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RESUMO
A partir da necessidade de encontrar alternativas para reduzir o impacto ambiental frente ao uso
desenfreado do pléstico e seus residuos descartados, o presente estudo tem como objetivo desenvolver
biofilme ativo de origem 100% bioldgico através da composi¢do de amido modificado de sogo
granifero e material lignocelulosicos aditivado de prépolis vermelha, sendo de grande interesse
devido a disponibilidade da matéria prima e do seu baixo custo. A primeira etapa deste trabalho
consistiu do plantio e obtencao de dados agrondmicos da variedade de sorgo IPA-1011 apresentando
o rendimento para produ¢do de matéria verde 69,05+0,98 e produ¢do de matéria seca 19,88+0,47 em
t.ha. O amido extraido apresentou rendimento de 43% (b.s.). A segunda etapa do trabalho foi a
modificagdo por oxidacdo do amido com solugdo de cloro ativo a 1,5%, gerando valores para
carbonila (COO) 068°+0,07 e carboxila (COOH) 0,131+0,06. O material ligonocelulésico em sua
caracterizagao in natura e apds pré-tratamento basico com objetivo de solubilizar a lignina utilizando
planejamento de 23+3 pontos centrais, apresentou lignina para bagago in natura 20,16+0,93 e lignina
para bagago pré-tratado 3,54+0,28. As analises de MEV para bagago evidenciaram que ap0s a etapa
de pré-tratamento com NaOH as fibras ficaram mais expostas e a camada mais externa e rugosa foi
removida, tornado a matriz mais porosa e assim proporcionando a biomassa uma melhor
disponibilidade das fibras celuldsicas. Na caracterizagdo da propolis vermelha os teores de fenois e
flavonoides totais foram de 241,2 e 36,1 mg EQ/g, respectivamente. Apos a producao dos filmes
foram encontrados valores em sua caracterizagao que confirma ser um bom produto para producao
em escala: analises mecanicas feitas nas duas amostras, denotam diferencas com relagao a tensao e
deformagdo na ruptura dos filmes, apresentando uma correlagdo direta entre ambas analises. Os
valores da tensdo no ensaio 03 foi de 0,145 mpa e deformagado na ruptura de 17,26%; Os melhores
resultados para solubilidade ao vapor de agua encontra-se nas amostras do ponto central com a menor
solubilidade em 31,24%; Quanto as andlises antibiograma frente a quatro cepas de bactérias:
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, tiveram bom
resultado inibitorio,visto que na composi¢do do biofilme ¢ adicionado propolis vermelha na
concentracdo de 2,5% como aditivo, apresentando maior inibi¢do no teste antibiograma frente a cepa

de Bacilus subinitilis com inibi¢ao de 9,4 mm.

Palavras-chave: embalagem ativa biodegradéavel, polimero, sustentabilidade, Sorghum bicolor.
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ABSTRACT
Based on the need to find alternatives to reduce the environmental impact of the unrestrained use of
plastic and its discarded waste, the present study aims to develop an active biofilm of 100% biological
origin through the composition of modified starch from graniferous soybeans and lignocellulosic
material with additives. of red propolis, being of great interest due to the availability of raw material
and its low cost. The first stage of this work consisted of planting and obtaining agronomic data for
the sorghum variety IPA-1011, with yield for green matter production 69.05+0.98 and dry matter
production 19.88+0.47 in t. there is. The extracted starch showed a yield of 43% (b.s.). The second
stage of the work was the oxidation modification of the starch with a 1.5% active chlorine solution,
generating higher values for carbonyl (CO0) 068a+0.07 and carboxyl (COOH) 0.131+0.06. The
ligonocellulosic material in its in natura characterization and after basic pre-treatment with the
objective of solubilizing the lignin using a 23+3 central point planning, presented lignin for in natura
bagasse 20.16+0.93 and lignin for pre-treated bagasse 3 .54+0.28. SEM analyzes for bagasse showed
that after the pre-treatment step with NaOH, the fibers were more exposed and the outermost and
roughest layer was removed, making the matrix more porous and thus providing the biomass with a
better availability of cellulosic fibers. In the characterization of red propolis, the total phenol and
flavonoid contents were 241.2 mg EAG/g and 36.1 mg EQ/g respectively. After the production of the
films, values were found in its characterization that confirm that it is a good product for scale
production: mechanical analyzes carried out on the two samples, denote differences in relation to
tension and deformation in the rupture of the films, presenting a direct correlation between both
analyses. The stress values in sample 03 were 0.145 mpa and strain at break 17.26%; The best results
for water vapor solubility are found in the central point samples with the lowest solubility at 31.24%;
As for the antibiogram analyzes against four strains of bacteria: Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, they had a good inhibitory result, since in the
composition of the biofilm red propolis is added at a concentration of 2.5% as an additive, presenting
greater inhibition in the antibiogram test against the strain of Bacillus subinitilis with an inhibition of

9.4 mm.

Keywords: biodegradable active packaging, polymer, sustainability, Sorghum bicolor.
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1. INTRODUCAO

Em mais de seis décadas, foram produzidas cerca de 9,2 bilhdes de toneladas de plastico, isto
¢, mais do que uma tonelada de plastico por pessoa, representando uma média de 400 milhdes de
toneladas de plastico produzido ao ano, sendo que apenas 9% sao recicladas (ZAMORA et al., 2020).
Segundo a WWF-BRASIL (2019) a distribui¢do entre os paises que mais produzem lixo pléstico sdo:
em primeiro lugar, os Estados Unidos, com aproximadamente 70,782 milhdes de toneladas ao ano;
depois a China, com 54,740; em terceiro lugar a ndia, com 19,311 milhdes. O quarto lugar, com 11,3
milhdes de toneladas de pléastico produzidas ao ano ¢ do Brasil. A maior parte desetes resuduos
plasticos se transformam em particulados, surgindo assim uma nova preocupagdo, que sao 0S
micropasticos e nanoplasticos, classificados por seu tamanho, apresesentando-se no geral, os
microplasticos na faixa de tamanho entre 100 nm e 5 mm. Apresentam formatos variados, incluindo
fragmentos, granulos, fibras, esferoides e pellets (EFSA, 2016). Enquanto os nanoplasticos sdo
fragmentos em nanoescala, ou seja, variando de 1 a 100 nm, em conformidade com a International
Organization for Standardization (ISO, 2015). A contaminacao por microplasticos € nanoplasticos, ¢
um problema ambiental mundial, presentes nos ambientes como, oceanos, terrestre, causando males
social e de satde publica. O acimulo de detritos plasticos pode ser um sintoma de deficiéncias
anteriores na cadeia de gestdo de uma comunidade (PRATA et al., 2021).

Os residuos plasticos estdo presentes nos ambientes terrestre, de dgua doce, costeiro e
marinho, sendo que microparticulas e nanoparticulas ja foram encontrados em regides remotas ao
redor do mundo, como nos sedimentos marinhos a grandes profundidades no Oceano Pacifico
(ZHANG et al., 2020). Estudos anteriores também ja confirmaram a presenca de particulas plasticas
no sal comercial (KIM et al., 2018), leite (KUTRALAM-MUNIASAMY et al., 2020), cerveja
(LIEBEZEIT; LIEBEZEIT, 2014), agua mineral (ZUCCARELLO et al., 2019) e peixes (BARBOZA
et al., 2020), representando um risco potencial a saide humana.

Segundo relatério do PNUMA (2023) essa problematica apresentada que faz parte do nosso
cotidiano, encontra-se na forma como produzimos, usamos ¢ descartamos os plasticos durante
séculos, poluindo e desestabilizando o clima, sendo necessario uma intervengdo para reduzir a
poluicdo plastica em 80% em todo o mundo até 2040, sendo necessario a eliminagdo de plasticos
problematicos e desnecessarios para reduzir o tamanho do problema e posteriormente, a aplicagdo de
trés mudangas: reuso, reciclar, reorientar e diversificar novos produtos que sejam de fontes renovaveis
e compostaveis (bioplasticos).

Uma das linhas de pesquisa que vem ganhando grande destaque refere-se ao setor produtivo
na area de polimeros, onde se observa atualmente a produgdo de bioplasticos usando matérias-primas

classificadas como alternativas, que se apresenta como uma fonte viavel para a substituicdo do
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plastico proveniente de fonte ndo renovavel (petréleo) (SANTANA; LIMA, 2009; RODRIGUES et
al., 2015).

As embalagens ativas podem ter variadas func¢des, dentre elas a agao antimicrobiana, onde a
principal fun¢do ¢ inibir o crescimento de microrganismos que podem deteriorar os alimentos,

conferindo seguranga e estendendo assim o prazo de vida util do alimento (SABERI et al., 2017).

Os bioplasticos ou bioprodutos de fontes renovaveis, vem sendo tema de pesquisas como
forma de mitigar os problemas causados pelo plastico convencionais a0 meio ambiente, tendo o grupo
dos bioplasticos grande abrangéncia e uma ampla variedade de compostos com diferentes
propriedades e aplicagdes, reunindo alternativas sustentaveis para muitos materiais convencionais
(EUROPEAN BIOPLASTICS, 2016). O INNPROBIO (2015) define bioplastico sucintamente como
aquele “produto total ou parcialmente derivado da biomassa”. Por sua vez, biomassa ¢ um termo geral
usado fazer referéncia a matérias-primas renovaveis, como madeira, palha, actcar, milho, mandioca,
algas ou residuos biologicos (INNPROBIO, 2015). Hogan et al. (2015), bem como Lackner (2015),
citam que os bioplasticos sdo definidos como plasticos de base biologica ou biodegradaveis e,
sobretudo, aqueles que apresentam ambas as caracteristicas.

Este trabalho abordou o desenvolvimento de biofilme, oriundo de material 100% bioldgico e
degradavel em consonancia com as pesquisas atuais voltadas para criar novos produtos que substitua
o plastico convencional de forma renovavel, limpa e segura, estando a pesquisa inserida nos objetivos
de desenvolvimento sustentavel (ODS) que ¢ um apelo universal da Organizacao das Nagdes Unidas
(ONU) a agao para acabar com a pobreza, proteger o planeta e assegurar que todas as pessoas tenham

paz e prosperidade.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir biofilme ativo de amido de sorgo granifero (Sorghum bicolor) modificado e

reforgado com material lignocelulodsico e aditivado de extrato de propolis vermelho.

2.2. Objetivos Especificos

e Produzir e caracterizar agronomicamente a variedade de sorgo IPA-1011;

e Obter o amido dos graos do sorgo granifero gendtipo IPA-1011;

e Modificar o amido de sorgo a partir da oxidacao (hipoclorito de sddio);

e Analisar através da caracterizagdo fisico-quimica o amido nativo e modificado por oxidagao;

e Determinar por meio da caracterizagdo fisico-quimica o percentual de umidade, cinzas,
extrativos, celulose, hemicelulose e lignina dos bagacgos dos colmos da planta do sorgo
granifero in natura e pré-tratado basico;

e Realizar os pré-tratamentos basicos nos bagagos dos colmos da planta do sorgo granifero,
utilizando planejamento experimental 23 +3=11 ensaios.

e Avaliar através da caracterizagao fisica: cristalinidade dos bagagos dos colmos da planta do
sorgo granifero in natura e pré-tratado basico através de DRX e suas morfologias (MEV).

e Obter extrato hidroalcoolico da propolis vermelha e caracterizar fisico-quimicamente
amostras; caracterizar os extratos obtidos quanto a capacidade antioxidante, teor de compostos
fenolicos totais e flavonoides;

e Produzir filmes biodegraddveis utilizando planejamento experimental 23+3=11 ensaios;

e Avaliar as propriedades fisicas e microbioldgicas dos filmes biodegradaveis.m.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Embalagens alimenticias

Segundo a ANVISA (2000) embalagem para alimento ¢ o involucro, recipiente ou qualquer
forma de acondicionamento, removivel ou ndo, destinada a cobrir, empacotar, envasar, proteger ou
manter, especificamente ou ndo, matérias-primas, produtos semielaborados ou produtos acabados.

Atualmente as embalagens vém sendo consideradas como parte indispensavel do sistema
econdmico da sociedade, tornando seu uso imprescindivel no dia a dia (RUIZ; FIGUEIREDO, 2012).
Por causa de sua multipla aplicagdo, as embalagens tém fun¢do basica, além de conter, preservar e
proteger os produtos, também podem garantir qualidade e seguranca, bem como prevenir
contaminagdes quimicas, fisicas e microbioldgicas (JORGE, 2013). Os materiais mais usados em
embalagens hoje sao polimeros sintéticos (MASILAMANI et al., 2017). Esses derivados de petrdleo,
como polietileno, polipropileno e cloreto de polivinila (PVC). Segundo a Associa¢do Brasileira da
Industria Quimica (ABIQUIM, 2020), o Brasil produziu 406.874 ton de PVC em 2020, exportando
nos calculos da entidade, 58.187 toneladas comparado a um total de 45. 468 em 2019, demostrando
assim um acréscimo da necessidade e uso deste material. Na maioria dos casos, os plasticos sintéticos
para melhorar o desempenho da embalagem sdo revestidos ou compostos de diferentes polimeros.
Essa complexa estrutura da matriz dificulta a coleta, identificagdo, triagem, transporte, limpeza e
conversdo, tornando a reciclagem economicamente inviavel. Portanto, o impacto ambiental causado
pela sua deposi¢ao ¢ um fator que merece atengao (DAVIS; SONG, 2006; MITRUS; WOJTOWICZ;
MOSCICKI, 2009).

A gestao de residuos e a producgdo de pléstico convencional continuam a seguir as tendéncias
atuais com aumento de produgdo e consumo. Se ndo houver conscientizagdo para investimentos em
novas tecnologias sustentdveis, cerca de 12 bilhdes de toneladas de residuos plasticos serdo
depositados em aterros ou no ambiente natural até 2050, prejudicando todo ecossistema.
(BORRELLE; ROCHEMAN; PROBENCHER et al., 2017).

A gestao de subprodutos sélidos pode diminuir o impacto ambiental através de programas de
reciclagem, incineracdo com reaproveitamento da energia gerada, reutilizacao e descartes em aterros
sanitarios. Visando reverter esse quadro, inumeras pesquisas estdo sendo desenvolvidas para
incrementar e/ou desenvolver materiais biodegradaveis que possam substituir, em algumas
aplicagdes, os polimeros sintéticos (ENGEL; AMBROSI; TESSARO, 2019; ZANELA et al., 2018;
BALAKRISHNAN et al., 2017).
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3.2. Materiais biodegradaveis (biopolimeros)

Os polimeros naturais ou biopolimeros sdo obtidos através de organismos vivos animais e
vegetais, como por exemplo, a borracha, obtida pela extra¢do de latex da seringueira, polissacarideos
como a celulose, amido que ¢ encontrado em graos e nas raizes de diversos vegetais, 13 de carneiro,
seda do bicho da seda e proteinas (ATOM Jr., 2020).

Segundo a Norma ASTM D 883 — testes plasticos, polimeros biodegraddveis sao polimeros
cuja degradacdo se da através da acdo de microrganismos de ocorréncia natural (ASTM D883-19c,
2019). Os biopolimeros em condi¢des favoraveis podem ser degradados em semanas ou meses
(BRITO et al., 2011) portanto, a producdo e o uso de biopolimeros tém surgido em aplicagdes
adequadas para substituir alguns polimeros sintéticos. Dentre todas as alternativas conhecidas, as
mais utilizadas sdo as diversas fontes biodegradaveis derivadas de amido, celulose e polissacarideos,
que sdo baratas e facilmente disponiveis (BASTIOLI, 2014). Além desses pontos, deve-se atentar
também para as fontes de menor impacto ao meio ambiente, o saldo positivo relacionado ao didéxido
de carbono (CO2) apds sua degradacao e a possibilidade de fechamento do ciclo de vida (RAY;
BOUSMINA, 2005), como ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1. Ciclo de vida ideal dos polimeros biodegradaveis provenientes de fontes renovaveis
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Fonte: Adaptado de Mohanty et al. (2005).

Biopolimeros sdo polimeros ou copolimeros produzidos a partir de recursos renovaveis
(residuos) como milho, cana-de-agucar, celulose, quitina e outras matérias-primas (BRITO et al.,
2011). Em comparagdo com os plésticos tradicionais, sao utilizados para minimizar o impacto no

meio ambiente (CHEN; PELTON; SMITH, 2016).
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Segundo defini¢do para bioplasticos ou plasticos verdes, a EUROPEAN BIOPLASTICS
(2016), fazem referéncia aos plasticos de origem renovavel (ou parcialmente renovavel),
biodegradaveis ou com ambas as caracteristicas. A origem renovavel pode ser proveniente, por
exemplo, dos residuos vegetais como da cana de acticar, do milho ou da celulose.

Como produtos elaborados para minimizar os impactos ambientais, os bioplasticos sdo
classificados quanto sua origem: natural ou fossil, sintese quimica: convencional ou biossintese e vida
final: convencional, compostagem em condigdes industriais ou biodegradagao em todas as condigdes,
segundo Lagarén, Ocio e Lopez-Rubio (2012). Os polimeros ao apresentar alguma dessas
caracteristicas recebe o termo “bio”. Na Tabela 3.1, encontram-se relacionados os principais grupos

de bioplasticos de acordo com a definicdo descrita.

Tabela 3.1. Principais grupos de bioplasticos.

Fonte Sintese Degradacao Exemplo
Fossil Quimica Biodegradavel, PCL, PBAT, PBSA
compostavel
Quimica Nao — biodegradavel PE (fonte bioldgica), PP
Renovével Compostavel
PLA
Natural Biodegradavel, Polissacarideos, proteinas,
compostavel PHA’s e etc.

PCL - Policaprolactona; PBAT Poli butileno adipgto-co-tereftalato; PBSA - Poli butileno succinato-co-
adipato; PE - Polietileno; PP - Polipropileno; PLA - Acido polilatico; PHA - Polihidroxialcanoato
Fonte: Adaptado de Lagarén, Lopez-Rubio e José Fabra (2016).

Dentre os principais bioplasticos apresentados na tabela 3.1, o mais predisposto seria aquele
obtido de fonte renovavel, sintese natural, e biodegradavel, levando em consideragdo a questiao
ambiental, pois ampliam caracteristicas de ser um polimero verde (LAGARON; LOPEZ-RUBIO;
JOSE FABRA, 2016).

Polimero verde ¢ o termo normalmente utilizado para polimeros biodegradaveis (derivados de
recursos biologicos ou combustiveis fosseis), e ainda se refere a polimeros produzidos a partir de
recursos renovaveis, ndo necessariamente biodegradaveis (OJIJO; RAY, 2013). Sendo a partir destes
polimeros o surgimento de pesquisas inovadoras em formular e produzir embalagens sustentaveis ou
“embalagens verdes” criadas para reduzir os danos que sao causados pelas embalagens descartaveis
convencionais, as embalagens sustentaveis, sdo feitas de materiais organicos ou materiais reciclaveis
(ECYCLE, S/D, 2020).

Os biopolimeros, também chamados de bioplasticos, representam menos de 1% dos 359
milhdes de toneladas de plésticos fabricados anualmente no mundo, segundo a associagdo European

Bioplastics (FAPESP, 2020). A produg¢ao, no entanto, cresce ano a ano, entre 2018 ¢ 2019, a expansao
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da capacidade instalada foi de 5%, chegando a 2,1 milhdes de toneladas. A expectativa da associa¢ao
europeia ¢ de que esse numero continue evoluindo e chegue a 2,4 milhdes de toneladas em 2024,

observado na Figura 3.2, segundo dados da European Bioplastics (2020).

Figura 3.2. Capacidade instalada da industria de bioplastico no mundo, por tipo, entre 2011 e 2024

(em mil toneladas)
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Fonte: FAPESP (2020).

No Brasil, ndo ha estatisticas relacionadas a produgdo ou a venda de bioplasticos, mas em
compensagdo foram comercializados 6,6 milhdes de toneladas de plésticos convencionais em 2018,
mesmo assim o pais tem um enorme potencial em se tornar grande produtor de bioplasticos, por ser
um dos grandes na produc¢ao de polimeros de origem renovavel do planeta, utilizando cana-de-agucar
e etanol (OLIVEIRA-FILHO et al., 2020).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas em instituigdes para producao de bioplasticos a nivel
nacional, exemplo a EMBRAPA que vem estudando novos materiais para serem transformados em
embalagens ou mesmo ingredientes alimenticios, chamados pelos pesquisadores de bioplésticos ou

biopolimeros e podem fazer parte também de embalagens biodegradaveis (MATTOSO, 2018).
3.3. Revestimentos para alimentos

Os revestimentos comestiveis para alimentos podem ser usados para reduzir a umidade,
vapores de gases: oxigé€nio, dioxido de carbono, etileno, aromas e lipideos, para o ambiente,
diminuindo a taxa de respiracdo (reducdo do metabolismo) e altera¢des de textura, melhorando a
integridade mecanica da aparéncia e fisica contra injurias, podendo atuar como veiculo para aditivos

alimenticios, como antioxidantes e inibidores de microrganismos, melhorando assim as
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caracteristicas intrinsecas e a integridade dos vegetais recobertos (CHIEN; SHEU; YANG, 2007;
FALGUERA et al., 2011; JACOMETTI; MENEGHEL; YAMASHITA, 2003).

Definido por ser uma fina pelicula formada separadamente do alimento o filme ¢
posteriormente aplicado sobre o mesmo, este caracterizado como uma solugdo filmogénica ou uma
suspensdo de compostos poliméricos (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000).

Os revestimentos classificados como comestiveis apresentam a matéria-prima biopolimé rica
considerada como GRAS (Generrally Recognized as Safe) ou seja, nao deve causar toxicidade ao

alimento ou ao consumidor (ASSIS; BRITTO, 2014).

3.3.1. Filmes de amido

A aplicagdo do biopolimero proveniente de matéria-prima amilaceas utilizadas na producdo
de filmes se baseia nas propriedades quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na
sua capacidade para formar filmes (MALI; GROSSMAN; YAMASHITA, 2010).

Para transformag¢ao do amido em um material termopléstico, € necessario que haja a destrui¢ao
da matriz e organizagdo dos granulos de amido que ocorrem através de dois processos: gelatinizagdo
e fusdo (JACOBS et al., 2020).

O processo de fusdao acontece quando o amido ¢ aquecido com pequenas quantidades de agua,
necessitando de temperaturas maiores para que ocorra, ja o processo de gelatinizacdo ¢ a
transformagao irreversivel do amido granular em uma pasta viscoelastica, ocorrendo na presenca de
excesso de agua e leva a destruigdo da cristalinidade e da ordem molecular do granulo através do
rompimento das ligacdes de hidrogénio que, inicialmente mantinham a integridade deste (MALI et
al., 2010). Segundo Assis e Britto (2014), o processo de producao e formacao de filmes de amido
pode ser baseado na quebra do biopolimero, onde as moléculas tomam nova forma em uma matriz de
filme ou gel. Geralmente evapora-se um solvente criando uma ligacdo hidrofilica e hidrogenada e ou
reticulagdo eletrolitica e idnica.

A metodologia de producao casting, elabora o biofilme a ser obtido de forma independente,
em que o biopolimero ¢ solubilizado e aquecido em processo de fundi¢ao, formando uma solugao.
Essa solugdo filmogénica ¢ submetida a secagem em uma superficie ou molde. O filme obtido ¢
utilizado para separar, cobrir, enrolar e encapar (GUILBERTT; CUQ; GONTARD, 1997).

A aplicagdo de filmes a base de biopolimeros (amido) ¢ dificultada por sua hidrofilia (afinidade com
a agua) e fragilidade, que pode ser melhorada combinando o amido com outros compostos
biocompatives como os residuos de lignocelulose como intensificador ou aplicagdo de quitosana

(BOF et al., 2015).
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3.3.2. Substincias plastificantes para biofilme

As substancias plastificantes como glicerol sdo capazes de garantir boa qualidade no plastico
biodegradavel a ser produzido, pois modifica a organizagdo molecular da rede amildcea aumentando
o volume livre na molécula, causando alteragdes no pléstico biodegraddvel como o aumento de
flexibilidade, extensibilidade e distensibilidade seguido por reducdo na resisténcia mecanica,
temperatura de transi¢ao vitrea e barreira a gases e vapor de agua, isso devido a higroscopicidade do
plastificante e sua acdo na quebra da rede amildcea aumentando assim as interagdes amido-
plastificante que diminuem a densidade das interacdes e consequentemente a coesdo da molécula
(GROSSMAN; MALI; SHIMAZU, 2007).

Os agentes plastificantes quando adicionados a uma solugao filmogénica a base de biopolimro
amiléceo, alteram suas propriedades mecénicas e fisicas para formacdo de filmes com as seguintes
caracteristicas: flexiveis, vitreos e com reduzida barreira a gases e vapor de dgua (ALLEONI;
JACOMINO; ROSA, 2006).

Os tipos de plastificante que podem ser utilizados em formulagdes de biofilmes sdo: glicerina,
sorbitol, alguns agucares, aminoécidos e 4cidos graxos (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000),
sendo os trés primeiros compativeis com o amido. Alguns critérios de disponibilidade (plastificantes
naturais e substancias hidrofobicas) devem ser critérios de selecdo, geralmente utilizando-se de 10 a
60 gramas de plastificante por grama de matéria seca durante a formulacdo dos biofilmes

(GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993).

3.4. Amido

Presente em grande quantidade nos vegetais como: tubérculo, raizes e cereais, o amido que ¢
um polissacarideo, se apresenta como uma das matérias primas mais promissoras para a producao de
polimeros biodegradaveis, devido a sua abundancia e seu baixo custo, € que na presenga de
plastificantes e sob acao de calor podem ser processados como um material termoplastico (MAYA,
2016).

Polissacarideo orgéanicos mais abundantes na natureza, o amido se apresenta como fonte
promissora para produ¢do de biofilmes (JANE et al., 1994), sendo os cereais a mais abundante. Esse
polissacarideo ¢ acumulado em estruturas de reserva durante uma fase do ciclo de vida da planta para
ser utilizado em outro momento, se constituindo a principal forma de armazenamento de carboidratos
(SCHWARTZ; WHISTLER, 2009).

A estrutura molecular do amido se apresenta constituida por dois diferentes tipos de polimeros

de glicose: a amilose e a amilopectina. A forma em que a amilose e a amilopectina estdo dispostas,
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formam regides mais ou menos densas nos granulos. A regido mais densa ou cristalina, ¢ onde se
concentra a amilopectina, pois sua parte linear ¢ responsavel pela origem desta cristalinidade. As
areas amorfas sdo formadas por cadeias de amilose e ramificagdes da amilopectina (SANTOS et al.,
2014).

De acordo com a Resolucao-RDC N° 263, de 22 de setembro de 2005, amidos sdo produtos
amilaceos extraidos de partes comestiveis de cereais, tubérculos, raizes ou rizomas (ANVISA, 2005).

A estrutura do amido incluindo o formato e o tamanho ¢ dependente da origem botanica
(JANE et al., 1994; LIN et al., 2016). Seus granulos podem ser encontrados no pélen, folhas, hastes,
tecidos lenhosos, raizes, tubérculos, bulbos, rizomas, frutas, flores e pericarpo, cotilédones, embrides

e endospermas de sementes (SCHWARTZ; WHISTLER, 2009).

3.4.1. Modificacio do amido por oxidac¢io

Os amidos oxidados sdo utilizados principalmente nas industrias de papel e téxteis, por
formarem filme e possuirem propriedades de adesdo. No entanto, a aplica¢do de amidos oxidados na
industria de alimentos também apresenta grande importancia, visto que estes amidos apresentam
baixa viscosidade, elevada estabilidade e alta capacidade de formar géis claros. O amido oxidado
normalmente ¢ produzido pela reagdo do amido com um agente oxidante, como hipoclorito ou iodato
de sddio, permanganato de potassio e peroxido de hidrogénio, sendo os dois primeiros os mais
utilizados, sempre sob temperatura e pH controlados (WANG; WANG, 2003; SANDHU et al., 2008;
ZAVAREZE et al., 2012, VANIER et al., 2012).

Durante o processo de oxidagdo, grupos hidroxila das moléculas de amido sdo oxidados a
grupos carbonilas e carboxilas (Figura 3.3), contribuindo para a melhoria da estabilidade mecéanica e
fisica da pasta de amido. O numero de grupos carboxilas e carbonila em amido oxidado indica o nivel
de oxidagdo, a qual ocorre principalmente nos grupos hidroxila nas posi¢des C2, C3 e C6, em uma

unidade de D-glicopiranosil (KUAKPETOON; WANG, 2001).

Figura 3.3. Reacdo do amido com o hipoclorito de sdédio formando grupos carbonila e carboxila

CH_OH CH_OH CHLOH CHLOH

o] Q 'L Q
oH = oH o< _on o ar o
OH OH OH T OH
lNaOCI

CHLOH CH,OH CHLOH CH,_OH

[S) o o o
<< on H
oH _AloleH O oK _ o;‘fo
L= OH OH O Ho

Fonte: Xie, Liu e Cui (2005).
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3.5. Sorgo

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] € o quinto cereal mais consumido no mundo, sendo
mais importante junto ao arroz, ao trigo, a cevada e ao milho (MAINA et al., 2018). Pertence a familia
da poaceae e tem origem na Africa onde ¢ encontrada com maior variabilidade de espécies silvestres
e cultivada, é conhecida mundialmente como cultura promissora na producao de energia e biomassa
(ALVINO et al., 2012).

Caracterizada por sua elevada eficiéncia fotossintética, o sorgo € classificado como uma planta
de metabolismo C4 podendo ser adaptada em diferentes climas (temperados e tropicais) apresenta o
amplo potencial de adaptagdo no mundo (DALVI et al., 2012).

A classificacdo agrondmica para os sorgos apresentam a divisdo em 5 grupos: granifero,
sacarino, forrageiro, vassoura e biomassa, sendo o primeiro grupo (granifero) com maior
expressao econdmica. O segundo grupo inclui tipos de porte alto apropriados para confec¢do de
silagem e/ou como alternativa para produ¢do de agucar-de-agucar e alcool, o forrageiro ¢ utilizado
principalmente para pastejo, complemento alimentar para gado, fenagdo e cobertura morta, € o grupo
de sorgo vassoura ¢ usado para confeccdo de vassouras além do grupo voltado para produgdo de
biomassa que ¢ destinado a producao de energia, com poder calorifico similar ao da cana, do eucalipto
e do capim elefante. O ciclo de vida normal do sorgo vai de 90 a 120 dias, mas, assim como sua época
de plantio, varia dependendo do gendtipo e do local onde sera implantado o cultivo (EMBRAPA,
2013). As fases de desenvolvimento (fenologia) da planta de sorgo esta apresentada na Figura 3.4,

segundo Tabosa (2011).

Figura 3.4. Dados da fenologia da planta de sorgo.

FENOLOGIA DO SORGO

PA

N

)
SR 235 A B LA,

DAG 10 21 30

FF 3F+-CL+-DSR 5F+CL+DSR 7-10F =12 AF
V=m ~IPP

PA - Parte aérea; SR — Sistema radicular; DAG - Dias apods a germinacao; FF - Fase fenologica; F -
Folha; CL - Cauliculo; DSR - Desenvolvimento do, sistema radicular; V<M - até 21 dias, o sorgo
apresenta menor vigor (V) que o milho (M); AF - Area foliar; IPP — Inicio do ponto de crescimento;
BEM - Emborrachamento; FLR - Floragao.

Fonte: Tabosa (2011).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2020) estima que
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a producao mundial de sorgo 2020/2021 foi estimada em 59,76 milhdes de toneladas que representa
um aumento de 2,27 milhdes de toneladas ou 3,94% na produgao de sorgo em todo o mundo, quando
comparado a producao de sorgo em 2019 que foi de 57,50 milhdes de toneladas, sendo o principal
incremento deste aumento as mudancas climaticas.

No Brasil, a estimativa de producdo do sorgo para safra em 2020, estd 5,9% maior que a
producao obtida em 2019, influenciada, principalmente, pelo aumento do rendimento médio,
estimado em 5,2%. Diversas unidades da federagdo aumentaram as estimativas de produgdo, dentre
elas: Ceard (150,0%), Pernambuco (104,9%), Bahia (22,7%), Mato Grosso (15,2%), Goias (19,5%)
e Distrito Federal (58,0%) IBGE (2020).

As multiplas aplicagdes do sorgo estdo na fabricacdo de biocombustiveis, bebidas, racao
animal e de poder ser utilizado como aglutinante e integrante na formulagdo de comprimidos utilizado
como veiculo por ndo conter gliten (ALABI; SINGH; ODEKU, 2018; DESHPANDE; PANYA,
1986). Como alimento humano, na Africa Ocidental é de crucial importincia para a seguranga
alimentar em areas aridas e semidridas, se constituindo uma importante fonte de nutrientes (ABDI et
al., 2002; GUINDO et al., 2019). No Brasil, o maior uso dos graos esta na formulacao de ragdes para
pecudria (avicultura e suinocultura), sendo ofertado em menor propor¢do a bovinos, equinos e
pequenos animais (KOBLITZ, 2011).

As sementes de sorgo podem ter inumeras coloragdes, se apresentando como brancas,
vermelhas, amarelas ou marrons, essa variagdo de cores resulta de arranjos genéticos que envolvem
a presenca de pigmentos de antocianidina no pericarpo. O endosperma ¢ composto quase que
inteiramente de amido. Algumas camadas dos grdos contém quantidades consideraveis de tanino,
comumente produzido nos graos de cor escura (vermelho, marrom e negro) (KARPER; QUINBY,
1947).

Segundo Koblitz (2011), o grdo de sorgo ¢ composto basicamente de 7,9% de testa
(pericarpo), 9,8% de embrido (gérmen) e 82,3% de endosperma amilaceo. Sua estrutura estd
apresentada na Figura 3.5.

A composicdo quimica do grao de sorgo em geral apresenta: 11% de umidade, 70% de
carboidratos, 12% de proteinas (devido ao perfil limitado de aminoacidos tem baixa
biodisponibilidade), 4% de lipidios (presentes na forma de acidos graxos poli-insaturados) e 2% de
fibras. Além de nutricionalmente apresentarem consideraveis quantidades de compostos fenodlicos,
vitaminas (vitamina A, Riboflavina, Niacina, Piridoxina, Biotina, Acido pantoténico e vitamina C) e
minerais (Calcio, Cloro, Cobre, lodo, Ferro, Manganés, Potéssio, Fésforo, Sédio e Zinco e etc.)

(KOBLITZ, 2011).

Figura 3.5. Bisseccao longitudinal de um grao de sorgo de 10um
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Fonte: Adaptado de Schwartz e Whistler (2009).

3.6. Residuos lignoceluldsicos

Os residuos lignoceluldsicos sdo constituidos basicamente de carboidratos polimerizados
(hemicelulose, celulose e lignina), com pequenas quantidades de sais minerais e extrativos. Sendo
necessaria a ruptura do complexo lignina-celulose-hemicelulose ou a remoc¢ado de cada fragcdo por
técnicas de pré-tratamento e deslignificacdo (ROCHA; SILVA, 2006).

O emprego de polimeros biodegradaveis e compositos biodegradaveis incorporados com
fibras lignoceluldsicas tem sido amplamente utilizado em diferentes aplicagdes devido a sua facil
processabilidade, custo-beneficio e versatilidade de produtos que podem ser produzidos (KHARE;

DESHMUKH, 2006; CAMPOS et al., 2011).

3.6.1. Celulose

A celulose (CsH100s5) € o principal componente da parede celular das fibras vegetais, sendo o
constituinte mais abundante ¢ um homopolimero linear de elevado peso molecular contendo como
unidade fundamental exclusivamente a f-D-glicose unida entre si, formando a estrutura dissacaridica
chamada celobiose que sdo compostos de unidades repetidas em sua cadeia. Apresenta-se como
estrutura microcristalina que dificilmente se dissolve ou hidrolisa em condi¢des naturais (MUSSATO;
TEIXEIRA, 2010). As cadeias de celulose estdao interligadas por pontes de hidrogénio e Van der
Waals, resultando em microfibrilas com alta resisténcia a tragcdo, sendo assim as moléculas de celulose

possuem diferentes orientacdes, levando a diferentes niveis de cristalinidades. A celulose consiste em
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duas regides, uma amorfa e outra cristalina. A cristalinidade da celulose pode ser medida pela técnica
de DRX e quanto maior o indice de cristalinidade mais dificil serd a biodegradacao da celulose
(ZHENG et al., 2014). A Figura 3.6, apresenta a estrutura da cadeia linear da celulose, formada por
varias unidades consecutivas de celobiose.

Figura 3.6. Cadeia linear da celulose

celobiose

Fonte: Timar-Baldzsy e Eastop, (1998)

3.6.2. Hemicelulose

Diferentemente da celulose as hemiceluoses sdo mais amorfas e ramificadas, sendo mais
susceptiveis aos tratamentos bioldgicos, quimicos e fisicos, sdo polissacarideos heterogéneos
aleatorios. As cadeias curtas e ramificadas das hemiceluloses ajudam a construir uma rede com as
microfibrilas da celulose e integram com a lignina, tornando uma matriz extremamente rigida
(ZANGH et al., 2014).

E o segundo componente em abundincia de polissacarideo no planeta, sendo um dos
principais compostos estruturais da parede celular dos vegetais, tendo fun¢do conectora entre as
fibrilas de celulose e a lignina, conferindo maior rigidez a rede estrutural (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009). A Figura 3.7, apresenta a estrutura da hemicelulose (xilana) de plantas anuais e perenes.

Figura 3.7. Estrutura da hemicelulose

Fonte: Spiridon e Popa (2008).
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3.6.3. Lignina

A lignina representa a macromolécula organica mais importante ¢ abundante dentre as
matérias lignoceluldsicas, conferindo rigidez, impermeabilidade, resisténcia a degradagdo oxidativa
e a ataques de microrganismos (AGBOR et al., 2011). Segundo Zheng et al. (2014) a lignina ¢
considerado o segundo composto organico mais encontrado na natureza.

A lignina constitui 10-20% em peso da biomassa seca, ¢ um polimero aromatico que contém
residuos fenolicos, formada a partir de trés precursores basicos: dos alcoois pcumarilico, coniferilico
e sinapilico, a lignina ¢ conforme ilustrado na Figura 3.8. Encontrada na parede celular de todas as
plantas vasculares, sendo um polimero fenolico, derivada de 4lcoois aromaticos que t€ém por fungdo
em conferir rigidez, ¢ impermeabilidade a agua, além de conferir resisténcia mecanica e

microbiologica aos tecidos vegetais (MORAIS, CAMPANELLA,; HAMAKER , 2010).

Figura 3.8. Compostos da lignina
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Fonte: Mousdale (2008)

3.7. Pré-tratamento de material lignoceluldsico

Com objetivo em remover a lignina e a hemicelulose, solubilizando e/ou degradando-os,
reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material lignocelulésico o pré-
tratamento ¢ aplicado (MOSIER et al., 2005).

Segundo Debiagi et al (2012), a similaridade entre os materiais lignocelulosicos (fibras)
adicionadas e o amido empregado, ¢ o que possibilita uma forte rede entre as cadeias da matriz
polimérica e as fibras empregadas no filme. Entretanto Franco, Faria e Bilck (2014), trabalhando
com preparo e caracterizagdo de filmes biodegradéveis refor¢ados com fibras de cana-de-acticar sem
tratamento prévio chegaram a uma condicdo em que filmes que contém 20% fibras, a interagao

fibra/matriz de amido comega a enfraquecer, perdendo a rigidez, elasticidade e resisténcia maxima a
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tracdo.

O tratamento prévio das fibras a ser adicionado como refor¢o na formagdo do filme
biodegradavel, evita que o torne quebradigo, uma vez que a liguinina constitui 10-20% em peso da
biomassa seca com a funcdo de conferir rigidez (MORAIS; CAMPANELLA; HAMAKER, 2010).
Apbs pré-tratamento, ocorre uma melhora nas propriedades mecanicas, devido a compatibilidade
entre as fibras de celulose com o amido, o que possibilita maior adesdo entre a matriz polimérica do

amido e a fibra (DEBIAGI et al., 2012; SOUZA; SILVA; DRUZIAN, 2012).

3.7.1. Hidrélise alcalina

A utilizagdo de solugdes alcalinas em pré tratamentos de fibras lignoceluldsicas, remove
sensivelmente grande parte da lignina, por meio do rompimento das ligagdes estruturais, melhorando
a reatividade dos polissacarideos remanescentes (MOSIER et al., 2005), sendo o hidréxido de sddio
um dos mais efetivos agentes alcalinos e tem sido utilizado para tratar diversos tipos de materiais
lignocelulosicos (SOTO et al., 1994).

Efetivo na remogado de lignina, este tipo de pré-tratamento ndo hidrolisa a hemicelulose tdo
efetivamente quanto pré-tratamentos que utilizam acidos (HIMMEL et al., 2008). A caracteristica do
pré-tratamento alcalino com NaOH auxilia na remog¢do da lignina sem afetar muitos outros
componentes (BALAT; BALAT; CAHIDE, 2008). Segundo Nascimento (2011), em estudo utilizando
pré-tratamento do bagaco de cana-de-acticar (NaOH a 7% por 30 min em 120 °C) deslignificagdo do
material, obteve resultado em 5% de lignina na biomassa.

Kim e Yun (2005) citam que a grande maioria dos estudos realizados com pré-tratamento
empregando agentes basicos como o NaOH utilizaram temperaturas superiores a 100 °C. Entretanto,
reagentes alcalinos como amoénia, tem demonstrado serem mais promissores trabalhando com

temperaturas mais baixas (55 °C), porém sendo requerido um maior tempo de processamento.

3.8. Propolis

A origem da palavra propolis deriva do grego, onde "pré" quer dizer a frente, antes ou defesa
e "polis" significa cidade, se referindo a defesa da colmeia. As abelhas (Apis melifera L.) a utilizam
para proteger a colmeia, reparar frestas, embalsamar a carcaga de invasores, reduzir as aberturas de
acesso, evitando a entrada de predadores; revestir os alvéolos antes da postura da rainha, mantendo-
os livres de agentes microbianos e patogénicos; evitando assim a contaminagdo por agentes
patologicos e sua putrefagdo; também funcionando como isolante térmico (WAGH, 2013;

APICULTURA, 2020).
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A composicdo quimica da propolis, bem como suas caracteristicas ja& descritas, esta
relacionada com a diversidade ecologia das regides habitualmente exploradas pelas abelhas, e
sofrendo influéncias das regides geograficas, condi¢des climaticas, variedade genética da colmeia,
fonte vegetal, época do ano da coleta e diversificadas caracteristicas fitogeograficas
(KUROPATNICKI et al., 2013).

De forma geral, a composicao da propolis inclui 55% de estruturas resinosas e balsamos, 30%
de cera, 10% de polen, metabdlitos secundarios, incluindo flavonoides e acidos fendlicos, além de
microelementos e vitaminas que contribuem no enriquecimento nutracéutico, tais como aluminio,
calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C ¢ E,
(ABDALLAH et al., 2012).

As propriedades de interesse biologico e terapéutico dos compostos encontrados na prépolis
possuem efeitos benéficos reconhecidos e comprovados cientificamente para a satde, tais como
atividade antimicrobiana (PICOLI et al.,, 2016), anti-inflamatéria (MOURA et al., 2011),
antiparasitaria (SENA-LOPES et al., 2018).

Foram identificados 14 compostos na propolis vermelha, entre eles fendis, triterpenoides,
isoflavonas, benzofenonas preniladas e alguns componentes quimicos foram determinados
exclusivamente neste tipo de propolis, como a daidzeina, xantocimol, formonometina, neovestitol,
vestitol, medicarpin, bioquanina A, liquiritigenina e isoliquiritigenina (BUENO-SILVA et al., 2017;
ANDRADE et al., 2017).

Hé relatos na literatura que reportam seu potencial com agdo antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral, contra HIV (Human Immunodeficiency Virus) e até mesmo anticarcinogénica
(BONAMIGO et al., 2017).

O extrato etandlico de propolis vermelha possui efeito citotoxico frente a diferentes células
de leucemia humana, quando comparada ao extrato de propolis verde, se mostrando capaz de inibir o
crescimento de células cancerigenas (FRANCHI Jr. et al., 2012). Testado por Jacob et al. (2015) seu
potencial de auxilio na cicatrizacdo de feridas, comprovando que o extrato etandlico da propolis
vermelha brasileira conferiu um efeito estimulatorio na migragdao e proliferagdo de células de
fibroblasto. Em estudo sobre atividade antimicrobiana de extratos etanolicos e supercriticos de
propolis vermelha, verde e marrom (MACHADO et al., 2015), avaliaram que todos os extratos foram
capazes de inibir o crescimento das cepas gram-positiva Staphylococcus aureus e gram-negativa
Escherichia coli, no entanto, o extrato que apresentou melhores resultados foi o extrato etandlico da
propolis vermelha. Confirmando assim seu grande potencial bioldgico. Desta forma, o extrato de
propolis vermelha apresenta um grande potencial para utilizagdo como aditivo natural na conservagao

de alimentos por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local de trabalho

Os experimentos foram conduzidos em duas fases distintas sendo a primeira o plantio das
sementes do genotipo de sorgo granifero IPA-1011, no Instituto Federal de Educac¢do Ciéncias e
Tecnologia de Pernambuco — IFPE Campus Vitoria para obtengcdo dos grdos e material
ligonoceluldsico. Em um segundo momento, a fase laboratorial, foi desenvolvida e conduzida nos
Laboratorios do IFPE Campus Vitoria no departamento de Agroindustria: Processamento de Vegetais
e Fisico-Quimica, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE/CAV — Universidade Federal de
Pernambuco (Campus Vitéria de S Antdo) Departamento de Nutrigio - Laboratério de
bromatologia), LITPEG/UFPE Laboratorio Integrado de Tecnologia em Petroleo, Gés e
Biocombustiveis, UFC — Universidade Federal do Ceara, Departamento de Fisica — Laboratério de

analises térmicas.

4.2. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada nesta pesquisa sdo os graos e o material lignocelulosicos (bagaco)
produzidos a partir do plantio de sementes adquiridas no comércio local do municipio de Recife —
PE, genotipo de sorgo granifero IPA 1011, cultivado no Instituto Federal de Educacdo Ciéncias e

Tecnologia de Pernambuco — IFPE Campus Vitoria.

4.3. Caracteristicas agronomicas do sorgo granifero IPA-1011

A avaliacdo agrondmica foi realizada no periodo da colheita entre 20 a 22 de setembro de
2021, a medida que as plantas se encontrarem na fase de maturagao fisioldgica do grao (fase de grao
secos - umidade entre 12 a 14%). Seguindo metodologias descritas pelo IPA 2006, foram plantadas
trés areas de vinte metros quadrados, sendo colheita as plantas da area util (quatro metros centrais de
cada area) descartando um metro das fileiras da bordadura, evitando com isso influéncias externas
como possiveis polinizagdes indesejadas que possam acarretar contaminacao das amostras, as quais
foram pesadas em balang¢a de campo. Todas elas foram identificadas e separadas, em amostra de 5

plantas.

35



4.3.1. Producao de matéria verde (folha, colmo e panicula com sementes)

Foram colhidas amostras de cultivar de sorgo granifero, 5 plantas da area util de cada parcela,
identificando separadamente cada parte (colmo, folha e panicula com sementes), para pesagem em
balanga digital, colocando as mesmas em sacos de papel, para obten¢do do peso verde dos colmos,
das folhas e das paniculas com as sementes, logo apds foram colocadas para secar em estufa de
circulacao forcada a 65 °C por 72 h até atingir peso constante (Boaretto et al., 1999), obtendo assim
0 peso seco, estimando-se 0 peso em tonelada por hectare, para producdo de biomassa total de cada

parcela.
4.3.2. Produgdo de matéria seca (PMS)

O teor de matéria seca (folha, colmo, panicula com sementes) foi determinado através da

Equagao 1, para cultivar:

% M.S = xz—((gg)).wo (1)

Em que:
% M.S - Porcentagem de matéria seca;
Ms(g) - Massa seca da amostra;

Mu(g) - Massa imida da amostra.

4.4. Obtenciao do amido

O amido do sorgo foi obtido utilizando a metodologia descrita por Srebernich (1989), com
algumas modificagdes, como demonstrado na Figura 4.1.

Os graos foram lavados até a completa remocdo das sujidades, em seguida, iniciou-se o
processo de maceracdo em que os graos do sorgo foram submersos em uma solu¢do aquosa de
metabissulfito de sodio na concentragdo de 0,15% p/v, em um volume de 1:2 (sorgo: solu¢ao) por um
periodo de 48 horas. Ap0s esta etapa, passaram por sucessiva lavagem com agua destilada, até a 4gua
tornar-se limpida. Em seguida os graos foram triturados com 4gua destilada na proporcao de 1:2 em
liquidificador industrial, por trés minutos. A massa obtida foi separada com auxilio de 4gua em um
processo de tamisagao, utilizando trés peneiras com abertura de 42, 120 e 250 mesh, respectivamente.
A suspensao de amido obtida permaneceu em repouso por 24 horas para decantagdo. Em seguida
iniciou-se a etapa de purificagdo, onde o material sobrenadante foi descartado e o solido

ressuspendido adicionando agua destilada na propor¢do de 1:1 (v/v de amido: dgua). Essa solucao
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suspensa foi transferida para tubos falcon e centrifugada por 25 min/4500 rpm em uma centrifuga DT
4500 (Daiki, Seoul, Coréia). Em seguida, foi removido o sobrenadante e a borra formada na superficie
do amido. Esta operacdo foi repetida até a obtengao do amido puro que seguio para o processo de
secagem em estufa de circulagdo mecénica de ar 320-SE (Fanem, Guarulhos, Brasil) a 40 °C por 18
h. Apos a secagem, o amido foi desagregado em liquidificador industrial e passado em uma peneira
de 100 mesh, para padronizacao. O produto final foi armazenado em recipiente de vidros esterilizados

com tampa a temperatura ambiente.

Figura 4.1. Fluxograma do processo de obten¢dao do amido de sorgo

. Limpeza e Maceracdo
Grao de sorgo —> lavagem ihs
v |
Moagem via | ] Lavagemem Decantacao
umida peneiras 24hs
|
>
Centrifugacao g
ecagem
4500rpm/25 = 40°C/g24h5 Moagem
min.
|
b4
Padrozinacdao p—=] Armazenamento

Fonte: Souza et al. (2018)

4.4.1. Rendimento do processo de extracao

O rendimento do processo de extracdo do amido de sorgo, expresso em porcentagem, foi calculado
pela Equagdo 2:

% rendimento = Massado amido |y, 2)

massa do grao

4.4.2. Composi¢ao quimica do amido

As determinacdes de carboidratos totais foram feitas por hidrolise drastica (Funed DIOM-
DIVISa-SQ-LBQ-MET 0097), método adaptado do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). Os teores de
umidade (método gravimétrico por secagem da amostra em estufa a 105°C até peso constante), cinzas
(método gravimétrico por incineracdo em mufla a 550°C até peso constante), lipideos (extracdo com

éter etilico em equipamento Soxhlet) e proteinas (método de Kjeldahl, utilizando o fato de conversao
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de 6,25), foram determinados conforme descrito pela Association of Official Analytical Chemists

(AOAC, 2007), respectivamente. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

4.5. Modificacao do amido de sorgo por oxidacao

A oxidagdo do amido de sorgo foi realizada conforme descrito por Dias et al. (2011). Para
realizar a reagdo de oxidagdo, a massa de amido 50 g/100 mL em agua destilada foi aquecido a 38 °C
com agitacdo constante formando uma pasta, seguida da adicdo de hipoclorito de so6dio em
concentracdo de cloro ativo (1,5%) e o pH foi ajustado e mantido em 9,5 com NaOH 1 Mol L' e HCI
1 Mol L. Apés 50 min de reacdo, o amido oxidado foi lavado quatro vezes com 4agua destilada e

corrigido o pH para 7,0 e entdo foi filtrado e seco em estufa de ar a 40 °C por 18 h.

4.5.1. Determina¢ao do contetudo de carbonila dos amidos nativo e oxidado

O conteudo de carbonila dos amidos foi determinado de acordo com método descrito por
Smith (1967). Foram dispersos 3 g de amido em 100 mL de 4dgua destilada. As dispersdes foram
aquecidas em banho maria com agitacao constante a temperatura de 100 °C por periodo de 1 h para a
completa gelatinizagdo do amido. As amostras gelatinizadas serdo resfriadas a 40 °C, o pH foi
ajustado para 3,2 com HCI 0,1 mol.L! e adicionado as amostras 15 mL de solu¢do de cloridrato de
hidroxilamina as amostras. A seguir, as amostras foram seladas com parafilme e levadas ao banho a
40°C. Apos 4 h, foi realizada a titulagdo com HCI 0,1 mol/L até pH 3,2. O teor de carbonila foi
expresso em quantidade de grupos carbonilas por 100 unidades de glicose (CO/100GU) e calculado

através da Equacao 3.

CO  (Vpb —Vam)xFx0,028x100)
100GU massa da amostra (g)

(3)

Em que:

Vpb - Volume de HCI gasto na titulagdo da prova em branco (mL);
Vam - Volume de HCI gasto na titulagdo da amostra (mL);

F - Molaridade do HCI (0,1 mol.L-1);

Fator de correcao = 0,028.
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Obs: A solugdo de hidroxilamina foi preparada no dia da avaliagdo, mediante a dissolugdo de 25 g de
cloreto de hidroxilamina em 100 mL de hidroxido de sédio 0,5 mol/L e completando-se o volume do

baldao de 500 mL com 4gua destilada.

4.5.2. Determinagdo do conteudo de carboxila dos amidos nativo ¢ oxidado

O teor de carboxila foi determinado segundo método descrito por Chattopadhyay, Singhal e
Kulkarni (1998). Foram dispersos 3 g de amido em 25 mL de HCI 1 mol/L, com posterior agitacao
por 1 h. Na sequéncia, a dispersdo foi filtrada em funil de Biichner em bomba a viacuo com papel
filtro. O residuo foi lavado com 400 mL de 4gua destilada e transferido para um béquer. A seguir,
foram adicionados 300 mL de 4gua destilada e a dispersao aquecida em banho de agua fervente com
agitacdo continua por 1 h até a completa gelatinizagdo do amido. Com as amostras ainda quentes e
sob agitacdo foi realizada a titulacdo utilizando o hidréxido de sédio 0,01 mol/L até pH 8,2. O teste
em branco foi realizado com o amido nativo. O teor de carboxila foi expresso em quantidade de
grupos carboxila em relagdo a 100 unidades de glicose (COOH.100GU-1) e calculado através da
Equagao 4.

COOH  [(Vam — Vpb) x Fx 0,045 x 100)]
100GU peso da amostra (g)

4
Em que:

Vpb - vVolume de NaOH gasto na titulagao da prova em branco (mL);
Vam - Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL);

F - Normalidade do NaOH (0,01 mol/L);

Fator de correcao = 0,045.

4.5.3. Analise morfoldgica em microscopio eletronico de varredura (MEV)

Para obtencao das imagens do amido nativo e modificado por oxidagao, foram coletadas
amostras a serem fixadas em suporte metalico com fita adesiva de carbono, metalizada e observada
em microscopio eletronico de varredura de alta resolu¢do (FIB — Quanta FEG 3D FEI, Oregon,
Estados Unidos), analisado no Laboratorio Integrado de Tecnologia em Petroleo, Gas e

Biocombustiveis — LITPEG/UFPE.
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4.5.4. Cristalinidade relativa dos amidos (DRX)

Os difratogramas de raios-X dos amidos foram obtidos com difratdmetro de raios-X (XRD-
6000, Shimadzu, Brasil) no Laboratorio de Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara
- UFC, utilizando como fonte de radiacdo CuKa, tensdao de 40 kV e corrente de 30 mA. A regido de
difragdo de varredura varia de 3° a 45°, com uma tensao de 30 kV, corrente de 30 mA e velocidade
de varredura de 1° min™!. A cristalinidade relativa (CR) dos granulos de amido foi calculada conforme

descrito por Rabek (1980) pela Equagao 5.
CR (%) = (5= + Aa) = 100 (5)
Em que:

Ac - Area cristalina
Aa - Area amorfa

4.5.5. Propriedades de pasta dos amidos

As propriedades de pasta dos amidos foram avaliadas de acordo com o método oficial da
American Association of Cereal Chemists n° 76-33.01 (AACC, 2010), em Analisador Répido de
Viscosidade (RVA) (Rapid Visco Analyser, modelo RVA-4, Newport Scientific, Australia),
utilizando o perfil Standard Analysis 1. Uma amostra de 3,0 g de amido, corrigida para 14% de
umidade adicionada de 25 mL de agua destilada foi utilizada para esta avaliagdo. As amostras foram
aquecidas a 50 °C em 1 min e, posteriormente, a 95 °C em 3,5 min, sendo mantidas a 95 °C durante
2,5 min. A seguir, foram resfriadas para 50 °C em 3,8 min, mantidas a 50 °C por 2 min. A velocidade
de rotacdo foi mantida a 960 rpm durante 10 s e entdo mantida a 160 rpm durante o restante do
processo. Foram avaliadas a temperatura de inicio de formacao de pasta, a viscosidade maxima, a
quebra da viscosidade, a viscosidade final e a tendéncia a retrogradagdo. Os resultados foram
analisados utilizando o programa Statistica 7.0 (Statsoft, USA), e teste de comparagdo de médias

(Tukey).
4.5.6. Textura dos géis de amido

As durezas dos géis de amido foram avaliadas através de Texturdmetro (Texture Analyser
TA.XTplus, Stable Micro Systems) segundo metodologia citada por Yoenyongbuddhagal e Noohorn
(2002). Apo6s a andlise de RVA (item 3.5.5) os canister contendo as amostras foram seladas com

parafilme e armazenadas a temperatura ambiente por 24 h. Os géis foram perfurados a 1,0 mm.s"' a
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uma distancia de 10 mm usando uma sonda cilindrica de aco inoxidavel de 20 mm de diametro (P/20).

A forca méaxima foi reportada como a dureza de gel (altura do primeiro pico).

4.6. Material lignoceluldsico (bagaco da planta do sorgo)

4.6.1. Anadlise granulométrica

A granulometria do bagago in natura e pré-tratado, segue metodologia descrita pela
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1984). Foram determinadas as granulometrias,
pesando uma massa de 100 g de bagago seco em peneira previamente pesadas em balanga analitica e
transferido para agitador, sob frequéncia de 50 RPM durante 30 minutos, utilizando o jogo de oito
peneiras: 10; 16; 32 35; 48; 60; 70 ¢ 100 mesh. O material retido em cada peneira foi pesado e os
resultados expressos percentualmente em didmetro médio em relagdo a massa do material original.
Os calculos do diametro médio da particula D foi obtido utilizando a equagdo de Sauter, apresentada

por Cremasco (2012) de acordo com equagao 5.

1
D =—25 Eq. (5)

Xipr

Em que:

Axi - Fragao massica retida sobre cada peneira;

Di - Diametro médio de abertura das peneiras superiores e inferiores.
4.6.2. Caracterizacao fisico-quimica (bagago da planta do sorgo)

Na caracterizagdo do material lignoceluldsico (bagago) in natura e pré-tratado da variedade
de sorgo granifero [PA-1011 foi determinada os teores de umidade, cinzas, extrativos, lignina,
celulose e hemicelulose, baseada na metodologia de procedimentos para analise de material
lignoceluldsicos, documento n° 236 EMBRAPA (MORAIS, CAMPANELLA; HAMAKER, 2010).
4.6.3. Pré-tratamento basico do material lignocelulésico (bagaco da planta do sorgo)

4.6.3.1.Pré-tratamento basico

A estrutura da lignina ¢ modificada pela presenca de substancias alcalinas, um pré-tratamento
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com hidroxido de sodio foi realizado nos bagagos de sorgo granifero, com o objetivo de remover a
lignina presente no material, sem causar danos a cadeia celuldsica para posterior processo.

Para o processo de deslignificacdo do material lignocelulésico foi empregada a técnica de
extragdo alcalina, utilizando metodologia aplicada por Rueda (2010), através de um pré-tratamento
alcalino com diferentes concentracdes de hidréxido de sédio para solubilizagdo de diferentes
concentragoes da lignina.

Para o estudo de deslignificacdo foi utilizado um planejamento fatorial 23+3 repeticdes no
ponto central, estudando as varidveis independentes como o tempo de pré-tratamento, concentragao
de hidréxido de sodio e temperatura, totalizando onze ensaios. Para cada ensaio foram utilizados 5 g
da amostra de bagaco e 50 mL de solucao de NaOH, ou seja, uma relagdo de 1:10 (m/V). Durante o
processo as concentragdes variaram de 1,0 a 4,0%, as temperaturas de 100 a 140"°C e o tempo entre
60 e 120 min. Os referidos valores escolhidos seguem metodologia aplicada por Rueda (2010).

Na Tabela 4.1, estdo descritos os niveis reais e codificados das varidveis de entrada no

processo de pré-tratamento basico do material lignocelulosico.

Tabela 4.1. Niveis reais e codificados das varidveis de entrada no processo de pré-tratamento basico

(NaOH).

Variaveis codificadas -1 0 +1
Tempo de pré-tratamento (min.) 60 90 120
Concentra¢ao do NaOH (%) 1,0 2,5 4.0
Temperatura (°C) 100 120 140

Na Tabela 4.2, esta descrita a matriz do planejamento fatorial completo 2*+3 pontos centrais
para o pré-tratado com hidroxido de sodio e as variaveis de entrada, concentragdo, temperatura e

tempo.

Tabela 4.2. Matriz de planejamento fatorial completo 2° para o pré-tratado com hidréxido de sodio

(NaOH)

Concentracio NaOH Temperatura Tempo
Ensaios
(“0) ‘0 (min)
01 1,0 100 60
02 4,0 100 60
03 1,0 140 60
04 4,0 140 60
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05 1,0 100 120

06 4.0 100 120
07 1,0 140 120
08 4,0 140 120
09 2,5 120 90
10 2,5 120 90
11 2,5 120 90

Os processos de pré-tratamento basico foram realizados em Autoclave Vertical Digital - Linha Cs-
al8 - Sem Pedal

Para otimizacdo das condicdes utilizadas nos pré-tratamentos basico e nos resultados das
analises estatisticas, serd seguido metodologia descrita por Rodrigues e Iemma (2005), utilizado

software Statistica™ 7.0.
4.6.4. Analise morfologica em microscopio eletronico de varredura do bagaco (MEV)

Para obtencao das imagens do bagaco in natura e pré-tratado basico, foram coletadas amostras
a serem fixadas em suporte metalico com fita adesiva de carbono, metalizada e observada em
microscopio eletronico de varredura de alta resolugdo (FIB — Quanta FEG 3D FEI, Oregon, Estados
Unidos), no Laboratorio Integrado de Tecnologia em Petroleo, Gas e Biocombustiveis —

LITPEG/UFPE.
4.6.5. Cristalinidade relativa do bagaco pré-tratado (DRX)

Foi realizada uma difra¢do de Raio-X do bagaco do sorgo granifero in natura e ap6s o emprego
dos pré-tratamentos basico. As analises foram realizadas em um aparelho marca Shimadzu modelo
XRD — 600, no laboratorio do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara -UFC,
utilizando como fonte de radiacdo CuKa, tensdao de 40 kV e corrente de 30 mA. A velocidade a ser
empregada de 2° min''e uma faixa de varredura de 20 = 10 a 50 °C, plano que apresenta a amostra
foi colocada em um pequeno cadinho de alumina suspenso ao brago da balanga por um fio de platina
permanecendo até que toda massa sofra oxidag¢do, para determinacdo da cristalinidade, segundo

THYGESEN et al. (2005). Equacao 6.

1, = doozTlam w10 Eq. (6)

Ipo2
Em que;
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I. - Indice de cristalinidade
Ioo2 - Intensidade do pico no plano cristalino 002 (20 = 22,6 °C)

Lam - Intensidade do pico na fase amorfa (20 = 19,0 °C).

4.7. Obtencao do extrato de propolis vermelha por extracido convencional (etandlica)

Os extratos etanolicos de propolis foram preparados a partir da adi¢cdo de 15 mL de etanol a
70% em 2 g de propolis no estado bruto, triturada e homogeneizada (PARK et al., 2002). A extracao
foi realizada a 70 °C por 30 min e sob agitacdo constante em uma incubadora Shaker (MA
420/Marconi—Brasil) a 710-rpm. Apds esta etapa, o extrato passou por centrifugacao (Centrifugue
SIGMA 2-16 KL, EUA) a 8.800 rpm a 5 °C por 10 min e o sobrenadante foi transferido para tubos
de ensaio (15 x 160 mm). Ao residuo foi adicionado mais 10 mL de etanol (80%), e a centrifugacao
repetida. Os sobrenadantes obtidos foram homogeneizados e mantidos em condi¢des atmosféricas

inertes (N2) e a temperatura de 5 °C para evitar a degradagao.

4.8. Caracterizacio do extrato de propolis vermelha

4.8.1. Determinacao dos compostos fendlicos totais

A determinagdo de compostos fendlicos totais dos extratos de propolis foi realizada de acordo
com o0 método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Woisky e Salatino (1998) usando
acido galico como padrdo. O etanol (95%) foi usado para dissolver os extratos, a fim de se obter uma
concentra¢do de 0,1 mg/mL. Em seguida, foram retirados 0,5 mL da aliquota do extrato e misturando
com 2,5 mL de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteau (10%) e 2,0 mL de carbonato de s6dio a 7,5%. A
solugdo foi colocada num banho com regulagdo térmica a 50 °C durante 5 min (Marconi, M127,
Brasil), e depois a absorbancia foi medida num espectrofotometro (Lambda 25 UV/vis Systems -
Perkin Elmer, Washington, EUA) a 765 nm, utilizando cubeta de quartzo com caminho optico de 10
mm e volume de 3,5 mL. Os resultados das concentracdes de compostos fendlicos totais foram
comparados a uma curva padrdo de acido galico (equivalente 4acido galico) (mgGAE.g-1) nas mesmas
condi¢des. Todas as andlises foram executadas em triplicata nas dependéncias da UFPE/CAV —
Universidade Federal de Pernambuco (Centro Académico de Vitoria de St° Antdo) Departamento de

Nutricao - Laboratorio de bromatologia.
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4.8.2. Determinacdo do teor de flavonoides totais

As determinacoes de flavonoides dos extratos foram realizadas de acordo com o método
colorimétrico do cloreto de aluminio (MARCUCCT et al., 2001). Inicialmente, 2,0 mL de cada extrato
(0,5 mg/mL) que foram transferidos para o tubo de ensaio e adicionados 2,0 mL de solu¢cdo metandlica
de cloreto de aluminio (AICI3) a 2%. As amostras homogeneizadas foram armazenadas sob o abrigo
da luz por um periodo de 30 min. A absorbancia das amostras foi medida em um espectrofotdmetro
(Lambda 25 UV/vis Systems — PerkinElmer, Washington-USA) a 415 nm. O mesmo procedimento
foi realizado utilizando solugdes conhecidas de padrao de quercetina para elaborar uma curva padrio.
Além disso, uma amostra em branco foi preparada nas mesmas condicdes e a quantidade de teor de
flavonoides entdo expressa como equivalentes de quercetina (EQ) (mg EQ/g). Todas as analises
foram executadas em triplicata nas dependéncias da UFPE/CAV — Universidade Federal de
Pernambuco (Centro Académico de Vitéria de St® Antdo) Departamento de Nutri¢do - Laboratério de

bromatologia.
4.9. Elaboracao dos filmes biodegradaveis
4.9.1. Delineamento experimental para elaboracdo dos filmes biodegradaveis

Os filmes foram desenvolvidos com base em um delineamento experimental 23+3 repeti¢cdes
no ponto central, com as variaveis independentes (amido oxidado; bagago pré-tratado e extrato de
propolis), gerando um total de 11 tratamentos. Os valores reais e codificados encontram-se na Tabela

4.3.

Tabela 4.3. Niveis reais e codificados das varidveis de entrada no processo de elabora¢do dos
biofilmes ativos.

Variaveis codificadas -1 0 +1
Amido oxidado (g) 2,5 5 10
Bagaco pré tratado (%) 1 2,5 5
Extrato de propolis (%) 1 2,5 5

Na Tabela 4.4, encontra-se descrita a matriz do planejamento fatorial completo 23+3 pontos
centrais para o processo de elaboracdo dos biofilmes com as varidveis de entrada, massa de amido

oxidado, porcentagem de bagaco pré-tratado, utilizado como refor¢o na formulagdo do biofilme e
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extrato de propolis utilizado como.

Tabela 4.4. Matriz de planejamento fatorial completo 2°elaboragiio dos biofilmes ativos

Ensaios Massa do amido Bagaco pré-tratado Extrato de propolis
oxidado (g) (%) (%)
01 3 1 1
02 10 1 1
03 3 5 1
04 10 5 1
05 3 1 5
06 10 1 5
07 3 5 5
08 10 5 5
09 5 2,5 2,5
10 5 2,5 2,5
11 5 2,5 2,5

Foi proposto a utilizacdo da metodologia de superficie de resposta para analise dos resultados,
que foram calculadas seguindo metodologia descrita por Rodrigues e Iemma (2005), utilizando o
software Statistica™ 7.0.

A elaboragdo da solucao filmogénica composta por glicerol, amido oxidado, fibras do bagago
pré-tratado e solugdo hidroalcoolica de propolis vermelho, utilizando os valores determinados pelo
estudo do planejamento experimental da tabla 4.4, segundo metodologia descrita por Moraes et al.
(2013) com algumas modificagdes.

Os filmes foram elaborados pelo método de casting, utilizando glicerol como plastificante em
concentragdo fixa de 30% em relagdo ao peso dos so6lidos (amido e bagago pré-tratado), seguindo as
etapas (preparo da solucao de amido, preparo da solugdo com bagago pré-tratado e mistura) segundo

metodologia descrita por Moras et al. (2014).

4.9.2. Preparo da solucao de amido

A sequéncia de operagdes que seguiram o preparo da solucdo de amido apresenta-se descrita
no fluxograma (Figura 4.2). As solugdes de amido foram preparadas seguindo as concentracdes
determinadas no delineamento descrito na Tabela 4.4. As solugdes foram homogeneizadas durante 5
min/1.300 rpm, utilizando o equipamento Ultra Turrax (UT) T25 Basic (IKA, Carolina do Norte,

Estados Unidos). Em seguida, foi adicionado o agente plastificante (glicerol) e seguindo agita¢ao por
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mais 5 min/1.300 rpm. A soluc¢do, entdo, foi levada para aquecimento em banho metabolico Dubnoff
(SOLAB - Piracicaba, Brasil) com temperatura inicial de 45 °C ao atingir a temperatura de 95 °C,

foi mantida a agita¢ao durante 1 h.

4.9.3. Preparo da solucdo com bagaco pré-tratado

O bagago pré-tratado nas concentragdes determinadas pelo planejamento experimental foi
utilizado na formulagdo de uma solugdo de suspensao, que foi preparada misturando (g) de bagaco
pré-tratado com 300 mL de 4gua destilada, durante 24 h, a fim de facilitar a incorporagdo destas fibras
do bagaco na suspensdo de amido. A suspensdo das fibras do bagago e dgua ficaram em agitacao
durante 10 min a 1.400 rpm em homogeneizador de bancada (SOLAB, Piracicaba, Brasil) antes da
adi¢ao do amido e glicerol. As solucdes apos o tempo de agitagdo determinado foram armazenadas

para utilizacdo na proxima etapa de mistura.

4.9.4. Mistura

Ao atingir 50 °C, a solu¢@o de amido foi misturada com a solugdo de bagago pré-tratado e
aditivada de solugdo hidro alcodlica da propolis vermelha, utilizando um homogeneizador Ultra 80
(Ultra Stirrer). A proporg¢do utilizada foi de 1:1 (v/v). E logo apds seguiu para degaseificagdo por 25
min utilizando um sonicador ultra-sdnica digital Soni Clean 2 (Sanders Medical, Santa Rita do
Sapucai, Brasil). Em seguida foi depositado volume de 50 mL de solugdo filmogénica em cada placa
de petri de polipropileno, utilizada como molde e em seguida, foram submetidas a secagem em estufa
de circulagdo de ar (Fanem, 320-SE, Guarulhos, Brasil) por 24 h/40 °C.

Os filmes secos foram colocados em capela de fluxo laminar submetido a radiagdo ultravioleta
(esterilizacdo) durante 40 min (20 min de irradiacdo em cada lado) e logo ap6s armazenados em
dessecador com 50% de UR (solugdo saturada de nitrato de calcio), a temperatura de 23 £2 °C até a

realizagdo das analises.
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Figura 4.2. Fluxograma etapas de producdo do biofilme ativo de amido de sorgo, reforcado com

bagago pré-tratado e aditivado de solucdo etandlica de propolis vermelha

Pesagem do amido oxidado —> | Adigao da solugao do bagago |

-
l I Adigio da solugdo de propolis I
| Homogeneizagio (5 nmun /13.000rpm) I l
l I Desgaseificagio da mistura (25 min) |
I Aquecimento com agitagio (93°C/1h) | 4
1 I Solugdo filmogénica l
‘ Homogeneizagio (5 min /13.000rpm) | 13
l I Moldagem do biofilme l
| Aquecimento com agitagio ($3°C/30 min) | l Secagem do biofilme (24h a 40°C) I
! !
‘ Resfriamento a 50°C | I Esteriliza¢3o do biofilme (40min) I
+ v

Solugdo de amido (30°C) = Adicdo de 30% |
de plastficante (glicerol)

Caracterizagio do biofilme I

Fonte: Moras et al. (2014) com modificagoes.

4.10. Caracterizacio dos biofilmes

Todos os filmes foram caracterizados microscopicamente, quanto a espessura, propriedades
mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua (propriedade de barreira), solubilidade e propriedades

antimicrobiana.

4.10.1. Andlise morfoldgica em microscopio eletronico de varredura (MEV)

A morfologia da superficie e da se¢do transversal (fratura) dos filmes serd examinada
utilizando um microscdpio eletronico de varredura de alta resolu¢do (FIB — Quanta FEG 3D FEI,
Oregon, Estados Unidos) com feixes de elétrons de 5,0 kV e aumento de 500x para a sec¢do
transversal e 200x para a superficie. Para a analise da superficie dos filmes a amostra sera fixada em
suporte metalico com fita adesiva de carbono e metalizada para aumentar a condutividade da
superficie das amostras. Para andlise da se¢do transversal os filmes foram submetidos a fratura usando
nitrogénio liquido e secagem em ponto critico com CO:2, seguido posteriormente do mesmo

procedimento utilizado para a analise da superficie.

4.10.2. Analise das dimensdes (largura e espessura)

A determinagdo das dimensodes dos filmes foram realizadas utilizando um micrometro digital
(resolucao de 0,001 mm) MDC-25M (Mitutoyo, Kanagawa, Japan). Foram calculada como a média
aritmética dos ensaios, realizadas nas extremidades (aproximadamente 1 cm de distdncia da borda),
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pontos medianos e no centro, conforme o método descrito pela ASTM F2251-13 (ASTM, 2013).

4.10.3. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas com base na norma ASTM D882-
12, para tanto, utilizara a maquina universal de ensaios mecanicos Instron 5882 (Massachussetts,
Estados Unidos), com célula de carga de 500 kg, separagao inicial das garras de 100 mm e velocidade
5 mm.min™.

Os filmes foram cortados em retdngulos de 15 mm de largura e 100 mm de comprimento. Para
cada amostra foi cortada 3 corpos de prova. A tensdo (Mpa) e a deformacao (%) foram obtidas
automaticamente pelo software Blue Hill versao 2.2 (Instron, Massachussets, Estados Unidos), € o
modulo de Young (Mpa) sendo determinado e calculado o coeficiente angular da parte linear da curva
de tensdo versus elongagdo. Para cada tratamento foram realizados ensaios e aqueles que

apresentaram fratura na garra foram eliminados.

4.10.4. Permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes

A permeabilidade ao vapor de dgua foi determinada pelo método E96 da ASTM (ASTM,
2014) a 25 °C. As amostras de filmes foram seladas com parafina em células de permeacao de
aluminio, contendo cloreto de calcio (0% de umidade relativa). As células de permeacdo foram
acondicionadas em dessecadores contendo solugao salina saturada de cloreto de s6dio em temperatura
ambiente e 75% de umidade relativa. O ganho de massa do sistema foi medido no tempo de 48 hs e

calculada através da Equagao 7.

PVA = AW /tx X/ AAP 7
Onde:
PVA - Permeabilidade ao vapor de dgua
(g.mm/kPa/dia/m?);
AW - Ganho de massa (g);
X - Espessura do filme (mm);
T - Tempo (dias);
A - Area exposta (0,005420 m?);
AP - Diferenga de pressdo parcial (3,166 kPa).
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4.10.5. Solubilidade dos filmes em 4gua

Para determinac¢ao da solubilidade, os filmes foram recortados a partir de um molde de 20 mm
de didmetro, em seguida secos em estufa de secagem com circulagdo mecanica 320-SE (Fanem,
Guarulhos, Brasil) a 105 °C por 24 h. Foram entao pesados os filmes secos e em seguida adicionados
de 50 ml de dgua destilada. Os béqueres contendo os filmes foram levados para mesa agitadora com
inversor DT 4500 (Daiki Seoul, Republica da Korea) em temperatura ambiente durante 24 h, a 4gua
do sistema foi drenada e logo apds os filmes foram secos (105 °C, por 24 h) (GONTARD;
GUILBERT; CUQ, 1993). A solubilidade foi expressa em termos de massa seca dissolvida e
calculada de acordo com a equagao 8.

Imi — mf1
= — Eq.8
mi

Em que S ¢ a solubilidade em 4gua (% p/p); mi ¢ a massa seca da amostra (g); e mf ¢ a massa final da

amostra (g) apos o periodo imerso em dgua e a secagem.

4.10.6. Analise microbiologica dos biofilmes

4.10.6.1. Potencial antimicrobiano do biofilme

Foram feitas andlises microbioldgicas (antibiograma) para observar a capacidade de protecao
alimenticia do filme biodegradéavel contra a proliferacdo de microorganismos, seguindo metodologia
descrita pela NCCLS (2005), a realiza¢do dos ensaios foram feitos com cepas de quatro bactérias,
sendo duas do tipo gram negativa Pseudomonas aeruginosa e Echerichia coli, e duas gram positiva
Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, na concentragio de 103 UFC/mL. As cepas das bactérias
foram reativadas em caldo BHI, a 37 °C por 24 h, e a inoculacdo foi feita em meio de cultura agar
Mueller Hinton (MH), sendo utilizado para o preparo 36 g de p6 em 1 L de 4gua destilada, aquecida
e homogeneizada até dissolver completamente, logo apos esterilizada em autoclave a 121 °C por 15
min, foram separadas trés placas de petri para cada microrganismo, logo apos as placas foram
inoculadas em superficie, sendo posteriormente adicionados os discos dos filmes e o disco de
sensibilidade de 30 mcg de amoxilina sobre a superficie das placas, sendo as mesmas incubadas a
37 °C por 24 h. O didmetro de inibicdo dos halos foi medido utilizando paquimetro digital,
considerando-se o diametro dos filmes. As cepas das bactérias cedidas e todo trabalho microbiolégico

desenvolvido foram de propriedade e nas instalagdes do laboratério de microbiologia dos alimentos
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do IFPE Campus Vitoria de Santo Antao.

4.10.6.2. Analise estatistica para inibi¢do microbiana

A média dos halos de inibicao de extrato de propolis foram realizada com auxilio do programa
Assistat 7.5 beta, aplicando a andlise de varidncia (ANOVA), sendo a existéncia de diferencas

significativas determinada pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao agronomica da planta de sorgo granifero IPA-1011

Os resultados para produgdo de matéria verde e matéria seca referente as folhas, colmo e
panicula da cultivar de sorgo granifero [PA-1011, estdo descritos na Tabela 5.1

Tabela 5.1. Resultados para producdo de matéria verde (PMV) e matéria seca (PMS) das folhas,
colmo e panicula do sorgo IPA-1011

Area PMV (t.ha') PMS (t.ha) PMS (%)
01 55,100,904 15,15+0,97 27,5
02 69,05+0,98 19,880,47 28,9
03 59,66+0,73 16,70+0,52 28
04 35,24+0,86 7,85+0,90 22,3

A exploragdo desta cultivar por ter em seu percentual de matéria verde e seca caracteristicas
proximas as variedades forrageiras, sdo exploradas para silagem, desde que colhida na fase de graos
leitosos / pastosos. Em face disso, essa variedade ¢ considerada de duplo propdsito, de acordo com
Tabosa et al. (2014), apos a colheita dos graos maduros (secos), colocar animais para pastejo direto
visando a utilizagdo do restolho. Em trabalho de avaliacao do valor nutritivo das plantas e da silagem
de sete gendtipos de sorgo (Podium, Formoso, BRS-610, IPA-1011, IPA-467, SF-15 e SS-318),
Quadros et al. (2021) encontraram valores para matéria seca variando entre 27,5 a 46,5%, resultados
semelhantes foram encontrados na Tabela 6.1, variando entre 27,5 e 28,9%, quando comparadas as
mesmas variedades. Em estudo sobre a produtividade do sorgo forrageiro variedade Agri 002E em
funcdo de doses de nitrogénio e manejo de cortes realizado por Theodoro et al. (2021), encontraram
maior eficiéncia na referida pesquisa, por proporcionar as maiores produtividades de matéria verde
com 96,6 t/ha e seca 37,9 ton/ha, valores estes superiores aos encontrados neste trabalho, podendo

apresentar esta diferenca devido ao propdsito especifico da cultivar e do tratamento utilizado.

5.2. Rendimento do processo de extragio

O rendimento de amido de sorgo descrito no item 5.4.1, expresso em porcentagem, foi de 43%
(b.s.) de amido in natura, valor este proximo aos encontrados em estudo desenvolvido por Nicoletti et al.
(2012) que avaliando diferentes métodos para extragdo de amido de sorgo utilizando o NaHSO3 nos

tempos de 24 e 72 h, encontraram resultados de 45,57% (b.s.), € 47,80% (b.s.) respectivamente.
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5.3. Composiciao quimica do amido

A partir dos graos do sorgo IPA-1011 (a), obteve-se um amido de cor clara e com

granulometria fina (b), aparentemente sem impurezas (Figura 5.1).

Figura 5.1. Grao de sorgo IPA-1011 e amido extraido

Fonte: Autora, 2022.

Os valores encontrados para umidade e cinzas (12,31 ¢ 0,18% p/p) no amido de sorgo, estao
em conformidade com o estabelecido pela legislagdo para amidos, cujos teores devem ser no maximo
15 e 0,20%, respectivamente (BRASIL, 2005), valores estes proximos aos encontrados por VIEIRA
et al. (2020) que trabalhando com trés variedades de sorgo granifero, encontraram para umidade
valores entre 9,4 a 9,95% e para cinzas entre, 0,19 ¢ 1,01%.

Os dados obtidos para carboidratos totais 77,97%, lipidios 0,85% e proteinas 1,85% neste
trabalho, encontra-se proximos aos encontrados por VIEIRA et al. (2020) que ao trabalharem com a
caracterizagdo do amido isolado das cultivares da Embrapa BRS 305, BRS 310 e BR 501, obtiveram
para carboidratos totais 89,36; 88,75 e 87,39%, para lipidio 0,40; 0,53 e 0,48% e para proteinas 0,64;
0,63 e 1,27% respectivamente. Ao comparar os dados encontrados neste trabalho aos valores
encontrados em pesquisa desenvolvida na determinagdo da composi¢do centesimal de cultivares
comerciais de sorgo BRS 308, BRS 332, AG 1040 e DKB 551 para uso na alimenta¢do humana
desenvolvido por Queiroz et al. (2015) carboidratos totais 62,2; 62,1; 61,1 e 59,3%, para lipidios 3,47;
4,11; 3,97 e 3,98% e proteinas 11,2; 11,7; 10,9 e 12,8 respectivamente, ¢ possivel observar que os
valores para carboidratos totais estdo abaixo, evidenciando que quanto maior for estes teores mais
rico em amido sera o material a ser trabalhado. As variagdes nos conteudos de carboidratos, cinzas e
proteinas do amido de sorgo, comparados aos da literatura, podem ser atribuidas a variedade da
cultivar do grao estudado e condigdes edafoclimaticas de cultivo, bem como ao método de extracao

do amido (ZHU, 2014).
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5.4. Modifica¢do do amido de sorgo por oxidacio

A modificagdo do amido extraido do sorgo IPA-1011, apresentou granulometria fina e

modificag¢ao na cor, amido in natura (¢) amido modificado (d) Figura 5.2.

Figura 5.2. Amido in natura e amido modificado

Fonte: Autora, 2022.

Estdo apresentados na Tabela 5.2 os teores de carbonila e carboxila do amido de sorgo IPA-

1011 nas condigdes nativo e oxidado.

Tabela 5.2. Teores de carbonila e carboxila do amido de sorgo IPA-1011 na condi¢do nativo e

oxidado.
Modificagdes Carbonila (CO.100 UG™) Carboxila (COOH.100 UG™)
Nativo 0,041°+0,04 0,00
Oxidado 0,068%+0,07 0,131+0,06

Letras minusculas distintas na mesma coluna representam diferenga significativa entre as médias
submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia. UG - Unidades de glicose.

A intensidade de oxida¢do do amido ¢ expressa no conteudo de grupos de carbonila e
carboxila, podendo este processo ser observado no amido modificado com concentracao de 1,5% de
cloro ativo que apresentou maior teor de carbonila quando comparado ao amido nativo, sendo o
contetido de carboxila superior ao de carbonila, onde, os niveis de carbonila (CO) e carboxila (COOH)
para 100 unidades de glicose (UG) nos amidos foram: nativo 0,041 e 0,00, oxidado 0,068 e 0,131,
isto ocorre devido ao favorecimento de formacao de carboxila em condigdes alcalinas (WURZBURG,
1986). Em trabalho realizado por Biduski et al. (2015) na produgdo de biofilme utilizando amido de
sorgo oxidado por hipoclorito de sdédio com diferentes concentracdes de cloro ativo, encontraram
niveis de carbonila (CO) e carboxila (COOH) para 100 unidades de glicose (UG) nos amidos: nativo
0,043 ¢ 0,00, oxidado 0,072 ¢ 0,139 com 1,5% de cloro ativo, valores estes proximos aos encontrados

neste trabalho. O grau de modificagdo ¢ normalmente representado pelo percentual de grupos que
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foram substituidos da molécula original, sendo este denominado de grau de substituicao (GS)

(OJOGBO; OGUNSONA; MEKONNEN, 2020).

5.5. Analise morfologica em microscopio eletronico de varredura (MEV)
A analise morfoldgica por microscopia de varredura, apresenta na Figura 5.3 as micrografias dos

granulos do amido nativo.

Figura 5.3. Micrografia dos granulos dos amidos de sorgo nativo (A:5um; B:10um; C:20um;
D:100pum; E:200pm) e amidos de sorgo oxidado (F:5um; G:10um; H:20pum; [:100pm; J:200pum)

7]
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PEMTR - UFPE

Fonte: Autora, 2023.

As imagens micrograficas, mostram a formagdo dos granulos do amido do sorgo nativo
(Figuras de A a E), podem ser evidenciados as formas geométricas predominantes ovais e elipsoides
truncados ou ainda hemisféricos, apresentando os granulos isolados na maioria das imagens. As
micelas de amido podem ser observadas em sua superficie granulos liso, sem rugosidade ou
porosidade superficial, muito préxima a do amido de milho (BELLO-PEREZ et al., 2006). Nas
imagens do amido de sogo ap6s oxidacao (Figuras F a L) pode-se observar que raramente os granulos
aparecem isolados e sim agrupados, o que pode ser justificado pelo efeito do tratamento alcalino sobre
os granulos de amido, pois de acordo com Cardoso et al. (2007) as solugdes alcalinas alteram as

estruturas dos granulos, isto ocorre devido ao favorecimento de formacao de carboxila em condigdes
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alcalinas (WURZBURG, 1986). As imagens micrograficas apresentadas corroboram mostrando a
efetividade do processo de oxidagdao do amido nativo descrito no item 5.4.

5.6. Cristalinidade relativa dos amidos (DRX)

O difratograma de raios X do amido nativo do sorgo IPA-1011, est4 apresentado na Figura
5.4, mostrando a cristalinidade que tem relagdo com o comprimento das ramificacdoes da
amilopectina, com o empacotamento das moléculas no interior dos granulos e com a presenca de agua
(SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006). Porém, moléculas podem ser muito ordenadas e ndo
serem cristalinas (SUBRAMANIAN; HOSENEY; BRAMEL-COX, 1994).

A cristalinidade relativa do amido nativo encontrado neste trabalho foi de 24,53%. Essa
estrutura ¢ resultado da interacdo hidrofobica e de ligagdes de hidrogénio para formar hélices e
lamelas duplas dos granulos de amido (JANE et al., 1994). O valor encontrado fica acima para amido
de sorgo vermelho (16,32%) encontrado por Biduski et al. (2016) e proximo ao encontrado em sorgo
nativo (26,2%) por Matalanis et al. (2009). Em geral, o padrao de difracdo de raios-X varia de acordo
com a origem do amido bem como com as condi¢gdes ambientais de crescimento da planta (WEBER;

COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

Figura 5.4. Difratograma de raios-X do granulo do amido nativo de sorgo IPA1011
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Os granulos apresentaram um padrao cristalino do tipo A, encontrado comumente em cereais,
com banda de intensidade média-forte no angulo de difragdo 26 entre 10,18 a 15,16°, forte em 17,20°,

18,09° e 23,04° e média em 20,11°. Resultado semelhante foi encontrado por Singh, Sodhi e Singh
56



(2012) no qual apresenou bandas de maior intensidade nos angulos de difracdo 26 em 15,3°, 17,1°,
18,2° ¢ 23,5°. Segundo Weber et al. (2009), o fator chave que determina o tipo polimérfico do amido
¢ o comprimento da cadeia ramificada da amilopectina.
O difratograma de raios X do amido modificado do sorgo IPA-1011, estd apresentado na
Figura 5.5 Figura 5.5. Difratograma de raios-X do granulo do amido modificado de sorgo IPA-

1011
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Os granulos de difracdo do amido modificado, apresentaram um padrao cristalino do tipo A
dos quais ndo tem diferengas significativas dos encontrados no amido nativo apresentado na figura
6.4, com banda de intensidade média-forte no angulo de difracdo 26 entre 12,85 a 15,22°, forte em
17,32°, 18,11° e 23,08° e média em 20,09°, a mesma caracteristica da manutencao do padrdo de
difragdo apos o tratamento foi reportada no estudo de Gunaratne e Hoover (2002), no qual foi aplicada
a modificagdo em amido de mandioca e taro e ambos mantiveram o mesmo padrao obtido no amido

nativo.

5.7. Propriedades de pasta dos amidos

Na Tabela 5.3, estdo apresentados os valores de propriedades de pasta e dureza dos géis dos
amidos nativo e oxidado do sorgo. A oxidagdo reduziu a temperatura de pasta do amido, sugerindo
que os granulos de amidos oxidados incham mais facilmente devido ao enfraquecimento e

desintegracdo das ligagdes das moléculas de amido promovido por modificagdes quimicas,
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requerendo uma temperatura menor para gelatinizar o granulo do amido (KUAKPETOON; WANG,
2001).

Tabela 5.3. Propriedades de pasta e dureza dos géis dos amidos de sorgo nativo e oxidado

Parametros Tratamentos

Nativo Oxidado
Temperatura de pasta (°C) 86,45+0,04* 78,3240,07°
Pico de viscosidade (RVU) 276,76+0,82° 365,45+0,98?
Quebra (RVU) 67,82+0,28° 165,92+0,84%
Viscosidade final (RVU) 281,67+0,56* 279,62+0,62°
Retrogradagao (RVU) 108,21+0,81? 107,96+0,96*

*Letras mintsculas distintas, na mesma linha, representam diferenca significativa entre as médias
submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os picos de viscosidade dos amidos (viscosidade maxima) do sorgo nativo com valor de
276,76+0,82, parametro que reflete 0 madximo intumescimento antes da desintegra¢ao do granulo de
amido, foram menores do que os que passaram pelo tratamento de oxida¢do com valor encontrado de
365,45+0,98, respectivamente indicando que o amido do sorgo nativo possui forgas associativas
intermoleculares nos seus granulos com estruturas mais fortemente ligadas (for¢as coesivas mais
fortes no seu interior), o que resulta em uma maior resisténcia ao inchago quando comparado aos
granulos de amido oxidado, isso resulta em uma desintegrangao com menor facilidade (NOGUEIRA;
FAKHOURI; OLIVEIRA, 2018). Segundo CHONG et al. (2013) o pico de viscosidade e a quebra
aumentam com a oxidagdo em relacdo ao amido nativo, ou seja, a viscosidade mais elevada indica
perturbagdes no granulo ou menor tendéncia do amido resistir a forca de cisalhamento durante o
aquecimento.

Amidos com menor quebra de viscosidade, como o nativo que apresentou valor de
67,82+0,28, sdo preferiveis, segundo Pelissari et al. (2012), em alimentos que exijam alta estabilidade
de pasta durante o cozimento prolongado e agitagcdo, por exemplo em alimentos infantis esterilizados,
ou como ingrediente em produtos lacteos. No entanto, por se tratar de amidos nativos, o tempo de
gelatinizagdo ¢ consideravelmente maior quando comparado ao uso de amidos modificados
(OMOREGIE; EGHAREVBA, 2020). Na retrogradagao e na viscosidade final ndo houve diferengas

significativas entre os amidos nativo e oxidado.
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5.8. Textura dos géis de amido

Segundo Kilvidinen, Roininen e Tuorila (2000), a dureza dos géis de amidos corresponde a
for¢a aplicada para que ocorra sua compressdo. O gel de amido oxidado apresentou valor de
3,86+0,85 (N) menor dureza quando comparado ao gel de amido nativo que foi de 6,21+£0,10 (N), o
que pode ser atribuido ao enfraquecimento da estrutura interna dos granulos de amido e a
despolimerizagao das moléculas de amido que ocorre na oxidacdo (APLEIVICZ; DEMIATE, 2007).
Madruga et al. (2015) trabalhando com propriedades de pasta e dureza de gel de amido de sorgo
forrageiro nativo e oxidado, encontrou valores para dureza do amido nativo 5,95 e para amido oxidado
3,64, valores estes proximos aos encontrados neste trabalho. Segundo Benavent-Gil e Rosell (2018)
apoés tratamento os amidos indicam que a resisténcia a pressao ¢ menor, favorecendo aplicagao em
produtos pastosos que mantenha a caracteristica sensorial de poder ser pego facilmente com uma
colher, como sorvete, cremes e iogurtes. As propriedades texturais do gel de amido tém uma relagao
direta com as aplicagdes alimentares, uma vez que amidos com dureza de gel mais elevada dos amidos
nativos, sao interessantes economicamente pois permitem a rapida formagao de géis com menores

quantidades.

5.9. Material lignoceluldsico (bagaco da planta do sorgo)
5.9.1. Analise granulométrica do bagaco
As analises das distribui¢des granulométricas dos bagacos na condi¢do in natura estdo

apresentadas na figura 5.6 (a) e para os bagagos pré-tratados na Figura 5.6 (b).
Figura 5.6. Granulometria dos bagacos in natura da cultivar IPA-1011
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O didmetro de Sauter encontrado para os bagacos in natura da cultivar [IPA-1011 foi de 0,21

mm, percebendo-se que a maior concentracao de particulas retidas foram evidenciadas na peneira de
60 mesh.

Apds o processo de pré-tratamento basico no bagaco, foram obtidas distribui¢des
granulométricas apresentadas na Figura 5.6. (b).

Figura 5.6. (b) Granulometria dos bagagos pré-tratado da cultivar [IPA-1011
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Na Figura (b) ¢ perceptivel a diminui¢do no tamanho das particulas evidenciadas no grafico,
ficando o bagaco retido em maior propor¢ao nas peneiras 70, 100 e fundo que € caracterizado como
residuo da anélise. O didmetro de Sauter encontrado para os bagacos pré-tratado foi de 0,16 mm este
valor evidencia a redu¢@o no tamanho das particulas apds pré-tratamento basico. Valores proximos
aos encontrados neste trabalho, foram encontrados por Silva (2017) que trabalhando com material
lignocelulosico em duas variedades de sorgo sacarino para obtencdo de etanol de 2* geracao,
encontrou no material in natura um diametro de Suater entre 0,22 ¢ 0,21 mm e apoOs pré tratamento
0,16 e 0,18 mm. Campus et al. (2015) trabalhando com pré tratamento de bagago de sorgo sacarino,

encontraram valores granulométricos para didmetro de Suater em material in natura e pré tratado entre

0,57 e 0,18mm.
5.9.2. Caracterizagao fisico-quimica do bagaco

Estdo descritos na Tabela 5.4 os resultados da caracterizacdo do material lignocelulésico
(bagaco) in natura e pré-tratado da variedade de sorgo granifero IPA- 1011, quanto aos teores de

umidade, cinzas, extrativos, lignina, celulose e hemicelulose.

Tabela 5.4. Caracterizagdo do material lignocelulésico (bagaco) in natura e pré-tratado da variedade

de sorgo granifero [PA- 1011.
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Parametros analisados In natura Pré-tratado NaOH
(Y0) (%)

Umidade 6,76+0,70 5,52+0,42
Cinzas 4,60+0,35 2,76+0,54
Extrativos 7,68+0,20 5,65+0,65
Lignina 20,16+0,93 3,54+0,28
Celulose 32,52+0,45 71,45+0,41
Hemicelulose 28,28+0,45 11,08+0,79

2 100+0,84 100+0,72

Os parametros analisados para umidade no material in natura e pré tratado do bagaco de sorgo
granifero, foram de 6,76 e 5,52 valores estes proximos aos encontrados por Oliveira e Vasconcelos
(2011), que estudando a caracterizagdo do bagaco de sorgo para producdo de etanol de 2* geracao
obtiveram teor de umidade entre 7,44 e 6,18. Silva (2017) ao pesquisar potencialidades do bagago de
sorgo sacarino de sete variedade para producgdo de etanol 2% geragdo encontrou valores para o material
in natura, umidade entre 9,39 a 6,16%; cinzas 2,63 e 4,60%; extrativos 7,04 e 11,69%; lignina 12,69
e 20,85%; celulose 23,16 ¢ 41,07%; hemicelulose 20,97 e 39,78%, valores estes proximos aos
encontrados neste trabalho, mesmo com diferencgas nas metodologias empregadas e na aptidao das
variedades de sorgo trabalhadas pelo autor.

Os valores para o bagaco pré tratado, para cinzas 2,76; extrativos 5,65; lignina 3,54; celulose
71,45 e hemicelulose 11,08% estdo proximos aos encontrados na literatura, onde apds pre tratamentos
para solubilizacdo da lignina, ha evidencia no teor de celulose e reducdo da hemicelulose,
caracteristicas esta encontrada por Philippine (2012) que aos estudar cinco variedades de cana-de-
agucar, encontrou percentual para lignina em torno de 20% e apds tratamento obteve 15% e para
celulose 40% e apos tratamento 75%, ja Pires et al. (2006) ao tratar bagago de cana com hidréxido de

sodio encontrou valores para lignina entre 2,5 e 7,5% e celulose entre 61,3 € 62,19%.

5.9.3. Cristalinidade relativa do bagaco pré-tratado (DRX)

As andlises para difratogram de raio X, nos bagacgos de sorgo granifero variedade IPA -1011
foram feitas nas condi¢des in natura e pré tratado basico, visando obter indices de cristalinidade para
cada material.

A Figura 5.7 mostra o difratograma de raio X, para os bagacos de osrgo granifero IPA-1011

na condi¢do in natura.
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Figura 5.7. Difratograma de raio X dos bagacos [PA-1011 na condicao in natura
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A Figura 5.8 mostra o difratograma de raio X, para os bagacos de osrgo granifero IPA-1011

na condigdo pré-tratado.

Figura 5.8. Difratograma de raio X dos bagagos IPA-1011 na condi¢do pré-tratado
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As Figuras 5.7 e 5.8 apresentam os picos cristalinos no difratograma de rio X para bagaco de
sorgo na condi¢do in natura e pré-tratado, onde o indice de cristalinidade atingiu o valor de 28,55%
e na condicdo apos pré-tratamento basico 99,09%, Segundo Zhao et al. (2009) a intensidade nos picos
cristalinos ocorre por causa dos pré-tratamentos que fez a remocao da lignina e da hemicelulose as
quais sdo estruturas amorfas, evidenciando a celulose, a grande maioria dos pré-tratamentos expoe a
celulose e os picos cristalinos existente na mesma. Os valores encontrados por Campus (2015) ao
trabalhar com pré-tratamento de deslignificacao e solubilizagao de hemicelulose em bagaco de sorgo,
obteve valores para indice de cristalinidade acima dos encontrados neste trabalho, com material in
natura de 51,35% e ap0s deslignificagdo 72%. Silva (2017) trabalhando com diferentes variedades de
bagaco de sorgo sacarino, encontrou para indice de cristalinidade na condi¢do in natura valores entre
31,25 e 37,05% e apos pré tratamento basico 75 e 88,25%.

Segundo Trindade et al. (2005), a ndo diminui¢do da cristalinidade indica que o processo nao

levou a degradagdo das cadeias de celulose.

5.9.4. Pré-tratamento basico

Os resultados para o planejamento do pré-tratamento basico utilizando trés varidveis de
entrada; tempo, concentragio de hidroxido e temperatura, sendo 2°+3 pontos centrais, totalizando
onze ensaios, esta apresentado nas concentragdes encontradas para solubilizagao de lignina na Tabela
5.5.
Tabela 5.5. Matriz de planejamento fatorial completo 2° para solubilizacdo da lignina com hidroxido

de sodio (NaOH) para variedade IPA-1011

Ensaios Concentracio  Temperatura Tempo Respostas
NaOH (%) () (min) (%) de lignina

ol 1.0 100 60 19,12
02 4,0 100 60 760

0 1.0 140 60 12,18
. 4,0 140 60 456

0 1.0 100 120 18,01
06 4.0 100 120 5,07
07 1,0 140 120 8.72
08 4,0 140 120 251

09 2,5 120 90 354
10 2,5 120 90 357
1 2,5 120 90 3.50
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Para analisar a significancia dos fatores utilizados no planejamento experimental em relacao
aos dados obtidos para os percentuais de lignina solubilizada, utilizou-se da regressao linear dos dados
experimentais com 95% de confianca.

Os valores codificados e reais na Tabela 5.5, para as varidveis de estudo e da resposta
percentual de lignina apds solubilizagdo, variou do menor percentual encontrado que foi 2,51 a
19,12% maior valor encontrado nos experimentos 8 € 1 respectivamente, nos demais experimentos
ocorreu uma variabilidade muito grande quanto as variaveis, apresentando uma repetibilidade nos
pontos centrais 9,10 e 11 aumentando a margem de confiabilidade e reducdo nas variaveis de entrada
tempo, temperatura e concentra¢do de hidroxido de sédio.

O diagrama de Pareto ¢ apresentado na Figura 5.9, para o pre-tratamento basico utilizando o
planejamento 23+3 pontos centrais, com as varidveis T (°C), C.B (%) e t (min), bem como a interag¢io
entre essas variaveis influenciam aumentado a solubilizagao da lignina.

Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95% de confianga.Figura 5.9. Diagrama de Pareto

para pré-tratamento basico em bagaco de sorgo granifero [PA-1011
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Efeito estimado (valor absoluto)
T(°C), t (min) e C.B (NaOH%)

E observado na Figura 5.9 que a variavel de entrada concentragdo de hidroxido de sddio, foi
a mais significativa em interagdes, em seguida a temperatura e as intera¢des entre concentragao de

base e temperatura.
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Na Tabela 5.6, estao descritos os dados estatisticos referentes a analise de variancia (ANOVA)

para pré-tratamento basico na solubilizag¢ao da lignina.

Tabela 5.6. Analise de varidncia (ANOVA) para pré-tratamento basico na solubilizag¢do da lignina

Fonte da variagao GL SQ MQ Teste F
Regressao 6 267,8612 44,643533 3,41
Residuo 4 84,4561 21,114025
Total 10 105,5701
% R? 76,028

Ftabelado=7,21 Fealculado=2,11

GL — Grau de liberdade; SQ — Soma dos quadrados; QM — Quadrado médio dos desvios; Teste F —
F calculado e F tabelado

Observa-se na Tabela 5.6, a analise de variancia para o percentual de lignina considerando
apenas os parametros que foram significativos. Este modelo apresenta 91,59% da variag¢do obtida,
que pode ser explicada pelo modelo e pela razdo F calculado/F tabelado igual a 3,41 indicando que
mesmo se apresenta estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES; IEMMA,
2005).

Com o modelo empirico de regressdo dos dados experimentais da resposta percentual de
lignina solubilizada ¢ estatisticamente significativo, pode-se construir a superficie de resposta para a
analise das influéncias das variaveis em estudo sobre a resposta.

O modelo estatistico codificado com as variaveis significativas ¢ apresentado na Equagado 9:

Lignina (%)=8,0345-4, 7862.CB-2,7287. T+1,3287. CB. T-0, 0012.0, 1.CB - 0, 2337.0, 1.T+0,1 (09)

Em que:
CB - Concentragao de base (NaOH);
T - Temperatura (°C)

A superficie de resposta Figura 5.10, foi gerada em relacdo aos efeitos das variaveis de entrada
do planejamento experimental para etapa de pré-tratamento basico do bagaco de sorgo granifero IPA-
1011.

Figura 5.10. Superficie de resposta para porcentagem de lignina solubilizada em pré-tratamento de

bagago de sorgo granifero [IPA-1011
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Pode ser observado na superficie de resposta para variavel concentragdo de basico (NaOH), maior

interagdo junto a solubilizacdo da lignina em detrimento das varidveis tempo e temperatura.

5.9.5. Analise morfologica em microscopio eletrdnico de varredura do bagaco (MEV)

As andlises morfoldgicas por microscopia de varredura do bagaco in natura e pré-tratado estdao

presentes na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Micrografia do bagago in natura (A:5um; B:10um; C:20um; D:50pum; E:100pum
F:200um ) e bagaco pré-tratado (G:5um; H:10pwm; [:20um; J:50um; L:100um; M:200um)
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Fonte: Autora, 2022.

E observado na Figura 5.11 (A, B, C, D, E, F) as microestruturas fisicas do bagago do sorgo
granifero in natura, onde observa-se as estruturas bastante rigidas e rugosass, coberta por uma camada
opaca (extrativos). Segundo Pereira et al. (2010) a fibra ¢ formada por listras paralelas e Cunha et al.
(2011) afirmam que essa camada opaca vista no material in natura ¢ caracteristica dos extrativos.
Continuando na Figura 4.11 (G, H, I, J, L, M) observa-se que apos a etapa de pré-tratamento com
NaOH as fibras ficaram mais expostas e a camada mais externa e rugosa foi removida, tornado a
matriz mais porosa e assim proporcionando a biomassa uma melhor disponibilidade das fibras
celuldsicas a processos subsequentes, tais como refor¢o no preparo do biofilme. Segundo Ohgren et
al. (2007), as micrografias corroboram com as analise fisico-quimicas, as quais evidenciam uma
grande solubilizacdo dos componentes, tornando assim as fibras mais expostas, aumentando assim a

area superficial do material.
5.10. Caracterizacio do extrato de propolis vermelha
5.10.1. Determinagdo dos compostos fendlicos totais

Os teores de fendis e flavonoides totais foram de 241,2 e 36,1 mg EQ/g respectivamente,
descritos na Tabela 5.7. A literatura descreve que no propolis vermelho o teor de compostos fendlicos
¢ enconterado como bastante variabilidade, sendo normalmente valores encontrados acima de 90
mg/g, como observado em estudos por Cabral et al. (2009) que encontraram valor de 257,98 mg
EAG/g na determinagdo de fenolicos totais em propolis vermelha, Alencar et al. (2007) obteve valor

de 426,31 mg EAG/g de flavonoides totais.

Tabela 5.7. Teores de fenois e flavonoides totais

Analises Concentragdo das amostras Resultado (mg/g) Resultado (%)
Fenois totais 20pg/ml 241,22 24,12
Flavonoides totais 200pg/ml 36,16 3,61
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mg EAG/g - Equivalente de acido galico por g de propolis vermelha; mg EQ/g - Equivalente de

quercetina de propolis vermelha.

E observado que o teor de flavonoides da propolis vermelha tende a ser baixo, quando
comparado com teor de fendlicos totais. Daugsh et al. (2007), encontraram valor de 32,91 mg EQ/g
e Alencar et al. (2007) encontraram valor de 43 mg EQ/g de flavonoides. Os valores encontrados

neste trabalho corroboram com os encontrados na literatura.
5.11. [Elaboracao dos filmes biodegradaveis
5.11.1. Delineamento experimental para elaboracao dos filmes biodegradaveis

Para o processo de elaboragdo dos biofilmes foi elaborado um planejamento fatorial 2°+3=11
ensaios apresentado na Tabela 5.8, com as varidveis de entrada, massa de amido oxidado,
porcentagem de bagaco pré-tratado, utilizado como refor¢o na formulagdao do biofilme e extrato de

propolis utilizado como aditivo para reduzir possivel carga microbiana.

Tabela 5.8. Matriz de planejamento fatorial completo 2°elaboragiio dos biofilmes ativos

Ensaios Massa do amido Bagaco pré tratado Extrato de propolis
oxidado (g) (%) (%)
01 3 1 1
02 10 1 1
03 3 5 1
04 10 5 1
05 3 1 5
06 10 1 5
07 3 5 5
08 10 5 5
09 5 2,5 2,5
10 5 2,5 2,5
11 5 2,5 2,5

A proposta de utilizar o planejamento foi realizada, contudo, nem todos os filmes nas
concentragdes utilizadas na tabela 5.8 (matriz do planejamento) ndo apresentaram estrutura e ou
condigdes para as fases posteriores (analises dos filmes). A figura abaixo mostra a condi¢ao em
que se apresentaram os filmes, sendo escolhidos entre os 11 ensaios apenas o ensaio 03 e os pontos

centrais (pc) que obtiveram melhor resposta com relacdo a ndo craquelar e quanto a aparéncia
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visual e tatil, apds repeticdo dos ensaios (Figura 5.12) para que pudesse ser feita as andlises

subsequentes.Figura 5.12. Ensaio do planejamento para elaboracao dos filmes biodegradaveis (A)

/ repeti¢do ensaios 03 e ponto central (B)

Fonte: Autora, 2023.

5.11.2. Caracterizacao dos biofilmes

5.11.2.1. Analise morfologica em microscopio eletronico de varredura (MEV)

A avaliagdo dos resultados encontrados pela microscopia eletronica por varredura se torna
mais eficiente quando € utilizada para entender o resultado das caracteristicas mecanicas dos filmes.
Filmes mais espessos apresentam piores caracteristicas mecanicas pela baixa homogeneidade,
reticulagdo ineficiente e baixos niveis de plastificantes. Algumas evidéncias de particulas porosas ou
irregulares podem ser justificadas pela presenca de fragmentos de impurezas da matéria-prima

utilizada para a confecgdo dos filmes.

As Figuras 5.13 a 5.16 a seguir apresentam as micrografias da superficie e corte transversal
das amostras analisadas dos filmes elaborados dos ensaios 03 e ponto central (pc) da matriz do
planejamento da Tabela 5.8.

Figura 5.13. Micrografias da amostra 03 (Superficie A: 500um; B: 500 pm; C:400 um; D: 400




Figura 5.14, Micrografias da amostra 03 (corte transversal a: 500pum; b: 500 pm; c:400 pm; d: 400

pum

Figura 5.15. Micrografias da amostra ponto central (Superficie A: 500um; B: 500 pm; C:400 pm;
D: 400 um)

Figura 5.16. Micrografias do ensaio ponto central (transversal a: 400um; b: 400 um; c:100 pm; d:
100 pm).

Fonte: Autora, 2022.

Os resultados das analises de MEV realizadas nas superficies das amostras 03 e ponto central
(pc) indicaram superficies planas com a presenca de algumas irregularidades. Em maiores
ampliacdes, ¢ possivel notar um aspecto “crequelado” dessas superficies, como pode ser observado
nas Figuras c), d) da amostra 03 e a), f) para a amostra ponto central. Segundo Mendes et al. (2019)
ao trabalharem com propriedades fisico-quimicas de filme de pectina refor¢ado com borra de café,
evidenciou que esses aspectos de “craquelado” fica evidente ao observar agregados heterogéneos

por, que podem estar associados a sedimentacao de particulas durante a secagem dos filmes.
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As micrografias obtidas na se¢do transversal (fratura) das amostras 03 e ponto central (pc)
indicaram superficies de fratura irregulares, onde também ¢ possivel observar um aspecto de
craquelamento em diversas regides. Além disso, também foi observado pontos com aspecto poroso
na amostra 03, como destacado na Figura d).

A secdo transversal mostra algumas fendas, que, em ambos os filmes, ficam mais evidentes
quanto maior for o aumento da imagem. As ranhuras horizontais e alguns micro furos sao pequenas
€ aparecem como um traco marcante na imagem de 400 e 500 vezes, conforme a figura a) b) d) da
amostra 03 e b) d) do ponto central (pc).

A estrutura homogénea e compacta, sem pontos de fratura, pode estar relacionada ao médulo
de elasticidade, que, quanto mais baixo, maior sera a rigidez do filme e tendéncia a uma maior
tensao maxima. Este comportamento pode ser explicado pela presenca de glicerol, que exerce a
fungdo de preencher os espagos vazios da matriz e reduz os poros e rachaduras na superficie dos

filmes, promovendo uma barreira a troca de gases (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012).

5.11.2.2. Analise das dimensdes (largura e espessura)

As dimensdes das amostras (largura e espessura) encontra-se na tabela 5.9, apresentando os

valores que irdo corroborar com as analises posteriores.

Tabela 5.9. Anélise das dimensdes (largura e espessura) das amostras 03 e ponto central (pc)

Dimensdes Amostra 03 (mm) Ponto central (pc) (mm)
Largura 17,83 £1,31 20,30 £0,18
Espessura 0,0725+ 0,182 0,0367 0,015

O controle da espessura ¢ extremamente importante, pois pode influenciar no resultado de
solubilidade e permeabilidade ao vapor de 4gua (HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).
A espessura média dos filmes contendo amido de sorgo, glicerol, bagaco pré-tratado e solugdo
etanolica de propolis vermelha foi de 0,072 mm para amostra 03 e de 0,036 mm para amostra pc.
Essa elevagao pode ser justificada pelo aumento no teor de solidos totais presentes no material, como
também verificado por outros autores. Shimazu, Mali e Grossmann (2007) verificaram que a
espessura dos filmes de amido de mandioca variaram de 0,070 mm a 0,10 mm conforme o teor de
plastificante (glicerol) foi elevado, atribuindo esse resultado ao incremento no teor de sélidos totais.
Souza et al. (2009) ao trabalharem com propriedades mecanicas de filmes biodegradaveis de amido
de mandioca adicionados de nanofibrilas de algodao obtiveram valores para espessura que variaram

entre 0,1197 a 0,2403 mm, observando-se um aumento linear da espessura em fun¢ao do aumento da
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concentra¢do de nanofibrila de algoddo. Souza et al. (2012), produziram filmes de fécula de mandioca
com adi¢do de glicerol e particulas de argila e obtiveram espessuras que variaram 0,086 a 0,092 mm
para as diferentes formulagdes estudadas. Al-Hassan e Norziah (2012) estudaram as propriedades
mecanicas e de barreira de filmes obtidos a partir de uma combinacao de amido de sagu e gelatina de
peixe, plastificados com glicerol e sorbitol, e obtiveram espessuras que variaram de 0,050 a 0,070
mm para todas as formulagdes estudadas. Gomes e Borges (2022) trabalhando com desenvolvimento
de biofilmes a base de amido de mandioca para embalagens de alimentos, obteve resultados 0,172,

0,295 ¢ 0,345 mm, valores estes acima dos encontrados neste trabalho.
5.11.2.3. Propriedades mecanicas (tragao)

As propriedades mecanicas dos filmes bioativo de amido de sorgo (ensaio 03), apresentados
em termos de carga maxima (N), tensdo na ruptura (kPa), deformagao na ruptura (%) encontram-se

na Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Propriedades mecanicas do filme bioativo de amido de sorgo (ensaio 03)

Amostra C.P. Carga Maxima Tensdo na Ruptura Deformacio na
N) (mpa) Ruptura (%)
1 0,50 0,05679 6,94
Ensaio 2 0,97 0,09133 13,22
03 3 2,98 0,18471 20,38
4 4,19 0,2485 28,50
Meédia/D. padrao 2,16+1,73 0,145+0,087 17,26+9,29

A Figura 5.17, apresenta o grafico com o comportamento das curvas de tensdo x deformacao
para amostra do filme bioativo de amido de sorgo (ensaio 03).

Figura 5.17. Curvas Tensao x Deformagao da ensaio 03
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A Figura 5.18, apresenta o corpo de prova do filme bioativo de amido de sorgo, apds ter

passado pela andlise de tensao ou seja propriedades mecanicas.
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Figura 5.18. Corpo de prova do filme bioativo de amido de sorgo (ensaio 03)

Fonte: Autora, 2023.

As propriedades mecanicas dos filmes bioativo de amido de sorgo (ensaio pc), apresentados

em termos de carga maxima (N), tensdo na ruptura (mpa), deformacao na ruptura (%) encontram-se

na Tabela 5.11.

Tabela 5.11. Propriedades mecanicas do filme bioativo de amido de sorgo (ensaio pc)

Amostra C.P. Carga Mixima Tensdo na Ruptura Deformacio na
N) (mpa) Ruptura (%)
1 0,36 0,05073 20,43
Ensaio 2 0,31 0,04009 37,83
PC 3 0,37 0,04911 22,52
Média/D. padrio 0,35+0,03 0,046+5,73 26,93+9,5

A figura 5.19, grafico que apresenta curvas de tensdo X deformagdo para amostra do filme

bioativo de amido de sorgo (ensaio pc)

Figura 5.19. Curvas Tensao x Deformagdo da amostra pc
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A Figura 5.20, apresenta o corpo de prova do filme bioativo de amido de sorgo, apds ter

passado pela analise de tragdo ou seja propriedades mecanicas.

Figura 5.20. Corpo de prova do filme bioativo de amido de sorgo (ponto central)

Fonte: Autora, 2022.

A resisténcia do material a perfuragdo ¢ classificada com a for¢a (N) e nos filmes, este
parametro variou no ensaio (03) de 0,50 a 4,19 N e para o ponto central (pc) de 0,36 a 0,37 N, estando
a forca de perfuracdo em seus menores valores presentes no ensaio do ponto central (pc). Queiroz et
al. (2021) trabalhando com filme bioativo de amido de mandioca, encontrou valores para resisténcia
a perfuragdo de 2,55 a 3,61 N, esses valores sao justificados pela incorporacao de plastificantes como
o glicerol, que interfere na interagdo entre as cadeias de polimeros e na formagdo do produto,
alterando as propriedades fisicas do filme biodegradavel.

As analises mecanicas feitas nas duas amostras, denotam diferengas com relagdo a tensao e
deformacao na ruptura dos filmes, apresentando uma correlacao direta entre ambas analises. Os
valores da tensdo na amostra 03 foi de 0,145 mpa e deformagdo na ruptura de 17,26%,
significativamente proporcionais, diferente dos encontrados na amostra do pc, apresentando para
deformacao na ruptura bem menor com valor de 0,046 mpa e deformagdo na ruptura de 26,93, valor
esse maior quando comparado a amostra 03. Essas diferencas podem ser justificadas pelas diferencas
nas formulagdes de ambas visto na matriz do planejamento apresentada na Tabela 4.7, onde ha uma
maior concentracdo de fibras (bagaco pré-tratado) na formulagdo do ensaio 03, conferindo maior
resisténcia ao filme.

De acordo com Andrade (2013), os filmes com propriedades mecanicas ideais devem ser
resistentes a ruptura para que possam proteger os produtos nos quais sao aplicados, e flexiveis, para
que possam se adaptar a possiveis deformagdes e resistirem a possiveis fraturas. Bodini et al. (2013)
também observaram o mesmo desempenho, onde houve uma reducao da tensdo na ruptura em filmes
baseados em gelatina adicionados de extrato de propolis. Conforme Aratjo (2014), uma justificativa

para esse comportamento ¢ a de que os filmes contendo extrato possuem ceras em sua composi¢ao,
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as quais podem ter atuado como possiveis plastificantes, aumentando dessa forma a mobilidade da
estrutura da matriz polimérica, tornando os filmes menos rigidos.

Para os resultados da deformagdo ou alongacdo na ruptura o desempenho sugere que a
presenca do extrato ndo influencia significativamente na elongacao dos filmes considerado positivo
para esse caso. Martiny et al. (2021) validaram a mesma informagdo em seus estudos envolvendo
filmes biopoliméricos, onde a porcentagem de elongagdo ndo foi, ou foi alterada minimamente na
presenca de compostos naturais. Conforme Chang-Bravo et al. (2014) evidenciaram na incorporagao
de extratos naturais de propolis e erva-mate afetou o comportamento mecéanico dos filmes formulados
com matrizes biopoliméricas de amido e carragenana, onde a inser¢cdo do extrato de propolis
ocasionou em um maior alongamento de ruptura quando comparado a erva-mate. Jun, Hanry e
Surugau (2020) avaliaram os efeitos de diferentes concentracdes do plastificante glicerol nas
caracteristicas de biofilmes feitos a partir de carragenana semi-refinada e encontraram valores entre
4,48 e 8,58% para porcentagem de elonga¢do na ruptura, evidenciando que o aumento da

concentragdo do plastificante utilizado torna o material mais resistente.

5.11.2.4. Permeabilidade ao vapor de dgua

Determinar a permeabilidade ao vapor de dgua ¢ imprescindivel para a aplicacdo dos filmes
de amido, pois define a possivel aplicacdo do filme (Tabela 5.12). Um material com alta
permeabilidade, que ¢ caso dos filmes a base de amido, podera ser indicado para embalagem de
vegetais frescos, enquanto que um filme com baixa permeabilidade podera ser indicado para produtos

desidratados (MALI et al., 2010).

Tabela 5.12. Permeabilidade do filme bioativo de amido de sorgo (ensaios 03 e pc)

Permeabilidade de vapor de agua (g.mm/m2.h.Kpa)

Amostras Ensaio 03 Ponto central (pc)
01 1,9284 +0,0423¢ 0,1284 +0,0523¢
02 1,8812+0,0141a 0,1912 +0,0611a
03 1,9385 + 0,0430a 0,1985 £+ 0,0430a

Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem ao nivel de p < 0,05

Pode-se verificar na formulagcdo que apresentou maior resisténcia ao vapor de agua foi a do
ponto central (pc), pois possui em sua composi¢cdo maior quantidade de amido, menor teor de fibra
(bagaco pré-tratado) e maior concentragdo de propolis vermelha em comparacdo com a o ensaio 03,
o que pode ter colaborado para o aumento da hidrofobicidade dos biofilmes, dificultando a passagem

das moléculas de agua através do filme, ou seja, a permeabilidade de vapor de 4gua. Desta forma,
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quanto menor o teor destes componentes da formula¢do, maior serd a permeabilidade e menos
resistente ao vapor de agua serd o biofilme (KESTER; FENEMA, 1986).

Sabe-se que a propolis possui substancias hidrofébicas em sua composicao, alterando a
interacdo da 4gua com a matriz polimérica e consequentemente reduzindo a higroscopicidade dos
filmes, visto que os valores de permeabilidade foram menores, ainda que ndo de forma relevante.
Dessa forma, busca-se o desenvolvimento de filmes biopoliméricos que possuam baixo valor de PVA
(ou de alta barreira) para aplicagdes alimenticias, com o intuito de manter as propriedades biologicas
dos alimentos na auséncia de gases ou vapores, fator que pode ocasionar no aceleramento da vida util
do produto, ou ainda, favorecer a degradacao por bactérias ou fungos (ZAVAREZE et al., 2012). Em
trabalho desenvolvido por Gomes et al. (2022) foram encontrados em trés formulagdes na producao
de biofilme de amido de mandioca valores de 0,6284; 0,5912 e 0,3985 para barreira em relagao vapor
de 4gua, ficando o menor valor com maior barreira. Biduski et al. (2015) trabalhando com
incorporagao de argila em filme biodegradavel de amido de sorgo nativo e oxidado, obtiveram valores
variando entre 3,94 a 2,97 para nativo e 2,93 a 2,81 para oxidado, apresentando menor permeabilidade
ao vapor de agua aos biofilmes oxidados e adicionados de nanoargila, apresentado desta forma uma

boa interagdo entre sua composicao.

5.11.2.5 Solubilidade dos filmes em agua

A solubilidade em 4gua dos filmes avalia a sua integridade a em determinados ambientes
umidos e, consequentemente, a sua aplicacdo em embalagens definido que tipo de alimento devera
ser utilizado. Segundo Rocha et al. (2009) os filmes com alta solubilidade podem ser destinados para
embalagens de alimentos desidratados que devam sofrer uma hidratacdo prévia no consumo, ja os

alimentos com alta afinidade pela 4gua demandam embalagens resistentes a agua.

Tabela 5.13. Solubilidade do filme bioativo de amido de sorgo (ensaios 03 e pc)

Solubilidade de vapor de agua (%)

Amostras Ensaio 03 Ponto central (pc)
01 58,78 £ 0,0423c¢ 31,24 £ 0,0523c¢
02 74,15 +0,0141ab 36,42 +0,0611a
03 75,17 £ 0,0430a 36,31 £ 0,0430a

Meédias com letras iguais na mesma coluna nio diferem ao nivel de p < 0,05

Os melhores resultados para solubilidade ao vapor de d4gua encontra-se nas amostras do ponto

central com a menor solubilidade em 31,24%, quanto as amostras do ensaio 03 ocorreu uma maior
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solubilidade, tendo a maior no valor de 75,17%., estes resultados corroboram com os valores da
analise de permeabilidade. Segundo Carissimi (2017) de uma forma geral, a analise de solubilidade
para biofilmes a base de amido devem ser tdo baixa quanto possivel para reduzir a transferéncia de

umidade entre o alimento e o meio.

5.11.2.6. Anélise microbioldgica dos biofilmes (Potencial antimicrobiano do biofilme)

As analises microbioldgicas, foram feitas apenas no ensaio ponto central (pc) do planejamento
experimental para elaboracdo do biofilme de amido de sorgo aditivado de propolis vermelha, uma
vez que o ensaio 03 deste planejamento ndo obteve resultado satisfatorio para as andlises de
solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua.

Foram feitas andlises microbioldgicas (antibiograma) para observar a capacidade de protecao
alimenticia do filme biodegradavel contra a prolifera¢cdo de microorganismos. A realizagdo dos
ensaios formam feitos com seis bactérias do tipo gram negativa Pseudomonas aeruginosa, Echerichia
coli e gram positiva, Enterococcus faecalis € Bacillus subtilis. A Figura 5.21 a) b) c¢) d) apresentam
as placas do antibiograma com os halos de inibicdo. Como controle foi utilizado disco de

sensibilidade de 30mcg de amoxilina sobre a superficie das placas.

Figura 5.21. Apresentam as placas do antibiograma com halos de inibi¢do 1) 2) 3) e 4)

Enterococcus faecalis Bacillus subtilis Escherichia coli Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: Autora, 2023.

Encontra-se apresentado os valores na Tabela 5.14 para os antibiogramas dos filmes frente as
cepas de bactérias gram negativa Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli e gram positiva,

Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis.

Tabela 5.14. Analise microbiologica dos filmes frente as bactérias Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Controle disco de sensibilidade de 30mcg de

amoxilina
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Cepa Halo de inibi¢do (mm) Controle amoxilina 30mcg (mm)

Enterococcus faecalis 3,2+0,32° 9,4+0,37%
Bacillus subtilis 9,4+0,43% 5,2+0,43¢
Escherichia coli 6,1+0,12b° 0,0+0,0

Pseudomonas aeruginosa 8,3+0,51° 10,2+0,21°2

Os dados relatados sdo valores médios e = desvio médio. Letras diferentes representam diferencas significativas nas
colunas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Conforme o exposto, percebe-se que frente a cepa de Enterococos fecalis, foi o menor valor
de inibi¢do quando comparado as outras cepas, € o controle com amoxilina obtendo inibi¢do com 9,4
mm. Pode ser observado que todos os filmes em sua composi¢ao tiveram extrato etanolico de propolis
vermelha na concentragdo de 2,5% em sua formulagdo. A maior inibi¢ao no teste antibiograma foi
frente a cepa de Bacilus subinitilis com inibi¢do de 9,4 mm, sendo o controle com antibidtico
amoxilina 5,2 mm. Pobiega et al. (2019) analisaram a agdo antimicrobiana apenas do extrato de
propolis e puderam constatar halos de inibicdo que variaram entre 9,66 ¢ 25,3 mm para extratos
obtidos por extracdo convencional e halos de 9,95 a 26,89 mm para extratos obtidos por meio da
extracao ultrassonica. Bastos et al. (2011) avaliaram a atividade antibacteriana da propolis marrom
frente & Escherichia coli e observaram halos de inibi¢do que variaram entre 10 e 11,3 mm. Segundo
os autores Siripatrawan, Vitchayakitti e Sanguandeekul (2013), o extrato etanolico de propolis age de
forma mais eficaz contra as bactérias Gram-positivas do que contra as Gram-negativas, onde as
bactérias Gram-negativas possuem além da membrana celular, uma membrana da camada externa

que consiste em fosfolipidios, proteinas e polissacarideos, dificultando a permeabilidade.

79



6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os aspectos agronomicos da cultivar de sorgo granifero IPA-1011, demosntram que a
exploragdo desta cultivar por ter em seu percentual de matéria verde e seca caracteristicas proximas
as variedades forrageiras, sdo exploradas para silagem, desde que colhida na fase de grdos
leitosos/pastosos, ndo sendo comum o uso deste gdo como fonte de alimento humano no Brasil, desta
forma o objetivo em produzir filmes biodegradaveis a partir desta cultura, ndo concorre diretamente
com a produg¢do de alimento humano, como muitas das diversas culturas amilaceas;

O rendimento de amido de sorgo descrito no item 3.4, expresso em porcentagem, obteve o
resultado de 43% (b.s.) de amido in natura, valor este proximo aos encontrados na literatura, mostrando o
potencial desta cultivar para producao de amido em substituicao na industria de alimentos a outras culturas
amilaceas que necessitam de maior quantidade de agua;

Quanto a caracterizacao fisico-quimica do amido de sorgo IPA-1011 e modificagao quimica
os dados obtidos para carboidratos totais 77,97%, lipidio 0,85% e proteina 1,85% neste trabalho, onde
os valores encontrados neste trabalho apresentam-se proximos aos encontrados na literatura. A
modificagdo por oxidagdo do amido corrobora para conferir maior resisténcia aos biofilmes
apresentando baixa (permeabilidade e solubilidade);

As andlises de MEV tando para o amido nativo e oxidado quanto para o bagaco in natura e
pré-tratado evidenciam nas imagens micrograficas a eficiéncia de ambos tratamentos;

Quanto a caracteristica mecanica do amido de sorgo trabalhado nesta pesquisa, ¢ evidenciado no
poder de inchamento, viscosidade e rtrodegradagdo caracteristicas proximas a variedades com alta
produtividade;

Quanto as caracteristicas do filme produzido, MEV apresentou imagens micrograficas tanto
na procao plana quanto transversal com algumas irregularidades quando a imagem aumentada em
400 e 500pm, comum aos biofilmes por causa de sua composicao e formulagao.

Quanto a estrutura mecanica do filme de amido de sorgo produzido: as caracteristicas de
permeabilidade e solubilidade do ensaio ponto central foi mais efetiva que o ensaio 03, apresentando
resultado satisfatorio para um bom filme bioloégico para uso comercial, uma vez que ambas
caracteristicas apresetadas evitam absor¢do de dgua e consequentemente menor perecibilidade dos
alimentos embalados pelo mesmo;

O potencial antimicrobiano do biofilme produzido frente as cepas de bactérias Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa estas, comuns em
contaminagdes cruzadas em almentos, mostra que mesmo com apenas 2,5% de propolis vermelha em
sua composi¢ao houve inibi¢do em todas, mesmo apresentando baixa inibi¢do frente Enterococcus
faecalis ndo ocorrendo a falta de inibigao.
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