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Resumo

Embalagem produzidas de biopolimeros vém crescendo atualmente para atender a demanda de conservacdo de
alimentos com reduzido impacto ambiental. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar filmes poliméricos
incorporados com pélen apicola para uso em embalagem de alimentos. Nesta pesquisa foi utilizado planejamento
experimental de misturas, com quatorze ensaios, analisando as variaveis independentes (concentracfes de alginato,
pectina e amido) sobre os aspectos subjetivos e as caracteristicas de umidade (o), espessura (9), solubilidade em agua
(S) e permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA). Foram fixadas concentra¢@es de 10g de p6len, 3ml de glicerol e 30ml de
cloreto de célcio dihidratado a 1%, em todos os ensaios. Com base nos melhores resultados de homogeneidade,
continuidade, transparéncia, flexibilidade, juntamente com menor valor de ®, 6, S e PVA, selecionou-se cinco ensaios
(G4, G6, G7, G8 e G10) que foram caracterizados quanto as propriedades mecanicas e microscopia optica. Os resultados
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mostraram que o filme G6 (1/3g de pectina + 2/3g de amido) apresentou o melhor resultado de tensdo de ruptura
(2,83Mpa), porém obteve o menor valor de alongamento de ruptura (4,05%) mostrando ser mais rigido. Em
contrapartida, o filme G8 (2/3g de alginato + 1/3g de amido) alcangou melhor elongagéo (9,60%). O modulo de Young
variou de 35,05 a 137,06 MPa. Quanto a microscopia Optica, foi possivel observar nitidamente os granulos de pélen em
todas as formulagdes otimizadas. As caracteristicas observadas nos filmes otimizados sdo promissoras para utilizacdo
como embalagem comestivel e biodegradaveis, porém, recomenda-se a realizacdo de mais testes.

Palavras-chave: Filmes; Biopolimeros; Pélen; Planejamento Experimental.

Abstract

The demand for packaging made of biopolymers is currently increasing to meet the need for food conservation with
lower environmental impact. The aim of this work was to develop and characterize polymer films spiked with bee pollen
for use in food packaging. In this work, an experimental design of mixtures with fourteen tests was used, in which the
independent variables (alginate, pectin and starch concentrations) were analyzed for the subjective aspects and the
characteristics of moisture (®), thickness (3), water solubility (S) and water vapor permeability (WVP). Concentrations
of 10g of pollen, 3ml of glycerol, and 30ml of 1m calcium chloride were established for all tests. Based on the best
results for homogeneity, continuity, transparency, and flexibility, and the lowest values for o, 9, S, and WVP, five tests
were selected (G4, G6, G7, G8, and G10) that were characterized for their mechanical properties and optical microscopy.
The results show that the G6 film (1/3g pectin + 2/3g starch) presented the best tensile strength (2.83MPa) but also the
lowest elongation at break value (4.05%), showing itself to be more rigid, while the G8 film (2/3g alginate + 1/3g starch)
achieved a better elongation (9.60%). Young's modulus of elasticity ranged from 35.05 to 137.06MPa. In optical
microscopy, the pollen grains were clearly observed in all optimized formulations. The properties observed in the
optimized films are promising for use as edible and biodegradable packaging, but further testing is recommended.
Keywords: Films; Biopolymers; Pollen; Experimental Design.

Resumen

La produccién de embalajes fabricados con biopolimeros esta aumentando para satisfacer la demanda de conservacion
de alimentos con menor impacto ambiental. Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar y caracterizar las peliculas
poliméricas incorporadas con polen apicola para utilizacién en el envasado de alimentos. La investigacion utiliz6 un
disefio experimental de mezclas, con catorce pruebas, y analiz6 las variables independientes (concentraciones de
alginato, pectina y almidon) frente a los aspectos subjetivos y caracteristicas de humedad (o), espesor (9),
hidrosolubilidad (S) y permeabilidad al vapor de agua (PVA). Todas las pruebas fijaron concentraciones de 10g de
polen, 3mL de glicerol y 30mL de cloruro de calcio di-hidratado al 1%. Segun los mejores resultados de homogeneidad,
continuidad, transparencia y flexibilidad, y del menor valor de m, 8, S y PVA, se seleccionaron cinco pruebas (G4, G6,
G7, G8 y G10) caracterizadas por sus propiedades mecénicas y microscopia éptica. Los resultados mostraron que la
pelicula G6 (1/3g de pectina + 2/3g de almidén) logré el mejor resultado de tension de ruptura (2,83Mpa), pero obtuvo
el valor més bajo de elongacion de rotura (4,05%), mostrandose més rigida. En cambio, la pelicula G8 (2/3g de alginato
+ 1/3g de almiddn) logré una mejor elongacion (9,60%). EI médulo de Young varié de 35,05 a 137,06MPa. En cuanto
a la microscopia Optica, se pudo observar claramente los granulos de polen en todas las formulaciones optimizadas. Las
caracteristicas observadas en las peliculas optimizadas son prometedoras para su uso como embalaje comestible y
biodegradable, sin embargo, se recomiendan mas pruebas.

Palabras clave: Peliculas; Biopolimeros; Polen; Disefio experimenta.

1. Introducéo

A maioria dos materiais de embalagem de alimentos, utilizados pela indUstria alimenticia sdo fabricados com polimeros
sintéticos a base de petréleo, assim, o acimulo de plésticos sintéticos a base de petroquimicos vem sendo uma grande
preocupacdo para o bem-estar ambiental (Luchese et al., 2015). A fim de erradicar essa preocupac¢do, muitos pesquisadores
trabalham no desenvolvimento de diferentes polimeros naturais de base biologica. Para substituir os polimeros sintéticos
existentes, polimeros biodegradaveis a base de polissacarideos, como o amido e a celulose vem sendo amplamente estudados
(Chandra Mohan et al., 2018).

Segundo Kurukavak (2022) os polissacarideos sdo biopolimeros abundantemente utilizados no desenvolvimento de
filmes comestiveis, por apresentarem em sua estrutura baixa permeabilidade a gases, contribuindo para a reducgdo da taxa de
escurecimento enzimaético, propriedade de suma importancia para materiais de embalagem, permitindo assim, o aumento do

tempo de prateleira dos alimentos. As embalagens ativas ou biofilmes comestiveis séo definidas como uma camada fina que
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cobre a superficie do alimento, e se ndo for consumido, o filme comestivel se degrada muito rapidamente e, dessa forma, reduz
a demanda dos aterros sanitarios, em comparagdo com os produtos plasticos de fonte petroquimica (Jeya Jeevahan et al., 2020).

Os filmes comestiveis produzidos por biopolimeros podem ser uma alternativa eficiente para o prolongamento da vida
atil dos alimentos. A formacgdo de biofilmes a partir da mistura de dois ou mais polimeros naturais estdo ganhando destaque
devido as crescentes aplicacfes praticas, tendo como finalidade a melhora das propriedades fisicas, quimicas e mecanicas,
aumento da biodegradabilidade, além da reducéo de custo do material final (Fakhouri, Martelli, Caon, Velasco, & Mei, 2015;
Lewandowska et al., 2015).

O desenvolvimento das embalagens ativas contendo compostos ativos que possam atuar como antioxidante e
antimicrobiano natural é uma estratégia interessante para a indudstria de alimentos. Desta forma, nesta pesquisa foi selecionado
um produto regional detentor de tais caracteristicas. O pélen apicola é composto por carboidratos, celulose, proteinas, lipidios,
além de vitaminas, carotenoides e compostos fenolicos, esterois e terpenos. Além disso, possui propriedades antibioticas,
antioxidantes, anti-inflamatdrias, anti-hepatotoxica e pode contribuir para a desintoxicagéo (Bonamigo et al., 2017).

De acordo com Rzepecka-Stojko et al. (2017), o p6len apicola apresenta propriedades antimicrobianas (contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas) que resultam da presenca de flavonoides e &cidos fendlicos. Os aditivos antimicrobianos e
antioxidantes dos filmes, ao serem langados na superficie do alimento, promovem a melhoria da seguranga alimentar e aumento
da vida de prateleira de produtos prontos para o consumo (Bodini et al., 2013). Caracteristicas estas que evidenciam o potencial
do pdlen de abelha como um promissor composto do sistema de embalagem antimicrobiana.

Desta forma, este estudo tem como objetivo selecionar, com o auxilio de um planejamento experimental, filmes

biodegradaveis de alginato, pectina e amido incorporado com o pélen apicola de abelha Tubi.

2. Metodologia
Preparacédo das solugdes filmogénicas (preparo do pélen)

Pélen de abelha Tubi (Scaptotrigona sp) foi esfarelado e disposto em bandejas de vidro cobertas com papel aluminio.
Em seguida, foi submetido ao processo de secagem, com o auxilio de uma estufa de circulacéo de ar (modelo SL-100/A, Solab,
Brasil) a 40°C por + 72h. Apds secagem, o polen passou por um processo de pulverizagdo com ajuda de um moinho de facas
(Model 460*600, Yongsheng, China) e peneiradas em peneira vibratdria a 120 Mesh (Tyler, EUA). Todo o procedimento foi
baseado em testes preliminares.

Os filmes compdsitos foram preparados de acordo com a metodologia usada por Lopes et al. (2020) com algumas
adaptacBes. O pélen e o glicerol foram fixados em 10g e 3ml, respectivamente. Usando-se agitador mecanico tipo —Turrax
(Quimis, Modelo Q250-2, Brasil) foi feita uma dissolucéo por 1 hora do alginato, pectina, amido, glicerol e pdlen, seguindo 0s
ensaios do planejamento experimental descrito na Tabela 1, em 400ml de 4gua destilada, e em uma rotagdo de 5000rpm. Em
seguida a solucdo foi aquecida a 40°C e foi adicionado 30ml de uma solucdo aquosa diluida de cloreto de calcio dihidratado
(concentracdo na solugdo formadora dos compdsitos 1,0g/100ml) lentamente a solucgéo de biopolimero a uma taxa de fluxo de
0,6ml/min com auxilio de uma bomba peristaltica (Masterflex, modelo 77120-70, EUA). Uma taxa de fluxo baixa e forte agitacdo
foram necessarias para evitar a gelificacdo local (Paixdo et al., 2019). Aliquotas da solucdo (50g) foram vertidas em placas de
Petri de 0,15 cm. Em seguida, estes foram secos em estufa (Nova Técnica, modelo 400-1ND, Brasil) por 24 horas.

Apos a secagem, os biofilmes foram removidos do suporte e armazenados em dessecadores com Unidade Relativa (UR)
de aproximadamente 50% e temperatura de 25°C (£2°C) para posteriores caracterizagdes. As etapas da producdo das formulages

podem ser observadas no fluxograma representado na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma de producdo das formulagdes filmogénicas incorporadas com pdlen apicola.
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Fonte: Autores (2022).

Planejamento experimental

Um delineamento experimental foi utilizado para avaliar as misturas considerando quatro variaveis de resposta,
principalmente relacionadas a menor permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade dos biopolimeros. Um projeto de mistura
experimental e superficie de resposta triangular, com “three-factor simplex-lattice design”, com pontos inferiores e centroide
geral foi usado para obter modelos e superficies de respostas. As variaveis independentes avaliadas foram as concentracOes de
alginato, pectina e amido. A Tabela 2 apresenta 0s quatorze ensaios do delineamento experimental. Como variaveis de resposta

foram estudadas o teor de umidade, solubilidade em agua, espessura e permeabilidade ao vapor de agua.

Caracterizacao das formulac6es filmogénicas
Avalicdo subjetiva

Foram realizadas andlises subjetivas quanto a continuidade, homogeneidade e manuseabilidade que foram classificadas
como excelente (++++), bom (+++), regular (++) e ruim (+) (Lopes et al., 2020).

Espessura ()
A espessura foi determinada em nove posi¢des aleatdrias de cada amostra de filme utilizando um micrémetro digital

(modelo MDC-25S, Mitutoyo, Japao) com resolucdo de 0,01mm (Paix&o et al., 2019).

Contetiido de umidade (®)

O contetido de umidade dos filmes foi avaliado através do método gravimétrico. No qual, foi recortado um molde de
cada filme, em seguida foram aquecidas em uma estufa (modelo SL-100/A, Solab, Brasil) a 105°C por 24h, de acordo com a
metodologia da AOAC 926.12 (AOAC, 2007). A umidade foi determinada em triplicata para cada formulacéo e expresso como

fracdo de massa.

Solubilidade em &gua (S)

A andlise da solubilidade em &gua foi realizada em triplicata adaptando o método proposto por Da Silva et al. (2019).
As massas iniciais determinadas de cada filme (mi) foram imergidas em 50ml de agua destilada a temperatura ambiente (25+1°C)
e mantidos sob constante agitacdo (100rpm) por 24 h em uma mesa de agitacdo (modelo 3545-40-EA, Termo Fisher Sci Inc,
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EUA). Apds esse tempo, o material foi retirado e colocado para secagem em estufa (Nova Técnica, modelo 400-1ND, Brasil),
durante 24h a 105°C, obtendo-se a massa final (seca) (mf). Os valores de solubilidade foram encontrados conforme a Equacéo

1, abaixo:

_m:‘{l —w) —mf
T omi(l —w)

x 100 1)

Permeabilidade a vapor de agua (PVA)

A permeabilidade a vapor de agua dos filmes foi determinada gravimetricamente com base no método ASTM (2016).
As amostras dos filmes foram colocadas cuidadosamente sobre uma abertura retangular de uma célula de permeacédo Plexiglas®
preenchida com cloreto de calcio anidro (condicdo de 0% de UR). Posteriormente, a célula foi colocada em uma camara
hermeticamente fechada mantida a 75% de UR com solugdo saturada de cloreto de sédio (NaCl) e para detectar a taxa de
permeabilidade de 4gua nos filmes, o0 aumento da massa foi medido periodicamente por 72h. Os valores de PVA foram obtidos

usando a Equacéo 2, abaixo:

G& ] )

FVA = [—
AeAPa

Onde: 3 = espessura do filme (mm); Ae = area exposta do filme (m?); APa = pressdo parcial de agua através do filme (kPa); e G

= taxa de permeabilidade de agua (g/dia).

Propriedades mecénicas

A resisténcia a tracdo (TS), alongamento na ruptura (E) e 0 médulo de Young (YM) dos filmes foram determinados
diretamente para os cinco filmes 6timos (G4, G6, G7, G8 e G10) a temperatura de 25°C (x1°C) e UR de 55% (+3°C) em uma
maéquina de teste universal (modelo BIOPDI, Brasil), seguindo o método padrdo D-882 da ASTM International Methods (2012).
Os ensaios foram realizados em 15 amostras, sendo 3 amostras feitas de forma aleatdria de cada filme 6timo, no qual, todos
apresentavam dimensdes de 10x2,5cm. A velocidade de teste de tracdo usada foi de 10cm/s. As curvas de tensdo-deformacéo e

propriedades de tracdo foram calculadas a partir do software da maquina de teste universal.

Microscopia 6ptica
As fotomicrografias dos ensaios étimos foram realizadas com auxilio de microscépio 6ptico (modelo MA 100 Eclipse,
marca Nikon), na objetiva 40x, com um auxilio de uma l&mina, na qual foram inseridas as amostras de cada filme selecionado.

As imagens obtidas, em 2D, foram avaliadas como método alternativo para avaliar a miscibilidade Optica das misturas.

Andlise estatistica
Os dados quantitativos serdo expressos como valores médios + desvio padrdo. O software Statistica 9.0 (StatSoft, Inc.,
USA) foi utilizado para o calculo da analise de variancia (ANOVA), falta de ajuste (Test F), correlagdo do coeficiente de

regressdo e geracao de superficies de respostas para avaliar as diferencas entre as médias com 95% de confianca.

3. Resultados e Discusséo
Caracterizacao das formulacdes filmogénicas e selecéo dos filmes otimizados

Apos o delineamento experimental, foram obtidas 13 formulagdes diferentes dos biopolimeros que foram submetidos a
uma analise subjetiva (Tabela 1). Esta andlise foi o pardmetro inicial para o direcionamento das formulagdes selecionadas.

Destacaram-se quanto a continuidade e homogeneidade, como excelentes, as formulages G2, G4, G6, G7, G8 e G10, no qual
5
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destas, apenas a formulacdo G8 nao possui na matriz polimérica a pectina. Segundo Zhang, Zhao, & Shi (2016), a presenca de

pectina promove reforgo na formacéo do filme, devido a sua propriedade de reticulagéo.

Tabela 1. Resultados da avaliagdo subjetiva dos ensaios de formulagdes de biopolimeros incorporados com polen Tupi.

Ensaios Continuidade Homogeneidade Transparéncia Flexibilidade
1 +++ +++ + +++
2 +4+++ +++4+ ++ +4+++
3 ++ +++ ++ +
4 +4+++ +++4+ +++ +4+++
5 + + + +
6 +4+++ +++4+ ++ +4+++
7 ++++ +++4+ ++ +++
8 ++++ +++4+ ++ +4+++
9 +++ +++ ++ +

10* ++++ ++++ ++ ++
11 ++ ++ +++ ++
12 ++ ++ + ++++
13 +++ +++ +++ +++

14* ++ ++ + +

Legenda: ++++ excelente, +++ bom, ++ regular, + ruim; * Os ensaios 10 e 14 sdo iguais. Fonte: Autores (2022).

Em relacdo a transparéncia dos biopolimeros, todos se apresentaram com coloragdo muito proxima a coloragdo natural
do polen da abelha Tubi, (Scaptotrigona sp). No aspecto flexibilidade, foi possivel observar que os filmes G3, G5, G9 e G14
foram classificados como ruim, devido a dificuldade de manusear sem provocar rupturas ao serem removidos da placa.

A Tabela 2 apresenta os resultados das caracterizag@es fisicas-quimicas dos biopolimeros, com 14 formulagdes (com
uma repeticdo) para os filmes compostos de alginato, amido, pectina e pélen. De acordo com os resultados desta Tabela, observa-
se que os teores de umidade apresentaram uma faixa de valores, variando de 15,11 a 27,67%, referindo-se as formulagdes G3
(mistura com amido) e G7 (com mistura binaria de alginato e pectina), respectivamente. Esses valores foram préximos aos
obtidos para filmes de amido de feijdo (17 a 27%) (Costa, Santos, Silva, & Silva., 2017) e filmes compostos de pectina e alginato
(15 a 30%) (Bierhalz et al., 2012). Bierhalz et al. (2012) estudando filmes de pectina de baixo teor de metoxilagdo (semelhante
a utilizada nesta pesquisa) e alginato para aplicacdo de embalagens de alimento encontraram teor de umidade entre 15,20 e
23,15%. Para os filmes elaborados com pectina e alginato é esperado que a umidade seja alta, pois estes polimeros apresentam
caracteristicas hidrofilicas. Do Evangelho et al. (2019) ao avaliar as propriedades fisicas de filme de amido de milho incorporado
com dleo essencial de laranja, detectou o teor de umidade variando entre 18,81 e 21,93%.

Segundo Suderman et al., (2018) o teor de agua do filme contribui para a apresentacdo de uma estrutura filmogénica
flexivel e esticavel. Fato que podemos observar, na Tabela 2, no qual aqueles ensaios que apresentaram teor de umidade > 21%
(G2, G4, G7 e G8), também apresentaram boa flexibilidade (Tabela 1).

A umidade é uma propriedade fisica muito importante na conservacdo de alimentos, pois muitos dos processos de
deterioracdo dos alimentos podem ser associados ao ganho ou perda de umidade. Variagcdes descontroladas do teor de umidade
podem causar alteracGes fisicas e quimicas no produto, e isso consequentemente pode provocar perdas nutricionais, alteragdes
das caracteristicas sensoriais (cor, odor e sabor), além de promover o crescimento microbiano, a oxidacdo de gorduras, agdo

enzimatica e escurecimento ndo enzimatico (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2018).
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O coeficiente de correlagdo (R?) para o modelo foi de 80,99% (5% de significancia) e a Fig. 2a mostra a superficie de
resposta para umidade dos biopolimeros. Como se trata de uma proposta inicial de nova formulacéo, trabalhou-se com valores
de R? menores (R%>70%) para obtencdo de superficie de resposta. Uma andlise da Fig. 2a mostra que os menores teores de
umidade séo obtidos para filmes com maiores concentracfes de pectina e amido, em misturas binarias e ternarias, enquanto
concentracdes de alginato fez com que estes filmes apresentassem um maior teor de umidade. 1sso pode ser atribuido a natureza
do alginato, por ser um carboidrato coloidal hidrofilico (Costa et al., 2018). Wang et al. (2019) desenvolveram filme a base de
alginato, poliuretano e 6leo de mamona, e ao avaliarem os filmes com variacéo de poliuretano e alginato, identificaram que com
a adi¢do do contetido de polissacarideos a natureza hidrofilica das membranas aumentavam, devido aos grupos carboxilato e
hidroxila do alginato.

A solubilidade em agua desempenha papel critico em filmes biodegradaveis e na permeabilidade ao vapor de agua,
sendo atributos de suma importancia a caracterizacdo, para se compreender o comportamento do filme ao entrar em contato com
agua (Li, Hu & Li, 2021). De acordo com Do Evangelho et al. (2019) a solubilidade dos filmes depende do tipo e concentragao
dos compostos, bem como dos seus indices de hidrofilicidade e hidrofobicidade. Assim, aqueles compostos hidrofilicos tendem
a aumentar os valores de solubilidade, enquanto que, os compostos hidrofébicos diminuem esses valores (Caetano et al., 2017).

Os dados de solubilidade em agua apresentados na Tabela 2, variaram de 4,20 a 49,30% referentes ao ensaio de misturas
binaria (G9) e misturas ternéria (G12), respectivamente. A presenca do amido fez com este diminuisse a solubilidade dos
biopolimeros, tornando-os menos higroscdpicos/hidrofilicos, podendo ser promissor para utilizacdo como embalagens
alimenticias. De Evagelho et al. (2019), Barbapour et al., (2021) e Nogueira et al., (2022) obtiveram valores de solubilidade em
agua de 15,25 a 18,67%, 15,92 a 24,54% e 13,33% a 33,32%, proximos aos obtidos nesta pesquisa, utilizando amido de milho e
6leo essencial, amido de batata e nanoparticulas de éxido de zinco e dleo de erva-doce, amido de araruta incorporado com extrato
de bagacgo de uva, respectivamente, como matriz dos filmes. Em contrapartida, Yang et al. (2021) identificaram valores de
solubilidade superiores aos encontrados neste estudo (48,57 a 59,58%) ao caracterizarem filmes base de pectina, alginato de
sodio e goma xantana incorporados com extrato de bagaco de framboesa. Da mesma forma, Costa et al. (2018), utilizando filme
a base de alginato obtiveram valores de solubilidade maiores ao encontrado neste estudo, variando entre 45,25 a 100%, de acordo
com as diferentes propor¢des de acido manurénico e gulurénico utilizado na solucéo filmogénica.

Song et al., (2018) afirmam que o aumento da solubilidade pode estar relacionado a ruptura dos filmes (facilitando a
insercéo de 4gua na matriz polimérica) e ao aumento da espessura e estruturas superficiais irregulares dos filmes, aumentando a
area de contato do filme com a agua.

Em relagdo ao R?, foi obtido o valor de 81,83% (R?>70%) para o modelo ajustado com diferentes concentragdes de
alginato, pectina e amido ao nivel de 95% de confianca. Portanto, superficie de resposta foi possivel ser obtida (Figura 2b). Nesta
Figura, pode-se observar que os maiores valores de solubilidade sdo obtidos para misturas bindrias com uma maior concentragdo
de alginato e misturas ternarias na qual contém maior concentracdo deste carboidrato. O alginato é uma matriz altamente
higroscdpica e segundo Paixdo et al. (2019), esta higroscopicidade do alginato influéncia nos filmes. Santana e Kieckbusch
(2013) estudando filmes contendo alginato, encontraram valores de solubilidade préximo & 100%. Entretanto, as solubilidades
obtidas em todas as formulagGes foram consideravelmente baixas, indicando que o polen ajudou a melhorar esta propriedade.

De acordo com Paixao et al. (2019), a espessura dos filmes é uma das caracteristicas mais importantes, pois influencia
na permeabilidade ao vapor de agua. O controle da espessura € dificil, sobretudo, nos processos de produgao do tipo casting. Na
Tabela 2 estd mostrado os valores experimentais para a espessura dos biopolimeros com misturas de alginato, pectina e amido,
apresentando variagdo de 0,22 a 0,94mm referente aos ensaios G6 e G7 (menor espessura) e G5 (maior espessura),
respectivamente. Gouveia et al., (2019) obtiveram valores médios de espessura de 0,34mm para filmes & base de pectina citrica.

Este valor médio esta dentro da variagdo de espessura encontrado neste estudo. Entretanto, Sood e Saini (2022) obteve valores
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menores de espessura na faixa de 0,13 a 0,18mm utilizando a mesma matriz. Para filmes & base de amido também foi encontrado
valores menores de espessura (0,12 a 0,15mm) (Barbapour et al., 2021).

Segundo Shankar et al., (2017), o aumento significativo na espessura na formacgdo dos filmes poliméricos deve-se
principalmente ao teor de solidos incorporados, impedindo o empacotamento de cadeias moleculares de forma eficiente.
Possivelmente, a incorporacdo do pélen produzido pela Scaptotrigona sp na matriz polimérica resultou em um biofilme mais
espesso do que encontrado na literatura, pois mesmo passando por um processo de secagem e pulverizacdo, as particulas
apresentaram uma granulometria alta (mesh 35).

O coeficiente de correlacdo para o modelo ajustado foi de 71,59% (R?>70%) ao nivel de 5% de significancia. Apesar
do R? um pouco baixo, foi possivel obter superficie de resposta apresentada na Figura 2c. Pode-se observar que para todos os
tratamentos, a espessura aumentou com o uso de maiores concentragdes de alginato. Entretanto, menores espessuras foram
encontradas em misturas binarias, com excec¢éo da formulacdo G5 (1/3 g de alginato + 2/3 g de amido).

Em relacdo a PVA, pode-se observar através da Tabela 2 que ocorreu uma variagdo de valores de 8,85 a
64,659.mm/m?.dia.kPa, correspondentes aos ensaios G3 (10g de amido) e G5 (1/3g de alginato + 2/3g de amido),
respectivamente. Entretanto, os ensaios G3, G6, G7 e G8 ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95% de confian¢a. Resultados
préximos foram obtidos por Yang et al. (2021) ao analisarem a incorporagdo de extrato de bagaco de framboesa em filme a base
de pectina, alginato e goma xantana, encontraram valores de PVA na faixa de 14,53 a 18,12g.mm/m?.dia.kPa. Por outro lado,
valores inferiores de PVA foram obtidos por Mahuwala et al. (2020) estudando filmes de mistura binaria (amido de
mandioca/agar) incorporado com nitrato de prata e nanoparticulas de 6xido de zinco (1,53 a 1,88g.mm/m?.dia.kPa) e por Melo,
Aouada, & Moura (2017) com filmes de pectina e polpa de cacau (2,47 e 2,69g.mm/m?.dia.kPa).

Os valores de PVA encontrados neste estudo foram extremamente altos quando comparados aos filmes de polimeros
convencionais utilizados como barreira para gases, como o polietileno de baixa densidade (PEBD), cujo PVA é aproximadamente
0,072g.mm/m?.dia.kPa (Otoni et al., 2017). Entretanto, conforme apresentado por Santana e Kieckbusch (2013) e Sayanjali et
al., (2011), esses valores obtidos para os biofilmes de polissacarideos podem ser aceitaveis para aplicagdes em embalagens
comestiveis.

No calculo do PVA, a espessura tem grande influéncia, justificando o aumento da PVA com o aumento da espessura
(ensaio G5). Segundo Paixdo et al. (2019), Santana e Kieckbusch (2013) a permeabilidade ao vapor de agua, ao oxigénio e ao
gas carbbnico aumenta conforme a espessura dos filmes aumentava. Em contrapartida, Sobral e Ocuno (2000) afirma que este
processo ocorre de forma contréria, na qual a permeabilidade ao vapor de 4gua aumenta com a diminuigdo da espessura.

O R? para 0 modelo ajustado com diferentes concentracées de alginato, pectina e amido foi 78,70% (R?>>70%) e,
portanto, superficie de resposta foi possivel ser obtida (Figura 2d). Analisando a Figura, pode-se verificar o mesmo
comportamento ocorrido na Figura 2c para espessura, indicando que a PVA aumenta utilizando uma maior concentragdo de
amido e alginato (G3, G6, G7 e G8). De acordo com Cherman et al., (2022) que estudaram a caracterizacdo de um filme
comestivel a base de alginato e 6leos essenciais (alecrim e orégano), ao avaliar os dados de PVA, observou que o maior valor
(9,71g.mm/m?.dia.kPa) foi do ensaio controle que continha apenas alginato em sua composicdo. Resultado este que se comporta
diferente do encontrado nesta pesquisa. Ja no estudo de Do Evangelho et al. (2019) o PVA dos filmes com apenas amido foi de
2,82g.mm/m?2.dia.kPa. Segundo estes autores, o aumento do PVA dos filmes esta relacionado a formacdo de cavidades que
causaram alteracGes na integridade estrutural dos filmes, aumentando a quantidade de espacos livres na rede polimérica e

facilitando a passagem do vapor d'agua.
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Tabela 2. Respostas obtidas para o delineamento experimental de biopolimeros* adicionado de pélen Tupi.

Ensaios CA(9) CP(g) CA (9) o (%) S (%) 3 (mm) PVA™
Gl 1 0 0 20,52+0,02f 7,30+0,01° 0,26+0,03 ® 20,54+2,14¢
G2 0 1 0 21,43+0,017 10,20+0,00¢ 0,31+0,06 ® 21,10+2,30¢
G3 0 0 1 15,11+1,002 11,20+0,03f 0,27+0,03 % 8,850,862
G4 1/3 2/3 0 23,90+0,00¢ 10,10+0,02¢ 0,32+0,05° 14,44+0,60°
G5 1/3 0 2/3 18,38+0,00% 17,50+0,06" 0,94+0,12¢ 64,65+2,799
G6 0 1/3 2/3 18,64+0,01° 11,40+0,049 0,22+0,032 9,57+2,692
G7 213 1/3 0 27,670,011 46,70+0,42k 0,22+0,042 10,41+1,262
G8 2/3 0 1/3 25,16+0,00" 8,30+0,03¢ 0,30+0,04 8,99+0,232
G9 0 2/3 1/3 18,25+0,05% 4,20+0,022 0,31+0,04 15,81+0,05°

G10* 1/3 1/3 1/3 18,67+0,00¢ 40,00+0,01) 0,25+0,08% 14,59+0,35°
Gl1 2/3 1/6 1/6 18,07+0,07¢ 47,00+0,14% 0,46+0,10%° 21,78+1,59¢
G12 1/6 2/3 1/6 16,960,19° 49,30+0,07' 0,58+0,05°¢ 32,3142 47"
G13 1/6 1/6 2/3 17,22+0,00¢ 36,20+0,06' 0,46+0,15% 27,61+1,82¢
Gl14* 1/3 1/3 1/3 18,48+0,01¢% 49,40+0,05 0,30+0,06 * 14,95+0,03°

* Os ensaios 10 e 14 sdo iguais. #Média das triplicatas + desvio padrdo. As mesmas letras na mesma coluna indicam néo haver diferenca significativa entre os valores das médias (p >0,05). “"Permeabilidade
ao Vapor de Agua [(g.mm)/(m2.dia.kPa)]. Fonte: Autores (2022)
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Figura 2. Superficie de resposta para o contelido de umidade (a), solubilidade em agua (b), espessura (c) e PVA (d) dos

biopolimeros adicionado de pdlen.

Amido (g) Amido (g)
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. 24
2
20
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16
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0,004 0,99 0,005 0,99

0,00 033 0,66 099 0,00 0,33 0,66 0,99
Alginato (g) Pectina (g) Alginato (g) Pectina (g)

Fonte: Autores (2022).

Ensaios selecionados

As misturas binarias das formulages G4 (1/3g de alginato + 2/3g de pectina), G6 (1/3g de pectina + 2/3g de amido),
G7 (2/3g de alginato + 1/3g de pectina), G8 (2/3g de alginato + 1/3g de amido) e a mistura ternaria da formulagdo G10 (1/3g de
alginato + 1/3g de pectina + 1/3g de amido), foram selecionadas por apresentarem um aspecto visual com boa maleabilidade,
flexibilidade, de fécil desprendimento do suporte; além de apresentarem baixos valores de solubilidade e intermediarios de
umidade e PVA (de acordo com a otimizacdo obtida pelas superficies de respostas).

As formulages selecionadas foram submetidas as caracterizacdes de propriedades mecanicas (Tabela 3) e microscopia
Otica (Figura 3).

A realizac8o de estudos sobre as propriedades mecénicas, identificando a resisténcia do material ao alongamento e ao
rompimento quando submetido a tragdo sao essenciais para se caracterizar os filmes desenvolvidos para uso como embalagem
ou revestimento de alimentos. Pois, para manter a integridade e apresentarem boas propriedades de barreira, os filmes precisam
resistir a0 manuseio durante sua aplicagdo e serem flexiveis o suficiente para se adaptar as possiveis deformagdes dos alimentos
e transporte (Paixdo et al., 2019; Wihodo & Moraru, 2013).

Segundo Paixdo et al. (2019) e Araruna et al. (2021), os pardmetros mecanicos, quimicos e estruturais e 0s parametros
externos dos polimeros podem influenciar diretamente suas respostas mecanicas. Das diversas caracteristicas quimicas e
estruturais dos polimeros, algumas que alteram seu comportamento mecanico sdo cristalinidade, a presenca de grupos polares e
ligagBes cruzadas. Os seguintes parametros externos também podem influenciar o comportamento mecéanico dos polimeros: a
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presenca de um plastificante, elastdmeros e o reforgo com fibras ou outros compositos, entre outros (Raposo et al., 2020). A
espessura e o teor de umidade também podem influenciar a resisténcia mecénica (Basiak et al., 2017).

A Tabela 3 mostra que a tensdo de ruptura variou de 1,35 a 2,83MPa, referentes as formulacbes G7 (2/3g de alginato +
1/3g de pectina) e G6 (1/3g de pectina + 2/3g de amido), respectivamente.

Entretanto, a maior tensdo de ruptura pode estar relacionada ao nimero de grupos polares presentes no amido e a
possivel cristalizacdo do pdlen. Isso resultou em uma interacdo maior entre as cadeias por meio de ligacbes secundarias,
consequentemente aumentando a resisténcia mecanica do filme, ou seja, 0 amido utilizado nesta pesquisa tem uma massa molar
baixa e, portanto, tornam-se misciveis com o polimero, que, quando incorporado, interagiu e ocupou fisicamente todo o espago
entre as cadeias poliméricas, tornando as interagdes entre elas dificeis e assim aumentando tensdo de ruptura (Paix&o et al., 2019).
Além disto, a cristalizacdo do pélen juntamente com o amido, pectina e glicerol contribuiram no fechamento destes espacos entre
as cadeias, aumentando essa TR.

Mali et al., (2010) corroboram com os resultados encontrados nesta pesquisa, ao concluirem que filmes a base de
residuos vegetais com adi¢do de amido, apresentam maior resisténcia por promover o aumento do grau de interagdo da matriz.
Desta forma, Dash et al., (2019) ressaltam que os amidos podem proporcionar formagdo de filmes comestiveis razoavel
resisténcia mecanica, além de ser usado para revestir alimentos, proteger e prevenir a perda de agua. No entanto, é preciso
salientar que filmes com composto apenas de amido se mostram frageis e com propriedades mecénicas insatisfatérias, logo, o
ideal que seja parte da mistura polimérica ou incorporado como apresentado neste estudo (Li et al., 2020).

No entanto, os resultados obtidos nesta pesquisa, foram inferiores aos obtidos em outros estudos utilizando alginato
33,7 a 49,4MPa (Santana & Kieckbusch, 2013), pectina (Lopez et al., 2019; Ngo et al., 2020) (18,09 e 7,10MPa,
respectivamente), amido (Babapour et al., 2021) (2,82 a 7,16 MPa), mistura de alginato, pectina e goma xantana (Yang et al.,
2021) (13,8 a 119,5MPa) e mistura de alginato e poliuretano (29,65 a 39,81MPa) (Wang et al., 2019).

Tabela 3. Resisténcia a tragdo (TR), alongamento na ruptura (e), médulo de Young (E) dos filmes selecionados.

Ensaios selecionados TR (MPa) e (%) E (MPa)
G4 1,58+0,33%® 4,64+0,86% 35,08+8,812
G6 2,83+0,31° 4,050,012 137,06+20,84°¢
G7 1,35+0,182 6,58+1,82" 35,69+26,93%
G8 2,04+0,68° 9,60+1,02¢ 41,22+15,13%
G10 2,63+1,27bc 5,22+2,65° 55,58+6,06°

# Média das triplicatas + desvio padrdo. As mesmas letras na mesma coluna indicam ndo haver diferenca significativa entre os valores das
médias (p >0,05). Fonte: Autores (2022).

Em relacdo ao alongamento na ruptura (), a formulacdo G6, com maior concentracdo de amido, apresentou menor valor
(4,05%), mostrando ser mais rigido devido a presenca deste componente. Outro fato que pode ter ocorrido, é que com a adicéo
do amido pode ter ocasionado a desplastificacdo do polimero (neste caso glicerol) fazendo com que o alongamento diminuisse.
Em contra partida, a mistura binaria da formulacdo G8 (2/3g de alginato + 1/3g de amido) obteve uma melhor elongacéo (9,60%),
mostrando que a maior concentracdo de alginato deixa a cadeia polimérica mais maleavel e flexivel. Segundo Paix&o et al. (2019)
e Araruna et al. (2021), o alongamento na ruptura é a porcentagem de mudanc¢a no comprimento do filme quando o filme é
quebrado apds um certo nivel de forca aplicada. Valores proximos de alongamento na ruptura foram obtidos por Santana et al.
(2019) que desenvolveu e caracterizou filmes de amido de mandioca reforcados com celulose e nanoparticulas de amido, e

obtiveram percentual de alongamento de ruptura variando entre 3,70 e 7,20%.
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O percentual de alongamento obtido neste estudo (4,05 a 9,60%) foi inferior ao encontrado na pesquisa de Babapour et
al. (2021) que avaliou filme de amido de batata (18,45 a 27,64%). Yang et al. (2021) e Wang et al. (2019) também apresentaram
valores acima do encontrado neste estudo, respectivamente, 13,11 a 19,02% e 9,65 a 256,4%, para filmes de mistura de alginato,
pectina e goma xantana e mistura de alginato e poliuretano.

Em relacéo ao médulo de Young dos filmes, conforme mostrado na Tabela 3, os valores variaram de 35,05 a 137,06 MPa,
correspondentes aos ensaios G4 (1/3g de alginato + 2/3g de pectina) e G6 (1/3g de pectina + 2/3g de amido), respectivamente.
Resultados com valores dentro da faixa encontrada neste estudo, foram obtidos por Lopez et al. (2019) estudando a avaliacéo
mecanica de formulacéo otimizada de pectina e dleo mineral que indicou médulo de Young de 105,04MPa. Da mesma forma,
Babapour et al. (2021) também apresentou resultados dentro da faixa, com variagao entre 61,05 a 139,11MPa, sendo que 0 menor
valor obtido foi do filme controle com composicéo de 100% de amido.

A presenca do amido nos filmes tem influéncia significativa em suas propriedades mecénicas, causando aumento na
rigidez, aumentando a tensdo de ruptura e diminuindo o alongamento na ruptura. Esse comportamento pode ser explicado pelo
efeito desplastificante do amido, que diminui o volume livre entre as cadeias poliméricas, aumentando as interag6es polimero-
polimero e diminuindo a mobilidade das cadeias poliméricas (Araruna et al., 2021; Pereira et al., 2013).

Na Figura 3 esta apresentado as micrografias opticas dos filmes selecionados, no qual é possivel observar a presenca
dos granulos de polen (coloragdo amarelada) de forma evidente em todos os ensaios, apresentados em diferentes tamanhos. Nas
misturas binarias G4, G6, G7 e ternaria G10, os espacos de coloragdo cinza corresponde a presenca de pectina nos compésitos.

Em relagdo a presenca de cristais de calcio ocorrida pelo processo de reticulagdo dos filmes de alginato com célcio

(ensaios G7 e G8) ficou mais evidente no ensaio G8.

Figura 3. Microscopia 6ptica dos filmes selecionados.
Y 8o ) RTINS 3 Wk’ = S

Fonte: Autores (2022).

3. Considerac0es Finais
As formulacBes filmogénicas selecionadas destacam-se por apresentaram flexibilidade satisfatéria, excelentes

continuidade e homogeneidade, com coloragdo muito proxima a coloragdo natural do pdlen da abelha Tubi (Scaptotrigona sp).
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As propriedades mecéanicas demonstram tensdo de ruptura variando de 1,35 a 2,83 MPa, quanto a alongamento na
ruptura, o filme que apresentou menor valor tinha maior concentragéo de amido, mostrando ser mais rigido e o filme que obteve
melhor elongacdo, tinha maior concentragdo de alginato, evidenciando que este biopolimero deixa a cadeira polimérica mais
maleavel e flexivel. A microscopia éptica destaca a nitida presenga de pélen nos filmes em forma de granulos e assim como a
coloracdo amarelada.

Desta forma, as caracteristicas observadas nos filmes séo promissoras para utilizacdo como embalagem comestivel e

biodegradaveis, porém, ainda necessita da realizacdo de mais testes para se afirmar sua eficiéncia em relacdo aquelas sintéticas.
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