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RESUMO

GARCIA, A. P. Desenvolvimento de filmes biodegradaveis ativos a base de amido de
milho adicionados de extrato de prépolis. 34 f. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Campo Mourao, 2016.

O emprego de polimeros biodegradéaveis tem se apresentado uma alternativa para reduzir
os impactos negativos gerados pelo descarte de materiais plasticos sintéticos no meio
ambiente. O amido se destaca como uma das matérias-primas na producao de materiais
biodegradaveis, pois apresenta alta disponibilidade, renovabilidade e baixo custo. Suas
limitagdes podem ser superadas através da modificagdo, como a modificagdo acida, que
altera as propriedades fisico-quimicas do amido, originando filmes e revestimentos
resistentes. Devido a grande importancia para a protecdo e seguranca de alimentos e
bebidas durante a distribuicao e estocagem, embalagens ativas vém sendo amplamente
estudadas, como os filmes antimicrobianos, que apresentam alguma substancia
antimicrobiana incorporada e/ou imobilizada no material da embalagem sendo capazes
de eliminar ou inibir microrganismos deterioradores e/ou patogénicos. Agentes
antimicrobianos naturais, tem chamado a atencdo de pesquisadores como a propolis,
relatada como efetiva contra bactérias patogénicas. Neste trabalho foram desenvolvidos
filmes a base de amido de milho acido-modificado, adicionados de extrato de propolis
em trés concentragdes diferentes (1,2%, 1,5%, 1,8%). A atividade antimicrobiana dos
filmes foi avaliada frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella,
Pseudomonas e Aeromonas, apresentando-se efetivo na inibicdo de Staphylococcus
aureus, para as trés concentragdes testadas, houve um aumento do halo de inibigao
conforme aumento de 3% na concentracdo do extrato de propolis. A incorporacdo de
extrato de propolis nos filmes ndo afetou negativamente as propriedades mecanicas
destes, havendo uma melhora na resisténcia a tracdo do material em relacao a formulagao
sem adi¢do deste composto.

Palavras-chave: filme biodegradavel, amido, filme antimicrobiano, prépolis.



ABSTRACT

GARCIA, A. P. Development of active biodegradable films maize starch base added
propolis extract. 34 f. 2015. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnoldgica Federal do Paranid. Campo
Mourao, 2015.

The use of biodegradable polymers is an alternative to reduce the negative impacts from
the disposal of synthetic plastic materials into the environment. Starch stands out as one
of the raw materials in the production biodegradable materials, because of its high
availability, renewability and low cost. Its limitations can be overcome by modifying
methods such as acid modification, altering the physicochemical properties of starch
resulting in films and coatings resistant. Because of the great importance to the protection
and safety of food and beverages during distribution and storage, active packaging have
been widely studied as antimicrobial films. When antimicrobial substance are
incorporated or immobilized on the packaging material they are able to kill or inhibit
spoilage and pathogenic microorganisms. Natural antimicrobial agents have drawn the
attention of researchers as propolis, reported as effective against pathogenic bactéria. In
this work films composed by acid-modified corn starch added with propolis extract in
three different concentrations (1,2%, 1,5%, 1,8%). The antimicrobial activity of the films
was evaluated against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella,
Pseudomonas e Aeromonas, presenting eftective in inhibiting Staphylococcus aureus for
the three concentrations tested, there was an increase of the inhibition halo as a 3%
increase in the concentration of the propolis extract. Propolis extract incorporation in
films led to the improvement in tensile strength of the material relative to the formulation
without the addition of this compound.

Keywords: biodegradable film, starch, antimicrobial film, propolis.
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1. INTRODUCAO

Polimeros sintéticos como os polietilenos, polipropilenos, poliestirenos,
poliésteres e poliuretanos sdo largamente empregados em diversas areas da industria,
principalmente em embalagens na industria alimenticia, devido as suas caracteristicas de
baixo custo, peso reduzido, elevada resisténcia, impermeabilidade, transparéncia,
capacidade de serem coloridos e impressos (ABIPLAST, 2009).

No entanto, estes materiais podem demorar entre 100 e 450 anos para se degradar
quando descartados no meio ambiente, e interferem de forma significativa nos processos
de compostagem e de estabilizacio biologica (SPINACE; de PAOLIL 2005). O aumento
da utilizagdo de plasticos ¢ de tal forma significativo que, em 2050, os oceanos terao mais
detritos desse material do que peixes, alertou o Forum Econdomico Mundial de Davos
(EXAME, 2016). Assim, surgem os esfor¢os para reduzir os impactos negativos gerados,
como o emprego de polimeros biodegradaveis. Os plasticos biodegradaveis quando
descartados no solo entram em contato com diversos tipos de microrganismos e se
degradam totalmente em um periodo de 6 a 12 meses (COUTINHO et al., 2004).

O amido vem se destacando como uma das matérias-primas na producao
de materiais biodegradaveis, pois apresenta alta disponibilidade e renovabilidade,
encontrado nos vegetais como milho, batata e mandioca, ¢ um polimero considerado de
baixo custo e pode ser obtido no mercado com boas propriedades (JACOB, 2006).
Todavia este polimero, assim como a maioria dos polimeros biodegradaveis usados para
a producao de materiais biodegradaveis, apresenta grande absor¢cdo de agua devido ao
carater hidrofilico, o que resulta na redugdo de propriedades mecanicas e estabilidade
dimensional. A modificagdo do amido ¢ uma alternativa que vem sendo desenvolvida ha
algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais limitagdes dos amidos nativos,
aumentando sua utilidade na industria (SPIER, 2010).

A modificacao acida envolve principalmente a quebra das moléculas do amido em
fragmentos de baixo peso molecular, levando ao aumento do niimero de moléculas
lineares menores em relagdo ao amido nativo, alterando suas propriedades fisico-
quimicas e deixando intacta a estrutura cristalina do granulo. O resultado ¢ o aumento da
tendéncia de gelificacdo da solucdo de amido e de formar gel sob resfriamento e repouso
(SANDHU et al., 2008).

Devido a grande importancia para a prote¢do e seguranca de alimentos e bebidas

durante a distribuicdo e estocagem, embalagens ativas vém sendo estudadas, pois sdo



11

sistemas que podem mudar a condi¢do de acondicionamento para aumentar a vida de
prateleira e melhorar a seguranga ou as propriedades sensoriais do produto, mantendo sua
qualidade (AZEVEDO, 2012). Dentre as embalagens ativas mais importantes e
promissoras encontram-se os filmes antimicrobianos, desenvolvidos com o objetivo de
reduzir, inibir ou retardar o crescimento de microrganismos na superficie dos alimentos,
quando em contato com produtos acondicionados (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).
Um agente antimicrobiano natural que vem sendo utilizado para diversos fins é a
propolis, cuja atividade antimicrobiana tem sido amplamente investigada. Seu efeito
contra uma gama de bactérias, fungos e virus data de 1940, apresentando atividade

variavel frente a diferentes microrganismos (BASTOS, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBIJETIVO GERAL

Produzir filmes biodegradédveis ativos a base de amido adicionados de extrato de

propolis, para utilizagdo como embalagens ativas antimicrobianas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Produzir filmes a base de amido de milho pela técnica de casting em meio acido;

« Avaliar filmes adicionados de diferentes concentragdes de extrato de propolis (1,2
%, 1,5% e 1,8%);

« Determinar as propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo, elongacdo na
ruptura e modulo de Young dos filmes produzidos;

« Avaliar o potencial antimicrobiano dos filmes produzidos frente a Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas e Aeromonas.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. MATERIAIS BIODEGRADAVEIS

A produgdo de novos materiais biodegradaveis, deve atender a alguns requisitos
principais como: ndo toxicidade sua e de seus produtos de degradacgdo; apresentarem
propriedades mecanicas adequadas; processabilidade e baixo custo (AMASS, AMASS;
TIGHE, 1998). A utilizacdo de polimeros biodegradaveis vem crescendo de forma
vertiginosa, o0 mercado mundial destes materiais em 1950 era de 5 milhdes de toneladas
e em 2011 chegou em torno de 100 milhdes de toneladas, sendo que o setor de embalagens
consumiu aproximadamente 42% do total (SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO,
2011).

Dentre os polimeros biodegradaveis disponiveis, o amido tem recebido uma
atencao especial no setor de embalagens pois trata-se de uma matéria-prima abundante e
disponivel em todo o mundo, que apresenta muitas possibilidades de modificagao
quimica, fisica ou genética capaz de originar filmes e revestimentos resistentes. O amido
de milho por exemplo, apresenta-se uma fonte potencial, tendo em vista que o Brasil € o
terceiro maior produtor mundial de milho. Segundo a Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento), a expectativa de producdo de milho para a safra 2016/17 ¢ em torno de

82 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2016).

3.2.  AMIDO

O amido ¢ um polissacarideo de reserva de cereais (milho, trigo e arroz),
tubérculos (batata) e raizes (mandioca), onde se encontra armazenado sob a forma
granulos. Possui carater semicristalino, com grau de cristalinidade que pode variar de 20
a 45% (CEREDA, 2002).

E formado por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose e a amilopectina, com
estruturas e funcionalidade diferentes (Figura 1). A amilose ¢ um polimero linear
composto por unidades de D-glicose ligadas por ligagdes o-(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 ligacdes a-
(1—4) e ramificagcdes em a-(1—6) (ELLIS et al., 1998). Varia¢des nas proporcdes entre

estes componentes € em suas estruturas e propriedades podem resultar em granulos de
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amido com propriedades fisico-quimicas e funcionais muito diferentes, que podem afetar

as suas aplicagdes industriais (MALI et al., 2010).
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Figura 1.Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b).

Fonte: Corradini (2005).

Segundo BULEON et al. (1998), os granulos de amido apresentam

carater

semicristalino, sendo formados por regides cristalinas (mais densas) e por regides

amorfas (menos densas), as quais se encontram distribuidas de forma alternada.

Apresentam birrefringéncia quando observados em microscopio Optico sob luz

polarizada, que esté relacionada basicamente com o arranjo cristalino nativo das fragdes

lineares da amilopectina, isto €, a por¢ao linear das moléculas de amilopectina forma uma

dupla hélice, sendo estabilizada por ligagdes de hidrogénio entre seus grupamentos

hidroxila, originando as regides cristalinas dos granulos. A regido amorfa ¢ composta

pelas cadeias de amilose e pelas ramificagdes da amilopectina.
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3.2.1. Amido modificado

Os amidos nativos apresentam algumas limitagdes para aplicagdes industriais,
devido a sua baixa resisténcia ao cisalhamento, retrogradagdo e sinérese elevadas. Estas
deficiéncias podem ser superadas submetendo o amido a modifica¢des, desenvolvendo
assim propriedades distintas do material, resultando em uma diversidade de aplicagdes
como na inddstria quimica e de alimentos (SANCHES- RIVERA et al., 2005). Estas
modificagdes podem melhorar por exemplo a formagado de filmes de amido.

A estrutura do amido pode ser alterada por métodos quimicos, fisicos, enzimaticos
ou pela combinacao de todos, com a formacao de material com propriedades diferentes
do amido nativo (CEREDA; VILPOUX, 2003). A hidrolise acida ¢ uma modificagao
quimica do amido, onde o amido € suspenso em solucao diluida de acido e mantido em
temperatura que varia da ambiente aquela logo abaixo da temperatura de gelatinizagao,
agitada até que a viscosidade potencial do amido esteja reduzida ao valor desejado, e
entdo ¢ neutralizada com hidréxido de s6dio ou carbonato de sodio (MOORTHY, 2000).
Durante o tratamento acido, a amilopectina ¢ degradada preferencialmente e de forma
mais rapida que a amilose. Em decorréncia hd um aumento relativo da amilose como
fragdo linear (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004). A principal caracteristica dos amidos
acido-modificados ¢ a baixa viscosidade a quente. Pode-se obter pastas com baixa

viscosidade durante a cocgao e géis firmes durante o resfriamento (CEREDA et al., 2003).

3.3.  PRODUCAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS DE AMIDO

A producdo de embalagens biodegradaveis a partir do amido esta relacionada com
as propriedades quimicas, fisicas e funcionais da amilose (WURZBURG, 1986).

Para a formacao de uma embalagem biodegradavel a partir do amido, ¢ necessario
que sua estrutura granular seja destruida, para originar uma matriz polimérica,
homogénea e essencialmente amorfa, que pode ser obtida através dos fendmenos de
gelatinizacdo e/ou fusdo. Nos processos de gelatinizagdo e fusdo ocorre a conversdo do
amido em um material termoplastico. O processo de gelatinizagdo pode ser definido como
fendmeno irreversivel que inclui a perda da estrutura cristalina do amido promovendo a
sua solubilizagdo. Quando uma suspensdo aquosa de amido ¢ aquecida, as ligacdes de

hidrogénio sdo rompidas, e as moléculas de dgua se ligam aos grupos hidroxila das
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moléculas de amido. Durante esse tempo, as duplas hélices da amilopectina desassociam-
se, resultando em maior intumescimento dos granulos e dissolugdo dos cristais (LIU et
al., 2009). A amilose encontrada no interior dos granulos ¢ liberada durante e apds a
gelatinizacdo, formando uma fase continua de gel ao redor destes granulos, resultando
em um aumento da viscosidade. Apos a gelatinizagdo do amido, quando a temperatura ¢
reduzida a ambiente, ocorre um rearranjo das moléculas por liga¢des de hidrogénio, fator
que favorece a recristalizagdo, comumente chamada de retrogradagdo (MALI;
GROSSMANN, 2010).

Dentre os processos de obtengdo de materiais a partir de amido pode-se citar a
técnica de casting, que se baseia na dispersao ou solubilizagdo dos biopolimeros em um
solvente (4gua, etanol ou acidos orgéanicos) com acréscimo de aditivos (plastificantes ou
agentes de liga) obtendo-se a solucdo ou dispersdo filmogénica. Essa solugdo ¢ vertida
sobre um suporte e levada para completa evaporagdo do solvente em condigdes
controladas, quando entdo o filme seco pode ser retirado do suporte (GONTARD;
GUILBERT; CUQ, 1992; ZACARIAS et al., 2007)

Para a melhoria das propriedades mecanicas dos filmes como a rigidez, faz-se
necessario a adicdo de plastificantes (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993). Os
plastificantes sdo moléculas pequenas, pouco volateis, adicionados aos polimeros de alto
peso molecular para amolecé-los ou abaixar seu ponto de fusdao durante o processamento,
ou para lhe adicionar uma flexibilidade ou extensibilidade semelhante a da borracha
(MATHEW e DUFRESNE, 2002). Para os filmes a base de amido, os plastificantes mais
empregados sdo os poliois, como glicerol e sorbitol, porém os efeitos provocados pelo
glicerol sdo mais acentuados que os provocados pelo sorbitol (MALI et al., 2005;
CHANG; KARIM; SEOW, 2006; SHIMAZU; MALI;, GROSSMANN, 2007). No
entanto, dependendo da concentragdo em que sdo empregados, podem causar um efeito
chamado antiplastificante, isto ¢, ao invés de aumentar a flexibilidade e hidrofilicidade,

podem causar um efeito contrario o que ndo ¢ desejavel (GAUDIN et al., 2000).

3.4. FILMES BIODEGRADAVEIS ATIVOS

Embalagens ativas podem ser definidas como embalagens em que elementos
adicionais foram deliberadamente incluidos no material ou no espago-livre da
embalagem, para melhorar seu desempenho (ROBERTSON, 2006). Entre os diversos

tipos de embalagens ativas conhecidas, as antimicrobianas e as antioxidantes, com agao
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sobre o produto embalado s3o de grande importancia (BRODY, 2001). A crescente
preocupagdo com a qualidade microbiologica dos alimentos tem aumentado o interesse
pelos filmes antimicrobianos. A embalagem antimicrobiana ¢ um tipo promissor de
embalagem ativa que apresenta substancia antimicrobiana incorporada e, ou imobilizada
no material da embalagem e ¢ capaz de eliminar ou inibir microrganismos deterioradores
e, ou patogénicos. O principio basico de atuagdo dessa embalagem ¢ a adi¢do de uma
barreira extra (microbiologica) as barreiras fisicas (oxigénio e umidade) (HAN, 2003).

Tradicionalmente, os compostos antimicrobianos sdo adicionados diretamente aos
alimentos, mas sua atividade pode ser inibida ou reduzida por substancias do proprio
alimento (QUINTAVALLA; VICINI, 2002). Na maioria dos alimentos frescos ou
processados, a contaminacdo microbiana ocorre predominantemente na superficie,
requerendo, assim, um controle efetivo do crescimento microbiano nesse local
(PADGETT et al., 1998). Diante disso, o emprego de filmes antimicrobianos pode ser
mais eficiente do que o uso direto de agentes antimicrobianos no alimento, pois o agente
migra seletiva e gradualmente da embalagem para a superficie do alimento, onde
mantém-se em concentragao necessaria para inibir o desenvolvimento de microrganismos
(OUATTARA et al., 2000).

Os filmes antimicrobianos devem: ser efetivos contra um largo espectro de
microrganismos, ser eficientes em baixas concentragdes dos aditivos incorporados, nao
causar alteragdes sensoriais no produto, ter custo compativel e atender a legislagao
vigente (AZEVEDO,2012).

Por se tratar de um antimicrobiano e antioxidante natural o extrato de propolis tem
chamado a atengdo de pesquisadores. O propolis ¢ uma substancia produzida pelas
abelhas da espécie Apis melifera, a partir de substancias de origem resinosa que estas
colhem do poélen e das plantas, sendo posteriormente misturadas com secregoes da propria
abelha (LUO et. al., 2011; VIUDA et. al., 2008). A sua composicao média ¢ de 45% de
resinas vegetais e balsamos, 30% de cera de abelhas e 4cidos graxos, 10% de oOleos
essenciais, 5% de pdlen, e 10% de outros compostos organicos e minerais (TYLKOWSKI
et. al.,2010). Sua composicao completa ¢ complexa, pelo menos 200 compostos ja foram
identificados em diferentes amostras, mas sua atividade antibacteriana e antifingica ¢
reportada como sendo devido aos flavonodides, acidos aromaticos e seus ésteres
(BURDOCK, 1998).

Alguns estudos mostram que o extrato etandlico de propolis ¢ eficiente contra

bactérias patogénicas (SANTOS et al., 2002; SONMEZ et al., 2005; KORU et al., 2007).
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A propolis age sobre a membrana citoplasmatica, reduzindo a mobilidade e
inibindo a atividade enzimatica de bactérias (MIRZOEVA et al, 1997).
Mohammadzadeh et al. (2007) avaliaram a eficiéncia contra bactérias e fungos como,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Aspergillus niger.

Ainda existem poucos estudos sobre a incorporacao de propolis em filmes
poliméricos, principalmente para aplicagdes alimenticias. ARAUJO et. al (2014)
produziram filmes a base de amido de mandioca incorporados com extrato de pdopolis, os
filmes exibiram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli mesmo em concentragcdes mais baixas do extrato. PASTOR et al. (2010) estudaram
a atividade antifiingica de filmes ativos a base de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
contendo propolis contra Penicillium italicum e Aspergillus niger. Os filmes
apresentaram efetividade na agdo antifingica contra os fungos estudados, sendo mais
intensa contra Penicillium sp., demonstrando que as propriedades das substancias ativas
naturais da propolis foram preservadas. Bodini et al. (2013) produziram filmes a base de
gelatina plastificados com sorbitol e adicionados de diferentes concentracdes de EEP,
estes apresentaram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus quando
incorporado 40 g de EEP / 100 g de gelatina, caracteristicas mecanicas interessantes, €
ainda mantiveram a concentracao de polifendis durante 177 dias de armazenamento.
Mascheroni et al. (2010) avaliaram embalagens aditivadas com propolis e obtiveram
resultados satisfatorios que demonstram a potencialidade do uso da propolis para a

producdo de embalagens ativas com acao antimicrobiana.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL

Para a produ¢do dos filmes foram utilizados amido de milho nativo (Unilever
Brasil Alimentos), extrato etanolico de propolis 11% de extrato seco (Arte Nativa),
glicerol da marca Hexis Cientifica, 4cido cloridrico marca Proquimios, ¢ hidréxido de
sodio da marca Dindmica.

Os microrganismos utilizados para os ensaios de atividade antimicrobiana dos filmes
foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
TYPHIMURIUM ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Aeromonas
hydrophila ATCC 25922 provenientes do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, da
Universidade Tecnolégica Federal do Parand, UTFPR, Campus Campo Mourdo. OSs
meios utilizados foram 4gar Muellher Hinton da marca Biomark, e caldo nutriente da

marca Himedia.

4.2.  MODIFICACAO ACIDA E PRODUCAO DOS FILMES

Os filmes foram elaborados pelo método de casting de acordo com
Mali et al., (2005), com algumas modificagdes. Foi utilizada a concentracao de amido de
3 g de amido/100 g de solugdo filmogénica e 0,8 g de glicerol/100 g de solugdo
filmogénica. Foram formulados filmes com trés concentragdes de extrato etandlico de
propolis (EP) F1:1,2%, F2:1,5%, e F3:1,8% em relacdo a solug¢ao filmogénica total, e
uma formulagdo controle sem adicao de propolis. Inicialmente todos os componentes

foram pesados conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Formulagoes dos filmes de amido com extrato de propolis.

Extrato de

Formulagao Amido (g) Glicerol (g) Agua (g) Propolis (g)
Controle 3 0,8 96,2 0
F1 (1,2% EP) 3 0,8 95,0 1,2
F2 (1,5% EP) 3 0,8 94,7 1,5
F3 (1,8% EP) 3 0,8 94,4 1,8

A modificagdo acida do amido foi realizada durante a produgdo dos filmes
seguindo o seguinte procedimento. Em um béquer adicionou-se 3 g de amido, 27 ml de
agua destilada e 3 ml de soluc¢ao de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol/L, este foi aquecido
em uma chapa aquecedora sob agitagdo manual até¢ a temperatura de gelatinizacao do
amido de milho (por volta de 70 °C), e mantida até a completa gelatinizacao, entdo foi
adicionado o volume de dgua restante para completar 100 g de solugdo filmogénica e esta
foi neutralizada at¢ pH 7 adicionando hidroxido de so6dio (NaOH) 1 mol/L
(aproximadamente 0,5 ml), entdo foi adicionado o glicerol e novamente a solugdo foi
aquecida agitando-se manualmente até 70°C. Apds para as formulagdes F1, F2 e F3, foi
adicionado o extrato etanolico de prépolis mantendo-se a agitacdo. A solucao filmogénica
foi espalhada em placas de petri de poliestireno e secas em estufa com circulacao de ar

(Nova ética, Vargem Grande Paulista — SP, Brasil) a 38 °C / 20 horas.

4.3. PROPRIEDADES MECANICAS

Para os ensaios mecanicos, os corpos de prova foram preparados seguindo os
métodos e normas da American Society for Testing and Material (ASTM D-882-
00,2001). Os filmes foram cortados conforme a Figura 2 e condicionados em dessecador
contendo solugdo salina saturada de nitrato de magnésio (53% de umidade relativa de
equilibrio) a 25 °C por 48 horas. Posteriormente foram realizados os ensaios de tragdo em

15 corpos de prova para a determinagdo das propriedades: resisténcia maxima a tragao
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(MPa), alongamento na ruptura (%), e modulo de elasticidade ou de Youg (MPa). Foi
utilizado um texturometro da marca Stable Micro Systems, modelo TXT Express, com
distancia inicial das garras de 15 mm e velocidade de tragcdo de 1 mm/s. A espessura dos
filmes foi medida com micrometro digital (Pantec), com resolu¢ao de 0,001 mm, em cinco

posicdes aleatorias para cada corpo de prova.

0,3 cm lcm
1,4¢ 13cm —{1,4cm
4,6 cm -

Figura 2. Corpo de prova (Fonte: ASTM D638 (2014)).

4.3.1. Resisténcia maxima a tragao

A resisténcia maxima a tracdo (Rmax) foi determinada através da relagdo entre a
forca maxima (Fmix) medida e a area (A) inicial do corpo de prova, a qual ¢ calculada

com os valores de largura (L) e espessura (e) do corpo de prova, através da Equagao (1).

,  __ Fmdx _ Fmax ~
R max = T . (Equacgao 1)

Onde:

F mdx = For¢ga maxima medida (N)
A= Area inicial (mm?)

e = Espessura do corpo de prova (mm)

L= Largura inicial do corpo de prova (mm)

4.3.2. Elonga¢ao na ruptura

A elongacdo na ruptura (E) foi encontrada através da relagdo percentual entre

elongagcdo (Enp) do corpo de prova na ruptura e o seu comprimento inicial, que

corresponde a distancia entre as garras (Dgarras), conforme Equagdo (2).
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_ Erup ~
= D garras 100 (Equagao 2)
Onde:

E rup = Elongagao (mm)

D garras = Distancia entre as garras (mm)

4.3.3. Modulo de Young

O moédulo de Young (MY) foi determinado a partir da regido linear da curva de

tensao x deformacao, conhecida como regido eléstica, de acordo com a Equacao (3)

My = _(F/40)
(AL/ LO)

(Equacao 3)
Onde:

F =Forca (N)

Ao= Area (mm?)

Lo= Largura inicial (m)

A L= Largura final — largura inicial (m)

4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foi realizada a andlise da atividade antimicrobiana dos filmes frente a cinco
microrganismos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas e
Aeromonas. Inicialmente as bactérias foram incubadas em caldo nutriente a 37 °C por 24
horas. Posteriormente o cultivo teve a turbidez ajustada com solugdo salina 0,1% até
escala de Mac Farland 0,5. Em placas de petri contendo agar Muller-Hinton, foram
inoculadas as bactérias, e sobre a superficie colocou-se discos de 7 mm de diametro dos
filmes, esterilizados previamente em luz UV por 5 minutos. As placas foram incubadas a
37 °C por 24 horas e apoOs analisadas quanto a formacdo de halos de inibigdo. O
experimento foi realizado em triplicata para cada formula¢do do filme, inclusive o

controle.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados foi empregado o programa computacional
Statistica versdo 7.7 pt. Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) e teste de

Tuckey para comparacdo das médias, com nivel de significancia de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.  FILMES PRODUZIDOS EM MEIO ACIDO

Através dos testes preliminares realizados, produzindo-se filmes com diferentes
tipos de amido para escolha da matéria-prima, foi possivel perceber uma significativa
melhora das caracteristicas intrinsecas dos filmes a base de amido de milho produzidos
por casting em meio 4acido, estes apresentaram-se mais flexiveis, uniformes,
transparentes, € também apresentaram menos problemas de secagem como

descontinuidades.

5.2.  PROPRIEDADES MECANICAS

As medidas das espessuras dos filmes estdo apresentadas na Tabela 2. As
propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo (Rmdx), elongacdo na ruptura (Erup) e

moddulo de Young (MY) encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Propriedades mecanicas dos filmes com e sem adigdo de extrato de propolis (EP).

Formulagédo Espessura(um) Rui (MPa) E (%) MY(MPa)

Controle (sem adi¢ao de EP) 1049+8 6,8°+1,2 71*+18 68,1°+35

F1 (1,2% EP) 120611 9,9%°+£1,0 60712 187,438
F2 (1,5% EP) 135°+ 11 10,5%+1,5 59214 159,741
F3 (1,8% EP) 1472+ 7 8,8°+0,5 728+12 139,3°+21

Rmix = Resisténcia maxima a tragdo, E= Elongagdo na ruptura, MY= Mddulo de Young,.
5.¢ As médias na mesma coluna com diferentes letras diferem significativamente (p < 0,05) pelo Teste

de Tukey.

Os filmes produzidos apresentaram diferentes espessuras, tanto em relagdo ao
controle quanto em relacao as trés formulagdes com diferentes concentragdes de extrato
de propolis. O filme controle apresentou menor espessura, € o filme F3 apresentou a maior
espessura, assim houve um aumento da espessura conforme a adicdo do extrato de
propolis, devido a maior quantidade de solidos na solugdo filmogénica.

Conforme os dados obtidos, a adicdo do extrato de propolis levou ao aumento da
resisténcia a tragdo em comparacao com o filme controle. Segundo Hoque et. al. (2011)
que avaliaram a incorporacao de extrato de canela, cravo e estrela de anis em filmes a
base de gelatina, o aumento da resisténcia dos filmes devido a incorporagdo de extrato
esta relacionada com a interagdo de compostos fenolicos presentes nos extratos com a
matriz polimérica.

Nao houve diferenga significativa na elongacdo dos filmes assim a adi¢cdo do
extrato de propolis ndo afetou esta propriedade dos materiais produzidos. De acordo com
Kechichian et. al. (2010), a concentracdo de agentes antimicrobianos pode promover uma
maior eficacia de filmes biodegraddveis contra microorganismos, sem reduzir a
elongacdo dos mesmos.

O moédulo de Young indica a rigidez do filme, ou seja, quanto maior seu valor,
mais rigido serd o filme (OLIVEIRA, 1996). Neste trabalho verificou-se que o filme
controle apresentou o menor valor deste parametro, em comparacdo com os filmes
adicionados de extrato de propolis, logo estes filmes apresentaram-se mais rigidos,

possivelmente devido ao aumento na resisténcia a tra¢do ocasionada pela adi¢do do
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extrato. Corréa et. al., (2011) constatou aumento na resisténcia a tracdo ¢ modulo de
Young de filmes a base de pectina adicionados de 5 % de extrato de propolis vermelha
em comparagdo com filme controle sem adi¢do do extrato.

Segundo Ribeiro e Seravalli (2004) durante o tratamento 4cido a amilopectina ¢é
degradada preferencialmente e de forma mais rdpida que a amilose, com a acdo do acido
concentrada na regido amorfa, ocasionando um aumento relativo da amilose como fracao
linear, o que reflete na formagdo dos filmes. 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

proporgao de amilose apresentaram-se mais fortes e menos permeaveis ao vapor de agua.

5.3.  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os filmes produzidos ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas e Aeromonas, no entanto apresentaram
atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus. Para as trés formulagdes de
filmes com concentragdes diferentes de extrato de propolis houve formacao de halos de
inibicdao de crescimento de Staphylococcus aureus conforme indicado na Figura 3 e na
Tabela 3. Como esperado, a formulacao controle (sem adi¢ao de extrato de propolis) nao

apresentou inibigao.

Figura 3. Halos de inibi¢do. A: controle, B: F1, C: F2, D: F3
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Tabela 3 - Medidas dos halos de inibi¢ao dos filmes de amido com extrato de propolis.

F1 (1,2%  F2(1,5% F3 (1,8% C (sem adigao

EP) EP) EP) de EEP)
Halos de
inibi¢do para
Staphylococcus 11,4+0,9 13,5+ 0,9 14,1+ 1,3 -

aureus (mm)

(-) Nao houve inibi¢ao de crescimento.

Os filmes com extrato de propolis apresentaram-se efetivos na inibicdo de
Staphylococcus aureus, mesmo na concentracdo mais baixa testada. Com o aumento de
3% na concentracdo de extrato de propolis, houve um aumento da atividade
antimicrobiana. Segundo Fernandes Junior et al. (1997) a propolis, mesmo quando
utilizada numa concentracdo abaixo da necessaria, ¢ capaz de promover um efeito
bacteriostatico, se tornando interessante quando se propde obter um produto com
potencial de uso como antimicrobiano.

A atividade antibacteriana da propolis ¢ reportada como sendo devido aos
flavondides, acidos aromaticos e seus ésteres, sendo importante o sinergismo entre os
compostos fenolicos e outros compostos presentes (BURDOCK, 1998). Bodini et al.
(2013) também constataram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, de
filmes a base de gelatina adicionados de 40g extrato de propolis/100 g gelatina.

A auséncia de atividade antimicrobiana dos filmes contra Escherichia coli,
Salmonella, Pseudomonas e Aeromonas pode ser justificada pela baixa susceptibilidade
destes ao extrato de propolis, conforme Fernandes Junior et al. (1997) verificou em seu
estudo, onde bactérias Gram negativas foram menos susceptiveis ao extrato de propolis
testado do que as bactérias Gram positivas. Um estudo realizado com extratos de propolis
comercializados no Brasil mostrou atividade antimicrobiana pronunciada contra bactérias
Gram-positivas e Candida albicans ATCC 10231, e atividade menos evidente contra
Gram-negativos e Candida albicans FT 2010 (REZENDE et al., 2006). Segundo Vargas
et al. (2004), estas bactérias possuem uma parede celular quimicamente mais complexa e

um teor lipidico maior, o que pode explicar essa maior resisténcia.
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6. CONCLUSAO

Os filmes produzidos neste trabalho apresentam potencial para aplicagdo como
embalagem biodegradavel ativa, visto que a incorporagao do extrato de propolis concedeu
ao material propriedade antimicrobiana, sendo efetivo na inibi¢do de Staphylococcus
aureus.

A modificacdo 4acida do amido de milho possibilitou a formacdo de filmes
flexiveis e uniformes. A incorporagdo de extrato de propolis nos filmes ndo afetou
negativamente as propriedades mecanicas destes, havendo uma melhora na resisténcia a
tragdo e aumento da rigidez do material em relacdo a formulagdo sem adicao deste
composto.

Como sugestao para trabalhos futuros, mais estudos podem ser realizados afim
de analisar a atividade contra outros microrganismos como fungos, e sua viabilidade na

aplicacdo como embalagem ativa para alimentos.
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