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Resumo: O uso de materiais oriundos de fontes fosseis e que levam centenas de anos para se degradar na
fabricagdo em larga escala de objetos descartaveis como as embalagens alimenticias ndo é razoavel. Por isso,
diversos pesquisadores tém focado sua atengdo no desenvolvimento de plasticos biodegradaveis e/ou biobased,
estes tém sido chamados de bioplésticos. Polissacarideos oriundos de algas — como o 4gar - podem ser uma
alternativa na obtenc&o desse tipo de material, mas seu uso esharra dentre outras coisas na sua alta solubilidade
em agua. Aditivos como lipideos e surfactantes podem alterar a solubilidade em &gua dos bioplasticos a base
de &gar. Este trabalho teve como objetivo estabelecer o efeito da adi¢do de cera de abelha e do surfactante
tween80 na solubilidade em agua de filmes a base de agar. Utilizou-se um Planejamento Central Composto
(CCD) e Metodologia de Superficies de Resposta (SRM) para a obtengdo de um modelo empirico capaz de
descrever a variacdo da solubilidade dos filmes contendo &gar, cera de abelha, tween80 e glicerol. As
solubilidades dos filmes de &gar aditivados com 10% de glicerol (plastificante), cera de abelha e tween80
variaram entre 19,5% e 30,1% a 25°C. O modelo empirico obtido foi capaz de descrever 88,5% da varia¢do da
solubilidade observada como fungdo das concentragdes de cera e tensoativo. Foi identificado um minimo na
solubilidade correspondente a 18,9% para filmes de &gar contendo 6,48% de tween80 e 47,74% de cera de
abelha.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo causada pelo descarte excessivo de plasticos convencionais derivados do petréleo e ndo
biodegradéaveis ¢ um problema global que tem alcancado relevancia atualmente e vem sendo pauta de muitos
debates e discussdes. A preocupacdo e a necessidade de combater esse problema demanda alternativas que possam
controlar ou eliminar esse tipo de residuo, que afeta diversos ecossistemas no nosso planeta [1].

Nessa perspectiva, um caminho que vem obtendo resultados promissores é a produgdo de bioplasticos
compostos de elementos a base de matérias primas naturais [2]. Normalmente produzidos por meio do emprego
de biopolimeros, como as proteinas e os polissacarideos, os bioplasticos apresentam vantagens em relacdo aos
plasticos convencionais: sdo biodegradaveis e possuem um ciclo de vida mais curto quando comparados com os
plasticos de origens fosseis; se decompdem em didxido de carbono, metano e &gua, sendo a degradacdo das
macromoléculas contidas nos bioplasticos resultante da agdo de microrganismos de ocorréncia natural, como
bactérias, fungos e algas, em ambientes microbiologicamente ativos, como solos, usinas de compostagem, aterros
sanitarios etc. [2,3]. Além disso, os bioplasticos sdo oriundo de fontes renovaveis e ndo poluidoras, reduzindo o
emprego de matérias primas fosseis como o petroleo.

Caracteristicas importantes que biopolimeros naturais como o0s polissacarideos e as proteinas apresentam,
desde as altas taxas de degradacdo a partir da acdo de microrganismos, a formagdo de matriz para producéo de
filmes com boa solidificacdo, exibir abundancia de fonte renovével, ser economicamente viavel, possuir boas
propriedades de barreira a gases, capacidade de reducdo da perda de &gua, e boa estabilidade fisica, quimica e
térmica, nos levam a olhar para a escolha de materiais poliméricos dessa natureza [4,5].

Um biopolimeros promissor é o agar-agar, ou simplesmente agar, extraido de diversos géneros e espécies de
algas marinhas vermelhas, da classe Rodophyta. Tais algas que contém o agar sdo classificadas como agarofitas e
0 teor de agar presente nelas pode variar de acordo com as condi¢8es do mar: temperatura da agua, intensidade de
radiacdo solar, tensdo de oxigénio e concentragdo de didxido de carbono [7]. O agar € uma mistura heterogénea de
dois tipos de polissacarideos: a agarose, um polimero neutro, e a agaropectina, um polimero com carga sulfatado.
A agarose, fracdo gelificante, € uma molécula linear neutra, essencialmente livre de sulfatos, formada de cadeias
repetidas de unidades alternadas B-1,3 D-galactose e a-1,4 3,6-anidro-L-galactose [4-6]. A agaropectina, fragdo
ndo-gelificante, é um polissacarideo sulfatado composto de agarose e porcentagens variadas de éster sulfato, acido
D-glucurdnico e pequenas quantidades de &cido pirtvico. A agarose é o componente principal, representando cerca
de 70% do total. Em relacdo as suas propriedades, o agar-agar € insollvel em &gua fria, mas se dissolve




rapidamente em &gua quente. O agar-agar em po seco é soltvel em agua e outros solventes entre temperaturas de
95°C a 100°C [7]. A fracdo gelificante do &gar-agar possui uma estrutura de dupla hélice. Esta estrutura agrega-se
para formar uma estrutura tridimensional que retém moléculas de dgua nos seus intersticios, formando assim géis
termorreversiveis. A viscosidade de uma solugdo de agar-agar é influenciada e dependente da fonte da matéria-
prima, em temperaturas acima do seu ponto de gelificacdo é relativamente constante em pH de 4,5 a 9,0 a
temperatura e concentragao constantes é uma funcéo direta do peso molecular médio do polimero. Uma solugdo
de agar-agar possui uma carga levemente negativa. A sua estabilidade depende de dois fatores: carga elétrica e
hidratac&o [6,7].

O agar é um material polimérico que absorve uma quantidade de dgua cerca de até vinte vezes 0 seu proprio
peso, isso se da pelo seu alto indice de hidrofilicidade, caracteristica que proteinas, polissacarideos e plastificantes
possuem. Essa condicdo pode afetar diretamente propriedades como a solubilidade e a sorcdo de umidade dos
filmes produzidos através dessa fonte, que por causa da sua grande afinidade com a 4gua oferecem fraca barreira
ao vapor. Para contornar essas adversidades, componentes hidrofébicos naturais como as ceras podem ser
adicionados a matriz biopolimérica [8].

Quando uma fase lipidica é adicionada ao componente biopolimérico, expande a distancia de transferéncia das
moléculas de agua, pois as moléculas de dgua migram mais rapidamente na matriz hidrofilica do que na fase
lipidica, isso diminui a capacidade de absorcao e a taxa de transferéncia de umidade. A cera de abelha é um lipidio
comercialmente conhecido e que tem sido muito utilizado em diversos ramos da industria de cosmeéticos,
farmacéutica e de alimentos. Devido a sua alta hidrofobicidade e excelente resisténcia a umidade, a cera de abelha
é um constituinte favordvel para a preparacdo de filmes comestiveis em combinacdo com polissacarideos ou
proteinas [9]. O processo direto de homogeneizagao entre materiais hidrofébicos em uma matriz hidrofilica ndo
pode ser realizado com bons rendimentos pois estamos lidando com polaridades diferentes, o que leva a adi¢éo de
um tensoativo auxiliar na formacéo e estabilizacdo dessas misturas [9,10].

Tensoativos, ou surfactantes, sdo compostos conhecidos por serem anfifilicos, isto é, apresentaram uma parte
lipofilica, apolar, e parte hidrofilica, polar. Esses compostos apresentam atividade na superficie da interface entre
duas fases, tais como ar-agua, 6leo-agua, e na superficie de sélidos. Como os componentes da solucdo filmogénica
possuem diferentes polaridades, os tensoativos sdo utilizados frequentemente no melhoramento da estabilidade
dos lipidios na matriz polimérica, pois sua utilizacdo promove a formacdo de uma mistura estavel onde os
compostos lipidicos séo efetivamente incorporados & matriz filmogénica [10,11].

O polissorbato 80, conhecido como tween80 (TW) (polioxietileno sorbitano monooleato), é um surfactante,
ndo ibnico, que apresenta em sua estrutura um &cido graxo monoinsaturado. Os polissorbatos ndo apresentam uma
forte interagdo com outros agentes, 0 que tem tornado estes surfactantes muito utilizados na industria de alimentos
nas Gltimas duas décadas [11]. A solubilidade em agua é uma das mais significativas propriedades dos filmes
comestiveis, tanto nas suas aplicagdes, quanto na prote¢do dos alimentos com elevada atividade de agua, ou ainda
guando os filmes entram em contato com a agua em todo o percurso da comercializacdo e distribuicdo dos
alimentos, uma vez que eles ja estejam embalados. A solubilidade acaba também influenciando outras
propriedades de barreira, como a permeabilidade ao vapor de agua, porque para obter baixa transferéncia de vapor
dentro de ambientes com faixa de umidade relativa alta faz-se necessario a utilizacdo de material com baixo indice
de solubilidade, com o propoésito de garantir a integridade do produto, boa propriedade de barreira @ umidade e
consequentemente maior vida de prateleira [12,13].

Uma questdo que surge é como a adi¢do de matérias hidrofébicos como a cera de abelha e surfactantes como
o tween80 influencia propriedades como a solubilidade de filmes biopoliméricos. Conhecer a solubilidade em 4gua
é importante para a aplicagdo deste tipo de filme em embalagens e coberturas em alimentos. Neste trabalho
utilizou-se um planejamento central composto (CCD) e metodologia de superficies de respostas (SRM) para
estabelecer um modelo empirico capaz de descrever a solubilidade dos filmes em funcéo das concentragdes de
cera de abelha e tween80 utilizadas nas misturas filmogénicas precursoras de filmes de agar-cera de abelha-
tween80-glicerol.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS

Os materiais usados neste estudo sdo foram o dgar-agar em pé (grau alimenticio) NCM: 1302.3100, fabricado
e envasado por AGARGEL Industria e Comércio, o surfatante tween 80 P.S (polissorbato 80), nimero de
hidroxilas 65-80, valor de saponificacdo 45-55, a glicerina (glicerol) P.A. ACS C3Hs(OH)s, e a cera de mel de
abelha como lipidio fornecida pela associagdo de apicultores locais do municipio de Mossoré/RN-Brasil.

2.2. OBTENCAO DO BIOFILME

Os filmes constituidos de agar, glicerol, tween80, cera de abelha e dgua foram preparados usando metodologias




adaptadas de estudos anteriores [14-16]. O percentual de matéria seca (glicerol, &gar, cera e tween80) foi fixado
em 3% da mistura filmogénica, sendo o restante (97%) constituido do solvente (dgua). O glicerol foi utilizado
como plastificante constituindo 10% do total de matéria seca em todos os filmes. Um sistema foi montado com
dois aquecedores postos lado a lado, onde foram colocados os béqueres para serem aquecidos em banho de areia.
No primeiro béquer, a porcéo hidrofilica composta por uma mistura de agar, agua e glicerol, previamente pesados
em uma balanga analitica (Shimadzu AY-220, Marte — Brasil), foi deixada em agitacdo constante com o auxilio
de um agitador magnético até completa dissolugdo na temperatura de 100°C. O aquecimento dos demais
constituintes que compdes o biofilme (cera e tween 80) foi realizado até a fusdo da cera — a aproximadamente
70°C, também sob agitacdo constante. Em seguida transferimos aos poucos a solucdo hidrofilica para o béquer
contendo a cera e o tween80, que permaneceu sob agitacdo por mais 10 minutos até total incorporacédo da cera de
abelha na solucdo filmogénica, sempre medindo as temperaturas através do uso de termdmetro digital de forma a
manté-la a 70°C.

Finalizado o processo de mistura, aguardou-se que a mistura atingisse 55°C e entdo esta foi transferida para
placas moldes de acrilico (15cm x 15cm) identificadas de acordo com as formulacdes desenvolvidas no estudo.
As misturas permaneceram em repouso durante 24h em temperatura ambiente de 25°C, aproximadamente. Em
seguida, os moldes foram levados a estufa com renovacdo de ar (TE-394/2, Tecnal — Brasil) com temperatura
mantida a 45° até a formagao dos filmes biopoliméricos.

2.3. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE EM AGUA

A determinacdo da solubilidade dos filmes de agar foi realizada segundo metodologia descrita por Menezes et
al. (2021) e Oliveira et al. (2018) [14,15]. Neste procedimento, pequenos quadrados (4cm x 4cm) dos filmes foram
cortados e usados como amostras. As amostras foram secas a uma temperatura de 105°C, por 1 hora, em estufa
(TE-394/2, Tecnal — Brasil). Em seguida foram dispostas em dessecador até atingir a temperatura ambiente (25°C)
para entéo serem pesadas, fornecendo assim os valores correspondentes a massa inicial. Uma vez determinada a
massa inicial das amostras, foi realizada a imerséo destas em 50 mL de agua destilada, sob agitagdo de 200 rpm,
por 24 horas, a 25°C, utilizando uma mesa agitadora (TE-1401, Tecnal — Brasil), apds esse tempo os filmes ndo
solubilizados foram retirados e secos nas mesmas condi¢des usadas na determinacdo da massa inicial, para entéo
serem pesados para a obtencdo da massa final ndo solubilizada.

A solubilidade dos filmes em agua foi calculada através da Equacéo 01.

m;

s = (“£)x100 @

Onde S é a solubilidade em &gua em %, m; é a massa inicial do filme em g, e ms é a massa final do filme em g.

2.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento das composi¢des dos filmes para este estudo foi feito através de um planejamento central
composto com dois fatores (X1 = % cera e X, = % tween80) e uma variavel de resposta (Y = solubilidade em agua
- %). Foram utilizados quatro pontos em fatorial, quatro pontos axiais (em estrela) e trés repeticGes no ponto
central, perfazendo um total de onze pontos experimentais. As repeti¢cBes no ponto central foram utilizadas na
estimacdo da variancia e considerou-se a homoscedasticidade ao longo do dominio experimental. A Figura 1
mostra uma representacdo do planejamento experimental utilizado no estudo da influéncia da adicéo de diferentes
concentragdes de cera de abelha e tween80 na solubilidade de filmes de &gar. Os resultados experimentais para a
solubilidade dos filmes de &gar produzidos foram ajustados a um modelo empirico polinomial quadratico do tipo:
Y = b + biXg + 02Xo + b1 Xa? + baoXo? + b1oX1 Xz, onde by € o intercepto, b e b, sdo os coeficientes lineares, by
e by, os coeficientes quadréaticos e b1z 0 coeficiente de interagdo entre os fatores. O modelo ajustado foi utilizado
na obtencdo de uma superficie de isoresposta representativa da variacdo da solubilidade dos filmes de agar em
funcédo das concentracdes de cera de abelha e tween80 empregadas na preparagdo das misturas filmogénicas. A
analise estatistica e as curvas de isorespostas foram plotadas com auxilio do programa Statistica 13.2 (TIBCO Inc.,
USA).
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Figura 1. Planejamento central composto utilizado no estudo da solubilidade dos filmes de 4gar (CCD)
(autoria propria)

3. RESULTADO E DISCUSSOES

A Tabela 1 mostra os valores codificados e reais assumidos pelos fatores no planejamento experimental, com
0s respectivos valores encontrados para a variavel de resposta (solubilidade dos filmes) para cada formulagdo das
misturas filmogénicas utilizadas na obtencéo dos filmes de &gar. Analisando a Tabela 1, é possivel perceber que a
solubilidade dos filmes variou entre 19,45% e 30,91%, tendo-se obtido a menor solubilidade na formulagéo 6 -
contendo 50% de cera e 5,5% de tween80, e a maior solubilidade na formulagdo 5 — contendo 25% de cera e 1%
de tween80.

Tabela 1. Valores dos fatores (codificados e reais) e respectivos valores da variavel de resposta (solubilidade)
para as formulagdes empregadas nas misturas filmogénicas usadas para a obtengdo de filmes de &gar.

x Fatores (valores codificados) Fatores (valores reais) Y

Formulacédo .
N© X4 X, X1 X2 Solubilidade

(% Cera) (% Tween80) (%)
1 -1 -1 7,3 2,3 26,99 + 4,89
2 +1 -1 42,7 2,3 22,72 £8,55
3 +1 +1 42,7 8,7 21,44 £5,79
4 -1 +1 7,3 8,7 26,93 £ 3,14
5 0 -1,41 25 1 30,91 +6,24
6 +1,41 0 50 5,5 19,45 + 2,40
7 0 +1,41 25 10 23,00 +1,38
8 -1,41 0 0 5,5 27,35+1,61
9.1 0 0 25 5,5 21,89 +1,32
9.2 0 0 25 5,5 19,77 £ 0,21
9.3 0 0 25 5,5 19,82 + 0,48

Nota: em todas as formulagdes o percentual de glicerol (plastificante) foi fixado em 10% da matéria seca total.

O ajuste de um modelo quadratico completo com interagdo entre os fatores (Y = bo + biXy + 02Xz + b1 Xq? +
h22X2? + b12X1X2) aos dados experimentais demonstrou que os maiores efeitos sdo encontrados para o termo linear
do fator X; (concentracdo de cera de abelha) e para o termo quadratico do fator X, (concentragdo de tween80). O
menor efeito foi encontrado para o termo de interagdo entre os fatores. A Figura 2 mostra um gréafico de Pareto




com os efeitos padronizados para os termos do modelo completo.

(X1)%CERA(L) -4,001

% TWEEN(Q) 4,026

(X2)% TWEEN(L) -2,44571

%CERA(Q) 1,680667

X1.X2 -0,338239

p=,05
Efeitos padronizados estimados (valor absoluto)

Figura 2 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados para os termos do modelo quadratico completo ajustado
(autoria propria)

Eliminando-se os termos de baixa contribui¢do para o ajuste do modelo aos dados experimentais encontrou-se
0 modelo que maximiza o valor de RZjustado, OU Seja, estabeleceu-se o modelo com o menor ndmero de termos que
permite & descri¢do adequada da varidvel de resposta em funcéo dos fatores experimentais. A Tabela 2 apresenta
0 modelo proposto para a descricdo da solubilidade dos filmes e os dados da ANOV A encontrados para a regressao.

Tabela 2 — Modelo final proposto para descrigdo da solubilidade dos filmes de agar e ANOVA para a regressao

Equacéo do modelo R? Rzajustado Fcalculado Feritico
— -1 -3y.2
Y = 38,564 - 3,521)j-]-3(?01)_231x1(:)3"18)§)27zxz +4,085x10°Xy 0,885 0,808 12.25 453
(o]

Fonte de variagédo Soma quadrética N ﬁ&%?éide Meédia Quadrética
Regressdo 136,5 4 34,12
Residuos 16,71 6 2,785
Falta de ajuste 13,78 4 3,445
Erro puro 2,931 2 1,465
Total 153,19 10
% de variacdo explicada 88,5%

% de variacdo explicavel 97,1%

O modelo obtido foi capaz de explicar 88,5% da variacdo observada para a solubilidade dos filmes em funcéo
dos fatores experimentais. Além disso, 0 modelo pode ser considerado descritivo para o fendmeno observado
considerando que o valor de Fcaculado fOi SUperior ao valor de Feriico. A Figura 3 apresenta a relacéo entre os valores
de solubilidade dos filmes de agar calculados pelo modelo proposto e os valores observados experimentalmente.
Pode-se notar uma concordancia razodvel entre estes valores, o que é outro indicativo da adequagdo do modelo
proposto. Na Figura 4, uma analise dos residuos da regressdo denota a inexisténcia de padrdo, ou seja, a
distribuicdo dos residuos ¢ aleatéria em relacdo aos valores estimados pelo modelo, mostrando que o erro nao
apresenta viés ou tendéncia especifica, outra demonstracdo da adequagdo do modelo empirico proposto.
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Figura 3 — Valores calculados versus valores observados experimentalmente para a solubilidade dos filmes de
agar. (autoria propria)
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Figura 4 — Distribuigdo dos residuos do modelo. (autoria propria)

A confirmacdo da adequacdo do modelo empirico na descricdo da solubilidade dos filmes agar permite a
obtencdo de uma superficie de isorespostas (Figura 5) que pode facilitar a compreensdo da variagdo desta
propriedade em fungéo das concentracBes de cera de abelha e tween80 utilizadas na mistura filmogénica.




A0
38
36
o 34
o 32
S 30
g,
%23
26
o
o 24
® =
b
=
18
16

| B
=35
=<
=27
M <23
B =19

Figura 5 — Superficie de isorespostas representativa da varia¢do da solubilidade dos filmes de agar como funcéo
das concentragdes de cera de abelha e tween80. (autoria propria)

A Figura 5 demonstra que o aumento da concentracdo de cera de abelha provoca uma diminui¢do da
solubilidade dos filmes de &4gar em agua. Essa diminuicdo esta relacionada com a natureza hidrofdbica da cera,
gue é adicionada justamente com a intencéo de diminuir a solubilidade dos biofilmes, com o0 objetivo de tornar os
filmes mais resistentes quando em ambientes Umidos [17-19]. Porém, a adicdo de cera sem a adi¢do de um
tensoativo pode ndo ser eficaz devido a desestruturacdo da matriz biopolimérica quando da adi¢do de um material
hidrofobico que tende a formar aglomerados no interior da estrutura [17]. A Figura 5 mostra também que a adicao
do surfactante tweeen80 até uma quantidade adequada reduz a solubilidade dos filmes de agar, porém, quando se
adiciona um excesso do surfactante ocorre um aumento da solubilidade dos filmes. Uma possivel explica¢do para
este comportamento é que em baixas concentragdes as moléculas anfifilicas do tensoativo auxiliam na disperséo
da cera hidrofébica na matriz hidrofilica do polimero e estabilizam a estrutura, porém, um excesso do tensoativo
tende a facilitar a solubilizag8o da cera quando em contato com a 4gua. Convém lembrar também que a molécula
do tensoativo possui grupos hidrofilicos que podem também contribuir com o aumento da hidrofilicidade do
material biopolimérico. A superficie de isoresposta apresenta um ponto de minimo de solubilidade para
concentracOes de cera e tween80 iguais a 47,74% e 6,48%, respectivamente. Neste ponto a solubilidade do filme

atinge um valor minimo de 18,9%. A Tabela 3 compara os valores obtidos para a solubilidade de filmes de agar
obtidos neste trabalho com outros filmes descritos na literatura.

Tabela 3 — Comparacéo da solubilidade de filmes de agar com resultados obtidos por outros estudos. (autoria
prépria)

Condigdes do ensaio % Glicerol Solubilidade (%) Referéncia
0
25 °C, sem agitacdo, 24h, 98 [20]
volur_ne de 4gua ndo 15 17.8 [20]
informado
30 20,1 [20]
22°C, sem agitacdo, 16h,
40 mL de agua. 66 24,1 [21]
22 °C, sem agitacéo, 15
mL de agua, 24h 30 22,0 [22]
(o]
25°%C, 20,0 pm, 50 mL. de 10 19,5-30,1 Presente estudo
dgua, 24h

Os dados da Tabela 3 mostram que as solubilidades dos filmes obtidos neste estudo sdo da mesma ordem de




grandeza de outros obtidos na literatura. Esperava-se que a solubilidade dos filmes contendo cera de abelha
estivesse abaixo dos valores dos filmes de &gar da literatura. Contudo, as condicdes utilizadas nos ensaios de
solubilizacdo dos filmes no presente estudo foram mais severas — agitacdo, temperatura mais elevada e maior
volume de solvente utilizados.

4. CONCLUSOES

A partir da producao dos filmes, e posteriormente a analise da solubilidade em agua, foi possivel perceber a
reducdo dos valores desta propriedade com a incorporacdo da cera de abelha/tween80 em filmes de &gar,
constatando que 0 aumento da % de cera diminuiu significativamente a solubilidade em agua dos filmes .

No entanto, as concentracdes de surfactante influenciaram na solubilidade quando adicionados em
concentracfes adequadas diminui a solubilidade dos filmes, porém, altas concentracdes podem aumentar a
solubilidade dos filmes. Recomenda-se a utilizacdo de uma concentracdo de tween80 de 6,48% na mistura
filmogénica para a obtencdo de menores valores de solubilidade.
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