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RESUMO

BERTOTTO, Carlize. Desenvolvimento de filmes biodegradaveis ativos
contendo coprodutos da extragdo de prépolis comercial e da industria de
suco de maca. 2019. 125f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos) - Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Pato
Branco, PR, 2019.

A embalagem ativa é uma abordagem inovadora para manter ou prolongar a vida
util de produtos alimenticios, garantindo sua qualidade, seguranga e integridade. A
adicdo de substancias ativas, como antimicrobianos e antioxidantes, pode
prolongar o prazo de validade e diminuir o uso de conservantes nos alimentos. A
partir dessa base tedrica, o objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes ativos
com coproduto da extracdo comercial de propolis (CP) e coproduto de suco de
maca (CM) para elaboracdo de embalagens plasticas biodegradaveis para uso em
alimentos. Inicialmente, o CP e CM foram caracterizados quanto a sua composicao
fisico-quimica (umidade, cinzas, proteina, lipidios, agucares em glicose e fibras).
Posteriormente, os filmes plasticos biodegradaveis contendo os coprodutos
elaborados por extrusao-sopro em baldo foram analisados quanto as propriedades
fisicas (elasticidade, flexibilidade e rigidez dos filmes). Os extratos etandlicos dos
coprodutos e dos filmes plasticos contendo os coprodutos foram preparados e
analisados quanto ao teor de fendlicos totais, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana. Além disso, o perfil dos compostos volateis desses materiais foi
determinado por extragdo em fase solida, identificados e quantificados por
cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de massas. O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau, enquanto a
atividade antioxidante foi determinada por trés métodos: DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil); ABTS 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) e FRAP
(poder antioxidante redutor do ferro). A atividade antimicrobiana foi determinada
pela concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(CBM) contra o0s microrganismos Staphylococccus aureus, Salmonella
thyphimurium e Escherichia coli. Como resultado, os dois coprodutos apresentaram
fendlicos e atividade antioxidante (ABTS 226,58+10,89 umol TEAC/g para CP e
16,83+4,41 pymol TEAC/g para CM) podendo ser utilizados para a confecgdo da
embalagem ativa. O CP apresentou CIM frente a bactéria Staphylococccus aureus
na concentragcdo de 12,5 e 6,25 mg/mL. Quanto as propriedades mecanicas de
flexibilidade, resisténcia e rigidez as concentragbes adicionadas de coproduto
mostraram-se satisfatérias em comparacdo ao filme controle. Pela analise de
volateis foi possivel detectar 118 compostos para o CP e seu respectivo filme, as
classes majoritarias de compostos identificados foram terpenos, ésteres e aldeidos,
destacando-se o composto acido benzenopropandico éster etilico com 25,13%
para CP e 32,93% no filme 4% CP da area total para ésteres. Para o CM e seus
respectivos filmes foi identificado 65 compostos, as classes com maior numero de
compostos identificados foi aldeidos, ésteres e terpenos, destacando-se o
composto a-Farneseno representando 25,72% da area total para a classe dos
terpenos.



Palavras-chave: Filme biodegradavel ativo. Coproduto de prépolis. Coproduto de
maga.



ABSTRACT

BERTOTTO, Carlize. Development of active biodegradable films containing co-
products from commercial propolis extraction and apple juice industry. 2019.
125 f. Master theses (Master in Technology of Chemical and Biochemical
Processes) - Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Pato Branco, PR, 2019.

Active packaging is an innovative approach to maintain or extend the lifespan of
food products, ensuring their quality, safety and integrity. The addition of active
substances, such as antimicrobials and antioxidants may extend shelf life and
decrease the use of preservatives in foods. Based upon this theoretical basis, the
main goal of this study was to develop active films with the co-product (CP) from
propolis commercial extraction, as well as with apple juice co-product (CM) in order
to create a biodegradable plastic packaging for food use. Initially, CP and CM were
described regarding their physicochemical composition (moisture, ashes, protein,
lipids, glucose and fiber sugars). Subsequently, the biodegradable plastic films
containing the co-products produced by blow extrusion in balloon were analyzed
regarding their physical properties (elasticity, flexibility and stiffness of the films).
Ethanolic extracts of co-products and plastic films containing co-products were
prepared and analyzed for total phenolic content, antioxidant activity and
antimicrobial activity. In addition, the profile of volatile compounds of these materials
were determined by solid phase extraction, these compounds were also identified
and quantified by gas chromatography coupled to the mass spectrometer. The
content of total phenolic compounds was determined by the Folin-Ciocalteau
method, while the antioxidant activity was determined by four methods: DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazine); ABTS 2,2-azino-bis- (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic
acid) and FRAP (iron reducing antioxidant power). Antimicrobial activity was
determined by the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (CBM) against the microorganisms Staphylococccus
aureus, Salmonella thyphimurium and Escherichia coli. As a result, both co-
products showed phenolic and antioxidant activity and could be used to make the
active packaging. The CP presented MIC against the Staphylococccus Aureus
bacterium at the concentrations of 12.5 e 6,25 mg/mL. Regarding the mechanical
properties of flexibility, strength and stiffness the added concentrations of co-
product were satisfactory compared to the control film. By the volatile analysis, it
was possible to detect 118 compounds for CP and its respective film, and 65
compounds for CM and its respective films. The major classes of compounds
identified were terpenes, esters and aldehydes, with benzenopropanoic ethyl ester
acid with 25.13% for PC and 32.93% in the 4% CP film of the total area for esters.
For the CM and its respective films, 65 compounds were identified, the classes with
the largest number of identified compounds were aldehydes, esters and terpenes,
highlighting the compound a-Farnesene representing 25.72% of the total area for
the class of terpenes.

Keywords: Active biodegradable packaging. Propolis co-product. Apple co-product.
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1 INTRODUGAO

As embalagens plasticas sdo amplamente utilizadas no setor alimenticio na
forma de sacolas, garrafas, caixas e filmes. Essas embalagens possuem muitas
vantagens, dentre elas estdo o baixo custo e a elevada resisténcia mecanica e
quimica. Entretanto, sua principal desvantagem é a nao biodegradabilidade e a
dependéncia do petroleo para sua produgao (VITALE et al., 2018; LANDIM et al.,
2016).

Em resposta as mudangas no consumo e tendéncias de mercado torna-se
cada vez mais comum o desenvolvimento de novos materiais para embalagens,
que além da biodegradabilidade, destinam-se a garantir a manutengdo da
qualidade e da seguranga do produto. As embalagens ativas interagem de maneira
intencional com os alimentos embalados, alterando suas condi¢bes e aumentando
a vida de prateleira do produto em relagéo as embalagens convencionais (OTTONI,
2016).

Na busca por solu¢des para a questdo da degradagdo ambiental causada
pelo uso excessivo de plasticos, estdo disponiveis no mercado diversos polimeros
biodegradaveis, como acido polilatico (PLA), polihidroxialcanoatos (PHA),
polihidroxibutirato (PHB), polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV) e marcas
comerciais como Bioplast®, Ecoflex®, Mater-Bi®, NatureWorks®, que apresentam
caracteristicas favoraveis para a produgado de embalagens, entretanto o seu custo
€ elevado, praticamente o dobro ou mais, se comparado com os polimeros
tradicionais (BRITO et al., 2011).

Uma alternativa estudada por diversos pesquisadores e pela industria para
reduzir os custos da producédo desses materiais € a mistura ou blenda de polimeros
biodegradaveis comerciais com amido e outros materiais celuldsicos, que
incorporados com agentes plastificantes como glicerol ou sorbitol podem ser
processados nos mesmos equipamentos empregados na producado de filmes
convencionais (BILCK et al., 2014, SHIRAI et al., 2016, REIS et al., 2018, BASF,
2019).

Uma das aplicagdes das embalagens ativas € a liberagao de aditivos, como
conservantes, que aumenta a segurancga alimentar do consumidor, ja que esses

compostos, ao invés de diretamente adicionados ao alimento, sdo liberados
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controladamente da embalagem para o alimento, com isso, estdo presentes em
menores quantidades e apenas onde sua presenca € requerida, a saber, na
superficie do produto, em que a maior parte das reagbes de deterioragdo ocorrem
(SOUZA, 2012). Entre as embalagens ativas destacam-se as embalagens com
adicdo de antioxidantes e antimicrobianos (SOARES et al., 2009).

A tecnologia de embalagens com antioxidantes e antimicrobianos tem
como objetivo preservar alimentos sensiveis a oxidacdo e a deterioragdo por
microrganismos. Esse sistema consiste na incorporagdo de substancias
antioxidantes e antimicrobianos em filmes, papéis ou sachés, as quais serao
liberadas para proteger os alimentos da degradacdo oxidativa e microbioldgica
(DIBLAN, KAYA, 2018; SOARES et al., 2009).

Agentes antioxidantes e antimicrobianos naturais com agdo comprovada
tém sido isolados de diferentes partes de plantas tais como sementes, frutas, folhas
e raizes.e possivel também encontrar compostos bioativas nos coprodutos gerados
pos processamento de frutas (LOHANI, MELEHARAYIL, 2016) Esses compostos
incluem flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, tocoferdis, fosfolipidios, acidos
organicos polifuncionais, carotenoides, acido ascoérbico, carvacrol, timol, eugenol,
alicina (KHANEGHAH, HASHEMI, LIMBO, 2018; ROBY et al., 2013). Outros

exemplos de antioxidantes e antimicrobianos naturais que podem ser usados na
producdo de embalagens ativas sao 6leos essenciais de canela (Cinnamomum
Zeylanicum L.), orégano (Origanum vulgare L.), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), gengibre (Zingiber officinale
Rosc.), hortelda (Mentha spicata L.) e casca de romé& (Punica granatum L.)
(GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

A partir desse contexto, a presente pesquisa busca a valorizacdo de
coprodutos agroindustriais do processamento do suco de macéd e prépolis, com
fonte potencial bioativo (polifendis) para ser incorporados na matriz polimérica dos
filmes biodegradaveis, objetivando aumentar a vida util de produtos alimenticios
com seguranca alimentar e estimulando a reutilizagcdo e valorizagdo dos
coprodutos, como novos ingredientes ativos. Desta forma, serdo realizadas analise
fisico-quimica dos coprodutos da propolis e da maga, o teor fendlico, antioxidante,
antimicrobiano e as propriedades mecanicas dos filmes biodegradaveis

desenvolvidos com os coprodutos.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa tem como objetivo produzir filmes biodegradaveis ativos por

extrusdo-sopro em baldo a partir de blendas de PBAT (poli (succinato co-adipato

de butileno), amido e glicerol adicionados de coprodutos da produgdo de suco

macé e do extrato de prépolis. E objetivo também desta pesquisa, caracterizar os

coprodutos, avaliar as propriedades fisicas dos filmes, bem como sua atividade

antioxidante e antibacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar analises fisico-quimicas dos coprodutos: umidade, cinzas, proteina

bruta, fibras brutas, glicidios redutores em glicose e lipidios;

Avaliar o efeito da incorporacédo dos coprodutos de suco de maca e propolis
na matriz biodegradavel de amido de mandioca quanto as caracteristicas de
propriedades de barreira, bem como suas propriedades mecanicas —
resisténcia maxima a tragdo, porcentagem de elongacdao e Mddulo de

Young;

Avaliar o teor de compostos fendlicos totais e dos extratos dos coprodutos

de maca e propolis e seus respectivos filmes biodegradaveis.

Determinar e as propriedades antioxidantes pelos métodos da reducédo do
ferro — FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), sequestro dos radicais
DPPH  (2,2-difenil-1-picrilhidrazina) e  ABTS  (2,2-azinobis-(3-etil-

benzotiazolina-6-acido sulfonico));

Avaliar a atividade antibacteriana dos coprodutos e filmes, por meio de
determinagcao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) frente aos microrganismos Staphylococcus
Aureus ATCC 25923, Salmonella thyphimurium ATCC 14028 e Escherichia
coli ATCC 25922.
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e Extrair os compostos volateis dos coprodutos e seus respectivos filmes pelo
método de microextracdo em fase sélida (HS-SPME) e identificar por meio

de cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GC-MS).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EMBALAGENS

Historicamente, a embalagem representou uma importante ferramenta para
o desenvolvimento do comércio e para o crescimento das cidades. Esse material é
essencial para a protegdao dos produtos durante a sua etapa de distribuicao,
armazenamento, comercializagdo, manuseio e consumo. Em certos casos, cabe
ainda a embalagem estender o prazo de vida do alimento, evitando o seu
desperdicio (VITALE, 2018).

A maioria das embalagens para alimentos apresenta em sua composigao
polimeros sintéticos a base de petréleo, denominado plastico (ABIPLAST, 2016).
Apesar de possuirem excelentes propriedades funcionais, sua principal
desvantagem é a nao biodegradabilidade podendo levar mais de 100 anos para se
decompor. Além disso, sua produgao geralmente emite gases poluentes ao meio
ambiente e é dependente do petrdleo, um recurso natural do planeta ndo renovavel
(LANDIM et al., 2016).

O Brasil produz mais de 78,3 milhdes de toneladas de residuos sélidos por
ano, e 13,5% do total, o equivalente a 10,5 milhdes de toneladas, séo de plasticos
(FIEPA, 2018). Do total de plasticos rigidos e flexiveis produzidos, apenas 17,5% é
reciclado, o equivalente a 600 mil toneladas por ano (ABIPLAST, 2016), sendo que
a maior limitagdo para a reciclagem é a diversidade das resinas, o que pode criar
um problema na hora do reaproveitamento industrial (MALI, GROSSMANN,
YAMASHITA, 2010 ).

Porém, de acordo com dados do Plano Nacional de Residuos Sdlidos
(PNRS), apesar de 30% de todo o lixo produzido no Brasil ter potencial de
reciclagem, apenas 3% de fato é reaproveitado. Esses numeros revelam que ha
um grande desperdicio tanto do ponto de vista ambiental quanto do econémico e
social, uma vez que a reciclagem é uma fonte de renda para milhares de familias.

Além disso, as embalagens de alimentos séo utilizadas como estratégias
de marketing e vendas, portanto, podem ser decisivas como vantagem competitiva

na industria de alimentos. Portanto, ha um constante desafio com relacao a atender
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as exigéncias dos consumidores, fornecendo embalagens modernas e praticas que
preservem os alimentos e sejam viaveis ambiental e economicamente. Embora as
embalagens tradicionais tenham contribuido grandemente com os primeiros
desenvolvimentos do sistema de distribuicao de alimentos, elas nado sao suficientes
para atender as novas exigéncias dos consumidores que requerem alimentos mais
proximos ao natural, com menos conservantes e mais seguranga alimentar
(SOARES et al., 2009).

3.1.1 Embalagens Biodegradaveis

No contexto descrito no item 3.1, a mudancga nos habitos dos consumidores
com relagdo ao armazenamento dos produtos, bem como a crescente preocupagao
dos individuos com o meio ambiente, sdo fatores que impulsionaram as pesquisas
que visam a criagdo de embalagens mais sustentaveis e inteligentes. Assim, é
crescente o interesse pela producdo de embalagens biodegradaveis a partir de
polimeros que se decompdem com facilidade no meio ambiente e que ndo deixem
residuos apos o descarte. (MORAES et al., 2007; SOUZA, 2012).

Segundo a American Standard for Testing and Methods (ASTM-D-883),
polimeros biodegradaveis sdo aqueles que apresentam quebra de ligagdes
quimicas em suas cadeias poliméricas por meio de agentes bioldgicos, acarretando
sua fragmentacao ou desintegracao.

A biodegradagao é um processo natural e complexo no qual os compostos
organicos, por meio de mecanismos bioquimicos, sao convertidos em compostos
simples, e entdo, redistribuidos no meio ambiente, através do ciclo elementar do
carbono, nitrogénio e enxofre. De acordo com Landim et al. (2016), a
biodegradagdao de um polimero € o processo pelo qual os microrganismos e suas
enzimas consomem este polimero como fonte de nutrientes, em condicdes normais
de umidade, temperatura e pressao.

Segundo a proposta de Avérous e Boquillon (2004), os polimeros
biodegradaveis sado divididos em duas grandes familias: os agropolimeros e os
poliésteres biodegradaveis. Os agropolimeros biodegradaveis estdo presentes na
natureza e sao obtidos a partir do fracionamento da biomassa, sendo

representados, principalmente, pelos polissacarideos e pelas proteinas. Ja os
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poliésteres biodegradaveis dividem-se em trés grupos, de acordo com 0 processo
de obtencao. Trata-se dos produzidos por micro-organismos (fermentacéo);
produzidos por via biotecnoldgica, e por ultimo aqueles provenientes da industria
petroquimica.

No grupo dos polimeros produzidos por microrganismos estdo os polimeros
produzidos por via fermentativa, sem que seja necessario outro processo de
transformagdo. Nesse grupo, estdo incluidos os poli (hidroxi-alcanoatos) (PHA),
como o homopolimero poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e diferentes copoliésteres, tais
como poli (hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV). Esses sdo materiais rigidos e
quebradicos, de acordo com Avérous e Boquillon (2004).

Ja o grupo de produtos biotecnolégicos é formado pelos polimeros que
envolvem a produgdo biotecnoldgica/fermentativa do mondmero, entretanto,
exigem um processo de sintese ou polimerizagdo convencional. O acido polilactico
(PLA) ¢é comercialmente produzido por fermentagdo de carboidratos por
Lactobacillus sp., e os monémeros produzidos sao policondensados por quebra e
polimerizacéo dos anéis (AVEROUS, 2004; ZHAO et al., 2005).

Por fim, os poliésteres provenientes da industria petroquimica, que séo
biodegradaveis devido a presenga, em sua estrutura, da ligacdo éster. Sao
naturalmente alifaticos, ao contrario dos poliésteres ndo biodegradaveis, que sao
aromaticos (KHARE; DESHMUKH, 2006).

No organograma representado na Figura 1, a seguir, € possivel observar
os grupos de origem dos polimeros biodegradaveis, juntamente com seus
derivados, de forma sucinta.

Com o objetivo de aliar a biodegradabilidade dos poliésteres alifaticos as
boas propriedades de uso dos poliésteres aromaticos, surgiram os copoliésteres
alifaticos-aromaticos (MULLER et al., 1998), uma vez que foi demonstrado que
copoliésteres sintéticos contendo constituintes aromaticos também sao degradados
por microrganismos (WITT et al., 2001).

A partir de 1998, um copoliéster alifatico-aromatico comegou a ser
comercializado pela empresa alema BASF com o nome comercial de Ecoflex®: o
poli butileno de adipato co-tereftalato, ou PBAT, como sera tratado neste texto.
Trata-se de um polimero biodegradavel que apresenta propriedades mecanicas

similares os filmes de polietileno, porém com maior permeabilidade ao vapor de
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agua; sendo obtido por sintese a partir de derivados do petroleo (BRANDELERO,
GROSSMANN, YAMASHITA, 2012).

Polimeros Biodegradaveis

Origem Agricola Origem Microbiana Origem Origem
{Agro Polimeros) - Biotecnologica » Derivados de petroleo

| | Polihidroxi Polilactidios Poli caprolactone
- - - slcanocate PCL
| Polissacarideos Proteinas- lipidios PHA
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_ | | PLA Poliéster amida
AMIDO Animal Polihidroxi butirato 2
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Figura 01 — Representagéo das fontes de polimeros biodegradaveis com adaptacgoes.
Fonte: (AVEROUS, BOQUILLON, 2004).

O PBAT (Ecoflex®), grifado na Figura 01, € um copolimero obtido pela
combinagao de 50 mol% de 1,4 butanodiol; 27,8 mol% de acido adipico; 22 mol%
de acido tereftalico e pequenas quantidades de diacidos e didis (MULLER et al.,
1998; WITT et al., 2001). O PBAT ¢é usado como plastico flexivel projetado para
confeccéo de filmes por extrusao, pois apresenta temperatura de fusao entre 110-
115°C (AVEROUS, FRINGANT, 2001; GU et al., 2008). A composicdo quimica do

Ecoflex® pode ser verificada na Figura 2 que segue.
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Figura 02: Estrutura quimica do Ecoflex® (M=componentes modulares, por exemplo, monémeros
com ramificagbes ou efeitos de extensao de cadeia). Fonte:( BASF, 2019).
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O PBAT é considerado um copoliéster biodegradavel pelas agéncias
Europeias Standard DINEM 13432, American Certification Sytem of Biodegradable
Produts Institute e pela certificadora japonesa GreenPla Standard, pois durante a
sua decomposigao, comporta-se como um composto organico normal, levando
cerca de 180 dias para total biodegradacao (BASF, 2019).

Os polimeros biodegradaveis industriais como o PLA e o PBAT possuem
maior custo se comparados com o0s polimeros convencionais, porém uma
alternativa para reducéo do custo € realizar blendas de polimeros com derivados
de celulose, pectinas, amidos e outros polissacarideos (FARIAS, 2012). O amido,
também destacado na Figura 01, € um dos biopolimeros mais promissores e
versateis para producao de filmes biodegradaveis, pois em todo o mundo é
oferecido em grande disponibilidade, além de possuir baixo custo de producao
(DOMINGUES et. al., 2018).

Varios pesquisadores estudaram as blendas de amido com diferentes
polimeros como poli (acido latico) (PLA); poli (adipato co-tereftalato de butileno)
(PBAT); poli (succinato co-adipato de butileno) (PBSA); polihidroxialcanoatos
(PHA), como o polihidroxibutirato-cohidroxivalerato (PHB-HV); polihidroxibutirato
(PHB); policaprolactona (PCL) e poli (vinil alcool) (PVA) (SAKANAKA, 2007;
CAMPOS, MARCONATO, FRANCHETTI, 2010; LEMOS, BOCKORNY, SANTANA,
2014).

Logo, é possivel obter filmes com boa processabilidade a partir de blendas
de amido e PBAT com a mesma tecnologia utilizada na produgéo de filmes de
polietileno de baixa densidade (extrusdo-sopro em baldo) (SCAPIM, 2009; BILCK,
2010). Na agricultura é possivel observar alguns exemplos da utilizacdo das
embalagens biodegradaveis produzidas com amido de mandioca e PBAT como na
cobertura do solo na produgdao de morangos (mulch film), na producdo de sacos
para mudas e no ensaque de goiabas (BILCK et al., 2010, 2011, 2014). Além
dessas embalagens, bandejas biodegradaveis com amido de mandioca e polimero
biodegradavel PLA revestidas com cera de abelhas foram produzidas pela técnica
de extrusdo plana e tiveram propriedades mecanicas e de barreira para embalar

alimentos durante a armazenagem (REIS et al., 2018).
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3.1.2 Embalagens Ativas

As embalagens conhecidas como ativas s&o aquelas que exercem algum
outro papel na preservagao de alimentos que ndo o de promover uma barreira
inerte a influéncias externas. Segundo Nerin et al. (2006), as embalagens ativas
podem ser classificadas em sistemas emissores, que adicionam compostos ativos
aos alimentos, como: dioxido de carbono, agua, antimicrobianos, antioxidantes,
aromas, conservantes e absorvedores de substancias indesejadas (oxigénio,
radicais livres, agua, etileno, didéxido de carbono, e outros componentes

especificos).

3.1.2.1 Embalagens ativas antimicrobianas

Devido ao interesse dos consumidores por produtos livres de aditivos
sintéticos, pesquisadores e industria tém se dedicado a estudar o desenvolvimento
de embalagens ativas com aditivos antioxidantes e antimicrobianas por meio de
ativos naturais, trazendo vantagens adicionais para os produtos comercializados
nesse tipo de embalagem (SOUZA, MACHADO, DRUZIAN, 2013).

As embalagens ativas se caracterizam por alterarem as condigbes do
ambiente ao redor do alimento e prolongar sua vida util, mantendo as propriedades
sensoriais, nutricionais e de seguranca do produto (FANG, 2017).

Segundo Braga e Peres (2010), varias embalagens ativas foram
desenvolvidas, entre elas, aquelas com absorvedores de oxigénio para produtos de
panificagdo, chas e queijos; absorvedores e liberadores de etileno para frutas e
hortalicas; absorvedores de umidade para paes e hortalicas e liberadores de
antimicrobianos e antioxidantes para conservacao de frutas secas e produtos de
panificagdo. Entretanto, a maior diversidade de trabalhos para embalagens ativas
tem utilizado conservantes sintéticos como permanganato de potassio, carvao
ativado, zedlitas, sorbato de potassio entre outros.

Quanto as embalagens antimicrobianas, essas sao caracterizadas por
apresentar substancias ativas incorporadas ou imobilizadas no material da

embalagem que serdo liberadas gradualmente nos filmes de embalagens para a
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superficie do alimento inibindo ou retardando o crescimento de microrganismos
deterioradores ou patdgenos (SOARES, 2009; FANG et al., 2017).

A qualidade antimicrobiana conferida ao filme € promovida pela atividade
especifica do composto e pela sua cinética de liberagdo que €& governada por
ligagbes com a matriz, condigbes de temperatura e umidade (MATEO et al., 2017).
Quando o antimicrobiano € liberado da embalagem ao longo do tempo, a cinética
de crescimento e a atividade antimicrobiana na superficie do produto podem ser
equilibradas e, dessa forma, o avango da atividade antimicrobiana, pode ser
estendido garantindo a seguranca e a distribuicdo do alimento (SOARES, 2009).

Os agentes antimicrobianos mais estudados s&o os acidos organicos e
seus sais (propidnico, benzoico, sorbico, os bactericidas (nizina), as enzimas
(lisoenzima, glicose, oxidase), os polissacarideos (quitosana) e os extratos vegetais
naturais (6leo essencial de orégano, pimenta, alecrim). Todos esses agentes
podem ser adicionados na matriz polimérica por fusdo ou solubilizagdo (OLIVEIRA
et al., 2017).

Os 6leos essenciais que apresentam como constituintes o carvacrol,
eugenol e timol sdo utilizados como agentes antimicrobianos naturais em
embalagens (KHANEGHAH, HASHEMI, LIMBO, 2018). Esses Oleos essenciais
possuem compostos fendlicos, terpenos, alcaoides entre outros responsaveis por
sua atividade antimicrobiana e antioxidante. O grupo hidroxila desses compostos
interage com a membrana celular dos microrganismos, causando desordem nos
constituintes celulares, e, consequentemente, a morte celular (OLIVEIRA et al.,
2017).

Estudos demonstram a eficacia do filme biodegradavel ativo incorporado
com 2% de 6leo essencial de orégano e 3% de extrato de residuo de abdbora, pois
essa composicdo foi capaz de controlar a multiplicagdo de microrganismos
mesofilos em carne moida bovina (CAETANO et al., 2017).

Oleo essencial de orégano na concentragdo de 0,5%, 1% e 1,5% foi
incorporado a matriz polimérica de filme biodegradavel a base de proteina do soro
do leite, tendo 6timo desempenho em halos de inibicdo para o microganismo
Penicillium commune (OLIVEIRA et al., 2017).

3.1.2.2 Embalagens ativas antioxidantes
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A oxidacdo lipidica constitui um dos mecanismos mais frequentes de
deterioragdo e reducdo da vida util dos alimentos, além de alterar o sabor,
processo conhecido como rancificagdo, e a qualidade nutritiva por meio da perda
de vitaminas e acidos graxos essenciais dos alimentos (DOMINGUES et al., 2018).
Dai a importancia da criagcdo de embalagens que retardem a acdo oxidante dos
alimentos.

A tecnologia de embalagens ativas antioxidantes consiste na incorporagéo
de substancias antioxidantes em filmes plasticos ou biodegradaveis, papéis ou
sachés que serao liberadas para proteger os alimentos da degradacao oxidativa
(SOARES et al., 2009).

Os antioxidantes sintéticos ou naturais sdo adicionados a matriz
polimérica das embalagens, porém, prefere-se a adicao de extratos vegetais, como
Oleos e esséncias em substituicdo aos aditivos sintéticos (DOMINGUES et al.,
2018), pois, estudos comprovam que em determinadas concentragbes o uso dos
antioxidantes sintéticos pode causar efeitos danosos a satde (COIMBRA, DEL RE;
SHAHIDI, AMBIGAIPALAN, 2015). E nesse contexto que se torna imprescindivel a
busca por antioxidantes naturais (MERCADANTE et al., 2010; WANG, CAMP,
EHLENFELDT, 2012).

Dessa forma, diferentes antioxidantes naturais vém sendo estudados,
como sugere Dantas et al. (2015), incorporados de polpas de frutas tropicais
(manga, acerola, seriguela) em filmes biodegradaveis ativos. Esses demostraram
acao antioxidante no azeite de dendé embalado por 40 dias de armazenamento,
pois o0 produto com a embalagem ativa apresentou menor percentual no indice de
peréxido em relagdo ao produto embalado com filme controle, sem o antioxidante
natural.

De acordo com os estudos de Assis et al. (2017), os filmes biodegradaveis
incorporados com nanocapsulas de licopeno proporcionaram maior protecdo a
oxidacdo do o6leo de girassol armazenado sob condi¢gdes de oxidacdo acelerada,
demostrando ter excelente potencial de aplicagdo como antioxidante em
embalagem para evitar a oxidagdo de alimentos com alto teor de gordura. Outro
exemplo sédo os filmes incorporados com 6leo de orégano que estabilizaram a
oxidacao lipidica em carne bovina durante sete dias de armazenamento (OLIVEIRA
et al., 2017).
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Mais recentemente, para azeite extravirgem foi desenvolvido um filme
biodegradavel ativo baseado na mistura de gelatina e amido de milho ativado com
polpa de guabiroba, fruta que possui agdo antioxidante gragcas aos compostos
fendlicos e acido ascorbico (MALHERBI et al., 2019).

Souza et al. (2015), verificaram que filmes de amido de mandioca
produzidos pela técnica de casting incorporados de extrato de préopolis nas
concentragbes 0,5, 0,75 e 1% em relagdo a solugcdo filmogénica também
demonstraram ter atividade antioxidante e ac&o antimicrobiana, apresentando
halos de inibicao frente Staplylococcus aureus (8mm, 7,5mm e 9mm) e Escherichia
coli (7Tmm, 9,5mm e 10mm). O extrato de propolis também foi incorporado ao filme
ativo de quitosana e mostrou potencial antimicrobiano e antioxidante sendo um
material de ampla aplicacdo na industria de alimentos (SIRIPATRAWAN,
VITCHYAKITTI, 2016).

De acordo com Domingues et al. (2018), coprodutos de agroindustrias
também estdo sendo utilizados como fonte de antioxidantes naturais, sendo uma
forma de reaproveitar e valorizar esses materiais que, na sua grande maioria, séo
descartados como residuo agroindustrial, poluindo o meio ambiente. Stoll et al.
(2015), reportam em sua pesquisa, a utilizagdo de antocianinas extraidas do
bagaco de uva e utilizadas como agente antioxidante em filme biodegradavel ativo.

Luchese, (2018) aplicou coproduto do processamento de suco de myrtilus
nas cocncnetragoes de 4, 8 e 12% para produzir filmes biodegradaveis com amido
e sorbitol pela técnica de casting. Embalagens comestiveis de metil celulose com
extrato de casca de macad verde também apresentaram bons resultados nos
revestimentos comestiveis ativos em alimentos devido a presenga dos compostos
fendlicos da casca da maga. (MOTTA, QUEIROZ, BERTOLA, 2018).

3.1.2.3 Antioxidantes Sintéticos Comerciais

De acordo com a FDA (Food and Drug Administration) antioxidantes sao
compostos adicionados, em pequenas quantidades, a alimentos para retardar sua
deterioracdo por rancidez e descoloracido causada pela oxidacdo de Oleos e

gorduras. Devem ser eficientes em baixa concentragédo, possuir afinidade com a
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matriz do alimento e aceitagdo sensorial, ser atoxico e n&o interferir nas
propriedades fisicas dos alimentos.

Um bom antioxidante deve apresentar em sua composigao substituintes
doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em fungdo do seu potencial
redutor, ter boa capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura,
ter também capacidade de quelar metais de transicdo e acesso ao local de acgao
(SUCUPIRA et al., 2012). No grupo dos antioxidantes naturais podem ser incluidos
os tocoferdis, vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos. Varios desses
compostos possuem similaridade quanto a sua estrutura molecular basica,
contando com ao menos 1 anel aromatico com um grupo hidroxila ligado
(SUCUPIRA et al., 2012).

Os antioxidantes sintéticos sdo os mais utilizados na industria de alimentos;
como exemplos, pode-se citar: BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno),
GP (galato de propila) e TBHQ (terc-butil hidroquinona). O emprego desses
compostos, entretanto, tem sido alvo de questionamentos, quanto a sua
inocuidade, motivando a busca de antioxidantes naturais (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009).

De acordo com alguns autores como Antunes e Araujo, (2000); Bissacotti,
Angst, Saccol, (2015); Silva e Jorge, ( 2011), os antioxidantes sintéticos podem
estar relacionados com alteragbes de saude, como prejuizo da atividade de
enzimas hepaticas, surgimento de edemas hepaticos, provocando inclusive
carcinogénese. Esses relatos fundamentam a busca por componentes
antioxidantes naturais derivados de plantas, em vista da sua seguranca alimentar.
Tanto plantas como residuos agricolas, sdo vistos como fontes potenciais de
recuperacao de fitoquimicos, que podem ser utilizados tanto pela industria
alimenticia quanto pela farmacéutica e cosmética (CASTRO-LOPEZ et al., 2017).

O BHA (Butil-hidroxi-anisol) € um antioxidante efetivo frente a oxidacéo de
gorduras de origem animal, mas possui €ficiéncia limitada em 6leos insaturados de
vegetais ou sementes, baixa estabilidade a altas temperaturas e pouco controle da
oxidagdo de acidos graxos de cadeia curta, além de agir como sequestrante de
radicais peroxidos (TAKEMOTO, FILHO, GODOY, 2009).

Apesar dos comprovados beneficios, o uso de antioxidantes sintéticos em
alimentos é limitado, estando proibida a adicdo de TBHQ em alimentos no Canada
e na Comunidade Econbémica Européia, além de a Food and Agriculture
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Organization (FAO) e a World Health Organization (WHO), constantemente
alterarem a ingestdo diaria aceitavel (IDA) dessas substancias nos alimentos
(FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2009).

No Brasil, o uso desses antioxidantes em alimentos & regulamentado
pela Resolucdo n° 04, de 24 de novembro de 1988, que lista os limites maximos
permitidos para a utilizacdo de antioxidantes sintéticos em diversas classes de
alimentos (BRASIL, 1988; HUBER et al., 2012).

3.2 COPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS

Nos ultimos anos, as abordagens sustentaveis tornaram-se um desafio
para diferentes industrias, destacando a importdncia de minimizar o impacto
ambiental dos residuos. Geralmente, durante processos de fabricagcao, toneladas
de coprodutos sao criados e descartados acarretando problemas ambientais (DE
FRANCISCO et al., 2018).

A crescente preocupagao do consumidor na manutencao de um estilo de
vida saudavel tem levado ao aumento do consumo de produtos de origem vegetal.
Esses podem ser processados na forma de polpas, sucos, saladas ou
minimamente processados entre outros, gerando grande quantidade de coproduto
agroindustrial. De acordo com a FAO (Food and Agricultura Organization) essa
porcentagem pode atingir aproximadamente um tergco da parte comestivel dos
alimentos produzidos no mundo, sendo constituidos basicamente de sementes
cascas e folhas (FERREIRA et al., 2015). Assim é de interesse econémico, social e
cientifico a valorizagao de coprodutos alimentares (DE FRANCISCO et al., 2018).

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola produz coprodutos
agroindustriais que geram impactos ambientais e, com isso, a busca de alternativas
para a utilizacdo da matéria organica gerada cresce em varios centros de pesquisa.
Produtores e industrias enfrentam o problema do descarte da biomassa residual
que, embora seja biodegradavel, necessita de um tempo minimo para ser
mineralizada, constituindo-se, desse modo, numa fonte de poluentes ambientais.
Esses coprodutos agroindustriais contém varias substancias biologicamente ativas
e ricas em compostos polifendlicos que sdo desperdicados (HUBER et al., 2012).

Estes coprodutos sdo muito pouco valorizados, sendo uma pequena

porcentagem destinada ao desenvolvimento de fertilizantes ou ragbées animais,
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tornando-se imperativa a realizagao de esforgas por parte do setor agroindustrial na
valorizag&o do seu coproduto (FERREIRA et al., 2015).

3.2.1 Coproduto da produg¢ao do suco de maga

A cultura da maga € uma atividade econdémica de grande importancia
mundialmente, sendo a China o maior produtor de mag¢a no mundo, seguido pelos
Estados Unidos e pela Polénia. O Brasil estd no décimo primeiro lugar (11°) no
ranking mundial de produgdo de maga (1.254.191 ton. em 2017), sendo Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, os estados responsaveis por 97% da produgao
brasileira de maga; as principais cultivares sdo Gala e Fuji. De fato, s6 o estado de
Santa Catarina produziu, em 2017, 644.564 toneladas de magéa. Holanda, Portugal,
Reino Unido, Bangladesh e Irlanda sdo os maiores compradores da fruta fresca,
enquanto os Estados Unidos e o Japao sao os principais compradores do suco de
maga brasileiro (EPAGRI 2017; FAO 2017; IBGE 2017).

No Brasil, aproximadamente 15% da produgao nacional de maca que seria
descarte é transformada em suco, sendo que a maior parte destina-se a
exportacao (STORCK et al., 2015). A quantidade de bagaco produzida esta
diretamente relacionada com a tecnologia empregada na extragdo do suco de
macga que pode representar de 20-40% do peso das magas processadas (STURZA,
1995). Esse coproduto, na maioria das vezes, é inutilizado, causando danos ao
meio ambiente.

O coproduto gerado pela produgédo do suco de maga constitui-se em casca,
sementes, calice, hastes e polpa. E os compostos ativos da fruta in natura
permanecem na biomassa fresca, mesmo apds o processo da produ¢ado do suco
(LOMMEN et al., 2000).

Soares et al. (2008), estudaram os coprodutos do processamento da macga
e obtiveram em base seca 522,74 mg de GAE.100 g~' de compostos fendlicos
totais; 24,56 uymol/g de trolox (ABTS); 39,15 pmol/g (DPPH); demonstrando que o
coproduto da maga gala possui atividade antioxidante expressiva, podendo,
portanto, ser aproveitado como fonte de antioxidantes naturais. Nesse sentido,
Lohani e Meleharayil, (2016), sugerem a utilizagcdo do coproduto de maga para
aumentar a estabilidade dos alimentos e prevenir sua oxidacgéo lipidica por ser uma

fonte rica em compostos antioxidantes.
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Alongi, Melchior, Anese (2019), utilizaram o coproduto da macga, que é rico
em fibra dietética, para formular biscoitos substituindo 10 e 20% da farinha de trigo.
Essa substituicdo reduziu significativamente o indice glicémico dos biscoitos.

Outra interessante aplicagdo do coproduto da macéad € o apresentado por
Manrich et al. (2018), que produziu filmes de pectina com nanocompositos de
cutina, presentes no referido coproduto. Haghighi e Rezaei (2013), desenvolveram
um estudo com base no coproduto de maga para obtengao de varios ingredientes,
focando no desenvolvimento de uma sobremesa gelatinosa, dirigida a
consumidores com dieta restrita, tais como diabéticos e obesos.

No processo de produg¢do dos sucos concentrados, grande parte do residuo
gerado é fortemente associado com a pectina, porém ainda existem muitos
compostos como acgucares e outros bioativos. Temos grandes proporgdes de
cascas, associadas também a camada cerosa, que é responsavel pela retencao de
grande parte dos compostos relacionados ao sabor e ao aroma dos frutos e que,
consequentemente, nao é explorado, e acaba sendo aplicado no processo
produtivo de ragbes para animais de grande porte por apresentarem alto teor de
fibras e baixo valor agregado (JANZANETTI, FRANCO E WOSIACK, 2003).

3.2.2 Coproduto da extragao da prépolis comercial

A proépolis é originada de substéncias gomosas, balsamicas e resinosas,
colhidas pelas abelhas de brotos, flores e resina das arvores, nas quais elas
depositam secregdes salivares, cera e polen (HEIMBACH et al., 2016). A propolis
possui coloragdes que variam do verde ao marrom, com odor caracteristico e
propriedades adesivas por conta de sua forte interacdo com dleos e proteinas da
pele. Essa substancia é utilizada pelas abelhas para manutengdo da temperatura
interna, reparo dos favos de mel, embalsamamento insetos mortos e protecédo da
colmeia contra a invasdo de microrganismos (AGUIAR et al., 2018).

Ha séculos, a prépolis tem sido usada empiricamente como remédio
tradicional na medicina popular, sendo conhecida por seus beneficios potenciais
para a saude humana e por apresentar diversas atividades biologicas, tais como:
citotoxica, imunomodulatoria, antiviral, antioxidante, antitumoral, antimicrobiana e
anti-inflamatéria (AGUIAR et al.,, 2018; BANKOVA, 2014; SOUZA et al., 2015;
RISTIVOJEVIC et al., 2018). Suas propriedades terapéuticas sdo normalmente
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atribuidas aos seus extratos etandlicos, que podem ser utilizados como forma de
dosagem eventual ou incorporada em alimentos, bebidas, medicamentos ou
cosméticos (TOLEDO et al., 2015).

Devido a tantas atribuigdes benéficas, o0 mercado consumidor da prépolis,
nos ultimos anos, esta aumentando significativamente; espera-se que até 2021
esse mercado cresga a uma taxa de 3,5%, aumentando a producdo de 2300
toneladas em 2015 para 2900 toneladas em 2021 (DE FRANCISCO et al., 2018).

A maior parte da propolis € consumida na forma de extrato etanolico
elaborado a partir da prépolis bruta. No entanto, 90% do material utilizado nesse
processo € transformado em um subproduto, sendo na sua grande maioria
descartado no meio ambiente de maneia desorientada (HEIMBACH et al., 2016).
Durante o processo de producdo do extrato da prépolis, o solvente carrega
quantidade menor de substancias e uma parte maior fica dissolvida no que constitui
a biomassa residual que normalmente é descartada. Contudo, essa biomassa
possui em sua composigao diversas substancias como cera, resinas e gomas que
podem ser importantes no desenvolvimento de micro-compostos nanoestruturados
(TOLEDO et al., 2015).

Heimbach et al. (2016) concluiram em estudo que o coproduto da extragéo
hidroalcdolica da propolis verde e marrom pode ser usado na alimentacdo de
ruminantes como aditivo, devido a sua agao antimicrobiana, acarretando melhorias
no desempenho dos animais. Ja Santos et al. (2013), avaliaram a adicao residual
da propolis vermelha numa racdo comercial para alevinos de tilapia do Nilo, porém,
o estudo nao apresentou efeito positivo sobre o desempenho produtivo da tilapia.

Em outro estudo relacionado a aplicagdo do residuo da propolis, De
Francisco et al. (2018), encontraram correlagdes lineares positivas entre o extrato
da propolis e seu subproduto nas quantidades de fendlicos totais, flavonoides
totais, atividade contra espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e atividade antioxidante. Reis et al. (2017), testou o extrato do
coproduto da propolis microencapsulado em hamburgueres obtendo resultado
positivo contra oxidagao lipidica.

Toledo et al. (2015), desenvolveu e caracterizou filmes usando o coproduto
descartado do preparo de extratos da propolis em formulagdes com gelatina e

etilcelulose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COPRODUTOS DA MACA E DA PROPOLIS

O coproduto da industria de suco de maga foi gentiimente fornecido pela
agroindustria Fischer S/A, situada na Rodovia SC 355, Km 50, s/n, Distrito
Industrial — Rio das Pedras em Videira, Santa Catarina. Esse coproduto € o
resultado da prensagem da fruta e € composto por cascas, polpas e sementes.

O grupo Fischer S/A é uma unidade processadora de suco de macga de
médio porte com capacidade para receber, pré-resfriar e armazenar até 3.000
toneladas de maca por dia. Com essa producao de suco, o total de coproduto pode
chegar a 20-40% do peso das magas processadas. Com base nessa estimativa, o
volume de residuo do processamento da macga, na regiao do vale do rio do Peixe,
pode facilmente atingir a quantidade de 1200 toneladas/dia, cujo destino final tem
sido um grande problema para a empresa.

Aproximadamente cinco quilos de coproduto de maca das variedades Gala
e Fuji da safra de 2018 da regido de Fraiburgo, Santa Catarina (Figura 03 a)
(latitude 27° 01'34"S, longitude 50° 50'39"W) foram coletados e transportados até o
laboratorio de Bromatologia da UTFPR, campus Pato Branco. O coproduto da
maga apresentou teor de umidade de 69,44% para base umida (Figura 03 a). Desta
forma, o mesmo foi seco em estufa com circulagdo de ar a 40°C por
aproximadamente 36 horas e revolvido manualmente a cada 5 horas para uma
completa homogenizagédo. Apos a secagem o coproduto foi moido em moinho de
facas (modelo TT-FM.1000) e sua granulometria padronizada por um processo de

tamisacédo em peneiras de 60 mesh (0,25mm) (Figura 03 b).
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3a

Figura 3: 3a: Coproduto da extragdo de suco de maga antes da padronizagdo. 3b: Coproduto da
extracdo de suco de maca apds secagem, moagem e padronizagao da granulometria.

O coproduto da extracdo industrial da prépolis utilizado na pesquisa foi
gentilmente cedido pela empresa Breyer naturais e organicos, situada em Unido da
Vitéria/Parana-Rodovia 447, KM 0,6. A agroindustria familiar Breyer e Cia Ltda,
teve suas atividades iniciadas em 1980 e foi uma das pioneiras a langar no
mercado brasileiro um produto a base de propolis conhecido como “Propolina”.
Atualmente é uma empresa exportadora de mel e extratos de propolis.

A propolis foi coletada por abelhas Apis melifera durante a primavera de
2017 em Unido da Vitdéria, Parana, Brasil (latitude 26° 11'48.8 "S” e longitude 97
51° 06'48,4 “W”). Durante o preparo desses produtos a base de prépolis forma-se
uma borra que sedimenta nos tanques de preparo desses produtos a base de
prépolis. A extragdo comercial da prépolis gera grandes quantidades de residuos
sélidos (80% a 90% do material inicial), os quais sdo descartados. Desta forma, a
borra formada durante esse processo é o coproduto utilizado nesse estudo.

Dois quilos do coproduto da propolis desidratada foram moidos e sua
granulometria padronizada em peneiras de 60 mesh (0,25 mm). O padrao e textura
final da propolis utilizada na composi¢ao dos filmes ativos pode ser verificada na

figura a seguir (Figura 04).
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Figura 4: Coproduto da prépolis apds padronizagéo.

Ambos os coprodutos (CM e CP) foram armazenados em congelador a -18
°C em sacos plasticos lacrados e recobertos com papel aluminio para a protecao
de luz até a produgao dos filmes e realizagdo das demais analises.

A elaboracéao dos filmes contendo os coprodutos e os seus testes fisicos de
controle de qualidade foram realizados nos laboratérios da Universidade Estadual
de Londrina, em Londrina, Parana. Ja as analises das propriedades fisico-
quimicas, atividade antioxidante e antimicrobiana dos coprodutos e dos filmes
foram realizadas nos laboratérios da Universidade Tecnoldgica Federal de Pato
Branco-PR. As analises de compostos volateis por extracdo em fase soélida,
identificacdo e quantificagdo por cromatografia gasosa acoplada em espectrémetro
de massas foi realizada nos laboratorios da University College Dublin em Dublin na

Irlanda. A Figura 05, ilustra as atividades realizadas no presente estudo.
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Fluxograma das atividades pratica desenvolvido nesta pesquisa.

Preparo do coproduto '

Secagem

Moagem

Tamisacho

Ajustar a granulometria Extragio dos compostos bioativos, coprodutos/filmes. I
l Caracterizacdo dos coprodutos I

Fisic uim lex
- | Fendlicos Totais l | Antoxidante | Extragio HS- Antimicroblana
SPME e analise
Umnidade GC-MS
bl OPPH — CIM

Cinzas
ABTS
Proteina Bruta

Lipidios

Fibra bruta

A Oc ares redulores em ghcose

1

Producao dos Filmes Biodegradaveis

Propriedades Extragdo HS-SPME Fendlicos Antioxidantes Antimicroblana
o mecanicas e andlise GC-MS Totais

DPPH

Resisténcia atracdo
ABTS

Alongamento na ruplura
FRAP

Modulo Young

Figura 5: Fluxograma das atividades desenvolvidas com os coprodutos/filmes.

(ABTS: 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico CBM: Concentracdo bactericida
minima, DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, a-difenil-B-picrilhidrazil, FRAP: Poder Antioxidante de
Redugdo do Ferro, CIM: Concentragao inibitéria minima GC-MS: cromatografia gasosa com
espectrometria de massa).



38

4.2 CARACTERIZACAO DOS COPRODUTOS

As analises fisico-quimicas dos coprodutos para a determinacdo de
umidade, cinzas, lipidios totais, proteina, fibra bruta e teor de agucares redutores
em glicose foram realizadas a partir de metodologias reconhecidas e preconizadas
pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.3 ELABORAGAO DOS FILMES

Os filmes ativos biodegradaveis foram elaborados a partir da mistura de
amido de mandioca (Indemil, Paranavai, Brasil), PBAT poli (butileno de adipato co-
tereftalato), comercialmente conhecido como Ecoflex ® F Blend C1200 (BASF,
Alemanha) e glicerol (Dindmica, Sao Paulo) como plastificante. A essa mistura
foram adicionados separadamente os coprodutos de propolis e da extracéo
industrial de suco de maga. Também foram desenvolvidos filmes controle contendo
antioxidante sintético comercial, como o BHA (controle positivo para acao
antioxidante ), e uma formulacado sem a adi¢cao de antioxidantes ( controle negativo
para acao antioxidante).

A Tabela 01 apresenta as concentragdes de cada formulacdo. As
formulacbes de cada filme biodegradavel elaborado com os coprodutos foram
determinadas em funcido de estudos prévios do grupo de trabalho do professor
Fabio Yamashita da Universidade Estadual de Londrina (UEL) como visto em Bilck
et al. (2015) e Olivato et al. (2013).

Para determinar as concentragdes dos coprodutos nos filmes biodegradaveis
foi observado as propriedades mecanicas dos filmes, estas ndo devem diferenciar-
se consideralmente das propriedades mecanicas da formulagao do filme controle,
desta forma foi observado que concentragdes superiores destes coprodutos na
formulacéo do filme biodegradavel prejudicaria a funcionalidade mecanica do filme.
Também foi levada em consideragao a acao antioxidante determinada previamente
em cada coproduto.

Para o filme com BHA 1% esta concentracdo foi determinada segundo

estudo prévio na literatura como Jamshidiam et al. (2012), além de observar as
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propriedades mecanicas para esta concentracdo e a quantidade permitida desse
aditivo segundo a Resolugdo n° 04, de 24 de novembro de 1988.

Tabela 01: Formulagdes dos filmes biodegradaveis.

Amido Glicerol PBAT Antioxidante

Formulagao
(g/100 g) (9/100 g) (g/100 g) (g9/100 g)

Filme Controle

51 19 30 0
Filme 4% CP 47 19 30 4
Filme 4% CM 47 19 30 4
Filme 8% CM 43 19 30 8
Filme BHA 1% 50 19 30 1

Filme Controle sem antioxidante ;Filme 4% CP: Filme com 4% de Coproduto de propolis; Filme 4%
CM: Filme com 4% de coproduto de maca; Fiime 8% CM: Fiime com 8% de coproduto de magj;
Filme BHA 1%= Filme com BHA 1%.

As etapas para produgao dos filmes biodegradaveis ativos estao descritas
nas Figuras 07, 08 e 09. Os materiais foram pesados separadamente e
homogeneizados manualmente em um recipiente de plastico, seguindo as etapas
de 1 a 4 da Figura 06.

il

Etapa 01: Pesar o glicerol, depois Etapa 02: Misturar manualmente
0 coproduto

£
ERe

Etapa 03: Adicionar o PBAT
& homogeneizar

Figura 06: Mistura da matéria prima para producéo dos filmes.

Etapa 04: Adicionar o amido e misturar
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Apos a homogeneizagao, a mistura foi processada em uma extrusora mono
rosca de especificagbes BGM-EL-25, D = 25 mm, L = 28D com perfil de
temperatura de 90-120-120-120°C e velocidade de 35 rpm, utilizando uma matriz
circular com seis saidas de 2 mm de didmetro para producdo dos pelletes,

processo ilustrado na Figura 07.

Figura 07: Processo de peletizagdo das misturas de PBAT, amido de mandioca, glicerol e
antioxidantes.

Apos a producao dos pelletes, os mesmos foram novamente processados
em extrusora mono-rosca (BGM-EL25, D = 25 mm, L = 28D) usando perfil de
temperatura de 90-120-120-125-125°C e velocidade da rosca de 35 rpm para

producao dos filmes por extrusao-sopro (Figura 09).

Figura 08. Segundo processo de extrusao para a formagéao de filmes soprados.

A Figura 10 mostra o filme controle, o filme produzido com o coproduto de
maca em duas concentracgdes, o filme contendo o coproduto de propolis e o filme

contendo o antioxidante sintético.
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F. Propolis 4% F. BHA 1%

Figura 09. Filme Biodegradavel com coprodutos, antioxidante sintético e filme controle (sem
antioxidante).

4.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos dos coprodutos da prépolis (CP), maga (CM) e
filmes contendo esses coprodutos foram extraidos com 5g de amostra e 20 mL de
etanol 80% (v/v) em banho-maria a 70°C durante 1 hora a cada 20min as
amostraram eram retiradas do banho para fazer agitagdo em vortex por 3 segundos
e colocadas novamente no banho- maria. (REIS et al., 2017 )

Apo6s o periodo de extracdo, as amostras foram filtradas em papel filtro
qualitativo e o filtrado recolhido em tubos de vidro com tampa e armazenado em
freezer para a realizagdo das analises. As amostras ja preparadas para as analises
s&o ilustradas na Figura 10.
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Figura 10. Extratos das amostras de coprodutos e dos filmes contendo os coprodutos.

C.Ext.Macga: Extrato do coproduta da magé; C.Ext.Propolis: Extrato de coproduto da
prépolis; F.Controle: Extrato do filme controle sem antioxidante; F.magéa 4%: Extrato do filme
com 4% de coproduto de maga; F. magad 8%: Extrato do filme com 8% do coproduto da
magca; F.propolis 4%: Extrato do filme com 4% de coproduto da prépolis; F.BHA 1%: Extrato
do filme com BHA 1%.

4.5 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (FT)

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por meio do método
Folin-Ciocalteau (SINGLETON, 1999). Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos foi
transferida para um tubo com rosca contendo 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau
diluido 1:10 em agua. Ap6s 5 minutos de repouso, foram adicionados 2 mL de
carbonato de sodio 4% (m/v) e os tubos foram mantidos em repouso por mais 2
horas ao abrigo da luz até a leitura em espectrofotdbmetro a 740 nm. O acido galico
foi utilizado para a construcdo de uma curva padrao nas concentracdes de 100 , 75
,90,25,10,5 e 2,5 ppm. Os resultados foram expressos em mg equivalente em

acido galico por grama da amostra (EAG/g).

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi determinada por trés métodos: sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH); sequestro do radical 2,2-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) e poder antioxidante redutor do ferro
(FRAP).
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4.6.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante determinada pela captura do radical livre DPPH foi
expressa em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TEAC/qg).
Segundo Alothman, Bhat e Karim (2009), 0,5 mL do extrato foi adicionado a um
tubo de ensaio contendo 3,0 mL de etanol PA e 0,3 mL de DPPH 0,5mM. A mistura
foi mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos e as absorbancias lidas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm. A curva padrao de Trolox
foi estabelecida nas concentragdes de 0,0075, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,0625 pmol de

Trolox. As analises foram realizadas em triplicata.

4.6.2 Sequestro do radical 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS)

A atividade antioxidante determinada pela captura do radical livre ABTS (2,2-
azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi descrita por Floegel et al.,
(2011). O radical foi gerado pela reacdo do ABTS™(7 umol) com persulfato de
potassio 140 mM e mantido por 16 horas ao abrigo da luz em temperatura
ambiente. A solugao foi diluida em etanol até atingir o valor de absorbancia igual a
0,7, lida em espectofotometro a 734 nm. A solugdo de ABTS foi adicionada ao
extrato e sua absorbancia verificada ap6s 6 minutos de repouso.

Por fim, a atividade antioxidante da amostra foi calculada em relagdo ao
antioxidante sintético Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico)
na concentragao de 200 pM utilizando volumes de 7,5,5,2,5,0,5e 0,25 ml. Os
resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox

(umol TEAC/g). Os ensaios também foram realizados em ftriplicata.

4.7.3 Poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

Na determinacdo da atividade antioxidante pelo método de reducido do
ferro, foi utilizada a metodologia descrita por Rufino et al. (2006). Em um tubo de
ensaio, foi adicionado 0,1 mL dos extratos dos coprodutos, 0,3 mL de agua

destilada e 3 mL do reagente FRAP. A mistura foi mantida em banho-maria a 37°C
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por 30 minutos e sua leitura realizada em espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 595 nm. Uma curva padrédo de sulfato ferroso nas concentragdes de 200,
500, 1000, 1500, 2000 uM foi realizada e os resultados foram expressos em umol

Fe*/mg. A andlise foi realizada em triplicata.

4.8 CARACTERIZACAO DOS FILMES

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas de acordo com
o método da American Society for Testing and Material - ASTM D-882-91 (1996),
utilizando Texturémetro Stable Micro Systems (modelo TATX2i, Inglaterra).

Os filmes foram cortados milimetricamente (50 mm x 20 mm) e
condicionados em umidade relativa de 53% (solugdo de nitrato de magnésio
saturada) a 25°C durante 48 horas. Foram utilizadas 15 amostras para cada
formulacdo, cortadas no sentido longitudinal dos filmes. As amostras foram
ajustadas as garras pneumaticas do equipamento, a uma distancia de 30 mm e
tracionadas com velocidade de 0,8 mm/s. Nesta etapa, a resisténcia maxima a
tracdo (MPa), porcentagem de elongacdo (%) e Modulo de Young foram

calculados.

4.9 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS POR MICROEXTRACAO
EM FASE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADO A ESPECTRO DE
MASSAS HS-SPME E GC-MS

Os compostos volateis presentes nos coprodutos e nos filmes
biodegradaveis contendo os coprodutos foram extraidos por microextragao em fase
sélida para posterior separagao, identificacdo e quantificagdo por cromatografia
gasosa acoplado a um espectrOmetro de massas (HS-SPME-GC/MS: acrénimo das
iniciais em lingua inglesa de Head Space-Solid Phase Micro Extration-Gas
Chromatography/Mass Spectrometry). As condigbes de extragdo foram
previamente descritas em Pellati, Prencipe, Benvenuti (2013) em estudo para a
caracterizagdo de compostos volateis em prépolis da Italia pelo método HS-SPME-
GC-MS.
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Dois gramas de cada amostra foram pesados separadamente em vials de 5
mL e selados com um septo de PTFE/silicone (Supelco). As amostras
permaneceram em banho-maria a 75°C por 30 minutos para que fosse
estabelecido o tempo de equilibrio entre as fases. Apds esse periodo o suporte
manual do SPME foi inserido e a fibra exposta ao espago vazio do vial durante 25
minutos para a adsorcdo dos compostos volateis. Apds a coleta, a fibra SPME foi
removida do vial e inserida no cromatdgrafo a gas, onde os volateis coletados
foram dessorvidos por 5 minutos a temperatura de 250°C.

A separacao e a quantificacdo dos compostos volateis foram realizadas
com um GC Varian CP-3800 acoplado a um espectrometro de massas de captura
de ions Varian Saturn 2000 (Varian Chromatography Systems, de Walnut Creek,
CA, EUA). A coluna utilizada para analise foi uma Agilent ZB-5MS (30 m de
comprimento, 0,25 mm interno de didmetro, espessura de filme de 0,25 pm)
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA).

O gas Hélio foi usado como gas de arraste com uma vazao constante de
1,0 mL/min. A temperatura do forno GC foi programada da seguinte maneira: 40°C
por 5 minutos, aumentando para 230°C a 4°C/min e mantendo por 5 minutos, com
um tempo total de aquisicdo de 80 minutos. A ionizagédo foi realizada no modo
impacto de elétrons (El) a 70 eV de potencial de ionizagdo a 10 microscans/s,
varrendo a faixa de massa 33-230 m/z. A linha de transferéncia GC/MS foi
aquecida a 280°C.

Os compostos volateis foram identificados comparando os espectros de
massa obtidos experimentalmente com os espectros disponiveis nas bibliotecas do
National Institute of Standards and Technology, Environmental Protection Agency
and National Institutes of Health (Verséo 2.0 g, 2011). Além disso, os padrbes de n-
alcanos (C7-C30) foram previamente injetados sob a mesma condicdo neste
instrumento por Gkarane et al. (2019). O LQ (limite de quantificagao) foi definido
como uma relagéo sinal / ruido de aproximadamente menos de 10 (Taverniers, De
Loose e Van Bockstaele, 2004). A composigdao percentual dos componentes
volateis foi calculada a partir das areas de pico do GC usando o método de
normalizacdo. As analises foram realizadas em triplicata em trés lotes separados

de amostra.
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4.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi utilizada para testar o potencial de inibicao
bactericida dos extratos dos coprodutos da propolis, da magad e dos seus
respectivos filmes. A técnica utilizada foi a de microdiluicdo em caldo, cuja
vantagem € o baixo custo devido a pouca quantidade de meio de cultura e boa
reprodutibilidade. Os microrganismos testados foram Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella thyphimurium ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922. A

metodologia utilizada foi descrita por CLSI. Norma M7-A6 .

4.10.1 Determinacao da concentracao Inibitéria Minima (CIM)

As CIM dos extratos de filmes/coprodutos de suco da maga e extrato da
prépolis foi determinado pelo método de diluicdo em microplacas de 96 pocos.

A concentragao dos extratos dos coprodutos avaliadas nesse estudo foram
12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,76 e 0,38 mg/mL de extrato. Os microrganismos foram
reativados a partir de células liofilizadas em caldo infusdo de cérebro e coragao
(BHI) por 24 horas a temperatura de 37°C. As cepas foram repicadas em placas de
Petry contendo agar BHI e incubadas durante 24 horas a 37 °C. O indculo foi
preparado com uma algada de bacteria e 5 mL de uma solugédo de NaCl 0,89%
esterilizado. A mistura foi homogeneizada em Vértex e ajustada em
espectrofotdmetro para a absorbancia de 0,135 a 660 nm, o que corresponde a 1-2
x 10® UFC/mL na escala de Mc Farland de 0,5. Posteriormente, 50 uL da
suspensdo bacteriana foi adicionado a 50 mL de caldo BHI para obter a
concentragdo de 1-2x10° UFC/mL.

Na microplaca, foi adicionado 190 pL de caldo BHI inoculado e 10 uL dos
extratos em cada diluicdo. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.
Para o controle da analise, foram adicionados ao caldo BHI inoculado, o antibiético
clorafenicol 0,12% como controle positivo e como controle negativo etanol 80%
(v/v). Como revelador foi utilizado o corante resazurina (0,01%).

As analises foram realizadas em triplicatas. Posteriormente foi realizado a
identificacdo da menor concentracdo onde houve inibicdo do crescimento

microbiano (CIM), através da adicdo de 30 ul do revelador resazurina, o qual age
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como indicador da multiplicagdo celular e/ou viabilidade. Apoés 30 minutos de
incubagao, amostras com a cor azul representam a auséncia de multiplicacdo e/ou

viabilidade celular e a rosa multiplicagéo e ou/presenca de viabilidade.

4.10.2 Concentragao bactericida minima (CBM)

A Concentragéo bactericida Minima (CBM) foi determinada levando-se em
conta a menor concentragdo dos extratos em estudo, capaz de inibir o crescimento
microbiano, caracterizado pela auséncia de crescimento deste em caldo BHI, apos
24 horas em estufa a 37°C. Quando fosse possivel a observagao do crescimento
ou mesmo de uma colbnia, considerou-se que houve apenas inibicdo e nao morte

da bactéria caracterizando o efeito do extrato como bacteriostatico.

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos para os coprodutos foram conduzidos utilizando-se 2
tratamentos com 6 repeticbes. Os filmes biodegradaveis tiveram delineamento
determinado de 5 tratamentos e 6 repeticbes. Os dados foram expressos com
meédia + desvio padrdo. Inicialmente para analise dos resultados dos coprodutos da
propolis e da macga, apoés verificacdo da normalidade e homosticidade dos dados,
os mesmos foram submetidos ao Teste F (Teste de Fisher), denotando um nivel de
significancia de p<0,05.

Para os filmes biodegradaveis a analise dos resultados de cada variavel
também foi submetida aos testes de normalidade e homosticidade. Atendidas tais
pressuposi¢cdes para os tratamentos dos filmes biodegradaveis, estes foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as medias de cada tratamento
comparado pelo teste Tukey, tomando um valor de p<0,05 para denotar
significancia entre os tratamentos.

O programa computacional utilizado para analisar os dados dos

tratamentos dos coprodutos e filmes biodegradaveis foi o SAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS COPRODUTOS

Os valores da composicdo quimica dos coprodutos do processamento de
suco de macéd e de extrato de propolis em base seca estdo representados na
tabela 02. Nessa tabela os resultados dos teores de cinzas, lipidios, proteinas,

agucares e fibras foram expressos em porcentagem com base na matéria seca.

Tabela 02: Composicdo quimica dos coprodutos de maga e propolis.

Parametros Analisados Coproduto de Coproduto de préopolis
macga

Resultados em % (Médias * desvio padrao)

Umidade 7,23 +0,24 7,07 + 0,07
Cinzas 5,29+ 2,28 3,77 +0,08
Lipidios 5,47 + 0,01 33,9+ 0,00

Proteina bruta 5,55+0,18 12,62 + 1,23
Acucares redutores em

glicose 19,09 +1,17 14,11 + 0,09
Fibra bruta 52,92 +2,17 512 + 2,07

*valores em base seca.

O valor de umidade para o coproduto de maca foi de 7,23%, Coelho,
Wosiack (2010) também registra em sua pesquisa 7,10% de umidade para o
coproduto proveniente da maca Fugi da safra de 2006. Além disso, Chand et al,.
(2014) reportaram valores de 2 a 4% de umidade encontrada em bagago de maga.

O teor de cinzas encontrado nesse estudo foi de 5,29%, sendo préximo do
resultado estabelecidas por Storck et al., (2016) (4,38 a 5,79% de cinzas). Coelho e
Wosiacki (2010) reportam resultados para cinza em sua pesquisa de 1,43% para
bagaco de macga da variedade Fugi. A baixa quantidade de minerais em bagaco de
magca ocorre devido ao processamento adequado das frutas, acarretando lixiviagao
dos minerais para o suco, conferindo qualidade ao produto (NOGUEIRA et al.,
2007).
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O teor médio de lipidios do coproduto de suco de macga foi de 5,47%
(Tabela 2) e foi superior ao encontrado pelos autores Storck et al., (2016) e
Fertonani et al. (2006), os quais relataram respectivamente valores de 3,02% e
3,20% de lipideos em farinhas de residuos do processamento de maca.

O teor de proteina bruta coproduto de macad encontrado nesse estudo
(5,55%) foi relativamente alto quando comparado aos teores de proteinas
apresentados por Druzian e Pagliarini (2007), cujo bagago proveniente da maca
Fugi apresentou 1,79% de proteinas. Outros autores como Storck et al. (2016), e
Coelho e Wosiacki (2010) encontraram teores médios de proteina em bagago de
maca de 3,10 e 3,35%, respectivamente para variedade Fugi.

Os valores obtidos neste trabalho aproximam-se do resultado descrito por
Fertonani et al., (2006), que obtiveram valores de proteina de 4,40 % em bagaco
de maga comerciais da variedade Joaquina. Essas variagdes podem ser atribuidas
a diferentes fatores, entre eles a variedade da fruta, composicdo do solo e métodos
de extracao, que pode interferir na composi¢cao quimica dos diversos bagacgos de
maca. Além disso, Storck et al. (2016), aponta a diferenca de granulometria em seu
estudo como justificativa para valores muitos distanciados da literatura e demostra
que quanto menor a granulometria do bagago a ser analisado maior é a quantidade
de proteina encontrada.

O teor de acucares redutores do coproduto de maga apresentou um valor
médio de 19,09%, sendo também um valor superior ao encontrado por Elvas
(2011) e Dhillon et al. (2012), que apresentaram teores de 13,35% e 15%,
respectivamente. Os valores de agucares encontrados para o bagago de maga séo
muito variados, uma vez que esses podem estar relacionados com as variedades
de macgas presentes no coproduto.

Segundo a autora Elvas (2016), um dos fatores que pode influenciar o teor
de acgucares presentes no bagago € o seu processo tecnoldgico, ou seja, 0 método
de extracdo do suco, sendo a prensagem e a lavagem os procedimentos que mais
podem alterar o seu conteudo. Um bagaco que sofreu uma lavagem mais longa
possui um teor de agucares menor do que um bagago em que a lavagem foi mais
curta. Essa duragao de prensagem e lavagem por vezes depende da quantidade
de macgas que a industria recepciona.

Quanto a fibra bruta, o valor encontrado para o bagago da maca, nesta

pesquisa, foi de 52,92% (Tabela 2). Sendo correlato ao resultado reportado por
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Geus et al., (2014) de 52,33% para coproduto da variedade fugi. Aproximando-se
do resultado encontrado por Friebel et al. (2017) e Coelho e Wosiacki (2010), que
é de 57% e 46,3% respectivamente de fibra alimentar para o bagago proveniente
da variedade fugi.

O subproduto gerado pela agroindustria de suco de macéd pode ser
considerado extremamente rico em fibras, pois, de acordo com a ANVISA (BRASIL,
2012), esse apresenta um teor muito superior a 6%. Portanto, a adi¢gdo das farinhas
do subproduto da produgdo de suco em produtos alimenticios pode agregar
propriedades funcionais interessantes para a saude, enriquecendo o valor
nutricional de tais produtos (STORCK et al., 2016).

Assim, é possivel observar que as caracteristicas de qualidade fisico-
quimica do bagago de macad sdo muito dependentes das operagdes de
beneficiamento e dos métodos de analise empregados, além das diferengas
varietais.

Com relacao aos valores obtidos para composi¢cao quimica do subproduto
da propolis, nesta pesquisa, foram observados algumas diferengas significativas
para alguns parametros quando comparados com a literatura (Tabela 02). Pelo fato
da amostra do subproduto da propolis fornecida pela industria Breyer ja estar
desitratada, estar, portanto, na forma sélida, como pode ser visualizado na figura
04, e ndao na forma gomosa, pastosa, pois nesse caso haveria alto teor de
umidade, como é descrito na literatura.

Desta forma o teor de umidade encontrado na presente pesquisa de
7,07% se diferencia significativamente dos valores encontrados por De Francisco et
al. ( 2018), que € de 32,44% para o coproduto e 6,7% para a prépolis in natura;
sendo esse o mesmo valor obtido por Santos, Francisco e Bruschi, (2015)
subproduto 32,45% e 6,87 para a propolis in natura.

. O resultado encontrado para cinzas na amostra foi de 3,77% (Tabela 2),
aproximendo-se de relatos anteriores de pesquisadores, como Santos, Francisco e
Bruschi, (2015), que obtiveram teor de cinzas de 2,44%. De Francisco et al., (2018)
registrou 2,5%. Ja Cunha et al. (2004), analisaram amostras cujos resultados
variaram de 3,8% a 4,25%, obtendo diferencas para diferentes regides do Brasil.

A propolis, para ter padrdao de qualidade para comercializagédo, segundo a
legislagcao brasileira, deve apresentar teor de cinzas maximo de 5% (BRASIL,
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2001); a amostra analisada, mesmo sendo um coproduto, mantem um valor
permitido de cinzas para a comercializacao.

O teor de lipidios da propolis bem como do coproduto pode ser muito
variavel de acordo com o periodo do ano em que o material € coletado, pois as
abelhas podem incorporar mais cera na propolis durante o inverno, quando a
selagem deve ser maior, ou quando as resinas sdo mais escassas ou dificeis de
coletar. Assim, ha uma grande variabilidade entre os resultados demostrados pela
literatura. Entretanto, o valor encontrado nesse estudo foi de 33,9% de lipideos
(Tabela 2) e difere do teor encontrado por De Francsico et al. (2018), que foi de
61,25%. Além disso, Santos, Francisco e Bruschi, (2015) encontraram valores de
61,16% de lipideos em coprodutos de propolis. No entanto, o valor encontrado
nesta pesquisa € muito semelhante ao resultado obtido por Kunrath et al. (2017),
que foi de 34,7%.

Os teores de fibra e de proteina bruta determinados na presente pesquisa
permaneceram em 5,12% para a fibra e 12,63% para a proteina bruta. Os relatos
na literatura sobre essas fragcbes sdo escassos, sendo reportadas apenas por
Santos et al. (2003), cuja quantificagdo de fibra bruta, em sua pesquisa, ficou em

14,41%, valor que considerou elevado para o coproduto da propolis.

5.2 FENOLICOS TOTAIS E ANTIOXIDANTES PARA OS COPRODUTOS DE
PROPOLIS E MACA

Na Tabela 03, é possivel observar os resultados de Fendlicos Totais (FT) e
atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP, para as amostras

de coproduto de prépolis e coproduto de maca.

Tabela 03: Composi¢cdo quimica das amostras de coproduto da propolis e maga para FT e
antioxidantes, DPPH, FRAP E ABTS.

FT FRAP

DPPH +
Coprodutos (mg EAG/qg) (umol Trolox/g) (umol Fe? 19)

ABTS
(umol TEAC/g)

cP 90,15 + 8,21 28,50 £0,08** 97,64 +1,50* 226,58 + 10,89**

cM 10,47 £ 0,71 4,24 + 0,12 8,61+ 0,55 16,85 + 4,41

CP: Coproduto de propolis; CM: Coproduto de macga; Médias + desvio padrao; EAG: Equivalente de
acido galico; TEAC: Capacidade antioxidante equivalente ao trolox; ** Houve diferenga estatistica
pelo teste F a 5% de significancia.
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Como pode ser observado na tabela 03, denota-se diferenga estatistica entre
os dois tramentos CP e CM a 5% de significancia, para fendlicos totais e para os
resultados de antioxidantes (DPPH, FRAP e ABTS). Obeserva-se que o CP
apresenta melhor desempenho para FT e antioxidantes quando comparado ao CM.

Fato que pode ajudar a explicar a grande diferenca entre as atividades
antioxidantes dos coprodutos pode ser relacionado com alguns compostos volateis
dectatos, apresentados na tabela 06 e 07, principalmente a classe dos terpenos,
Ramalho e Jorge (2006), relacionam a atividade antioxidante também a compostos
derivados dos terpenos, Assim esta relagcdo pode explicar os resultados mais
expressisos para o CP em relacdo ao CM, pois para o CP um maior numero de
terpenos foi identificado, sendo 35 compostos para esta classe, e para o CM foi
detectados apenas 5 compostos provenientes dos terpenos .

A literatura € um tanto escassa para pesquisas referente ao coproduto da
prépolis desta forma alguns resultados desta pesquisa para o CP foi comparado a
relatos referenciando o produto da prépolis quando possivel.

O teor de fendlicos totais do coproduto da prépolis foi de 90,15 mg EAG/g
(Tabela 03) , demostra uma correlagdo com estudos elencados na literatura. De
Francisco, et al. (2018) elaboraram um estudo comparativo entre o extrato de
propolis e o extrato do coproduto da propolis, em que determinaram
respectivamente valores 100,7 e 97,83 mg EAG/g, relatando que nao ha diferencga
estatistica a 5% entre o produto e seu coproduto. Salgueiro e Castro, (2016),
relataram a média de 82,95 mg EAG/g para fendlicos totais no produto da propolis,
em amostras de diferentes regides e épocas do ano.

Segundo a legislacao brasileira vigente, os extratos etandlicos da propolis
devem conter, no minimo, 0,25% de flavonoides e 0,50% de fendlicos (BRASIL,
2001). No presente estudo, o conteudo médio de compostos fendlicos foi atingido,
mesmo sendo um coproduto.

Para esta pesquisa, a atividade antioxidante para o coproduto da propolis
foi avaliada através dos métodos DPPH, FRAP e ABTS. Capacidade antioxidante &
um termo amplamente usado para caracterizar materiais, que podem neutralizar os
radicais livres, essa atividade esta associada a presenca de compostos que sao
essenciais para proteger o sistema biolégico contra a oxidagdo prejudicial (De
FRANCISCO et al., 2018).
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O valor determinado para o sequestro do radical livre sintético DPPH
correspondeu a 28,50 ymol/g para o coproduto da prépolis. Autores Reis et al.
(2017) reporta resultado 2,31 pmol/g para o coproduto da prépolis
microencapsulado, Ja Al-Ani et al. (2018), cujo resultado foi de 26,45 pg/mL para
prépolis da Irlanda, e 27,72 ug/mL para propolis da Republica Tcheca.

A atividade redutora do ferro (FRAP) foi determinada atribuindo-se a
capacidade da amostra em reduzir o Fe® para um complexo de cor azul Fe e
neste estudo foi encontrado valor de 97,64 umol Fe+2/g para o coproduto de
propolis, o qual diferiu dos estudos de De Francisco et al. (2018), os quais
descreveram valores para FRAP de 1273,25 pmol de Fe+2/g para o coproduto da
prépolis. Deferenciando também dos estudos de Reis et al. (2017) com resultado
de 3,39 pmol Fe*?/g para o coproduto da prépolis microencapsulado.

Como especificado na Tabela 03, a atividade antioxidante do coproduto da
propolis apresentado pelo sequestro do radical ABTS para esta pesquisa tras o
resultado de 226,58 umol TEAC/g. Diferenciando do resultado proposto por Reis et
al. (2017), de 71,84 umol TEAC/g. Em amostra de tintura de propolis coletada no
estado de S&o Paulo Salgueiro e Castro, (2016) relataram valores de 246,83 mmol
TEAC/g. De Francisco et al. (2018), relata que o composto croméforo ABTS possui
alta solubilidade em agua e compostos lipossoluveis. Muitos compostos fendlicos
presente na propolis brasileira com atividade antioxidante sofre interagbes com
sistemas hidrofilicos e lipofilicos (TEIXEIRA et al., 2010)

De fato, a natureza quimica das substancias fendlicas e, talvez, a presenca
de outros derivados como canferol e canferide podem participar na determinacao
dessa atividade antioxidante (SALGUEIRO, CASTRO, 2016). Segundo varios
autores a propolis e coproduto da propolis pode ter forte correlagcdo com o teor eo
perfil dos compostos fendlicos demostrando ser um substrato com alto valor
agregado, podendo ser utilizado na industria farmacéutica ou em alimentos
(BITTENCOURT et al., 2015; DE FRANCISCO et al., 2018).

De Francisco et al. (2018) explicam que a grande variabilidade nos
compostos ativos da prépolis e em seu subproduto, pode estar relacionada a flora
vigente e a grande diversidade de plantas com origens botanicas diferentes, em
que as abelhas fazem suas coletas, alterando a composi¢cao quimica da prépolis.
Essa conclusdo é reafirmada por Lacerda (2012), que verificaram a variacdo da

atividade antioxidante de amostras da prépolis, pelo método do ABTS, em trés
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estagdes do ano e demostraram que o conteudo antioxidante obtido na primavera
foi o mais expressivo (19,82 mg Trolox/g), pois nessa época do ano ha maior
diversidade de plantas e, consequentemente, de flores.

Quanto ao coproduto do suco de macgé, o teor de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante foram menores que os encontrados no coproduto de
propolis. O teor de compostos fendlicos totais do coproduto de maca foi de 10,47
mg EAG/g de coproduto (Tabela 03) e foi semelhante aos valores encontrados por
Ferrentino et al. (2018), (10,11 mg EAG/g) em extrato aquoso de bagaco de maca.
No entanto, Storck et al. (2016), determinaram o teor dos compostos fendlicos em
farinha do residuo da produgéo de maga e encontraram valores de 329 mg EAG/g
de residuo. Ja Soares et al. (2008), relataram quantidades elevadas para o
conteudo fendlico (134,45 a 522,74 mg GAE/g em base seca), e que estes foram
dependentes do tipo de solvente extrator.

Os compostos fendlicos sdao os compostos responsaveis pelo sabor
amargo da maga e compreendem os acidos clorogénicos e seus ésteres, entre
muitos outros componentes, demostrando também sua importancia e influéncia nas
caracteristicas sensoriais, cor, formacdo de aromas e capacidade antioxidante
(WOSIACKI, PHOLMAN, NOGUEIRA, 2004).

Renard et al. (2011), investigaram a composigéo fendlica da maca e do seu
suco e relataram que, independente das condicbes do método de producédo do
suco, a maioria dos compostos fendlicos sao retidos no bagago durante a produgao
do suco, especialmente as proantocianidinas.

Com relacao a atividade antioxidante, o coproduto de macga apresentou
valores de 4,24 pmol trolox/g pelo método do sequestro do radical livre DPPH.
Esses valores estdo em consonancia com Ferrentino et al. (2018), os quais
detectaram valores de 4,26 mg trolox/g em bagacgos extraidos a uma pressao de 30
MPA e a temperatura de 45°C. No entanto, Soares et al. (2008), relataram um
maior indice para a atividade antioxidante pelo método de DPPH de 39,15 umol
trolox/g em base seca.

O coproduto de maca apresentou valores de 16,85 pmol TEAC/g de
coproduto pelo método de sequestro do ABTS; este valor se diferenciou quando
comparado com o estudo de Soares et al. (2008), que aponta resultado de 25,46
pmol TEAC/g em base seca. Ferrandin (2014) relata atividade antioxidante de

28,16 ymol TEAC/g em extratos aquosos de bagago de maca.



55

Para a atividade antioxidante avaliada pelo método de reducido do ferro
(FRAP), a presente pesquisa reporta o resultado de 8,61 ymol Fe2+/g de coproduto
de maga, porém, sobre este método, foi encontrado na literatura apenas o relato de
Ferrandin (2014), que detectou 14,54 umol Fe?*/g de bagaco de maca.

Murata et al. (1995) e Zardo et al. (2008) explicam que a principal causa de
perdas de compostos fendlicos e antioxidantes da macéa in natura durante seu
processamento ocorre devido a oxidagdo enzimatica durante a trituragdo e a
prensagem da fruta, além da temperatura e do oxigénio dissolvido no suco.

Nesta pesquisa, o conteudo fendlico e a capacidade antioxidante para o
coproduto da maca apresentaram conteudos inferiores aos da literarura, tal feito
pode ser atribuido a demanda de produgao do suco de maga. Para maior demanda
de consumo de suco, a fruta permanece na prensa por 30 minutos com uma adi¢ao
de agua, e para menor demanda esse tempo aumenta para aproximadamente 1
hora e 30 minutos, podendo levar até trés adigcbes de agua, para uma maior

extracdo dos compostos bioativos e dos agucares do bagac¢o da maga.

53 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E
ANTIOXIDANTES NOS FILMES BIODEGRADAVEIS ATIVOS

O teor de compostos fendlicos totais dos filmes biodegradaveis mostrou
diferenca significativa (p<0,05) em todas as amostras (tabela 04), quando
comparadas ao filme controle sem antioxidante (Controle negativo para o teor
fendlico e a agdo antioxidante) e quando comparadas ao filme BHA 1% (Controle
positivo para o teor fendlico e agdo antioxindante). Observa-se que o teor de
compostos fendlicos totais do filme 4% de CP ( 4,99mg EAG/g), foi superior ao
resultado das amostras dos filmes com 4% CM (0,83 mg EAG/g) e filme 8% CM
( 1,09 mg EAG/g), respectivamente.

Santana et al. (2012), avaliaram o teor de fendlicos totais em embalagens
biodegradaveis contendo quitosana, glicerol e 0,25% de urucum que foram
desenvolvidas pela técnica de casting relatando o valor de FT de 67,70 mg EAG/g.

Ja Machado et al. (2012), avaliaram FT em filmes biodegradaveis com amido de
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mandioca nanocelulose e extrato de erva mate a 20%, obtendo valor 102,70 mg
EAG/g.

Outro estudo que analisou filmes biodegradaveis foi o de Dantas et al.
(2015), nesse caso incorporados com 10% de polpa de manga, acerola e seriguela,
relatando um valor de FT 110,14 mg EAG/g. Souza et al. (2015), explicam que
conforme aumentaram a concentragcdo de extrato de propolis (0,5; 0,75; 1%) em
filmes biodegradaveis com amido de mandioca (técnica casting) observaram um

aumento na concentragao de FT de 326 a 701mg EAG/g.

Tabela 04: Caracterizagdo para as formulagdes dos Filmes Biodegradaveis ativos para FT, e
antioxidantes como: DPPH, FRAP e ABTS.

FILMES FT DPPH FRAP ABTS
(mg EAG/g) (nmol Trolox/g) (umol Fe*/g) (umol TEAC/g)
Filme controle 0,74+ 0,05° 0,09 + 0,04° 0,44 +0,03° 0,09+ 0,02°
Filme 4% CP 4,99 + 0,47° 3,38+ 0,14° 5,19 + 0,43° 6,28 + 1,40°
Filme 4% CM 0,83 £ 0,05¢ 0,25 £ 0,06° 0,74 + 0,03¢ 2,48 + 0,35°
Filme 8% CM 1,09 + 0,06° 0,29 + 0,08° 1,04 + 0,05° 3,14 £ 0,70°
Filme BHA 1% 12,95 +1,03° 5,75 + 0,03° 25,34 +1,10° 38,17 + 0,84°

,Filme 4% CP: Filme com 4% de coproduto de prépolis; Filme 4% CM: Fiime com 4% de coproduto
de macé; Filme 8% CM: Filme com 8% de coproduto de macga; Filme BHA 1%: Filme com BHA 1%;
Médias + desvio padrao; TEAC: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox; EAG: Equivalente
de acido galico: abede  médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

A literatura aponta variagcbes no conteudo de fendlicos totais em filmes
biodegradaveis, apresentando valores muito distintos dos valores encontrados
nesta pesquisa. Isso se deve ao fato dos compostos bioativos serem provenientes
de coprodutos, estes ja passaram por processos de produgao industriais em que a
maior extracdo de compostos bioativos ja ocorreu para o produto. Assim o
conteudo fendlico pode variar de acordo com o composto bioativo e com a
proporgao a ser adicionada na formulacao dos filmes,

Outro fator imporante que se deve levar em consideracdo e o processo
tecnolégico usado para a confecgao dos filmes biodegradaveis que leva ativo. Para

producao de filmes biodegradaveis ativos pela técnica de casting, para a etapa do
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processamento de formacgéo da solugéo filmogénica a temperatura atingida € de no
maximo 70°C desta forma a degradacédo de bioativos e menor.

Ja para a técnica de processamento por extrusdo-sopro, sendo esta
tecnologia usada para as formulagdes de filmes biodegradaveis para esta pesquisa
a formulagcdo passa por dois processos de extrusdo, na primeira extrusdo a
temperatura atingida e de 90 a 120°C e no segundo processo de extrusdo a
temperatura necessaria para formar o filme e de 90 a 125°C. Desta forma a uma
maior degradacdo dos compostos fendlicos e outros bioativos, reduzindo
significativamente também a atividade antioxidante.

No entanto € importante destacar que a técnica por extrusao-sopro € uma
tecnologia industrial, sendo a mesma usada pela industria para produzir plasticos
com polimeros de baixa densidade.

Para a capacidade antioxidante dos filmes contendo os coprodutos da
propolis e da maga analisados por meio DPPH, ABTS e FRAP todas as
formulagbes com coprodutos foram diferentes estatisticamente (p<0,05) quando
comparadas com o filme controle (flme sem acdo antioxidante), desta forma as
formulacdes de filmes com 4% de CP e 4 e 8% de CM demostragao acao
antioxidante, porém estes resultados da acdo antioxidante nao foi tdo expressivo
quando comparado ao filme controle positivo para antioxidante ( filme BHA 1%).

Esta diferenca para a acado antioxidante das amostras de filmes com
coprodutos em relagédo a amostra com filme BHA 1% deve-se ao fato do BHA estar
na sua forma pura e concentrada, Ramalho e Jorge (2006) também ressaltam que
antioxidantes sintéticos tem maior estabilidade para as condicbes de
processamento e armazemaneto.

Nota-se, também, que o filme contendo 4% CP e o Fime BHA 1%
mostraram desempenho antioxidante maior para a captura dos radicais sintéticos
DPPH e ABTS e poder de reducdo de Fe*® para Fe*? (FRAP), (Tabela 04), quando
comparado estatisticamente com o filme contendo coproduto de maca 4% e 8%.

Nao houve diferenga estatistica entre as amostras de Filme 4% CM e Filme
8% CM, uma vez que demostraram o mesmo desempenho antioxidante para o
sequestro do radical DPPH e ABTS. Por outro lado, demostraram diferenca
estatistica entre as duas amostras para o poder de reducao do ferro (FRAP), a
amostra de Filme 4% CM (0,74 umol/g) mostrou menor desempenho quando

comparada estatisticamente com a amostra de Filme 8% CM (1,04 pmol/g).
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O Filme BHA 1% apresentou maior teor de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante (Tabela 4), isso se deve ao fato, que esse foi acrescentado
na matriz polimérica do filme biodegradavel na sua forma pura e concentrada, o
que nao aconteceu para as formulagbes com os coprodutos, Ramalho e Jorge
(2006) também ressaltam que antioxidantes sintéticos tem maior estabilidade para
as condicdes de processamento e armazemaneto.

No entanto, nos ultimos anos, pesquisas tém demostrado que a ingestao
diaria de antioxidantes sintéticos, especialmente para as criangas gera risco a
saude como desenvolvimento de alergias, cancer, anemia e disturbios no sistema
digestorio (ANTUNES, ARAUJO, 2000; BISSACOTTI, ANGST, SACCOL, 2015;
SILVA, JORGE, 2011). Dessa forma, tem se intensificado a busca nas pesquisas
por novas fontes de antioxidantes naturais.

Para os filmes com antioxidantes naturais, o filme biodegradavel contendo
coproduto de propolis mostrou melhor agdo antioxidante (Tabela 4). Colabora com
esse resultado, o estudo de Souza et al. (2015), que relataram agao antioxidante
em filmes biodegradaveis com extrato de prépolis nas concentragdes de 0,5 a 1%
com valores de 400 a 1300 pmol/g pelo método de DPPH respectivamente.

Campos et al. (2018), desenvolveram filmes biodegradaveis com amido,
PBAT, glicerol, acido citrico e extrato de curminina nas concentracdes de 0,5 e
0,75%, os quais encontraram atividade antioxidante de 1605,25 e 2290,69 umol/g
pelo método de DPPH e 2815,77 e 5287,58 pmol/g pelo sequestro do radical
ABTS. Freitas (2015), analisando a atividade antioxidante de filmes biodegradaveis
de zeina, glicerol (casting) e extrato etanolico de casca de pinhdo, encontraram
valores de 3,88 umol/g, 33,33 umol/g e 15,96 pmol/g pelos métodos DPPH, ABTS
e FRAP respectivamente.

Machado et al. (2012), incorporaram extrato de erva-mate na concentragao
de 20% aos filmes de amido de mandioca como fonte de compostos ativos,
demostrando ao longo de 40 dias de armazenamento, menor aumento no indice de
peréxido na embalagem de azeite de dendé, quando comparado ao filme controle,
sem o extrato de erva mate.

Assis et al. (2017), também reportam maior estabilidade oxidativa para o
Oleo de girassol quando armazenado com filme biodegradavel de mandioca e
licopeno nanoencapsulado na concentragao de 5%. Nessa mesma linha, Reis et al.

(2015), relataram melhor estabilidade lipidica para o 6leo de palma quando
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armazenado em filme biodegradavel ativo com extrato de erva-mate e polpa de
manga. No entanto, Malherbi et al. (2019), ndo encontrou acg&o efetiva para o filme

com polpa de guabiroba a 10% para a estabilizagdo lipidica do azeite extravirgem.

5.4 PROPRIEDADES MECANICAS DOS FILMES ATIVOS BIODEGRADAVEIS

As propriedades mecanicas analisadas nas diferentes formulagdes de
filmes biodegradaveis encontram-se descritos na Tabela 5. Os ensaios
determinados pelas propriedades mecanicas determinam a resisténcia (resisténcia
a tragao), flexibilidade (alongamento na ruptura) e rigidez (médulo de Young) dos
filmes biodegradaveis (CANEVAROLO, 2006).

Os materiais usados nas formulagdes devem ser resistentes a ruptura e a
abrasdo, porém devem ser flexiveis, a fim de proteger e reforcar a estrutura dos
alimentos. Além disso, os filmes devem se adaptar as possiveis deformagdes sem
ocorrer o rompimento, sendo necessario ter compatibilidade entre os polimeros e
os aditivos (SOBRAL, 2000; MALI, GROSSMANN, YASMASHITA, 2010).

Tabela 05. Propriedades mecéanicas dos filmes ativos biodegradaveis

Filmes Resisténcia a Alongamento na Médulo de
tragcao (MPa) ruptura (%) Young (MPa)
Filme Controle 2,54 +0,13° 383,66 + 31,33° 10,38 £ 0,43?
Filme 4% CP 2,21 +0,16% 332,17 £ 49,712 11,96 + 0,442
Filme 4% CM 2,49 + 0,20° 225,72 + 23,59° 12,04 + 0,99°
Filme 8% CM 2,10 £ 0,20° 189,41 + 38,74° 12,76 + 1,8°
Filme BHA 1% 1,98 £ 0,12° 165,36 + 15,02° 13,01 £ 2,34°

CP= coproduto de prépolis, CM= coproduto de maga. Filme 4% CP= Filme com 4% de coproduto de
propolis; Filme 4% CM= Filme com 4% coproduto de macj; fiime 8% CM= Filme com 8% de
coproduto de maca; Médias + desvio padréo; * ® Médias com letras iguais na mesma coluna nZo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com os resultados obtidos para as propriedades mecéanicas dos
filmes biodegradaveis, a resisténcia a tracdo dos filmes com os diferentes
coprodutos em diferentes concentragdes permaneceram com valores de 2,49 a
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1,98 Mpa e ndo houve diferengas estatistica (p<0,05), quando comparadas entre si
ou com o filme controle (2,54 Mpa) (Tabela 5).

Valores proximos foram reportados por Rojas-Grau et al. (2007), os quais
encontraram resisténcia a tracao de 2,9 MPa em filmes contendo puré de maca,
alginato e glicerol. Ja Farias et al. (2012), registraram 3,97 MPa em filme
biodegradavel com polpa de acerola, afirmando em sua pesquisa que ao reduzirem
a concentracao da polpa de acerola, houve uma elevagao na resisténcia do filme.
Outro estudo relacionado é o de Zanela et al. (2018), os quais estudaram a adi¢ao
de residuo de fibra de aveia como reforgo em filmes biodegradaveis em varias
concentragdes (2,5 a 10%). Neste estudo, os autores encontraram valores de 4,7 a
5,5 Mpa e concluiu que a fibra do residuo de aveia ndao melhorou o desempenho a
resisténcia do filme biodegradavel.

A propriedade de alongamento demonstrou diferenga significativa na
analise estatistica entre as amostras e o filme controle. O Filme 8% CM e o filme
BHA 1% também foram diferentes estatisticamente das demais formulagdes
(Tabela 05).

A quantidade de fibra presente no coproduto da macga (52,92%) pode ter
influenciado o desempenho do filme, conforme descrevem os estudos de Zanela et
al. (2018); Souza, Silva, Druziam, (2012), os quais explicam que ha uma correlagao
entre a quantidade incorporada de polpa de fruta, e o comprimento da fibra e a
adesao da mesma na matriz polimérica do filme.

As fibras e os acucares disponiveis também podem promover um aumento
da cristalinidade ou semi-cristalinidade e, consequentemente, uma mobilidade
restrita na matriz polimérica, diminuindo o alongamento do filme. Para Jamshidian
et al. (2012), tal efeito observado no Filme BHA 1%, deve-se ao fato do
antioxidante BHA aumentar a cristalizagdo da matriz polimérica permitindo uma
menor flexibilidade do filme.

No entanto, nas analises realizadas no presente estudo, o Filme 4% CP
nao demostrou alteragdes no alongamento do filme (332,17%) quando comparado
ao controle (383,66%) (p<0,05). Segundo Zanela et al. (2018), a quantidade de
lipidios no coproduto de propolis (33,9%) exerce influéncia na matriz polimérica,
atuando como agente plastificante. Complementando essa informacao, Yang e
Paulson, (2000) explicam que os lipidios sdo incapazes de formar uma matriz

coesa e continua na matriz polimérica. Ainda sobre a matriz polimérica, Bilck et al.
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(2014), relataram em sua pesquisa o valor de 537% de alongamento para filme
com amido de mandioca, PBAT e glicerol.

O moddulo de Young para o filme controle resultou em 10,38 Mpa, nao
apresentando valores significativamente diferentes (p<0,05) entre os tratamentos,
no entanto observa-se que os Filme 4% CM e Filme 8% CM (12,04, 12,76 Mpa
demostraram um leve aumento na rigidez, quando comparados ao Filme 4% CP
(11,96 MPa).

Zanella et al. (2018), explicam que formulagbées com maiores quantidades
de fibras produzem filmes biodegradaveis mais rigidos. Pastor et al. (2010),
analisaram filmes a base de hidroxipropilmetilcelulose adicionado de extrato de
propolis com diferentes concentragdes (0 a 1,5%) e observaram a diminuicdo nos
parametros do moédulo Young e maior resisténcia a tracdo. Os autores atribuem tal
efeito a possiveis descontinuidades estruturais provocadas pela adicdo do extrato
da propolis. Por outro lado, Bodini et al. (2013), verificaram redugéo da resisténcia
a tracdo, alongamento e modulo young para filmes de gelatina adicionados de
extrato de prépolis com 0 aumento da concentragéo de 5 para a 200 g.

No entanto, Machado et al. (2012), em sua pesquisa de filmes
biodegradaveis adicionados de 20% de extrato aquoso de erva mate, ndo
identificaram alteragdes nas propriedades mecanicas do filme quando comparadas
ao filme controle, demonstrando diferenga significativa para formulacbes em que
ocorreram alteragdes de amido e agente plastificante.

O alongamento na ruptura ou a flexibilidade dos filmes biodegradaveis é
fortemente influenciado pelo agente plastificante, esse possui a capacidade de
reduzir as interacdes entre as cadeias poliméricas, aumentando o espacgo entre as
cadeias e promovendo maior mobilidade molecular (MALI, GROSSMANN,
YASMASHITA, 2010).

Apesar da escassez de resultados que utilizam o coproduto de propolis e
maga como componente bioativo, a literatura reporta diversos estudos envolvendo
a adicdo de outros compostos antimicrobianos e antioxidantes, sobretudo Oleos
essenciais e polpas de frutas em filmes a base de macromoléculas naturais, cujos
efeitos nas propriedades mecénicas variam em fungdo da macromolécula utilizada,
do tipo e concentragdo do aditivo, e das interagbes entre matriz polimérica e o

agente antimicrobiano e antioxidante.
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5.5 COMPOSTOS VOLATEIS POR HS-SPME E GC-MS

A técnica de extragdo de volateis por HS-SPME tem sido amplamente
aplicada para determinar os compostos volateis de plantas medicinais
(TAHERPOUR et al, 2017; RIU-AUMATELL et al, 2011), de alimentos
(CAPORASO, et al, 2018, HO et al., 2006) e de produtos farmacéuticos
(RUFATTO, et al., 2018; HASHEMI, ZOHRABI, SHAMSIPUR, 2018). Para Hames-
Kocabas et al. (2013), a técnica é rapida, facil e sem efeitos térmicos. Além disso,
por ser altamente sensivel, minimiza os procedimentos de preparagao, reduzindo
tempo e custo das analises.

Contudo, até o momento, nenhum outro estudo foi relatado aos
constituintes volateis de um subproduto da propolis e/ou da maca. Desta forma, a
comparagao dos resultados dessas analises com outros autores € limitado,
podendo ser feita apenas aqueles onde a propolis e/ou a fruta in-natura foram

utilizados e ndo ao seus coprodutos.

5.5.1 Componentes volateis de coproduto da prépolis e filme biodegradavel

adicionado do coproduto de prépolis

Nesse estudo foram identificados um total de 118 compostos volateis
(Tabela 06). Dos 118 compostos identificados, 99 estavam presentes no CP, 89 no
Filme 4% CP, e 18 compostos no filme de controle. No apéndice estdo
apresentados os cromatogramas de compostos volateis tipico da extracdo em fase
sélida do Coproduto da propolis (CP), (Apéndice - A) filme com 4% de coproduto da
propolis (flme 4% CP) (Apéndice - B) e filme controle (Apéndice - F), analisados
por GC/MS.

O gréfico 01 representa o numero de compostos indentificados no CP, Filme
4% de CP e Filme Controle. A classe dos terpenos esteve em maior quantidade de
compostos ldentificados no CP, para o Filme 4% CP, os compostos identificados
em maior numero foi a classe dos ésteres, e no Filme Controle o composto

identificado em maior quantidade foi a classe dos aldeidos. A grande maioria dos
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compostos volateis encontrados no CP e no Filme 4% CP foi ésteres, terpenos e

aldeidos.
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Grafico 01: Compostos volateis identificados no coproduto da prépolis e seu respectivo filme
biodegradavel e filme controle.

Trinta e um ésteres foram identificados neste estudo, fazendo deles a classe
de compostos mais abundante. Mais especificamente, 27 ésteres foram
encontrados no CP, 28 esteres no Filme 4% CP e apenas 4 esteres no Filme
Controle. Os principais compostos detectados nessa classe incluem: acido
dodecandico éster etilico, acido benzdico éster etilico e o acido benzenopropandico
éster etilico. Ja para o filme controle foram detectados apenas 4 ésteres: acido
acético éster etilico, acido 1,2 benzenodicarboxilico éster dietilico, acido hexandico
éster 2-feniletilico e o acido hexanodioico éster 1,4 butanodiol. Esse ultimo esta
presente em maior quantidade, no entanto, ndo estava presente no coproduto da
prépolis (Tabela 6).

O acido benzenopropandico éster etilico foi encontrato em quantidades
elevadas no CP e no Filme 4% CP, representando respectivamente 25,13% e
32,93% do valor relativo na area total de cada amostra. Esse éster também foi
abundante nos extratos etandlicos, diclorometano e hexano da propolis verde e
marrom (BITTENCOURT et al. 2015).
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Bittencourt-Santillan et al. (2014) realizaram uma revisdo de diversos
produtos naturais, incluindo a prépolis, com efeitos hepatoprotetores atribuidos a
presenca de fitoquimicos e demonstram a atividade biolégica dos ésteres
aromaticos da prépolis, como o acido benzoico éster etilico (benzoato de etila).
Esse composto foi encontrado em grandes quantidades no CP e Filme 4% CP,
representando respectivamente 12.52 % e 13.65 % do valor relativo da area total.

O diglicerol nédo foi encontrado no CP. Trata-se de um humectante que
consiste em duas moléculas de glicerol unidas por uma ligagao éter e, de acordo
com Sutter et al. (2015), o diglicerol pode ser formado durante a desidratagdo do
glicerol. Nesse estudo, o glicerol foi usado como matéria-prima na preparagao do
filme plastico e, portanto, esta é a provavel origem do diglicerol. Embora o glicerol
estivesse ausente no CP no presente estudo, ele foi encontrado por NGENG et al.,
(2016) em dois extratos (metanol e acetona) de propolis colhidos de Nkambe,

regido noroeste dos Camardes.
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

Tempo Combonentes indice de CP Filme Filme Compostos Identificados
P P retencao 4% CP Controle por outros autores
Aldeidos
2,56 Metilglioxal 970 - <LQ 0.16+0.00 NPR
KAMATOU et al., 2019
3.37 2-Butenal 621 0.42+0.03  0.13+0.00 -
JERKOVIC et al,  2016;
4.18 Pentanal 666 - <LQ 0.21£0.00 KAMATOU et al., 2019
CHENG et al., 2013; PELLATI,
} 1o PRENCIPE, BENVENUTI, 2013;
583  3- metil 2-Butenal 748 0.24+0.00 0.45:0.07 - KAMATOU et al., 2019
Madrigal et al., 2014 ; PELLATI,
6.49 Hexanal 770 <LQ 0.72+0.27 1.05+0.00 PRENCIPE, BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC., 2016
CHENG et al.,2013; KAMATOU et
7.28 Furfural 795 <LQ <LQ - al; 2019; TOMASZEWSKI et
al.,2018
9.04 2,4-Hexadienal 877 0.26+0.00 - - NPR
9.90  Heptanal 900 - 0.26:0.17  0.42+0.01 Kouarou. 201e R
YANG et al.,2015;MADRIGAL et
B dei al., 2014; CHENG et al.2013;
1279 ~ Benzaldeido 957 2.04£0.03 1.59:0.00 - PELLATI,

PRENCIPE,BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC’ et al;
MELLIOU,STRATIS,CHINOU,2007.
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Prépolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

16.56

19.99

20.78

2511

27.33

34.12

Octanal

Nonanal

a-Campholenal (a-canfolenal)

Decanal

Benzaldidoe, 4-metoxi- (Anisaldeido)

Vanillina

981

1101

1111

1204

1213

1394

<LQ

<LQ

<LQ

0.67+0.01

<LQ

0.76+0.10

0.55+0.07

1.25+0.04

<LQ

0.51+0.11

1.56+0.08

(continua)

CHENG et al.,2015; PELLATI,
PRENCIPE, BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC,MARIJANIVIC,  KUS,
TUBEROSO 2016; NUNES et al
2009; KAMATOU et al 2019

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC,MARIJANIVIC,  KUS,
TUBEROSO 2016; NUNES et al
2009; KAMATOU et al 2019

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013;MELLIOU,
ETRATIS,CHINOU 2007, ;
KAMATOU et al., 2019

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC,MARIJANIVIC,  KUS,
TUBEROSO 2016; NUNES et al.,
2009.

YANG et al., 2015; NUNES et al.,
2009; TOMAZEWSKI et al., 2019.

MADRIGAL et al., 2014, CHENG et
al., 2013, PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI 2013; JERKOVIC,
MARIJANOVIC, TUBEROSO 2016;
RISTIVOJEVIC et al, 2018;
TOMASZEWSKI et al., 2019.
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Prépolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

(continua)

Cetonas

3.20 4-hidroxibutan-2-one 753 - <LQ - NPR

6.21 Ciclopentanone 757 - 1.36£0.10  1.88+0.04 NPR

9.42 1,3,5,7-Ciclooctatetraene ([8]JAnnulene) 880 <LQ <LQ - NPR

12.21 2,4(10)-Thujadieno (2,4 (10)-Tujadieno) 947 0.17£0.00 0.66+0.19 - NPR

13.67  6-Metilhept-5-en-2-one 959 0.21%0.03  1.140.02 - RSt 2016, T RIJANOVIC,
SOLTANIET et al, 2007;
MADRIGAL et al 2014; CHEG et

17.74 Acetofenona 1050 1.24+0.18 1.08+0.07 - al, 2013; NUNES, GUERREIRO
2012.

36.42 5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimetil- 1427 - 0.50+0.12 1.67+0.06 NPR

Etanona, 1-[2,3-dihidro-2,3-dihidroxi-2-(1-

47.48 metiletenil)-5-benzofuranil]- 1950 0.50+0.12 0.21+0.06 - NPR

Alcoois/Fendlicos

4.70 Pentanol 809 <LQ <LQ - ABD EL HADY, HEGAZI, 2002

15.90 6-Metil-6-hepten-4-in-3-ol 963 <LQ - - NPR

16.14 1,4-Diclorobenzene 991 - <LQ 1.41£0.10 NPR
YANG et al., 2015; CHENG et al.,
2013; PELLATI, PRENCIPE,

16.30  Alcool benzilico 1005 0.45+0.00 <LQ - BENVENUTI 2013; JERKOVIC et

al., 2016; WALKER, KRANE 1987.

17.59 Benzenometanol, a-metil-, (R)- 1055 <LQ <LQ - NPR
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

(continua)

MADRIGAL et al., 2014; CHENG
et al., 2013; PELLATI, PRENCIPE,

20.23 Alcool feniletilico 1083 0.38+0.01 0.23+0.01 - BENVENUTI , 2013; JERKOVIC et
al., 2018; TOMASZEWSKI et al.,
2019.
21.48 Cis-p-menth-2-en-1-ol 1130 <LQ - - NPR
. BANKOVA, CASTRO,
26.19 3-Fenilpropanol 1233 0.30+£0.01 - - MARCUGCI, 2000.
Acidos
4.24 Acido tioacético 660 <LQ <LQ - NPR
. PELLATI, PRENCIPE,
9.81 Acido butanoico, 3-metil 824 <LQ - - BENVENUTI ,2013,
TOMASZEWSKI et al., 2019.
10.09  Acido 2-butenoico, 3-metil 990 <LQ - - NPR
AL-GHAMDI et al., 2017;
) MADRIGAL et al., 2014; PELLARI,
25.28 Acido benzoico 1167 0.54+0.07 <LQ - PRENCIPE, BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC, et al 2018; ALENCAR
et al., 2007;
PELLARI, PRENCIPE,
- . BENVENUTI, 2013; ABD EL
33.16 Acido decanoico 1545 0.114£0.00 <LQ - HADY, HEGAZI 2002:
PELLARI, PRENCIPE,
A i ; _ BENVENUTI, 2013; ABD EL
41.18 Acido dodecanoico 1555 1.30+0.17 <LQ HADY. HEGAZI 2002.
Ester
3.18 Acido acético, éster etilico 587 - 0.11+0.01 0.26+0.01 NPR
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

4.38
5.34
7.66
7.97
9.83
11.60
14.33
19.20
19.28
19.86

23.18

23.56
26.53
27.84

28.07

28.13

29.08

31.70

34.77
36.23

37.15

38.42

Acido propanoico, éster etilico

Acido butanoico, éster etilico

Acido 2-butanoico, éster etilico (Z)
Acido butanoico, éster 3-metilico
Acido pentanoico, éster etilico

Acido butanoico, 3-hidroxi, éster etilico
Acido hexanoico, éster etilico

Acido benzoico, éster metilico

Acido heptanoico, éster etilico

Acido butanoico, éster etilico metilico

Acido benzoico, éster etilico

Acido butanodioico, éster dietilico
Acido benzenoacetico, éster etilico
Acido benzdico, 2-hidroxi, éster etilico

Acido benzenopropanoico, éster metilico

Acetato de bornil
Acido nao- anidrico, éster metilico
Acido benzenopropanoico, éster etilico

Acido decandico, éster etilico
Acido benzdico 4 metoxi, etil éster

Acido 2-propenoico 3-fenil- éster etilico

Acido dodecandico, éster etilico

680
786
812
824
881
946
978
1072
1082
1093

1142

1144
1210
1238

1263

1269

1285

1320

1374.5
1426

1430

1573

<LQ
<LQ
0.12+0.00
<LQ
<LQ
0.18+0.01
0.16£0.00
0.08+0.00
<LQ
<LQ

12.52+2.02

2.16+0.44
0.13+0.03
<LQ

1.32+0.08

0.38+0.04

0.27+0.06

25.13+1.59

3.21+0.28
0.66+0.08

4.01£0.02

4.58+0.40

<LQ
<LQ
0.31+£0.04
<LQ
<LQ
0.33+£0.04
1.25+0.28

0.31+0.09
<LQ

13.65+0.32

5.13+0.11
0.36+0.06
<LQ

0.65+0.09

0.23+0.01

0.33+0.00

32.93+4.42

2.21+0.33
<LQ

4.41+0.53

1.37+£0.44

(continua)
NPR
NPR
NPR
NPR
NPR
NPR
NPR
SOLTANI et al., 2017
NPR
NPR

MADRIGAL et al ., 2014; CHENG
etal, 2013

ALENCAR et al., 2007
NPR
NPR

BITTENCOURT et al, 2015;
NUNES, GUERREIRO, 2012.

JERKOVIC et al., 2016; MELLIOU,
STRATIS, CHINOU, 2017
KAMATOU et al., 2018.

JERKOVIC et al., 2016

BITTENCOURT et al., 2015;
TOMASZEWSKI et al., 2019

NPR
NPR

WALTER, KRANE, 1987,
TOMASZEWSKI et al., 2019.

NPR
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

(continua)
40.10 Acido 1,2 benzenodicarboxilico, éster dietilico 1578 - <LQ 0.52+0.00 NPR
42.63 Acido hexanoico éster 2-feniletilico 1611 - <LQ 0.10+0.00 NPR
43.21 Acido tridecanoico 12-metil, éster metilico 1678 <LQ - - NPR
MADRIGAL et al., 2014; PELLATI,
PRENCIPE, BENVENUTI, 2013;
44.92 Benzoato de benzila 1745 0.12+40.02 0.09+0.01 - JERKOVIC et al, 2016;
MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007.
45.76 Acido hexanodiodico, éster 1,4 butanodiol 1890 - 11.90£1.99 77.86+1.35 NPR
. SOTANI et al., 2017;
52.56 Acido hexadecanoico, ester etilico 1967 <LQ - - BETTENCOURT et al., 2015; ABD
EL HADY, HEGAZI, 2002.
53.89 Ester etilico do &cido linoleico 2158 0.45+0.06 <LQ - NPR
- , , - SOTANI et al., 2017;
55.78 Acido oleico, éster etilico 2165 <LQ <LQ - BETTENCOURT et al,, 2015
Eter
2.44 2-Propanol, 1-metoxi 673 - <LQ 0.21+0.02 NPR
3.29 Metano oxibis dicloro 987 - 0.43+0.13  0.15+0.00 NPR
4.68 Anidrido acético (éter acetil) 706 - <LQ 0.18+0.00 NPR
10.35 Etanol, 2- butoxi 895.3 - <LQ - NPR
RUFATTO et al, 2018;
18.75 Fenol, 2-metoxi (Guaiacol) 1055 <LQ - - TOMASZEWSKI et al,  2019;
ALENCAR et al., 2007.
23.44 Verbenil, éter | etilico 1184 0.11+0.00 0.49+0.07 - NPR
33.43 Eter metil (2-hidroxi-3-etoxi-benzil) 1478 <LQ - - NPR
33.78 Diglicerol 1504 - <LQ 11.41+0.09 NPR
Hidrocarbonetos
5.62 Ciclobuteno, 2-propenilideno 735 <LQ 0.27+0.06 - NPR
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

(continua)
5.72 Tolueno 747 - - 0.89+0.01 NPR
8.49 Feniletano 854 - <LQ 0.10+0.00 YANG et al., 2015
19.72 3-Octilo, 7-metil-  (7-Metil-3-octilo) 869 0.07£0.00 - - NPR
36.84 Aromadendreno 1447 - 0.3310.02 - \';‘VLK\L'EES ﬂiﬁﬁ'é'zoob& 2012,
37.05  Alloaromadendreno 1474 0.78:0.13  1.06£0.01 - o 2 50 o MELLIOU,
43.28 Antraceno 1754 16.31£1.47 - - NPR
Terpenos
MADRIGAL et al., 2014; CHENG et
al., 2012; JERKOVIC et al., 2016;
15.30 Eucaliptol (1,8-Cineole) 1021.5 0.27£0.00 <LQ - MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007; NUNES, GUERREIRO,
2012; TOMASZEWSKI et al 2019.
15.58 o-Cymene (orto-Cymene) 1038.3 0.11£0.00 1.06£0.03 - CHENG et al., 2013
1893  p-Cymenene 1075.5 <LQ - - sogy O STRATIS,  CHINOU,
PELLATI, PRENCIPE,
19.39  B-Linalol 1081.5 <LQ - - BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al., 2016; NUNES et al., 2009.
21.48  trans-Pinocarveol 1143 0.54:0.04  0.81:0.04 - DeOU,  STRATIS, - CHINOU,
PELLATI, PRENCIPE,
22.46  Cis-Verbenol 1148 <LQ <LQ - BENVENUTI,  2013; MELLIOU,

STRATIS, CHINOU, 2007
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

23.63

23.94

24.44

25.54

25.94

33.04

33.38

33.41

35.38

36.54

Terpinen-4-ol

p-Cymen-8-ol

2-Pinemo-10-ol (Mirtenol)

trans-Carveol

Verbenona

a-Copaeno

3-Cubebene (B-Cuvebene)

3-Bourbonene

Cariofileno

Humulene (a-Cariofilleno)

1161.

1165

1182

1207

1212

1221

1382

1397

1422

1455

0.53+0.08

0.14+0.08

3.03+0.12

0.57+0.07

1.07+0.03

0.20+0.03

0.25+0.01

0.47+0.03

0.63+0.12

0.79+0.13

1.16+0.10

1.46+0.09

0.19+0.01

0.77+0.05

1.47+0.07

<LQ

0.71+0.01

0.81+0.00

<LQ

(continua)

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al., 2016

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI,  2013; MELLIOU,
STRATIS, CHINOU, 2007

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013

MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al., 2016

MADRIGAL et al., 2014; CHENG et
al., 2013; PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al 2016, WALKER, KRANE,
1987.

MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al 2016 MELLIOU, STRATIS,

CHINOU, 2007; WALKER,
KRANE, 1987.;

BITTENCOURT et al, 2015;
PELLATI, PRENCIPE,

BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al 2016 MELLIOU, STRATIS,
CHINOU, 2007

MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Propolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Prépolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

37.61

38.01

37.63

37.40

38.40

39.20

39.28

39.39

39.48

40.59

a-Curcumene

y-Gurjuneno
-Guaiene

y-Muurolene

a-Muurolene

3-Cadineno

y-Cadineno

Calamenene

0-Cadineno

a-Farneseno

1470

1473

1476

1482

1492

1499

1506

1509

1525

1497.5

0.14+0.00

0.61+0.07
<LQ

1.05£0.12

0.69+0.09

2.02+0.13

0.51+0.05

0.11+0.00

0.57+0.05

<LQ

0.67+0.02

0.71+0.05

0.54+0.04

0.33+0.06

1.21£0.10

(continua)

CHENG et al., 2013; PELLATI,
PRENCIPE, BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC et al, 2016;
MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007.

NPR
CHENG et al., 2013

BITTENCOURT et al, 2015;
PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; NUMES,
GUERREIRO 2012.

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al 2016; MELLIOU, STRATIS,
CHINOU, 2007.

NPR

ELLATI, PRENCIPE, ENVENUTI,
2013; JERKOVIC et al 2016;
MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007.

CHENG et al, 2013; PELLATI,
PRENCIPE ,BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC et al 2016; WALKER,
KRANE, 1987.

BITTENCOURT et al., 2015;
CHENG et al, 2013; PELLATI,
PRENCIPE ,BENVENUTI, 2013;
JERKOVIC et al., 2016 ; NUMES,
GUERREIRO, 2012;

CHENGET et al., 2013; NUNES et
al 2009.
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Tabela 06: Componentes volateis do Coproduto do extrato da Prépolis (cp), Filme com 4% do Coproduto da Propolis (Filme 4% CP) e Filme Controle.

41.17

41.30

41.81

42.10

44.38

44.78

44.94

45.95

46.32

a-Calacorene

Nerolidol

Spatulenol

Globulol

t-Cadinol

Cubenol

Oxido de cariofileno

a-Bisabolol

Guajazuleno

1534

1551

1566

1594

1632

1641

1575

1674

1752

0.14+0.03

<LQ

1.4910.10

0.23+0.03

0.02+0.01

0.49+0.05

0.51+0.05

0.35+0.05

<LQ

0.71+0.12

<LQ

<LQ

<LQ

(continua)

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al., 2016; MELLIOU, STRATIS,
CHINOU, 2007.

BITENCOURT et al, 2015;
WALTER, BRANE, 1987,

BITTENCOURT et al., 2015;
BANKOVA, CASTRO, MARCICCI,
2000; MELLIOU, STRATIS,
CHINOU, 2007, NUNES,
GUERREIRO, 2012.

MELLIOU, STRATIS, CHINOU,
2007,

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTTI, 2013; JERKOVIC et
al., 2016;

PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTTI, 2013

BITTENCOURT et al., 2015;
PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTI, 2013; JERKOVIC et
al., 2016; MELLIOU, STRATIS,
CHINOU, 2007.

YANG et al., 2015; PELLATI,
PRENCIPE, BENVENUTI; 2013;
JERKOVIC et al., 2016.

NPR

CP= Coproduto de prépolis; Filme 4% CP= Filme com 4% de coproduto da prépolis; NPR: nenhum trabalho reportado previamente; <LQ: Menor do que o
limite de quantificagao.
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A classe dos terpenos foi a classe de compostos mais humerosa encontrada
neste estudo, com 35 compostos identificados (Tabela 05). No entanto, muitos
desses compostos estavam presentes em quantidades muito baixas no Filme 4%
CP. A grande maioria desses terpenoides estavam em uma concentragdo maxima
de 1.5% com média menor de 0.8% dos volateis identificados no Filme 4% CP.
Mesmo assim, os terpenos podem ser de significancia pratica, uma vez que,
segundo Rizzolo et al. (2016), muitos desses compostos poderiam interferir no
sabor e odor do alimento embalado nesse tipo de filme plastico com propolis.

Os principais representantes dessa classe no CP foram: o 2-pinemo-10-ol
3,03%), seguido por B-cadineno (2,02%), espatulenol (1,49%) e verbenona
1,07%). Enquanto os principais terpendides no Filme 4% CP foram a-copaeno
1,47 £ 0,07), 2-pinemo-10-ol (1,46%), d-cadineno (1,21%) e terpinen-4-ol (1,16%)
Tabela 06).

Nenhum terpeno foi encontrado no filme controle (Tabela 06). Segundo

(
(
(
(

Bankova, Castro, Marcicci, (2000), o espatulenol é encontrado apenas na propolis
de regides tropicais.

A composigcao volatil qualitativa dos terpenos do coproduto da prépolis
relatada no presente estudo foi semelhante ao perfil da propolis volatil obtido por
outros autores como Madrigal-Santillan et al. (2014); Cheng et al. (2016); Pellati,
Prencipe, Benvenutti (2013); Bankova, Castro, Marcucci (2000); Walker, Krane
(1987). Entretanto, dentre os terpenos y-gurjuneno (0,61%), B-cadineno (2,02%) e
guajazuleno, os dois primeiros, que obtiveram concentragdo substancial no CP,
nunca foram relatados como constituintes da prépolis brasileira.

Em relacdo aos aldeidos, 15 compostos foram identificados, no entanto,
esses compostos estavam presentes em um nivel baixo nas amostras,
representando apenas 4,39%, 5,46% e 3,41% do valor total da area relativa no CP,
Filme 4% CP e Filme Controle, respectivamente (Tabela 05). Dentre esses
compostos, o benzaldeido foi o que obteve maior expressao, sendo: 2,04% no CP
e 1,59 % no Filme 4% CP.

Esses resultados vao ao encontro dos resultados relatados para a propolis
nativa por Cheng et al. (2016) e Jerkovic et al. (2016), segundo esses estudiosos, a
vanilina foi o segundo maior aldeido encontrado no CP (0,76 %). De acordo com
Silici, Kutluca (2005), a presenga de vanilina contribui para o odor de baunilha e

estudos prévios confirmam que esse aldeido € um composto comum na prépolis
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bruta (MADRIGAL-SANTILLAN, 2014; CHENG et al, 2016; PELLATI, PRENCIPE,
BENVENUTTI, 2013; BANKOVA, CASTRO, MARCICCI 2000; WLAKER, KRANE,
1987).

Dezoito compostos volateis foram encontrados no filme controle, entretanto
apenas dois deles estavam presentes no CP e no Filme 4% CP (hexanal e octanal)
(Tabela 6). PELLATI, PRENCIPE E BENVENUTTI, (2013) estudaram nove
amostras de propolis bruta coletadas de colméias Apis mellifera localizadas em
diferentes regides italianas e encontraram hexanal em duas amostras do norte da
Itélia. Segundo Cheng et al. (2016), o octanal pode contribuir para o sabor floral e
frutado da proépolis bruta de 4 diferentes regides geograficas da China.

Um total de sete hidrocarbonetos estavam presentes nas amostras,
representando 17,16% no CP, 1,66% no Filme 4% CP e apenas 0,99% no Filme
Controle (Tabela 6). O hidrocarboneto mais abundante no CP foi o antraceno,
responsavel por cerca de 16,31% da area cromatografica total (Tabela 6). O
antraceno € um hidrocarboneto aromatico policiclico e pode ter surgido por conta
de contaminacao industrial das amostras, conforme relatado por Porrini et al.
(2003). De fato, Moret et al. (2010) também relataram a presenga de antraceno em
seis amostras de propolis brutas e trés de prépolis no mercado italiano, no entanto,
relatos de conteudo de antraceno na propolis sdo raros e pesquisas adicionais
seriam necessarias para identificar as principais fontes de contaminagdo na
propolis no presente caso.

Os compostos tolueno (0,89%) e feniletano (0,10%) foram detectados no
filme de controle. O feniletano também estava presente no Filme 4% CP, mas nao
pdde ser quantificado pois seu valor € muito baixo (Tabela 6). Yang et al. (2015).
relataram maiores quantidades de feniletano (0,29%) na prépolis bruta chinesa
analisada por pir6lise - cromatografia gasosa de massa.

Oito compostos do grupo cetona foram encontrados no presente estudo. A
acetofenona foi o composto mais abundante dessa classe, 1,24% CP e 1,08 para o
Filme 4% CP, esses resultados estdo de acordo com achados prévios de varios
autores como Soltani et al. (2017); Madrigal — Santillan (2014); Cheng et al. (2016);
Nunes et al. (2009).

Alcoois, acidos e éteres foram detectados em baixas porcentagens em todas
as amostras. Entre os oito alcoois encontrados no presente estudo, sete estavam

presentes no CP, cinco no Filme 4% CP e apenas um no Filme Controle (Tabela 6).
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Os mais abundantes foram alcool benzilico, alcool feniletilico e 3-fenilpropanol. Os
acidos estavam ausentes na Filme Controle, enquanto o 1,4-diclorobenzeno
(1,41%) foi o unico fenol presente nessa amostra (Tabela 06)

Oito éteres estavam presentes em pequena quantidade neste estudo
(Tabela 6). No entanto, apenas trés estavam presentes no CP e entre eles apenas
o éter verbenil etilico pdde ser quantificado — 0,11% dos valores relativos da area
total de pico — e o fenol 2-metoxi (Guaiacol) que ja foi relatado por Rufatto et al.
(2018) e Alencar et al. (2007) na propolis vermelha. A maioria dos compostos de
éteres foram encontrados no Filme 4% CP e no Filme Controle, notando-se que os
éteres encontrados no Filme Controle ndo estavam presentes no coproduto da
propolis.

Segundo Cheng et al. (2016), treze componentes contribuiram mais para o
perfil de aroma da propolis chinesa, incluindo acido acético, acido propanénico,
acido 2-butendico, acido 2-butendico 2-metil-, 3-buten-1-ol-3-metil- , 2-buten-1-ol-2-
metil-, alcool benzilico, alcool feniletilico, estireno, benzaldeido, nonanal, vanilina e
guaiol. Entre esses compostos, alcool benzilico, alcool feniletilico, benzaldeido e
nonanal estavam presentes no CP e FCP, enquanto a vanilina estava presente

apenas no CP.

5.5.2 Componentes volateis de coproduto de macga e filmes biodegradaveis

adicionado de coproduto da maca

Sessenta e cinco compostos volateis pertencentes a diferentes classes
quimicas foram identificados nesse estudo como mostra a Tabela 07. Esse estudo
revelou a presenca de 14 aldeidos, 16 ésteres, 8 cetonas, 6 alcoois, 5 terpenoides,
7 hidrocarbonetos, 5 eteres e 1 acido, sendo representado estes indices e suas
distribuicées para CM, Filme 4% e 8% CM e Filme Controle no grafico 02.
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Grafico 02: Compostos volateis identificados no coproduto da maga e seus respectivos

filmes biodegradaveis e filme controle

Foram encontrados 3 outros compostos volateis que nao podem ser
classificados. Dos compostos volateis identificados, 43 compostos estavam
presentes no CM, 39 compostos estavam presentes em ambos os filmes (Filme 4%
CM e Filme 8% CM) e 18 compostos volateis foram encontrados no Filme Controle,
representados nos cromatogramas do Apéndice: CM (Apéndice —C), Filme 4% CM
(Apéndice-D), Filme com 8% CM (Apéndice-E), analisados por GC/MS.

Os aldeidos como nonanal, hexanal e benzaldeido foram majoritarios nas
amostras em estudo (nonanal 5,32% CP, 12,24% Filme 4% CP e 12,10% no Filme
8% CP; hexanal 4,11% CM, 5,69 Fiime 4% CP e 6,85 Fiime 8%; benzaldeido
2,55% CM, 0,61% Filme 4% CM e 1,10% no Filme 8% CM). Para os autores
Simodes, Waszczynaskyj, Wosiacki (2009), os aldeidos insaturados sao importantes
para a intensidade do odor do suco de maca, sendo que o hexanal e o benzaldeido
sdo compostos desejaveis na contribuicdo do aroma do suco; ao composto hexanal
atribui-se, principalmente, o aroma de fruta ndo amadurecida (BASTOS et al.
2002). Contribuindo com essa afirmacgdo, Janzantti e Franco (2003) relatam um

aumento marcante de hexanal de 2% presente na fruta, para 40% da porcentagem
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relativa de retencdo no suco de maca, atribuindo sua formacdo a reacgodes
enzimaticas, quando ocorre a ruptura da estrutura celular.

Mannucci et al. (2017) descrevem que as moléculas volateis hexanal e 2-
hexanal-(E) sao responsaveis por odores verdes, detectando, em sua pesquisa, um
indice de retencdo de 4,25% e 0,59%, sendo observada a presenca das duas

moléculas no CM e Filme com 4% e 8%, porém em quantidades muito menores.
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Tabela 07: Componentes volateis do Coproduto de magéa (cm), Filme com coproduto de maca a 4% (Filme 4% cm), Filme com Coproduto de macga 8%,

(Filme 8% cm), Filme controle.

Compostos também

Indice de Filme Filme . .
Tempo Componentes retengdio CM 4% CM 8% CM Filme Identificados por outros
Controle autores
Aldeidos
2.56 Metilglioxal 970 - <LQ <LQ 016£000 R
4.18 Pentanal 666 0.32+0.07 0.63£0.05  0.80+0.04 020£0.00 TR
KIM et al 2018; GONG et al 2019;
JAZANTTI, FRANCO, WOSIACKI
6.49 Hexanal 770 4.11+0.46 5.69+0.26 6.85+0.23 1,04+0,00  2003; STROJNIK et al 2018;
DIXON, HEWETT 2000; MANNCCI
et al 2017; XIAOTANG et al 2016.
7.54 Furfural 7945 0.37+0.01 0.52+0.04 0.86+0.01 NPR
- JAZANTTI, FRANCO, LANCAS
2000; STROJNIK et al 2019;
DIXON, HEWETT 2000; MANNCCI
8.27 2-Hexenal, (E)- 822.4 0.30+0.03 0.14+0.01 0.45+0.02 ot al 2017; SIMOES
WASZCZYNASKY, WOSIACKI
20009.
NPR
10.17 Heptanal 880.5 2.32+0.13 1.91+0.04 2.04+0.02 0.41+0.01
- MANNCCI et al 2017
12.64 2-Heptenal, (2)- 929.5 0.98+0.04 3.19+0.09 4.32+0.05
. - STROJNIK et al 2019; KIM et al
12.89 Benzaldeido 927.85 2.55+0.12 0.61+0.03 1.10+0.03 2018,
SIMOES, WASZCZYNASKY,
14.84 Octanal 981.5 0.65+0.03 2.96+0.03 4.16+0.07 1.56£0.08  WOSIACKI 2009; KIM et al 2018;
MANNCCI et al 2017.
, - KIM et al 2018
16.73 Benzenoacetaldeldo 1030 ; 0.63:0.00  0.96+0.01 e
(feniletanal)
- GONG et al 2019
17.58 2-Octenal, (E)- 1034 1,05+0.04 2.26+0.02 2.60+0.05
- KIM et al 2018; MANNCCI et al 2017
20.05 Nonanal 1104.5 5.32+0.14 12,24+0.10  12.10+0.11
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Tabela 07: Componentes volateis do Coproduto de maga (cm), Filme com coproduto de magé a 4% (Filme 4% cm), Filme com Coproduto de maga 8%,
(Filme 8% cm), Filme controle.

(Continua)
- NPR
22.75 2-Nonenal, (E)- 1133.3 1.1210.04 1.04+0.04 1.10£0.03
25.08 Decanal 1183 0.79:0.14 1.22£0.01  1.66£0.02 - ot et al 2018, WANG ET et a
Cetonas
- -hi i - NPR
2,55 2-Propanone, 1-hidroxi 653 0.100.04 ; ;
(Hidroxipropanone)
6.21 Ciclopentanone 757.8 - 4.3040.04 4.14+0.02 1.88+0.04 NPR
_Ci - NPR
969 1,3,5,7-Ciclooctatetraeno 880 0.84+0.02 ) )
([8]Anuleno)
13.57 1-Octen-3-one 956 - 1.25+0.04 1.74+0.03 - KIM et al 2018
14.05 6-Metilhept-5-en-2-one 959 7.99+0.36 3.51+0.04 3.87+0.07 - KIM et al 2018; GONG et al., 2019.
19.00 3-Nonanone (Etil hexil cetona) 1069.8 0.80+0.03 - - - NPR
. i-hidro-5- - NPR
32.46 2(3H)-Furanona, di-hidro-5- 445, 5 0.59+0.08 i i
pentil- (y-n-Amilbutirolactone)
- ien-2- - NPR
36.42 5.9-Undecadien-2-one, 6,10- 1457 5 - i 1.6740.06
dimetil-
Alcoois/Fenéis
STROJUNIK et al 2019; MANNUCCI
et al 2017; DIXON, HEWETT 2000,
8.80 Hexanol 846.5 3.87+0.52 - - KIM ot al 2018: GONG et al: WANG
et al 2019; XIAOTANG et al 2016.
13.57 1-Octen-3-ol 961 - 0.78+0.02 0.80+0.02 KIM et al 2018
NPR
5-Hepten-2-ol, 6-metil- (2- ) )
14.37 Metil-2-hepten-6-ol) 973.1 3.42+0.15
(Metilheptenol)
NPR
16.14 1,4-Diclorobenzeno 991.21 - 0.84+0.01 1.04+0.01 1.41+£0.10
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Tabela 07: Componentes volateis do Coproduto de maga (cm), Filme com coproduto de maca a 4% (Filme 4% cm), Filme com Coproduto de maca 8%,

(Filme 8% cm), Filme controle.

(Continua)
18.42 Fenol, 4-metil- (p-cresol) 1055.4 0.57+0.07 - - NPR
20.48 Alcool feniletilico 1083.05 5.24+0.34 - - GONG et al., 2019
Acido
3.57 Acido tioacético 660 0.46+0.02 0.75+0.06 0.80+0.01 - NPR
Ester
< e o MANNUCCI et al 2017; DIXON,
3.17 Acido acético, éster etilico  586.5 - 0.55+0.02 0.21+£0.00 0.26+0.01 HEWETT 2000
Acido o, ést DIXON, HEWETT 2000; GONG et al
cido hexanoico, éster i 2019; JANZANNTTI, FRANCO,
14.61 etilico 978 2.25+0.13 - - LANCAS 2000; MANNUCCI et al
2017: XIAOTANG et al 2016.
i f - KIM ET AL 2018; JANZANNTTI,
2433 Acido hexanoico, éster 1170.5 0.88+0.04 ; ] FRANCO, LANCAS . 2000.
etilico ( hexanoato bUtIlICO) MANNUCCI et al 2017.
Aci 300 & KIM et al 2018:WANG et al 2019
2457 Acido octandico, ester 1174 0.83+0.09 0.23+0.00  0.35:0.01 oa ot
etilico (octanoato de etila) -
Acido butandico. éster 2 - MANNUCCI ET AL 2017; KIM et al
cido butandico, éster 2- 2018; GONG et al 2019, WANG et al
26.46 ot hexico 1227.5 336012  0.75:0.03  1.07+0.01 T o1, WS o
LANCAS 2000
Acido acético, éster , 2- - NRP
27.44 feniletilico (acido acético 1223.9 0.83+0.11 - -
éster fenilico)
Aci 5i 3 NRP
31.87 Acido benzenopropandico, 445 5.51+0.37 1.45+0.02  3.14%0.15
éster etilico
Aci i - NRP
33.60 Acido hexanoico, ester 1374 3.6840.13 0.63£0.04  1.02+0.01
hexilico
34.01 Acido decanoico, éster etil 1378 0.78+0.09 - - NRP
. B . - NRP
37.33 Acido 2-propandico,3-fenil- 4 45¢ 2304013 0324001  0.910.02

, éster etilico
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maca (cm), Filme com coproduto de maga a 4% (Filme 4% cm), Filme com Coproduto de maca 8%,

(Continua)
Acido 1,2- NRP
40.10 Benzenodicarboxilico, 1578.9 - - - 0.52+0.00
éster dietilico
Acido octandéico, éster - NRP
42.06 hexilico(Hexill caprilato de 4574 0.47+0.09 0842002  1.00£0.02
hexilo), (octanoato de
hexilo)
o o, . NRP
42,51 Acido dodecanoico, éster 4574 5 1.92+0.17 ; ;
etilico
1,6 Dioxaciclorodecano - NRP
42.49 7,12-diona (éster 1890 ; 27.85:026  39.40%0.67
tetrametilico ciclico do
acido adipico)
Acido hexanoico, éster 2-
42.63 feniletilico 1611 - - - 0.100.00
Acido hexanodidico,éster NPR
45.76 1 4-butanodiol 1890 77.861.35
Eter
2.36 2-Propanol, 1-metoxi- 673.2 0.09£0.00 - - 020:002 °F
3.29 Metano oxibis dicloro 987 - - - 0.10+0.00 NRP
L e NPR
468 Anidrido acetico (eter 706 ] <LQ <LQ 0.15+0.00
acetil)
10.35 Etanol, 2-butoxi- 895.3 - 0.2620.00 0.2920.00 NRP
21.76 Diglicerol 1504 - 3.48+0.15 3.92+0.14 11,40+0.09 NRP
Hidrocarbonetos
_ NRP
5.47 Ciclobuteno, 2-propenilideo 735 - 1.19+0.02 0.99+0.02
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Tabela 07: Componentes volateis do Coproduto de magéa (cm), Filme com coproduto de macgéd a 4% (Filme 4% cm), Filme com Coproduto de maca 8%,
(Filme 8% cm), Filme controle.

(Continua)
NPR
5.72 Tolueno 747 - - - 0.88+0.01
-metileno-(1- - NRP
6.15 Heptano, 3-metileno-(1 767 0.78+0.07 1.86+0.12 0.45+0.03
Hexene, 2-etil-)
8.36 Etilbenzeno 854 - 0.03+0.00 1.02+0.00 - KIM et al 2018
8.49 Feniletano 854 - <LQ <LQ- 0.10+0.00 NPR
29.94 1-Deceno, 4-metil- 1041 - 0.61+0.01 0.08+0.00 - NRP
43.59 alfa-Patchoulene 1460 1.18+0.07 - - - NRP
Terpenos
GONG et al 2019
18.23 2-Furanmetanol, 5-
’ eteniltetrahidro-a,a,5- 1076.5 1.37+£0.11 - -
trimetil-, cis- (cis-oxido
cislinalol) (6xido linalol)
37.59 cis-B-Fareseno 1449 0.38+0.04 - - NRP
37.87 a-Curcumene 1470 1.20+0.08 - - NRP
1,3,6,10-Dodecatetraene, NRP
38.21 3,7,11-trimetil-, (Z,E)- 1481.5 1.65+0.06 - -
(cis,trans-a-Farneseno)
KIM et al 2018; GONG et al 2019;
39.00 a-Fameseno 1497.5 25724038  3.69+0.06 5.75+0.09 o 2015 ANANTTL. ERANGO,
2003.
Outros
0.08+0.00 NPR
2.64 Sulfeto de carbono (Metila 55 0.44+0.04 0.030.00

de dissulfeto)
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Tabela 07: Componentes volateis do Coproduto de maga (cm), Filme com coproduto de macga a 4% (Filme 4% cm), Filme com Coproduto de maga 8%,
(Filme 8% cm), Filme controle.

(Continua)
Tioureia (B- - NPR

2.71 Tiopseudourea), ( 531 0.21+0.01 ]
dioamida de acido
tiocarbonico)

3.27 Metano, tricloro- 601 ; 0.2940.02 0.1040.00
(Cloroférmio)

CM= Coproduto de maga; Filme 4% de CM= Filme com 4% de coproduto da mac¢3a; Filme 8% de CM= Filme com 8% de coproduto de maga <LQ=menor do
que o limite de quantidicagado; NPR= nenhum trabalho reportado previamente.

NPR
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Com relagdo a classe das cetonas, nesta pesquisa, foram identificados 5
compostos no CM, 3 cetonas em ambos os filmes (Filme 4% CM e Filme 8% CM) e
2 compostos cetonicos no Filme Controle. O composto ciclopentanone nao foi
detectado no CM, porém estava presente no Filme Controle e no Filme 4% CM e
8% CM. Ja o composto 6-metilhept-5-en-2-one foi detectado nas trés amostras em
alta concentragao, representando 7,99% da area relativa total no CM e 3,51% e
3,84% no Filme 4% CM 4% e 8%, respectivamente. Os autores Kim et al. (2018) e
Gong et al., (2019) reportaram um indice de retencédo de 10,35% para a macga da
variedade Fuji in-natura. O composto 5,9-undecadieno-2-one,6,10-dimetil foi
quantificado apenas no FC, representando 1,67% da area de pico respectivamente.
Os demais compostos cetonicos identificados nesta pesquisa sdo exclusivos do
coproduto da maga e como nao foram encontrados relatos desses compostos na
fruta in-natura na literatura, tais leituras e determinacdes sao inéditas.

Os alcoois e fendis no CM remetem a 4 compostos, totalizando 13,1% da
area relativa. O composto alcool feniletilico teve a maior porcentagem da area total
do cromatograma, 5,24%. Nos filmes com coproduto de maga foram identificados
apenas 2 compostos: o alcool 1 octen-3-ol e o fenol-1,4-diclorobenzeno, esse
ultimo foi encontrado também no Filme Controle, porém os dois compostos nao
foram identificados na amostra do CM.

O alcool hexanol representou uma area de 3,87% da area total relativa do
CM, no entanto nao foi detectado nos filmes contendo CM e no Filme controle.
Esse composto foi reportado por varios autores na literatura para a fruta da maca
in-natura, conforme descreve a Tabela 07, na coluna “relato prévio de outros
autores”. Outro relevante estudo relacionado ao indice de retencédo de hexanol foi o
de Mannucci et al. (2017), que pesquisaram o perfil do aroma da maga com
revestimento comestivel de gelatina no decorrer do armazenamento, detectaram o
indice de 8,81% para o tempo 0, resultando em um decréscimo pos 21 dias de
armazenamento de aproximadamente 50% para o hexanol.

Além dos aldeidos, o grupo dos ésteres também é responsavel pelo aroma
da fruta em questdo, sendo considerado o mais importante na atribuicdo dessa

caracteristica. Assim, na presente pesquisa, foram identificados 11 ésteres no CM,
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totalizando 22,81% da area relativa de pico (tabela 07) ja para o Filme 4% CM e
Filme 8% CM foram detectados 8 compostos e 4 esteres para o Filme Controle.

O composto 1,6 dioxaciclododecano-7,12-diona (éster tetrametilico ciclo do
acido adipico) ndo estava presente no CM e no Filme Controle, porém foi o
composto majoritario entre todas as classes de compostos detectados tanto para o
Filme 4% CM, (27,85%) quanto para Filme 8% CM (39,40%). Provavelmente, a
formacao desse composto s6 ocorre a partir da interagao entre os ingredientes do
filme biodegradavel com o subproduto da macga, a literatura também n&o mostrou
relatos desse composto em macads e suco de maga. O composto acido
hexanodioico, ester 1,4-butanodiol foi o composto majoritoria encontrado no filme
controle com um pico de retencéo de 77,86%.

Para os demais ésteres presentes no Filme 4% CM, totalizaram um valor
total da area do pico de 4,77%; ja os detectados no Filme 8% CM, resultaram em
7,7% da area total relativa. Esses valores sao relativamente baixos, pois os ésteres
podem ter sofrido degradacdo no processo de formagao do filme biodegradavel,
tendo em vista que o filme atinge 120 e 125°C em seu processamento. Devido a
delicadeza e a complexidade da mistura que forma os aromas, esses compostos,
quando submetidos a processos tecnoldgicos, industriais ou diferentes condigdes
de temperatura, umidade e luz, podem provocar alteragdes como oxidagao dos
componentes e reagbes térmicas levando a ocorréncia de transformacdes
(MARQUES, PASTORE, 1999).

Na literatura, Simdes, Waszczynaskyj e Wosiacki, (2009) descrevem em sua
pesquisa, que o aroma fundamental da macéa se deve a trés ésteres e a aldeidos: o
acetato de etila, o acetato deisoamil, 0 hexanoato de etila e o acetaldeido. Apesar

de serem considerados importantes para o aroma das macgas, nao foram
detectados no coproduto da maca; uma explicacado para tal fato € que a industria
onde foi coletado o bagago da macgéa para a pesquisa, extrai todo o aroma para ser
comercializado separadamente do suco, sendo de interesse que esses compostos
sejam extraidos ao maximo ou por completo do coproduto.

E importante destacar que ndo foram identificadas moléculas como o
acetaldeido e o etanol no CM e nos filmes contendo CM. Estas moléculas, segundo
Mannucci et al., (2017), propiciam um aroma desagradavel (picante), assim as
possibilidades de aplicagdo tendem a ser maior para esse coproduto e seu

respectivo filme.
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Janzantti, Franco e Wosiacki (2003) caracterizaram a maca Fuji com elevada
quantidade de ésteres, compreendendo aproximadamente 68% da area relativa,
identificaram os compostos acetato de 2-metil butila, acetato de butila e acetato de
hexila, como sendo majoritarios na classe dos ésteres, porém esses trés
compostos ndao foram identificados para o presente estudo no CM e seus
respectivos filmes.

Nesta pesquisa o composto éster com maior porcentagem da area total
detectado para CM foi o acido benzenopropandico éster etilico com 5,51% da area
total do cromatograma (Tabela7).

Para a classe dos acidos, apenas o acido tioacético foi identificado no CM e
nos filmes (Filme 4% CM e Filme 8% CM), porém, nao foi encontrado no Filme
Controle. A literatura também nao relata a detecgédo desse acido na maca in-natura.
No entanto, Fertonani et al. (2006) em sua pesquisa relatam valores de acidez
titulavel para o bagago da macga em torno de 1% para a base umida e 1,14% para
base seca. Sendo, portanto, facilmente percebido olfativamente o aroma acidificado
no bagago da maca apos o processamento do suco.

Com relagdo a classe dos éteres, o 2-propanol 1-metoxi foi encontrado
apenas no CM (0,09%) e no Filme controle (0,20%), e o etanol, 2-butoxi estava
presente em ambos os filmes (Filme 4% CM e Filme 8% CM), mas também em
baixas proporgcdes. A molécula de dicligerol foi majoritaria entre os filmes e como ja
descrita anteriormente, € wusada como ingrediente plastificante no filme
biodegradavel sendo responsavel por 11,40% da area total do cromatograma no
Filme Controle (Tabela 7).

Para os hidrocarbonetos, foram detectados apenas 2 compostos no CM,
sendo o composto heptano, 3-metileno (1 hexeno, 2-etil representando 0,78%) e a
molécula alfa-Patchoulene (1,18%). Ja nos filmes foi identificada a presenca de 4
hidrocarbonetos, como pode ser observado na tabela 07. Nenhum desses
hidrocarbonetos foi detectado no Filme controle.

Kim et al. (2018) relatam a presenga da molécula de etilbenzeno na maga in-
natura, porém esse composto nao foi detectado na amostra do CM, apenas nos
filmes contedo CM.

Cinco terpenos foram identificados no CM, que representam 30,32% do valor
relativo da area total. Dentre esses compostos, destaca-se o composto a-

Farneseno por ser responsavel por 25,72% do valor relativo da area de pico do
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CM, chegando a ser superior a area total dos aldeidos, cuja classe esta
representada pelo maior numero de compostos identificados. O a-Farneseno foi o
unico composto da classe dos terpenos presente no CM e também em ambos os
filmes Filme 4% CM (3,69%) e no Filme 8% CM (5,75%). Porém, o O a-Farneseno
nao foi encontrado no Filme Controle. Janzantti e Franco (2003) detectaram indice
de 20,9% da area de retencao de a-Farneseno para a fruta in-natura e Gong et al.
(2019). Relataram indice de retencao de 25,89% para macgas da variaedade Fugi.

O composto a-Farneseno € comumente encontrado na cera que envolve a
casca da maca e sua biossintese aumenta durante o amadurecimento da fruta ou
estocagem refrigerada, relacionando-se com o aumento da produgdo de etileno,
(JU, CURRY, 2000). Esse fato pode explicar o valor elevado de retencéo do o-
Farneseno, pois o coproduto para esta pesquisa provém de magas estocadas em
camara fria.

Janzantti, Franco e Wosiacki (2003) estudaram o efeito do processamento
na composicao de volateis de suco clarificado de macga Fuji e verificaram que os
compostos volateis identificados compreenderam aproximadamente 97% da area
relativa. Durante o processamento, ndo ocorreu a formacdo de novos compostos
volateis e as mudangas observadas foram quantitativas, pois o uso do calor no

processamento provocou a perda de compostos volateis em grande extensao.

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.6.1 Concentragcao Inibitéria minima (CIM) e Concentragcao bactericida
minima (CBM).

Com o intuito de determinar as propriedades antimicrobianas dos
coprodutos e filmes biodegradaveis produzidos, foram conduzidas analises
laboratoriais frente a os microrganismos Staphylococcus Aureus ATCC 25933
(cocos, gram-positivo), Salmonella thyphimurium ATCC 14028 (bastonete gram-
negativo) e Escherichia coli, ATCC 25922 (bacilo gram-negativo).

As concentracdes dos extratos das amostras testadas nesta técnica foram
de 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,76 e 0,38 mg/mL para os coprodutos testados (CP e
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CM) e seus respectivos filmes (Filme 4% CP e Filme 4% CM e Filme 8% CM). A
analise foi realizada em triplicata e os resultados encontram-se dispostos na Tabela
08 e nos apéndices (Staphylococcus Aureus ATCC 25933/Apéndice-G; Salmonella
thyphimurium ATCC 14028 /Apéndice-H; Escherichia coli, ATCC 25922/Apéndice —

I) séo apresentadas as imagens dos resultados obtidos nesta analise.

Tabela 08: MIC das amostras que apresentaram atividade, frente aos microrganismos testados.

Microrganismo MIC mg/mL Respectivas amostras

Staphylococcus aureus

ATCC 25923 12,5e 6,25 CP
Salmonella thyphimurium

ATCC 14028 Todas negativas Todos negativas
Escherichia coli

ATCC 25922 Todas negativas Todas negativas

MIC: Concentragéo inibitéria minima; CP: Coproduto da prépolis.

O teste de CIM realizado frente a cepa de Staphylococcus aureus,
demostrou atividade antibacteriana para o CP nas concentracbes de 12,5 e 6,25
mg/mL. No entanto, para o CM e Filme 4% CM e Filme 8%CM e Filme 4% CP néo
foi observado atividade antibacteriana contra o Staphylococcus Aureus ATCC
25923.

Para os microrganismos gram-negativos Salmonella Thyphimurium ATCC
14028 e Escherichia Coli ATCC 25922, nao foi observado acéo de inibicdo minima
para o CP e CM e seus respectivos filmes (Filme 4% CP, Filme 4% CM e Filme 8%
CM) e Filme Controle, portanto ndo demostraram resultados antibacterianos.

Com relacdo a determinacdo da concentragcdo bactericida minima (CBM)
contra o microrganismo Gram-positivo Staphylococcus Aureus nas concentracdes
12,5 mg/mL (Apéndice-J) e 6,25 mg/mL (Apéndice-L) ndo houve resultado positivo,
indicando dessa forma efeito bacteriostatico para o extrato do CP, quando ocorre
s6 a inibigdo do microrganismo.

De acordo com Siripatrawan, Vitchayakitti, Sanguandeekul (2013), o extrato
de propolis é mais efetivo contra bactérias gram-positivas do que contra as gram-
negativas, Lu et al., (2005); Marcucci et al., (2001) também relataram que a
propolis possui atividade antibacteriana maior contra bactérias gram-positivas
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limitando-se esta ag&o contra as bactérias gram-negativas . As bactérias gram-
negativas possuem uma parede cecular quimicamente mais complexa e um teor
lipidico maior, o que explica essa maior resisténcia (VARGAS et al., 2004).

Bilal et al. (2017), explica em sua pesquisa que os compostos fendlicos
também agem como agentes antimicrobianos por meio da ligagdo de quelante de
metal e adesdo e complexacdo de parede celular. Ghimire, Yu e Chung, (2017),
enfatizam o poder dos compostos fendlicos contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas por conta da capacidade de inativar a adesao microbiana, diminuindo a
producdo de ATP e promovendo a degradagao da parede celular das bactérias.

Esse relato pode explicar o fato de o coproduto da prépolis possuir agao
antimicrobiana, e o coproduto da maga e os respectivos filmes ndo possuirem essa
funcao, pois apresentaram menor potencial de fendlicos, quando comparados ao
coproduto da propolis.

E possivel também relacionar a agdo antimicrobiana ao composto acido
benzoico, o mesmo foi dectetado nos compostos volateis do coproduto da propolis
(tabela 06), provavelmente age na membrana ou parede celular do microrganismo,
causando danos funcionais e estruturais (SCAZZOCCHIO et al., 2005).

Heimbach et al. (2016), que analisou o efeito inibidor do residuo de propolis
para as bactérias Staphylococcus A., Escherichia Coli, Salmonella e Klebsiell,
obteve efeito inibitdério para as concentragdes hidroalcolicas do residuo de 0,5g e
0,25g. Com relacao a outras bactérias, Francisco et al. (2018), reporta atividade
antifungica para o coproduto da prépolis, semelhante ao extrato da propolis para
cepas de Céandida Albicans.

Bodini et al. (2013) constataram que baixas concentragdes de extrato
etandlico de prépolis em filmes de gelatina (5g EEP/100 g gelatina) nao
apresentaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus. Aureus, no entanto,
concentragbes elevadas (40 a 200g EEP/100g gelatina) apresentaram atividade
inibitéria. Souza et al. (2015) relatam que filmes elaborados com extrato de propolis
(0,5; 0,75 e 1%) com amido de mandioca (técnica casting) apresentaram halos de
inibicao frente a Staphylococcus Aureus e Escherichia Coli.

Pastor et al. (2010) estudaram a atividade antifungica de filmes ativos a
base de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) contendo extrato etandlico da prépolis
contra Penicillium italicum e Aspergillus niger. Como resposta, os autores

verificaram que os filmes apresentaram efetividade na acgdo antifungica contra os
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fungos estudados, sendo mais intensa contra Penicillium sp., demonstrando que as
propriedades das substancias ativas naturais da prépolis foram preservadas.

Para o coproduto de mag3, a literatura ndo contém estudos que investigam a
acao antibacteriana, assim como ndo ha relatos de confeccdo de filmes

biodegradaveis com coproduto de maga que reporte acéo antibacteriana.
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6. CONCLUSAO

Retomando os objetivos estabelecidos ao inicio da pesquisa, € possivel
afirmar que, para a caracterizagdo fisico-quimica o coproduto da propolis
demostrou percentual elevado de proteina e lipidios. Ja o coproduto da maca
destaca-se por ser uma excelente fonte de fibra.

O coproduto da prépolis e maga demostraram ser boa fonte de composto
bioativo, pois sdo coprodutos com excelentes potencialidades tecnolégicas para o
desenvolvimento de possiveis novos produtos ou mesmo para agregar valor aos
produtos que ja existem. Porém o CP demostrou maior conteudo para fendlicos
totais e maior atividade antioxidante em relagédo ao CM.

Além disso, os dois coprodutos apresentaram potencial para aplicagdo em
filmes biodegradaveis como fonte de bioativos (antioxidante). No entanto, a partir
dos resultados obtidos nas analises, € possivel concluir que o Filme 4% CP teve
maior potencial de fendlicos totais e antioxidantes.

Com relacdo as propriedades mecéanicas dos filmes biodegradaveis
produzidos, esses apresentaram boas caracteristicas de resisténcia, flexibilidade e
rigidez para as concentragdes de coproduto testados quando comparados ao filme
controle.

Na avalicdo de compostos volateis nos coprodutos de prépolis, macga e
seus respectivos filmes biodegradaveis, essa pesquisa foi pioneira, pois néo ha, na
literatura, referéncia explicita para esse tipo de analise. O que se encontra sao
resultados de pesquisas para a maga in-natura, suco de maca e para a propolis, os
relatos referem-se a sua forma bruta ou a seu extrato e ndo aos seus coprodutos.

Entre os compostos volateis do coproduto da propolis e seu respectivo
filme, destaca-se a classe dos ésteres, terpenos e aldeidos, sendo o composto
majoritario para CP e Filme 4% de CP o acido benzenopropandico ester etilico.

Os compostos maijoritariamente detectados no coprduto da maca e seus
respectivos filmes foram os ésteres, aldeidos e terpenos. Destacando o terpeno a-
Farneseno, detectado em quantidade consideravel no coproduto da maca.

No entanto, sdo necessarias investigacbes mais profundas para tais
compostos, pois algumas pesquisas demonstram que plantas, muitas vezes,

acionam determinados compostos volateis como mecanismo de defesa. Nesse
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sentido, principalmente o coproduto da propolis merece mais atencdo cientifica
para possiveis aplicagbes tecnologicas que envolvem seus compostos volateis,
pois esse material configurou-se como mais promissor quanto as suas
propriedades quimicas e microbioldgicas e pelo fato de ser usado pelas abelhas
para proteger suas colmeias.

Quanto as analises microbiolégicas foi observado que apenas o coproduto
da propolis apresentou agao antimicrobiana e contra o Staphylococcus Aureus. O
coproduto de maca e os filmes testados ndo apresentaram agao antimicrobiana nas
concentracdes testadas.

Com a presente pesquisa, demonstrou que os coprodutos testados,
principalmente o da propolis, apresentam potencial antioxidante mesmo na
incorporagao de filmes biodegradaveis, sugere-se a continuidade da pesquisa em
um proximo trabalho, contemplando a aplicagdo desse tipo de filme, a fim de
verificar se ocorre retardo na oxidacao lipidica do alimento embalado com o filme

biodegradavel.
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Apéndice A — Cromatograma de compostos volateis da extragao em fase sélida do

coproduto da propolis.
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Apéndice B — Cromatograma de compostos volateis da extragdo em fase sélida do
filme com 4% de coproduto da prépolis.
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Apéndice C — Cromatograma de compostos volateis da extragcdo em fase sélida do
coproduto da maca.
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Apéndice D — Cromatograma de compostos volateis da extragdo em fase sélida do
filme com 4% do coproduto da maca.
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Apéndice E — Cromatograma de compostos volateis da extragdo em fase sélida do
filme com 8% do coproduto da maca.
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Apéndice F- Cromatograma de compostos volateis da extragdo em fase sélida do
filme controle.
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Apéndice G - Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) em
microplacas de 96 pogos para o microrganismo Staphylococcus Aureos. Figura A:
Filme Controle, CP: Coproduto da prépolis, CM: Coproduto da macga, Filme BHA
1%: Filme com BHA 1%; C.Micro: Caldo inoculado com microrganismo. Figura B;
Filme 4% CM: Filme com 4% coproduto maga; Filme 8%CM: Filme com 8% de
coproduto de maca; Filme 4% CP: Filme com 4% de coproduto de propolis;

0,38mg/mi
0,76mg/mi
1,56mg/mi
3,12mg/mi
6,25mg/ml

12,5mgfmi

0,38mg/ml
0,76mg/ml
1,56mmg/ml
3,12mg/ml
6,25mg/ml
12,5mg/ml

Filme 4% CM Filme 8% CM Filme 4% CP
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Apéndice H - Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em
microplacas de 96 pogos para Salmonella Thyphimurium. Figura A: Filme
Controle, CP:Coproduto da propolis; CM: Coproduto da maca; Filme BHA 1%;
Figura B: Filme 4% CM: Filme com 4% de coproduto de macga; Filme 8% CM:
Filme com 8% coproduto de maca; Filme 4% de CP: Filme com 4% de coproduto
de propolis.

Etanol Cloranfenicol Meio Inoculado

0.38mg/mi | ;
0.76me/mi | 0%
1,56mg/mi
3,12mg/mi
6.25mg/mi
12,5me/mi | R

0,38mg/ml
0,76mg/ml
1,56mg/mi
3,12mg/ml
6,25mg/ml

12,5mg/ml
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Apéndice | - Determinagéo da concentragao inibitéria minima (CIM) em microplacas
de 96 pogos para Escherichia Coli. Figura A: Filme Controle, CP:Coproduto da
propolis, CM: Coproduto da macga, Filme BHA 1%: Filme com BHA 1%. Figura B:
Filme 4% CM: Filme com 4% de coproduto de maga; Filme 8% CM: Filme com 8%
coproduto de maga; Filme 4% CP: Filme com 4% de coproduto de propolis.

Etanal Cloranfenicol peio Inoculado

0.38mg/mi
0.76mg/mi
1,56mg/mi
3,12mg/mi
6,25mg/mi
12,5mgfmi

0.38mg/ml
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Apéndice J — Determinagdo da concentragcdo bactericida minima (CBM) contra o
microrganismo Stapylococcus Aureus na concentragcédo 12,5 mg/mL.

Concentragdo CP 12,5 mg/mil
Stapylococcus Aureus
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Apéndice L — Determinagao da concentragao bactericida minima (CBM) contra o
microrganismo Stapylococcus Aureus na concentragéo 6,25 mg/mL.

Concentragdo CP 6,25 mg/ml
Stapylococcus Aureus



