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Resumo

REIS, C. A. Desenvolvimento de filmes ativos incorporados com propolis vermelha bruta
encapsulada em emulsbes. 2024. 156 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2024.

A prépolis vermelha apresenta propriedades antioxidante e antimicrobiana, o que faz com que
ela apresente grande potencial para aplicacdo na area de alimentos. Entretanto, sua baixa
solubilidade em agua pode limitar sua aplicacdo nesta area. A propolis vermelha bruta pode
entdo ser utilizada na sua forma emulsificada, a fim de proteger seus compostos e permitir sua
dispersdo em um sistema aquoso, como no caso de filmes ativos biopoliméricos para aplicacao
como embalagem de alimentos. Assim, o0 objetivo desta tese foi o desenvolvimento de filmes
ativos a base de gelatina ou isolado proteico de soja incorporados de prépolis vermelha bruta
encapsulada em emulsdes 6leo em agua (O/A) empregando diferentes emulsificantes. Para
selecionar as melhores emulsdes foi empregado um planejamento experimental Box-Behnken,
sendo as variaveis estudadas a concentracao de emulsificante (Tween 80 ou saponina), de PGPR
(poliricinoleato de poliglicerol) e nimero de ciclos. As variaveis resposta foram o indice de
estabilidade, didmetro médio de gota e span. O caseinato de sodio também foi empregado,
variando-se a concentracdo deste para a producdo da melhor emulsdo. As emulsbes
selecionadas foram caracterizadas quanto a sua cor, pH, comportamento reoldgico, atividade
antioxidante e antimicrobiana. Os filmes ativos a base de gelatina ou isolado proteico de soja
foram produzidos a partir da incorporacdo das emulsbes selecionadas. Estes foram
caracterizados gquanto a sua microestrutura, propriedades térmicas, propriedades mecanicas,
propriedades Opticas, atividade antioxidante e antimicrobiana. Os resultados mostraram que a
concentracdo de emulsificante apresentou efeito sobre a estabilidade e tamanho de gota das
emulsBes encapsulando propolis vermelha bruta e que o Tween 80 foi o emulsificante capaz de
produzir a emulsdo com melhor estabilidade. As emulsGes apresentaram um comportamento
reoldgico de fluido newtoniano, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana contra
bactérias gram positivas. A incorporacdo das emulsdes nos filmes ativos, a base de gelatina ou
isolado proteico de soja, produziram filmes com a presenca de gotas de éleo na superficie e
porosos internamente. O angulo de contato de agua, a solubilidade em agua e o brilho
diminuiram nos filmes de gelatina e isolado proteico de soja com a incorporacao das emulsdes.
A emulsdo causou 0 aumento da barreira & luz UV/visivel e filmes mais resistentes e

extensiveis, no caso da gelatina, exceto o filme com incorporacao da emulsdo emulsificada com



caseinato de sodio. J& para os filmes de isolado proteico de soja, as emulsdes provocaram um
aumento na elongacgéo na ruptura, mas ndo afetaram sua resisténcia. Apesar de as emulsdes
apresentarem atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas, os filmes ativos ndo
exibiram a formacéo de halo de inibicdo. Os filmes ativos apresentaram atividade antioxidante,
independente do emulsificante utilizado na producgéo das emulsdes. Assim, observou-se que 0s
filmes ativos incorporados de emulsdes encapsulando propolis vermelha bruta apresentou
grande potencial para aplicacdo como embalagem ativa de alimentos passiveis de oxidacéo.

Palavras — chave: Biopolimeros; Proteinas; Filmes Biodegradaveis; Estabilidade Fisica;
Atividade Antioxidante; Barreira UV/Vis.



Abstract

REIS, C. A. Development of active films incorporated with crude red propolis
encapsulated in emulsions. 2024. 156 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2024.

Red propolis has antioxidant and antimicrobial properties, which means it has great potential
for application in the food sector. However, its low solubility in water may limit its application
in this area. Crude red propolis can be used in its emulsified form, in order to protect its
compounds and allow their dispersion in an aqueous system, as in the case of biopolymeric
active films for application as food packaging. Thus, the objective of this thesis was the
development of active films based on gelatin or soy protein isolate incorporated with crude red
propolis encapsulated in oil-in-water (O/W) emulsions using different emulsifiers. To select the
best emulsions, a Box-Behnken experimental design was used, with the variables studied being
the concentration of emulsifier (Tween 80 or saponin), PGPR (polyglycerol polyricinoleate)
and number of cycles. The response variables were the stability index, average droplet diameter
and polydispersity index. Sodium caseinate was also used, varying its concentration to produce
the best emulsion. The selected emulsions were characterized regarding their color, pH,
rheological behavior, antioxidant and antimicrobial activity. Active films based on gelatin or
soy protein isolate were produced by incorporating the selected emulsions. These were
characterized regarding their microstructure, thermal properties, mechanical properties, optical
properties, antioxidant and antimicrobial activity. The results showed that the emulsifier
concentration had an effect on the stability and droplet size of the emulsions encapsulating
crude red propolis and that Tween 80 was the emulsifier capable of producing the emulsion
with the best stability. The emulsions showed a rheological behavior of Newtonian fluid,
antioxidant activity and antimicrobial activity against gram positive bacteria. The incorporation
of emulsions into active films, based on gelatin or soy protein isolate, produced films with the
presence of oil droplets on the surface and internally porous. The water contact angle, water
solubility and gloss decreased in gelatin and soy protein isolate films with the incorporation of
emulsions. The emulsion caused an increase in the barrier to UV/visible light and more resistant
and extensible films, in the case of gelatin, except for the film incorporating the emulsion
emulsified with sodium caseinate. As for soy protein isolate films, the emulsions caused an

increase in elongation at break, but did not affect their resistance. Although the emulsions



showed antimicrobial activity against gram positive bacteria, the active films did not exhibit
the formation of an inhibition halo. The active films showed antioxidant activity, regardless of
the emulsifier used in the production of the emulsions. Thus, it was observed that active films
incorporated into emulsions encapsulating crude red propolis had great potential for application
as active packaging for foods subject to oxidation.

Keywords: Biopolymers; Proteins; Biodegradable Films; Physical Stability; Antioxidant
activity; UV/Vis barrier.
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1 INTRODUCAO

A propolis é produto produzido pelas abelhas a partir de substéncias coletadas de
plantas, que é utilizada por elas na construcédo e reparacdo de suas colmeias, protegendo-as de
fatores externos como vento e chuva e invasores, além de evitar infec¢fes microbianas (Anjum
et al., 2019; Burdock, 1998; Wagh, 2013). Na sua forma bruta, a propolis € um composto
resinoso, com natureza lipofilica e se apresenta dura e quebradica (Wagh, 2013). Existem
diferentes tipos de propolis, como a verde, a marrom, a vermelha, e a sua variagdo de cor e
composicao esta relacionada a sua regido geografica de coleta e a sua fonte vegetal (Anjum et
al., 2019; Wagh, 2013).

A propolis vermelha € um tipo de propolis descoberta no Estado de Alagoas (Brasil),
que apresenta esta coloracédo devido a sua fonte vegetal, a Dalbergia ecastophyllum (L) Taub.,
planta que produz um exsudato resinoso vermelho (Daugsch et al., 2008). Ela apresenta uma
composicdo bastante complexa, contendo compostos fenolicos, flavonoides, terpenos, entre
outros (Rufatto et al., 2017), o que faz com ela apresente varias atividades biologicas, como
antioxidante (Chang-Bravo; Lopez-Cordoba; Martino, 2014; Guzman-Gutiérrez et al., 2018;
Oliveira et al., 2020) e antibacteriana (Alencar et al., 2007; Bueno-Silva et al., 2017; Zhang et
al., 2022b), entre outras propriedades ativas.

Tais propriedades fazem com que a propolis apresente caracteristicas desejaveis para
atuar como aditivo alimentar natural (Segueni et al., 2023). Além disso, ela se encontra na lista
de substancias geralmente reconhecida como seguras a saude humana (GRAS) (Burdock,
1998). No entanto, sua aplicacdo € limitada pelo fato de sua solubilizacdo em solventes
organicos, como alcool, e seu aroma e sabor acentuados (Nori et al., 2011). Neste sentido,
algumas formas de minimizar estes problemas tém sido buscadas como encapsulacdo em spray-
drying (Andrade et al., 2018; Jansen-Alves et al., 2019), microparticulas produzidas pelo
método de fusdo e 0 método de evaporacao do solvente (Elbaz et al., 2016), microencapsulacao
por coacervacdo complexa (Nori et al., 2011), microencapsulacdo em carreadores poliméricos
por evaporacdo de solvente de dupla emulsdo (Paulo et al., 2021), e em emulsdes O/A (Seibert
et al., 2019; Yang et al., 2017).

As emulsdes O/A, que sdo sistemas formados por uma fase oleosa dispersa e uma fase
aquosa continua (McClements, 2004a), tém sido utilizadas como carreadores de compostos
ativos lipofilicos em sua fase 6leo (Arellano et al., 2021; Aw et al., 2022; Dammak; Sobral,
2018a, 2018b; Hu et al., 2023; Jiang; Charcosset, 2022; Song et al., 2022). Como a propolis,
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na sua forma bruta, apresenta caracteristica lipofilica e baixa solubilidade em &gua (Monteil et
al., 2022; Wagh, 2013), ela apresenta potencial para ser carreada na fase 6leo de uma emulséo
O/A. Alguns estudos tém utilizado emulsbes encapsulando extratos etandlicos de diferentes
tipos de propolis (EI-Guendouz et al., 2018; Gongalves; Srebernich; Souza, 2011;
Ramanauskiene et al., 2009; Seibert et al., 2019; Yang et al., 2017). Entretanto, ainda ndo foram
realizados estudos de desenvolvimento de emulsées encapsulando a propolis vermelha na sua
forma bruta.

Uma alternativa de aplicacdo da prépolis em alimentos € seu uso em revestimentos
comestiveis (Correa-Pacheco et al., 2019; Cunha et al., 2018; Mariano-Nasser et al., 2020;
Martinez-Gonzalez et al., 2020; Moreno et al., 2020; Omar; Sidique; Ahmad, 2020; Pobiega et
al., 2020) ou filmes ativos biopoliméricos (Chang-Bravo; Lopez-Cdérdoba; Martino, 2014;
Correa-Pacheco et al., 2019; Olewnik-Kruszkowska et al., 2022; Reyes; Landgraf; Sobral,
2021).

Os filmes ativos séo aqueles nos quais ha a incorporacéo de compostos ativos (Vilela et
al., 2018) gerando atividades antioxidante e/ou antimicrobiana (Dammak et al., 2021).
Geralmente, as solucbes formadoras de filmes biopoliméricas apresentam uma natureza
hidrofilica, o que pode dificultar a insercdo de compostos ativos lipofilicos (Norcino et al.,
2020; Pérez-Cdordoba; Sobral, 2017). As emulsdes O/A podem atuar como carreadoras de
compostos lipofilicos (Aw et al., 2022) e, consequentemente, facilitar a dispersdo destes
compostos em matrizes biopoliméricas (Norcino et al., 2020; Pérez-Cérdoba; Sobral, 2017).

Filmes biopoliméricos ativos incorporados de prépolis, na forma de extrato etandlico,
vém sendo estudados em diferentes matrizes como quitosana (Correa-Pacheco et al., 2019),
poli(acido latico) (Olewnik-Kruszkowska et al., 2022), gelatina (Reyes; Landgraf; Sobral,
2021), blendas de carragena e amido de milho (Chang-Bravo; Lopez-Cordoba; Martino, 2014)
e amido de mandioca (Costa et al., 2014). No entanto, ndo foi estudado ainda a incorporacgéo
de propolis vermelha bruta em sistemas emulsifcados na formacéo de filmes ativos.

Neste sentido, o uso da propolis vermelha na sua forma bruta é uma forma de driblar o
uso de solventes organicos e facilitar seu uso em produtos alimenticios. Além disso, utiliza-la
na forma de emulsdo pode proteger seus compostos ativos e facilitar a sua inser¢do em uma
matriz biopolimérica e formar um filme ativo, com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, capaz de retardar a deterioracdo de alimentos.

Quando incorporadas em um filme, as caracteristicas das emulsées influenciam nas

propriedades da matriz biopolimérica, como o tipo de emulsdo, o tamanho de gota e o tipo de
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emulsificante (Reis; Gomes; Sobral, 2023). Alguns estudos tém abordado a influéncia do tipo
de emulsificante nas propriedades de filmes biopoliméricos (Dammak; Sobral, 2019; Xu et al.,
2021; Zhao et al., 2023). Logo, o tipo de emulsificante utilizado para produzir uma emulséo
carregada de prépolis vermelha bruta pode influenciar nas propriedades de um filme

biopolimérico ativo.
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2 OBJETIVOS E HIPOTESE

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese é o desenvolvimento de filmes ativos a base de gelatina ou
isolado proteico de soja incorporados de propolis vermelha bruta encapsulada em emulsdes 6leo
em agua (O/A) empregando diferentes emulsificantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta tese sao:

e  Obter as melhores condigdes de producgédo de emulsdes O/A encapsulando propolis
vermelha bruta, empregando diferentes emulsificantes;

e Estudar as principais caracteristicas das melhores emulsdes O/A encapsulando
propolis vermelha bruta produzidas com diferentes emulsificantes;

e Estudar a influéncia da incorporacdo de emulsbes O/A encapsulando propolis
vermelha bruta nas propriedades fisicas e funcionais de filmes a base de gelatina e
a base de isolado proteico de soja.

e Estudar a influéncia dos diferentes emulsificantes nas propriedades dos filmes a

base de gelatina e de isolado proteico de soja.

2.3 HIPOTESE

A hipotese elaborada nesta tese € que a propolis vermelha pode ser aplicada na producéo
de filmes ativos na sua forma bruta encapsulada em emulsdes éleo em agua (O/A), isto €, sem
gue seja necessaria a producao de extratos utilizando solventes para incorporacao nos filmes,

aumentando assim, seu potencial bioativo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PROPOLIS

Segundo a legislacdo brasileira, a propolis € um produto oriundo de substancias
resinosas, gomosas e balsamicas, obtidas por abelhas a partir de flores, brotos e exsudatos de
plantas, acrescidos de suas salivas, polen e cera para obtencdo do produto final (Brasil, 2001).

As abelhas (Apis mellifera L.) coletam secrec¢des de plantas, como gomas e resinas, de
diferentes espécies de plantas como pinheiros, palmeiras, choupo, coniferas, sendo
posteriormente misturado com as secrecOes salivares e enziméticas (Anjum et al., 2019). As
abelhas utilizam a propolis na construgdo e para reparacdo de suas colmeias, vedando
rachaduras e promovendo um alisamento nas paredes internas, além de ter o papel protetor
contra o vento e a chuva ou contra invasores como lagartos e cobras (Burdock, 1998; Wagh,
2013) e também protege a colmeia contra infegdes microbianas (Anjum et al., 2019).

Na sua forma bruta apresenta uma natureza lipofilica, sendo dura e quebradica e, com o
aumento da temperatura, entre 25 e 45°C vai se tornando flexivel e pegajosa (Figura 1) (Wagh,
2013). Sua temperatura de fusdo varia entre 60 e 70°C, podendo chegar até a 100°C em alguns
tipos de propolis (Martinotti; Ranzato, 2015; Wagh, 2013). Ela apresenta um odor aromatico
caracteristico e sua coloracdo varia de amarelo e verde até o vermelho ou marrom escuro, a

depender da regido geografica e fonte vegetal (Anjum et al., 2019; Wagh, 2013).

Figura 1 — Prépolis vermelha na sua forma bruta.

Fonte: Propria autoria.
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A composicdo da prépolis é bastante complexa e depende de sua origem geogréfica e
botéanica, no entanto, dentre seus principais constituintes estdo cerca de 45 a 55% de resinas e
balsamos, de 3 a 35% de ceras, de 5 a 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de acidos
graxos, 5% de pélen e 5% de substancias minerais (Anjum et al., 2019). A origem geogréfica
e a época de obtencdo interferem na composicdo e, consequentemente, na atividade bioldgica
da prépolis, devido as alteraces climaticas. Alguns constituintes estdo presentes em amostras
de locais diferentes e alguns sdo caracteristicos de locais especificos, devido a flora da regido
(Wagh, 2013).

Pelo menos 500 compostos j& foram identificados na propolis (Franchin et al., 2024).
Alguns dos principais grupos quimicos encontrados na propolis incluem polifenois, acidos
benzoicos e seus derivados, acido cindmico e seus derivados, hidrocarbonetos como
sesquiterpenos e triterpenos, benzaldeidos, cetonas, compostos heteroaromaticos, alcoois
terpenos e sesquiterpenos e seus derivados, hidrocarbonetos alifaticos, minerais, esterois e
esteroides, agucares e aminoacidos, além de pouca quantidade de compostos volateis (Anjum
et al., 2019; Franchin et al., 2024; Wagh, 2013).

Devido a presenca de compostos ativos, a propolis pode apresentar varias atividades
biologicas como antimicrobiana (Pobiega et al., 2019; Pujirahayu et al., 2015; Rufatto et al.,
2018; Zhang et al., 2022b), antioxidante (Cabral et al., 2009; Calegari et al., 2017; Ozdal et al.,
2019), anti-biofilme (Bueno-Silva et al., 2013), anti-inflamatoria (Cavendish et al., 2015; Ezzat
et al., 2019; Ferreira et al., 2021), antitumoral (Carvalho et al., 2011; Oliveira et al., 2014) e
citotoxica (Carvalho et al., 2011; Ezzat et al., 2019; Shehata et al., 2020).

A prépolis apresenta baixa solubilidade em agua (Monteil et al., 2022) e, normalmente,
suas aplicacdes sdo realizadas na forma de extrato etandlico, porém outros solventes também
vém sendo estudados, como metanol, cloroformio, diclorometano, éter e acetona, entretanto
ndo sdo de uso alimenticio (Martinotti; Ranzato, 2015; Wagh, 2013). Os extratos etanolicos de
propolis tém sido amplamente estudados na area medica, veterinaria, farmacéutica e de
cosméticos (Anjum et al., 2019; Irigoiti et al., 2021; Wagh, 2013).

3.1.1 Propolis vermelha
A prépolis vermelha foi descoberta no nordeste brasileiro, no estado de Alagoas, sendo

a principal origem boténica a Dalbergia ecastophyllum (L) Taub., a qual produz um exsudato

resinoso vermelho (Daugsch et al., 2008). Além de ser encontrada no Brasil, a propolis
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vermelha também pode ser encontrada em paises como México, Cuba, China e Nigéria (Rufatto
etal., 2017).

Alencar et al. (2007) identificaram novos compostos, como isoflavonas, na propolis
vermelha originaria do nordeste brasileiro, as quais nunca haviam sido relatados em propolis.
Assim, a propolis vermelha foi considerada um novo tipo de prépolis brasileira, com compostos
marcadores especificos (Cabral et al., 2009; Daugsch et al., 2008).

A prépolis vermelha apresenta uma composi¢do complexa, sendo relatados mais de 300
compostos diferentes, sendo os mais frequentes compostos fendlicos, flavonoides, terpenos,
acidos aromaticos e acidos graxos, além de elementos inorganicos como cobre, manganés,
aluminio, calcio, ferro, vanadio e silicio (Rufatto et al., 2017). AlteracGes na composi¢do da
propolis vermelha tém sido relatadas de acordo com época do ano, com aumento de
concentracdo de alguns compostos fendlicos durante épocas mais chuvosas e diminuicdo em
épocas mais secas (Aldana-Mejia et al., 2021; Bueno-Silva et al., 2017; Nascimento et al.,
2019; Regueira Neto et al., 2017). De acordo com a regido de coleta da planta, sua composicao
também € alterada, sendo encontrada diferencas entre estados brasileiros, e presenca de
componentes de outras plantas resinosas diferentes da D. ecastophyllum, em prépolis vermelhas
obtidas em Cuba (LoOpez et al., 2014).

Muitas pesquisas tém identificado uma grande variedade de flavonoides,
isoflavonoides, terpenos, pterocarpanas, gutiferonas nas prépolis vermelhas, e varias destas
substancias ndo estao disponiveis comercialmente, como a retusapurpurina A e B, vestitol, neo-
vestiol, xantochimol e chalconas (Nascimento et al., 2019). Os flavonoides de variadas classes
sdo o principal grupo presente na prépolis vermelha, chegando a representar mais de 60% de
seus compostos ativos (Regueira Neto et al., 2017). A sua coloracdo vermelha se deve a
presenca da retusapurpurina A e B (Piccinelli et al., 2011; Rufatto et al., 2018). Os principais

componentes identificados e isolados da propolis vermelha séo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Principais componentes encontrados na propolis vermelha.

Origem

Principais componentes

Referéncia

Alagoas — Brasil

Alagoas — Brasil

Alagoas - Brasil
Alagoas - Brasil

China

Sergipe — Brasil

Nigeéria

México

Metil o-orselinato, metil abietato, 2,4,6-

trimetilfenol, homopterocarpina,

medicarpina, 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol e

7,4’- dihidroxi-isoflavona, metileugenol,
acido benzdico

Biochanina A, pinocembrina,
isoliquiritigenina, luteolina, quercetina,
rutina

vestitol, neovestitol, isoliquiritigenina
Narigenin-8-C-hexosideo, 3,4,2,3'-
tetrahidroxichalcona, isoliquiritigenina,
(3S)-vestitol, (3S)-7-O-methilvestitol,
medicarpina, trans-anetol, methil eugenol,
elimicina, metoxieugenol, cis-asarone,
lupeol,a- e B- amirinas

Apigenina, benzil cafeato, acido caféico,
crisina, acido cinamico, acido ferulico,
galangina, pinobanksina, pinocembrina,
pinostrobina,tectocrisina

Liquiritigenina, formononetina,

medicarpina, biochanina A, retusapurpurina

B, hesperetina 7-rhamnoglucosideo
Calicosina, liquiritigenina, pinocembrina,
vestitol, medicarpina, 8-prenilnaringenina,
6-prenilnaringenina, propolina D,
macarangina

Pinostrobina, pinocembrina, izalpinina,
kaemferol, ramnetina, chalcona

epoxipinocembrina, dimetilalil cafeato,

isopent-3-enil cafeato, acido cinamico, acido

3,4-dimetoxiciamico, acido caféico,

Alencar et al. (2007)

Daugsch et al. (2008)

Oldoni et al. (2011)
Righi et al. (2011)

Hatano et al. (2012)

Frozza et al. (2013)

Omar et al. (2016)

Guzman-Gutiérrez et al.
(2018)

Continua...
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Concluséo.

Tabela 1 — Principais componentes encontrados na propolis vermelha.

Origem

Principais componentes

Referéncia

Alagoas - Brasil

Vestitol, medicarpina, elemicina, guaiacol,

liquiritigenina, formononetina, biochanina A

Rufatto et al. (2018)

Nordeste - Brasil

Bahia - Brasil

formononetina, vestitol, neovestitol,

medicarpina, biochanina A, 7-O-
methilvestitol.

Propolonas, propolononas, propolol

Liquiritigenina,, alicosina, isoliquiritigenina,

Banzato et al. (2020)
Aldana-Mejia et al.

(2021)

Fonte: Propria autoria.

Devido a sua rica composicao, a propolis vermelha tambeém apresenta vérias atividades

biologicas (Tabela 2), incluindo antioxidante (Chang-Bravo; Lopez-Cordoba; Martino, 2014;

Guzman-Gutiérrez et al., 2018; Oliveira et al., 2020), antibacteriana (Alencar et al., 2007;
Bueno-Silva et al., 2017; Zhang et al., 2022b), anti-inflamatéria (Cavendish et al., 2015),

citotoxica (Frozza et al., 2013).

Tabela 2 — Propriedades ativas da propolis vermelha.

Propriedade ativa Regido geografica

Referéncia

Antibacteriana Alagoas — Brasil

Cuba

Sergipe e Paraiba — Brasil

China

Pernambuco - Brasil
Antifangica Alagoas — Brasil

Antioxidante Alagoas - Brasil

Alencar et al. (2007)
Cabral et al. (2009)
Oldoni et al. (2011)
Bispo Janior et al. (2012)
Bueno-Silva et al. (2017)
Rufatto et al. (2018)
Oliveira et al. (2020)
Lopez et al. (2015)
Lopez et al. (2015)
Zhang et al. (2022b)

Regueira Neto et al. (2017)

Bispo Janior et al. (2012)
Alencar et al. (2007)

Continua...
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Conclusao.
Tabela 2 — Propriedades ativas da propolis vermelha.
Propriedade ativa Regido geogréfica Referéncia
Antioxidante Alagoas - Brasil Cabral et al. (2009)
Oldoni et al. (2011)
Oliveira et al. (2020)
Chiapas e Yucatan — México Guzméan-Gutiérrez et al. (2018)
Cuba Chang-Bravo, L6opez-Cordoba e
Martino (2014)
China Hatano et al. (2012)
Sergipe — Brasil Frozza et al. (2013)
Anti-inflamatoria Alagoas — Brasil Cavendish et al. (2015)

Bueno-Silva et al. (2016)
Franchin et al. (2016)

Chiapas e Yucatan — México Guzman-Gutiérrez et al. (2018)
Citotoxidade Alagoas — Brasil Alencar et al. (2007)

Sergipe - Brasil Frozza et al. (2013)
Anti-biofilme Alagoas - Brasil Bueno-Silva et al. (2013)
Anti-parasitaria Rivers State — Nigéria Omar et al. (2016)

Fonte: Propria autoria.

O extrato de prdpolis vermelha se mostrou efetivo em testes in vitro contra a bactéria
Staphylococcus aureus (Zhang et al., 2022b), com uma concentragéo inibitoria minima (CIM)
de 128 pg/mL para bactéria Escherichia coli, 512 ug/mL para Pseudomonas aeruginosa e 64
ug/mL para S. aureus (Regueira Neto et al., 2017). A CIM de extrato de propolis vermelha foi
menor para bactérias Gram-negativas do que para bactérias Gram-positivas, porém houve uma
variacdo de acordo com a origem da propolis e da bactéria (Lopez et al., 2015). Em teste de
difusdo, o extrato etandlico de propolis vermelha apresentou halo de inibi¢do contra S. aureus
(Oliveira et al., 2020). Outros estudos também tém relatado efeitos contra a bactéria Gram-
positiva S. aureus (Bispo Junior et al., 2012; Cabral et al., 2009; Oldoni et al., 2011; Rufatto et
al., 2018).

A atividade antioxidante do extrato de propolis vermelha tem sido evidenciada em
estudos demonstrando um alto potencial de atividade sequestradora do radical livre DPPH
(Alencar et al., 2007; Cabral et al., 2009; Frozza et al., 2013; Hatano et al., 2012; Oliveira et
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al., 2020; Reyes; Landgraf; Sobral, 2021), do radical livre ABTS™" (Hatano et al., 2012; Reyes;
Landgraf; Sobral, 2021), pelo método FRAP e ORAC (Hatano et al., 2012) e capacidade de
oxidacéo do &cido linoleico (Cabral et al., 2009; Oldoni et al., 2011; Righi et al., 2011). A
atividade antioxidante da prdpolis vermelha estd relacionada a sua alta concentragdo de
flavonoides, isoflavonoides e chalconas (Righi et al., 2011; Rufatto et al., 2017).

3.2 EMULSOES

Emulsdes sdo sistemas coloidais que consistem em duas ou mais fases que sdo
parcialmente ou completamente imisciveis, sendo composta por um liquido disperso na forma
de goticulas (fase dispersa) em outro liquido (fase continua) (McClements, 2004a). O sistema
formado pode ser uma emuls&o na forma éleo em agua (O/A), quando a fase dispersa é o 0leo
e a fase continua é a agua, ou na forma agua em 6leo (A/O), quando a fase dispersa € a 4gua e
a continua é o 0leo (McClements, 2004a). Sistemas mais complexos podem ser formados a
partir das emulsdes simples, como as emulsfes duplas dgua-em-6leo-em-agua, produzidas a
partir de dispersdo de uma emulsdo A/O (Chevalier; Gomes; Cunha, 2021; Tessaro; Martelli-
Tosi; Sobral, 2022) em uma fase 4gua externa (Tessaro et al., 2022).

As emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e apresentam tendéncia a
separacdo de fases, ja que a energia livre do sistema das fases separadas € menor do que do
sistema emulsificado (McClements, 2021). No entanto, uma estabilidade fisica pode ser
atingida pela adicdo de estabilizantes, como emulsificantes (surfactantes, proteinas ou
carboidratos) ou particulas solidas (Dammak et al., 2020; Dammak; Sobral, 2021). Tais
componentes melhoram a estabilidade dos sistemas retardando ou prevenindo mecanismos de
desestabilizacdo como sedimentacéo, cremeacéo, floculacao, coalescéncia e envelhecimento de
Ostwald (McClements; Decker; Weiss, 2007).

As emulsBes podem ainda ser classificadas de acordo com o tamanho de gota, sendo
consideradas nanoemulsbes aquelas com tamanho de gota menor que 200 nm (Artiga-Artigas
et al., 2018; McClements; Rao, 2011; Otoni et al., 2016). As dispersées com tamanho de gota
maiores que 200 nm sdo chamadas simplesmente de emulsdes (McClements, 2021;
McClements; Decker; Weiss, 2007). As emulsdes Pickering sdo aquelas estabilizadas por
particulas sélidas e apresentam maior estabilidade quando comparadas com as emulsdes
tradicionais (Zhai et al., 2018).
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As emulsdes podem ser aplicadas em produtos alimenticios, farmacéuticos,
suplementos, cosméticos e agroquimicos (McClements; Bai; Chung, 2017; McClements; Jafari,
2018).

3.2.1 Emulsificantes

Emulsificantes sdo moléculas anfifilicas, ou seja, que apresentam grupos hidrofilicos e
hidrofébicos na mesma molécula (McClements; Jafari, 2018). Os emulsificantes desempenham
papel importante tanto na formacgdo quanto na estabilidade da emulsdo (McClements; Bai;
Chung, 2017). Das principais caracteristicas de um emulsificante pode-se destacar a habilidade
de adsorgédo a superficie das gotas da fase dispersa durante a homogeneizacao, reducdo da
tensdo interfacial e formacdo de uma camada protetora ao redor das gotas gerando forcas
repulsivas, como repulsdes eletrostaticas e estéricas, prevenindo a agregacao (McClements,
2004a). Um esquema de como agem os diferentes tipos de emulsificantes na interface dleo-

agua é apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Exemplos de acdo de emulsificantes utilizados na producdo de emulsdes.

Fonte: Adaptado de McClements e Jafari (2018).
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Na industria alimenticia, os emulsificantes mais utilizados sdo os de origem sintética,
como o0s ésteres de sorbitano, etoxilados de acido graxo e ésteres de sacarose (Kralova;
Sjoblom, 2009). No entanto, com a crescente preocupagdo com uma alimentacdo saudavel e
sustentabilidade ambiental, tem aumentado a demanda pelo uso de ingredientes naturais
(Dammak et al., 2020; McClements; Bai; Chung, 2017). Assim, ha uma busca por pela
substituicdo completa ou parcial por emulsificantes naturais, que sdo aqueles de origem
bioldgica e de fontes renovaveis (Dammak et al., 2020; McClements; Bai; Chung, 2017).
Dentre os emulsificantes naturais, pode-se destacar os fosfolipidios, moléculas surfactantes
pequenas, polissacarideos, proteinas e outros polimeros com atividade interfacial (Kralova;
Sjoblom, 2009; McClements; Jafari, 2018).

As moléculas surfactantes pequenas incluem as sintéticas, como os Tweens e naturais,
como as saponinas e a lecitina (Kralova; Sjoéblom, 2009; McClements; Jafari, 2018). As
proteinas apresentam grupos funcionais polares e apolares nos residuos de seus aminoacidos,
podendo assim, atuar como tensoativos. Destacam-se as proteinas do soro de leite, caseinas, de
soja, de ovo, gelatina, dentre outras (Lam; Nickerson, 2013). Alguns polissacarideos, naturais
ou modificados, apresentam grupos hidrofébicos ligados as suas cadeias hidrofilicas, fazendo
destes uma molécula anfifilica, como a goma arabica, celulose modificada, amido modificado,
dentre outros (Dickinson, 2003; McClements; Bai; Chung, 2017).

3.2.2 Emulsdes O/A como carreadoras de compostos ativos

Os sistemas emulsionados podem ser utilizados para encapsular compostos ativos como
forma de prevenir a sua degradacao, preservar a propriedade ativa e melhorar a performance
destes compostos protegendo-os contra acdo de moléculas pro-oxidantes e condicoes
ambientais (Aw et al., 2022; Gomes et al., 2021a). Além disso, estes sistemas podem facilitar
a incorporacdao de compostos ativos em produtos alimenticios mascarando odores e sabores
indesejados (Cerqueira et al., 2013; Garti; McClements, 2012) e promovendo uma liberacdo
controlada dos compostos ativos (Jiménez-Saelices et al., 2020; Tonyali et al., 2020).

As emulsdes do tipo O/A podem ser utilizadas para encapsular varios compostos ativos
hidrofobicos como hesperidina (Dammak; Sobral, 2018a, 2018b), curcumina (Aw et al., 2022;
Jiang; Charcosset, 2022), resveratrol (Ren et al., 2023), B-caroteno (Mozafarpour; Koocheki,
2023), 6leo de pimenta (Galvdo; Vicente; Sobral, 2018) e varios 6leos essenciais como de

orégano, de canela, de capim-limao, de cravo (Arellano et al., 2021; Hu et al., 2023; Song et
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al., 2022), entre outros. A encapsulacdo de compostos ativos hidrofébicos em emulsdes do tipo
O/A pode auxiliar na incorporacgdo destes compostos em matrizes hidrofilicas, como solucbes
formadoras de filmes biopoliméricas (Norcino et al., 2020; Pérez-Cérdoba; Sobral, 2017).

Entre os compostos ativos que podem ser encapsulados em emulsdes O/A podem-se
citar a propolis, que é conhecida por apresentar uma baixa solubilidade em dgua (Monteil et al.,
2022). Emulsbes tém sido utilizadas para encapsular extratos etanodlicos de propolis de
diferentes tipos (El-Guendouz et al.,, 2018; Goncalves; Srebernich; Souza, 2011,
Ramanauskiene et al., 2009; Seibert et al., 2019; Yang et al., 2017).

Ramanauskiene et al. (2009) produziram um sistema de emulsdo semissélida (O/A)
carreadora de prdpolis na forma de 6leo, de extrato semissolido e extrato etandlico, para
emprego como hidratante de pele com propriedades antimicrobianas. Gongalves, Srebernich e
Souza (2011) avaliaram a producéo de emulsdes O/A contendo extrato etandlico de prépolis
verde com o objetivo de produzir produtos para cuidados com a pele. Yang et al. (2017)
promoveram a extracdo da propolis com etanol e, posteriormente, realizaram a remogéo do
etanol para aplicar a propolis em emulséo para preservacdo da qualidade de suco de laranja.
Esses autores concluiram que a prépolis apresenta grande potencial para uso como aditivo em
sucos como alternativa a aditivos sintéticos.

El-Guendouz et al. (2018) estudaram o efeito da adicdo de extrato etanolico de propolis,
originaria do Marrocos, em emulsdes O/A como forma de prevenir a peroxidacéo lipidica do
6leo de germe de trigo e de améndoas empregados como forma fase lipidica da emulsao. Seibert
et al. (2019) produziram uma nanoemulsdo carreadora de extrato de prépolis para aplicacéo
como aditivo alimentar. Santos et al. (2020) produziram uma emulsdo semissélida como

sistema de liberacdo para extrato de prépolis e extrato de subprodutos da préopolis verde.

3.3 FILMES BIOPOLIMERICOS ATIVOS

Embalagens ativas sdo sistemas que apresentam componentes incorporados que podem
ser liberados ou absorver substancias internamente ou externamente a embalagem, melhorando
a vida util do alimento (Dainelli et al., 2008). Como exemplos tém-se absorc¢do de dioxido de
carbono, oxigénio, etileno e umidade, liberacdo controlada de agentes antioxidantes e
antimicrobianos, entre outros (Vilela et al., 2018).

Embalagens ativas flexiveis podem ser produzidas com filmes ativos, 0os quais sdo

baseados na incorporacgdo de agentes ativos na matriz filmogénica (Vilela et al., 2018). Filmes
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ativos produzidos a partir de biopolimeros apresentam, além das propriedades funcionais, uma
alternativa para o uso materiais sintéticos derivados de fontes ndo renovaveis, sendo
biodegradaveis e obtidos de fontes renovaveis (Hassan et al., 2018; Mohamed; El-Sakhawy;
El-Sakhawy, 2020). Os biopolimeros mais comuns utilizados para produzir filmes ativos séo as
proteinas, como gelatina, proteina da soja, zeina, e os polissacarideos, como amido, quitosana,
pectina, entre outros (Dammak et al., 2021).

Varios tipos de compostos ativos vém sendo empregados na producédo de filmes ativos
(Ganiari; Choulitoudi; Oreopoulou, 2017), como exemplos temos éleos essenciais (Talebi et
al., 2018; Wang et al., 2020), extratos de plantas (Bigi et al., 2021; Liu et al., 2021b) ou de

subprodutos agroindustriais (Ribeiro et al., 2021; Vidal et al., 2022), entre outros.

3.3.1 Filmes ativos incorporados com emuls6es

As emulsbes podem atuar como carreadoras de compostos ativos (Aw et al., 2022) e,
consequentemente, pode facilitar a incorporacao de compostos lipofilicos, encapsulados na fase
Oleo de emulsdes O/A, por exemplo, em matrizes biopoliméricas hidrofilicas, que é o caso da
maioria dos filmes ativos (Norcino et al., 2020; Pérez-Cérdoba; Sobral, 2017).

Para a producéo da solucao formadora de filme, inicialmente, produz-se a emulsdo com
0 composto ativo adicionado na fase 6leo. Posteriormente, a emulsdo € adicionada na solugéo
formadora de filme e homogeneizada cuidadosamente (Figura 3) (Reis; Gomes; Sobral, 2023).
Em escala laboratorial, os filmes ativos sdo comumente produzidos pelo método casting, o qual
consiste em adicionar a solucao formadora de filme em um suporte que é submetido a secagem
(Debeaufort; Quezada-Gallo; Voilley, 1998).

Os principais estudos sobre filmes ativos carregados de emulsdes estdo descritos na
Tabela 3.
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Figura 3 — Esquema de producdo e aplicacdo de filmes ativos biopoliméricos incorporados de
emulsdes encapsulando compostos ativos.

Fonte: Adaptada de Reis, Gomes e Sobral (2023).

Tabela 3 — Estudos sobre filmes ativos a base de biopolimeros incorporados de sistemas
emulsificados encapsulando compostos ativos.

Biopolimeros Tipo de emulsao Composto ativo Referéncia
Quitosana Pickering Oleo essencial (OE)  Liu et al. (2022)
de canela
Emulsédo dupla Nisina Yuan et al. (2022)

Pickering OE de canela e Zhao et al. (2022)

perilla
Extrato de folha de

Emulsédo dupla Tessaro et al. (2021)

pitangueira
Pickering OE de cravo Hua et al. (2021)
Nanoemulsdo OE de canela Xu et al. (2021)
Nanoemulsdo OE cominho Dini et al. (2020)
Pickering OE de cravo Xu et al. (2020b)
Emulséo OE de canela Xu et al. (2020a)

Microemulsdo

Oleo de casca de

canela

Ma et al. (2016)

Continua...
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Continuagéo...

Tabela 3 — Estudos sobre filmes ativos a base de biopolimeros incorporados de sistemas

emulsificados encapsulando compostos ativos.

Biopolimeros Tipo de emulséo Composto ativo Referéncia
Gelatina Nanoemulsido OE de lavanda Sun et al. (2021)
Emulséo dupla Extrato de folhade  Tessaro et al. (2021)
pitangueira
Nanoemulsdo Cinamaldeido Jietal. (2021)
Pickering Hesperidina Dammak, Lourencgo e
Sobral (2019)
Nanoemulséo Eugenol Dammak e Sobral
(2019)
Nanoemulsdo a-tocoferol, OE de  Pérez-Cordoba e
alho e cinamaldeido  Sobral (2017)
Nanoemulsdo Rutina Dammak et al.
(2017a)
Nanoemulséo OE de gengibre Alexandre et al.
(2016)
Amido Nanoemulsdo Curcumina Sanchez, Pinzon e
Villa (2022)
Pickering Ho wood, Souza et al. (2021)
cardamomo e OE de
canela
Emulséo OE de capim-limdo  Mendes et al. (2020)
Micro e Cera de carnauba Oliveira Filho et al.

Proteina de soro de

leite

nanoemulsao
Pickering
Nanoemulsdo

Nanoemulsdo

Nanoemulsdo

Cinnamon EO
Oleo de bergamota

a-tocoferol

OE de
Grammosciadium

ptrocarpum Bioss.

(2020)

Sun et al. (2020)
Sogut (2020)
Agudelo-Cuartas et al.
(2020)

Ghadetaj, Almasi e
Mehryar (2018)

Continua...
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Concluséo.

Tabela 3 — Estudos sobre filmes ativos a base de biopolimeros incorporados de sistemas

emulsificados encapsulando compostos ativos.

Biopolimeros

Tipo de emulséo

Composto ativo

Referéncia

Pectina

Caseinato de sédio

Alginato de sodio
Isolado proteico de
soja
Carboximetilcelulose
(CMCQC)

Metilcelulose (MC)

Nanofibrilas de
celulose

Pululana

Goma de semente de

manjericao

Emulsao

Nanoemulséo e
Pickering
Nanoemulao
Pickering

Nanoemulsdo
Emulsao
Micro e
nanoemulsao
Emulsao
Nanoemulsdo

Pickering

Nanoemulsdo

Emulsao

Nanoemulsdo

OE de cravo

OE de manjerona

Oleo de copaiba
Cinamaldeido

OE de canela

OE de canela
Carvacrol e
cinamaldeido

OE de alcaguz

OE de cravo e
orégano

OE de orégano

OE de canela
Cinamaldeido timol
e eugenol

OE de Zataria

multiflora

Jahromi, Niakousari e
Golmakani (2022)
Almasi, Azizie
Amjadi (2020)
Norcino et al. (2020)
Zhang et al. (2022a)
Ranjbaryan, Pourfathi
e Almasi (2019)
Chenet al. (2017)
Otoni et al. (2016)

Fattahi e Seyedain-
Ardabili (2021)
Otoni et al. (2014)

Wu et al. (2021)

Feng et al. (2020)
Tonyali et al. (2020)

Gabhruie et al. (2017)

Fonte: Adaptada de Reis, Gomes e Sobral (2023).

Além de proteger os compostos encapsulados, as emulsdes podem promover uma

liberacdo controlada desse componente (Kaci et al., 2018; Mehmood et al., 2019; Shah; Xu;

Mraz, 2021; Shi et al., 2022). Barreiros et al. (2022) prepararam formulacdes formadoras de

filme (FFF) a base de goma xantana incorporadas com 6leos essenciais de cravo, canela e

orégano emulsionados ou ndo, e observaram que a atividade antimicrobiana da FFF contendo

0S compostos ativos na forma livre apresentaram maior atividade antimicrobiana in vitro do
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que aquela contendo nanoemulsdo. Tal fato pode ser explicado devido a acdo protetora do
crodamol e do surfactante que atuaram como barreira para os 6leos essenciais, promovendo
uma liberacdo controlada (Barreiros et al., 2022).

Filmes a base de isolado proteico de soro de leite contendo 6leo de bergamota
encapsulados em nanoemulsdes apresentaram melhores propriedades mecanicas, menor
permeabilidade ao vapor de agua, maior barreira a luz UV-Vis e maior opacidade do que filmes
contento o 6leo na sua forma livre. Além disso, a presenca da nanoemulsao retardou a liberacdo
do composto ativo em fluido simulante de alimento (Sogut, 2020). A adicdo de solugdo de
curcumina livre produziram filmes de blenda de amido de milho e poli(vinil lcool) com uma
menor atividade antioxidante e antimicrobiana do que os filmes adicionados de curcumina
carreadas em solucdo Pickering. A curcumina livre pode ter passado por uma maior degradacéo
e oxidagdo durante o processo de producdo da FFF, enquanto que a emulsdo Pickering atuou
protegendo o composto ativo. Além, disso, a emulsdo evitou a perda da atividade antioxidante

do filme ao longo do tempo (Liu et al., 2021a).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

A prépolis vermelha bruta foi cedida pela empresa Essenciale (Lagoa Santa, MG,
Brasil). O 6leo de soja foi comprado da empresa Cargill (Parand, Brasil). O caseinato de sodio
foi cedido pela empresa Alibra (Campinas, Brasil), a gelatina bovina tipo B foi doada pela
empresa Gelco (S&o Paulo, Brasil) e o isolado proteico de soja (>90%) foi comprado da empresa
Bremil (Rio Grande do Sul, Brasil).

O emulsificante Grindsted® PGPR (poliricinoleato de poliglicerol) foi doado pela
DuPont (SP, Brasil). O Tween 80 (monooleato de polioxietileno sorbitano 80) e a saponina de
Quillaja, bem como os reagentes acido galico, Trolox (&cido 6-hidréxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-carboxilico), ABTS™ (2,2’-azino-bis(3-etilbenzoatiazolin)-6-acido sulfonico), TPTZ (2,4,6-
Tri-(2-piridil)-1,3,5-Triazina), catequina, quercetina e o reagente Folin-Ciocalteau foram
adquiridos da empresa Sigma Aldrish (Saint Louis, MO, EUA).

Os reagentes carbonato de sodio e persulfato de potassio foram comprados da Merck
(Séo Paulo, Brasil). O alcool etilico, o hidroxido de sédio e o glicerol foram comprados da
empresa Synth (S&o Paulo, Brasil). O cloreto de aluminio da marca Dinamica e o nitrito de
sddio da marca Exodo Cientifica. O caldo Brain Heart Infusion (BHI) foi comprado da empresa
Acumedia® (Sdo Paulo, Brasil) e o 4gar Mueller Hinton comprado da empresa Difco™ (Séo

Paulo, Brasil).

4.2 CARACTERIZACAO DA PROPOLIS VERMELHA BRUTA

Inicialmente, a prépolis vermelha bruta foi triturada em um liquidificador industrial
(LS-04MB-N, Skymsen, Brusque, Brasil), obtendo-se assim, um produto em p6 (Figura 4), que
foi armazenado em sacos plasticos cobertos por papel aluminio, mantidos congelados (-22°C)

na auséncia de luz.
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Figura 4 — Prépolis vermelha bruta em corte transversal (a) e apos trituragéo (b).

Fonte: Propria autoria.

4.2.1 Parametros de cor

A cor da propolis vermelha bruta (PVB) e triturada (PVBT) foi medida segundo a escala
CIELab com um colorimetro (MiniScan MSEZ 1049, HunterLab, Reston-VA, EUA),
empregando o iluminante Des € um angulo de observagédo de 10°. No caso do produto triturado,
um porta amostras de quartzo foi utilizado. O equipamento forneceu os valores de L*
[Luminosidade, 0 a 100], a* [verde (-) ao vermelho (+)] e b* [azul (-) ao amarelo (+)] que foram
utilizados para o célculo do angulo Hue [H*, tonalidade que varia de vermelho (0°), amarelo
(90°), verde (180°) a azul (270°)] e do Croma [C*, saturacdo, mais saturada (+) e menos

saturada (-)], empregando-se as equacdes 1 e 2 (Pateiro et al., 2014).

H* = arctan (Z—) 1)

C* =+ (a*)?+ (b*)? ()
4.2.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A propolis bruta triturada (PVBT) foi submetida a analise térmica usando-se um
calorimetro diferencial de varredura (DSC TA 2010, TA Instruments, New Castle-DE, EUA)
controlado por um sistema TA5000 (TA Instrument, New Castle-DE, EUA) e equipado com
acessorio de resfriamento de témpera criogénica. A varredura foi realizada em duas corridas de
-50°C a 100°C a uma taxa de 5°C/min. A temperatura de fusao foi calculada como a temperatura

do pico da endoterma e o entalpia de fusdo foi calculada conhecendo-se a area daquele pico.
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4.2.3 Difracdo de raios X (DRX)

A andlise de DRX foi realizada em um difratdmetro de raios-X (AXS Analytical X-Ray
D 5005, Siemens, Munique, Alemanha) utilizando o cobre como fonte. As medidas foram
realizadas a uma voltagem de 40 kV e corrente de 15 mA, sendo uma varredura de 1° a 50° a
uma taxa de 1°/min. Foram realizadas analises da PVBT in natura e da PVBT apds ser fundida
a 60°C por 5 min e resfriada a temperatura ambiente, a fim de se observar se houve alteracéo
e/ou formag&o de polimorfos.

4.3 PRODUCAO DE EMULSOES

Testes preliminares foram realizados para que se chegasse a um meétodo de producao
adequado para emulsdo. A partir dos dados obtidos na analise de DSC da PVBT, mostrando
uma temperatura de fusdo de, aproximadamente, 60°C, fixou-se a temperatura de producao da
emulsdo. O tempo e agitacdo da fase 6leo também foram obtidos por testes prévios (dados ndo
apresentados).

Para fixar a concentracdo de PVBT na emulsdo, visando o maximo de concentracéo
possivel de composto ativo, uma emuls@o primaria foi produzida de acordo com a metodologia
descrita a seguir. Foi fixado uma proporcao de 10:90 de fases 6leo: dgua. A fase dleo, composta
pela propolis vermelha bruta e 6leo de soja, foi aquecida até atingir 60°C, sendo mantida sob
agitacdo magnética leve por 5 min. A fase agua, composta por Tween 80 (1% m/m da emulséo)
em agua, foi aquecida (60°C) separadamente. A fase agua foi adicionada a fase 6leo e mantidas
por 1 min sob agitacdo magnética. A mistura foi homogeneizada em homogeneizador rotor-
estator (Ultraturrax® IKA T25, Labotechnik, Staufen, Alemanha), com uma velocidade de
15000 rpm por 5 min. As concentracfes de propolis vermelha bruta testadas foram 1, 2 e 3%
m/m da emuls&o.

As emulsbes priméarias foram analisadas para conhecimento da estabilidade conforme
metodologia descrita em 4.5.1.

Durante a producdo da emulsdo, foi possivel observar a sedimentacdo de particulas
provenientes da propolis vermelha bruta. Tais particulas foram observadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), de acordo com metodologia descrita na se¢do 4.3.1. Foram
realizadas vérias tentativas para a eliminacao de tais particulas, como filtracdo, peneiramento e

decantagéo. A filtragdo e peneiramento, chegaram a provocar uma maior desestabilizacdo das
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emulsdes. Assim, optou-se também pelo emprego do PGPR como emulsificante para gerar uma
maior homogeneidade na fase 6leo e pelo processo de decantagdo para eliminacdo de tais
particulas.

Finalmente, as emulsbes foram preparadas da seguinte maneira: a fase dleo (10%),
composta por PVBT (3% m/m da emulsdo), emulsificante PGPR (concentragdo de acordo com
planejamento experimental) e 6leo de soja, foi aquecida a 60°C e mantida sob agitacdo
magnética por 5 minutos. A fase agua (90%) contendo emulsificante (Tween 80, saponina ou
caseinato de sodio) com concentragdo variavel de acordo com o planejamento experimental,
também foi previamente aquecida a 60°C e adicionada a fase 6leo, mantendo sob agitacdo
magnética por 1 min. A emulsdo primaria foi formada ap6s homogeneizacdo em
homogeneizador rotor-estator (Ultraturrax® IKA T25, Labotechnik, Staufen, Alemanha) a
15000 rpm por 2 min. Posteriormente, a emulsdo foi mantida em repouso até atingir a
temperatura de 30°C £ 1°C. Foram retiradas aliquotas de 30 g da emulsdo apds a decantacdo
das particulas. A emulsdo foi levada ao ultrassom de ponteira (Sonifier® SFX550, Branson
Ultrasonics, EUA) operando a 20 kV, com amplitude de 20%, massa de emulséo de 30 g, altura
de contato da ponta com a emulséo de 1 cm, em ciclos de 30 s (30 s on/30 s off), sendo 0 niUmero

de ciclos variavel de acordo com planejamento experimental.

4.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A fim de se observar as particulas formadas durante a producdo das emulsGes, as
particulas sedimentadas foram separadas por filtracdo da emulséo e caracterizada por MEV.
Para isso foi utilizado um microscopio eletronico de varredura (TM3000, Hitachi Ltd, Téquio,

Japdo) operando a 15 kV.

4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OBTENCAO DAS MELHORES
CONDICOES DE PRODUCAO DA EMULSAO ENCAPSULANDO A PROPOLIS
VERMELHA BRUTA

O planejamento experimental aplicado foi o Box-Behnken, contendo 17 ensaios, sendo
5 deles as repeticbes do ponto central, com trés fatores em trés niveis. As variaveis
independentes avaliadas foram: a concentracdo de emulsificante na fase aquosa (Xi), a

concentracdo de PGPR na fase dleo (X2) e nimero de ciclos (X3) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Varidveis independentes codificadas e reais do delineamento experimental.

Fatores Codificagédo
-1 0 1
X1 — Concentracdo de emulsificante (% m/m da emuls&o) 0,3 1,0 1,7
X2 - Concentragdo de PGPR (% m/m da emuls&o) 0 0,2 0,4
X3 - NUmero de ciclos 2 6 10

Fonte: Propria autoria.

A matriz do delineamento experimental com as variaveis codificadas e reais esta
apresentada na Tabela 5. As variaveis dependentes foram o indice de estabilidade, o diametro
médio de gota e o indice span. Esse mesmo planejamento foi aplicado para dois emulsificantes:

0 Tween 80 e a saponina.

Tabela 5 — Matriz do delineamento experimental Box-Behnken em varidveis codificadas e
reais.

Ensaios Codificadas Reais

X1 X X3 X1 X2 X3
1 -1 -1 0 0,3 0,0 6
2 1 -1 0 1,7 0,0 6
3 -1 1 0 0,3 0,4 6
4 1 1 0 1,7 0,4 6
5 -1 0 -1 0,3 0,2 2
6 1 0 -1 1,7 0,2 2
7 -1 0 1 0,3 0,2 10
8 1 0 1 1,7 0,2 10
9 0 -1 -1 1,0 0,0 2
10 0 1 -1 1,0 0,4 2
11 0 -1 1 1,0 0,0 10
12 0 1 1 1,0 0,4 10
13 0 0 0 1,0 0,2 6
14 0 0 0 1,0 0,2 6
15 0 0 0 1,0 0,2 6
16 0 0 0 1,0 0,2 6
17 0 0 0 1,0 0,2 6

*X1 = concentragdo de emulsificante (% m/m da emulsdo); X, = concentra¢do de PGPR (% m/m da emulsdo); X
= Numero de ciclos. Fonte: Propria autoria.
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4.4.1 Analise de regressao

O software Statistica® 13.5 foi utilizado nas analises de regressdéo maltipla para
verificar a significancia em funcdo dos efeitos principais, quadraticos e interacdo entre 0s

fatores e para ajusta dos modelos de regresséo (Equagéo 3).
Y = By + X BiXi + X BuXi® + 26X X; +e (3)

onde, Y é a variavel dependente, fo € uma constante, i, Sii e fij sao os coeficientes linear,
quadrético e de interacdo, respectivamente, Xi e X;j sdo as variaveis independentes codificadas

e e éoerro.
4.5 CARACTERIZACAO DAS EMULSOES
4.5.1 Indice de estabilidade

A estabilidade fisica das emulsdes foi estudada com uma fotocentrifuga analitica
multiamostra (LUMiSizer®, L.U.M GmbH, Berlim, Alemanha), a 2325 x g, a temperatura de
25°C por 3600 s em intervalos de 10 s. Estes parametros correspondem a uma estabilidade de
3 meses na gravidade terrestre. O volume de amostra testado foi de 1,8 ml.

Os valores de indice de instabilidade foram obtidos diretamente do software do
equipamento SepView v. 4.1 (L.U.M, Berlim, Alemanha), sendo convertidos para indice de

estabilidade, variando entre 0 (instavel) e 1 (mais estavel).
4.5.2 Diametro médio de gota e span

O tamanho de gota foi avaliado em um analisador de tamanho de particula por difracdo
a laser (SALD-201V, Shimadzu, Japdo). O diametro médio de gota (Dm) em porcentagem por
volume (% volume) foi obtido diretamente do software do equipamento. O valor de span foi

calculado usando-se a equacao 4.

— Bo0=dv10
Span = - 4
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onde dv,go, dv,10 € dvs0 S80 0s didmetros em volume correspondente a 10, 50 e 90% de volume

cumulativo (Dammak; Sobral, 2018a).

4.6 PRODUCAO DAS EMULSOES COM EMULSIFICANTE CASEINATO DE SODIO

Para a producdo das emulsdes utilizando o emulsificante caseinato de sédio, foram
levados em consideracdo os resultados obtidos no planejamento experimental para os outros
emulsificantes. Assim, fixou-se alguns parametros para a produgdo com o emulsificante
caseinato de sodio.

A metodologia de producdo da emulséo foi a mesma descrita na se¢do 4.3. Os valores
fixados de concentragdo de PGPR na fase 6leo foi de 0,2% m/m da emulséo e nimero de ciclos
no ultrassom de ponta foi de 6 ciclos (30 s on/30 s off). A concentracdo do emulsificante
caseinato de sodio foi avaliada, sendo as concentragdes testadas 0,2, 0,6, 1,0 e 1,4% m/m da
emuls&o.

O indice de estabilidade, o diametro medio de gota e o span foram obtidos de acordo

com as metodologias descritas nas se¢des 4.5.1 e 4.5.2, respectivamente.

4.7 CARACTERIZACAO DAS MELHORES EMULSOES

A partir dos resultados de producdo das emulsbes obtidas nos planejamentos
experimentais para os emulsificantes Tween 80 e saponina e a melhor concentracdo de
caseinato de sodio, escolheu-se as melhores emulsdes, as quais obtiveram o maior indice de
estabilidade, menor Dm e menor valor de span.

As melhores emulsdes, obtidas nos planejamentos experimentais, foram caracterizadas,
em triplicata, segundo seu indice de estabilidade, Dm € span de acordo com a metodologia
descrita nas secdes 4.5.1 e 4.5.2, respectivamente. Além disso, as melhores emulsdes
produzidas com Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de sddio (C) foram caracterizadas para

conhecimento das propriedades descritas a seguir.

4.7.1 Microscopia éptica

As emuls6es foram analisadas por microscopia Optica em um microscopio de luz (Leica

ICC50-W, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). Uma pequena gota de emulséo foi
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adicionada a lamina de vidro e coberta por laminula, sendo observada na lente objetiva de 100X

em imersao de 6leo.

4.7.2 Parametros de cor

A cor das emuls6es foi medida segundo metodologia descrita na se¢do 4.2.1. Neste caso

as emulsdes foram adicionadas em porta amostra de quartzo.

473 pH

O pH das emulsdes foi avaliado, em triplicata, a partir da leitura direta em pHmetro
portatil (PG1400, Gehaka, Sdo Paulo-SP, Brasil).

4.7.4 Reologia

O comportamento reoldgico das emulsdes foi analisado com um redmetro MCR92
(MCR92, Anton Paar GmhH Graz, Austria), com a geometria cilindros concéntricos (diametro
do copo = 39,5 mm; didmetro do cilindro = 42 mm). As medidas de fluxo estacionario foram
analisadas com taxas de cisalhamento de variando de 0 a 100 s, sendo realizadas uma subida
e uma descida. O comportamento reoldgico e a viscosidade foram avaliados a partir das curvas

de tensdo versus taxa de deformacéo da descida.

4.7.5 Atividade antioxidante

Para as analises de atividade antioxidante foi realizada uma prévia extracdo liquido-
liguido dos compostos ativos da emulsdo segundo metodologia adaptada de Gomes et al.
(2021b). Em tubos de ensaio, foram adicionados a emulsdo 3 mL de etanol absoluto e 2 mL de
hexano, sendo este sistema agitado a cada 10 min, em um periodo de 20 min. Apos este periodo,
a fracdo etanol, mais densa, foi coletada e armazenada. Esta extracao foi repetida trés vezes. As
fracdes contendo etanol foram combinadas em balGes volumétricos e diluidas em etanol

absoluto.
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4.75.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu,
de acordo com metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965). Uma aliquota de 0,5 mL do
extrato da amostra foi adicionada a 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (10% v/v). Ap6s 5 min,
2 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5% m/v) foi adicionado a mistura, a qual foi agitada
em vortex e mantida por 2h a temperatura ambiente na auséncia de luz. Ap6s este periodo, foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro UV/vis (Lambda 35, Perkin Elmer,
Waltham-MA, EUA) em um comprimento de onda de 760 nm. A curva padréo foi determinada
com &cido galico e os resultados expressos em mg de acido galico equivalente (AGE)/g de

emulsdo.

4.7.5.2 Meétodo de reducéo do ion férrico (FRAP)

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de reducéo do ferro (FRAP), de
acordo com a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) com modificacdes de Pulido,
Bravo e Saura-Calixto (2000). Uma aliquota de 90 pL de extrato da amostra foi misturado a
270 uL de agua destilada e 2,7 mL da solucdo de FRAP. A mistura foi agitada e levada em
banho maria a 37 °C por 30 min. Posteriormente, a leitura da absorbancia foi realizada em 595
nm em espectrofotémetro UV/vis (Lambda 35, Perkin Elmer, Waltham-MA, EUA). A curva
padrdo foi determinada com Trolox e os resultados foram expressos em mg de Trolox

equivalente (TE)/g de emulséo.

4.7.5.3 Método ABTS™

O método de sequestro do radical livre ABTS™ foi realizado de acordo com o descrito
por Re et al. (1999). Inicialmente, a solucdo de ABTS (solucdo ABTS 7 mM e solucdo de
persulfato de potéssio 2,45 mM) foi preparada e mantida por 16 horas para reacdo em auséncia
de luz. Esta solucdo foi entdo diluida em etanol (100 vezes) e sua absorbancia foi corrigida para
0,650 + 0,005 em 734 nm. Um volume de 30 pL de extrato da amostra foi adicionado a 3 mL
da solucdo de ABTS e a mistura resultante foi homogeneizada em vortex e deixadas reagindo
por 6 min. Apols este periodo, foi realizada leitura da absorbancia em 764 nm em
espectrofotobmetro UV/vis (Lambda 35, Perkin Elmer, Waltham-MA, EUA). A curva padrdo
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foi determinada com Trolox e os resultados foram expressos em mg de Trolox equivalente

(TE)/g de emulséo.

4.7.6 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das emulsdes carregadas de PV foi avaliada por testes de
difuséo em disco conforme o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2000). Foram testados dois microrganismos Gram-negativos, Escherichia coli (ATCC 25922)
e Salmonella enterica (ATCC 14028), e dois Gram-positivos Staphylococcus aureus (INCQS
500102) e Listeria monocytogenes (CCT 7476).

As culturas desses microrganismos foram regeneradas em caldo BHI (Brain heart
infusion) e incubadas a 37°C por 24 horas. Fez-se entdo a padronizacdo das cepas em 0,5 na
escala MacFarland em espectrofotdmetro em 625 nm. As suspensdes de bactérias foram
espalhadas na superficie de placas contendo agar Mueller Hinton. Em discos de papel de 6 mm
de diametro, foram adicionados 15 pL de emulséo e de 4gua deionizada como controle negativo,
e colocados na superficie da placa. Como controle positivo foram utilizados discos de
cloranfenicol (2,5 mg/mL) de mesmo diametro. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C.
Apos este periodo, os halos de inibicdo foram medidos (cm) e comparados com o halo de

inibicdo do controle positivo.

4.8 PRODUCAO DOS FILMES ATIVOS

Os filmes tanto a base de gelatina quanto a base de isolado proteico de soja (IPS) foram
produzidos pelo método casting. Em ambos os casos, a formulagdo formadora de filme (FFF)

sem emulséo foi produzida como controle.

4.8.1 Preparo da formulacdo formadora de filme a base de gelatina

Inicialmente, a gelatina (4 g/100 g de FFF) foi hidratada em agua destilada por 30 min
a temperatura ambiente. Em seguida, ela foi solubilizada em banho termostatico (MA-184/20,
Marconi, Piracicaba-SP, Brasil) a 55°C por 10 min. Apos este periodo, a dispersdo de gelatina
foi mantida sob agitacdo magnética leve (AA-2050, Gehaka, S&o Paulo-SP, Brasil) por 5 min,

quando ent&o, o glicerol (30 g/100 g de biopolimero) foi adicionado, sendo mantida a agitacéo
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leve por mais 10 min (Tessaro et al., 2021). Finalmente, a emulsdo (10 g fase 6leo/100 g de
biopolimero) foi adicionada. A FFF foi entdo, tratada com um homogeneizador rotor-estator
(Ultraturrax® IKA T25, Labotechnik, Staufen, Alemanha) a 10000 rpm por 3 min.

4.8.2 Preparo da solucdo formadora de filme & base de isolado proteico de soja

O IPS (4 g/100 g de FFF) foi adicionado em agua destilada e mantido sob agitacdo
magnética (AA-2050, Gehaka, Sdo Paulo-SP, Brasil) por 10 min a temperatura ambiente. O pH
da solucéo foi, ent&o, ajustado para 10,0 £ 0,1 com solugdo de NaOH (1 M). Em seguida, a FFF
foi aquecida a 70°C, sempre sob agitacdo magnética, em banho maria e mantida por 20 min.
Apos este periodo, o glicerol (30 g/100 g de biopolimero) foi adicionado e a FFF mantida sob
agitacdo por mais 20 min (Paglione et al., 2019). Apo0s atingir a temperatura ambiente, a
emulsdo (10 g fase oleo/ 100 g de biopolimero) foi adicionada e a FFF foi tratada com um
homogeneizador rotor-estator (Ultraturrax® IKA T25, Labotechnik, Staufen, Alemanha) a

10000 rpm por 3 min.

4.8.3 Producéo dos filmes ativos

As FFFs foram adicionadas em placas acrilicas com 145 mm de diametro. Para se obter
espessuras similares, foram adicionados 1,7 g de massa seca de FFF/placa. As placas foram
levadas para secagem em estufa de ar forcado (MAQ35, Marconi, Piracicaba-SP, Brasil) a 30°C
por 24 horas.

Os tratamentos foram identificados como G, GT, GSe GC e S, ST, SSe SC, onde G e
S correspondem aos filmes a base de gelatina ou IPS controle, e a segunda letra T, Se C
correspondem aos filmes ativos incorporados com emulsdes emulsificadas com Tween 80,
saponina ou caseinato de sodio, respectivamente.

Previamente as caracterizacdes, os filmes foram acondicionados em NaBr (UR = 58%)
por 7 dias. Para analise de MEV e os filmes foram mantidos em dessecador contendo silica-gel

por 10 dias.

4.9 CARACTERIZACAO DOS FILMES

49.1 Espessura



56

A espessura dos filmes foi calculada como a média de 10 medidas em pontos aleatorios
da amostra, empregando-se um micrometro digital (£0.001 mm; Mitutoyo, Toquio, Jap&o)
(Sobral, 2000).

4.9.2 Umidade

A umidade dos filmes foi determinada por secagem em estufa a 105°C durante 24 horas

(Gontard; Guilbert; Cuq, 1992). Os valores de umidade foram calculados com a equacéo 5.

U= (w) x 100 (5)

mi

Onde U ¢é a umidade (g de 4&gua/100 g de amostra imida), m; a massa inicial da amostra

umida (g) e ms a massa final da amostra seca (g).
4.9.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos filmes e da secdo transversal foram analisadas com ajuda
de um microscépio eletrénico de varredura (TM3000, Hitachi Ltd, Toquio, Japdo) operando a
15 kV. Para andlise da secéo transversal, a amostra do filme foi fraturada apos congelamento
em nitrogénio liquido. As amostras foram fixadas sobre fita de carbono e analisadas sem

preparo prévio.
4.9.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada em espectrofotbmetro (Spectrum One, Perkin Elmer, Waltham-MA, EUA) equipado
com acessorio UATR (“Universal Attenuator Total Reflectance”). O espectro foi obtido na
faixa espectral de 650 a 4000 cm™ com resolucio de 4 cm™, sendo realizadas 20 varreduras.

4.9.5 Difracéo de raios X (DRX)

A analise de DRX foi realizada em um difratdmetro de raios-X (AXS Analytical X-Ray

D 5005, Siemens, Munique, Alemanha) utilizando o cobre como fonte (radiagdo Cukp, A =
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0,15405 nm). As medidas foram realizadas a uma voltagem de 40 kV e corrente de 15 mA.

Foram realizadas varreduras de 2° a 70° a uma taxa de 2°/min.
4.9.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades térmicas dos filmes foram estudadas por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) com o mesmo calorimetro descrito em 4.2.2. As amostras foram aquecidas de
-150 a 150 °C, com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min, com corrida dupla apos resfriamento
com nitrogénio liquido, e com atmosfera inerte (45 mL/min de N2) (Gontard; Ring, 1996;
Sobral; Habitante, 2001). Foram determinadas a temperatura de transicdo vitrea (TQ),
temperatura de fusdo (Tm) e entalpia de fusdo (AH) a partir das curvas térmicas utilizando-se o
programa Universal Analysis V1.7F (TA Instruments, New Castle-DE, EUA).

4.9.7 Angulo de contato de 4gua

O angulo de contato de dgua da superficie de secagem, ou seja, da superficie do filme
que ficou em contato com o ar durante a secagem, foi determinado com um tensidmetro optico
(Attension Theta lite, KSV Instruments, Helsinki, Finlandia) equipado com software analisador
de imagens One Attension. Amostras dos filmes foram fixados no suporte do equipamento e
uma gota de agua Mili-Q (5 uL) foi adicionada sobre a amostra com auxilio de uma seringa de
precisdo. As imagens foram obtidas a cada segundo. O tempo para observacao do angulo de

contato foi fixado em 15 segundos (Tessaro et al., 2021).
4.9.8 Solubilidade em agua

Amostras de 2 cm de didmetro foram adicionadas em 50 mL de agua destilada e
mantidas sob agitacdo de 25 rpm em mesa agitadora orbital (MA141, Marconi, Piracicaba-SP,
Brasil) por 24 horas (Gontard; Guilbert; Cuqg, 1992). Apds este periodo, a por¢cdo nao
solubilizada das amostras foi levada a secagem em estufa a 105 °C por 24 horas. A solubilidade
em agua (S, em g de filme solubilizado/100 g de amostra Umida) dos filmes foi calculada com

a equacdo (6).

S= (w) x 100 (6)

mgi
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Onde S é a solubilidade, msi € a massa seca inicial e mss a massa seca final das amostras.
4.9.9 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada de acordo com norma
ASTM-E96 (ASTM, 1996) com modifica¢des (Gontard; Guilbert; Cug, 1992). Amostras dos
filmes (didmetro 40 mm) foram adicionadas em células de permeacgdo de aluminio contendo
silica gel em seu interior (UR = 0% e pressdo vapor de 0 kPa). Estas células foram armazenadas
em dessecadores contendo agua destilada (UR = 100% e pressdao de vapor de 3,1691 kPa) a
25°C. O ganho da massa das células de permeacéo foi avaliado a cada 24 horas durante 7 dias.
A PVA dos filmes foi calculada com a equacéo 7.

AG X

Pva =5 (55 0
Onde AG/At é a taxa de ganho de massa da celula de permeacdo no tempo (g/h), A é a

area de permeacdo (32,17 cm?), x é a espessura do filme (mm) e AP ¢ a diferenca de pressao

entre as superficies do filme (3,1691 kPa).
4.9.10 Propriedades mecanicas

Ambos os testes foram realizados a temperatura ambiente (22-25 °C) e em triplicata, no

minimo.
4.9.10.1 Teste de tracdo uniaxial

O teste de tracdo uniaxial foi realizado segundo ASTM D882-02 (ASTM, 2002) em um
texturébmetro (TA.XT2i, Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido). Amostras com
comprimento Util de 5 cm e largura de 1,5 cm foram fixadas nas garras do equipamento e
separadas a uma velocidade de 1,0 mm/s até a ruptura. A tensdo na ruptura (TR em MPa) e a
elongacdo na ruptura (ER em %) foram obtidos a partir das curvas tensdo versus deformacéo.
O modulo elastico (ME em MPa) foi calculado pela inclinagdo da porcéo linear da curva tenséo
versus deformacdo. Os célculos e valores foram obtidos com o software do equipamento
(Exponent Lite Express, v 4.0.13.0).
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4.9.10.2 Teste de perfuracdo

O teste de perfuracédo foi realizado em texturometro (TA.XT2i, Stable Micro Systems,
Surrey, Reino Unido) de acordo com a norma ASTM F1306 (ASTM, 2008). Amostras
circulares dos filmes foram fixadas em célula com 15 mm de raio e perfuradas com sonda de 3
mm de didmetro deslocando-se a 1 mm/s. A forca maxima na perfuracéo (FP, N) foi obtida pelo
ponto maximo da curva forca x deslocamento da probe com o emprego do software do
equipamento (Exponent Lite Express, v 4.0.13.0). A deformacdo na perfuracdo (DP, %) foi
calculada de acordo com a equacao 8 (Sobral et al., 2001).

[(D2+12) -1
pp=""""x100 (8)

(0]

Onde D € o deslocamento da probe na perfuracdo (mm) e lo € 0 comprimento inicial do

filme (raio da célula de 15 mm).
4.9.11 Propriedades dpticas
4.9.11.1 Parametros de cor
Os parametros de cor dos filmes foram determinados com o equipamento descrito em
4.2.1. Neste caso, os filmes foram aplicados sobre um padréo branco e a leitura era efetuada,

obtendo-se os padrdes L*, a* e b*, segundo ASTM D2244-16 (ASTM, 2016). A diferenca total

de cor (AE*) foi entdo calculada utilizando-se a equacéo 9.

AE* = AL + Aa*? + Ab*? (9)

Onde, AL* = L* da amostra - L* do padrdo (94,03); Aa* = a* da amostra - a* do padrdo

(-0,81) e Ab* = b* da amostra - b* do padrdo (1,76).

4.9.11.2 Opacidade
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A opacidade (Y) foi determinada no mesmo equipamento descrito em 4.2.1, e calculada

pela relagdo Y = :—” ,onde Y, é aopacidade da amostra sobre a placa padrdo preta e Y sobre
b

placa padréo branca (Sobral, 2000).

4.9.11.3 Brilho

O brilho dos filmes foi determinado com um glossimetro (NGL 20/60, Rhopoint,
Bexhill on Sea-East Sussex, Reino Unido). Foram realizadas 10 medidas aleat6rias na
superficie de secagem dos filmes nos angulos de 20° e 60° e os resultados foram expressos em
unidade de brilho GU (ASTM, 2003).

4.9.11.4 Propriedades de barreira a luz UV/Visivel

As propriedades de barreira a luz UVlisivel dos filmes foi realizada em
espectrofotémetro UV/vis (Lambda 35, Perkin Elmer, Waltham-MA, EUA). Amostras dos
filmes (4 cm x 1,5 cm) foram adicionados no lugar da cubeta de modo que o feixe de luz
atravessasse o filme (Fang et al., 2002). Como branco foi adotado o suporte da cubeta vazio.
Foram realizadas varreduras de 200 nm a 800 nm e os resultados foram avaliados

qualitativamente pelo espectro de transmitancia dos filmes.

4.9.12 Atividade antioxidante

Para a extracdo dos compostos ativos dos filmes ativos, 0,1 g de filme cortados em
pequenos pedacos foi adicionado a 10 mL de solucdo hidroetandlica (1:1) e levados a agitacdo
de 50 rpm por 24 horas, na auséncia de luz. A aliquota necessaria para realizar as analises foi
retirada do sobrenadante (Pérez-Cérdoba et al., 2018).

A atividade antioxidante dos filmes ativos foi determinada como compostos fendlicos
totais (mg de AGE/g de filme); método de reducéo do ion férrico (FRAP, mg de TE/g de filme);
e método ABTS™ (mg de TE/g de filme), segundo metodologias descritas nas secdes 4.7.5.2,
4.7.5.3 e 4.7.5.4, respectivamente.
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4.9.13 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes ativos foi mensurada pelo teste de difusdo em
disco, segundo metodologia descrita na secdo 4.7.5. Porém, os discos com 6 mm de didmetro

foram retirados dos filmes ativos.
4.10 ANALISE ESTATISTICA
Os dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a

diferenca entre as médias realizadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia no
software Statistica® 13.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA PROPOLIS VERMELHA BRUTA

5.1.1 Parametros de cor

Os valores relativamente elevados de a* e b* e baixo de L* indicaram que a PVB
apresentou uma coloragéo tendendo para o vermelho escuro (Tabela 6), estando de acordo com
0 aspecto visual (Figura 4). A propolis nativa é avermelhada, mas ap6s a moagem, sua aparéncia
é de vermelho-alaranjado, o que pode ser observado pelo aumento dos parametros a* e b*
(Tabela 6). A diferenca dos parametros de cor entre as amostras do mesmo produto é devido a
diferenca na superficie especifica das amostras, muito maior no produto triturado, que promove

maior dispersao da luz (Li et al., 2020).

Tabela 6 — Parametros de cor (L*, a*, b*), croma (C*) e angulo Hue (H*) da propolis vermelha
bruta (PVB) e triturada (PVBT).

Parametro PVB PVBT
L* 27,2+2,3 50,7+0,3
a* 8,7+12 20,2+0,2
b* 6,0+15 38,8+0,3
Cc* 10,6 +1,8 43,7+0,3
H* (°) 34,1+41 62,5+0,1

Fonte: Propria autoria.

O valor do angulo Hue (H*), confirma a coloracdo tendendo para o vermelho para a
PVB e para o amarelo para a PVBT. O croma (C*), que esta relacionado a saturacédo da cor,

sugere que a PVB e a PVBT apresentaram uma coloracao vivida.

5.1.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Pode-se observar nos termogramas das amostras de PVB a ocorréncia de um pico
endotérmico, muito possivelmente devido a fusdo dos lipideos presentes na prépolis (Figura 5).
Nessa corrida, temperatura de fusdo foi 60,0 £ 0,2 °C e a entalpia de fuséo foi 35,6 + 1,5 J/g. O

mesmo fenémeno foi observado no termograma obtido na segunda corrida apds resfriamento
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com nitrogénio liquido (Figura 5), o que € comum para fenémenos de fusdo (Sobral; Habitante,
2001), mas os valores calculados para a temperatura e entalpia de fuséo foram ligeiramente
inferiores (57,5 £ 0,6 °C e 33,8 + 1,5 J/g, respectivamente). Essa diferenca pode ser explicada
devido a algum polimorfismo presente no material, j& que este apresenta em sua composi¢cdo
ceras e materiais gordurosos que apresentam esta caracteristica. O polimorfo mais estavel
fundiu na primeira corrida a uma temperatura de, aproximadamente, 60°C. Com o resfriamento,
formou-se um polimorfo menos estavel, o qual fundiu a uma temperatura menor na segunda
corrida (57,5 £ 0,6 °C). A fim de se confirmar a formag&o de polimorfos na prépolis vermelha
bruta, foi realizada uma anélise de DRX (item 5.1.3).

Figura 5 — Termograma obtido por calorimetria diferencial de varredura da propolis vermelha
bruta na 12 e 22 varreduras.

Fonte: Propria autoria.

De toda forma, foi possivel fixar a temperatura de preparo da emulsdo em 60°C, com
posterior resfriamento e manutengdo a temperatura ambiente, ndo podendo haver uma nova

alteracdo da temperatura para ndo ocorrer a formacgéo de morfos indesejados. A temperatura de
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fusdo da propolis bruta tem sido reportada em torno de 60 e 70°C (Martinotti; Ranzato, 2015;
Wagh, 2013).

5.1.3 Difragéo de raios X (DRX)

Analisando-se os difratogramas da prépolis vermelha bruta triturada, a temperatura
ambiente, foram observados os picos principais em 21,8° e 23,8°, e, ap6s sua fusdo a 60°C e
posterior resfriamento, foram observados picos em 21,6° e 23,9° (Figura 6). Assim, ndo houve
um deslocamento desses picos quanto ao angulo, entretanto, houve uma aumento na intensidade
dos mesmos, sendo que o indice de cristalinidade aumentou de 5,2% para 6,3% ap0s a fusao,

corroborando com a ocorréncia de polimorfismo.

Figura 6 — Difratograma de raios X da propolis vermelha bruta triturada antes (PVBT) e apds
sua fusdo (PVBT — Fundida).

21,6° PVBT
PVBT - Fundida
E 23,9°
“ -
~
2 21,89
E ":::' .-:"-,23580- | 36,20 40,4°
36,30 40,5
2 12 2 2 -
26 (°)

Fonte: Propria autoria.

Jansen-Alves et al. (2019) realizaram analises de DRX de extrato liofilizado de prépolis
e observam picos estreitos e pontudos em 21 e 23°. Yang et al. (2014) observaram picos em
21,5 e 23,5° em extrato etanolico (80%) de propolis, enquanto Sharifi, Goli e Fayaz (2019)
observaram picos em 21,2 e 23,3° analisando a cera de propolis. Esses valores foram similares

aos calculados dos primeiros picos observados na Figura 6.
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5.2 CARACTERIZACAO DA EMULSAO PRODUZIDA NOS TESTES PRELIMINARES

Durante os testes preliminares para a producdo das emulsdes, observou-se a formagéo
de particulas provenientes da PVBT e, para observar de que eram compostas tais particulas, foi
realizada uma microscopia eletronica de varredura deste residuo (Figura 7). Possivelmente, tais
particulas sdo aquelas que ndo se solubilizaram na fase 6leo durante a produgdo das emulsdes,
podendo ser constituidas de partes celuldsicas provenientes da fonte vegetal. Aparentam
também ser parte do material de parede das colmeias, com sua estrutura porosa caracteristica
(Figura 7c e 7d). Caracteristicas semelhantes foram observadas por Machado et al. (2016) e
Tylkowski et al. (2010) em micrografias de MEV de diferentes tipos de propolis brutas

trituradas.

Figura 7 — Micrografias do sedimentado obtido na producéo das emulsdes apos filtracdo em
papel filtro em aumento de (a) 100 X, (b) 250 X, (c) 500 X e (d) 1500 X.

HL D74 x100

Precip - 2778 S I a— 0N Prech- 2719 20210222 WL D73 x5k  S0um
Fonte: Prépria autoria.

Para a fixagdo da concentragdo de propolis vermelha bruta triturada (PVBT) a ser
utilizada, foram produzidas trés emulsées com as concentragdes de PVBT de 1, 2 e 3% m/m da
emulsdo. Os perfis de transmissdo destas emulsdes (Figura 8) mostram que a emulsdo com

perfil mais baixo e com maior regularidade é a amostra produzida com uma concentracdo de
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3% m/m de PVBT (Figura 8c) e a de perfil mais irregular e com alta transmisséo a de 1% m/m

(Figura 8a).

Figura 8 — Perfis de transmissdo das emulsdes encapsulando propolis vermelha bruta em
diferentes concentragdes: 1% m/m (a), 2% m/m (b) e 3% m/m (c).

Fonte: Propria autoria.

Observou-se 0 aumento do indice de estabilidade com o aumento da concentracdo de
PVBT na emulsdo, muito possivelmente devido a presenca de algum composto com atividade
surfactante na prépolis (Tabela 7). Em funcéo desses resultados, a concentracdo de PVBT foi

fixada em 3% m/m da emulsdo para a realizacdo do planejamento.
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Tabela 7 — indice de estabilidade das emulsdes com diferentes concentragdes de propolis
vermelha bruta triturada (PVBT).

Concentracdo de PVBT (% m/m da emulséo) indice de estabilidade
1 0,270 £ 0,005°
2 0,329 + 0,007°
3 0,451 £ 0,010%

Fonte: Propria autoria.
5.3 PRODUQAO DE EMULSOES E PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foram produzidas 12 diferentes emulsdes mais 5 repeticdes do ponto central, utilizando-
se 0 Tween 80 ou a saponina como emulsificantes. No primeiro caso, foi possivel observar
diferencas visuais em fungéo do tratamento, de amostras mais escuras (1, 3 e 5) para amostras
mais claras (8, 10 e 12) (Figura 9). Além disso, pode-se observar que houve certa separacao de
fases visivel nos ensaios 3, 5 e 7 (Figura 9). Os demais ensaios ndo aparentam separacao de
fases visual, aparentando serem homogéneas e com coloracdo caracteristica da propolis

vermelha.

Figura 9 — Emulsdes produzidas pelo planejamento experimental com o emulsificante Tween
80 nos ensaios de 1 a 12 e do ponto central (PC).

Fonte: Propria autoria.

Por outro lado, ndo foi possivel se observar separacdo de fases nas emulsdes com
saponina, logo apo6s a sua producdo (Figura 10). Essas se apresentam homogénea e com

coloracgdes variadas entre 0s ensaios, mas caracteristica da propolis vermelha.

Figura 10 — Emulsdes produzidas pelo planejamento experimental com o emulsificante
saponina nos ensaios de 1 a 12 e do ponto central (PC).

Fonte: Propria autoria.
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A matriz do delineamento e os resultados obtidos para as varidveis resposta para
obtencdo das melhores condicGes de producdo das emulsdes carregadas de PVBT produzidas
com Tween 80 estdo apresentadas na Tabela 8 e para o emulsificante saponina, na Tabela 9.

Tabela 8 — Matriz do delineamento experimental e resultados previstos e experimentais das
variaveis resposta indice de estabilidade, didmetro médio de gota (Dm) € span para as emulsdes
produzidas com Tween 80 encapsulando prépolis vermelha bruta triturada (PVBT).

indice de Dm
Ensaio < Xz x, _ estabilidade (um) Span

(Yom/m)  (%m/m) Exp. Prev. Exp. Prev. Exp. Prev.
1 0,3 0,0 6 0,575 0,460 4,82 459 579 431
2 1,7 0,0 6 0,827 0,840 1,14 0,63 0,72 -0,07
3 0,3 0,4 6 0,247 0,460 2,02 2,87 1,30 1,39
4 1,7 0,4 6 0,805 0,840 1,77 2,35 2,08 285
5 0,3 0,2 2 0,500 0,460 5,94 5,37 2,35 2,85
6 1,7 0,2 2 0,763 0,840 1,28 0,97 1,21 1,39
7 0,3 0,2 10 0,361 0,460 2,12 2,09 1,98 2,85
8 1,7 0,2 10 0,871 0,840 1,79 2,01 158 1,39
9 1,0 0,0 2 0,760 0,890 1,73 1,83 145 1,12
10 1,0 0,4 2 0,771 0,890 1,84 1,83 1,18 1,12
11 1,0 0,0 10 0,836 0,890 1,37 0,71 122 1,12
12 1,0 0,4 10 0,926 0,890 1,07 0,71 128 1,12
13 1,0 0,2 6 0,898 0,890 1,10 1,27 1,05 1,12
14 1,0 0,2 6 0,887 0,890 1,10 1,27 1,03 1,12
15 1,0 0,2 6 0,887 0,890 1,09 1,27 1,03 1,12
16 1,0 0,2 6 0,893 0,890 1,09 1,27 1,05 1,12

17 1,0 0,2 6 0,889 0,890 1,06 1,27 0,83 1,12

*X1 = concentracdo de Tween 80; X, = concentracdo de PGPR; X3 = nimero de ciclos; Exp. = experimental; Prev.
= previsto. Fonte: Prépria autoria.
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Tabela 9 — Matriz do delineamento experimental e resultados previstos e experimentais das
variaveis resposta indice de estabilidade, diametro médio de gota (Dm) e span para as emulsGes
produzidas com saponina encapsulando propolis vermelha bruta triturada (PVBT).

y Indice de Dm Span
Ensaio 1 X2 Xa estabilidade (um)
(Yom/m)  (%m/m) Exp. Prev. Exp. Prev. Exp. Prev.
1 0,3 0,0 6 0,251 0,260 2,02 204 128 1,25
2 1,7 0,0 6 0,251 0,260 1,94 190 131 1,25
3 0,3 0,4 6 0,305 0,260 2,16 204 139 1,25
4 1,7 0,4 6 0,236 0,260 1,92 190 128 1,25
5 0,3 0,2 2 0,211 0,210 2,00 204 121 1,25
6 1,7 0,2 2 0,205 0,210 1,91 1,90 128 1,25
7 0,3 0,2 10 0,245 0,310 2,03 204 129 1,25
8 1,7 0,2 10 0,361 0,310 1,85 1,90 128 1,25
9 1,0 0,0 2 0,199 0,210 1,88 1,86 1,27 1,25
10 1,0 0,4 2 0,212 0,210 1,82 186 121 1,25
11 1,0 0,0 10 0,328 0,310 1,99 186 134 1,25
12 1,0 0,4 10 0,280 0,310 1,82 186 122 1,25
13 1,0 0,2 6 0,296 0,260 1,88 186 127 1,25
14 1,0 0,2 6 0,257 0,260 1,87 1,86 124 1,25
15 1,0 0,2 6 0,244 0,260 1,84 1,86 127 1,25
16 1,0 0,2 6 0,239 0,260 1,86 186 123 1,25

17 1,0 0,2 6 0289 0260 184 18 126 1,25

*X1 = concentracdo de Tween 80; X, = concentracdo de PGPR; X3 = numero de ciclos; Exp. = experimental; Prev.
= previsto. Fonte: Prépria autoria.

Os resultados experimentais do indice de estabilidade, diametro médio e valores de span

serdo discutidos nas secBes 5.3.1, 5.3.2 e 5.3.3, respectivamente.

5.3.1 indice de estabilidade

O estudo da estabilidade das emulsGes é importante ndo apenas para o conhecimento da
sua “shelf life”, mesmo porque deverdo ser usadas imediatamente ap6s a sua produgdo, mas
sobretudo porque elas serdo submetidas a estresses fisicos no processamento dos filmes como
agitacdo mecanica, tratamento térmico e secagem. A produ¢do de uma emulsdo estavel implica

na manutencao das suas propriedades no filme final.
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Nas Figuras 11 e 12 estdo apresentados os perfis de transmissdo de luz dos ensaios do
planejamento experimental para os emulsificantes Tween 80 e saponina, respectivamente. Para
0 Tween 80, os resultados apresentaram uma tendéncia geral de apresentar uma transmisséo
mais alta na parte inferior da cubeta (130 mm) e mais baixa no topo (108 mm) (Figura 11).
Entretanto, analisando-se qualitativamente, observou-se que algumas amostras (1, 3, 5 e 7)
apresentaram forte tendéncia a cremeacdo em todo o tempo de andlise, enquanto duas amostras
(12 e PC) se apresentaram muito estaveis, mantendo o perfil muito proximo ao inicial. As
amostras 2, 4, 6, 8, 9 e 10 também apresentaram um perfil mais baixo, mas até o meio da cubeta
sugerindo uma maior estabilidade para tempos curtos. Esses perfis foram consequéncia da
migracdo da fase oleosa, mais opaca, para o topo da célula (a esquerda dos espectros, Figura
11) e da fase agua, mais transparente, para a base da cubeta (a direita dos espectros, Figura 11),
podendo ser relacionado ao processo de separacdo de fases por cremeagdo (Dammak; Sobral,
2017, 2018b). As amostras restantes apresentaram perfis irregulares, o que pode ser indicativo
de processos de agregacdo das gotas de 6leo, o que resulta em aglomerados que podem afetar a
transmissé@o o longo do tempo, causando flutuagcdes (Dammak; Sobral, 2021)

Quantitativamente, pode-se considerar que emulsdes tendo indice de estabilidade
superior a 0,5 séo estaveis. Assim, observou-se que 0s ensaios 3, 5 e 7 se apresentaram instaveis
(Tabela 8), corroborando o fato de se ter observado visualmente separacao de fases nos ensaios
3, 5 e 7 (Figura 9). E, de modo geral, todas as outras amostras podem ser consideradas como
estaveis, ou mesmo, muito estaveis, com indice de estabilidade maior que 0,8 (Tabela 8).

Para as emulsbes produzidas com saponina foram observados perfis de transmissao
bastante irregulares e com flutuacdes, ja@ com tendéncia mais horizontal nos altimos perfis, com
alta transmissdo e com a fase oleosa menos espessa, na parte superior da cubeta (Figura 12).
Esses tipos de perfis demonstram baixa estabilidade das emulsdes (Dammak; Sobral, 2021,
Tessaro et al.,, 2022) e podem ser observados nos baixos valores obtidos de indice de
estabilidade, menores do que 0,5 (Tabela 9). Esses resultados indicam gque a saponina, apesar
de ser um bom emulsificante para producédo de emulsdes (Figura 10), ela ndo é necessariamente
estabilizante (Tabela 9).
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Figura 11 — Perfis de transmissdo das emulsdes produzidas pelo planejamento experimental
com emulsificante Tween 80 dos ensaios de 1 a 12 e do ponto central (PC). Fotografias das
respectivas emulsdes dentro das cubetas estdo em encarte em cada figura.

Fonte: Propria autoria.
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Figura 12 — Perfis de transmissdo das emulsdes produzidas pelo planejamento experimental
com emulsificante saponina dos ensaios de 1 a 12 e do ponto central (PC). Fotografias das
respectivas emulsGes dentro das cubetas estdo em encarte em cada figura.

Fonte: Propria autoria.
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A tabela dos coeficientes de regressdo e os resultados da analise estatistica (ANOVA)
para a variavel resposta indice de estabilidade para os emulsificantes utilizados sdo apresentadas
na Tabela 10 e Tabela 11, respectivamente.

Tabela 10 — Tabela dos coeficientes de regressao para a variavel resposta indice de estabilidade
para o planejamento experimental com emulsificante Tween 80 e saponina.

Tween 80 Saponina
Fator Coeficientes de Coeficientes de

regressao p-valor regressao p-valor

Média 0,89 0,0000 0,26 0,00000
X1 0,20 0,0001 0,01 0,66402
X2 -0,24 0,0002 -0,00 0,92230
X2 -0,03 0,2486 0,00 0,96997
X2? -0,04 0,2914 -0,00 0,87477
X3 0,03 0,3458 0,05 0,00410
X3 -0,03 0,4285 -0,01 0,63841
X1* X2 0,08 0,0650 -0,02 0,32153
X1* X3 0,06 0,1209 0,03 0,10537
Xo* X3 0,02 0,5900 -0,01 0,38493

Fonte: Propria autoria.

Tabela 11 — Analise de variancia da regressao para a variavel resposta indice de estabilidade
para o planejamento experimental com emulsificantes Tween 80 e saponina.

Emulsificante Fator SQ g.l QM F p
Regresséo 0,5616 2 0,2808 40,28 0,0000
Residuo 0,0976 14 0,0070
Tween 80
Total 0,6592 16
R2 0,85
Regressédo 0,0186 1 0,018 20,29 0,0004
) Residuo 0,0138 15  0,0009
Saponina
Total 0,0324 16
R2 0,57

SQ = Soma de quadrados; g.I. = graus de liberdade; QM= quadrado médio; F = F calculado; p = p-valor; R? =
coeficiente de determinagdo. Fonte: Prépria autoria.

Analisando-se os coeficientes de regressdo para os resultados da emulsdo com o Tween

80 (Tabela 10), pode-se observar que os fatores significativos (p < 0,05) foram apenas



74

concentracdo de emulsificante linear (X1) e quadratica (X1%). A concentracdo do PGPR e 0
namero de ciclos ndo influenciaram na estabilidade das emulsdes O/A encapsulando PVBT. J&
para os resultados de emulsdes produzidas usando-se o emulsificante saponina, o Unico fator
significativo foi o nimero de ciclos linear (X3), ndo se observando efeito da concentragdo do
emulsificante e do PGPR (Tabela 10). Assim, as equag¢des em termos codificados para ambos
emulsificantes, utilizando-se somente os termos significativos para o indice de estabilidade (E),

foram as seguintes:

ETweenSO = 0,89 + 0,20X1 - 0,24‘X12 (10)

Esaponina = 0,26 + 0,05X3 (11)

Os resultados da ANOVA para a regressdo (Tabela 11) mostraram que a regressao
apresentada acima foi significativa (p < 0,05). Apesar da regressao ter sido significativa, 0s
valores do coeficiente de determinacgéo (R?), foram considerados baixos, sendo de 0,85 para o
Tween 80 e ainda mais baixo para a saponina (0,57).

O gréafico construido com a equacdo 10 foi apresentado para ilustrar o efeito das
variaveis independentes sobre o indice de estabilidade das emulsGes produzidas com Tween 80
(Figura 13). Nesse caso, foi possivel observar que a estabilidade apresentou um maximo em

torno de uma concentracao de Tween 80 de 1,35% m/m da emulsdo (Figura 13).

Figura 13 — Indice de estabilidade em funcio da concentracio de Tween 80 (Xy).

Fonte: Propria autoria.
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Para o emulsificante saponina, a Equacdo 11 permitiu a construcdo de um gréafico do
indice de estabilidade em funcdo do nimero de ciclos (Figura 14). Evidentemente, pode-se
observar que o indice de estabilidade aumenta linearmente com o aumento do nimero de ciclos

(Figura 14), ndo sendo, portanto, possivel, a obten¢do de um étimo.

Figura 14 — indice de estabilidade em funcéo do nimero de ciclos (Xs) para as emulsdes
produzidas com saponina.

Fonte: Propria autoria.

5.3.2 Diametro médio de gota

De modo geral, espera-se produzir emulsdes com tamanho de gotas menores possiveis
uma vez que a estabilidade é, de modo geral, inversamente proporcional a esse parametro
(McClements, 2004a). As emulsdes produzidas com Tween 80 apresentaram distribuicdo de
tamanho entre 0,5 e 10 um, com excecéo das amostras 1 e 5, que apresentaram uma distribuicao
bimodal e apresentaram distribuicdo de tamanho entre 0,5 e 30 um (Figura 15). Dessa forma,
essas duas emulsbes apresentaram os maiores diametros médios de gota, 4,82 e 5,94 um,
respectivamente, ficando o restante entre 1 e 2 um (Tabela 8).

Os menores valores de diametros médio de gota foram encontrados para 0s ensaios 12
e 0s ensaios do ponto central, préximos a 1,10 um, os quais apresentaram uma distribuicédo
monomodal e deslocada para valores mais baixos de diametro médio (Figura 15). O ensaio 12
foi 0o que apresentou o maior indice de estabilidade, 0,926, seguidos do ponto central com,

aproximadamente, 0,890 (Tabela 8).
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Figura 15 — Distribuicéo de tamanho de gota das emulsdes produzidas com Tween 80
encapsulando propolis vermelha bruta triturada nos ensaios de 1 a 12 e do ponto central (PC)
do planejamento experimental.

Fonte: Propria autoria.

As distribuicGes de tamanho de gota para o planejamento experimental utilizando o
emulsificante saponina foram monomodais variando, de modo geral, entre 0,6 e 6 um (Figura
16). Os diametros médios de gota apresentaram pouca variacdo em fungédo dos tratamentos,
permanecendo entre 1,82 (ensaios 10 e 12) e 2,16 um (ensaio 3) (Tabela 9), ou seja, uma

diferenca de apenas 0,34 pm.

Figura 16 — Distribuicdo de tamanho de gota das emulsdes produzidas com saponina
encapsulando propolis vermelha bruta triturada nos ensaios de 1 a 12 e do ponto central (PC)
do planejamento experimental.

Fonte: Propria autoria.
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As diferencas observadas nas distribuigdes de tamanho de gota podem ser comprovadas

pela andlise estatistica da tabela de coeficientes de regressdo (Tabela 12) e com a analise de

variancia (Tabela 13).

Tabela 12 — Tabela dos coeficientes de regressdo para a variavel resposta diametro médio de
gota para o planejamento experimental com emulsificante Tween 80 e saponina.

Tween 80 Saponina
Fator Coeficientes de . x

regressio p-valor Coeficientes de regresséo  p-valor

Média 1,27 0,0007 1,86 0,0000
X1 -1,12 0,0001 -0,07 0,0059
X1 1,34 0,0004 0,11 0,0036
X2 -0,30 0,0864 -0,02 0,4361
X2? 0,03 0,8695 0,04 0,1594
X3 -0,56 0,0072 0,01 0,7310
X3? 0,38 0,1049 -0,02 0,4438
X1* X2 0,86 0,0046 -0,04 0,1937
X1* X3 1,08 0,0013 -0,02 0,4200
Xo* X3 -0,10 0,6392 -0,03 0,2887

Fonte: Propria autoria.

Tabela 13 — Analise de variancia da regressao para a variavel resposta diametro médio de gota

para o planejamento experimental com emulsificantes Tween 80 e saponina.

Emulsificante Fator SQ g.l QM F p
Regresséo 27,6181 5 55236 23,52 0,0000
Residuo 2,5837 11 0,2349
Tween 80
Total 30,2018 16
R2 0,91
Regressédo 0,0977 2 0,0488 15,98 0,0002
) Residuo 0,0428 14 0,0031
Saponina
Total 0,1404 16
R2 0,69

SQ = Soma de quadrados; g.I. = graus de liberdade; QM= quadrado médio; F = F calculado; p = p-valor; R? =
coeficiente de determinagdo. Fonte: Prépria autoria.
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Para o emulsificante Tween 80, os fatores que foram significativos (p<0,05) e
apresentaram influéncia no didmetro médio de gota das emulsdes foram a concentracdo do
emulsificante, tanto o efeito linear (X1) quanto o quadratico (X12), o niimero de ciclos linear
(X3) e as interacdes entre a concentracdo de emulsificante e a de PGPR (X1X2) e entre a
concentracdo do Tween 80 e 0 nimero de ciclos (X1X3) (Tabela 12). Para a saponina, os efeitos
foram a concentracdo da saponina, tanto linear (X1) quanto quadratica (X12) (p<0,05) (Tabela
12). Assim, as equagdes reduzidas, em termos codificados, que descreve o didmetro medio estéo
apresentadas a seguir (Equacgéo 12 e 13).

D = 1,27 — 1,12X; + 1,34X% — 0,56X; + 0,86X, X, + 1,08X, X, (12)

MTween80

D =1,86 — 0,07X, + 0,11X2 (13)

Msaponina

A ANOVA mostrou que a regressao foi significativa tanto para o Tween 80 quanto para
saponina (Tabela 13). O coeficiente de determinacéo para o Tween 80 foi de 0,91, mostrando
uma boa adequacdo do modelo. Entretanto, para a saponina, o valor de R? foi de 0,69, valor
considerado baixo, embora significativo.

Com os parametros significativos, pode-se elaborar as superficies de resposta que
ilustram o efeito das variaveis independentes sobre o didmetro médio de gota (Figura 17 e 18).
As superficies para o Tween 80 demonstraram os efeitos da concentracdo de Tween 80 (X1),
do numero de ciclos (X3) e das interagdes (X1 X2 e X1X3) (Figura 17).

Para a saponina, observou-se o efeito da concentracdo deste emulsificante, com uma
tendéncia a diminuir o diametro médio com o aumento da concentracdo até um ponto 6timo,
seguido de novo aumento, independentemente do nimero de ciclos e da concentracdo de PGPR
(Figura 18), fatores ndo significativos (Tabela 12). Tanto para o Tween 80 (Figura 17a) quanto
para a saponina (Figura 18) foi possivel observar que ha uma diminui¢do no diametro médio de
gota até um valor minimo com o aumento da concentracdo do emulsificante até uma
concentracdo limite, passando a aumentar apOs esta. Em baixas concentracfes, ndo ha
emulsificantes suficiente para cobrir a superficie das gotas de 6leo durante a homogeneizacao,
fazendo com que possa haver a colisdo e, consequentemente, a formacdo de gotas maiores
(Jafari et al., 2008; Yang et al., 2013).
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Figura 17 — Superficies de resposta para o didmetro médio de gota (Dm) em funcéo da
concentracdo de Tween 80 (X1) e de PGPR (X2) (a), da concentracdo de Tween 80 (X1) e do
namero de ciclos (X3) (b) e do nimero de ciclos (X3) e da concentracdo de PGPR (X>) (c).

Fonte: Propria autoria.
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Com o aumento da concentracdo do emulsificante ha uma quantidade suficiente de
moléculas emulsificantes para proteger as gotas de éleo, gerando forcgas repulsivas entre estas
(Jafari et al., 2008; Yang et al., 2013). No entanto, quando a concentragdo excede este limite,
comega a haver um excesso de moléculas emulsificantes na fase continua, sem estarem
presentes na interface 6leo-agua, o que faz com que haja um aumento da forca atrativa entre as
gotas de Oleo até que supere as forcas repulsivas e, consequentemente, ocorra a floculagdo das
gotas de 6leo (McClements, 2004a).

Figura 18 — Diametro médio de gota (Dm) em funcdo da concentracdo de saponina (X1).

Fonte: Propria autoria.

5.3.3 Indice span

A dispersdo do tamanho das particulas em sistemas dispersos esta associada a qualidade
da mesma. Em principio, sistemas com ampla dispersdo devera ter menos estabilidade. De
modo geral, os valores de span das emulsées com Tween 80 e com saponina permaneceram
proximos da unidade, com excec¢do dos ensaios 1, 4 e 5 (5,79, 2,08 e 2,35, respectivamente) das
emulsdes com Tween80 (Tabela 8). A distribuicdo bimodal, observada nas emulsdes com
Tween 80 (ensaios 1 e 5), pode ocorrer quando ndo ha emulsificante suficiente para estabilizar
todas as gotas de 6leo formadas na emulsdo (McClements, 2004a).

A analise estatistica dos resultados de span (Tabela 14 e 15) mostrou que os fatores que

apresentaram efeito nesta variavel resposta para o Tween 80 foi a concentracdo do
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emulsificante, efeito linear (X1) e quadratico (X:12), e a interagdo entre a concentracdo do

emulsificante e a concentracdo de PGPR (X1X>) (Tabela 14).

Tabela 14 — Tabela dos coeficientes de regressdo para a variavel resposta span para o
planejamento experimental com emulsificante Tween 80 e saponina.

Tween 80 Saponina
Fator Coeficientes de . x

regressio p-valor Coeficientes de regresséo  p-valor

Média 1,12 0,0044 1,25 0,0000
X1 -0,73 0,0066 0,00 0,7903
X2 0,99 0,0073 0,03 0,1605
X2 -0,42 0,0654 -0,01 0,4322
X2? 0,49 0,1063 0,03 0,2173
X3 -0,02 0,9347 0,02 0,2223
X3 -0,20 0,4644 -0,02 0,3742
X1* X2 1,46 0,0010 -0,03 0,1632
X1* X3 0,19 0,5160 -0,02 0,3634
Xo* X3 0,08 0,7692 -0,02 0,4956

Fonte: Propria autoria.

Tabela 15 — Andlise de variancia da regressdo para a variavel resposta span para 0
planejamento experimental com emulsificantes Tween 80 e saponina.

Emulsificante Fator SQ g.l QM F p
Regresséo 17,055 3 5,685 15,56  0,0001
Residuo 4,749 13 0,365
Tween 80
Total 21,803 16
R2 0,78
Regressédo 0,0214 9 0,0024 1,290 0,3766
) Residuo 0,012874 7 0,001839
Saponina
Total 0,034234 16
R2 0,69

SQ = Soma de quadrados; g.I. = graus de liberdade; QM= quadrado médio; F = F calculado; p = p-valor; R? =
coeficiente de determinagdo. Fonte: Prépria autoria.



82

Para o emulsificante saponina, ndo houve efeito significativo em nenhum dos
parametros avaliados (Tabela 14), o qual se manteve praticamente constante (span médio =
1,27 £ 0,05 um) em todos os ensaios (Figura 16 e Tabela 9).

Para os resultados das emulsdes com Tween 80, a equacao 14 pode ser obtida em termos
codificados.

PDIrpeenso = 1,12 — 0,73X; + 1,00X? + 1,46X, X, (14)

A regressao para o emulsificante Tween 80 foi significativa (p<0,05) de acordo com a
ANOVA (Tabela 15), porém, com um baixo coeficiente de determinacdo (R? = 0,78). Para a
saponina a regressao ndo foi significativa (p > 0,05), ja que o span foi constante independente
dos fatores analisados. As superficies de resposta para a variavel resposta span, apenas para o

planejamento com Tween 80, esta apresentada na Figura 19.

5.3.4 Parametros de producéo das melhores emulsbes

Em fungdo dos resultados discutidos acima, escolheu-se como melhores parametros
aqueles que podem proporcionar a producdo de emulsées com o maior indice de estabilidade,
o menor didmetro médio de gota e 0 menor valor de span. Assim, as melhores condicGes

selecionadas dos parametros de producéo das emulsGes estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16 — Melhores condicGes para producdo de emulsdes encapsulando prépolis vermelha
bruta triturada utilizando os emulsificantes Tween 80 e saponina.

X1 X2 X3
Emulsificante Real Real
Cod. (% m/m) Cod. (% m/m) Cod. Real
Tween 80 0,5 1,35 0 0,2 0 6
Saponina 0 1 0 0,2 0 6

Cod. = variavel codificada; X1 = concentracdo de emulsificante; X, = concentracdo de PGPR; X3 = nimero de
ciclos. Fonte: Prépria autoria.
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Figura 19 — Superficies de resposta para o span em funcéo da concentracdo de Tween 80 (X1)
e de PGPR (X2 (a) e da concentracdo de Tween 80 (X1) e do nimero de ciclos (X3) (b).

Fonte: Propria autoria.

Para o Tween 80, a concentracdo de emulsificante foi um fator significativo para as trés
variaveis resposta, enquanto que o nimero de ciclos afetou somente o didmetro médio. Assim,
a concentracdo de Tween 80 que gerou o ponto maximo do grafico de indice de estabilidade foi
para o valor codificado proximo de 0,5 (Figura 13), sendo a concentracdo que também gerou
0s pontos minimos nas curvas de diametro médio (Figura 17) e span (Figura 19). Como a
concentracdo de PGPR foi ndo significativa, escolheu-se trabalhar no ponto central e para o

namero de ciclos, que foi significativa apenas para o diametro médio, apresentou pouco impacto
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da diminuicdo do diametro médio de gota, optando-se por trabalhar também no ponto central
(Tabela 16).

Para a saponina, ndo foi possivel obter um valor méximo na superficie de resposta do
indice de estabilidade, sendo o fator significativo apenas o nimero de ciclos. Porém, o aumento
do nimero de ciclos causou um pequeno incremento na estabilidade. Para o diametro médio, a
concentracdo do emulsificante foi significativa, porém, os valores minimos desta variavel
resposta estdo proximos do ponto central. Para o span, nenhuma variavel foi significativa e a
concentracdo de PGPR ndo foi significativa para nenhuma das variaveis resposta. Assim, optou-
se pelas condigdes selecionadas no ponto central do planejamento (Tabela 16).

Apobs a selecdo dos parametros de processo, as emulsGes foram preparadas nessas
condigdes, em triplicata, e caracterizadas quanto ao indice de estabilidade, diametro medio de
gota e span. Os resultados obtidos experimentalmente para cada resposta serdo apresentados na
secdo 5.5.1e5.5.2.

5.4 EMULSOES PRODUZIDAS COM CASEINATO DE SODIO

As emulsbes produzidas com caseinato de sodio como emulsificante se apresentaram
visualmente homogéneas, com bom aspecto geral (Figura 20), sugerindo que o caseinato de
sodio apresentou boa propriedade formadora de emulsdo. Além disso, pode-se verificar uma
que a coloracdo das emulsdes foi alterada em funcdo do aumento da concentracdo de caseinato

de sdédio, tornando-se mais clara.

Figura 20 — Emulsdes encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzidas com
emulsificante caseinato de sédio em concentracées de (1) 0,2% m/m; (2) 0,6% m/m; (3) 1,0%
m/me (4) 1,4% m/m.

Fonte: Propria autoria.
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5.4.1 Estabilidade fisica

O indice de estabilidade da emulsdo aumentou (p < 0,05) em fungdo da concentracao de
caseinato de sodio entre 0,2 e 1%, diminuindo em seguida (Tabela 17). O valor maximo atingido
foi 0,438 * 0,014 para a concentracdo de 1,0% m/m. O mesmo comportamento foi observado
nas emulsdes com Tween 80 (Figura 13), com um aumento no indice de estabilidade com o
aumento da concentracdo até uma determinada concentracdo de emulsificante, seguido de um
decaimento apds esta. O excesso de emulsificante ndo adsorvido na interface 6leo-agua pode
ocasionar um aumento na forca atrativa entre as gotas de 6leo, superando as repulsivas, podendo
desestabilizar a emulsdo pela coalescéncia das gotas de éleo, como explicado anteriormente
(McClements, 2004a).

Tabela 17 — Indice de estabilidade das emulsbes encapsulando propolis vermelha bruta
triturada produzidas com emulsificante caseinato de soédio em diferentes concentragoes.

Concentracao de caseinato de sédio
(%om/m emulséo)

indice de estabilidade

0,2 0,256 + 0,015°
0,6 0,363 + 0,002°
1,0 0,438 + 0,014%
1,4 0,383 + 0,032°

Fonte: Propria autoria.

Os perfis de transmissdo de luz através das emulsdes se iniciaram proximos do eixo x e
foram se distanciando do longo do tempo (Figura 21). Em todas as emuls@es, ao final da analise,
foi possivel observar uma alta transmissdo na parte inferior (130 mm) da cubeta e uma baixa
transmissdo no topo da cubeta (108 mm), o que indica um processo de separacdo de fases por
cremeacdo (creaming) (Dammak; Sobral, 2018b, 2021), o que indica que a fase 6leo (mais
opaca) migrou para o topo e a fase dgua (mais translucida), para a base.

O perfil de transmissdo da emulsdo com 1% m/m de caseinato de sddio se mostrou mais
inclinado, no tempo final, além de apresentar valores mais baixos de transmissdo que as demais
emulsdes no perfil final. Por outro lado, as outras emulsdes apresentaram perfis mais horizontal
ao longo do tempo e maiores valores de transmissdo nos tempos finais das analises,
comportamento esse mais pronunciado na emulsdo com 0,2% de caseinato de sédio. Um perfil
mais horizontal e com menor espessura da fase oleosa na parte superior da cubeta indica uma

maior separacdo de fases e uma menor estabilidade (Tessaro et al., 2022). Estes perfis mais
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horizontais podem estar relacionados ao processo de cremeacéo de sistema com distribuicdo de

tamanho de gotas com baixa dispersdo (Dammak; Sobral, 2021).

Figura 21 — Perfis de transmissdo para as emulsdes produzidas com caseinato de sddio nas
concentragdes de (1) 0,2% m/m; (2) 0,6% m/m; (3) 1,0% m/m e (4) 1,4% m/m. Fotografias
das respectivas emulsdes dentro das cubetas estdo em encarte em cada figura.

Fonte: Propria autoria.

Apesar da obtencdo de uma emulsdo com o maior indice de estabilidade (1,0% m/m de
caseinato de sddio) seu valor ainda é baixo (0,438), sendo menor do 0,5. Dammak e Sobral
(2018b) encontraram a maior taxa de cremeacdo (creaming) em emulsées O/A carregadas de
hesperidina produzidas com emulsificante caseinato de sodio, quando comparado a outros
biopolimeros como emulsificantes. Alizadeh et al. (2019) observaram uma menor estabilidade
em emulsbes produzidas somente com caseinato de sodio quando comparadas com emulsdes
adicionadas com HPMC ou a mistura dos dois emulsificantes. Este comportamento pode ser
atribuido a natureza das proteinas utilizadas como emulsificantes, as quais apresentam a
capacidade de adsorver nas interfaces 6leo-agua e formar uma membrana viscoelastica quando
se encontram proximas de seus pontos isoelétricos (pH~4,8). Entretanto, podem ndo formar
emulsBes estaveis por causa da repulsdo eletrostatica entre as gotas de éleo ndo ser suficiente
para evitar a agregacao das gotas (McClements, 2004b). Além disso, emulsBes estabilizadas
por proteinas tendem a serem mais sensiveis a condigdes como pH, forca ibnica, temperatura,
dentre outras (McClements, 2004b). Outro fator contribuinte para a baixa estabilidade seria o
fato de que as proteinas podem se desdobrar durante a homogeneizacao quando o cisalhamento
excede um valor critico, causando a exposi¢do de grupos apolares e sulfidrilas. Estes grupos

podem aumentar a atragéo entre as gotas, causando agregacgéo destas (McClements, 2004b).
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5.4.2 Diémetro médio de gota, distribuicdo de tamanho de gota e span

A distribuicdo do tamanho de gota das emulsdes produzidas com caseinato de sodio
mostra que, com uma concentracdo de 0,2% m/m do emulsificante, a distribuicdo foi
multimodal (Figura 22). Distribuigdes multimodais podem estar relacionadas a uma quantidade
ndo suficiente de emulsificante no meio capaz de estabilizar todas as gotas formadas no
processo de formagéo da emulsédo (McClements, 2004a). Esta concentracdo foi a que a gerou a
menor estabilidade fisica entre as emulsdes testadas (Tabela 17). As demais emulsdes
apresentaram distribuicdo monomodal (Figura 22).

Figura 22 — Distribuicdo de tamanho de gota das emulsdes encapsulando prépolis vermelha
bruta triturada produzidas com caseinato de sodio em diferentes concentragoes.

Fonte: Propria autoria.

Quanto ao diametro médio de gota, observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre as emulsdes com concentracfes de 0,6, 1,0, e 1,4 % m/m, que permaneceu em torno de
2,3 um, menor que aquele da emulsdo com 0,2% de caseinato de sodio (Tabela 18). Esse mesmo
comportamento foi observado para o span, cujos valores permaneceram em torno de 1,45, valor
abaixo do da emulsdo com 0,2% de caseinato de sodio (Tabela 18). Dammak e Sobral (2018b)
observaram um diametro de médio de gota de 5,2 um em emulsdes O/A carregadas de
hesperidina produzidas com caseinato de sodio como emulsificante, além de uma distribuicéo

polidispersa.
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Tabela 18 — Diametro médio de gota (Dm) e span das emulsdes encapsulando propolis vermelha
bruta triturada produzidas com caseinato de sédio.

Dm

Concentracdo de caseinato de sodio Span
(%om/m emulséo) (um)
0,2 8,50 £ 1,24? 3,04 £0,17°
0,6 2,51 +0,18° 1,49 + 0,34
1,0 2,23 £0,22° 1,44 + 0,34
1,4 2,17 +0,09° 1,43 £0,01°

Fonte: Propria autoria.

5.5 CARACTERIZACAO DAS EMULSOES SELECIONADAS

Apresentam-se a seguir a discussdo de resultados das caracterizacfes das emulsdes
produzidas com Tween 80 e saponina selecionadas na se¢do 5.3, e com caseinato de sédio

selecionada na segéo 5.4.

5.5.1 Estabilidade fisica

As emulsbes produzidas com Tween 80 (T) e saponina (S) selecionadas pelos
planejamentos experimentais foram caracterizadas quanto a seu indice de estabilidade e
comparadas com os valores previstos obtidos pelas equacdes 10, 11, 12, 13 e 14 (Tabela 19). E
possivel observar que os dados experimentais foram bem proximos daqueles calculados pelos
modelos obtidos (Tabela 19).

Os perfis de transmisséo das emulsdes 6timas produzidas com Tween 80 e saponina séo
apresentados na Figura 23 e para a emulsao produzida com caseinato de sédio (1% m/m) pode

ser observado na Figura 21, na se¢do anterior.

Tabela 19 — Valores previstos pelos modelos e experimentais das variaveis indice de
estabilidade, diametro médio de gota (Dm) e span de emulsées encapsulando propolis vermelha
bruta triturada produzidas com Tween 80 e saponina.

Variavel Tween 80 Saponina
resposta Previsto Exp. Erro (%) Previsto Exp. Erro (%)
Estabilidade 0,93 0,90 £ 0,05 3 0,26 0,27 £ 0,01 4
Dm (um) 1,05 1,03 £ 0,09 1 1,86 1,88 + 0,01 -1
Span 1,01 1,10+ 0,10 -10 1,25 1,26 £ 0,03 -1

Exp. = experimental. Fonte: Prdpria autoria.
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Figura 23 — Perfis de transmissdo das emulsdes encapsulando prépolis vermelha bruta
triturada selecionadas produzidas com Tween 80 (a) e saponina (b) e emulsdes nas cubetas
Tween 80 (c) e saponina (d) antes (1) e apds o ensaio (2).

Fonte: Propria autoria.

Sabe-se que as moléculas emulsificantes possuem um papel critico na estabilidade das
gotas de Oleo durante a formacdo de uma emulsdo (Dammak; Sobral, 2018b). O perfil de
transmiss@o mais irregular observado e com maior valor de transmitancia ao final da analise foi
o da emulsdo com o emulsificante saponina (Figura 23b), que apresentou o0 menor indice de
estabilidade (0,27 £ 0,08) (Tabela 19). O caseinato de sddio apresentou um perfil de transmissao
pouco mais regular (Figura 21), com uma estabilidade intermediaria (0,438 + 0,014) (Tabela
17). A emulsdo com Tween 80 apresentou um perfil bastante regular e com baixa transmitancia,
indicando uma baixa separacdo de fases e, consequentemente, uma alta estabilidade,
comprovada pelo seu alto indice de estabilidade (0,90 + 0,05) (Tabela 19).

Contrariamente, Weigel et al. (2018) observaram uma maior estabilidade fisica em
emulsBes O/A carregadas de luteina estabilizadas por saponina do que as estabilizadas por
Tween 80 e caseinato de sodio. Os autores atribuiram este comportamento ao fato de uma alta

repulsdo eletrostatica entre as gotas de Oleo cobertas pela saponina. Seibert et al. (2019)
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relataram uma boa estabilidade em nanoemulsfes contendo extrato de propolis verde

estabilizadas por Tween 80 e Span 80 em estabilidade acelerada.

5.5.2 Diametro médio de gota

A Figura 24 apresenta as micrografias obtidas por microscopia 6tica das emulsbes
6timas produzidas com os emulsificantes Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de sédio (C)
juntamente com a distribuicdo do tamanho de gota das emulsdes selecionadas. Comparando-se
as micrografias observou-se 0 aumento do tamanho de gota na ordem emulséo T, S e C (Figura
23), 0 que esta de acordo com os valores de didmetro médio obtidos para as emulsdes, sendo
de 1,03 £ 0,09 um, 1,88 £ 0,01 um (Tabela 19) e 2,23 + 0,22 um (Tabela 18), respectivamente.

A emulsdo T apresentou 0 menor didmetro médio de gota e o menor valor de span, o
que pode ser observado na micrografia (Figura 24a). A emulsdo S apresentou um tamanho de
gota maior e com maior valor de span, observada nos diferentes tamanhos de gota presentes na
micrografia (Figura 24b). Ja a emulsdo C apresentou os maiores tamanhos de gota e maior span
(Figura 24c). Emulsdes com tamanhos de gota menores apesentam uma menor velocidade de
separacdo de fases e, consequentemente, maior estabilidade (McClements, 2004a). A emulséo
T, com menor tamanho de gota, foi a que apresentou o maior indice de estabilidade (Tabela
19). Entretanto, a emulsdo S apresentou menor tamanho de gota do que a C, porém, foi mais
instavel. Isso mostra que a saponina pode nao ter sido capaz de cobrir toda a superficie das
gotas de dleo, podendo gerar floculacéo e, consequentemente, desestabilizacdo. Tal fato pode
ser observado nos perfis de transmissao da emulsdo S (Figura 23).

Weigel et al. (2018) comparou emulsées O/A carregadas de luteina estabilizadas por
caseinato de sodio, saponina e Tween 80 e observou o0 maior tamanho de gota para a emulsao
produzida com caseinato de sddio (ds2 = 0,60 um), seguido do Tween 80 (dz2 = 0,25 um) e da
saponina (ds2 = 0,22) um, sendo atribuido ao fato de que o caseinato de sddio ndo foi capaz de
cobrir toda a superficie das gotas de Oleo, causando agregacdo e floculagdo e,
consequentemente, maior diametro médio de gota. Zhu et al. (2019) observaram valores
proximos de diametro médio de gota em nanoemulsGes estabilizadas por saponina de Quillaja
e Tween 80, sendo estes valores 220 nm e 196 nm, respectivamente. Apesar de um maior
tamanho de gota, a saponina foi mais eficiente em evitar a agregacao das gotas durante 30 dias

de armazenamento.
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Figura 24 — Distribuicdo de tamanho de gota e micrografias Opticas das emulsdes
encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzidas com Tween 80 (a,b), saponina
(c,d) e caseinto de sddio (e,f).

Fonte: Propria autoria.

Monteil et al. (2022) obtiveram emulsdes carregadas de extrato de propolis estabilizadas
com goma ardbica com diametros médios entre 0,5 e 2 um. Seibert et al. (2019) produziram
nanoemulsBes contendo extrato de propolis verde estabilizadas por Tween 80 e Span 80 com

diametros médio de gota de, aproximadamente, 50 um e indice de polidispersdo de 0,3. Os



92

valores mais altos de didmetro de gota encontrados neste estudo podem estar relacionados a
presenca da propolis vermelha em sua forma bruta, a qual tem em sua composicao a presencga
de resinas e ceras (Anjum et al., 2019), as quais podem contribuir para 0 maior tamanho de
gotas das emulsBes. Alizadeh et al. (2019) observou um aumento no didmetro médio de gota
de emulsbes O/A estabilizadas pela combinacdo entre caseinato de sbédio e
hidroxipropilmetilcelulose adicionadas de cera de abelha, porém, a estabilidade das emuls6es
diminuiu. Tavernier et al. (2018) também observaram este mesmo comportamento em emulsdes

O/A estabilizadas por isolado proteico de soja adicionadas de cera de Candelila.

5.5.3 Parametros de cor

Todas as emulsdes se apresentaram homogéneas apos seu processamento (Figura 25).
Pode-se observar que houve uma sutil diferenca de coloracéo entre as emulsdes dependendo do

emulsificante empregado (Figura 25).

Figura 25 — Emulsdes encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzidas com os
emulsificantes Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de sddio (C).

Fonte: Propria autoria.

A luminosidade (L*), que varia de preto (0) ao branco (100), apresentou valores
variando de cerca de 60 (C) até cerca de 72 (T), indicado que a emulsdo T era mais clara,

seguida da emulsdo S (Tabela 20).
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Tabela 20 — Parametros de cor (L*, a*, b*), angulo Hue (H*) e croma (C*) das emulsdes
encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzidas com os emulsificantes Tween 80
(T), saponina (S) e caseinato de sodio (C).

Emulsdo L* a* b* H* Cc*
T 72,2 +0,7° 138+0,3°  29,3+0,1° 648+04> 324+03°
S 69,4 + 0,3 14,5+0,1° 350+0,2° 674+00° 38002
C 60,4 +0,3° 16,7+02*  312+00° 61,9+02° 354+0,1°

Fonte: Propria autoria.

Quanto ao parametro a*, o qual varia de verde (-) ao vermelho (+), os valores indicaram
que as emulsdes apresentaram uma coloragdo avermelhada (Tabela 20). A tonalidade
avermelhada foi mais intensa na emulséo C (16,7 +0,2), sequidada S (14,5+0,1)eda T (13,8
+0,3). Emrelacédo ao parametro b*, que varia do azul (-) ao amarelo (+), os resultados indicaram
uma colorag@o mais amarelada das emulsdes (Tabela 20). O maior parametro b* foi observado
para a emulsdo S (34,98 + 0,17) e diminuindo significativamente para as emulsbes C (31,2 +
0,0) e T (29,3 £ 0,1). A coloracdo vermelho-amarelada das emulsdes esta relacionada a cor da
PVBT (Sec¢do 5.1.1).

O angulo Hue apresentou valores proximos a coloracdo mais amarelada, confirmando a
coloracdo das emulsdes, sendo o0 maior angulo paraa emulséo S, diminuindo significativamente
para a emulsdo T e C (Tabela 20). O croma (C*) esta relacionado a saturacdo da cor, quanto
maior seu valor mais perceptivel sera ao olho humano. O valor calculado foi de 32,4 + 0,3 para
a emulsdo T, aumentando significativamente para 35,4 + 0,1 (C) e para 38,0 £ 0,2 (S). O uso
dos diferentes emulsificantes afetou significativamente nos parametros de cor das emulsdes
carregadas de PVBT.

554 pH

O pH da emulsdo C foi maior (6,0) que os das outras emulsdes (4,9), muito
provavelmente devido ao efeito tampéo das proteinas (Tabela 21). Tessaro (2021) observou um
aumento no pH de 5,1 em emuls6es A/O para 5,6 para emulsdes duplas A/O/A produzidas com

aemulsdo A/O anterior, e utilizando o caseinato de sddio como emulsificante na emulsdo dupla.
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Tabela 21 — pH das emulsdes encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzidas com
emulsificantes Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de sodio (C).

Emulsido pH
T 4,9+0,1°
S 4,8+0,1°
C 6,0 + 0,22

Fonte: Propria autoria.

Ebrahimi et al. (2013) encontraram um valor de pH variando entre 5,0 e 5,5 em
nanoemulsdes O/A carregadas com &cido fertlico produzidas com Tween 80 e lecitina de ovo.
Trabalhando com emulsdes O/A contendo extrato de propolis, Gongalves, Srebernich e Souza
(2011) observaram um pH de aproximadamente 5,1. Seibert et al. (2019) relataram um pH de

5,76 em nanoemulsdes de extrato de propolis verde estabilizadas por Tween 80 e Span 80.

5.5.5 Reologia

A emulsdo T apresentou um comportamento newtoniano, ou seja, um comportamento
linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento, entretanto, as emulsdes S e C
apresentaram uma tensdo limite de escoamento (yield stress), que corresponde a tenséo inicial
necessaria para se iniciar o escoamento da emulsdo, sendo este comportamento caracteristico
de plasticos de Bingham (Figura 26).

No geral, as emulsBes apresentaram um valor baixo de viscosidade, proximos a
viscosidade da agua (~1 mPa.s a 25°C). A emulsdo ligeiramente mais viscosa foi a C, que

também apresentou o maior valor de tensdo limite de escoamento (Tabela 22).

Tabela 22 — Viscosidade (1) e tensdo limite de escoamento (to) das emulsdes encapsulando
propolis vermelha bruta triturada produzidas com Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de
sodio (C).

Emulséo 1 (mPa.s) 7o (MPa)
T 1,64 +0,06" (0
S 1,47 +0,02° 6,26 + 1,55
C 1,96 +0,02° 17,20 + 2,732

Fonte: Propria autoria.
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Figura 26 — Curva de fluxo para as emuls6es encapsulando prépolis vermelha bruta triturada
produzidas com Tween 80 (a), saponina (b) e caseinato de sddio (c).

Fonte: Propria autoria.
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5.5.6 Atividade antioxidante

A concentracdo de propolis vermelha, fonte dos componentes ativos responsaveis pela
atividade antioxidante das emulsdes, foi a mesma em todas as emulsbes (3,0 % m/m da
emulsdo) independente do emulsificante utilizado. Logo, era de se esperar valores proximos de

atividade antioxidante entre as emulsdes, o que foi observado no geral (Tabela 23).

Tabela 23 — Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos de ABTS™
(2,2’-azino-bis(3-etilbenzoatiazolin)-6-acido sulfonico) e FRAP (método de redugdo do ion
férrico) das emulsbes (E) encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzidas com
Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de sddio (C).

Compostos ABTS™ FRAP
E Fenolicos totais

(mg AGE/g) (mg TE/g) (mg TE/g) (mg FeSO./g)
T 16,3 + 0,42 39,3+2,8? 22.0+0,42 47,6 + 0,92
S 16,1 + 1,02 40,4 + 1,42 18,0 +1,0° 40,0 + 2,5°
C 15,0 + 1,12 39,2 +2,02 17,7 +0,9° 37,0+ 1,20

AGE = &cido galico equivalente; TE = Trolox equivalente. Fonte: Propria autoria.

O teor de compostos fenolicos totais ficou préximo (p > 0,05) de 16 mg de AGE/g de
emulsdo para as trés emulsbes (Tabela 23). Trabalhando com extrato etandlico de propolis
vermelha, Righi et al. (2011) determinaram 416,31 mg de acido p-cumarico/g de extrato e
Hatano et al. (2012) observaram um valor de 433,8 mg AGE/g de extrato, que, comparando-se
a concentracgdo utilizada nas emulsdes de 3% de PVBT, correspondem a 12,5 e 13 mg AGE/g
de emulsdo, respectivamente (Tabela 23).

A composicdo da propolis vermelha, com compostos fendlicos, flavonoides,
isoflavonoides e chalconas, é a responsavel pela sua atividade antioxidante (Righi et al., 2011;
Rufatto et al., 2017). As atividades antioxidantes das emulsGes, determinadas com método
ABTS, ficaram em (p > 0,05) torno de 39,6 mg TE/g de emulsdo (Tabela 23), mas variaram (p
<0,05) de 17,7 (C) a 22,0 (T) mg de TE/g de emulsao ou de 37,0 (C) a 47,6 (T) mg de FeSO./g
para 0 método FRAP (Tabela 23).

Hatano et al. (2012) observaram uma porcentagem de 90,9% de capacidade de reduc¢éo
do radical ABTS™ e 89,2 mg/mL de extrato etandlico de prépolis vermelha pelo método FRAP.
Ja Machado et al. (2016) observaram uma variacdo de 82% a 98% de capacidade de reducéo
do radical ABTS™ e Reyes, Landgraf e Sobral (2021) um valor de 50%. Entretanto, ndo se

encontrou dados com emuls6es encapsulando extrato de propolis.
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5.5.7 Atividade antimicrobiana

Os resultados das andlises da atividade antimicrobiana, realizadas por teste de difusdo
em disco, permitiram observar que houve efeito antimicrobiano contra as bactérias Gram (+),

L. monocytogenes (Figura 27d) e S. aureus (Figura 27c¢).

Figura 27 — Atividade antimicrobiana por teste de difusdo em disco das emulsdes
encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzidas com Tween 80 (T), saponina (S) e
caseinato de sddio (C), controle positivo (+) e negativo (-) para as bactérias E. coli (a),
Salmonella (b), S. aureus (c) e L. monocytogenes (d).

Fonte: Propria autoria.

Esses resultados (Figura 27) estdo de acordo com a literatura, pois observa-se que a
propolis tem se mostrado mais efetiva contra bactérias Gram-positivas e com efeitos limitados
contra bactérias Gram-negativas (Anjum et al., 2019; Seibert et al., 2019). Esse mesmo
comportamento foi observado por Reyes, Landgraf e Sobral (2021), que trabalhando com teste
de difusdo em disco com extrato etandlico de propolis vermelha, observaram halos de inibig&o

para S. aureus e L. monocytogenes.



98

Vérios estudos tém demonstrado o efeito da prépolis vermelha contra a bactéria S.
aureus (Bispo Janior et al., 2012; Cabral et al., 2009; Oldoni et al., 2011; Rufatto et al., 2018).
Contrariamente a este estudo, alguns autores ja relataram a atividade antimicrobiana para as
bactérias E. coli (Regueira Neto et al., 2017; Righi et al., 2011) e Salmonella sp. (Righi et al.,
2011). A atividade antimicrobiana da propolis esta relacionada a sua composicdo a qual
apresenta uma alta quantidade de compostos fendlicos (Cabral et al., 2009; Regueira Neto et
al., 2017). No entanto, sua atividade antimicrobiana pode variar de acordo com a origem da
prépolis (Lopez et al., 2015).

Analisando-se os resultados das medidas dos halos de inibigcdo, observou-se que nao
houve diferenga significativa entre as emulsfes para nenhumas das bactérias Gram-positivas
(Tabela 24).

Tabela 24 — Halo de inibicdo do controle positivo (cloranfenicol) e das emulsdes encapsulando
propolis vermelha bruta triturada produzidas com Tween 80 (T), saponina (S) e caseinato de
sodio (C).

Halo de inibicdo (cm)

Bacterias Cloranfenicol T S C
E. coli (-) 0 0 0
Sammonella sp. (-) 0 0 0
3,1+£0,12
S. aureus (+) 07+0,1° 09+02°> 09+0,1°
L. monocytogenes (+) 08+02°> 08+02°> 09+0,1°

Fonte: Propria autoria.

5.6 CARACTERIZACAO DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA

Foram caracterizados filmes a base de gelatina incorporados com as emulsdes
selecionadas encapsulando PVBT produzidas com Tween80 (GT), saponina (GS) e caseinato
de sodio (GC) e filmes de gelatina sem emulsdo (G), como controle. Visualmente, os filmes a
base de gelatina adicionados de emulsdes apresentaram-se homogéneos, transparentes e com
coloracdo similar a das respectivas emulsdes, diferentemente do filme controle, que foi incolor
(Figura 28). Apesar da presenca de gotas dispersas na matriz de gelatina, os filmes incorporados

com as emulsdes apresentaram alta translucidez.
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Figura 28 — Filmes ativos a base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo
encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina
(GS) e caseinato de sédio (GC).

Fonte: Propria autoria

5.6.1 Espessura

N&o se observou diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores de espessura dos
filmes, que permaneceu em torno de 0,092 mm (Tabela 25). Esses resultados demonstram que
o controle de massa de FFF no suporte foi efetivo no controle da espessura para todos os filmes
ativos. Isso € importante por que a espessura pode influenciar as propriedades fisicas do

material, mascarando o efeito dos tratamentos estudados (Tessaro et al., 2021).
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Tabela 25 — Espessura e umidade de filmes ativos a base de gelatina controle (G) e
incorporados de emuls&o encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween
80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sodio (GC).

Tratamento Espessura Umidade
(mm) (%)
G 0,092 + 0,006% 13,8 £ 0,4°
GT 0,093 + 0,005 14,5 +0,32°
GS 0,094 + 0,002% 14,8 + 0,52
GC 0,089 + 0,003% 12,8 +0,1°

Fonte: Propria autoria.

5.6.2 Umidade

A umidade do material pode influenciar algumas propriedades fisicas, sobretudo aquelas
dependentes da mobilidade molecular do biopolimero (Sobral et al., 2001). Os filmes GT e GS
apresentaram os maiores valores de umidade (14,7%), seguidos de perto por G (13,8%) e GC,
com valores menores (12,8%) (Tabela 25). Essa variacdo pode ser considerada como pequena,
ndo sendo suficiente para justificar possiveis diferencas encontradas nas propriedades (Pérez-
Cordoba; Sobral, 2017).

Tessaro et al. (2021) ndo observou efeito da adi¢do de emulsdo dupla A/O/A em filmes
a base de gelatina. Ji et al. (2021) observaram uma queda na umidade dos filmes de gelatina de
peixe quando adicionados de nanoemulsdes. Ja Pérez-Cordoba e Sobral (2017) observaram uma
queda na umidade de filmes de gelatina quando adicionado de compostos ativos emulsificados,
porém, a diferenca ndo era suficiente para justificar eventuais efeitos nas propriedades dos

filmes.

5.6.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O filme controle (G) apresentou uma superficie homogénea e lisa (Figura 29). E, os
filmes incorporados de emulsdes apresentaram uma superficie mais irregular, muito
possivelmente pelo arraste de gotas de éleo pelo vapor de dgua durante a secagem.

Na superficie dos filmes incorporados de emulsdo é possivel observar algumas
estruturas presentes (Figura 29). Aparentemente, essas estruturas tendem a aumentar de
tamanho na ordem GT, GS e GC, corroborando com o tamanho de gotas das emulsdes

apresentados na se¢do 5.5.2.
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Figura 29 — Micrografias da superficie (a, c, e, g) da se¢do transversal (b, d, f, h) de filmes a
base de gelatina controle (a,b) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis vermelha
bruta triturada produzida com Tween 80 (c,d), saponina (e,f) e caseinato de sodio (g,h).

Fonte: Prdpria autoria.
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Nas micrografias de secdo transversal, fica mais clara a presenca das emulsdes.
Enquanto o filme controle apresenta uma estrutura lisa e uniforme, a adicdo das emulsdes, nos
trés casos, causou uma estrutura porosa na microestrutura interna da matriz de gelatina (Figura
29), independentemente dos tipos de emulsificantes (T, S e C). A formacao de poros na matriz
biopolimérica pode ser explicada pela presenca das gotas de 6leo da emulsdo adicionada
(Bonilla et al., 2018).

De acordo com Atarés e Chiralt (2016), a microestrutura dos filmes com adi¢éo de 6leos
é influenciada pelo arranjo estrutural dos componentes na solucdo formadora de filme, além do
comportamento destes durante o processo de secagem, no qual pode ocorrer processos de
desestabilizacdo como floculacdo e coalescéncia. Tessaro et al. (2021) observaram uma
microestrutura interna porosa em filmes a base de gelatina contendo emulsdes duplas (A/O/A)
e migragdo de 6leo na superficie do filme. Ja Sun et al. (2021) relataram uma n&o alteragéo na
morfologia dos filmes de gelatina adicionados de nanoemulsdes O/A, porém apresentaram uma
estrutura de camadas internas. Ji et al. (2021) observaram uma superficie mais irregular de
filmes de gelatina adicionados de nanoemulsbes e algumas fraturas internas na matriz

biopolimérica.

5.6.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros obtidos por espectroscopia por transformada de Fourier para o filme
controle e filmes ativos estdo apresentados na Figura 30. O filme controle apresentou bandas
entre 3500 e 3000 cm™, que corresponde ao estiramento de ligagGes amida e hidroxila (-OH),
em 2935 cm? correspondente a ligagdes C—H, em 1631 cm™ correspondente ao grupo carbonila
(C=0), em 1546 cm™ correspondente a amida | (N-H), em 1237 cm™ correspondente a C—N
(Bonilla et al., 2018; Ji et al., 2021; Pérez-Cdrdoba; Sobral, 2017) e a banda em 1034 cm™ é
correspondente a interacdo entre o plastificante glicerol e as moléculas de gelatina por meio de
interacdes de hidrogénio (Bonilla et al., 2018; Ji et al., 2021).

Nos filmes adicionados de emulsdo GT, GS e GC houve 0 aparecimento de uma banda
fraca em 1743 cm* (Figura 30). Esta banda corresponde ao estiramento de grupos carbonila (C
= 0) de ésteres de acido graxo, que estdo presentes no 6leo de soja, e foi observado por outros
autores quando emulsdes foram incorporadas em filmes biopoliméricos (Pérez-Cordoba;
Sobral, 2017; Tessaro et al., 2021; Zhao et al., 2023). Comparando-se entre os emulsificantes,

ndo foi possivel observar uma alteragdo de comportamento nos espectros FTIR com a mudanca
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dos emulsificantes. Assim, pode-se sugerir que a incorporacdo das emulsdes nos filmes de

gelatina ndo implicou necessariamente em eventuais alteracfes quimicas do biopolimero.

Figura 30 — Espectros FTIR (infravermelho por transformada de Fourier) para os filmes a
base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis vermelha
bruta triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sodio (GC).

Fonte: Autoria propria.

5.6.5 Difracao de raios X (DRX)

Os difatrogramas de raios X dos filmes ativos e do controle mostraram um padrao
caracteristico de materiais parcialmente cristalinos (Figura 31). Dois picos bem definidos e
caracteristicos da gelatina, podem ser observados no difratograma, em 206 ~ 7°, o qual
corresponde a estrutura cristalina de tripla hélice da gelatina, e em 206 ~ 20°, que esta
relacionado a fase amorfa (Dammak et al., 2017b; Pereda et al., 2011). Esses picos tém sido
observados em filmes a base de gelatina (Alexandre et al., 2016; Dammak; Lourenc¢o; Sobral,
2019; Pérez-Cérdoba et al., 2018; Valencia et al., 2016).

No filme GC, foi observada a presencga de picos mais discretos em 20 ~ 14° e 20 = 17°,
que devem ser devidos a artefatos produzidos durante a analise. Quanto a intensidade dos picos,
foi observada uma ligeira diminuicéo da intensidade com a adicdo das emuls6es, sendo a maior
diminuicdo no filme GC, indicando uma diminuicdo na cristalinidade dos filmes (Figura 31).
Dammak, Lourenco e Sobral (2019) observaram uma diminui¢do na intensidade dos picos
caracteristicos de filmes a base de gelatina adicionados de emulsdo Pickering carregadas de

hesperidina. Ranjbaryan, Pourfathi e Almasi (2019) relataram uma leve diminuicédo na
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intensidade dos picos em filmes a base de caseinato de sodio adicionados de nanoemulsdo
contendo Oleo essencial de canela. A diminuicdo na intensidade destes picos pode estar
relacionada ao fato de a emulséo adicionada promover algumas interac6es intermoleculares que
sdo capazes de limitar os movimentos das moléculas de gelatina, o que restringe o processo de

recristalizagdo durante a secagem (Dammak; Lourengo; Sobral, 2019).

Figura 31 — Difratograma de raios X para os filmes a base de gelatina controle (G) e
incorporados de emulsdo encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzida com
Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sodio (GC).
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Fonte: Propria autoria.
5.6.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Na analise de DSC foi possivel observar na primeira varredura do filme controle uma
primeira transicdo vitrea (-72 °C), correspondente a presenca de glicerol e uma segunda
transicdo vitrea (48 °C), relacionada ao biopolimero (Sobral; Habitante, 2001), sequida de uma
endoterma (67°C) correspondendo a fusdo da porcao cristalina da gelatina (Figura 32, Tabela
26). Nos filmes ativos, aléem de serem observados esses mesmos eventos do filme controle, se
observou também uma pequena endoterma (-34°C) em baixa temperatura, muito possivelmente
devido a fusdo da fracdo lipidica presente nos filmes devido a incorporacdo das emulsbes
(Pérez-Cérdoba et al., 2018) (Tabela 26).
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Figura 32 — Termogramas das andlises térmicas dos filmes a base de gelatina controle (G) e
incorporados de emulsdo encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com
Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sodio (GC) para a 12 varredura ( )e 28
varredura (--------- ).

Fonte: Propria autoria.

Na segunda varredura, 0s mesmos eventos foram observados, exceto a endoterma
correspondente a fusdo da fracdo cristalina da gelatina, por causa do resfriamento criogénico
que ndo permitiu a formacao dos cristais, por ser muito rapida, produzindo assim uma estrutura
biopolimérica completamente amorfa (Sobral, Habitante, 2001). Esse mesmo comportamento
foi observado em trabalhos sobre filmes de gelatina incorporados de emulsfes (Dammak;
Sobral, 2019; Pérez-Cérdoba et al., 2018; Tessaro et al., 2021).

Na segunda varredura também se observou uma diminuicdo nas temperaturas de
transicdo vitrea da fracdo gelatina quando comparadas com a primeira varredura. Esse
comportamento pode ser explicado pelo fato de que os microcristais de gelatina provocam
reducdo da mobilidade molecular de forma que apds o primeiro aquecimento seguido de
resfriamento, a auséncia desses cristais facilitava a mobilidade molecular permitindo a transi¢do

vitrea em temperaturas menores (Sobral; Habitante, 2001) (Tabela 26).
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Tabela 26 — Temperaturas de transi¢éo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm) e entalpia (AH)
dos filmes a base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis
vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sodio
(GQ).

12 varredura
Filme To1 (°C) Tm1 (°C) Ty (°C) Tm2 (°C) AH (J/g)
G -72,0+0,3° - -- 48,4 0,5 67,3+ 0,3 24,8 + 0,9
GT -67,8+1,3° -349+0,8° 49,3 + 1,4 69,1 + 2,6° 22,7+ 0,7°
GS -584+1,2%0 -341+10° 49,7 +0,4° 68,2 + 1,8° 22,9 +0,8%P
GC  -548+39" -32,0%0,6 49,0 £ 3,3 68,8 + 3,6 23,0 £ 0,5%°
2% varredura
Filme To1 (°C) Tm1 (°C) Ty (°C) Tm2 (°C) AH (J/g)
G -76,2 £2,3° - -- 31,8+0,9 --- ---
GT  -626+89 -328+1,3° 33,3 +2,72 --- ---
GS  -659+1,0* -338+13° 33,3+ 1,6° --- ---
GC  -56,3+3,9* -325+1,3 33,1 4,3 --- ---

Fonte: Propria autoria.

5.6.7 Angulo de contato de 4gua

O angulo de contato de 4gua da superficie de filmes com uma gota de agua depende das
forcas moleculares coesivas e adesivas que existem no préprio liquido e entre o liquido e a
superficie (Dammak et al., 2017a). O angulo de contato de 4gua do filme controle G foi de 94,3
+ 2,6° e diminuiu significativamente com a adicdo das emulsdes (p<0,05), diminuindo a
hidrofobicidade dos filmes ativos (Tabela 27). Comparando-se os emulsificantes, ndo houve
diferenca significativa entre os filmes GT, GS e GC (Tabela 27). Como foram observadas gotas
de 6leo na superficie dos filmes (Figura 29), era de se esperar um aumento na hidrofobicidade
dos filmes. Porém, tem-se a presenca dos emulsificantes nas superficies das gotas de 6leo, que
sdo componentes anfifilicos, e tendem a reduzir a tensdo superficial (Dammak et al., 2017a).
Os aminoéacidos hidrofobicos presentes nas cadeias de gelatina podem interagir com grupos
hidrofobicos das moléculas emulsificantes, causando uma reorientacdo dos grupos hidrofilicos
destas moléculas na superficie do filme, causando sua interacdo com a gota de agua, diminuindo

0 angulo de contato de agua (Pulla-Huillca et al., 2021).
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Tabela 27 — Angulo de contato de agua (ACA), solubilidade em &gua e permeabilidade ao
vapor de &gua (PVA) de filmes a base de gelatina controle (G) e incorporados de emulséo
encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS)
e caseinato de sédio (GC).

Filme ACA (°) Solubilidade (%) PVA (g.mm/m2.h.kPa)
G 94,3+ 2,6° 437 +0,6° 0,40 % 0,04°
GT 84,2 +2,6° 42,3 +0,82° 0,37 +0,02°
GS 81,0 + 0,6" 42,1+0,5 0,38 + 0,01°
GC 78,8 +1,8" 38,8 +0,2¢ 0,36 + 0,02°

Fonte: Propria autoria.

Além disso, 0 angulo de contato de 4gua tem relacdo com a rugosidade da superficie do
filme, por causa do aumento da area especifica da superficie (Tessaro et al., 2021). Como pode
ser observado nas micrografias do MEV, a adicdo das emulsdes causou a formacdo de gotas
visiveis na superficie dos filmes, o que aumenta sua rugosidade (Figura 29). As imagens das
gotas de 4gua em contato com a superficie dos filmes podem ser observadas na Figura 33.

Este mesmo comportamento foi relatado por outros autores, com a diminui¢éo do angulo
de contato de agua com a adi¢do de emulsdes em filmes biopoliméricos (Dammak et al., 2017a;
Sun et al., 2021; Tessaro et al., 2021; Zhao et al., 2023). No entanto, comparando o efeito de
diferentes emulsificantes de emulsdes A/O no angulo de contato de agua de filmes a base de
isolado proteico de soja, Zhao et al. (2023) observaram uma diferenca significativa entre os

emulsificantes, o que foi atribuido aos diferentes niveis de hidrofilicidade destes componentes.

Figura 33 — Gotas de 4gua em contato com a superficie dos filmes de gelatina controle (a) e
incorporados de emulsdo estabilizada por Tween 80 (b), por saponina (c) e por caseinato de
sodio (d).

Fonte: Propria autoria.
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5.6.8 Solubilidade em agua

A solubilidade de filmes é um parametro importante de se avaliar ja que pode afetar a
integridade do filme durante sua aplicacdo e até mesmo a migracao de compostos ativos para o
alimento (Cozmuta et al., 2015). A solubilidade em agua dos filmes ativos diminuiu
significativamente com a adigédo das emulsdes (Tabela 27). A solubilidade do filme de gelatina
foi de 43,7% para 42,3% em GT, para 42,1% para GS e para 38,8% para GC. Muito
possivelmente, essa reducdo na solubilidade foi devido a hidrofobicidade da fase 6leo das
emulsdes incorporadas nos filmes, apesar da presenca das estruturas oleosas na superficie
desses filmes (Figura 29) ndo terem necessariamente aumentado sua hidrofobicidade (Tabela
27).

Jiet al. (2021) relataram uma queda significativa na solubilidade em agua de filmes de
gelatina de peixe com o aumento da concentragdo de nanoemulséo incorporada. Sun et al.
(2021) e Alexandre et al. (2016) também observaram uma queda na solubilidade de filmes a
base de gelatina quando adicionados de nanoemulsdes carregadas de 0leo essencial de lavanda
e de gengibre, respectivamente. A presenca de compostos apolares, como a fase dleo de
emulsdes, pode resultar em uma interferéncia no arranjo das cadeias polipeptidicas de gelatina
no filme, a qual pode levar a uma reducdo da capacidade da gelatina de interagir com as

moléculas de agua (Pérez-Cdrdoba et al., 2018).

5.6.9 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Nao se observou diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores da PVVA dos filmes,
gue permaneceu em torno de 0,48 g.mm/mz2.h.kPa (Tabela 27). Dammak, Lourenco e Sobral
(2019) relataram uma pequena diminuicdo na PVA de filmes a base de gelatina quando
adicionados de emulsdo de Pickering. Esse mesmo comportamento foi observado por Tessaro
et al. (2021) na adicdo de emulsdes duplas A/O/A em filmes de gelatina. Diferentemente, Ji et
al. (2021) relataram um aumento na PVA de filmes de gelatina quando adicionados de emulsdes
contendo cinamaldeido.

Assim, pode-se observar que ndo houve influéncia do tipo de emulsificante na PVA dos
filmes ativos a base de gelatina. Os filmes ativos podem ser considerados como sendo de um
alto valor de PVA, ou seja, de baixa barreira ao vapor de agua, que é caracteristico de matrizes

biopoliméricas plastificados com polidis, ambos higroscopicos (Pérez-Cordoba; Sobral, 2017).
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5.6.10 Propriedades mecanicas

5.6.10.1 Teste de tragdo axial

As propriedades mecénicas dos filmes ativos estudadas foram a tensdo na ruptura (TR)
como medida da resisténcia do filme, a elongacdo na ruptura (ER), relacionada a elasticidade
do filme, e 0 mddulo elastico (ME) como medida da rigidez do filme, sendo todos estes
parametros importantes para a aplicacdo de filmes como embalagem (Atarés; Chiralt, 2016).
Na Tabela 28 é possivel observar que a adicdo das emulsdes T, S e C provocaram efeitos
significativos nas propriedades mecénicas dos filmes de gelatina. Tais alteragbes podem ser
resultadas tanto do efeito da interacdo e compatibilidade do emulsificante com a matriz
(Dammak; Sobral, 2019; Xu et al., 2021), quanto dos diferentes tamanhos de gotas das
emulsdes (item 5.5.1.1), parametro que também apresenta influéncia em tais propriedades
(Fattahi; Seyedain-Ardabili, 2021; Liu et al., 2021c; Zhao et al., 2022). Outro parametro a ser
levado em consideracdo é a presenca dos demais componentes da prépolis vermelha bruta, a
qual apresenta uma composicao heterogénea, contendo resinas, balsamos e ceras (Anjum et al.,
2019).

Tabela 28 — Tensdo na ruptura (TR), elongacao na ruptura (ER) e modulo elastico (ME) de
filmes a base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis
vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sddio
(GC).

Filme TR (MPa) ER (%) ME (MPa)
G 17,6 £0,6° 19,6 + 2,4° 4.4 £0,2°
GT 23,0 £1,1° 60,6 + 2,3 3,3+0,3°
GS 26,1 + 1,3 51,3 +1,3° 4,0 £0,5°
GC 30,1 + 2,22 7.3+1,2¢ 8,6 +0,8°

Fonte: Propria autoria.

De modo geral, os filmes incorporados de emulsdo encapsulando a prépolis vermelha
bruta se apresentaram mais resistentes a ruptura que o filme controle (Tabela 28). Os filmes GC
(30,1 MPa) e GS (26,1 MPa) foram os mais resistentes, seguidos do GT (23 MPa) e G (17,6
MPa). Por outro lado, somente os filmes GT (60,6%) e GS (51,3%) apresentaram maior

elongacdo na ruptura que o controle (19,6%). O GC apresentou valor muito pequeno (7,3%).
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Assim, este filme (GC) foi o mais rigido, com mddulo eléstico valendo cerca do dobro (8,6
MPa) dos outros filmes (3,3-4,4 MPa).

Esses comportamentos podem ser atribuidos ao fato de que o Tween 80 pode melhorar
a interacdo e a distribuicdo das gotas de 6leo na matriz biopolimérica (Cao; Song, 2019). Este
mesmo efeito pode ter ocorrido para os filmes adicionados de saponina. Sun et al. (2021)
também relataram um aumento na TR e na ER de filmes a base de gelatina incorporados de
nanoemulsdes estabilizadas por Tween 80. Por outro lado, Almasi, Azizi e Amjadi (2020)
observaram um aumento de resisténcia a tracdo de filmes de pectina, até uma determinada
concentracdo de nanoemulsdes estabilizadas por Tween 80, porém nao houve diferenca na ER.
Em filmes a base de isolado proteico de soja incorporados de 6leo de coco e utilizando saponina
como emulsificante, Carpiné et al. (2016) determinaram resultados variados em relacdo a
resisténcia a tracdo e a elongacéo dos filmes, que dependeram da proporc¢édo de saponina que
foi adicionada ao filme.

No caso do filme GC, foi observado um aumento de TR e ME e diminuicdo de ER
(Tabela 28). Isso pode ser explicado pelo fato de que o caseinato de sddio possui algumas
porc¢des hidrofébicas que podem interagir com as cadeias de gelatina, podendo ser mais intensa
do que com os demais emulsificantes (Dammak; Sobral, 2019). A diminuicdo na ER também
pode ser atribuida ao aumento da porosidade interna dos filmes (Figura 29), causada pelo maior
didmetro de gota da emulsdo C. Tal efeito foi observado por Moradi et al. (2012) em filmes de
quitosana adicionados de 6leo essencial. Dammak e Sobral (2019) também observaram um
aumento da tracdo de ruptura e maior modo elastico em filmes de gelatina adicionados de
nanoemuls@es estabilizadas por caseinato de sodio e, ndo observaram diferenca significativa na
elongacao na ruptura. Fattahi e Seyedain-Ardabili (2021) relataram um efeito plastificante ao
adicionar emulsdes com diferentes tamanhos de gota em filmes a base de CMC, sendo que as
gotas com maiores didmetros produziram filmes mais resistentes e com menor elongacéo na

ruptura do que filmes adicionados com emulsdes com menores tamanho de gota.

5.6.10.2 Teste de perfuracéo

A forca na perfuracdo € a forca maxima requerida para se romper um filme por

penetracdo de uma sonda cilindrica e esta relacionada com a rigidez dos filmes (Acevedo-Fani

et al., 2015). N&o se observou efeito das emulsdes sobre a forca na perfuragdo, cujos valores
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ficaram proximos a 17,9 N para todos os filmes (Tabela 29). Por outro lado, observou-se um
aumento da deformacao na perfuracdo dos filmes GS (9,6%) e GT (9,1%) e diminui¢do em GC
(6,5%) quando comparados com G (8,3%). Esses ultimos resultados estdo de acordo com o
observado no teste de tracdo, no qual, os filmes GT e GS apresentaram uma maior ER e o filme
GC uma menor GC em relagdo ao filme controle (Tabela 28).

Tabela 29 — Forca maxima de perfuracdo (FP) e deformacéo na perfuracdo (DP) de filmes a
base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis vermelha bruta
triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sddio (GC).

Filme FP (N) DP (%)
G 16,8 + 1,22 8,3+0,4°
GT 17,8 £ 0,92 9,1 +0,8%
GS 18,6 + 0,5 9,6 + 0,1
GC 18,2 + 1,22 6,5+ 0,2°

Fonte: Propria autoria.

Alexandre et al. (2016) observaram um aumento na FP e na DP em filmes a base de
gelatina incorporados de 6leo essencial de gengibre nanoemulsificados. Reyes, Landgraf e
Sobral (2021) também relataram este mesmo comportamento em filmes a base de gelatina
adicionados de extrato etanolico de propolis vermelha. Contrariamente, Acevedo-Fani et al.
(2015) observaram uma diminuicdo da resisténcia a perfuracdo de filmes a base de alginato de

sodio adicionados de diferentes 6leos essenciais.

5.6.11 Propriedades Opticas

5.6.11.1 Parametros de cor e opacidade

Filmes de gelatina pura séo incolores e 0s valores dos parametros de cor determinados
corresponde praticamente aos valores do padrdo branco usado como suporte nessas analises.
Valores similares de parametros de cor de filmes de gelatina foram determinados em outros
estudos (Bonilla et al., 2018; Dammak et al., 2017a; Tessaro et al., 2021). Comparando-se 0s
filmes incorporados de emulsdo com o filme controle, pode-se observar que uma reducédo
significativa na luminosidade (L*), um aumento no parametro a* e no b*, além de um muito

importante aumento em AE* (Tabela 30). Diferenca de coloragéo dos filmes pode ser observada
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visualmente na Figura 28 e esta relacionada a adi¢do das emulsdes carregadas de PVBT que

apresentaram caracteristica de cor vermelho-alaranjada (Tabela 20).

Tabela 30 — Parametros de cor (L*, a*, b*), diferenca de cor (AE*) e opacidade de filmes a
base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis vermelha bruta
triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sddio (GC).

Filme L* a* b* AE* Opacidade
G 90,93+0,09° -1,03+0,03¢ 4,07+0,22° 4,0+0,2° 0,3+0,0°
GT 80,77 £1,09® 1,94+052° 2755+167% 291+19° 23%0,1°
GS 76,66 £0,86° 3,21+0,26° 2890+1,37%° 325+1,7°  6,7%05°
GC 78,70 £0,83°¢ 2,02+0,40° 27,44+1,14% 301+14* 52+0,1°

Fonte: Propria autoria.

Entre os filmes adicionados de emulsdo, os filmes GS e GC apresentaram menores
valores de luminosidade do que o GT. Quanto ao parametro a*, o maior valor foi para GS,
seguido do GC e GT. Ja o par@metro b* ndo apresentou diferenca significativa entre eles. A
diferenca de cor, que reflete a coloracao total do filme, foi maior para os filmes adicionados de
emulsdo (30,6), ou seja, eles foram mais coloridos que G (4,0), porém, sem diferenca
significativa devido aos tipos de emulsificantes adicionados. (Tabela 30) Apesar das diferencas
observadas na coloracdo das emulsdes T, S e C (Tabela 20), ndo se observou o respectivo efeito
nos filmes.

Uma diminuicdo na luminosidade dos filmes e aumento nos parametros a* e b* também
foi observada por Reyes; Landgraf e Sobral (2021) em virtude da incorporacdo de extrato
etanolico de prdpolis vermelha em filmes de gelatina. A cor de filmes ativos incorporados de
emulsdes é diretamente dependente do tipo de 6leo ou composto ativo adicionado e também da
presenca de outros aditivos com emulsificantes, por exemplo (Mendes et al., 2020).

Quanto a opacidade, observou-se um aumento significativo com a incorporacdo da
emulsdo nos filmes (Tabela 30). Entre os filmes ativos, o0 GS foi 0 que apresentou a maior
opacidade (6,7), seguido do GC (5,2) e do GT (2,3). O aumento da opacidade dos filmes
incorporado de emuls6es tem sido relatado na literatura (Agudelo-Cuartas et al., 2020; Kong et
al., 2020; Tessaro et al., 2021). A presenca de uma fase dispersa e ndo miscivel tende a
aumentar a opacidade de filmes devido as diferencas do indice de refracdo entre as fases, sendo
influenciado pela concentracdo e tamanho das gotas dispersas, logo, a opacidade advém do
espalhamento da luz produzido pelas gotas de 6leo da emulsdo que estdo presentes na matriz

polimérica (Pereda; Aranguren; Marcovich s, 2010).
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5.6.11.2 Brilho

O brilho € uma propriedade relacionada ao polimento da superficie do filme, a qual pode
ser influenciada pela rugosidade e apresenta uma escala arbitréria e adimensional (Dammak et
al., 2017a). O filme controle de gelatina apresentou um alto brilho, tanto no angulo de 60°
quanto no de 20° (Tabela 31), estando de acordo com valores relatados por outros pesquisadores
(Alexandre et al., 2016; Tessaro et al., 2021).

Com a adigdo das emulsdes, foi possivel observar uma diminuicdo significativa nos
valores de brilho em ambos angulos estudados, sendo em ordem decrescente GT, GS e GC. A

excecdo foi entre o filme GS e GC a 20°, que ndo houve diferenca significativa (Tabela 31).

Tabela 31 — Brilho a 20° e 60° da superficie de contato com o ar de filmes & base de gelatina
controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando propolis vermelha bruta triturada
produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sodio (GC).

) Superficie ar
Filme
20° 60°
G 91,0+ 4,4° 154,4 +1,6%
GT 16,7 +1,1° 47,4 +1,5°
GS 52+0,8° 22,7+1,0°
GC 3,6 £04° 18,5+ 1,0

Fonte: Propria autoria.

O brilho de filmes estéa relacionado a alta ou baixa rugosidade da superficie, que afeta a
difracdo da luz, assim, quanto maior a sua rugosidade, menor o brilho (Flaker et al., 2015;
Villalobos et al., 2005). Assim, estes resultados podem ser atribuidos ao efeito das gotas de
Oleo presentes na superficie dos filmes, que podem ser vistas nas micrografias eletrdnicas de
varredura (Figura 29). O filme GT apresentou as menores gotas na superficie, aumentando
tamanho destas no GS e ainda mais no GC, relacionado ao tamanho de gota das emulsdes
adicionadas. A emulsdo C apresentou o maior tamanho de gota e, consequentemente, o filme
GC foi 0 que apresentou a superficie mais irregular nas micrografias (Figura 29), sendo o filme
com menor brilho (Tabela 31). Vérios pesquisadores relataram uma diminuicdo no brilho de
filmes a base de gelatina incorporados de emulsdo (Dammak et al., 2017a; Dammak; Sobral,
2019; Tessaro et al., 2021). Dammak e Sobral (2019) compararam o brilho de filmes de gelatina
adicionados de nanoemulsdes estabilizadas por diferentes emulsificantes, porém, a diferenca

no brilho foi atribuida a diferenga na rugosidade da superficie do filme.
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5.6.11.3 Propriedades de barreira a luz UV/Visivel

As propriedades Opticas dos filmes sdo importante para sua aplicagdo como embalagem
de alimento, j& que influencia na aparéncia da embalagem e/ou do produto embalado, e
portanto, na comercializagdo (Dammak et al., 2017a). Todos os filmes se mostraram com
barreira total a luz UV até 240 nm para o filme controle, e até 300 nm para os filmes ativos
(Figura 34). Resultados similares tém sido observados em outro trabalhos com filmes a base de
gelatina (Dammak et al., 2017a; Tessaro et al., 2021). Os anéis aromaticos presentes em alguns
aminoécidos da gelatina apresentam a capacidade de absorcdo da luz UV (Belitz; Grosch;
Schieberle, 2009). A maior barreira nos filmes ativos foram devidos a presenca de compostos
fendlicos ricos em duplas ligacdes alternadas com simples ligages, que tambem tem a

capacidade de absorver a luz UV (Belitz; Grosch; Schieberle, 2009).

Figura 34 — Espectros UV/Visivel dos filmes a base de gelatina controle (G) e incorporados
de emulsdo encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (GT),
saponina (GS) e caseinato de sodio (GC).

Fonte: Propria autoria.

A transmistancia do filme controle G aumentou consideralvelmente na faixa da luz
visivel em torno de 400 nm, atingindo um nivel de transmistancia de 90% (Figura 34). Com a
adicdo das emulsdes, a barreira a luz visivel diminuiu, principalmente na faixa entre 300 e 450
nm, aumentando em comprimentos de onda maiores, porém, com menor transmitancia do que

o filme G. O filme com menor transmitancia foi o GS, seguido pelo GC e GT.
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Quando compara-se com a opacidade dos filmes, observa-se que GS foi o filme com
maior opacidade, decaindo para GC e GT (Tabela 30). Outros estudos tem relatado o aumento
da barreira a luz visivel de filmes adicionados de emulses (Agudelo-Cuartas et al., 2020;
Jahromi; Niakousari; Golmakani, 2022; Oun; Shin; Kim, 2022). Em filmes a base de gelatina
adicionados de prépolis vermelha, Reyes, Landgraf e Sobral (2021) relataram um aumento a
barreira a luz visivel até, aproximadamente, 500 nm. Este fato pode estar relacionado a
composicao da propolis vermelha, que contém compostos fendlicos, que possuem capacidade
de absorcdo da luz visivel.

5.6.12 Atividade antioxidante

A concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos filmes
controle de gelatina apresentaram valores baixos, mas os filmes incorporados com as emulsfes
incorporadas com PVBT apresentaram maiores valores, constituindo-se em filmes ativos, ou
seja, com atividade antioxidante (Tabela 32). A atividade antioxidante de filmes a base de
gelatina (G) ja foi relatada em outros trabalhos (Lin et al., 2023; Reyes; Landgraf; Sobral, 2021;
Roy; Priyadarshi; Rhim, 2022; Roy; Rhim, 2021). Esse resultado é atribuido a presenca dos
aminodacidos presentes na gelatina, como tirosina, fenilalanina e triptofano, que apresentam
estruturas aromaticas em seus residuos e que podem reagir com os radicais livres, por conta de
suas cadeias fendlicas laterais (Boeira et al., 2022). Dammak e Sobral (2019) ndo observaram
nenhuma atividade antioxidante nos filmes controle a base de gelatina.

A atividade antioxidante dos filmes adicionados de emulsdes esta relacionada a presenca
dos compostos ativos da propolis vermelha bruta, a qual contém componentes reconhecidos por
apresentarem esta propriedade (Righi et al., 2011; Rufatto et al., 2017) e como foi observado
na secao 5.5.6, na analise das emulsdes. Comparando-se o efeito dos emulsificantes, observa-
se gque ndo houve diferenca significativa nos compostos fendlicos totais entre os filmes ativos
GT, GS e GC (Tabela 32). Tal fato era esperado, ja que a concentracdo de emulsdo adicionada
foi a mesma para todas emulsdes testadas e corroborou com os resultados da concentracéo de
fendlicos totais nas emulsbes (Tabela 23). Para a atividade antioxidante por FRAP, a maior
atividade foi encontrada no filme GT com uma ligeira queda significativa para os filmes GS e
GC, o mesmo ocorreu na avaliacdo da atividade antioxidante das emuls6es, sendo a emulsdo T

com a maior atividade antioxidante por este método (Tabela 23). No método ABTS™ ndo houve
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diferenca significativa entre os filmes GC e GT, havendo uma ligeira queda para GS (Tabela
32).

Tabela 32 — Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos de ABTS™
(2,2’-azino-bis(3-etilbenzoatiazolin)-6-acido sulfénico) e FRAP (método de redugdo do ion
férrico) de filmes a base de gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando
prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de
sodio (GC).

Filme Compoic)c;iJl i1;enollcos ABTS™ FRAP
(mg AGE/g) (mg TE/g) (mg TE/g) (mg FeS04/g)
G 1,1+0,2° 1,42 +0,15° 0,22 + 0,05° 0,20 +0,07¢
GT 3,7 +0,4% 9,43 + 0,22%P 3,37 + 0,142 7,23 + 0,29
GS 3,7+0,3 8,32 £0,71° 3,08 £0,12%0 6,57 £0,27°
GC 3,4+0,5° 10,27 +0,7 2 2,95 +0,14° 6,30 + 0,31°

AGE = 4cido galico equivalente; TE = Trolox equivalente. Fonte: Prdpria autoria.

Assim, mesmo com diferencas significativas, a queda na atividade antioxidante foi
baixa, sendo uma diferenca entre a maior atividade antioxidante e a menor de 0,42 mg TE/g de
filme e 0,93 mg FeSO4/g filme no método FRAP, e de 0,84 mg TE/g de filme, podendo ser
consideradas irrelevantes (Tabela 32). Diversos autores tém relatado atividade antioxidante em
filmes biopoliméricos adicionados de extrato etandlico de prépolis vermelha, como em filmes
a base de gelatina (Reyes; Landgraf; Sobral, 2021), a base de carragenana e amido de milho
(Chang-Bravo; Lopez-Cérdoba; Martino, 2014) e a base de celulose bacteriana (Hodel et al.,
2022). Costa et al. (2014) relataram a eficacia de filmes a base de amido de mandioca
incorporados de extrato de propolis vermelha de retardar processos de oxidacdo da manteiga.
Vérios estudos vém relatando a eficiéncia do uso de extratos de diferentes tipos de prépolis na
preservacdo de frutas e vegetais (Pu et al., 2023) e em varios outros tipos de alimentos (Segueni
et al., 2023).

5.6.13 Atividade antimicrobiana
Apesar das emulsdes encapsuladas de PVBT apresentarem efeitos positivos contra S.

aureus e L. monocytogenes (Figura 27), os filmes ativos ndo provocaram halo de inibicdo para

nenhuma das bactérias testadas (Figura 35).
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Figura 35 — Atividade antimicrobiana por teste de difusdo em disco de filmes a base de
gelatina controle (G) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis vermelha bruta
triturada produzida com Tween 80 (GT), saponina (GS) e caseinato de sédio (GC), para o
controle positivo (+) e negativo (-) e para as bactérias E. coli (a), Salmonella (b), S. aureus (c)
e L. monocytogenes (d).

Fonte: Propria autoria.

A formacdo de halo de inibicdo estd relacionada a concentracdo e a difusdo dos
compostos ativos através do agar e, como a PVBT esta em baixa concentracdo no filme e esta
encapsulada pela emulsdo e pela matriz biopolimérica, isto pode ter dificultado a sua liberacao
para agir como agente antimicrobiano e, consequentemente, ndo formando halo de inibicédo
(Tessaro et al., 2021).

Em filmes de gelatina contendo emulsdo dupla (A/O/A) carregadas de extrato de folhas

de pitangueira, Tessaro et al. (2021) relataram a formagéo de halo de inibi¢cdo apenas para a
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bactéria S. aureus dentre as trés bactérias testadas, justificando a baixa concentracdo de
compostos ativos e a liberagdo mais lenta como causas do comportamento para as demais
bactérias testadas. Barreiros et al. (2022) avaliando a atividade antimicrobiana in vitro de FFF
a base de goma xantana observaram que na mesma concentracdo de uma mistura de 6leos
essenciais adicionada, a FFF incorporada com os 6leos essenciais livres foi mais efetiva contra
0 crescimento microbiano do que os 6leos essenciais encapsulados em nanoemulsées. Aqueles
autores atribuiram tal comportamento ao fato dos componentes estabilizantes atuarem como
uma barreira a mais para a difusdo dos compostos ativos, promovendo uma liberagédo
controlada.

Atividade antimicrobiana tem sido relatada em estudos com filmes ativos adicionados
de propolis vermelha, porém destaca-se que a propolis foi adicionada na forma de extrato em
sua forma livre e ndo em sistemas emulsificados. Como, por exemplo, Reyes, Landgraf e Sobral
(2021) observaram halo de inibicdo S. aureus e S. Enteritidis de filmes a base de gelatina
adicionados de extrato de propolis vermelha. Hodel et al. (2022) relataram efeito antibacteriano
contra S. aureus de filmes a base de celulose bacteriana adicionados de extrato de prdpolis
vermelha, o que ndo foi observado nos filmes adicionados de extrato de prdpolis verde.
Entretanto, nenhum dos tipos de prépolis estudados apresentaram efeito contra E. coli (Hodel
et al., 2022). Costa et al. (2014) relataram uma reducdo no crescimento de microrganismos em
queijos embalados com filmes a base de amido de mandioca adicionados de extrato de propolis

vermelha.

5.7 CARACTERIZACAO DOS FILMES A BASE DE ISOLADO PROTEICO DE SOJA

Os filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados das emulsdes
com diferentes emulsificantes (ST, SS e SC) se apresentaram homogéneos e transparentes
(Figura 36). Porém, foi possivel observar a presenca de éleo na superficie de contato com o ar

do filme para todos os filmes adicionados de emulsdes, independente da emulséo.
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Figura 36 — Filmes ativos a base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de
emulsdo encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST),
saponina (SS) e caseinato de sodio (SC).

Fonte: Propria autoria.

5.7.1 Espessura

As espessuras dos filmes ativos a base de isolado proteico de soja ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) com a incorporacdo das emulsbes produzidas com o0s
diferentes emulsificantes, permanecendo em torno de 0,091 mm (Tabela 33). Este
comportamento demonstrou a efetividade no controle de massa de FFF adicionada as placas no

preparo dos filmes.

Tabela 33 — Espessura e umidade de filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e
incorporados de emulsdo encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com Tween
80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sddio (SC).

Filme Espessura (mm) Umidade (%)
S 0,092 + 0,0022 17,0 £ 0,3
ST 0,090 + 0,0022 12,5+ 0,4°
SS 0,091 + 0,0042 13,6 £ 0,6°
SC 0,089 + 0,0042 13,8 £0,2°

Fonte: Propria autoria.
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5.7.2 Umidade

A umidade do filme controle S foi de 17,0 £ 0,3% e diminuiu significativamente (p <
0,05) quando as emulsdes foram incorporadas, sendo a menor umidade obtida para o filme ST
(Tabela 33). Ghoshal e Shivani (2022) observaram uma diminui¢do na umidade dos filmes de
concentrado proteico de soro de leite e amido de tamarindo com o aumento da concentragdo de
nanoemulsdo carregada de 6leo essencial de tomilho. Este mesmo efeito também foi observado
por Ji et al. (2021) com a adi¢do de nanoemulsdes em filmes & base de gelatina de peixe. Ja
Agudelo-Cuartas et al. (2020) ndo observaram uma diferenca significativa na umidade de
filmes de concentrado proteico de soro de leite incorporados de nanoemulsdes carregadas de a-
tocoferol.

5.7.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os filmes controle de IPS apresentaram superficie superior e a do corte transversal
homogéneas e uniformes (Figura 37). Com a adi¢do das emulsdes, foi possivel observar a
formacdo de bolhas de 6leo em sua superficie. Com a emulsao de T, as bolhas observadas foram
menores, e aumentaram com a emulsdo S e ainda mais com a C. Tais resultados corroboram o
tamanho de gota obtido para as emulsdes apresentados na secéo 5.5.2. Esse resultado explica o
aspecto visual oleoso observado na superficie de contato com o ar dos filmes. Este resultado é
corroborado por Zhao et al. (2023) que observaram acumulo de gotas de 6leo na superficie dos
filmes de IPS e, as gotas observadas aumentaram em tamanho de acordo com o emulsificante
utilizado nas emulsdes A/O, estando relacionado com o tamanho de gota encontrado nas
emulsdes.

Na sec¢do transversal, o filme controle se apresentou uniforme, enquanto que os filmes
adicionados de emulsdo apresentaram poros (Figura 37). Galus (2018) relatou uma
microestrutura heterogénea e irregular de filmes a base de IPS adicionados de dleo de canola,
observando gotas de 6leo da superficie dos filmes, sendo este comportamento atribuido a baixa
miscibilidade entre 0 éleo e a matriz de proteina. Segundo Atarés e Chiralt (2016), durante o
processo de secagem dos filmes podem ocorrer fenbmenos de desestabilizacdo das emulsdes,
iniciando pelo aumento da concentracdo da fase 6leo com a evaporacdo de agua promovendo a
floculacdo das gotas seguido da coalescéncia e cremeacgdo que levam as gotas de 6leo para a

superficie do filme, podendo ocorrer até a perda de compostos ativos por evaporagéo.



121

Figura 37 — Micrografias da superficie (a, c, €, g) da se¢do transversal (b, d, f, h) de filmes a
base de isolado proteico de soja controle (a,b) e incorporados de emuls&o encapsulando
prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (c,d), saponina (e,f) e caseinato de
sodio (g,h).

00um  SC.2410

Fonte: Prdpria autoria.
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Paglione et al. (2019) observaram a presenca de poros e cavidades de diferentes
tamanhos nas se¢Oes transversais de filmes de concentrado proteico de soja adicionados de 6leo
essencial de orégano.

5.7.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O filme S, composto somente por IPS, apresentou bandas entre 3000 e 3500 cm™,
correspondentes ao estiramento de ligagdes amida e hidroxila e em 2921 cm?, que esta
relacionada a ligagdes C-H (Figura 38). As bandas em 1631 cm?, 1534 cm™ e 1237 cm™
correspondem ao estiramento do grupo carbonila (C=0), a ligacdo N-H (amida I) e estiramento
da ligacdo C-N, respectivamente. A banda em 1037 cm™ corresponde a interagdo entre o
plastificante glicerol e as cadeias de biopolimero (Bonilla et al., 2018; Ji et al., 2021). Outros
estudos de FTIR em filmes de IPS corroboram estes resultados (Carpineé et al., 2016; Su et al.,
2008; Zhao et al., 2023).

Figura 38 — Espectros FTIR (infravermelho por transformada de Fourier) para os filmes a
base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulséo encapsulando
propolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de
sodio (SC).

A
K

Fonte: Propria autoria.

Os filmes ativos apresentaram as mesmas bandas presentes no filme controle S, porém,
uma nova banda em 1743 cm™ foi observada. Esta banda esté relacionada ao estiramento de

grupos carbonila (C=0) presentes em ésteres de &cido graxo, devido a presenca do 6leo da
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emulsdo, sendo observado por outros autores ao adicionarem emulsdes (Zhao et al., 2023) ou

6leos (Carpiné et al., 2016) em filme a base de IPS.
5.7.5 Difragéo de raios X (DRX)

No filme controle (S), pode-se observar dois picos principais em 26 = 9° e em 260 = 20°
(Figura 39). Estes picos representam a as estruturas de a-hélice e B-folha do IPS (Chen et al.,
2013). Estes mesmos picos foram observados em outros estudos (Garrido et al., 2013; Jiang et
al., 2023; Xu et al., 2015).

Figura 39 — Difratograma de raios X para os filmes a base de isolado proteico de soja
controle (S) e incorporados de emulséo encapsulando prépolis vermelha bruta triturada
produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sddio (SC).
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Fonte: Propria autoria.

Com a adicdo das emulsBes ndo foi possivel observar que se houve deslocamento dos
picos, no entanto, houve um ligeiro aumento na intensidade dos mesmos quando comparados
ao filme controle (Figura 39). Contrariamente, alguns estudos tém relatado uma diminuicdo na
intensidade dos picos e, consequentemente, da cristalinidade de filmes incorporados por
sistemas emulsionados (Dammak; Lourenco; Sobral, 2019; Ranjbaryan; Pourfathi; Almasi,
2019). Outros autores ndo observaram influéncia da adicdo de emulsbes na cristalinidade de
filmes biopoliméricos (Ghadetaj; Almasi; Mehryar, 2018; Kong et al., 2020). Ja Mendes et al.

(2020) observou um aumento e afinamento dos picos caracteristicos de filmes a base de amido
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adicionados de nanoemulsbes carregadas de 6leo essencial de capim-limdo. Segundo as
micrografias (Figura 37), houve uma migracédo de 6leo para a superficie dos filmes de IPS, logo,
as gotas de 6leo ndo interagiram fortemente com a matriz biopolimérica. Além disso, a presenca
de éleo na superficie juntamente com a PVB pode afetar a analise.

Os picos observados em 14° e 17° ndo foram relatados em outros estudos, e apareceram
em amostras aleatorias, como pode ser observado nos filmes de gelatina (Figura 31), logo eles

sdo considerados artefatos e ndo serdo discutidos neste trabalho.

5.7.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

No filme controle S foram observados (Figura 40) na primeira varredura, uma Tg em
temperaturas baixas (~72°C), correspondente as fracGes ricas em glicerol (Sobral; Habitante,
2001), uma segunda temperatura de transigéo vitrea (~50°C), que esta relacionada a temperatura
de transicéo vitrea do IPS (Zhao et al., 2023), e um pico endotérmico em 106°C, correspondente

ao processo de desnaturacdo da B-conglicinina (Denavi et al., 2009).

Figura 40 — Termogramas das analises térmicas dos filmes a base de isolado proteico de soja
controle (S) e incorporados de emulséo encapsulando prépolis vermelha bruta triturada
produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sddio (SC) para a 12 varredura
( ) e 28 varredura (--------- ).

Fonte: Propria autoria.
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Nos filmes ativos foram observados os mesmos eventos térmicos adicionados de uma
pequena endoterma (-35°C), que esta relacionada a fusdo de lipidios presentes nas emulsGes
adicionadas aos filmes (Figura 40) (Pérez-Cdrdoba et al., 2018).

Na segunda varredura, a Tg do IPS e a endoterma de desnatura¢do do aminoacido nao
foram observados para nenhum dos filmes (Tabela 34). A auséncia da endoterma pode ser
atribuida ao fato de que o aminoacido foi completamente desnaturado apds a primeira

varredura, logo, ndo foi observado este processo na segunda varredura.

Tabela 34 — Temperaturas de transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm) e entalpia (AH)
dos filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulsdo
encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS)
e caseinato de sodio (SC).

12 varredura
Filme Tg1 (°C) Tm (°C) Tg2 (°C) Tm2 (°C) AH (J/9)
S -71,6 + 2,82 --- 49,7 £ 4,82 106,7 £ 1,12 0,28 +0,03%
ST -68,8+ 0,5 -34,6+0,8° 48,6 + 3,9° 106,2 £ 1,82 0,29 £ 0,09?
SS -689+13  -36,0+0,9° 475+ 2,7° 106,8 £ 0,62 0,37 £ 0,05%
SC -716£54%  -344+20° 49,8 + 3,8° 107,1 £ 0,72 0,32 £ 0,04*
22 varredura
Filme Tq1 (°C) Tm1 (°C) Tq2 (°C) Tm2 (°C) AH (J/9)
S -70,2 + 3,72
ST -69,3+1,9* -352+0,6% --- --- ---
SS -66,6 +0,4*  -35,4 +1,0° --- --- ---
SC -67,3+1, 7%  -34,7+1,0° --- --- ---

Fonte: Propria autoria.

Uma segunda endoterma em temperaturas superiores as da encontrada neste estudo tem
sido relatada na literatura (Denavi et al., 2009; Guerrero et al., 2011), no entanto, ndo foi
observada neste trabalho. Esta segunda endoterma esta relacionada ao processo de desnaturacao
da glicinina, entretanto, o pH da solucdo formadora de filme e processos de secagem podem
levar a desnaturacdo do aminoacido (Denavi et al., 2009), o que pode ter ocorrido neste caso e,
logo, este evento térmico ndo foi observado. As propriedades térmicas de filmes de IPS tém
sido estudadas por DSC em varios outros estudos (Chen; Zhang; Cao, 2005; Su et al., 2008;
Zhao et al., 2023).
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A temperatura de transicdo vitrea do IPS combinado ao glicerol é bastante discutida e
apresenta resultados ndo consistentes (Su et al., 2008). Félix et al., (2014) encontraram uma Tg
de 90°C. J& Zhao et al. (2023) relataram uma Tg de, aproximadamente, 58°C, e Chen, Zhang e
Cao (2005), valores mais proximos ao encontrado neste estudo. Denavi et al. (2009) ndo
observaram a presenca da Tg da fracdo proteica em filmes de IPS. De fato, ndo é tdo fécil
determinar a transi¢do vitrea nem o fendmeno de fusdo em materiais a base de proteinas
(Harnkarnsujarit, 2017). Além disso, a umidade dos filmes pode influenciar a Tg de filmes de
IPS plastificados por glicerol (Chen; Zhang; Cao, 2005), o que poderia explicar as variacoes

encontradas entre os varios autores.

5.7.7 Angulo de contato de 4gua

O angulo de contato de agua do filme controle (S) foi de 76° e, com a adicdo das
emulsdes, ocorreu uma diminuigéo neste significativa apenas para GT (Tabela 35). Para o filme
GS e GC nao houve diferenca significativa com o filme controle (Tabela 35). Logo, a adi¢ao

da emulsdo T tornou a superficie do filme mais hidrofilica.

Tabela 35 — Angulo de contato de &4gua (ACA), solubilidade em 4gua e permeabilidade ao
vapor de agua (PVA) de filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados
de emuls@o encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST),
saponina (SS) e caseinato de sddio (SC).

Filme ACA (°) Solubilidade (%0) PVA (g.mm/mz2.h.kPa)
S 76 £ 42 55,1 + 0,9%P 0,48 £ 0,05%
ST 58 + 4° 52,8 £0,9° 0,45 £ 0,007
SS 85+ 3? 53,1 +0,7°¢ 0,37 £ 0,06°
SC 78+ 42 55,6 + 1,02 0,46 £ 0,08?

Fonte: Propria autoria.

Como foi observada a migracdo das gotas de 6leo para a superficie dos filmes (Figura
37), era esperado um aumento na hidrofobicidade dos filmes. No entanto, a presenca do
emulsificante Tween 80 na superficie das gotas de 6leo pode ter reduzido a tensdo superficial
das gotas e, consequentemente, tornado a superficie mais hidrofilica (Dammak et al., 2017a).
O emulsificante, por ser uma molécula, anfifilica, apresenta porc¢des hidrofilicas e hidrofobicas.
As porcdes hidrofobicas podem interagir com as porg¢des hidrofobicas das proteinas, causando

um rearranjo dessas moléculas na superficie do filme, fazendo com que as porcdes hidrofilicas
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se tornem disponiveis para interagir com a gota de &gua, causando a diminuicdo das
hidrofobicidade do filme (Pulla-Huillca et al., 2021). Porém, os demais emulsificantes ndo
produziram o mesmo efeito (Tabela 35). Tal fato pode ser explicado pela maior migracdo de
6leo para a superficie destes filmes, com maiores tamanhos de gota das emulsdes, sendo que a
natureza hidrofobica da fase éleo superou as interaces entre as moléculas emulsificantes e a
gota de &gua. Zhao et al. (2023) relataram uma diminui¢do no angulo de contato de agua da
superficie de filmes de IPS com a adi¢do de emulsdo produzida com diferentes emulsificantes,
sendo que alguns apresentaram superficies menos hidrofobicas do que outros. As imagens das
gotas de 4gua com a superficie dos filmes podem ser observadas na Figura 41.

Figura 41 — Gotas de 4gua em contato com a superficie dos filmes de isolado proteico de soja
controle (a) e incorporados de emulséo estabilizada por Tween 80 (b), por saponina (c) e por
caseinato de sodio (d).
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Fonte: Propria autoria.

5.7.8 Solubilidade em agua

Todos os filmes a base de IPS apresentaram alta solubilidade em &gua, variando entre
52,8 e 55,6% (p > 0,05) (Tabela 35). Como o IPS apresenta uma matriz hidrofilica, ele tende a
ter uma alta solubilidade a agua e, até mesmo, se dissolver por completo (Rhim et al., 2006; Su
et al., 2008). Denavi et al. (2009) observaram uma variacdo de, aproximadamente, 57% a 86%
de solubilidade em agua de filmes de IPS produzidos com a proteina extraida em laboratorio, e
27% a 45% para filmes produzidos a partir de IPS comerciais.

Com a adigdo das emulsbes houve uma ligeira queda da solubilidade nos filmes GT e
GS, porém ndo houve diferenca significativa para o filme GC (Tabela 35). Varios autores

relatam uma diminuicdo na solubilidade de filmes biopoliméricos com a incorporacéo de
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emulsdes (Lin et al., 2023; Roy; Rhim, 2021; Sun et al., 2021). Tal reducgéo na solubilidade dos
filmes esté relacionada a presenca de compostos hidrofébicos, como o 6leo e a prépria PVB.
Comparando-se os emulsificantes, observa-se que apenas o GC apresentou diferenca

significativa, com uma solubilidade superior.

5.7.9 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os filmes de IPS, com ou sem emulsédo, se mostraram sendo fraca barreira ao vapor de
agua, com PVA em torno de 0,45 g.mm/m2.h.kPa. Ou seja, a adicdo das emulsdes ndo afetou
significativamente esta propriedade (Tabela 35). Similarmente a este estudo, Otoni et al. (2016)
relataram a ndo influéncia da adi¢do de emuls6es com gotas em tamanho micro, carregadas de
carvacrol, na PVA de filmes a base de IPS. Isto pode ocorrer devido ao efeito plastificante
causado pela adicdo da emulsdo nos filmes, o que leva a um enfraquecimento de ligacOes
dissulfidicas e de hidrogénio na matriz de IPS (Otoni et al., 2016).

Roy e Rhim (2021) também ndo observaram diferenca significativa na PVA de filmes a
base de blenda gelatina/agar incorporados de emulsdes Pickering. Ghoshal e Shivani (2022)
observaram até mesmo um aumento na PVA de filmes formados por concentrado proteico de
soro de leite e amido de tamarindo adicionados de emulsdes contendo 6leo essencial de tomilho.
Contrariamente, Zhao et al. (2023) observaram que houve uma diminuicdo significativa na
PVA de filmes ativos a base de IPS adicionados de emulsdes A/O produzidas com diferentes
emulsificantes, mas, alguns emulsificantes ndo apresentaram diferencas significativas entre si,
mesmo que os tamanhos de gota das emulsdes tenham sido diferentes. Aqueles autores
atribuiram esse comportamento ao efeito sinergético do grau de migracdo do 6leo e o tamanho
de gota da emulsdo além da boa distribuicdo das gotas pela matriz (Zhao et al., 2023). A
permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes incorporados de emulsbes depende da
concentracdo, do tamanho de gota, do tipo de lipidio e do emulsificante utilizado na emulséo
(Otoni et al., 2016)

5.7.10 Propriedades mecanicas

5.7.10.1 Teste de tracdo uniaxial
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A incorporacdo das emulsdes encapsulando PVBT néo influenciou a TR (p > 0,5) dos
filmes a base de IPS (Tabela 36). Avaliando o médulo elastico, o filme SS apresentou 0 maior
ME e o ST o menor. Na ER, houve um aumento significativo para os filmes ativos em
comparagdo ao filme controle S, sendo o maior valor para o filme ST (189,8 + 11,2%), seguindo
do SS (135,7 £ 9,5%) e do SC (122,6 + 13,2%) (Tabela 36).

Tabela 36 — Tensdo na ruptura (TR), elongacdo na ruptura (ER) e mddulo elastico (ME) de
filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulsdo encapsulando
prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de
sodio (SC).

Filme TR (MPa) ER (%) ME (MPa)
S 4,2 +0,22 103,1 + 12,5° 1,5 +0,18b
ST 3,7+0,22 189,8 + 11,22 0,9+0,1°
SS 4,9 +0,9 135,7 +9,5° 1,9 +£0,42
sC 3,8 +0,5° 122,6 + 13,20¢ 1,5 +0,22°

Fonte: Propria autoria.

A emulsdo T causou um efeito plastificante no filme de IPS, com uma pequena
diminuicdo da TR, mesmo que ndo significativa, e 0 aumento de ER (Tabela 36). A emulsdo T
atuou como um plastificante, o qual interfere nas ligacdes dissulfidicas e de hidrogénio dos
filmes, causando uma reducdo na sua rigidez e um aumento na sua elongacao (Otoni et al.,
2016). Zhao et al. (2023) observaram um efeito plastificante, com a diminuicdo de RT e
aumento de ER em filmes de IPS adicionados de emulsdes produzidas com diferentes
emulsificantes. O mesmo comportamento foi observado por Otoni et al., (2016) na
incorporacdo de emulsdes com tamanhos de gota nano e micro em filmes de IPS. O aumento
na ER de filmes a base de IPS incorporados de emuls@es estéa relacionado a presenca de lipidios
e emulsificantes, que sdo capazes de enfraquecer as ligacdes intermoleculares entre as cadeias
poliméricas, influenciando nas propriedades de extensibilidade dos filmes (Carpiné et al.,
2016).

Quando comparadas entre os filmes ativos, filme SS foi 0 que apresentou a maior
resisténcia, seguido de SC e ST. Ja na ER, observou-se que ST apresentou o maior ER, seguido
de SS e SC. Estes efeitos podem ter ocorrido devido as diferencas de tamanho de gota e
migracdo destas para a superficie do filme. Como visto na se¢do 5.5.2, os didmetros médios de
gota das emulsdes S e C foram maiores que as da T. Zhao et al. (2023) observou o mesmo efeito

em filmes de IPS incorporados de emulsées A/O produzidas com diferentes emulsificantes. Os
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emulsificantes que produziram emulsdes com menores diametros de gota produziram filmes
com menor TR e maior ER, enquanto que os filmes com maiores tamanhos de gota, resultaram
em filmes com maiores TR e menores ER (Zhao et al., 2023). A porosidade dos filmes também
pode afetar a sua TR, como o filme ST apresentou uma maior porosidade em sus microestrutura
interna (Figura 37), isso pode levar a uma menor resisténcia do filme. Uma maior porosidade e
descontinuidade da matriz polimérica, pode afetar a rigidez da rede de proteinas do filme,
resultando em uma menor TR (Zhao et al., 2023).

5.7.10.2 Testes de perfuracdo

Né&o se observou diferenca significativa na FP, que permaneceu em torno de 5,6 N, mas
houve um aumento na DP para os filmes adicionados de emulséo, com o maior DP para o filme
ST (Tabela 37). Estes resultados estdo de acordo com o observado no teste de tracéo, no qual

observou-se filmes mais extensiveis com a adi¢do das emulsdes (Tabela 36).

Tabela 37 — Forca maxima de perfuracdo (FP) e deformacéo na perfuracdo (DP) de filmes a
base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulsdo encapsulando propolis
vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sodio
(SC).

Filme FP (N) DP (%)
S 55 0,3 6,9+0,5°
ST 5.4 +0,8° 9,3+0,9°
ss 5,9 +0,9° 7,8 £0,8%0
sC 57 +0,1° 8,2 £0,7%0

Fonte: Propria autoria.

Reyes, Landgraf e Sobral (2021) observaram um aumento na FP e na DP de filmes a
base de gelatina incorporados de extrato etandlico de propolis vermelha. O mesmo
comportamento foi observado por Alexandre et al. (2016) em filmes de gelatina incorporados

de 6leo essencial de gengibre.

5.7.11 Propriedades Opticas

5.7.11.1 Parametros de cor e opacidade



131

O filme controle (S) apresentou uma luminosidade alta (L* = 88,1 + 0,2), parametro a*
perto do zero (-3,4 =+ 0,1) e b* relativamente elevado (14,4 + 0,6), indicando uma coloracéao
amarelada (Tabela 38), conforme se pode observar na Figura 36. Esta coloragéo dos filmes era
esperada ja que o isolado proteico de soja comercial se apresenta como um p6 de coloragdo
amarela (Galus, 2018). Outros autores observaram valores de parametros L*, a* e b*
semelhantes aos encontrados neste trabalho (Jiang et al., 2023; Wang et al., 2016; Zhao et al.,
2023).

Com a incorporacdo das emulsdes, observa-se que a luminosidade (L*) diminuiu
significativamente, o pardmetro a* aumentou, passando para um valor de cor tendendo ao
vermelho, e o pardmetro b* também aumentou, tendendo para uma cor mais amarelada (Tabela
38). Estas alteragdes estdo relacionadas a incorporacdo das emulsdes, que apresentaram altos

valores de a* e b*, devido a presenca da PVBT (Tabela 20).

Tabela 38 — Parametros de cor (L*, a*, b*), diferenca de cor (AE*) e opacidade de filmes a
base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulsdo encapsulando prépolis
vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sodio

(SC).
Filme L* a* b* AE* Opacidade
S 88,1+0,2% -3,4+0,1° 14,4 £ 0,6° 14,5 £ 0,6° 1,8+0,4°
ST 74,0 £2,4° 4,9+1,2% 26,5+1,8° 32,2+2,8 4,8 £0,6%
SS 73,7 £0,6° 53+0,72 28,4 +1,7% 34,2+1,2% 59+0,6%
SC 77,9 +0,2° 3,7+0,12 22,1 +0,4° 26,4 +0,3° 3,1+0,3

Fonte: Propria autoria.

Reyes, Landgraf e Sobral (2021) também observaram uma diminuicdo na luminosidade
e um aumento dos parametros a* e b* em filmes de gelatina incorporados de extrato etanolico
de prépolis, sendo estes resultados atribuidos a presenca da propolis vermelha. A cor dos filmes
incorporados de compostos ativos estd diretamente relacionada ao tipo de compostos
adicionado ao filme, bem como a presenca de outros componentes como emulsificantes
(Mendes et al., 2020).

Comparando-se os emulsificantes, o filme SC apresentou o menor L* e b*, porém néo
houve diferenca significativa no parametro a*. As diferencas encontradas entre filmes
adicionados com as emulsGes podem ser atribuidas as coloragdes proprias de cada emulsdo

(Tabela 20). Zhao et al. (2023) observaram uma diminui¢do no L* e aumento nos parametros
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a* e b* de filmes de IPS adicionados de emulsdo A/O estabilizadas com diferentes
emulsificantes, porém, ndo observou grande interferéncia destes nesta propriedade.

A opacidade do filme de IPS aumentou significativamente com a adi¢do das emulsbes
(Tabela 38). Entre os diferentes emulsificantes, os filmes com maiores opacidades foram ST e
SS, sem diferenga significativa entre eles, seguidos do filme SC. Zhao et al. (2023) relataram
uma diminuicdo na transparéncia de filmes de IPS, incorporados de emulsdo A/O e tal efeito
foi distinto para diferentes emulsificantes utilizados na estabilizagdo das emulsdes. As
diferencas foram atribuidas ao tamanho de gota e migracao de 6leo, que afetam diretamente as
propriedades Gpticas dos filmes (Zhao et al., 2023).

5.7.11.2 Brilho

O brilho foi medido na superficie de contato com o ar e nos angulos de 20° e 60°. Em
ambos os angulos testados foi possivel observar uma diminuigdo significativa dos valores de
brilho com a incorporacéo das emulsdes (Tabela 39). Como o brilho da superficie de um filme
esta relacionado a sua rugosidade (Flaker et al., 2015; Villalobos et al., 2005), a migracédo das
gotas de Oleo para a superficie dos filmes de IPS (Figura 37) contribuiram para o aumento da

rugosidade da superficie e, consequentemente, para a diminuicéo do seu brilho.

Tabela 39 — Brilho a 20° e 60° da superficie de contato com o ar de filmes a base de isolado
proteico de soja controle (S) e incorporados de emulséo encapsulando prépolis vermelha bruta
triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sddio (SC).

Filme 20° 60°
S 28,2 £3,2° 76,8 £ 4,0°
ST 13,2+0,2° 51,7 £ 2,0
SS 3,7+£0,7° 27,8 +2,3¢
SC 6,8 +1,0° 35,8+2,9°

Fonte: Propria autoria.

Comparando-se os emulsificantes, o que apresentou o maior brilho a 20° foi o filme ST
e 0s menores valores os filmes SS e SC, sem diferenca significativa entre estes (Tabela 39).
Comparando-se o observado nas micrografias (Figura 37), os filmes SS e SC foram os que
apresentaram maior concentracdo de gotas de 6leo na superficie e com tamanhos de gota maior,

0 que pode ter contribuido para a diminuigdo do brilho, j& que este esta relacionado a rugosidade
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da superficie. No angulo de 60°, houve o mesmo comportamento, exceto pelo fato de que o
filme SS apresentou um valor de brilho significativamente menor do que o SC. Outros autores
tém observado a diminuicdo do brilho em filmes adicionados de emulsdes, sendo atribuido ao
aumento da rugosidade da superficie do filme (Dammak et al., 2017a; Dammak; Sobral, 2019;
Tessaro et al., 2021).

5.7.11.3 Propriedades de barreira a luz UV/Visivel

Os filmes a base de IPS apresentaram barreira a luz UV (Figura 42). Os filmes S
apresentam uma barreira total a luz UV até 300 nm, devido a presencga de aminoacidos que tem
a capacidade de absorc¢éo da luz UV, dentre os quais estdo a tirosina, fenilalanina e triptofano
(Guerrero etal., 2011; Wang et al., 2016), e até 360 nm para os filmes ativos, devido a presencga
de compostos fenolicos da PVBT (Belitz; Grosch; Schieberle, 2009).

Figura 42 — Espectros UV/Visivel dos filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e
incorporados de emulsé@o encapsulando propolis vermelha bruta triturada produzida com
Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sodio (SC).

Fonte: Propria autoria.

Na faixa de comprimento de onda da luz visivel, o filme controle S apresentou uma alta
transmitancia, a qual é diminuida com a adicdo das emulsdes (Figura 42), sem grandes
diferencas na barreira a luz visivel, sendo que os trés emulsificantes utilizados para estabilizar

as emulsdes apresentaram praticamente o0 mesmo comportamento. Além do efeito da adicdo das
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emulsdes na matriz biopolimérica, que tem sido relatado por diversos autores (Agudelo-Cuartas
et al., 2020; Jahromi; Niakousari; Golmakani, 2022; Oun; Shin; Kim, 2022), a prdpolis
vermelha também pode ser responsavel por esta diminui¢cdo, como observado por Reyes,
Landgraf e Sobral (2021), sendo que os compostos fendlicos presentes na prépolis possuem a
capacidade de absorgdo da luz na regido do visivel.

5.7.12 Atividade antioxidante

Os resultados das analises de compostos fendlicos totais, pelo método de Folin-
Ciocalteau, e da atividade antioxidante dos filmes ativos a base de IPS, determinados pelos
métodos FRAP e ABTS"™, demonstraram uma quantidade elevada de compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante no filme controle (Tabela 40). Resultados similares foram observados
em outros trabalhos com filmes a base de proteinas de soja (Echeverria et al., 2016; Paglione
etal., 2019; Wang et al., 2016). Alguns aminoacidos presentes nas proteinas de soja apresentam
cadeias fendlicas, como triptofano, tirosina e fenilalanina, que podem reagir com o reagente
Folin-Ciocalteau gerando resultado positivo (Wang et al., 2016). Além disso os peptideos
glicinina e B-conglicinina, presentes na soja e, consequentemente, nos seus derivados
(Vasconcellos et al., 2014) e isoflavonas, acido clorogénico, caféico e ferulico presentes, em
sua maioria, na forma glicosilada, no isolado de proteina de soja (Echeverria et al., 2016),

podem contribuir para a atividade antioxidante dos filmes controle.

Tabela 40 — Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos de ABTS™
(2,2’-azino-bis(3-etilbenzoatiazolin)-6-acido sulfonico) e FRAP (método de reducdo do ion
férrico) de filmes a base de isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulsdo
encapsulando prépolis vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS)
e caseinato de sodio (SC).

Compostos fendlicos -
Filme P totais ABTS FRAP
(mg AGE/g) (mg TE/g) (mg TE/g)  (mg FeSOu/g)
S 1,84 +0,11° 5,21 + 0,34° 1,22 +0,09° 2,44 +0,21°
ST 417 +0,18? 12,64 + 0,652 4,10 + 0,212 8,85 + 0,462
SS 412 + 0,072 11,50 + 0,692 3,09 +0,27° 6,61 + 0,59°
SC 419 + 0,122 12,22 + 0,682 3,73 £ 0,332 8,06 + 0,922

AGE = 4cido gélico equivalente; CE = catequina equivalente; QE = quercetina equivalente; TE = Trolox
equivalente. Fonte: Prépria autoria.
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A adicdo das emulsbes aumentou significativamente o contetdo de compostos fendlicos
totais e a atividade antioxidante dos filmes a base de IPS (Tabela 40), resultado esperado pelo
fato de as mesmas serem carreadoras da PVBT e apresentarem atividade antioxidante.
Comparando-se os diferentes emulsificantes, observa-se que ndo houve diferenca significativa
entre eles, assim como ndo houve nas emulsdes (Tabela 23). Filmes adicionados de extrato
etanolico de propolis tém sido relatados com atividade antioxidante (Chang-Bravo; Lopez-
Cordoba; Martino, 2014; Hodel et al., 2022; Reyes; Landgraf; Sobral, 2021).

5.7.13 Atividade antimicrobiana

Os resultados das andlises dos filmes ativos a base de IPS apresentaram um
comportamento semelhante aos dos filmes de gelatina, sem a presenca de halo de inibi¢&o para
nenhuma das bactérias testadas (Figura 43).

Figura 43 — Atividade antimicrobiana por teste de difusdo em disco de filmes a base de
isolado proteico de soja controle (S) e incorporados de emulsao encapsulando propolis
vermelha bruta triturada produzida com Tween 80 (ST), saponina (SS) e caseinato de sodio
(SC), para o controle positivo (+) e negativo (-) e para as bactérias E. coli (a), Salmonella (b),
S. aureus (c) e L. monocytogenes (d).

Fonte: Propria autoria.
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Nas emulsdes carregadas de PVBT foi possivel observar a formacéao de halo de inibi¢&o
para as bactérias Gram (+), S. aureus e L. monocytogenes (Figura 27), mas nos filmes a
concentracdo dos compostos ativos é muito mais baixa do que a adicionada nas emulsdes, o que
interfere no seu efeito. Outra causa seria a maior dificuldade de os compostos se difundirem
através do &gar, ja que eles estdo encapsulados tanto pela emulsdo, quanto pela matriz
biopolimérica (Tessaro et al., 2021). Contrariamente a este resultado, Paglione et al. (2019)
relataram um maior halo de inibicdo em filmes ativos a base de proteina concentrada de soja
adicionados de 6leo essencial de orégano microencapsulado por gelificacdo idnica do que
filmes adicionados do 6leo essencial livre. Aqueles autores atribuiram tal efeito ao fato da
alteracdo na taxa de liberacdo e na deformacdo das microcapsulas que auxiliaram na difusdo do
0leo essencial pelo agar.

Como ja abordado nesta tese, filmes ativos adicionados de propolis vermelha na forma
de extrato etanolico tém demonstrado efeitos antimicrobianos contra S. aureus (Hodel et al.,
2022; Reyes; Landgraf; Sobral, 2021) e contra S. enteritidis (Reyes; Landgraf; Sobral, 2021) e
até mesmo com efeitos antimicrobianos quando aplicados em alimentos (Costa et al., 2014).
Entretanto, como a propolis vermelha foi aplicada na forma de extrato etandlico, tanto a
concentracdo adicionada pode ser maior do que a utilizada neste trabalho quanto a difusdo dos

compostos ativos pelo agar pode ser facilitada.
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6 CONCLUSOES

A propolis vermelha bruta apresentou coloracdo tendendo ao vermelho escuro, mas
depois de triturada, sua coloracdo aparentava vermelho alaranjada. Dentre suas propriedades
fisico-quimica tem o fato de ter apresentado a formacdo de polimorfos ap6s aquecimento e
resfriamento e uma temperatura de fusdo em, aproximadamente, 60°C, parametro importante
para a producéo das emulsdes.

Nas emulsdes produzidas com emulsificante Tween 80, a concentragdo deste
emulsificante afetou a estabilidade, o didmetro médio de gota e o span das emulsdes. Ja o
namero de ciclos de homogeneizacao afetou somente o diametro médio de gota. A concentragdo
de PGPR na fase 0leo ndo afetou nenhuma das variaveis dependentes, a ndo ser o efeito da
interacdo com a concentracdo de Tween 80 no didmetro medio de gota.

Nas emulsdes produzidas com saponina, o nimero de ciclos de homogeneizacgéo afetou
sua estabilidade e a concentragdo de emulsificante afetou seu diametro médio. Para a produgéo
de emulsdes com caseinato de sodio, somente a concentracdo deste emulsificante foi estudada,
apresentando efeito na estabilidade, no didmetro médio de gota e no valor de span. As melhores
emulsdes foram selecionadas com base na sua maior estabilidade e menor didmetro médio de
gota.

As emulsdes com Tween 80 apresentaram o maior indice de estabilidade e menor
didmetro médio de gota, enquanto a de saponina apresentou a menor estabilidade e tamanho de
gota intermediario. J& a emulsdo com caseinato de sodio apresentou uma estabilidade
intermediaria e maior diametro médio de gota. As emulsdes, produzidas com 0s trés
emulsificantes, apresentaram coloracdo caracteristica da prépolis vermelha bruta triturada e
apresentaram um comportamento reoldgico caracteristico de fluidos newtonianos. A diferenca
estd no fato de que as emulsbes produzidas com saponina e caseinato de sddio apresentaram
uma tensdo de escoamento inicial.

Todas emulsdes apresentaram boa atividade antioxidante, comparavel aos extratos
etanolicos de prépolis vermelha. Quanto a atividade antimicrobiana, apenas foi observado halo
de inibicdo contra as bactérias Gram-positivas S. aureus e L. monocytogenes.

Os filmes ativos a base de gelatina apresentaram uma estrutura porosa interna e a
formacdo de gotas de 6leo na sua superficie, o que pode ter aumentado a sua rugosidade
superficial. Com isso, o brilho e o angulo de contato de agua diminuiram, ndo apresentando

influéncia no tipo de emulsificante da emulsdo. A permeabilidade ao vapor de agua nédo foi
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afetada. A incorporacgdo das emulsdes produziu filmes mais resistentes, com maior tenséo na
ruptura e modulo elastico. A elongacdo na ruptura aumentou com a adi¢cdo das emulsbes
produzidas com Tween 80 e saponina, porém, diminuiu para a emulsdo produzida com
caseinato de sodio. Os filmes ativos apresentaram coloracdo caracteristica das emulsdes e mais
opacos, sendo o filme mais opaco o incorporado de emulsdo com saponina. Consequente mente,
eles apresentaram uma boa barreira a luz UV-vivivel, sendo o filme mais opaco o que
apresentou a maior barreira.

Os filmes ativos a base de isolado proteico de soja apresentaram uma maior quantidade
de gotas de 6leo na sua superficie e estrutura interna também porosa. A incorporacdo das
emulsdes diminuiu o angulo de contato de adgua apenas do filme incorporado com a emulsdo
produzida com Tween 80. A resisténcia dos filmes ativos ndo foi afetada pelas emulsGes,
porém, a elongacdo na ruptura aumentou para todas as emulsfes. Quanto a aparéncia, os filmes
ativos apresentaram coloracdo caracteristica das emulsdes encapsulando a propolis vermelha
bruta triturada e maior opacidade, sendo o mais opaco o filme incorporado com a emulsdo
produzida com saponina. Os filmes ativos apresentaram maior barreira a luz UV/visivel do que
o filme controle, mas ndo houve diferenca entre os tipos de emulsificantes.

Ambas as matrizes apresentaram atividade antioxidante quando as emulsdes foram
incorporadas aos filmes. Na atividade antimicrobiana, nenhum dos filmes ativos apresentou
halo de inibicdo para nenhuma das bactérias testadas, apesar de as emulsdes terem apresentado
atividade contra as bactérias Gram-positivas.

Pode-se concluir que € possivel produzir emulsdes O/A encapsulando a propolis
vermelha bruta triturada com uma boa estabilidade e que o emulsificante Tween 80 é o mais
efetivo nesta producdo e estabilizacdo. Os filmes ativos incorporados destas emulsbes
apresentaram caracteristicas interessantes, principalmente as mecanicas e de barreira a luz, para

seu uso como embalagem ativa de alimentos.
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