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RESUMO

REYES, M. L. M. Producdo, caracterizacao e estudo da estabilidade de filmes a base de
gelatina e extrato de propolis vermelha enriquecidos com 6leos essenciais de manjericéo
(Ocicum basilicum), cravo (Syzygium aromaticum) ou hortela (Mentha piperita). 2017. 159 f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o
Paulo, Pirassununga, 2017.

Os 6leos essenciais e a propolis vermelha sdo reconhecidos pela atividade antimicrobiana e
capacidade antioxidante, e tém sido utilizados em filmes a base de biopolimeros como agentes
ativos. O objetivo geral desta tese foi o desenvolvimento de filmes a base de gelatina contendo
extrato etanolico de propolis vermelha (EEP) e 6leo essencial de cravo (OE cravo), de manjericao
(OE manjericéo) ou de hortela (OE horteld), e aplicacdo na conservacao de carne bovina moida. O
EEP e OE’s foram caracterizados em relacdo ao contetdo de fendis totais, atividade antioxidante
(ABTS e DPPH) e atividade antimicrobiana contra bactérias Gram (+) S. aureus, L. monocytogenes
e bactérias Gram (-) E. coli e S. enteritidis. Foram elaborados filmes com diferentes concentraces
de OE’s (8 tratamentos) seguindo um delineamento experimental simplex com dois componentes,
e quatro filmes controles: gelatina; gelatina e EEP, gelatina e OE cravo, gelatina e OE manjericéo.
Os filmes foram caracterizados em relacdo a contetdo de fendis, capacidade antioxidante, atividade
antimicrobiana, umidade e solubilidade, propriedades mecénicas (tracdo e perfuracao),
propriedades Oticas e barreira a luz, permeabilidade ao vapor de adgua (PVA). Também foram
realizadas analises por espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), por
difracdo de raios x (DXR), por calorimetria diferencial de varredura (DSC), e por microscopia
eletrénica de varredura (SEM) e microscopia de forca atdbmica (AFM). O filme ativo que
apresentou melhor atividade antimicrobiana e capacidade antioxidante e os filmes controles, foram
acondicionados a 4 °C e 58%UR por quatros semanas para avaliagcdo da estabilidade antioxidante
e antimicrobiana. Amostras de carne bovina moida foram recobertas com o filme ativo e filmes
controles, e acondicionadas a 4 + 2 °C por 10 dias, com avalia¢cBes nos dias 0, 3, 7 e 10 de
parametros cromaticos, indice de perédxidos (IP) e atividade antimicrobiana frente a coliformes

totais, aerébios mesofilos e S. aureus. Observou-se que o EEP apresentou capacidade antioxidante



e atividade antimicrobiana, dependentes do tratamento de extragcdo. Foram adicionados no filme de
gelatina o EO cravo e OE manjericdo por apresentarem atividade antimicrobiana e capacidade
antioxidante maior que OE horteld. A adicdo de EEP e OE"s na matriz de gelatina proporcionou
um aumento no contetdo de fenois totais nos filmes. As propriedades mecanicas foram alteradas
com a adicdo dos OE’s e propriedades Oticas e barreira a luz UV-Vis pela adi¢cdo de EEP. A
umidade, solubilidade, PVA n&o foram modificadas drasticamente com a adi¢cdo dos compostos
ativos. Propriedades térmicas, cristalinidade e os resultados das analises espectrofotométricas FTIR
apresentaram discretas modifica¢fes. O filme ativo e filmes controles diminuiram o crescimento
microbiano nas amostras de carne bovina moida comparado com a amostra controle, além de
apresentar diminuicdo no IP ao longo do tempo. Pode-se concluir que a adi¢cdo de EEP e OE’s
melhorou algumas propriedades fisicas, além de conferir atividade antimicrobiana e antioxidante
aos filmes de gelatina que podem ser aplicados na conservacdo de alimentos de baixa ou

intermediéria umidade e susceptiveis a oxidacao lipidica.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Antioxidantes. Biopolimeros. Filmes ativos. Carne.



ABSTRACT

REYES, M. L. M. Production, characterization and stability study of gelatine-based films and
red propolis extract enriched with essential oils of basil (Ocicum basilicum), clove (Syzygium
aromaticum) or mint (Mentha piperita). 2017. 159 f. PhD Thesis — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2017.

Essential oils and red propolis are recognized by its antimicrobial activity and antioxidant capacity,
and have been used in films based on biopolymers as active agents. The general objective of this
thesis was the development of gelatin-based films added with red propolis ethanolic extract (EEP)
and essential oil of clove (OE clove), basil (OE basil) and mint (OE mint), and its application for
conservation of ground beef. The EEP and OE's were characterized in relation to the total phenol
content, antioxidant capacity (ABTS and DPPH) and antimicrobial activity against Gram (+)
bacteria S. aureus, L. monocytogenes and Gram (-) bacteria E. coli and S. enteritidis. Films with
different concentrations of EO clove and EO basil (8 treatments), following a simplex experimental
design with two components, and four control films were prepared: gelatin, gelatin and EEP,
gelatin and OE clove, gelatin and OE basil. The films were characterized in relation to phenols
content, antioxidant capacity, antimicrobial activity, moisture and solubility, mechanical properties
(tensile strength and puncture tests), optical properties and light barrier, water vapor permeability
(WVP). Moreover, analyses were performed by fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
by X-ray diffraction (DXR), by differential scanning calorimetry (DSC), and by scanning electron
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM). The active film that showed better
antimicrobial and antioxidant capacity and controls films were stored at 4 °C and 58% RH for four
weeks to evaluate antioxidant and antimicrobial stability. Ground beef were coated with active film
and controls films and conditioned at 4 + 2 ° C for 10 days, with evaluations on days 0, 3, 7 and 10
of the color parameters, peroxide value (PV) and antimicrobial activity against total coliforms,
aerobic mesophiles and S. aureus. The EEP presented antioxidant capacity and antimicrobial
activity, depending on the extraction treatment. OE clove and OE basil were added to the gelatin
film because they presented antimicrobial activity and antioxidant capacity higher than OE mint.
The addition of EEP and OE's in the gelatin matrix provoked an increase in the content of total

phenols in films. The mechanical properties were altered with the addition of OE's and optical



properties and UV-Vis light barrier by addition of EEP. The moisture, solubility, PVA did not
change strongly with the addition of the active compounds. Thermal properties, crystallinity and
FTIR spectrophotometric results presented slight modifications. The active film and control films
decreased the microbial growth in ground beef samples compared to the control sample, besides
showing decrease in the PV over time. It can be concluded that the addition of EEP and OE's
improved some physical properties, besides conferring antimicrobial and antioxidant activity to the
gelatin films that can be applied in the preservation of foods of low or intermediate moisture and

susceptible to lipid oxidation.

Keywords: Antimicrobials. Antioxidants. Biopolymers. Active films. Meat.
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1 INTRODUCAO

Para aumentar a vida de prateleira dos produtos de origem animal e vegetal, tem se
implementado diferentes tecnologias como o uso de baixas temperaturas, uso de embalagens com
atmosferas modificadas, processos de irradiacdo, tratamentos hidrotérmicos, entre outros
(QUEZADA et al., 2003; RAMOS-GARCIA:; BAUTISTA-BANOS; BARRERA-NECHA, 2010).
Uma alternativa potencialmente viavel para a preservacdo de frutas, hortalicas e produtos carneos
é a utilizacdo de filmes e recobrimentos comestiveis ou biodegradaveis, que podem ser produzidos
com ingredientes ativos, tais como antioxidantes, corantes e antimicrobianos, que, no caso deste
ultimo, poderia evitar o crescimento de patdgenos e deteriorantes na superficie dos produtos,
aumentando a vida de prateleira dos mesmos e conferindo, desta forma, uma maior funcionalidade
aos materiais (ALBOOFETILEH et al., 2014; CAGRI; USTUNOL; RYSER, 2004; RAMOS-
GARCIA; BAUTISTA-BANOS; BARRERA-NECHA, 2010; TORLAK; SERT, 2013).

Vaérios estudos tém apontado as vantagens e possiveis aplicacbes de filmes biodegradaveis
como embalagem (BONILLA et al., 2012; FERNANDEZ-PAN; CARRION-GRANDA; MATE,
2014; GOMEZ-ESTACA et al., 2010; HAFSA et al., 2016; MATAN, 2012; SIRIPATRAWAN;
VITCHAYAKITTI, 2016), embora uma das principais dificuldades na aplicacdo em alimentos é
que as principais macromoléculas utilizadas na producdo de filmes sdo as proteinas e
polissacarideos, que tém boas propriedades mecanicas, mas sdo altamente permedaveis a agua,
devido a sua natureza hidrofilica e higroscopica (ANKER et al., 2002; KRISTO; BILIADERIS;
ZAMPRAKA, 2007).

Assim, a adicao de lipidios na matriz hidrofilica pode ser uma interessante alternativa para
obtencdo de filmes com melhores atributos (BONILLA etal., 2011; CALO et al., 2015; CHIRALT;
ATAR, 2016; FERNANDEZ-PAN; CARRION-GRANDA; MATE, 2014; GHASEMLOU et al.,
2013; SALGADO et al., 2013). Diversos lipideos (acidos graxos, ceras) estdo sendo estudados
visando-se a reducdo da permeabilidade ao vapor de gua de filmes a base de biopolimeros. Nesse
sentido, a incorporacédo de 6leos essenciais (OE) representa uma alternativa interessante devido ao
seu carater hidrofobico, melhorando as propriedades de barreira ao vapor de agua dos filmes. Além
disso, a presenca desses componentes nos filmes pode implicar em outros efeitos positivos, tais

como protecdo contra o crescimento microbiano e a oxidacao lipidica, constituindo assim, filmes
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ativos (AHN et al., 2008, BAKKALI etal., 2008; BONILLA etal., 2012; CHIRALT; ATAR, 2016;
GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; KUMAR et al., 2012; ROJAS-GRAU;
SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009; ROJAS-GRAU et al, 2006, 2007;
ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009).

Do mesmo modo, devido a tendéncia dos consumidores em obter produtos mais naturais
possiveis, muitas pesquisas tém se focado na substituicdo de antimicrobianos e antioxidantes
sintéticos por naturais, 0s quais sdo encontrados majoritariamente em plantas, ervas e especiarias
(CALO et al., 2015; HOLLEY; PATEL, 2005), as quais tem sido amplamente utilizadas tanto na
medicina popular quanto para aumentar a durabilidade e seguranca dos alimentos (GYAWALI,
IBRAHIM, 2014; PRAKASH et al., 2015; SASIDHARAN et al., 2008). Igualmente, outro produto
natural amplamente conhecido por sua atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, anti-hipertensivos, anestésicos, antineoplasicos, anti-HIV e anticariogénica, €
a propolis (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; RIGHI et al., 2011; SALAMANCA, 2013;
SALATINO et al., 2011; TRUSHEVA et al., 2006), sendo que, a propolis vermelha brasileira
apresenta maior teor de fenois, flavonoides, capacidade antimicrobiana e antifingica que outros
tipos de propolis brasileiras (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009; FROZZA et al., 2013;
RIGHI et al., 2011).

Dessa maneira, alguns pesquisadores tem adicionado compostos naturais, como prépolis, em
filmes biodegradaveis (BODINI et al., 2013; CORREA et al., 2009; DRAPAK; DRAPAK;
KOVALYUK, 2004; DRAPAK et al., 2006a, 2006b; MASCHERONI et al., 2010; TORLAK;
SERT, 2013); e 6leos essenciais (ALBOOFETILEH et al., 2014; CHANG-BRAVO; LOPEZ-
CORDOBA; MARTINO, 2014; FERNANDEZ-PAN; CARRION-GRANDA; MATE, 2014,
GOMEZ-ESTACA et al., 2010; SANCHEZ ALDANA et al., 2015), proporcionando melhores
caracteristicas estruturais e atividade antimicrobiana, antiflngica e antioxidante, visando-se uma

maior aplicacdo em produtos alimenticios e aumentando a vida de prateleira dos mesmos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese foi o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a base de

gelatina e extrato etanodlico de prépolis vermelha (EEP) enriquecido com Gleos essenciais.

Os objetivos especificos foram:

o Determinacdo do melhor método de extracdo da propolis vermelha em relagdo ao
contetido de fenois, flavonoides e extrato seco.

o Caracterizacdo dos 6leos essenciais e do EEP em relagdo a atividade antimicrobiana
e capacidade antioxidante.

o Implementacdo e otimizacdo dos processos que contribuiram para 0
desenvolvimento e caracterizacdo de filmes biodegradaveis a base de gelatina, EEP, 0Oleo
essencial de manjericéo e cravo.

o Avaliacdo da estabilidade microbiolégica e capacidade antioxidante dos filmes
biodegradaveis em condicGes de refrigeracdo por um tempo determinado.

o Aplicacdo do filme biodegradavel com melhores caracteristicas microbiologicas e

antioxidantes em musculo bovino moido (Contrafilé) para avaliacdo da vida de prateleira.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Propolis

3.1.1 Caracteristicas e composi¢ado

A propolis é uma substancia de natureza complexa, elaborada pelas abelhas a partir de
resinas, pdlen e 6leos essenciais de diversas partes das plantas. Sua composicéo depende da época,
vegetacdo e local de coleta (NUNES et al.,, 2009; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002;
SALAMANCA; CORREA; PRINCIPAL, 2007). Pode ser definida como uma mistura complexa
de origem biol6gica elaborada a partir de resinas, balsamos, gomas e outras exsudagdes das plantas,
que a abelha Apis melifera recolhe e modifica, adicionando-lhes ceras, polen e enzimas, entre
outros materiais (FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004; SALAMANCA; CORREA;
PRINCIPAL, 2007). A propolis apresenta natureza lipofilica, consisténcia dura e quebradica, mas
torna-se mole, flexivel, gomosa e muito pegajosa quando aquecida. Até cerca de 15 °C a propolis
é dura, e torna-se maledvel com o aumento da temperatura. Possui um ponto de fusdo entre 60 e 70
°C (SALAMANCA, 2013). O odor aromatico e caracteristico, além da cor que, vai desde o verde

e amarelo até vermelho e marrom, depende da origem botanica e idade da prépolis.

A composicdo da propolis é complexa, ja que depende da origem boténica e geografica
(POPOVA et al., 2005, 2007; TRUSHEVA et al., 2006). Segundo Burdock (1998) e Salamanca et
al. (2007), no geral, a composicdo da prépolis é fracdo resinosa (40-50%); ceras (8-12%),
compostos da fragdo volatil (3-5%), pdlen e materiais de aglomeracao (3-5%), apresentando alguns
microelementos como aluminio, célcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e pequenas quantidades
de vitaminas B1, B2, B6, C e E. Atualmente sdo conhecidos mais de 300 compostos diferentes,
principalmente flavonoides, acidos aromaticos, ésteres, aldeidos e cetonas, agliconas, ésteres de
acidos graxos, terpenos, esteroides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos e alcoois, entre
outros (BURDOCK, 1998; LOTTl et al., 2011; LU; CHEN; CHOU, 2005; SALAMANCA, 2013).

Os compostos que formam a estrutura da propolis sdo diversos segundo a natureza quimica
dos constituintes, encontrando-se os acidos alifaticos e seus ésteres que apresentam cadeias
alifaticas entre 10 e 14 atomos de carbono e sdo aportados principalmente por cera de abelhas
(Cadeias longas) e exsudagfes das plantas (Cadeias curtas). Encontra-se também o grupo de
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compostos da propolis derivados do &cido cindmico que apresentam atividade antifungica e
antibacteriana, com acdo fitoinibidora ou antigerminativa e o cafeato de prenilo (BANKOVA,;
MARCUCCI, 2000; BANKOVA et al., 2002). Outros compostos com principios ativos sdo as
hidroquinonas, alcool benzilico, alcool feniletilico, alcool cindmico, o ¢ [ derivados do
glicerofosfato e vanilina. Entre os flavonoides presentes na propolis, as chalconas sdo consideradas
como responsaveis pela atividade bioldgica da mesma, principalmente pela acdo antibacteriana,
antifangica, antitumoral e anti-inflamatdria. Algumas cetonas e terpendides estdo presentes na
matriz da prépolis, como minerais, vitaminas do complexo B, provitamina A, polissacarideos e
aminoécidos (SALAMANCA, 2013).

A prépolis é uma fonte natural de antioxidantes (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al.,
2012; POPOVA et al., 2004; TRUSHEVA et al., 2006). Suas propriedades sdo devidas a sua
atividade anti radical, particularmente frente ao radical alcoxi e, em menor medida, superoxido, e
ao efeito inibidor sobre o ion de cobre, o iniciador da oxidacao da lipoproteina de baixa densidade
(FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004; SALAMANCA; CORREA; PRINCIPAL, 2007). E por
iSso que o0s constituintes de maior interesse na propolis sdo 0s compostos fenolicos que constituem
cerca ao 50% do peso total extraidos; dentre eles encontra-se flavonoides que apresentam em sua
estrutura quimica um namero variavel de grupos hidroxilo fendlicos com propriedades quelantes
com o ferro e outros metais de transicdo como Fe?*, Cu?*, Zn?*, o que confere uma alta capacidade
antioxidante (CLAUS et al., 2000; ISLA et al., 2001, 2005). Na propolis europeia sdo
predominantes os flavonoides enquanto na brasileira sdo mais abundantes os acidos fenolicos
(PALOMINO et al., 2010). Outros compostos fendlicos presentes na propolis sdo os acidos p-
cumarico, caféico, fellrico e ésteres destes &cidos (SALAMANCA, 2013).

Atualmente, a propolis é reconhecida no mundo e tem sido registrada no sistema Chemical
Abstracts Service (CAS) 9009-62-5, como produto apicola resinoso e complexo, com uma variavel
aparéncia fisica, colhida e transformada pelas abelhas meliferas (A. melifera), que varia
dependendo da vegetagdo que visitam. Em quase todos os paises do mundo, a propolis tem sido
reconhecida e seu uso é regulamentado como produto para consumo humano, bem como produto
medicinal ou aditivo em produtos cosméticos ou alimentos (SALAMANCA, 2013). Ela é usada na
industria farmacéutica, tanto para a medicina veterinaria quanto para a medicina humana, na

agricultura, cosmeética e na industria alimenticia; na elaboracdo de bebidas e alimentos funcionais,
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como conservante de frutas em pos-colheita e alimentos congelados (FARRE; FRASQUET;
SANCHEZ, 2004; PALOMINO, 2009; TOSI et al., 2007).

E por isso que vérios pesquisadores tém demostrado a atividade antimicrobiana e
antifangica da propolis frente a varios microrganismos, sendo mais efetiva em bactérias Gram (+)
e fungos (FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004; PALOMINO et al., 2010). A atividade
antimicrobiana e antifungica é atribuida aos componentes cinamicos e flavonoides, que alteram a
membrana ou parede celular do microrganismo causando danos funcionais e estruturais, além da
inibicio do RNA-polimerase bacteriano (FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004; HEINZE et al.,
1998; MIRZOEVA; GRISHANIN; CALDER, 1997; UZEL et al., 2005).

Dentre 0s microrganismos sobre os quais a propolis tem efeito, encontram-se Bacillus
larvae, B. subtilis, B. da tuberculose, Staphylococcous auereus, Streptomyces sobrinus, S. mutans,
S. cricetus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Giardia lambia,
Bacteroides nodosos e Klebsiella pneumoniae (FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004;
MIRZOEVA,; GRISHANIN; CALDER, 1997; MORENO et al., 2000). Na propolis brasileira,
Bankova e Marcucci (2000), Marcucci et al. (2001) e Sfornin et al. (2000), tem identificado
compostos fendlicos como o acido 3,5-diprenil-p-cumarico que possui atividade antibacteriana
frente a Escherichia coli, Pseuddémonas aeuroginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus
faecalis.

3.1.2 A proépolis vermelha

A prépolis brasileira foi classificada em doze grupos por Park, Alencar e Aguiar (2002),
baseando-se nas caracteristicas fisico-quimicas, na regido geografica de origem e na vegetacao de
onde foi extraida: cinco no grupo da regido sul (Grupo 3), um no Sudeste (Grupo 12) e seis no
Nordeste (Grupo 6), com diferencas em composi¢do e novos compostos com atividade bioldgica
como os derivados do acido cindmico, artepilina C e flavonoides, principalmente, préprios da
propolis verde. Porém, a propolis vermelha, a qual € encontrada, sobretudo nas areas litoraneas das

regides norte e nordeste do Brasil, ainda é pouco estudada (NUNES et al., 2009), e ¢ classificada
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como o grupo 13 (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009; SILVA etal., 2008; TRUSHEVA
et al., 2006).

Com tudo isso, novas fontes de espécies vegetais para a elaboragéo de propolis por parte da
A. mellifera e diversas espécies do género Melipona, tem sido reportadas. A leguminosa Dalbergia
ecastophyllum L., espécie endémica do nordeste do Brasil, estado de Alagoas, Bahia, Paraiba,
Sergipe e Pernambuco, tem sido referenciada como a fonte botanica da propolis vermelha brasileira
(DAUGSCH et al.,, 2008). A propolis vermelha e a resina desta leguminosa (Dalbergia
ecastophyllum L.), contem 3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpin e medicarpina (TRUSHEVA et al.,
2006). Similar & propolis vermelha do Brasil, em Cuba, México, Coldmbia e Venezuela tem se
reportado propolis vermelha de resinas florais e exsudagdes do género Clusia, espécies arbustivas
estabelecidas em ameérica tropical e subtropical (SALAMANCA, 2013). Daugsch et al. (2008)
identificaram a fonte de resinas e exsudados que as abelhas coletam para a elaboracao da propolis

vermelha, a partir de Dalbergia ecastophyllum, através de cromatografia de camada delgada.

Trusheva et al. (2006) identificaram 14 compostos na propolis vermelha com origem
botanica de Dalbergia ecastophyllum, sendo que seis deles foram reportados como novas
moléculas marcadoras da propolis brasileira. Entre os compostos identificados (Figura 1) se
encontram os derivados do fenilpropano, transanetol (1), metil eugenol, trans-metil isoeugenol,
elemicina e trans-isoelemicina; a elemicina foi 0 composto maioritario na propolis vermelha. Metil
eugenol (2), trans-metil eugenol (3), elemicina (4), trans-isoelemicina (5) e a cetona 20(29)-lupen-
3-ona (6) foram encontrados pela primeira vez em amostras de prépolis. Além disso, a propolis
apresenta alcoois triterpénicos: a-amirina (8), p-amirina (9), cicloartenol (10), lupeol (11); os
isoflavonoides: isoflavona isosativam (12) e o terocarpano medicarpina (13); a epdxido
naftoquinona 2,3-epoxi-2-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftalenediona (7), isolada pela primeira vez de

uma fonte natural.
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Figura 1 - Compostos identificados em propolis vermelha: transanetol (1), metil eugenol (2), trans-metil
eugenol (3), elemicina (4) e tarns-isoelemicina (5), 20(29)-lupen-3-ona (6), 2,3-epoxi-2-(3-metil-2-butenil)-
1,4-naftalenediona (7), a-amirina (8), B-amirina (9), cicloartenol
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Fonte: TRUSHEVA, B. et al. Bioactive constituents of brazilian red propolis. Evidence-based
Complementary and Alternative Medicine : eCAM, New York, United States, v. 3, n.2, p. 249-54, Jun.
2006.
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Figura 1 - Compostos identificados em prépolis vermelha: cicloartenol (10), lupeol (11), isoflavona
isosativam (12) e terocarpano medicarpina (13).
concluséo

HO
HO

10.

Fonte: TRUSHEVA, B. et al. Bioactive constituents of brazilian red propolis. Evidence-based
Complementary and Alternative Medicine : eCAM, New York, United States, v. 3, n.2, p. 249-54, Jun.
20086.

Poucos pesquisadores tém avaliado a atividade antioxidante e antimicrobiana da propolis
vermelha brasileira. Cabral et al. (2009) demostraram uma alta atividade antibacteriana da propolis
frente a Staphylococcus aureus, encontrando concentrac@es inibitérias minimas (CIM) menores
que as reportadas por Park et al. (2004) e Woisky e Salatino (1998), em trabalho com outras
prépolis brasileiras. Além disso, Cabral et al. (2009) também avaliou o teor de compostos fenolicos
no extrato etanolico, fracBes hexanicas e cloroférmica e 5 sub- fraces cloroférmicas observando

que o extrato etanolico apresentou maior valor em amostras de propolis brasileira.

Por sua parte, Daugsch et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de seis amostras
de propolis vermelha e exsudados de Dalbergia ecastophyllum, encontrando que as amostras de
prépolis apresentam uma maior atividade frente a Staphylococcus aureus que a resina da planta.
Outros estudos realizados por Trusheva et al. (2006) mostraram a atividade antimicrobiana e
antifungica da propolis vermelha brasileira frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Candida albicans. Outros autores tem demostrado o alto teor de fendis, compostos fendlicos como
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os flavonoides e a eficicia antimicrobiana e antifungica da prdpolis vermelha (FROZZA et al.,
2013; RIGHI et al., 2011).

Da mesma forma, Oldoni et al. (2011) identificaram dois isoflavonoides (vestitol e
neovestitol) e uma chalcona (isoliquiritigenina), encontrando que o vestitol apresenta alta
capacidade antioxidante, maior que o neovestitol, desses trés compostos, a chalcona apresentou a
menor concentracdo inibitéria minima (CIM) frente aos microrganismos Staphylococcus aureus,

Streptococcus mutans e Actimonyces naeslundii.

3.2 Oleos essenciais

3.2.1 Caracteristicas e composicao

Os Oleos essenciais sdo encontrados em abundéncia no reino vegetal e podem ser
localizados em diferentes partes da planta, como nas folhas de manjericdo (Ocimum basilicum L.)
manjerona (Origanum majorana L.), horteld (Mentha rotundifolia L.), alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), sélvia (Salvia officinalis L.), em raizes de agoro (Acorus Calamos L.), erva-dos-
gatos (Valeriana officinalis L.), na casca de canela (Nees Cinnamomun zeylanicum), cedro
(Cederla odorata L.), sandalo (Santalum album Linn), em flores como o jasmim (Jasminum
officinale L.) e rosa (Rosa sp.). Também estdo presentes nas cascas de algumas frutas como limao,
tangerina, laranja (Citrus sinensis L.) e frutos de anis (Pimpinella anisum L.), cardamomo
(Elettaria cardamomun L.), aneto (Anethum graveolens L.) e erva-doce (Foeniculum vulgare
Miller) (RAHMAN; GRAY, 2002; RONQUILLO, 2007; ZHU; ZHANG; LO, 2004).

Especificamente, 0s dleos essenciais sdo uma mistura de componentes volateis, produto do
metabolismo secundério das plantas (BRENES; ROURA, 2010) em resposta a fatores de stress e,
portanto, as condigdes de crescimento podem afetar o rendimento e contetdo de 6leo (THEIS;
LERDAU, 2003), além do processo e condic¢Ges de extracdo (FATHI; SEFIDKON, 2012). Entre
0S componentes principais, 0s hidrocarbonetos, tais como terpenos, alcoois, esteres, aldeidos e
compostos fendlicos, sdo responsaveis pelo aroma caracteristico dos 6leos essenciais (BAKKALI
etal., 2008). A sua composicao dependente da parte da planta: flores, folhas, caules, casca, madeira,
frutas inteiras, pericarpo ou semente, ou raizes (NOVAK et al., 2005; OLAWORE et al., 2005).
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Diversos estudos tém sido realizados com 6leos essenciais das mais diversas plantas, e sua
atividade antimicrobiana frente a microrganismos patdgenos e deterioradores tem sido comprovada
(CUEVA et al., 2010; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; NEGI, 2012; PEREIRA
et al., 2008; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Entre seus compostos principais e
majoritarios, os fenolicos sdo reconhecidos como os compostos ativos das plantas, ervas e
especiarias, atribuindo-lhes a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (HOLLEY; PATEL,
2005; TABART et al., 2009).

Assim, diversos 6leos essenciais, principalmente de cravo, orégano, tomilho entre outros,
apresentam atividade inibitoria contra microrganismos de importancia nos alimentos (GONI et al.,
2009; HOLLEY; PATEL, 2005; TYAGI; MALIK, 2011). Além disso, apresentam atividade
antifungica contra patdgenos pos-colheita em uma ampla gama de fungos (BOSQUEZ-MOLINA;
BAUTISTA-BANOS; MORALES-LOPEZ, 2009; DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2000;
OMIDBEYGI et al., 2007: RAMOS-GARCIA; BAUTISTA-BANOS; BARRERA-NECHA,
2010; RANA; RANA; RAJAK, 2011; TYAGI; MALIK, 2011)

Especificamente, o cravo (Syzigium aromaticum) é uma das especiarias mais usadas no
mundo por muitos séculos para a preservacdo dos alimentos, além do uso medicinal. O 6leo
essencial de cravo se apresenta como uma fonte de compostos fenélicos como o eugenol, acetato
de eugenol, acido galico, flavonoides, acidos hidroxibenzédicos, acidos hidroxicinamicos e
hidroxifenil propano (CORTES-ROJAS; DE SOUZA; OLIVEIRA, 2014). Entre seus componentes
mais importantes e majoritarios, o eugenol, é encontrado em concentracfes variando de 9381,70 a
14650,00 mg/100g do produto fresco (CORTES-ROJAS; DE SOUZA; OLIVEIRA, 2014; NEVEU
et al., 2010). Por outro lado, o acido galico também € encontrado em altas concentra¢es no cravo
(783,50mg/100g produto fresco) (SHAN et al., 2005).

Por outro lado, Opalchenova; Obreshkova (2003) identificaram os compostos majoritarios
do O6leo essencial de manjericdo por cromatografia gasosa, encontrando linalol (54,95%),
metilchavicol (11,98%), metilcinamato (7,24%) e linoleno (0,14%). No 6leo essencial de horteld
(Mentha piperita) foram determinados, por analises de cromatografia gasosa- espectrometria de
massa (GC-MS), o mentol (26,53%), a mentona (25,83%) e o acetato de mentilo (7,35%) (KUMAR
etal., 2012).



28

3.2.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais pode estar relacionada com a composi¢do
dos Gleos volateis de cada planta, com a configuracao estrutural dos compostos constituintes dos
0leos, com seus grupos funcionais e com possiveis interagdes sinérgicas entre seus componentes
(DORMAN; DEANS, 2000; HINNEBURG; DAMIEN DORMAN; HILTUNEN, 2006). Por essa
razdo, diversos estudos tém sido realizados com 6leos essenciais de plantas (as mais diversas) e a
atividade antimicrobiana contra microrganismos patogénicos e de deterioracdo de alimentos tem
sido avaliada (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; PEREIRA et al., 2008). E o caso
de Mytle et al. (2006) e Wilson et al. (1997) que demonstraram o uso do 6leo essencial de cravo
(Syzygium aromaticum L.) em produtos pos-colheita mostrando a inibicdo do crescimento de

Listeria monocytogenes e inibi¢do da germinacdo de Botrytis cinerea, respectivamente.

Gofii et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana na fase vapor de uma combinagéo
de Oleos essenciais de canela e cravo contra quatro bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeuroginosa e Salmonella choleraesuis) e quatro bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Enterococcus
faecalis) através do indice de concentracdo inibidora fraccionada (CIF) da mistura. Pode-se
observar neste trabalho que quando foi aplicada a concentracdo minima inibitéria dos vapores
contendo os 6leos essenciais, houve um efeito antagdnico frente ao crescimento de E.coli,
enquanto, quando foi usada concentracbes maximas de inibicdo, houve um efeito sinérgico na

inibicdo de L. monocytogenes, B. cereus e Y. enterocolitica.

Entretanto, Tyagi e Malik (2011) estudaram a composicdo quimica e o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial de Mentha piperita em liquido e em fase vapor contra
microrganismos de origem alimentar (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), os fungos (Penicillium
digitatum, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Mucor spp, e Fusarium oxysporum) e as leveduras
(Candida albicans e Sacchromyces cerevisiae) com o método de diluicdo em agar, difusdo em poco
e volatilizacdo em disco, respectivamente; reportando valores de concentragdes minimas inibitorias

de 1,13 a 2,25 mg/ml, e concentragdo minima bactericida e fungicida de 2,25 a 9 mg/ml.
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Singh, Shushni e Belkheir (2015) avaliaram a atividade de 6leo e extrato de horteld (Mentha
piperita) contra algumas cepas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes), e Gram-negativas (Escherchia coli e Klebsiella pneumonia) pelo método
de difusdo em &gar usando como controle o antibidtico gentamicina. Esses autores verificaram que
0 6leo essencial de horteld inibiu o crescimento dos microrganismos, e os resultados da inibicéo
foram similares aos obtidos com o antibi6tico gentamicina. Além disso, o éleo essencial de horteld
mostrou um espectro mais amplo da atividade antimicrobiana que a apresentada pelo antibiotico
controle. As concentracgdes inibitdrias minimas para as espécies bacterianas, variaram entre 0,4%
a0,7% v/v. Aqueles autores concluiram que o 6leo de hortela pode ser usado como um bom agente
de conservacao por inibir alguns agentes patogénicos de origem alimentar.

Em outros estudos, Fu et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de cravo e alecrim puros e combinados contra Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris e Pseudomonas
aeruginosa e determinaram concentraces minimas inibitorias entre 0,062 e 0,500% v/v,

considerando-0s como agentes anti-infe¢cbes ou como conservante de alimentos.

Além da atividade antimicrobiana, os 6leos essenciais tém apresentado atividade
antifingica frente a um grande nimero de fungos. A atividade antifingica de 6leos essenciais é
associada ao teor de fenol monoterpeno especialmente no tomilho (Thymus vulgari L.), orégano
(Origanum vulgare L.) e cravo (Eugenia caryophyllata Thunb.). Seu mecanismo de acdo esta
associado a capacidade de interagir com o citoplasma do patégeno e seu modo de acéo parece ser
estreitamente relacionada com a solubilidade de cada composto (RONQUILLO, 2007).

Omidbeygi et al. (2007) avaliaram a atividade antifungica dos 6leos esséncias de tomilho,
alfavaca-do-campo e cravo frente Aspergillus Xavus em meio liquido e em extrato de tomate, 0s
quais foram mantidos a 25 °C por 2 meses com adic¢des de 0, 50, 200, 350 e 500 ppm dos 6leos.
As analises da atividade antifungica dos 6leos mostraram que todos estes inibiram o crescimento
do A. Xavus, sendo maior a eficacia do 6leo de tomilho (350 ppm) e alfavaca-do-campo (500 ppm).
Além disso, foi feita analise sensorial dos produtos contendo 500 ppm do 6leo de tomilho com
aceitacdo por parte dos consumidores. Rana, Rana e Rajak (2011) determinaram a atividade
antifngica do 6leo essencial de cravo em diferentes cepas, apresentando sensibilidade crescente:

Mucor sp < Microsporum gypseum < Fusarium monoliforme < Trichophytum rubrum < Aspergillus
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sp. < Fusarium oxysporum. lgualmente, foi usada a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) onde foi confirmado o alto conteddo de eugenol no 6leo essencial de cravo, o

que ¢ atribuido atividade antifingica.

Da mesma maneira, Omidbeygi et al. (2007) avaliaram o efeito antifingico dos 6leos
essenciais de tomilho, alfavaca-do-campo e cravo em concentracgdes de 0, 50, 200, 350 e 500 ppm
frente Aspergillus flavus em meio liquido e em pasta de tomate, encontrando que todos os 6leos
essenciais inibiram o crescimento do fungo, sendo que o tomilho e o alfavaca-do-campo
apresentaram maior inibicdo nas concentragcdes de 350 e 500 ppm respectivamente; a 500 ppm o
6leo essencial de cravo inibiu 0 87.5% do crescimento do fungo.

3.2.3 Mecanismos de a¢do antimicrobiana

Os efeitos antimicrobianos de 6leos essenciais foram examinados contra uma ampla gama
de microrganismos ao longo dos anos, mas os mecanismos de acdo sobre 0s microrganismos ainda
ndo sdo completamente compreendidos (CALO et al., 2015). Considerando o teor de diferentes
grupos de compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais, é importante esclarecer que sua
atividade antimicrobiana ndo é atribuida a um mecanismo especifico; porém, existem alguns sitios
de acdo na célula onde pode ocorrer dano na membrana citoplasmatica, degradacdo da parede
celular, dano nas proteinas, filtracdo do contetdo celular, coagulacdo do citoplasma e diminuicéo
da forca motriz (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012; SKANDAMIS; NYCHAS, 2001).

Em particular, uma das caracteristicas importantes dos 6leos essenciais € a hidrofobicidade,
a qual permite a separacdo dos lipideos da membrana celular e da mitoc6ndria, desacoplando a
estrutura e tornando-a mais permeavel, o que permite a filtracdo de ions e outros contedos
celulares (BOSQUEZ-MOLINA; BAUTISTA-BANOS; MORALES-LOPEZ, 2009; BOSQUEZ-
MOLINA et al., 2010; GARCIA-GARCIA; PALOU-GARCIA, 2008; HU; DINH; JOYCE, 2009;
OOSTERHAVEN; POOLMAN; SMID, 1995; RAMOS-GARCIA; BAUTISTA-BANOS:;
BARRERA-NECHA, 2010).

Burt et al. (2007) demostraram que ao expor células a altas concentragdes de carvacrol e p-
cimeno, alteracdes na concentragdo dos acidos graxos da membrana celular podem ocorrer, com

um aumento nos acidos graxos insaturados. Além disso, 0os compostos dos 6leos essenciais também
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podem atuar sobre as proteinas da membrana citoplasméatica. As enzimas ATPases que se
encontram nesta membrana podem ser atingidas por moléculas lipidicas, afetando a regulacéo de
energia e a sinteses de compostos estruturais (ELGAYYAR et al., 2001; GARCIA-GARCIA;
PALOU-GARCIA, 2008).

3.3 Embalagens ativas

Diferentes tecnologias tém se implementado para aumentar a vida de prateleira dos
produtos de origem animal e vegetal, como 0 armazenamento a baixas temperaturas, 0 uso de
embalagens plasticas, embalagens com atmosferas modificadas, aplicacdo de tratamentos
hidrotérmicos, irradiacdo e formulacdes com agentes bioldgicos, dentre outras (QUEZADA et al.,
2003; RAMOS-GARCIA; BAUTISTA-BANOS; BARRERA-NECHA, 2010). Como
consequéncia, varias pesquisas tém apontado o uso de recobrimentos e filmes como veiculo de
aditivos, os quais podem proporcionar aos produtos alimenticios protecdo contra microrganismos
(BOSQUEZ-MOLINA et al., 2010; DURANGO et al., 2005). No entanto, altas quantidades de
aditivos podem afetar a qualidade sensorial dos produtos nos quais sdo aplicados (MIN;
KROCHTA, 2005; RAMOS-GARCIA; BAUTISTA-BANOS; BARRERA-NECHA, 2010).

Em particular, o crescimento de microrganismos, tanto deterioradores quanto patogénicos
reduz a vida de prateleira dos alimentos e aumenta o risco de transmissdo de doencas. Esta
contaminagdo microbiana é maior na superficie do produto, e pode ser prevenida pela incorporagéo
de agentes antimicrobianos no filme ou revestimento, ou pelo uso de polissacarideos com
propriedades antimicrobianas naturais (DEBEAUFORT; QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1998;
DURANGO et al., 2005). E por isso, que uma embalagem antimicrobiana, que se encontra em
contato direto com o alimento e possua uma liberagdo gradativa dos compostos antimicrobianos,
tem funcdo importante na conservacdo dos alimentos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002;
DURANGO et al., 2005).

Em definigdo, a embalagem antimicrobiana é uma forma de embalagem ativa que poderia
aumentar a vida de prateleira dos produtos e fornecer seguranca aos consumidores. Sua agéo é de

reduzir, inibir ou retardar o crescimento de microrganismos patogénicos em alimentos embalados
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e em materiais de embalagens (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; VERMEIREN et al., 1999). Os
agentes antimicrobianos podem controlar a contaminagdo microbiana mediante trés mecanismos:
reducdo da taxa de crescimento dos microrganismos, aumento da fase lag ou inativacéo por contato
(DURANGO et al., 2005; QUINTAVALLA; VICINI, 2002).

Diferentes compostos tém sido propostos por suas atividades antimicrobianas em
embalagens de alimentos, incluindo &cidos organicos, enzimas como a lisozima, fungicidas, e
antimicrobianos naturais como as especiarias que sdo ricas em compostos fendlicos, tais como 0s
flavonoides e é&cidos fendlicos (DADALIOGLU; EVRENDILEK, 2004; THARANATHAN,
2003). Em filmes e revestimentos biodegradaveis, uma baixa taxa de difusdo do antimicrobiano é
desejavel, pois mantém a concentracdo do agente alta por um tempo mais longo. A liberacdo do
antimicrobiano, no caso de polimeros, deve ser minima, entretanto, a concentracdo do
antimicrobiano na superficie deve permanecer acima da concentracdo inibitéria minima
(DURANGO et al., 2005; HAN, 2000). Os agentes antimicrobianos podem ser adicionados aos
polimeros mediante fusdo, ou por solubilizacdo do composto dentro da matriz. Devido a muitos
agentes antimicrobianos serem sensiveis ao calor, 0 método por solubilizacdo é o mais indicado
para incorpora-los na matriz do biopolimero (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; DURANGO et
al., 2005).

Quanto aos produtos naturais, 0s principais agentes antimicrobianos incorporados nos
recobrimentos e filmes sdo os dleos essenciais (ASSIS; PESSOA, 2004; ROJAS, 2006), os quais,
qguando tem sido empregados puros ou em altas concentragdes, tem apresentado toxicidade em
humanos, causando irritacdes na pele ou até cancer; mas o uso em minimas concentra¢fes nao gera
alteracdes no organismo, sendo considerado um produto GRAS (Generally Recognized As Safe)
(BAKKALI et al., 2008; CHALOVA; CRANDALL; RICKE, 2010; FRIEDLY et al., 2009).

Além da atividade antimicrobiana e capacidade antioxidante, propriedades fisicas,
mecanicas e de barreira em filmes com adicdo de 6leos essenciais tem sido avaliada por varios
pesquisadores (LEE; LEE; SONG, 2015; MUPPALLA et al., 2014; SALGADO et al., 2013).
Ghasemlou et al. (2013) incorporaram Oleos essenciais de Zataria multiflora Boiss e Mentha
pulegium em trés niveis (1, 2 e 3% v/v) em filmes de amido desenvolvidos pelo método casting.
Foram avaliadas as propriedades mecéanicas, permeabilidade ao vapor de agua e barreira ao

oxigénio. O incremento do contedo dos 0leos essenciais provocou um incremento nos valores de
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elongacéo, mas ndo houve cambios significativos nos valores de resisténcia a tragdo. Por outra
parte, a0 aumentar a concentracao dos 6leos a 3% v/v a permeabilidade ao vapor de 4gua diminuiu
significativamente, mas, a barreira ao oxigénio nao foi afetada pelo aumento da concentracdo dos
6leos. Do mesmo modo, Teixeira et al. (2014) incorporaram 6leos essenciais de cravo, alho ou
orégano em filmes de proteina de peixe e avaliaram as propriedades fisicas, mecanicas,
antioxidantes e antimicrobianas. A incorporacdo de 6leo essencial de alho, cravo ou orégano no
filme diminuiu significativamente a espessura, solubilidade em agua, forca de ruptura e
alongamento, enquanto aumentou a atividade antioxidante. Particularmente, a adicdo de 6leo
essencial de cravo apresentou baixa permeabilidade ao vapor de 4gua quando comparada com ao

filme controle.

Seydim e Sarikus (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de filmes produzidos a base
de proteinas do soro contendo 6leos essenciais de orégano, rosemary e alho. Esses autores
concluiram que os filmes contendo 6leos essenciais de orégano e de alho foram efetivos contra as
bactérias Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes e Lactobacillus plantarum; entretanto os filmes incorporados com 6leo essencial
de alecrim ndo apresentaram efeito inibitério contra os mesmos microrganismos. Segundo aqueles
autores, a adicdo direta de 6leos essenciais aos alimentos resultaria em uma imediata redugédo da
populacdo bacteriana, mas poderia alterar as caracteristicas sensoriais dos mesmos. Logo, a
incorporacgdo destes compostos nos filmes pode ter uma aplicacdo suplementar em embalagens de
alimentos. Sanchez Aldana et al. (2015) desenvolveram filmes de pectina com incorporagédo de
o0leo essencial de limdo mexicano e avaliaram sua atividade antimicrobiana frente as bactérias
patogénicas Escherichia coli 0157:H7, Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes pelo método de difusdo por disco, encontrando uma ampla zona
de inibicdo frente a E. coli e as outras bactérias, o que leva a uma possivel aplicacdo dos filmes na

preservacdo de alimentos e aumento da vida de prateleira.

Alboofetileh et al. (2014) desenvolveram filmes nanocompdsitos de alginato e nanoargila
com oleos essenciais de cravo, coentro, alcaravia, manjerona, canela e cominho e testaram frente a
trés agentes patogénicos de origem alimentar (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, e Listeria
monocytogenes), sendo que a manjerona apresentou a maior eficacia antimicrobiana, seguido do

cravo e da canela; a atividade foi avaliada por 12 dias com resultados satisfatorios.
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Poucos trabalhos tém sido desenvolvidos em relacéo a utilizacdo de extrato de propolis na
elaboracdo de filmes biodegradaveis. Correa (2011) recobriu sementes de girassol com filmes a
base de pectina contendo extrato hidroalcodlico de propolis vermelha em concentraces de 1, 2.5,
5 e 7.5%. A atividade antifangica dos filmes foi testada contra o fungo Alternaria alternata. O
filme que apresentou melhor desempenho antifungico e que poderia ser utilizada como
recobrimento de sementes foi o filme contendo 5% de extrato hidroalcodlico de propolis vermelha.
Bodini et al. (2013) avaliaram o uso do extrato de propolis verde (EEP) em diferentes
concentragdes como agente antioxidante e antimicrobiano e seu efeito nas propriedades fisicas em
filmes de gelatina plastificados com sorbitol, encontrando que a adicdo do EEP na matriz
polimérica apresenta atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus quando este se
encontrou em concentracGes de 40 e 200 g EEP/100 g gelatina, além disso, o conteudo de fendis e

a atividade antimicrobiana foi estavel por 177 dias de estocagem.

Torlak e Sert (2013) avaliaram a eficacia antimicrobiana de filmes de quitosana, extrato
etandlico de prépolis (EEP) e polipropileno frente a microrganismos patogénicos de origem
alimentar (Bacillus cereus, Cronobacter sakazakii, Escherichia coli 0157:H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus). Esses autores demonstraram
que a pelicula de quitosana exibiu a atividade antibacteriana de largo espectro, e a incorporacgéo de
10% EPP no filme aumentou a atividade antibacteriana contra todos os patégenos testados. Os
resultados deste estudo revelaram que a prépolis é um antimicrobiano promissor para as aplicacdes
de embalagem de alimentos. Goy e Bernardes Filho (2013) produziram filmes de quitosana e
extrato etanolico de prépolis (EEP) encontrando um efeito positivo na reducdo da hidrofobicidade
do filme com adicdo do EEP. Além disso, a incorporacdo de 15 e 25% de EEP na matriz
filmogénica favoreceu a atividade bacteriostatica dos filmes frente ao Staphylococcus aureus.

3.3.1 Aplicacéao em alimentos

Além de se avaliar as propriedades mecéanicas, de barreira e antimicrobiana do filme
bioativo, 0s pesquisadores também tém procurado demonstrar sua viabilidade e possibilidade de
aplicagdo. Tapia et al. (2007) recobriram cilindros de macé e papaia com solugdes formadoras de
filmes a base de alginato ou gelana contendo bifidobactérias viaveis. Esses autores concluiram que
estes filmes parecem ter um potencial adequado para o recobrimento de produtos de alta umidade

como as frutas frescas cortadas. Os recobrimentos também parecem ser eficientes como meio de
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suporte as bifidobactérias, o que abre novas possibilidades para o desenvolvimento de produtos
probioticos. Filmes de gelatina - amido de milho foram utilizados para o recobrimento de abacates
apos a colheita (AGUILAR-MENDEZ et al., 2008), visando o aumento da vida de prateleira do
produto. A utilizacdo do filme de gelatina-amido de milho melhorou a firmeza da polpa de abacate,

conservacao da cor da casca e menor perda de peso, 0 que favoreceu a conservagao do abacate.

Amendoins secos foram embalados em saquinhos preparados com filmes comestiveis de
concentrado proteico de soro de leite e azeite de oliva, e armazenados sob umidade e temperatura
controladas (JAVANMARD, 2008). A maioria dos filmes diminuiu a transferéncia de umidade e
todos reduziram a formagdo de perdxidos nos amendoins durante a estocagem. Logo, os filmes
podem ser uma alternativa vidvel para melhorar a vida de prateleira e algumas propriedades
sensoriais dos amendoins. Du et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana (Escherichia coli
0157:H7), estabilidade na estocagem e propriedades mecanicas, fisicas e quimicas de um novo
filme feito de tomate contendo carvacrol, o principal constituinte do orégano. Os filmes foram
capazes de inibir o crescimento microbiano, e o carvacrol nos filmes foi estavel durante a

estocagem a 5 e 25 °C por um periodo superior a 98 dias.

No trabalho de Oussalah et al. (2004), pedacos de musculo de carne bovina foram
recobertos por filmes a base de proteinas do leite contendo éleos essenciais de orégano e pimenta,
cujo objetivo foi controlar o crescimento de bactérias patogénicas e deteriorantes (Escherichia coli
e Pseudomonas spp) e aumentar a vida de prateleira durante a armazenagem a 4 °C. O recobrimento
de filme com dleos essenciais ajudou na reducdo da carga microbiana e aumentou a atividade
antioxidante durante 7 dias de estocagem. Em outro estudo, Oussalah et al. (2006) mostraram o
potencial de filmes de alginato contendo 6leos essenciais na preservacdo de musculo de carne
bovina. Outros trabalhos usando filmes biodegradaveis aplicados em produtos carneos sdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Exemplos de aplicacfes de filmes e recobrimentos biodegradaveis em produtos carneos.

Filme/Revestimento Composto ativo Alimento Autor
Quitosana (2%) OE Cravo (1,5%) Salsicha de porco Lekjing (2016)
e 25dias
armazenamento
e Analise

microbioldgica,
fisica, quimica e

sensorial
Proteina isolada de soro  OE Orégano e cravo (1-  Filé de peito de frango Fernandez-Pan, Carrién-
de leite (10%) 2%) e 13 dias Granda e Maté (2014)
armazenamento
e Analise
microbiol6gica
Quitosana (2-5%) Etil lauroil Arginato Carne de peru pronta Guo et al. (2014)
Acido poli lactico (2%)  (LAE) para consumo
Nisina e Anélises
microbioldgicas
Quitosana (1%) Oleo girassol (1%) Hamburguer carne de Vargas, Albors e Chiralt
porco (2011)
e 8dias
armazenamento
e Analises

microbioldgicas,
antioxidantes,
metamioglobina

Gelatina bovina (6 - 8%) OE Cravo (4,5 — 6%) Peixe fresco GOmez-Estaca et al.
Quitosana (2%) e 1ldiasde (2010)
armazenamento
e Andlise quimica
e

microbiol6gica

Fonte: Prépria autoria.

Por outro lado, Matan (2012) desenvolveu filmes de proteina de soro adicionados com 6leos
essenciais de canela, cravo, anis, acafrdo, folhas de goiabeira, noz-moscada e limdo em
concentracdes de 2, 4 e 6% v/v, para avaliar sua atividade antimicrobiana (Staphylococcus aureus)
e antifangica (Aspergillus flavus, Penicillium sp.) em peixe seco. Os filmes com 0leo essencial de
anis apresentaram a maior efetividade frente ao mofo comparado aos outros éleos essenciais, e
aumentou a vida de prateleira do peixe por 21 dias, estocados a 30 °C. Fernandez-Pan, Carrion-
Granda e Maté (2014) desenvolveram filmes de proteina isolada de soro de leite com o6leos
essenciais de orégano e cravo como agentes antimicrobianos para ser aplicados em filés de peito

de frango, encontrando que os filmes adicionados com 6leo essencial de orégano apresentaram a
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maior atividade frente a Pseudomonas spp., além de aumentar a vida de prateleira dos filés de 6 a
13 dias de estocagem a 4 °C. Em outro estudo, Gomez-Estaca et al. (2010) desenvolveram filmes
de gelatina e quitosana adicionados com 0Oleos essenciais de cravo, erva-doce, cipreste, lavanda,
tomilho, erva sagrada, pinho e alecrim como agentes antimicrobianos na conservacao de peixe. Os
filmes foram testados contra 18 bactérias, encontrando que 6leo de cravo apresentou o0 maior efeito
inibitorio seguido do alecrim e lavanda; além isso, foi avaliado o efeito conservante dos éleos num

extrato de peixe, onde o cravo e o tomilho foram os mais efetivos.
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4 MATERIAL E METODOS

Material

Os filmes foram produzidos com Gelatina comercial do Tipo A, fornecida pela empresa
Gelnex (Ita-Santa Catarina, Brasil); usando-se plastificante, o glicerol (Synth). A lecitina foi
utilizada como agente tensoativo (E 322, caramuru, S&o Simao-GO). Os compostos bioativos
escolhidos foram a propolis vermelha da regido de Alagoas-Brasil, adquirida na empresa
Essenciale Ltda e os 0Oleos essenciais de manjericdo (Ocicum basilicum), cravo (Syzygium
aromaticum) e horteld (Mentha piperita) obtidos na Oficina de Ervas Farmacia de Manipulacéo
LTDA-EPP, Ribeirdo Preto.

Para as analises do contetdo de fenois totais foram utilizados os reagentes Folin-Ciocalteau
(Sigma-Aldrich), Carbonato de sédio (Merck) e acido galico (Sigma-Aldrich). Cloreto de aluminio
(Fluka Analytical) e quercetina (Sigma-Aldrich) foram usados para a quantificacdo de flavonoides
nos extratos etanolico de prépolis. Para a determinacgéo da capacidade antioxidante pelos métodos
de captura do radical livre DPPH" e atividade inibitéria do radical livre 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) -6-acido sulfonico (ABTS™), foram utilizados os reagentes DPPH (Sigma-
Aldrich), ABTS (Sigma-Aldrich), persulfato de potassio (Merck) e Trolox (Sigma-Aldrich).

As cepas utilizadas nas analises microbioldgicas (Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Salmonella enteritidis ATCC 13076 e Echerichia coli ATCC 25922) foram fornecidas pelo
Laboratorio multiusuario de microbiologia da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de alimentos
FZEA/USP. A Listeria monocytogenes ATCC 7644, SCOOT A, 508 (isolada de salame), 595
(isolada de salame), 500 (isolada de salame) e Listeria innocua 225/07 foram fornecidas pelo
Laboratdrio de microbiologia de alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP, S&o
Paulo. Nos testes de sensibilidade microbioldgica, Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) dos 06leos essenciais, extrato de propolis vermelha e
filmes biodegradaveis foi utilizado caldo Miiller Hinton (OXOID), caldo Tryptic Soy Broth TSB
(Bacto™) e Tween 80 0,5% w/w (Sigma-Aldrich), Agar Miiller Hinton (Acumedia) para S. aureus,
S. enteritidis e E. coli; para as diferentes cepas de Listeria foi utilizado Agar Tryptone Soy Agar
TSA (OXOID) com extrato de levedura YE 0,6% w/v (OXOID).



39

4.1 Extracdo e caracterizacdo da propolis vermelha (EEP)

Para o preparo dos extratos, 20 g da propolis vermelha moida (Figura 2) foram adicionadas
a 30 mL de alcool etilico em diferentes concentragdes: 70, 80, 90% e 96% e mantida sob agitacéo
mecanica por 48 horas a 25 °C (LU; CHEN; CHOU, 2005; PALOMINO, 2009; SALAMANCA;
CORREA; PRINCIPAL, 2007) ou por 30 min a 50 °C (BODINI et al., 2013), ap6s este periodo as
amostras foram filtradas em papel Whatmann N°1. O extrato final foi preservado em frascos &mbar
a 5 °C. Os extratos foram caracterizados em relacdo ao contetdo de fendis totais, flavonoides,
atividade antimicrobiana e extrato seco para estabelecer o melhor método de extragdo. A
caracterizacéo geral do extrato foi feita seguindo metodologia da norma Argentina (IRAM, 2000)
15935.

Figura 2 - (a) Propolis vermelha bruta, (b) Propolis vermelha moida, (c) Extratos etandlicos de prépolis
vermelha (EEP).

Fonte: Propria autoria.

4.1.1. Conteldo de Fendis totais:

O conteudo de fendis totais foi quantificado seguindo 0 método colorimétrico descrito por
Singleton e Rossi Jr (1965) com algumas modificagdes. Uma curva padrdo de acido galico (100
pg/mL) foi feita em concentragdes de 0 a 60 puL em intervalos de 10 pL e adigdo de etanol até um
volume final de 100 pL, seguido da adicdo de 500 pL do reagente de Folin- Ciocalteau (1/10).
Apbs 2 min, 400 pL de carbonato de sodio (4%) foi adicionado. As amostras foram incubadas por
60 min a temperatura ambiente e protegidas da luz para posterior leitura no espectrofotdmetro a

760 nm. Para a quantificagdo do contetdo de fenois totais nas amostras de EEP, foram tomados
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100 pL previamente diluidos (1000 vezes) em etanol absoluto, com posterior adicdo do reagente
de Folin- Ciocalteau e do carbonato de sddio, como foi feito na curva padréo. Os resultados foram

expressos como pg de Acido Galico/mL de extrato.

4.1.2 Contetdo de Flavonoides:

A determinacdo do contetdo de flavonoides dos extratos EEP foi feita seguindo
metodologia descrita por Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004), Miliauskas, Venskutonis e
Van Beek (2004). Uma curva padrdo de quercetina em concentracdes de 0, 0,6, 1,2, 2,4,4,8, 7,2 e
9,6 pg/mL, usando como diluente etanol absoluto, foi feita apds incubacdo por 40 min a
temperatura ambiente protegida da luz, com leituras das absorbancias a 415 nm em
espectrofotdbmetro UV-Vis Perkin Elmer Precisely (Lambda 35). A 50 pL da amostra diluida (100
vezes) em etanol absoluto foram adicionados 50 pL da solucéo de cloreto de aluminio (2%). O
periodo de incubacdo e as leituras das absorbancias foram feitas como na curva padrdo. Os
resultados foram expressos em g de Quercetina/mL de extrato.

4.1.3 Extrato seco:

Os EEP foram submetidos ao processo de rotaevaporacao até eliminacao total do solvente.
O sdlido obtido foi submetido a secagem em estufa por 2 horas a 70 °C. O Extrato seco (%) foi
calculado com a equacdo (1) (TOLOSA; CANIZARES, 2002):

Extrato seco (base Umida) = %x 100 1)

onde, P é o peso do extrato seco (g) e m, 0 peso da amostra (g).

4.1.4. Capacidade antioxidante:

As anélises da capacidade antioxidante das amostras do EEP foram feitas por dois métodos,
captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH") e atividade inibitoria do radical livre

2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) -6-4cido sulfonico (ABTS™).
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4.1.4.1. Determinacéo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH":

A determinacdo da capacidade antioxidante das amostras de EEP foi quantificada pelo grau
de descoloracéo do radical DPPH’, sequindo a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier
e Berset (1995). Uma curva padrdo do radical DPPH" (0,06mM), foi feita variando as concentragdes
finais do radical entre 0 e 60 uM, com intervalos de 10 uM, usando como diluente alcool etilico.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 515 nm. Para a determinacdo da Concentracéo
Eficiente de antioxidante para inibir 50% da concentracdo inicial de DPPH" (ECsp), foi feita uma
escuro, foi transferido uma aliquota de 0,1 mL e 3,9 mL do radical DPPH" (0,06mM). As leituras
foram feitas a 515 nm ao tempo zero, 1 min e cada 15 min até a reacdo estabilizar. A atividade
sequestradora de radicais foi medida como a diminuicdo da absorbancia de DPPH e calculada

utilizando a equacdo (2):

%Inibigio = 100 — Aramestra=tmrancel 51 @)
Controle

onde AbSamostra € @ absorbancia da amostra com DPPH; Absgranco € @ absorbancia do branco
sem adicdo do DPPH; Abscontrole € @ absorbancia da solu¢do de DPPH em etanol.

4.1.4.2 Determinagdo da atividade inibitoria do radical livre 2,2'-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin) -6-acido sulfonico (ABTS™):

A solucdo do radical ABTS™ foi preparada com adicdo do ABTS (2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) -6-acido sulfénico) (7 mM) e persulfato de potassio (2,45 mM). A solucédo foi
deixada no escuro por 12 a 16 horas em agitacdo constante para reagir. Para o ensaio, a solucéo do
radical ABTS™ foi diluida em etanol absoluto até uma leitura da absorbancia entre 0,70 e 0,75 a
734 nm seguindo a metodologia descrita por Re et al. (1999). A curva padrao foi feita com solugéo
de Trolox 2500 uM; concentracdes entre 0 e 17,5 uM foram misturadas com 990 uL da solucgéo do
radical ABTS™, incubadas por 6min a temperatura ambiente e protegidas da luz para leitura em
espectrofotdbmetro a 734 nm. Foi feita uma curva com seis concentra¢@es diferentes do EEP por

triplicata, onde, 10 pL da amostra previamente diluida (1000 vezes) em etanol absoluto foram
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misturados com 990 pL da solucéo do radical ABTS™, incubadas por 6 min a temperatura ambiente
e protegidas da luz para leitura em espectrofotdmetro a 734 nm. Os resultados foram expressados

como a capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC em pumol Trolox/g amostra).

4.1.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR):

A anélises de espectroscopia FTIR das amostras de EEP foram feitas seguindo metodologia
descrita por Vicentini et al. (2005). Apoés a extracdo, foi evaporado o solvente por rotaevaporagédo
e a amostra seca foi colocada em espectrofotdbmetro Spectrum One (Perkin Elmer, USA) usando o
acessorio Universal ATR; as analises foram feitas em um intervalo espectral de 650 a 4000 cm™ e
16 varreduras espectrais.

4.1.6 Atividade antimicrobiana.
4.1.6.1 Teste de sensibilidade:

A atividade antimicrobiana da prépolis vermelha foi determinada pelo método de difuséo
em disco frente as bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e as bactérias Gram
(-) Esherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076). Inicialmente, as
bactérias S. aureus, E. coli e S. enteritidis foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
durante 24 horas a 37 °C e diluidas até obter suspensdes microbianas de turbidez ao tubo de 0,5 na
escala McFarland, o que corresponde a 108 UFC/mL. A suspensao diluida foi semeada com swabs
estéreis na superficie das placas contendo dgar Mueller- Hinton (LUSTOSA, 2007; NCCLS, 1999;
OLIVEIRA etal., 2013). Foram colocados 20 pL do EEP em discos de papel filtro (Whatman N°1)
de 6 mm de diametro previamente esterilizados em luz ultravioleta por 30 min (BODINI, 2011;
LUSTOSA, 2007; PARK et al., 1998). Como controle positivo e negativo, foram utilizados discos
impregnados com cloranfenicol (2,5% wi/v) e etanol absoluto respectivamente. Os discos foram
colocados na superficie das placas e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo o didmetro

de inibicdo foi medido considerando-se o didmetro dos discos em milimetros (6 mm).
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4.1.6.2 Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida
(CMB):

As determinacdes da CMI e CMB foram feitas para o EEP que apresentou o0 maior contetdo
de fendis totais, flavonoides e sensibilidade frente as bactérias testadas no item 4.2.6.1.
Inicialmente foi preparada uma solugdo de caldo Muller Hinton com Tween 80 (0,5% w/w),
homogeneizada em homogeneizador Ultra Turraz (Modelo TP18/1059, Janke & Kunkel,
Alemanha) a 5000 rpm por 5 min. ApoOs esta etapa, foi incorporado o EEP (1% w/w) e
homogeneizado novamente. Foram feitas dilui¢des seriadas até uma concentracdo de 0,1% wi/w.
Em microplacas de 96 pocos foram colocados 200 pL da amostra e 20 pL de caldo com o
microrganismo em uma concentracdo de 10® UFC/mL e incubados a 37 °C por 24 h. Devido a
turbidez apresentada pela amostra de EEP, ap6s o periodo de incubacédo foi colocado 10 pL do
corante Rezasurina (0,001 g/L) em cada poco e incubado a 37 °C por 2 h. Os po¢os onde ndo houve
mudanca de cor azul escuro a rosa foram considerados como o valor da CMI. Em placas com agar
Miiller Hinton foi feita semeadura por esgotamento de 10 pL de cada poco onde ndo houve
crescimento microbiano da bactéria S. aureus, e em placas com agar Tryptome Soy Agar e Yeast
Extract (TSA+YE 0,6%) para a bactéria L. monocytogenes. As placas foram incubadas por mais
24 h a 37 °C. Onde n&o houve crescimento microbiano foi considerado como a CMB.

4.2 Caracterizacdo dos 6leos essenciais
4.2.1. Conteudo de Fendis totais:

A quantificacdo do contetido de fendis totais nos 6leos essenciais foi feita como descrito na
secdo 4.1.1., usando uma diluicdo de 5000, 1000 e 10 vezes para 6leo essencial de cravo,

manjericdo e horteld, respectivamente.

4.2.2. Capacidade antioxidante:

As analises da capacidade antioxidante dos trés 6leos essenciais: cravo, manjericdo e

horteld, foram feitas por dois meétodos, captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazilo
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(DPPH") e atividade inibitéria do radical livre 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) -6-&cido
sulfénico (ABTS™).

4.2.2.1. Determinacéo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH":

A determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH’ nos 6leos
essenciais, foi feita seguindo a metodologia descrita na se¢do 4.1.4.1., usando uma diluigéo de

5000, 500 e 5 vezes para 0leo essencial de cravo, manjericao e hortela respectivamente.

4.2.2.2. Determinacdo da atividade inibitoria do radical livre 2,2'-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin) -6-acido sulfénico (ABTS™):

A determinacdo da atividade inibitdria do radical livre 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) -
6-acido sulfonico (ABTS™) dos 6leos essenciais foi feita como descrita na se¢do 4.1.4.2., usando
uma diluicdo de 5000, 500 e 5 vezes para Oleo essencial de cravo, manjericdo e hortela

respectivamente.

4.2.3. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR):

A andlises de espectroscopia FTIR dos 6leos essenciais foram feitas como descrito na se¢do
4.1.6., onde uma amostra de cada 6leo foi colocada diretamente no espectrofotdmetro Spectrum
One (Perkin Elmer, USA).

4.2.4. Atividade antimicrobiana.
4.2.4.1. Teste de sensibilidade:

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi determinada pelo método de difuséo
em disco frente as bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e as bactérias Gram (-) Esherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella
enteritidis (ATCC 13076), onde discos de papel filtro (Whatman N°1) de 6 mm de diametro
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previamente esterilizados em luz ultravioleta por 30 min, foram impregnados com 20 pL do éleo
a testar. O procedimento para a determinagé@o do halo de inibicéo foi feito como descrito na secéo
4.1.7.1.

4.2.4.2 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida
(CMB):

A concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) dos
trés oleos essenciais foi feita como o descrito na se¢do 4.2.7.2., para as quatro bactérias:
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Esherichia coli
(ATCC 25922) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076), usando dilui¢des de 0,5 — 0,05% wi/w para
OE de cravo, 1,0 — 0,08% w/w para OE de manjericdo e 1,5 — 0,08% w/w para OE de hortela.

4.3 Producao dos filmes

As formulagOes dos filmes foram fixadas de acordo com um planejamento experimental
simplex com 2 componentes. Os filmes foram produzidos pelo método spreading apos a hidratacéo
da gelatina (4 g/100g solucdo), a temperatura ambiente (30 min), seguida de solubilizacdo (T = 55
°C, t =30 min). A lecitina (35 g/100g plastificante) e o etanol (20 g/100g solugdo) foram mantidos
sob agitacdo magnética por 2 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo, foi adicionado o
plastificante glicerol (25 g/100g gelatina) a solucdo filmogénica e mantida sob agitacdo magnética
(2 min). Em seguida, a prépolis (Tratamento B4: 25°C x 48h, etanol 96%) (0.8 g/100g soluc¢éo) e
0 6leo essencial de cravo (0.0 — 0.3 g/100g solucdo) e o dleo essencial de manjericdo (0.0 — 0.8
9/100g solucéo) foram adicionados a solucdo filmogénica e submetidos a agitacao utilizando um
agitador ultraturrax (Ika, Modelo T18basic) (5.000 rpm, 5 min). A eliminacao de bolhas da solu¢éo
foi feita utilizando-se banho ultrassom (T: 50 °C, t:10 min) e posteriormente vacuo (15 min) (Figura
3).

A solucédo filmogénica (125 g) a uma temperatura de £19°C, foi dispersa em placas de
acrilico (26 x 30 x 0,2 cm) utilizando-se um aplicador automatico de filmes (TKB Erichesen, Speed
I1), a uma velocidade de espalhamento de 35 mm/s; acoplado a um banho ultratermostatizado
(Marconi, MA 184/20) para o controle da temperatura da superficie de espalhamento (Figura 4). A
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solugdo filmogénica foi submetida a secagem em estufa com ventilagdo forcada (Marconi, MA
035) a 30 °C por 24 h. A espessura dos filmes, foi determinada como a média aritmética de dez
medidas aleatérias sobre a area do filme com um micrémetro digital (resolugdo 0,001 mm,

Mitutoyo), controlada atraves da relacdo massa seca de solugdo/area do suporte.

Figura 3 - Fluxograma da producéo de filmes ativos produzidos com gelatina, EEP, OE de cravo e OE de
manjericao.

Fonte: Propria autoria.



47

Figura 4 - Aplicador automatico de filmes do Laboratdrio de Tecnologia de Alimentos. USP/FZEA.

Fonte: Propria autoria.

Previamente as caracterizacgdes, os filmes foram acondicionados em dessecadores contendo
solucdo salina saturada de brometo de sodio (umidade relativa de 58%) em condi¢Oes fixas de
temperatura (25 °C) por trés dias. As caracterizagbes dos filmes foram realizadas em sala
climatizada a temperatura de 25 °C e umidade relativa na faixa de 55 a 65% (CORONADO, 2012;
DIAS et al., 2013; SOBRAL et al., 2001).

4.3.1. Desenho experimental:

No preparo, as formulagcdes foram fixadas de acordo com os critérios do planejamento
experimental simplex com 2 componentes usando o software Design Expert® v.7.0. As propor¢des
dos componentes podem ser observadas na Tabela 2; mantendo-se constante as concentracdes de
gelatina (4 g/100g solucdo), glicerol (25 g/100g gelatina), lecitina (35 g/100g plastificante), etanol
(20 g/100g solucdo) e extrato etanolico de propolis vermelha EEP (0,8 g/100g solucdo).



Tabela 2 - Proporg¢des dos componentes no planejamento experimental Simplex com 2 componentes.

Proporgéo componente

Componente (9/100g solucéo)
0 Y% 1
Oleo essencial Cravo 0,0 0,15 0,3
Oleo essencial Manjericio 0,0 0,4 0,8

Oleo essencial (g/100g de solugio).
Fonte: Propria autoria.
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A matriz do planejamento experimental e os controles esté apresentada na Tabela 3. Foram

avaliadas as 8 formulacdes estabelecidas no desenho experimental (F1, F2, F3, F4, F5, F5, F7 e
F8) e 4 controles: C1: Gelatina (4 g/100g solucdo), C2: Gelatina (4 g/100g solucdo) + EEP (0,8
0/100g solucdo), C3: Gelatina (4 g/100g solucao) + OE cravo (0,3 g/100g solucdo) e C4: Gelatina

(4 9/100g solucéo) + OE manjericéo (0,8 g/100g solucéo).

Tabela 3 - Matriz do planejamento experimental Simplex com 2 componentes e controles.

Componentes
Gelatina Glicerol Lecitina EEP OE Cravo  OE Manjericdo
(9/100g sol)  (g/100g gel)  (g/100g glicerol) (g/100g sol)  (g/100g sol) (9/100g sol)
F1 4,0 25 35 0,8 0,15 0,40
F2 4,0 25 35 0,8 0,30 0,0
F3 4,0 25 35 0,8 0,30 0,0
F4 4,0 25 35 0,8 0,225 0,2
F5 4,0 25 35 0,8 0,075 0,6
F6 4,0 25 35 0,8 0,0 0,8
F7 4,0 25 35 0,8 0,15 0,40
F8 4,0 25 35 0,8 0,0 0,8
Cl 4,0 25 35 0,0 0,0 0,0
C2 4,0 25 35 0,8 0,0 0,0
C3 4,0 25 35 0,0 0,3 0,0
C4 4,0 25 35 0,0 0,0 0,8

Fonte: Propria autoria.
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4.3.2. Conteudo de fendis totais:

A quantificacdo de fendis totais nos filmes foi realizada pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI JR, 1965). As amostras dos filmes (£0,01 g) foram
solubilizadas em 6mL de &gua destilada a 50 °C por 50 min. Posteriormente, foram adicionados 4
mL de alcool etilico absoluto; a solugdo foi mantida por mais 10 min a 50 °C (BITENCOURT et
al., 2014; BODINI et al., 2013). As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. A
elaboracdo da curva padrdo e quantificacdo de fenois foi a mesma usada para o EEP descrita na

secdo 4.1.1. Os resultados foram expressos em mg de &cido galico/g do filme.

4.3.3 Capacidade antioxidante:

A anélise da capacidade antioxidante dos filmes biodegradaveis foi feita por dois métodos,
captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH") e atividade inibitoria do radical livre
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) -6-acido sulfonico (ABTS™).

4.3.3.1 Determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livie DPPH':

Este ensaio foi feito seguindo metodologia descrita por Bitencourt et al. (2014) e Moradi et
al. (2012). 0,1 g do filme foram diluidos em 6 mL de agua destilada a 50 °C por 50 min.
Posteriormente, foram adicionados 4 mL de alcool etilico absoluto; a solucdo foi mantida por mais
10 min a 50 °C, e centrifugado a 5000 rpm por 5 min. Uma aliquota de 0,4 mL do filme dissolvido
reagiu com 3,6 mL da solucdo do radical DPPH" em auséncia da luz, posteriormente foi
centrifugado a 5000 rpm por 5 min e realizou-se a leitura a 515 nm no tempo zero, e apds 60 min.

A capacidade antioxidante foi determinada pela equacéo (3):

% Seqiiestro do radical DPPH* = (AbSDPPH_AbSAm"S”“) x100 (3)

AbspppH

onde, AbspepH € a absorbancia da solugdo de DPPH e Absamostra € @ absorbancia da amostra

solubilizada.
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4.3.3.2 Determinacdo da atividade inibitoria do radical livre 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) -6-acido sulfénico (ABTS™):

Esta andlise foi realizada seguindo a metodologia descrita na secdo 4.1.4.2. O preparo da
amostra de filme solubilizado foi feito segundo o estabelecido na sec¢éo 4.3.4.2. A amostra com 0
radical ABTS foi centrifugada a 5000 rpm por 5 min com posterior leitura no espectrofotometro a

734 nm, como descrito por Bitencourt et al. (2014).

4.3.4 Atividade antimicrobiana:

A atividade antimicrobiana dos filmes foi determinada pelo método de difusdo em disco
frente as bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Esherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076). Os filmes
foram cortados em discos de 15 mm e posteriormente colocados sobre a superficie das placas, e
incubadas a 30 °C por 24 h. O procedimento para a determinagéo do halo de inibicéo foi feito como

foi descrito na se¢édo 4.1.7.1.

4.3.5 Umidade e Solubilidade:

Para tais analises, os filmes foram acondicionados em dessecadores com solucgdo saturada
de brometo de sddio (NaBr) a 25 °C por 3 dias. A umidade nos filmes foi determinada seguindo
metodologia descrita por Gontard; Guilbert; Cuq (1992). As amostras foram colocadas em pesa
filtros previamente tarados e pesados, e levadas a estufa a 105 °C por 24 horas. A umidade final
dos filmes foi determinada pela seguinte equagdo (4):

Umidade (%) = (1 — 7:1—{) x100 (4)

onde, m¢é a massa (g) da amostra seca e mj e a massa (g) inicial da amostra em base seca.
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A solubilidade dos filmes em &gua foi determinada ap6s 24 horas de imersdo, de acordo
com Gontard; Guilbert; Cuq (1992). Amostras de filmes, na forma de disco (~2 cm), foram imersas
em agua destilada (50 mL) e mantidas sob agitacdo mecanica utilizando-se mesa agitadora MA141
(Marconi) por um periodo de 24 horas a £25 °C. Apds este periodo, as amostras foram submetidas
a secagem (24 horas, 105 °C) para determinacdo da massa seca final da amostra (ms). O peso inicial
foi determinado conhecendo-se a umidade da amostra. A solubilidade foi expressa em termos de

matéria seca dissolvida e calculada de acordo a equacéo (5):

%MS = 2 1100 (5)

m;

onde, %MS é a porcentagem do material solubilizado (g/100g de filme), m; é a massa (Q)

inicial da amostra e ms € a massa (g) seca da amostra.

4.3.6 Propriedades mecanicas:

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por testes de tracdo e perfuracdo
utilizando-se um texturémetro TA.XT2i (Stable Micro Systems) com amostras acondicionadas em

solucdo saturada de brometo de sddio (NaBr) por trés dias a temperatura ambiente (£25 °C).

No teste de perfuracdo amostras foram fixadas em uma célula com anel perfurado de 40
mm de diametro (Figura 5a). O teste foi realizado utilizando-se uma sonda cilindrica de 3 mm de
didmetro e velocidade de 1 mm/s (SOBRAL et al., 2001). Os valores de forga de perfuragéo (F, em
N) foram obtidos das curvas de forga versus deslocamento da sonda. A porcentagem de deformacéo

do filme (D, %) foi calculada com a equacéo (6):

Vd2+2—
D(%)Z d+rr r

x100 (6)
onde, d é o deslocamento da sonda cilindrica (mm) e r o raio da amostra de filme (20 mm).

O teste de tracdo foi realizado de acordo com Thomazine, Carvalho e Sobral (2006),
seguindo a normativa ASTM, 1985 (D882-02). As amostras dos filmes (15 x 60 mm) foram
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cortadas e fixadas em uma sonda tensile grips (Figura 5b). A distancia inicial de separagédo foi
fixada em 40 mm e a velocidade em 0.9 mm/s. A tenséo na ruptura (T em MPa) e a deformacéo na
ruptura (D em %) foram obtidas das curvas de tenséo versus elongacédo e, 0 médulo de elasticidade
(ME em MPa) foi determinado calculando-se o coeficiente angular da parte linear da curva de

tensdo versus elongacgéo, seguindo a equagéo (7):

ME (%) = AL—Lx100 @)

onde, 4L é o alongamento do filme (m) e L é o comprimento inicial do filme (m).

Figura 5 - Texturémetro TA.XT2i usado nos testes de perfuracdo (a) e tracdo (b) dos filmes ativos.

Fonte: Propria autoria.

4.3.7. Parametros cromaticos:

A cor dos filmes, expressa como diferenga total de cor (AE*), croma a* (vermelho-verde),
b* (croma amarelo-azul) e luminosidade (L*) foi determinada de acordo com Bodini (2011) e
Sobral et al. (2001) utilizando-se um colorimetro Miniscan EZ (HunterLab) (Figura 6a). Os filmes
foram sobrepostos em um padréo branco para determinar os pardmetros a*, b* e L*. A diferenga
de cor (AE¥), foi calculada com a equacdo (8) (GENNADIQOS et al., 1996):

AE* = \/(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)? (8)
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onde,
*x __ % *
AL* =L padrio — L amostra
* * *
Aa* =a padrio — @ amostra

* * *
Ab* =b padrio — b amostra

A opacidade (Opa) foi calculada de acordo com a relacdo entre a opacidade da amostra
sobre o padréo preto (Yp) e sobre o padrdo branco (Yy), determinadas segundo método Hunterlab
e usando-se a equacdo (9) (SOBRAL, 2000), utilizando-se 0 mesmo aparelho e software usado nas

medidas de cor.

Opa = B ©)

O brilho dos filmes foi medido a partir de dez medidas aleatérias no angulo de 60°

utilizando-se um glossimetro Rhopoint 20/60, de acordo com Villalobos et al. (2005) (Figura 6b).

Figura 6 - Colorimetro Miniscan EZ (a) e glossimetro Rhopoint 20/60 (b).

Fonte: Propria autoria.
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4.3.8 Barreira a radiacdo a luz UV-Visivel:

As propriedades de barreira a luz ultravioleta e visivel foram determinadas usando um
espectrofotdbmetro UV-Vis Perkin Elmer Precisely (Lambda 35), seguindo metodologia descrita
por Bitencourt et al. (2014). Os filmes ativos foram cortados (12x40 mm) e colocados no lugar da
célula para permitir a passagem do feixe de luz. As medi¢des foram feitas em comprimento de
onda entre 200 a 700 nm.

4.3.9 Permeabilidade ao vapor de agua:

A permeabilidade a vapor de dgua (PVA) foi determinada de acordo com o método ASTM
E96-95 (ASTM, 1995), com algumas modificacbes (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992). Os
filmes foram fixados em células de aluminio (area exposta 12.29 cm?) contendo silica gel (Figura
7). As células foram acondicionadas em dessecadores contendo agua destilada (Gradiente de
UR=100%) e mantidas em uma estufa com controle eletrénico de temperatura a 25 °C (0,2 °C).
O ganho de massa do filme foi medido cada 24 horas por 7 dias. A permeabilidade foi determinada

com a seguinte equacao (10):

G.
PVA(gmm/hmzKPa) =W21_Rz) (10)

onde, x é a espessura média dos filmes (mm); Ae é a area exposta (cm?); Po € a pressdo de
vapor de agua (Pa) na temperatura média do periodo; (R1-R2) é a diferenca de umidade relativa
(%); G/t € o coeficiente angular da regressao linear da reta de ganho de massa do sistema versus o

tempo (g/h).
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Figura 7 - Sistema de células usado na determinacao da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes ativos.

Fonte: Propria autoria.

4.3.10 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR):

A anélises de espectroscopia FTIR nos filmes foram feitas sequindo metodologia descrita
por Vicentini et al. (2005). Os filmes foram acondicionados por sete dias em dessecadores contendo
silica gel para a posterior analise. As analises foram realizadas em um espectrofotbmetro Spectrum
Onen (Perkin Elmer, USA), usando o acessorio Universal ATR em um intervalo espectral de 650

a 4000 cm™ e 16 varreduras espectrais (Figura 8).

Figura 8 - Espectrofotdbmetro Spectrum Onen usado nas analises de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier FT-IR em filmes ativos.

Fonte: Propria autoria.
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4.3.11 Calorimetria diferencial de varredura (DSC):

As andlises das propriedades térmicas dos filmes foram realizadas por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) seguindo metodologia descrita por Sobral; Habitante (2001); Sobral
et al. (2011); Telis; Sobral (2001) na unidade TA DSC 2010, controlado por um sistema TA5000
(TA Instruments, New Castle, DE, EUA) (Figura 9). As amostras (~10 mg) foram acondicionadas
em células de aluminio herméticas, as quais foram submetidas a andlise térmica, entre -150 e 150
°C a 5 °C/min, numa atmosfera inerte de nitrogénio (45 mL/min). O equipamento foi calibrado
com amostra de indio (Tm=146.6 °C, AH,=28.71 J.g%). A analise dos termogramas foi realizada
utilizando-se o software universal V1.7F Analise (TA Instruments), onde a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) foi determinada como o ponto de inflexdo da linha base e a temperatura de
fusdo (Tm) como o ponto donde ocorreu o pico endotérmico.

Figura 9 - Calorimetro diferencial de varredura TA DSC 2010

Fonte: Propria autoria.
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4.3.12 Microscopia eletronica de varredura (SEM):

As amostras de filmes utilizadas nas analises de SEM foram acondicionadas em
dessecadores com silica gel por sete dias. Ao sexto dia, o dessecador com as amostras foi submetido
a vacuo por 24 horas. As amostras foram criofraturadas para analise no microscopio eletrénico de
varredura (SEM Hitachi, TM3000, Tokyo, Japéo) (Figura 10) com feixe a 15Kv (CARVALHO;
GROSSO, 2004).

Figura 10 - Microscopio eletronico de varredura Hitachi, TM3000.

Fonte: Prépria autoria.

4.3.13 Microscopia de forca atdmica (AFM):

A andlise AFM dos filmes foi feita seguindo metodologia descrita por (SARKAR,;
CHAUDHURI, 1994), usando microscopio de forca atbmica (NT-MDT SOLVER NEXT SPM —
Russia) (Figura 11). As analises foram feitas no modo semi-contato ou intermitente com velocidade
de scan de 0,3 Hz, utilizando uma ponteira com frequéncia de ressonancia 150kHz e constante de

forca de 5 N/m. A area das imagens foi de 50 pm? com resolugdo de 0,2 um/pixel. A rugosidade
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média Ra (hm) e a rugosidade quadratica Rq (nm) foi calculada utilizou-se o software Image
Analysis 3.2.5.

Figura 11 - Microscépio de forca atdmica NT-MDT SOLVER NEXT SPM.

Fonte: Propria autoria.

4.3.14 Cristalinidade:

A cristalinidade dos filmes foi determinada por difracdo de raios X seguindo metodologia
descrita por Bergo; Sobral (2007). As amostras dos filmes (7x12 mm?) foram sobrepostas numa
placa de vidro e colocadas na cadmara do equipamento (X-Ray diffractometer RU200B (Rigaku
Rotaflez)), acoplado com &nodo de Cu. As medigOes foram feitas a uma velocidade de 2 °/mn, a

temperatura ambiente, 40 KV e corrente de 80 mA.

4.4 Avaliacdo do efeito do tempo de armazenamento na estabilidade da atividade

antioxidante e atividade antimicrobiana da matriz polimérica.

Os filmes controles C1, C2, C3 e C4 e o filme com melhores propriedades antioxidantes e

antimicrobianas F1 (50% OE cravo + 50% OE manjericdo) foram condicionados em temperatura
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(x 4°C) e umidade relativa (58%) controladas durante 1 més com avaliacGes semanais. Durante
este periodo os materiais foram caracterizados em relagdo ao contetdo de fenois totais, capacidade
antioxidante e atividade antibacteriana seguindo as metodologias descritas nas secdes 4.4.3, 4.4.4

e 4.4.5, respectivamente.

4.5 Aplicagdo dos filmes ativos em carne bovina moida (Contrafilé) em forma de

hambarguer.

O filme ativo (F1) e os 3 filmes controles foram aplicados em hamburguer de carne moida
bovina (Contrafilé) de 30 g com um didmetro de 70 mm nos os dois lados da pega e colocados em
placas de petri e acondicionados em expositor a = 4 °C por 10 dias (Figura 12). As avaliacOes da
mudanca de cor, indice de perdxidos e atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus,

coliformes totais e aerdbios meséfilos, foi feita no dia 0, 3, 7 e 10 do armazenamento.

Figura 12 - Processo de elaboragéo, aplicacéo e acondicionamento de carne moida bovina (Contrafilé) em
forma de hamburguer embalada com filmes ativos.

Fonte: Propria autoria.
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4.5.1 Parametros cromaticos na superficie do produto:

Os parametros cromaticos diferenga total de cor (AE*), croma vermelho-verde (a*), croma
amarelo-azul (b*) e luminosidade (L*) das amostras de carne foram determinados utilizando-se um
colorimetro Miniscan XE (HunterLab) (Se¢do 4.4.7) (Figura 13) seguindo a metodologia descrita
por Lekjing (2016).

Figura 13 - Colorimetro Miniscan EZ usado no teste de cor em carne moida bovina (Contrafilé) em forma

de hamburguer.

Fonte: Propria autoria.

4.5.2 Extracdo lipidica:

A extracdo lipidica da carne moida foi feita seguindo a metodologia descrita por Lekjing
(2016). A amostra (30 g) foi homogeneizada em 210 mL de solucéo de cloroférmio: metanol: agua
destilada (60:120:30) e homogenizada a 10000 rpm por 1 min em ultraturrax (lka, Modelo
T18basic) (Figura 14a). Posteriormente, foram adicionado 60 mL de cloroformio e homogeneizado
por 30 s a 1000 rpm, seguido de adicdo de 60 mL de agua destilada e homogeneizado por mais 30
s. A amostra homogeneizada foi centrifugada a 4600 rpm por 10 min (Figura 14b). A fase
cloroférmica foi separada e adicionado 4 g de sulfato de sddio anidro (Figura 14c). Posteriormente,
a fase cloroférmica foi filtrada em papel Whatman No. 1 (Figura 14d). O solvente foi evaporado a
105 °C em estufa; o extrato lipidico foi deixado em dessecador com silica gel para posterior anélise.
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Figura 14 - Processo de extracdo lipidica da carne moida. Homogeneizacdo da amostra (a). Centrifugacéo
solucdo (b). Separacdo fase cloroférmica (c). Amostra filtrada (d).

Fonte: Propria autoria.

4.5.3 Determinacao do indice de peroxidos (IP):

O IP foi determinado seguindo metodologia descrita por Lekjing (2016), onde a +1 g do
extrato lipidico foi adicionado 0,5 mL da solucéo de iodeto de potéssio saturado e 30 mL de solucéo
organica de cloroférmio: acido acético (2:3) e deixada em repouso por 1 min. Posteriormente, 30
mL de agua destilada foram adicionados, seguido de 0,5 mL da solucao de amido (1% w/v) como
indicador. O IP das amostras foi determinado por titulagdo do iodo libertado a partir de iodeto de
potéssio saturado com uma solucao de tiossulfato de sodio 0,01 N padronizado. O IP foi calculado

seguindo a equagéo 11, os valores séo expressos em mEq/kg de gordura.

(Vl—Vz)xllex 1000 (11)

IP(mEq/kg gordura) =

Onde,

V1: volume de tiossulfato de sodio 0,01 N gasto na titulagéo.
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V2: volume de tiossulfato de sodio 0,01 N na prova em branco.
N: normalidade

F: fator de corregéo

P: peso da gordura em grama

1000: conversdo para miliequivalente

4.5.4 Anélise microbioldgica:

A contagem de aerdbios mesofilos, coliformes totais e Staphylococcus aureus foi feita
usando Placas 3M™ Petrifilm™, onde inicialmente, a 10 g da amostra de carne moida foi
adicionado 100 mL de agua peptonada (0,1%) obtendo uma concentracdo de 0,1 g/mL. A amostra
foi misturada em stomacher (Marconi Modelo MA 440) por 2 min, e foram feitas diluicdes em
agua peptonada entre 10 e 10° g/mL. Apds, 1 mL da diluicdo foi colocada em cada placa
Petrifilm™ e incubada a 37 °C por 24 h para coliformes totais e S. aureus e a 37 °C por 48 h para
aerdbios mesdfilos. A contagem das placas foi feita usando contador de colénias manual (Phoenix

CP 608) e os resultados foram expressados em logUFC/g.

4.6 Analise estatistica

A avaliacdo dos resultados foi realizada através de analise multivariada (ANOVA),
estabelecendo diferencas estatisticas entre os valores médios observados em cada uma das
formulacdes através do Teste de Fisher a 95% de confianca utilizando-se o pacote estatistico
STATISTICA® v.8.0.



63

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracdo e caracterizacdo da prépolis vermelha (EEP)
5.1.1 Conteudo de Fendis totais:

Os resultados da quantificacdo de fendis totais dos diferentes extratos etanélicos de prépolis
vermelhas sdo apresentados na tabela 4. Os tratamentos apresentaram diferengas significativas
entre eles (p<0,05). Os maiores resultados foram apresentados nas amostras extraidas com etanol
ao 96%, sendo que, o tratamento B4 (25°C x 48h) apresentou o0 maior valor médio (233,30 + 3,50),
seguido do tratamento A4 (201,12 + 2,91). Os menores valores ndo apresentaram diferencas

significativas (p>0,05) entre eles e foram apresentados nos tratamentos A3, B1 e B2.

Tabela 4 - Contetdo de fendis totais dos extratos etanolicos de prdpolis vermelha

Temperaturax  Concentragdo Tratamento Contetdo de fendis totais

Tempo etanol (mg de Acido Galico/g de extrato)
70% Al 1956+3,1°
. . 80% A2 186,54+ 1,7 ¢
50°C x 30 min 90% A3 172,4+0,8°
96% Al 201,1+29°"
70% Bl 173,1+04°
. 80% B2 171,3+1,8¢
25°C x 48h 90% B3 196,6 + 2,3
96% B4 233,3x35°

Fonte: Propria autoria
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada tratamento de EEP

Alencar et al. (2007) obtiveram extratos etandlicos (EEP) usando 100 g de propolis bruta e
450 mL de etanol 80% v/v a 70 °C x 30 min, e além do EEP, quantificaram o contetdo de fenois
totais das fracOes hexanicas (H-Fr) e cloroférmicas (Clor-Fr) obtendo valores de 223 + 22,3, 167
+ 2,2 e 324 £ 4,2 mg de &cido galico/ g de propolis respectivamente. As diferencas entre as fracoes
sdo explicadas pela existéncia de compostos fendlicos com diferentes polaridades na prépolis

vermelha.

Estudos similares ao anterior foram feitos por Cabral et al. (2009), onde foi usado 100 g de

propolis bruta e 450 mL de etanol 80% v/v a 70°C x 30 min para a obtencdo do EEP, reportando
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teor de fenois totais de 257,98 mg acido gélico/ g de propolis. Estes resultados foram superiores
aos reportados nesta tese e podem ser explicados pelas diferencas na quantificacdo dos fendis, a
concentracdo de extrato usada e a origem da amostra bruta. Trabalhos mais recentes de Cabral et
al. (2012) com outros tipos de propolis brasileiras, usando o0 mesmo metodo de extracdo que no
estudo da propolis vermelha, demostraram menor teor de fendis totais (14,8 — 169,6 mg acido
gélico/ g de prédpolis), indicando que a propolis vermelha brasileira apresenta maior teor de fenois

totais que os reportados em outros tipos de propolis brasileiras.

Outro estudo realizado com propolis vermelha brasileira foi realizado por Frozza et al.
(2013), no qual produziram EEP com 1 g de propolis bruta e 10 mL de etanol (70% v/v) por 24
horas a temperatura ambiente e quantificaram o teor de fendis totais: 151,55 + 1,95 mg acido géalico/
g de propolis. Righi et al. (2011) encontraram valores superiores de fendis totais (416,31mg acido
p-cumarico/ g de propolis) em extratos metandlicos de prépolis vermelha. As diferencas
encontradas podem ser explicadas pelo solvente, concentracdo de prdpolis bruta e 0 método de

extracdo utilizados nesses estudos.

5.1.2 Conteldo de Flavonoides:

O contetdo de flavonoides nos extratos etandlicos de propolis vermelha brasileira
analisados nesta tese apresentaram diferencas significativa entre eles (p<0,05), sendo que, 0s
tratamentos a menor temperatura e maior tempo de extragdo mostraram os maiores valores (Tabela
5). Similarmente, pode-se observar uma relagdo direta entre a maior concentragéo de etanol (%v/v),
e maior quantidade de flavonoides extraidos da amostra bruta (Tratamento B4), sendo que, para 0s
dos tratamentos A e B o maior teor foi apresentado quando a extracdo foi realizada com etanol ao
96%v/v.
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Tabela 5 - Conteldo de flavonoides dos extratos etanolicos de prépolis vermelha

Temperaturax  Concentracdo Tratamento Conteudo de flavonoides

Tempo etanol (mg de Quercetina/g de extrato)
70% Al 15,3+ 1,07
. . 80% A2 243+18¢°
50°C x 30 min 90% A3 27.4+23%
96% A4 30,5+0,9«
70% Bl 30,5+1,8«
. 80% B2 316+36°
25°C x 48h 90% B3 40,7 £3,1°
96% B4 50,0+1,02

Fonte: Propria autoria.
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada tratamento de EEP

Alencar et al. (2007) produziram extrato de propolis vermelha usando 200g de propolis
bruta e 450 mL de etanol (80% v/v) a 70°C x 30 min; e fragbes com hexano (H-Fr) e cloroférmio
(Clor-Fr). Os valores médios encontrados para o EEP (43 £ 1,0 mg de Quercetina/g de propolis),
foram semelhantes aos reportados nesta tese. Para as fracdes, foram determinados valores de 158
+ 0,9 mg de Quercetina/g de propolis (H-Fr) e 10 £ 0,6 mg de Quercetina/g de prépolis (Clor-Fr).
O maior teor de flavonoides presentes na H-Fr pode ser explicado pela formagdo de complexos

estaveis com o cation aluminio, verificada em analise de cromatografia de camada delgada.

Estudos realizados com extratos metandlicos de propolis vermelha brasileira, por Righi et
al. (2011) reportaram valores de 32,91 mg de Quercetina/g de prépolis, similares aos presentados
com outros extratos etanélicos de prépolis vermelha e nesta tese. Trabalhos realizados por Miguel
etal. (2014) em treze amostras de extratos aquosos e metandlicos de propolis de Portugal coletados
nas estagdes inverno e verdo e produzidos com 1 g de prépolis bruta e 10 mL de agua a 80 °C x 3
h, apresentaram valores muito baixos de flavonoides (0,85 + 0,06 — 2,76 + 0,15 mg de Quercetina/g
de propolis), encontrando diferencas significativas entre as 13 amostras analisadas, considerando
o local de colheita, a estacdo do ano e o tipo de extrato, aquoso e metandlico. Os resultados obtidos
nesta tese sdo semelhantes aos encontrados por outros autores em prépolis vermelha brasileira,
sendo que, esta apresenta maior teor de flavonoides que outros tipos de propolis reportados na

literatura.
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5.1.3 Extrato seco:

Os valores do extrato seco das amostras de extrato etanolico de propolis vermelha séo
apresentados na Tabela 6. Os tratamentos utilizados para produzir os extratos apresentaram
diferengas estatisticas (p<0,05), sendo que, as extracGes realizadas com etanol ao 96% obtiveram
0s maiores valores de extrato seco, relacionando estes resultados com o0s extratos com maior
conteddo de fendis e flavonoides como foi descrito nas secBes anteriores. O tratamento A4
apresentou o maior valor de extrato seco, embora nao tenha apresentado o maior teor de fenois e
flavonoides, isso pode ter ocorrido porque a propolis bruta em altas temperaturas, ceras e resinas
presentes na amostra foram solubilizadas e aumentaram o extrato seco, mas ndo a capacidade

antioxidante do extrato.

Tabela 6 - Contetido do extrato seco dos extratos etanolicos de prdpolis vermelha

Temperatura X Concentracao Tratamento Extrato seco
Tempo etanol (9/100g amostra (b.u))

70% Al 8,4+0,1°9

R . 80% A2 10,9+0,2°
50°C x 30 min 90% A3 144+06°¢
96% A4 28,7+052

70% Bl 21,7£04°

R 80% B2 23,7+03°
25°C x 48h 90% B3 209+0,2¢
96% B4 23,7+0,1°

Fonte: Propria autoria.
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada tratamento de EEP

Cunha et al. (2004) produziram extratos etanélicos de 6 amostras de propolis do sudeste do
Brasil usando diferentes tratamentos com etanol a 96, 70, 50 e 30% v/v e mantidos a temperatura
ambiente por 7, 10, 20 e 30 dias de extracdo ou extracdo soxhlet. Observaram-se diferencas
estatisticas quando aumentou o tempo de extragdo de 10 a 20 dias, embora, o maior valor de extrato
seco foi apresentado pelas amostras extraidas em soxhlet. Em relagdo ao solvente, os extratos

produzidos com etanol ao 70% apresentou maior extrato seco que os produzidos com etanol ao
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96%, mas, estes extratos ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacéo ao contetdo de fenois
totais.

Outros trabalhos feitos com propolis brasileira por Funari e Ferro (2006) apresentaram
resultados maiores de extrato seco. Foram usadas 3 amostras de prépolis bruta (10 g) e extraidas
com metanol (150 mL) com sistema soxhlet. Embora, os extratos apresentaram valores médios de
32,2 £ 2,6%, maiores que 0s reportados nesta tese, o conteudo de fenais totais e flavonoides foram
menores. Por outro lado, trabalhos feitos com 10 amostras de extratos etandlicos de propolis
mexicana (TOLOZA; CANIZARES, 2002) produzidas com 20 g de prépolis bruta e 200 mL de
etanol ao 80%, reportaram valores de 19,61 + 0,93% para a amostra de propolis vermelha. Estes
resultados sdo semelhantes aos reportados nesta tese, para as amostras com tratamento de 25°C x
48h.

5.1.4 Capacidade antioxidante:

A capacidade antioxidantes dos diferentes extratos etandlicos de propolis vermelha
quantificados através da inibicdo do radical DPPH" e ABTS"" estdo apresentados nas tabelas 7 e 8,
respectivamente. Os resultados para medir a capacidade antioxidante dos EEP’s frente ao radical
DPPH® foram determinados pelos valores de EC50, que indica a concentracéo do extrato que inibe
a metade do radical DPPH e pela porcentagem de inibicdo total. Os tratamentos apresentaram
diferencas estatisticas (p<0,05) tanto para os valores de EC50 como para %Inibicao, sendo que, a
maior atividade sequestrante foi dada pelos tratamentos A3 e B2 (Tabela 7). Em relagdo a
%Inibic&o, os tratamentos A2, A4 e B2 ndo apresentaram diferencas estatistica (p>0,05). A menor

atividade antioxidante foi apresentada pelo tratamento Al e B1.

Resultados semelhantes aos reportados nesta tese foram descritos por Frozza et al. (2013),
que produziram extratos etanolicos usando 1 g de propolis vermelha bruta e 10 mL de etanol (70%
v/v) a temperatura ambiente por 24 horas, reportando valores de EC50 de 270,1 + 24,6 pg/mL.
Outros estudos da atividade sequestrante do radical livre DPPH" em extrato etandlico de prépolis
vermelha brasileira (EEP) foi feita por Alencar et al. (2007), onde, 100 g de prépolis vermelha
bruta e 450 mL de etanol (80% v/v) foram sometidos a tratamento de 70°C x 30 min para a obtencéo

do EEP. Além disso, foi realizada fracGes de hexano (H-Fr) e cloroformio (Clor-Fr) para
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determinagdo da atividade antioxidante usando como referéncias as substancias BHT e a-tocoferol.
Os resultados obtidos neste estudo foram maiores que 0s reportados nesta tese, encontrando-se
entre 55 e 78% de inibicdo. Estes resultados podem ser explicados devido a menor concentragdo

utilizada neste trabalho para a determinacgéo da atividade sequestrante do radical DPPH".

Tabela 7 - Resultados da capacidade antioxidante das amostras de extrato etandlico de prépolis vermelha
quantificada pelo grau de descoloragédo do radical DPPH"

Capacidade antioxidante

) EC50 Inibicdo
*Tratamento equivalente a Trolox
(mg eq Trolox/g prépolis) (ng/mL) (%)
Al 61,0+1,4°9 250,4+0,6" 20,2+05¢
A2 83,1+05¢ 209,8+09° 254+05°
A3 99,8+ 1,4° 200,4+1,3° 28,3+0,62
A4 1252+0,82 2353+1.27 26,1+0,1°
B1 64,8+0,8" 238,7+0,3¢ 21,2+0,1¢
B2 82,8+0,7¢ 197,7+£17% 255+0,6°
B3 69,1+0,8¢ 225,1+0,9¢ 22,0+0,2°¢
B4 704+0,8¢° 222,1+1,8¢ 22,6+0,1°¢

Fonte: Propria autoria.

*Al: 50 °C x 30 min, 70% etanol; A2: 50 °C x 30 min, 80% etanol; A3: 50 °C x 30 min, 90% etanol; A4: 50 °C x 30
min, 96% etanol; B1: 25 °C x 48 h, 70% etanol; B2: 25 °C x 48 h, 80% etanol; B3: 25 °C x 48 h, 90% etanol; B4: 25
°C x 48 h, 96% etanol.

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada tratamento de EEP

Cabral et al. (2009) produziram extrato de prépolis vermelha usando 100 g de propolis
vermelha bruta e 450 mL de etanol (80% v/v) a 70°C x 30 min, e fracGes de hexano, cloroférmio
e sub-fracdes, e avaliaram a atividade sequestradora do radical DPPH" para o extrato, fragdes e sub-
fragdes, encontrando a maior inibicdo pela fracdo de hexano (74,4%), seqguida do EEP (50,5%).
Porém, avaliagdes da atividade antioxidante de 2 tipos de propolis brasileira (G6 e G12) feitas por
Cabral et al. (2012) com extrato etanélico (80% v/v), mostraram resultados para a tipo G6 de
21,7%; resultado semelhante aos encontrados nesta tese pelas amostras B1 e B3. Diferencas entre
resultados reportados por varios autores e 0s obtidos nesta tese podem ser explicados pela diferenca

na concentracdo da amostra, método de extracdo e determinacgdo da atividade sequestrante.
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Em relagdo a inibicdo do radical ABTS™ pelos EEP’s, todos os tratamentos apresentaram
diferengas estatisticas (p<0,05), sendo que, os tratamentos B1 e B2 obtiveram os maiores de
%Inibicdo, 55,3 + 0,1 e 62,0 £ 0,1 % respectivamente (Tabela 8). Todas amostras sometidas a
extracdo a 25°C x 48h apresentaram maior inibi¢cdo em relacdo as amostras tratadas a 50°C x 30
min, apresentando menores valores as amostras Al e A3. Neste caso, a temperatura e 0 tempo de
tratamento influenciaram diretamente a capacidade de inibi¢do do radical ABTS de cada amostra

avaliada.

Tabela 8 - Resultados da capacidade antioxidante das amostras de extrato etandélico de prépolis vermelha
quantificada pelo grau de descoloracéo do radical ABTS™.

Capacidade antioxidante

_ Inibicdo
*Tratamento equivalente a Trolox
(mg eq Trolox/g propolis) (%)
Al 2735+1,0° 36,8+03f
A2 340,1+1,0¢ 43,0+0,2°
A3 301,0+25¢ 36,2+0,5¢
A4 286,8+0,6 36,9+02f
B1 3009+1,2¢ 55,3+0,1°
B2 387,3+0,7°¢ 62,0+0,12
B3 420,7+1,1° 53,6 £0,3°
B4 4788+ 0,72 50,5+0,6¢

Fonte: Propria autoria.

*Al: 50 °C x 30 min, 70% etanol; A2: 50 °C x 30 min, 80% etanol; A3: 50 °C x 30 min, 90% etanol; A4: 50 °C x 30
min, 96% etanol; B1: 25 °C x 48 h, 70% etanol; B2: 25 °C x 48 h, 80% etanol; B3: 25 °C x 48 h, 90% etanol; B4: 25
°C x 48 h, 96% etanol.

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada tratamento de EEP

Miguel et al. (2014) produziram extratos aquosos e metandlicos de 13 amostras de propolis
de Portugal com 1g de amostra bruta e 10 mL do solvente a 80 °C x 3h. As amostras foram coletadas
nas estacOes de inverno e verdo, encontrando-se diferencas estatisticas entre os resultados de
%Inibicdo para o radical ABTS com uma ampla faixa de diferenga: 31,20 + 1,22 — 78,90 * 2,79%.
Da mesma forma, Mohdaly et al. (2015) avaliaram extratos metandlicos de propolis de Egypto em

diferentes concentragdes encontrando valores de %lnibicdo entre 31 — 95%. Em relacdo a prépolis
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brasileira, Lacerda (2012) avaliou a atividade antioxidante de 14 amostras de prépolis das regides
de Santa Catarina e Parana, encontrando uma variacdo muito grande no TEAC das amostras de
acordo com a regiao e flora presente no local da coleta. A faixa de valores reportados no estudo foi
78,38 — 384,60 mgEq Trolox/g prépolis. Os resultados dos trabalhos citados sdo semelhantes aos
reportados nesta tese, considerando que fatores como local da coleta, solvente e método usado na
extracdo e concentracdo da amostra usada nas analises afetam diretamente nos resultados das

mesmas.

5.1.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR):

Os sinais caracteristicos dos espectros infravermelhos dos oito extratos etandlicos de
propolis vermelha em faixas de 4000 — 650 cm™ e 1800 — 650 cm™ estéo apresentados na Figura
15 e Figura 16, respectivamente. Pode-se observar semelhanca nos espectros, ja que sdo produzidos

com mesma amostra de propolis bruta, variando o solvente e o tratamento usado para a extracao.
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Figura 15 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos extratos etandlicos
de prépolis vermelha na faixa de 4000 — 650 cm™,
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Fonte: Propria autoria.
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Figura 16 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos extratos etandlicos
de prépolis vermelha na faixa de 1800 — 650 cm™,
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Fonte: Propria autoria.
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Tomando como referéncia estudos feitos em propolis verde brasileira (DE FUNARI; DE
OLIVEIRA FERRO; MATHOR, 2007; OLIVEIRA et al., 2016), prépolis chinesa (WU et al.,
2008b) e propolis mexicana (DELGADO ACEVES; ANDRADE ORTEGA; RAMIREZ
BARRAGAN, 2015) foram identificados os principais sinais presentes nos espectros dos EEP
(Tabela 9).

Tabela 9 — Identificagdo dos principais sinais caracteristicos dos extratos etanélicos de propolis vermelha

nos espectros FTIR.

Comprimento

de onda Tipo de sinal Tipo de enlace Grupos funcionais
(cm™)
3341 Alongamento O-H, N-H Hidroxilos e aminas
2972 Alongamento assimétrico C-H Grupos CHz de
saturacéo
2932 Alongamento assimétrico C-H Grupos C':b de
saturacéo
. . . Lipideos,
1694 V'bra‘?‘?‘o (}ie_flexao C=0 flavonoides e
assimétrica o
aminoacidos
Alongamento — vibracao Grupos aromaticos,
1618 gamento — ¢ C=C flavonoides e
assimétrica o
aminoacidos
1507 Alongamento Comgo_stos Flavon0|d,e§ e anéis
aromaticos aromaticos
1445 Vibracio de flexéo CH de grupos _CHz Flavon0|d,e§ e aneis
e CHzs, arométicos aromaticos
1375 Vibracdo de flexdo C-H Grupos CHis de
aromaticos
Vibracdo de flexdo (OH) e .
1288 flexdo assimétrica (C-CO) O-H, C-CO Hidrocarbonetos
1157 Vibragdes (C-O), flexdo (C- C-O, C-OH L|p’|o_leos, grupos
OH) alcodlicos ternarios
G Flavonoides e
Vibracao de alongamento (C- o
1083 C) e flexao (C-OH) C-C, C-OH grupos alcp(_)llcos
secundarios
Alongamento (=C-0O-C), A i -
1033 alongamento (C-C) e flexdo =C 8_8’HC C GrUp?isn?g?;S“COS
(C-OH) P
878 Alongamento simétrico C-C-0 Alcoois primarios e

secundarios
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Entre as pequenas variagdes apresentadas nos extratos, a de maior interesse nesta tese é a
auséncia nas amostras Al e A2 do sinal 1694 cm™ referente a vibracdo de flexdo assimétrica no
enlace C=0 atribuido a lipideos, flavonoides e aminoacidos, o qual pode ser relacionado com o

baixo teor de flavonoides apresentado nestes tratamentos.

5.1.6 Atividade antimicrobiana.
5.1.6.1 Teste de sensibilidade:

A atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos de propolis vermelha brasileira foi
comprovada para 0 microrganismo S. aureus, mas as bactérias Gram (-) E. coli e S. enteritidis ndo
apresentaram atividade. Observou-se diferencas estatisticas entre os tratamentos (p<0,05), mas s
B4 apresentou atividade antimicrobiana destacada frente aos outros tratamentos (Tabela 10). Estes
resultados podem ser relacionados com o maior teor de flavonoides e fendis totais para o tratamento
B4.

Tabela 10 - Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos de prépolis vermelha contra S. aureus.

Temperaturax Concentracao Zona de inibicéo

Tempo etanol Tratamento (mm)
70% Al 142 +1,0¢
. . 80% A2 14,0+0,8
50°C x 30 min 90% A3 145+06°¢
96% A4 16,3+1,3°
70% B1 15,0 £ 0,8 ¢
. 80% B2 148+05°¢
25°C x 48h 90% B3 13,0408 ¢
96% B4 180+1,2°2

Fonte: Propria autoria
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada tratamento de EEP

A atividade antimicrobiana da propolis vermelha brasileira frente a S. aureus tem sido
reportada por varios autores (ALENCAR et al., 2007; BISPO JUNIOR et al., 2012; DAUGSCH et
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al., 2008; OLDONI et al., 2011; WA et al., 2014), sendo esta bactéria a mais estudada e susceptivel
a este tipo de produto natural.

Embora alguns autores reportem atividade antimicrobiana da propolis vermelha brasileira
contra bactérias Gram (-) E. coli (RIGHI et al., 2011; TRUSHEVA et al., 2006) e Salmonella
(RIGHI et al., 2011), os extratos avaliados nesta tese ndo reportaram atividade. Principalmente, a
atividade antimicrobiana da propolis é atribuida aos compostos fenolicos, especialmente aos
flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres (KUJUMGIEV et al., 1999). Entre os principais
flavonoides, os isoflavonoides e as chalconas, sdo consideradas importantes componentes da
prépolis vermelha e representam um grupo importante de compostos naturais com ampla atividade
bioldgica, incluindo bactericida e fungicida (NOWAKOWSKA; KEDZIA; SCHROEDER, 2008;
RIGHI et al., 2011; TRUSHEVA et al., 2006).

5.1.6.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM):

A concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) foi
determinada para a amostra de propolis B4, pois foi esta que apresentou o0 maior contetido de fendis
totais, flavonoides e maior atividade antimicrobiana. A CIM e CBM foi determinada para as
bactérias Gram (+) S. aureus, 5 cepas de L. monocytogenes e L. innocua, visando-se a adi¢do do

EEP em filmes biodegradaveis e aplicacdo em produtos carneos.

Os valores da CIM e CBM estdo apresentados na Tabela 11, sendo que, S. aureus
apresentou maior sensibilidade ao EEP com CIM de 0,40% w/w e CBM de 0,50% w/w. Em relacéo
as cepas de L. monocytogenes, a SCOTT A, apresentou a maior resisténcia com valores de CMI e
CMB de 0,90 e 1,00% wi/w respectivamente. A L. innocua e as outras 4 cepas de L. monocytogenes

apresentaram sensibilidade intermediaria em relacdo a essas 2 cepas referenciadas anteriormente.

Poucos trabalhos sobre atividade antimicrobiana frente a L. monocytogenes e L. innocua
encontram-se reportados na literatura (CASQUETE et al., 2016; DIESTRA et al., 2008; YANG et
al., 2006). A comparacgéo dos resultados obtidos nesta tese com os reportados por outros autores €

dificultada pelas diferencgas de origem botéanica, época e local de colheita da matéria bruta (NUNES
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et al., 2009), além das metodologias usadas na determinacdo da concentracdo minima inibitdria e

concentracdo minima bactericida para extratos naturais.

Tabela 11 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) do extrato
etandlico de prépolis vermelha B4

CIM CBM
Bactéria
(% wiw) (% wiw)

S. aureus ATCC 29213 0,40 0,50
L. monocytogenes SCOTT A 0,90 1,00
L. monocytogenes ATCC 7644 0,60 0,70
L. monocytogenes 595 0,60 0,70
L. monocytogenes 508 0,60 0,70
L. monocytogenes 500 0,70 0,80
L. innocua 225/07 0,70 0,80

Fonte: Propria autoria.

5.2 Caracterizacdo dos 06leos essenciais
5.2.1 Conteudo de Fendis totais e capacidade antioxidante:

O conteudo de fendis totais dos 6leos essenciais de cravo, manjericdo e cravo estdo
apresentados na tabela 12. Foram encontradas diferencas estatisticas (p<0,05), sendo que, o 6leo
de cravo apresentou um teor significativamente maior (540,3 £ 0,9 mg AG/g de OE) que em outros
oOleos avaliados. Esta diferenca pode ser atribuida ao componente principal do cravo, o Eugenol;
sua capacidade antioxidante tem sido amplamente reportada e é considerado um dos compostos
ativos naturais de maior eficacia, sendo sua atividade maior o igual a compostos antioxidantes
sintéticos (GULCIN; ELMASTAS; ABOUL-ENEIN, 2012; JIROVETZ et al., 2006; LV et al.,
2012; MAHDAVIKIA; SAHARKHIZ, 2015; TEIXEIRA et al., 2013).
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Tabela 12 - Contetido de fendis totais dos 6leos essenciais

Conteddo de fendis totais

Oleoessencial ' e Acido Galicolg de OE)

Cravo 540,3+10¢%
Manjericao 56,9+0,5°
Hortela 08+0,1°¢

Fonte: Prdpria autoria.
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada 6leo essencial

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais foi determinada por dois métodos, a reducéo
do radical DPPH" e do cation ABTS™". Uma das principais diferencas entre os dois métodos é que
o radical ABTS"" é mais reativo do que o radical DPPH" e, ao contrario das reagdes com o radical
DPPH' que envolvem transferéncia de atomos de Hidrogénio, as reagdes com radicais ABTS™
envolvem processo de transferéncia de elétrons (GULCIN; ELMASTAS; ABOUL-ENEIN, 2012;
KAVIARASAN et al., 2007).

Os resultados da capacidade antioxidante dos 6leos essenciais quantificada pelo grau de
descoloracdo do radical DPPH" estdo apresentados na tabela 13. O menor valor de EC50 foi
apresentado pelo dleo essencial de cravo (p<0,05), seguido do éleo de manjericdo e hortela. Esse
mesmo comportamento foi observado na % de inibicdo (p<0,05). Embora os resultados da
capacidade antioxidante estejam relacionados com o conteddo de fendis totais, a %Inibicdo e o

EC50 estdo diretamente relacionados com as concentracdes do éleo utilizado na medicao.

Tabela 13 - Resultados da capacidade antioxidante dos 6leos essenciais quantificada pelo grau de
descoloracédo do radical DPPH'

Oleo essencial ECS0 Inibicao
(ng/mL) (%)
Cravo 1544+10° 31,9+0,1°
Manjericio 2493+1,1° 19,9+0,2°
Hortela 3785+1,1° 158+0,1°

Fonte: Propria autoria.
EC50: concentracdo necessaria para inibir 50% da concentracao inicial de DPPH*
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada 6leo essencial
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Os resultados da capacidade antioxidante dos trés 6leos essenciais quantificada pelo grau
de descoloracéo do cation ABTS' estdo apresentados na tabela 14. A %inibicdo do 6leo essencial
do cravo apresentou o maior valor (72,5 £ 0,3%), seguido do 06leo de horteld (48,3 £ 0,2) e 6leo de

manjericdo (47,4 £ 0,1), com diferencas estatisticas entre eles.

Tabela 14 - Resultados da capacidade antioxidante dos Oleos essenciais quantificada pelo grau de
descoloracdo do cation ABTS™.

. . Inibicéo

Oleo essencial (%)
Cravo 725+0,3%
Manjericéo 474+0,1°
Horteld 483+0,2°

Fonte: Propria autoria.
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada 6leo essencial

Gulgin, Elmastas e Aboul-Enein (2012) avaliaram a capacidade antioxidante de dleo
essencial de cravo e compararam a atividade frente aos compostos antioxidantes sintéticos BHT,
BHA, trolox e a-tocoferol em concentracGes entre 15 e 45 pug/mL, encontrando que para a inibicao
do radical DDPH’, o maior efeito inibidor foi apresentado pelo 6leo essencial de cravo, seguido do
BHT, a-tocoferol, BHA e trolox. Em relacdo a inibicdo do cation ABTS™, o 6leo essencial de
cravo, 0 BHA e BHT apresentaram os maiores valores, seguido de a-tocoferol e trolox em uma

concentragédo de 45 pg/mL.

Politeo, Jukic e Milos (2007) avaliaram a capacidade antioxidante atraves da inibi¢do do
radical DPPH" de aglyconas volateis do manjericdo e compararam com 0 6leo essencial de
manjericdo e o antioxidante sintético BHT e o a-tocoferol em concentragdes entre 0,01 e 50 g/L.
Esses autores encontraram que ap6s 60 min de reacéo, os valores de inibicdo de todos 0s compostos
ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) e que a porcentagem de inibicdo esta em funcao
da concentracdo do 6leo essencial. Singh, Shushni e Belkheir (2015) avaliaram a capacidade
antioxidante do 0leo essencial de horteld e os extratos de éter de petrdleo, cloroférmico, acetato de

etilo, etanolico e aquoso. A maior atividade de inibicdo do radical DPPH foi exibida pelo 6leo



79

essencial de horteld seguida do extrato cloroférmico. A menor atividade foi apresentada pelos
extratos aquosos e éter de petroleo.

5.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR):

Os sinais caracteristicos dos espectros infravermelhos dos éleos essenciais de cravo, de
manjericdo e de horteld em faixas de 4000 — 650 cm™ e 1800 — 650 cm™ sdo apresentados na Figura

17 e Figura 18, respectivamente.

Tomando como referéncia estudos feitos com diferentes dleos essenciais (GONZALEZ-
RIVERA et al., 2016; HERNANDEZ; ZACCONI, 2009; LI; KONG; WU, 2013; WU et al., 2008a)
foram identificados os principais sinais presentes nos espectros (Tabela 15). Entre as principais
diferencas observadas nos espectros infravermelhos dos trés 6leos essenciais, o horteld apresenta
o sinal 1735 cm™, o qual ¢ atribuido a vibrag&o de estiramento do grupo carbonilo (C=0) no grupo
cetona, que pode ser atribuido ao composto fenchona (GONZALEZ-RIVERA et al., 2016). Nos
6leos essenciais de cravo e manjericio foi encontrado o sinal 1611 cm™, atribuido a vibragdes de
estiramento no anel de fenilo proprio do composto maioritario do cravo, o eugenol (GONZALEZ-
RIVERA et al., 2016; WU et al., 2008a).
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Figura 17 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos dleos essenciais na
faixa de 4000 — 650 cm™™.,
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Fonte: Propria autoria.
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Figura 18 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos 6leos essenciais na
faixa de 1800 — 650 cm™™.,
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Fonte: Propria autoria.



Tabela 15 — Identificacdo dos principais sinais caracteristicas dos 6leos essenciais nos espectros FTIR.

Comprimento

de onda (cm) Tipo de sinal Tipo de enlace GrL,Jpos funcionais
3003 Tenséio C=CH Acidos graxos
insaturados
2937 Alongamento assimétrico C-H Grupos C':b de
saturacdo
Vibracdo de tensdo simétrica
2843 (C-H) e C-H assimétrica em C-H, C-H; Hidrocarbonetos
CH )
1735 Alongamento C=0 !Est.ere§ de
triglicerideos
1637 Vibragdo de alongamento C=0 Aldeido carbénico
1585 Vibracao esquelética Cc=C Anéis aromaticos
1511 Alongamento Compo_stos Flavon0|d,e§ e anéis
aromaticos aromaticos
Vibragéo de flexdo C-H em Flavonoides e anéis
1463 CH2z e CHs C-H, C-Hz, C-Hs aromaticos
1451 Vibragio de flexéo CH de grupos _CHz Flavon0|d,e§ e aneis
e CHzs, arométicos aromaticos
Vibragéo de flexdo C-H em Flavonoides e anéis
1231 CH2z e CHs C-H, C-Hz, C-Hs aromaticos
Vibracdo de flexdo (OH) e .
1288 flexdo assimétrica (C-CO) O-H, C-CO Hidrocarbonetos
1176 Vibragdes (C-O), flexdo (C- C-0, C-OH Llpllo_leos, grupos
OH) alcoolicos ternarios
Vibragdes de alongamento Flavonoides e
1121 (C-0) e vibragdes de C-0O, C-OH grupos alcodlicos
deformagéo (C-OH) secundarios
1111 Vibrac@es de tensdo O-CH2
o Flavonoides e
Vibracao de alongamento (C- i i b
1078 C) e flexéio (C-OH) C-C, C-OH grupos alcp(_)llcos
~ secundarios
878 Alongamento simétrico C-C-O Alcoois primarios
secundarios
745 Vibracdes de absorcéo =CH Anéis de benzeno
. . N Esqueletos
720 Vibragdes de flexao (CH2)n n>4 carbonados
689 Vibracgdes de absor¢éao C-H Alcanos

82
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5.2.4 Atividade antimicrobiana.

5.2.4.1 Teste de sensibilidade, Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM):

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo, manjericdo e cravo
frente as bactérias Gram (+) S. aureus, L. monocytogenes e as bactérias Gram (-) E. coli e S.
enteritidis. Observou-se maiores halos de inibicdo para todas as baterias referenciados para o 6leo
essencial de cravo (Figura 19), seguido do 6leo essencial de manjericdo (Figura 20). Os menores
halos de inibicdo foram apresentados pelo 6leo essencial de horteld (Figura 21). Em todas as
bactérias testadas com os diferentes 6leos essenciais, a maior sensibilidade foi obtida pelo controle
com o antibidtico cloranfenicol 2,5% w/v. Os resultados da zona de inibicdo (mm) estdo na tabela
16. Para S. aureus e S. enteritidis os maiores valores de inibi¢do forma obtidos pelos 6leos de cravo
e manjericdo sem apresentar diferencas estatisticas (p>0,05) entre eles. Porém, para L.
monocytogenes e E. coli, houve diferencas estatisticas para todos os 6leos essenciais (p<0,05). O
Oleo essencial de cravo apresentou a maior atividade microbioldgica para 0os microrganismos

testados, seguido do 6leo essencial de manjericéo e hortela.

Tabela 16 - Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais contra S. aureus, L. monocytogenes, S. enteritidis
e E. coli.

. _ Zona de inibi¢édo (mm)
Oleo essencial

S. aureus L. monocytogenes  S. enteritidis E. coli
Cravo 12,7+062 15,7+0,62 11,7+062 140+1,0%
Manjericio 12,7+0,22 11,3+0,1° 13,7+0,22 12,0+0,6°
Horteld 80+0,2° 73+0.2¢ 6,0+1,0° 6,7+0.2°¢

Fonte: Propria autoria.
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada 6leo essencial
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Figura 19 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo (a) S. enteritidis, (b) S. aureus, (c) L.
monocytogenes, (d) E. coli.

Fonte: Propria autoria.
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Figura 20 - Atividade antimicrobiana do dleo essencial de manjericdo (a) S. enteritidis, (b) S. aureus, (c) L.
monocytogenes, (d) E. coli.

Fonte: Propria autoria.
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Figura 21 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de horteld (a) S. enteritidis, (b) S. aureus, (c) L.
monocytogenes, (d) E. coli.

Fonte: Propria autoria.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) foi
determinada com 6leos essenciais de cravo, de manjericdo e de horteld, para as bactérias Gram (+)
S. aureus, 5 cepas de L. monocytogenes e L. innocua, e as bactérias Gram (-) E. coli e S. enteritidis,
visando-se a adicdo dos 6leos essenciais em filmes biodegradaveis e possivel aplicagdo em

produtos carneos. Esses resultados estdo apresentados na tabela 17.

Para todas as bacterias testadas, o 0leo essencial de cravo apresentou os menores valores da
CIM (0,09 - 0,10% w/w) e CBM (0,10 — 0,20% wi/w). No entanto, o 6leo essencial de manjericdo
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apresentou valores intermediarios de CIM e CBM para as cepas de L. monocytogenes (0,40 — 1,40%
CIM, 0,50-1,50% CBM) e L. innocua (1,40 % CIM, 1,50% CBM), com maior efeito sobre L.

monocytogenes 508. O 6leo essencial de horteld teve uma menor atividade de inibi¢ao que os outros

oOleos para todas as bacteérias testadas, o qual é relacionado aos halos de inibicdo menores reportados

no teste de sensibilidade (Figura 21) e o conteudo de fendis totais (Tabela 12).

Tabela 17 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos 6leos

essenciais
OE Cravo OE Manjericéo OE Horteld
Bactéria CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(Yowiw) (Yowiw) (%ow/w) (Yow/w) (Yowiw)  (Yow/w)

S. aureus ATCC 29213 0,10 0,20 0,40 0,50 0,20 0,30
L. monocytogenes SCOTT A 0,10 0,20 0,80 0,90 1,40 1,50
L. monocytogenes ATCC 7644 0,10 0,20 0,60 0,70 0,60 0,70
L. monocytogenes 595 0,10 0,20 0,70 0,80 1,30 1,40
L. monocytogenes 508 0,10 0,20 0,60 0,70 1,30 1,40
L. monocytogenes 500 0,10 0,20 0,75 0,80 0,40 0,50
L. innocua 225/07 0,10 0,20 0,50 0,60 1,40 1,50
S. enteritidis ATCC 13076 0,10 0,20 0,20 0,30 0,20 0,30
E. coli ATCC 25922 0,09 0,10 0,20 0,30 0,30 0,40

Fonte: Propria autoria.

Vaérios autores tém avaliado a atividade do 6leo essencial de manjericdo (DUARTE et al.,
2005; GONI et al., 2009; HUSSAIN et al., 2008; SILVEIRA et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013),
cravo (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; OUSSALAH et al., 2007
PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006; TEIXEIRA et al., 2013) e
horteld (CHANDRA; FAROOQ, 2014: DUARTE et al., 2005; MICKIENE; RAGAZINSKIENE;

BAKUTIS, 2011). Contudo, a comparacao dos resultados desta tese com os reportados na literatura

é dificultada pelas diferentes espécies boténicas, local e época de colheita, método de extracdo dos

oOleos essenciais e metodologia para a determinacédo da atividade antimicrobiana.
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Considerando os resultados obtidos na atividade antimicrobiana e capacidade antioxidante
dos trés oleos esséncias, 0 Oleo essencial de horteld apresentou menor eficiéncia, por isso foi

excluido do estudo com filme ativo.

5.3 Producéo dos filmes

Foram caracterizados 8 filmes ativos (F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8) a base de gelatina com
adicdo de 0,8% w/w de EEP, dleo essencial de cravo (0,0 — 0,3% w/w) e 6leo essencial de
manjericao (0,0 — 0,8% w/w) e 4 filmes controles, filme de gelatina (C1), filme de gelatina com
adicao de 0,8% w/w de EEP (C2), filme de gelatina com adicdo de 0,3% w/w de 6leo essencial de
cravo (C3) e filme de gelatina com 0,8% w/w de 6leo essencial de manjericdo (C4).

5.3.1 Conteudo de fendis totais e capacidade antioxidante:

O contetdo de fendis totais nos filmes ativos e controles apresentou diferengas
significativas (p<0,05) (Tabela 18), sendo diretamente influenciado pela adi¢do do 6leo essencial
de cravo, seguido do 6leo essencial de manjericdo e em menor grau o extrato etandlico de prépolis
vermelha como pode ser observado nos filmes controle. Os tratamentos com maior contetudo de
OE de cravo (F2 e F3) apresentaram o maior valor de fendis totais, e, os tratamentos com maior
contetdo de OE de manjericdo apresentaram o menor teor. A adicdo de EEP e 6leo essencial de

cravo e de manjericdo produz filmes com atividade antioxidante.
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Tabela 18 - Contetido de fendis totais dos Filmes ativos

Contetdo Fendis totais

Traamento 4 de Acido Galicolg de filme
F1 448+0,7°
F2 580+14°%
F3 55,5+ 1,2°"
F4 40,8 +0,1 €
F5 29,8+0,3"
F6 37,105
7 42,7131
F8 37,2%0,9
c1 47+09]
c2 273%0,9'
C3 40,8+0,4°¢
c4 32,2+0,19

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulag&o de filme ativo

Filmes de quitosana adicionados com extrato hidro alcodlico de propolis de Tailandia em
diferentes concentracdes exibiram um incremento do teor de fendis totais com o aumento da
concentracdo do extrato (p<0,05), sendo que nos filmes contendo o extrato de prépolis o teor de
fendis incrementou em relacdo ao filme controle (SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).
Por sua parte, Souza et al. (2015) produziram filmes de amido de mandioca adicionados com
extrato etandlico de propolis brasileira em concentragdes de 0, 0,5, 0,75 e 1% em relacdo a solugéo
filmogénica total, observando-se que o aumento da concentracdo do EP elevou a teor de fenois no
filme. Mesmo para as maiores concentragdes os resultados foram menores (701 mgeAG/100 g de

filme) que os obtidos nesta tese para o controle C2.

A porcentagem de inibicdo dos radicais ABTS™ e DPPH" dos filmes ativos e controles esta
apresentada na tabela 19. A adicéo de 6leo essencial de cravo melhorou a capacidade antioxidante

dos filmes ativos, sendo que o controle com adi¢do de dleo essencial de cravo (C3) apresentou 0
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maior valor de inibicdo para os dois radicais avaliados. N&o foi observado um potencial sinérgico
entre a propolis vermelha e os dleos essenciais de cravo e de manjericdo. SO a adi¢do de 6leo
essencial de cravo promove importante atividade antioxidante como foi observado nos resultados

do controle C3.

Tabela 19 - Resultados da capacidade antioxidante dos Filmes ativos, quantificada pelo grau de
descoloracdo do radical DPPH- e do radical ABTS™.

%lnibicao
Tratamento DPPH" ABTS™
F1 16,1+0,5°¢ 31,7+1,1°5
F2 13,8+ 0,69 275+0,89
F3 13,0+0,5" 325+0,8P
F4 149+0,3"F 30,1+0,34%
F5 158+0,4¢ 20,7+05"N
F6 18,6 + 0,4 ¢ 299+0,69
F7 199+0,6° 30,3+0,84%
F8 202+0,6°¢ 292+0,6°¢
C1 55+0,1' 46+0,7"
C2 239+0,8°" 30,7 +0,6
C3 31,9+022 41,8+0,3%
c4 235+0,1° 283+0,7f

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericao;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulagdo de filme ativo

O tratamento com maior conteddo de OE de cravo (F3) ndo apresentou diferencas
estatisticas (p>0,05) com o tratamento com 50% de cada OE (F1) e o controle com extrato etandlico
de prépolis vermelha (C2) na inibicdo do radical ABTS™. Mesmo apresentando diferencas
estatisticas entre os tratamentos e os controles, a variagdo da porcentagem de inibigdo so foi
significativa para o C3. Este resultado pode ser explicado pelo teor de fendis totais do OE de cravo

e 0 EPP reportados nesta tese.
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A maior capacidade antioxidante apresentada pelos filmes ativos e os controles frente ao
radical ABTS"" pode ser explicada ja que este € um ensaio de descoloracdo aplicavel a antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos, incluindo flavonoides, hidroxicinamatos, carotendides e antioxidantes de
plasma (BITENCOURT et al., 2014; RE et al., 1999)

Da mesma forma, a inibicdo do radical DPPH" apresentou diferengas estatisticas (p<0,05)
para os tratamentos e controles, sendo maior para o controle C3, seguido dos controles C2 e C4
sem diferencas estatisticas (p>0,05) entre eles. Para os tratamentos, os maiores valores de inibi¢éo

foram obtidos para o filme com maior contetido de OE de manjericdo (F8) e a mistura F7.

Para os dois radicais, ABTS™ e DPPH", a inibicdo foi menor para os tratamentos com
misturas do extrato etandlico de propolis vermelha e 06leos essenciais em relacdo aos filmes
controle. Tal diminuigdo pode ser devida a interacfes entre os componentes dos filmes e 6leos
essenciais e EEP que ja ndo podem estar disponiveis para interagir nas reacdes da atividade
antioxidante; aléem das perdas de compostos volateis dos 6leos essenciais e o EPP durante o
processo de secagem de filmes (TEIXEIRA et al., 2014).

5.3.2 Atividade antimicrobiana:

A atividade antimicrobiana dos filmes ativos e controles foi testada frente &s bactérias Gram
(+) S. aureus e L. monocytogenes, e as bactérias Gram (-) E. coli e S. enteritidis, sendo que, as
concentracdes dos Oleos essenciais e extrato etanolico de propolis vermelha usadas nos filmes
ativos e controles foram efetivas somente para S. aureus e S. enteritidis (Tabela 20). Exemplos das
andlises do teste de sensibilidade (Halos de inibicao) dos filmes ativos frente a S. enteritidis e S.

aureus foram apresentados na Figura 22 e Figura 23, respectivamente.

A sensibilidade de S. aureus foi determinada pela adi¢do do extrato etanolico de prépolis
vermelha, pois comparando os resultados dos controles com os tratamentos, sé o controle com EEP
(C2) teve atividade contra o microrganismo; estes resultados podem ser explicados pela maior
sensibilidade e menor CIM e CBM apresentada pelo EEP frente aos 6leos essenciais. Embora os
resultados apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05), a variagao da zona de inibicao esteve entre
2,0e53mm.
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A atividade antimicrobiana frente a bactéria S. enteritidis foi determinada pela adi¢éo dos
6leos essenciais de cravo e manjericdo, sendo a menor a atividade apresentada pelo ultimo. Os
tratamentos apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05), sendo que F2 e F3 (100% OE cravo)
apresentaram o maior poder inibitorio, seguido de F4 (75% OE cravo + 25% OE manjericdo). A
menor atividade foi reportada pelos tratamentos com maior conteldo de OE de manjericdo (F6 e
F8). Estes resultados concordam com a maior atividade apresentada pelo 6leo essencial de cravo
frente a S. enteritidis (Teste sensibilidade, CIM e CBM).

Figura 22 - Exemplos das anélises do teste de sensibilidade dos filmes ativos frente a bactéria Gram (-) S.
enteritidis.

F1 F2

F4 F5

Fonte: Propria autoria.
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Figura 23 - Exemplos das analises do teste de sensibilidade dos filmes ativos frente a bactéria Gram (+) S.
aureus.

F1 F2

F4 F5

F6

Fonte: Propria autoria.



Tabela 20 - Atividade antimicrobiana dos Filmes ativos contra S. aureus e S. enteritidis.

Zona de inibicdo (mm)
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Tratamento S. aureus S. enteritidis
F1 53+0,6%2 8,3+1,5 ¢
F2 3,7+0,6°" 100+1,0°
F3 20+0,19 11,7+0,62
F4 2,7+0,6 93+1,1%
F5 50+0,1°2 73+06°
F6 33+06" 73+0,6°
F7 3,3+0,6" 8,7+0,6
F8 3,7+06° 53+06f
C1l - -

C2 53+0,62 -
C3 - 7,7+0,6%
C4 - 3,3+0,69

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjeric&o,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericao;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

-: ndo apresentou halo de inibigdo frente & bactéria testada

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa para cada formulagao de filme ativo

A atividade antimicrobiana de filmes biodegradaveis adicionados com compostos ativos
frente a diversas bactérias tem sido reportada na literatura. Siripatrawan e Vitchayakitti (2016)
avaliaram a eficécia antimicrobiana de filmes de quitosana com extrato etandlico de prépolis frente
a bactéria Gram (+) S. aureus e bactérias Gram (-) E. coli, Pseudomona aeruginosa e Salmonella
enteritidis, onde os filmes aditivados com extrato etandlico de prépolis apresentaram atividade
antimicrobiana, sendo maior para S. aureus que para as outras bactérias testadas. Isso foi atribuido
aos flavonoides presentes na propolis, como, rutina, quercetina e naringenina. Por sua parte,
Alexandre et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de filmes de gelatina com
montmorillonita adicionados com o0leo essencial de gengibre frente a S. aureus, E. coli,
Pseudomona aeruginosa e S. enteritidis, encontrando sensibilidade s6 para P. aeruginosa e S.

aureus, sendo a atividade antimicrobiana maior para a primeira.
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Portanto, a atividade antimicrobiana de filmes contendo compostos ativos como a propolis
e 0s Oleos essenciais pode ser explicada por diferentes a¢des, incluindo alteracéo da permeabilidade
na membrana, inibicdo do DNA em sinteses de RNA, modifica¢es quimicas na membrana celular,
citoplasma, enzimas e proteinas, e deformacéo da célula microbiana, e consequentemente a morte
celular (MIRZOEVA; GRISHANIN; CALDER, 1997; NAZZARO et al, 2013;
SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).

5.3.3 Umidade e Solubilidade:

A insolubilidade ou resisténcia a agua é uma caracteristica substancial dos filmes
biodegradaveis para uso na protecdo de alimentos, onde a atividade de agua é alta ou quando o
filme deve estar em contato com agua durante o processamento do alimento revestido, para evitar
a exsudacdo de produtos frescos ou congelados (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992;
HOSSEINI et al., 2015).

A umidade e solubilidade dos filmes ativos e controles (Tabela 21) apresentaram diferencas
estatisticas (p<0,05), sendo que, os controles com 6leos essenciais (C3 e C4) presentaram valores
de umidade inferiores ao filme controle (C1). Entre os tratamentos, as formulagdes com maior
contetido de OE de cravo (F2 e F3) reportaram os valores de umidade mais alta (19,6 — 18,8%). Os
menores valores foram apresentados por os tratamentos F1 e F7 (0,15% OE cravo + 0,4% OE
manjericdo). Em relacdo a solubilidade dos filmes, a adicdo dos 6leos essenciais e de propolis causa
uma leve diminuicdo na solubilidade dos tratamentos (p<0,05), sendo estes inferiores ao filme
controle (C1) e maiores ao tratamento com OE de manjericdo (C4). Em termos tecnoldgicos, tanto
a umidade quanto a solubilidade dos filmes ndo foram alteradas fortemente pelos diversos

tratamentos, ou seja, essas propriedades permanecem praticamente as mesmas.

Trabalhos feitos por Bodini et al. (2013) com filmes de gelatina, demostraram que a adigédo
de propolis na matriz polimérica ndo modificou a umidade e a solubilidade dos filmes, sugerindo
que o EEP néo interferiu com o arranjo nas cadeias de proteinas e ndo alterou a caracteristica

hidrofilica das peliculas.



Tabela 21 - Valores médios de umidade e solubilidade dos Filmes ativos

Tratamento Umidade Solubilidade
(%0) (%)
F1 147+1,1°F 37,7+0,7%®
F2 19,6 +0,52 35,6+0,8¢
F3 18,8 +0,7°P 354 +1,409%
F4 18,6 +0,1° 36,8 + 0,2 bed
F5 16,9+0,2°¢ 36,8 + 1,2 bod
F6 15,5+ 0,4 % 35,7+0,2¢
F7 153+ 0,4 ¢f 372+1,2¢
F8 16,2 + 0,3 36,2+ 1,1 b
C1 16,2 + 0,6 387+1,2°
C2 15,8+ 0,5 % 36,2 + 0,6 b
C3 136+0,59 36,4 + 1,2 b
C4 12,3+0,5" 339+08¢
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Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjeric&o,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulag&o de filme ativo

Outros estudos de filmes com gelatina adicionados com O6leos essenciais em baixas
concentracdes demostraram leve diminuicdo de 1% e 2% na umidade e solubilidade,
respectivamente (ALEXANDRE et al., 2016). Ahmad et al. (2012) encontraram que a adi¢do de
6leo essencial de bergamota e erva-cidreira em filmes de gelatina de pele de peixe diminuiu a
solubilidade dos filmes; este comportamento pode estar associado a natureza hidrofdbica de dleo.
Os componentes nao polares do 6leo interagiram favoravelmente com o dominio hidrofébico da
gelatina, conduzindo ao aumento da hidrofobicidade do filme resultante. Como resultado, a
solubilidade da pelicula tornou-se reduzida. Adicionalmente, o0 maior grau de substituicdo do
glicerol pelo oleo essencial pode aumentar a hidrofobicidade do filme, reduzindo assim as

substancias soluveis dos filmes.

Filmes de gelatina e quitosana adicionados com 6leo essencial de orégano em diferentes
concentragOes apresentaram um aumento significativo na solubilidade dos filmes com respeito ao

controle; este comportamento pode ser atribuido as interagdes re-emergentes entre proteina-
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polissacarido com o 6leo essencial que enfraquecem as interagdes que estabilizaram a estrutura de
rede. A presenca de Gleo essencial também pode limitar a interacdo do glicerol com a matriz
proteica, 0 que permitiria um aumento no seu fendémeno de lixiviagdo (GOMEZ-ESTACA et al.,
2010; HOSSEINI et al., 2015).

5.3.4 Propriedades mecéanicas:

A producdo dos filmes ativos e os filmes controles pelo método spreading foi feita
considerando uma massa constante (125 g) para desta forma, avaliar o efeito da adi¢cdo do extrato
etandlico de propolis vermelha e os dleos esséncias em diferentes proporcdes. Os valores médios
da espessura e 0s parametros tensdo, elongacdo e médulo de elongacdo (ME) obtidos no teste de
tracdo estdo apresentados na tabela 22. A espessura dos tratamentos esta diretamente influenciada
pela adicdo do dleo essencial de manjericdo (C4), pois, ndo foram apresentadas diferencas
estatisticas (p>0,05) entre o controle de gelatina (C1), controle gelatina + 0,8% EEP (C2) e controle
gelatina + 0,3% OE cravo (C3). A espessuras dos tratamentos variou entre 0,082 — 0,088 mm
(p<0,05), sendo maior para F4 (0,225% OE cravo + 0,2% OE manjericdo), seguido das F6 e F8
(0,8% OE manjericéo).

Comportamentos semelhantes da espessura de filmes de gelatina adicionados com Varios
oOleos esséncias foram encontrados por Tongnuanchan et al. (2016), que observou que, 0 aumento
da espessura do filme foi associado com o maior conteudo de solidos pela adicdo de 6leo essencial.
Além de isso, foi sugerido que o alinhamento da molécula de gelatina na matriz do filme foi
formado com menor grau de compactacao, quando todos os tipos de 6leos foram incorporados, e,
as gotas de 6leo foram dispersas e localizadas na rede de filmes proteicos, diminuindo assim a
interacdo entre moléculas da proteina. Além disso, a estrutura volumosa da lecitina de soja pode
impedir o alinhamento ordenado da cadeia de gelatina, obtendo uma maior saliéncia na rede dos
filmes. Portanto, diferentes tipos de 6leos e surfactantes afetam diretamente o alinhamento entre as

cadeias peptidicas na rede dos filmes e, portanto, a espessura dos mesmos.



Tabela 22 — Propriedades mecéanicas determinadas por teste tracdo dos Filmes ativos

Espessura Tenséo Elongacéo MOC!U.IO de
Tratamento (mm) (MPa) (%) elasticidade
(MPa)

F1 0,083 + 0,001% 25,5 + 0,4 47,2 + 1,89 4,4 +0,1°
F2 0,082 + 0,002¢ 28,2 +1,0° 50,5+ 1,7f 5,0 +0,1¢
F3 0,083 + 0,003¢ 28,4 +0,7° 50,6 + 2,0f 4,9 +0,2¢
F4 0,088 + 0,0022 30,0 £ 0,94 375+15" 4,6 + 0,24
F5 0,084 + 0,002% 37,8+0,9° 57,4 +1,9¢ 6,0 +0,2°
F6 0,086 + 0,002° 29,7 +0,9¢ 58,2 + 1,3% 4,2 +0,2¢
F7 0,084 + 0,002¢d® 25,2 +1,0 48,2 + 2,09 4,4 +0,2°
F8 0,085 + 0,001°° 29,5+ 0,8¢ 59,6 + 1,5° 4,6 +1,0%
c1 0,072 + 0,002f 41,0+1,1° 50,1 + 0,8 7,6 +0,22
C2 0,073 + 0,001f 427 + 1,42 55,5+ 1,5 7,1+1,2°
C3 0,072 + 0,002f 21,1 +0,99 61,9+ 1,1° 3,7+0,1f
C4 0,082 + 0,002¢ 19,3 +0,9" 75,5 + 2,52 3,4+0,1F
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Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericéo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericao;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulagdo de filme ativo

Em relacdo as propriedades mecénicas (Tabela 22), a tensdo pode ser definida como a
medida da resisténcia maxima de um filme para suportar uma tensdo aplicada, e a elongacédo na
ruptura representa a capacidade de um filme para esticar-se, e 0 mddulo de elasticidade indica a
rigidez do filme (PARK; ZHAO, 2004; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016). Os
pardmetros tensdo a ruptura e modulo de elasticidade mostraram uma diminuigdo significativa
(p<0,05) em relacdo ao filme controle de gelatina (C1) e o filme controle com adicdo do 6leo
essencial de prépolis vermelha (C2), sendo que a adigdo dos 6leos essenciais (C3 e C4) diminuiu
significativamente o valor destas propriedades. Os valores de tensdo apresentaram diferencas
estatisticas (p<0,05) com variacdes entre 25 e 37 MPa, sendo que, a F5 (0,075% OE cravo e 0,6%
OE manjericdo) apresentou o maior valor de tensdo a ruptura e as F1 e F7 (0,15% OE cravo e 0,4%
OE manjericdo) a menor tensao. Para 0 modulo de elasticidade, os controles C1 e C2 presentaram
0s maiores valores, considerando eles mais rigidos que os filmes com adicdo de 6leo essencial,

porém, a maior flexibilidade foi encontrada por os controles C3 e C4, o que indica que, a adi¢do
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de extrato etandlico de prépolis vermelha aumenta o modulo de elongagéo e, porém, reduz a rigidez
do filme.

Siripatrawan e Vitchayakitti (2016), com filmes de quitosana com extrato etandlico de
propolis, encontraram um aumento nos valores de tensdo a ruptura com o incremento na
concentracdo de extrato, o qual pode ser atribuida as interacfes entre os componentes de prépolis
(por exemplo, acidos fendlicos e seus ésteres) que possuem caracteristicas polares com 0s grupos
hidrofilicos das moléculas de quitosana. Estas interacdes podem resultar numa maior aderéncia
interfacial entre as moléculas de quitosana e o estrato de propolis na matriz de filme, reforcando as

interagBes cadeia-cadeia do polimero conduzindo a uma resisténcia mais eficaz ao stress mecénico.

Por outra parte, estudos feitos por Tongnuanchan et al. (2016) em filmes de gelatina de pele
de peixe adicionados com Oleos essenciais de palma e manjericdo demostraram resultados
semelhantes aos obtidos nesta tese para os filmes controle C1, C4 e tratamentos. Esses autores
encontraram um aumento na espessura dos filmes com o a adi¢ao dos 6leos, mas o efeito contrario
foi observado na tensdo a ruptura, variando entre 14,11 — 32,91 MPa e o modulo de elasticidade
variando entre 269,58 — 933,80 MPa. As diminui¢des tanto na tensdo como no mddulo de
elasticidade refletiram a reduzida interacdo entre as moléculas de gelatina com os 6leos essenciais,
dando como resultado, uma rede mais solta no filme (TONGNUANCHAN et al., 2016).

Por outra parte, os valores de elongacao na ruptura mostraram efeito significativo (p<0,05),
sendo influenciado pela adi¢do do dleo essencial de cravo e manjericdo (C3 e C4) e em menor
medida pelo extrato etanolico de prépolis vermelha (C2). Entre os tratamentos, a maior elongacao
na ruptura foi reportada ao filme com maior conteido de 6leo essencial de manjericdo (F6 e F8).
Estes resultados sugeriram que a adi¢do de 6leo essencial de manjericéo e dleo de cravo ou misturas

exibem um efeito plastificante no filme.

Estas diferencas podem ser induzidas pela adicdo de EEP e podem atribuir-se a formacéo
cristalina de componentes da prépolis na matriz polimérica que conduz a uma reducdo na
flexibilidade do filme (PASTOR et al., 2010) como também as interagdes entre a alta concentracdo
de componentes da propolis e a gelatina o qual produz um efeito de reticulagdo, o que diminui o
volume livre e a mobilidade molecular do polimero, causando uma diminuigdo nos valores de
elongacdo naruptura (BODINI et al., 2013; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016). Porém,

0 aumento dos valores de elongacdo de filmes a base de gelatina contendo vérios Oleos foi
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provavelmente causado pela menor interacdo entre cadeias de proteinas na matriz do filme. A
ligagdo do hidrogénio e a interacdo hidrofébica foram relatadas como as principais forcas
associativas na rede de filmes de gelatina (HOQUE; BENJAKUL; PRODPRAN, 2011; PARK et
al., 2014; TONGNUANCHAN et al., 2016).

Resultados similares foram reportados por Tongnuancha et al. (2016), encontrando
aumento da elongacéo pela adicdo de 6leo essencial de manjericéo e 6leo essencial de palma em
filmes a base de gelatina de pele de peixe, o qual foi explicado pela a adi¢do de 6leos incorporados
na matriz de filme que podem aumentar o volume livre entre moléculas de proteina e proporcionar
a maior mobilidade, aumentando assim a maior extensibilidade dos filmes resultantes. No entanto,
diferentes composic¢Bes quimicas dos 0leos essenciais podem afetar as ligaces ou interagdes com

moléculas de proteina na matriz de filme, variando as propriedades mecanicas dos filmes.

Em relacdo ao teste de perfuracdo, foi determinada a forca de perfuracéo (N) e a deformacéo
na perfuracdo (%) (Tabela 23). Os tratamentos e controles apresentaram diferencas estatisticas
(p<0,05) para os dois parametros avaliados. N&do foi observada uma relacdo direta entre a adicao
do extrato etandlico de propolis vermelha e os 6leos essenciais, sendo que, a maior forca e
deformacéo a perfuracdo foi apresentada pelos tratamentos com 0,8% OE de manjericdo (F2 e F3)
e o tratamento com 0,225% de OE de cravo e 0,2% de OE manjericdo (F4). Os menores valores de
deformacdo foram apresentados pelos controles, sendo o menor valor apresentado pelo controle de

gelatina (C1), seguido dos controles C2, C3 e C4 sem presentar diferencas estatisticas (P>0,05).

Resultados semelhantes aos obtidos nesta tese foram reportados por Alexandre et al. (2016),
que avaliaram o efeito de nanoparticulas de montmorrillonita e déleo essencial de gengibre
adicionados a filmes a base de gelatina sobre as propriedades mecanicas, reportado aumento dos
parametros forca e deformacdo a perfuracdo com a adicdo de nanoparticulas e dleo essencial. Da
mesma forma, trabalhos realizados em filmes de proteina isolada de soja com 6leo essencial de
linho demostraram pequenas variagcBes nos pardmetros forca e deformacdo a perfuracdo para
diferentes concentracOes de 6leo essencial, considerando que tanto a espessura do filme como o
tamanho de gota das nanoemulsGes do Oleo afetam as propriedades mecanicas dos filmes
analisados (HOPKINS et al., 2015).



Tabela 23 - Valores médios do teste perfura¢do associados aos Filmes ativos

Forca Deformacao
Tratamento (N) (%)

F1 13,6 +05" 5,2 + 0,1 °de
F2 19,3+0,6% 56+0,12°
F3 19,3+0,7%2 56+02°
F4 18,4+0,2° 59+0,12
F5 13,7+0.2F 51+0,1%
F6 11,0+0,39 51+0,1°¢
F7 136+1,1F 5,4 + 0,4 bed
F8 11,3+0,29 54+0,4 b
C1 16,2+ 0,549 38+0,29
C2 172+0,4°¢ 41+01°F
C3 144+0,4° 43+0,1°F
C4 16,1 +0,7 ¢ 43+0,12F
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Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjeric&o,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericao;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulagdo de filme ativo

5.3.5 Parametros cromaticos:

As propriedades opticas dos filmes sdo um atributo importante que influencia sua aparéncia
e adequacdo para varias aplicacBes. Filmes comestiveis claros sdo tipicamente desejaveis com
maior aplicabilidade e aceitabilidade em sistemas de embalagem de alimentos (AHMAD et al.,
2012; HOSSEINI et al., 2015).

Os filmes ativos apresentaram coloracdo vermelha atribuida a adicdo do extrato etandlico
de propolis vermelha (Figura 24a), os filmes sem adicdo do EEP apresentaram cor mais branca
propria da gelatina (Figura 24b); a adicdo de 6leo essencial de cravo e de manjericdo, visualmente

néo afetaram significativamente nas mudancgas de cor (Figura 24c e Figura 24d).
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Figura 24 - Exemplos do aspecto visual dos filmes ativos com adicdo de extrato etandlico de propolis
vermelha (a) e filmes controle com gelatina (b) e 6leo essencial de cravo (c) e de manjericéo (d).

Fonte: Propria autoria.

Os valores médios dos parametros cromaticos, luminosidade (L*), croma a* (vermelho™ -
verde’), croma b* (amarelo® - azul’) e diferenga de cor (AE*) sdo apresentados na tabela 24. A
adicdo de extrato etandlico de prépolis vermelha foi constante para todos os tratamentos (0,8
9/100g solucdo), e a variagdo nos parametros esta determinada pela adi¢do de o0leo essencial de
cravo e manjericdo em diferentes concentracoes. Os filmes mais claros foram os controles C1 e C2

sem diferencas estatisticas (p>0,05), seguido do controle C4 apresentando menor valor devido a
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maior concentracgdo de 6leo no filme (0,8%). A adi¢do do EEP indicou filmes menos claros, embora

tenham apresentado diferencas estatisticas (p<0,05), a variacéo foi entre 70,8 e 75,6.

Em relacdo ao parametro a*, a adicdo de EEP influenciou diretamente na coloracédo
vermelha dos filmes, comparados com os controles C1, C3 e C4, com tendéncia a tonalidade verde,
mas a adi¢do de 6leos aumentou a tonalidade vermelha de 10,4 (C2) até valores de 16,7 (F3).
Contudo, os valores médios dos tratamentos apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05), mas a
variacdo entre eles ndo foi muito expressiva, indicando a dominancia do EEP na coloracéo
vermelha. O mesmo comportamento foi encontrado para o parametro b*, onde os filmes controles
sem adicdo de EEP apresentaram uma coloracdo menos amarela que os filmes contendo EEP. Os
valores entre os tratamentos oscilaram entre 29,0 e 36,0 (Tabela 23), sendo maiores ao filme
controle com EEP (C2).

Tabela 24 - Valores médios dos pardmetros crométicos L*, a*, b* e diferenca de cor (AE*) dos Filmes
ativos

Tratamento L* a* b* AE*

F1 74,6 +0,8° 13,2 +1,0¢ 33,1+0,5° 478+0,9°
F2 72,7+0,79 14,7 + 1,5 29,0 + 0,5° 439 + 1,19
F3 74,0 +0,7¢f 16,7+ 0,32 29,2 +0,4° 45,1 +0,6°
F4 75,6 + 0,6¢ 14,4 + 0,4¢ 31,3+ 1,4 39,9+0,7¢
F5 70,8 +0,9" 12,9 +0,5¢ 36,1 +0,9° 53,7 + 0,6
F6 73,2 +0,5% 15,3 + 0,4 34,4 +0,8° 48,0 +0,8°
F7 72,8 +0,8¢ 15,4 +0,8" 32,9+ 0,9 48,0 +0,6°
F8 73,2 + 0,81 14,9 + 0,5 33,6 + 0,9 48,2 +1,0°
c1 89,9 + 0,42 -1,6+0,19 59+0,3 58+0,4'

c2 77,1 +0,5° 10,4 + 0,4 25,3+ 1,0f 34,0+ 0,5
C3 89,4 + 0,12 -1,9+0,19 9,1+0,5" 8,6 +0,5"
C4 88,4 +0,1° -2,4+0,19 16,1 + 1,39 18,8 + 0,99

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericao, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericao;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulagdo de filme ativo
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Similarmente os parametros a* e b*, a diferenca de cor (AE*) dos filmes frente ao padréo
(L*= 92,6; a*= -1,3; b*= 1,2) foi influenciada pela adicdo de extrato etandlico de propolis
vermelha, seguida da concentracdo de 6leo essencial de manjericdo. Pois, as maiores diferencas
foram encontradas nos tratamentos F5 e F6 com adi¢cdo de 0,225 e 0,3% de OE de manjericdo
respectivamente. A menor diferenca de cor em relagdo ao filme controle de gelatina (C1) foi

reportada pelo filme controle com 0,3% de OE de cravo (C3).

A adicdo de diversos 6leos esséncias em filmes biodegradaveis tem apresentado influéncia
nos parametros cromaticos. Hafsa et al. (2016) desenvolveram filmes de quitosana com 6leo
essencial de eucaliptos em diferentes concentragdes, reportando diminui¢do na luminosidade com
0 aumento da concentracdo, além de variacGes nos parametros a* e b* e aumento na diferenca de
cor. QOutros trabalhos com diferentes 6leos e macromoléculas tem reportado comportamentos
similares nos parametros crométicos (HOPKINS et al., 2015; HOQUE; BENJAKUL,;
PRODPRAN, 2011; TEIXEIRA et al., 2014).

Os valores de opacidade (Opa) e brilho (60°) dos filmes ativos e controles estdo
apresentados na tabela 25. Embora os valores de opacidade nos filmes ativos e controles tenham
apresentados diferencas estatisticas (p<0,05), a variacdo entre eles ndo foi muito expressiva, sendo
influenciada pela adicdo de 6leo essencial de manjericdo (C4), considerando os filmes muito
transparentes. Em relacédo ao brilho, os menores valores nos filmes ativos foram apresentados pelos
tratamentos com maior contetdo de OE de manjericdo (F6 e F8), e comparado com o filme controle
de gelatina, todas as formulacfes apresentaram menores valores de brilho (P<0,05). Os valores
oscilaram entre 125,8 (C1) e 96,3 (F6), sendo que, entre os tratamentos, os filmes com maior

contetdo de OE de cravo apresentaram os maiores valores (113,2 — 115,5).

Alexandre et al. (2016), avaliaram o brilho de filmes de gelatina com nanoparticulas de
montmorillonita e 6leo essencial de gengibre, encontrando valores para o filme controle de 154 +
3,3 e 122 + 1,7 para o filme adicionado com o 6leo essencial. Embora os valores de brilho sejam
maiores que os reportados nesta tese, estes apresentam o0 mesmo comportamento quando é

adicionado 6leo essencial em diferentes concentragdes.



Tabela 25 - Valores médios da opacidade (Opa) e brilho dos Filmes ativos

Tratamento Opa Brilho (60°)
F1 3,7+0,1% 97,4+0,5'
F2 3,6+0,1¢ 114,1 +0,2¢
F3 3,6 +0,1¢ 113,2 +0,5°
F4 3,2+0,1°f 115,5 + 0,5¢
F5 4,8 +0,1° 98,7 +0,8"
F6 3,2+0,1°f 96,3+ 0,4/
F7 3,6+0,1¢ 99,8 + 0,79
F8 3,3+0,1° 96,6 + 0,81
C1 3,9+0,1° 125,8 + 0,62
c2 2,8+ 0,29 109,6 + 0,7
C3 3,1+0,1f 119,6 £ 1,2¢
C4 51+0,3? 121,1 +0,7°

105

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericdo,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

Em outros trabalhos, Bonilla et al. (2011) desenvolveram filmes de quitosana com 6leo
essencial de manjericdo encontrando diminui¢do no brilho dos filmes, o qual foi explicado ja que
o brilho dos filmes esta ligado a morfologia da sua superficie, e, em geral, quanto mais lisa a
superficie, mais brilhante € o filme. Assim, os filmes compdsitos sdo menos brilhantes do que os
filmes de puros devido & ocorréncia de descontinuidades na matriz do polimero. Estas
descontinuidades aumentam a rugosidade da superficie do filme e diminuem a refletancia

especular.

5.3.6 Barreira a luz:

O efeito de barreia a luz na regido UV-Vis dos filmes ativos e controles pode ser observado
na figura 25. De maneira geral, o filme de gelatina controle (C1) e os filmes de gelatina controle
com adi¢do de 6leo essencial de cravo (C3) e 6leo essencial de manjericdo (C4) mostram valores

mais altos de transmitancia, apresentando barreira até aproximadamente 300 nm. Mas, a adi¢éo de
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extrato etandlico de propolis vermelha nos filmes & base de gelatina melhora as propriedades de
barreira a luz, apresentando menores valores de transmitancia, ampliando a barreira a luz até
aproximadamente 450 nm. Embora a adi¢do de EEP melhore as propriedades de barreira a luz dos
filmes ativos, pode-se observar que, em relacdo ao filme controle de gelatina com EEP (C2), ao
adicionar 6leos essenciais em diferentes concentragdes os filmes apresentam valores superiores de
transmitancia nos mesmos comprimentos de onda.

Figura 25 - Propriedades de barreira a luz ultravioleta e luz visivel dos filmes ativos.
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Fonte: Propria autoria.

Resultados similares em filmes de gelatina-quitosana com 0leo essencial de orégano e
gelatina adicionado com 0leo essencial de bergamota e 6leo essencial de erva-cidreira foram
apresentados por Hosseini et al. (2015) e Ahmad et al. (2012). No intervalo de radiacdo UV de
200-280 nm, todos os filmes exibiram excelentes propriedades de barreira UV, provavelmente
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devido ao elevado teor de aminoécidos aromaticos tais como acido glutdmico e triptofano na das
proteinas que séo capazes de absorver radiacdo. Além disso, compararam os resultados dos filmes
ativos com filmes de polimeros convencionais, sendo que, a taxa de transmisséo de luz a 280 nm
dos filmes ativos foi notavelmente mais baixa que as exibidas por alguns filmes convencionais,
isto &, 71,78-27,64% para polipropileno orientado (OPP) e polietileno de baixa densidade (LDPE),
respectivamente. Estes resultados sugerem que os filmes adicionados com dleos essenciais podem

retardar a oxidacao lipidica causada pela luz UV nos sistemas alimentares.

Embora ndo tenham muitos trabalhos na literatura de filmes biodegradaveis com extrato
etandlico de propolis vermelha, 0 aumento na protecdo a luz UV/Visivel pode estar relacionado a
composicdo da propolis vermelha, especialmente aos compostos fendlicos como flavonoides e
acidos fenolicos, os quais possuem estruturas insaturadas responsaveis pela absorcdo da luz
(BITENCOURT et al., 2014; GOMEZ-ESTACA et al., 2009, 2015; HOQUE; BENJAKUL;
PRODPRAN, 2011).

5.3.7 Permeabilidade ao vapor de agua:

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) de filmes depende tanto da difusividade como
da solubilidade das moléculas de agua na matriz polimérica (WANG et al., 2013). A adi¢do de
extrato etanolico de prépolis vermelha como dos dleos essenciais teve um efeito de reducdo na
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes. Na tabela 26 estdo apresentados os valores de PVA
dos filmes ativos e controles (p<0,05), onde a maior PVA foi apresentada pelo filme controle (0,40
+ 0,01 g x mm/m? x h x kPa. Os menores valores foram obtidos nos tratamentos com maior
contetido de OE de manjericdo F6 e F8 com valores de 0,29 e 0,30 g x mm/m? x h x kPa
respectivamente, com reducdo do 25% da PVA em relacdo ao filme controle (C1). Em termos
tecnoldgicos, a PVA néo foi alterada fortemente pelos diversos tratamentos, continuaram sendo

filmes muito permeaveis ao vapor de agua.
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Tabela 26 - Valores médios de Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) dos Filmes ativos

Tratamento PVA
(g x mm/m? x h x kPa)
F1 0,32 +0,01 %
F2 0,39 +0,012
F3 0,38 £0,02°
F4 0,30 + 0,02 °f
F5 0,34 +0,01
F6 0,30 + 0,01 °f
F7 0,35+0,02°¢
F8 0,29+0,01 1
C1 0,40 £ 0,012
c2 0,31 +0,02 °f
C3 0,27 £0,01 9
C4 0,30 + 0,02 °f

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjeric&o,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulag&o de filme ativo

Estes resultados podem ser explicados pelas ligagOes cruzadas resultantes das interagdes
entre a gelatina e os compostos fendlicos presentes no extrato etanélico de propolis vermelha e 0s
Oleos essenciais (observada nos espectros infravermelho) que podem reduzir o volume livre na
matriz polimérica, resultando em menos interacdes entre as moléculas de agua nos filmes ativos
(BITENCOURT et al., 2014).

Valores similares de PVA foram reportados por Siripatrawan; Vitchayakitti (2016), em
filmes de quitosana adicionados com extrato etanolico de prépolis. Este comportamento foi
explicado pelo teor de compostos polifendlicos do EEP que podem ser capazes de encaixar-se na
matriz da quitosana e estabelecer interacGes, tais como hidrogénio ou ligacdo covalente com os
grupos reativos da quitosana, que limitam a disponibilidade de grupos de hidrogénio para formar
ligagéo hidrofilica com &gua, levando a uma diminuic¢éo da afinidade de filmes de quitosana em
direcdo a agua e menor PVA.
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O mesmo comportamento de reducdo da PVA em filmes de gelatina com extrato etanolico
de propolis, filmes de gelatina reforcados com montmorillonita e adicionados com éleo essencial
de gengibre e filmes de gelatina de peixe com 6leo essencial de cravo e alho foram reportados por
Bodini et al. (2013), Alexandre et al. (2016) e Teixeira et al. (2014), respetivamente.

5.3.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR):

Os sinais caracteristicos dos espectros infravermelhos das oito formulacGes e dos quatro
controles dos filmes ativos na faixa de 4000 — 650 cm™ estdo apresentados na figura 21 e figura

22, respectivamente.

Foram identificados os sinais caracteristicos de filmes de gelatina puros nos espectros
infravermelhos, exibidos nas bandas que correspondem a Amida A (3290 cm™), Amida B (2926
cm™), Amida I (1631 cm™), Amida I (1542 cm™) e Amida 111 (1236 cm™) (ANDREUCCETT] et
al., 2012; BERGO; SOBRAL, 2007; BITENCOURT et al., 2014; WU et al., 2013). Pequenos
deslocamentos das bandas da Amida A, Amida B, Amida Il e Amida Il foram encontrados nos
filmes com adicdo de extrato etandlico de propolis vermelha e Oleos essenciais e cravo e
manjericdo. Estes deslocamentos foram atribuidos as interacfes entre a gelatina e 0s compostos
fendlicos presentes no EEP e os OE (BITENCOURT et al., 2014; WU et al., 2013).

A banda de amida A (3290 cm™) representa a vibragdo de estiramento N-H, a amida B
(2926 cm™) representa vibragdes de estiramento assimétrico de =CH e -NHs de fragmentos
peptidicos de moléculas de gelatina, a amida I (1631 cm™) representa a ligagdo C=0 e a amida Il
(1542 cm™) representa a vibracdo de estiramento C-N e a deformagdo angular da ligagdo N-H
(ANDREUCCETTI et al., 2012; BERGO; SOBRAL, 2007; BITENCOURT et al., 2014; BODINI
et al., 2013; WU et al., 2013). Outras bandas encontradas nos espectros dos filmes ativos e
controles, 1402 e 1336 cm™* foram identificadas como vibragdes de grupos -CH: de residuos de
acido de prolina de moléculas de gelatina e as interacBes entre vibragdes de estiramento
assimétricas de grupos -OH do glicerol; a banda 1030 cm™ foi relacionada com a presenca de
glicerol nos filmes (BERGO; SOBRAL, 2007).
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Figura 26 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos Filmes ativos: F1,
F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8.
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Fonte: Propria autoria.
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Figura 27 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos Filmes controle: C1,
C2,C3e C4.
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Fonte: Propria autoria.
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Ahmad et al. (2012) reportaram deslocamentos das bandas de amida | em filmes de gelatina
de peixe adicionados com 6leo essencial de bergamota e erva-cidreira em diferentes concentracgdes.
Estas diferencas espectrais foram atribuidas a diferentes conformacdes e orientacdes das cadeias
polipeptidicas em funcdo da incorporacéo dos 6leos essenciais. Os deslocamentos do pico de amida
| para o nimero de onda mais baixo foram associadas com uma diminui¢do na ordem molecular
devido & alteragdo conformacional. Além disso, os deslocamentos dos sinais espectrais foram

associados a interacao intermolecular formada durante o processo de secagem do filme.

5.3.9 Calorimetria diferencial de varredura (DSC):

A transicdo vitrea de um polimero esta associada a um relaxamento primério devido ao
inicio dos movimentos moleculares segmentados das cadeias poliméricas, particularmente dos
materiais amorfos ou em regides amorfas. Esta transicdo € um fenbmeno importante, que influéncia
as propriedades dos materiais e potenciais aplicagdes (TONGNUANCHAN et al., 2016). Exemplos
dos termogramas da primeira (linha continua) e segunda (linha tracejada) varredura nos filmes
ativos e controles estdo apresentados nas figuras 28 e 29, respectivamente, sendo que, as curvas
obtidas foram semelhantes as obtidas por (SOBRAL et al., 2001).

Na primeira varredura de aquecimento (-150 a 150°C), as amostras exibiram uma
temperatura de transigdo vitrea (Tg1), seguida de um pico endotérmico (Tm) que correspondeu a
fusdo dos cristais da macromolécula de gelatina; este comportamento é tipico de materiais
parcialmente cristalinos. Na segunda varredura foi observada somente a transicdo vitrea (Tg),

tipico de um material amorfo.

Na Tabela 27, estdo apresentados os valores da temperatura de transicdo de fusdo (Tm),
a entalpia de fusdo (AH) e a temperatura de transicdo vitrea (T4) da primeira e segunda varredura
dos filmes ativos e controles. A adi¢do dos 0leos essenciais e extrato etanolico de prdopolis vermelha
ndo modificou a temperatura de transi¢éo de fuséo dos filmes ativos (p>0,05), apresentando-se um
valor médio de Tm na primeira varredura de 69,1 °C. Embora ndo se apresentaram diferengas
estatisticas para Tm, @ maior temperatura foi reportada pelo filme controle com 6leo essencial de
manjericdo (69,2 = 3,0°C), seguido do tratamento com maior contetdo do mesmo oleo (F6).
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Figura 28 - Exemplos de termogramas dos filmes ativos F1(a), F2 (b), F4 (c), F5 (d) e F6 (e).

Fonte: Propria autoria.

A temperatura de transi¢cdo vitrea na primeira varredura (Tg1) apresentou pequenas
mudancas em relacdo ao filme controle (p<0,05). A mistura de 6leos essenciais e extrato etanélico
de propolis vermelha nos filmes de gelatina diminuiu discretamente a Tg1, desde 52,2 + 3,8 °C para
o controle C1 até 48,5 + 3,8 °C para F8. A T4 do filme controle de gelatina com extrato etandlico
de propolis vermelha, ndo foi visivel nos termogramas, aparentemente esta temperatura foi
deslocada até a temperatura de transicdo de fusdo (Tm). Nao foi possivel ver uma interacéo
significativa entre o EEP e a gelatina nos espetros FTIR e os difratogramas que modificara a

estrutura semi-cristalina da macromolécula.
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Figura 29 - Exemplos de termogramas dos filmes ativos controle C1(a), C2 (b), C3 (c) e C4 (d).

Fonte: Propria autoria.

A energia necessaria a fusdo representada como entalpia de fusdo (AH) foi modificada pela
adicdo do extrato etandlico de propolis vermelha e 6leos essenciais, sendo que, a mistura deles com
a gelatina apresentou uma diminuicdo discreta no valor (p<0,05). As maiores entalpias foram
reportadas para os controles C3 e C4 respectivamente, embora ndo apresentassem diferencas
estatisticas com os outros controles C1 e C2. A menor entalpia foi apresentada pelo filme com
0,075% de OE de cravo e 0,6% de OE de manjericdo F5 (22,4 £ 0,5 J/g) e as maiores pelos filmes

controles C3 e C4 respectivamente.

Na segunda varredura de temperatura, os valores de Tg dos filmes ativos e controles néo
apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05). No entanto, o maior valor foi apresentado pelo filme
com maior conteudo de OE de manjericdo F6 (34,9 + 2,6 °C) e o menor pelo filme com 0,15% de

0leo essencial de cravo e 0,4% de 6leo essencial de manjericdo F7 (32,4 + 1,9 °C).



Tabela 27 - Resultados dos pardmetros obtidos das analises térmicas dos filmes ativos e os controles.

Tgl Tm AH Tg2

Tratamento °c oC g oc
F1 49,9 + 4 5% 67,8 + 2,72 22,5 + 0,4% 33,2 + 4,22
F2 50,8 + 5,4% 68,2 + 2,32 22,6 +1,2% 35,2 +2,7°
F3 50,5 + 2,62 69,0 + 2,12 23,4 + 0,6°c%® 32,4 + 3,52
F4 52,9 + 2,62 67,5 + 3,6 22,5+ 0,8% 34,0 + 3,32
F5 50,2 + 3,8% 68,4 + 2,6 22,4 +0,5° 33,0 +4,8
F6 51,3 + 3,4%® 69,0 + 3,62 22,5+ 0,5% 34,9 + 2,6
F7 52,0 + 5,3% 68,1+ 2,72 22,9 + 0,7%% 324+1,9
F8 485+ 3,8° 65,8 + 2,72 23,1 + 0,4% 325+1,9
c1 52,2 + 3,8% 68,5 + 1,6 24,0 £ 0,5%¢ 32,8+1,7°
c2 - 66,8 + 2,62 23,6 + 0,5%cd 33,5+ 3,12
C3 56,1 + 0,72 68,6 + 2,22 24,6 + 0,72 32,7 + 2,58
C4 49,2 +2,6° 69,2 + 3,02 24,4 +0,9% 32,9 +4,12
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Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericéo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F3:
gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4: gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5:
gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo + 0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericao,
F7: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo, F8: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericéo;
C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulagdo de filme ativo

Filmes de gelatina suina com diferentes concentracBes de plastificante (sorbitol)
apresentaram semelhangas na temperatura de transicdo de fusdo (Tm) no filme com o maior
contetdo de plastificante (659/100g gelatina) (SOBRAL et al., 2001). Vanin et al. (2005) avaliaram
o efeito de diferentes plastificantes em filmes de gelatina, reportando valores de Tg¢ na primeira
varredura de 41,4 = 6,5°C e entalpia AH de 23,5 + 0,6 J/g com o plastificante glicerol (30g
plastificante/100g gelatina).

Alexandre et al. (2016) estudaram filmes de gelatina reforgados com montmorillionita e
adicionados com 6leo essencial de gengibre, reportando valores de Tg: de 51,5 + 3,9 °C e AH de
25,6 + 0,5 J/g, valores semelhantes aos obtidos nesta tese. Tongnuanchan et al. (2016) reportaram
Tg na primeira varredura de 49,77 °C para filmes de gelatina de peixe com 6leo de palma e dleo

essencial de manjericdo usando lecitina de soja como emulsificante.



116

5.3.10 Microscopia eletronica de varredura (SEM):

As micrografias dos filmes ativos (Figura 30, Figura 31) e controles (Figura 32) tanto na
superficie como na parte transversal apresentaram heterogeneidade. Os filmes com maior
concentracdo de OE de cravo (F2 e F3) apresentaram as superficies mais homogéneas, observando-

se pequenas estrias na parte transversal do filme.

Os filmes com misturas dos Oleos essenciais de cravo e manjericdo em diferentes
proporcdes (F1, F4, F5 e F7) apresentaram rugosidade e heterogeneidade intermediaria tanto na
superficie do filme como na secdo transversal em relacdo aos outros tratamentos. A maior
heterogenidade, formacédo de micro-poros e estrias foi apresentada nos filmes com maior conteido
de Gleo essencial de manjericdo (F6 e F8), que pode ocorrido devido aos 6leos essenciais e 0 extrato
etandlico de prépolis vermelha, que podem ter evaporado durante a secagem, levando a formacéo
de micro-poros ao longo dos filmes.

Em relacdo aos filmes controles, o filme de gelatina (C1) e o filme de gelatina com EEP
(C2) apresentaram as superficies, mas heterogéneas. As irregularidades podem ser atribuidas a
adicdo da lecitina. O filme controle com o6leo essencial de cravo, apresentou a menor

heterogeneidade e aspecto menos rugoso entre todos os controles.
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Figura 30 - Micrografias dos filmes ativos na superficie de secagem F1 (a), (b), F2 (d), (e), F3(g), (h) e F4
(1), (k) e criofraturada F1 (c), F2 (f), F3 (i) e F4 (I).

2015/11725 F SD48 x1.0k 100 um b
20t FSDes xfk 100um e 26714 201511725 N 543 x10 100um
34202 2TSATAT F 5096 1.0k 100um -

201811711 F SD47 x1.0k 100 um g

2015/11/25 F SD47T x1.0k  100um 45074 2015(11/16 F D45 x10k 100um

Fonte: Propria autoria.

3-4876 200511 N D43 x1.0k '\Wuml
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Figura 31 - Micrografias dos filmes ativos na superficie de secagem F5 (a), (b), F6 (d), (e), F7 (g), (h) e F8
(1), (k) e criofraturada F5 (c), F6 (f), F7 (i) e F8 (I).

201511716 F D43 x1.0k 1DUUma 5-5091 201611716 F SD44 x1.0k 100 um b C

20751116 F D82 X0 wuumg h |

Fonte: Propria autoria.
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Figura 32 - Micrografias dos filmes ativos controle na superficie de secagem C1 (a), (b), C2 (d), (e), C3
(9), (h) e C4 (j), (k) e criofraturada C1 (c), C2 (f), C3 (i) e C4 (I).

201512103 FLSD37 <20k 30um 201612103 FLSD37 3.0k 30um C

20151203 FLSD37 x20k  30um CB -6042 20151203 FLSD3.7 x3.0k  30um f

2016/03/09 FLSD45 x20k 30um 201603109 FLSD45 x3.0k  30um i

41302 2016:03/09 FLSD80 20k sdum 20160308 FLEDED 30k 30um k I

Fonte: Propria autoria.

Estruturas similares foram encontradas por Ahmad et al. (2012), onde, a adi¢do de maiores
concentracdes de 6leo essencial de bergamota ou 6leo essencial de erva-cidreira em filmes a base
de gelatina de peixe, aumentaram a formacdo de micro-poros na superficie e na parte transversal
do filme, aumentando a rugosidade dos mesmos, comparada com o filme controle. Este
comportamento foi relacionado com aumento da espessura dos filmes com o aumento da
concentracdo dos Oleos essenciais. Além disso, reportaram diferencas na porosidade do filme
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adicionado com cada 6leo essencial na mesma concentracao, sendo que, o filme com éleo essencial
de bergamota apresentou maior porosidade e com maior numero de espacos no filme e, maior
permeabilidade ao vapor de agua. Estes resultados apresentaram 0 mesmo comportamento que 0s

reportados nesta tese.

Alexandre et al. (2016) reportaram o aumento da heterogeneidade em filmes de gelatina
reforcados com montmorillionita adicionados com 6leo essencial de gengibre em relacdo ao filme
controle. Este comportamento provavelmente foi apresentado nos filmes porque as goticulas de
6leo essencial foram instaveis no sistema de emulsdo formando entdo estas estruturas. Resultados
similares foram apresentados por Bitencourt et al. (2014); Bodini et al. (2013); Tongnuanchan;
Benjakul; Prodpran, (2013); Tongnuanchan et al. (2016).

5.3.11 Microscopia de forca atdbmica (AFM):

O resultado da rugosidade média (Ra) e rugosidade quadréatica (Rq), expressas em nm, dos
filmes ativos e controles estdo apresentados na tabela 28. O maior efeito na rugosidade na superficie
dos filmes foi atribuido a adi¢édo de 6leo essencial de manjericdo em altas concentragdes (C4, 16 +
0,7 nm). Embora, o filme controle de gelatina (C1) apresentou um valor intermédio de Rq em
relacdo aos outros filmes, o qual pode ser atribuido a presencia da lecitina insolubilizada na solucao.
A adicdo de extrato etanolico de prépolis vermelha e 6leo essencial de cravo teve um efeito de
reducdo da rugosidade superficial nas formulacdes avaliadas, sendo que, os menores valores foram
apresentados pelo filme ativo com menor adi¢do de dleo de manjericdo (F4) e o filme ativo sem
adicdo de 0leo essencial de manjericdo (F2). Os resultados da rugosidade dos filmes ativos estdo
relacionados com o brilho dos mesmos (Tabela 25), onde, a maiores valores de rugosidade, menor
o brilho dos filmes. Exemplos das imagens da superficie dos filmes controles e filmes ativos obtidas

por microscopia de forca atdmica sdo apresentadas nas figuras 33 e 34 respectivamente.

Trabalhos realizados por Atarés; Bonilla; Chiralt (2010) demostraram que a adi¢do de 6leo
essencial de gengibre e 6leo essencial de canela em filmes de caseinato de s6dio em baixas
concentragdes leva a uma reducao da rugosidade provavelmente devido ao estado liquido dos dleos

que se estendem sobre a superficie da matriz proteica, reduzindo as suas irregularidades. Embora,
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com o incremento da concentracdo de 6leo na matriz aumentou a rugosidade na superficie do filme

e diminui o brilho dos mesmos. Estes comportamentos sdo similares aos reportados nesta tese.

Tabela 28 - Exemplos de valores médios de Rugosidade Ra e Rq dos filmes ativos.

Tratamento Rq Ra
(nm) (nm)
F1 12 +2,0° 8+ 1,10°
F2 10 + 0,99 7 + 0,56%
F4 8+0,5° 6+0,2°
F5 10 + 0,9 8 + 0,9
F6 11 + 1,30 8 + 0,6
Cl 12 +0,6° 9+0,6°
C2 10 + 0,6% 8 + 0,3
C3 11 + 1,2bcd 6+ 1,5°
C4 16 + 0,72 12 + 0,62

Fonte: Propria autoria

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; F2: gelatina + 0,8% EEP + 0,30% OE cravo; F4:
gelatina + 0,8% EEP + 0,225% OE cravo + 0,20% OE manjericdo. F5: gelatina + 0,8% EEP + 0,075% OE cravo +
0,60% OE manjericdo; F6: gelatina + 0,8% EEP + 0,80% OE manjericdo; C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3:
gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericéo

a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

Alexandre et al. (2016) estudaram o efeito de dleo essencial de gengibre e nanoparticulas
de montmorillonita em filmes de gelatina, encontrando um incremento na rugosidade dos filmes
devido a adicdo do 6leo essencial, este comportamento foi atribuido a presenca de gotas de 6leo
ndo emulsionadas que ficaram na superficie da matriz do filme. Atarés et al. (2010) adicionaram
6leo essencial de canela e 6leo essencial de gengibre a filmes de proteina isolada de soja, sendo
que, a adicdo dos dois 6leos na matriz reduz a rugosidade do filme, j& que os Gleos essenciais
preencheram as irregularidades da superficie da matriz proteica apds secagem, tornando o filme
menos rugoso. Além disso, existiram diferengas em filmes com 6leo essencial de canela e filmes
com oleo essencial de gengibre, o 6leo essencial de canela a diferentes concentragdes, permaneceu

um pouco mais integrado na matriz, caso contrario foi apresentado pelo 6leo essencial de gengibre.
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Figura 33 - Micrografias de AFM dos filmes ativos (Controles): C1 (a,b), C2 (c,d), C3 (e,f) e C4 (g,h).

a b

C d

e f

g h

Fonte: Propria autoria.
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Figura 34 - Micrografias de AFM dos filmes ativos: F1 (a,b), F2 (c,d), F4 (e,f), F5 (g,h) e F6 (i,)).

b
E
111;2 Q@
a b
C d
e f
g h

Fonte: Propria autoria.
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5.3.12 Cristalinidade:

Os difratogramas dos filmes ativos de gelatina adicionados com extrato de prépolis
vermelha e 6leo essencial de cravo e manjericdo e dos filmes controles estdo apresentados na figura
35. Leves variacOes foram apresentadas nos filmes ativos, mas em geral, os perfis foram
semelhantes ao filme de gelatina controle, observando-se dois picos caracteristicos destes
materiais. Um pico de difragdo em 20 = 7°, atribuido as estruturas cristalinas da triple hélice de
gelatina e outro pico a 26 = 20°, caracteristicas de uma fase amorfa (ALEXANDRE et al., 2016;
PEREDA et al., 2011). Em geral, a adicdo de extrato etanodlico de prépolis vermelha e de dleos
esséncias provocou leves modificacbes na estrutura da matriz de gelatina, o qual pode ser

correlacionado com os espetros FTIR.

Resultados similares aos reportados nesta tese foram obtidos por Alexandre et al. (2016),
em filmes de gelatina reforcados com montmorillonita com adicdo de 6leo essencial de gengibre
em diferentes concentracdes. Os difratogramas apresentaram pequenas mudancgas com a adicdo do
oleo, mas, em geral, os perfis foram semelhantes ao filme controle de gelatina, exibindo um pico
de difragdo em 20 = 7°, atribuido as estruturas cristalinas da triple hélice de gelatina e outro pico
a 20 = 20°, caracteristicas de uma fase amorfa.

Outros estudos feitos em filmes de gelatina com diferentes concentragdes de glicerol
reportaram que todos os difratogramas apresentaram um carater amorfo, indicando ndo haver
tendéncia a recristalizacdo, provavelmente devido a alta estabilidade nos filmes, ou, possivelmente,
devido ao aumento da umidade nos filmes, evitando qualquer tendéncia a formar regides semi-
cristalinas (BERGO; SOBRAL, 2007).



125

Figura 35 - Difratogramas dos filmes ativos e os controles C1, C2, C3 e C4.

Fonte: Propria autoria.

5.4 Avaliacdo do efeito do tempo de armazenamento na estabilidade da atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana da matriz polimérica.

Foi avaliada a estabilidade dos filmes controle C1, C2, C3 e C4 e do filme ativo F1 (0,15%
OE cravo + 0,4% OE manjericdo) a + 4 °C e 58% UR com avali¢Ges durante 28 dias. O filme F1
foi escolhido por apresentar a melhor capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana de todos
os tratamentos avaliados. Em relacdo ao conteudo de fendis totais (Figura 36), foram apresentadas
diferengas estatisticas (p<0,05) entre os filmes em cada dia de avaliacéo (a,b) e cada filme ao longo
do tempo (A,B). No dia 0, os filmes C3 e F1 apresentaram os maiores valores (p>0,05), seguido
do filme C4 e C2 (p<0,05). Todos os filmes apresentaram diminuicdo (p<0,05) ao longo dos 28
dias de avaliacdo, sendo que o F1 apresentou 0 maior teor de fenois ao fim da avaliagdo (36,14 *
0,14 mgAG/g de filme), com um decrescimento do 12,3%. A maior estabilidade foi apresentada
pelo filme C4 (5,2%).
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Figura 36 - Resultados do contetido de fendis totais do filme ativo F1 e os controles C1, C2, C3 e C4 ao
longo do tempo (28 dias).

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3:
gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

A,B letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

A atividade sequestrante dos filmes em relacdo ao radical DDPH" (Figura 37)
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos e ao longo do tempo. O filme
controle C3 apresentou a maior inibicdo durante o tempo de armazenamento, com um
decrescimento de 12,3%, sendo que entre o dia 0 e o dia 7 ndo apresentou diferencas estatisticas
(p>0,05). O filme controle com EEP (C2), teve uma leve diminuicdo entre o dia 0 e 7 (p<0,05),
mantendo-se estavel entre o dia 7 e 21 (p>0,05), apresentando um decrescimento de 14% durante
os 28 dias de avaliagdo. O filme F1 apresentou a menor inibigdo em relacdo aos filmes com
composto ativo, sendo que, entre o dia 0 e 7 ndo apresentou diferengas estatisticas (P>0,05), com

um leve decrescimento o dia 14 e 21 (p>0,05) e uma diminuicado total de 20% de inibicao.
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Figura 37 - Resultados de inibig&o do radical DPPH" do filme ativo F1 e os controles C1, C2, C3 e C4 ao
longo do tempo (28 dias).

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3:
gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

A,B letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacdo de filme ativo

Um comportamento similar entre o radical DDPH* e ABTS'* foi observado ao longo do
tempo. A inibicdo do radical ABTS™ dos filmes controle C1, C2, C3 e C4 e o filme F1 esta
apresentado na figura 38. O filme C3 apresentou a maior atividade durante os 28 dias de avaliacéo,
exibindo no dia 0 uma inibicéo de 42,4 £+ 0,4% e no dia 28 de 34.43 £+ 0.28%, com uma diminuigao
total de inibicdo de 18,7%. A filme F1 exibiu a segunda melhor capacidade sequestrante, com uma
inibicdo inicial de 36,1 * 0,5%, com uma diminuicdo da atividade de 12,5% durante o
armazenamento. Os filmes C2 e C4 apresentaram uma atividade sequestrante do radical ABTS
semelhante durante todo o tempo de armazenamento, embora apresentaram diferencas estatisticas
(p<0,05).
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Figura 38 - Resultados de inibi¢&o do radical ABTS™ do filme ativo F1 e os controles C1, C2, C3 e C4 ao
longo do tempo (28 dias).

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3:
gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

A,B letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulagdo de filme ativo

A atividade antimicrobiana dos filmes ao longo de 4 semanas foi avaliada frente as bactérias
S. enteritidis e S. aureus. As analises da atividade antimicrobiana frente & bactéria S. enteritidis
estdo apresentadas na figura 39. Os filmes C1 e C3 ndo apresentaram atividade frente a S.
enteritidis, como foi reportado na secdo 5.3.3. Os filmes C3 apresentou atividade ao longo dos 28
dias de avaliacdo, ja para o F1 a atividade foi reportada até o dia 21 de avaliacdo, nos Gltimos 14
dias de armazenamento ndo foram encontradas diferencas estadisticas para cada filme (p>0,05);
embora no inicio da avaliagdo, o filme C4 apresentou atividade antimicrobiana, no dia 14 da

avaliacdo néo foi reportado halo de inibig&o frente ao microrganismo.
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Figura 39 - Resultados atividade antimicrobiana do filme ativo F1 e os controles C3 e C4 frente a
Salmonella enteritidis ao longo do tempo (28 dias).

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3:
gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

A,B letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

Os resultados da atividade antimicrobiana dos filmes contra S. aureus estdo apresentados
na figura 40. Somente os filmes com adi¢do de extrato etandlico de prépolis vermelha (C2 e F1)
apresentaram atividade frente essa bactéria. Nos primeiros 14 dias de avaliacdo ndo houve
diferencas estatisticas entre os filmes (p>0,05). No dia 14, os filmes apresentaram uma diminuicéao
da atividade (p<0,05) de 23% para C2 e 15% para F1. Entre os dias 14 e 21 se percebe um amento
da atividade antimicrobiana em relacdo ao dia 14. Nos Gltimos 7 dias de avaliagdo nao se
apresentaram diferencas estadisticas entre os filmes, reportando uma reducdo da inibicéo total de

10,5% e 11,7% para C2 e F1 respectivamente.
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Figura 40 - Resultados atividade antimicrobiana do filme ativo F1 e os controles C1, C2, C3 e C4 frente a
Staphylococcus aureus ao longo do tempo (28 dias).

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C1: gelatina; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3:
gelatina + 0,30% OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericéo

A,B letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

Poucos trabalhos tém avaliado a estabilidade de filmes ativos ao longo do tempo. Bodini et
al. (2013) desenvolveram filmes de gelatina adicionados com diferentes concentragdes de extrato
etanolico de prépolis verde e foram armazenados por 177 dias entre 22-25 °C e 50-58% UR. Em
relacdo ao teor de fendis totais, nas concentracdes mais altas do EEP (40 e 200 g de EPE / 100 g
de gelatina), embora houvesse algumas variacGes no periodo analisado, a matriz polimérica foi
capaz de preservar polifendis durante o armazenamento. Da mesma forma, os filmes com maiores
concentracdes de EEP mantiveram sua atividade antimicrobiana frente a S. aureus durante o
periodo de estudo, indicando a relagdo entre o teor e estabilidade de polifendis nos filmes. Estes

resultados ajudam a definir a vida util dos filmes como também o seu possivel uso pratico.

Chang-Bravo; Lopez-Cdérdoba; Martino (2014) avaliaram a estabilidade de filmes de
carragena e amido de milho adicionados com extrato etandlico de préopolis ou extrato de erva-mate
a 75% UR e 23°C durante 6 meses, e observaram que os filmes com extrato de erva-mate nao

mostraram alteragdes significativas no teor polifenois ao longo do armazenamento; contudo, a
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atividade de inibigdo do radical DPPH" aumentou cerca de 50%. Os filmes de propolis mostraram
um forte aumento no teor de polifendis e na atividade antioxidante ap6s o armazenamento. Esse
comportamento pode ser atribuido a possiveis modificacdes no perfil qualitativo dos compostos
fenolicos presentes nos extratos, devido a forte tendéncia dos polifendis a sofrer reacdes de
polimerizagdo, pelo que os oligbmeros resultantes possuem areas maiores disponiveis para

deslocamento de carga e, portanto, aumentam a atividade antioxidante.

5.5 Aplicacéo dos filmes ativos em carne bovina moida (Contrafilé) em forma de

hamburguer.

Foram elaborados hamburgueres de carne bovina moida (30 g) e recobertos os dois lados
com os filmes controle C2 (gelatina + 0,8% EEP), C3 (gelatina + 0,3% OE cravo) e C4 (gelatina +
0,8% OE manjericdo) e o filme ativo F1 (gelatina + 0,8% EEE + 0,15% OE cravo + 0,4% OE
manjericdo), deixando uma amostra controle (sem filme), dispostos em placas de petri e
acondicionados em exibidor a 4 £ 2 °C. Foram feitas avaliaces dos parametros cromaticos, indice
de peroxidos e analise microbiologico (S. aureus, coliformes totais, aerobios mesofilos) no dia 0,

3, 7 e 10 da avaliacdo.

5.5.1 Parametros cromaticos na superficie do produto:

Foram avaliadas as mudangas nos parametros cromaticos L*, a* e b* dos hamburgueres
de carne bovina moida. Todos os tratamentos provocaram diferencas estatisticas ao longo do tempo
de avaliacdo (p<0,05) para o parametro L*. A luminancia (L*) da amostra controle aumentou ao
longo do tempo, passando de 37,5 a 41,2, embora os tratamentos apresentaram diminuigao neste
parametro (p<0,05), sendo mais evidente no filme controle com adi¢do de extrato etandlico de
propolis vermelha. O tratamento F1 teve a menor mudanca da luminancia ao longo dos 10 dias de

acondicionamento (Tabela 29).



132

Tabela 29 - Valores médios dos parametros cromaticos L*, a* e b* na superficie da carne bovina moida
(Contrafilé) em forma de hamburguer recoberta com o filme ativo F1, os controles C2, C3 e C4 durante 10
dias de armazenagem

Tratamento
Parametro Dia
Controle C2 C3 C4 F1
0 37,5P 37,54 37,58 37,58 37,58
L 3 39,598 37,3 45,204 44,8°A 45,23A
7 38,5¢C 28,8¢C 34,3C 33,14 35,500
10 41,23 28,10 34,10 31,39 37,00
0 18,6" 18,64 18,64 18,64 18,6
. 3 15,828 14,408 13,4°B 12,098 10,38
a
7 14,52 g8,3d 13,10C 8,6 6,9¢P
10 13,32P 9,4¢C g8,2dD 11,50C 9,4°C
0 15,87 15,8~ 15,87 15,87 15,8”
o 3 15,528 11,2¢B 14,68 13,98 13,398
7 14,42 8,7¢C 12,2¢ 11,9 9,4%
10 14,12P 6,5¢P 10,9¢P 11,6°P 9,210

Fonte: Propria autoria

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30%
OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

A,B letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

O parametro a* (vermelho - verde) apresentou diminuicdo em todos os tratamentos
(p<0,05), com menor mudanca no controle (sem filme), variando de 18,6 a 13,3, seguido do filme
controle com adicdo de 6leo essencial de manjericdo (Tabela 29). Ao sétimo dia de avaliacdo houve
um decrescimento importante do parametro nos hamburgueres acondicionados com os tratamentos
C2, C4 e F1, com um leve aumento no dia 10. Os filmes com incorporacédo de extrato etandlico de
propolis vermelha apresentaram decrescimento no parametro sem apresentar diferencas estatisticas
(p>0,05) no dia 10 de avaliacdo. O menor valor ao final do acondicionamento foi apresentado pelo

filme controle com adig&o de 6leo essencial de cravo (8,2).

Em relacdo ao parametro b* (amarelo — azul), para o hamburguer controle (sem filme) foi

apresentado 0 mesmo comportamento que no parametro a*, com uma reducédo entre 15,8 e 14,1
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(Tabela 29). Em todos os tratamentos se apresentou uma diminui¢do do parametro ao longo dos 10
dias de avaliacdo, sendo que, 0 maior decrescimento foi apresentado pelos tratamentos com adigéo

de extrato etanolico de propolis vermelha.

Aplicagdo de filme de quitosana com o0leo essencial de cravo em salsichas de porco
demostraram um leve incremento no parametro L* das salsichas para o controle, filme de quitosana
e filme de quitosana com 0leo essencial. Estes resultados estdo relacionados com o incremento dos
valores de indice de perdxidos e TBARS reportados. Embora apresentando diferencas estatisticas,
o valor de L* ndo foi significativamente alterado durante até 20 dias de armazenamento. Além
disso, todos os tratamentos apresentaram uma diminuig&o nos valores dos parametros a* e b*, que

poderia estar associada a alteracGes oxidativas relacionadas com aumentos de IP (LEKJING, 2016).

Hamburgueres de carne bovina foram acondicionados em solugdes de quitosana, extrato de
alecrim e/ou a tocoferol e congeladas a -18°C por 180 dias, observando as mudancas de cor na
superficie do produto. Observou-se uma tendéncia decrescente em relacdo aos valores a*
(indicativos de cor vermelha), croma (intensidade de cor) e b* (cor amarela), atribuidos a oxidagéo
gradual da mioglobina e acumulagdo de metamioglobina com o tempo (GEORGANTELIS et al.,
2007a). O mesmo comportamento decrescente nos parametros a* e b* foi obtido nos hamburgueres

de carne bovina apresentados nesta tese.

5.5.2 Determinacdo do indice de peroxidos (IP):

A oxidacéo lipidica do produto embalado pode ser vista como um indice para a qualidade
dos alimentos. O indice de peréxidos é empregado para avaliar os produtos primérios de oxidagéo
lipidica de produtos, refletindo o progresso oxidativo dos alimentos que contém lipideos (LI et al.,
2015).

Todos os filmes apresentaram prote¢do contra oxidagao lipidica dos hamburgueres de carne
moida bovina (Figura 41). Durante o0 armazenamento a 4 + 2°C, os valores de indice de perdxidos
(IP) do hamburguer controle (sem filme) apresentou um incremento entre 53 a 156 mEq/kg de
lipideo. Todos os tratamentos apresentaram uma diminuicao do IP no dia 3 em relagdo ao controle,
apos foi apresentado um incremento nos valores para os hambdrgueres acondicionados nos

tratamentos C2, C4 e F1 até o dia 10 de acondicionamento, sendo inferiores aos reportados pelo
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controle. Por outra parte, para 0 hamburguer protegido com o tratamento C3 foi observado o menor
IP no dia 7 de acondicionamento. Em geral, ao dia 10, o tratamento F1 apresentou a melhor

protecdo com um valor de IP de 19 mEqg/kg de lipideo.

Figura 41 - Resultados do indice de peroxidos (IP) da carne bovina moida (Contrafilé) em forma de
hambdrguer recoberta com o filme ativo F1, os controles C2, C3 e C4 durante 10 dias de armazenagem.

Fonte: Prépria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30%
OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

A,B letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacdo de filme ativo

Lekjing (2016) avaliou a oxidagdo lipidica de salsichas de porco por 25 dias a 4 °C
recobertas com filmes de quitosana e 0leo essencial de cravo; no dia O apresentaram valores de IP
inferiores aos reportados nesta tese (1,57 a 2,18 meq/kg de lipideo), com redugéo dos valores no
dia 5 nas amostras com filmes de quitosana e 6leo essencial. Apos 25 dias de avaliacdo, o filme

com Gleo essencial de cravo apresentou 0 maior poder antioxidante nas salsichas de porco.
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Avaliacéo da qualidade de camardes conservados com solugdes filmogénicas de gelatina
adicionadas com 6leo essencial de folha de laranja foi feita por Alparslan et al. (2016). As amostras
foram armazenadas por 14 dias, sendo que, ap6s o dia 6, a amostra controle e amostra com filme
de gelatina apresentaram um incremento significativo do IP. O filme de gelatina com 6leo essencial
de laranja manteve os baixos valores de IP com um leve crescimento durante os 14 dias. O efeito
protetor principal é provavelmente devido ao uso da gelatina como uma barreira do oxigénio e o

efeito antioxidante do 6leo essencial da folha de laranja.

Estudos realizados por Georgantelis et al. (2007a,b) em hambdrgueres de carne bovina e
salsichas de porco, respectivamente, acondicionadas em solucdo de quitosana, extrato de alecrim
e/ou a tocoferol, demostraram que o uso de produtos com atividade antioxidante comprovada como
extratos vegetais, retardaram a oxidacgdo lipidica de produtos carneos, sendo mais efetiva em

combinacdo, neste caso com polissacarideo que adicionados diretamente no alimento.

5.5.3 Analise microbioldgica:

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos filmes controle C2, C3 e C4 e do filme ativo
F1 frente coliformes totais, S. aureus e aerébios mesofilos em carne bovina moida acondicionada
a4 + 2 °C. Os resultados da atividade antimicrobiana dos filmes contra coliformes totais estdo
apresentados na figura 42. No dia 3, somente os filmes C3 e F1 apresentaram valores inferiores aos
reportados pelo controle (sem filme); para o dia 7, houve um incremento significativo na contagem
nos hamburgueres, sendo maior para o controle e o C4 (p>0,05), os demais tratamentos
apresentaram valores inferiores (p<0,05). Ao final do acondicionamento (Dia 10), o filme controle

C3 (gelatina + 0,3% OE cravo) apresentou a maior eficacia antimicrobiana.
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Figura 42 - Efeito do filme ativo F1 e os Controles C2, C3 e C4 em carne bovina moida (Contrafilé) em
forma de hamburguer acondicionada a 4 = 2 °C contra coliformes totais.

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30%
OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericdo

A,B letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

Em relacdo a atividade frente a S. aureus (Figura 43), do dia 0 ao dia 3 houve um leve
incremento na contagem, sendo a menor apresentada pelo controle (sem filme). No dia 7 os filmes
C3 e C4 apresentaram a maior atividade antimicrobiana, sendo que entre o dia 3 e 7 ndo houve
diferengas estatisticas para o C3. Ao final do acondicionamento, houve um incremento para o
controle (sem filme) entre 2,17 a 4,03 log UFC/g, sendo que a maior atividade foi apresentada pelo
filme C3 (2,48 log UFC/g) seguido do filme C4 (2,54 log UFC/qg).
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Figura 43 - Efeito do filme ativo F1 e os Controles C2, C3 e C4 em carne bovina moida (Contrafilé) em
forma de hambdrguer acondicionada a 4 = 2 °C contra S. aureus.

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30%
OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

A,B letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacéo de filme ativo

A menor atividade antimicrobiana dos filmes como embalagem de carne moida foi
apresentada para aerébios mesofilos (Figura 44). Onde, ao dia 3 de acondicionamento houve um
incremento na contagem, sendo maior para todos os tratamentos em relacdo ao controle (sem
filme). No dia 7, a maior atividade foi para o filme C3 (5,87 log UFC/g); o F1 apresentou uma leve
diminuicdo na contagem em relacdo ao controle. Ao final da avaliacdo (dia 10), a maior atividade
foi apresentada pelo tratamento C3 (6,54 log UFC/g), seguido do C2. Os tratamentos C4 e F1 ndo
apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05). O controle teve uma contagem final de 8,78 log
UFC/g.
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Figura 44 - Efeito do filme ativo F1 e os Controles C2, C3 e C4 em carne bovina moida (Contrafilé) em
forma de hambdrguer acondicionada a 4 = 2 °C contra aerébios mesofilos.

Fonte: Propria autoria.

F1: gelatina + 0,8% EEP + 0,15% OE cravo + 0,40% OE manjericdo; C2: gelatina + 0,8% EEP; C3: gelatina + 0,30%
OE cravo; C4: gelatina + 0,80% OE manjericao

A,B letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tratamento ao longo do tempo
a,b letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para cada formulacdo de filme ativo

Fernandez-Pan,; Carrién-Granda e Maté (2014) recobriram files de frango com solugbes
filmogénicas de isolado proteico de soro de leite com diferentes concentracGes de 6leo essencial
de orégano ou 6leo essencial de cravo. Esses autores observaram que a atividade antimicrobiana
das solucdes frente a diversos microrganismos foi influenciada pelo tipo e concentracdo de 6leo
essencial incorporado, sensibilidade ao microrganismo e tempo de armazenamento da amostra. Em
geral a solucéo contendo 6leo essencial de orégano mostrou uma maior atividade antimicrobiana
frente a aerdbios mesofilos e enterobactérias que as solugdes com oOleo essencial de cravo,
apresentando diminuicdo da contagem bacteriana no dia 3 de tratamento para as solugdes com

maiores contelidos de 6leo essencial.

Outros estudos com diferentes macromoléculas e 6leos esséncias como protecdo de

produtos carneos tém sido desenvolvidos. Gomez-Estaca et al. (2010) revestiram files de peixe
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com filmes de gelatina e quitosana adicionados com 6leo essencial de cravo por 11 diasa2 + 1 °C.
Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos filmes frente a 6 microrganismos, encontrando que 0s
filmes de gelatina-quitosana e Oleo essencial de cravo reduz drasticamente o crescimento de
microrganismos, principalmente em bactérias gram-negativas, e especialmente enterobactérias,
enquanto as bactérias acido laticas, permaneceram praticamente constantes durante grande parte
do periodo de armazenamento. Consequentemente, os filmes que incorporam 6leo essencial de

cravo asseguraram uma vida util prolongada para os peixes congelados.

Muppalla et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de filmes de celulose e poli
(vinil &lcool) com oleo essencial de cravo em carne de frango moida frente as bactérias S. aureus
e B. cereus durante 16 dias. A alta concentracdo do dleo essencial no filme (3%) eliminou
completamente a bactéria S. aureus ao sétimo dia de armazenamento. Filmes de poli (acido latico)
adicionados com 0leo essencial de orégano foram usados para preservar truta arco-iris durante 16
dias. Foi avaliada a contagem total vidvel, contagem psicrotrofica, bactérias &cido-lacticas e
enterobacterias. A aplicacdo dos filmes com 6leo essencial de orégano na truta arco-iris atrasou o
crescimento de microrganismos; sendo maior a atividade frente as bactérias acido-lacticas e
enterobacterias; esta atividade permaneceu durante todo o periodo estudado e contribuiu para
estender a vida de prateleira da truta refrigerada (JAVIDI; HOSSEINI; REZAEI, 2016).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos dos diferentes tratamentos e solventes para a extracdo da prépolis
vermelha permitem concluir que o tratamento a 25 °C por 48 horas usando etanol ao 96% produziu
um extrato com maior teor de fendis totais e flavonoides, proporcionando maior potencial
antimicrobiano e antioxidante do EEP. Além disso, dos trés 6leos considerados inicialmente, s6
foram adicionados no filme de gelatina o 6leo essencial de cravo e 6leo essencial de manjericéo,
por apresentarem atividade antimicrobiana e capacidade antioxidante maior que o 6leo essencial

de hortela.

A adicdo de EEP e 0leos essenciais na matriz de gelatina proporcionou um aumento no
conteddo de fendis totais em relacdo aos filmes controles, embora com uma atividade sequestrante

do radical DPPH' e ABTS™ inferior ao filme controle com 6leo essencial de cravo.

A espessura dos filmes e as propriedades mecanicas, foram alteradas com a adicdo de 6leos
essenciais em diferentes proporcdes. A solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
diminuiu com a adicdo de EEP e dleos essenciais. Outros parametros como propriedades térmicas,
cristalinidade e as analises espectrofotométricas de infravermelho com transformada de Fourier

apresentaram discretas modificacfes com a adicdo dos compostos ativos.

A adicdo do extrato etandlico de prépolis vermelha influenciou diretamente as propriedades
Oticas e barreira a luz UV/visivel, conferindo uma coloracdo vermelha nos filmes, aumentando a

protecdo contra a luz, sugerindo uma melhor protecdo contra a oxidacdo lipidica.

A estabilidade dos filmes controles e o filme ativo F1 (0,15% OE cravo + 0,4% OE
manjericdo) em relacdo ao teor de fendis, capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana frente
a S. aureus e S. enteritidis diminuiu ao longo das 4 semanas de avaliacdo, sendo que o controle C3

e o filme ativo F1 apresentaram o comportamento mais estavel.

Em relacéo a atividade microbiolégica dos filmes em hamburgueres de carne bovina moida,
no geral, ndo foram tdo eficazes contra todas as bactérias estudadas durante o armazenamento a 4
+ 2 °C. Os filmes C2 e C3 protegeram a carne moida somente contra Staphylococcus aureus. Além
disso, foi observado uma diminui¢do no indice de perdxidos ao longo dos 10 dias de avaliagédo

comparados com o controle, sendo que, a maior protecdo lipidica foi apresentada pelo filme F1,
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seguido do controle C3 e C2, o que indica que além do teor de fendis presentes no EEP, a coloragdo

vermelha protegeu 0 hambdrguer da oxidacao lipidica.

Dessa forma, pode-se concluir que a adi¢do de extrato etanolico de prépolis vermelha e
6leos essenciais melhorou algumas propriedades fisicas, além de conferir atividade antimicrobiana
(S. aureus) e antioxidante aos filmes de gelatina que podem ser aplicados na conservacao de

alimentos de baixa ou intermediaria umidade e susceptiveis a oxidacao lipidica.
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