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REsSuUmMO

O desenvolvimento de novos conceitos de embalagens para a indastria alimentar,
biodegradaveis e utilizando recursos renovaveis, e com propriedades mecanicas e de barreira
semelhantes as tradicionais, € um desafio premente. Assim sendo, este trabalho teve como
objectivo o desenvolvimento de bionanocompdésitos de quitosano/montmorilonite incorporados
com 6leos essenciais (alecrim e gengibre), tendo-se estudado as suas propriedades e a sua
acdo como embalagem primaria na conservagdo de carne de aves fresca. Os biofimes de
quitosano (um material biodegradavel abundante na natureza) foram incorporados com a
nanoargila montmorilonite (MMTCa), com vista a melhorar as propriedades mecéanicas, e com
Oleos essenciais, de modo a aumentar a capacidade antimicrobiana e antioxidante dos
mesmos.

Os filmes foram produzidos através do método casting. As solucdes de quitosano (1,5% m/v)
foi incorporado 2,5% de Cloisite®Ca** (MMTCa) (m/m quitosano). A exfoliacdo das nanoargilas
foi feita através de métodos mecénicos (trés ciclos em banho de ultrassons intercalado com
agitacdo em ultra-turrax). Os 6leos de alecrim (OEA) e gengibre (OEG) foram incorporados
antes do Ultimo ciclo de agitacdo nas proporcdes de 0,5, 1 e 2%, tendo-se também testado
biofilmes sem 6leo. Os bionanocompésitos fundidos foram introduzidos em moldes de vidro e
secos naturalmente. Biofilmes sem incorporacdo de MMTCa foram também testados, como
controlo. Todos os biofiimes foram caracterizados em termos de propriedades opticas,
humidade, swelling e solubilidade, propriedades mecanicas e analises de migracdo. Na
avaliagdo da acao dos biofimes como embalagem priméria, a carne de aves fresca foi
embalada nos biofilmes e guardada em refrigeracdo (5 °C £ 2 °C) durante 15 dias. Ao logo do
armazenamento, estudou-se a acdo dos biofiimes na carne, tendo-se avaliado caracteristicas
fisicas e quimicas (pH, acidez, humidade e cinzas, indice de substancias reativas ao &cido
tiobarbitlrico e cor) assim como o grau de contamina¢do microbioldgica (contagem de micro-
organismos viaveis totais e coliformes totais), na carne. Testou-se carne sem estar embalada,
como controlo.

Os biofilmes produzidos resultaram num plastico homogéneo, predominantemente amarelado,
flexivel e sem grandes variagBes na espessura. A incorporacdo de OE e MMTCa nos biofilmes
fez com que estes ficassem menos transparentes aumentando assim a barreira a luz
ultravioleta. A incorporacéo de 6leos essenciais, sobretudo de OEA, nos biofilmes de quitosano
contribuiu para 0 aumento da migracdo de compostos com actividade antioxidante. Em termos
mecanicos, a adicdo de OE fez com que os filmes ficassem mais flexiveis e menos resistentes
a rutura, com menor swelling e solubilidade. A adicdo de MMTCa resultou na diminuicdo da
migracdo de compostos com actividade antioxidante, observando-se uma menor humidade,
swelling e solubilidade dos biofilmes. Em termos de propriedades mecénicas, o efeito

observado foi apenas significativo no médulo de elasticidade, tendo-se verificado que a
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incorporagcdo de MMTCa associada a incorporagéo de 6leos resultou em filmes mais flexiveis.
No quitosano sem adicdo de 6leos 0 MMTCa torna o filme mais rigido.

Os biofilmes demonstraram ser eficazes no processo de preservacdo da carne, reduzindo a
oxidacao lipidica e a contaminag¢do microbiolégica, e mantendo a cor, por comparacao com 0s
resultados obtidos nas amostras de carne sem protecdo. A incorporagdo de MMTCa e de OE’s
(em especial do OEG) contribuiu de forma significativa para o prolongamento da vida util da
carne de frango, tendo-se demonstrado o potencial de aplicagdo destes biofilmes em

embalagens alimentares.

TERMOS CHAVE:. Embalagens Ativas, Biofilmes, Quitosano, Oleos Essenciais,

Alecrim, Gengibre, Montmorilonita
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ABSTRAT

The development of new packaging concepts for the food industry, biodegradable and using
renewable resources, and with mechanical and barrier properties similar to traditional ones, is a
pressing challenge. Thus, the objective of this work was to develop chitosan/montmorillonite
bionanocomposites incorporated with essential oils (rosemary and ginger) and studied their
properties and their action as primary packaging in the preservation of fresh poultry meat.
Biofilms of chitosan (a naturally abundant biodegradable material) were incorporated with
montmorillonite nanoclays (MMTCa) to improve mechanical properties and with essential oils in
order to increase their antimicrobial and antioxidant capacity.

The films were produced using the casting method. To the chitosan solutions (1.5% w/v) was
added 2.5% Cloisite®Ca*™ (MMTCa) (m/m chitosan). The exfoliation of nanoargilas was done
by mechanical methods (three cycles in ultrasound bath intercalated with ultra-turrax shaking).
Rosemary (OEA) and ginger (OEG) oils were incorporated before the last stirring cycle in the
proportions of 0.5, 1 and 2%, and biofilms without oil were also tested. The melted
bionanocomposites were introduced into glass molds and dried naturally. Biofilms without
incorporation of MMTCa were also tested as a control. All biofilms were characterized in terms
of optical properties, moisture, swelling and solubility, mechanical properties and migration
analyzes. In evaluating the action of biofilms as primary packaging, the fresh poultry meat was
packaged in the biofilms and stored in refrigeration (5°C + 2°C) for 15 days. At the time of
storage, the action of the biofiims in the meat was studied and physical and chemical
characteristics (pH, acidity, humidity and ash, index of substances reactive to thiobarbituric acid
and color) were evaluated as well as the degree of microbiological contamination (counts of
total viable microorganisms and total coliforms) in meat. Meat was tested unpackaged as a
control.

The biofilms produced resulted in a homogeneous plastic, predominantly yellowish, flexible and
without great variations in thickness. The incorporation of OE and MMTCa into biofilms made
them less transparent, thus increasing the barrier to ultraviolet light. The incorporation of
essential oils, mainly of OEA, in the chitosan biofilms contributed to the increase of the
migration of compounds with antioxidant activity. In mechanical terms, the addition of OE made
the films more flexible and less resistant to rupture, with less swelling and solubility. The
addition of MMTCa resulted in decreased migration of compounds with antioxidant activity, with
lower moisture, swelling and solubility of biofilms. In terms of mechanical properties, the
observed effect was only significant in the modulus of elasticity, and the incorporation of
MMTCa associated with the incorporation of oils resulted in more flexible films. In chitosan
without addition of oils, the MMTCa makes the film more rigid.

Biofilms have been shown to be effective in the meat preservation process, reducing lipid
oxidation and microbiological contamination, and maintaining color, in comparison to the results

obtained in unprotected meat samples. The incorporation of MMTCa and OE's (in particular
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OEG) contributed significantly to the prolongation of the shelf life of chicken meat,

demonstrating the potential of application of these biofilms in food packaging.

KEY WORDS: Active Packaging, Biofilms, Chitosan, Essential Oils, Rosemary,
Ginger, Montmorillonite
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOFILMES

Ao longo das ultimas décadas, a industria das embalagens transformou-se numa industria de
servicos altamente sofisticada e inteligente, particularmente para alimentos pereciveis,
aproveitando-se do estado de arte na ciéncia de materiais, fabricagdo e engenharia de
processos, juntamente com o conhecimento cada vez mais avancado da ciéncia alimentar
(Imam et al., 2008). Sendo uma industria que esta frequentemente exposta a novos desafios, é
necessario que haja uma constante atualizacdo na busca de novas abordagens especificas
para os superar (Aider, 2010; Fernando, 2006).

Vidro, metal, papel e cartdo, e plasticos sdo os materiais tradicionais utilizados por esta
industria. Devido as suas propriedades funcionais, conveniéncia, resisténcia, baixo peso e
custos, o plastico surgiu como o principal material utilizado na embalagem de alimentos nas
Ultimas décadas (Souza e Fernando, 2016). Em 2005 a producao global anual de plasticos ja
ultrapassava os 250 milhdes de toneladas, dos quais cerca de 40% ou 100 milhBes de
toneladas eram utilizados em embalagens, sendo que esta producdo tem tendéncia para
aumentar (Platt, 2006). Os polimeros sintéticos sdo fortes fisicamente, sdo quimicamente e
biologicamente inertes e oferecem boas propriedades de barreira (a humidade e gases) e de
isolamento térmico (Imam et al., 2008). Estas propriedades s&o consideradas criticas quando
se fala em alimentos embalados, visto que o principal desafio das embalagens é o de retardar
0S processos naturais que levam a degradacdo do género alimenticio, protegendo-o de
adulteracdes ou contaminacfes provenientes de fontes fisicas, quimicas e bioldgicas
(Sanches-Silva et al., 2014; Souza e Fernando, 2016). Embora o uso de materiais como 0s
plasticos e os seus derivados nas embalagens convencionais seja eficaz na preservacao dos
alimentos, estes criam sérios problemas ambientais que continuam a apontar a industria
alimentar como uma fonte de poluicdo e de preocupacéo social (Aider, 2010). Devido ao facto
dos consumidores estarem cada vez mais consciencializados sobre os problemas ambientais
qgue afetam o nosso planeta, é fundamental o desenvolvimento de novos conceitos de
embalagens (Aider, 2010) utilizando materiais derivados de recursos renovaveis de modo a
reduzir as emissbes de CO:2 e a dependéncia de recursos fésseis (Peelman et al., 2013). A
ambicdo de substituir os recursos ndo renovaveis por recursos renovaveis, tornando esta
indUstria mais sustentavel, € a principal motivacdo que esta por detrds do desenvolvimento e
introducdo de biopolimeros em embalagens ativas. Outra motivacao é o desejo de reduzir a
guantidade de embalagens usadas que se acumulam em aterros ou nho ambiente
(principalmente nos oceanos), convertendo-as em embalagens biodegradaveis (Robertson,
2008). A contribuicdo da embalagem para o custo total do produto final é elevada, assim
sendo, a procura por materiais mais econdémicos € um aspeto que também ndo pode ser
negligenciado (Aider, 2010).
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Os biopolimeros sdo materiais poliméricos derivados de recursos naturais (Mensitieri et al.,
2011) e estes materiais sdo biodegradaveis e compostaveis, encontrando-se em muitos casos
em abundancia na natureza, onde sdo considerados excedentes ou residuos (Kim et al., 2006;
Galus e Kadzinska, 2015; Souza e Fernando, 2016). Os biopolimeros podem ser divididos em
duas classes principais, consoante o0 seu processo de degradacdo: fotodegradaveis e
biodegradaveis (Souza e Fernando, 2016). Os primeiros, apos exposicdo a luz solar, sofrem
degradacdo foto-oxidativa. Nos biodegradaveis, o processo de degradacdo resulta em
fragmentos de baixo peso molecular produzidos pela ac¢do de micro-organismos de ocorréncia
natural tais como bactérias, fungos e algas. A degradacao pode ser aer6bia ou anaerdbia,
obtendo-se como resultado diéxido de carbono, agua, compostos inorgéanicos, metano e
biomassa (Robertson, 2008; Souza e Fernando, 2016).

Os biopolimeros sao geralmente hidrocoléides, como polissacaridos ou proteinas de fontes
animais ou vegetais (McMillin, 2017). Podem ser extraidos/removidos da biomassa, ou
produzidos por sintese quimica classica a partir de mondémeros renovaveis ou ainda podem ser
produzidos por micro-organismos geneticamente modificados (Mensitieri et al., 2011).

As proteinas utilizadas mais frequentemente nos biofilmes séo o colagénio, gelatina, caseina,
proteina do soro do leite, zeina de milho, gliten de trigo, proteina de soja, proteina de clara de
ovo, proteina miofibrilar, proteina de quinoa e queratina (Galus e Kadzinska, 2015). Os
polissacaridos, polimeros estereoregulares de monossacaridos (agucares), sdo matérias-
primas Unicas na medida em que sado polimeros naturais muito abundantes, baratos,
amplamente disponiveis em muitos paises e considerados como recursos renovaveis, estando
0 amido, a celulose e os seus derivados, a pectina e o quitosano entre 0s principais
polissacaridos testados como materiais para embalagens comestiveis (Galus e Kadzihska,
2015). Tém propriedades bioldgicas e quimicas tais como ndo toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, polifuncionalidade, reatividade quimica, quiralidade, quelacdo e
capacidade de adsor¢cdo. O excelente comportamento de adsorcdo dos polissacaridos €
atribuido principalmente a alta hidrofilicidade do biopolimero devido aos grupos hidroxilo de
unidades de glicose, a presenca e elevada reatividade quimica de um grande nimero de
grupos funcionais (acetamido, amino primario e/ou grupos hidroxilo) e a estrutura flexivel da
cadeia polimérica (Crini, 2005). A estrutura linear de alguns destes polissacaridos como por
exemplo, a celulose, amilose e o quitosano torna os biofilmes flexiveis, transparentes e
resistentes a gorduras e 6leos (Dhall, 2013).

Atualmente alguns biopolimeros ja se encontram disponiveis no mercado (como por exemplo, o
acido polilactico (PLA), o amido e o polihidroxibutirato (PHB)) sendo utilizados por grandes
empresas do ramo alimentar como por exemplo a McDonald’s, a Pepsi ou a Danone, e séo
utilizados maioritariamente para embalar produtos pereciveis, como as frutas e vegetais, ou
produtos com uma longa vida de prateleira, como massas e batatas, que ndo exigem grandes
propriedades de barreira a 4gua e oxigénio (Peelman et al., 2013). O PLA (acido polilactico) faz

parte da familia do poliéster termoplastico biodegradavel feito a partir de recursos renovaveis e
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€ hoje considerado um dos biopolimeros mais promissores para uso comercial como um
substituto para o polietileno de baixa densidade (LDPE), polietileno de alta densidade (HDPE),
poliestireno (PS) e polietilenotereftalato (PET) (Peelman et al., 2013). E produzido através da
conversao do milho, ou outras fontes de hidratos de carbono, em dextrose, seguido por uma
fermentacdo em acido lactico, sendo o passo final para se obter o granulado de PLA uma
policondensacdo direta ou polimerizagdo de mondmeros de acido lactico (Peelman et al.,
2013). O amido é economicamente competitivo com o petréleo sendo o milho a sua principal
fonte para a formagéo de bioplasticos, tendo sido mais recentemente avaliado o seu uso
derivado da batata, trigo, arroz, cevada, aveia e soja (Liu, 2006). Sé por si, 0 amido ndo forma
peliculas com propriedades mecéanicas satisfatérias, a menos que seja plastificado, misturado
com outros materiais, quimicamente modificado ou modificado com uma combinacdo destes
tratamentos (Liu, 2006). Plastificantes como o glicerol, sorbitol, monoglicéridos, polietilenoglicol
e glicose sdo frequentemente utilizados para aumentar a flexibilidade e a elasticidade dos
filmes e revestimentos (Galus e Kadzinska, 2015). Os materiais termoplasticos a base de
amido tém sido aplicados com éxito a nivel industrial através de técnicas de processamento
como a espumacao, sopragem de peliculas, moldagem por injecdo, moldagem por sopro e
extrusdo (Peelman et al., 2013). Os polihidroxialcanoatos (PHA) séo polimeros termoplasticos
biodegradaveis, produzidos por uma ampla gama de microorganismos (Peelman et al., 2013).
Este polimero é produzido nas células microbianas através de um processo de fermentacdo e
depois colhido utilizando solventes tais como cloroférmio, cloreto de metileno ou cloreto de
propileno. S&o conhecidos mais de 100 compdsitos de PHA, dos quais o polihidroxibutirato
(PHB) é 0 mais comum (Peelman et al., 2013).

Recentemente tem sido conduzida uma pesquisa notavel para desenvolver e aplicar
biopolimeros em biofilmes, tendo estes sido destacados como uma possivel nova geracédo de
materiais para embalagens (Mensitieri et al., 2011). Podem ser usados como material de base
para se obter biofiimes finos mas também em revestimentos ediveis prontos para cobrir
alimentos frescos ou processados com 0 objetivo de prolongar a sua vida util (Elsabee e
Abdou, 2013) e séo definidos como uma embalagem primaria (Galus e Kadzinska, 2015). Os
revestimentos sdo suspensdes que podem ser obtidas por pulverizacdo, espalhamento ou
imersao, que depois de secarem formam uma camada fina transparente sobre a superficie do
alimento (Sanchez-Ortega et al., 2014). Por outro lado, os biofilmes sdo obtidos a partir de
suspensodes filmogénicas que sdo normalmente fundidas sobre uma superficie inerte, que apds
secagem podem ser colocadas em contacto com superficies alimentares (Sanchez-Ortega et
al., 2014). Dado que podem ser consumidos, 0 material utilizado na preparagdo dos biofilmes
deve ter o estatuto “Generally Regarded As Safe” (GRAS) e deve estar em conformidade com
as regulamentacdes aplicaveis ao produto alimentar em causa (Krki¢ et al., 2011). A tecnologia
de revestimento comestivel € um método promissor especialmente para preservar a qualidade
das frutas e legumes frescos (Dhall, 2013). Por exemplo, Vu et al., (2011) desenvolveu um

revestimento bioativo comestivel baseado em quitosano modificado para aumentar a vida util
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do morango durante o armazenamento, tendo obtido excelentes resultados como podemos ver

pela Fig 1.1.
Control Coated
6
10 days 16 days 21 days

Fig. 1.1 Aspeto de morangos revestidos com formulagdo modificada de quitosano (adaptado de Vu et al.,
2011)

Os biofilmes oferecem vantagens como a comestibilidade, biocompatibilidade, barreira a gases,
nao toxicidade, ndo serem poluentes, boa aparéncia estética, baixo custo (Elsabee e Abdou,
2013; Galus e Kadzinska, 2015), mas existem ainda alguns constrangimentos quanto a
utilizacdo de biofilmes no embalamento de géneros alimenticios. As propriedades e
funcionalidades dos biopolimeros ainda ndo estdo ao mesmo nivel das dos plasticos
tradicionais (Peelman et al., 2013). Apesar da sua caracteristica biodegradavel, os
biopolimeros tém trés problemas principais: desempenho, processamento e custo. Em
especial, as suas propriedades mecanicas e de barreira (fragilidade, a instabilidade térmica, a
baixa resisténcia a fusdo, a dificuldade de selagem a quente e a permeabilidade ao oxigénio)
sdo precarias e estdo a limitar o seu uso, particularmente nas embalagens de alimentos (Souza
e Fernando, 2016). Além do preco ser mais elevado, as preocupac@es sobre a disponibilidade,
bem como sobre o uso da terra para produzir bioplasticos ainda trazem grandes limitacdes
(Fernando et al., 2015; Peelman et al., 2013). Devido a natureza hidrofilica dos polissacéaridos,
0S materiais com base nestes materiais ttm uma barreira de vapor de 4gua baixa, o que
provoca uma estabilidade limitada a longo prazo e fracas propriedades mecéanicas, sabendo-se
que as propriedades de barreira em embalagens de alimentos sdo de extrema importancia
(Peelman et al., 2013). A interagcdo entre 0 oxigénio ou o vapor de agua e o produto pode
deteriorar a qualidade dos alimentos. Uma das principais funcbes dos biofilmes nas
embalagens de alimentos é retardar a transferéncia de oxigénio e humidade entre o alimento e
0 ambiente, de modo que a permeabilidade ao oxigénio e a permeabilidade ao vapor de agua
devem ser tdo baixas quanto possivel para aumentar a vida Gtil do produto (Robertson, 2008).

Essas caracteristicas dos biofilmes podem ser modificadas pela adicdo de alguns compostos

de refor¢o, geralmente na dimensdo nanométrica, formando compdsitos/ nanocompdsitos
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(Sadeghi & Mahsa, 2015). O uso da nanotecnologia como reforco para esses materiais surgiu
como uma solugdo, porque os “nancfillers” sido capazes de melhorar a barreira e as
propriedades mecénicas diminuindo as dimensdes do enchimento e também reduzindo o custo
de producéo, pois € necessario menos material para obter as propriedades desejadas (Rhim et
al., 2013).

Os biofilmes podem ser também modificados de modo a a apresentarem maior atividade,
permitindo o aumento do prazo de vida util dos alimentos. As embalagens ativas sao
sistemas/tecnologias de embalagens inovadoras que permitem que o produto e o ambiente em
gue esta envolto interajam de modo a prolongar a sua vida Util e/ou garantir a sua seguranca
microbiana, mantendo a qualidade dos alimentos embalados (Fang et al., 2017). Oficialmente,
com base na European Union Guidance to the Commission Regulation (EUGCR) N° 450/2009
(UE, 2009), a embalagem ativa € um tipo de embalagem de alimentos com uma funcao extra,
além de proporcionar uma barreira protetora contra influéncias externas. A embalagem absorve
produtos quimicos derivados da comida ou do ambiente dentro da embalagem que envolve a
comida; ou liberta substancias, como conservantes, antioxidantes e aromas, nos alimentos ou
no meio ambiente que envolve os alimentos (UE, 2009). Muitas vezes, isso € conseguido
incorporando compostos ativos nos materiais das embalagens, podendo conter componentes
quimio/bioativos (McMillin, 2017; Pascoal et al., 2015). As fungbes e tecnologias do
empacotamento ativo incluem controlo de humidade, controlo de difuséo de oxigénio e etileno,
controlo de diéxido de carbono, eliminacdo ou absorcdo de oxigénio ou diéxido de carbono,
controlo de odores, aumento de sabores, agentes antimicrobianos, indicadores de compostos
especificos, entre outras (Kruif et al., 2002). Os tipos de embalagens ativas e aplicacdes
comerciais para alimentos sao principalmente categorizados em absorventes de humidade,
embalagens antimicrobianas, emissores de CO: e antioxidantes, sendo as mais comuns as que
tém funcdes antioxidades e antimicrobianas (McMillin, 2017).

Para que os biofilmes sejam aplicaveis e lancados no mercado, é necessario fazer uma
avaliacdo completa ao material como, por exemplo, conhecer as taxas de degradacdo do
polimero sob varias condicBes, alteragbes nas propriedades mecéanicas durante o
armazenamento, potencial crescimento microbiano e libertagdo de compostos nocivos
(Robertson, 2008; Rhim et al., 2013). E necessario fazer uma avaliacio completa das
propriedades funcionais do bioplastico antes que ele possa ser usado como uma alternativa
aos materiais tradicionais (Peelman et al., 2013).
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1.2 QUITOSANO

O quitosano tem sido amplamente estudado no que diz respeito a sua origem, composicéo,
estrutura e propriedades fisico-quimicas, sendo que sua a caracterizagéo funcional e dos seus
derivados é na atualidade uma das areas de pesquisa mais produtivas (Zivanovic et al., 2005).
A crescente consciencilizacdo dos potenciais e do valor deste biopolimero leva a sua utilizagdo
em muitas aplicagbes de interesse técnico, principalmente nas areas da agricultura,
alimentagdo e biomédica (Raafat e Sahl, 2009). Na agricultura pode ser usado como
revestimento de sementes para se obter melhor rendimento e prote¢do contra doengas
fungicas (Zivanovic et al.,, 2015). Na biomedicina tem sido aplicado como revestimento de
farmacos, revestimento para acelerar o processo de cicatrizacdo, anticoagulante de sangue,
lentes de contacto e pele artificial (Zivanovic et al., 2015). Na industria alimentar tém sido
sugeridas inmeras aplicagcbes tais como, aditivo alimentar, agente espessante em bebidas,
agente clarificante em sumos, material para embalagens ou como revestimento edivel para
frutas e vegetais (Zivanovic et al., 2015).

O quitosano é um polissacarido linear catidnico composto por glucosamina (70-100%) e
acetilglucosamina (0-30%) com um alto peso molecular e é obtido através da desacetilacdo da
quitina (Fig. 1.2), que é o segundo polissacarido mais abundante encontrado na natureza a
seguir a celulose (Zivanovic et al., 2005; Dutta et al., 2009; Giannakas et al., 2014). Embora a
estrutura do quitosano seja representado como um homopolimero, a operacdo de
desacetilacdo é raramente completa e a maioria dos produtos comerciais sdo copolimeros
compostos por unidades repetidas de quitosano e quitina alternadamente, sendo que o grau de
desacetilacdo pode variar entre 70 e 95%, dependendo da metodologia utilizada. Possui
semelhanca na sua estrutura quimica com a celulose, porém exibe propriedades diferenciadas
devido a presenga dos grupos amina (Damian et al., 2005). As duas unidades repetidas, N-
acetil-2-amino-2-d-glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-d-glucopiranose estdo ligadas por uma
ligagdo B-(1—4)-glicosida, conferindo ao quitosano uma estrutura cristalina rigida. Por possuir
dois grupos reativos —NH2 e —OH, o0 quitosano exibe propriedades quimicas e biolégicas

excecionais (Shukla et al., 2013).

chitin chitosan
OH o:<q OH
0 H partial o NH3"
0 H 0" deacetation O H
HO HO
NH © NH ©
O=< H O=<
(1—»4)-2-acetamido-2-deoxy-i-D-glucopyranosyl ({1-»4)-2-acetamido-2-deoxy-fi-D-glucopyranosy!

(1—+4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glucopyrancsyl

Fig. 1.2 Estrutura da quitina e do quitosano (adaptado de Bégin e Calsteren, 1999)
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E maioritariamente extraido das cascas de crustaceos (caranguejos, camarbes e lagostins)
(Devlieghere et al., 2004), mas também pode ser encontrado na natureza, como nas paredes
celulares de fungos da classe Zygomycetes, nas algas verdes Chlorella sp., leveduras e
protozoarios, bem como em alguns insetos. Os avangos na tecnologia de fermentacdo
sugerem que o cultivo de fungos (Aspergillus niger) pode fornecer uma fonte alternativa de
quitosano (Raafat e Sahl, 2009). No entanto, 0o quitosano de ambas as fontes difere
ligeiramente: enquanto os grupos acetilo nos quitosanos produzidos a partir de quitina de
crustaceos sdo uniformemente distribuidos ao longo da cadeia polimérica, um quitosano de
grau semelhante de desacetilacdo isolado a partir de paredes celulares flngicas possuira
residuos de acetilo que séo agrupados em cachos ndo uniformes (Raafat e Sahl, 2009).

Uma grande parte do interesse comercial pelo quitosano e seus derivados deriva do facto de
estes combinarem varias caracteristicas bioldgicas favoraveis, incluindo biodegradabilidade,
biocompatibilidade e ndo toxicidade (Dutta et al., 2009).

Uma das propriedades biol6gicas mais importantes para qualquer biomaterial implantavel é a
sua biocompatibilidade, isto €, ndo deve ser afetado pelo hospedeiro e, a0 mesmo tempo, ndo
deve provocar quaisquer efeitos locais ou sistémicos indesejaveis (Raafat e Sahl, 2009). O
quitosano € bem tolerado pelos tecidos vivos, incluindo a pele, as membranas oculares, bem
como o epitélio nasal, tornando-se valioso para uma vasta gama de aplicacbes biomédicas
(Raafat e Sahl, 2009). O baixo perfil de toxicidade do quitosano em compara¢cdo com outros
polissacaridos naturais é outra das suas caracteristicas atraentes, tendo sido relatado que a
pureza do quitosano influencia o seu perfil toxicolégico, mas a sua seguranca em termos de
baixa ou nenhuma toxicidade foi demonstrada por estudos de toxicidade in vivo (Singla e
Chawla, 2001). Para além das boas propriedades bioldgicas, o quitosano também disp8e de
propriedades fisico-quimicas interessantes, como viscosidade, solubilidade em varios meios,
mucoadesividade, capacidade para formar peliculas e quelacao de metais (Shukla et al., 2013).
A maioria dos polissacaridos naturais tais como a pectina, dextrina, agar e celulose tém uma
natureza acidica, enquanto que o quitosano € um polissacarico basico (Zivanovic et al., 2005).
O quitosano nao é sollvel em agua pura ou solventes organicos mas é sollvel em solucdes
aquosas de acidos organicos ou minerais com pH inferior a 6 (Damian et al., 2005; Kim et al.,
2006). Devido ao seu elevado peso molecular e solubilidade em solu¢bes aquosas &cidas, o
quitosano pode formar géis, filmes e fibras (Zivanovic et al., 2005). As suas propriedades
mecénicas e permeabilidade a humidade ndo s@o as melhores e devem por isso ser
melhoradas (Giannakas et al., 2014). Isto deve-se a natureza hidrofilica do quitosano o que
limita a sua utilizacdo em filmes funcionais (Ghelejlu et al., 2016). Devido ao facto de ter uma
estrutura cristalina rigida os biofilmes de quitosano necessitam de plastificantes para reduzir as
forcas de friccdo entre as cadeias poliméricas, tais como as ligagcdes de hidrogénio ou forgas
ionicas, para melhorar as propriedades mecanicas, sendo que a incorporagdo de polidis na
formulacao do filme pode ultrapassar este inconveniente e manter as propriedades mecéanicas

do filme estaveis durante o tempo desejado (Leceta et al., 2013).
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Tendo em conta que € um potencial conservante alimentar de origem natural, foi classificado
como “Generally Regarded As Safe” (GRAS) pela Food and Drug Administration dos Estados
Unidos (USFDA) (USFDA, 2013).

1.2.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIOLOGICA

O crescimento microbiano na superficie dos alimentos é uma das principais causas da
deterioracdo dos alimentos, tendo nos Ultimos anos havido desenvolvimentos notdveis nos
filmes de embalagens poliméricas incorporados com agentes antimicrobianos para melhorar a
preservacdo de alimentos embalados (Ojagh et al., 2010). Estes filmes possuem o potencial
para melhorar a estabilidade microbiana dos alimentos atuando na superficie dos mesmos
(Ojagh et al., 2010). As substancias antimicrobianas incorporadas nos materiais das
embalagens, através dos biofilmes de quitosano, podem controlar a contaminagdo microbiana,
reduzindo a taxa de crescimento e 0 maximo crescimento da cultura, ou mesmo inativando os
micro-organismos por contacto direto (Quintavalla e Vicini, 2002).

O quitosano apresenta uma atividade antimicrobioldgica intrinseca, a qual é efetivamente
expressa em sistemas aquosos (Aider, 2010). A atividade antimicrobiana varia
consideravelmente com o tipo de quitosano utilizado, particularmente com o seu grau de
desacetilacdo, peso molecular, organismo alvo e as condi¢des do meio no qual é aplicado
(especialmente o pH, temperatura e humidade relativa), forca i6nica e presenca de solutos
suscetiveis a reagir com o0 quitosano através de interacBes eletroestéticas e/ou ligacbes
covalentes que podem servir de barreira a reatividade dos grupos amina ativos (Devlieghere, et
al., 2004; Zivanovic et al., 2005; Aider, 2010).

O mecanismo exato da acdo antimicrobiana da quitina, do quitosano e dos seus derivados
ainda nao é totalmente conhecido mas varias abordagens tém sido propostas para explicar tal
fenémeno (Fig. 1.3), tais como: a) as moléculas NH®* positivamente carregadas do quitosano
interagem com as membranas carregadas negativamente da bactéria alterando a
permeabilidade das células, causando disrupcdo e a morte celular; b) o quitosano inibe o
crescimento microbiano através da quelac@o de nutrientes e metais essenciais; c) o quitosano
forma uma membrana polimérica na superficie da célula impedindo que os nutrientes entrem
na mesma; d) o quitosano atua como uma barreira ao oxigénio que pode inibir o crescimento
de bactérias aerbbias (Zivanovic et al., 2005 ; Hosseinnejad e Jafari, 2016).

A atividade antibacteriana € um processo complicado que difere entre bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas devido as diferentes caracteristicas da superficie celular (Kong et al., 2010).
Nas bactérias Gram-positivas, o principal constituinte da sua parede celular é o peptidoglicano,
tendo também uma pequena percentagem de proteina. A parede celular das bactérias Gram-
negativas, por outro lado, € mais fina, mas mais complexa e contém varios polissacaridos,
proteinas e lipidos, além do peptidoglicano (Elsabee e Abdo, 2013). Ainda néo é certo qual o

tipo de bactérias mais sensivel a esta atividade, ha estudos que afirmam que as bactérias
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Gram-positivas sdo mais sensiveis (No et al., 2002), enquanto h& outros autores que
observaram mais sensibilidade em bactérias Gram-negativas (Devlieghere et al., 2004; Younes
et al., 2014). Mesmo assim, é comumente reconhecido pela comunidade cientifica que as
leveduras e os bolores sdo 0s grupos mais sensiveis ao quitosano, seguindo-se as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Aider, 2010). O quitosano também exerce um efeito
antifingico suprimindo a esporulagéo e a germinacédo dos esporos. (Aider, 2010; Kong et al.,
2010).

Existem inmeros relatos sobre a poténcia antimicrobiana de diferentes tipos de quitosanos e
derivados, vindos de vérias fontes e testados em condi¢cbes diversas. Em muitos casos
observaram-se diferencas nos resultados obtidos, o que néo foi surpreendente, uma vez que a
atividade antimicrobiana in vitro do quitosano € influenciada por véarios fatores intrinsecos e
extrinsecos, relacionados tanto com o préprio quitosano (tipo, peso molecular, grau de
desacetilagao, viscosidade, solvente e concentracdo) como com condigcbes ambientais (tipo de
micro-organismo em teste, estado fisiolégico do meio de cultura bacteriana, pH, temperatura,

forca iénica, i6es metdlicos, EDTA, matéria organica), respectivamente (Raafat e Sahl, 2009).
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Fig. 1.3 Representagéo esquematica de mecanismos antimicrobianos do quitosano e dos seus derivados
(adaptado de Hosseinnejad e Jafari, 2016)
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1.2.1.1 FATORES INTRINSECOS QUE AFETAM A ATIVIDADE

ANTIMICROBIOLOGICA

A estrutura policatiénica do quitosano desempenha um papel fundamental na sua atividade
antimicrobiolégica (Damian et al.,, 2005). O grau de desacetilacdo (GD) é uma das
caracteristicas mais importantes do quitosano, pois este determina o conteddo de grupos
amina livres no polissacarido, diferenciando-o da quitina, sendo que quanto maior for o grau,
maior vai ser a densidade de carga positiva e consequentemente a solubilidade (Damian et al.,
2005). Estes dois fatores sédo importantes para a adesao do quitosano as células das bactérias,
sabendo que uma maior densidade de carga positiva leva a que haja uma forte interacao
eletroestatica. Por conseguinte, verifica-se que graus de desacetilagdo maiores demonstram
uma atividade antimicrobiana mais eficaz (Aider, 2010; Kong et al., 2010).

O quitosano pode ser distinguido pelo seu peso molecular em, quitosano de alto peso
molecular, quitosano de baixo peso molecular e oligoquitosano (quitosano de cadeia curta). O
quitosano de alto peso molecular ndo consegue atravessar a membrana celular, portanto
acumula-se na sua superficie, fazendo com que bloqueie o transporte de nutrientes para a
célula dando origem a lise celular. Por outro lado, as moléculas de quitosano dissociadas em
solugdo, com um menor peso molecular, podem ligar-se ao DNA e inibir a sintese de mRNA ao
penetrar os nicleos dos micro-organismos (Hosseinnejad e Jafari, 2016). Quitosanos de menor
peso molecular tém melhor atividade antimicrobiana que os quitosanos de maior peso
molecular. Este comportamento pode ser explicado pelo motivo do primeiro ser mais solGvel
em meios aquosos que o segundo e esta solubilidade é de extrema importancia para reagir
com os locais ativos do micro-organismo alvo, mas ha que ter em atencdo que pesos
moleculares muito baixos tém muito pouca ou nenhuma atividade antibacterial e antifingica
sendo necessario um grau de polimerizacdo de pelo menos sete unidades basicas de
glucosamina (Aider, 2010).

Recentemente, Younes et al., (2014) demonstraram que a atividade antibacteriana melhorou
para as bactérias Gram-negativas com o decréscimo do peso molecular, enquanto que o efeito
oposto foi observado com bactérias Gram-positivas. Relativamente a atividade antifiingica, a
influéncia das caracteristicas do quitosano foi dependente do tipo de fungo. No mesmo estudo,
o crescimento fangico diminuiu com o aumento do peso molecular para o F. oxysporum e com
0 decréscimo dos graus de acetilagdo para o A. solani, mas ndo foram observadas
dependéncias de peso molecular e graus de acetilagdo para o Aspergillus niger. Este estudo
demonstrou que ainda nao estd completamente explicito qual a influéncia do tipo de micro-
organismo na atividade antimicrobiol6gica do quitosano. A macromolécula de quitosano
contém uma grande quantidade de grupos amina e hidroxilo que lhe conferem a capacidade de
formar complexos metalicos (Hosseinnejad e Jafari, 2016). Normalmente, a estrutura dos
complexos quitosano-metal depende da relagdo molar entre o quitosano e o ido metalico, peso

molecular, grau desacetilacdo e condicdes de preparacédo (Hosseinnejad e Jafari, 2016). Wang
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et al., (2004) caracterizaram cinco complexos de quitosano-zinco com diferentes teores de
zinco, verificando que complexos com diferentes teores de zinco tinham uma estrutura
molecular diferente. As atividades antimicrobianas in vitro dos complexos foram avaliadas
contra 11 espécies de bactérias e fungos. Os complexos mostraram um amplo espectro de
atividades antimicrobianas eficazes, que foram de 2-8 vezes e 4-16 vezes mais elevadas do
gue as do quitosano e sulfato de zinco, respectivamente, e melhoraram com o aumento do teor
de ibes de zinco. Para além disto o estudo mostrou que os complexos tinham uma melhor
actividade antibacteriana do que a actividade antifingica, e mostraram excelentes resultados
particularmente contra E. coli e Corynebacterium.

A atividade antimicrobiolégica do quitosano pode ser potenciada com a incorporacao de 6leos
essenciais (OE) (Zivanovic et al., 2005). Esta incorporacdo de OE tem ganho especial interesse
devido as propriedades bactericidas, fungicidas e antioxidantes associadas. Os terpenos e 0s
compostos fendlicos sdo os responsaveis maioritarios pelos efeitos antimicrobianos dos OE, se
bem que a sua atividade antimicrobiana total ndo pode ser atribuida apenas a mistura dos
principais componentes que tém esta capacidade (Sanchez-Gonzalez et al., 2011a). Os OE
sao misturas complexas de numerosas moléculas, e os seus efeitos bioldgicos séo o resultado
de um sinergismo de todos os (Hosseinnejad e Jafari, 2016). Os terpenos tém a capacidade de
penetrar a estrutura lipidica da membrana celular das bactérias, levando a desnaturacdo das
proteinas e a destruicdo da membrana celular (Turina et al., 2006). Apesar do grande potencial
dos Oleos essenciais, 0 seu uso na preservacdo de alimentos permanece limitado
principalmente devido ao seu aroma intenso e a problemas de toxicidade (Sanchez-Gonzalez
et al., 2011a). Para minimizar as doses requeridas é necessario entdo um veiculo de transporte
como os biofilmes de quitosano. A principal vantagem desta tecnologia é que a taxa de difusédo
do agente antimicrobiano/antioxidante pode ser retardada, mantendo assim altas
concentragdes dos compostos ativos na superficie do produto (onde a contaminacdo existe)
durante periodos prolongados de tempo (Sanchez-Gonzalez et al., 2011a). Outras limitagcdes
do uso dos Oleos essenciais como agentes antimicrobianos incorporados numa matriz
polimérica sdo a sua baixa estabilidade térmica e alta volatilidade (Efrati et al., 2014). Nos
resultados apresentados por Zivanovic et al., (2005), filmes de quitosano puro reduziram a L.
monocytogenes em 2 logs, enquanto filmes enriquecidos com 1% e 2% de 6leo de orégao o
ndmero da L. monocytogenes foi reduzido entre 3,6 e 4 logs e a E. coli em 3 logs. Também
Ojagh et al., (2010) mostraram uma excelente compatibilidade entre o OE de canela e o
quitosano. A sua incorporacdo melhorou a capacidade antibacteriana do biofilme, sendo este
uma boa alternativa para o revestimento de alimentos altamente pereciveis, como peixes e

aves.
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1.2.1.2 FATORES EXTRINSECOS QUE AFETAM A ATIVIDADE

ANTIMICROBIOLOGICA

O quitosano é policatiénico a pH inferior a 6 e interage de imediato com substancias
carregadas negativamente, tais como as proteinas, acidos gordos, &cidos biliares e
fosfolipidios devido a alta densidade de grupos amina presentes no biopolimero (Hosseinnejad
e Jafari, 2016). Demonstra assim um efeito inibidor mais forte para pH mais baixo, com esta
atividade a diminuir com o aumento do pH, tal como demonstraram Younes et al., (2014). O
facto do quitosano ndo permanecer bactericida a pH 7 pode ser devido a diminuicdo grupos
amina carregados positivamente bem como a fraca solubilidade do quitosano (Kong et al.,
2010).

A alternancia da forga iGnica num meio pode perturbar a atividade antimicrobiana do quitosano,
provavelmente causada por dois mecanismos: primeiro, o aumento de ifes metalicos,
especialmente ides divalentes, pode atenuar a capacidade quelante eficaz do quitosan; em
segundo lugar, juntamente com o quitosano policatiénico, os catifes existentes no meio podem
interagir competitivamente com o0s componentes negativos que dominam a parede celular da
bactéria, consequentemente enfraquecendo a actividade antimicrobiana (Kong et al., 2010).
Mas os resultados quanto ao efeito da forca i6nica sobre a atividade do quitosano ainda séo
contraditorios. Enquanto Chung et al., (2003) propdem que uma forga i6nica mais elevada pode
aumentar a solubilidade do quitosano e assim aumentar a sua atividade antibacteriana,
independentemente do tipo de cultura em teste, Tsai e Su (1999) sugerem que a presenca de
ides de sddio reduzem a atividade contra a E. coli.

Para aplicacdes comerciais, seria pratico preparar grandes quantidades de solucdes de
quitosano e armazena-las para utlizacdo posterior. Durante o0 armazenamento, as
caracteristicas especificas do quitosano, viscosidade ou peso molecular podem ser alteradas
(Kong et al., 2010). Desse modo, a viscosidade alterada de uma solucdo de quitosano deve ser
monitorizada uma vez que pode influenciar outras propriedades funcionais da solucdo (Kong et
al.,, 2010). A estabilidade das solu¢des de quitosano e a sua atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes e S. aureus) e Gram-negativas (Salmonella
enteritidis e E. coli) foram investigadas a 4° C e 25° C ap0s 15 semanas de armazenamento
(No et al., 2006). Geralmente, as solugcbes de quitosano antes do armazenamento
apresentaram maior atividade antibacteriana do que aquelas ap6s 15 semanas de
armazenamento. As solucBes de quitosano armazenadas a 25° C possuiam atividade
antibacteriana paralela ou mais fraca em comparacdo com aquelas a 4° C. Noutro estudo, a
suscetibilidade da E. coli ao quitosano aumentou com o0 aumento da temperatura de 4 a 37° C
(Tsai e Su, 1999), sugerindo que o stress a baixa temperatura era capaz de alterar a estrutura
da superficie celular de forma a diminuir o niumero de locais de ligagdo a superficie (ou
eletronegatividade) para derivados de quitosano.

Jodo Ricardo Afonso Pires 12



Desenvolvimento de biofilmes para a industria alimentar

1.2.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes, sdo definidos como substancias que, quando presentes em baixas
concentracdbes em comparagcdo com o0s substratos oxidaveis, atrasam ou inibem
significativamente a oxidacdo desses substratos, podendo atuar em diferentes niveis numa
sequéncia oxidativa (Wan et al., 2013).

As reacdes oxidativas nos alimentos representam um processo de deterioracé@o grave, levando
a um desperdicio significativo. Estas promovem a descoloracdo e o desenvolvimento de
rancididade e de aromas, afetando negativamente o aspeto, o valor nutricional e a qualidade
dos géneros alimenticios (Talén et al., 2017). Para superar estes problemas, a industria
alimentar utiliza frequentemente antioxidantes sintéticos, com propriedades para a saude
duvidosas, para evitar estes processos indesejaveis (Talon et al., 2017). Atualmente, os
antioxidantes mais utilizados na inddstria alimentar sdo o hidroxianisol butilado (BHA) e o
hidroxitolueno butilado (BHT) (Siripatrawan e Harte, 2010). Embora estes antioxidantes
sintéticos possam ser efetivamente utilizados em embalagens alimentares ativas devido a sua
elevada estabilidade, baixo custo e eficiéncia, existem preocupacdes significativas relacionadas
com 0s seus aspetos toxicolégicos. Além disso, 0 uso de antioxidantes sintéticos esta sob
estrita regulamentacdo devido ao risco potencial para a salude causado por tais compostos
(Siripatrawan e Harte, 2010).

O facto de os consumidores exigirem cada vez mais a ndo utilizagdo de produtos quimicos em
produtos alimentares minimamente processados, tem feito com que seja dada mais atencéo a
procura de substancias naturais capazes de atuar como antioxidantes alternativos (Ponce et
al., 2008). A incorporacgdo dessas substancias em embalagens antioxidantes € uma alternativa,
sendo considerada como um dos sistemas de embalagens ativas mais promissores (Wan et al.,
2013).

O quitosano para além da atividade antimicrobiana também possui uma atividade antioxidante
intrinseca (Siripatrawan e Harte, 2010), mas esta atividade nédo é significativa (Kanatt et al.,
2008). Quando utilizado como aditivo alimentar, a atividade antioxidante do quitosano é
geralmente atribuida a sua eficiéncia de quelacdo, uma vez que, ao se ligar com os ides
metélicos, o quitosano impede a iniciagdo da oxidacdo dos lipidos, atuando como um
antioxidante secundario (Schreiber et al., 2013). Além disso, devido a baixa permeabilidade ao
oxigénio, as peliculas e os revestimentos de quitosano reduzem a taxa de oxidacdo dos
alimentos embalados simplesmente ao impedir o seu contacto com o oxigénio (Schreiber et al.,
2013). Existe a possibilidade de melhorar a propriedade antioxidante das peliculas de
quitosano, incorporando por exemplo com agentes antioxidantes, como 0s 0leos essenciais
(Siripatrawan e Harte, 2010). Os compostos fendlicos presentes nos 6leos essenciais podem
terminar as reacdes de propagacédo, induzidas pelos intermediéarios de radicais livres, por
reacdo quer diretamente com o radical livre ou prevenindo que os hidroperéxidos se

decomponham em radicais livres (Talén et al., 2017).
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Os alimentos musculares, como a carne, tém uma baixa estabilidade oxidativa e sdo muito
suscetiveis ao ranco durante a producdo e o armazenamento (Kanatt et al., 2008). Estudos
demonstram que o quitosano misturado com extrato de alecrim previne a oxidacao lipidica em
salsichas (Georgantelis et al., 2007a) e hamburgueres de carne de bovino (Georgantelis et al.,
2007b). Kanatt et al., (2008) demonstraram também a capacidade antioxidante do quitosano
misturado com extrato de horteld em salame de porco e Giatrakou et al., (2010) obteve bons

resultados na combinagéo de quitosano com 6leo de tomilho em carnes de aves de capoeira.

1.3 BIONANOCOMPOSITOS

A procura por materais com novas propriedades, sejam elas opticas, eletronicas e mecanicas,
desperta sempre muito interesse. Neste sentido surgiram os denominados compdsitos. Tais
sistemas constituem uma classe de materiais constituidos por duas ou mais fases distintas,
separadas entre si por uma interface, e exibem propriedades Unicas, as quais ndao sao
possiveis de serem obtidas a partir dos seus componentes individuais (Darder et al., 2007).
Quando pelo menos uma das fases constituintes do compdésito possui dimensdes na escala
manométrica (< 100 nm), o material € denominado de nanocompdésito (Frisch e Mark, 1996).

Os trabalhos na area dos nanocompdésitos poliméricos emergiu nos Ultimos anos. A perspectiva
de uma nova tecnologia de materiais que pode funcionar como uma alternativa de baixo custo
para compoésitos de alto desempenho para aplicacbes que vado da inddstria automoével as
embalagens de alimentos tornou-se irresistivel para investigadores de todo o mundo (Rhim,
2007). Um nanocomposito polimérico € um material hibrido que consiste numa matriz
polimérica reforcada com uma fibra ou particulas com uma dimensao na escala manométrica
(Utracki et al., 2007). Devido as particulas de tamanho nanométrico dispersas na matriz
polimérica, os nanocompdésitos exibem propriedades mecanicas, térmicas, opticas e fisico-
guimicas melhoradas em relacdo aos compdsitos puros de polimero ou convencionais. Estes
incluem aumento no médulo de for¢ca, diminuicdo da permeabilidade ao gas, aumento do
solvente e resisténcia ao calor e diminuicdo da inflamabilidade (Rhim, 2007).
Consequentemente, o reforco dos biopolimeros com camadas de silicatos, tem por fim
melhorar certas propriedades, mantendo a sua biodegradabilidade (Schmidt et al., 2002). Estes
aprimoramentos das propriedades dos materiais dos biofilmes nanocompésitos em
comparagdo com 0s biopolimeros puros podem ser alcangados sem a necessidade de
processamentos ou pds-tratamentos adicionais e aumentos de custos (Schmidt et al., 2002).

Os nanocompoésitos de polimero-argila pertencem a uma classe de materiais hibridos
compostos por materiais poliméricos organicos e nanoparticulas de argila. A Montmorillonite
(MMT), hectorite e saponite sdo os silicatos em camadas mais frequentemente combinados
com materiais poliméricos para formar nanocompdésitos (Ray e Okamoto, 2003). O MMT € um
mineral de argila constituido por folhas de silicato empilhadas em formato semelhante a placas.
Com uma alta area de superficie (700-800 m?/g) e espessura de cerca 1 nm, as nanoparticulas

de MMT desempenham um importante papel no aprimoramento das propriedades mecéanicas e
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fisicas dos materiais compésitos. Quimicamente, o MMT consiste em 2 folhas tetraédricas de
silicato fundido que emparelham uma folha octaédrica (Fig. 1.4) (Rhim, 2007). Dentro do MMT
existem varias categorias, sendo que a usada neste trabalho é a Cloisite®Ca** (MMTCa). O
MMTCa é uma bentonite natural, projetada para ser usada como um aditivo para plasticos e
borrachas com o objetivo de melhorar varias propriedades fisicas, tais como reforco mecéanico,
coeficiente de dilatacdo térmica e propriedades de barreira (Koo, 2016). A montmorilonita
calcica é hidrofilica como a maioria dos outros minerais de argila. Aumenta a absor¢do de
agua, o que aumenta muito o seu volume. A 4gua penetra nos espagos moleculares entre

aspas e a variacao no nivel de inchago é possivel em varias classes (Uddin, 2008).

Fig. 1.4 Estrutura quimica da montmorilonita (adaptado de Ray e Okamoto, 2003)

Quando as nanoparticulas de argilas de silica em camada sdo misturadas com um polimero,
normalmente podem ser obtidos 3 tipos de compdsitos: i) estruturas imisciveis, ii) intercaladas
e iii) esfoliadas (Fig. 1.5). Nas estruturas imisciveis, as particulas de argila séo dispersas dentro
da matriz da argila e as camadas ndo se separam. A mistura do polimero com as argilas sao
compositos em microescala, sendo que a argila serve apenas para enchimento. As estruturas
intercaladas e esfoliadas produzem um compdsito em nanoescala ideal. Num nanocompdsito
intercalado, muitas vezes uma Unica cadeia de polimero fica entre as camadas da argila, mas o

sistema permanece bastante bem ordenado e empilhado. Num nanocompésito esfoliado, as
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camadas de silicato estdo completamente deslaminadas umas das outras e ficam bem
dispersas. Este Ultimo nanocompdsito € o que exibe as melhorias mais significativas nas
propriedades mecénicas. A formacao de estruturas intercaladas ou esfoliadas depende do tipo

de argila utilizada e das condi¢cdes de processamento (McGlashan e Halley, 2003).

= e

Layered silicate Polymer
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{microcomposite) (nanocomposite) (nanocomposite)

Fig. 1.5 Tipos de estruturas compositas de materiais poliméricos com camadas de argilas de silicatos
(adaptado de McGlashan e Halley, 2003)

Muitos estudos com nanocompdsitos a base de biopolimeros e MMT tém sido investigados nos
ultimos anos e, em geral, tém sido verificadas melhorias em véarias propriedades,
principalmente mecanicas, térmicas e de barreira, tais como, Sothrnvit et al., (2010) que
concluiram que a resisténcia a tragcdo e o alongamento na rutura de nanocompdsitos a base de
isolado proteico de soro de leite com adicdo de MMT ou MMT organicamente modificada, ndo
sofreram alteracbes com o aumento da concentracdo das nanoparticulas. Além disso, a
permeabilidade ao vapor de 4gua de todos os nanocompésitos foi significativamente menor do
gue a permeabilidade dos filmes sem MMT. Abdollahi et al., (2012a), por sua vez, avaliaram o
efeito da adicdo de MMT e Gleo essencial de alecrim sobre a matriz polimérica de quitosano. A
incorporagdo de MMT nos niveis testados (1 a 5% w/w), além de melhorar a capacidade de
retengdo de agua, diminuiu a permeabilidade e a solubilidade dos filmes em mais de 50%.
Além disso, os autores observaram melhorias nas propriedades mecanicas de resisténcia a
tracdo e elongamento na rutura. Dias et al., (2014) também estudaram o efeito da incorporacgao

de MMT em filmes de quitosano e os resultados indicaram que a incorpora¢do da nanoparticula
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resultou em filmes com menor permeabilidade, maior hidrofobicidade e menor humidade.
Filmes a base de metilcelulose, carvacrol e MMT foram avaliados por Tun¢c e Duman (2011).
Segundo esses autores, o aumento na concentracdo de MMT promoveu o decréscimo da
libertacdo de carvacrol dos filmes a 25° C. Esse resultado indica a capacidade das
nanoparticulas em controlar a libertagdo de compostos ativos, o que € desejavel do ponto de
vista da estabilidade do filme ao longo da vida util do alimento embalado. Alteragcdes na
espessura e opacidade, bem como melhoria na estabilidade térmica dos biofilmes também
foram observadas.

Sendo assim, como 0s materiais a base de biopolimeros apresentam iniUmeras aplicacdes e a
adicdo de MMT melhora essas propriedades e, consequentemente o potencial de aplicacéo
industrial desses materiais, estudos com o objetivo de entender melhor as interacdes entre
polimeros e MMT devem ser conduzidos, permitindo assim uma melhor compreensao do

potencial de aplicacdo desses biofilmes na industria alimentar.

1.4 OBJETIVO DO TRABALHO

Esta tese de mestrado tem por objetivo o estudo e caracterizacdo de biofilmes de quitosano
incorporados com um tipo de nanoargilas, Cloisite®Ca*™ (MMTCa), e também com Oleos
essenciais de alecrim e gengibre, tendo-se avaliado diversas propriedades dos
bionanocompositos (propriedades o6ticas, humidade, swelling e solubilidade, propriedades
mecanicas e analises de migracdo). Pretende-se saber quais as interagdes que a nanoargila
estudada (MMTCa) tem com o0 quitosano, assim como o efeito nos bionanocompdsitos
resultante da incorporacdo dos Oleos essenciais. Foi igualmente estudada a aplicacdo dos
bionanocompésitos desenvolvidos numa matriz alimentar (carne de frango), tendo-se avaliado,
na carne, as suas caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez, humidade e cinzas, indice de
substancias reativas ao éacido tiobarbitlrico e cor) assim como o grau de contaminacdo
microbioldgica (contagens de micro-organismos viaveis totais e coliformes totais), de modo a

verificar quais os efeitos da aplicagcdo dos biofilmes na carne.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS E REAGENTES

O quitosano de alto peso molecular foi comprado na Sigma Aldrich (Alemanha) e a nanoargila
MMT Cloisite®Ca++ foi comprada na BYK-Chemie (Alemanha). Dois 6leos essenciais da
Biover (Bélgica) foram comprados num mercado local: Gengibre (Zingiber officinale Roscoe) e
Alecrim (Rosmarinus officinalis L. ct. camphor). As solucdes reagentes utilizadas para andlises
de migracao, Folin-Ciocalteu e Carbonato de Sédio foram adquiridas na Panreac AppliChem
(Espanha) enquanto que a solucdo de DPPH foi adquirida na Sigma Aldrich (Alemanha). Acido
acético glaciar, etanol 95%, glicerol e tween 80 foram comprados na Alfa Aesar (Alemanha). A

agua usada foi purificada utilizando um sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA).

2.2 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

2.2.1 PREPARACAO DO FILME

A preparacdo da suspenséao filmogénica (SF) de quitosano foi preparada de acordo Souza et
al., (2017). A SF foi preparada dissolvendo 1,5% (m/v) de quitosano numa solugéo de 1% (v/v)
de acido acético glaciar em constante agitacdo usando uma placa de agitagdo magnética
durante 24 horas a temperatura ambiente. Apés o quitosano estar totalmente dissolvido, foi
adicionado glicerol na proporcdo de 30% (m/m quitosano) juntamente com 2,5% de
Cloisite®Ca*™ (m/m quitosano). A exfoliagdo da nanoargila foi feita através de métodos
mecanicos (3 ciclos em banho de ultrassons (Selecta, Barcelona, Espanha) durante 15 minutos
intercalado com agitacdo em ultra-turrax® (Model IKA®T18, Alemanha) durante 5 minutos). O
OEA e o OEG foram incorporados antes do ultimo ciclo de agitacdo na proporcédo de 0,5%, 1%
e 2%. Para que os 6leos tenham uma melhor incorporacdo no filme foi adicionado um
emulsificador tween 80 na propor¢do 0,2% (m/v 6leo essencial). Apds a solugdo filmogénica
estar completamente homogeneizada, esta é vertida em formas retangulares de vidro (18x25
cm). Biofimes de quitosano com e sem adicdo de MMT, sem incorporagdo dos Oleos
essenciais, foram utilizados como tratamento controlo. A secagem dos filmes fez-se em sala

ventilada com ventoinha rotativa durante 3 dias.

2.2.2 PREPARAGCAO DA CARNE
A carne de aves fresca picada foi comprada num supermercado local, tendo sido
selecionadas as embalagens que apresentavam um maior prazo de validade. Para a
experiéncia, 30g de carne foi embalada nos biofilmes produzidos (5x18 cm) e armazenada em
caixas plasticas com tampa roscada sob refrigeracao (5 °C + 2 °C) até 15 dias. Além dos
biofilmes sem incorporacao dos dleos essenciais, também serd considerado um tratamento
controlo da carne sem filme, ou seja, carne picada acondicionada nas caixas plasticas, para

simular a condicdo maxima oxidativa. A carne foi avaliada nos tempos 0, 3, 7, 10 e 15 dias de
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armazenamento quanto as caracteristicas fisicas e quimicas (pH e acidez, cinzas e humidade,
indice de TBARS e cor) e contagem de microorganismos totais viaveis e coliformes totais),

sendo que as metodologias estdo descritas no ponto 2.4.

2.3 CARACTERIZAGCAO DO BIOFILME

2.3.1 MEDICAO DA ESPESSURA

A espessura das amostras foi medida utilizando um micrémetro digital (0,001 mm, Mitutoyo,
Japan). As medidas foram efetuadas em 10 pontos diferentes da amostra, sendo que a média

destes valores foi usada para calculos noutras propriedades (Souza et al., 2017).

2.3.2 PROPRIEDADES OPTICAS

2.3.2.1 COR SUPERFICIAL
A cor do filme foi obtida através da medicdo das coordenadas CIE-L*a*b* (onde o L* é
0 para preto e 100 para branco, os valores a* indicam a cromaticidade do verde (-60) ao
vermelho (+60), e o pardmetro b* indica a cromaticidade do azul (-60) ao amarelo (+60) das
amostras utilizando um colorimetro CR 410 (Minolta Co., Tokyo, Japdo) com fonte de luz D 65,
e angulo visual de 10°. As coordenadas Chroma (c*) e angulo (hue) foram calculadas utilizando
as equacdes (2.1)-(2.3), respetivamente. As medicdes foram retiradas sobre fundos brancos

padronizados (Souza et al., 2017; Pastor et al., 2013).

¢ = (a*? + b*)1/? (2.1)

hue = arctan (Z—) (sea” > 0) (2.2)
b* .

hue = arctan (a—) + 18092 (sea” < 0) (2.3)

2.3.2.2 OPACIDADE E TRANSPARENCIA
A opacidade do filme foi calculadade de acordo com a equacao (2.4) seguindo o método de
Park e Zhao (2004) através da leitura direta da absorvancia de amostras retangulares de cada
tratamento a 600 nm num espectrofotbmetro UV/VIS (Modelo Spekol 1500, Analytikjena,

Alemanha).

, _ bsorvancia 600
Opacidade (mm™1!) = —— 2270 (2.4)

espessura da amostra (mm)
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A transparéncia dos filmes foi determinada fazendo um espectro de varredura
(comprimentos de onda entre 190 e 900 nm) de cada amostra usando o
espectrofotometro (Model Spekol 1500, Analytikjiena, Alemanha). As medic6es foram
feitas considerando o ar como referéncia e os resultados foram expressos em

percentagem de transmitancia (Souza et al., 2017).

2.3.3 HUMIDADE, SWELLING E SOLUBILIDADE

Estas analises foram realizadas segundo Pastor et al., (2013) e Peng e Li (2014). Pedacos de
cada tipo de biofilme foram cortados num retangulo (2x2 cm) e pesados (com uma precisdo de
0,0001 g) numa balanca analitica (Mettler Toledo AB204, Suica), sendo este o peso registado
como inicial (M1). As amostras foram entdo secas numa estufa convencional (WTB binder,
Alemanha) a 70° C durante 24 horas para se obter a massa seca inicial (M2). ApOs essa
medida, as amostras dos biofilmes foram colocadas em caixas de Petri contendo 30 mL de
agua Milli-Q, tapadas e armazenadas durante 24 horas a temperatura ambiente (25° C + 2° C).
Apbs essas 24 horas, a agua restante (ndo absorvida pelas amostras dos biofilmes) foi deitada
fora e as amostras foram secas superficialmente com papel de filtro, tendo sido registada nova
pesagem (M3). Por fim, cada amostra foi novamente seca na estufa a 70° C durante 24 horas
para determinar a massa seca final (M4). Foram realizadas duas medidas para cada amostra
de filme para ser calculado o valor médio dos parametros. Estes trés pardmetros foram
calculados utilizando as equagbes (2.5)-(2.7).

(M1-M2)

Humidade (%) = T

«100 (2.5)

(M2—-M4)
M2

Solubilidade (%) = * 100 (2.6)

_ (M3-M2)
T M2

Swelling (%) %100 @.7)
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2.3.4 PROPRIEDADES MECANICAS

As propriedades mecénicas (modulo de elasticidade (ME), resisténcia a tracdo (RT) e
percentagem de alongamento na rutura (%E)) foram determinads de acordo a ASTM D882-12
(ASTM, 2012). 5 tiras de cada filme (150x 25,4 mm) foram colocadas individualmente nas
garras com uma célula de carga de 0,5 kN (Autograph Shimadzu, Australia), um comprimento

do calibre inicial de 50 mm e esticado a uma velocidade de 50 mm/min até a rotura.

2.3.5 ANALISES DE MIGRACAO

A quantificacdo in vitro da difusédo dos compostos antioxidantes dos biofilmes ao logo do tempo
sera realizado por meio de teste de difusdo utilizando uma solucdo de 95% de etanol (meio
simulante de alimentos gordurosos). Para este propdésito um pequeno pedaco de cada biofilme
(2,4 cm?) foi colocado em frascos que continham 4 mL do meio simulante e posteriormente
postos a incubar numa estufa a 37°C + 2°C. As amostras foram avaliadas para diferentes
tempos de incubagédo, 12 horas, 1, 2, 4, 7 e 10 dias. Para cada amostra foram efetuadas duas
repeticdes (Lopez-de-Dicastillo et al., 2012).

2.3.5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A atividade antioxidante dos filmes foi medida através da determinacao “in vitro” do efeito de
eliminacao de radicais livres no radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), seguindo o método
descrito por Brand-Willians et al., (1995). Em tubos de ensaio juntou-se 1 mL do meio
simulante (onde esteve o biofilme) a 3 mL da solugdo metandlica de DPPH 60 uMol e ficaram a
incubar a temperatura ambiente (25° C + 1° C) no escuro durante 20 minutos. A quantificacédo
desta atividade foi realizada através da leitura da absorvancia no comprimento de onda de 517
nm num espectrofotometro UV/VIS. 1 mL de etanol 95% foi utilizado como controlo. A

percentagem de inibicdo sera calculada usando a equacéo 2.8.

(Abscontrolo— AbSamostra) x 100 (2.8)

% Inibicao =
¢ Abscontrolo

2.3.5.2 CoMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
O contelido de compostos fendlicos totais que migraram dos filmes de quitosano para 0 meio
simulante foi determinado de acordo o método de Folin-Ciocalteu descrito por Siripatrawan e
Harte (2010) com ligeiras modificac6es. Resumidamente, 1 mL do meio simulante onde esteve
o biofilme) foi misturada com 3 mL de agua destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu.
A mistura esteve a incumbar por 6 minutos a temperatura ambiente antes de ser adicionado
0,75 mL de carbonato de sodio. A mistura foi a incubar no escuro durante 1 hora a temperatura
ambiente (25° C £ 1° C). A absorvancia da mistura foi medida num comprimento de onda de

765 nm usando um espectrofotometro UV/VIS. Para constru¢do da curva analitica sera
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utilizado acido galico (0-200 mg.L?) em diferentes concentracdes e o resultado expresso em

acido galico equivalente (mg de AGE.L™Y).

2.4 CARACTERIZACAO DA CARNE

2.4.1 CoOR DA CARNE

A andlise serd conduzida de acordo com a escala de cor CIELab, utilizando o colorimetro
Minolta com fonte de luz D 65, e angulo visual de 10°. As medidas da cor foram efetuadas 3
vezes e 3 pontos distintos da carne para efeitos de média. Para além do angulo de Hue (ja
descrito pelas equacdes (2.2) e (2.3)), um novo parametro foi avaliado, variagdo da cor (AE)

(Kaewprachu et al., 2015).Este novo parametro tém como equacao (2.9), respetivamente.

AE =./(L—L*)%+(a—ax)?2+ (b—b=x)? (2.9)

2.4.2 PHE ACIDEZ TOTAL TITULAVEL

Tanto o pH como a acidez foram determinados de acordo com o método descrito em
Lutz (2008). 5 g de carne foi homogeneizado em 50 mL de agua Milli Q (Milipore) previamente
aquecida até 40° C durante 15 minutos em agitacdo, posteriormente, o pH foi determinado num
medidor de pH digital (Crison micropH 2001, Espanha) pela imersao direta do elétrodo. A
acidez total titulavel foi determinada através de uma titulagdo com solucdo NaOH 0,1N até a
amostra ter apresentado uma coloragdo rosa, tendo sido utilizado fenolftaleina 0,1% como

indicador, e os resultados expressos como gramas de acido 6leico por 100g de carne.

Acidez Total Titulivel = (Vomme (NaOH ml)*o'l*zg'z)

Peso da Carne

(2.10)

2.4.3 HUMIDADE E CINZAS
A determinacdo da humidade e das cinzas da carne segue a metodologia adoptada em
Lutz (2008) e Fernando (1996, 2015). 2g de carne foram pesadas e colocadas em cadinhos,
tendo estado posteriormente 12 horas numa estufa a 105° C. As amostras de 7 e 15 dias
estiveram ainda mais 2 horas na mufla a 550° C. Os valores das humidades e cinzas (em

matéria fresca) foram retirados através das equacdes (2.11) e (2.12) respetivamente.

(Peso Capsula+Peso da Carne)—(Peso ap6s Estufa)

% Humidade = ( ) +100 2.11)

(Peso Capsula+Peso da Carne)—(Peso da Capsula)
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(Peso apdés Mufla)—(Peso da Capsula)

% Cinzas = ( ) +100 (2.12)

(Peso Capsula+Peso da Carne)—(Peso da Capsula)

2.4.4 OXIDACAO LipiDICA (ENSAIOS DE TBARS)

O grau oxidativo das amostras sera determinado por meio da medida do TBARS, segundo
Rosmini et al., (1996). Amostras de 5 g de carne serdo pesadas em erlenmeyers e
adicionados 10 mL acido tricloroacético (TCA) 7,5% (m/v). Os tubos serdo submetidos a
agitacdo por 1 hora. Os sobrenadantes serdo filtrados em papel de filtro qualitativo e 5 mL do
filtrado serdo combinados com 5 mL de &cido 2-tiobarbiturico 0,02 M em tubos de ensaio, 0s
quais serdo levados a banho maria a 95 °C durante 30 minutos. Depois de arrefecidas em
agua, as amostras serdo levadas ao espectrofotémetro UV/VIS para leitura da absorvancia a
530 nm. A gquantificacdo de malonaldeido (MDA) sera feita a partir de curvas de calibragcéo
construidas com concentracbes conhecidas de MDA, utilizando-se 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(TEP). A curva sera montada utilizando-se 5 tubos contendo 5 mL de TCA e quantidades
crescentes, 10 a 50 pL, de TEP 102 M. Os resultados serdo expressos em mg de MDA/kg de

amostra.

2.4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A contaminacdo microbioldgica serd determinada através da contagem total de mesdfilos (ISO
4833-1:2013) e coliformes totais (ISO 4831:2006). Resumidamente, em frascos estéreis, 1 g da
carne serdo adicionados a 9 mL de agua de diluicdo estéril (solucdo 1% m/v de peptona e
8,5% m/v NaCl) e homogeneizadas por 30 segundos. Serdo feitas diluicbes seriadas, sob
condicdes de assepsia e inoculadas em caixas de Petri contendo 0os meios agar padréo para
contagem (plate count agar — PCA) e tubos contendo caldo verde brilhante, incubados a 30 + 2
°C por 72 h e 48 h , respectivamente para as andlises de contagem microrganismos totais

viaveis e coliformes totais.

2.5 ANALISE DE DADOS

Os dados serdao submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas utilizando-se o
teste Tukey no nivel de 5% de probabilidade com o auxilio do programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS), verséo 23, IBM.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DO BIOFILME

3.1.1 PREPARACAO E ESPESSURA DO FILME

Os filmes biodegradaveis foram produzidos com sucesso através do método de casting
resultando numa espécie de plastico homogéneo, predominantemente amarelado, flexivel e
sem variacdes significativas na espessura (59 + 16 um), apesar de esta apresentar um
aumento quando as nanoparticulas de argila e os 6leos sdo incorporados (43 £ 2 ym no
quitosano para um valor médio de 63 + 16 ym, nos filmes com argila e Gleos). As imagens
referentes aos biofilmes produzidos podem ser vistas em anexo (Anexos 1 a 4). A formacéo de
fortes interagcdes entre as nanoparticulas e as cadeias poliméricas, a penetragdo das
nanoparticulas entre as cadeias de quitosano, e a dispersdo uniforme de camadas exfoliadas
de MMT podem ser as razbes pelas quais as nanoparticulas ndo afetaram de maneira
significativa a espessura (Ghelejlu et al., 2016). O aumento da espessura dos biofilmes que
conttm OE e MMTCa deveu-se provavelmente & reducdo do alinhamento ordenado das
particulas, fazendo com que haja um aumento da distancia espacial dentro da matriz de
quitosano e diminuicdo da compacidade da matriz como resultado das intera¢des entre os

compostos fendlicos e o quitosano (Ghelejlu et al., 2016).

3.1.2 PROPRIEDADES OPTICAS
3.1.2.1 COR SUPERFICIAL

A cor dos biofilmes pode influenciar a aceitabilidade do produto por parte do consumidor (Ojagh
et al., 2010). Os resultados dos parametros da cor obtidos podem ser observados na tabela
3.1

Visualmente os biofilmes apresentaram uma cor entre o amarelo (valores positivos do
parametro b*) e o verde (valores negativos do parametro a*). A luminosidade praticamente nao
variou entre os biofilmes, mas mostrou uma perda de brilho (ndo significativa, p > 0,05) a
medida que se aumentou a concentracdo de OE (p > 0,05), principalmente com o 6leo de
gengibre. Esta diminuicdo de luminosidade mais acentuada no 6leo de gengibre também foi
observada por Souza et al., (2017). Visto que os resultados estédo todos perto de 100 (branco),
os biofilmes podem ser considerados brilhantes. Estes valores estdo de acordo com 0s
apresentados por Abdollahi et al., (2012a).
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Tabela 3.1 Resultados dos parametros da cor para os diferentes biofilmes produzidos.

Biofilme L* a* b* Chroma Angulo de Hue
Controlo Sem MMTCa 90,5+0,0% -1,9+0,0% 2,7+0,0¢ 3,3+0,0¢ 125402
Controlo Com MMTCa 90,8+0,22 -1,8+0,02 3,9+0,2¢ 4,3+0,24 115+1°
Ch-Al 0,5% Sem MMTCa 90,5+0,12 -1,9+0,02 3,840,1¢ 4,3+0,0% 116x0°
Ch-Al 1% Sem MMTCa 90,4+0,08b -1,9+0,02b 4,3+0,2bc 4,7+0,2¢de 114+1b
Ch-Al 2% Sem MMTCa 90,1+0,22 -2,2+0,0% 5,9+0,4° 6,3+0,4° 111+1P
Ch-Al 0,5% MMTCa 90,6+0,12b -1,7+0,02 4,5+0,1bc 4,8+0,1¢de 111+0bc
Ch-Al 1% MMTCa 90,4+0,08b -1,9+0,02b 5,8+0,3b 6,1+0,3°d 108+1bc
Ch-Al 2% MMTCa 90,0+0,32 -1,9+0,12 6,5+1,0% 6,8+0,9bcd 106+2°¢
Ch-G 0,5% Sem MMTCa 90,8+0,02 -1,8+0,02 4,9+0,2b¢ 5,2+0,2¢de 111+1°
Ch-G 1% Sem MMTCa 90,2+0,12b -2,0+0,02b 6,3+0,120 6,60,1bcd 108+0bc
Ch-G 2% Sem MMTCa 90,0+0,12 -2,0+0,02 6,8+0,220 7,1+0,2b¢ 107+0b¢
Ch-G 0,5% MMTCa 90,1+0,08b -2,0+0,02b 6,4+0,230 6,7+0,2bcd 108+0bc
Ch-G 1% MMTCa 89,6+0,22 -2,2+0,0% 8,8+0,4% 9,1+0,4° 104+1b¢
Ch-G 2% MMTCa 88,9+0,1° -2,4+0,2° 11,941,32 12,141,42 101+0°

a-e: Diferentes letras dentro da mesma coluna indicam diferengas significativas entre as formulagdes
(p<0,05). Ch = Quitosano; Ch-Al = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch-G = Quitosano com 6leo de

gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.

Para um estudo mais detalhado da cor dos biofilmes foram avaliados os pardmetros chroma e
angulo de Hue. O chroma é um parametro indicativo da intensidade da cor, enquanto que o
angulo de Hue estabelece uma relacdo entre a* e b* (Pastor et al., 2013).

Os valores do chroma variaram entre 3,3+0,2 e 12,1+1,4, sendo que a incorporacdo de OE
aumentou os respetivos valores em relacdo a amostra de controlo. A medida que se vai
aumentando a concentracdo de 6leo nos biofilmes verificou-se um aumento nos valores de
chroma, sendo este aumento significativo (p < 0,05) apenas entre 0 Ch+OEG de 1% e 2%. O
Oleo de gengibre mostrou ser o 6leo que atribuiu mais intensidade a cor dos biofilmes.
Perdones et al., (2014) também obtiveram valores maiores de satura¢do com a incorporacéo e
respetivo aumento da concentracdo de 6leo de folha de canela na matriz de quitosano.
Visualizou-se também que os biofilmes incorporados com MMTCa apresentaram valores de
saturac@o superiores, tendo sido este aumento significativo (p < 0,05) apenas para Ch+OEG
2%. De acordo com Pastor et al.,, (2013), as alteracdes Opticas observadas podem ser
atribuidas a formacéo de cristais dos compostos incorporados, que interferem na reflexao da
luz.

Os valores do angulo de hue variaram entre 101 e 125. Segundo os valores tabelados do
angulo de hue, entre 90 e 120, a coloracdo ainda é amarela, mas quando se aumenta esse
valor jA passa a ser considerado verde. A incorporacdo de OE nos biofilmes sem MMTCa
baixou significativamente (p < 0,05) o valor do angulo de Hue em comparac¢éo com o controlo.
Nos biofilmes com MMTCa os valores também diminuiram mas ndo significativamente (p >
0,05). O aumento da concentracdo do Oleo fez com que os biofilmes ficassem ligeiramente

mais amarelados, mas n&o mostrou ter influéncia neste parametro (p > 0,05). Os biofilmes sem
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MMTCa apresentaram valores de Hue mais elevados do que os biofimes com MMTCa,
apresentando assim uma cor mais esverdeada, sendo que s6 foi verificada uma alteracao
significativa (p < 0,05) entre os biofilmes controlo.

De acordo com Du et al, (2009), a cor dos biofiimes é diretamente influenciada pela
concentracdo de Oleo essencial que é adicionado. Tal como era de esperar a cor mais
amarelada revelada pelos biofilmes deve-se a cor amarela que os 6leos utilizados possuem.
Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Perdones et al., (2016) que demonstraram
gue a adicao de OE (tomilho e manjericdo) a matriz de quitosano diminuiu o valor do angulo de

hue e aumentou a saturagéo do filme (maior valor de chroma).
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Fig. 3.1 Valores médios do Chroma para os diferentes biofiimes produzidos
a-e: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulagbes (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com ¢leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.2 Comparacdo dos valores médios (com e sem MMTCa) de Chroma variando o tipo de 6leo

incorporado e a sua concentracdo

Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo de gengibre.
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Fig. 3.3 Valores médios do angulo de Hue para os diferentes biofilmes produzidos
a-c: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulagbes (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com ¢leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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3.1.2.2 OPACIDADE E TRANSPARENCIA

A luz, especialmente a luz ultravioleta, desempenha um papel importante no processo de
oxidacao, pois vai catalisar as reagbes quimicas que aceleram a deterioragcdo dos alimentos
(Marquez-Ruiz et al., 2014; Tian et al., 2013). Os biofilmes que vao ser aplicados nos alimentos
devem ter a capacidade de bloquear a luz ultravioleta, de modo a conferir uma protecéo extra
contra o processo de oxidagdo, aumentando assim a vida Gtil do produto embalado (Souza et
al.,, 2017). Para os biofilmes que véo ser aplicados em acondicionamento de alimentos, a
transparéncia € uma propriedade critica, uma vez que estes sdo usados como revestimento de
superficie ou para melhorar a aparéncia do produto, afetando a aparéncia geral e
consequentemente a aceitagdo do consumidor. E desejavel entdo que 0s compostos
incorporados ndo diminuam significativamente a transparéncia do filme (Souza et al., 2017).

A opacidade do material € um indicador da quantidade de luz que atravessa o0 mesmo, sendo
gue maiores valores de opacidade indicam que a quantidade de luz que atravessa o material &
menor (Kasirga et al., 2012). A incorporagéo de OE fez aumentar a opacidade dos biofilmes em
relacdo ao controlo. Este aumento mostrou ser significativo (p < 0,05) para concentragoes
superiores a 1% de 6leo de alecrim e superiores a 2% para o 6leo de gengibre. Como se pode
constatar (Fig. 3.5) o tipo de 6leo que mais aumentou a opacidade do biofilme foi o 6leo de
alecrim. A introducdo de MMTCa nas amostras também fez com que a opacidade aumentasse
mas sem ser de forma significativa (p > 0,05). Alguns estudos ja publicados mostram
conclus6es similares (Pastor et al., 2013; Siripatrawan e Harte, 2010). Kasirga et al., (2012)
afirmaram no seu estudo que a opacidade do biofime é diretamente proporcional a
percentagem de MMT adicionada, sendo que vai aumentando com o0 aumento da
concentracdo. Os biofilmes ficam cada vez mais opacos devido a perda de homogeneidade na
matriz polimérica, que é causada pela presenca de heterogeneidades estruturais com
diferentes indices de refragcdo, que vao promover fendmenos de disperséo da luz (Pastor et al.,
2013). A presenca de pequenas zonas cristalinas nos filmes de quitosano quando € adicionado
Oleo de gengibre e alecrim vai promover a dispersao da luz, aumentando assim a opacidade do
filme (Pastor et al., 2013).

A transparéncia foi avaliada através da transmiténcia interna das amostras por varredura dos
biofilmes em espectroscopia, tanto na luz UV como na luz visivel. Para tornar a interpretagdo
dos resultados mais clara, as varreduras foram separadas em duas figuras distintas (Fig. 3.6 e
3.7). O quitosano s6 por si ja tem boas propriedades de barreira a luz ultravioleta (Aider, 2010).
Para os biofilmes controlo de quitosano sem MMTCa a 200 nm e 300 nm, a percentagem de
transmitancia foi de 0,10% e 48%, respetivamente. J4 para os biofilmes controlo de quitosano
com MMTCa a 200 nm e 300 nm, a percentagem de transmitancia foi de 0,01% e 449%,
respetivamente. A incorporacdo de antioxidantes naturais alterou essa barreira em
comprimentos de onda inferiores, e algumas tendéncias puderam ser observadas. Apesar de

aos 200 nm os valores de transmitancia ja terem sido inferiores em compara¢do com os dos
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biofilmes controlo mas sem significancia (p > 0,05), j& a 300 nm houve redugbes muito
significativas (p < 0,05). Para os biofilmes incorporados com 6leo de alecrim a transmitancia
teve uma reducdo de 33%, 54% e 87% para as concentracdes 0,5%, 1% e 2%,
respectivamente. Os biofilmes de 6leo de gengibre ainda obtiveram reducdes maiores, tendo
estas sido de 60%, 85% e 97%, para as mesmas concentracdes de 6leo. Souza et al., (2017)
teve reducdes entre 0-50% para 6leos e extratos de plantas para concentragdes de 6leo de 1%
verificando também que o 6leo de gengibre era o 6leo que mais reduzia a transmitancia para
os comprimentos de onda na gama dos ultravioletas. Observando os resultados concluiu-se
gue a adicdo de 6leos essenciais aos biofilmes de quitosano fazem com que estes sejam
eficazes na prevengdo da oxidacgédo lipidica induzida por raios ultravioletas quando aplicados
em sistemas alimentares. Martins et al., (2012) obtiveram resultados semelhantes em termos
de barreira aos raios UV quando incorporaram a-tocoferol em matrizes de quitosano. A adi¢édo
de MMTCa fez diminuir a percentagem de transmitancia em praticamente todo o espectro. Nos
comprimentos de onda da gama dos ultravioletas esta queda verificou uma reducdo de 0-8%
na transmitancia do biofilme. O facto de o decréscimo da transmitancia ndo ser significativo (p
> 0,05) podera indicar que as nanoparticulas estdo bem incorporadas na matriz polimérica.
Rhim et al., (2006) também ndo obteve diferencas significativas na transmitancia entre os
filmes de quitosano sem nanoparticulas e os filmes incorporados com MMTNa e Cloisite 30B.
Como as camadas de silicatos tém apenas 1 nm de espessura, quando estdo dispersas numa
matriz polimérica, o nanocompdsito resultante é opticamente limpo na luz visivel (Ray e
Okamoto, 2003).
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Fig. 3.4 Valores médios da opacidade para os diferentes biofilmes produzidos
a-d: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulages (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com 06leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com o6leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.5 Comparacédo dos valores médios (com e sem MMTCa) da opacidade variando a tipo de 6leo
incorporado e a sua concentracdo

Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo de gengibre.
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Fig. 3.6 Espectro de varredura dos biofilmes de quitosano com incorpora¢édo de OE sem MMTCa

OEA = Oleo de alecrim; OEG = Oleo de gengibre; SMMT = Sem Montmorilonita Calcica; MMTCa =
Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.7 Espectro de varredura dos biofilmes de quitosano com incorpora¢do de OE com MMTCa

OEA = Oleo de alecrim; OEG = Oleo de gengibre; SMMT = Sem Montmorilonita Célcica; MMTCa =
Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.8 Diferengas no espectro de varredura dos biofilmes de controlo com e sem adigdo de MMTCa
MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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3.1.3 PROPRIEDADES MECANICAS

A avaliacdo das propriedades mecénicas € um processo obrigatério quando se trata do
desenvolvimento de novos materiais para embalagens uma vez que a forca mecénica e a
extensibilidade tém de ser adequadas para que o filme de embalamento resista a tensfes
externas e mantenha a sua integridade durante a aplicacdo na embalagem, existindo assim
varios tipos de testes mecanicos (Souza et al.,, 2017). No ensaio de tragdo, o biofiime é
submetido a uma forca vertical. A forca de tracdo (FT), o alongamento na rutura (%E) e o
modulo de elasticidade (ME) s&o trés parametros importantes na avaliacdo da forca e
flexibilidade dos biofilmes plasticos que podem ser retirados desse ensaio (Souza et al., 2017).
FT indica a tensdo maxima que o biofilme pode aguentar, %E é a deformac¢do maxima que o
provete de teste aguenta antes de partir e 0 ME é uma medida da rigidez do filme (Sanchez-
Gonzélez et al., 2010) (Fig. 3.9-3.10). As figuras 3.11-3.13 mostram os resultados obtidos para

estes trés pardmetros.

Stress

Strain

Fig. 3.9 Comportamento tipico de esfor¢o-deformagdo de um ensaio de tragcdo, onde o ponto F indica a
fratura do provete. A resisténcia a tracéo € indicada no ponto M. As inser¢des circulares representam a
geometria do espécime deformado (biofilme) em varios pontos ao longo da curva (adaptado de Callister,
2007)
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Fig. 3.10 Aparelho utilizado para realizar testes de tensdo-deformacdo em tragdo (Autograph Shimadzu,

Australia)

Em geral, a tensé@o dos biofilmes incorporados com OEA e OEG foram inferiores aos valores
apresentados pelos provetes de quitosano controlo, sendo que n&do houve diferencas
significativas entre os dois 6leos (p > 0,05) (Fig 3.11). A incorporacdo da fase dispersa dos
Oleos conduz a biofilmes mais flexiveis e menos resistentes a rutura, tendo sido registado que
0 aumento da concentragcdo de Oleo faz decrescer o valor da tensdo maxima mas sem que
essa diminui¢do tenha uma expressao significativa (p > 0,05). Apenas a passagem de 0,5%

para 1% no OEG sem MMTCa mostrou ter um decréscimo significativo (p < 0,05). Isto pode ser
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explicado pelas descontinuidades na matriz do polimero introduzidas pela incorporagéo dos
Oleos e pelas mudancas nas interacdes da cadeia polimérica quando certos componentes do
Oleo estdo presentes, o0 que leva a uma resposta mecanica mais fraca (Sanchez-Gonzalez et
al., 2010). A adicdo de MMTCa levou a que houvesse uma diminui¢cdo na tensdo em todos os
provetes mas nao de forma significativa (p > 0,05) excetuando os casos do biofilme de 0,5% de
oleo de gengibre. Era expectavel que com a incorporacdo do MMTCa os biofilmes tivessem
tensdes maximas e moédulos de Young superiores aos biofilmes sem MMTCa, seguindo assim
os resultados obtidos na literatura em geral. Tal ndo se verificou. Ainda existem muitos poucos
artigos cientificos que mostrem a interagcao entre os 6leos essenciais e as nanoparticulas de
argila. Testes como, por exemplo, Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) ou Microscépio eletrénico de varrimento (SEM), sdo essenciais para se puder
entender melhor quais as interacdes que houve entre as nanoparticulas e os 6leos juntamente
com a matriz polimérica.

A adicdo de OE a matriz fez com que a percentagem de alongamento dos biofilmes
aumentasse, sem que tivesse sido de forma significativa (p > 0,05) (Fig 3.12). Este aumento sé
foi significativo (p < 0,05) entre a amostra controlo com MMTCa e as restantes amostras com
MMTCa. Néo se verificaram diferengas neste parametro para o tipo de 6leo, concentracdo de
Oleo (p > 0,05). A adicdo de MMTCa aos biofilmes Ch+OEA aumenta ligeiramente (p > 0,05) o
alongamento em comparagédo com os biofilmes Ch+OEA sem MMTCa, mas com nas amostras
Ch+OEG acontece o contrario, ou seja, a incorporacdo de MMTCa diminui ligeiramente (p >
0,05) o alongamento. Sanchez-Gonzalez et al., (2010) relataram que a tensao e o alongamento
a rutura do biofilme de quitosano diminuiram com a incorporacdo de 6leo de Bergamot. No
entanto, Ojagh et al., (2010) relataram um resultado diferente, tendo a tensdo aumentado e a
percentagem de alongamento diminuido com a introducdo de Oleo de canela. A resisténcia a
tracdo e o alongamento a rutura estdo relacionados com a microestrutura da rede
cristalografica e com as forgas intermolecularePOr s (Peng e Li, 2014). As interacdes na matriz
foram variadas para cada tipo de 6leo. Muitos fatores tém influéncia sobre as propriedades
mecéanicas dos filmes e explicam essas diferengas de resultados, tais como 0 meio acido
utilizado, fonte e caracteristicas do quitosano e a sua percentagem na solucéo filmogénica, e
também as condicdes experimentais (Souza et al., 2017).

Embora o alongamento nédo tenha sido muito afetado, o médulo de Young (rigidez) foi (Fig
3.13). A adicéo de 6éleos essénciais fez diminuir a rigidez (significativamente menor, p < 0,05 no
caso do 6leo de gengibre) dos biofilmes pois apresentou valores menores no médulo de Young
em comparagdo com o0s provetes de controlo. Os Oleos desenvolveram uma fungdo
plastificante ao interromper as ligagBes quimicas entre as cadeias do quitosano, reduzindo a
sua rigidez. Segundo Siripatrawan e Harte (2010), os compostos volateis do alecrim, foram
preenchendo os buracos internos na matriz, induzindo o desenvolvimento de uma continuidade
estrutural, produzindo filmes com cadeias transversais mais altas e consequentemente com

uma rigidez superior a do gengibre. Ao se adicionar MMTCa verificou-se uma maior rigidez
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(ndo significativa, p > 0,05) no biofilme controlo, em comparagdo com o biofilme de quitosano
sem MMTCa, mas quando os 6leos essenciais estdo presentes verifica-se 0 comportamento
contrério, ou seja, os biofilmes com OE e sem MMTCa sao ligeiramente (p > 0,05) mais rigidos.
No estudo de Cyras et al., (2008), os nanocompoésitos de amido/MMT apresentaram uma
melhoria notavel nas propriedades mecanicas, como o modulo Young e a forca de tracdo. No
entanto, uma diminuicdo na percentagem do elongamento foi observada devido a agédo de
reforco do MMT. Segundo os autores, o principal motivo para esta melhoria nos
nanocompgdsitos de argila polimérica é a forte interagdo interfacial entre matriz e argila. Por
outro lado, tal como nos resultados obtidos neste estudo, Sothornvit et al., (2009) também
obtiveram valores de rigidez e for¢a de tragdo mais baixos quando adicionaram 3 tipos de MMT
(Cloisite Na*, Cloisite 20A e Cloisite 30B) & matriz (proteina de soro). Os autores justificam
estes resultados como uma dispersao incompleta da nano-argila na matriz polimérica, que é

causada por uma incompatibilidade entre as nanoargilas com o biopolimero.
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Fig. 3.11 FT (MPa) dos diferentes biofilmes produzidos
a-d: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formula¢ges (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com o¢leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.12 %E dos diferentes biofilmes produzidos
a-b: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formula¢gbes (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com o6leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.13 ME (MPa) dos diferentes biofilmes produzidos
a-d: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formula¢gbes (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com o6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 0leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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3.1.4 HUMIDADE, SWELLING E SOLUBILIDADE

Os resultados mostraram que houve diferencas significativas (p < 0,05) entre os dois tipos de
oleos em relacao ao teor de humidade presente nos biofilmes (Fig 3.14). Em geral, tal como se
previa, ambos os biofilmes incorporados com os OE e sem adicdo de MMTCa reduziram o
valor da humidade em relagéo ao controlo. Tal sé ndo aconteceu para o Ch+OEA 0,5% e para
0 Ch+OEG 2%. Isto deve-se pois 0s Oleos essenciais como compostos lipidicos, sao
conhecidos por melhorar as propriedades de barreira a agua dos biofilmes devido a sua
natureza hidrofébica (Sanchez-Gonzalez et al., 2009). Estes resultados vdo de encontro aos
apresentados por Peng e Li (2014).

Os biofilmes de quitosano incorporados com OEA mostraram ter um ligeiro aumento da
humidade para pequenas concentragfes e um decréscimo constante para concentracdes
acima de 0,5% (variagcdes sem expressao significativa, p > 0,05) (Fig 3.14). Estes resultados
estdo conformes com os apresentados por Abdollahi et al., (2012b), onde os autores afirmam
que o aumento ligeiro do teor de humidade na presenca de 6leos de alecrim em baixas
concentracdes pode estar relacionado com a dissolucdo da rede do filme (demonstrado por
micrografias SEM), o que provocou uma quantidade crescente de moléculas de agua entre as
cadeias do polimero. O estudo refere também que o facto da humidade ter tido um decréscimo
para valores de concentracdo mais altos se deve & natureza hidrofébica do éleo de alecrim
que, consequentemente, aumentou a hidrofobicidade dos biofilmes.

Os biofilme de quitosano incorporados com OEG apresentaram resultados ndo significativos (p
< 0,05) inferiores ao controlo para as concentracBes 0,5% e 1%, enquanto que para a
concentracdo de 2% os valores aumentam (também ndo significativamente, p > 0,05),
comparativamente com o valor controlo. Resultados idénticos foram obtidos por Hosseini et al.,
(2009) com ¢6leo de tomilho. Fundamentados por imagens SEM mostraram que a superficie e a
seccdao transversal dos biofilmes estavam cobertas com poros e pareciam esponjosas. Embora
a natureza hidrofdbica dos 6leos essenciais posssa afetar as propriedades do filme, os fatores
fisicos tiveram uma influéncia dominante neste caso, ou seja, apesar da hidrofobicidade dos
Oleos, se estes mesmo assim nao estiverem uniformemente distribuidos pelos biofilme, a agua
vai continuar a ter locais onde se pode ligar com quitosano que € hidrofilico.

Entre os biofilmes de controlo, a adicdo de MMTCa faz diminuir a humidade. Casariego et al.,
(2009), tiveram um decréscimo da humidade nos biofilmes de quitosano quando adicionaram
nanoparticulas de argila. Os autores justificam dizendo que os filmes de quitosano tém uma
maior afinidade pela agua em comparagcdo com a argila, provavelmente por estarem
protonados, tornando assim os filmes mais hidrofilicos do que o préprio p6. Ghelejlu et al.,
(2016), também obtiveram o mesmo decréscimo com a adicdo de MMT aos filmes, justificando
gue tal acontece devido a estrutura semelhante a um disco do MMT e as interac¢des especificas

entre o quitosano e a argila que podem estabilizar a estrutura do filme.
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Em relagdo a adicdo de MMTCa aos biofilmes que j& continham 6leos, houve uma diminuigao
nao significativo da humidade (p > 0,05) para os biofiimes com 6leo de alecrim e um aumento
ndo significativo (p > 0,05) para os biofilmes com éleo de gengibre em comparacdo com o
controlo com MMTCa e sem 64leo. Muito poucos sdo ainda os estudos na literatura em que
nanoparticulas de argila sdo adicionadas a biofilmes que ja contém Oleos essenciais ou
extratos. E dificil extrapolar uma relagédo entre estes dois fatores. Imagens de microscopia
(SEM ou TEM) e analises de FTIR sdo essenciais para se perceber quais sao as interacgdes
intermoleculares entre ambos e a matriz polimérica. Shojaee-Aliabadi et al., (2014) adicionaram
Oleo essencial de Zataria Multiflora a biofilmes de kappa-carregenano com MMTNa e obtiveram
um decréscimo na humidade em comparacdo com os biofilmes s6 com MMTNa, contrariando
0S nossos resultados. Explicaram que tal comportamento pode estar associado ao processo de
dispersdo da nanoargila, que reduziu a disponibilidade dos grupos hidroxilo para interagir com
a agua, reduzindo assim o teor de humidade dos biofilmes. Alexandre et al., (2016) também
obtiveram resultados distintos quando juntaram 6leo de gengibre e MMT a biofilmes de
gelatina. O teor de humidade diminuiu com a adi¢cdo do 6leo e das nanoparticulas (sem ser
significativamente), sendo que o MMT foi o agente que mais efeito teve no decréscimo da

propriedade.
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Fig. 3.14 Teor de humidade presente nos diferentes biofilmes produzidos
a-e: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formula¢ges (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com o6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com o6leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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O swelling é utilizado para caracterizar a absor¢do de agua do filme, que por sua vez é
transmitida para o interior do produto. O conhecimento desta cinética € importante para prever
mudancas de estabilidade e de qualidade durante a embalagem e armazenamento de produtos
alimentares (Abdollahi et al., 2012b). Verificou-se que em geral houve uma diminuicdo da
percentagem de swelling com a incorporacdo dos dois tipos de 6leo, sendo esta diminuicdo
significativamente (p < 0,05) foi maior para o 6leo de gengibre (Fig 3.15). Resultados
semelhantes sédo encontrados na literatura (Abdollahi et al.,, 2012b; Hossein et al., 2009;
Siripatrawan e Harte, 2010; Souza et al., 2017). O grau de swelling de uma matriz polimérica
depende fortemente da quantidade e da natureza das interacdes intermoleculares (Abdollahi et
al., 2012b). Siripatrawan e Harte (2010) no seu estudo propuseram que o hidrogénio e as
interacdes covalentes entre a rede de quitosano e os constituintes dos 6leos essenciais limitam
a disponibilidade dos grupos de hidrogénio formarem ligacdes hidréfilas com as moléculas de
agua, fazendo com que haja uma diminuicdo da afinidade do biofilme com a agua, tornando
estes mais hidrofébicos. J& Souza et al., (2017) disseram que a interacdo hidrofébica entre
polifendis e a regido hidrofébica do quitosano € conhecida e que essas associacdes resultam
no blogueio de alguns grupos ativos para a absorcdo de agua, contribuindo assim para a
reducdo do swelling e da solubilidade. A adicdo de MMTCa fez com que se desse uma reducéo
ndo significativa (p > 0,05) do swelling. A diminui¢cdo da absorcdo de dgua com um aumento
no teor de MMTCa € uma indicagdo de que particulas inorganicas estdo a preencher

fisicamente praticamente toda a rede polimérica (Zheng et al., 2008).
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Fig. 3.15 Teor de swelling presente nos diferentes biofilmes produzidos
a-c: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formula¢ges (p<0,05). Ch = Quitosano;
Ch+OEA = Quitosano com o6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com o6leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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A resisténcia a agua é uma propriedade importante de fiimes biodegradaveis ou comestiveis
aplicados na protecdo de alimentos onde a atividade da agua é alta ou quando o filme deve
estar em contato permanente com agua. Deve atuar como filme protetor de alimentos, por
exemplo, para evitar a exsudacao de produtos frescos ou produtos congelados (Abdollahi et al.,
2012a). Caso isso ndo acontecesse, uma maior solubilidade em &gua poderia melhorar a
biodegradabiliade do filme, embora limitaria 0 seu uso em aplicagbes para alimentos com alto
teor de agua, pois o bioplastico tenderia a solubilizar no alimento aumentando a dificuldade em
separar o plastico dos alimentos embalados (Souza et al., 2017). Por outro lado a resisténcia a
agua, pode determinar também a libertacdo de compostos antioxidantes e antimicrobianos do
filme quando colocados sobre a superficie do alimento, na medida que quanto mais solGveis
forem os biofilmes mais rapidamente sao libertados os compostos para o alimento (Abdollahi et
al., 2012a). No geral, observou-se um ligeiro decréscimo ndo significativo (p > 0,05) na
percentagem de solubilidade dos filmes quando os 6leos e as nanoparticulas de argila foram
incorporados (Fig 3.16). Os biofilmes com 6leo de gengibre apresentaram um decréscimo
ligeiramente superior ao dos biofilmes com 6leo alecrim o que pode ser justificado pelo alto
caracter mais lipofilico do gengibre (Souza et al., 2017). Solubilidade mais baixa significa que
os biofilmes de quitosano com o6leo de gengibre podem libertar o 6leo mais lentamente e
manté-lo por muito tempo numa superficie de alimentos que os biofilmes com dleo de alecrim
(Abdollahi et al., 2012b). Anteriormente também vimos que o gengibre era o éleo que estava
mais preso na matriz, e dai ter demonstrado ter uma atividade antioxidante inferior a do
alecrim. Quando o MMTCa foi adicionado ao biofilme controlo, observou-se uma queda ligeira
mas nao significativa (p > 0,05), isto pode ser justificado pelo facto de que as nanoparticulas de
MMTCa tém interacBes especificas com a matriz de quitosano, estabilizando a estrutura do
filme. Por outras palavras, as moléculas de dgua ndo conseguiram quebrar suficientemente as
ligacdes de hidrogénio presentes entre as camadas de MMTCa e quitosano, causando uma
menor solubilidade (Abdollahi et al., 2012a).
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Fig. 3.16 Teor de solubilidade presente nos diferentes biofilmes produzidos
Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo de gengibre;

MMTCa = Montmorilonita Calcica.

3.1.5 ANALISES DE MIGRACAO

Tem sido demonstrado nos Ultimos anos que a atividade antioxidante das plantas é causada
principalmente por compostos fendlicos, sendo que o efeito de compostos fendlicos sobre as
moléculas lipidicas pode depender de fatores estruturais (Abdollahi et al., 2012b). O alecrim e o
gengibre sdo alternativas naturais aos antioxidantes sintéticos ja existentes (BHT e BHA), pois
tém uma atividade antioxidante similar ou ainda maior que estes (Bicchi et al., 2000). O
potencial antioxidante dos 6leos essenciais de alecrim e gengibre deve-se a presenca de varios
compostos, maioritariamente fendlicos (Abdollah et al., 2012b). Existem estudos que enfatizam
0 papel que os grupos fendlicos destes dleos tém na atividade antioxidante (Bozin et al., 2007;
Singh et al., 2008). Lu e Foo (2001) reportaram que a maior parte dos compostos antioxidantes
naturais trabalham frequentemente em sinergismo uns com os outros produzindo um espectro
de propriedades antioxidativas que criam um sistema efetivo de defesa contra os radicais
livres. Os 0leos essenciais consistem numa complexa mistura de varias classes de compostos
organicos que podem produzir efeitos sinergénicos ou antagonicos no processo de oxidacao
lipidica (Singh et al., 2008).
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3.1.5.1 CoNTEUDO FENOLICO TOTAL

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas. Eles sdo doadores de
hidrogénio e possuem propriedades estruturais ideais para eliminagdo de carbono e,
consequentemente, tém potencialidades antioxidantes (Kanatt et al., 2012). O reagente de
Folin-Ciocalteu é usado para se obter uma estimativa bruta da quantidade de grupos fendlicos
presentes na amostra. Os compostos fendlicos sofrem uma reagcdo complexa redox com 0s
acidos fosfotlngsticos e fosfomolibdicos presentes no reagente de Folin-Ciocalteu. O
desenvolvimento da cor deve-se a transferéncia de eletrdes no pH basico para reduzir os
complexos de acido fosfomolibico/fosfotlingstico (Curcio et al., 2009).

De modo a facilitar a tarefa de leitura e analise dos dados, duas figuras foram feitas (Fig 3.17 e
3.18).

A atividade antioxidante no inicio do teste foi considerada nula e serviu de controlo para os
restantes tempos de migragdo. Os valores de compostos fenolicos presentes na amostra de
controlo € muito baixo, mas existente, talvez devido a degradagdo do quitosano ou podendo
estar a ser confundidos com outro tipo de compostos. A incorporacdo de OE aumentou
significativamente (p < 0,05) a migracdo de compostos fendlicos do biofilme para o meio
simulante, encontrando-se em concordancia com o0s 0s resultados de Siripatrawan e Harte
(2010) e Moradi et al.,, (2012). Os resultados dos ensaios indicaram uma quantidade de
fendlicos praticamente nula (dados ndo apresentados) para os biofilmes de quitosano controlo.
Isto pode dever-se provavelmente a formacédo de cromégenos, devido a reacédo do reagente de
Folin-Ciocalteu com substancias redutoras ndo fendlicas, sabendo-se também que a
qguantidade fendlica residual do quitosano é afetada pelas condicdes e método de secagem do
filme (Moradi et al., 2012).

Excetuando raros casos, ndo foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre os
dois tipos de dleo, mas notou-se que nos biofilmes com OEG houve uma maior migracéao,
atingindo um maximo de 33,17 mg/L de AEG para o biofime sem MMTCa e de 33,82 mg/L
para o biofilme com MMTCa, enquanto que os biofilmes incorporados com OEA apresentaram
um maximo de 25,69 mg/L para o biofiime sem MMTCa e 12,66 mg/L para o biofiime com
MMTCa. Segundo Rababat et al., (2004), o extrato de alecrim apresentou valores de migracéo
do conteudo fendlico bastante superior ao apresentado pelo extrato de gengibre, contrariando
os resultados obtidos no presente estudo, mas estas diferencas podem ser devido ao facto dos
Oleos e os extratos aquosos terem composicdes diferentes. Este estudo de Rababat et al.,
(2014) é um pouco redutor visto que o extrato de alecrim até pode ter mais fendis que o
gengibre mas estes podem ter ficado presos na matriz e ndo terem migrado. Na investigacéo
de Vallverdu-Queralt et al., (2014), os principais compostos fendlicos que atuam na atividade
antioxidante do alecrim sdo o acido rosmarinico, carnosol, rosmanol e epirosmal. Os grandes
responsdaveis pela atividade antioxidante do gengibre séo o gingerol e o shogaol (Maizura et al.,

2011). Apds consulta da massa molecular destes compostos, verificou-se que os fenélicos do
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alecrim tém uma massa molecular superior as do gengibre. Este factor pode ter sido
responsavel por uma libertacdo dos compostos da matriz de quitosano mais dificil de
acontecer, podendo explicar assim o porqué dos biofimes de Ch+OEG apresentarem
resultados de migracéo do contetdo fendlico total superior aos apresentados pelos biofilmes de
Ch+OEA.

Em termos de concentracbes de Oleo adicionadas aos biofilmes, existem diferencas
significativas (p < 0,05) apenas entre as concentragbes minima (0,5%) e maxima (2%) para
ambos os 6leos. Mehdizadeh et al., (2012) também sé verificaram diferengas significativas
entre estas duas percentagens de concentragcdes quando adicionaram 6leo de tomilho aos
filmes, tendo referido mesmo que nédo houve diferengas entre 0,5%-1% e 1%-2%. Tal como era
esperado, com o aumento da concentracdo, o contetdo fendlico total também aumentou, o que
vai de encontro com os resultados publicados por Siripatrawan e Harte (2010) e Abdollahi et
al., (2012a). Nao foram verificadas diferencas significativas (p > 0,05) com a incorporacéo de
nanoparticulas de argila no conteudo fendlico total que migrou, mas verificou-se uma
diminuicdo ainda acentuada para os biofilmes com OEA, dando a entender que o0 MMTCa
aprisionou os fendis presentes no alecrim. Os poucos fendis que saiem do filme com alecrim
aparentam ter uma elevadissima atividade antioxidante (de acordo com os dados
apresentados) enquanto que ha mais fendis a sair dos filmes com gengibre mas que ndo tém

tanta atividade antioxidante.
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Fig. 3.17 Conteudo fendlico total para os biofilmes com OE (variando a sua concentra¢do) sem MMTCa, ao longo do tempo
a-e: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulag@es (p<0,05). Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo de

gengibre.; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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a-e: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulag@es (p<0,05). Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo de

gengibre.; MMTCa = Montmorilonita Célcica.
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3.1.5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O ensaio de DPPH ¢é usado para indicar a atividade antioxidante do biofilme. Este ensaio
baseia-se na capacidade do DPPH, um radical livre e estavel, desaparecer e assim descolorir
na presenca de antioxidantes resultando numa reducdo dos valores de absorvancia. Neste
teste, os antioxidantes reduzem o radical DPPH num composto de cor amarelada, a
difenilpicrilhi-drazina, e a extenséo da reacdo depende da capacidade de doac&o de hidrogénio
dos antioxidantes (Siripatrawan e Harte, 2010).

Para ser mais fécil analisar os dados da percentagem de inibicdo do radical DPPH, duas
figuras distintas sdo apresentadas (Fig. 3.19 e 3.20). Nas duas figuras, os dois 6leos essenciais
adicionados mostraram ter comportamentos distintos entre eles (p < 0,05), sendo que ambos
demonstraram ter um efeito antioxidante. No geral, na migragdo de compostos, no biofilme com
OEA houve uma maior migragdo para o meio simulante resultando num aumento da atividade
antioxidante, o que vai de encontro com varios estudos realizados (Rababah et al., 2004;
Sacchetti et al., 2005).

A atividade antioxidante no inicio do teste foi considerada nula e serviu de controlo para os
restantes tempos de migragdo. A amostra de controlo tanto com e sem MMTCa teve uma
atividade antioxidante bastante préxima de zero, mostrando que houve mudancas significativas
(p < 0,05) para as restantes amostras estudadas.

A concentracdo de 6leo adicionado ndo mostrou ter efeitos significativos na percentagem de
inibicdo (p > 0,05), verificando-se em praticamente todos os tempos que um aumento da
concentracdo levou a um ligeiro aumento da atividade antioxidante. Estes resultados estdo em
conformidade com os apresentados por Siripatrawan e Harte (2010).

A adicdo de nanoparticulas de argila tiveram uma relacao significativa (p < 0,05) com a
percentagem de inibicdo do radical de DPPH. Sem argila, o biofilme com Oleo de alecrim
atingiu um méaximo de inibi¢cdo de 8,53%, enquanto que com argila, 0 maximo foi de 12,07%. J&
nos biofilmes com 6leo de gengibre sem argila 0 maximo atingido foi de 6,26%, enquanto que
com argila foi de 8,62%.

Os resultados mostraram diferencas significativas (p < 0,05) na percentagem de inibicdo do
radical ao longo do tempo de incubacgdo. Verificaram-se dois comportamentos diferentes
consoante o 6leo utilizado. Observou-se que nos biofilmes sem MMTCa com 6leo de gengibre
existe uma maior inibicdo logo nas primeiras 12 horas de incubacdo enquanto que nos
biofilmes sem MMTCa com 6leo de alecrim essa atividade surte mais efeito ao fim de 48 horas.
Registou-se também que nos biofilmes com MMTCa ha uma estabilizacdo dos valores da
percentagem de inibicdo a partir das 24 horas para o 6leo de alecrim, e logo a partir das 12
horas para o 6leo de gengibre, ou seja parece que ndo houve um aumento de migracdo de
compostos a partir desta altura. Muito poucos séo os estudos que incluem a adicdo de MMT

nos biofilmes de quitosano com 06leos essenciais e que analisam as suas interacfes, nao
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sendo ainda bem compreendido o porqué desta estabilizacdo, sendo necessério estudos mais
aprofundados sobre o assunto. Esta inibicdo controlada dos radicais pode ser devido ao facto
dos 6leos essenciais estarem esfoliados com as nanopatrticulas de argila, fazendo com que os
seus compostos tenham uma libertagdo mais controlada (Tun¢ e Duman, 2011).

Os resultados sugeriram entdo que a incorporacdo de O6leos essenciais nos biofimes de
quitosano aumenta a atividade antioxidante dos biofilmes. As intera¢gBes entre o quitosano e 0s
compostos fendlicos dos 6leos pode desempenhar um papel fundamental nestas modificacdes
das propriedades do filme, mas é necessario também uma analise mais aprofundada em FTIR
para investigar melhor a interacdo entre os dois (Siripatrawan e Harte, 2010). A luz das
diferencas entre o grande nuamero de sistemas de testes disponiveis, o0s resultados de um
Unico teste podem dar apenas uma sugestdo redutora das propriedades antioxidantes dos
Oleos essenciais em relacdo as matrizes alimentares e por isso devem ser interpretados com
alguma cautela. Além disso, a complexidade quimica dos 6leos essenciais, muitas vezes uma
mistura de dezenas de compostos com diferentes grupos funcionais, polaridade e
comportamento quimico, pode levar a resultados dispersos, dependendo do teste empregue
(Prakash, 2010). O meio simulante utilizado também podera alterar os resultados, por exemplo
Prakash (2010) obteve melhores resultados de inibicdo para a raiz do gengibre com metanol do
gue em etanol. Por outro lado, ndo haver tanta atividade antioxidante no meio simulante pode
também significar que os 6leos ficaram presos na matriz polimérica e ndo se conseguiram
libertar para o meio. Ao ficarem retidos na matriz podem também ter atividade antioxidante pois

podem inibir a transferéncia de eletres e de O2 do ambiente externo para o alimento.
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Fig. 3.19 %Inibicao do radical DPPH para os biofilmes com OE (variando a sua concentracdo) sem MMTCa , ao longo do tempo
a-h: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulagées (p<0,05). Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo de

gengibre.; MMTCa = Montmorilonita Célcica
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Fig. 3.20 %Inibigdo do radical DPPH para os biofiimes com OE (variando a sua concentracdo) com MMTCa, ao longo do tempo

a-j: Diferentes letras indicam diferencgas significativas entre as formulac¢des (p<0,05). Ch+OEA = Quitosano com 6éleo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com 6leo

de gengibre.; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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3.2 CARACTERIZACAO DA CARNE

Cada vez mais os consumidores exigem que a carne e os produtos a base de carne sejam
tenros, nutritivos, saudaveis e seguros (Scollan et al., 2006). A qualidade da carne e as suas
propriedades de seguranca sdo altamente dependentes dos materiais e tecnologias das
embalagens onde estdo aplicados (Brody et al., 2001). Os motivos fundamentais para a
existéncia de embalagens em produtos de carne frescos e processados sdo o de prevenir a
contaminagdo microbiolégica, atrasar a deterioragdo, permitir alguma atividade enziméatica para
melhorar a ternura, reduzir a perda de peso e manter a cor € 0 aroma (Brody et al., 2001). Com
base nisso, as praticas atuais de embalamento de carne variam desde as embalagens de
sobreposicdo para armazenamento de refrigeracdo a curto prazo, para sistemas de
embalagem a vacuo ou com atmosfera modificada para armazenamento refrigerado a longo
prazo. Cada tipo de embalagem possui diferentes atributos consoante a sua aplicacdo (Fang et
al., 2017).

3.2.1 Cor

De todos os atributos de qualidade, a aparéncia € a mais critica para a selecdo de muitos
produtos alimentares, incluido produtos provenientes de aves de capoeira, fazendo com que os
consumidores geralmente selecionam ou rejeitam um produto com base apenas na sua
aparéncia (Fletcher, 2002). A aparéncia também ¢é critica na avaliacdo final do produto, uma
vez que pode afetar as outras propriedades sensoriais (Fletcher, 2002). Um dos principais
componentes contribuintes da aparéncia é a cor, no qual esta é conhecida por ser um critério
de selecdo importante para carnes de aves frescas tanto na selecdo como no produto final
(Fletcher, 2002).

A cor vermelha/rosa brilhante da carne é a mais desejada por parte do consumidor pois indica
a frescura da mesma, sendo que esta cor brilhante e apelativa da carne resulta da
oximioglobina (MbO2), uma mioglobina oxigenada que contém ides de ferro. A mioglobina
rapidamente é convertida em oximioglobina (MbO2) na presenca de oxigénio (Hunt et al.,
2012). Este fenbmeno é importante para a a industria da carne pois esta fica com uma
coloragdo mais avermelhado e brilhante. No entanto, a oximioglobina ndo é muito estavel e
pode ser rapidamente oxidada em metamioglobina (MetMb) (Hunt et al., 2012). Esta forma de
mioglobina faz com que a cor da carne figue mais acastanhada, diminuindo o seu valor de
mercado (Hunt et al., 2012). A cor também é afetada por muitos outros fatores, tais como o tipo
de espécie do animal, a genética e dieta, mudangas pés-mortem nos musculos (especialmente
a dinamica do pH e declinio da temperatura da carne), efeitos inter e intramusculares,
temperaturas e tempo de armazenamento pds-mortem, intervengdes antimicrobianas,
embalamento e variaveis de exibicdo e iluminacdo (Cruz et al., 2017). De modo a ser mais facil
a interpretacdo dos resultados, para cada parametro da cor duas figuras distintas séo

apresentadas, diferindo apenas na incorporacdo de nanoparticulas de MMTCa.
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Nao foram detetadas mudancas significativas (p > 0,05) no parametro da luminosidade entre
todas as amostras em estudo para todos os tempos, mostrando que no geral este parametro se
manteve constante ao longo do tempo (Fig. 3.21-3.22). No entanto verificou-se um valor
maximo de luminosidade para a amostra de carne ndo embalada em comparacdo com as
restantes ao fim dos quinze dias de armazenamento. Darmadji e Izumimoto (1994) obtiveram
resultados semelhantes quando aplicaram quitosano em carne, explicando que tal efeito
poderia ser causado devido a capacidade de ligagdo do quitosano a agua, que vai reprimir a
perda de gotejamento da carne, resultando numa diminui¢cdo da luminosidade.

O angulo de Hue (Fig. 3.23-3.24) expressa a tonalidade que a carne apresentou, enquanto que
a diferenca de cor total € a medida da mudanc¢a da cor perante a cor da amostra original no
tempo zero. A carne nao embalada teve uma mudanca significativa (p < 0,05) do angulo de
Hue do primeiro ao ultimo dia, onde foi registado o maximo valor. Os valores indicaram que a
carne teve uma mudanca de cor do vermelho para o acastanhado. Todas as restantes
amostras ndo tiveram variacdes significativas (p > 0,05) deste pardmetro da cor, constatando-
se que a carne embalada em geral conseguiu preservar a sua tonalidade avermelhada ao
longo de todo o tempo de armazenamento.

A amostra de carne ndo embalada foi a que mostrou ter uma mudanca de cor maior ao longo
dos quinze dias (p < 0,05) (Fig 3.25-3.26). As amostras de controlo e Ch+OEA também
sofreram uma variagdo significativa (p < 0,05), ao longo do tempo, mas inferior a apresentada
pela carne sem filme. Apesar de um ligeiro aumento ao longo do tempo, as amostras de
Ch+OEG nao mostraram mudancas significativas (p > 0,05) na cor da carne. As amostras de
carne embalada com os biofilmes de quitosano demonstraram ser eficazes na preservacéo da
cor, ndo sendo detetaveis quaisquer diferencas (p > 0,05) entre o tipo de 6leo essencial,
concentracdo. A incorporacéo de MMTCa nos biofilmes de quitosano fez com que os valores
da variacdo de cor diminuissem nas amostras de carne sendo que em comparagdo com 0S
biofilmes sem MMTCa esta diminuicdo nao foi significativa (p > 0,05).

O acumular de metamioglobina foi o principal fator que resultou numa descoloracéo gradual (do
vermelho para o castanho) na amostra de carne sem biofiime. Uma retenc&o da cor pode ser
conseguida diminuindo a concentracdo de metamioglobina e aumentado os valores de
oximioglobina durante o armazenamento (Qin et al, 2013). O mecanismo de retencdo da cor
por parte do quitosano ainda nao foi totalmente compreendido, mas pode estar relacionado
com a capacidade de quelagdo do quitosano. O ferro (Fe®'), que € um componente da
metamioglobina e outros componentes da carne, pode ser absorvido pela quitosano a uma taxa
de 17,6 mg por grama em 30 minutos segundo Knorr (1991). O ferro é conhecido por promover
a oxidagdo através da geragdo de radicais livres. O ferro livre do tecido da carne pode ser
absorvido pelo quitosano e essas interacdes entre o quitosano e o ferro podem estabilizar ao
longo do tempo a cor da superficie da carne, mantendo a boa aparéncia da mesma (Park,
Marsh e Dawson, 2010). Por outro lado, o quitosano e os 0leos essenciais também exercem

uma atividade antioxidante sobre a carne (Qin et al, 2013).
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Fig. 3.22 Valores médios de L* da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentragdo) com MMTCa, ao longo do tempo
a-b: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.23 Valores médios do angulo de Hue da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentragdo) sem MMTCa, longo do tempo
a-b: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.24 Valores médios do angulo de Hue da carne, para os biofimes com 6leos essenciais (variando a sua concentragdo) com MMTCa, ao longo do tempo
a-b: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
Gleo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.25 Valores médios da variagdo da cor da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentracéo) sem MMTCa, longo do tempo
a-d: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulac¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.

Joao Ricardo Afonso Pires 56



Desenvolvimento de biofilmes para a indUstria alimentar

12 ESem Filme =Ch =Ch+OEA =Ch+0OEG

10

bc

Q
o
o
(@)
o

bcd

bed

(@]
o

cd

cde

Variacdo da Cor

(o}

e

T =

e T T

WWWWWWWMWWWWWWWMWWWMWWWMW

A
Q
T e
ey
i, - S
o
TR
o)
- e
e e

I - o

LT - o

0
| | 0% 050% 1% 2% 0% 050% 1% 2% 0% 050% 1% 2% 0% 050% 1% 2%
| 0 dias | 3 dias 7 dias 10 dias 15 dias

Concentragdo de 6leo / Tempo
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3.2.2 PHE AcCIDEZ TOTAL TITULAVEL

Aumentar a acidez dos alimentos, tanto pela fermentagéo quanto pela adicdo de acidos fracos,
tem sido usado como método de preservagdo desde a antiguidade. Reduzir o pH de um
alimento aumenta a eficacia de um acido organico como conservante (Barbut, 2009). O tipo de
acido organico empregue pode influenciar dramaticamente a qualidade e a seguranga da
comida microbioldgica. No seu estado natural, a maioria dos alimentos, como carne, peixe e
vegetais, sdo ligeiramente acidas, enquanto a maioria dos frutos € moderadamente acida
(USFDA, 2001).

O pH no musculo/carne é uma medida da sua acidez. No musculo vivo, estima-se que o pH
ronde 7.2 (Barbut, 2009). Quando o animal é abatido, e o musculo é convertido em carne, o
glicogénio é convertido em acido latico. Desta forma, o pH baixa, podendo variar de 5.2 a 7. Os
produtos de maior qualidade variam normalmente entre valores de pH de 5.7 a 6 (menor
variagdo de pH) (Barbut, 2009). O pH tem sido associado a vérios atributos de qualidade da
carne, incluindo a cor, ternura, capacidade de retencdo de agua, suculéncia e estabilidade
microbiana, sendo que para pH mais elevados estdo associados a uma carne mais escura,
enquanto os valores mais baixos de pH do musculo estdo associados a uma tonalidade mais
leve (Fletcher, 2002). Enquanto uma é frequentemente caracterizada por ser escura, firme e
seca (tipo DFD, do inglés dark, firm and dry ), a outra é caracterizada por ser mais palida,
macia e exsudativa (tipo PSE, do inglés pale, soft and exudative) (Fletcher, 2002). O pH é um
importante factor fisico-quimico que condiciona as reac¢des enzimaticas, a sobrevivéncia e o
crescimento dos microrganismos nos alimentos, constituindo uma potencial barreira que
interessa conhecer e controlar ao longo de todo o processo produtivo, a fim de garantir uma
maior seguranca e a conservagao dos géneros alimenticios até o seu consumo final (Mendes,
2013). Para melhor visualizacdo dos resultados, duas figuras distintas foram feitas, a Fig. 3.27
e 3.28. A carne apresentou um pH inicial de 6,27. Ao longo do tempo a carne que ndo esteve
protegida foi-se deteriorando e o seu pH foi subindo (p > 0,05), sendo que no dia 15 registou
um valor maximo de 6,76. Um pH elevado favorece a proliferacao de bactérias, enquanto que
um pH baixo as paralisa, chegando, em alguns casos, a inibi-las completamente (Mendes,
2013). A carne embalada com biofilmes de controlo mostraram ter um ligeiro decréscimo (p >
0,05) em relagdo as amostras ndo embaladas. Nos primeiros 3 dias houve uma diminuicdo
mais acentuada (p < 0,05) do pH da carne embalada com biofilmes de quitosano mais OE,
provavelmente devido a presenca do filme de quitosano que é acido, mas a partir desse dia
houve um ligeiro aumento sem diferencas significativas até ao ultimo dia (p > 0,05).
Georgantelis et al., (2007a) obteve resultados semelhantes de pH no seu estudo de salsichas
de porco cozinhadas embaladas com filmes de quitosano e 6leo essencial de cravo da india.
Este estudo afirma que o aumento do pH da carne apés o decréscimo inicial dos primeiros 5
dias se deve ao aumento de populacdes bacterianas, como as Enterobacteriaceae e as

pseudomonas, e também de fungos e bolores, que véo causar uma degradacéo das proteinas
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e dos amino acidos, resultando na formacgéo de i&o amoénio e consequentemente num aumento
do pH. O facto dos biofilmes de quitosano incorporados com 6leos essenciais ter mostrado um
aumento de pH (p > 0,05) muito inferior desde o dia 3 ao dia 15 em comparacdo com a carne
sem filme mostra que estes séo eficazes na preservacdo da carne de aves, podendo indicar
gue o crescimento microbiolégico nas amostras protegidas foi inferior. Ndo foram verificadas
diferencas significativas (p > 0,05) entre o tipo de 6leo utilizado ou a sua concentracdo. Mesmo
assim verificou-se um pH mais baixo para o 6leo de gengibre. Com a incorporagdo de MMTCa
na matriz registou-se uma reducdo ndo significativa (p > 0,05) no pH da carne, em todos o0s
tempos, em comparacdo com os biofimes sem MMTCa, sendo entdo esta diferenca de pH
maior em comparagcao com as amostras sem filme.

A acidez titulavel mede a concentracgéo total de acido num alimento e € um melhor indicador da
estabilidade microbiolégica de certos alimentos, do que o pH (USFDA, 2001). A acidez titulavel
é determinada neutralizando o &cido presente numa quantidade conhecida (peso ou volume)
de amostra do alimento usando uma base padrdo. O ponto final para a titulacdo geralmente é
guando se atinge um pH alvo ou existe a mudanca de cor de um corante sensivel ao pH,
tipicamente fenolftaleina. O volume de titulante utilizado, juntamente com a normalidade da
base e o0 volume (ou peso) da amostra, € utilizado para calcular a acidez titulavel, expressa em
termos de &cido organico predominante (Sadler e Murphy, 2010). A acidez titulavel é uma
medida particularmente Util para alimentos altamente pereciveis ou altamente acidos. Acidos
fracos (como acidos organicos) sao geralmente ndo dissociados e, portanto, ndo contribuem
diretamente para o pH (USFDA, 2001). Os &cidos alimentares sdo geralmente acidos
orgéanicos, sendo os acidos citrico, mélico, latico, tartarico e acético os mais comuns. No
entanto, acidos inorganicos como o fosférico e o carboénico tém um papel predominante na
acidulacao alimentar (Sadler e Murphy, 2010). A acidez é desejavel nos alimentos, pois ndo
permitem o crescimento de microrganismos indesejaveis, atuando também na cor, sabor e na
qualidade dos alimentos (Bolzan e Silva, 2012). A acidez da carne sem filme teve um
decréscimo acentuado (p < 0,05) desde o dia zero (1,86 g de AO por 100 g de carne) até ao dia
quinze (0,61 g de AO por 100 g de carne), o que vai de encontro com os resultados obtidos do
aumento do pH (Fig 3.29-3.30). Todas as amostras de carne protegida com biofilmes teve um
decréscimo na acidez do entre o tempo zero e o terceiro dia. Este decréscimo, mas nédo
significativo (p > 0,05) é mais acentuado nas amostras de carne embaladas com biofilme de
Ch+MMTCa. Nao foram detectadas (p > 0,05) diferencas entre o tipo de 6leo utilizado, sendo
gue a concentracéo do éleo também ndo alterou os resultados (p > 0,05). Mesmo assim parece
qgue nos filmes sem MMTCa os biofimes Ch+OEA mantém mais a acidez que os biofilmes
Ch+OEG, sendo que quando se adiciona MMTCa o comportamento inverte-se. A reducdo dos
valores da acidez pode ser derivado da degradacdo da carne através da contaminacgao
microbioldgica, no qual os microrganismos ao degradarem as proteinas, produzem aminas e

amoniaco, neutralizando os &acidos (Heijnen et al., 2005).
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Fig. 3.27 Valores médios do pH da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentragdo) sem MMTCa, ao longo do tempo
a-e: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formula¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
Gleo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.28 Valores médios do pH da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentragdo) com MMTCa, ao longo do tempo
a-d: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com o6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
Gleo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.29 Valores médios da acidez total titulavel da carne, para os biofilmes com dleos essenciais (variando a sua concentracdo) sem MMTCa, ao longo do tempo

a-e: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formula¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.30 Valores médios da acidez total titulavel da carne, para os biofilmes com dleos essenciais (variando a sua concentracdo) com MMTCa, ao longo do tempo
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3.2.3 HuUMIDADE E CINZAS

A humidade influéncia fortemente a qualidade sensorial e a estabilidade dos produtos
alimentares armazenados, no qual muitas das reag8es quimicas e enzimaticas deteriorativas,
como a oxidacao lipidica, reagdo de Maillard e escurecimento enzimatico, estdo altamente
dependentes do contetdo de agua presente no alimento (Kester e Fennema, 1989).
Excessivas reacdes destas promovem mudangas deteriotativas no aroma, na cor, na textura e
no valor nutricional dos produtos alimenticios (Kester e Fennema, 1989).

Os microrganismos precisam de agua em uma forma disponivel para crescer em produtos
alimentares, para tal o controlo do teor de humidade nos alimentos é uma das mais velhas
estratégias de preservacdo explorada (Pandey et al.,, 2014). Os microbiologistas alimentares
geralmente descrevem os requisitos de agua dos microrganismos em termos da atividade da
agua (aw) dos alimentos ou do meio ambiente, sendo a atividade da agua definida como a
relagcdo entre a pressao de vapor de agua do substrato alimentar e a presséo de vapor de agua
pura a mesma temperatura (USFDA, 2001).

No tempo zero a carne apresentou um teor de humidade de 74,83% (segundo dados do Portfir
(2017a) a média é de 73,8% no peito de frango cru sem pele fresco). Ao fim de trés dias a
carne nao protegida mostrou um valor de humidade de 76,23% enquanto que ao fim de quinze
dias esse valor manteve-se praticamente inalterado, 76,31%. Os resultados mostraram que a
amostra de carne ndo protegida foi a que obteve indices de humidade, ao fim dos quinze dias
de armazenamento, superior aos do tempo zero. Em comparacdo, a carne que esteve
envolvida nos biofilmes apresentou ao fim dos quinze dias valores de humidade inferiores aos
iniciais, sendo que os outros fatores (tipo de 6leo, concentragdo e incorporagdo de MMTCa)
ndo tiveram expressao significativa (p > 0,05) para que este decréscimo ocorresse. Garcia-
Esteban et al., (2004) tiveram reducBes de 3% (semelhantes aos nossos resultados) na
humidade em fiambre curado tanto para embalagens a vacuo como em embalagens com
atmosfera modificada com N2z, ao fim de 3 semanas. A ligeira perda de humidade da carne
guando esta em contacto com os biofilmes pode ser devido ao facto do quitosano ter uma boa
capacidade de adsorcdo. Isto deve-se pois 0s polissacaridos tém uma alta hidrofilicidade
(Crini, 2005). Zivanovic et al., (2005) nos seus resultados também verificaram que os fiimes de
quitosano com oregdo absorviam agua da carne bolonhesa, aumentando a espessura dos
mesmos.

As cinzas referem-se ao residuo inorganico remanescente ap0s a ignicdo ou a oxidagao
completa da matéria organica num género alimenticio. Os produtos com alto teor de gordura,
como as carnes, podem precisar ser secos e extraidos com gordura antes do incinerar
(Nielsen, 2010).

O conteldo de cinzas representa o teor mineral total nos alimentos. Determinar o contelido de
cinzas pode ser importante por varios motivos, sendo o0 primeiro passo na preparacdo de uma
amostra de alimentos para andlise elementar especifica. Como certos alimentos sao elevados

em minerais particulares, o contetdo de cinzas torna-se importante (Nielsen, 2010). Neste
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trabalho analisou-se as cinzas para ver se o MMTCa poderia migrar para a carne aumentando
assim o teor em cinzas.

Neste trabalho, o teor de cinzas foi determinado nos dias zero, sete e quinze apés secagem
prévia das amostras. No tempo zero o valor de teor de cinzas foi de 1,22%. Segundo Portfit
(2017b) a média do teor de cinzas para a amostra de peito de frango sem pele cru fresco é de
0,8%. Os resultados desta experiéncia foram ligeiramente superiores. As amostras ndo
protegidas foram as que apresentaram maior teor de cinzas tanto no sétimo como no décimo
quinto dia, tendo havido um aumento néo significativo em relacdo ao tempo zero (p > 0,05). As
amostras revestidas com Ch, Ch+OE e Ch+OE+MMTCa apresentaram uma diminuicdo, ndo
significativa (p > 0,05), no teor de cinzas sendo o controlo Ch sem MMTCa o biofiime que
apresentou os valores mais baixos. Tal como vimos anteriormente o quitosano absorve agua
da carne (Zivanovic et al., 2005) e por conseguinte podera absorver minerais que estivessem
contidos nela, essa poderd ser uma explicacdo pelo qual o teor de cinzas tera diminuido. O
facto do MMTCa ser uma argila mineral podera ter transmitido minerais para a carne o que
podera ter feito com que a amostra de carne revestida com o biofilme controlo Ch+MMTCa
tivesse valores superiores (ndo significativos, p > 0,05) a amostra de carne revestida com
controlo Ch sem MMTCa. Os 0leos essenciais, tal como a sua concentragdo ndo tiveram
influéncia neste parametro (p > 0,05). O factor tempo também néo influénciou os resultados (p
> 0,05), tendo estes sofrido muito poucas alteracdes entre o sétimo e o décimo quinto dia.
Seria importante determinar na carne se houve a migracdo de elementos do biofilme (e.g Mg).

Sugere-se fazer esta determinacéo em trabalhos futuros.
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FiG. 3.31 Valores médios da percentagem de humidade da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentracdo) sem MMTCa, ao longo do tempo
a-b: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulac¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.32 Valores médios da percentagem de humidade da carne, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentragdo) com MMTCa, ao longo do tempo

a-b: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulac¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.33 Valores médios da percentagem de cinzas da carne, para os biofilmes com oleos essenciais
(variando a sua concentragdo) sem MMTCa, ao longo do tempo

a-b: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formula¢gbes (p<0,05). Ch = Quitosano;
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Fig. 3.34 Valores médios da percentagem de cinzas da carne, para os biofiimes com éleos essenciais
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Ch+OEA = Quitosano com o6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com o6leo de gengibre; MMTCa =

Montmorilonita Célcica.
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3.2.4 OXIDAGAO LiriDICA (ENSAIOS TBARS)

Os ensaios de TBARS medem o malonaldeido presente na amostra, bem como o
malonaldeido gerado a partir de hidroperéxidos de lipidos pelas condigdes hidroliticas da
reacao (Trevisan et al., 2001). Este € um indicador tipico da rancidez lipidica em produtos a
base de carne e fornece informag8es Uteis sobre a oxidacao lipidica. Os produtos com valores
de TBARS inferiores a 1,00 mg/kg sdo considerados frescos e aceitaveis em termos de
rancidez lipidica (Tornuk et al., 2015).

Ao longo dos quinze dias os valores de concentracdo de MDA aumentaram significativamente
(p < 0,05) para as amostras que nao foram revestidas, tal como era esperado, mostrando que
houve uma deterioracdo da carne. No dia zero teve um valor de 0,025 mg/kg, e ao fim dos
quinze dias de armazenamento apresentou um valor de 0,033 mg/kg. Os biofilmes de controlo
mantiveram os valores de MDA constantes ao longo do tempo, tendo estes resultados sido
inferiores (p > 0,05) aos das amostras ndo revestidas no Ultimo dia. As amostras revestidas
com biofilmes de quitosano incorporados com OE também mantiveram os valores de MDA ao
longo do tempo, tendo-se verificado que o OEG em geral teve valores inferiores aos
apresentados pelo OEA, mostrando ter uma ac¢do mais eficaz na prevencdo da oxidagao
lipidica. Nas analises de DPPH do meio simulante no caso do OEG tivemos uma menor
atividade antioxidante, ou seja os compostos que estdo no OEG vao inibindo a oxidacdo da
carno mesmo estando mais presos dentro dos biofilmes. A accdo de embalagens ativas ndo
resulta s6 da migracdo de compostos com atividade antioxidante mas também evitam que os
radicais oxidem a carne e isso pode acontece mesmo estando presos no filme (Azeredo et al.,
2000). Estes resultados estdo em conformidade com os apresentados por Tamade et al.,
(2002) que verificaram o gengibre inibiu fortemente a oxidagéo lipidica na carne de porco em
cerca de 75% (expresso como nivel de inibicdo) e foi das mais altas entre todas as 22 ervas e
especiariais selecionadas (incluindo o alecrim). N&o se verificaram diferencas significativas (p >
0,05) nos resultados devido a concentracéo de 6leo, mas visualizou-se, em geral, uma maior
atividade antioxidante consoante o aumento da concentracdo. Houve diferencas significativas
(p < 0,05) entre os biofilmes incorporados com MMTCa e os que ndo possuem MMTCa. Os
resultados mostraram que a adicdo de nanoparticulas de argila teve uma influéncia positiva na
prevencdo da oxidacéo lipidica da carne, tal como se pode ser na figura 3.35. Vilarinho et al.,
(2017) obtiveram resultados semelhantes, em que as amostras de salame revestidas com
nanocompdsitos de acido polilactico com MMT de sadio tiveram valores inferiores de MDA do
gue as apresentadas pelo controlo sem MMT. Tal como observado anteriormente, a adicdo de
MMTCa vai é uma barreira extra aos raios ultravioleta que poderiam catalizar a oxidacéo
lipidica na carne (Souza et al., 2017), tal como é também mais uma barreira ao oxigénio, ndo
permitindo assim tantas trocas entre o alimento e o exterior (Uddin, 2008). O quitosano pode
retardar a rancidez nos alimentos, atuando como um quelante de i6es de metais de transi¢cao

gue iniciam a oxidacdao lipidica e as reacdes em cadeia, que, por sua vez, levam a deterioragcéo
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do sabor nos alimentos (Lekjing, 2016). Poucos estudos examinaram os efeitos combinados
entre o quitosano, OE e MMTCa na oxidacéo lipidica de carnes. Os resultados dos biofilmes de
Ch+OE seguem o que também foi observado pelos varios estudos que de seguida sdo
apresentados.

No estudo de Georgantelis et al., (2007a), salsichas de porco frescas contendo quitosano e a
sua combinacdo com alecrim apresentaram efeitos antioxidantes mais fortes do que o controlo
de quitosano. Além disso, a combinacao de extrato de alecrim e quitosano apresentou menores
valores de MDA do que na utilizacdo individual de quitosano e extracto de alecrim, indicando a
existéncia de efeitos sinérgicos. Georgantelis et al., (2007b) relatam que o quitosano sozinho
ou em combinacdo com alecrim usado em hamburgueres de carne congelados (-18°C)
armazenados por 180 dias apresentam efeitos antioxidantes mais fortes do que o0 o uso isolado
do alecrim, sendo que os melhores resultados sao obtidos com a combinacdo de quitosano e

alecrim.
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Fig. 3.35 Valores médios da concetragdo de MDA (mg/kg), para os biofilmes controlo, com e sem MMTCa
ao longo do tempo

Ch = Quitosano; Ch + MMTCa = Quitosano com Montmorilonita Célcica.
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Fig. 3.36 Valores médios da concentracdo de MDA (mg/kg), para os biofilmes com 6leos essenciais, sem MMTCa, variando a sua concentragdo ao longo do tempo
a-e: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
Gleo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.37 Valores médios da concentracdo de MDA (mg/kg), para os biofilmes com éleos essenciais, com MMTCa, variando a sua concentra¢éo ao longo do tempo
a-e: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com

6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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3.2.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

O crescimento microbiano € geralmente responsavel pela deterioracao das carnes e produtos a
base de carne, juntamente com as deterioracdes bioquimicas e enzimaticas (Bonilla et al.,
2014). De facto, a contaminacao bacteriana € um dos principais fatores que determinam a
perda de qualidade da carne fresca, pois esses produtos s8o0 muito propensos a serem
contaminados com microrganismos se ndo forem devidamente conservados e manipulados,
sendo portanto desejavel usar um conservante com propriedades antimicrobianas (Kanatt et
al., 2008).

Para entender a eficacia antimicrobiana dos biofilmes compdsitos de Ch+OE, varios fatores
devem ser considerados. Os parametros relativos aos microrganismos, como o seu tamanho,
estado fisiolégico e as condigbes de armazenamento (temperatura, meio de cultura) sdo
importantes para explicar a atividade antimicrobiana do quitosano e dos 6leos essenciais nos
diferentes biofilmes produzidos (Sanchez-Gonzalez et al., 2011a). No presente estudo, a
influéncia desses fatores néo foi avaliada.

A contagem total de mesofilos aumentou (p < 0,05) ao longo dos dez dias de armazenamento
para a amostra de carne sem filme e para a amostra de controlo (Fig 3.38-3.39). Para as
amostras de Ch+OE houve um aumento (p > 0,05) até ao sétimo dia e uma posterior
estabilizacdo até ao décimo dia. As amostras revestidas com os biofilmes mostraram valores
de crescimento de microrganismos inferiores (com diferenca de valores de 1 a 4 log (UFC/g))
relativamente a amostra ndo revestida, sendo essa reducdo significativa na maior parte dos
casos (p < 0,05). Os biofilmes com MMTCa apresentaram contagens de mesofilos inferiores as
dos biofilmes sem MMTCa, embora essa diferenca ndo tenha sido significativa (p > 0,05) (Fig
3.39). Este resultado demonstra que os biofiimes com MMTCa s&o tendencialmente mais
eficazes na prevencgdo de crescimento microbiol6gico. O mesmo resultado foi observado por
Giannakas et al., (2016) quando adicionaram MMTNa aos biofilmes de quitosano, tendo-se
verificado um decréscimo da atividade antibacteriana. Embora o MMTNa nado tenha qualquer
acdo antibacteriana particular, demonstrou-se que, quando adicionado em matrizes
poliméricas, leva a um desempenho superior do quitosano. A explicacdo para tal fenémeno
pode estar na elevada area especifica das placas de argila que podem absorver as bactérias
da solugéo e imobiliza-las na sua superficie. N&o se observaram diferengas significativas (p >
0,05) entre os biofilmes de controlo com os biofilmes incorporados com 6leos essenciais, sendo
gue na maior parte dos casos, com a incorporacao de 6leo se verificou um ligeiro decréscimo
de mesodfilos. O tipo de 6leo utilizado também nédo demonstrou qualquer diferencga significativa
(p > 0,05) e a concentracao utilizada também n&o (p > 0,05), sendo que na maior parte dos
casos, com 0 aumento da concentracdo existe uma tendéncia para valores ligeiramente mais

baixos de contaminacéo.
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Bonilla et al., (2014) obtiveram resultados em que a adi¢do de 6leo essencial de manjericdo ou
tomilho ao quitosano levou a um decréscimo de eficacia contra o crescimento de mesdéfilos e
coliformes, o0 que sugere que os 6leos essenciais utilizados juntamente com quitosano séo
menos eficazes contra a carga microbiana do que utilizar o quitosano sozinho. Sanchez-
Gonzélez et al., (2011a) relatou os mesmos resultados sugerindo que isto se deve a um efeito
de diluicdo, fazendo com que o quitosano quando esta ligado aos 6leos ndo esteja tédo
disponivel para atuar como agente antimicrobiano. Este estudo sugeriu também que a reducéo
antimicrobiana dos OE pode ser devido a ligacdo dos compostos ativos na rede de quitosano
através das fortes interacdes com as cadeias poliméricas carregadas, dificultando o acesso aos
microrganismos. Por outro lado, Zivanovic et al., (2005) obtiveram aumentos (cerca de 1 log
(UFC/qg)) na atividade antimicrobiologica dos biofilmes de quitosano quando incorporaram 6leo
essencial de oregdo, reduzindo significantemente os organismos patogénicos da carne. Este
aumento foi superior com o0 aumento da concentracdo do 6leo. Kanatt et al., (2008) juntaram
uma mistura de quitosano com extrato de menta a salsichas de porco e avaliaram a contagem
total de microrganismos. Concluiram que a amostra controlo se degradou ao fim de 2 semanas
de armazenamento (entre 0°C e 3°C) enquanto a amostra tratada apresentou um tempo de
vida de 3 semanas. Ambas as contagens de microrganismos aumentaram ao longo do tempo,
mas as amostras tratadas apresentaram valores de cerca de 1 log (UFC/g) a menos. Para
interesse deste trabalho de investigacdo, Wang et al., (2017) também ja verificaram o potencial
do gengibre como agente antimicrobiano. No seu estudo verificaram que em carne de porco, a
juncdo de Oleo de gengibre e canela a matriz de quitosano reduz a contagem de
microrganismos totais em comparacdo com o biofilmes de quitosano puro, sendo que a
contagem € menor consoante 0 aumento da concentracdo dos 6leos em questdo. Isto deve-se
maioritariamente a agentes quimicos antimicrobianos presentes no gengibre, tais como o

limomeno e o zingibereno (Wang et al., 2017).
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Fig. 3.38 Contagem total de mesdfilos, para os biofilmes com 6éleos essenciais (variando a sua concentragdo), sem MMTCa, ao longo do tempo

a-e: Diferentes letras indicam diferencgas significativas entre as formulagbes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG =

Quitosano com 6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.39 Contagem de total de mesdfilos, para os biofilmes com 6leos essenciais (variando a sua concentragéo) , com MMTCa, ao longo do tempo
a-e: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulacdes (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG =
Quitosano com 6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Célcica.
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Os coliformes sado bactérias que estdo sempre presentes nos tratos digestivos dos animais,
incluindo os humanos, e sdo encontrados nos seus residuos. Podem também ser encontrados
em material vegetal e solo. S8o Gram-negativas, indicadoras de contaminac¢do e formadas
pelos géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella (NYSHD, 2017). A contagem
de coliformes totais na carne ndo revestida pelos biofilmes teve um crescimento linear
significativo (p < 0,05) ao longo do tempo, atingindo um méximo no décimo dia de 4,38 log
(NMP/g) (Fig 3.40-3.41). Durante todo o tempo de armazenamento a contagem de coliformes
totais manteve-se estavel (p > 0,05) com ligeiras alteragdes para as amostras revestidas com
biofilmes, sendo que no ultimo dia todas as amostras mostraram resultados inferiores aos da
amostra de carne sem filme. As amostras revestidas com Ch+OEG foram as amostras que
demonstraram ter um menor crescimento de coliformes (cerca de menos 1 log (NMP/g) que o
OEA). Componentes nao-polares tais como diterpenos fendlicos, responsaveis pelas
propriedades antimicrobianas do alecrim, geralmente sdo considerados mais efetivos apenas
contra bactérias Gram-positivas (Georgantelis et al., 2007a). Isto acontece porque 0s
diterpenos fendlicos sdo moléculas organicas com substituintes volumosos de alto peso
molecular, que pode fazer com que haja uma reducgéo da capacidade de se atingir a membrana
celular das bactérias Gram-negativas, tal como os coliformes (Georgantelis et al., 2007a). As
amostras revestidas com biofilmes incorporados com MMTCa ainda conseguiram apresentar
resultados mais baixos que as amostras sem nanoparticulas de argila (Fig 3.41). Este
decréscimo da contagem de coliformes totais foi de cerca 1 log (NMP/g), mostrando que a
mistura do quitosano com 6leo essencial de gengibre e MMTCa resultou nos biofilmes mais
eficazes como agentes antimicrobianos. Para este biofilme, o valor minimo registado ao fim de
dez dias de armazenado foi de 1,85 log (NMP/g), bem inferior ao valor apresentado pela
amostra ndo revestida. A explicacdo para tal fendmeno pode ser a mesma que a utilizada para
a contagem de mesofilos, ou seja pode estar na elevada area especifica das placas de argila
que podem absorver as bactérias da solugdo e imobiliza-las na sua superficie (Giannakas et
al., 2016).

Georgantelis et al., (2007a) no estudo com salsichas frescas de porco refrigeradas a 4°C, ao
fim de vinte dias de armazenamento registaram um decrecéscimo na contagem de
Enterobacteriaceae para amostras revestidas com biofiimes de quitosano com alecrim em
relacdo as amostras sem filime. Este estudo refere também que os efeitos antimicrobianos,
particularmente contra bactérias Gram-negativas, é mais pronunciado em meios com pH
inferior a 6,3 e que temperaturas baixas, como as usadas no estudo, sdo consideradas ideias

para favorecer o efeito antimicrobiano do quitosano.
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Fig. 3.40 Contagem de coliformes totais, para os biofilimes com 6éleos essenciais (variando a sua concentragédo), sem MMTCa, ao longo do tempo
a-d: Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as formulac¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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Fig. 3.41 Contagem de coliformes totais, para os biofilmes com 6éleos essenciais (variando a sua concentragédo), com MMTCa, ao longo do tempo

a-e: Diferentes letras indicam diferengas significativas entre as formulac¢des (p<0,05). Ch = Quitosano; Ch+OEA = Quitosano com 6leo de alecrim; Ch+OEG = Quitosano com
6leo de gengibre; MMTCa = Montmorilonita Calcica.
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4 CONCLUSAO

Os biofilmes biodegradaveis foram produzidos com sucesso através do método de casting
resultando numa espécie de plastico homogéneo, predominantemente amarelado, flexivel e
sem variacdes significativas na espessura. A incorporacdo de OE e MMTCa fez aumentar a
opacidade dos biofilmes. A adicdo de 6leos essenciais e MMTCa aos biofilmes de quitosano
fazem com que estes sejam mais eficazes na prevencédo da oxidacao lipidica induzida por raios
ultravioletas quando aplicados em sistemas alimentares, sendo o OEG o 6leo que melhor atua
neste aspeto. A incorporacdo de Oleos essenciais nos biofilmes de quitosano aumenta a
atividade antioxidante devido a libertacdo para o meio simulante de compostos fendlicos
presentes nos 6leos, sendo que a libertagdo dos compostos 6leo de alecrim se traduziu numa
atividade antioxidante superior a do 6leo de gengibre. A adicdo de MMTCa resultou na
diminuicdo da migracdo de compostos com actividade antioxidante. Nas propriedades
mecénicas dos biofilmes, a forca de tragdo dos biofilmes incorporados com OEA e OEG foram
inferiores aos valores apresentados pelos provetes de quitosano controlo devido as
descontinuidades criadas na matriz do polimero. A adicdo de OE a matriz fez com que a
percentagem de elongamento dos biofilmes aumentasse e fez com que a rigidez dos mesmos
fosse menor, pois os 6leos desenvolveram uma funcéo plastificante ao interromper as ligacoes
qguimicas entre as cadeias do quitosano. As propriedades mecanicas foram entéo ligeiramente
alteradas e a incorporacéo dos antioxidantes naturais teve um efeito plastificante nos biofilmes
produzidos. Em relacdo ao efeito da incorporacdo de MMTCa, verificou-se que no quitosano
sem adicéo de 6leos o MMTCa torna o filme mais rigido. A incorporacdo de MMTCa associada
a incorporacéo de 6leos resultou em filmes mais flexiveis.

Ambos os biofilmes incorporados com os OE e sem adicdo de MMTCa reduziram o valor da
humidade em relacdo ao controlo. Entre os biofilmes de controlo, a adicdo de MMTCa faz
diminuir a humidade. Verificou-se que em geral houve uma diminuicdo da percentagem de
swelling e de solubilidade com a incorporacédo dos dois tipos de 6leo e MMTCa. Os tratamentos
feitos em relacdo aos biofilmes controlo, com a incorporacdo de Oleos essenciais e
nanoparticulas de argila mostraram-se assim eficazes pois podem interagir com as moléculas
poliméricas, reduzindo a sua disponibilidade para reagir com a agua.

As amostras de carne sem protecado deterioraram-se mais rapidamente desde o primeiro dia de
armazenamento, mostrando uma subida ligeira do pH enquanto que nas amostras protegidas o
pH desceu nos primeiros dias. Os nives de acidez da carne tiveram uma reducéo inferior e
mantiveram-se mais estavei nas amostras embaladas comparativamente com as amostras sem
filme, o que também é positivo. As amostras protegidas com os biofilmes mostraram um
decréscimo nos valores de humidade e cinzas em relagcdo a carne ndo protegida. A ligeira
perda de humidade da carne quando esta em contacto com os biofilmes pode ser devido ao
facto do quitosano ter uma boa capacidade de adsorgdo, podendo também absorver minerais

da carne para o filme reduzindo assim o valor das cinzas. A cor da carne das amostras com
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biofilme também foi mantida durante o tempo de armazenamento em relagdo a carne nao
protegida em que se verificou variacdes de cor superiores.

Os biofilmes demonstraram ser mais eficazes no processo de preservacdo da carne, reduzindo
a oxidagéo lipidica, porque o quitosano pode retardar a rancidez em alimentos, atuando como
um quelante de iBes de metais de transicdo que iniciam a oxidagéo lipidica e as rea¢bes em
cadeia, que, por sua vez, levam a deterioragdo do sabor nos alimentos. Comparativamente
com a carne sem filme, a carne envolta nos biofilmes teve uma reducdo na contagem de
microorganismos totais e coliformes totais. Para se ter uma caracterizagdo mais completa
desses novos biofilmes, outras propriedades também devem ser avaliadas, como propriedades
de barreira para vapor de agua e gas.

No geral, as amostras protegidas obtiveram melhores resultados do que as amostras ndo
protegidas e os biofilmes de quitosano tiveram as propriedades antimicrobianas e antioxidantes
melhoradas pela introducdo de OE e MMTCa, 0 que pode ser uma barreira importante contra a
contaminagdo microbiana e quimica nos alimentos. A incorporacdo de MMTCa e de OE’s (em
especial do OEG) contribuiu entdo assim de forma significativa para o prolongamento da vida
util da carne de frango, tendo-se demonstrado o potencial de aplicagdo destes biofilmes em
embalagens alimentares.

Estas descobertas terdo aplicacdo em varios alimentos, especialmente alimentos que muitas
vezes sdo afetados pela deterioracdo microbiana e quimica. No entanto, estudos adicionais
sdo necessarios antes de usar este filme como uma embalagem ativa para produtos

alimentares.
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6 ANEXOS

Anexo 1 — Exemplo de um biofilme controlo de Ch com MMTCa produzido
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Anexo 4 — Exemplo de um biofilme de Ch com 2% OEG e sem MMTCa produzido
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