os métodos aplicados a sua
obtencdo e caracterizacdo. As matérias-primas empregadas foram analisadas de modo a
facilitar a compreensao do efeito das variaveis estudadas sobre os filmes obtidos.

No capitulo seguinte, serdo apresentados 0s resultados encontrados para a
caracterizacdo dos filmes de araruta aditivados com extrato de prdpolis e suas respectivas

matérias-primas, quando pertinentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo, serdo apresentados os resultados e a discussdo da pesquisa realizada.
Nessa parte do trabalho, havera trés se¢fes nas quais serdo demonstrados 0s aspectos gerais
dos filmes de araruta, a caracterizacdo das matérias-primas e dos filmes de araruta e a
caracterizagdo dos filmes de araruta irradiados. Cada secdo sera detalhada em novas

subsecdes.

4.1 ASPECTOS GERAIS DOS FILMES DE ARARUTA

Foi observado na tabela seguinte que o aumento da concentracdo de extrato de
prépolis contribuiu significativamente (p<0,05) para alterar a espessura dos filmes FA10%EP
e FA20%EP, comparados aos filmes FA. Todavia, essa diferenca pode ser considerada
irrelevante. Quanto a umidade, ndo foram observadas diferencas significativas entre os filmes
analisados. Dessa forma, verificou-se certa uniformidade do processo de preparacdo dos
filmes de araruta aditivados com extrato de propolis. Os resultados da espessura desses filmes

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Espessura e umidade dos filmes de araruta aditivados com extrato de prépolis

Filmes Espessura (mm)* Umidade (%)*
FA 0,128 +0,001 * 13,321 +0,935 #
FA3%EP 0,126 +0,002 *° 12,400 +0,587 #
FA10%EP 0,123 +0,000 ® 12,061 +0,406 *
FA20%EP 0,124 +0,002 ® 12,993 +0,111 4

*Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

Os filmes de araruta obtidos apresentaram-se como uma pelicula continua e
homogénea, de aspecto brilhante e claro, com aparéncia translucida e com aroma
caracteristico de extrato de prépolis, exceto para o filme que ndo continha extrato na sua

composicdo. A Figura 13 ilustra o filme FA3%EP.
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Figura 13 — Filme de araruta contendo 3% de extrato de propolis: (a) retirado do suporte apds
secagem; e (b) amostras empregadas na analise da PVA

Fonte: A Autora (2019).
As demais composicdes dos filmes de araruta, FA, FA10%EP e FA20%EP, ndo foram

ilustradas na Figura 3, sobretudo, elas foram semelhantes quanto aos aspectos citados nesta
secdo. As diferencas entre tais composicdes serdo apresentadas e melhor avaliadas na proxima

secéo.

4.2 CARACTERIZA(}AO DAS MATERIAS-PRIMAS E DOS FILMES DE ARARUTA
Como foi dito no inicio desse trabalho, a pesquisa foi realizada em duas etapas. Nas

subsecdes que seguirdo, serdo apresentados os resultados e discussdo relacionados a primeira

etapa, correspondente a avaliacdo dos filmes de araruta em funcéo da concentragdo de extrato

de prépolis. Quanto a segunda etapa, serd abordada em uma nova secao.

4.2.1  Andlise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras de araruta, de extrato de prépolis e de filmes de araruta aditivados com
extrato de propolis foram avaliadas por espectroscopia FTIR. Os espectros obtidos das
respectivas amostras estdo ilustrados nas Figuras 14, 15 e 16.

Foram observadas na Figura 14 as seguintes bandas espectrais: (a) 3383 cm™ referente
as hidroxilas existentes nas moléculas de amido e envolvidas nas ligacbes de hidrogénio
(CUNHA, 2016); (b) 2930 cm™ referente & deformacdo axial do grupo —CH; (c) 1645 cm™
referente a vibracdo de grupos —OH existentes nas moléculas de dgua aprisionadas nas regides
amorfa do amido; (d) 1456 cm™ referente & torcdo do grupo —CH,; (e) 1338 cm™ referente &
deformacéo de grupos C-OH; e (f) 860 cm™ referente as vibracdes associadas aos grupos C-
O-C especificos de alongamento simétrico no amido (CUNHA, 2016; GORDILLO et al.,
2014).
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Figura 14 — Espectro FTIR da araruta

Transmitancia (u.a)

-OH

C-OH c-0-0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)
Fonte: A Autora (2019).

Em relacdo a Figura 15 localizada na pagina seguinte, € ilustrado o espectro do
extrato de prépolis, como pode ser visualizado logo ap6s a descri¢do das seguintes bandas
espectrais: (a) 3356 cm™ referente ao alongamento O-H e N-H de grupos hidroxilas e de
aminas, respectivamente; e (b) as bandas compreendidas entre 2974-2897 cm™ séo referentes
aos alongamentos assimétricos de grupo C-H, pertencente aos grupos CH, de saturacdo em
lipidios e hidrocarbonetos (ACEVES et al., 2015; MENDEZ, 2017; OLIVEIRA et al., 2016a).

Ainda na Figura 15, foram observadas as bandas entre 1800-400 cm™ que
correspondem a “impressdo digital”, cuja faixa aparece a maior parte das frequéncias
vibracionais fundamentais (CANEVAROLO et al., 2007; OLIVEIRA et al.,, 2016a). As
bandas espectrais dessa faixa para o extrato de propolis caracterizam a presenca dos
compostos arométicos e flavonoides conforme as seguintes frequéncias: (a) 1643 cm™
referente & vibracdo de flexdo assimétrica de C=0O pertencente aos lipidios, flavonoides e
aminodcidos; (b) 1515 cm™ referente ao alongamento de anéis aromaticos de flavonoides; (c)
1454 cm™ corresponde & vibracdo de flexdo de CH de grupos CH, , CH3 e aromaticos de
flavonoides e anéis aromaticos; e (d) 1380 cm™ referente & vibracdo de flexdo de CH de
grupos CHs; de aromaticos (ACEVES et al., 2015; MENDEZ, 2017; OLIVEIRA et al.,
2016a).



82

Figura 15 — Espectro FTIR-ATR do extrato de prdpolis
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Fonte: A Autora (2019).
O espectro do extrato de propolis (Figura 15) apresentou bandas entre 1086-880 cm™,
as quais foram relacionadas aos grupos funcionais pertencentes aos alcoois primarios e
secundarios, ja esperados por se tratar de um extrato alcodlico (ACEVES et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016a).
No que refere-se a Figura 16 adiante, séo ilustrados os espectros dos filmes de araruta
(FA) e filmes aditivados com extrato de propolis nas respectivas concentracbes 3%
(FA/3%EP), 10% (FA/10%EP) e 20% (FA/20%EP). Com base nos espectros FTIR, foi
possivel verificar as bandas caracteristicas da araruta observadas anteriormente na Figura 14.
Na Figura 16, também pode-se notar que a banda 3300 cm™ encontrada nos espectros
FTIR dos filmes de araruta correspondem as hidroxilas envolvidas nas liga¢cdes de hidrogénio
(CUNHA, 2016), estas apresentaram um deslocamento da intensidade relacionada a banda
3383 cm™ a qual foi encontrada no espectro da araruta (Figura 14). Esse deslocamento,
provavelmente, é um indicativo de que os grupos -OH estdo menos disponiveis nos filmes de
araruta em funcdo da presenca de outros componentes, tais como a glicerina, a qual, por sua
vez, interage com amido por ligacdes de hidrogénio (JIMENEZ et al., 2012; MALI;
GROSSMANN; YAMASHITA, 2010; MALI et al., 2005). Analise a figura a seguir.
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Figura 16 — Espectros FTIR-ATR dos filmes de araruta aditivados com extrato de prépolis
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Fonte: A Autora (2019).

Ainda na Figura 16, a banda 1645 cm™ foi relacionada aos grupos —OH pertencentes
as moléculas de agua existentes na regido amorfa (CUNHA, 2016; GORDILLO et al., 2014),
como demonstrado no espectro da araruta (Figura 14). Essa banda foi observada nos filmes de
araruta para as diferentes composicdes.

No que tange & Figura 15, observada anteriormente, a banda 1643 cm™ encontrada no
espectro do extrato de propolis, caracteristica de flavonoides e compostos aromaticos
(ACEVES et al., 2015; MENDEZ, 2017; OLIVEIRA et al., 2016a), ndo foi identificada no
espectro dos filmes de araruta aditivados com extrato (Figura 16), possivelmente, por causa da
sobreposicdo da banda 1645 cm™, atribuida as hidroxilas.

De modo geral, as bandas espectrais apresentadas pelos filmes de araruta aditivados
com extrato de propolis foram bem semelhantes aquelas encontradas para o filme néo
aditivado. E provavel que a sobreposicio de bandas caracteristicas da araruta e do extrato de
propolis tenha dificultado a identificacdo de alteracbes espectrais, as quais permitam a
diferenciacdo dos filmes de araruta em relacdo & composigdo. Por isso, foi necesséria a
realizacdo de uma PCA dos espectros FTIR dos filmes.

Na Figura 17, esta ilustrado o gréafico dos scores da PCA. Mediante a PCA, foi

demonstrado que duas componentes principais sdo responsaveis pela distingdo entre as
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amostras de filmes de araruta. A primeira Componente Principal (PC1) descreveu 87% da

variancia dos dados, enquanto a segunda Componente Principal (PC2) descreveu 8%.

Figura 17 — Gréfico dos scores da PCA dos espectros FTIR dos filmes de araruta aditivados com
extrato de prépolis
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com 3% de extrato de propolis; Amido/10% EP: Filmes de araruta com 10% de extrato de
prépolis; Amido/20% EP: Filmes de araruta com 20% de extrato de propolis.

Fonte: A Autora (2019).

A anélise de scores da PC1 versus PC2 (Figura 17) mostra que houve uma separacao
das amostras de filmes de araruta de acordo com a concentracdo percentual do extrato de
prépolis na matriz polimérica, confirmando, dessa forma, a incorporacdo dos componentes
organicos do extrato a estrutura do filme.

Na Figura 18, esté ilustrado o gréfico dos loadings da PC1. Através dos valores dos
loadings, verificou-se que os valores mais positivos ocorrem em regides correspondentes aos
nimeros de onda 1019 cm™ e 998 cm™, mostrando, assim, que as bandas localizadas nessa
regido espectral, foram as que mais contribuiram na construcdo da PCA. As bandas que se
encontram nessa regido podem ser correlacionadas as bandas de 1043 cm™ e 880 cm™,
presentes no espectro original do extrato de propolis (Figura 15) e referem-se aos alcoois
priméarios e secundarios (ACEVES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016a), caracteristico de

um extrato alcoolico.
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Figura 18 — Gréfico dos loadings para primeira componente principal — PC1
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Fonte: A Autora (2019).

Verificou-se ainda na Figura 18 que os valores mais negativos dos loadings para a
PC1 ocorrem em sinais correspondentes aos niimeros de onda 1640 cm™ e 1452 cm™. Estes
sinais podem corresponder as bandas 1643 cm™ e 1454 cm™ que caracterizaram a presenca de
flavonoides e compostos aromaticos no extrato de propolis (ACEVES et al., 2015; MENDEZ,
2017; OLIVEIRA et al., 2016a), segundo espectro FTIR ilustrado na Figura 15.

No que diz respeito ao grafico dos loadings da PC2, este pode ser visualizado na
Figura 19, adiante. Conforme valores dos loadings da PC2, verificou-se que dentre os valores
mais positivos encontrados, merece destaque o sinal correspondente ao nimero de onda 998
cm* e dentre os valores negativos, o sinal referente ao niimero de onda de 1456 cm™. Ambos
0s sinais mencionados ja haviam se destacado no grafico do loadings da primeira componente

principal (Figura 18).
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Figura 19 — Gréfico dos loadings para segunda componente principal — PC2
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Fonte: A Autora (2019).

Conforme anélise espectral dos filmes de araruta aditivados com extrato de prépolis
(Figura 16), a regido espectral de maior importancia para a discriminacdo dos filmes
analisados (valores positivos e negativos dos loadings) se localiza entre os nimeros de onda
1640 e 998 cm™, que corresponde a regido da “impressdo digital” do extrato de propolis

(OLIVEIRA et al., 2016a).

4.2.2  Determinacdo de flavonoides e fendlicos totais

O extrato de prépolis apresentou um teor de flavonoides de 7,94 mg Eq.mL™ (+0,11)
(mg em equivalente em quercetina por mL de amostra) que corresponde a 0,87% (+0,01).
Esse teor, em percentual, esta de acordo com o padrdo estabelecido pela legislacdo brasileira,
cujo parametro minimo é de 0,25% (BRASIL, 2001).

Segundo a literatura, o teor de flavonoides de um extrato de propolis depende da
composigdo quimica da propolis de origem. Esta, por sua vez, é influenciada pela localizagéo
geogréfica e a vegetacdo de onde a propolis foi extraida, da época da colheita e da espécie da
abelha (PARK; ALENCAR; AGUIAR; 2002; PEREIRA; SEIXAS; DE AQUINO NETO;
2002). Ademais, o teor de flavonoides pode variar consoante 0 método de extracdo utilizado
para obtencéo do extrato (SALGUEIRO; CASTRO, 2016).

No que refere-se ao teor de fendlicos totais do extrato de prépolis, foi determinado o
valor de 17,16 mg.mL™ (+0,38) que correspondeu a 1,88%. Este valor est4 de acordo com a

legislacdo brasileira, cujo parametro minimo é de 0,5% (BRASIL, 2001).
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O teor de flavonoides e fendlicos totais também foram determinados para os filmes de
araruta aditivados com extrato de propolis e esta apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de flavonoides e fenolicos totais dos filmes de araruta aditivados com extrato de
propolis

_ Flavonoides™ Fenolicos Totais**
Filmes (mg/g de filme) (mg/g de filme)
FA3%EP 0,55 +0,00 © 0,65 +0,03 ©
FA10%EP 1,35 +0,00 B 1,40 +0,02 B
FA20%EP 1,45 +0,01 A 2,41 +0,01

*Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nédo diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

Foi observado na Tabela 3 que o aumento do teor de flavonoides e fendlicos totais é
proporcional a concentracdo de extrato de propolis existentes na matriz polimérica. O
aumento dos compostos fendlicos também foi verificado nos estudos realizados por
Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) em filmes de quitosana e extrato de propolis.

Os flavonoides e os &cidos fendlicos sdo responsaveis pelas principais atividades
biolégicas apresentadas pela propolis, como por exemplo, a atividade antioxidante e
antimicrobiana (FUNARI; FERRO, 2006; SALGUEIRO; CASTRO, 2016). A existéncia
desses componentes aromaticos nos filmes é fundamental para que estes apresentem atividade

bioldgica e possam ser destinados a producdo de embalagens ativas.

4.2.3 Atividade antioxidante

Os resultados para atividade antioxidante do extrato de propolis, tanto pelo método
DPPH quanto pelo método ABTS, demonstraram valores elevados, 90% (+0,22) e 89,3%
(+0,17), respectivamente e ndo diferiram significativamente (p<0,05). Assim, verificou-se que
ambos os radicais, DPPH e ABTS, foram sensiveis aos compostos aromaticos presentes na
amostra de extrato de propolis. A atividade antioxidante referida € resultante da presenca dos
flavonoides e fenolicos totais comprovada mediante resultados apresentados na subse¢édo
anterior.

Os compostos fendlicos sdo considerados como potentes antioxidantes (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2018; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996), pois

apresentam em sua estrutura um ou mais anéis aromaticos (CROZIER; JAGANATH;
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CLIFFORD, 2009) capazes de participar de reacGes de oxido-redugédo (LEOPOLDINI,;
RUSSO; TOSCANO, 2011).

Estudos realizados sobre extrato de propolis da regido Sudeste pelo meétodo de
eliminacdo do radical DPPH por Oliveira et al. (2016a) e De-Melo et al. (2014) encontraram
valores semelhantes ao presente estudo, 88,2% e 83,7-90,5%, respectivamente.

Outrossim, a atividade antioxidante dos filmes de araruta foi determinada apenas
naqueles que continham extrato de propolis em sua composicdo, FA3%EP, FA10%EP,
FA20%EP. Isso porque os demais componentes dos filmes, araruta e glicerina, nédo
apresentam atividade antioxidante. Tal atividade foi mensurada pelos métodos de eliminagéo
dos radicais ABTS e DPPH para os filmes de araruta aditivados com extrato de propolis e

pode ser visualizada na Tabela 4.

Tabela 4 — Atividade antioxidante dos filmes de araruta aditivados com extrato de prépolis

Filmes ABTS (%)* DPPH (%)*
FA3%EP 12,59 +1,06 “° 18,42 +0,00 ©@
FA10%EP 27,93 +0,68 B° 39,61 +0,16 ®2
FA20%EP 36,29 +0,214° 74,41 +0,76

*Meédias seguidas por letras minasculas (a,b) iguais na mesma linha e maiusculas (A, B, C) na mesma
coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

Na Tabela 4, pode-se verificar que atividade antioxidante dos filmes de araruta, por
ambos os métodos avaliados, DPPH e ABTS, aumentou com a concentracdo de extrato de
préopolis. Uma maior quantidade de extrato na composicdo do filme implica em um aumento
do teor de compostos fenolicos e flavonoides, os quais sdo responsaveis pela atividade
antioxidante do extrato de propolis (FUNARI; FERRO, 2006; SALGUEIRO; CASTRO,
2016), corroborando com os resultados encontrados para flavonoides e fendlicos totais
demonstrados na Subsecéo 4.2.2.

Os resultados da atividade antioxidante dos filmes de araruta pelo metodo de
eliminacdo do radical DPPH foram superiores aqueles encontrados pelo método de eliminagéo
do radical ABTS em todas as concentragdes de extrato de propolis (Tabela 4). Isso revelou
uma maior sensibilidade do radical DPPH aos componentes da propolis extraidos da matriz
polimérica em relacdo ao radical ABTS. Essa comparacgéo foi interessante, visto que a analise
de atividade antioxidante realizada no extrato de prépolis pelos métodos referidos foram
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eficazes. Todavia, a quantidade de compostos fendlicos e flavonoides nos filmes foi inferior
aquela encontrada no extrato empregado como aditivo, por isso, um método mais sensivel é
de fundamental importancia para quantifica-la.

E necessario ressaltar que o0 método de eliminac&o do radical DPPH tem sido utilizado
para determinar atividade antioxidante em filmes aditivados com extrato naturais. Nos estudos
realizados por Pifieros-Hernandez et al. (2017), os filmes de mandioca apresentaram atividade
antioxidante devido a adicdo do extrato de alecrim. O aumento de 5% para 20% (m/m de
amido) de extrato as formulacGes de filmes contribuiu para o aumento da atividade
antioxidante de 28,6% para 82%.

Ja em experimentos realizados por Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) sobre filmes de
quitosana e extrato de prépolis tailandesa (2,5%, 5,0%, 10% e 20%, m/m), 0s autores
comprovaram 0 aumento da atividade antioxidante dos filmes aditivados com extrato em
relacdo ao filme sem extrato.

Ambas as pesquisas supracitadas atribuiram o aumento da atividade antioxidante dos
filmes aditivados com extratos naturais em razdo da maior concentracdo de compostos
fenolicos de acordo com a composi¢do dos filmes.

Ao final desta subsecdo, avaliando-se os resultados encontrados para atividade
antioxidante, pode-se inferir que tal atividade nos filmes de araruta foi preservada apds etapas
de aquecimento durante a preparacdo dos filmes. A preservacao dessa propriedade € desejavel

nos filmes bioativos com potencial funcéo antioxidante.

4.2.4 Analise por difratometria de raios-X (DRX)

A Figura 20, na pagina seguinte, ilustra o difratograma de raios-X da araruta.
Consoante aos picos cristalinos encontrados para 20 = 15,6°, 17,16°, 18,04° e 23,16°, a
araruta apresentou um padrdo cristalino Tipo A. Este padrdo é caracteristico de amido de
cereais (GALLANT; BOUCHET; BALDWIN, 1997; IMBERTY et al., 1987).

O padrdo de cristalinidade Tipo A sugere que o amido apresenta amilopectina bastante
ramificada, com cadeias curtas distribuidas entre as regides cristalinas e amorfas do granulo.
Logo, tem-se uma molécula altamente compacta e densa em comparagdo aos amidos de raizes
e aos de tubérculos, onde ambos apresentam, normalmente, um padréo de difracdo de raios-X
Tipos B e C (MCPHERSON; JANE, 1999; YOO e JANE, 2002).
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Figura 20 — Difratograma de raios-X da araruta
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Fonte: A Autora (2019).

O padréo cristalino Tipo A também foi observado em estudos sobre amido de araruta
por Hoover (2001), Moorthy (2002), Villas-Boas e Franco (2016). J& Nogueira, Fakhouri e de
Oliveira (2018) identificaram um padréo Tipo C. Esses autores encontraram picos 20 = 15,42°
(tipico do padrdo Tipo A), 5,68°, 17,42° e 23,14° (tipico do padrdo Tipo B). Nesse sentido, 0

padrdo Tipo C resulta da mistura dos padrdes cristalinos A e B.

A cristalinidade apresentada pela araruta foi 36%, a determinacdo deste valor é
ilustrada no APENDICE B, a partir da diferenca entre a area observada do difratograma e a
area amorfa. Esse valor referente a regido cristalina esta coerente com a maioria dos amidos,
cujo valor situa-se entre 15% e 45% ( CAZON et al., 2017; HOOVER, 2001). O grau de
organizacdo molecular do granulo de amido é devido & existéncia das cadeias curtas das
ramificacOes da amilopectina (MCPHERSON; JANE, 1999; YOO e JANE, 2002).

Em estudos realizados com fécula de araruta, foram encontrados valores proximos ao
presente estudo quanto a cristalinidade. Cunha (2016) encontrou 40,79% para fécula de
araruta redonda e 39,17% para a araruta seta; Villas-Boas e Franco (2016) encontraram 37,7%
para araruta produzida no estado de S&o Paulo; e Pepe (2011) encontrou 36,8% para araruta
da variedade Comum, obtida em Minas Gerais.

Foi observado que apenas 0 pico cristalino 20 = 17,16°, anteriormente demonstrado
para araruta (Figura 20), permaneceu nos filmes, confirmado pela presenca do pico 26 = 17,4°

(Figura 21 a seguir). Observou-se ainda nesta ultima figura, um novo pico largo em torno de
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20 = 20,0°, caracteristico de material amorfo, sobretudo, os filmes mantiveram o padrdo
cristalino Tipo A.

Figura 21 — Difratograma de raios-X dos filmes de araruta aditivados com extrato de propolis
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Fonte: A Autora (2019).

Verificou-se que os filmes de araruta apresentaram cristalinidade residual entre 2,28-
4,32% (Tabela 5, na pagina seguinte), valores inferiores a 36% correspondentes a
cristalinidade da araruta determinada no presente estudo. Esse comportamento era esperado,
devido a fusdo da regido cristalina dos granulos de amido de araruta durante a gelatinizacao
ocorrida no processo de elaboracdo dos filmes. Durante o resfriamento do gel para a formacéo
dos filmes, o fendbmeno da retrogradacdo pode ocorrer mediante a capacidade de rearranjo da
amilose de forma a restabelecer a regido cristalina (JIMENEZ et al., 2012).

Em relacdo a composicdo dos filmes de araruta, pode ser observado também na Tabela
5 que a cristalinidade diferiu significativamente (p<0,05). Comparado ao filme FA (4,32
+0,15 A, o filme FA20%EP apresentou uma reducdo de 47% (2,28 +0,18 ®) da cristalinidade.
Na concentragdo de 20%, os componentes do extrato dificultaram o fendmeno de
retrogradacdo e, consequentemente, o restabelecimento da regido cristalina dos filmes de

araruta. Dessa forma, o extrato de prépolis contribuiu para o efeito plastificante nos filmes.
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Tabela 5 — Cristalinidade dos filmes de araruta aditivados com extrato de propolis

Filmes Cristalinidade* (%0)
FA 4,32 40,15 %
FA3%EP 3,71+0,10 4
FA10%EP 3,61+0,25*
FA20%EP 2,28 +0,18 °

*Médias seguidas por letras iguais (A, B) na mesma coluna ndo diferem significativamente
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

Comportamento semelhante dessa subsecdo foi encontrado no trabalho realizado por
Medina-Jaramillo et al. (2016). Esses autores avaliaram filme de amido de mandioca
aditivado com 20% de extrato de erva mate que apresentou uma reducdo de 75% da
cristalinidade, quando comparado ao filme sem extrato. Eles também inferiram que o extrato
de erva mate foi capaz de retardar a retrogradacdo dos filmes, pois apresentou agéo
plastificante e dificultou a atracdo entre as moléculas de amido e o reestabelecimento das

zonas cristalinas.

4.2.5  Andlise termogravimétrica (TGA)

As matérias-primas empregadas para a elaboracdo dos filmes de araruta foram
caracterizadas quanto a estabilidade térmica, exceto o extrato de prépolis, visto que se trata de
um extrato alcodlico, cujo baixo ponto de ebulicdo impossibilitou a realizacdo da analise.

Os resultados da TGA para a araruta, demonstraram dois estagios térmicos
compreendidos entre 30-600 °C. O primeiro estagio teve inicio logo ap6s 0 aquecimento e
terminou em 130 °C, este estagio correspondeu a evaporacdo da gua, cuja perda de massa foi
de 14%. O segundo estdgio ocorreu entre a faixa 298-414 °C devido & despolimerizacdo e
degradacdo das moléculas de amido (AGGARWAL; DOLLIMORE, 1998; LIU et al., 2008;
LIU et al., 2009; NOGUEIRA; FAKHOURI; DE OLIVEIRA, 2018), cuja perda de massa foi
de 69%.

Durante a despolimerizacdo das moléculas de amido s&o formados produto soliveis
em &gua fria, denominados dextrina. Acima de 300 °C, ocorre com a formagao de B-(1,6)
anidro D-glicopiranose (levoglicosana), 2-furaldeido (furfural) e uma gama de produtos
volateis e de fragmentacgé@o gasosa de menor peso molecular, como CO e CO, (AGGARWAL;
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DOLLIMORE, 1998). Na Figura 22, podem ser visualizadas as curvas TGA e DTG para a
araruta.

Figura 22 — Curva da anélise termogravimétrica (TGA) e derivada correspondente (DTG) da araruta
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Fonte: A Autora (2019).

Estudos realizados com amido de milho demonstraram que a decomposicdo térmica
ocorreu a partir de 300 °C (LIU et al., 2008; LIU et al., 2009). Nogueira, Fakhouri e de
Oliveira (2018) avaliaram a estabilidade térmica do amido de araruta e verificaram que a
degradacéo o desse amido ocorreu entre 330-440 °C.

Avaliando a curva DTG na Figura 22 para araruta, a temperatura maxima (Tmax), Cuja
variacdo de massa em relacdo ao tempo é méxima, foi de 327 °C. A T € também conhecida
como temperatura de decomposicdo térmica (DENARI; CAVALHEIRO, 2012;
CANEVAROLO et al., 2007).

Em relacdo a glicerina, verificou-se um uUnico estagio entre 30-600 °C, o evento
térmico ocorreu entre 201 °C e 263 °C devido a degradacdo da glicerina relativa a 83,5% da

perda de massa. A temperatura maxima de decomposicdo térmica, representada por Tmax,
ocorreu em 240 °C. Veja a Figura 23.
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Figura 23 — Curva da andlise termogravimétrica (TGA) e derivada correspondente (DTG) da
glicerina
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Fonte: A Autora (2019).

As temperaturas de inicio (Tonset), de final (Tofre) € de maxima (Tmsax) para cada

estagio térmico apresentado pela araruta e um Unico estagio para glicerina sdo apresentadas na
Tabela 6.

Tabela 6 — Temperaturas de inicio (Tonset), de final (Tosser) € de maxima (T4 ) da araruta e glicerina
durante analise termogravimétrica

TOI’\SEI

° Toffset
°C) (°C) Tmax Residuo
10 20 10 20 (OC) (%)
Araruta 30 298 130 414 327 20,0
Glicerina 201 - 263 - 240 16,5

Fonte: A Autora (2019).
Os filmes elaborados a partir da araruta, glicerina e extrato de propolis foram também
caracterizados quanto a estabilidade térmica. As curvas termogravimétricas e suas respectivas
derivadas para os filmes FA, FA3%EP, FAL0%EP e FA20%EP estdo ilustradas na Figura 24.



95

Figura 24 — Degradacao térmica dos filmes de araruta aditivados com extrato de prépolis: (a) curva da
analise termogravimétrica — TGA; e (b) derivada correspondente — DTG.
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Fonte: A Autora (2019).

Como pode ser observada na Figura 24.b, a decomposicdo térmica do filme FA
ocorreu em trés estagios principais, ja os filmes FA3%EP, FAL0%EP e FA20%EP
apresentaram apenas dois estagios térmicos. Os valores de temperaturas referentes aos

eventos térmicos para todas as composi¢des dos filmes de araruta estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Temperaturas de inicio (Tonset), de final (Tofser) € de maxima (Tmax) dos filmes de araruta
aditivados com extrato de propolis durante analise termogravimétrica

) Tonset (o C) Toffset (o C)
Filmes Tmax (°C)
1° 2° 3° 1° 2° 3°
FA 30 154 295 91 295 353 317
FA3%EP 30 262 - 138 444 - 317
FA10%EP 30 244 - 143 417 - 320
FA20%EP 30 244 - 142 406 317

Fonte: A Autora (2019).

Ao observar a Tabela 7, para o filme FA, o primeiro estagio ocorreu entre 30 °C e 91
°C devido a desidratacdo do filme. O segundo estagio compreendeu a faixa de 154-295 °C.
Esse estagio, possivelmente, esté relacionado a fusdo dos cristalitos resultantes do fendbmeno
de retrogradacdo apresentado pelo filme FA (MEDINA-JARAMILLO et al., 2017). Ainda no
segundo estagio, a partir de 200 °C, tem-se o inicio da decomposicdo da glicerina existente no
filme, como demonstrado nesta subsecdo. Esse componente iniciou sua degradacdo em 201
°C (Tabela 6). O terceiro estagio, para FA, observado na Tabela 7, ocorreu entre 295-353°C,
faixa que compreendeu a temperatura maxima de degradacdo da araruta e da glicerina,
respectivamente, Trax = 327 °C e Tmax = 240 °C, visto também na Tabela 6.

Comportamento semelhante ao supracitado foi encontrado na literatura, avaliando-se a
degradacdo térmica em filmes de amido. Piferos-Hernandez et al. (2017) encontraram para
filmes aditivados com extrato de alecrim trés estagios térmicos. O primeiro estagio entre 50-
150 °C, o segundo entre 200-255 °C e o terceiro ocorreu acima de 255 °C. Segundo esses
autores, o primeiro evento térmico foi devido a evaporacdo da agua, o segundo, por causa da
degradacdo do glicerol e o terceiro, consistiu na degradacdo do amido. J& em filmes
aditivados com extrato de erva-mate, o primeiro estagio foi entre 100-150 °C, o segundo entre
180-260 °C e o terceiro entre 250-350 °C (MEDINA- JARAMILLO et al., 2016).

Ainda na Tabela 7, verificou-se um aumento para T, referente ao primeiro estagio
dos filmes FA3%EP, FA10%EP e FA20%EP, proporcional a concentracdo de extrato de
propolis. Esse comportamento sugere que a &gua estava mais intimamente ligada aos
componentes dos filmes aditivados comparados ao filme sem extrato (FA). Para isso, fez-se

necessario mais energia para remover a agua dos filmes pela evaporacéo.



97

Em relacdo ao segundo estagio apresentado pelos filmes FA3%EP, FA10%EP e
FA20%EP, observou-se que ele ocorreu entre 244 °C e 444 °C (Tabela 7). Esse intervalo
compreende as temperaturas de decomposicéo térmica da araruta e da glicerina, Ty = 327 °C
e Tmax= 240 °C, respectivamente, observadas anteriormente na Tabela 6.

Avaliando-se apenas a regido do 2° evento térmico, observou-se que a Tonset pPara 0s
filmes FA3%EP, FA10%EP e FA20%EP foram superiores ao filme FA. O aumento da
temperatura de degradacdo térmica provavelmente ocorreu devido a diminuicdo das
interacdes moleculares entre as cadeias de amido em detrimento ao fortalecimento das
interacOes entre 0 amido e os compostos fendlicos. Esse comportamento caracteriza o efeito
plastificante do extrato de propolis na matriz polimérica (BODINI et al., 2013; MEDINA-
JARAMILLO et al., 2016).

Nos filmes aditivados com extrato de prépolis, pode estar ocorrendo a protecdo
térmica das cadeias de amido através das intera¢fes destas com os compostos fendlicos. Essas
interacbes sdo mais fortes e, portanto, precisam de mais energia para serem rompidas.
Mediante analise da PCA dos espectros-FTIR, demonstrada na Subsecdo 4.2.1, foram
confirmadas a existéncia de tais interacdes. A auséncia do terceiro estagio para os filmes
aditivados, reforca, também, o efeito plastificante do extrato, o qual dificultou a interacéo
entre as cadeias de amido (JIMENEZ et al., 2012).

Para cada estagio térmico apresentado nas analises termogravimétricas dos filmes de
araruta, determinou-se a variacdo das perdas de massa que estdo descritas na Tabela 8.
Conforme os resultados dessa tabela, a perda de massa por evaporagdo ocorrida no primeiro
estagio para os filmes FA e FA3%EP, respectivamente, foi 12% e 13%. Para os filmes
FA10%EP e FA20%EP, a variacao da perda de massa foi 11%.

Tabela 8 — Percentual de perda de massa dos filmes de araruta aditivados com extrato de propolis

Perda de Massa

Filmes
1° 2° 3°
FA 12% 23,5% 45%
FA3%EP 13% 72% -
FA10%EP 11% 73,5% -
FA20%EP 11% 69% -

Fonte: A Autora (2019).
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Na Tabela 8, constatou-se também que a maior degradacdo do filme FA ocorreu no
terceiro estagio, relativo a degradacdo da araruta. Os filmes de araruta aditivados com extrato
apresentaram maxima degradacdo térmica no segundo estagio, em razdo da degradacdo da

glicerina, do extrato de propolis e da araruta.

4.2.6  Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes de araruta foram representadas pelas medidas
de tensdo maxima (MPa), deformacdo especifica (%) e mddulo de elasticidade (MPa),

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Propriedades mecanicas dos filmes de araruta aditivados com extrato de propolis

. Tensdo Maxima Deformacdo 4410 de Elasticidade
Filmes (MPa) * Especifica (MPa)y*
Maxima (%)*
FA 5,64 +0,64 © 56,20 +6,15 * 72,82 +13,80 ©
FA3%EP 6,98 +0,16 11,17 +0,36 © 164,33 +4,71 A
FA10%EP 4,67 +0,57°8 57,27 +6,68 A 71,94 +7,02 B
FA20%EP 4,52 +0,37° 67,48 +8,64 A 40,92 +9,66 ©

*Médias seguidas por letras iguais ha mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey.

Fonte: A Autora (2019).

Na Tabela 9, verificou-se para o filme FA20%EP (40,92 MPa) uma reducédo de 56%
do modulo de elasticidade em relacdo ao filme FA (72,82 MPa). A adicdo de até 20% de
extrato de propolis contribuiu para melhoria da flexibilidade dos filmes de araruta. Esse
fendmeno pode ser atribuido ao aumento da mobilidade da matriz polimérica, em funcéo do
efeito plastificante do extrato de propolis (BODINI et al., 2013). Esse efeito no filme
FA20%EP pode ser confirmado com base do menor valor apresentado para cristalinidade
residual observado na Subsecdo 4.2.4: o filme FA20%EP apresentou 2,28%, enquanto o filme
FA, 4,32% de cristalinidade residual.

A pesquisa com filmes de amido de milho e carragena aditivados com 6% (v/v) de
propolis vermelha cubana (CHANG-BRAVO; LOPEZ-CORDOBA; MARTINO 2014) da
mesma forma verificou que o modulo de elasticidade dos filmes aditivados (10,4 MPa) foi
inferior ao filme ndo aditivado (32,1 MPa). Os autores atribuiram esse comportamento a forte

interacdo entre o extrato de propolis e a matriz polimérica. Isso porque a funcéo plastificante
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influencia no afastamento entre as cadeias poliméricas devido ao aumento da mobilidade
intermolecular, o qual contribui para maior flexibilidade dos filmes e reducdo da rigidez,
caracterizada pela diminuicdo do modulo de elasticidade (JIMENEZ et al., 2012).

A presenca de até 3% de extrato contribuiu para 0 aumento da tensdo maxima e do
modulo de elasticidade e para a reducdo da deformacdo especifica dos filmes FA3%EP
quando comparados ao filme FA (Tabela 9). Esse comportamento foi incoerente com 0s
demais filmes aditivados e com o resultado apresentado pela cristalinidade, demonstrado na
Subsecdo 4.2.4 para o filme FA3%EP. Sendo assim, ndo foi possivel avaliar o

comportamento mecanico desse filme.

4.2.7  Propriedades Opticas

Em consonancia com os resultados da transparéncia dos filmes de araruta encontrados
na tabela seguinte, foi observado que a adicdo de 20% de extrato de propolis reduziu
significativamente (p<0,05) a transparéncia do filme FA20%EP, comparado ao filme FA.
Essa reducdo pode ter sido causada pela presenca de maior quantidade de agregados que
provocaram a dispersdo da luz e o aumento da opacidade dos filmes de araruta (PASTOR et
al. 2010). Veja a Tabela 10. A formacdo de agregados pode ter ocorrido, possivelmente na
regido amorfa dos filmes aditivados, visto que estes apresentaram uma redugdo da
cristalinidade, como demonstrada na Subsegéo 4.2.4.

No trabalho realizado por Pastor et al. (2010), foi constado que a transparéncia dos
filmes de hidroxipropilmetilcelulose reduziu a medida que a concentracdo de extrato de
prépolis verde aumentava na formulacdo do filme. A reducdo da transparéncia também foi
verificada nos estudos com filmes de amido de mandioca e extrato de alecrim realizados por
Pifieros-Hernandez et al. (2017): os filmes contendo 5% e 10% de extrato apresentaram 7,3%
de transparéncia, enquanto os filmes contendo 20% apresentaram 5,7% da referida variavel.

A aplicacdo de um filme transparente como embalagem permite a visualiza¢do do
produto acondicionado, sendo essa uma caracteristica de aceitacdo do produto pelo
consumidor (FAKHOURI, 2009). A transparéncia é desejavel aos filmes que podem ser
empregados como revestimento comestivel, considerando que a aparéncia do produto se
mantém semelhante aquela inicial (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992).
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Tabela 10 — Propriedades dpticas dos filmes de araruta aditivados com extrato de propolis

Transparéncia

Filmes . (LT @) 0" AEp*" ACap*" AHp*"
(%)
FA 14,5 90,0* 36" -75° - - -

+0,1 +01 +0,0 +0.1

FA3%EP 14,54 883% 208 -10¢ 61° 6,1° 28°¢
+0,1 +02 +01 +01 +01 +0,1 +0,2

FA10%EP 14,34 854¢ -02¢ 1427 224" 574 2124
+0,2 +05 +00 +08 +0,7 +0,7 +05

FA20%EP 1398 859¢ -02¢ 1288 211°B 4458 20,28
+0,2 +04 +01 +08 +07 +0,7 +05

*Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

No que tange a cor dos filmes de araruta aditivados com extrato de propolis, esta
propriedade foi avaliada a partir das coordenadas L*, a* e b*, diferenga total de cor (AEq*),
diferenca de saturacdo (ACqxp*) e diferenca de tonalidade (AHg*), conforme resultados ja
apresentados na Tabela 10.

Verificou-se na Tabela 10, que a coordenada L* (luminosidade) dos filmes reduziu
significativamente (p<0,05) com a adicdo do extrato de propolis. Os resultados para essa
coordenada variaram entre 85 e 90, que podem ser considerados elevados, préximos de 100
(branco absoluto), confirmando o aspecto claro dos filmes, independente da composicéao
(MORENO; ATARES; CHIRALT, 2015). Esses resultados corroboram com aqueles
apresentados para transparéncia nesta subsecdo, os filmes aditivados com extrato foram mais
opacos e mais escuros. Filmes claros provoca interferéncia minima na aparéncia do produto
quando aplicado como revestimento comestivel. A aparéncia é a caracteristica inicial avaliada
pelo consumidor.

Em relacdo & coordenada a* (-a* verde, +a* vermelho) dos filmes de araruta
observados na Tabela 10, os filmes FA e FA3%EP apresentaram valores positivos 3,6 e 2,0,
respectivamente. Enquanto os filmes FA10%EP e FA20%EP apresentaram valores negativos
iguais a -0,2. Esses resultados informam que a adi¢do de extrato de propolis aos filmes de
araruta contribuiu para a formacéo de filmes com uma coloracéo que tende para a cor verde.

Ja a coordenada b* (-b* azul, +b* amarelo) dos filmes de araruta aumentou

significativamente até a concentracdo de 10% de extrato de propolis e reduziu quando a
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adicdo de extrato alcangou 20% (Tabela 10). Os filmes FA e FA3%EP apresentaram valores
negativos, -7,5 e -1,0, respectivamente, enquanto os filmes FA10%EP e FA20%EP
apresentaram valores positivos, 14,1 e 12,8, respectivamente. Os valores positivos da
coordenada b* sugerem a cor amarela, enquanto os valores negativos sugerem a cor azul aos
filmes de araruta. Considerando que os valores para a coordenada b* foram superiores aos
valores encontrados para coordenada a*, pode-se admitir que os filmes de araruta aditivados
com 10% e 20% de extrato de propolis, apresentam-se visualmente com a cor tendendo ao
amarelo.

A cor do filme aplicado como embalagem pode afetar a aceitabilidade do produto pelo
consumidor, segundo Siripatrawan e Vitchayakitti (2016). Entretanto, isso também vai
depender da cor do produto a ser embalado, uma cor de uma embalagem, por exemplo,
levemente verde pode ser apropriada para embalagens de vegetais, enquanto que para queijos
brancos, o ideal sera uma embalagem sem cor. Considerando a cor amarelada identificado nos
filmes nesta subsecéo, sugere-se a sua aplicacdo em queijos amarelos.

A andlise de cor foi relatada por Siripatrawane Vitchayakitti (2016) para filmes de
quitosana aditivados com extrato de prépolis. A adicdo desse extrato aos filmes reduziu os
valores de L*, em contrapartida os valores de a* e b * aumentaram proporcionalmente até
20% de extrato na composi¢cdo da matriz polimérica.

Os filmes de araruta aditivados com extrato de propolis da mesma forma foram
avaliados quanto ao AExp*, ACy* e AHg*. O filme FA foi utilizado como referéncia para
determinacéo dos respectivos valores de A, conforme estdo apresentados na Tabela 10.

Foram observados na Tabela 10, aumentos significativos (p<0,05) para AEgp*, ACap* €
AHgp* até a concentracdo de 10% de extrato de prdlpolis, seguido de uma reducdo a
concentracdo de 20%. A alteracdo da cor foi mais intensa para os filmes FAL0%EP e
FA20%EP, confirmado pelos altos valores de A. Os filmes com maiores concentragdes de
extrato sdo mais saturados, ou seja, apresentam maiores concentracdes de pigmentos
responsaveis pela tonalidade e intensidade da cor. O aumento da tonalidade sugere a mudanca
da cor vermelha para amarela, caracteristica da presenca de carotenoides (PASTOR et al.,
2010).

4.2.8  Andlise da solubilidade em agua e da permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os resultados da solubilidade em &gua e da PVA dos filmes de araruta estdo
apresentados na Tabela 11. Foi verificada que a adigéo de extrato de propolis provocou um
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efeito significativo (p<0,05) na diminuicdo da solubilidade em &gua dos filmes FA3%EP,
FA10%EP, FA20%EP comparados ao filme FA.

Tabela 11 — Resultados da analise de solubilidade em &gua e PVA dos filmes de araruta aditivados
com extrato de propolis

Solubilidade em Agua PVA
Filmes (%)* (g.mm. h.m? kPa™)*
FA 40,158 +1,202 A 11,061 +0,628 *
FA3%EP 32,227 +1,573°8 11,362 +0,660 *
FAL0%EP 27,778 +2,723 8¢ 11,451 40,470 #
FA20%EP 26,855 +1,333°¢ 11,355 +0,641 ~

*Meédias seguidas por letras maiusculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

A reducdo da solubilidade em agua dos filmes aditivados com extrato de propolis,
comparados ao filme ndo aditivado era esperada em razdo do aumento da presenca de
componentes hidrofébicos oriundos do extrato, tais como material resinoso, flavonoides,
6leos essenciais e outros compostos organicos (BANKOVA, 2005; PARK; ALENCAR,;
AGUIAR, 2002).

Segundo os resultados para PVA apresentados na Tabela 11, ndo foram identificadas
alteracOes significativas (p<0,05). Portanto, a adi¢cdo de extrato de propolis aos filmes de
araruta ndo modificou a propriedade de barreira ao vapor de agua.

Embora houvesse a reducdo da solubilidade dos filmes de araruta com a adicdo de
extrato de propolis, a relacdo hidrofilica/hidrofébica ndo foi modificada de tal forma que
influenciasse a PVA (Tabela 11).

Alguns estudos cientificos mostraram alteragcdes na propriedades de barreira ao vapor
de agua em filmes de amido aditivados com extratos naturais. Nos estudos realizados por
Pifieros-Hernandez et al. (2017), a redugéo da PVA em filmes de amido de mandioca
aditivados com 10% e 20% de extrato de alecrim ocorreu por causa da presenca de defeitos
superficiais da pelicula, sendo que tal comportamento ndo foi identificado naqueles aditivados
com 5% de extrato. Logo, a alteracdo da PVA ndo foi relacionada a composicéo dos filmes de

mandioca, mas pelos aspectos fisicos.
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Ja na pesquisa feita por Siripatrawan e Vitchayakitti (2016), a adi¢do de até 20% de
extrato de prépolis em filmes de quitosana provocou uma reducdo de 28,6 % nos valores da
PVA (0,7 para 0,5 g.mm. d*.m™. Pa'). Dessa forma, a relagdo hidrofilica/hidrofébica do
Gltimo estudo foi modificada, sendo este um comportamento ndo verificado nos resultados

discutidos na presente pesquisa.

4.2.9 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes de araruta foi avaliada frente as células da
bactéria Staphylococcus aureus. As células bacterianas sobreviventes ap6s 24 horas da
inoculacdo dos filmes FA, FA3%EP, FAL0%EP e FA20%EP podem ser visualizadas na
Figura 25.

Figura 25 — Placas de contagem de Staphylococcus aureus apés 24 horas de contato com filmes de
araruta aditivados com extrato de prdpolis

Pode-se observar na Figura 25 que as placas referentes aos filmes FA e FA3%
apresentaram maior crescimento de col6nias de S. aureus comparadas as placas FA10%EP e
FA20%EP. O maximo crescimento bacteriano era esperado na placa FA, visto que a
composicdo deste filme ndo continha extrato e, por isso, foi considerado como controle
positivo. Todavia, o filme FA3%EP ndo apresentou quantidade de fendlicos totais e
flavonoides, demonstrado na Secédo 4.2.2, suficiente para inibir crescimento das células de S.
aureus. A contagem das colonias sobreviventes de S. aureus em contato com os filmes FA e
FA3%EP, FAL0%EP e FA20%EP esta apresentada na a Tabela 12.
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Tabela 12 — Contagem de S. aureus apés 24 horas de contato com os filmes de araruta aditivados com
extrato de prépolis

) N Log de Reducéo %Reducéao
Filmes (UFC.mL™Y) (>2L0g10) (99,0)
FA 8,15x10"+2,19 —em e
FA3%EP 1,27 x 10" +0,19 0,8 84,4
FAL0%EP 1,5 x 10" +7,07 6,7 99,9
FA20%EP 7,5 x 10 +7,07 6,7 99,9

Fonte: A Autora (2019).

Observou-se ainda na Tabela 12 para os filmes FA10%EP e FA20%EP contagens de
S. aureus na ordem de 10, enquanto os filmes FA e FA3%EP apresentaram contagens na
ordem de 10’. A reducdo das contagens bacterianas para os filmes contendo 10% e 20% de
extrato de prépolis é devida as maiores concentracdes de flavonoides e fendlicos totais
presentes na matriz polimérica, corroborando com os resultados apresentados na Subsecéo
4.2.2.

A comunidade cientifica atribui o poder antimicrobiano da propolis a presenca dos
acidos fenolicos (AZIZ; KARBOUNE, 2016), principalmente o é&cido 3,5 diprenil-4-
hidroxicindmico (Artepillin C), um marcador quimico do Grupo 12 (FUNARI; FERRO, 2006;
PARK et al., 2004). Em outras palavras, o grupo gque pertence a propolis verde utilizada no
presente estudo. O teor de fendlicos totais dos filmes FA10%EP (1,40+0,02) e FA20%EP
(2,41+0,01) foram superiores ao filme FA3%EP (0,65+0,03), visto na Subsecdo 4.2.2.

Em estudos realizados por Mascheroni et al. (2010), foi verificado que uma quantidade
relevante dos acidos fenolicos era liberada da matriz polimérica para agua, enquanto outros
compostos ativos, como os flavonoides, permaneciam na matriz. Portanto, os acidos fendlicos
tém a capacidade de migrar para o0 meio e atuar como agente antibacteriano.

Segundo a literatura, os flavonoides apresentam acgdo antibacteriana pela sua
capacidade de alterar a permeabilidade da membrana e a mobilidade celular, inibir a sintese
de é&cidos nucléicos, alterar a funcdo da membrana citoplasméatica e do metabolismo
energético (CUSHNIE; LAMB, 2005; MIRZOEVA; GRISHANIN, 1997). O teor de
flavonoides nos filmes FA10%EP (1,35+0,00) e FA20%EP (1,45+0,01) foi superior ao filme
FA3%EP (0,55+0,00), discutido na Subsecdo 4.2.2. Logo, os filmes com maiores
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concentracdes de extrato apresentaram flavonoides em quantidade suficiente para inibir do
crescimento de S. aureus.

Em conformidade com a norma JIS Z 2801, filmes com atividade antimicrobiana
devem apresentar uma reducdo do ciclo logaritmico maior que 2 e a reducdo da contagem
microbioldgica superior a 99%. Os filmes FA10%EP e FA20%EP atendem aos parametros
estabelecidos pela norma em questdo, uma vez que apresentaram uma reducdo de 6,7 ciclos
logaritmicos do crescimento de S. aureus. Essa reducdo equivale a uma redugédo superior a
99% (Tabela 12). Entdo, os filmes FAL0%EP e FA20%EP podem ser considerados como
filmes com propriedades antimicrobianas, mais especificamente frente a S. aureus.

Encontrou-se na literatura um trabalho, de Torlak e Sert (2013), que avaliou a
atividade antimicrobiana em filmes de polipropileno revestidos com quitosana aditivados com
extrato de propolis contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O filme contendo 10%
(m/m) de prépolis reduziu a contagem de patdgenos entre 3,87 e 5,58 ciclos logaritmicos em
comparacao com o filme sem extrato, durante um periodo de exposi¢do de 24 horas.

Com base nas semelhancas apresentadas pelos filmes FAL0%EP e FA20%EP no que
tange a atividade antimicrobiana, a formulacdo com 10% foi selecionada, haja vista que nesta
concentracdo, os filmes de araruta aditivados com extrato de propolis foram efetivos frente a
S. aureus. Sendo assim, os filmes FA10%EP foram submetidos aos estudos que avaliaram o
efeito da dose da radiagdo gama e os resultados destes estudos serdo apresentados na Segédo
4.3.

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE ARARUTA IRRADIADOS

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados e a discussdo da pesquisa em relacdo aos
filmes FAL0%EP submetidos as diferentes doses de radiacdo gama. Nessa parte do trabalho,
haverd seis subsecfes nas quais serdo demonstradas os resultados das analises
viscosimétricas, da analise por difratometria de raios-X, da analise termogravimétrica e
derivada correspondente, das propriedades mecanicas, da analise de cor e, por fim, da

determinacéo de flavonoides, fendlicos totais e atividade antioxidante.

4.3.1  Analises viscosimétricas

A concentracdo de 0,4 g.dL™ foi estabelecida com base nos resultados plotados da
viscosidade reduzida (n,.4) em funcdo da concentracdo, considerando a condicdo de Huggins

para uma solucdo polimérica diluida (1< n,-.4<2), veja a Figura 26 na pagina a seguir.
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As constantes de Huggins para os sistemas poliméricos, FA e FAL10%EP, foram 3,76 e
2,04, respectivamente. Em consonancia ao que foi apresentado na Secdo 2.5.3, utilizou-se a
Equacdo 5 para mensurar as viscosidades intrinsecas (QIAN, 1997), as quais foram
empregadas para a determinacdo das massas moleculares médias viscosimeétricas por meio da
equacdo de Mark-Houwink (Equacéo 4).

Os resultados da viscosidade intrinseca [n] e das massas moleculares médias
viscosimétricas (M,) para os filmes FA e FA10%EP, ambos irradiados entre 5-50 kGy, estdo
apresentados na Tabela 13, mais adiante. No que refere-se aos resultados descritos nesta
tabela, a reducéo significativa (p<0,05) da [n] e da M, foi observada para o filme FA10%EP,
comparado ao filme FA, ambos ndo irradiados. Esses resultados indicam que houve a
contracdo da molécula da araruta em solugdo em razdo da presenca dos compostos fenolicos
do extrato de prépolis. Assim, a molécula de araruta contraida (do filme FAL10%EP)
apresentou um volume hidrodindmico mais baixo e, por isso, facilitou a passagem da solucéo
de polimero através do tubo capilar viscosimétrico e diminuiu sua viscosidade. Observe a
Tabela 13.

Com relacgdo ao efeito das doses da radiacdo gama, verificou-se também na Tabela 13,
a redugdo significativa (p<0,05) da [n] para os filmes FA, irradiados em todas as doses,
comparados aos filmes de mesma composicao ndo irradiados. A maior reducdo foi verificada
para os filmes FA irradiados a 50 kGy, cuja viscosidade intrinseca foi de 2,18 dL.g™, que
corresponde a uma reducdo de 82% da viscosidade inicial apresentada por FA néo irradiado,
11,97 dL.g™. Esse comportamento decorre da reducio das M, em funcéo da dose irradiada (5-
50 kGy). Veja a Tabela 13.



107

Figura 26 — Representacdo gréafica da viscosidade reduzida em funcdo da concentracdo para
determinacgdo da constante de Huggins: (FA) filme de araruta, (FA10%EP) filme de araruta aditivado
com 10% de extrato de propolis
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Tabela 13 — Viscosidade intrinseca [n] € massa molar média viscosimétrica (M,) dos filmes de araruta
(FA) e filmes de araruta aditivados com 10% de extrato de prépolis (FAL0%EP)

[n] M,
(dL.ghy** (g.mol™ty**
FA FA10%EP FA FA10%EP
11,97 A 8,66 " 31.722,07 " 22.041,89%
*
NI +0,04 +0,00 +118,35 +0,78
8,375 8,79 21.232,95 B2 22.412,17"
5kGy +0,22 +0,00 +630,01 +0,00
6,1 6,83 B2 14.875,99 ©@ 1.6879,77 B2
10 kGy +0.38 +0,06 +1046,63 +157,05
3,450b2 3,78 < 7.844,24 P2 8.678,25 ©°
25 kGy +0,09 +0,13 +225 88 +327,08
2,18F8 2,33 b2 4.687,15 F2 5.048,80 P2
50 kGy +0,05 +0,07 +121,22 +158,73

*Nao Irradiado.

**Médias seguidas por letras mindsculas (a, b) iguais na mesma linha e na mesma analise e

mailsculas (A-D) na mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

Segundo o comportamento apresentado pelos resultados da Tabela 13, pode-se inferir
que a reducdo das massas molares em polimeros irradiados foi devida ao efeito das reacGes de
cisdo, as quais foram provocadas pela radiacdo gama na estrutura do filme (HAJI-SAEID;
SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007; KOMOLPRASERT, 2016).

No que tange aos filmes FAL0%EP, o efeito significativo da radiagdo gama sobre a
viscosidade intrinseca e as massas moleculares médias viscosimétricas deu-se a partir da dose
10 kGy (Tabela 13). Podendo-se inferir que nessa dose de radiacdo gama, ocorreram as
reacOes de cisdo de cadeia principal para os filmes FA10%EP. Esse comportamento deve-se a
presenca dos compostos fenolicos existentes no extrato de prépolis, o qual foi utilizado para
aditivar o filme de araruta. Dessa forma, os compostos fendlicos atuaram como antioxidante e
protegeram a degradagdo da matriz polimérica até 5 kGy.

O ndmero de cisdes da cadeia principal por cada 100 eV de energia absorvida (valor
G) foi determinado no intervalo entre 10-50 kGy, regido linear do grafico do inverso da massa

molecular média viscosimétrica em funcdo da dose de irradiacdo, observado no gréfico
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apresentado no Apéndice C. Sendo assim, o valor G para FA e FA10%EP foi 68,47 e 65,23,
respectivamente. Esses valores serdo discutidos a seguir com o indice de degradac&o.

Na Figura 27, pode ser observado o indice de degradacdo dos filmes de araruta em
funcdo da dose irradiada. Esse indice reflete o nimero de cisdes por moléculas iniciais, em
que os filmes FA10%EP apresentaram menores valores comparados aos filmes FA,
visualizados na referida figura. Esse comportamento corrobora com os valores G, 0s quais
mostraram um menor nuimero de cisdes na cadeia principal por cada 100 eV de energia

absorvida para os filmes FA10%EP comparados aos filmes FA irradiados.

Figura 27 — indice de degradagéo do filme de araruta (FA) e filme de araruta aditivados com 10% de
extrato de propolis (FAL10%EP) em funcdo da dose de irradiacéo

—e— FA
64 -0~ FAI0%EP

indice de Degradacao (ID)

60
Dose (kGy)

Fonte: A Autora (2019).
Em geral, a presenca do extrato de prépolis na composicdo dos filmes de araruta
contribuiu de forma positiva para minimizagdo dos efeitos da radiacdo gama sobre a massa
molecular média viscosimétrica, como demonstrado na Figura 27. Todavia, o efeito protetor

radiolitico foi constatado efetivamente até a dose 5 kGy.

4.3.2 Determinagéo de flavonoides, fendlicos totais e atividade antioxidante

Os resultados para determinacdo de flavonoides, fendlicos totais e atividade
antioxidante dos filmes FAL10%EP irradiados s@o apresentados na Tabela 14, mais adiante. Os
valores para flavonoides para os filmes irradiados foram considerados baixos (< 0,03 pg.g™ de

filme), de forma que ndo foi possivel quantifica-los, pois as leituras das absorbancias foram
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em média ABS = 0,036 e, portanto, menor que o limite inferior (Abs = 0,127) da curva padrao
de quercetina, visualizada no Apéndice D. Quanto ao conteudo de fendlicos totais, os valores
para os filmes irradiados foram menores significativamente (p<0,05) quando comparados aos
filmes ndo irradiados, podendo-se inferir que esses compostos participaram de reacdes de

oxidorreducdo com os radicais gerados do processo de radiagdo gama, veja a Tabela 14.

Tabela 14 — Teor de flavonoides, fenodlicos totais e atividade antioxidante dos filmes de araruta
aditivados com 10% de extrato de propolis (FAL0%EP)

L i P e
NI* 0,03+0,00 2,06+0,04 * 9,06+0,00 *
5 kGy <0,03 0,97+0,01 ° 4,13+0,45°
10 kGy <0,03 1,23+0,02 ® 4,58+0,30°
25 kGy <0,03 1,10+0,04 © 4,36+0,22°
50 kGy <0,03 1,20+0,04 ® 4,65+0,07 8

*Nao irradiado.
**Médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: A Autora (2019).

Os compostos fendlicos, incluindo os flavonoides, sdo potentes antioxidantes naturais
capazes de evitar ou interromper reacGes de oxidorreducdo (CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2018). Durante as irradiacdo dos filmes de araruta, os produtos reativos podem
ter interagido com os fenolicos da matriz polimérica através da captura de radicais livres
(HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007).

As moléculas que apresentam o grupo fenol reagem com os radicais livres através da
transferéncia de atomos de hidrogénio e, por conseguinte, ocorre a transferéncia Unica de
elétrons. Os produtos de ambas as reacOes sdo espécies ndo reativas e energeticamente
estaveis (COMERT; GOKMEN, 2018; LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO, 2011)

Os filmes FALO0%EP irradiados também demonstraram que sua capacidade
antioxidante foi reduzida (Tabela 14), comparados aos filmes ndo irradiados, sobretudo, ndo
houve diferenca significativa entre as doses empregadas. Logo, a atividade antioxidante dos
filmes FAL0%EP mantiveram 48,7% da atividade inicial, 9,06%, podendo-se inferir que a
presenca dos compostos fendlicos existentes no extrato de propolis contribuiu para

estabilizacdo da estrutura da matriz polimérica, impedindo maiores degradacdes por cisdo.
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Ficou demonstrado na Subsecdo 4.3.1 que o numero de cisdes por 100 eV para os filmes
FA10%EP (65,23) foi inferior aos filmes FA (68,47), sendo que os filmes FA10%EP
irradiados a dose 5 kGy nao sofreram degradacdo. Desse modo, a presenca do extrato atuou
como estabilizante radiolitico aos filmes de araruta, os quais podem ser destinados para a
aplicacdo como embalagens esterilizadas por radiacdo gama até 5 kGy.

Os filmes de araruta aditivados com extrato de propolis foram analisados quanto ao
teor de fendlicos totais e de flavonoides e quanto a atividade antioxidante apos 45 dias da sua
elaboracdo. Os baixos valores encontrados para flavonoides (< 0,03 pg.g™® de filme) e
atividade antioxidante (9,06 %) para o filme que néo sofreu irradiacdo sugerem que houve
degradacéo desses compostos durante o armazenamento do filme.

Na Subsecdo 4.2.2, para o filme FA10%EP, os resultados foram obtidos apds uma
semana da elaboracdo desses filmes e apresentaram teor de flavonoides (1,35 mg.g™ de filme)
e atividade antioxidante (39,61%), valores estes superiores aqueles apresentados pelos filmes,
de mesma composicao, irradiados e discutidos nessa subsecdo. Portanto, estes filmes, além da
radiacdo gama, o tempo de armazenamento também pode ter sido um fator significativo para a
degradacdo dos flavonoides e consequente reducdo da atividade antioxidante. No entanto,
para confirmagdo dessa hipOtese serdo necessarios estudos de estabilidade dos filmes
irradiados e aditivados com 10% de extrato de prépolis em funcdo do tempo de

armazenamento.

4.3.3  Andlise por difratometria de raios-X (DRX)

Os padrdes de difracdo de raios-X para os filmes de araruta irradiados entre 5-50 kGy
estdo apresentados mais adiante na Figura 28. Pode-se observar na Figura 28.a que os filmes
FA apresentaram apenas um pico cristalino 20 = 17,3°, caracteristico do padrao cristalino tipo
A. Esse tipo de padrdo de cristalinidade era esperado, haja vista os resultados encontrados
para araruta discutidos na Subsecéo 4.2.4.

Ainda na Figura 28.a, um pico largo, caracteristico de material amorfo foi encontrado
em torno de 20 = 20,0°. J& na Figura 28.b, foram observados 0s seguintes picos cristalinos 26
= 17,1°, 19,5° e 21,8° para o filme FALO0%EP n&o irradiado, enquanto os demais filmes
FA10%EP irradiados (5-50 kGy) apresentaram um pico 20 = 17,1° e um pico largo em torno
de 20 =20,0°.
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Figura 28 — Difratograma de raios-X dos filmes de araruta (FA) e filmes de araruta aditivados com
10% de extrato de prépolis (FAL0%EP)
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Fonte: A Autora (2019).

De acordo com os resultados apresentados para os filmes FA e FA10%EP, a irradiacéo
ndo provocou alteracdes do padrédo de difracdo de raios-X destes, comparados aos filmes de
mesma composic¢do ndo irradiados. Entretanto, os filmes FA e FA10%EP irradiados em todas
as doses apresentaram menor cristalinidade que os filmes de mesma composi¢cdo ndo

irradiados, como poder ser visualizada na Tabela 15.
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Tabela 15 — Cristalinidade dos filmes de araruta (FA) e filmes de araruta aditivados com 10% de
extrato de prépolis (FAL0%EP)

Cristalinidade (%)

FA** FAL0%EP**
NI* 4,47 (+0,38) " 3,81 (+0,25) "
5 kGy 2,90 (+0,44) B2 2,79 (+0,30) B2
10 kGy 2,66 (+0,34) B2 2,05 (+0,32) “®
25 kGy 3,07 (+0,19) B2 2,02 (+0,15) °
50 kGy 2,66 (+0,44) B2 2,51 (+0,11) B¢

*Nao irradiado.
**Médias seguidas por letras minusculas (a,b) iguais ha mesma linha e maitsculas(A, B, C) na mesma
coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: A Autora (2019).

Como pode ser verificado na Tabela 15, a cristalinidade dos filmes FA irradiados ndo
apresentou diferencas significativas (p<0,05) entre as doses empregadas, porém, os valores
da cristalinidade foram inferiores aqueles apresentados pelos filmes FA ndo irradiados. Sendo
assim, a radiagédo tornou os filmes mais amorfos independente da dose empregada.

No que diz respeito aos filmes FA10%EP, a radiacdo gama reduziu significamente as
zonas cristalinas destes, segundo resultados encontrados para cristalinidade residual na Tabela
15. Tal reducdo ocorreu de forma ndo linear, visto que os valores para cristalinidade dos
filmes FAL0%EP nas doses 5 kGy e 50 kGy néo diferiram significativamente (p<0,05) e
aqueles irradiados entre 10 kGy e 50 kGy também ndo diferiram.

Conforme discutido na Subsecdo 4.4.1, os filmes de araruta irradiados, independente
da composicdo, apresentaram uma reducdo das massas moleculares médias viscosimétricas.
As reacdes de cisdo ocorreram de forma aleatoria na matriz polimérica, fato que pode ter
contribuido para reducdo da cristalinidade e aumento da regido amorfa dos filmes irradiados

de forma ndo linear, comentada no paragrafo anterior.

4.3.4  Andlise termogravimétrica (TGA)

A degradacdo térmica dos filmes irradiados FA e FA10%EP é ilustrada pela Figura
29.a-b e Figura 29.c-d.
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Figura 29 — Curva da andlise termogravimétrica-TGA e derivada correspondente-DTG dos filmes de

araruta irradiados (FA) e filmes de araruta aditivados com 10% extrato de prdpolis (FA10%EP)
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Fonte: A Autora (2019).
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De acordo com a andlise das curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas

(Figura 29.a-d), os filmes de araruta apresentaram dois estagios térmicos. As temperaturas de

degradacéo térmica para cada estagio estdo apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Temperaturas de degradacdo térmica dos filmes de araruta (FA) e filmes de araruta
aditivados com 10% (m/m) de extrato de prépolis (FALO0%EP)

Tonset Toffset T
(oC) (oC) pico Reilduo
(°C) (%)
1° 2° 1° 2°
NI* 30 272,67 130,03 340,73 323,83 14,2
5 kGy 30 266,83 130,42 340,85 322,11 14,8
<
L 25 kGy 30 267,55 185,03 339,46 323,77 11,0
50 kGy 30 267,63 127,46 337,09 320,81 10,8
NI* 30 278,34 131,35 341,43 320,81 21,1
B'J 5 kGy 30 283,64 135,24 335,96 322,63 27,3
AN
o
% 25 kGy 30 281,63 186,01 340,81 325,24 16,5
LL
50 kGy 30 289,45 161,20 341,65 325,04 22,5

*Nao irradiado.
Fonte: A Autora (2019).

Na Tabela 16, o primeiro estagio para os filmes de araruta estudados nesta subsecéo, o
primeiro estagio ocorreu entre 30°C e 186°C, o qual foi atribuido a evaporacdo da agua
(MEDINA- JARAMILLO et al., 2016; PINEROS-HERNANDEZ et al. 2017). No que tange
ao segundo estagio, ele iniciou em torno de 266°C e terminou proximo de 340°C. Essa faixa
compreende as temperaturas de decomposicdo térmica do amido de araruta (NOGUEIRA,;
FAKHOURI; DE OLIVEIRA, 2018), da glicerina (MEDINA-JARAMILLO et al., 2017) e do
extrato de prépolis (COSTA, 2018), haja vista a discussdo dos resultados apresentados na
Subsecéo 4.2.5.

Verificou-se ainda na Tabela 16 que o filme FAL0%EP a dose 50 kGy apresentou um
de 11,1 °C da Tonset do 2° estagio. Essa alteracdo decorre da reducdo do tamanho das cadeias
poliméricas, como consequéncia das reacfes de cisdo induzidas pela energia ionizante (HAJI-
SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007; KOMOLPRASERT, 2016). Com o aumento da
dose irradiada, a reducdo da massa molecular dos filmes de araruta, no presente estudo, foi

verificada na Subsecéo 4.3.1.
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Apo6s andlise dos resultados para TGA dos filmes irradiados, FA e FA10%EP,
observou-se que as transformacdes da estrutura desses filmes podem ter ocorrido de formas
distintas, sejam elas em fungdo da composicdo da estrutura dos filmes ou da dose absorvida.
Geralmente, os produtos reativos da radiacdo gama em materiais poliméricos, como 0s
radicais livres, ions e &tomos em estados excitados podem seguir varios caminhos da reacao,
geralmente intermediarios aleatérios, inclusive rearranjos e/ou a formacao de novas ligaces
(HAJI-SAEID; SAMPA; CHMIELEWSKI, 2007; KOMOLPRASERT, 2016).

Nesse sentido, os filmes FALO%EP foram mais sensiveis as alteracdes das
temperaturas de degradacdo térmica em funcdo da dose irradiada. A presenca do extrato de
propolis contribuiu para o aumento das temperaturas de inicio e de maxima degradacdo
térmica, podendo-se inferir que os filmes aditivados e irradiados foram mais estaveis

termicamente comparados ao filme de mesma composicéo néo irradiado.

4.3.5 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecénicas dos filmes irradiados FA e FA10%EP foram representadas
pelas medidas de tensdo maxima (MPa), deformacéo especifica (%) e modulo de elasticidade
(MPa), as quais serdo analisadas logo adiante.

Os filmes FA irradiados apresentaram uma reducdo significativa (p<0,05) da tensdo
maxima comparados aos filmes de mesma composicdo nao irradiados — vale salientar que
aquele irradiado a 10 kGy apresentou o menor valor, 1,41 MPa. Um comportamento
semelhante ao descrito até entdo foi observado para os filmes FAL10%EP irradiados, cujos
valores de tensdo méaxima nas doses 5 kGy (2,55 MPa), 10 kGy (0,93 MPa) e 50 kGy (2,85
MPa) foram inferiores ao filme FAL0%EP nao irradiado (4,67 MPa), com excec¢do do filme
FA10%EP irradiado a 25 kGy (4,10 MPa) que, por sua vez, nao diferiu significativamente
(p<0,05) do filme FA10%EP ndo irradiado. O efeito da radiacdo gama sobre as propriedades
mecanicas dos filmes de araruta pode ser visualizado na Tabela 17, adiante.

Ainda na Tabela 17, como puderam ser analisados os resultados das propriedades
mecanicas dos filmes irradiados, FA e FA10%EP, constatou-se que a acdo da radiacdo gama
sobre a estrutura polimérica destes filmes ocorreu de formas distintas. E interessante ressaltar
que os filmes de araruta, independente da composi¢do, quando irradiados, exceto a dose 25
kGy para o filme FA10%EP, tornaram-se menos resistentes a tracao, haja vista a reducdo dos

valores da tensdo maxima comparados aos filmes de mesma composicdo néo irradiados.
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Tabela 17 — Propriedades mecénica dos filmes de araruta (FA) e filmes de araruta contendo 10% de
extrato de prépolis (FAL0%EP)

Tensdo Maxima Deformacao Especifica Mddulo de Elastico
(MPa)** Méaxima (%6)** (MPa)**
FA FA10%EP FA FA10%EP FA FA10%EP

NI* 5,64 A2 467" 56,20 57,27 > 72,8278 71,94 7@
+0,64 +0,57 +6,15 +6,68 +13,80 +7,02

5 KGy 2,35 B2 2,55 B2 107,50 A8 111338 21,8058 25,99 B2
+0,11 +0,17 +2,59 +1,94 +4,06 +3,29
10 KGy 1,41 ¢ 0,93 ¢ 117,90 A 130,13 A2 14,59 < 4,94 P
+0,04 +0,03 +2,52 +4,13 +2,57 +0,39

25 kGy 2,57 8P 4,107 96,92 B2 57,62 2° 27,30 B° 58,03
+0,18 +0,12 +0,77 +10,59 +0,98 +9,42

50 kGy 2,67 B2 2,85 B2 92,72 B2 90,68 ©? 22 46 BC? 18,42 B2
+0,18 +0,32 +12,34 +0,36 +2,67 +7,04

*N4o irradiado.

**Médias seguidas por letras mindsculas (a,b) iguais na mesma linha e na mesma propriedade e

maiusculas (A-D) na mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: A Autora (2019).

Segundo Byun et al. (2008), geralmente, a extensdo da degradacdo dos polissacarideos
ndo é linearmente proporcional a dosagem da radiacdo ionizante. Essa degradacdo pode ser
maior em doses consideradas baixas €, portanto, sdo consideradas criticas para os efeitos da
radiacdo ionizante. Conforme resultados mencionados anteriormente, nesta subsecdo, a dose
10 kGy pode ser considerada como dose critica para os filmes de araruta, pois a tensao
maxima foi minima tanto para o filme FA quanto para o filme FA10%EP.

O efeito da radiacdo ionizante sobre a tensdo maxima dos filmes também foi
verificado nos estudos realizados Saurabh et al. (2013). Esses autores encontraram 32% da
reducdo da resisténcia a tracdo dos filmes de goma-guar irradiados na dose 50 kGy.

No que tange a deformagdo especifica maxima dos filmes FA irradiados entre 5-50
kGy, observou-se na Tabela 17 valores superiores aos filmes de mesma composi¢cdo nao
irradiados. O mesmo comportamento foi constatado para os valores da deformacéo especifica
dos filmes FAL0%EP irradiados, exceto para aqueles irradiados a 25 kGy (57,62 Mpa), 0s
quais ndo diferiram significativamente (p<0,05) dos filmes FAL0%EP ndo irradiados (57,27
MPa).

A deformacéo especifica é a medida da flexibilidade dos filmes (KIM et al., 2008;

SAURABH et al. 2013), conforme analise dos resultados descritos acima, os filmes FA e
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FA10%EP irradiados a 10 kGy apresentaram os maiores valores para deformacéo especifica
méaxima, como consequéncia de uma maior flexibilidade na referida dose. Possivelmente,
devido a reducdo da massa molecular média viscosimétrica, como discutido na Subsecdo
4.3.1, que possibilita maior movimentacéo molecular da estrutura polimérica.

No que diz respeito ao médulo de elasticidade, propriedade esta que mede a rigidez do
material, cujos resultados foram descritos na Tabela 17, verificou-se uma redugédo
significativa (p<0,05) dos valores para os filmes irradiados FA e FA10%EP. Uma excec¢éo foi
observada para o filme FA10%EP irradiado na dose 25 kGy, em que o valor do modulo de
elasticidade ndo diferiu significativamente do filme de mesma composi¢do néo irradiado. Em
sintese, a irradiagdo reduziu a rigidez dos filmes de araruta, exceto para o filme FAL0%EP
irradiado na dose de 25 kGy.

Para as trés propriedades mecanicas analisadas nos filmes FAL0%EP irradiados na
dose 25 kGy, constatou-se que estas propriedades ndo diferiram, comparados ao filme
FA10%EP néo irradiado. Isso porque durante a irradiagdo nessa dose pode ter ocorrido o
aumento da exposicdo de grupos funcionais da estrutura polimérica que interagiram com 0s
componentes existentes no extrato de prépolis, formando estruturas interligadas (PASTOR et
al., 2010), as quais contribuiram para manutencdo da resisténcia a tracdo, flexibilidade e
rigidez dos filmes FA10%EP.

4.3.6  Analise de cor

As coordenadas que caracterizam a cor, L* (luminosidade: 0 = preto, 100=branco), a*
(- verde, +a* vermelho), b* (- b* amarelo, + b* azul), diferenga de cor (AEx*), diferenca de

saturacdo (ACqp*) e diferenca de tonalidade (AHqa,*) estdo apresentadas na Tabela 18.
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Tabela 18 — Coordenadas de cor L*, a*, b*, diferenca de cor (AE,*), diferenca de saturacdo (ACy*) e diferenca de tonalidade (AHg,*) em filmes de araruta

(FA) e filmes de araruta aditivados com 10% de extrato de prépolis (FAL0%EP)

L* a* b* AEab* ACab* AHab*
FA™  FAL0%EP™ FA™ FAL0%EP™ FA™ FAL0%EP™ FA™ FAL0%EP™ FA"™  FALO%EP™ FA™ FAL0%EP™
NI* 90,07 85,4 B 3,6™ -0,2°° 75 14,14
+0,3 +0,4 +0,0 +0,0 +01 +0,5
5kGy 90,17 88,24 3,5 A8 1,2°% -7,5 PP 4,2 % 0,2 11,8 & -0,1% -11,1 % 0,1 2,85
+0,1 +0,3 +0,1 +0,0 +01 +0,1 +0,1 +04 +0,1 +04 +01 +0,2
10kGy 90,2 * 88,14 3,675 1,1 7,4 4,35 0,3 11,65 -0,2%2 -11,0% 0,1 2,5
+0,2 +0,2 +0,1 +0,1 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2
25kGy 90,3 88,4 3,5 B¢ 1,37 71 35% 0,6°% 12,34 -0,5% 2115 0,17 3,27
+0,2 +0,3 +0,1 +0,1 +0,1 +0,3 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2
50kGy 90,0 88,07 34 1,25 6,77 4,18 0,97 11,2 -0,9¢ -10,5%° 0,17 2,65¢
+0,1 +0,2 +0,1 +0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,3 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2

*N&o irradiado.

""Médias seguidas por letras minGsculas (a, b) iguais na mesma linha e na mesma coordenada e mailsculas (A-E) na mesma
significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: A Autora (2019).

coluna ndo diferem
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Observou-se na Tabela 18 que a irradiacdo néo alterou os valores de L* para os filmes
FA, independente da dose empregada, e esses valores foram maiores, sobretudo, que os
apresentados pelos filmes FA10%EP. Por isso, os filmes FA foram considerados mais claros
que os FA10%EP, uma vez que a presenca do extrato de prépolis destes ultimos provocou
uma alteracéo da luminosidade.

A irradiacdo dos filmes FA10%EP provocou um aumento significativo dos valores de
L*, entretanto, esses valores nao diferiram entre si em funcdo da dose. Desse modo, pode-se
inferir que a radiacdo gama provocou alteracbes dos pigmentos, existentes no extrato de
propolis, responsaveis pela cor, as quais aumentaram a refletdncia da luz pelos filmes
aditivados com esse extrato.

Ainda na Tabela 18, avaliando-se a coordenada a* para os filmes FA, o efeito da
irradiacdo foi semelhante entre esses filmes nas diferentes doses, exceto a dose 50 kGy, cujo
efeito foi maior. J4, para os filmes FAL0%EP, a dose de 25 kGy foi mais efetiva, cujo valor
da referida coordenada foi o maior entre os filmes irradiados. Os valores positivos
encontrados para coordenada a* em questdo, para ambos os filmes irradiados, FA e
FA10%EP, apresentaram tendéncia a cor vermelha.

Ao analisar a coordenada b* na Tabela 18 para os filmes FA, notou-se um aumento
dos valores proporcional a dose de irradiacdo, com destaque para aqueles dos filmes
irradiados nas doses entre 25 kGy e 50 kGy. Esse aumento sugere que a radiacdo gama
provocou uma amarelecimento dos filmes de araruta.

Os valores de b* para os filmes irradiados FA10%EP (Tabela 18) reduziram
significativamente (p<0,05) em relagdo ao filme de mesma composi¢do ndo irradiado, com
destaque para aqueles irradiados na dose de 25 kGy. Esse comportamento foi inverso aos
filmes FA, discutido acima, possivelmente pela degradacdo dos compostos responsaveis pela
cor amarela dos filmes aditivados com 10% de extrato de propolis. Em resumo, os filmes
FA10%EP permanecerem com tendéncia a cor amarela, visto que os valores de b* foram
superiores aos de a*.

As alteracOes das coordenadas de cor L*, a* e b* serdo melhor analisadas mediante
discussdo dos resultados da diferenga de cor (AEs*), diferenga de saturacdo (ACap*) e
diferenga de tonalidade (AH). Os filmes ndo irradiados, FA e FA10%EP, foram considerados
como padrdo de referéncia para determinacdo de AEqp*, ACap™ € AHgp™ para os filmes FA e
FAL10%EP irradiados entre 5-50 kGy, descritos na Tabela 18.

Na Tabela 18, houve um aumento nos valores de AE,;,* em funcdo da dose irradiada

para os filmes FA, em consequéncia do aumento da coordenada b*, visto anteriormente, cujas
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doses entre 25 kGy e 50 kGy foram mais relevantes para a alteracdo da cor desses filmes. Em
relagdo a0 FALO%EP, a dose 25 kGy apresentou maior alteracdo da cor, conforme valor
maximo apresentado para AExp* (12,3). 1sso porque, como discutido nessa subsecdo, para 0S
filmes FAL0%EP, na dose 25 kGy, o aumento da coordenada a* e a reducdo da coordenada
b* foram significativos entre as doses estudadas.

Os valores encontrados para ACqy* (Tabela 18) foram negativos, indicando assim que
a cromaticidade ou saturacdo das amostras referéncia, FA e FAL0%EP ndo irradiados, sdo
superiores numericamente a saturacdo dos filmes irradiados. Dessa forma, a irradiacéo tornou
os filmes FA e FA10%EP mais palidos, comparados aos filmes néo irradiados. Para os filmes
FA, a perda da saturacdo foi maior nas doses entre 25-50 kGy, como demonstrado na
tendéncia ao amarelecimento desses filmes verificada na analise dos resultados para
coordenada b* nessa subsecdo. O efeito da perda da saturacdo dos filmes FAL0%EP foi
verificado mais efetivamente na dose 25 kGy, ACap* (11,5).

A tonalidade dos filmes FA, representada pelos valores AHg,* (Tabela 18), ndo foi
alterada significativamente em funcdo das doses irradiadas empregadas. Comportamento
diferente foi observado para os filmes FA10%EP, os quais apresentaram maiores alteracdes
da tonalidade naqueles irradiados a 25 kGy, AHap* (3,2). 1sso vem corroborar com o menor
resultado da coordenada b* (3,5), discutido anteriormente para o filme FA10%EP irradiado a
25 kGy, correspondente a tendéncia da perda da cor amarela comparados aos filmes de
mesma composicdo ndo irradiados e irradiados as doses 5 kGy, 10 kGy e 50 kGy.

Nesse sentido, a radiacdo gama provocou altera¢fes pouco significativas aos filmes
FA, mencionadas como leve amarelecimento. Enquanto isso, as modificacOes relatadas para
os filmes FA10%EP em funcdo da dose irradiada podem ser consideradas como um
desbotamento, pela perda de pigmentos, devido ao efeito da radiacdo gama, principalmente na
dose 25 kGy.
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5 CONCLUSOES

Mediante os estudos realizados, foi possivel verificar que a técnica Solution Casting
mostrou-se adequada para a elaboracdo de filmes de araruta aditivados com extrato de
propolis. Os principais efeitos observados para os filmes aditivados foram o aumento da
estabilidade térmica, a plastificacdo daqueles aditivados com 20%, a atividade antioxidante e
antimicrobiana dos filmes aditivados com 10% e 20% de extrato de propolis.

Em relacdo aos estudos frente a radiagdo gama, pode-se concluir que os filmes de
araruta ndo aditivados sofreram alteracGes das propriedades analisadas independente da dose
de radiacdo empregada. Por outro lado, a presenca do extrato de prépolis nos filmes
aditivados foi a responsavel pela protecdo radiolitica até a dose de 5 kGy, tendo em vista a
minimizacdo dos efeitos da radiacdo gama sobre a massa molecular média viscosimétrica,
namero de cisdes e indice de degradacdo dos filmes FA10%EP (Unica concentracdo avaliada
nessa etapa). O efeito protetor radiolitico foi atribuido a participacdo dos flavonoides e
fenolicos totais, consumidos durante as reacdes de oxido-reducdo com os produtos reativos
que se formaram durante a irradia¢éo dos filmes.

A irradiagédo tornou os filmes de araruta mais amorfos, independente da composicao,
sejam eles aditivados ou ndo com extrato de propolis. A melhoria das propriedades
mecanicas também foram observadas para os filmes de araruta irradiados, independente da
composicdo. Os filmes irradiados reduziram a resisténcia a tracdo e a rigidez da estrutura
polimérica e aumentaram a flexibilidade. Ressalta-se que os filmes aditivados com 10% de
extrato de prdpolis ndo sofreram alteracGes das propriedades mecanicas, quando irradiados na
dose de 25 kGy (dose de esterilizacéo).

Os filmes aditivados com 10% de extrato de propolis e irradiados foram mais estaveis
termicamente comparados aos filmes ndo aditivados, de forma que esta estabilidade foi
atribuida a presenca do extrato na matriz polimérica. A radiacdo gama também alterou a cor
dos filmes de araruta, provocando uma maior alteracdo no amarelecimento dos filmes néo
aditivados em comparagdo com os filmes aditivados com extrato de prépolis.

Nesse contexto, a presenca do extrato de prépolis na composicdo dos filmes de
araruta  propde que estes filmes tem potencial aplicagio como embalagem ativas,

revestimento comestivel e embalagem esterilizada por radiacdo gama.
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6 PERSPECTIVAS
Realizar teste de migracdo dos filmes em meios que simulam a composicdo de

alimentos.
Avaliar a estabilidade dos compostos fendlicos na matriz polimérica ao longo do

tempo de armazenamento.
Aplicar os filmes de araruta aditivados com extrato de propolis em um alimento e

avaliar a vida de prateleira deste Gltimo.
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APENDICE B - DIFRATOGRAMA DA ARARUTA EMPREGADO NA EXTRAGCAO DAS
AREAS UTILIZADAS NO CALCULO DA CRISTALINIDADE

—— Difratograma
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Fonte: Autora (2019).
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APENDICE C - REPRESEI\!TAQAO GRAFICA~DO INVERSO DA MASSA MOLAR MEDIA
VISCOSIMETRICA EM FUNCAO DA DOSE DE IRRADIACAO
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Fonte: Autora (2019).
y = Bo+ Pix Bo Bs R?
FA 33,29 3,628 0,998

FA10%EP 26,29 3,457 0,998
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APENDICE D - CURVA PADRAO DE QUERCETINA PARA DETERMINAGAO DO TEOR
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Fonte: Autora (2019).



