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RESUMO

ARAUJO, Grace K. P. Desenvolvimento de filmes biodegradaveis de amido
incorporados com extrato de prépolis. 2014. 43 p. (Trabalho de Concluséo de
Curso de Graduacgéo do Curso Superior de Tecnologia de Alimentos). Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR. Campo Mouréo, 2014.

O desenvolvimento de polimeros biodegradaveis visa a reducdo do impacto
ambiental. Dentre eles, o amido tem se destacado por ser o mais abundante e o de
menor custo, além de apresentar possibilidades de modificacdo quimica, fisica ou
genética e originar filmes resistentes e biodegradaveis. Devido a preocupacdo
constante em se prevenir a deterioracdo quimica e, principalmente, microbiologica
dos alimentos, o interesse em embalagens ativas tem aumentado, e a incorporacéo
de compostos antimicrobianos em filmes biodegradaveis promoveria um novo meio
para a melhoria da seguranca e da vida de prateleira de alimentos prontos para o
consumo. A prépolis € uma substancia natural amplamente encontrada com elevado
potencial para atuar como aditivo em materiais poliméricos. Assim, o0 presente
trabalho objetivou desenvolver filmes biodegradaveis de amido de mandioca
incorporados com extrato etandlico de propolis (EEP) e avaliar as propriedades
mecanicas, de barreira ao vapor de agua, microestrutural e antimicrobiana. A
espessura, a densidade e resisténcia maxima a tracdo dos filmes com adicdo de
EEP nao apresentaram diferenca significativa. Para a elongacdo maxima na ruptura,
apenas o filme com a concentracdo de 0,75% de EEP apresentou um aumento
significativo. Para os valores da Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) as
formulacdes EP 0,5%, EP 0,75% e o controle apresentaram os maiores valores de
PVA, gquando comparado com EP 1%. Os resultados das imagens de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) da superficie e da fratura dos filmes revelaram que a
adicdo de EEP nd&o interferiu na estrutura interna da matriz polimérica. Os filmes
contendo EEP produzidos neste trabalho ndo apresentaram atividade antimicrobiana

contra S. aureus e Escherichia Coli.

Palavras-chave: embalagem ativa, amido de mandioca, prépolis, filme
biodegradavel.



ABSTRACT

ARAUJO, Grace K. P. Desenvolvimento de filmes biodegradaveis de amido
incorporados com extrato de prépolis. 2014. 43 p. (Trabalho de Concluséo de
Curso de Graduacgéo do Curso Superior de Tecnologia de Alimentos). Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR. Campo Mouréo, 2014.

The development of biodegradable polymers aims the reduction of
environmental impact. Among them, the starch has emerged to be the most
abundant, with low cost, and presents possibilities for chemical, physical or genetic
modification, originating resistant and biodegradable films. Due to the constant
concern with preventing chemical and mainly microbiological spoilage of food, the
interest in active packaging has increased, and the incorporation of antimicrobial
compounds into biodegradable films promote a new way to improve the safety and
shelf life of processed foods. Propolis is a natural substance widely found with high
potential to act as additive properties for polymeric materials. Thus, the present study
aimed to develop biodegradable cassava starch films incorporated with etanolic
propolis extract (EEP) and evaluate their mechanical, barrier, microstructural and
antimicrobial activity. The thickness, density and tensile strength of the films added of
EEP showed no significant difference in relation to control. For elongation at break,
only the film with 0.75% of EEP showed a significant increase. The values of water
vapor permeability (PVA) of the formulations EP 0.5 %, EP 0.75% and control
showed the highest values when compared with EP 1 %. The results of scanning
electron microscopy (SEM ) images of the surface and the fracture of the films
reveled that the addition of EEP did not interfere in the internal structure of the
polymer matrix. The films produced in this work containing EEP did not show

antimicrobial activity against S. aureus and Escherichia coli.

Keywords : active packaging, cassava starch, propolis, biodegradable film.
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1. INTRODUCAO

Os filmes plasticos séo utilizados em larga escala para embalar alimentos por
serem disponiveis em grandes quantidades, a baixo custo e com boas
caracteristicas mecanicas e de barreira. Entretanto, a poluicdo do meio ambiente
devido ao descarte de filmes plasticos de polimeros sintéticos sem nenhum controle
€ um grande problema mundial, tendo como desvantagem o fato de ndo serem
biodegradaveis, e estarem envolvidos em problemas de gerenciamento de residuos.
(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008; SOUZA, 2011).

Segundo Franchetti e Marconato (2006), no ano de 2003 a producao de
plasticos era superior 100 milhdes de toneladas, desse total 20% dos residuos
plasticos produzidos eram desprezados no meio ambiente. Segundo a Plastics
Europe (2011) a produgdo mundial em 2010 estava em torno de 265 milhdes de
toneladas.

Outra questao a se considerar € que as fontes de petroleo ndo séo renovaveis
fazendo necessaria a descoberta de substitutos, como plasticos e filmes
biodegradaveis de fonte renovavel, o que seria uma 6tima alternativa, especialmente
para embalagens descartaveis (SCHWACH; SIX; AVEROUS, 2008; PELISSARI et
al., 2013).

A biodegradacdo € um processo natural e complexo onde compostos
organicos, pelo intermédio de mecanismos bioquimicos, sdo convertidos em
compostos mineralizados simples e, entdo, redistribuidos no meio ambiente, atraves
do ciclo elementar, tal como o do carbono, nitrogénio e enxofre. Em sintese, a
biodegradacdo de um polimero € o processo intrinseco pelo qual microrganismos e
suas enzimas consomem este polimero como fonte de nutrientes, em condicdes
normais de umidade, temperatura e pressdo. Os polimeros melhor adaptados a
biodegradacdo sdo aqueles hidrolisaveis a CO, e H,O, ou a CH4 e os polimeros
sintéticos que possuam estruturas préximas aos naturais (LIMA, 2004; BARDI,
ROSA, 2007).

Os filmes biodegradaveis vao de encontro as necessidades atuais, pois estes
geralmente sdo produzidos com materiais biolégicos, como polissacarideos,
proteinas, lipidios e derivados. A obtengcdo dos mesmos, assim como a de

coberturas biodegradaveis esta baseada na dispersdo ou solubilizagdo dos
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biopolimeros em um solvente (agua, etanol ou acidos organicos) e acréscimo de
aditivos (plastificantes ou agentes de liga) obtendo-se uma solucdo ou disperséo
filmogénica. Apds o preparo, estas coberturas devem passar por uma operacao de
secagem para a formagdo dos filmes (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992;
HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

A escolha do material a ser utilizado na formulacdo dos filmes é muito
importante, pois deste dependeréo as interacdes entre os componentes do material,
gue poderdo interferir nas propriedades de barreira e mecanicas dos filmes
(BALDWIN; CARRIEDO, 1994). Entre estes, o amido tem se destacado por ser o
mais abundante e o de menor custo, além de apresentar possibilidades de
modificacdo quimica, fisica ou genética, origina filmes resistentes e biodegradaveis
(MALI et al., 2010; TEIXEIRA, 2007).

Devido a preocupacdo constante em se prevenir a deterioragcdo quimica e,
principalmente, microbiolégica dos alimentos, o interesse em embalagens ativas tem
aumentado, pois além de preservacdo do alimento esse tipo de sistema pode
apresentar funcionalidade adicional como suporte de substancias antioxidantes e
antimicrobianas. Assim a incorporacdo de compostos antimicrobianos em filmes
biodegradaveis promoveria um novo meio para a melhoria da seguranca e da vida
de prateleira de alimentos prontos para o consumo (BODINI et al., 2011; CHEN et
al., 2010).

Na selecdo de compostos bioativos, tais como agentes microbianos, deve ser
considerado que estes compostos, para aplicacdo em filmes ou recobrimentos
comestiveis, devem ter grau alimenticio e que sejam, preferencialmente, substancias
naturais, principalmente, devido aos efeitos adversos causados por substancias
sintéticas ao ambiente e a saude dos consumidores. Uma substancia natural
amplamente encontrada e que apresenta elevado potencial para atuar como aditivo
em materiais poliméricos é o extrato de propolis (BODINI et al., 2011).

A proépolis € um produto resinoso natural produzido pelas abelhas meliferas a
partir de substancias coletadas em diferentes partes das plantas, como brotos,
casca, botbes florais e exsudatos resinosos. As abelhas transportam estas
substancias até a colméia e as modificam por meio da adigcdo de cera, polen e
produtos do seu metabolismo (FISCHER et al., 2008).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir filmes biodegradaveis de amido por casting incorporados
diferentes concentracfes de extrato etandlico de propolis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da adicéo de extrato etandlico de propolis sobre:
e Propriedades mecanicas;
e Propriedades de barreira ao vapor de agua,

e Microestrutura;

e Atividade antimicrobiana dos filmes de amido de mandioca.

14

com
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMIDO

O amido é o polissacarideo de reserva dos vegetais e esta armazenado sob a
forma de granulos, que apresentam um certo grau de organizacdo molecular, o que
confere aos mesmos um carater parcialmente cristalino, ou semicristalino, com
graus de cristalinidade que variam de 20 a 45% (YOUNG, 1984).

O amido é formado por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose e a
amilopectina, com estruturas e funcionalidade diferentes (Figura 1). A amilose é um
polimero linear composto por unidades de D-glicose ligadas por ligagbes a-(1—4),
com grau de polimerizacdo de 200 a 3000, dependendo da fonte do amido. A
amilopectina ¢ um polimero altamente ramificado, com unidades de D-glicose
ligadas através de ligagbes a-(1—4) e ramificagdes em a-(1—6) (ELLIS et al., 1998).
Variagbes nas proporgdes entre estes componentes e em suas estruturas e
propriedades podem resultar em granulos de amido com propriedades fisico-
guimicas e funcionais muito diferentes, que podem afetar as suas aplicacdes
industriais.

A aplicacdo do amido na producédo de filmes se baseia nas propriedades
guimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na sua capacidade para
formar filmes. As moléculas de amilose em solucdo, devido a sua linearidade,
tendem a se orientar paralelamente, aproximando-se o suficiente para que se
formem ligagBes de hidrogénio entre hidroxilas de polimeros adjacentes. Como
resultado, a afinidade do polimero por 4gua é reduzida, favorecendo a formacéo de
pastas opacas e filmes resistentes (WURZBURG, 1986).

O gréanulo de amido pode ser submetido ao processo de formacao de gel, que
consiste no aquecimento de uma solucdo de amido-agua até uma determinada
temperatura, variando de acordo com a fonte botanica do amido. Durante esse
fenbmeno ocorre a ruptura das estruturas cristalinas do granulo de amido, o qual
absorve agua e intumesce irreversivelmente, adquirindo tamanho maior que o
original. A amilose encontrada no interior dos granulos é liberada durante e apés a
gelatinizagdo, formando uma fase continua de gel ao redor destes granulos,
resultando em um aumento da viscosidade. Apos a gelatinizagcdo do amido, quando

a temperatura € reduzida a ambiente, ocorre um rearranjo das moléculas por
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ligacdes de hidrogénio, fator que favorece a recristalizacdo, comumente chamada de
retrogradacéo. No processo de retrogradacado, ha liberacdo de moléculas de agua
anteriormente ligadas as cadeias de amilose, esse fenbmeno €& denominado
sinérese (BOBBIO; BOBBIO, 2003; HERMANSSON et al., 1996).
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Figura 1. Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b).

Fonte: Corradini (2005).

3.1.1 Amido de Mandioca

A producdo de mandioca (Manihot esculenta) encontra-se em ascensao no
pais, nos ultimos anos. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Econdmia (IBRE), o
Brasil € o maior produtor de mandioca do continente, com 24 milhdes de toneladas.
Durante o periodo de 1998 a 2005, a producao nacional aumentou 35% (IEA, 2007).

Destaca-se o Estado do Parana, terceiro maior produtor de mandioca do Pais,
gue € responsavel por 75% da producdo nacional deste amido; nos ultimos 15 anos
a producédo de amido de mandioca no Parana sofreu forte incremento, passando de
180 mil para 430 mil toneladas/ano (ABAM, 2008).
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Estima-se que o consumo per capita de mandioca, no pais, seja da ordem de
70 kg/ano, equivalente raiz. A farinha destaca-se como seu principal derivado, sendo
consumida em todo o Brasil, especialmente pela populacdo de renda mais baixa. O
consumo médio de farinha & de aproximadamente 18 kg/habitante/ano (60 kg
equivalente raiz) (IEA, 2007).

3.2 EXTRATO DE PROPOLIS

Por definicdo, a propolis € uma resina produzida pelas abelhas da espécie
Apis melifera. Coletadas de diferentes partes das plantas, como brotos, botdes
florais e exsudados resinosos, misturada com as secrecdes produzidas em seu
organismo, dando origem a um material de coloracdo e consisténcia variada,
utilizada para fechar pequenas frestas, embalsamar insetos mortos no interior da
colmeia e proteger contra a invasao de insetos e microrganismos (GHISALBERTI et.
al., 1979).

A coloracdo da propolis depende da regido, origem da planta e época de
extracdo, podendo variar do marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada
até o marrom avermelhado. Apresenta um odor caracteristico que pode variar de
uma amostra para outra. O ponto de fusdo é variavel entre 60 e 70°C, sendo que
pode atingir, em alguns casos, até 100°C (MARCUCCI, 1996).

Os principais compostos quimicos isolados da propolis até 0 momento podem
ser organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres alifaticos,
acidos e ésteres aromaticos, acucares, alcoois, aldeidos, &cidos graxos,
aminoacidos, esteroides, cetonas, charconas e di-hidrocharconas, flavondides,
terpendides, proteinas, vitaminas Bl, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais
(MENEZES, 2005). Dentre estes grupos de compostos, o grupo dos flavonoides, que
sdo membros de uma classe de compostos naturais tem sido objeto de consideravel
interesse cientifico e terapéutico, por atuarem como antioxidantes e apresentarem
atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune (HAVSTEEN, 2002;
WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004).



18

3.3 FILMES DE AMIDO

Filmes confeccionados exclusivamente com amido sdo pouco flexiveis e
guebradicos e se adequam com dificuldade aos processamentos convencionais, tais
como a extrusdo para a producdo de embalagens. Por esses motivos, a introducao
de aditivos as matrizes poliméricas torna-se necessaria, sendo a questado da rigidez
dos filmes resolvida através da adicdo de plastificantes, que melhoram suas
propriedades mecanicas (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993; SHIMAZU; MALI;
GROSSMANN, 2007).

A incorporacédo do plastificante aos filmes pode modificar as propriedades de
adesdo, permeabilidade ao vapor de 4gua, ao oxigénio e também as propriedades
mecanicas e térmicas. As interagfes entre os plastificantes e os polimeros podem
sofrer interferéncias de fatores como: tamanho molecular, configuragdo e namero
total de grupos hidroxilas dos plastificantes (BATISTA, 2004).

Para a escolha do plastificante a ser adicionado na formulacdo do filme, deve
ser considerada a compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizados, de
modo que 0 mesmo apresente-se totalmente disperso na solucdo filmogena,
evitando a formacao de um filme com camadas distintas (FARRO, 2008).

Para os filmes a base de amido, os plastificantes mais empregados sdo 0s
poliois, como glicerol e sorbitol, porém os efeitos provocados pelo glicerol sdo mais
acentuados que os provocados pelo sorbitol (MALI et al., 2005). O glicerol devido a
sua compatibilidade e interacdo com as cadeias de amido, aumenta a mobilidade
molecular e, consequentemente a flexibilidade dos filmes de amido. Contudo, um
efeito negativo do seu uso é o aumento da hidrofilicidade e permeabilidade ao vapor
de agua, causado por seu carater hidrofilico (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN,
2007).

Vérios estudos tém sido feitos para analisar as propriedades de filmes a base
de amido (ARVANITOYANNIS et al., 1998; GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 1999,
2000; LOURDIN et al., 1995; MALI; GROSSMANN, 2003; MALI et al., 2002, 2004,
2005).

Alves et al. (2007) produziu filmes de amido de mandioca pelo método de
casting com o objetivo de investigar o efeito do glicerol e amilose em suas
propriedades. Os resultados demonstram que os filmes com maior propor¢cédo de

amilose apresentaram-se mais fortes e menos permedveis ao vapor de agua.
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Dias et al. (2011) realizou um estudo para desenvolver filmes biodegradaveis
a base de farinha de arroz e aumentar as suas propriedades por refor¢ca-las com
fibras de celulose. Desta forma, os filmes de farinha de arroz, com e sem fibras
foram preparadas utilizando-se glicerol ou sorbitol como agente plastificante. Filmes
preparados com fibras e plastificados com sorbitol apresentaram menores
permeabilidades ao vapor de agua. Além disso, a utilizacdo de fibras de celulose,
como agente de reforco € uma alternativa viavel para melhorar as propriedades de
filmes a base de farinha de arroz, porque eles sao biodegradaveis e disponiveis a
baixo custo.

Galdeano et al. (2013) investigou o comportamento de filmes e laminados de
amido de aveia, produzidos por casting e extruséo, respectivamente, plastificados
com glicerol, sorbitol e ureia e armazenados em diferentes condi¢des de umidade
relativa. Pela andlise geral, os materiais plastificados com glicerol apresentaram
maior velocidade e capacidade de sor¢cdo de agua. No entanto, o sorbitol foi mais
efetivo, pois produziu materiais com propriedades mecénicas similares as dos outros

plastificantes.

3.4 EMBALAGENS ATIVAS BIODEGRADAVEIS

Embalagens ativas sdo aquelas que além de atuarem como uma barreira a
agentes externos procuram corrigir deficiéncias presentes na embalagem passiva.
Elas podem ser definidas como embalagens em que elementos adicionais foram
deliberadamente incluidos no material ou no espaco-livre da embalagem, para
melhorar seu desempenho (ROBERTSON, 2006).

Cunha et al. (2007) produziram filme de base celul@sica, pela técnica de
casting, incorporado com lactase para reducdo do teor de lactose presente no leite.
Os filmes adicionados de 1 e 1,5 mL da enzima lactase reduziram, respectivamente,
78 e 85% da lactose ap6s 24 horas de contato a 7°C e 92 e 100% ap6s 25 horas de
contato a 25°C. Os filmes apresentaram estabilidade quando estocados a
temperatura ambiente e de refrigeracdo. Portanto, o filme desenvolvido apresentou
potencialidade para ser usado como revestimento interno de embalagens para

acondicionatr leite.
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Alguns estudos relatam a adicdo de extrato etandlico de propolis (EEP) na
producédo de filmes biodegradaveis de diversas fontes, por seu efeito antimicrobiano
e antioxidadnte. Pastor et al. (2010) desenvolveram filmes a base de
hidroxipropilmetilcelulose e avaliaram o efeito da adicdo de EEP sobre as
propriedades mecanicas, de barreira ao vapor de agua e antifungica. Os filmes com
EEP apresentaram atividade antifingica, mas tornaram-se opacos e rigidos.

Bodini et al. (2013) produziram filmes a base de gelatina plastificados com
sorbitol e adicionados de diferentes concentracdes de EEP. Os filmes contendo EEP
tornaram-se menos rigidos, com menor permeabilidade ao vapor de agua e a
atividade antimicrobiana a Staphylococcus aureus ocorreu quando incorporado 40 g
de EEP / 100 g de gelatina. Outra questéo relevante € que os filmes mantiveram a

concentracao de polifenois durante 177 dias de armazenamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O amido de mandioca (Lorenz Alimentos S.A., Indaial, SC, Brasil) utilizado
nos experimentos foi adquirido na rede local de supermercados da cidade de
Luiziana, PR, Brasil. O plastificante utilizado foi o glicerol comercial da marca
Dindmica (S&o Paulo, Brasil). O extrato etandlico de prépolis foi adquirido na Real
Mel Empacotamento e Comércio de Produtos Alimenticios, localizada na cidade de

Campo Mourao, PR, Brasil.

4.2 PRODUCAO DOS FILMES DE AMIDO ADICIONADOS DE EEP

Os filmes estudados neste trabalho foram elaborados pela técnica de casting
de acordo com Mali et al., (2005). A concentracdo de amido foi de 3 g de amido /
100 g de solucéo filmogénica, a de glicerol foi de 20 g / 100 g de amido e foram
estudadas trés concentracdes de extrato alcoolico de propolis (0,5; 0,75; e 1%) em
relacdo a solucao filmogénica total.

Inicialmente, todos os componentes foram pesados e misturou-se a agua, o
glicerol e o amido em um béquer. Essa mistura foi aquecida até 70°C (para garantir
a gelatinizacdo do amido de mandioca) sob agitacdo manual, em uma chapa
aquecedora Solab (Piracicaba - SP, Brasil). Em seguida adicionou-se o EEP e
continuou-se a agitacdo até atingir a temperatura de 80°C. Essa soluc¢éo filmogénica
foi entdo espalhada em forma revestida de teflon (25 cm x 37cm) e seca em estufa
com circulacdo de ar (Nova ética, Vargem Grande Paulista — SP, Brasil) a
40°C/16horas.
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Tabela 1. Formulacdes utilizadas para a producéo dos filmes de amido de mandioca

incorporados com EEP.

Formulacao Agua(g) Glicerol(g) Amido(g) Propolis(g)
Controle 289,20 1,8 9 L

EP 0,5% 287,70 1,8 9 15

EP 0,75% 286,95 1,8 9 2,25
EP 1% 286,20 1,8 9 3

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 Analise Subjetiva

Refere-se a aparéncia do filme avaliada por observacfes tateis e visuais. O
filme deve apresentar uma superficie homogénea e continua, ou seja, foram
excluidos das andlises aqueles filmes defeituosos que apresentaram fissuras e
bolhas ap6s o processo de secagem, ou aqueles que continham particulas

insollveis.

4.3.2 Espessura
A medida da espessura dos filmes foi feita com micrémetro digital, marca
Starrett (Sao Paulo, Brasil) com resolu¢do de 0,001mm, em 10 posi¢cBes aleatorias

para cada amostra.
4.3.3 Densidade

A densidade foi determinada cortando-se amostras de 2 cm x 2 cm dos filmes.
Essas amostras foram desidratadas em dessecador contendo silica gel por trés
semanas e depois pesadas (MULLER; LAURINDO; YAMASHITA, 2008).

O célculo da densidade (g/cm?) foi feito com o auxilio da Equacéo 1:

2>

¢ (Equacéo 1)
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na qual, m é a massa da amostra (g), A é a area da amostra (4 cm?) e e é a

espessura (cm) da amostra.

4.3.4 Propriedades Mecanicas

Os ensaios mecanicos foram realizados no Laboratério do Programa de P0s-
graduacédo em Ciéncia de alimentos da Universidade Estadual de Londrina, Londrina
— PR, Brasil.

Os filmes foram cortados nas dimensdes de 50 x 20 mm e condicionados em
dessecadores contendo solugcdo salina saturada de nitrato de magnésio (53% de
umidade relativa de equilibrio) a 25 °C pelo periodo de 48 horas, conforme os
métodos e normas da American Society for Testing and Material (ASTM D-882-00,
2011). Ap6s o condicionamento, os ensaios de tracdo foram realizados em
texturometro, marca Stable Micro Systems, modelo TA XTplus (Inglaterra), com
distancia inicial das garras de 50 mm e velocidade de tracdo de 0,8 mm s™*. As
propriedades determinadas foram resisténcia méaxima a tracdo (MPa), alongamento
na ruptura (%) e modulo de elasticidade ou de Young (MPa). Foram realizadas 10

medidas para cada formulacéo.

4.3.4.1 Resisténcia maxima a tracao

A resisténcia maxima a tracdo (Rmax) é a relacdo entre a forca maxima
(Fmax) medida e a area (A) inicial do corpo de prova, a qual é calculada com os

valores de largura (L) e espessura (e) do corpo de prova, utilizando a Equacéo (2).

(Equacéo 2)
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4.3.4.2 Elongacéo na ruptura

A elongacado na ruptura (E) é a relacdo percentual entre a elongacao (Erup)
do corpo de prova na ruptura e o seu comprimento inicial, que corresponde a

distancia entre as garras (Dgarras) como mostrado na Equacao (3).

EI‘I{
E=—"2-100
D

Larras

(Equacéo 3)

4.3.4.3 Modulo de Young

O moddulo de Young (MY) foi determinado a partir da regido linear da curva de
tensdo versus deformacdo, conhecida como regido elastica, de acordo com a

Equacéo 4.

Fx DG
MY = (e.l) " Ay

(Equacéo 4)

Onde:

MY = Mddulo de Young (MPa)

Fx = Forca registrada no ponto x, da regido linear (N)
e = Espessura do corpo de prova (m)

L = Largura inicial do corpo de prova (m)

DG = Distancia entre as garras (m)

Ay = Alongamento registrado no ponto x (m)

4.3.4.4 Teste de Perfuracéo

O teste de perfuracéo foi utilizado para determinar a for¢ca (N) e a deformacao
(mm) das amostras sendo realizado de acordo com Sarantépoulos et al., (2002) com
algumas modificacfes. Os corpos de prova de 20 x 20 mm foram fixados em suporte
circular do texturdmetro (Stable Micro Systems, modelo TA XTplus, Inglaterra) e uma
sonda metalica de ponta esférica com diametro de 6,35 mm a uma velocidade de 25

mm/min fez a perfuracdo das amostras.
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4.3.5 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

As amostras foram caracterizadas pelo método gravimétrico, segundo
metodologia ASTM E-96-00 (2000). Cada amostra de filme foi cortada em formato
de disco com 60 mm de diametro e foram previamente condicionados em
dessecador sob umidade relativa (UR) de 53% a 25 °C durante 48 horas. Em
seguida, cada amostra foi fixada na capsula, vedada nas extremidades com graxa
de silicone e presos hermeticamente com 0s anéis para garantir que a migracéo de
umidade ocorresse atraves do filme. O interior da capsula foi previamente
preenchido com cloreto de calcio anidro (0% UR) e o sistema foi condicionado em
dessecador contendo solucéo salina de cloreto de sodio (75% UR) a 25°C.

Sucessivas pesagens foram realizadas a cada 2 horas, por um intervalo de
tempo de 24 horas. O ganho de massa (m) foi plotado em fung&o do tempo (t) sendo
determinado o coeficiente angular através da equacao da reta obtida por regressao
linear e a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) calculada através da
Equacéo 5:

m 1 ~
TPVA= —x~ (Equagéo 5)

A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada a partir da Equacao 6:

(TPVA X e) (Equacéao 6)
~ ps X (URy — URy)

Onde:

PVA = Permeabilidade ao vapor de agua (g.dia*.m™*.Pa™);

e = Espessura média do corpo-de-prova (m);

Ps = Pressao de saturacao e vapor a temperatura do ensaio (Pa);
UR; = Umidade relativa dentro do dessecador (%);

UR; = Umidade relativa dentro da capsula (%);

TPVA = Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g.h™*.m?2);

m = Ganho de massa de agua (g);

t = Tempo (s);

A = Area de permeacao do corpo de prova (m2).
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4.3.6 Cinética de Sorcéo de Agua

A cinética de sorcdo de umidade foi determinada conforme Mali et al. (2005).
Os filmes foram cortados em pedacos pequenos de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm e
foram previamente condicionados em dessecador contendo silica gel por 10 dias.
Em seguida, 0,5 g de cada amostras foram colocados em cadinhos de aluminio e
condicionados em dessecador com 53% UR a 25°C. As amostras foram pesadas em
sucessivos intervalos de tempo até atingir o equilibrio e o conteido de umidade foi
determinado pela secagem em estufa a 105°C. Os dados de sor¢cdo de umidade
foram ajustados ao modelo de Peleg (Equacdo 7) com auxilio do software Statistica

7.0. O teste foi conduzido em triplicata.

M(t) = mo + (t/ kg + ko.t) (Equacéo 7)
Onde:
M(t) = Umidade apGs o tempo t;
mo = Conteddo de umidade inicial;
k; = Constante de velocidade de Peleg (h / (g dgua / g sélidos));
ko, = Constante de capacidade de Peleg (g agua / g sélidos).

4.3.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise de microestrutura dos filmes foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletrénica da Universidade Estadual de Londrina, Londrina - PR, Brasil,
utilizando-se microscépio eletrbnico de varredura (FEI Quanto 200). As amostras
foram imersas em nitrogénio liquido para, serem fraturadas e em seguidas foram
mantidas em dessecador contendo cloreto de calcio (0% URE) por um periodo 48
horas para secar. As amostras secas foram cobertas com ouro em um Sputter
Coater (BAL-TEC SCD 050). Feito este preparo, as amostras foram visualizadas em

microscopio eletrbnico de varredura para analise da superficie e da area de fratura.
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4.3.8 Atividade Antimicrobiana

Para esta analise, inicialmente, a bactéria Staphylococcus aureus e
Escherichia Coli foram reativadas em caldo de soja triptica, a 35°C, até alcancar ou
exceder a turbidez de uma solu¢do padrdao de McFarland de 0,5. Placas de &gar
Muller-Hinton, previamente preparadas, foram entdo inoculadas em superficie com
0,1mL de Staphylococcus aureus e Escherichia Coli (108 UFC/mL) e discos de 2 mm
de diametro dos filmes foram colocados sobre a superficie das placas, sendo as
mesmas incubadas a 37°C por 24 horas. ApoOs este periodo observou se houve a

formacéo de halos de inibicao.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos resultados foi empregado o programa
computacional Statistica versdo 7.0 (STATSOFT, USA). Foram realizadas anélises
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao das médias, com nivel de

significancia de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE SUBJETIVA

Os filmes de amido de mandioca plastificado com glicerol (controle)
apresentaram-se transparentes, homogéneos, com boa manuseabilidade e né&o
contendo bolhas ou rachaduras na superficie.

A medida que foi adicionando-se o extrato etandlico de prépolis (EEP) os
filmes tornaram-se levemente amarelados, com bolhas pontuais na superficie e com

areas descontinuas.
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5.2 ESPESSURA E DENSIDADE

Os valores de espessura e densidade dos filmes de amido de mandioca com
incorporacao de EEP estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Espessura e densidade dos filmes de amido de mandioca incorporados
com EEP.

Formulacéao Espessura (um) Densidade (g/cm®)
Controle 106 + 122 1,39 + 0,022
EP 0,5% 104 + 14° 1,29 + 0,06°
EP 0,75% 110 £+ 92 1,30 + 0,05°
EP 1% 107 + 152 1,30 + 0,02°

% As médias na mesma coluna com diferentes letras diferem significativamente (p <
0,05) pelo teste de Tukey.

A técnica de casting utilizada no desenvolvimento dos filmes permitiu um
controle satisfatorio da espessura dos filmes, constatado pelos valores de espessura
apresentados na Tabela 2, que sdo estatisticamente iguais. Os filmes deste trabalho
apresentaram espessura maior quando comparado com a dos filmes de amido de
mandioca plastificado com glicerol ou sorbitol (MULLER; YAMASHITA; LAURINDO,
2008) e de filmes de amido de banana verde (PELISSARI et al., 2013).

A densidade dos filmes de amido foram estatisticamente (p < 0,05) iguais em
todas as formulacdes, indicando que a adicdo de EEP néo interferiu nesta
propriedade. Os valores de densidade neste trabalho foram menores que os valores
encontrados por Miller et al. (2008), para filmes de amido de mandioca plastificados
com 35 g/ 100 g de amido (2,46 g/ cm?) e préximos ao reportado por Pelissari et al.
(2013) em filmes de amido de banana verde (1,34 g / cm®).

5.3 PROPRIEDADES MECANICAS

As propriedades mecanicas dos filmes de amido de mandioca com

incorporacdo de EEP, apresentados em termos de resisténcia a tracdo (T),
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elongacdo na ruptura (E) e médulo de Young (MY), Forca na perfuracdo (P) e

Deslocamento na perfuracéo (D) encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades mecéanicas dos filmes biodegradaveis de amido de

mandioca incorporados com EEP.

Formulacéao Teste de tracao Teste de perfuracao

T (MPa) MY (MPa) E (%) P (N) D (mm)
Controle 6,7+22* 265+72° 18,8+55"° 22,2 + 4,62 2,7+0,42
EP 05% 6,3+1,32 156+37° 233+55%° 18,9+ 1,92 3,1+0,8
EP 0,75% 51+23 172 +50° 27,4 £ 572 15,5+ 4,52 25+0,22
EP 1% 55+1,62 145+44° 126+22° 11,3+34"” 2,9+0,92

T = Resisténcia maxima a tracdo; MY = Modulo de Young; E = Elongagéo na ruptura; P =
Forca na perfuracdo; D = Deslocamento na perfuracéo.

ab¢ As médias na mesma coluna com diferentes letras diferem significativamente (p < 0,05)
pelo teste de Tukey.

Os resultados indicam que os valores obtidos para a resisténcia maxima a
tracdo e para o deslocamento na perfuracdo dos filmes com adicdo de EEP néo
apresentaram diferencga significativa em relagéo ao filme controle. Para a elongagéo
maxima na ruptura, apenas o filme com a concentracdo de 0,75% de EEP
apresentou um aumento significativo em relacdo ao filme controle, possivelmente
devido ao seu efeito plastificante.

O madulo de Young € a relacdo entre a resisténcia a tragdo e porcentagem de
alongamento e indica a rigidez do filme, ou seja, quanto maior o valor do médulo de
Young mais rigido sera o filme (OLIVEIRA, 1996). Neste trabalho verificou-se que a
adicdo de EEP promoveu reducédo significativa de aproximadamente 50% deste
parametro. Possivelmente, a dispersdo de componentes na matriz polimérica pode
ter provocado o aparecimento de zonas de descontinuidades, resultando em
reducdo do modulo de Young, conforme relatado por Pastor et al. (2010). Outro fator
a se considerar € que o EPP contém ceras que pode ter atuado como plastificante,
gue aumentou a mobilidade das cadeias de amido deixando os filmes menos rigidos.

Com relacdo ao teste de perfuracdo, a incorporacéo de 1% de EEP reduziu
significativamente a forca na perfuracdo (F) para 11,3 N. De forma analoga ao
discutido anteriormente, o EEP atuou como plastificante, proporcionando maior

flexibilidade ao filme. Valores proximos de F (17,32N) foram encontrados em filmes
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de amido de aveia plastificado com glicerol (GALDEANO et al., 2013) e filmes de
amido de mandioca com alto teor de amilose (19,6 N) (ALVES et al., 2007). Ja os
filmes a base de farinha (6,0 N) e amido (8,1 N) de banana verde foram menos
resistentes (PELISSARI et al., 2013).

Em relacdo a dados encontrados na literatura sobre filmes biodegradaveis
contendo EEP, pode-se citar o estudo de Pastor et al. (2010), que verificaram que a
adicdo do bioativo em diferentes concentracdes (0 a 1,5%) em filmes a base de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) n&o afetou significativamente a tensédo na ruptura
e 0 modulo elastico dos filmes, mas a elongacdo na ruptura diminuiu
significativamente com o aumento da concentracédo de EEP.

Em filmes de gelatina adicionados de EEP (5 a 200 g de EEP / 100 de
gelatina) produzidos por Bodini et al. (2013) observou-se redugdo na resisténcia a
tracdo e no modulo elastico com o aumento na concentracdo de EEP. Os autores
atribuem estes resultados ao efeito plastificante do EEP.

Apesar da escassez de resultados que utilizam o EEP como componente
bioativo, a literatura reporta diversos estudos envolvendo a adicdo de outros
compostos antimicrobianos, sobretudo 6leos essenciais em filmes a base de
macromoléculas naturais, cujos efeitos da incorporacdo destas substancias nas
propriedades mecanicas parecem variar em funcdo da macromolécula utilizada, do
tipo e concentracdo do aditivo, e das interagbes entre macromolécula e o agente

antimicrobiano.

5.4 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA)

Os valores da Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) dos filmes de amido

de mandioca com incorporacéo de EEP estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) dos filmes de amido de

mandioca incorporados com EEP.

Formulacéo PVA x 10° (g.dia*.m™*.Pa™)
Controle 7,06 + 1,15°
EP 0,5% 8,03+ 0,70°
EP 0,75% 8,77 +0,74°
EP 1% 2,95+ 0,322

ab As médias na mesma coluna com diferentes letras diferem significativamente (p < 0,05)
pelo teste de Tukey.

A partir dos dados apresentados na Tabela 4, observa-se que as formulacdes
EP 0,5%, EP 0,75% e o controle apresentaram os maiores valores de PVA, quando
comparado com EP 1%, sugerindo que altas concentracdes de EEP alteram a
interacdo da dgua com a matriz polimérica, possivelmente devido a reducdo na
higroscopicidade dos filmes proporcionada pelos componentes hidrofébicos
presentes neste.

Pastor et al. (2010) também verificaram que a adicdo de EEP (0,125 a 1,5%)
em filmes de hidroxipropilmetilcelulose promoveram reducéo na PVA. De maneira
similar, Zivanovic, Chi e Draughon (2005) verificaram que filmes de quitosana
enriquecidos com 6leo de orégano apresentaram reducdo na PVA, devido a
hidrofobicidade do 6leo. Ojagh et al. (2007) também verificaram que a adicdo de
Oleo essencial de canela (0,4 — 2%) em filmes de quitosana promoveu reducao
significativa na PVA em todas as concentragdes estudadas.
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Figura 2. Curvas de sorcdo de umidade dos filmes de amido de mandioca

incorporados EEP a 53% UR.

As curvas de cinética de sorcdo de umidade dos filmes de amido adicionados

de EEP estdo apresentadas na Figura 2 e os parametros do modelo de Peleg

encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros do modelo de Peleg dos filmes de amido de mandioca

incorporados com EEP.

Formulacéo k1 ko R?
(h / (g dgual/g solidos)) (g agua/g sélidos)

Controle 170,3 29,0 0,99

EP 0,5% 173,8 29,3 0,99

EP 0,75% 167,7 28,6 0,99

EP 1% 182,5 30,6 0,99

k, = constante de velocidade de Peleg; k, = constante de capacidade de Peleg ; R?

coeficiente de determinacédo
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Avaliando as curvas de sorcdo de umidade (Figura 2), constatou-se que a
adsorcdo de umidade foi mais rapida nas fases iniciais do armazenamento e
qguantidades menores de &gua foram adsorvidos com o decorrer do tempo.
Comportamento similar foi verificado por Mali et al. (2005) em filmes de amido de
mandioca plastificado com glicerol ou sorbitol e por Galdeano et al. (2013) em filmes
e laminados de amido de aveia.

O modelo de Peleg se ajustou de forma satisfatéria, pois para todos os casos
o coeficiente de determinacdo (R? foi maior que 0,99. No modelo de Peleg, o
parametro k; esta relacionado a transferéncia de massa, sendo que quanto menor
ki, maior a velocidade inicial de sorcdo de umidade. k, esta relacionado a
capacidade de sor¢cdo de agua e, quanto menor k,, maior a capacidade de sorcéao.

O filme EP 1% apresentou maiores valores de k; e k, quando comparado com
as demais amostras sugerindo uma quantidade menor de agua adsorvida e em uma
velocidade reduzida. Esses resultados correlacionam com os de PVA discutidos
anteriormente, onde maiores concentracdes de EEP interferiram nas propriedades
de sorcdo de agua, conferindo um caréater levemente hidrofébico aos filmes.

Os parametros do modelo de Peleg estimados neste trabalho foram
superiores aos relatados por Mali et al. (2005) e Galdeano et al. (2013). As
diferencas podem estar relacionadas com os métodos de producédo dos filmes, com
a quantidade de plastificante adicionada e pela presenca de compostos no EEP que

diminuiu a hidrofilicidade.

5.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) da superficie e da
fratura dos filmes encontram-se na Figura 3.

Comparando-se as microgafias dos filmes contendo EEP (Figuras 3c, 3d, 3e,
3f, 3g e 3h) com o filme controle (Figuras 3a e 3b) verificou-se que a adi¢do deste
nao interferiu na estrutura interna da matriz polimérica, pois todos apresentaram
uma estrutura compacta, homogénea, sem poros e rachaduras o que segundo

Jensen et al. (2009) é um bom indicativo da sua integridade estrutural.
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(@) | (b)

(9) (h)
Figura 3 - Imagens de microscopia eletronica de varredura dos filmes de amido de

mandioca incorporados com EEP: (a) controle = imagem da superficie (800x); (b)
controle = imagem da fratura (1.600x); (c) EP 0,5%= imagem da superficie (800x); d)
EP 0,5% = imagem da fratura (1.600X); (e) EP 0,75% = imagem da superficie
(800X); () EP 0,75% = imagem da fratura (1.600X); (g) EP 1% = imagem da
superficie (800X); (h) EP 1% = imagem da fratura (1.600X).



35

Em relacéo a superficie dos filmes (Figuras 3a, 3c, 3e e 3g), estas mostraram-
se levemente rugosas, possivelmente associadas a formacdo de caminhos
preferenciais, durante a secagem, para a eliminagcdo do ar incorporado durante a
agitacdo intensa no processo de preparo dos filmes. De um modo geral as amostras

mostraram uma estrutura homogénea, independente da presenca ou néo do EEP.

5.7 Atividade Antimicrobiana

Os filmes contendo EEP produzidos neste trabalho n&o apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia Coli.

Todavia, estudos comprovam que em filmes contendo concentracfes de EEP
superiores ao utilizado no presente estudo, apresentam efeito inibitério sobre micro-
organismos.

Bodini et al. (2013) também constataram que baixas concentracées de EEP
em filmes de gelatina (5 g EEP/100 g gelatina) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana contra S. aureus.

PASTOR et al. (2010) estudaram a atividade antifungica de filmes ativos a
base de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) contendo EEP contra Penicillium italicum
e Aspergillus niger. Os filmes apresentaram efetividade na acgéo antifingica contra
os fungos estudados, sendo mais intensa contra Penicillium sp., demonstrando que
as propriedades das substancias ativas naturais da propolis foram preservadas.

O aumento na concentracdo de EEP nos filmes de amido seria uma
alternativa para que este viesse a apresentar atividade antimicrobiana e que
possuisse potencial para ser aplicado como embalagem ativa. Entretanto, testes
preliminares revelaram que concentragcdes superiores a 1% de EEP n&o possibilitou

a producéo de filme pela técnica de casting.
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6. CONCLUSAO

A espessura e a densidade dos filmes de amido nado tiveram diferenca
significativa, indicando que a adicdo de EEP né&o interferiu nos resultados e que, de
certa forma, o processo de secagem foi adequado.

Com relacdo as propriedades mecanicas, a incorporacdo de EEP reduziu a
rigidez dos filmes possivelmente pelo seu efeito plastificante. Para a Permeabilidade
ao Vapor de Agua (PVA) observou-se que a formulagdo EP 1% apresentou menor
valor de PVA, devido as ceras presentes no EEP que podem ter atribuido um caréater
hidrofébico.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da superficie e da
fratura dos filmes ndo mostraram diferenca, indicando uma matriz polimérica lisa e
homogénea.

Os filmes contendo EEP produzidos neste trabalho n&o apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia Coli. A solugdo seria o
aumento da concentracdo de EEP na formulacdo dos filmes, mas isto acarretou em
mudancas drasticas nas propriedades funcionais dos filmes, conforme revelado em
testes preliminares.

Apesar de se obter bons resultados, alguns desafios sdo encontrados, como o
método de fabricacao, chamado casting, pelo qual os filmes secam em placas dentro
de estufas. Este € um procedimento demorado. Outro aspecto € o aroma da

prépolis, que nao foi possivel ameniza-lo totalmente.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Empregar a agitagdo mecanica na producédo dos filmes para tentar incorporar
maiores concentragdes de extrato etandlico de propolis e assim o filme

apresentar atividade antimicrobiana.
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