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RESUMO

Com o crescimento da exigéncia dos consumidores por produtos mais saudaveis, a
demanda por meios de conservagdo de alimentos, que ndo envolvam produtos sintéticos, vem
crescendo. Nesse contexto, as embalagens ativas tém ganhado destaque ao oferecer maior vida
de prateleira e seguranca alimentar, usando aditivos naturais. Com isso, este trabalho teve como
principais objetivos obter extratos de IUpulo Cascade, por meio de duas metodologias; avaliar
a acdo antimicrobiana desses extratos e incorpora-los em uma matriz de acetato de celulose,
analisando suas caracteristicas fisicas e a atividade antimicrobiana. Os filmes produzidos foram
caracterizados quanto a espessura, cor, transparéncia e opacidade e testados in vitro contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Saccharomyces cerevisiae. Os extratos foram
obtidos por extracdo com metanol em banho ultrassdnico (extrato EM) e extracdo em agua
(extrato EA), sendo posteriormente incorporados em uma disperséo de acetato de celulose
(polimero) e acetona (solvente), nas concentracdes de 0, 10 e 20% (m/m). Embora ndo tendo
havido diferenca significativa na espessura dos filmes, foram observadas variaces na cor,
transparéncia e opacidade, sendo o filme com extrato EM20% o mais diferente do controle, em
relagdo aos outros filmes estudados. Porém, os filmes ativos, contendo o extrato alcodlico (EM)
demonstraram atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva S. aureus, enquanto o

extrato aquoso (EA), nas concentracBes estudadas, ndo apresentou atividade detectavel.

Palavras-chave: Polimero, embalagens ativas, acetato de celulose.



ABSTRACT

With the increasing demand from consumers for healthier products, there has been
a growing interest in food preservation methods that do not involve synthetic additives. In this
context, active packaging has gained prominence by offering longer shelf life and food safety
through the use of natural additives. This study aimed to obtain extracts of Cascade hops using
two different methodologies, evaluate the antimicrobial activity of these extracts, and
incorporate them into a cellulose acetate matrix, analyzing their physical characteristics and
antimicrobial activity. The produced films were characterized in terms of thickness, color,
transparency, and opacity, and were tested in vitro against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, and Saccharomyces cerevisiae. The extracts were obtained through ultrasonic bath
extraction with methanol (EM extract) and water extraction (EA extract), and were
subsequently incorporated into a cellulose acetate (polymer) and acetone (solvent) dispersion
at concentrations of 0, 10, and 20%. Although there was no significant difference in the
thickness of the films, variations were observed in color, transparency, and opacity, as expected
due to the different extraction methods. The active films containing the alcoholic extract (EM)
demonstrated antimicrobial activity against the Gram-positive bacterium S. aureus, while the
aqueous extract (EA) at the studied concentrations showed no detectable activity.

Keywords: Polymer, active packaging, cellulose acetate.
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1 INTRODUCAO

O crescente interesse na busca por solucdes inovadoras na indudstria de alimentos
tem direcionado a atencdo para o lUpulo, uma matéria-prima com propriedades promissoras. O
lupulo, tradicionalmente usado na cerveja para conferir amargor e aroma, tem atraido interesse
crescente por suas propriedades antimicrobianas. Compostos como os alfa-acidos e os dleos
essenciais presentes no lupulo demonstram atividades antimicrobianas, que ajudam a inibir o
crescimento de diversas bactérias e fungos (STEENACKERS; COOMAN; VOS, 2015; SANZ
etal., 2019; FORMATO et al., 2013).

Além disso, o ltpulo possui um potencial significativo como antioxidante natural,
devido a presenca de flavonoides e outros fitoquimicos, que podem ajudar a neutralizar radicais
livres e prevenir a oxidacdo em alimentos e bebidas. Essa dupla funcdo torna o lipulo um bom
ingrediente para a industria alimenticia, ndo apenas como um aromatizante, mas também como
um conservante natural (ALMEIDA, 2019).

Paralelamente, observa-se um notavel crescimento no mercado de embalagens
ativas, impulsionado pela demanda crescente por solucdes mais eficientes na conservacdo de
alimentos. Esta tendéncia reflete ndo apenas a busca por inovagdo, mas também a preocupacgao
crescente com a diminuicdo do uso de aditivos sintéticos em embalagens, tendo em vista a
quantidade de estudos voltados ao uso de plantas e 6leos essenciais nestas embalagens,
alinhando-se com as demandas atuais por produtos mais naturais.

A preocupac¢do com a seguranca alimentar, um tema central na contemporaneidade,
destaca-se como um elemento desse contexto. A utilizacdo de embalagens ativas, especialmente
aquelas enriquecidas com compostos provenientes do lupulo, é proposta ndo apenas para
assegurar a qualidade dos alimentos, mas também a reduzir a dependéncia de aditivos quimicos
sintéticos.

Este trabalho explora a atividade do lupulo e seu potencial emprego em embalagens
ativas, oferecendo uma perspectiva na conservacao e seguranca de alimentos, dando énfase a

sua aplicagéo como agente ativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lapulo

O lapulo (Humulus lupulus) pertence a familia das Cannabaceae. E uma planta
trepadeira que produz flores e somente as flores femininas séo utilizadas na producdo de
cerveja, por causa da sua grande quantidade de resinas e compostos aromaticos, originados da
lupulina (SKOF et al., 2012). As flores femininas sdo espigas curtas e podem ser designadas
cones (Figura 1) (RODRIGUES; MORAIS; CASTRO, 2015).

Figura 1: Lupulo

Fonte: SANTOS, 2024.

Os seus cones sdo compostos por resinas naturais e 0leos essenciais. As resinas sao
compostas por alfa e beta acidos, que sdo os contribuintes no amargor e aroma. A diferenca
entre eles é que, na fervura, os alfa acidos se dissolvem e contribuem com o amargor e os beta
acidos, se cozidos, incorporam aromas e sabores indesejaveis. Cada variedade de lupulo
apresenta uma concentracao diferente de beta e alfa acidos (MORADO, 2017).

Os B-acidos tém sido objeto de estudo devido a sua atividade antimicrobiana, sendo
lupulona, colupulona e adlupulona os principais responsaveis por aproximadamente 10% do
peso seco do lapulo (STEENACKERS; COOMAN; VOS, 2015). Em linhas gerais, os a-4cidos
séo conhecidos por proporcionar amargor em alimentos, contribuindo com cerca de 2-24% do
peso seco do lupulo. Os principais a-acidos incluem cohumulona, humulona e adhumulona,
enquanto posthumulona e prehumulona sdo presentes em menor quantidade. Mais de 50% dos
a-acidos passam por isomerizacdo térmica, transformando-se em iso-a-&cidos, que sdo

responsaveis pelo amargor e exibem atividade antimicrobiana, especialmente contra bactérias
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Gram-positivas (SANZ et al., 2019). Os B-acidos, exercem um papel potencial no aroma e na
atividade antimicrobiana da planta (FORMATO et al., 2013).

Na investigacdo da atividade antimicrobiana de extratos de lapulo obtidos de
diferentes genotipos contra Staphylococcus aureus e Lactobacillus acidophilus, foram testadas
fragdes purificadas de xantohumol, B-acidos e misturas de a-acidos com B-acidos. Os extratos
hidroaceténicos de lupulo mostraram maior eficacia contra S. aureus do que contra L.
acidophilus. A analise de susceptibilidade microbiana revelou que os extratos de lupulo
apresentaram valores de concentracdo inibitéria minima (CMI) e concentracdo bactericida
minima (CMB) mais baixos contra S. aureus, indicando uma maior eficicia antimicrobiana.
CorrelagGes inversas significativas foram observadas entre os valores de CMI e CMB e o0s
conteddos de xantohumol, cohumulona, n+adlumulona, colupulona e n+adlupulona, sugerindo
gue esses compostos quimicos sdo responsaveis pelos efeitos antimicrobianos. Revelando, pela
primeira vez, o efeito da forga do meio de crescimento nos valores de MIC dos extratos de
lupulo contra S. aureus, mostrando que a presenca desses extratos prolonga a fase de laténcia e
o tempo de geracao da bactéria (KOLENC et al., 2022).

O Iltdpulo é uma planta tipica do hemisfério Norte, de clima temperado
HIERONYMUS, 2012). A planta possui dificuldade de crescimento no Brasil devido ao clima
tropical do pais. Para conseguir produzir fotoassimilados, a planta necessita de uma intensa
exposi¢do a luz durante o dia, de 9 a 15 horas, com temperatura de 8°C a 10°C e de calor por
120 dias, com temperatura média de 30°C (HILTON, 2002). A dificuldade também é
encontrada porque a planta necessita de dias longos e noites curtas, por causa do seu mecanismo
de fotossistema via C4. A planta ndo cresce se a temperatura exceder 32°C ou se diminuir para
0°C quando ela esta em seu pleno crescimento (RYBACEK, 1991).

A maioria do lapulo utilizado nas cervejarias brasileiras € importado. Contudo, no
Brasil, ja estdo em andamento estudos para o desenvolvimento de IUpulos, analisando quais
variedades se adaptam melhor as condic¢bes climaticas do pais, pois a planta é de clima
temperado. Pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da USP,
verificaram que as plantas colhidas em territorio brasileiro tém qualidade similar as cultivadas
nos Estados Unidos e Republica Tcheca, grandes produtores de lupulo. Foram testadas quatro
variedades da planta e duas foram aprovadas, sendo estas Chinook e Cascade (JUNIOR;
STELLA; MARCHIORO, 2021).

O Lupulo Cascade Brasileiro foi estudado quanto a caracterizacdo da composi¢do
quimica, teor de flavonoides, determinacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana,

identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos, além da obtencdo de dleos essenciais. O
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resultado incluiu uma comparagdo com o Lupulo Cascade dos Estados Unidos. Concluiu-se
que ambos os extratos de Iupulo, brasileiro e americano, demonstraram atividade antioxidante
(ALMEIDA, 2019).

Dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento mostra um total de
48 cultivares de lapulo registrados, sendo divididos em cultivares que possuem certificado de
origem genética e 0s que ndo possuem, sendo os primeiros a serem cultivados o Cascade e 0
Alpharoma. De acordo com o Registro Nacional de Sementes e Mudas, no Brasil, tem-se o
cadastro de 17 viveiros, com maioria no Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Rio de Janeiro e Santa
Catarina (BRASIL, 2022).

2.2 Embalagens Ativas

As embalagens ativas desempenham um papel crucial ao interagir com os produtos,
visando melhorar suas caracteristicas e controlar sua qualidade. Elas apresentam uma atividade
protetora, estendendo a vida util dos alimentos por meio da incorporacdo de compostos ativos.
(FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021).

Observa-se que as embalagens ativas tém a capacidade de integrar diversos
mecanismos de funcionamento em uma Unica unidade, proporcionando melhorias nas etapas de
comercializacdo apos a producdo. A inovacao resultante dentro dessa categoria de embalagens
reflete uma tendéncia contemporanea para o avanco tecnoldgico no setor alimenticio do século
XXI. A medida que o conhecimento sobre técnicas de conservacdo se aprofunda, novos
processos de producdo de embalagens surgem, tornando mais comum a incorporagdo dessas
novas tecnologias no cenario varejista (CANDIDO, 2023).

Existem dois tipos principais de embalagens ativas: 0s emissores, que incorporam
substancias benéficas diretamente no material da embalagem, tais como compostos
antimicrobianos, antioxidantes e didxido de carbono, e os absorvedores, que tém o propdsito de
retirar compostos indesejaveis entre o alimento e a embalagem, como oxigénio, dioxido de
carbono e agua (BRAGA; SILVA, 2017).

As embalagens antimicrobianas sdo elaboradas com o propoésito de fornecer uma
barreira adicional para prevenir a contaminacao de alimentos, visando inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos que podem causar infeccdes, além de reduzir a presenca de
microrganismos deteriorantes na superficie dos alimentos. Essa abordagem pode ser
implementada de diversas maneiras, seja pela incorporagéo direta do composto antimicrobiano

na matriz polimérica, pelo revestimento da superficie da embalagem com o agente
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antimicrobiano ou ainda pela imobilizacdo separada do mesmo em sachés (SIRACUSA et al.,
2008).

Os filmes poliméricos, dotados de propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
ganharam destaque devido aos desafios significativos da oxidacdo e contaminacdo microbiana,
que impactam diretamente na qualidade e seguranca dos alimentos. A atencdo voltada para
embalagens antimicrobianas tem aumentado, especialmente nas industrias alimenticias, em
resposta a crescente demanda dos consumidores por produtos minimamente processados,
isentos de conservantes e elaborados com ingredientes mais naturais (RAMOS et al., 2012).

Diversos agentes antimicrobianos e antioxidantes podem ser integrados a esse tipo
de embalagem. Em termos gerais, esses agentes podem ser categorizados como sintéticos e
naturais, sendo que os sintéticos sdo predominantes na utilizacdo. Outra caracteristica é o
polimero utilizado na embalagem (SILVA et al., 2021).

Extratos vegetais e Oleos essenciais tém sido empregados pelas industrias
farmacéuticas e de cosméticos por vérias décadas. Recentemente, eles vém sendo objeto de
estudo para sua aplicacdo como aromatizantes, flavorizantes e conservantes naturais nas
industrias alimenticias (COSTA et al., 2015). Como antimicrobianos naturais, os 6leos
essenciais e extratos apresentam potencial para serem empregados no controle de
microrganismos, diminuindo a dependéncia de aditivos sintéticos, contribuindo para o controle
da contaminacdo em alimentos e no aprimoramento das tecnologias destinadas a extensao da
vida util de prateleira. Esses compostos podem ser eficazes no controle de patdgenos
indesejaveis e de microrganismos deteriorantes (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

2.3 Acetato de Celulose

A celulose ¢ uma matéria-prima versatil e amplamente utilizada na industria,
podendo ser convertida em diversas formas, como fibras, filmes e derivados estaveis. Sua
modificagéo é possivel através de diferentes metodos, sendo um deles a substituicdo dos grupos
hidroxila por agentes quimicos, como &cidos, cloretos e Oxidos, através de reagOes de
esterificacdo ou eterificagdo (WUSTENBERG, 2015).

Os derivados de celulose, incluindo a celulose regenerada, sdo biopolimeros
amplamente fabricados industrialmente, oferecendo caracteristicas como resisténcia a radiacdo
ultravioleta, transparéncia e disponibilidade em diversas cores: transparentes, translucidas, com
alto brilho superficial (ENDRES; SIEBERT-RATHS, 2011). Um desses derivados € o acetato

de celulose, obtido por meio do processo de acetilagcdo da celulose. Nesse processo, utilizam-
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se solventes como o anidrido acético, que atua como agente esterificante, formando como
produtos o acetato de celulose e o acido acético (FISCHER et al., 2008).

O acetato de celulose destaca-se como um derivado importante, pois é obtido a
partir de fontes renovaveis. Sua solubilidade em solventes apolares é diretamente influenciada
pelo grau de substituicdo dos grupos ester. Quanto maior esse grau de substituicdo, maior é a
solubilidade em solventes apolares. Esse aspecto ressalta a importancia do processo de
esterificacdo na determinacdo das propriedades de solubilidade do acetato de celulose,
tornando-o uma opcéao versatil e de aplicacdo diversificada (PACHECO, 2022).

Filmes biodegradaveis de acetato de celulose sdo geralmente obtidos através da
técnica de casting, que envolve a solubilizacdo do biopolimero em acetona. Nesse processo, a
dispersdo de acetato de celulose é vertida sobre uma superficie plana e lisa, onde é espalhada
para formar uma camada fina e uniforme. A evaporacdo controlada da acetona, seja a
temperatura ambiente ou com a aplicacdo de calor, permite a formacao de filmes continuos e
flexiveis. Esses filmes apresentam caracteristicas especificas, como estrutura continua,
propriedade hidrofébica, elevada transparéncia, baixa opacidade e baixa elasticidade. As
propriedades dos filmes, como a quantidade de biopolimero utilizada, a espessura e a adi¢do de
agentes plastificantes ou compostos bioativos, influenciam diretamente essas caracteristicas
(CARVALHO et al., 2017).

Pola et al. (2016) produziram filmes de acetato de celulose, com atividade
antimicrobiana, ao adicionar éleo essencial de orégano e argila montmorillonita como agente
de reforco. Utilizando o biopolimero (grau de substituicdo 2,5) dissolvido em acetona, a adi¢édo
de 20, 40 ou 60% de 6leo essencial de orégano facilitou a distribuicdo da montmorillonita na
matriz polimérica, diminuindo a interacdo entre as cadeias poliméricas. A espessura dos filmes
ndo foi alterada, mantendo-se em 46,37 + 3,47 um. O 6leo essencial atuou como plastificante,
aumentando a flexibilidade e diminuindo a resisténcia a tracdo e o modulo de elasticidade,
efeitos ndo observados nos filmes com apenas montmorillonita, que mantiveram propriedades
semelhantes ao controle. Além disso, o 6leo essencial reduziu a permeabilidade ao vapor de
agua, devido ao seu carater hidrofobico, algo ndo verificado com a montmorillonita. A maior
concentracdo de Oleo essencial de orégano também resultou em maior atividade antimicrobiana
contra alternaria alternata, Rhizopus stolonifer e Geotrichum candidum, indicando que esses
filmes biodegradaveis tém potencial para uso em embalagens, para prevenir o crescimento de
micro-organismos (POLA et al., 2016).

Dannenberg et al. (2017), por sua vez, desenvolveram filmes ativos para armazenar

queijo mucarela, utilizando acetato de celulose dissolvido em acetona e Oleo essencial de



15

pimenta rosa. Os filmes, com concentragbes de 2%, 4% e 6% de Oleo essencial, mostraram
atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Escherichia coli e S. aureus durante
12 dias, a 4 °C. A concentracdo de 6% foi especialmente eficaz, inibindo S. aureus e reduzindo
significativamente L. monocytogenes. Embora também inibisse E. coli, o efeito ndo foi téo
pronunciado quanto para os outros microrganismos (DANNENBERG et al., 2017).

Portanto, o acetato de celulose é eficaz na formacdo de matrizes continuas,
producdo de filmes biodegradaveis e como carreador de compostos bioativos, além de ser
intrinsecamente insolGvel em &gua. Dessa forma, pode ser uma alternativa promissora para
desenvolver filmes ativos (CARVALHO et al., 2017; DANNENBERG et al., 2017; POLA et
al., 2016).

2.4 Propriedades Opticas

Dentre as propriedades 6ticas mais relevantes para embalagens de alimentos, a cor,
a opacidade e a transparéncia destacam-se. A cor intensa, o brilho elevado ou a transparéncia
das embalagens podem fornecer informacgdes ao consumidor e criar um vinculo emocional com
0 produto, aspectos amplamente explorados pelo marketing. A cor e a opacidade das
embalagens estdo diretamente relacionadas a base polimérica utilizada e aos aditivos
incorporados durante a producdo dos filmes poliméricos (YOSHIDA; ANTUNES, 2009;
ZANELA et al., 2015).

Embora embalagens com brilho acentuado e transparéncia sejam visualmente
atrativas, ha casos em que produtos sensiveis a oxidacdo requerem materiais com alta opacidade
para bloguear a luz. Nesses casos, a barreira a luz é essencial para prolongar a vida util do
produto. Além disso, substancias lipidicas presentes nas embalagens podem gerar luz visivel
que se dispersa pelo filme polimérico, aumentando sua opacidade e, consequentemente, sua
eficacia em proteger o conteudo embalado (COLTRO; BURATIN, 2004; YOSHIDA;
ANTUNES, 2009).

A transparéncia e opacidade se correlacionam e sdo calculadas através da
absorbancia e/ou transmitancia da embalagem estudada. Sendo que a absorbancia é uma medida
da quantidade de luz absorvida por uma substancia, em uma determinada faixa de comprimento
de onda, e a transmitancia é a fracdo da luz incidente que passa através do filme polimérico,
variando de 0% (nenhuma luz passa, o que corresponde a uma absorbancia infinita) a 100%
(toda a luz passa, 0 que corresponde a uma absorbancia de 0) (ZHAO; WANG,; LIU, 2022).



16

As analises colorimétricas tem como proposta a base na teoria das cores oponentes,
que considera como 0 ser humano percebe as cores. Essa teoria levou ao desenvolvimento do
espaco colorimétrico CIEL*a*b*, amplamente utilizado, onde os eixos L*, a*, e b* refletem a
percepcéo de cores opostas pelo olho humano (MATSUMOTO, 2022).

Segundo Takutsai (2011), esses parametros correspondem:

a) luminosidade (L*): refere-se a intensidade da luz refletida pela cor. Varia de 0 (preto) a
100 (branco), indicando o qudo claro ou escuro é um objeto;

b) a* e b* (Cores de coordenadas CIELAB): representam as coordenadas de cor no espaco
de cores CIELAB. O eixo a* varia de verde (-) a vermelho (+), enquanto o eixo b* varia
de azul (-) a amarelo (+). Juntos, eles descrevem a cor em termos de sua posi¢cdo no
espectro de cores;

c) croma (c*): indica a pureza ou saturacdo de uma cor. Quanto maior o valor de c*, mais
saturada é a cor. Um valor de c* de 0 indica uma cor acinzentada, enquanto valores mais
altos indicam cores mais vibrantes;

d) angulo de matiz (h*): descreve a tonalidade da cor, ou seja, a percepcdo subjetiva de
cor, como vermelho, amarelo, verde etc. O angulo h* varia de 0 a 360, representando as

diferentes tonalidades de cor em um circulo cromatico.

2.5 Espessura

A espessura das embalagens € um parametro necessario para garantir a
uniformidade do material e influenciar diretamente suas propriedades mecanicas e de barreira.
A medicdo da espessura em embalagens poliméricas é geralmente realizada com micrémetros
digitais ou anal6gicos, que oferecem alta precisdo em escala micrométrica (OLIVEIRA et al.,
2006; CRIPPA; SYDENSTRICKER; AMICO, 2007). O controle da espessura é essencial para
assegurar a repetibilidade das propriedades funcionais dos filmes e a validade das comparacdes
entre eles (JACOBS et al., 2020). A uniformidade da espessura evita problemas mecénicos e
de conservacéo, sendo fundamental adequé-la ao tipo de alimento a ser embalado para garantir
a eficacia da embalagem (BATISTA, 2004; JUNIOR, 2017).

3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram realizados com Lulpulo Cascade (Figura 2) nos

Laboratorios de Bromatologia, Fisiologia VVegetal, Microbiologia Geral e de Analise de Agua,
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Leite e Derivados do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais- Campus
Bambui.

Figura 2: Lupulo Cascade

Fonte: Autora, 2024.
3.1 Extracgdo do Lupulo

A extracdo foi conduzida, utilizando dois métodos distintos. No primeiro método,
10 g de lupulo foram previamente pesados e macerados. Em seguida, o material foi transferido
para um recipiente (béquer), ao qual foram adicionados 330 mL de metanol. A mistura foi
submetida a um banho ultrassénico por 30 minutos. Posteriormente, o contetdo foi filtrado a
vacuo e deixado em repouso em uma capela de exaustdo até que ocorresse a completa
evaporacdo do metanol da amostra. Finalmente, a amostra foi armazenada sob refrigeracéo
(extrato EM) (CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA QUIMICA, 2014).

No segundo método, a extracéo foi realizada com dimetilsulfoxido (DMSQO) e agua.
Para isso, 1,5 g de lupulo foi misturado a 4,5 mL de DMSO e 25,5 mL de agua, mantendo uma
proporcao de 1:20 (m/v). A mistura foi homogeneizada por 30 minutos, a uma temperatura de
75°C, em agitador magnético. Em seguida, o produto foi filtrado, utilizando papel filtro e
armazenado sob refrigeracéo para uso posterior (extrato EA) (SENA, 2021).

3.2 Aplicacéo dos Extratos no Filme

A producéo dos filmes foi realizada pela técnica de casting. Foram realizados dois
tratamentos distintos para cada extrato, utilizando concentragdes de 10% e 20% do extrato
(m/m), além de um controle (0% de extrato), visando uma comparac¢éo final. O procedimento

envolveu a preparacao de dispersdes, contendo 20 mL de acetona e 2 g de polimero (Acetato
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de Celulose), que foram deixadas em repouso por 24 h. Depois, 0 extrato foi adicionado a
dispersdo na concentracdo desejada (10 ou 20% em relacdo a massa do polimero, determinadas
em testes preliminares) e a mistura foi homogeneizada, seguido de repouso por mais 20
minutos. Em seguida, as dispersdes foram vertidas sobre uma placa de vidro, espalhadas com
0 auxilio de um bastdo e deixadas para secar em um ambiente protegido da passagem de ar,
levando, aproximadamente, 20 minutos para completar a secagem (CARVALHO et al., 2017).

Os filmes resultantes dos tratamentos com metanol foram denominados EM10% e
EM20%, indicando suas concentracdes de 10% e 20% de extrato, respectivamente. Da mesma
forma, os filmes provenientes dos tratamentos com agua foram denominados EA10% e EA20%,
correspondendo as suas concentracdes de 10% e 20% de extrato.

3.3 Espessura

A medicdo da espessura do filme foi conduzida, utilizando um micrémetro
milimétrico da marca INSIZE, modelo 3203 (Figura 3). Para isso, o filme foi cuidadosamente
posicionado entre as faces de medig¢do do instrumento, assegurando uniformidade e evitando
qualquer formacéo de dobras. Em seguida, o tambor do micrémetro foi girado até que as faces
entrassem em contato com o filme.

Durante a medicdo, as leituras foram realizadas tanto no tambor principal quanto
no secundario do micrémetro, proporcionando informagfes precisas sobre a espessura total do
filme. Este procedimento foi repetido em diferentes pontos do filme, visando garantir a acuracia

e confiabilidade das medidas.

Figura 3: Micrémetro

Fonte: Autora, 2024.
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3.4 Cor

Para analise da cor dos filmes, foi usado colorimetria, onde determinou-se as
coordenadas: L* (luminosidade), a* ((+) vermelho, (-) verde) e b*((+) amarelo, (-) azul), c*
(saturacé@o croma) e h* (angulo hue) (TAKUTSAI, 2011). A cor dos filmes foi medida com o
colorimetro portéatil, da marca TECNAL, modelo TEC200 (Figura 4), usando fundo branco

como base de medicao.

Figura 4: Colorimetro

Fonte: Autora, 2024.

Em seguida, o filme foi posicionado na area de medicdo do colorimetro,
assegurando que estivesse estendido de maneira uniforme e sem rugas. O colorimetro emite luz
sobre o filme e mede a quantidade de luz absorvida, transmitida e refletida pelo material. Os
resultados da medicdo foram exibidos no visor do colorimetro e fotografados, para cada
tratamento. As medicGes foram feitas cinco vezes, em diferentes pontos dos filmes, para cada
tratamento, proporcionando uma analise abrangente da cor do material.

Com isso, foi possivel usar os dados de luminosidade (L*) e cores de coordenadas
a* e b* para conseguir calcular a diferenca total de cor entre o controle e o filme produzido com
0s extratos (4E), com a seguinte formula (Equacao 1) (JOHNSON, 2009).

AE = /(AL %)% + (4da %)2 + (4b *)? equacéo 1
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Em que AL = € a diferenca entre a luminosidade do filme analisado e o filme
controle e da xe Ab * é a diferenca entre as coordenadas do sistema CIELAB dos filmes

elaborados e a do controle (0%).
3.5 Transparéncia e Opacidade

A andlise da transmitancia foi conduzida no espectrofotdmetro da marca Rayleigh,
modelo UV-9200 (Figura 5), utilizando comprimento de onda de 600 nm. Antes da analise, 0
equipamento foi calibrado de acordo com as especificacfes do fabricante. Os filmes foram
preparados, cortando-os para serem colocados em uma placa e, posteriormente, posicionados
na porta amostra do espectrofotdmetro para a realizacao das leituras. A porta amostra vazia (ar)
foi considerado como branco. As medicGes foram feitas em diferentes areas dos filmes,

garantindo uma abordagem abrangente na avalia¢do da transmitancia.

Figura 5: Espectrofotdmetro

e |

Fonte: Autora, 2024.

O espectrofotdmetro da o valor de absorbancia e transmitancia, o que ajuda no
calculo de opacidade e transparéncia dos filmes. A absorbancia e a transmitancia sdo valores
que se correlacionam: a medida que a absorbancia aumenta, a transmitancia diminui.

Segundo Han e Floros (1997), para calcular opacidade, é necessaria a absorbancia
dos filmes a 600 nm (A4(0) € a espessura do filme (x), em mm, como mostra abaixo (Equacéo
2):

Opacidade = Agpo/x  Equacdo 2

E para célculo da transparéncia (ASTM, 2015).

%T = 102=9b)  Equagdo 3
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3.6 Atividade Antimicrobiana

Para ativacdo dos microrganismos e testes, foi preparado Solucdo Salina, Brain
Heart Infusion (BHI), com Agar e Agar de contagem de placas (PCA). Os microrganismos
utilizados estavam conservados sob refrigeracdo no Laboratério de Microbiologia Geral do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia - Campus Bambui, os quais foram
descongelados e ativados em caldo BHI, sendo incubados em estufa a 35°C, por 24 h.
Posteriormente, foram estriados em agar PCA para crescimento das coldnias (incubacéo por 24
h a 35 °C) (CLSI, 2019).

3.6.1 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

O teste de Concentracdo Minima Inibitéria foi feito para avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos, de acordo com a norma padrdo CLSI M07-A9. Os extratos foram
diluidos em concentrac6es de 0,12%, 0,25%, 0,5% e 1% (v/v) em solucdo de DMSO (10%). Os
microrganismos testados foram E. coli, S. cerevisiae e S. aureus. As CMI dos extratos foram
determinadas, utilizando o método de microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96 pocos,
onde foram utilizadas duas microplacas, uma para o extrato feito com dgua e outra para o extrato
feito com metanol (CLSI, 2012).

Inicialmente, foram adicionadas aliquotas de 100 pL. de caldo BHI aos pogos das
microplacas. Em seguida, 50 pL de cada extrato foram transferidos aos pogos. Para preparar o
inéculo, colbnias selecionadas de cada microrganismo foram suspensas em solucdo salina para
obter suspensdes com turbidez equivalente ao padrdo MacFarland 0,5. Essas suspensoes
diluidas resultaram em um indculo de aproximadamente 10 UFC/mL, com isso, 10 pL dos
indculos obtidos foram adicionadas aos pocos. Também foi feito o controle para os
microrganismos apenas com o caldo e o inoculo do microrganismo e o controle do extrato,
apenas com o caldo e o extrato. As microplacas foram incubadas a 35 °C, por 24 horas. A CMI
foi considerada a menor concentragdo de extrato que inibiu crescimento visivel dos
microrganismos (COCKERILL, 2012).

3.6.2 Difusio em Agar

Os extratos foram testados por meio de teste de difusdo em &gar frente aos mesmos

microrganismos. As placas de agar BHI foram perfuradas no centro e as suspensdes de cada
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microrganismo (item 3.6.1) foram espalhadas sobre o 4gar, com auxilio de um swab. Apds isto,
foi colocado 10 pL de extrato no local perfurado anteriormente na placa. As placas foram
incubadas a 35 °C, por 24 h (CLSI, 2021).

Os filmes elaborados tiveram sua atividade antimicrobiana testada pelo método de
difuséo em discos. Eles foram cortados em amostras circulares, de aproximadamente 1 cm de
didmetro, e colocados sobre o &gar BHI previamente inoculado com 0s microrganismos. As
placas foram incubadas a 35 °C, por 24 h (CLSI, 2018).

Apbs o periodo de incubacdo, foi avaliado presenca ou auséncia de uma zona de

inibicdo de crescimento microbiano ao redor do filme ou extrato.
3.7 Estatistica
Os resultados foram submetidos a Anéalise de Variancia (ANOVA) e apresentaram
diferencga significativa quando analisados com o Teste de médias (Tukey). Para isto, foi
utilizado o programa Rstudio, usando o pacote easyanova, a 5% de significancia.
4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Extratos

Os extratos foram obtidos pelos dois métodos de extracdo e usados para elaborar os

filmes (Figura 6).

Figura 6: Extratos: (a) obtido com solvente metanol; (b) extrato aquoso.

Fonte: Autora, 2024.
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Os extratos de lupulo obtidos com metanol e &gua diferem significativamente em
suas aparéncias, devido a natureza dos compostos extraidos. O metanol, por ser um solvente
apolar (PACHECO, 2022), extrai compostos diferentes daqueles extraidos pela agua, um
solvente polar (SENA, 2021), resultando em extratos com caracteristicas visuais e,

potencialmente, bioativas diferentes.

4.2 Espessura

N&o houve variacao significativa de espessura nos filmes, sendo encontrado o valor
médio de 5,0 £ 0,0 mm (p-valor > 0,05) para as amostras dos cinco tratamentos.

Espessura, em embalagens, € utilizada para determinacéo de outras propriedades de
importancia, como opacidade, resisténcia mecanica e permeabilidade a vapor de agua (ASTM,
2010, 2012). Além disso, é necesséria para determinagdo da gramatura, parametro que deve ser

conhecido a fim de precificar a embalagem.

4.3 Propriedades Opticas

Os resultados obtidos, referentes as propriedades Opticas dos filmes (cor,

transparéncia e opacidade), estdo apresentados abaixo (Tabela 1):

Tabela 1: Diferenca de cor, transparéncia e opacidade dos filmes de acetato de celulose,
elaborados com extratos de lupulo (EM — extrato de metanol; EA — extrato aquoso), em
diferentes concentracdes (0%, 10% e 20%).

Tratamento Diferenca de cor Transparéncia Opacidade
Controle - 91,49+ 152a 7,73+145a
EA 10 1,09+0,482 91,27+ 0,74 a 7,93+0,70 b
EA 20 1,79+0862a 86,78 + 1,85 b 12,33+ 1,86 b
EM 10 22,01+067b 84,61 + 2,07 b 1453 + 2,14 be
EM 20 32,14+226¢ 7722+ 162 ¢ 2247+ 181 ¢

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de
média de Tukey (p-valor>0,05).

Fonte: Elaboracao propria, 2024.
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Para todos os filmes, foi calculada a diferenca total de cor, fazendo a comparagéo
com os dados encontrados para o controle (Tabela 1), com isso, o filme que apresentou maior
diferenca, quando comparado, foi elaborado com extrato de metanol, acompanhando a maior
média e diferenca em relacdo aos filmes utilizando o extrato aquoso. Tal fato p6de ser
confirmado visualmente (Figura 7). Ao observar que o extrato produzido com metanol resultou
em uma graxa esverdeada, comparativamente ao extrato feito com agua (Figura 6), concluiu-se
que a incorporacdo do extrato com metanol proporcionou uma cor mais intensa aos filmes
(Figura 7).

Figura 7: Imagens dos filmes obtidos e posicionados sobre uma figura colorida

Fonte: Autora, 2024.
As letras correspondem a: (a) filme controle; (b) e (c) filme EA 10% e EA 20%, (d)

e (e) filme EM 10% e EM 20%, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta os valores médios de transparéncia e opacidade para os filmes
controle e os incorporados com os extratos. Os filmes elaborados com extrato aquoso 10%
apresentaram valores mais proximos ao controle. Provavelmente, a extracdo com metanol
extraiu os compostos da planta que levaram a uma cor mais intensa.

No caso da opacidade de filmes plasticos, com base nos resultados do teste de
Tukey 5% de significancia, foi possivel concluir que houve diferenca significativa para esse
parametro entre 0s grupos de filmes testados, com o grupo com média 22,47 (EM20%) sendo
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0 mais opaco. Os filmes EA10%, EA20% e EM10% foram semelhantes entre si, mas diferentes
do filme EM20%. Apenas o tratamento EA10% ndo diferiu do controle (0%).

Para industria de alimentos, € de interesse que seja estudado o produto em que vai
ser aplicado o filme, com isto, é possivel definir se existe algum componente do alimento que
precisa ser preservado da exposicao a luz. Assim, a opacidade e cor do filme irdo depender do
quanto o alimento pode ser exposto a radiacdo visivel (COLTRO; BURATIN, 2004;
YOSHIDA; ANTUNES, 2009). Contudo, de forma geral, para filmes transparentes de uso
como embalagens de alimentos, uma transparéncia acima de 80% seria ideal. Analisando a
Tabela 1, os filmes desenvolvidos estdo dentro do aceito para embalagens transparentes, exceto
o filme EM20%, que mostra uma pequena diferenca em relacdo ao valor desejavel para este
caso (GUZMAN-PUYOL; BENITEZ; HERREDIA-GUERRERO, 2022).

4.5 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Com o resultado da CMI, pode-se verificar que ambos extratos apresentaram
atividade contra S. aureus nas concentracdes de 0,12% (v/v), para o extrato EM, 0,25% (v/v),
para o extrato EA, inibindo o crescimento dessa bactéria. Porém, nas concentraces testadas,
ndo apresentaram atividade contra E. coli e S. cerevisiae. O teste do halo reforgou esse
resultado, sendo verificado halo de inibig&o apenas para S. aureus (Figura 8).

Figura 8: Resultado do teste do halo para os extratos de lupulo Cascade, frente S. aureus. EA:

extrato aquoso; EM: extrato de metanol.

Fonte: Autora, 2024.
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O teste do halo foi a técnica escolhida para verificar a atividade dos filmes
elaborados frente aos microrganismos. Verificou-se que os filmes elaborados com metanol, nas
concentracdes de 10 e 20%, apresentaram atividade frente a S. aureus, sendo observado
pequenos halos de inibicdo na regido da placa em que os filmes foram posicionados. Filmes
elaborados com o extrato aquoso, por outro lado, ndo apresentaram resultado satisfatorio frente

a esse mesmo microrganismo (Figura 9).

Figura 9: Resultado do teste do halo, frente a S. aureus, para os filmes de acetato de celulose,
incorporados com extrato de lupulo: (a) EM10%, (b) EM20%, (c) controle (0%), (d) EA10%,
e (e) EA20%.

Fonte: Autora, 2024.

As resinas moles do lapulo, a- e B-acidos, e compostos fendlicos, incluindo
xanthohumol, conferem propriedades antioxidantes e antimicrobianas ainda pouco exploradas
pela industria alimenticia (ARRUDA, 2020). O ltpulo apresentou potencial para ser aplicado
como componente ativo em embalagens ativas. Porém, para confirmar essa potencialidade, é
necessaria a realizagéo de testes da embalagem em alimentos, para assim estudar a interacdo da

embalagem com 0s componentes presentes nele.

5 CONCLUSAO

Foi possivel a elaboragdo de filmes ativos a partir do extrato de lipulo Cascade
incorporado em uma matriz de acetato de celulose. Ambos os extratos mostraram atividade
inibitdria contra S. aureus, mas a avaliacdo da atividade antimicrobiana revelou que apenas 0s

filmes com 10% e 20% de extrato metandlico apresentaram resultados de inibi¢do contra S.
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aureus. Isso indica que o extrato metanolico possui propriedades antimicrobianas eficazes, que
podem ser aplicadas a embalagens ativas.

A incorporacdo dos extratos nos filmes revelou diferencas significativas nas
caracteristicas fisicas dos mesmos. Em particular, os filmes produzidos com o extrato
metandlico apresentaram uma coloragdo mais intensa, enquanto os filmes com extrato aquoso
exibiram uma tonalidade mais clara. Essa diferenca de cor reflete as propriedades distintas dos
extratos.

Em termos de transparéncia e opacidade, os filmes contendo extrato aquoso
mostraram-se mais transparentes e menos opacos, 0 que € uma caracteristica desejavel para
aplicacBes que exigem visibilidade do conteldo embalado. No entanto, o filme com 10% de
extrato metanolico também manteve caracteristicas aceitaveis de transparéncia, permitindo que

se encaixasse nos padrbes para embalagens que requerem um certo nivel de clareza visual.
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