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RESUMO

O presente trabalho buscou desenvolver um filme biopolimérico incorporado de
extrato de propolis marrom, o qual serviu como barreira antimicrobiana, além de
possuir potencial para ser utilizado como embalagem para alimentos. A matéria-prima
(propolis) in natura foi avaliada quanto aos teores de umidade e cinzas, e indicou um
percentual de 4,30 e 0,54%, respectivamente. Os extratos de propolis foram obtidos
utilizando duas técnicas. Primeiramente a técnica de maceragdo e posteriormente a
técnica de extracdo por ultrassom, sendo essa realizada por meio de dois
equipamentos diferentes: banho ultrass6nico e sonicador de ponteira ultrassénico. Em
ambos os casos fez-se 0 uso de dois solventes diferentes: agua e etanol 80%. Os
extratos foram avaliados quanto ao seu pH, atividade antioxidante e compostos
fendlicos totais, sendo que para o extrato aquoso o pH obtido foi de 5,89, os
percentuais de atividade antioxidante variaram entre 7,34 £ 0,12 e 37,04 + 1,19% e o0s
compostos fendlicos totais variaram entre 2,40 + 0,03 e 16,29 + 0,81 mg GAE.g' b.s.
Para o extrato etandlico, o pH foi de 5,19 e a atividade antioxidante total e os
compostos fendlicos totais variaram entre 93,41 + 0,09 e 94,28 + 0,43% e€ 63,08 £ 2,41
e 147,45 + 4,23 mg GAE.g? b.s., respectivamente. Os extratos foram incorporados
aos filmes formulados a partir da técnica casting, tendo sido utilizado 0,5 g de
carragenana como biopolimero, 0,3 g de glicerol como plastificante, 75 mL de solvente
e 15 mL de extrato aquoso (obtido pela técnica D) e etandlico (obtido pela técnica F).
Para avaliacao dos filmes foram realizadas as analises de espessura, obtendo valores
de 0,051 + 0,02 e 0,046 = 0,01 mm para filmes contendo extrato etandlico e extrato
aquoso, respectivamente. As propriedades mecanicas também foram analisadas,
havendo reducéo de 56,5% para o extrato etanolico e 15,8% para o extrato aquoso
no que se refere a resisténcia a tracdo em relacdo ao filme controle, enquanto que
para elongacdo e permeabilidade ao vapor de agua a presenca do extrato ndo
interferiu nas propriedades dos filmes. Além disso, todos os filmes demonstraram um
carater de total solubilidade em agua. Ainda, os filmes contendo extrato etandlico
foram capazes de formar halos de inibicdo frente as cepas de bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli) que foram de
8,14+ 0,31 e 6,81 £ 0,21 mm, respectivamente, evidenciando o carater antimicrobiano

da propolis utilizada e o respectivo potencial ativo do filme.



Palavras-Chave: Carragenana. Extracdo por maceracao. Extracdo por ultrassom.

Aditivos. Compostos bioativos.



ABSTRACT

The present work sought to develop a biopolymeric film incorporated with brown
propolis extract, which served as an antimicrobial barrier, in addition to having the
potential to be used as food packaging. The raw material (propolis) in natura was
evaluated in terms of moisture and ash contents, and indicated a percentage of 4,30
and 0,54%, respectively. Propolis extracts were obtained using two techniques. First
the maceration technique and later the ultrasound extraction technique, which is
performed using two different equipment: ultrasonic bath and ultrasonic tip sonicator.
In both cases, two different solvents were used: water and 80% ethanol. The extracts
were evaluated for their pH, antioxidant activity and total phenolic compounds, and for
the aqueous extract the pH obtained was 5,89, the percentages of antioxidant activity
varied between 7,34 = 0,12 and 37,04 = 1,19% and the total phenolic compounds
varied between 2,40 + 0,03 and 16,29 + 0,81 mg GAE.g* b.s. For the ethanol extract,
the pH was 5,19 and the total antioxidant activity and the total phenolic compounds
varied between 93,41 + 0,09 and 94,28 * 0,43% and 63,08 + 2,41 and 147,45 + 4,23
mg GAE.g* b.s., respectively. The extracts were incorporated into the formulated films
using the casting technique, using 0,5 g of carrageenan as a biopolymer, 0,3 g of
glycerol as a plasticizer, 75 mL of solvent and 15 mL of aqueous extract (obtained by
technique D) and ethanolic (obtained by the F technique). To evaluate the films,
thickness analyzes were performed, obtaining values of 0,051 + 0,02 and 0,046 £ 0,01
mm for films containing ethanolic extract and aqueous extract, respectively. The
mechanical properties were also analyzed, with a reduction of 56,5% for the ethanol
extract and 15,8% for the aqueous extract in terms of tensile strength in relation to the
control film, while for elongation and vapor permeability of water, the presence of the
extract did not affect the properties of the films. In addition, all films demonstrated a
character of total solubility in water. Furthermore, the films containing ethanolic extract
were able to form inhibition halos against strains of Gram-positive (Staphylococcus
aureus) and Gram-negative (Escherichia coli) bacteria, which were 8,14 + 0,31 and
6,81 £ 0,21 mm, respectively, evidencing the antimicrobial character of the propolis

used and the respective active potential of the film.

Keywords: Carrageenan. Maceration extraction. Ultrasound extraction. Additions.

Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Dentro do ramo alimenticio as embalagens plasticas desempenham a funcéo
de conter o alimento e contribuir na conservacédo dos mesmos, além de servirem como
meio informativo a respeito do produto embalado (LANDIN et al., 2016). Entretanto, o
uso e descarte desordenado, acompanhado de uma politica de reciclagem
enfraquecida devido a pouca valorizacdo e conscientizagcdo por parte da populagéo,
acaba por influenciar negativamente nas questdes ambientais. Dessa forma, observa-
se que a busca por materiais advindos de fontes renovaveis ganhou forca nos ultimos
anos. A problematica que norteia a utilizacdo de embalagens plasticas abre espaco a
busca e ao desenvolvimento de tecnologias que nao agridam 0s ecossistemas,
favorecendo assim o uso de alternativas ambientalmente amigaveis. Nesse sentido,
destacam-se o0 uso de embalagens biodegradaveis, que se caracterizam por serem
produzidas a partir de materiais bioldgicos.

As embalagens biodegradaveis possuem o diferencial de serem formadas por
polimeros naturais ao invés de sintéticos, conhecidos como biopolimeros. Segundo
Bastos (2007), os biopolimeros podem ser sintetizados por organismos vivos e
possuem diferentes composicdées de mondmeros, estrutura macromolecular e
propriedades fisicas. Um exemplo é a carragenana, que conforme Pereira (2010), é
um polissacarideo encontrado nas paredes esqueléticas de algas vermelhas, que se
destacam devido suas propriedades espessantes, gelificantes, emulsificantes e
estabilizantes. Como vantagem, as embalagens biodegradaveis possuem rapida
degradacdo e baixo custo, além de possuirem a capacidade de serem acrescentadas
de aditivos naturais que aumentem sua funcionalidade, exercendo nao so a funcéo de
conter o alimento, como também agir de forma a agregar funcdes de interesse, seja
prolongando a vida de prateleira e preservando as propriedades sensoriais e/ou
atuando diretamente como barreira antimicrobiana, antifungica e antioxidante
(ADILAH et al., 2018; BRAGA; SILVA, 2017; DE AQUINO et al., 2019).

Dessa forma, o carater ativo age de forma gradativa, onde o agente ativo &
adicionado diretamente na matriz polimérica e permite a liberacdo lentamente do
aditivo ao alimento (BRAGA; SILVA, 2017). Os aditivos empregados por sua vez, sdo
em sua maioria, advindos de 6leos essenciais e extratos vegetais. A propolis, que
pode ser definida como uma mistura complexa resinosa, gomosa e balsamica, por

exemplo, pode ser empregada como aditivo devido suas iniUmeras propriedades
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biologicas e terapéuticas (EZAZI et al.,, 2021; MACHADO et al., 2016; SIMONE-
FINSTROM; SPIVAK, 2010).

Estudos aplicados a propolis como aditivo em filmes biodegradaveis estdo em
constante aperfeicoamento (CORREA-PACHECO et al., 2019; DE ARAUJO et al.,
2015). A busca por metodologias que garantam uma maior eficiéncia na extracdo dos
compostos bioativos da propolis € alvo de maior atencdo, considerando parametros
como pH, tipo de solvente extrator, método de extracdo e temperatura, por exemplo
(MACHADO et al., 2016; PIETTA; GARDANA; PIETTA, 2002). Nesse contexto, 0
desenvolvimento de uma embalagem ativa incorporada com extrato de propolis como
agente antimicrobiano, formulada a partir de uma matriz polimérica natural
(carragenana), torna-se uma forte alternativa, livre de aditivos quimicos e com apelo
totalmente sustentavel, distanciando-se das embalagens sintéticas convencionais.
Ainda, o apelo ao uso de uma técnica ambientalmente amigavel para obtencédo do
extrato da prépolis (como a agua) torna-se alvo de uma maior atencao, visto que
grande parte dos estudos envolvendo solventes extratores referem-se ao uso de
etanol como solvente, este que quando utilizado em grande quantidade é considerado
toxico, além de que, segundo Pugliese e Lourencetti (2017), a producdo de etanol
pode gerar impactos ainda desconhecidos pela maior parte da populacado, tanto na
producdo agricola quanto na producao industrial, podendo ocasionar poluicao
atmosférica e poluicdo dos recursos hidricos.

Baseado nos mesmos ideais, o grupo de pesquisa intitulado Engenharia de Processos
em Sistemas Particulados, formado por discentes e docentes da Universidade Federal
do Pampa, estuda desde 2014 a aplicacao de aditivos naturais em embalagens ativas
e inteligentes, sendo alguns destes trabalhos: otimizacdo da extracdo verde para
recuperacdo de compostos bioativos da olivicultura brasileira e avaliacdo de seu
potencial como conservante natural (MARTINY, et al., 2021); desenvolvimento de
filmes biodegradaveis com propriedades antioxidantes melhoradas com base na
adicdo de carragenana contendo extrato de folha de oliveira para aplicagbes em
embalagens de alimentos (ROSA, et al., 2019); filmes a base de carragenana
incorporados ao extrato de casca de jabuticaba: um material inovador para
embalagens de alimentos ativos (AVILA, et al.,, 2020). Assim, evidencia-se a
importancia na busca de tecnologias que favorecam o desenvolvimento sustentavel,
e que, de forma inovadora, contribuam para o0 avancgo na incorporacdo de produtos

naturais como substitutos aos aditivos sintéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um filme
biopolimérico com potencial para ser utilizado como embalagem para alimentos,

contendo como aditivo ativo 0s compostos bioativos da prépolis marrom.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os teores de umidade e cinzas da prépolis in natura;

e Realizar a extracdo dos compostos presentes na propolis marrom utilizando a
técnica de ultrassom e maceracao sob diferentes condi¢des, avaliando qual o
método proporciona maior eficiéncia quanto a obtencdo de compostos
bioativos;

e Analisar os extratos obtidos quanto ao pH, atividade antioxidante e compostos
fendlicos totais;

e Elaborar um filme ativo biopolimérico contendo o extrato da propolis;

e Avaliar as propriedades do filme produzido: fisica, quimica, mecanica, de
barreira e ativa;

e Realizar a caracterizagcdo do potencial antimicrobiano do filme obtido na

condicdo ideal frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A necessidade de produtos advindos de fontes renovaveis

Segundo dados reportados no relatério The World Bank (2018), o Brasil € o
quarto maior produtor de lixo plastico do mundo, onde Estados Unidos, China e india
lideram o ranking. Anualmente, o pais produz cerca de 11,3 milhdes de toneladas de
lixo plastico. Estudos realizados pelo grupo WWF (Fundo Mundial para a Natureza)
indicaram por meio de um relatorio publicado em 2019, que desse total, 91% da
producdo é coletada, porém apenas 1,28% séo de fato recicladas. Esse fator esta
diretamente ligado ao crescimento demografico e consequente aumento do nivel de
qualidade de vida dos ultimos anos, o qual ocasiona um aumento na quantidade de
residuos gerados. O consumo desenfreado movido por uma sistematica capitalista
dificulta o processo da reutilizacdo, facilitando a pratica do descarte inconsciente.
Conforme Pertussatti (2020), o residuo plastico (polimero sintético) € responsavel por
cerca de 90% de todo o residuo plastico que esta presente nos oceanos. De acordo
com a autora, as propriedades quimicas do plastico, intercalados com o descarte
indevido e gerenciamento inadequado, sdo capazes de adsorverem substancias
perigosas como metais pesados e disruptores enddcrinos, fatores graves aos seres
humanos, além de serem altamente prejudiciais aos seres vivos, causando mortes por
sufocamento, por exemplo.

Por se tratar de uma problematica ndo sé nacional como mundial, surge a
necessidade do desenvolvimento de produtos que sejam de rapida degradacéo e que
possam atuar como substitutos totais ou parciais das fontes fésseis atuais, com o
objetivo de amenizar os impactos ambientais no futuro. A busca por alternativas
sustentaveis vem ocupando espacos cada vez mais importantes e urgentes. Assim, a
biodiversidade brasileira € apontada como um fator importante no ambito econémico,
devido ao seu potencial como fornecedora de matéria-prima para obtencdo de
produtos ambientalmente sustentaveis. Nesse ambito, surgem como alternativas
eficazes e alvo de pesquisas recentes 0s materiais biodegradaveis, estes que se
destacam pelo tempo rapido de degradacéo, além de propiciarem novos mercados
devido a vasta gama de opc¢des que podem ser incorporadas aos mesmos (FERRO;
BONACELLI; ASSAD, 2006; PODSHIVALQV et al., 2017).
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3.2 Embalagem ativa biodegradavel

Segundo Ivankovic et al. (2017), a embalagem é definida como qualquer
produto destinado para proteger, manusear, viabilizar o transporte e apresentar
mercadorias que estejam nela contidas. Apesar de possuir esses atributos, uma das
principais responsabilidades da embalagem no ramo alimenticio é proteger o produto
dos impactos quimicos, mecéanicos e microbiolégicos, mantendo seus valores
nutricionais inalteraveis.

Desde a década de 60, o uso de embalagens feitas a partir de polimeros
advindos do petréleo vém acelerando de forma crescente devido sua ampla
versatilidade e baixo custo (SOUSA et al., 2012). Em contrapartida, a busca por
materiais que sejam de rapida biodegradabilidade e que ndo afetem o ecossistema
nao se tornou apenas um desejo no século XXI, como também uma necessidade. Em
um novo relatério global do IPCC (Painel Intergovernamental sobre Mudancas do
Clima) publicado pela ONU em 09 de agosto de 2021 (MASSON-DELMOTTE, et al.,
2021) ha indicacéo com base em trabalhos cientificos de que a temperatura média do
planeta tende a subir 1,5 °C nas préximas duas décadas, trazendo devastacdes
generalizadas e tendéncias irreversiveis. O relatério frisa, entre outras, a necessidade
de solucbes baseadas na nao utilizacdo de combustiveis fosseis, bem como a pratica
de economias inclusivas e verdes. Nesse sentido, o0 uso de embalagens
biodegradaveis sustentaveis torna-se apto como alternativa ao uso de embalagens
plasticas.

Os filmes biodegradaveis dependem de fatores importantes que irdo influenciar
diretamente em suas caracteristicas. Os filmes devem ser resistentes a ruptura
guando submetidos a tracéo e ao impacto, por exemplo, para que possam proteger o
alimento e facilitar sua manipulagdo, mantendo certa flexibilidade. A espessura, por
sua vez, é importante para avaliar a uniformidade do material e obter informacdes
sobre a resisténcia mecanica e propriedades de barreira aos gases e vapores d’agua
(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

De maneira inovadora e tecnoldgica, pesquisas (ADILAH et al., 2018; DE
ALMEIDA, 2017; BATTISTI, 2016; CHOI et al., 2018; MA; LI; WANG, 2018; SHARMA
et al.,, 2020) apontam a incorporacdo de aditivos naturais a essas embalagens,
conferindo principios ativos que agem de maneira a agregar ainda mais, ndo sé

cumprindo o papel como embalagem, mas também interagindo direta e positivamente
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com o produto embalado. Conforme Realini e Marcos (2014), essa tecnologia esta
baseada na adicdo de componentes na embalagem que liberam ou absorvem
substancias para os alimentos embalados ou para o ambiente, de modo a prolongar
a vida de prateleira e manter (ou aumentar) a qualidade e a seguranga dos alimentos.

Assim sendo, a embalagem biodegradavel € definida como um produto
reciclavel, que se decompdem de forma rapida, ndo toxica e nao prejudicial ao meio
ambiente. Sua formulacdo é baseada, na maioria dos casos, na utilizacdo de
biopolimeros adicionados de plastificantes. Segundo Conde (2011), os biopolimeros,
sdo oriundos de fontes naturais e dentre eles destacam-se o amido, que pode ser
encontrado na batata, arroz, mandioca, entre outros, a borracha (advinda da
seringueira), os polissacarideos (tais3533 como a celulose e carragenana), a quitina,

a proteina, dentre outros.

3.2.1 Carragenana: um polimero natural

Segundo Souza et al. (2021) e Bastos (2007), os biopolimeros sdo muitas
vezes considerados como polissacarideos de fonte sustentavel, onde séo
amplamente utilizados na induUstria alimenticia por serem em sua maioria
biocompativeis (atoxicos) e biodegradaveis, sendo que 90% se decompdem em um
periodo de seis meses. Conforme os autores citados, diferentes biopolimeros foram
relatados quanto ao seu potencial de aplicacdo na formacdo de embalagens
biodegradaveis, como a quitosana, o amido, a gelatina e a carragenana.

Os polissacarideos hidrossoluveis, também chamados de hidrocoloides, séao
polimeros advindos de origem vegetal, animal, microbiana ou sintética, dos quais
normalmente possuem grande quantidade de grupos hidroxila. Ocupando o terceiro
lugar como hidrocoloide mais importante na area alimentar devido suas propriedades
gelificantes, as carragenanas ficam atras somente da gelatina e do amido. As
carragenanas sao obtidas a partir de extratos de algas marinhas vermelhas, formadas
por mondmeros de D-galactopiranose e 3,6- anidrogalactose, onde s&o unidas por
ligagdes glicosidicas a-1,3 e B-1,4. Dividem-se em diversos tipos (sendo A, K € 1 0s
mais abundantes), os quais diferem entre si pelo contetdo de 3,6-anidrogalactose e
pelo numero de grupamentos sulfato presentes na estrutura ao longo da cadeia
(Figura 1). Dessa forma, séo caracterizadas como polimeros lineares e solUveis em

agua, e por esse motivo, sdo substancias tipicamente viscosas, caracteristica que
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confere boa aplicabilidade na formacédo de filmes que atuem na conservacao de
alimentos, por exemplo (CAMPELO, 2017; GAVA, 2008; Da Costa et al.,, 2017,
MARTINY et al.,, 2017). Nesse sentido, filmes a base de diferentes proporcdes de
carragenanas com diferentes aplicabilidades foram produzidos por De Paula (2013),
Martiny et al. (2020) e Ribeiro et al. (2007), sugerindo sua utilizagdo como substituto

aos filmes sintéticos.

Figura 1 - Estruturas moleculares de kappa-carragenana, iota-carragenana e

lambda-carragenana

lambda-carragenana
Fonte: Campelo (2017)

3.2.2 Aditivos antimicrobianos

Aideia de desenvolver embalagens inertes que ndo tenham nenhuma interacao

com o produto acondicionado, a ndo ser embalar e proteger o produto, além de trazer



24

informacdes, tem passado por novas transformacgdes. A busca nas ultimas décadas
por alimentos sem conservantes quimicos, faz com que o desafio da seguranca dos
alimentos seja impulsionado pela busca de formas inovadoras que inibam o
crescimento de patégenos mantendo o alimento mais natural possivel.

Conforme Appendini e Hotchkiss (2002), a insercao de aditivos ndo sintéticos
(naturais) as embalagens que possam agregar caracteristicas interessantes aos
produtos, caracterizam-se por serem na maioria das vezes advindos de Oleos
essenciais e extratos de plantas. Nesse sentido, os aditivos antimicrobianos
provenientes de fontes naturais atuam como inibidores e/ou retardadores do
crescimento de microrganismos que possam estar presentes no alimento embalado
ou até mesmo no material de embalagem. Almeida (2017) desenvolveu uma
embalagem ativa utilizando 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) e hortela
(Mentha arvensis) como aditivo antimicrobiano para paes de forma, e evidenciou o
carater antimicrobiano e antioxidante dos 6leos essenciais, apresentando atividade
atestada pela extensdo da vida util dos paes analisados, indicando ser uma aplicacéo
economicamente viavel. Martiny, Moraes e Rosa (2018) desenvolveram um filme
biodegradavel incorporado com extrato foliar de Olea Europaea L. para aplicacao
como embalagem ativa e evidenciaram o poder de inibi¢éo frente aos microrganismos
avaliados. Muller (2016) desenvolveu uma embalagem ativa biodegradavel de amido
de pinhdo e de mandioca com antioxidantes e antimicrobianos naturais, como extrato
de alecrim, cha verde e erva-mate, para conservacao de manteiga organica e pode
observar que os filmes produzidos inibiram o desenvolvimento dos microrganismos
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Assim, os mais variados
estudos exemplificam a utilizacdo dos aditivos naturais como alternativas frente aos
conservantes sintéticos, evidenciando a passividade de serem incorporados em
embalagens, exercendo o papel de conter, manter e conservar os alimentos a longo

prazo.

3.3 Propolis

A propolis é composta por aproximadamente 50% de resinas, 30% de ceras,
10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de polen e os outros 5% de substancias
organicas (BURDOCK, 1998; KOSALEC et al., 2004). Essa composi¢ao resinosa e

pegajosa, deve-se ao fato de que a proépolis é sintetizada pelas abelhas a fim de
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proteger as paredes da colmeia das baixas temperaturas, além de proteger contra a
contaminagdo microbiana, viral e fungica, e servir como substancia de preservacao
de invasores que possam vir a morrer dentro da colmeia, evitando sua deterioragao
(GHISALBERTI, 1979; SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010; ZABAIOU et al., 2017).
Ela é definida como um produto sintetizado pelas abelhas, logo, sua origem nao é
considerada animal. Durante o processo de sintetizacdo, as abelhas coletam
substancias como resinas e pélen de plantas, caules, folhas, botdes, brotos e frutos,
onde posteriormente exercem uma interagdo com as enzimas presentes na saliva das
mesmas, como a 13-glicosidase, dando origem ao produto (PARK et al., 1998).

Segundo Ghisalberti (1979), o uso da prépolis é datado desde 300 anos Antes
de Cristo. Desde a antiguidade, seu uso para fins medicinais ja era algo usual. Em
sua composicao encontram-se uma vasta variedade de compostos quimicos que
carregam efeitos terapéuticos como antimicrobianos, antioxidantes, antivirais, anti-
inflamatorios e citotoxicos. Dentre estes compostos estdo os acidos benzoicos, acidos
fendlicos, flavonoides, aminoacidos, acidos graxos, entre outros. Devido a diversidade
de compostos, seus efeitos bioldégicos dependem diretamente de diversos fatores
como a regido, clima, vegetacao, estacao do ano, época de coleta e espécie da abelha
coletora (CASTRO, 2001; FERNANDA; SILVA, 2018; SFORCIN; BANKOVA, 2011;
SILVA et al., 2012).

Favorecido por uma vasta biodiversidade, o Brasil dispde de treze diferentes
tipos de prépolis, ocasionando em uma composi¢do quimica complexa, que estao
dispostos de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, bem como a regido em
gue se encontram. Eles variam nas cores verde, vermelho e marrom, além de
possuirem odor caracteristico, os quais vem sendo alvo de pesquisas recorrentes
(BURDOCK, 1998; DAUGSCH et al., 2008; PARK; ALENCAR; AGUILAR, 2007). Suas
aplicacbes estdo presentes principalmente em produtos farmacos, que abrangem
tanto a medicina humana quanto a medicina veterinaria, além de terem ganhado
espaco no mercado de produtos naturais (BANSKOTA; TEZUKA; KADOTA, 2001).

Para garantir um produto de qualidade, se faz necessario o controle das
caracteristicas fisico-quimicas do mesmo, uma vez que o mercado demonstra maior
exigéncia com relacdo as procedéncias de cada produto, a fim de garantir que suas
propriedades naturais se mantenham preservadas e com uma boa apresentacao, por
exemplo. Dessa forma, a legislacao brasileira (BRASIL, 2001) adotou valores padroes

que devem ser seguidos. Um exemplo é a determinagdo do teor de umidade da
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prépolis, onde um elevado teor pode favorecer o crescimento de fungos, tornando o
produto impréprio para o consumo, como também a determinacao do teor de ceras,
visto que elevados teores incumbem em um menor teor de resinas e demais
substancias responsaveis pela atividade bioldgica presente na propolis, visando dessa
forma um produto com a menor concentracdo de cera possivel (BARRETO et al.,
2020). Assim, € de grande interesse da industria a busca por melhores condicdes de
preservacao e de extracdo de seus compostos bioativos, bem como a busca por
tecnologias que garantam a potencial aplicagdo em novos mercados (DEVEQUI-

NUNES et al., 2018). A Figura 2 ilustra a propolis marrom em sua forma bruta.

Figura 2 - Propolis marrom in natura

Fonte: Associagdo Brasileira de Estudo das Abelhas (2021)

3.3.1 Extracéao e caracterizacdo dos compostos bioativos da prépolis

A extracdo € definida como uma operacéo fisico-quimica onde ocorre o
fendbmeno de transferéncia de massa, a qual possui grande énfase nos processos
industriais (SCHWARTZBERG; CHAOQO, 1982). Conforme Dutta (2009), a operacao de
extracao solido-liquido € uma operacdo em que ocorre a separacao dos componentes
soltveis de um material sélido por meio de um solvente. Busca-se, na maioria das
vezes, 0 material solivel como produto, enquanto que o residuo sélido é utilizado
como subproduto e/ou residuo do processo. O autor divide o processo de extragdo S-
L em quatro etapas, onde primeiramente ocorre 0 contato entre o solido e o solvente
e posteriormente acontece a separacao do extrato da matriz sélida. Na terceira etapa

sucede a separacgao do solvente do extrato, seguido da purificagdo do produto, e por
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fim, ocorre a recuperacdo (se desejada) do solvente do sdlido. Esse processo é
amplamente utilizado em industrias quimicas e industrias de alimentos, onde é
comumente utilizado na extracdo de Oleos vegetais, por exemplo. Para tanto, Dutta
(2009) menciona que a extracao solido-liquido envolve diferentes mecanismos fisico-
guimicos, os quais variam dependendo da caracteristica do solido analisado, como o
tamanho da particula, granulometria e porosidade. Segundo o autor, para uma maior
eficiéncia o material sélido geralmente é quebrado em particulas menores, para que
assim ocorra um aumento na taxa de extracdo. Sendo assim, € de suma importancia
avaliar as circunstancias empregadas, onde o tempo, solvente utilizado, temperatura
e disposicdo da matriz sélida sdo fatores primordiais durante a operacgdo, para que
assim se garanta uma maior eficiéncia na obtencdo dos compostos bioativos da
matéria prima utilizada.

Neste ambito, um estudo sobre a influéncia da temperatura de armazenamento
da propolis realizado por Lins (2018) indicou que para a propolis vermelha, houve
perda da qualidade dos flavonoides obtidos sob condicdes de armazenamento em
temperatura constante de 10°C por um periodo de 12 meses, enquanto que para as
amostras obtidas a partir da propolis marrom sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura e tempo, a qualidade se manteve inalterada, indicando assim uma efetiva
condicao de armazenamento da propolis marrom para o processo. Assim sendo,
estudos acerca das melhores técnicas de extracdo estdo em constante
desenvolvimento e séo alvos de pesquisas rotineiras. Segundo Pobiega et al. (2019),
0s métodos de extracdo por maceracao a temperatura ambiente eram usualmente
utilizados antigamente, entretanto, essa técnica demanda um longo tempo de
extracdo, além de necessitar agitacdo continua, porém, por tratar-se de uma técnica
economicamente viavel, seu uso ainda se faz necessario. Assim, com o avango da
tecnologia e dos estudos sobre as condi¢des ideais, a extragdo da propolis vem sendo
realizada por meio de técnicas mais eficazes que garantem extracdes mais rapidas,
rendimento mais alto e menor consumo de solventes, como a extracdo assistida por
micro-ondas (MAE), extracao por fluidos supercriticos (EFSC) e extragao assistida por
ultrassom (UAE).

A extragdo assistida por micro-ondas tem seu funcionamento baseado no
aumento da cinética, o qual é provocado pelo aguecimento do solvente utilizado
guando em contato com a matriz sélida, conforme mostrado na Figura 3. Esse método

se difere dos métodos convencionais pois resulta das mudancas nas estruturas das
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particulas causadas pelas ondas eletromagnéticas (VEGGI; MARTINEZ; MEIRELES,
2012). Segundo Delazar et al. (2012), por operar em temperaturas e pressdes mais
altas, essa técnica possui uma gama de vantagens. Dentre elas estd a menor
utilizacdo da quantidade de solvente durante o processo, menor tempo de extragao
guando comparado as técnicas tradicionais (como a extracdo por Soxhlet), maior taxa
de extracdo e menor custo, resultando em uma maior eficiéncia. A analise reportada
por Trusheva, Trunkova e Bankova (2007), trazem um estudo preliminar de diferentes
métodos de extracdo de componentes biologicamente ativos da propolis, e pode-se
identificar que a qualidade do extrato obtido é semelhante aquela obtida pelo método
de maceracdo em termos de teor total de flavonoides, porém, a extracdo por micro-

ondas demonstra um maior rendimento NO processo.

Figura 3 - Mecanismo de extracao assistida por micro-ondas
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Fonte: Krug (2016)

No que diz respeito a extracdo por fluidos supercriticos, o material a ser
extraido € submetido a um cilindro de base porosa em temperatura e pressao ideal,
onde o fluido supercritico adequado € circulado através do material, onde ocorre a
dissociacdo dos elementos. Ap6s completar o ciclo de extracdo, a solucdo é
transferida para um separador, onde a pressao é preservada abaixo do ponto critico.
O fluido utilizado é lentamente transformado para o estado gasoso e entao, coleta-se
o soluto precipitado. O gas gerado pode ser recuperado por meio de um trocador de
calor e ser reutilizado (ADOLAR, ALDO; WASICKY, 1997). Estudos utilizando a
extracao supercritica para obtencédo de componentes da propolis, empregando etanol
como solvente, foram desenvolvidos por Devequi-Nunes et al. (2018), Di Capua et al.
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(2018) e Paviani et al. (2012), e indicaram uma maior obtenc&o do contetdo fendlico
obtido quando comparado as técnicas convencionais. Reis et al. (2020) estudaram a
extracdo supercritica dos compostos da prépolis vermelha, avaliando suas condi¢cdes
operacionais e caracterizacdo quimica e obtiveram extratos de alto valor agregado,
com elevado poder antioxidante.

Por sua vez, a extracao assistida por ultrassom que se caracteriza por ser um
método ndo convencional vem sobressaindo nas pesquisas atuais. Essa técnica
fundamenta-se na utilizacdo de ondas mecanicas, as quais sao ocasionadas por
transdutores que geram mudancas na estrutura do material, levando a uma presséo
que rompe o material e libera 0 composto desejado, aumentando assim a superficie
de contato com o solvente, conforme ilustrado na Figura 4. Esse fen6meno aumenta
a taxa de transferéncia de massa, reduzindo o tempo de processamento e
consequentemente aumento no rendimento da extracdo (TAKEUCHI; PEREIRA,
2009). Esse mecanismo além de ser mais eficiente, é passivel de ser aprimorado com
técnicas que garantam um procedimento ecologicamente correto, visto que segundo
Yeo, Leo e Chan (2015), a utilizacdo da agua (em combinagdo com a técnica de
ultrassom) como substituinte de solventes considerados toxicos, é tida como uma
opc¢éao na obtencéo dos compostos bioativos. A preocupacédo da comunidade cientifica
sobre a geracdo de residuos, bem como a reutilizacdo dos mesmos, vem em
contrapartida ao desenvolvimento de estratégias sustentaveis que amenizem 0S
efeitos negativos ao meio ambiente, na tentativa da diminuicdo a geracdo e ao
descarte desses materiais que sdo muitas vezes prejudiciais ndo s6 a natureza, como

também aos seres humanos.

Figura 4: Mecanismo de extracdo assistida por ultrassom
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Segundo Liang (2015), a extracdo assistida por ultrassom é o método mais
eficaz quando aplicado a extracdo da propolis, visto que a temperatura envolvida no
processo € mais baixa, favorecendo a ndo degradagédo dos componentes desejaveis.
Em afirmacdo, Yuan et al. (2019) em seu trabalho sobre compostos fendlicos e
atividade antioxidante da propolis extraida pela técnica de ultrassom, evidenciaram
gue os compostos fendlicos obtidos, bem como o contetdo total de flavonoides e
atividade antioxidante in vitro, foram maiores do que os resultados atingidos por
extracdo supercritica. Além disso, Chong e Chua (2020) compararam o rendimento
da extracdo, avaliando compostos como o contetado fendlico total e flavonas,
utilizando trés métodos de extracdo diferentes: maceracédo, micro-ondas e ultrassom.
Os autores identificaram que a extracdo ultrassOnica teve um rendimento maior
quando comparada a extracdo por maceracao e extracdo assistida por micro-ondas.
Ainda, Reis et al. (2019) avaliaram o perfil antioxidante e atividade citotoxica de
extratos de propolis vermelha de diferentes regides do nordeste do Brasil obtido por
extracdo convencional e por extracdo assistida por ultrassom, e concluiram que a
extragdo por ultrassom demonstrou melhores resultados, de forma mais rapida e
eficiente.

Nesse sentido, inimeros estudos acerca das propriedades farmacéuticas de
seus compostos (obtidos sob diferentes métodos de extracdo) vém sendo
desenvolvidos em funcdo das propriedades bioativas, onde suas caracteristicas
antimicrobianas e antioxidantes estédo diretamente ligadas a presenca de flavonoides
(BERNARDO et al., 1990). Pobiega et al. (2019) realizaram uma comparacdo da
atividade antimicrobiana de extrato de prépolis obtidos por meio de diversos métodos
de extracdo, indicando compostos ricos em flavonoides e fendis, onde todos os
extratos analisados evidenciaram acdo antimicrobiana frente as cepas
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Colletotrichum gloeosporioides e Mucor
mucedo, além de mostrar maior efetividade na obtencdo dos compostos através da
extracao assistida por ultrassom em comparacdo as outras técnicas empregadas.

Além disso, propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antiparasitarias e
citotoxicas de extratos de propolis marrom, verde e vermelho de diferentes regides do
Brasil foram reportados por Silva et al. (2017), onde a maioria dos extratos demonstrou
atividade antimicrobiana contra a bactéria Staphylococcus aureus, além de indicar
grande potencial antioxidante e citotdxico exercido pela propolis vermelha. Zabaiou et
al. (2017) mencionaram que o uso da propolis como adjuvante na terapia do cancer
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demonstrou potencializar os quimioterapicos, além de aliviar os efeitos colaterais.
Machado et al. (2016) evidenciaram além da atividade antioxidante e antimicrobiana,
0 eventual poder antitumoral dos propolis verde, vermelho e marrom de diferentes
regides brasileiras, onde os extratos obtidos por meio da extracdo etanodlica foram
mais eficientes na obtencdo de compostos antioxidantes e atividade biologica, quando
comparado aos extratos obtidos por meio da técnica de fluido supercritico.

Souza (2013) obteve o extrato da propolis vermelha utilizando o método da
maceragao para aplicagdo em membranas bioativas e pode analisar resultados
favoraveis quando aplicado para cicatrizacéo de feridas. Estudos desenvolvidos por
Simdes, de Araujo e de Araujo (2008) indicam ainda a a¢éo antimicrobiana de extratos
de propolis frente aos micro-organismos presentes na saliva humana. Pinto et al.
(2001) analisaram os efeitos de extrato de propolis verde sobre bactérias patogénicas
isoladas do leite de vacas com mastite e detectaram o efeito antibacteriano por meio
de extratos etanoicos desenvolvidos, comprovando assim a efetiva acdo da propolis
sob diferentes condigdes.

Salienta-se que estudos acerca das melhores condicdes de obtencédo dos
compostos bioativos da prépolis os quais avaliam parametros como pH, tipo de
solvente empregado, temperatura de armazenamento, época de coleta e regido de
coleta da matéria-prima, temperatura de extracdo, tempo de extracdo e método de
extracao estdo em constante desenvolvimento. De forma afirmativa, Yeo, Leo e Chan
(2015), estudaram a extracao ultrassénica da propolis em diferentes valores de pH e
concentracfes diferentes de solvente e puderam constatar que sob as condicdes
analisadas, os melhores resultados foram aqueles submetidos ao solvente de pH 10,
como também Yang et al. (2007), que avaliaram a atividade antibacteriana do extrato
etanadlico de propolis contra Streptococcus mutans, influenciado pela temperatura, pH
e idade celular, indicando maior efetividade em meios de cultivo mais quentes (37°C).

Por isso, esses parametros sao variaveis importantes que modificam o
rendimento final do extrato, ocasionando na variacao do potencial bioldgico existente.
Logo, o desenvolvimento de produtos que contenham o extrato de interesse €, em sua

maioria, caracterizado conforme seu potencial ativo.

3.3.2 Filmes ativos contendo prépolis



32

O Quadro 1 expde alguns estudos que envolvem a incorporacéo do extrato de
prépolis em matrizes biopoliméricas, os quais foram discutidos e comparados em

relacédo ao trabalho apresentado.



Quadro 1 — Pesquisas ja desenvolvidas envolvendo filmes incorporados com extrato de propolis
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(continua)

Autor

Estudo

Resultados

Ardjoum et al.

Filmes antimicrobianos a base de
acido latico incorporado com 6leo

essencial de Thymus vulgaris e

Alta prop. antimicrobiana com diametro da zona de inibicdo de 12,1 e 11,58 mm contra
S. aureus e Penicillium sp., respectivamente. Melhoria da estabilidade térmica dos filmes

com adicao dos extratos.

(2021) ) _
extrato etandlico de propolis
mediterranea
Bodini et al. Propriedades de filmes baseados | Redugcao da tensdo de ruptura e PVA, quando comparada com os filmes controle.
(2013) em gelatina com adicdo de extrato | Atividade contra S. aureus observada. Os filmes mantiveram a atividade antimicrobiana

de propolis

e concentracdo de polifendis por 177 dias de armazenamento.

Chang-Bravo;
Lopez-
Cordoba e
Martino (2014)

Matrizes biopoliméricas de
carragenana e amido de milho
com extratos antioxidantes de

prépolis vermelha cubana e erva-

mate

Os filmes de propolis apresentaram maior alongamento na ruptura (%) e menores valores
de resisténcia a tracdo e mddulos elasticos em comparagcdo com as amostras controle.
Esse comportamento pode ser atribuido a forte interagdo entre o extrato de prépolis e a

matriz polimérica observada pela analise de FTIR.

Correa-
Pacheco et al.
(2019)

Caracterizacao fisico-quimica e
atividade antimicrobiana de filmes
comestiveis nano particulados de

guitosana incorporados com

extrato etandlico de propolis

As formulacbes contendo prépolis tiveram um forte efeito inibitério sobre L.
monocytogenes e E. coli. Comportamento hidrofilico foi observado na formulagéo
contendo apenas quitosana, enquanto o comportamento hidrofébico foi observado na
formulagdo com nanoparticulas de quitosana e extrato etandlico de propolis em

concentracOes de 10 e 30%.
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Quadro 1 — Pesquisas ja desenvolvidas envolvendo filmes incorporados com extrato de propolis (concluséo)

De Araujo et
al. (2015)

Propriedades fisicas,
antimicrobianas e antioxidantes de
filme a base de amido contendo

extrato etandlico de propolis

Resisténcia a tracdo ndo foi afetada pela presenca do extrato quando comparada ao
controle. Mudancas nas prop. de sor¢cdo de umidade foram detectadas por um carater
ligeiramente hidrofébico quando adicionadas de 1% de extrato. Os filmes exibiram
atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli mesmo em baixas concentracdes de

extrato (0,5%).

Pérez-Vergara
et al. (2020)

Desenvolvimento e caracterizacao
de filmes comestiveis a base de
fécula de mandioca nativa, cera de

abelha e prépolis

Maiores concentracdes de cera de abelha produziram filmes com os menores valores de
PVA e teor de umidade. Um aumento no teor de extrato reduziu a luminosidade,
produzindo filmes opacos e amarelos. Atividade antifungica contra Aspergillus niger foi
detectada. Os filmes podem ser utilizados como revestimentos para produtos frescos,

como frutas e vegetais nao acidos.

Fonte: Autora (2022)
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Conforme exposto no quadro acima, o0s estudos acerca dos filmes
biopoliméricos incorporados com extrato de prépolis afirmam o que foi evidenciado na
literatura, indicando a potencial agdo antimicrobiana frente as cepas analisadas, bem
como a notdria atividade antifungica desenvolvida. Entretanto, é possivel observar que
nao foram desenvolvidos filmes utilizando somente a carragenana como material
biopolimérico, bem como foram utilizados apenas extratos etandlicos da propolis,
constatando a possivel op¢éo do desenvolvimento de extratos advindos de solventes

mais econdmicos e menos agressivos, como a agua, por exemplo.



4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido com base no fluxograma esquematizado

abaixo.

Figura 5 - Etapas envolvidas no desenvolvimento do trabalho

Propaolis in Solugio \
natura biopolimérica |
: -

Caraclerizagao
da matéria
prima

Extragdo por
maceragao

Extragdo por
ultrassom
1

Obtencéo
do extrato /™ __( E'm‘m )
v v
Compostos Alividade
fenolicos Metodologia T ETE Espessura Metodologia PWA
totais

Resisténcia Solubilidade

| 4
a trag#o em agua
pH

Elongagao Microbiologia

Analise 1\ _ [ Potencial
Estatistica ativo

il
a0

Fonte: Autora (2022)

4.1 Preparo da matéria-prima

A propolis marrom produzida por abelhas da espécie Apis mellifera foi obtida
de apiarios localizados no interior do municipio de Bagé, Rio Grande do Sul. A matéria-
prima, que foi disponibilizada pelo apicultor em sua forma seca, foi coletada e
realizada a eliminagdo manualmente das impurezas. Posteriormente, a mesma foi
acondicionada em recipientes plasticos vedados, os quais foram colocados em
dessecador ao abrigo da luz até o momento de sua utilizagdo. Ainda, de forma a
reduzir a granulometria da matéria-prima, a prépolis foi moida utilizando um moinho
analitico (IKA - A11BS32), tornando-a assim em um po6 fino, o que garantiu uma maior
area de contato entre as particulas, ocasionando em um maior arraste de

componentes no momento do contato com o solvente extrator e consequentemente
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em um melhor resultado no momento da obtencdo dos compostos bioativos (ROJAS,

2015). A Figura 6 ilustra a matéria-prima utilizada na sua forma in natura e moida.

Figura 6 - Propolis bruta in natura (1) e prépolis moida (2)

Fonte: Autora (2022)

4.2 Caracterizacdo da matéria-prima

A caracterizacdo da matéria-prima foi realizada a fim de avaliar a da qualidade

da prépolis marrom bruta.
4.2.1 Teor de umidade

A fim de analisar o teor de umidade da matéria bruta pelo método gravimétrico,
1 g da amostra moida foi inserida em estufa (NOVA ETICA) a 105 °C pelo periodo de
24 h (Farmacopeia Brasileira, 2019). O percentual de umidade em base Umida foi

definido pela perda de agua, através da Equacao 1, realizado em triplicata.

% Umidade = ==L x100 (1)

mi

em que m;é a massa inicial da amostra (g) e ms € a massa da amostra apds a secagem

(9)-
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4.2.2 Teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada pelo método gravimétrico
utilizando 1 g de amostra, em triplicata. As amostras foram submetidas ao processo
de incineracéo utilizando mufla (TC4S - AUTONICS) a temperatura de 550 °C pelo
tempo necessario onde a diferenca entre duas pesagens consecutivas nao excedeu
5 mg (AOAC,1995 com alteracdes). O resultado foi obtido (Equacao 2) ao incinerar a
propolis, eliminando assim toda a matéria organica, resultando apenas na matéria de

origem mineral existente na amostra.

m2-ml

% Cinzas = x 100 (2)

em que m1 € a massa do cadinho utilizado (g), m2 € a massa do cadinho + amostra

calcinada a 550 °C (g) e W é a massa da amostra (g).

4.3 Extracdo dos compostos bioativos

A extracdo dos compostos bioativos da prépolis marrom foi realizada utilizando
dois métodos, a fim de avaliar seus resultados: maceracao e extracdo assistida por
ultrassom. Visando uma extracao “verde” nao toxica, foi utilizada agua como solvente,
a fim de comparar com o uso do solvente etandlico convencional, composto por etanol
80%. O fluxograma exemplificado na Figura 7 abaixo ilustra os processos de extracao

que foram realizados.

Figura 7 - Operacdes realizadas

EXTRAGAO EXTRACAQ
CONVENCIONAL ULTRASSONICA

- Sonicador de -
Banho metabdlico . _ Banho ultrassénico
ponteira ultrassénico

Com alteracao do pH
do solvente

Sem alteracdo do pH

Tempo 5 min
do solvente P

Tempo 45 min

Tempo 45 min | Tempo 5 min

Fonte: Autora (2022)
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A Figura 8 ilustra os equipamentos utilizados para estudo da operacédo de
extracdo dos compostos bioativos. A extracdo convencional (maceracéo) foi realizada
em banho metabdlico tipo Dubnoff (SL 157 — SOLAB). Por sua vez, para o0 método de
ultrassom, foram utilizados dois equipamentos diferentes, que partem do mesmo
principio de utilizacdo das ondas ultrassoénicas: sonicador de ponteira ultrassénico
(ULTRONIC QR 500 - ECOSONICS) e banho ultrassénico (ALTSONIC CLEAN 3IA),
com o objetivo de comparar os resultados obtidos. Para a extragédo por intermédio do
sonicador, o ajuste de poténcia foi de 99% em uma frequéncia ultrassénica de 20 kHz.
Para eliminacdo de ceras e impurezas presentes no extrato apds a extracao, foi feita
a filtragem a vacuo do extrato com o auxilio de uma bomba (NEW PUMP) utilizando
um funil de Biichner e Kitassato. O extrato final foi armazenado em recipiente fechado
até posteriores analises.

Figura 8 - Equipamentos extratores utilizados

l Sonicador ultrassonico | | Banho metabélico | | Banho ultrassonico

Fonte: Autora; Google Imagens (2022)
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Visando estudar as diferentes formas de extracdo e seus impactos frente as
analises das quais os extratos foram submetidos, diversos ensaios foram realizados
conforme as técnicas ja citadas e suas formas de extracao foram listadas na Tabela 1
a seguir. Salienta-se que em todos os casos foram utilizados dois solventes diferentes,
agua e etanol 80%, variando os parametros tempo, pH e temperatura a fim de avaliar

suas possiveis influéncias no processo.

Tabela 1 - Ensaios realizados frente as técnicas de extracédo

Massa Volume

] _ _ Tempo Temperatura de de
Método Sigla Equipamento )
(min) (°C) amostra solvente
(9) (mL)
Convencional
Banho
sem alteragdo A . 45 70 2 25
metabolico
de pH
Convencional
com alteracéo Banho
_ B . 45 70 1 25
de pH (meio metabolico
acido)*
Convencional
com alteracéo Banho
_ C . 45 70 1 25
de pH (meio metabolico
basico)**
Sonicador de Sonicador de
ponteira D ponteira 5 ambiente 2 50
ultrassoénico ultrassoénico
Sonicador de Sonicador de
ponteira E ponteira 45 ambiente 2 50
ultrassoénico ultrassonico
Banho Banho )
. F . 5 ambiente 2 50
ultrassoénico ultrassoénico
Banho Banho )
G 45 ambiente 2 50

ultrassonico ultrassonico
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*Meio 4cido: HCI 0,1 N, pH 4; ** Meio basico: NaOH 0,1 mol.L-1, pH 10; as mudancas de pH foram
realizadas apenas para o solvente aquoso utilizando a técnica convencional
Fonte: Autora (2022)

4.4 Caracterizacéo do extrato obtido

4.4.1 pH

As leituras de medicao do potencial hidrogenidnico do extrato foram realizadas
em pHmetro digital (T100- TEKNA) (Farmacopeia Brasileira, 2019). Primeiramente foi
realizada a calibracdo do pHmetro e apds, foram executadas as leituras dos extratos
obtidos por meio do banho ultrassénico em meio aquoso e etanolico, respectivamente.
Salienta-se que foi possivel realizar apenas as leituras dos extratos aquoso e etandlico
obtidos por meio da utilizacdo do banho ultrassénico por motivos de falhas no

equipamento de medicao.

4.4.2 Compostos fendlicos totais

Para determinacdo dos compostos fendlicos totais (CFT), foi adotada a
metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965). O método € realizado por
espectrofotometria, utilizando o reagente Folin-Ciocalteu, onde ocorre uma reacéo
colorimétrica de oxidacao/reducéo. Para tanto, foi utilizado 0,5 mL das amostras do
extrato obtido e 10 mL de agua destilada, que foram acrescidos de 1 mL do reagente
em um tubo de ensaio. Apds 3 min foram adicionados 8 mL de solu¢do de Na2CO3
(7,5% m/v), mantendo as amostras sem presenca de luz por um periodo de 2 h em
temperatura ambiente. A absorbancia foi determinada no comprimento de onda de
760 nm por meio do espectrofotdbmetro (UV 755B — EQUILAM). Para a quantificacéo,
foi feito uma curva de calibragéo, utilizando acido galico em concentragdes de 0 a 500
mg/L e o resultado foi expresso em mg de GAE.gt. Da mesma forma descrita para
analise da atividade antioxidante abaixo, as analises foram realizadas em triplicata

para todos os extratos obtidos em suas diferentes formas de obtencéo.
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4.4.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Brand-Willians et al. (1995), a qual consiste na desativacdo do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila). Dessa forma, foi inserido 0,2 mL das solucdes dos extratos
obtidos em tubos falcons e adicionado de 7,8 mL da solu¢cdo de DPPH. A solucéo
obtida foi mantida por 30 min ao abrigo da luz e a medida de absorbancia foi lida em
espectrofotometro (UV 755B - EQUILAM) no comprimento de onda do UV-visivel a
517 nm. Ainda, foi preparado uma amostra controle através da substituicdo do extrato
pelo solvente utilizado. As andlises foram realizadas em triplicata para todos os

extratos obtidos em suas diferentes formas de obtengéo.

4.5 Elaboracédo do filme biopolimérico ativo

O filme foi desenvolvido através da técnica de casting, que consiste na
desidratacédo de uma solucéo filmogénica aplicada sobre placas de Petri (neste caso
de material acrilico de 15 cm de didmetro). A solucéo filmogénica foi obtida usando
agitacdo de 100 rpm e temperatura de 70 °C por 15 min. A mistura ocorreu por
intermédio de um agitador magnético (NOVA ETICA), até completa homogeneidade.
As solucdes foram vertidas nas placas e inseridas em estufa a 40 °C por 24 h para
eliminagcdo do solvente, resultando no filme biopolimérico ativo. Os extratos de
prépolis com melhores propriedades (conforme resultados da secédo 4.4) foram
utilizados como principio ativo na formulacdo dos filmes. Foram elaboradas duas
formulacbes de filmes diferentes, uma contendo extrato aquoso e uma contendo
extrato etanodlico. Os filmes foram submetidos a diferentes concentracfes de seus
componentes, onde foram formulados e avaliados quanto as suas melhores
condi¢bes, sendo confirmados os valores de formulacdo de 0,5 g de carragenana
(kappa-carragenana), 75 mL de solvente (agua destilada) e 0,3 g de glicerol. As
concentragdes de extrato liquido variaram entre 5, 10, 15 e 25 mL, sendo escolhido o
valor de 15 mL de extrato para execucdo final dos filmes, onde o mesmo foi
incorporado ao filme logo apds sua extracdo. Também foram formulados filmes
controles, isentos de extrato nesse caso. Apos a realizacdo da secagem, os filmes
foram acondicionados em dessecador contendo solucdo de acido sulfarico, para

manter a umidade relativa em 50% no interior do mesmo.
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4.6 Caracterizacado do filme biopolimérico ativo

4.6.1 Espessura

A espessura foi determinada por intermédio de um micrémetro digital (TA.XT -
EXTRALAB) onde o resultado foi expresso em milimetros. Foram medidos dez pontos

aleatoriamente, considerando a espessura do filme como a média dos valores obtidos.

4.6.2 Propriedades mecanicas

A fim de avaliar as propriedades mecénicas do filme, foi determinado com o
auxilio de um texturémetro (STABLE 203 - MICRO SYSTEM), conforme a Figura 9, a
resisténcia a tracao e a porcentagem de elongacdo no momento de ruptura, conforme
descrito na Norma ASTM D-882-02 (2002). A tensdo na ruptura foi calculada pela
relacao entre forca e area da secao transversal inicial do filme (Equacao 3), enquanto
gue a porcentagem de elongacéo foi determinada por meio da Equacéo 4.

Fm

T= (3)

Amin

em que T € a tensdo maxima relacionada a tracdo (Pa), Fm é a forca maxima que
antecede o momento de ruptura (N) e Amin é a area da secéao transversal inicial do

filme (Mm?).

dr
%Elongacao = P 100 4)

em que dr é a distancia na ruptura percorrida pela garra (m) e di é o afastamento inicial

entre garras (m).
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Figura 9 - Andlise das propriedades mecanicas através do texturémetro

Fonte: Autora (2022)

4.6.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A analise de permeabilidade ao vapor de agua, disposta na Figura 10, foi
conduzida conforme o método padrdo ASTM EO0096-00 (2016), em duplicata.
Conforme executado por Ribeiro et al. (2015), as amostras foram cortadas em forma
de discos de diametro 50 mm e fixadas em células de permeacéo de plastico contendo
aproximadamente 2,3 g de cloreto de calcio anidro (CaCl2) granulado, onde
posteriormente foram acondicionadas em um dessecador com umidade relativa de
50% e temperatura ambiente. A partir do ganho de massa do CaCl2 durante 10 dias,

foi possivel determinar o vapor de agua transferido através do filme por intermédio da

Equacéo 5.
PVA = Map L (5)
t AAP

em gue PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.m*.Pal.s'), mab é a massa de
umidade absorvida (g), t € o tempo total do teste (segundos), L é a espessura do filme
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(mm), A é a area da superficie exposta do filme (m2) e AP é a diferenca de pressao

parcial através do filme (Pa).

Figura 10 - Andlise de permeabilidade ao vapor de agua

Fonte: Autora (2022)

4.6.4 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em &gua foi avaliada segundo a metodologia de
Gontard et al. (1994). Os filmes foram cortados em circulos de aproximadamente 2
cm de didmetro e foram colocados em estufa (105 °C) pelo periodo de 24 h, a fim de
determinar a matéria seca inicial. Posteriormente, foram colocados em béquer
contendo 50 mL de agua destilada, onde foram mantidos a temperatura ambiente por
24 h, sob agitacdo (100 rpm). Em seguida, as amostras ndo solubilizadas foram
inseridas novamente na estufa (105 °C) por 24 h, com a finalidade de obter a matéria

seca final. A Equacao 6 expressa o célculo para obtencao do resultado.
SA (%) = ==L x100 (6)

em que SA indica a solubilidade em &gua (%), m; é a massa da matéria seca inicial

(g) e msé a massa da matéria seca final (g).

4.6.5 Potencial ativo
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Para determinacao da atividade antioxidante bem como a determinacéo do teor
de compostos fendlicos totais, uma amostra do filme precisou ser solubilizada. Para
tanto, de acordo com Rosa et al. (2020), amostras dos filmes foram imersas em 25
mL de agua destilada e submetidas a agitagdo continua até completa solubilizacao.
Apos, solubilizadas, as amostras passaram pelas mesmas metodologias realizadas

para os extratos, ja descritas anteriormente nas secdes 4.4.2 e 4.4.3.

4.6.6 Analise microbiolégica

A andlise microbioldgica do filme obtido foi avaliada frente ao microrganismo
Escherichia coli, representando o grupo de bactérias Gram-negativas, e frente ao
microrganismo Staphylococcus aureus, representando o grupo de bactérias Gram-
positivas. As cepas foram provenientes do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Pampa, campus Bagé. Foi avaliado o potencial
antimicrobiano dos filmes utilizando a Norma M7-A6 (Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved
Standard - Sixth Edition, 2003). Para execuc¢éo da andlise, uma aliquota de 0,1 mL de
cultura microbiana (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) foi padronizada com 1-
2 x 108 unidades formadoras de col6nia (UFC)/mL de acordo com a escala Mac
Farland e entdo diluidos para a concentracdo de 1 x 104 UFC/mL, onde foram
posteriormente inoculadas sobre placas compostas de agar Mueller Hinton para que
o desenvolvimento microbiano ocorresse. ApoOs solidificagdo do &gar, foram
adicionados em triplicata os filmes desenvolvidos (cortados em 6 mm de diametro),
para atuarem como barreira antimicrobiana. As placas foram incubadas a 35 °C por
24 h e ainibicao foi considerada positiva quando halos compostos por uma zona clara
foram observados. Os halos de inibicdo foram medidos com auxilio de um paquimetro
digital. Salienta-se que todo o procedimento da anélise se desenvolveu sob condi¢bes

assepticas.

4.6.7 Andlise estatistica

Os resultados foram tratados em triplicata por meio do Teste de Tukey a 5%

(p<0,05) de probabilidade, empregando o software Statistica 13.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da matéria-prima

Os resultados para os teores de umidade e de cinzas obtidos no presente

trabalho estéo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da caracterizacao da propolis bruta

Limites estabelecidos

Requisitos fisico-quimicos Autora (2022) pela Legislacéo Brasileira
(m/m) (%)
Umidade (% b.u.) 4,30+0,12 8
Cinzas (% b.u.) 0,54 + 0,02 5

Fonte: Autora (2022)

O controle do teor de umidade da prépolis € um fator determinante que deve
ser assegurado, visto que elevados teores de umidade podem favorecer no
desenvolvimento de fungos e bactérias, tornando o produto impréprio para utilizacéo
e/ou comercializacdo (BRASIL, 2001). Dessa forma, a propolis analisada demonstrou
possuir teores de umidade (4,30 + 0,12% b.u.) dentro do limite estabelecido pelo
MAPA (8%). Seguindo os mesmos principios, o controle das cinzas as quais
representam a quantificacdo da matéria de origem mineral da amostra é um
importante parametro a ser analisado, onde elevados teores incubem em adulteragdes
do produto, o qual pode estar adicionado de areia ou outros materiais contaminantes.
Como observado, o resultado alcangcado (0,54 + 0,02% b.u.) expressou estar dentro

do limite estabelecido (5%), conferindo qualidade satisfatéria a amostra coletada.

5.2 Extracdo dos compostos bioativos e caracterizacdo dos extratos

A Figura 11 ilustra os extratos obtidos via extracdo convencional com agua e

com etanol, sem alteracdo de pH do meio extrator.
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Figura 11 - Extratos obtidos por meio da extragdo convencional (método A) com agua
(Al e A2) e etanol (B1 e B2)

S -
et =

A — —

e Gy iy

Fonte: Autora (2022)

Observa-se que os extratos Al e A2 que foram extraidos utilizando &gua como
solvente demonstram ter uma coloragdo mais opaca quando comparado aos extratos
Bl e B2, os quais foram obtidos utilizando etanol 80% como solvente extrator. O
mesmo foi evidenciado por Pérez-Vergara et al. (2020), exposto no Quadro 1, onde
os filmes com maior concentragdo de extrato apresentaram uma coloragcdo amarela
opaca. Um dos motivos esté relacionado com o fato de que o etanol apresenta carater
anfifilico, permitindo a extracdo tanto de substancias com caracteristicas apolares
guanto polares, tendo a capacidade de arrastar os compostos fitoquimicos presentes
na prépolis em sua totalidade, como os flavonoides e acidos fenélicos por exempilo,
resultando em um extrato mais concentrado, de odor e sabor mais forte (OLIVEIRA et
al., 2016). O mesmo nao ocorre com a agua, visto que muito dos compostos bioativos
presentes na propolis sdo de caracteristicas apolares devido a presenca das resinas
em sua composicdo. Esse comportamento de variancia na coloracdo dos extratos
também foi observado nos casos obtidos via extracdo convencional com alteracédo de
pH, bem como nos extratos atingidos utilizando as extracdes ultrassonicas. A Figura

12 ilustra o extrato (F), obtido utilizando banho ultrassonico.

Figura 12 - Extrato etandlico (F) via banho ultrassénico

Fonte: Autora (2022)
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O pH do extrato aquoso obtido por meio da extracdo (F) utilizando banho
ultrassoénico foi de 5,89, enquanto que para o extrato etandlico foi de 5,19. O valor
encontrado para o extrato etanolico foi préximo ao reportado por Longhini et al. (2007),
que encontraram um valor que variou de 5,46 a 5,82, sendo a extracdo realizada
utilizando alcool 93,7%. Segundo os autores, o controle do pH é um fator fundamental
no manuseio da propolis, visto que ele &, também, responsavel por selecionar as
substancias a serem extraidas conforme sua polaridade e caracteristicas quimicas.
Tem-se que o pH mais acido é desejado, uma vez que atua de forma a evitar o ataque
de microrganismos, por exemplo. Quando comparado o pH do etanol 80%, que
costuma ser neutro, ao pH do extrato etandlico da propolis, percebe-se uma
diminuicdo do pH, evidenciando o carater acido das substancias extraidas. Pereira
(2008) realizou a extracdo aquosa de prépolis para uso em suco de goiaba e obteve
valores de pH que variaram de 4,7 a 4,9. Ainda, Lins (2018) analisou os extratos
obtidos da prépolis marrom e evidenciou um valor de 3,2 sob meio etilico e 3,1 sob
meio aquoso, destacando através de seus dados que o pH pode ser influenciado pela
temperatura de armazenamento dos extratos. A Tabela 3 apresenta os resultados das
extracdes realizadas aos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos

extratos obtidos.

Tabela 3: Resultados obtidos pelas andlises dos extratos utilizando agua como

solvente
Método CFT (mg GAE.g'b.s.) AA (%)
A 9,45 + 1,05° 37,04 £1,192
B 10,64 + 0,06° 13,38 + 1,854
C 11,84 +0,14° 25,65 + 0,93P
D 16,29 £ 0,812 12,34 + 3,70¢d
E 15,73 £ 3,142 20,32 + 2,60¢°
F 2,40 £ 0,03¢ 7,34 £0,12°
G 2,85 £ 0,05¢ 8,75 + 0,15¢d

Nota: Os dados relatados séo valores médios e + desvio médio. Letras diferentes representam
diferencas significativas na coluna (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autora (2022)

Conforme reportado na Tabela 3, os métodos utilizando o sonicador de ponteira

ultrassonico (D e E) foram os que demonstraram ser mais eficiente na extragao
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aguosa quanto a analise dos compostos fendlicos totais, ndo havendo diferenca
significativa entre os resultados (16,29 + 0,812 e 15,73 + 3,142 mg GAE.g! b.s.),
confirmando a efetividade do processo de extracdo utilizado frente a extracéo
convencional. O resultado encontrado foi maior ao obtido por Alves e Kubota et al.
(2013) que obtiveram 5,39 + 1,51 mg GAE.g! em extratos aquosos comerciais, bem
como Mello et al. (2010) que tiveram como resultado o valor de 7,51 + 1,61 mg GAE.g"
L em amostras de prépolis vermelha obtidas por nano filtragdo, ou ainda, menores aos
de Mello, Petrus e Hubinger (2010) que obtiveram 23,67 + 2,14 mg GAE.g* em
extratos aquosos obtidos por maceracédo. Observa-se que neste caso um maior tempo
e temperatura de extracdo nao influenciou significativamente (p <0,05) na eficiéncia
da extracdo. Por sua vez, quanto a atividade antioxidante, o método convencional (A)
foi o que demonstrou os melhores resultados (37,04 £ 1,192 %), valor inferior ao
encontrado por Alves e Kubota (2013), que reportaram um valor de 89,31 + 0,60%.
Neste caso, a temperatura mais elevada favoreceu o processo.

Comparando o desempenho da extracdo para compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante, péde-se concluir que de forma geral, o0 método utilizando o
sonicador de ponteira ultrassonico (D) foi o mais eficiente, levando em conta a néo
necessidade da elevacdo da temperatura, bem como a utilizacdo de um menor
periodo de tempo de extracdo. Conforme De Lima et. al (2019), as extracfes devem
ser feitas de forma controlada, visto que elevadas temperaturas combinadas com
longas horas de extracdo favorecem a degradacdo da amostra, resultando em um
menor rendimento na obtencdo dos compostos bioativos. A Tabela 4 traz os

resultados frente a técnica utilizando etanol 80% como solvente extrator.
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Tabela 4 - Resultados obtidos pelas andlises dos extratos utilizando etanol 80% como

solvente
Método CFT (mg GAE.g'b.s.) AA (%)
A 63,08 + 2,41¢ 94,22 +£0,132
B - -
C - -
D 77,63 +1,36° 94,28 £ 0,432
E 91,03 + 4,65P 92,91 +0,31°
F 143,38 £ 2,772 93,74 + 0,09
G 147,45 + 4,232 93,41 + 0,09

Nota: Os dados relatados séo valores médios e + desvio médio. Letras diferentes representam
diferencas significativas na coluna (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autora (2022)

De acordo com a Tabela 4 acima, os métodos F e G (extracdo via banho
ultrassénico) foram os métodos mais efetivos para obtencéo de compostos fendlicos
totais, sendo estes 143,38 + 2,772 e 147,45 + 4,232 mg GAE.g, respectivamente. O
valor alcancado em 45 minutos foi muito préximo ao alcan¢cado com o mesmo método
utilizando um tempo de extracdo menor (5 min), que foi de 143,38 + 2,77 mg GAE.g
L. Dessa forma, observa-se pela andlise estatistica que o tempo de extracdo néo foi
um fator determinante, podendo favorecer dessa forma uma extracdo mais rapida sob
as mesmas condicdes. Quanto a atividade antioxidante, todos os métodos atingiram
uma porcentagem entre 92 e 95%, havendo pouca variancia entre os resultados,
sendo que ndo houveram diferencas significativas entre os métodos A e D, bem como
entre os métodos E, F e G. De forma geral, pode-se constatar que o método F foi o
mais efetivo quando comparado aos outros métodos para o processo de extracdo
utilizando etanol 80% como solvente, resultando em 143,38 + 2,772 mg GAE.g' e
93,74 + 0,09° % para compostos fendlicos totais e atividade antioxidante,
respectivamente. Averigua-se que para esse caso, a extracao utilizando a técnica de
ondas ultrassoénicas foi superior a extragdo convencional, demonstrando ser uma
técnica de extracao rapida, que quando comparada, oferece alta reprodutibilidade em
pouco tempo, manipulagdo simplificada e menor energia. Os valores encontrados
durante as analises para compostos fendlicos totais foram maiores que aqueles
mencionados por Khacha-ananda et al. (2013), que realizaram analises de extratos

de propolis marrom obtidos por meio da utilizacdo de etanol 70%, utilizando as
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técnicas de maceracao e sonicador de ponteira ultrassénico. Khacha-ananda et al.
(2013) reportaram 17,17 + 2,19 mg GAE.g* por meio da técnica de maceracéo e 18,27
+ 3,30 mg GAE.g! para a técnica utilizando o sonicador. Em contrapartida, Devequi-
Nunes et al. (2018) analisaram a atividade biolégica de seis extratos de prépolis
diferentes, dentre eles a propolis marrom, utilizando etanol 80% como solvente
através da técnica de maceracéo, e puderam constatar 249,28 + 0,01 mg GAE.g!
para compostos fendlicos totais, valor superior ao encontrado no presente estudo.
Ainda, Mello, Petrus e Hubinger (2010) obtiveram extrato etandlico (80%) de propolis
utilizando também a técnica de maceracédo e determinaram os compostos fendlicos
totais, sendo estes 69,35 + 0,38 mg GAE.g, valor que foi préximo ao encontrado no
trabalho estudado. No que se refere a atividade antioxidante, Gongalves, Santos e
Srebernich (2011) realizaram a extragdo da propolis verde de forma convencional
utilizando etanol 70% e analisaram um efeito antioxidante de 60,93%, valor inferior
guando comparado a todos os resultados encontrados nas mais diversas extracdes
realizadas apresentadas na Tabela 4. Cabral et al. (2009) analisaram a atividade
antioxidante da propolis vermelha brasileira e encontraram um teor de 50,5% no
extrato obtido utilizando etanol 80% como solvente. Ainda, Alves e Kubota (2013)
observaram a acdo antioxidante de amostras de prépolis comerciais, dentre eles
amostras de extrato etandlico, e identificaram teores que variaram entre 80,55 + 0,76%
a 92,56 + 0,08%, valores esses similares aos reportados na Tabela 4.

Os compostos fendlicos sé@o estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e
anéis aromaticos que os conferem o poder antioxidante (ANGELO, 2007). O DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um radical livre que pode ser alcancado por dissolucao
do reagente em meio organico, mudando da cor violeta para amarelo apds a reducdo
por qualquer processo de hidrogénio. As substancias capazes de realizar esta reacao
podem ser consideradas como antioxidantes e consequentemente captadores de
radicais (BRAND-WILLIAMS, 1995; BRANEN, 1975). Segundo Gongalves, Santos e
Srebernich (2011), a origem de a amostra tem um impacto direto nas concentragdes
dos compostos bioativos, onde a atividade antioxidante pode variar de acordo sua
concentracdo, seu método de avaliagdo, como tempo de reacdo e solvente, e
afinidade dos antioxidantes. A grande vantagem do ensaio DPPH é que os resultados
nao sao afetados pela polaridade dos compostos. Conforme citam Alves e Kubota
(2013), a presenca da acdo antioxidante acentuada na prépolis esta diretamente

ligada com o fato de possuir flavonoides em sua composi¢cdo, como a quercetina,
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flavonas e antocianinas, onde a quercetina atua como um bom sequestrante de radical
livre, ndo permitindo a acéo de espécies reativas de oxigénio, agindo assim de forma
ndo oxidativa. Sendo assim, conforme assegurado pelas andlises, torna-se
imprescindivel a busca e o desenvolvimento por produtos naturais que possam ser
utilizados de forma segura afim de garantir uma acédo antioxidante para os mais
diversos fins, certificando uma possivel substituicdo aos antioxidantes sintéticos que
séo utilizados em larga escala por parte da industria, onde os produtos naturais, neste
caso a propolis, demonstram possuir uma acao antioxidante eficaz, sem riscos a
saude.

Com base nos resultados, percebe-se que a extracdo etandlica foi mais efetiva
na obtencdo dos compostos bioativos quando comparada a extracdo aquosa,
conferindo maiores valores para as analises de compostos fendlicos totais, bem como
para atividade antioxidante. O motivo pode estar relacionado ao fato de que conforme
observado por Park et. al (1998), através da analise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), para o extrato de propolis aquoso praticamente ndo foram
detectados picos de flavonoides, diferentemente do extrato etandlico onde os maiores
picos foram observados, onde o aumento da concentracdo do solvente extrator
resultou no aumento da quantidade de picos formados, estando assim intimamente
relacionado, em cada caso, com sua atividade biolégica. Ainda, a altera¢do do pH do
solvente (4gua) para a extracdo por meio da técnica de maceracgdo nédo interferiu nos
resultados dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, visto que nao

houve variag@es significativas entre os resultados.

5.3 Elaboracao e caracterizacao dos filmes biopoliméricos ativos

A Figura 13 apresenta o aspecto visual do filme biopolimérico controle (sem
adicdo de extrato), bem como do filme biopolimérico ativo (com adi¢do de extrato).
Salienta-se que para elaboracéo do filme biopolimérico ativo com adi¢cdo do extrato
etandlico, a condicdo ideal do extrato obtido foi aquele alcancado pela técnica F,
enquanto que para elaboracdo do filme biopolimérico ativo com adicdo do extrato

aquoso, foi o extrato alcangcado por meio da técnica D.
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Figura 13 - Filme ativo com adicéo de extrato etandlico de propolis (E) e filme controle
etandlico sem extrato (CE); Filme ativo com adic&o de extrato aquoso de propolis (A)
e filme controle aquoso sem extrato (CA)

Fonte: Autora (2022)

O filme elaborado contendo extrato etandlico de propolis (E) demonstrou
possuir uma coloracdo amarelada opaca, caracteristica advinda dos compostos
fendlicos da proépolis, enquanto que o filme contendo extrato aquoso (A) apresentou
transparéncia, tal qual os filmes controles (CE e CA), ausentes de extratos. A
transparéncia do filme B2, apesar de possuir extrato de propolis em sua formulacao,
se deu pelo motivo de que no momento da extragdo aguosa se é obtido um extrato
clarificado quando comparado a extracdo etandlica, visto que os compostos fenélicos
ndo sao extraidos com tanta facilidade. Apesar disso, todos os quatro filmes
expressaram uniformidade e auséncia de materiais particulados, além de serem

maleaveis e flexiveis. Os filmes E e A apresentaram odor caracteristico advinda da
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prépolis, ainda que no filme E o odor foi mais acentuado. Sabe-se que no ramo
alimenticio, caracteristicas como coloracéo, odor e espessura das embalagens sao
parametros que se tornam positivos ou negativos dependendo da aplicagéo na qual o
alimento esta inserido. A Tabela 5 demonstra os resultados para a caracterizacao dos

filmes desenvolvidos.

Tabela 5 - Caracterizagéo dos filmes

. Espessura PVA (g.m-  Solubilidade
Filme o (MPa) E (%)
(mm) LPals?!) em agua (%)
E 0,051 +0,02° 10,32 +2,84P 13,05 + 5,00.101% + 100
1,862 5,63.10132
A 0,046 + 0,012 16,15 + 3,922 16,70 5,61.101! + 100
3,872 2,54.1013%
CE 0,032 £0,012 23,02 + 1,442 15,76 + 3,75.1011 + 100
1,402 1,22.1013%
CA 0,034 +£0,01®» 18,76 + 3,05 15,55 + 4,01.101 + 100

3,422 1,87.101%2

Nota: Os dados relatados sdo valores médios e + desvio médio. Letras diferentes representam
diferencas significativas na coluna (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autora (2022)

Pdde-se observar que o filme contendo extrato etandlico (E) foi o que
apresentou maior espessura. O mesmo fato ocorreu quando comparados os filmes E
e A com os filmes controles CE e CA, ausentes de extrato. Esse comportamento
sucede devido a maior massa de componentes presente na formulacao do filme. Essa
condicao pode ser justificada ao fato de que os filmes sdo submetidos a temperatura
constante de 40 °C pelo periodo de 24 h para evaporacdo do solvente no momento
de sua formulacdo. Como o extrato etandlico é capaz de extrair de forma mais eficaz
0S compostos bioativos, os resultados dos extratos séo liquidos de coloragcdo mais
forte e, consequentemente, espera-se possuir menos solvente no produto final quando
comparados a extragdo aquosa, onde os compostos bioativos sdo extraidos de forma
reduzida, favorecendo no acumulo de solvente (dgua) no extrato, o qual € evaporado
no momento da secagem, resultando em um filme mais fino, ou seja, menos espesso.
Araujo (2014) desenvolveu filmes biodegradaveis de amido incorporados com extrato

de propolis e obteve valores entre 0,104 e 0,110 mm de espessura, onde os filmes
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foram formulados com 3 g de amido para 100 g de solucéao filmogénica, 20 g de gicerol
para 100 g de amido e variado as concentracdes dos extratos de propolis utilizados.
Os resultados encontrados no presente estudo foram compativeis com Martiny et al.
(2018), que desenvolveram filmes biodegradaveis preparados com carragenana e
extrato de folhas de oliveira e obtiveram filmes controle com 0,032 mm de espessura,
bem como filmes contendo extrato com 0,048 mm de espessura, confirmando a acao
do extrato no que se refere ao incremento na espessura dos mesmos.

Além disso foi possivel perceber uma diminuigdo na resisténcia a tragdo no
momento de ruptura nos filmes na presenca dos extratos. Verificou-se que a adicdo
do extrato etandlico promoveu uma reducéo significativa de 56,5% desse parametro,
bem como a adicdo do extrato aquoso, que promoveu uma reducdo de 15,8%.
Conforme exposto no Quadro 1, Bodini et al. (2013) também observaram o mesmo
desempenho, onde houve uma reducao da tenséo na ruptura em filmes baseados em
gelatina adicionados de extrato de propolis. Conforme Araujo (2014), uma justificativa
para esse comportamento € a de que os filmes contendo extrato possuem ceras em
sua composicdo, as quais podem ter atuado como possiveis plastificantes,
aumentando dessa forma a mobilidade da estrutura da matriz polimérica, tornando os
filmes menos rigidos. De acordo com Andrade (2013), os filmes com propriedades
mecanicas ideais devem ser resistentes a ruptura para gue possam proteger 0s
produtos nos quais sao aplicados, e flexiveis, para que possam se adaptar a possiveis
deformacfes e resistirem a possiveis fraturas. Martiny et al. (2020) desenvolveram
uma embalagem ativa composta por carragenana e extrato de folha de oliveira para
conservacgao de carne de cordeiro e obtiveram como propriedades os valores de 11,83
*+ 0,23 MPa para filmes controle, bem como 8,51 + 0,09 MPa para filmes contendo
extrato, valores esses que ainda inferiores, foram similares aos encontrados para 0s
filmes formulados apresentados na Tabela 5. Os resultados corroboram com estudos
desenvolvidos por De Araujo et al. (2015), expostos no Quadro 1, onde avaliaram as
propriedades fisicas, antimicrobianas e antioxidantes de filmes de amidos
incorporados com extrato de propolis e puderam constatar valores de tensdes que
variaram entre 5,1 e 6,7 MPa nos filmes elaborados.

Em relagdo a porcentagem de elongagdo no momento de ruptura, O
comportamento nos quatro filmes analisados foi semelhante, conforme evidenciado
pela andlise estatistica. O desempenho sugere que a presenca do extrato nao

influenciou significativamente na elongacdo dos filmes, resultado que pode ser
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considerado positivo para esse caso. Alguns autores (Araudjo, 2014; Braga, 2016;
Martiny, 2020) ja validaram a mesma informacéo em seus estudos envolvendo filmes
biopoliméricos, onde a porcentagem de elongacdo nado foi, ou foi alterada
minimamente na presenca de compostos naturais. Conforme ilustrado no Quadro 1,
Chang-Bravo, Lopez-Cordoba e Martino (2014) evidenciaram que a incorporacéo de
extratos naturais de propolis e erva-mate afetou o comportamento mecéanico dos
filmes formulados com matrizes biopoliméricas de amido e carragenana, onde a
insercdo do extrato de propolis ocasionou em um maior alongamento de ruptura
guando comparado a erva-mate. Jun, Hanry e Surugau (2020) avaliaram os efeitos de
diferentes concentracdes do plastificante glicerol nas caracteristicas de biofilmes
feitos a partir de carragenana semi-refinada e encontraram valores entre 4,48 e 8,58%
para porcentagem de elongacdo na ruptura, evidenciando que o aumento da
concentracdo do plastificante utilizado torna o material mais resistente.

Analisando os resultados obtidos para permeabilidade ao vapor de agua, a
presenca dos extratos n&o interferiu no comportamento dos filmes, havendo pouca
variagdo entre os resultados encontrados conforme os valores obtidos atraves da
analise estatistica dos dados. Segundo McHugh et al. (1993), essa condicdo esta
diretamente relacionada com a espessura dos filmes, uma vez que filmes mais
espessos tendem a possuir um valor de PVA mais baixo. Conforme ilustrado na
Tabela 5, a espessura dos filmes teve pouca variagdo, corroborando
consequentemente com os resultados para PVA dispostos na mesma tabela. Os
valores encontrados sédo préximos, e ainda melhores, dos valores reportados por Roy
e Rhim (2021), onde os resultados demostraram 6,1.101° g.m1.Pal.s para filmes a
base de carragenana e glicerol, e ainda, 6,8.101° g.m*.Pal.s? para filmes a base de
carragenana e glicerol incorporados com extrato de préopolis. Martiny et al. (2020),
utilizaram as mesmas concentracdes para filmes controle a base de carragenana e
glicerol e obtiveram 6,61.101* g.m.Pat.st, bem como 7,43.10'! g.m1.Pal.s? para
os filmes contendo extrato de folhas de oliveira, valores esses que foram muito
proximos aos valores listados na Tabela 5. Sabe-se que a propolis possui substancias
hidrofébicas em sua composi¢do, alterando a interacdo da agua com a matriz
polimérica e consequentemente reduzindo a higroscopicidade dos filmes, visto que os
valores de permeabilidade foram menores, ainda que ndo de forma relevante, nos
filmes contenho extrato. Dessa forma, busca-se o desenvolvimento de filmes

biopoliméricos que possuam baixo valor de PVA (ou de alta barreira) para aplicacdes
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alimenticias, com o intuito de manter as propriedades biologicas dos alimentos na
auséncia de gases ou vapores, fator que pode ocasionar no aceleramento da vida util
do produto, ou ainda, favorecer a degradacao por bactérias ou fungos (ZAVAREZE et
al., 2012).

Em relacdo a solubilidade, conforme o observado, todos os filmes solubilizaram
totalmente quando em contato com a agua, evidenciando que a presenca do extrato
nao interferiu nessas condigbes. Essa reacdo era esperada, visto que segundo
Therkelsen (1993), a carragenana é soluvel em solventes polares. Essa solubilidade
caracteristica advém dos hidrocoloides hidrofilicos, ou seja, sdo substancias soluveis
em agua e insolliveis em solventes organicos. Apesar de que a kappa-carragenana
apresenta em sua estrutura unidades de 3,6-anidro-D-galactopiranose, os quais
possuem carater hidrofobico, elas sao consideradas substancias de rapida
solubilidade. Outro fator € a presenca de ions de sddio na estrutura da kappa-
carragenana, onde a solubilidade em agua sem aquecimento torna-se favoravel,
diferentemente da iota-carragenana, onde o cation presente é o potassio, que vem a
ser um composto insolivel em agua fria (PEREIRA, 2009). A alta solubilidade é
reportada em outros estudos, onde Giyatmi et al. (2017) avaliaram as propriedades
fisicas e de barreira de filmes a base de carragenana e amido e observaram um
percentual de 60,49%, bem como Martiny et al. (2020), que reportaram solubilidade
de 82,60 + 3,47% para filmes formulados a base de carragenana, glicerol e agua
destilada e 76.60 + 0,33% para filmes formulados a partir de carragenana, glicerol,
agua destilada e extrato de folhas de oliveira. Essa caracteristica faz com que a futura
aplicacao do filme elaborado como embalagem deva ser proposta para alguma matriz
alimenticia com baixo contetido de umidade.

A Tabela 6 traz os resultados referentes ao potencial ativo dos filmes
desenvolvidos, sendo E o filme biopolimérico contendo extrato etanodlico, A o filme
biopolimérico contendo extrato aquoso, CE o filme bioilimérico controle relativo ao

filme E e CA o filme biopolimérico controle relativo ao filme A.
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Tabela 6 - Potencial ativo dos filmes controles (CE e CA) e filmes ativos (E e A)

Compostos fendlicos

Filme Atividade antioxidante (%) _
totais (mg GAE.g? b.s)
E 89,54 + 0,012 3,23+0,30
A 86,43 +£ 0,012 0
CE 0 0
CA 0 0

Nota: Os dados relatados séo valores médios e + desvio médio. Letras diferentes representam
diferencas significativas na coluna (p<0,05) pelo teste de T de Student
Fonte: Autora (2022)

Conforme os valores exibidos na Tabela 6, os filmes contendo extrato, tanto
etandlico quanto aquoso, foram os Unicos filmes que demonstraram carater ativo para
atividade antioxidante, visto que os filmes controles ndo apresentaram. Ademais,
apenas o filme contendo extrato etandlico, apresentou compostos fendlicos totais em
sua composicdo. Ressalta-se que para realizacdo da analise de potencial ativo dos
filmes foram necessarias suas solubilizacbes em agua, 0 que pode ter ocasionado em
perdas na atividade biolégica do mesmo. Por fim, a Tabela 7 apresenta os resultados

da analise microbioldgica dos filmes elaborados.

Tabela 7 - Andlise microbiolégica dos filmes frente as bactérias Staphylococcus

aureus e Escherichia coli

Halo (mm)
Cepa E A CE CA
Staphylococcus aureus 8,14 + 0,312 0 0
Escherichia coli 6,81 + 0,21° 0 6,22 £ 0,33° 0

Nota: Os dados relatados séo valores médios e + desvio médio. Letras diferentes representam
diferencas significativas nas colunas (p<0,05) pelo teste t de Student
Fonte: Autora (2022)

Conforme o exposto, percebe-se que frente a cepa de Staphylococcus aureus,
apenas o filme contendo extrato etandlico inibiu o crescimento dos microrganismos
(8,14 mm), sendo que para o filme contendo extrato aquoso de prépolis e filmes sem
extrato ndo houveram nenhuma inibicdo, confirmando assim a capacidade
antimicrobiana do extrato etandlico utilizado. Apesar de que o filme controle
apresentou halo de inibic&o frente as cepas de Escherichia coli (provavelmente devido
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ao etanol presente no filme) o filme contendo extrato de propolis possuiu um halo de
inibicdo maior (6,81 mm) quando comparado ao filme controle (6,22 mm). Pobiega et
al. (2019) analisaram a acéo antimicrobiana apenas do extrato de propolis e puderam
constatar halos de inibigdo que variaram entre 9,66 e 25,3 mm para extratos obtidos
por extracao convencional e halos de 9,95 a 26,89 mm para extratos obtidos por meio
da extracao ultrassoénica. Bastos et al. (2011) avaliaram a atividade antibacteriana da
propolis marrom frente & Escherichia coli e observaram halos de inibigdo que variaram
entre 10 e 11,3 mm, valores proximos aos reportados no presente estudo. Segundo
0s autores Siripatrawan, Vitchayakitti e Sanguandeekul (2013), o extrato etandlico de
prépolis age de forma mais eficaz contra as bactérias Gram-positivas do que contra
as Gram-negativas, onde as bactérias Gram-negativas possuem além da membrana
celular, uma membrana da camada externa que consiste em fosfolipidios, proteinas e
polissacarideos, dificultando a permeabilidade. Em concordancia, o maior halo
inibitério desenvolvido nos filmes foi frente as bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus). De Lima et al. (2019) avaliaram as propriedades e
potencialidades da prépolis verde e destacaram que o efeito bactericida do extrato de
prépolis cresceu a medida que o solvente possuia menor quantidade de agua, onde
os halos variaram entre 5 a 7 mm para os extratos frente a Staphylococcus aureus e
entre 5 a 6 mm frente a Escherichia coli. Esse comportamento também foi visualizado
nos filmes desenvolvidos, onde os filmes contendo extrato etandlico desenvolveram
0os maiores halos de inibicdo frente as cepas expostas. Além disso, os valores
encontrados corroboram com o estudo reportado por Ardjoum et al. (2021), exposto
no Quadro 1, onde os halos de inibicdo contra S. aureus e Penicillium sp.
demonstraram uma zona de inibicdo de 12,1 e 11,58 mm, respectivamente. A Figura

14 ilustra os halos inibitérios em cada um dos casos.
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Figura 14 - Halos de inibicao dos filmes E e CE frente as cepas Staphylococcus aureus

e Escherichia coli

Filme E - E. Coli Filme E — S. Aureus Filme CE - E. Coli

Fonte: Autora (2022)

Com base no exposto, através da interpretacdo dos dados contidos nas
Tabelas 3,4,5,6 e 7 foi possivel analisar que a extracdo etandlica € capaz de resultar
em extratos mais concentrados, com maiores teores de compostos bioativos e
consequentemente em uma melhor atividade bioldgica, principalmente no que se
refere a atividade antimicrobiana dos filmes. Apesar de o extrato aquoso demonstrar
0s menores resultados para as analises realizadas devido aos motivos ja discutidos
anteriormente, pdde-se constatar a presenca dos compostos bioativos, ainda que de
forma reduzida, havendo a possibilidade da realizag&o do aprimoramento do processo
no momento da extracdo, como variagdes de temperatura, agitacédo e volume de agua
utilizada, por exemplo, objetivando a melhorias no processo afim de obter extratos
mais ricos.

De maneira geral, os filmes desenvolvidos incorporados com o0s extratos
demonstraram caracteristicas interessantes e importantes, tornando-os potenciais
materiais para as mais diversas utilidades dentro da industria alimenticia, atuando
como possivel alternativa ao uso de embalagens sintéticas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados de caracterizagdo da matéria-prima utilizada demonstraram que
a propolis marrom in natura possui teor de umidade e cinzas dentro do limite
assegurado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 6rgdo esse
responsavel pela gestdo das politicas publicas de estimulo a agropecuaria, pelo
fomento ao agronegadcio e pela regulagdo e normatizacao de servigos vinculados ao
setor.

No que se refere as técnicas de extracdo, observou-se que a efetividade da
técnica variou conforme o solvente utilizado, sendo a técnica de ultrassom utilizando
o sonicador de ponteira 0 método mais satisfatério quando o solvente utilizado foi a
agua. Por outro lado, quando utilizado etanol como solvente, a técnica mais eficaz foi
0 banho ultrassoénico. Os resultados de atividade antioxidante para o extrato aquoso
variaram entre 7,34 e 37,04% e os compostos fendlicos totais variaram entre 2,40 e
16,29 mg GAE.g! b.s. Para o extrato etandlico, a atividade antioxidante e os
compostos fendlicos totais variaram entre 93,41 e 94,28% e 63,08 e 147,45 mg GAE.g
! b.s., respectivamente. Essa variacdo solidifica a ideia de que as variagcdes no
processo ho momento da extracdo implicam no resultado final de obtencdo dos
compostos bioativos.

Em relacdo a formulacdo dos filmes, a técnica de casting empregada foi
satisfatoria, resultando em filmes opacos para filmes adicionados de extrato etandlico
e filmes translucidos para filmes adicionados de extrato aquoso. Os filmes formados
demonstraram homogeneidade, uniformidade e facil remocé&o das placas de Petri dos
quais foram acondicionados. Os filmes formulados apresentaram espessura de 0,051
e 0,046 = 0,01 mm quando usado extrato etandlico e extrato aquoso, respectivamente.
As propriedades mecanicas apresentaram reducao de 56,5 % para o extrato etandlico
e 15,8 % para o extrato aquoso no que se refere a resisténcia a tracdo em relagdo ao
filme controle, enquanto que para elongacéo e permeabilidade ao vapor de agua a
presenca do extrato ndo interferiu nas propriedades dos filmes. Além disso, todos os
filmes demonstraram um carater de total solubilidade em &agua. Ainda, os filmes
contendo extrato etandlico foram capazes de formar halos de inibicdo frente as cepas
de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia
coli) que foram de 8,14 e 6,81 mm, respectivamente, evidenciando o carater

antimicrobiano da propolis utilizada e potencial ativo do filme.
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Assim, evidencia-se a possibilidade de insercdo do produto elaborado no
mercado de produtos que ndo sejam prejudiciais ao meio ambiente, podendo serem
utilizados tanto como embalagens a fim de proteger o alimento contido (visto suas
propriedades fisicas e mecanicas), como agir de forma secundéria, participando
ativamente como barreira antimicrobiana, por exemplo, agregando dessa forma ainda

mais valor ao filme biopolimérico.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como proposta para trabalhos futuros, indica-se:

e A execucao de um planejamento experimental, afim de averiguar de maneira
mais eficiente as melhores condicfes de extracao;

e O estudo da biodegradabilidade do filme formulado, variando/simulando
parametros e fatores como clima, agua do mar, temperatura, pH do solo, dentre
outros;

e O estudo da melhor adequacdo do filme quando em contato com algum
alimento especifico selecionado, avaliando suas propriedades de barreira,
visual, morfolégica, dentre outras;

e Arealizacdo da andlise de flavonoides dos extratos de propolis.
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