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Resumo

Filmes comestiveis polissacarideos tém sido estudados como

auxiliares de embalagens de alimentos na funcéo de protecao. Por
outro lado, polissacarideos tém alta permeabilidade a vapor de agua,

0 que compromete muitas aplicacoes, especialmente em ambientes

de alta umidade relativa. O objetivo deste trabalho foi avaliar efeitos
de diferentes teores de cera de carnalba sobre as propriedades de
filmes a base de uma mistura de polissacarideos de algas marinhas
(--carragenana, k-carragenana e alginato). Filmes foram produzidos com
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trés diferentes teores de cera de carnatiba (1,5%, 3% e 5%), além

de um controle (sem cera), e tiveram suas propriedades mecanicas e
permeabilidade a vapor de dgua estudadas e comparadas por meio de
testes de Tukey e Dunnett. Os espectros de infravermelho (FTIR) e
microestrutura por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram
também estudados. Verificou-se que a presenca de cera de carnatba
prejudicou as propriedades mecéanicas dos filmes (exceto a elongacao)
mas, por outro lado, melhorou a propriedade de barreira a vapor de
agua. Os espectros de FTIR indicaram varias bandas relativas aos
polissacarideos, com apenas pequenas alteracdes acarretadas pela cera
de carnauba. As imagens de MEV revelaram incompleta miscibilidade
entre os polissacarideos, mesmo na auséncia de cera de carnauba.
Como conclusdo, observa-se que a incorporacao de cera promove
melhoria no atributo de permeabilidade dos filmes para uso como
embalagens para alimentos, mas promove alteracdes nas propriedades
mecanicas, fato que exige analise posterior para definir que tipo de
aplicacdo como embalagem em funcéao do tipo de alimento a ser
condicionado.

Termos para indexacao: polissacarideos, biopolimeros, embalagem de
alimentos, lipidios.



Edible Films from Algae
Polysaccharide Emulsions with
Carnauba Wax

Abstract

Polysaccharide-based edible films have been studied as materials

to help food packaging in its protection function. On the other

hand, polysaccharides have high water vapor permeability, which
compromises some applications, especially in high relative humidity
places. The objective of this study was to evaluate effects of different
carnauba wax contents on properties of films from a mixture of sea
algae polysaccaharides (i-carrageenan, k-carrageenan, and alginate).
Films were produced with three carnauba wax contents (1.5%,

3%, and 5%), besides a control (without wax), and had their tensile
properties and water vapor permeability studied and compared by
means of Tukey and Dunnett tests. Infrared (FTIR) spectra and
images from scaaning eléctron microscopy (SEM) were also studied.
The presence of carnauba wax impaired the tensile properties of the
films (except for elongation), whereas their barrier to water vapor
was improved. The FTIR spectra showed several bands related to the
structure of polysaccharides, with slight changes from the presence
of carnauba wax. The SEM images revealed incomplete miscibility of
polysaccharides, even in absence of carnauba wax. As a conclusion
it is observed that the incorporation of wax promotes improvements
in permeability of the films for use as packaging for food attribute,



but causes changes in the mechanical properties, a fact that requires
further analysis to define which type of application as packaging
depending on the type of food to be conditioned.

Index terms: polysaccharides, biopolymers, food packaging, lipids,
biodegradable films.
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Introducao

Organismos marinhos como algas, bactérias e microalgas tém sido
considerados importantes fontes de polissacarideos. Segundo Campo
et al. (2009), trés tipos de polissacarideos tém sido comercialmente
explorados a partir de organismos marinhos: agar, alginatos e
carragenanas.

As carragenanas sao uma familia de polissacarideos produzidos por
certas espécies de algas vermelhas (Rhodophyta) como principal
material de parede celular (VAN DE VELDE et al., 2002; CAMPO et
al., 2009). Sao galactanas lineares sulfatadas e consistem de unidades
repetidas de um dissacarideo formado por 3-B-D-galactopiranose e
4-a-D-galactopiranose, com diferentes graus de sulfatacao (CAMPO et
al., 2009; YANG et al., 2009). Elas sao tradicionalmente classificadas
em subtipos, entre os quais estdo a iota (1)- e a kappa (k)-carragenana,
cada subtipo sendo extraido de fontes distintas (CAMPO et al., 2009).
As algas brasileiras Solieria filiformis e Hypnea musciformis sintetizam
- e k-carragenanas, respectivamente (ARAUJO et al., 2012; AZIZA et
al., 2008). Tanto as 1- quanto as k-carragenanas podem se apresentar
sob duas formas, a depender da temperatura: espirais aleatérias, em
solucOes a temperaturas mais altas, e duplas hélices, que resultam

da formacao de ligacdes cruzadas entre cadeias adjacentes durante

o resfriamento da solugdao (NANAKI et al., 2010; TRANQUILLAN-
-ARANILLA et al., 2012), formando géis e filmes.

Os alginatos, por sua vez, extraidos de algas pardas, sao sais de
acido alginico, um copolimero linear de acidos D-manurénico e
L-glucurénico arranjados em padrao de blocos ao longo da cadeia,
com regides homopoliméricas de acido manurénico (blocos M) e de
acido glucurénico (blocos G) intercaladas com regides de sequéncias
alternadas (blocos MG) (DONATI et al., 2005).

Polissacarideos diversos tém sido estudados como formadores de
filmes e revestimentos comestiveis. Embora tais filmes e revestimentos
nao tenham geralmente sido usados com o objetivo de substituir
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totalmente as embalagens externas (produzidas geralmente a partir

de polimeros derivados de petréleo, ndao biodegradaveis), eles podem
auxiliar a embalagem externa na funcao de protecao, reduzindo
indiretamente a quantidade de embalagem requerida para cada
aplicacdo. Filmes a base de diferentes proporcdes de misturas entre
1-carragenana, k-carragenana e alginato foram produzidos por Paula et
al. (2015). Ribeiro et al. (2007) observaram que filmes de carragenanas
apresentaram melhor barreira a oxigénio que filmes de amido. Por

outro lado, a principal limitacdo ao uso de filmes de polissacarideos

é sua hidrofilicidade, que resulta em alta permeabilidade a vapor de
agua (GIANCONE et al., 2011; JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010),

o que limita a aplicabilidade desses filmes em situacdes que requeiram
uma boa barreira a umidade. Lipidios, por sua natureza hidrofébica,

tém melhor barreira @ umidade que polissacarideos (PEREZ-MATEOS

et al., 2009; LIMPISOPHON et al.,, 2010), embora os lipidios nao
tenham (como os polissacarideos) propriedades mecéanicas adequadas a
formacao de filmes integros. Em decorréncia das vantagens e limitagcdes
de cada tipo de material, os polissacarideos tém sido frequentemente
combinados a lipidios para formacao de filmes de emulsao.

Vérios estudos tém sido feitos para elaboracao de filmes baseados

em combinacgdes de polissacarideos com lipidios (geralmente 6leos

ou ceras) para reduzir a hidrofilicidade dos filmes e melhorar sua
barreira a vapor de d4gua (BRAVIN et al., 2006; PEREDA et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2014, 2016). Além disso, a incorporacao de lipidios
a filmes biopoliméricos interfere com as interagcdes entre cadeias,
promovendo um efeito plastificante (ANDREUCETTI et al., 2010).

Ceras sao consideradas os lipidios mais eficientes para reduzir a
permeabilidade de filmes a vapor de 4gua, por sua alta hidrofobicidade,
conferida pelos altos teores de alcanos e alcoois graxos de cadeia longa
(MORILLON et al., 2002). A cera de carnaulba, que é um exsudato

de uma palmeira brasileira (Copernica cerifera), é composta quase
exclusivamente de ésteres de acidos carboxilicos C24 e C28 e éalcoois
saturados de cadeia longa (SHELLHAMMER; KROCHTA, 1997).
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O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adigdo de diferentes niveis
de cera de carnauba sobre as propriedades de filmes a base de uma
combinagdo de i-carragenana, x-carragenana e alginato.

Material e Métodos

As algas vermelhas Hypnea musciformis e Solieria filiformis foram
coletadas ao longo da costa da Praia de Flexeiras (Trairi, CE). Cada
espécie de alga (separadamente) foi hidratada sob agitacdao mecénica
a 250 rpm por 12 h em agua destilada a 25 °C. Apds filtracdo em
malha de nylon (500 mesh), os residuos foram submetidos a extracao
das respectivas carragenanas com &agua destilada a 80 °C por 4 h
(proporcéao alga/dgua, 1 g/20 mL) e filtrados em malha de nylon. Os
filtrados foram adicionados de etanol 92,8% na proporcao volumétrica
1:3 (v/v filtrado: etanol), estocados a 4 °C por 24 h e filtrados
novamente. Os precipitados foram dialisados contra dgua destilada

e liofilizados, obtendo-se a k-carragenana (de Hypnea musciformis) e
1-carragenana (de Solieria filiformes) liofilizadas. Amostras das algas
foram depositadas como exsicatas no Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob registro EAC 56148.

O alginato de sddio (Grindsted® FD175) foi fornecido pela Danisco
Brasil Ltda. (Cotia, SP), e a cera de carnauba foi adquirida da Foncepi
Exportadora Ltda. (Fortaleza, CE).

Preparo dos filmes

Os filmes foram todos elaborados a base de uma mistura de
k-carragenana (2,17 g), -carragenana (1,30 g) e alginato (2,17 g). Para
o filme sem cera de carnatba (KIA-OC), a mistura de polissacarideos
foi homogeneizada em 200 mL de dgua destilada, contendo 1,41 g
de glicerol, em Ultra-Turrax T-25 (lka, Staufen, Alemanha) a 15.000
rom por 15 min. A dispersao foi degasada em bomba de vacuo V-700
(Bichi Labortechnik AG, Flawil, Suica) a 30 mbar por 1 h, depositada
sobre substrato de Mylar® sobre placas de vidro 30 cm x 30 cm e
espalhada sobre a superficie com barra niveladora ajustada para uma
espessura final de 0,1 mm.
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Para os filmes de emulsao (KIA-1,5C, KIA-3C e KIA-5C, contendo,
respectivamente, 1,5%, 3% e 5% m/m de cera de carnallba com base
na mistura de polissacarideos), a cera de carnauba (na quantidade
correspondente a cada filme, com base nos 5,64 g de mistura de
polissacarideos) foi primeiramente adicionada de dois surfactantes
(Tween 80 e Span 80, a 5% e 15% m/m, respectivamente, com base
na cera de carnauba). A mistura cera-surfactantes foi fundida em placa
a 85 °C por 5 min, adicionada de 200 mL de adgua destilada e sonicada
em processador ultrassénico de 400 W (UP400S, Hielscher, Teltow,
Alemanha) a 24 kHz em dez ciclos de 1 min intercalados por pausas
de 15 s. A mistura dos polissacarideos (5 g) foi entao adicionada

a emulsao, juntamente com os 1,25 g de glicerol, e a emulsao foi
homogeneizada por 15 min a 15.000 rpm com Ultra-Turrax T-25. A
seguir, a emulsao filmogénica foi degasada a vacuo e submetida as
demais etapas previamente descritas para a dispersao KIA-OC.

A dispersdo (KIA-OC) e as emulsdes (KIA-1,56C, KIA-3C e KIA-5C)
filmogénicas foram deixadas sobre uma bancada (24 °C, UR 75%)
por 24 h para secar. Os filmes secos foram destacados da superficie
e condicionados a 25 °C por 40 h em dessecadores contendo uma
solucdo saturada de nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2 4H20)
para manter uma umidade relativa constante de 48%.

Caracterizacao dos filmes

A permeabilidade a vapor de agua (P, ,) foi determinada (com 8
replicatas) por gravimetria, com base no método E96-05 (AMERICAN
SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS, 2005) a 25 °C e 50%

UR usando silica gel como dessecante (no interior de um dessecador
vertical com ventilagcdo) e com agua destilada dentro das células

de permeacao (expondo uma é&rea circular do filme com 50 mm em
didmetro). As células foram pesadas em balanca analitica (precisdo de
0,1 mg) pelo menos sete vezes ao longo de cerca de 24 h.

As propriedades mecéanicas (de tracao) foram medidas em corpos
de prova de 100 mm x 6.3 mm (em pelo menos cinco replicatas),
segundo o método D882-09 (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND
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MATERIALS, 2009), em uma maquina universal de ensaios Emic
DL-3000, com célula de carga de 100 N, separacéao inicial entre as
garras de 50 mm e velocidade de aplicacao de carga de 1 mm/s.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos filmes
foram tomadas usando um microscépio TESCAN (VEGA/XMU, Brno,
Republica Tcheca). As amostras foram depositadas sobre stubs usando
fita adesiva dupla-face de carbono, apds terem sido recobertas com
platina em um metalizador Emitech K550, com corrente de 50 mA

por 360 s. As amostras foram examinadas usando uma voltagem de
aceleracao de 15 kV e um aumento de 2.000 vezes.

Para obter os espectros vibracionais na regido do Infravermelho,
utilizou-se um espectrofotdmetro VARIAN 660-IR, na regido de
4.000 cm™ a 400 cm™, com pastilhas de KBr. Foram realizadas 280
varreduras na analise, com resolucédo de 4 cm™'.

Resultados e Discussao

Propriedades mecanicas

A Figura 1 apresenta o comportamento das propriedades mecéanicas em
funcao da concentragao de cera de carnaulba nos filmes de emulsao.

A menor concentracao de cera nao afetou a resisténcia a tragao,
enquanto os maiores teores de cera (3% e 5%) promoveram uma
reducdo significativa dessa propriedade. O médulo de elasticidade

(que reflete a rigidez do material), similarmente, também foi reduzido
pela presenca de cera de carnalba, sendo que mesmo a menor
concentracao de cera (1,5%) ja exerceu um efeito significativo sobre a
propriedade. Esses efeitos da cera de carnaulba sobre as propriedades
mecanicas dos filmes corroboram resultados obtidos em estudos
anteriores com ceras adicionadas a filmes de polissacarideos (MUSCAT
et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2014) e
sugerem efeito de plastificacao pela cera (ALIHEIDARI et al., 2013;
LIMPISOPHON et al., 2010), associado a formagcao de descontinuidades
na rede polimérica (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2013; KOWALCZYK;
BARANIAK, 2014). Outra possivel explicacao complementar é que o
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efeito resulte simplesmente da substituicdo parcial dos polimeros por

lipidios na matriz do filme, j& que a cera tem propriedades mecanicas
inferiores a do polissacarideo (JANJARASSKUL et al., 2014).

Figura 1. Propriedades mecénicas
de filmes de polissacarideos de
algas com diferentes proporcdes de
cera de carnaulba. Valores seguidos
por pelo menos uma letra igual ndo
sdo significativamente diferentes
entre si (Tukey, p<0,05). Valores
em vermelho séo significativamente
diferentes do controle (0% de cera
de carnaulba), segundo teste de
Dunnett (p<0,05).

Resisténcia a tracdo (MPa)

Elongacéo da ruptura (%)

Médulo de elasticidade (MPa)

14,28 a

14,07 a

9,22 b

8,87 b

o

13,99 b

Cera de carnatba (%)

20,09 a

17,17 ab

15,56 ab

184,8 a

Cera de carnatba (%)

o

Cera de carnatba (%)
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Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (P, ,) (Figura 2) dos filmes diminuiu
significativamente com o aumento do teor de cera de carnalba até 3%.
Acima desse valor, a permeabilidade se manteve constante. O efeito da
cera sobre a barreira ao vapor de 4gua dos filmes corrobora resultados
de outros artigos (JANJARASSKUL et al., 2014; MUSCAT et al.,
2013; FABRA et al., 2012) e é explicado pelo carater hidrofébico da
cera (RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2014), que resulta em
menor solubilidade da dgua no filme e, consequentemente, em menor
permeabilidade a vapor de agua. A P, do filme foi reduzida em cerca de
30% pela adicao de 3% de cera de carnaulba, indicando que a adicao
da cera pode ser benéfica especialmente para aplicacdo em filmes e
revestimentos para alimentos propensos a alteracdes causadas por
troca de umidade com o ambiente circundante.

Por exemplo, frutas frescas e queijos sofrem perda de textura se
estocados em ambiente de baixa umidade relativa, enquanto castanhas,
cereais extrusados e alimentos desidratados podem sofrer perda de
crocancia e/ou deterioracao microbiana se estocados em ambiente de
alta umidade relativa.

Figura 2. Permeabilidade
a vapor de agua de
filmes de polissacarideos
de algas com diferentes
proporcoes de cera

de carnauba. Valores
seguidos por pelo menos
uma letra igual ndo

sdo significativamente
diferentes entre si
(Tukey, p<0,05).
Valores em vermelho
sdo significativamente
diferentes do controle
(0% de cera de T T T T T T T T T T T 1
carnauba), segundo teste

de Dunnett (p<0,05). Cera de carnatba (%)

1.4 1.312a

1,179 ab

Permeabilidade a vapor de agua
(g.mm.kPa'.h"".m?)




Filmes Comestiveis de Emulsdes de Polissacarideos de Algas com Cera de Carnaulba

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 3 apresenta os espectros de FTIR dos filmes. A maioria

das bandas esta presente em todas as formulacdes. A banda larga a
cerca de 3.300 cm™ é atribuida ao estiramento de grupos hidroxila
(PASCALAU et al., 2012), enquanto a banda a 1.645 cm™ deve-se

ao dobramento das moléculas de &dgua (UY et al., 2005). As bandas

a cerca de 2.850 e 2.920 cm™, associadas a estiramento de C—H
(PASCALAU et al., 2012), tornam-se mais intensas com a presenca
das maiores concentracoes (3% e 5%) de cera de carnauba, ja que
essas sao as bandas mais fortes do espectro de lipidios (STUART,
2004). Aquelas entre 1.010 cm™ e 1.080 cm™ sdo atribuidas as
ligacOes glicosidicas das carragenanas (PEREIRA et al., 2003; UY et
al., 2005), talvez com sobreposicao a banda do acido glucurénico do
alginato (GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011). O 4cido manurénico, por
sua vez, esté representado a 790 cm” (GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ,
2011), enquanto as galactoses da carragenana se apresentam a 1.158

cm’ (KACURAKOVA et al., 2000). A banda a 1.374 cm™ é atribuida
a dobramento de grupos metileno (SEN; ERBOZ, 2010). A banda a
1.226 cm™ é tipica de carragenanas em geral, associada aos grupos

g :
B8
3 ///\\\ 8 A
\ 3 LN
g | PRt e
8 — KIA-3C
2 "
// 1 5, ¥

4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500
Ndmero de onda (cm-")

Figura 3. Espectro FTIR dos filmes de carragenanas incorporados com
diferentes concentracdes de cera de carnaulba.
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ésteres de sulfato, enquanto outras sao atribuidas a monémeros
especificos, como 3,6-anidro-D-galactose a 920 cm™ e D-galactose-4-
sulfato a 845 cm-1 (UY et al., 2005). Bandas associadas ao alginato
aparecem em 1.420 cm’ e 1.590 cm', devidas a estiramento simétrico
e assimétrico de —-COO—, respectivamente (PASCALAU et al., 2012).

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 4)
revelaram que o filme de polissacarideos, mesmo sem adicao de cera
de carnauba (KIA-OC), apresentou superficie irregular, provavelmente
por imiscibilidade parcial entre os componentes. De fato, como 1- e
K-carragenanas tém diferentes temperaturas de transicao sol-gel, elas
nao sao totalmente misciveis (NANAKI et al., 2010). O filme com
3% de cera de carnauba (KIA-3C) apresentou superficie ainda mais
irregular, com o aparecimento de glébulos micrométricos de cera
com tendéncia a coalescéncia e separacao de fases, indicando que a
emulsdo pode nao ter sido bem formada. Esse pode ter sido um motivo
adicional para a queda acentuada da resisténcia a tracao e do modulo
elastico como consequéncia da presenca de cera nos filmes.

Figura 4. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das superficies
dos filmes sem cera de carnauba (KIA-OC, a esquerda) e com 3% de cera de
carnauba (KIA-3C, a direita).

Fonte: Celli Rodrigues Muniz.
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Conclusoes

A adicao da cera de carnauba influencia de forma positiva a
permeabilidade dos filmes ao vapor de 4gua, promovendo sua reducao
notadamente quando adicionado com 3% ou 5% de cera, evidenciando
a contribuicdo da caracteristica hidrofébica da cera na melhoria de
propriedade de barreira nos filmes. Entretanto, a incorporacao da cera
prejudica as propriedades mecéanicas dos filmes.
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