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Resumo 

 

Campylobacter coli e Campylobacter jejuni são os principais agentes infeciosos causadores de 

doença gastrointestinal no mundo. Nos humanos, a principal via de contaminação é o 

manuseamento, a preparação e o consumo de carne de aves contaminada, sobretudo a carne 

de frango. As embalagens antimicrobianas são uma forma de embalagens ativas, que 

permitem a redução e inibição do crescimento de microrganismos que possam estar presentes 

nos alimentos ou no próprio material das embalagens. Os derivados de celulose são uma fonte 

importante de biomateriais para a formação de filmes antimicrobianos (AM) e a incorporação 

de compostos fenólicos nestes filmes, tem vindo a demonstrar grandes potencialidades. O 

resveratrol (RV) é um composto fenólico de origem natural que apresenta diversas 

propriedades benéficas para a saúde humana, incluindo propriedades antimicrobianas. No 

entanto a sua baixa solubilidade em meio aquoso e a sua baixa disponibilidade limitam a sua 

aplicação. Para ultrapassar estas limitações é feita a sua complexação com ciclodextrinas. 

Neste trabalho foram desenvolvidos filmes AM em monocamada baseados em 

carboximetilcelulose (CMC), e em bicamada baseados em acetato de celulose e 

hidroxietilcelulose. Como agente AM foi incorporado o RV e o seu complexo de inclusão com a 

hidroxipropil-γ-ciclodextrina (HP-γ-CD). Foram avaliadas as propriedades físicas destes filmes 

e a atividade antimicrobiana contra C. coli e C. jejuni pelo método de difusão em disco. 

Também foi quantificada a percentagem de libertação dos agentes AM em estudo nos filmes 

em bicamada para etanol a 10%. Como a regulação e a inibição de patogéneos alimentares 

pode ser regulada por fenómenos de quorum sensing (QS), foi estudada a interferência dos 

filmes com incorporação de RV e da sua forma complexada nesse processo de comunicação. 

Foi ainda avaliada a atividade anti-Campylobacter dos filmes em bicamada aplicados num 

modelo alimentar, usando para este efeito a carne de frango. Os resultados demonstraram 

que ambos os agentes AM tornaram os filmes de CMC e os filmes em bicamada mais elásticos 

e menos resistentes. Os filmes em bicamada com incorporação do complexo de inclusão de RV 

foram os mais hidrofílicos, comparativamente com os de RV na forma livre e o controlo. Os 

ensaios de libertação demonstraram que os agentes AM foram totalmente libertados dos 

filmes em bicamada, ao fim de 10 dias à temperatura de 4 e 20ºC. Também foi demonstrado 

que os filmes em bicamada inibiram o crescimento das estirpes testadas na área de contacto 

dos filmes com a superfície de agar e formaram um halo de inibição, enquanto os filmes de 

CMC apenas inibiram o crescimento na zona de contacto. Mostrou-se que os filmes em 

bicamada possuíram atividade anti-QS através da inibição da produção de violaceína superior 

a 70%. Por fim, foi observada uma redução das Unidades Formadoras de Colónias de C. coli e 

C. jejuni, dependente da temperatura de incubação, por ação dos filmes em bicamada 

testados no peito de frango. Em suma, este estudo demonstrou o elevado potencial dos filmes 
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AM biodegradáveis com incorporação de RV e da sua forma complexada com HP-γ-CD no 

controlo de Campylobacter em carne de frango. 
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Abstract 

 

Campylobacter coli and Campylobacter jejuni are among the biggest worldwide causes of 

human bacterial gastroenteritis. The source of human infection is mainly associated with 

handling, preparation and consumption of contaminated poultry meat, mainly chicken meat. 

Antimicrobial packaging is one of the types of active packaging that allows to reduce and to 

inhibit the microbial growth already contained in the food or in the packaging material itself. 

Cellulose derivatives are an important source of biomaterials for the preparation of 

antimicrobial (AM) films and the incorporation of phenolic compounds in those films has 

demonstrated great antimicrobial potential. Resveratrol (RV) is a phenolic compound of 

natural origin with several beneficial properties for human health, including antimicrobial 

properties. However, its low solubility in aqueous media and its low stability limit its 

potential applications. To overcome these drawbacks it is commonly complexed with 

cyclodextrins. In this work it was developed an AM monolayer film based on 

carboxymethylcellulose (CMC), and a bilayer one based on cellulose acetate and 

hydroxyethylcellulose. As AM agent, it was incorporated RV and RV complexed with 

hydroxypropyl-γ-cyclodextrin (HP-γ-CD). The physical properties of these films and its 

antimicrobial activity against C. coli and C. jejuni were evaluated by the disk diffusion 

method. The release percentage of the AM agents in bilayer films for 10% ethanol was also 

quantified. Being the regulation and the inhibition of foodborne pathogens regulated by 

quorum sensing phenomena, the impact of the films which was incorporated with RV and its 

complex form in this communication process was studied. It was also evaluated the anti-

Campylobacter activity of the bilayer films applied in a food model, using for this purpose 

chicken meat. The results showed that the CMC and bilayer films with both AM agents become 

more elastic and less resistant. The bilayer films incorporated with RV inclusion complex were 

more hydrophilic when compared with the ones with RV in its pure form and with the control 

film. The release tests showed that the AM agents were totally released from the bilayer films 

after 10 days at 4 and 20ºC. It was also shown that the bilayer films inhibited the growth of 

the tested strains in the contact area of the films with the agar surface and formed an 

inhibition zone, while the CMC films only inhibited the growth in the contact area. It was 

shown that the bilayer films had anti-QS activity demonstrated by the inhibition of the 

violacein production by more than 70%. Finally, when the bilayer films were tested in the 

chicken breast it was observed that Colonies Forming Units reduction of C. jejuni and C. coli 

was dependent on the incubation temperature. In sum, this study demonstrated the high 

potential of biodegradable AM films with the incorporation of RV and its inclusion complex 

with HP-γ-CD for the control of Campylobacter in chicken meat. 
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1 

 

Capítulo 1. Introdução Geral 

 

Alguns produtos alimentares são perecíveis por natureza e como tal, durante a sua 

preparação, o seu armazenamento e a sua distribuição, exigem ser protegidos contra o 

processo de deterioração, de forma a manter o tempo de vida útil [1]. A procura de produtos 

minimamente processados, facilmente preparados assim como a globalização do comércio de 

alimentos conferem grandes desafios para a segurança e qualidade alimentar [1]. Os 

alimentos podem ser sujeitos a contaminações por microrganismos, podendo muitos deles 

desencadear reações indesejáveis, provocando alterações nas características organoléticas 

dos alimentos [1]. Assim, o crescimento microbiano é uma das maiores preocupações na 

indústria alimentar, pois algumas bactérias e fungos podem causar doenças [1]. Como tal, 

muitos estudos têm-se focado em patogéneos alimentares tais como: Campylobacter, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus, Clostridium perfringens, Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae [1],[2]. Nos 

humanos, as bactérias Campylobacter spp. podem causar uma doença designada por 

campilobacteriose, a qual é uma infeção gastroentérica [3]. Nos países industrializados, 

Campylobacter coli (C. coli) e Campylobacter jejuni (C. jejuni) são os principais agentes 

infeciosos causadores de doença gastrointestinal [4]. Os casos clínicos de campilobacteriose 

têm excedido os casos de infeções provocadas por espécies de Salmonella, Shigella ou 

Escherichia coli enteropatogénica, e ainda com tendência crescente [4]. Em Portugal, a 

principal espécie que infeta os humanos é C. jejuni, no entanto a prevalência de C. coli é 

superior ao que é reportado nos países ocidentais [4]. Quando ingeridas, estas bactérias 

podem causar um quadro clínico descrito como diarreias inflamatórias, febre e dores 

abdominais [4]. No entanto, podem surgir complicações mais graves como septicémias, 

infeções extra-intestinais e sequelas neurológicas, como a síndrome de Guillain-Barré [4],[5]. 

A campilobacteriose pode ser severa em indivíduos imunocomprometidos, crianças e idosos 

[5]. De modo a minimizar as contaminações microbianas, a tecnologia alimentar tem 

procurado de forma crescente, alternativas inovadoras para cumprir tal objetivo [6]. As 

embalagens antimicrobianas são uma forma de embalagens ativas, as quais permitem a 

redução e inibição do crescimento de microrganismos que possam estar presentes nos 

alimentos ou no próprio material das embalagens [6]. 

 

1.1. Campylobacter spp. 

Campylobacter spp. é um género de bactérias Gram-negativas, espirais, que apresentam 

flagelos unipolares ou bipolares, não formam esporos, são termófilas, tendo a capacidade de 

crescer entre 37 e 42ºC [5], [7], [8]. Uma característica particular destas bactérias é o facto 

de serem microaerófilas, crescendo assim numa atmosfera que contenha aproximadamente 

10% de dióxido de carbono (CO2), 5% de oxigénio (O2) e 85% de azoto (N2) [7], [5]. Estes 

microrganismos colonizam o intestino de animais domésticos e de quinta, tais como: ovelhas, 
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bovinos, suínos e aves, sendo estes últimos os principais reservatórios [9]. Por exemplo, no 

intestino de frangos de aviário o género Campylobacter spp. estabelece uma relação de 

comensalismo com o hospedeiro, o que resulta num elevado número de aves colonizadas [9]. 

Os fatores de virulência específicos deste género de bactérias ainda não foram claramente 

esclarecidos, provavelmente devido às semelhanças de patogénese que podem existir entre o 

género Campylobacter e outros patogéneos [5]. No entanto foram identificados alguns fatores 

de virulência tais como: a motilidade mediada por flagelos, a adesão bacteriana na mucosa 

intestinal, a capacidade invasiva e a capacidade de produzirem toxinas [5]. A formação de 

biofilmes e a resistência a antibióticos tornam estas bactérias ainda mais persistentes [3], [5]. 

A capacidade de formação de biofilmes é um modo bem caracterizado de crescimento e de 

sobrevivência bacteriana, em que as bactérias aderidas a superfícies e envolvidas pela matriz 

se encontram protegidas contra condições de stresse ambiental, como por exemplo, a 

radiação ultravioleta (UV) [10]. Uma característica particular dos biofilmes é a sua extrema 

resistência a agentes antimicrobianos (AM) e desinfetantes comparativamente com as células 

planctónicas [10]. Os fatores envolvidos na formação dos biofilmes por Campylobacter spp. 

ainda não são totalmente conhecidos, embora hajam estudos que demonstrem o papel dos 

flagelos e a regulação de genes que possam estar envolvidos [10]. A resistência aos 

antibióticos em Campylobacter está a emergir globalmente, sendo descrita por diversos 

autores e reconhecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como um problema 

importante na saúde pública [5]. Diversos estudos que compararam a evolução do padrão de 

resistência deste género de bactérias a antibióticos, verificaram uma rápida evolução em 

isolados clínicos e estirpes isoladas de alimentos, tendo estas estirpes resistências aos 

principais antibióticos no tratamento de campilobacteriose [3], [5]. Como por exemplo, 

fluoroquinolonas, aminoglicósidos, tetraciclinas, beta-lactâmicos e macrólidos [3], [5]. 

 

1.1.1. Principais fontes de contaminação 

Devido à natureza microaerófila do microrganismo Campylobacter há pouca transmissão entre 

humanos, como tal esta infeção pode ser considerada uma zoonose dado que este 

microrganismo é comensal em animais para consumo humano [11]. Assim, nos humanos, a 

principal via de contaminação é o manuseamento, a preparação e o consumo de carne de 

aves contaminada, sobretudo a carne de frango [8], [4]. Por exemplo, durante o processo de 

abate de frangos de aviário, C. jejuni sobrevive nas carcaças destes animais onde a pressão 

de O2 é baixa [11]. A carne de frango é dos alimentos mais consumidos na maioria dos países 

industrializados e em desenvolvimento, devido ao seu baixo custo [5]. Apesar de ser uma 

carne magra, é uma fonte de proteínas, rica em aminoácidos essenciais, e fonte de vitaminas 

e minerais [5]. Deste modo, nos últimos anos o número de casos de campilobacteriose tem 

vindo a aumentar [5]. Porém, existem outras fontes de contaminação, como o consumo de 

leite não pasteurizado, a carne vermelha e o contacto com animais domésticos [5]. A água 
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contaminada também pode ser outra fonte de contaminação devido à presença de fezes de 

animais ou humanos [9]. 

Contudo Campylobacter spp. é sensível a algumas condições ambientais, como humidades 

baixas, secagem, ao stresse de congelamento e descongelamento, ao O2, entre muitos outros, 

razão pela qual, de um modo geral, se deve concentrar nestes fatores para controlar estes 

microrganismos patogénicos [5]. Atualmente existem diversos métodos para diminuir a 

contaminação destas bactérias, tais como a desinfeção de caixas que são utilizadas durante o 

abate e o processamento da carne de frango, assim como a descontaminação dos materiais 

através do dióxido de cloro, ácidos orgânicos, fosfato trissódico, irradiação por luz UV, calor e 

por luz pulsada de elevada intensidade [12]. As embalagens ativas são uma tecnologia em 

rápido desenvolvimento que podem ser aplicadas nos alimentos, como a carne de frango, para 

controlar surtos infeciosos de origem alimentar [12]. 
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Capítulo 2. Embalagens Ativas 

 

Numa perspetiva histórica, o Homem tem-se esforçado para desenvolver meios que possam 

proteger os alimentos naturais ou manufaturados contra a sua deterioração [13]. Assim, no 

progresso da produção e processamento dos alimentos surgiram as embalagens alimentares 

[13]. As embalagens tradicionais são destinadas a protegerem os alimentos de uma forma 

mecânica, assim como de fatores externos, como os microrganismos, o oxigénio, a luz, o 

calor, a humidade, entre muitos outros [14], [15]. No entanto, os materiais constituintes 

deste tipo de embalagens devem ser de natureza inerte e deverá ocorrer uma mínima 

interação entre os alimentos e as embalagens [15]. Durante décadas, as novas tecnologias na 

indústria alimentar, tentaram desenvolver embalagens em resposta às exigências dos 

consumidores ou às tendências da produção industrial, no sentido da preservação de produtos 

em conserva, frescos e saborosos, de forma a prolongar a sua qualidade [15]. Contudo, devido 

à globalização dos mercados, ao modo de vida dos consumidores, a procura de alimentos mais 

naturais e das preocupações ambientais, tem sido um desafio para a indústria alimentar o 

desenvolvimento de novos e melhores conceitos de embalagens [14], [15], [16]. Deste modo, 

de forma a cumprir tais princípios surgem as embalagens ativas, inteligentes e edíveis [16]. 
 

As embalagens ativas podem proporcionar uma melhor qualidade e segurança alimentar, 

assim como combater os problemas ecológicos [17]. O princípio básico das embalagens ativas 

baseia-se nas propriedades intrínsecas do polímero utilizado para o material da embalagem, 

ou da introdução de substâncias específicas no interior desse mesmo polímero [14]. As 

propriedades intrínsecas do polímero podem dar origem à função ativa ou então através da 

introdução de um composto ativo no interior da cadeia polimérica [14]. O agente ativo pode 

ser incorporado no interior do material da embalagem ou sobre a sua superfície, como por 

exemplo, em estruturas de multicamadas ou em elementos particulares das embalagens (por 

exemplo, saquetas e adesivos) [14]. Os agentes ativos que podem ser adicionados são 

diversos, tais como ácidos orgânicos, enzimas, bacteriocinas, fungicidas, extratos naturais, 

iões, entre muitos outros [14]. Assim como os materiais em que estes são incorporados, os 

quais podem ser: papéis, plásticos, metais ou a combinação entre estes materiais [14]. 

Dependendo do objetivo de aplicação, estas embalagens podem fornecer diferentes soluções, 

isto é, se o produto alimentar tem uma maior suscetibilidade ao processo de oxidação, então 

a embalagem deve ser incorporada com um agente absorvente de O2 ou um agente 

antioxidante [18]. Se a deterioração do alimento é provocada pela humidade ou por 

condensação, a embalagem deve ser incorporada com um agente absorvente de humidade 

[18]. Desta forma, este tipo de embalagens é um veículo de compostos ativos a fim de 

manterem a elevada concentração dos agentes conservantes na superfície dos alimentos [19].  
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Contudo, devido à possível interação que estas embalagens podem ter com os alimentos, foi 

necessário avaliar a sua segurança, comparativamente com as embalagens tradicionais [15]. 

Ou seja, a migração dos compostos ativos para os alimentos, a utilização incorreta das 

embalagens devido à insuficiente rotulagem, a operação não eficaz das embalagens, entre 

outros [15]. Alguns exemplos de aplicação de embalagens ativas para uso na indústria 

alimentar encontram-se enumerados na tabela 1.  

 

Como tal, o Regulamento da União Europeia 1935/2004 e o Regulamento 450/2009/EC 

descrevem a possibilidade das embalagens ativas serem utilizadas na Europa [15],[18]. As 

definições estabelecidas nestes regulamentos consideram os materiais e os objetos ativos: 

“materiais e objetos que se aplicam para alargar o prazo de validade ou manter/melhorar o 

estado dos alimentos embalados” [15]. Deste modo, estes são idealizados de forma a 

incorporarem ou libertarem substâncias para os alimentos, ou então para o ambiente que os 

envolvem [15]. 

 

Tabela 1: Exemplos de aplicação de embalagens ativas para uso na indústria alimentar 

(Adaptada de [15]). 

Propriedades de absorção O2, CO2, humidade, etileno, aromas, impurezas e luz UV 

Propriedades de libertação 
Etanol, CO2, antioxidantes, conservantes, dióxido de enxofre, 

aromas e pesticidas 

Propriedades de remoção 
Catalisador de remoção de componentes alimentares: lactose e 

colesterol 

Controlo da temperatura 
Materiais isolantes, embalagens de auto-arrefecimento e de auto-

aquecimento, embalagens sensíveis à temperatura 

Controlo microbiano Luz UV e materiais de embalagem com a superfície tratada 

 

2.1. Embalagens antimicrobianas 

O crescimento microbiano é a principal fonte de deterioração dos alimentos, o que gera uma 

grande preocupação devido ao facto de diversos microrganismos serem potencialmente 

patogénicos [1], [20]. A composição dos alimentos pode determinar o crescimento e a 

proliferação dos microrganismos, pois estes requerem água, fontes de carbono (como 

açúcares e álcoois), fontes de azoto (como os aminoácidos), vitaminas do complexo B, 
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minerais, entre muitos outros [13]. No entanto, parâmetros extrínsecos como o pH, a 

humidade, a temperatura e a atmosfera gasosa também podem influenciar o crescimento 

microbiano [13]. Portanto, de forma a inibir o crescimento de patogéneos alimentares surge o 

sistema de embalagens antimicrobianas, as quais são um dos tipos de embalagens ativas [21]. 

Assim como são uma tecnologia alternativa aos processos não térmicos, que não impedem o 

crescimento dos microrganismos resistentes ao calor e aos seus esporos [20]. Nesta 

tecnologia, no sistema das embalagens ou até mesmo nos polímeros utilizados para a sua 

formação, são incorporados agentes AM de origem natural ou sintética [20], [21]. Deste modo, 

quando os sistemas de embalagem possuem atividade antimicrobiana limitam ou previnem o 

crescimento de microrganismos, estendendo a fase lag e reduzindo a taxa de crescimento, ou 

diminuindo a contagem de microrganismos viáveis [20], [22].  

 

A escolha do agente AM a ser incorporado na matriz das embalagens depende de alguns 

fatores, tais como: o microrganismo alvo; a eficácia deste contra esse microrganismo e das 

possíveis interações entre o agente AM; o polímero formador do filme; e outros componentes 

presentes nos alimentos [16]. Estes fatores são bastante relevantes para o desenvolvimento 

de filmes, pois estas interações podem modificar a atividade antimicrobiana e as 

características dos filmes [16]. Nas embalagens alimentares de plástico, têm sido 

incorporados diferentes agentes AM de origem sintética, como por exemplo, ácidos orgânicos 

e inorgânicos, metais, álcoois, compostos de amónio ou aminas, entre outros [12]. Contudo, 

as restrições impostas pelas agências reguladoras e pela indústria alimentar à utilização de 

aditivos alimentares de origem sintética, e o facto de os agentes AM de origem natural terem 

uma melhor aceitação por parte dos consumidores, a incorporação destes agentes em 

embalagens alimentares tem sido cada vez maior [20]. Os agentes AM naturais incorporados 

em embalagens antimicrobianas mais descritos são: ácidos orgânicos (acético, láctico, málico 

e cítrico); óleos essenciais (tomilho, alecrim, sálvia, cravo-da-índia, orégãos, manjericão e 

cássia) assim como os seus componentes maioritários (eugenol, linalool, timol e geraniol); 

enzimas obtidas a partir de fontes animais (lisozima e lactoferrina); bacteriocinas (nisina, 

natamicina e pediocina); polímeros com atividade antimicrobiana (como por exemplo, o 

quitosano); e por fim os compostos fenólicos [1], [16], [23]. Alguns exemplos de agentes AM 

utilizados em sistemas de embalagens alimentares encontram-se descritos na tabela 2. 
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Tabela 2: Exemplos de agentes AM utilizados em sistemas de embalagens alimentares 

(Adaptada de [21]). 

Antimicrobianos 
Materiais de 

embalagens 
Alimentos Microrganismos 

Ácidos 

orgânicos 

Ácido benzóico 
PE Simulante de Filetes 

de Tilápia 

Teste de migração de 

bactérias totais LDPE 

Sorbatos 

LDPE Meio de cultura de 

queijo; peito de 

frango 

Leveduras, ensaio de 

migração de bolores, ensaio 

de migração. 

MC/quitosano 

Amido/glicerol 

Anidrido sórbico PE Meio de cultura 
Saccharomyces cerevisiae, 

bolores 

Enzimas 

Lisozima, Nisina, EDTA SPI, zeína Meio de cultura 
Escherichia coli, 

Lactobacillus plantarum 

Lisozima imobilizada PVOH, nylon, AC Meio de cultura 
Teste da atividade da 

lisozima 

Bacteriocinas 
Nisina 

PE Meio de cultura de 

bife 

Brocothrix thermospacta, 

Sthaphyloccocus aureus HPMC 

Ácido láurico Zeína Simulantes Ensaio de migração 

Fungicidas 

Benomyl Ionómero Meio de cultura 
 

Bolores Imazalil 
LDPE 

Queijo 
PE 

Polímeros 

Quitosano Quitosano/papel Morangos E. coli 

Quitosano/Extrato de 

erva 
LDPE Meio de cultura 

E. col, Lb. plantarum, 

Fusarium oxysporum, S. 

cerevisiae 

UV/nylon irradiado por 

laser 
Nylon Meio de cultura 

Enterococcus faecalis, S. 

aureus 

Extratos 

naturais 

Extratos de sementes 

de uva 
LDPE/nylon Carne moída Aeróbios, coliformes 

Extrato de cravinho LDPE Meio de cultura 

E. coli, Lb plantarum, 

Fusarium oxysporum, S. 

cerevisiae 

Eugenol/Cinamaldeído Quitosano Presunto 

Enterobacter, bactérias 

lácticas, Lb. sakei Serratia 

spp. 

Extrato de rábano Papel Carne moída E. coli 

Óleos 

essenciais 

Óleo essencial de 

cravinho 

Cravinho e 

citronela  

Filmes para 

embalagens 

alimentares 

Aspergillus niger, Bacillus 

coagulans, Bacillus cereus 

PE - polietileno; HDPE - polietileno de alta densidade; LDPE – polietileno de baixa densidade;  

AC – acetato de celulose; HPMC – hidroxipropilmetilcelulose; MC – metilcelulose;  
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Figura 1: Estrutura química do trans-RV [34]. 

A incorporação de compostos fenólicos nas embalagens ativas apresenta um elevado potencial 

de atividade antimicrobiana e antioxidante nos alimentos, tendo sido já demonstrada a 

eficácia deste tipo de compostos em C. jejuni [12]. Por exemplo, no estudo desenvolvido por 

Alkan et al. foram desenvolvidos filmes de zeína com incorporação de diferentes 

concentrações de ácido gálico, contra diferentes estirpes de C. jejuni [12]. Neste estudo, 

concluiu-se que os filmes foram eficazes nas estirpes testadas, dependendo contudo das 

concentrações utilizadas [12]. Outra evidência experimental foi o trabalho desenvolvido por 

Klančnik et al., no qual a eficácia de diferentes extratos de plantas e de compostos fenólicos 

foi testada, nomeadamente o ácido carnósico e rosmarínico, em diferentes bactérias [24]. 

Estes autores concluíram, que entre as bactérias testadas a mais sensível aos compostos 

fenólicos foi C. jejuni [24]. Por fim, o estudo de Giteru et al. demonstrou a eficácia de filmes 

com incorporação de quercetina (composto fenólico) e óleo essencial de citral contra C. 

jejuni, L. monocytogenes e Pseudomonas fluorescens [25]. De acordo com os resultados 

destes estudos, existe um elevado potencial do uso de compostos fenólicos em materiais de 

embalagens antimicrobianas contra Campylobacter [12], [25]. 

 

2.1.1. Propriedades antimicrobianas do resveratrol  

O resveratrol (RV), 3,4’-5-trihidroxiestilbeno, é um composto fenólico de origem natural, que 

pode ser encontrado em diversas bebidas e alimentos, tais como o vinho tinto, as uvas, as 

amoras, os amendoins, o chocolate, entre muitos outros [26], [27]. No entanto, este 

composto ficou inicialmente conhecido pela sua extração a partir de raízes secas de 

Polygonum cuspidatum, planta que é utilizada para a preparação do chá de Itadori, o qual é 

tradicionalmente utilizado na China e no Japão, como um ingrediente ativo para o tratamento 

de infeções fúngicas, reações inflamatórias, alergias, hipertensão e dislipidémias [28]. O RV 

existe sob a forma de dois isómeros, o trans-RV (figura 1) e o cis-RV, sendo o trans-RV a sua 

forma biologicamente ativa [29], [30]. Relativamente às suas propriedades físico-químicas, o 

RV é um composto fotossensível, pouco solúvel em água e em lípidos, mas solúvel em álcoois 

[31] [32]. Por exemplo, em etanol é solúvel até 50 mg/mL e em dimetilsulfóxido (DMSO) até 

16 mg/mL enquanto em água apenas é solúvel de 0,021 – 0,030 mg/mL [32]. Também é 

bastante reativo, sendo muito suscetível a 

reações com o oxigénio dissolvido, onde se 

formam diversos produtos de degradação [31]. 

Porém, este composto tem vindo a ser 

extensivamente estudado devido ao seu largo 

espetro de atividade biológica na saúde humana, 

assim como as suas propriedades antioxidantes, 

pois pode prevenir doenças cardiovasculares, 

neuronais, diabetes ou até mesmo inibir a 

carcinogénese [33]–[36]. 
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Para além da sua atividade antioxidante também possui atividade antimicrobiana, protegendo 

as plantas quando estas são atacadas por diversos microrganismos [33]. Nos últimos anos, 

diversos estudos têm demonstrado a atividade do RV no controlo de infeções de origem 

fúngica, bacteriana e virais [36]. Ao nível bacteriano foi evidenciada a atividade 

bacteriostática contra bactéricas Gram-positivas, como por exemplo, em S. aureus [27]. O 

estudo realizado por Selma et al. constatou que o RV pode ter a capacidade de inibir a adesão 

e a síntese de citocinas em células epiteliais do intestino, aquando da adesão de agentes 

patogénicos de origem alimentar, como Escherichia coli O157:H7, Salmonella e Listeria 

monocytogenes [37]. Razão pela qual este composto apresenta um elevado potencial na 

prevenção de infeções de origem alimentar [37]. Por outro lado, o estudo realizado por 

Ferreira et al. comprovou que este composto apresenta atividade bactericida contra 

Arcobacter butzleri e Arcobacter cryaerophilus, o qual pode atuar através de diferentes 

mecanismos de ação [38]. Também foi descrita a atividade antimicrobiana deste composto 

em diferentes estirpes de Helicobacter pylori, pois poderá inibir a atividade de urease 

limitando assim a sobrevivência destas bactérias no estômago [39]. Por sua vez, também foi 

demonstrada a ação de oligómeros de RV na inibição de biofilmes de E. coli O157:H7 e 

Pseudomonas aeruginosa [40]. A nível das propriedades antifúngicas do RV foi descrito que 

este composto inibe o crescimento de fungos filamentosos, assim como tem efeito fungicida 

em Candida albicans [41]. Similarmente foi constatado que o RV apresenta um elevado 

potencial para funcionar como um agente antifúngico contra infeções sistémicas [41], [28]. 

Outros estudos também demonstraram que o RV apresentava atividade antimicrobiana contra 

bactérias como S. aureus, Enterococcus faecalis, e Pseudomonas aeruginosa e fungos como 

Mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum e 

Microsporum gypseum [28]. O RV também pode afetar uma grande variedade de vírus, como 

por exemplo, a família Herpesviridae, HIV-1, vírus influenza, entre outros [36]. 

 

Deste modo, o RV apresenta um elevado potencial no controlo de diversos microrganimos 

patogénicos devido às suas propriedades antimicrobianas [42]. Nesse sentido e como ainda 

apresenta fortes propriedades antioxidantes, pode ser um potencial composto a utilizar na 

prevenção da contaminação e deterioração dos alimentos [42]. 

 

No entanto, para a aplicação do RV na indústria alimentar têm que ainda ser ultrapassados 

alguns problemas, como a sua baixa solubilidade em meio aquoso e a sua baixa estabilidade 

[43]. Uma das soluções encontrada foi a sua complexação com ciclodextrinas [32], [43]–[45]. 

As ciclodextrinas (CDs) são oligossacáridos em forma cíclica que derivam do amido, os quais 

são constituídos por seis (α-CD), sete (β-CD), oito (γ-CD) ou mais resíduos de glucose unidos 

por ligações glicosídicas α(1-4), tal como se visualiza na figura 2 [44], [46]. Outra 

particularidade destas moléculas é o facto de apresentarem na sua estrutura grupos hidroxilo, 

os quais permitem a ligação a diferentes compostos [43], [47]. Assim, o arranjo 

estereoquímico das unidades de glucose que formam estes oligossacáridos, resulta numa 



 
10 

 

cavidade interna hidrofóbica e numa cavidade externa hidrofílica (figura 3) [48]. Por este 

motivo as CDs podem ser consideradas como cápsulas vazias, as quais podem incluir diversas 

moléculas, formando deste modo complexos de inclusão com essas moléculas e aumentando-

lhes a biodisponibilidade [43], [44]. Uma vez que as CDs de origem natural, principalmente a 

β-CD, apresentam solubilidade limitada em meio aquoso, estes compostos são modificados 

quimicamente, como por exemplo, os derivados de hidroxipropilo da β-CD e γ-CD (HP-β-CD e 

HP-γ-CD) tal como muitos outros [43], [45]. 

 

 
 

Figura 2: Estrutura química de α-CDs, β-CDs e γ-CDs [46]. 
 

 

Na indústria alimentar, estes compostos têm vindo a ser aplicados com diferentes fins e são 

reconhecidos como seguros pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da 

América [46], [49]. As CDs na indústria alimentar podem ter funções como aditivos 

alimentares, retenção de compostos indesejados, evitar contaminações microbiológicas, 

estabilizantes de aromas e podem permitir uma libertação controlada de determinados 

constituintes alimentares [46], [50]. Os estudos sobre a complexação de CDs com o RV 

demonstraram que estas moléculas têm a capacidade de aumentar de forma significativa a 

solubilidade aquosa do RV, melhoram e mantêm a atividade antioxidante do composto e ainda 

protegem o RV dos fatores ambientais externos, tais como a temperatura, a luz e o pH [49]. 

Deste modo, o RV complexado com as CDs pode ser aplicado na indústria alimentar [49]. 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 3: Representação ilustrativa da cavidade interna e externa das CDs (Adaptada de 

[48]). 
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2.2. Filmes antimicrobianos 

A incorporação direta dos agentes AM na superfície dos alimentos pode apresentar algumas 

desvantagens, pois as substâncias ativas podem ser neutralizadas ao entrarem em contacto 

com o alimento, ou então difundirem-se rapidamente da superfície para o interior do 

alimento [51]. Por outro lado, a incorporação de agentes bactericidas ou bacteriostáticos em 

formulações de alimentos, como por exemplo a carne, pode resultar numa inativação parcial 

desses agentes pelos constituintes dos alimentos, e como tal pode ter apenas um efeito 

limitado na microflora presente na superfície do produto [51]. Assim, a utilização de filmes 

como embalagens pode ser mais eficiente, pois os agentes AM podem migrar lentamente a 

partir do material das embalagens para a superfície do alimento, ajudando assim a manter as 

concentrações elevadas em que estes são necessários [51]. 

 

2.2.1. Definição e tipo de filmes antimicrobianos 

Um filme pode ser definido como uma película que é formada pela secagem da solução do 

polímero preparada separadamente do alimento, que posteriormente é aplicado [22]. Os 

filmes podem ser formados por diferentes polímeros, nos quais podem ser incorporados 

diversos compostos AM [52]. 

Os filmes utilizados como embalagens antimicrobianas podem ser divididos em dois grupos: 

1. Filmes que permitem a libertação do agente AM; 

2. Filmes que não libertam os compostos AM mas que inibem o crescimento microbiano à 

superfície do alimento [52]. 

 

No primeiro grupo, o agente AM encontra-se no interior da matriz ou na superfície do material 

do filme que pode ser aplicado nos alimentos, podendo ser libertado totalmente ou então 

numa quantidade específica para a superfície dos alimentos, de forma a atuar como um 

agente biocida [52]. A figura 4 representa esquematicamente este tipo de filmes, em que em 

(A) o sistema do filme incorpora o agente AM numa única camada, e este vai-se libertando 

gradualmente para o interior da matriz do alimento; em (B) o sistema do filme possui duas 

camadas, cuja camada interior pode ser útil para controlar a libertação do agente AM [52]. 

Relativamente ao segundo grupo, a atividade antimicrobiana apenas ocorre quando os 

microrganismos entram em contacto com a superfície do material do filme [52]. Porém, para 

ambos os tipos de sistemas é essencial o contacto direto com o alimento [52]. Assim, esta 

tecnologia pode ser uma opção adequada para alimentos embalados a vácuo como: o queijo, 

a carne, o peixe ou as aves domésticas [52].  
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Figura 4: Sistemas de filmes que podem ser aplicados na indústria alimentar (Adaptada de 

[52]). 

 

Diversos fatores devem ser considerados durante o desenvolvimento de filmes AM, pois a 

seleção do polímero assim como o agente AM podem influenciar as propriedades do filme AM 

resultante [2], [23]. Estes englobam: o tipo e as propriedades do polímero; as características 

do agente AM (polaridade, compatibilidade com o polímero e carga iónica); a estabilidade do 

agente AM ao calor durante o processamento; temperatura de armazenamento do filme; 

difusão do composto AM e alteração das propriedades físicas do filme [2], [23]. A 

incorporação dos agentes AM nos filmes poderá afetar as propriedades físicas, mecânicas e de 

processamento [2]. Por exemplo, quando um agente AM polar é incorporado num polímero 

apolar pode condicionar as propriedades físicas e mecânicas do filme resultante [2]. Mas se o 

agente AM é compatível com o polímero, nesse caso estas propriedades são minimamente 

afetadas [2]. A carga iónica do agente AM também é importante, pois poderá influenciar a sua 

difusão da matriz polimérica do filme [23]. Assim, a escolha do agente AM muitas vezes é 

restrita, devido à incompatibilidade deste com o polímero do filme ou pela sua instabilidade 

térmica durante o processo de extrusão [23]. 

 

A temperatura de armazenamento e a temperatura durante a preparação de filmes pode 

influenciar a atividade antimicrobiana dos compostos ativos a incorporar nos filmes [23]. 

Normalmente, o aumento da temperatura pode aumentar a migração dos agentes ativos 

incorporados no filme e deteriorar a ação protetora dos filmes AM, devido às elevadas taxas 

de difusão [23]. Contudo, a taxa de difusão do agente AM e da sua concentração nos filmes 

deverá ser tal, de forma a garantir a sua eficácia durante o tempo de conservação do 

alimento [23]. De salientar, que as condições de temperatura durante a preparação de filmes, 

deverão ser previstas de forma a minimizar o seu efeito sobre a atividade antimicrobiana dos 
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Biopolímeros 

Naturais 

Polissacáridos 

- Amido; 

- Celulose; 

- Quitosano; 

- Alginato; 

- Carregenano; 

- Agar. 

Proteínas 

- Proteína de 
soja; 

- Zeína de 
milho; 

- Proteína do 
soro; 

- Caseína. 

Sintéticos biodegradáveis 

Poliésteres (Ex: 

Polihidroxialcanoatos, 

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) (PHBV)) 

Microbianos  

Polissacáridos: 

Pululana, curdlana; 

Obtidos por fermentação: 

Poliésteres (Ex: 

Polihidroxialcanoatos, 

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) (PHBV)) 

compostos ativos [23]. Os componentes constituintes dos alimentos também podem 

influenciar a eficiência e a difusão dos agentes AM, assim como as próprias características 

físico-químicas [23]. Por exemplo, o pH de um produto pode alterar a taxa de crescimento 

dos microrganismos alvo, podendo assim alterar o grau de ionização (dissociação/associação) 

destes agentes ativos [23]. Todavia, os alimentos apresentam características químicas 

diferentes de modo que são conservados em diferentes condições, o que pode provocar 

padrões de crescimento da microflora distintos [23]. Além disto, a atividade antimicrobiana e 

a estabilidade do agente AM poderão ser influenciadas pela atividade da água (aw) dos 

próprios alimentos, não desprezando o facto de cada alimento possuir a sua própria 

microflora [23]. Assim, quando se pretende desenvolver um filme com incorporação de um 

agente AM, a cinética de libertação dos agentes AM deverá ser de tal forma, a preservar a 

concentração acima da concentração inibitória do microrganismo alvo [23].  

 

2.2.2. Biopolímeros utilizados na preparação de filmes 

Os filmes preparados a partir de materiais sintéticos como os plásticos, por exemplo os 

poliésteres, as poliamidas, entre muitos outros, têm provocado sérios problemas a nível 

ecológico [2]. Por este motivo os filmes preparados a partir de materiais biodegradáveis têm 

tido uma maior procura [2]. Os biopolímeros podem ser divididos em diferentes grupos de 

acordo com a origem das matérias-primas e da sua produção, tal como se encontra ilustrado 

na figura 5 [53]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Biopolímeros (Adaptada de [53]). 



 
14 

 

Os filmes preparados a partir de polissacáridos são os de maior interesse para sistemas de 

embalagens antimicrobianas, contudo materiais como proteínas, lípidos e resinas também são 

estudados [2], [22]. Os polissacáridos são polímeros naturais que dependendo da sua origem 

podem ter carga neutra ou então ter carga iónica [22]. Estes encontram-se envolvidos no 

metabolismo energético das plantas (o amido) e dos animais (o glicogénio), como também 

atuam na função estrutural das células vegetais (por exemplo, a celulose e a pectina) e de 

animais, como no exoesqueleto de artrópedes e de outros animais (a quitina) [22]. A 

biodegrabilidade destes materiais não é a única vantagem, pois apresentam também baixo-

custo e solubilidade em água [54]. Como tal, não requerem o uso de solventes orgânicos 

durante a sua preparação [54]. Os filmes de polissacáridos caracterizam-se por serem uma 

boa barreira aos gases (CO2 e O2), uma fraca barreira ao vapor de água e apresentam baixas 

propriedades mecânicas, comparativamente aos filmes preparados a partir de polímeros 

sintéticos [2], [22]. 

 

2.2.2.1. Celulose e derivados 

A celulose (figura 6) é o polissacárido mais abundante, tendo este uma função estrutural na 

parede celular das plantas [16], [54]. É constituída por cadeias lineares de unidades de D-

glucose unidas por ligações glicosídicas β(1→4) [16], [54]. Este polímero é frequentemente 

modificado obtendo-se diferentes derivados, pois é altamente cristalino, insolúvel e 

apresenta um elevado peso molecular [54], [55]. Os derivados de celulose como os ésteres de 

celulose (por exemplo, acetato de celulose) e os éteres de celulose (por exemplo, 

metilcelulose, hidroxietilcelulose, carboximetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, entre 

outros) são uma importante fonte de biomateriais na área alimentar [56]. Em geral, os filmes 

preparados a partir de derivados de celulose caracterizam-se por serem flexíveis, 

transparentes, resistentes, permeáveis ao vapor de água mas resistentes ao O2, CO2 e lípidos 

[16], [22]. 

 

 

Figura 6: Estrutura química da celulose (Adaptada [57]). 

 

Acetato de celulose (AC) é um termo genérico para diferentes ésteres de acetato de celulose, 

na figura 7 está representada a estrutura química do diacetato de celulose [56]. Esta foi a 

matéria-prima utilizada para a produção das primeiras fibras sintéticas comerciais [56]. 

Relativamente à sua solubilidade difere dos outros derivados de celulose, pois é solúvel em 

solventes orgânicos tais como a acetona, o dioxano, o diclorometano e o ácido acético [58]. 
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No entanto, a sua solubilidade depende maioritariamente do grau de substituição [58]. É um 

polímero atóxico, não irritável, apresenta boas propriedades físicas, resistência a 

microrganismos e baixo custo. Razões pelas quais tem inúmeras aplicações na indústria 

farmacêutica e alimentar, sendo amplamente utilizado em embalagens alimentares sob a 

forma de filmes rígidos [56], [59]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estrutura química do diacetato de celulose [56]. 

 

A carboximetilcelulose (CMC), figura 8, é um éter de celulose de carga aniónica, que resulta 

da substituição de alguns grupos hidroxilo das unidades de glucose presentes na celulose, por 

grupos carboximetilo [56], [57]. Apresenta boas características para a formação de filmes, 

pois é solúvel em água, dissolvendo-se facilmente em água fria, e apresenta elevada 

viscosidade [56]. Por ser atóxica, biocompatível, biodegradável, hidrofílica e ter uma boa 

capacidade de formação de filmes, tem diversas aplicações nas indústrias alimentar, 

farmacêutica, papeleira e têxtil. Por exemplo, na indústria alimentar é utilizada como 

estabilizante e aditivo, de forma a melhorar os produtos e o seu processamento [60]. A CMC é 

dos derivados de celulose que não apresenta efeitos nocivos para a saúde humana [59].  

 

 

Figura 8: Estrutura química da carboximetilcelulose [57]. 

 

A hidroxietilcelulose (HEC), figura 9, é um éter de celulose, não iónico e solúvel em água 

[61]. Dissolve-se facilmente em água fria e água quente, e pode ser utilizado para a 

preparação de soluções com uma ampla gama de viscosidades, razão pela qual tem a 

capacidade de formar filmes [62]. Estes caracterizam-se por apresentarem resistência 

moderada, excelente flexibilidade e transparência [62]. Para além da produção de filmes, 

este polímero apresenta diversas aplicações, tais como espessante, estabilizante, 
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emulsionante e dispersante, tendo também a capacidade de reter água. Na indústria é o 

espessante mais utilizado em tintas látex [61].  

 

 

Figura 9: Estrutura química da hidroxietilcelulose [61]. 

 

2.2.3. Preparação de filmes antimicrobianos 

As principais técnicas utilizadas na preparação de filmes AM biodegradáveis são semelhantes 

às utilizadas na preparação de plásticos sintéticos e compreendem métodos de processamento 

a húmido e a seco [2]. O método de processamento a húmido consiste na evaporação do 

solvente; esta técnica é a mais utilizada à escala laboratorial para a preparação deste tipo de 

filmes [2]. As técnicas de processamento a seco englobam os métodos de compressão e de 

extrusão dos biopolímeros, os quais foram modificados de forma a tornarem-se termoplásticos 

[2]. 

 

A água, o etanol ou a combinação de ambos são os principais solventes utilizados na 

preparação de filmes [16]. Durante o processo de secagem dos filmes o controlo da 

temperatura é um fator importante, pois elevadas temperaturas aumentam a evaporação do 

solvente, produzindo assim uma estrutura não suficientemente contínua e coesiva [16]. Após 

a seleção dos polímeros e o método de preparação a usar há ainda outros componentes que 

têm que ser adicionados para a preparação dos filmes nomeadamente plastificantes, lípidos e 

surfatantes [22]. 

 

Na maioria dos casos, para a formação de filmes com base em polissacáridos é necessária a 

presença de plastificantes [22]. Os plastificantes são agentes de baixo peso molecular que 

quando incorporados num filme polimérico, se posicionam entre as moléculas do polímero 

[22]. Deste modo, os plastificantes interferem nas interações polímero-polímero originando 
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filmes mais flexíveis e consequentemente melhoram o seu manuseamento [22]. No caso dos 

filmes de polissacáridos não incluírem na sua constituição um plastificante, tornam-se duros e 

quebradiços, podendo apresentar microfissuras, o que provoca o aumento da permeabilidade 

ao vapor de água [22]. Contudo, a adição de plastificantes pode conferir desvantagens, pois 

devido à sua estrutura hidrofílica promovem uma maior afinidade dos filmes à água, 

aumentando desta forma a permeabilidade ao vapor de água [22]. Diversos estudos 

demonstraram a aplicação de plastificantes biodegradáveis em filmes de polímeros naturais 

tais como: polióis (como o glicerol, sorbitol, manitol e o polietilenoglicol (PEG)), ácidos 

gordos (como o ácido cítrico, oleico, málico e linoleico), lecitinas, monossacáridos (como a 

glucose, manose, frutose e sacarose) e ceras [63]. No entanto a água também pode atuar 

como um plastificante, sendo a humidade relativa (HR) um dos parâmetros mais analisados, 

pois este influencia a estrutura dos filmes [19], [22]. Contudo, em filmes de biopolímeros o 

glicerol é o plastificante mais utilizado, devido à sua melhor estabilidade e compatibilidade 

com as cadeias dos biopolímeros hidrofílicos, comparativamente com outros plastificantes 

[16], [63]. 

 

As propriedades hidrofílicas dos filmes de polissacáridos são uma das suas maiores 

desvantagens, pois apresentam elevada permeabilidade ao vapor de água, o que de certo 

modo pode ser uma possível origem de contaminação microbiana [22]. Como tal, de modo a 

diminuir a permeabilidade ao vapor de água, poderão ser adicionados lípidos, de forma a 

utilizar as suas características hidrofóbicas [22], [64]. Vários são os tipos de lípidos 

adicionados: ácidos gordos, ceras e resinas [65]. 

 

Os surfatantes ou emulsionantes são agentes de atividade superficial de natureza anfipática, 

devido às suas propriedades simultâneas de hidrofobicidade e hidrofilicidade, os quais são 

adicionados de forma a aumentar a estabilidade da emulsão na formulação dos filmes [22], 

[64]. Os mais utilizados na preparação de filmes são: os polisorbatos (Tween), lecitinas, 

glicerol, ácidos gordos, ésteres de ácidos gordos, monoestearato de etilenoglicol, 

monoestearato de glicerol e ésteres de sacarose [64]. 

 

2.2.4. Tipos de filmes antimicrobianos 

Há vários tipos de filmes antimicrobianos, filmes em monocamada ou multicamada [23], [66] 

[67] . Os filmes em monocamada permitem a libertação do agente AM para o alimento por 

difusão, o que poderá ser uma desvantagem, porque a libertação rápida resulta no consumo 

rápido do agente AM num curto período de tempo, e por isso a concentração mínima 

requerida para a inibição do crescimento microbiano não é mantida na superfície do alimento 

[66]. Com o intuito de otimizar a libertação do agente AM, os filmes em multicamada poderão 

ser a melhor alternativa, pois a utilização de embalagens com diferentes camadas 

apresentam a vantagem do agente AM ser incorporado numa camada fina, cuja libertação é 

controlada de acordo com a espessura do filme [23], [67]. Por outro lado, se a libertação for 
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demasiado lenta, podem iniciar-se as reações de deterioração na superfície do alimento [66]. 

Também há, no entanto, situações em que a produção de filmes não pode ser realizada a 

partir de um único polímero, pois existem polímeros que apresentam propriedades vantajosas 

para um determinado requisito, mas podem possuir outras propriedades desfavoráveis [68]. 

Deste modo, a indústria alimentar requer filmes em multicamada, de forma a combinar as 

vantagens de cada polímero num único filme e assim compensar as suas desvantagens 

individuais [23] [68].  

 

Têm sido desenvolvidos filmes AM em multicamada de forma a poderem ser aplicados como 

embalagens alimentares [67]. Por exemplo, Guiga et al. 2010 propuseram um filme AM em 

multicamada, constituído por três camadas baseadas em derivados de celulose: etilcelulose 

(EC) como camada externa e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como camada interna; a 

lecitina de soja foi utilizada como agente ativo de superfície, o que permitiu a coesão entre 

as camadas hidrofílica (HPMC) e hidrofóbica (EC), e como agente AM foi usada a nisina [67]. 

Neste estudo, verificou-se que o filme apresentava propriedades mecânicas, óticas e 

antimicrobianas satisfatórias, por sua vez, este filme foi eficaz na libertação controlada do 

agente AM [67]. Outro exemplo foi o de Uz et al. 2011 em que desenvolveram filmes em mono 

e multicamada de AC, com incorporação de sorbato de potássio como agente AM [66]. 

Concluiu-se que a taxa de libertação do agente AM diminuiu com o aumento do teor de AC, 

isto é, comparativamente com os resultados dos filmes em monocamada, os filmes em 

multicamada permitiram a libertação controlada do agente AM [66]. Por fim, Boumail et al. 

2012 caracterizaram um filme de difusão em tricamada, com incorporação de agentes AM 

naturais para aplicação direta em vegetais [69]. Neste filme, a camada interna foi preparada 

com celulose nanocristalina (NCC) e metilcelulose (MC), e incorporada com uma formulação 

de agentes AM naturais [69]. Os investigadores concluíram que o filme apresentou 

propriedades físicas satisfatórias, libertação controlada dos agentes AM e atividade 

antimicrobiana nas bactérias patogénicas testadas [69]. 

 

2.2.5. Avaliação das propriedades físicas de filmes 

A potencialidade dos filmes para as embalagens alimentares depende essencialmente de 

propriedades como: barreira ao vapor de água, ao O2, ao CO2, aos sabores, aos aromas e às 

gorduras, entre o alimento e o exterior [19], [22]. O filme deve igualmente manter a 

integridade do alimento, conferindo-lhe proteção mecânica [19], [22]. Porém, todas estas 

propriedades dependem de fatores, tais como o polímero utilizado, os constituintes 

adicionados, as condições de armazenamento e o tipo de aplicação [22]. 

 

Devido à diversidade de materiais existentes, é necessário determinar as propriedades de 

barreira sempre que existem alterações na formulação do filme [22]. As propriedades de 

barreira mais estudadas são a permeabilidade ao vapor de água e a permeabilidade ao O2, no 

entanto também se estuda a permeabilidade ao CO2 [19]. A permeabilidade é definida como 
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um fluxo, que é medido em estado estacionário, e descreve em que extensão um soluto se 

difunde através do filme [22]. Assim, a difusão está relacionada com a concentração do soluto 

em ambos os lados do filme [22]. De forma a compreender melhor as propriedades de 

barreira, é necessário ter em conta algumas características dos filmes, assim como, a 

estrutura do polímero, o grau de polaridade, o espaço intersticial entre as moléculas do 

polímero (isto é, o volume livre), a mobilidade das cadeias do polímero (isto é, a 

cristalinidade) e o alinhamento das ramificações do polímero na cadeia principal (ou seja, a 

orientação) [22]. 

 

Na avaliação da capacidade dos filmes protegerem os alimentos contra danos mecânicos são 

determinadas as propriedades de resistência, tais como: 

 Módulo de Young/Elástico – permite determinar a rigidez do filme. Obtém-se a partir 

da razão entre a tensão de rutura e a deformação, e é expresso em Pa. 

 Resistência à tração – indica a força máxima de rutura por unidade de largura do 

provete, a qual é expressa em N/m. A razão entre o valor da resistência à tração e a 

gramagem do filme corresponde ao índice de tração, e é expresso em Nm/g. 

 Alongamento à rutura – indica a capacidade de um material para alongar antes da 

rutura, quando submetido a uma força de tensão, isto é, o grau em que o filme pode 

alongar antes de quebrar e é expresso em percentagem [19], [70]. 

 

Os valores das propriedades mecânicas dos filmes podem depender de alguns fatores, como o 

tipo e a concentração do polímero [22]. Por exemplo, o aumento de concentração do 

polímero pode levar a um aumento dos valores de resistência à tração, levando a uma 

estrutura mais forte do filme; por outro lado, a presença e o aumento da concentração de 

plastificante podem levar ao aumento dos valores de alongamento e à diminuição da 

resistência à tração [22].  

 

A análise da solubilidade dos filmes está associada com a sua integridade em sistemas 

aquosos, a sua resistência à água e à sua biodegrabilidade, sendo muito importante para as 

embalagens alimentares [19]. No caso das embalagens antimicrobianas, quando o objetivo é 

proporcionar a preservação de alimentos com elevada quantidade de água e a libertação de 

AM, são necessários filmes com baixa solubilidade [19]. 

 

De forma a avaliar a hidrofilicidade ou a hidrofobicidade da superfície dos filmes usa-se a 

técnica de medição do ângulo de contacto [71] [72]. O ângulo de contacto (θ) é definido 

como o ângulo formado entre o filme e a linha tangente no ponto de contacto da gota do 

líquido (por exemplo, a água) com a superfície [72]. A representação esquemática do ângulo 

de contacto encontra-se na figura 10, em que       é a tensão superficial do sólido,      é a 

tensão superficial do líquido e por fim       é a tensão interfacial entre o sólido e o líquido 

[71]. Quando uma gota de um líquido é colocada sobre uma superfície sólida, o líquido 
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difunde-se em toda a superfície sólida formando uma película fina ou então espalha-se de 

uma forma limitada permanecendo assim uma gota sobre a superfície [71]. No caso de um 

líquido formar um filme uniforme na superfície, isto é θ = 0º, considera-se que o sólido é 

completamente molhado por esse líquido (figura 11a) [71]. No caso de se formar um ângulo 

de contacto finito, ou seja θ > 0º, alguns autores consideram que o sólido é parcialmente 

molhado enquanto outros fazem distinção de acordo com o tamanho do ângulo de contacto 

[71]. Por exemplo, pode definir-se como molhante qualquer líquido que forme um ângulo 

inferior ou igual a 30º num sólido [71]. Entre 30º e 89º o sistema pode ser considerado como 

parcialmente molhante (figura 11b) mas se o ângulo for superior ou igual a 90º, o sistema já é 

considerado como não molhante (figura 11c) [71].  

 

As medições do ângulo de contacto permitem também calcular a energia de superfície tal 

como as suas componentes polar e dispersiva, utilizando diferentes modelos teóricos sendo o 

método de Owens-Wendt um dos mais usados [72]. 

 

 

Figura 10: Representação esquemática do ângulo de contacto (Adaptada de [71]). 

 

 

 

 

 

Figura 11: Formas que um líquido pode adquirir aquando aplicado numa superfície sólida 

(Adaptada de [71]). 

 

A cor do filme pode ser um fator importante para a sua aceitação pelo consumidor [22]. A 

avaliação deste parâmetro baseia-se no modelo de cor CIELAB, o qual é normalmente 

utilizado para representar numericamente as cores percecionadas [73]. Neste modelo, L* 

representa a luminosidade, cujo valor varia entre 0 (preto) e 100 (branco); a* e b* 

representam as coordenadas cromáticas [73]. As tonalidades, verde e vermelho correspondem 

a valores negativos e positivos da coordenada a*, respetivamente, enquanto as tonalidades 
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azul e amarelo correspondem a valores negativos e positivos da coordenada b*, 

respetivamente. O sistema de cor CIELAB encontra-se representado na figura 12 [73]. Para 

além da cor, a transparência também é um fator relevante para o consumidor, pois é 

necessário a visibilidade do produto [74]. A transparência é a característica de um material 

que lhe permite transmitir a luz, sendo possível ter uma visão nítida através dele [75]. 

 

 

 

Figura 12: Modelo de cor CIELAB (Adaptada de [76]). 

 

A morfologia da superfície dos filmes AM pode ser estudada com o auxílio da técnica de 

microscopia eletrónica de varrimento (SEM do inglês Scanning Electron Microscopy) [52]. As 

micrografias da superfície dos filmes permitem explicar as alterações estruturais resultantes 

da incorporação dos agentes AM na matriz polimérica [52]. Estas alterações podem provocar 

transformações significativas nos filmes, levando por exemplo à formação de poros na matriz 

do polímero o que influencia as propriedades de tração e barreira [52]. O nível de 

modificações nos filmes depende particularmente da interação entre o polímero e o agente 

AM utilizado [52]. 

 

2.2.6. Avaliação da atividade antimicrobiana de filmes 

Diversos métodos têm sido descritos para avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de filmes 

[16]. A escolha do método depende de diversos fatores, tais como: a finalidade do teste, do 

agente AM, das características dos microrganismos alvo a testar, entre outros [16]. Por 

exemplo, quando o filme é aplicado sobre um alimento, a eficácia deste é avaliada através da 

contagem da população microbiana que originalmente se encontra presente no alimento ou 

então da população inoculada durante o armazenamento do alimento a testar [16]. No 

entanto, deve-se observar que a libertação do agente AM incorporado no filme exerce uma 

elevada influência na sua eficácia [16]. Nalgumas aplicações a velocidade de libertação do 

agente AM também é um fator importante, pois uma libertação rápida permite controlar o 
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crescimento microbiano no alimento, e uma libertação lenta permite garantir um certo nível 

do agente AM na superfície, de forma a controlar a contaminação externa [16]. Deste modo, a 

determinação da velocidade de libertação em conjunto com a avaliação da atividade 

antimicrobiana ao longo do tempo, permite otimizar o desenvolvimento de filmes com 

potencial para a aplicação em embalagens ativas [16]. 

Um dos testes de avaliação das propriedades antimicrobianas dos filmes é o teste da difusão 

em disco [16]. Este teste consiste na aplicação de um disco do filme, com incorporação de um 

agente AM a testar, sobre uma placa de agar inoculada com o microrganismo alvo [16]. Ao 

longo do tempo de incubação, o agente AM difunde-se do filme para o meio de cultura, o qual 

elimina ou inibe o crescimento do microrganismo [16]. Deste modo, forma-se uma área sem 

crescimento detetável a olho nu, ou seja um halo de inibição, cujo diâmetro é medido [16], 

[19]. Este método é simples e de fácil aplicação, e normalmente é usado como um passo de 

screening, de forma a testar se o agente AM incorporado na matriz do filme inibe o 

crescimento microbiano num tempo pré-fixo [16]. No entanto, é difícil comparar as medidas 

quantitativas dos halos de inibição com outros estudos devido às diversas condições 

específicas dos ensaios, incluindo o tamanho e a forma do filme, do agente AM, do 

microrganismo alvo, da temperatura, do tempo de incubação, entre outros fatores [16]. 

 

Outro método utilizado para avaliar a redução logarítmica da população microbiana devido ao 

filme AM baseia-se na determinação do número de Unidades Formadoras de Colónias (UFC) 

[19]. A contagem das UFC tem como fundamento a colocação de um filme numa solução de 

meio com agar para o crescimento de microrganismos, e a remoção de amostras a partir da 

solução ao longo do tempo [19]. As amostras retiradas são plaqueadas em meio com agar, e 

posteriormente as colónias são contadas [19]. Assim, desta forma mede-se a redução 

logarítmica da população microbiana devido ao filme AM [19]. Este método é vantajoso para 

modelos alimentares, pois os resultados podem inferir o que pode ocorrer quando o filme 

entra em contacto com uma superfície contaminada [16]. 

 

Um teste também usado para avaliação das propriedades antimicrobianas é a avaliação da 

inibição do quorum sensing (QS) [77]. Recentemente, a resistência e a patogenicidade dos 

principais agentes infeciosos alimentares tais como: Escherichia coli, Salmonella, 

Campylobacter e Listeria monocytogenes podem estar relacionadas com os mecanismos de 

comunicação intercelular como o QS [77]. O QS baseia-se na síntese, libertação e perceção de 

moléculas sinalizadoras que permitem monitorizar a densidade celular [77], [78]. Para além 

disto, permite que as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas regulem algumas atividades 

fisiológicas, como a secreção de fatores de virulência, a formação de biofilmes, a motilidade 

e a esporulação [77], [78]. Assim, a regulação da proliferação de patogéneos alimentares ou a 

sua inibição por QS poderá ser uma boa estratégia para garantir a segurança e qualidade 

alimentar [77]. A bactéria Chromobacterium violaceum é o modelo utilizado para determinar 
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o efeito dos filmes na inibição do QS [77]–[79]. Esta bactéria produz um pigmento de cor 

violeta designado por violaceína, usando-o como resposta da comunicação intercelular [77]. 

Deste modo, através da análise da produção deste pigmento é possível avaliar a interferência 

dos compostos neste processo [77]. 
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Capítulo 3. Objetivos 

 

Nos países desenvolvidos, Campylobacter spp. é o principal agente infecioso de origem 

alimentar que causa doença gastrointestinal. Deste modo, de forma a controlar e prevenir a 

colonização patogénica em alimentos, torna-se importante o desenvolvimento de filmes 

biodegradáveis com incorporação de compostos naturais, neste caso o resveratrol, para o 

controlo de Campylobacter. Como tal, os objetivos especificos deste trabalho foram: 

 

1. Selecionar os biopolímeros para o estudo e preparar as dispersões dos biopolímeros e 

do resveratrol, assim como do complexo de inclusão com resveratrol; 

 

2. Preparar o filme com o resveratrol, a hidroxipropil-γ-ciclodextrina e o complexo de 

inclusão com o resveratrol; 

 

3. Caracterizar os filmes quanto à permeabilidade, resistência e aparência; 

 

4. Testar a eficácia dos filmes desenvolvidos contra duas estirpes isoladas de 

Campylobacter (C. coli 873 e C. jejuni 225421); 

 

5. Avaliar o efeito dos filmes antimicrobianos desenvolvidos no quorum sensing; 

 

6. Quantificar por HPLC-DAD a percentagem de libertação de resveratrol e do seu 

complexo de inclusão incorporados nos filmes para um simulante alimentar, etanol a 

10%.  

 

7. Avaliar a atividade anti-Campylobacter dos filmes aplicados num modelo alimentar, 

usando para este efeito a carne de frango.  
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Capítulo 4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Preparação dos filmes antimicrobianos 

4.1.1. Agentes antimicrobianos 

Uma solução de trans-RV (TCI Europe N.V.) de concentração 32 mg/mL foi preparada em 

DMSO (Merk). O complexo de inclusão (CI) de RV com HP-γ-CD (MM=1580g/mol; Sigma-

Aldrich) foi preparado como descrito anteriormente por Silva et al. [43]. Resumidamente, a 

solução de CD foi preparada com uma concentração de 0,3 M em água ultra-pura (Millipore, 

EUA). Após dissolução, 1 mL desta solução de CD foi adicionado a 25 mg de RV. A suspensão 

resultante foi homogeneizada no vórtex e sonicada durante 1h, num banho de água e gelo, de 

forma a não sobreaquecer as amostras. Posteriormente colocou-se a suspensão de CD e RV 

num agitador orbital a 25°C, 250 rpm durante 24h. A suspensão foi protegida da luz durante 

todo o procedimento. Após o tempo de incubação, a solução foi filtrada com filtros de 0,22 

m (Millipore, EUA) [43]. A concentração de RV no CI foi quantificada de acordo com o 

método de cromatografia líquida de alta eficiência com detetor de diodos (HPLC-DAD do 

inglês High Performance Liquid Chromatography wiht Diode Array Detector) descrito 

previamente por Silva et al. [43]. Para tal, foi utilizado um sistema de cromatografia líquida 

de ultra-alta pressão (UPLC do inglês Ultra-High Performance Liquid Chromatography), 

sistema da série Agilent 1290 (Agilent Techonologies, EUA) com uma coluna analítica de HPLC 

de fase reversa Zorbax 300 SB-C18 com 4,6 mm de diâmetro, 150 mm de comprimento e 5 μm 

de tamanho de poro. A fase móvel utilizada para a quantificação foi constituída por uma 

mistura de ácido fórmico a 0,1% (v/v) e acetonitrilo, numa proporção de 52:48 (v/v), que foi 

previamente filtrada a vácuo com filtros de 0,2 μm e sonicada durante 30 min para eliminar 

possíveis bolhas de ar. Quanto às condições cromatográficas, foi utilizado um fluxo isocrático 

de 1,0 mL/min, a coluna foi mantida a uma temperatura de 25ºC e as amostras e o injetor a 

4ºC. O comprimento de onda do detetor DAD foi definido a 306 nm para a deteção de trans-

RV. A concentração de RV foi determinada pelo método validado por Silva et al. [43], tendo 

por base a reta de calibração traçada com várias concentrações de RV (1-100 μg/mL) e tendo 

em conta o fator de ponderação 
 

  
 [43]. 

 

4.1.2. Filmes antimicrobianos 

 Filmes de carboximetilcelulose 

Os filmes de CMC (Sigma-Aldrich) foram preparados a 1% (m/m). Para a sua obtenção, o 

biopolímero foi dissolvido em água destilada a 70ºC, sob agitação magnética durante 1h. Após 

a solução estar à temperatura ambiente, adicionou-se como plastificante o glicerol (Merk), 

em proporções de 10 e 25% relativamente à massa de CMC, e manteve-se a solução em 

agitação magnética durante 30 min. Seguidamente foi adicionado o agente AM, RV ou CI, 
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obtendo-se uma concentração final de 500 μg/mL e 1300 μg/mL, respetivamente. As misturas 

foram homogeneizadas durante 30 min à temperatura ambiente. No entanto, o CI foi 

adicionado à solução com 25% de glicerol relativamente à massa total de polímeros (CMC + 

CD), pois em testes preliminares, as percentagens inferiores de glicerol, nomeadamente 10 e 

25%, (em relação à massa de CMC) os filmes tornaram-se quebradiços e difíceis de manusear. 

Foram também preparados dois grupos de filmes que funcionaram como controlo. Para tal, no 

primeiro grupo, o filme foi preparado sem a incorporação dos agentes AM; no segundo grupo, 

preparou-se um filme em que o CI foi substituído pela mesma quantidade de CD. Após a 

preparação das misturas, estas foram vertidas em caixas de Petri de poliestireno (8 cm de 

diâmetro) e deixadas secar ao ar, protegidas da luz, numa atmosfera controlada de 22ºC e 

50% HR durante 6 dias. Após este tempo de secagem, obtiveram-se os filmes que foram 

armazenados nas mesmas condições até à sua caracterização e avaliação da atividade 

antimicrobiana. 

 

 Adição de ácidos gordos em filmes de carboximetilcelulose 

De forma a aumentar a hidrofobicidade dos filmes de CMC foram incorporados ácidos gordos 

(AG) na sua formulação, tendo sido testados o ácido oleico (AO, Merk), o ácido linoleico (AL, 

Fluka), o azeite (obtido num hipermercado local, na Covilhã) e o óleo alimentar (OA, obtido 

num hipermercado local, na Covilhã). Os AG referidos têm a particularidade de serem líquidos 

à temperatura ambiente e como tal, são facilmente miscíveis com os biopolímeros sem 

recorrer a elevadas temperaturas. Como agente AM, apenas foi utilizado o RV. Os filmes 

foram preparados segundo o protocolo descrito por Ghasemlou et al. 2011 [80], com algumas 

modificações. Resumidamente, após a preparação da solução de CMC e da adição de glicerol 

(10% m/m) como descrito no ponto 4.1.2., adicionaram-se os respetivos AG a 15% (m/m) em 

relação à massa de CMC. Posteriormente adicionou-se como emulsionante o Tween 80 (Sigma- 

Aldrich), a 1% (m/m) relativamente à massa de AG. A solução foi homogeneizada com o 

auxílio do homogeneizador IKA T25-Digital Ultra Turrax, à temperatura ambiente durante 3 

min a 20000 rpm. Logo após a homogeneização, cada solução contendo os AG foi arrefecida, 

de forma a incorporar o RV, o qual foi adicionado com concentração final de 750 μg/mL. De 

seguida, as soluções estiveram durante 10 min sob agitação magnética, foram vertidas em 

caixas de Petri de vidro e secas ao ar, a 22ºC e 50% HR, protegidas da luz. Foram preparados 

filmes que funcionaram como controlo, aos quais não foi adicionado o agente AM. Todos os 

filmes foram armazenados no escuro, a 22ºC e 50% HR até à sua caracterização e avaliação da 

atividade antimicrobiana. 

 

 Filmes em bicamada 

Os filmes AM em bicamada são constituídos por uma camada externa de AC e uma camada 

ativa interna de HEC, tendo sido concebidos pelo método de evaporação do solvente. Os 

filmes de AC (MM=100,000 g/mol; Acros Organics) foram preparados a 1% (m/m) enquanto os 

filmes de HEC (Fluka) foram preparados a 4% (m/m). O biopolímero AC foi dissolvido em 
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acetona (Sharlau) sob agitação magnética durante 1h à temperatura ambiente. De seguida, a 

solução foi colocada num caixa de Petri de vidro e seca a 100ºC durante 20 min. Na obtenção 

dos filmes de HEC, o biopolímero foi dissolvido em água destilada a 80ºC, sob agitação 

magnética durante 1h, e de seguida a solução foi arrefecida à temperatura ambiente. 

Posteriormente adicionou-se a lecitina de soja (Tokyo Chemical Industry CO.) como agente de 

ligação e o glicerol (Merk) como plastificante numa proporção de 10% (m/m) relativamente à 

massa dos polímeros presentes na solução (HEC e CD). A lecitina de soja foi incorporada na 

solução e homogeneizada com o auxílio do homogeneizador IKA T25-Digital Ultra Turrax, à 

temperatura ambiente durante 10 min a 12000 rpm. Logo após a homogeneização, adicionou-

se o glicerol e a solução foi mantida sob agitação magnética durante 30 min. Em seguida, o 

RV foi adicionado, obtendo-se uma concentração final de 500 μg/mL (RV1) e 750 μg/mL (RV2); 

e o CI foi adicionado a 2500 μg/mL (CI1) e 7500 μg/mL (CI2). As misturas foram 

homogeneizadas durante 30 min à temperatura ambiente, sendo posteriormente adicionadas 

ao filme de AC preparado previamente, e secas na estufa a 30ºC durante 6h. Também foram 

preparados filmes que funcionaram como controlo. Para tal, um filme foi preparado sem a 

incorporação dos agentes AM, e num outro filme, o CI2 foi substituído por igual quantidade de 

CD. Após a secagem, todos os filmes foram armazenados a 22ºC e 50% HR até à sua utilização 

para caracterização e avaliação da atividade antimicrobiana. 

 

4.2. Avaliação das propriedades físicas 

Os filmes foram caracterizados em termos de espessura, gramagem, propriedades de 

resistência, velocidade de transmissão do vapor de água, energia de superfície, cor, 

transparência e morfologia. 

 

 Espessura e gramagem 

A espessura foi medida com base na norma ISO 534:2011 [81], usando o micrómetro Adamel 

Lhomargy, modelo MI 20, cuja precisão é de 0,001 mm. Foram realizadas sete medições em 

diferentes locais de cada amostra e os valores médios destas foram utilizadas para calcular as 

propriedades de resistência. Os filmes foram pesados de acordo com base na norma ISO 

536:1995 [82] numa balança analítica. A gramagem foi calculada a partir da razão entre a 

massa e a área dos filmes. Foram utilizadas três amostras de cada filme. 

 

 Propriedades de resistência 

As determinações do índice de tração (IT), do alongamento (A) e do módulo elástico (ME) 

foram realizadas com base na norma ISO 1924/1:1992 [83] usando o equipamento Thwing-

Albert Instrument Co., modelo EJA series. Os filmes foram cortados em retângulos com a 

dimensão de 7 x 1,5 cm. Os ensaios foram realizados sob condições de 22ºC e 50% HR e os 

resultados obtidos são os valores médios de seis medições para cada filme. 
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 Ângulo de contacto e energia de superfície  

A energia de superfície e as respetivas componentes polar e dispersiva foram determinadas a 

partir da medição do ângulo de contacto, formado pelas gotas de cada um dos dois líquidos 

utilizados na superfície dos filmes, segundo o método de Owens-Wendt. Os líquidos utilizados 

foram a água desionizada e o diodiometano (Aldrich, 99% pureza), cujos parâmetros da 

tensão superficial são apresentados na tabela 3. As medições foram realizadas no 

equipamento OCAH 200 da DataPhysicas Instruments, aplicando o método da gota séssil. O 

ângulo de contacto resultou da média dos valores obtidos para sete gotas. 

 

Tabela 3: Parâmetros da tensão superficial (mN/m) dos líquidos utilizados nas medições do 

ângulo de contacto [84].  

Liquido γTotal γd γp 

Água desionizada 72,80 21,80 51,00 

Diiodometano 50,80 50,80 0 

γTotal – Energia livre de superfície total; γd – Componente dispersiva; γp – Componente polar. 

 

O modelo de Owens-Wendt assume a aditividade das contribuições polares e das contribuições 

apolares. As contribuições polares resultam da interação entre dois dipolos permanentes, as 

quais são designadas por interações de Keeson, e dipolo permanente-dipolo induzido, as quais 

se designam por interações de Debye [82]. As contribuições apolares ou dispersivas resultam 

da interação entre dois dipolos induzidos, designadas por interações de London [85]. A 

energia de superfície e as respetivas componentes polar e dispersiva foram determinadas pela 

equação 1 [86]: 

    (1 +     ) =   √     
     

  +   √    
     

 
        (1) 

 

Nesta equação, os índices superiores p e d correspondem à componente polar e dispersiva da 

tensão superficial, respetivamente. Para tal, devem ser utilizados no mínimo dois líquidos 

teste, cuja tensão superficial, componente polar e dispersiva sejam conhecidas [83]. 

 

 Teor de matéria seca  

O teor de matéria seca de cada amostra foi determinado com base na norma ISO 638:2008 

[87], pela diferença de massa dos filmes antes e após a secagem a 100ºC durante 24h. Os 

ensaios foram realizados em triplicado. 

 

 Propriedades óticas 

As medições da cor e transparência foram realizadas no espetrofotómetro Color Touch 2 da 

Technidyne, com utilização do iluminante D65 e observador a 10º. Os valores das coordenadas 

cromáticas: L* (luminosidade), a* (vermelho-verde) e b* (amarelo-azul) foram obtidos a partir 

de três medições em cada um dos filmes, realizadas sobre um fundo branco padrão. Na tabela 
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4, encontram-se registados os valores das coordenadas cromáticas do fundo branco padrão 

utilizado na medição da cor. 

 

Tabela 4: Valores das coordenadas cromáticas do fundo branco padrão utilizado na medição. 

L* a* b* 

96,81 0,11 3,50 

 

A transparência foi determinada com base na equação referenciada na norma ISO 22891:2013 

[88], através dos valores de refletância dos filmes colocados sobre um fundo branco e um 

fundo preto padrão.  

 

 Microestrutura 

A análise da microestrutura dos filmes foi realizada por SEM no equipamento Hitachi S-2700 

com uma voltagem de aceleração de 10 kV. A preparação das amostras foi realizada de 

acordo com o protocolo usado por Pastor et al. 2013 [89]. Resumidamente, as amostras foram 

revestidas por uma camada de ouro de forma a ser possível visualizar a superfície e o corte 

transversal dos filmes. Para as observações transversais, os filmes foram criofraturados por 

imersão em azoto líquido. 

 

 Velocidade de transmissão do vapor de água 

A determinação da permeabilidade ao vapor de água foi realizada com base na norma ASTM 

E96-1995 [90]. Nas panelas foi colocado o meio absorvente (cloreto de cálcio anidro), 

obtendo-se 0% HR no interior das mesmas. Colocaram-se os filmes sobre a panela e as bordas 

foram seladas com cera aquecida, de modo a que a vedação ficasse perfeita e a transmissão 

do vapor de água ocorresse apenas através da área exposta do filme (50 cm2). Os conjuntos 

de teste foram acondicionados no laboratório à temperatura de 22ºC e 50% HR, e pesados 

periodicamente durante 32h. A velocidade de transmissão do vapor de água (WVTR do inglês 

Water Vapor Transmission Rate) foi determinada a partir do declive da zona linear do gráfico 

do aumento da massa em relação ao tempo, dividido pela área exposta do filme. O ensaio foi 

realizado em duplicado para cada amostra. 

 

 Análise estatística 

Nos ensaios da avaliação das propriedades físicas dos filmes AM em bicamada foi realizada a 

análise estatística dos dados, através do teste paramétrico ANOVA e as diferenças entre 

grupos foram comparadas pelo test post hoc Tukey’s, usando o software GraphPad Prism® 

sendo consideradas as variáveis em avaliação como significativamente dependentes quando o 

valor de prova do teste for p <0,05. 
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4.3. Avaliação da atividade antimicrobiana 

4.3.1. Microrganismos 

Neste estudo, duas estirpes de referência (C. coli ATTC 33559 e C. jejuni ATCC 33560) e duas 

estirpes isoladas de Campylobacter spp. (C. coli 873 e C. jejuni 225421) foram utilizadas, em 

que C. jejuni 225421 foi isolada de carne fresca de aves, e C. coli 873 foi isolada de uma 

amostra de fezes de um doente com gastroenterite aguda [4]. Ambas as estirpes foram 

conservadas em meio Brain Heart Infusion (BHI, Liofilchem, Itália), suplementado com 20% 

(v/v) de glicerol (Himedia) a -80°C. Antes dos testes antimicrobianos, cada estirpe foi 

inoculada em placas de meio Brucella (Oxoid, Inglaterra) suplementado com 5% de sangue 

desfibrinado de cavalo (Oxoid, Inglaterra), de forma a garantir as condições ótimas de 

crescimento e pureza.  

 

4.3.2. Teste de difusão em disco 

A avaliação da atividade antimicrobiana dos filmes pelo método de difusão em disco foi 

realizada segundo o protocolo descrito por Alkan et al. [12] e como recomendado pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), protocolo M2-A8, com algumas 

modificações [91] . Os discos dos filmes, com aproximadamente 1 cm de diâmetro, foram 

cortados em condições de assepsia. Previamente à realização do ensaio, o inóculo foi 

preparado por suspensão direta das colónias numa solução de 0,85% de cloreto de sódio (NaCl; 

Fisher Chemical), e a densidade ótica (DO) foi ajustada para 0,5 unidades de McFarland (a 

que corresponde a 1-2,0x108 Unidades Formadoras de Colónias/mL (UFC/mL)). 

Posteriormente mergulhou-se uma zaragatoa estéril na suspensão previamente preparada, 

girou-se várias vezes e apertou-se firmemente contra a parede interna do tubo, acima do 

nível do líquido, de modo a retirar o excesso de inóculo da zaragatoa. Numa placa de 

Mϋeller-Hinton Agar (MHA, Liofilchem, Itália), suplementado com 5% de sangue desfibrinado 

de cavalo, foi inoculada a suspensão bacteriana, esfregando-se a zaragatoa em toda a 

superfície do agar. Este procedimento foi repetido 3 vezes, girando a placa aproximadamente 

60º de cada vez, de forma a garantir uniformemente a distribuição do inóculo em toda a 

placa. No final, passou-se a zaragatoa na margem da placa de agar e deixou-se secar 

aproximadamente 5 min. Os discos dos filmes previamente preparados foram colocados na 

superfície das placas anteriormente inoculadas e pressionados ao encontro do agar, de forma 

a assegurar o contacto completo com a superfície do mesmo. Por fim, as placas foram 

incubadas em condições de microaerofília (6% O2, 7,1% de CO2 e 3,6% de H2), a 37°C durante 

48h. Após o tempo de incubação, os diâmetros dos halos de inibição à volta do disco do filme 

foram medidos, em mm, com o auxílio de uma régua. O halo de inibição foi considerado como 

a área sem crescimento visível a olho nu. Por sua vez, o crescimento das bactérias na área de 

contacto nos filmes com a superfície de agar também foi analisada visualmente. Os testes 

foram efetuados em duplicado e de forma independente. 
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4.4. Avaliação da atividade anti-quorum sensing 

O efeito dos filmes em bicamada com incorporação de RV e de CI no QS foi estudado usando a 

estirpe biossensor Chromobacterium violaceum ATCC 12472, através do ensaio de difusão em 

disco e da quantificação da produção do pigmento (violaceína). Os filmes testados foram os 

de bicamada, e prepararam-se tal como descrito no ponto 4.1.2. Para a realização dos ensaios 

seguiu-se o procedimento descrito por Alvarez et al. [77], com algumas modificações. 

Resumidamente, a estirpe C. violaceum ATCC 12472 foi inoculada em meio sólido Luria-

Bertani (LB) agar (Pronadisa) e incubada overnigth a 30ºC, e posteriormente transferida para 

20 mL de meio LB broth (Sigma-Aldrich) e incubou-se a 30ºC a 150 rpm durante 16h. Após a 

incubação acertou-se a DO600nm a 1, e inoculou-se uma placa de meio LB agar, com o auxílio 

de uma zaragatoa tal como descrito no ponto 4.3.2. Posteriormente transferiram-se os discos 

dos filmes, em condições de assepsia, para a placa previamente inoculada e incubou-se a 

30ºC, durante 24h. Após a incubação, mediu-se o halo de inibição de crescimento e de 

inibição da produção do pigmento com o auxílio de uma régua. A inibição do crescimento foi 

medida como diâmetro 1 (d1) enquanto a inibição do crescimento e a inibição do pigmento 

foram medidas como diâmetro 2 (d2), ambos medidos em mm. Deste modo, a inibição do QS 

foi determinada ao subtrair-se os diâmetros de inibição do crescimento bacteriano (d1) e (d2). 

Assim, a inibição do QS (d2 - d1) será a inibição da produção de violaceína em torno dos discos 

dos filmes. Este ensaio foi realizado em duplicado, de forma independente. 

 

Para a quantificação da inibição da produção do pigmento procedeu-se da seguinte forma: 

para tubos rolhados estéreis foram transferidos, em condições de assepsia, os discos dos 

filmes previamente preparados tal como descrito no ponto 4.3.2. Após o acerto do inóculo da 

estirpe biossensor, DO600nm a 1 em meio LB broth, transferiram-se 1500 µL para os tubos que 

continham os discos dos filmes e incubou-se a 30ºC e 150 rpm durante 16h. Após a incubação, 

transferiu-se 1 mL de cada tubo para um eppendorf estéril e centrifugou-se durante 10 min a 

11000 rpm de forma a precipitar a violaceína insolúvel. Posteriormente, o sobrenadante foi 

descartado, e o pellet foi solubilizado em 1 mL de DMSO, os eppendorfs foram agitados no 

vórtex durante 30s e centrifugou-se novamente a 11000 rpm. Neste passo, as células 

bacterianas sedimentaram e a violaceína foi extraída no sobrenadante. Após este 

procedimento, foram transferidos 200 μL do sobrenadante correspondente a cada amostra 

para placas de 96 poços e efetuou-se a leitura da DO585nm, os resultados foram expressos em 

percentagem (%) de inibição da produção de violaceína.  

 

4.5. Ensaios de libertação dos compostos antimicrobianos nos 

filmes em bicamada  

A percentagem de libertação de RV e CI incorporados nos filmes, foi determinada de acordo 

com o protocolo de Noronha et al. 2014 [72] e o etanol (Carlo Herba) a 10% (v/v), foi 

utilizado como simulante alimentar para produtos de carne fresca como descrito no 
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Regulamento da Comissão Europeia No 10/2011. Para simular as condições de 

temperatura/tempo de conservação de alimentos como a carne, os ensaios foram realizados à 

temperatura de refrigeração de 4ºC e temperatura ambiente de 20ºC, durante 10 dias, no 

escuro. Para tal procedeu-se da seguinte forma: os discos dos filmes, com aproximadamente 1 

cm de diâmetro, foram totalmente imersos em tubos de vidro com 15 mL de etanol a 10% 

(v/v). Durante o período de ensaio, foram retirados 1 mL de cada amostra (às 0h, 3h, 6h, 12h, 

24h, 2 dias, 3 dias, 6 dias, 8 dias e 10 dias) filtrados em filtros de 0,22 μm (Millipore, EUA) e 

congelados até a quantificação pelo método de HPLC-DAD previamente descrito por Silva et 

al. 2014 [43] e como se encontra referido no ponto 4.1.1. Os resultados foram determinados 

em percentagem de libertação e o ensaio foi realizado em triplicado, em ensaios 

independentes.  

 

4.6. Aplicação dos filmes antimicrobianos em bicamada num 

modelo alimentar (peito de frango) 

A atividade anti-Campylobacter dos filmes foi estudada num modelo alimentar, peito de 

frango, segundo o protocolo descrito por Mild et al. [92], com algumas modificações.  

 

 Produto alimentar, filmes e microrganismos. 

Os peitos de frango, frescos e não congelados foram obtidos num hipermercado local, na 

Covilhã. Os filmes AM em bicamada foram preparados de acordo com o ponto 4.1.2. e de 

acordo com os resultados obtidos no ponto 4.3.2., apenas foram testados quatro filmes em 

bicamada, em que um filme não foi incorporado com os agentes AM; dois filmes foram 

incorporados com os agentes AM, RV e CI, de concentração final 0,075% e 0,25%, 

respetivamente; e por último, um filme com a mesma concentração de CI foi substituído pela 

adição de CD. Os microrganismos testados neste ensaio foram C. coli 873 e C. jejuni 225421. 

 

 Preparação do inóculo 

Resumidamente, cada estirpe foi inoculada em placas de meio Brucella suplementado com 5% 

de sangue desfibrinado de cavalo e incubadas em condições de microaerofília a 37ºC. Após 

24h de incubação, leu-se a DO620nm inicial e acertou-se o inóculo a 0,05 e posteriormente 

procedeu-se a uma pré-incubação. Para tal, em dois erlenmeyers rolhados estéreis, foram 

adicionados 20 mL de meio Mϋeller-Hinton broth (MHB, LiofilChem, Itália) e o inóculo 

correspondente, os quais foram dispostos numa jarra de microaerofilia. De seguida, a jarra foi 

colocada no orbital a 37ºC, a 100 rpm, durante 6h. Por último, leu-se a DO620nm e acertou-se a 

0,015 (correspondendo aproximadamente a 1,0x108 UFC/mL) em água peptonada tamponada 

(BPW do inglês buffered peptone water, Oxoid, Inglaterra),e fez-se uma diluição de 1:10 para 

a obtenção de uma suspensão de aproximadamente 1,0x107 UFC/mL. 
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 Preparação do modelo alimentar 

Os peitos de frango foram cortados em pedaços de 2,5 g em condições de assepsia, com o 

auxílio de um bisturi e colocados numa caixa de Petri de vidro com tampa. Posteriormente, as 

amostras foram esterilizadas em água a ferver durante 40s de forma a inativar a flora 

presente. De seguida, foram arrefecidas em caixas de Petri de poliestireno estéreis, 

descobertas na câmara de fluxo laminar durante 1h. Após o arrefecimento das amostras, estas 

foram inoculadas com uma das culturas de C. coli, C. jejuni e mistura das duas estirpes (C. 

coli e C. jejuni) na suspensão previamente preparada. Resumidamente, num tubo de Falcon 

de 50 mL, adicionou-se BPW e a suspensão do inóculo, as amostras foram mergulhadas 

durante 5 min. Logo após a inoculação, as amostras foram colocadas em caixas de Petri de 

plástico estéreis, previamente identificadas, e incubadas numa estufa a 42ºC, 10% CO2, 

durante 1h para permitir a adesão das bactérias na superfície das amostras. Após a secagem, 

cada amostra correspondente a cada estirpe, foi colocada em sacos de plástico estéreis de 

Stomacher de 50 mL (Stomacher® 80 Biomaster Bags), onde se efetuou uma diluição de 1:10 

(47,5 mL de BPW e 2,5 g de amostra). Posteriormente as amostras foram colocadas no 

Stomacher® 80 Biomaster durante 60s à velocidade normal. Após permanência no Stomacher 

durante 60s recolheram-se 200 μL para a contagem bacteriana, através do método das 

diluições sucessivas e posterior plaqueamento em meio seletivo mCCDA (Campylobacter 

Blood-Free Selective Agar Base - modified CCDA-Preston, Oxoid, Inglaterra) e meio MHA, 

suplementado com 5% de sangue desfibrinado de cavalo. Estas amostras correspondem às 0h. 

As restantes foram envolvidas, de forma asséptica, com os filmes AM. Neste ensaio foram 

compreendidos dois controlos, em que o primeiro consistiu numa amostra inoculada e 

envolvida com um filme sem o agente AM e sem CD, e o segundo numa amostra também 

inoculada mas sem filme. De forma a simular as condições de temperatura/tempo de 

conservação da carne de frango, as amostras foram incubadas em jarras de microaerofília a 

20ºC como temperatura ambiente, e a 4ºC como temperatura de refrigeração, durante 72h. 

Após a incubação, os filmes foram retirados das amostras na câmara de fluxo laminar e estas 

foram ao Stomacher procedendo da mesma forma, como descrito anteriormente para as 

amostras das 0h. Cada ensaio foi realizado em triplicado e de forma independente. 
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Capítulo 5. Resultados e Discussão 

 

5.1. Filmes de carboximetilcelulose 

O estudo do desenvolvimento de filmes AM iniciou-se pela seleção do biopolímero para a sua 

preparação. O primeiro biopolímero a ser testado foi a CMC (figura 13), pois é um dos 

derivados de celulose mais utilizado na preparação de filmes [93]. Para além disso, é solúvel 

em água, apresenta elevada viscosidade e não apresenta efeitos tóxicos e alergénicos [93]. A 

utilização de plastificantes é necessária em filmes de polissacáridos, pois estes aumentam a 

flexibilidade, diminuem a fragilidade e melhoram as propriedades mecânicas dos filmes [93], 

[94]. O glicerol (G) é dos plastificantes mais utilizados na preparação de filmes [94], razão 

pela qual foi o escolhido neste estudo. Nos filmes de CMC foram testadas três concentrações 

diferentes de glicerol, nomeadamente, 10, 25 e 50%, relativamente à massa do biopolímero 

(CMC). No entanto, a concentração mais elevada (50%) não apresentou bons resultados, pois 

os filmes tornaram-se difíceis de manusear porque se tornaram pegajosos. Assim, na 

preparação destes filmes, para a caracterização e avaliação da sua atividade antimicrobiana 

apenas foi adicionado 10 e 25% de glicerol. Os agentes AM adicionados foram o RV e o CI, e a 

concentração incorporada nos filmes de CMC foi baseada num estudo prévio, no qual foi 

determinada a concentração mínima inibitória (MIC do inglês Minimum Inhibitory 

Concentration) de RV e de CI para as estirpes de Campylobacter em estudo [49]. Sabendo que 

para estas estirpes, o MIC para o RV variou entre 50-100 μg/mL (0,05 – 0,1 % m/v) e que para 

o CI variou entre 64-256 μg/mL (0,064 – 0,256 % m/v) [49], fixou-se uma concentração de 

cinco vezes o MIC para ser incorporada nestes filmes. Na tabela 5, encontram-se apresentadas 

as concentrações dos agentes AM, em μg/mL, em filmes de CMC. A CD também foi adicionada 

aos filmes de CMC, de modo a ser um controlo do CI. Os filmes com incorporação de CD e CI 

foram preparados de forma a conterem o teor de sólidos totais iguais ao filme com 

incorporação de RV e 25% de glicerol, isto é, de forma a terem uma gramagem teórica 

semelhante a este filme. Esta otimização resultou do facto de, em ensaios preliminares, se 

ter verificado que os filmes preparados com uma gramagem superior, e com 10% de glicerol, 

eram difíceis de manusear e eram quebradiços.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Fotografia de um filme de carboximetilcelulose. 
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Tabela 5: Concentração (μg/mL) dos agentes antimicrobianos incorporados nos filmes de 

CMC. 

Agente antimicrobiano 
Concentração do agente antimicrobiano 

(μg/mL) 

RV 500 

CI 1300 

 

 

5.1.1. Avaliação das propriedades físicas dos filmes de 

carboximetilcelulose 

Os filmes de CMC foram caracterizados ao nível das propriedades estruturais, nomeadamente 

a gramagem e a espessura, resistência e morfologia. A gramagem é definida como a 

quantidade de massa por unidade de área do filme e é expressa em g/m2 [95], [96]. O valor 

da gramagem corresponde à razão entre a massa e a área da amostra [95], [96]. A espessura 

corresponde à distância perpendicular entre as duas superfícies do filme [95]. Os valores 

obtidos para as propriedades estruturais dos filmes de CMC encontram-se registados na tabela 

6. 

 

Tabela 6: Propriedades estruturais dos filmes de CMC (média ± desvio-padrão). 

 

Filmes 

Propriedades Estruturais 

Gramagem (g/m2) Espessura (μm) 

CMC 54,37 ± 0,12 40,10 ± 0,42 

CMC + 10% G 57,80 ± 1,50 38,70 ± 0,42 

CMC + 25% G 64,94 ± 0,37 42,40 ± 0,28 

CMC + RV 121,95 ± 0,25 98,00 ± 0,85 

CMC + 10% RV 122,57 ± 0,12 93,00 ± 0,00 

CMC + 25% G + RV 117,19 ± 0,25 85,90 ± 0,71 

CMC + 25% G + CD 53,13 ± 8,35 38,10 ± 1,56 

CMC + 25% G + CI 58,60 ± 0,62 57,20 ± 6,79 

          CMC (Carboximetilcelulose); G (Glicerol); RV (Resveratrol); CD (Ciclodextrina); 

          CI (Complexo de inclusão). 

 

Segundo os resultados obtidos, o valor da gramagem mais elevado foi registado para o filme 

de CMC com incorporação de 10% de G e com RV (122,57 ± 0,12 g/m2) e o valor inferior, para 

o filme de CMC com incorporação de 25% de G e CD (53,13 ± 8,35 g/m2). Como se pode 

verificar pela tabela 6, à medida que a concentração de glicerol aumenta nos filmes, a 

gramagem também aumenta. Mas tal não ocorre para os filmes com incorporação de RV, pois 

o filme com maior concentração de glicerol apresenta um valor inferior aos restantes filmes 
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com incorporação deste agente AM. Este resultado não era esperado, pois à medida que se 

adicionam agentes (plastificantes, antimicrobianos, entre outros) maior é a quantidade de 

massa, logo maior é o valor da gramagem. Tal pode ter ocorrido, porque o tempo necessário 

para secagem da solução com incorporação de RV e obtenção do filme correspondente (9 

dias), foi superior ao dos restantes que apenas demoraram 6 dias. Assim, os filmes com 

incorporação de RV podiam não estar totalmente secos, razão pela qual estes filmes 

apresentaram gramagens elevadas. Relativamente aos filmes com incorporação de CD e CI, a 

gramagem do filme com CD é inferior ao filme com CI. Este resultado é coerente, pois o teor 

de sólidos do filme com CI é superior, dado que está presente o resveratrol complexado com a 

HP-γ-CD, enquanto no filme de CD apenas está presente a HP-γ-CD. No entanto, em ambos os 

filmes o valor da gramagem deveria ser equivalente ao filme de RV e 25% G, pois a 

quantidade de solução colocada nas caixas de Petri foi ajustada de modo a obter-se a mesma 

gramagem. Possivelmente este resultado poderá dever-se mais uma vez ao maior teor de 

humidade do filme de RV e 25% G.  

 

Relativamente ao valor da espessura dos filmes de CMC testados, como também se visualiza 

na tabela 6, os valores variaram entre 38,10 ± 1,56 μm e 98,00 ± 0,85 μm, sendo o valor mais 

baixo o do filme com incorporação de CD e o mais elevado o do filme com incorporação de 

RV. Este resultado deve-se ao facto de a gramagem afetar a espessura, isto é, o filme com 

maior gramagem é aquele que também apresenta maior espessura e vice-versa. No entanto, a 

espessura do filme apenas com o biopolímero (CMC) deveria ser inferior aos restantes filmes 

tal como foi demonstrado noutros estudos [93], [97]. Mas o valor da espessura do filme de 

CMC com 10% G apresentou um valor inferior a este filme, assim como o filme de CD. Para 

além do já mencionado efeito da gramagem sobre a espessura, também o glicerol e os 

agentes AM podem afetar as ligações entre as cadeias de CMC, alterando assim a 

microestrutura do filme com consequente impacto sobre a espessura [88], [92]. De um modo 

geral, pelos resultados obtidos, a incorporação dos agentes AM nos filmes de CMC aumentou a 

gramagem e a espessura, comparativamente com os filmes controlo, o que indica que o RV e 

CI alteraram o arranjo estrutural das cadeias do polímero nos filmes. 

 

Comparando os resultados dos valores de espessura obtidos nos filmes de CMC descritos 

anteriormente, estes não foram muito distintos de outros estudos de filmes de CMC. Por 

exemplo, no estudo desenvolvido por Dashipour et al. 2015 verificou-se que a espessura dos 

filmes de 1% (m/v) de CMC com incorporação de 1,2 e 3% (v/v) de óleo essencial de Zataria 

multiflora variou ente 35 e 85 μm [93]. Outro exemplo foi o estudo desenvolvido por 

Dashipour et al. 2013 que descreve que a espessura dos filmes de 1% (m/v) de CMC com 

incorporação de 1,2 e 3% (v/v) de óleo essencial de cravinho variou entre 34 e 90 μm [97].  

 

Nos materiais para embalagem, a capacidade de resistência e o alongamento são 

propriedades importantes que devem ser avaliadas, pois assim é possível prever as suas 
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propriedades mecânicas em futuras aplicações alimentares [93]. Na tabela 7 encontram-se os 

valores obtidos para as propriedades mecânicas analisadas, as quais foram: o módulo elástico, 

o índice de tração e por último o alongamento. É importante referir que em diversos estudos 

relativos à caracterização de filmes, uma das propriedades mecânicas analisadas é a 

resistência à tração. Mas pelo facto de os filmes obtidos apresentarem valores de gramagem 

diferentes, normalizou-se a resistência à tração com a gramagem, avaliando-se assim ao 

índice de tração.  

 

Tabela 7: Propriedades mecânicas dos filmes de CMC (média ± desvio-padrão). 

 

Filmes 

Propriedades Mecânicas 

Módulo Elástico 

(MPa) 

Índice de tração 
(Nm/g) 

Alongamento 

(%) 

CMC 5766,91 ± 751,87 64,4 ± 0,71 4,57 ± 0,33 

CMC + 10% G 4700,10 ± 269,34 59,53 ± 2,80 8,27 ± 0,97 

CMC + 25% G 3481,91 ± 246,28 39,47 ± 3,36 10,19 ± 1,93 

CMC + RV 448,07 ± 277,51 12,53 ± 0,93 32,32 ± 11,70 

CMC + 10% G + RV 377,52 ± 194,81 9,17 ± 3,45 25,55 ± 3,30 

CMC + 25% G + RV 268,69 ± 144,32 8,63 ± 4,09 25,06 ± 7,81 

CMC + 25% G + CD 2912,19 ± 653,49 8,7 ± 1,13 13,58 ± 4,95 

CMC + 25% G + CI 1371,675 ± 412,14 13,95 ± 4,88 1,81 ± 0,55 

CMC (Carboximetilcelulose); G (Glicerol); RV (Resveratrol); CD (Ciclodextrina);  

CI (Complexo de inclusão). 

 

Segundo os resultados obtidos, o filme controlo de CMC foi o que apresentou o maior valor do 

ME (5766,91 ± 751,87 MPa) e de IT (64,4 ± 0,71 Nm/g), também apresentando o segundo valor 

mais baixo de A (4,57 ± 0,33 %). Estes resultados podem dever-se às ligações por pontes de 

hidrogénio entre as cadeias da CMC, pois estas ligações contribuem para uma maior coesão e 

uma baixa flexibilidade em filmes que não contêm um plastificante [71]. Como se pode 

observar na tabela 7, à medida que a concentração de glicerol aumenta, os valores do ME e 

de IT diminuem, enquanto os valores de A aumentam. Ao assumir que o glicerol é uma 

molécula de baixo peso molecular, esta ocupa os espaços intermoleculares entre as cadeias 

do polímero e como tal reduz a formação de ligações por pontes de hidrogénio entre as 

cadeias [89]. Consequentemente, a mobilidade molecular aumenta obtendo-se um filme mais 

flexível [89]. A incorporação de RV levou a uma diminuição do ME e do IT, tornando assim os 

filmes mais suscetíveis à rutura. Segundo a literatura, a diminuição do IT é um 

comportamento típico deste tipo de filmes, em que a incorporação de compostos não 

miscíveis pode provocar descontinuidades estruturais na matriz do polímero, diminuindo 

assim as forças de coesão [89], [98], [99]. Outra possível justificação para os valores obtidos 

das propriedades de resistência pela incorporação de RV pode estar relacionada com as 

possíveis alterações estruturais induzidas por este agente AM na matriz polimérica (CMC) [89]. 
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O RV pode ter formado pequenas zonas cristalinas nos filmes de CMC, provocando assim a 

diminuição da tensão de rutura do filme, assim como a diminuição do ME [89]. No entanto o 

alongamento aumentou, o que pode indicar que o resveratrol pode ter tido um efeito 

semelhante ao do glicerol, tal como descrito anteriormente. 

 

A incorporação de CD tornou os filmes de CMC quebradiços, e portanto difíceis de manusear, 

o que se justifica pelo facto de os valores de IT do filme com incorporação de CD serem 

inferiores aos de RV (com exceção do filme CMC + 25% G+ RV), como se visualiza na tabela 7. 

Atendendo que os grupos hidroxilo presentes nas CDs podem formar ligações secundárias com 

outros grupos químicos, podem reduzir a mobilidade molecular dos polímeros em que se 

encontram incorporadas, como tal esperar-se-ia uma diminuição do A e um aumento do ME, 

com a incorporação da CD [100]. Contudo, verificou-se que o filme CMC + 25% G + CD 

comparativamente ao filme CMC + 25% G apresenta maior A, e menor ME e IT. Este resultado 

deve-se ao facto, de o teor de glicerol adicionado (25%) ter como base a massa total dos 

polímeros (CMC + CD) no primeiro caso, e apenas a massa de CMC no segundo caso. Assim, a 

quantidade de glicerol é superior no filme CMC + 25% G + CD, resultando num filme mais 

flexível devido ao efeito plastificante do glicerol. O filme CMC + 25% G + CI, 

comparativamente ao filme de RV + 25% G e ao filme CMC + 25% G + CD, apresenta um valor 

muito inferior de A. Provavelmente porque o CI incorporado na matriz de CMC interage 

fortemente com a matriz polimérica, restringindo o seu movimento e como tal diminuindo o 

A. Também os valores de ME e IT diminuíram comparativamente ao filme CMC + 25% G. O 

aumento do valor de IT, comparativamente com o filme CMC + 25% G + RV, pode dever-se ao 

aumento das ligações estruturais entre o polímero e o CI. Em suma, os filmes com 

incorporação de agentes AM tornaram-se mais elásticos e menos resistentes, 

comparativamente com filme só de CMC. 

 

Recorrendo à técnica de Microscopia Eletrónica de Varrimento pretendeu-se analisar a 

estrutura morfológica dos filmes de CMC, na superfície e na secção transversal, sendo as 

imagens apresentadas na figura 14. Durante a preparação das amostras para a análise da 

microestrutura dos filmes, não foi possível avaliar o filme de CI, pois como se tornou muito 

quebradiço, durante o processo de criofratura a amostra quebrou totalmente. Segundo as 

imagens da figura 14A e 14B, a estrutura do filme de CMC pode ser considerada homogénea, 

contínua, compacta, lisa e sem irregularidades. Estes resultados coincidem com os 

encontrados noutros estudos para filmes de CMC [12], [93], [97]. A adição de glicerol não 

alterou a superfície dos filmes, tal como se observa nas figuras 14E, 14F, 14I e 14J. A 

incorporação de RV (figuras 14C, 14D, 14G, 14H, 14K e 14L) não provocou irregularidades 

consideráveis nos filmes, independentemente da concentração de glicerol, tal como 

observado por Pastor et al. 2013 em filmes de MC (2% m/v) com incorporação de RV (0,1 % 

m/v) [89].  
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As alterações estruturais são mais pronunciadas na superfície dos filmes CMC + RV (figura 14C) 

e CMC + 10% G + RV (figura 14G), comparativamente com o filme CMC + 25% G + RV (figura 

14K), o qual apresenta uma superfície mais homogénea. Tal pode ter ocorrido, devido às 

forças retrativas induzidas pela matriz polimérica da CMC durante a evaporação do solvente, 

no processo de secagem dos filmes [93]. Relativamente ao filme CMC + 50% G + CD (figura 

14M e 14N) verifica-se a presença de fissuras na imagem relativa ao corte do filme. Estas 

fissuras poderão ter ocorrido aquando do processo de criofratura, possivelmente devido ao 

elevado teor de glicerol presente no filme. Assim pode-se concluir que a incorporação de RV 

nos filmes de CMC não alterou a sua estrutura, contrariamente ao observado por adição de 

óleos essenciais que provocavam descontinuidades na matriz de filmes de derivados de 

celulose [72], [93], [97], [98]. 
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Figura 14: Imagens da morfologia dos filmes de CMC obtidas por microscopia eletrónica de 
varrimento. À esquerda imagens da superfície dos filmes; à direita imagens do corte 
transversal. (A) e (B) filme CMC; (C) e (D) filme CMC+RV; (E) e (F) filme CMC+10%G; (G) e (H) 
filme CMC+10%G+RV; A ampliação encontra-se indicada nas micrografias. 
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Figura 14 (continuação): Imagens da morfologia dos filmes de CMC obtidas por microscopia 

eletrónica de varrimento. À esquerda imagens da superfície dos filmes; à direita imagens do 

corte transversal. (I) e (J) filme CMC+25%G; (K) e (L) filme CMC+25%G+RV; (M) e (N) filme 

CMC+50%G+CD; A ampliação encontra-se indicada nas micrografias. 
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5.1.2. Avaliação da atividade antimicrobiana dos filmes de 

carboximetilcelulose 

A atividade antimicrobiana dos filmes de CMC foi testada de forma qualitativa contra C. coli 

873 e C. jejuni 225421 pelo teste de difusão em disco. Este teste é um método simples e de 

fácil aplicação, o qual é normalmente utilizado como um passo de screening, de forma a 

testar se o agente AM incorporado na matriz do filme inibe o crescimento microbiano [16]. 

Relativamente às estirpes, C. coli 873 e C. jejuni 225421, foram escolhidas pelo facto de 

serem estirpes isoladas de fontes humanas e alimentares respetivamente, e já estarem 

caracterizadas geneticamente e ser conhecido o seu antibiograma [4]. Os discos dos filmes 

testados apresentavam 1 cm de diâmetro e as concentrações dos agentes AM em percentagem 

(% m/v), por disco de filme, encontram-se apresentadas na tabela 8. Como se observou que 

os filmes não formaram um halo de inibição, as propriedades antimicrobianas dos filmes 

apenas foram avaliadas pela presença ou ausência do crescimento das bactérias em estudo, 

na área de contacto do disco do filme com a superfície de agar de forma visual. Os resultados 

obtidos encontram-se registados na tabela 9. 

 

Tabela 8: Concentração (% m/v) dos agentes antimicrobianos presente em cada 1 cm de disco 

de filme. 

Agente antimicrobiano Concentração (% m/v) 

RV 0,05 

CI 0,13 

 

 

Tabela 9: Avaliação da atividade antimicrobiana, por difusão em disco, de filmes CMC contra 

C. coli e C. jejuni. 

 

Filmes 

Área de contacto 

C. coli 873 C. jejuni 225421 

CMC - - 

CMC + 10% G - - 

CMC + 25% G - - 

CMC + RV + + 

CMC + 10% G + RV + + 

CMC + 25%G + RV + + 

CMC + 25% G + CD - - 

CMC + 25% G + CI + + 

+ Representa efeito inibitório; - Representa ausência de efeito inibitório. 
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Pelos resultados obtidos na tabela 9, os filmes controlo (CMC; CMC+10%G; CMC+25%G) e o 

filme com incorporação de CD, não apresentaram atividade antimicrobiana assim como o 

filme CD, tal como esperado atendendo que não têm incorporado os agentes AM. 

Relativamente aos filmes de CMC com incorporação de RV e CI, não se verificou a formação 

de um halo de inibição, tal como se visualiza na figura 15. No entanto, como visualmente não 

ocorreu crescimento das bactérias ao nível do filme, ou seja, na área de contacto deste com 

a superfície de agar, sugere que o RV e o CI se libertaram do filme e difundiram-se pelo agar. 

Como está descrito por Duarte et al. 2015, que estes compostos possuem atividades 

bacteriostática e bactericida nas estirpes em estudo [49] a razão pela qual os filmes de RV e 

CI não formaram um halo de inibição nas estirpes testadas, pode dever-se à interação entre 

os agentes AM com o biopolímero (CMC) que consequentemente não permitiu a libertação 

total destes compostos. Contudo, existem outros fatores que influenciam a libertação de 

agentes ativos incorporados em filmes para o meio, nomeadamente a polaridade e a pouca 

solubilidade [2], [23]. Por exemplo, o efeito observado nos filmes de RV pode dever-se à 

baixa afinidade química e pouca solubilidade deste composto em solventes aquosos [89]. No 

estudo desenvolvido por Pastor et al. 2013 verificou-se que filmes de quitosano (1% m/m) e 

filmes de MC (2% m/m) com incorporação de 0,01% (m/v) e 0,1% (m/v) de RV não 

apresentaram atividade antifúngica contra Penicillium italicum e Botritys cinerea, ainda que 

tivesse sido previamente demonstrado que a utilização isolada deste composto apresentava 

atividade contra fungos [89]. 

 

Não se verificaram diferenças entre o efeito antibacteriano do RV e de CI. Sabe-se que o CI 

apresenta um efeito anti-Campylobacter mais lento quando comparado com o RV na forma 

pura, o que pode significar uma libertação mais controlada e um efeito mais controlado deste 

composto AM [49]. Contudo, existem outros estudos que demonstraram a atividade 

antibacteriana de agentes AM, nomeadamente óleos essenciais, incorporados em filmes de 

CMC [93], [97], [101]. Por exemplo, no estudo de Dashipour et. al 2015 verificou-se a 

atividade antimicrobiana de filmes de 1% (m/v) de CMC com incorporação de 1, 2 e 3% (v/v) 

de óleo essencial de Zataria multiflora contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium, pelo método de difusão 

em disco [93]. O que indica que os compostos lipofílicos que constituem este óleo essencial 

foram libertados do filme de CMC, tendo assim ação contra as estirpes testadas, no entanto 

as bactérias Gram-negativas demonstraram ser mais resistentes do que as bactérias Gram-

positivas devido à presença da membrana externa que é mais impermeável a este tipo de 

compostos [93]. Porém, é difícil comparar os resultados obtidos neste estudo com outros 

estudos devido às condições específicas dos ensaios, como por exemplo, o polímero que 

constitui o filme, o seu tamanho e a forma, o agente AM, o microrganismo alvo, entre outros 

fatores [13].  
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Figura 15: Fotografias do teste de difusão em disco dos filmes antimicrobianos de CMC em C. 

jejuni 225421 (A) ação de RV e (B) ação do CI e CD. 

 

Tendo em conta que os filmes testados não apresentaram um halo de inibição e que o 

complexo de inclusão do RV apresenta atividade antimicrobiana de forma mais lenta, 

repetiram-se os ensaios. Inicialmente as placas de MHA (suplementadas com 5% de sangue 

desfibrinado de cavalo), inoculadas com C. coli 873 e C. jejuni 225421, na presença dos 

filmes de CMC (mantendo a mesma concentração dos agentes AM) foram incubadas durante 

48h em condições de microaerofilia a 4ºC. A temperatura foi escolhida de modo a simular a 

temperatura de refrigeração dos alimentos, nomeadamente a carne fresca de frango. Após o 

período de incubação verificou-se que os agentes AM testados difundiram-se para o meio de 

cultura, no entanto como os microrganismos não cresceram devido às condições inadequadas, 

as placas foram incubadas a 37ºC por mais um período de 48h em microaerofilia, a fim de 

testar a eficácia do RV e do CI na inibição do crescimento das estirpes de Campylobacter em 

estudo. Após o período de incubação das placas referidas anteriormente, verificou-se que 

ocorreu crescimento em todas as placas. Os resultados obtidos foram semelhantes aos 

observados na tabela 9. Por isso, incubaram-se novamente as placas por um período de mais 

24h, ou seja, num total de 72h para verificar se existia alguma diferença nos resultados. Mas 

tal não ocorreu, pois os resultados foram novamente semelhantes. Assim, concluiu-se que a 

temperatura de refrigeração e o tempo de incubação não influenciou a libertação dos agentes 

AM incorporados nos filmes de CMC. Em ambos os ensaios, observou-se que os filmes de CMC 

com incorporação de RV e CI de concentração igual a cinco vezes o MIC, inibiram por contacto 

as estirpes de Campylobacter em estudo. Deste modo foram testados filmes de CMC 

incorporados com concentração igual a 10 vezes o MIC de ambos os agentes AM (tabela 10). 
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Tabela 10: Concentração (μg/mL) dos agentes antimicrobianos, igual a 10 vezes o MIC, 

incorporadas nos filmes de CMC. 

Agente antimicrobiano (10 x MIC) 

Concentração do agente 

antimicrobiano 

(μg/mL) (% m/v) 

RV 1000 0,1 

CI 2500 0,25 

 

Deste ensaio concluiu-se, que o RV e CI não inibiram o crescimento de ambas as estirpes de 

Campylobacter, mas foi novamente visível que não ocorreu crescimento destas bactérias na 

área de contacto dos filmes com a superfície de agar (tabela 11). No entanto foram 

observados pequenos cristais de RV nos filmes com incorporação deste agente AM, tal como se 

visualiza na figura 16. No estudo desenvolvido por Pastor et al. 2013 também foi observado 

em amostras de filmes de MC (2% m/m) com incorporação de maior concentração de RV (0,1% 

m/v), a formação de cristais com formas dendríticas comuns dos compostos moleculares na 

forma pura [89]. A formação dos cristais de RV nos filmes de CMC pode indicar que durante o 

processo de secagem dos filmes, o composto separou-se do biopolímero formando uma 

dispersão, quando o nível de saturação é alcançado [89], [102]. Assim concluiu-se que os 

filmes de CMC com incorporação de RV e CI, independentemente das concentrações testadas 

nestes ensaios (tabela 8 e tabela 10) não formaram um halo de inibição, mas inibiram o 

crescimento de C. coli e C. jejuni por contacto. 

 

 

 

Figura 16: Fotografia do teste de difusão em disco dos filmes antimicrobianos de CMC em C. 

jejuni 225421 em que se visualizam os cristais de RV com concentração igual a 10 vezes o MIC 

(A) CMC + RV; (B) CMC + 10%G + RV; (C) CMC + 25%G + RV. 
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Tabela 11: Avaliação da atividade antimicrobiana por difusão em disco. 

 

Filmes 

Área de contacto 

C. coli 873 C. jejuni 225421 

CMC+RV + + 

CMC + 10% G + RV + + 

CMC + 25%G + RV + + 

CMC + 25% G + CI + + 

+ Representa efeito inibitório; - Representa ausência de efeito inibitório. 

 

5.1.3. Modificação das propriedades dos filmes de carboximetilcelulose 

pela incorporação de ácidos gordos 

Os filmes de CMC são eficazes como barreira ao oxigénio, dióxido de carbono e lípidos, mas 

são pouco resistentes à transmissão do vapor de água [94]. No presente estudo, analisou-se o 

grau de hidrofilicidade da superfície dos filmes de CMC com incorporação de RV por ser 

facilmente incorporado nestes filmes, sendo a concentração utilizada de 750 μg/mL (isto é, 

7,5 vezes o MIC para as estirpes de Campylobacter em estudo [49]). A incorporação do 

plastificante, o glicerol, foi apenas de 10% (m/m), pois segundo a literatura, a elevadas 

concentrações, as moléculas de glicerol podem agregar-se com outras moléculas de glicerol, 

levando à abertura da estrutura do polímero e consequentemente aumentando a 

permeabilidade às moléculas de água [94]. A técnica utilizada para determinar o grau de 

hidrofilicidade e hidrofobicidade dos filmes foi a medição do ângulo de contacto com água, 

pois é uma forma simples de avaliação [59], [72]. Como se pode observar na tabela 12, a 

incorporação do glicerol diminuiu o ângulo de contacto do filme de CMC aproximadamente 

10º, logo a hidrofilicidade do filme aumentou. Este resultado deve-se à natureza hidrofílica 

das moléculas de glicerol, as quais favorecem a adsorção de moléculas de água e como tal 

diminuem o ângulo de contacto [94]. O RV aumentou ligeiramente o ângulo de contacto 

comparativamente com o filme incorporado apenas com glicerol, possivelmente devido à 

natureza lipofílica deste composto [89]. No entanto, comparativamente com o filme de CMC o 

filme CMC + 10%G + RV apresenta menor ângulo de contacto, mais uma vez devido à presença 

do glicerol.  

 

As propriedades de barreira ao vapor de água dos filmes de CMC podem ser melhoradas ao 

incorporar substâncias hidrofóbicas, como por exemplo os lípidos [94]. Os ácidos gordos (AG), 

como por exemplo o ácido oleico (AO), são alguns dos derivados de lípidos que podem 

melhorar as propriedades de barreira à humidade de filmes hidrofílicos [94]. Em ensaios 

preliminares incorporaram-se em filmes de CMC o ácido esteárico (AE) e o ácido palmítico 

(AP). No entanto, após o período de secagem dos filmes, verificou-se que estes não ficaram 

homogéneos pois apresentaram grânulos, o que pode indicar que durante a preparação dos 

filmes, estes AG não foram devidamente homogeneizados, pois apresentam pontos de fusão 
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elevados (  70º), isto é, estes AG solidificaram logo que a solução começou a arrefecer [103]. 

Por esta razão, optou-se por adicionar AG líquidos à temperatura ambiente e facilmente 

miscíveis com o biopolímero sem recorrer a elevadas temperaturas. Os AG adicionados foram 

o AO, o AL, o OA e o azeite. A razão pela qual o OA e o azeite foram escolhidos foi por serem 

constituídos por uma mistura de AG, sendo o AO um dos seus constituintes maioritários 

[59],[104]. Também foi estudado o efeito da incorporação do surfatante Tween 80, pois 

segundo a literatura é dos surfatantes mais utilizados para ajudar na emulsão dos AG 

incorporados em filmes de polissacáridos [94]. O ângulo de contacto com água foi medido na 

parte superior e inferior dos filmes de CMC com incorporação dos AG, com o intuito de avaliar 

alterações de hidrofilicidade. Os resultados encontram-se registados nas tabelas 13 e 14. 

 

Tabela 12: Ângulo de contacto dos filmes de CMC e com incrorporação de RV. 

Filmes 
Ângulo de contacto (º) 

Água 

CMC 52,61 ± 10,51 

CMC+ 10%G 42,26 ± 2,11 

CMC+10%G+RV 45,26 ± 2,75 

 

Tabela 13: Ângulo de contacto dos filmes de CMC com incorporação de ácidos gordos sem 

adição de Tween 80 (média ± desvio-padrão). 

Filmes 

Ângulo de contacto (º) 

Água 

Superior Inferior 

CMC 54,25 ± 0,99 49,91 ± 0,78 

AO 46,29 ± 2,66 44,43 ± 2,27 

AO + RV 44,19 ± 4,63 45,1 ± 3,87 

AL 58,32 ± 2,24 65,02 ± 5,5 

AL + RV 39,92 ± 6,63 39,66 ± 3,67 

OA 104,97 ± 1,31 55,37 ± 6,7 

OA + RV 57,31 ± 6,59 51,06 ± 8,28 

Azeite 71,17 ± 2,95  58,8 ± 6,11 

Azeite + RV 50,72 ± 3,08 40,53 ± 2,95 

CMC – carboximetilcelulose; G – glicerol; AO – ácido oleico; AL – ácido linoleico; OA – Óleo alimentar;  

RV- resveratrol. 

 

De acordo com os resultados apresentados na tabela 13, os filmes de CMC com incorporação 

dos AG apresentaram comportamentos distintos. O AO tornou ainda mais hidrofílicos os filmes 

de CMC, ou seja, o ângulo de contacto é menor comparativamente com o filme controlo 

(CMC). Este resultado é oposto ao que se esperaria, pois a característica hidrofóbica do AO 
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permite diminuir a capacidade de absorção das moléculas de água pelas macromoléculas de 

CMC [94]. Logo, os resultados obtidos podem indicar que existiu uma distribuição não 

homogénea deste lípido nos filmes testados. No entanto, a concentração de AO incorporada 

nos filmes também pode ter influenciado os baixos resultados do ângulo de contacto obtidos, 

isto é, se a concentração do AO fosse maior, os valores do ângulo de contacto podiam ter 

aumentado [105]. No estudo desenvolvido por Vargas et al. 2009 verificou-se que em filmes 

de 1% (m/m) de quitosano, a incorporação de diferentes concentrações de AO, 

nomeadamente, 0, 1, 2 e 4% (m/v), influenciou os valores do ângulo de contacto, pois quanto 

maior é a concentração do AG, maiores são os valores do ângulo de contacto [105]. Tal 

comportamento pode ser atribuído ao desenvolvimento de interações moleculares entre os 

componentes que formam os filmes [105]. 

 

Relativamente aos restantes AG em estudo, isto é, o AL, o OA e o azeite diminuíram a 

hidrofilicidade (maior ângulo de contacto) dos filmes de CMC, tal como esperado. A 

incorporação de AG pode imobilizar as cadeias do polímero, que por sua vez, reduz a 

tendência da CMC interagir com as moléculas de água [94]. O OA foi o único que conferiu 

hidrofobicidade ao filme de CMC (104,97 ± 1,31º). A incorporação do azeite diminuiu 

significativamente a hidrofilicidade do filme de CMC (71,17 ± 2,95º). Estes resultados podem 

dever-se aos poucos locais livres que existem na matriz do polímero para interagirem com a 

água, devido ao aumento das cadeias hidrofóbicas dos AG que constituem o OA e o azeite 

[105]. A diferença observada entre o OA e o azeite pode estar relacionada com a sua 

constituição de AG, por exemplo, segundo a literatura o OA é constituído entre 13-40% de AO 

e 40-74% de AL, enquanto o azeite é constituído entre 55-83% e 3,5-21% respetivamente 

[104]. Pelos resultados obtidos o AL apresentou valores do ângulo de contacto superiores 

(topo: 58,32 ± 2,24º; inverso: 65,02 ± 5,5º) ao do AO (topo: 46,29 ± 2,66º; inverso:44,43 ± 

2,27º), quer na parte superior quer na inferior, o que pode indicar que pode ser uma das 

razões pela qual os valores do ângulo de contacto do OA foram superiores aos do azeite, 

contudo estes óleos vegetais apresentam outros constituintes, nomeadamente o ácido 

palmítico, fosfolípidos, tocoferóis, entre muitos outros [104].  

 

De um modo geral, a incorporação do RV diminuiu o ângulo de contacto, comparativamente 

com os filmes dos AG sem o RV. Devido à natureza lipofílica do RV, a inclusão deste composto 

deveria aumentar os valores do ângulo de contacto com água, mas tal não ocorreu, o que 

pode indicar que a incorporação deste composto não provocou alterações estruturais no 

polímero. 

 

Comparando os resultados obtidos da tabela 13 com os da tabela 14, a adição do surfatante 

(Tween 80) nos filmes de CMC incorporados com o AO e o AL, aumentou o ângulo de contacto 

tanto na face superior como na face inferior, isto é, diminuiu a hidrofilicidade dos filmes. Mas 

tal não se verificou nos filmes com incorporação de OA e de AL, pois diminuiu o ângulo de 
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contacto. Estes resultados poderão significar que o Tween 80 interagiu de forma diferente 

com os AG estudados. Provavelmente este surfatante melhora a estabilidade da emulsão dos 

AG puros, contrariamente ao que aconteceu com o AO e o azeite. À semelhança do que 

aconteceu nos filmes sem adição de surfactante, verificou-se que a incorporação do RV nos 

filmes com Tween 80 diminuiu o ângulo de contacto. Provavelmente este resultado deveu-se 

ao maior teor de humidade dos filmes com incorporação de RV, comparativamente ao que não 

contém este agente AM.  

 

Comparando os valores do ângulo de contacto obtidos na parte superior e inferior dos filmes, 

com e sem adição do surfatante verificou-se que, em geral, os valores são muito diferentes. 

Assim, concluiu-se que a distribuição dos AG nos filmes não foi homogénea. Outra possível 

explicação é que uma porção dos lípidos tende a migrar da parte inferior para a superfície do 

filme, devido à diferença de densidades das duas fases [94]. No estudo de Pereda et al. 2012 

verificou-se que tal acontecia em filmes de quitosano 2% (m/v) com incorporação de 15% 

(m/m) de azeite [59]. Em suma, o efeito dos diferentes lípidos pode estar relacionado com a 

sua capacidade de formar emulsões estáveis, afetando assim a distribuição dos lípidos nos 

filmes [106]. 

 

Tabela 14: Ângulo de contacto dos filmes de CMC com incorporação de ácidos gordos com 

adição de Tween 80 (média ± desvio-padrão). 

Filmes 
Ângulo de contacto (º) 

Superior Inferior 

AO 53,59 ± 2,22 48,35 ± 6,66 

AO + RV 39,41 ± 10,73 39,49 ± 8,48 

AL 60,69 ± 2,55 75,11 ± 4,46 

AL + RV 49,41 ± 2,64 48,55 ± 2,7 

OA 81,09 ± 17,65 53,26 ± 0,52 

OA + RV 38,97 ± 6,65 49,97 ± 4,38 

Azeite 44,94 ± 4,61 52,68 ± 2,78 

Azeite + RV 44,38 ± 6,71 25,82 ± 6,25 

CMC – Carboximetilcelulose; G – Glicerol; AO – Ácido oleico; AL – Ácido linoleico; OA – Óleo alimentar; 

RV- Resveratrol. 

 

5.2. Filmes de hidroxietilcelulose  

De acordo com os resultados apresentados no ponto 5.1.2.,verificou-se que os filmes de CMC 

com incorporação dos agentes AM em estudo, apenas inibiram as estirpes de Campylobacter 

testadas na área de contacto do disco do filme com a superfície de agar. Por esta razão foram 

testados novos biopolímeros para obter um filme antimicrobiano com as características 

desejadas, isto é, um filme que apresentasse boas propriedades físicas e que formasse um 
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halo de inibição contra C. coli e C. jejuni. Inicialmente foi testada a HEC, a qual é um éter de 

celulose de carga não iónica [58]. Nos ensaios preliminares os filmes de HEC foram 

inicialmente preparados a 1% (m/m), incorporou-se o glicerol como plastificante a 10% (m/m) 

pela razão explicada no ponto 5.1.3. Como agente AM apenas se incorporou o RV, tendo em 

conta que é melhor incorporado nos filmes, isto é, não torna os filmes quebradiços como 

acontece com os filmes de CI. As concentrações de RV testadas foram 500 μg/mL (0,05% num 

cm de filme) e 1000 μg/mL (0,1% num cm de filme).  

 

A atividade antimicrobiana foi apenas testada contra C. coli 873 e verificou-se que, nos 

ensaios de difusão em disco, durante a colocação dos discos dos filmes nas placas de agar, 

estes se solubilizaram (figura 17). Após o período de incubação de 48h, foram observados 

halos de inibição de 19 mm no caso da concentração de RV mais baixa (figura 17B) e de 22 

mm para a concentração mais elevada (figura 17C). Tendo em conta os resultados obtidos, 

verificou-se que com os filmes de HEC foi possível obter halos de inibição contra C. coli 873, 

pois como o polímero se solubilizou ao entrar em contacto com o agar, o agente AM libertou-

se e exerceu a sua atividade, razão pela qual a concentração mais elevada deste agente AM 

formou o maior halo de inibição.   

 

 

Figura 17: Fotografia do teste de difusão em disco dos filmes de HEC a 1% (m/m). A – Filme 

controlo; B – HEC com 0,05% de RV; C – HEC com 0,1% de RV. 

 

Para a continuação deste estudo, foram preparados filmes de HEC a 4% (m/m), uma vez que 

se verificou que este polímero se dissolveu facilmente mesmo a teores de sólidos mais 

elevados (figura 18). Os filmes com incorporação de CD foram testados de forma a analisar se 

existia compatibilidade com a HEC. Os filmes preparados com a gramagem teórica total, com 

10% de glicerol, eram difíceis de manusear e quebradiços, tal como os filmes de CMC. Deste 

modo, foi necessário otimizar os filmes de HEC com CD, tendo estes sido preparados de forma 

a conterem o teor de sólidos totais igual ao filme com incorporação de RV e de 10% de 

glicerol, isto é, de forma a ter uma gramagem teórica semelhante a este filme. O mesmo 

A 

B 
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sucedeu com o filme com incorporação de CI, pois o comportamento deste filme foi 

semelhante ao do filme com incorporação de CD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Filme de hidroxietilcelulose a 4% (m/m). 

 

 

5.3. Filmes de acetato de celulose 

Também foram preparados filmes de acetato de celulose, o qual é um éster de celulose [58]. 

Este derivado de celulose difere na solubilidade relativamente à CMC e à HEC, pois ao 

contrário destes biopolímeros, apenas é solúvel em solventes orgânicos como por exemplo, a 

acetona [55]. Diversos estudos descrevem a preparação de filmes de AC [66], [107]–[109], 

numa concentração de 1% (m/m). Inicialmente os filmes foram secos numa atmosfera 

controlada de 22ºC e 50% HR em caixas de Petri de vidro, mas obteve-se um filme opaco de 

cor branca (figura 19A) e nas paredes da caixa de vidro formou-se uma película transparente. 

Assim, outras temperaturas de secagem foram testadas de forma a obter um filme 

transparente, tais como: 40ºC, 50ºC, 70ºC, 80ºC, 90ºC e 100ºC. Alguns exemplos são 

apresentados na figura 19. A temperatura de secagem à qual se obteve um filme de AC 

transparente foi de 100ºC. Como o RV pode perder a sua atividade acima dos 55ºC [110], não 

foi incorporado neste filme, apesar do excelente aspeto que o filme apresentava. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Fotografias de filmes de AC obtidos a diferentes temperaturas de secagem.  

A – 22ºC; B-40ºC; C-70ºC; D- 90ºC e E-100ºC. 

 

 

5.4. Filmes em bicamada: acetato de celulose e 

hidroxietilcelulose 

O facto de terem sido obtidos halos de inibição nos filmes de HEC testados com incorporação 

de RV (tal como descrito no ponto 5.2.), e de se terem obtido filmes transparentes de AC, 

pensou desenvolver-se um filme em bicamada com o intuito de ultrapassar as limitações 

individuais apresentadas por cada um desses polímeros. Deste modo, realizaram-se testes 

preliminares de forma a escolher a formulação correta para a obtenção de um filme em 

bicamada constituído por uma camada externa de AC e uma camada interna de HEC. Foi 

necessário assegurar a compatibilidade entre os polímeros, isto é, entre as duas camadas, 

através da incorporação de um agente de ligação assim como também assegurar a 

compatibilidade dos agentes AM no filme. A utilização de agentes de ligação, como por 

exemplo as lecitinas, entre diferentes camadas, pode compensar a incompatibilidade entre 

diferentes polímeros [67]. Assim, utilizou-se como agente de ligação a lecitina de soja. O 

estudo iniciou-se pela preparação do filme em bicamada e pela verificação da 

compatibilidade entre a HEC e o AC. 

 

A compatibilidade entre os biopolímeros testados pode ser confirmada pela medição da 

espessura, isto é, se a espessura do filme em bicamada for o resultado da soma da espessura 

dos filmes de AC e HEC em monocamada, indica que estes filmes ficaram sobrepostos, mas se 
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o resultado for inferior indica que ocorreu coesão entre as diferentes camadas [67]. A 

medição da espessura do filme resultante encontra-se registada na tabela 15. 

 

Tabela 15: Espessura dos filmes em monocamada e bicamada de AC e HEC (média ± desvio-

padrão). 

Filmes Espessura (μm) 

Monocamada 
AC 52,7 ± 6,89 

HEC  37,5 ± 13,37 

Bicamada AC + HEC 70,5 ± 9,52 

AC – Acetato de celulose; HEC – Hidroxietilcelulose. 

 

A espessura do filme em monocamada de AC foi de 52,7 ± 6,89 μm e do filme em 

monocamada de HEC foi de 37,5 ± 13,37 μm. Deste modo, se não tivesse ocorrido coesão 

entre as diferentes camadas, a espessura total do filme em bicamada seria de 90,2 μm. 

Contudo, as medições demonstraram que a espessura total foi de 70,5 ± 9,52 μm, o que 

indicou que os filmes em monocamada de HEC e AC misturaram-se parcialmente, resultando 

assim na coesão das diferentes camadas (figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Fotografia do filme em bicamada constituído por uma camada de AC e por outra 

de HEC. 

 

Deste modo, os agentes AM (RV e CI) foram incorporados no filme de HEC, sendo esta a 

camada ativa. As concentrações de RV incorporadas foram: 500 μg/mL (RV1) e 750 μg/mL 

(RV2) e as concentrações de CI foram 2500 μg/mL (CI1) e 7500 μg/mL (CI2). As concentrações 

de RV e de CI testadas basearam-se no estudo prévio de Duarte et al. 2015 [49] e nos 

resultados obtidos da atividade antimicrobiana no ponto 5.1.2. No entanto, na camada ativa 

após a adição da lecitina de soja, adicionou-se 10% (m/m) de glicerol, de forma a aumentar a 

flexibilidade dos filmes, atendendo a que a CD e o CI tornaram os filmes quebradiços e 

portanto difíceis de manusear. 
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5.4.1. Avaliação das propriedades físicas dos filmes em bicamada 

Os filmes foram inicialmente caracterizados em termos de gramagem, espessura e teor de 

matéria seca. Estas características foram agrupadas em propriedades estruturais, cujos 

valores obtidos se encontram registados na tabela 16. 

 

Tabela 16: Valores das propriedades estruturais dos filmes em bicamada (média ± desvio-

padrão). 

 

Filmes 

Propriedades Estruturais 

Gramagem (g/m2) Espessura (μm) Teor de matéria seca (%) 

C 70,90 ± 1,48a 56,70 ± 1,36a 87,07 ± 0,83a 

CD 42,79 ± 2,10b 37,90 ± 1,49b 94,30 ± 1,16b 

RV1 75,40 ± 1,00c 53,70 ± 1,32a 85,76 ± 0,33a 

RV2 75,33 ± 0,79c 52,00 ± 0,89a 86,78 ± 1,42a 

CI1 57,17 ± 0,57d 40,30 ± 3,68b 93,76 ± 1,33b 

CI2 43,81 ± 0,77b 41,00 ± 8,24b 94,22 ± 1,12b 

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV1 (Filme com 500 μg/mL de resveratrol);  

RV2 (Filme com 750 μg/mL de resveratrol); CI1 (Filme com 2500 μg/mL de complexo de inclusão);  

CI2 (Filme com 7500 μg/mL de complexo de inclusão). 

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferença significativa (p <0,05). 

 

 

De acordo com os resultados obtidos, a gramagem dos filmes variou entre 42,79 ± 2,10 e 

75,40 ± 1,00 g/m2. Comparando o filme C com os filmes de RV, CD e CI observaram-se 

diferenças significativas (p <0,05). Relativamente à concentração dos agentes AM, não se 

observaram diferenças significativas (p <0,05) entre RV1 e RV2, mas foram observadas entre 

CI1 e CI2. A análise da espessura dos filmes é considerada um parâmetro importante, pois 

pode influenciar as propriedades biológicas e o prazo de validade do alimento que se 

encontra revestido [72]. A espessura obtida para os filmes em bicamada variou entre 37,90 ± 

1,49 e 56,70 ± 1,36 μm. Ao comparar a espessura do filme controlo (C) com os filmes de RV 

verificou-se que a incorporação do agente AM diminuiu a espessura do filme, contudo estas 

diferenças não foram significativas (p <0,05). Comparando a espessura do filme de CD com os 

filmes de CI, não se observaram diferenças significativas, assim como, entre os filmes com as 

diferentes concentrações dos agentes AM testadas (RV1 com RV2 e CI1 com CI2).  

 

Segundo a literatura ao aumentar a concentração do agente ativo incorporado em filmes de 

polissacáridos, a espessura dos filmes também aumenta [72] , mas tal não se verificou nestes 

filmes em estudo. A possível razão pela qual a incorporação dos agentes ativos ter diminuído 

a espessura comparativamente com o filme C, pode estar relacionada com a natureza dos 

polímeros das duas camadas (AC e HEC) assim como os aditivos (o glicerol ou a lecitina de 

soja) uma vez que estes podem influenciar a espessura destes filmes pelas possíveis 
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interações que se formam com as matrizes poliméricas [67], [72]. Outra possível explicação 

para este facto pode dever-se à perda dos compostos presentes no filme durante o processo 

de secagem do mesmo, pois em alguns casos verificou-se a existência de uma película nas 

paredes da caixa de Petri. A formação desta película reduz a quantidade total de sólidos que 

contribui para a espessura dos filmes, tal como foi observado no estudo desenvolvido por 

Sánchez-Gonzáles et al. 2011 em filmes de 1% (m/m) de HPMC e filmes de 1% (m/m) de 

quitosano com incorporação de 0,5, 1 e 2% (m/m) de óleo essencial de limão, óleo essencial 

de bergamota e óleo essencial de melaleuca [99].  

 

Relativamente ao teor de matéria seca, os valores aumentaram nos filmes com incorporação 

de CD e de CI, como também é visualizado na tabela 16, o que indica que estes filmes 

apresentaram pouca quantidade de moléculas de água na sua matriz. Não se observaram 

diferenças significativas (p <0,05) entre o filme C e os filmes de RV, assim como entre os 

filmes de CD e CI. Não foram igualmente observadas diferenças significativas (p <0,05) entre 

RV1 com RV2 e CI1 com CI2, o que pode indicar que as concentrações que foram testadas dos 

agentes AM não influenciaram este parâmetro.  

 

A capacidade de resistência dos materiais dos filmes assim como o alongamento são fatores 

importantes para prever as suas propriedades mecânicas em futuras aplicações como 

embalagens alimentares [93]. No entanto, a análise da permeabilidade ao vapor de água 

também é um parâmetro importante, ao permitir controlar a humidade presente nos 

alimentos e assim permite entender as possíveis interações que possam existir entre o soluto 

e o polímero que constitui o filme [16]. Deste modo, os resultados das propriedades 

mecânicas e de barreira dos filmes em bicamada encontram-se registados na tabela 17. 

 

Pela análise da tabela 17, verifica-se que o valor do ME não diminuiu significativamente (p 

<0,05) com a adição de RV, e aumentou  significativamente (p <0,05) com a adição de CD e 

CI, quando comparado com o filme controlo. O ÍT diminuiu com a adição de RV (RV1: 9,76 ± 

0,64 Nm/g; RV2:10,30 ± 1,15 Nm/g) e aumentou com a adição de CI (CI1: 27,58 ± 2,91 Nm/g; 

CI2: 14,26 ± 3,11 Nm/g) e de CD (18,42 ± 4,32 Nm/g), em relação ao filme controlo (11,88 ± 

1,01 Nm/g). De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o aumento da 

concentração dos agentes AM resultou num menor valor de A.Tal como foi observado e 

explicado nos filmes de CMC analisados no ponto 5.1.1., a incorporação de RV levou a uma 

diminuição do ME e do IT, tornando os filmes menos resistentes à rutura. No estudo 

desenvolvido por Pastor et al. 2013 verificou-se que o ME foi influenciado pela incorporação 

do RV nas matrizes dos polímeros estudados (HPMC e quitosano), tendo sido verificado que o 

RV provocava alterações estruturais dessas matrizes [89].Também como se verifica na tabela 

17 os valores do A dos filmes com incorporação de RV aumentaram, o que pode indicar que 

este agente AM pode ter ocupado os espaços intermoleculares entre as cadeias da HEC, 
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reduzindo a formação de ligações por pontes de hidrogénio entre as cadeias deste polímero, 

aumentando assim a mobilidade molecular e consequentemente a flexibilidade destes filmes.  

 

Tabela 17: Valores das propriedades mecânicas e de barreira dos filmes em bicamada (média 

± desvio-padrão). 

 

Filmes 

Propriedades Mecânicas Propriedades de barreira 

Módulo Elástico 

(MPa) 

Índice de tração 
(Nm/g)  

Alongamento  

(%) 

WVTR 

(g/m2.dia) 

C 358,28 ± 30,97a 11,88 ± 1,01ad 29,75 ± 5,19a 75,20 ± 2,36ac 

CD 1604,30 ± 139,20bc 
18,42 ± 4,32be 1,93 ± 0,65b 401,07 ± 33,09b 

RV1 320,00 ± 40,11a 9,76 ± 0,64a 43,76 ± 8,24c 125,10 ± 6,75a 

RV2 340,49 ± 29,59a 
10,30 ± 1,15a 38,35 ± 6,11ac 126,77 ± 5,06a 

CI1 1501,51 ± 11,78c 27,58 ± 2,91c 4,57 ± 0,28b 34,14 ± 0,34c 

CI2 1280,83 ± 465,20c 
14,26 ± 3,11de 1,73 ± 0,52b 228,23 ± 14,86d 

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV1 (Filme com 500 μg/mL de resveratrol);  

RV2 (Filme com 750 μg/mL de resveratrol); IC1 (Filme com 2500 μg/mL de complexo de inclusão);  

CI2 (Filme com 7500 μg/mL de complexo de inclusão). 

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferença significativa (p <0,05). 

 

 

O filme com incorporação de CD apresentou o maior valor do ME (1604,30 ± 139,20), 

aumentando significativamente (p <0,05) quando comparado com os filmes C, RV1 e RV2. No 

entanto o filme CI1 apresentou um valor do ME semelhante (1501,51 ± 11,78) ao filme com 

incorporação de CD. O aumento do valor do ME e a diminuição do A pela incorporação de CD 

nos filmes em bicamada pode ser devido aos grupos hidroxilo presentes nas CDs, os quais 

podem formar ligações secundárias com outros grupos químicos (como por exemplo, grupos 

éter ou no caso da HEC, grupos hidroxilo), reduzindo assim a mobilidade molecular e 

aumentando a resistência à deformação [100]. Em suma, as propriedades de resistência à 

tração dos filmes com incorporação de CI foram claramente mais influenciadas do que nos 

filmes com incorporação de RV. 

 

Os valores da transmissão do vapor de água para os vários filmes também se encontram 

apresentados na tabela 17. A incorporação de RV nos filmes aumentou ligeiramente os valores 

de WVTR, quando comparado com o filme C, porém não apresentou significado estatístico. Os 

resultados obtidos neste estudo podem estar relacionados com o efeito de plastificação do 

RV, como se observou anteriormente pelos baixos valores de ME e simultaneamente elevados 

valores de A, pois o efeito de plastificação dos filmes aumenta os valores de WVTR [111]. 

Estes resultados não coincidem com o estudo de Pastor et al. 2013, o qual descreve uma 

pequena diminuição nos valores da permeabilidade ao vapor de água, aquando da 
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incorporação de RV numa matriz polimérica (quitosano e MC) [89]. Segundo este autor, as 

alterações estruturais induzidas pela incorporação de RV não envolvem grandes alterações na 

velocidade de transferência de massa de moléculas de água [89].  

 

De acordo com a tabela 17, não se observam diferenças significativas dos valores de WVTR 

entre os filmes RV1 e de RV2, o mesmo não ocorre entre os filmes de CI1 e CI2. O filme CI1 

apresentou o menor valor de WVTR, enquanto os filmes CD e CI2 apresentaram os maiores 

valores. Estes resultados podem ser devidos à presença de CD no CI, a qual provoca uma 

alteração na estrutura da matriz do filme. O valor de WVTR depende da quantidade de CD 

presente nos filmes, por exemplo, o filme CI1 apresentou uma menor concentração de CD 

presente e em simultâneo apresentou um maior valor de WVTR. Sun et al. 2014 descreve o 

mesmo resultado para baixas concentrações de CD em filmes de quitosano com incorporação 

de óleos essenciais [78]. Segundo este autor, a estrutura rígida da CD, assim como as suas 

possíveis interações com o polímero constituinte do filme, podem criar um impedimento 

estérico e diminuir a mobilidade dos segmentos, limitando assim a transmissão do vapor de 

água [78]. O mesmo autor descreve o aumento dos valores de WVTR para elevadas 

concentrações de CD [78], o que coincide com os resultados obtidos neste estudo. Assim o 

teor elevado de CD pode aumentar a difusão da água devido à presença de espaços vazios nas 

matrizes [78], [111]. Deve no entanto referir-se que durante os ensaios, a camada ativa dos 

filmes com CD apresentaram fissuras, pois estes eram frágeis, o que pode ter influenciado a 

sua permeabilidade tornando-os assim mais permeáveis ao vapor de água (menor WVTR).  

 

As propriedades da superfície dos filmes também são fatores importantes, pois dão indicação 

da capacidade do polímero absorver a humidade, e portanto permitem prever o 

comportamento dos filmes quando aplicados numa superfície sólida [59]. A medição do ângulo 

de contacto é um método simples de avaliar a hidrofilicidade dos filmes, quando se utiliza a 

água como líquido teste. [59]. Os valores do ângulo de contacto e da energia livre de 

superfície (γ) para os diferentes filmes, encontram-se apresentados na tabela 18. 

 

Os resultados obtidos demonstraram que a adição de RV nos filmes em bicamada aumentou 

significativamente (p <0,05) o ângulo de contacto com a água, comparativamente com os 

filmes de CD e CI. Mas não se observaram diferenças significativas (p <0,05) entre o filme C e 

os filmes RV. A incorporação de RV diminuiu a hidrofilicidade dos filmes, isto é, valores mais 

elevados do ângulo de contacto com água e valores baixos da componente polar da energia da 

superfície (ϒᴾ). Este facto poderá dever-se à natureza lipofílica do RV [112]. Entre os filmes 

RV1 e RV2 não se observam diferenças significativas (p <0,05) mas tal não ocorre com o líquido 

apolar diiodometano. Ainda relativamente ao ângulo de contacto com o diiodometano, 

esperar-se-ia que os filmes com RV apresentassem um valor inferior comparativamente aos 

restantes filmes. A já mencionada natureza lipofílica do RV deveria aumentar a interação 

entre os filmes e o líquido apolar (diiodometano). Os filmes CD e CI mostram valores do 
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ângulo de contacto com a água significativamente mais baixos (p <0,05), e consequentemente 

valores mais elevados de ϒᴾ, o que indica que nestes filmes a afinidade pela água é mais 

elevada, comparativamente aos filmes de RV e ao filme C. Este resultado poderá dever-se à 

presença dos grupos hidroxilo presentes na CD, os quais lhe conferem hidrofilicade [48]. De 

entre todos os filmes testados, o filme CI2 é o que apresenta os valores menores do ângulo de 

contacto com a água, e os valores mais elevados da energia de superfície e respetiva 

componente polar, o que indica que este filme é o que interage mais com a água. 

 

Tabela 18: Valores do ângulo de contacto (ᵒ) e da energia livre de superfície (γ) dos filmes 

antimicrobianos em bicamada com dois líquidos diferentes (média ± desvio-padrão). 

 

Filmes 

Ângulo de contacto (ᵒ) Owens – Wendt 

Água Diiodometano ϒᵀ (mN/m) ϒᵈ (mN/m) ϒᴾ (mN/m) 

C 63,60 ± 0,80a 55,28 ± 1,58a 45,02 31,28 13,74 

CD 54,30 ± 2,44b 42,50 ± 4,87b 54,52 38,33 16,19 

RV1 68,15 ± 2,58a 47,71 ± 2,09c 45,13 35,54 9,59 

RV2 65,41 ± 3,79a 52,25 ± 2,10ad 44,99 33,01 11,98 

CI1 57,78 ± 5,49b 50,31 ± 2,70acd 50,07 34,10 15,97 

CI2 46,44 ± 2,25c 51,60 ± 2,29cd 56,73 33,38 23,35 

γT – Energia livre de superfície total; γd – Componente dispersiva; γp – Componente polar. 

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV1 (Filme com 500 μg/mL de resveratrol);  

RV2 (Filme com 750 μg/mL de resveratrol); IC1 (Filme com 2500 μg/mL de complexo de inclusão);  

CI2 (Filme com 7500 μg/mL de complexo de inclusão). 

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferença significativa (p <0,05). 

 

A cor e a transparência dos filmes são fatores importantes ao nível da aparência e da 

aceitação por parte do consumidor como embalagens alimentares [113], [114]. Por esta 

razão, a avaliação das propriedades da cor (L*, a* e b*) e da transparência dos filmes foi 

importante. Os resultados obtidos encontram-se registados na tabela 19. 

 

Pelos resultados apresentados na tabela 19, observa-se que a incorporação da CD e de CI 

aumentou a sua luminosidade (L*), e a incorporação dos agentes antimicrobianos, RV e CI, 

afetou as coordenadas cromáticas a* e b* comparativamente com o filme controlo. Os filmes 

com incorporação de RV apresentaram valores de a* negativos, enquanto os filmes de CI 

exibiram valores de a* positivos. Relativamente à coordenada cromática b*, todos os filmes 

aproximaram-se da cor amarela, sustentada pelos valores positivos desta coordenada. Os 

valores da transparência em todos os filmes foram elevados, não se visualizando diferenças 

significativas (p <0,05) entre os filmes de RV e o C, e entre os filmes de CD e CI. No entanto, 

a incorporação de CD e de CI aumentou um pouco os valores de transparência, 

comparativamente com o filme C. Como se verifica nos parâmetros óticos analisados, não 

existem grandes diferenças significativas (p <0,05) nos filmes com incorporação das diferentes 
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concentrações dos agentes AM, isto é, entre o filme RV1 e RV2 e entre o filme CI1 e CI2. Logo, 

pode-se concluir que a concentração dos agentes AM em estudo não influenciou as 

propriedades óticas dos filmes em bicamada. Deste modo, o facto de os agentes AM testados 

não terem influenciado de forma considerável os parâmetros óticos, pode estar relacionado 

com a ausência de alterações estruturais, isto é, a estrutura dos filmes é homogénea. 

 

Tabela 19: Valores das propriedades óticas dos filmes em bicamada (média ± desvio-padrão). 

 
Filmes 

Parâmetros da cor 
Transparência 

L* a* b* 

C 92,29 ± 0,22ac -0,34 ± 0,02a 11,03 ± 0,66a 94,98 ± 0,03a 

CD 93,47 ± 0,10b 0,10 ± 0,01b 4,66 ± 0,04b 96,18 ± 0,26b 

RV1 92,33 ± 0,34ac -0,16 ± 0,03c 9,32 ± 0,89c 94,68 ± 0,30a 

RV2 91,92 ± 0,17a -0,27 ± 0,02d 10,77 ± 0,40a 94,62 ± 0,51a 

CI1 93,18 ± 0,14b 0,12 ± 0,01b 5,67 ± 0,08b 95,99 ± 0,02b 

CI2 92,90 ± 0,30cb 0,31 ± 0,02e 5,18 ± 0,10b 95,61 ± 0,40b 

L* - luminosidade; a* - verde-vermelho; b* - azul-amarelo. 

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV1 (Filme com 500 μg/mL de resveratrol);  

RV2 (Filme com 750 μg/mL de resveratrol); CI1 (Filme com 2500 μg/mL de complexo de inclusão);  

CI2 (Filme com 7500 μg/mL de complexo de inclusão). 

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferença significativa (p <0,05). 

 

Contudo, alguns estudos demonstram que a adição de vários compostos, como por exemplo, 

agentes ativos, influencia a cor nativa dos filmes. Por exemplo, Noronha et al. 2014 

evidenciou que a inclusão de nanocápsulas de α-tocoferol em filmes de MC alterou a cor dos 

filmes, assim como a concentração também influenciou esta propriedade [72]. O autor Moradi 

et al. 2012 também observou alterações na cor de filmes de quitosano com incorporação de 

extrato de sementes de uvas [115]. Assim como Pastor et al. 2013 evidenciou que as 

propriedades óticas de filmes de MC com incorporação de RV foram alteradas de acordo com 

a concentração deste composto [89]. No entanto, Moradi et al. 2012 demonstrou que adição 

de óleo essencial de Zataria multiflora em filmes de quitosano não altera as propriedades 

óticas [115].  

 

A Microscopia Eletrónica de Varrimento permite a análise da microestrutura dos filmes, e é 

útil na compreensão das relações entre as características estruturais, as propriedades 

mecânicas, óticas e a permeabilidade ao vapor de água [93]. A figura 21 mostra as 

micrografias da superfície e do corte transversal do filme C, RV2, CD e CI1. Na figura 21A 

observa-se o corte transversal do filme C, tendo a perceção das diferentes camadas, em que 

a camada superior é HEC e a camada inferior AC. Na camada de HEC visualiza-se a presença 

de alguns poros, pois durante a evaporação do solvente algumas bolhas de ar podem ter 

ficado aprisionadas. A microestrutura dos filmes de RV2 (figura 21C) e do CI1 (figura 21G) é 

mais homogénea, sendo mais fácil diferenciar as duas camadas que constituem os filmes 
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comparativamente com o filme C (figura 21A). Como se pode visualizar pela figura 21E e 

21F,o filme de CD apresenta irregularidades e parece percetível que não existiu coesão entre 

as duas camadas, o que pode ser explicado pela rigidez estrutural que a CD promove nos 

filmes [100]. A superfície dos filmes (figura 21B, D e H) foi homogénea, o que indica que a 

incorporação dos agentes AM no filme de HEC não alterou a rugosidade da superfície dos 

filmes. Pelos resultados obtidos no presente trabalho, o efeito da incorporação de RV em 

filmes de HEC está em conformidade com os resultados obtidos por Pastor et al. 2013 em 

filmes de MC [89]. No entanto, este autor evidenciou que a incorporação deste composto em 

filmes de quitosano alterou a sua microestrutura assim como a rugosidade, particularmente 

em concentrações mais elevadas de RV [89]. Deste modo, o efeito da incorporação de RV em 

filmes é dependente da matriz do polímero, pois este agente AM pode alterar a formação de 

pontes de hidrogénio entre as moléculas do polímero [89]. 
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Figura 21: Imagens da morfologia de filmes em bicamada obtidas por microscopia eletrónica 

de varrimento. Imagens do corte transversal dos filmes à esquerda e à direita a superfície (A) 

e (B) filme C; (C) e (D) filme RV2; (E) e (F) filme CD; (G) e (H) filme CI1; A ampliação 

encontra-se indicada nas micrografias. 
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5.4.2. Ensaios de libertação dos agentes antimicrobianos, RV e CI, a partir 

dos filmes em bicamada 

Os ensaios de libertação dos agentes antimicrobianos, RV e CI, a partir dos filmes em 

bicamada foram efetuados para um simulante alimentar para produtos de carne fresca, 

etanol a 10%, como descrito no Regulamento da Comissão Europeia No 10/2011. O teste foi 

realizado a duas temperaturas, a 4ºC para simular a temperatura de refrigeração e a 20ºC 

para simular a temperatura ambiente. O período de simulação do tempo de conservação dos 

alimentos, como por exemplo a carne de frango fresca, foi durante 10 dias. Os agentes AM 

libertados dos filmes em bicamada foram quantificados por HPLC-DAD. A figura 22 mostra o 

perfil destes ensaios. 

 

 

 

Figura 22: Taxa de libertação dos agentes antimicrobianos: RV1 (), RV2 (), CI1 () e CI2 (), 

em etanol a 10%, a 4ºC (A) e a 20ºC (B) incorporados nos filmes de bicamada (média ± desvio-

padrão). 
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Como se pode visualizar no gráfico 22A, à temperatura de 4ºC observa-se uma taxa de 

libertação mais rápida dos filmes com incorporação de RV2 e CI2, com aproximadamente 80% 

após 1h de incubação de ambos os compostos. Os filmes com incorporação de RV1 e CI1 apenas 

alcançam este valor ao fim de 6 dias de incubação. Por sua vez, à temperatura de 20ºC 

(figura 22B), com exceção do filme com incorporação de RV1, todos os filmes apresentaram o 

mesmo comportamento, isto é, o RV1 libertou-se de forma mais lenta do filme 

comparativamente com os restantes compostos. Por exemplo, ao fim de 1 dia de incubação, 

RV2, CI1 e CI2 libertaram-se aproximadamente 80% dos filmes, enquanto RV1 libertou-se do 

filme aproximadamente 60%. Após 3 dias de incubação, a 20ºC (figura 22B), a percentagem de 

libertação dos compostos AM foi semelhante para os 4 filmes em bicamada e mais rápida do 

que à temperatura de 4ºC (figura 22A). Pelos resultados obtidos, a taxa de libertação dos 

compostos testados aparenta ser dependente da temperatura e da concentração do agente 

AM, e a inclusão de CD não influenciou o comportamento. O estudo desenvolvido por Mild et 

al. 2011 descreveu que a libertação de compostos AM (carvacrol e cinamaldeído) incorporados 

em filmes edíveis baseados em maçã, é cineticamente desfavorável a temperaturas baixas 

(4ºC) mas favorável a temperaturas mais elevadas (nomeadamente 23ºC) [92]. No entanto, a 

libertação de agentes ativos incorporados em filmes, por exemplo agentes AM, para o meio, 

não depende apenas da temperatura e da concentração, como também da solubilidade, do 

solvente e da polaridade [89]. A baixa afinidade química e a solubilidade do RV em soluções 

aquosas podem explicar as diferenças observadas, comparativamente com o CI.  

 

Neste estudo, esperava-se que a libertação de CI fosse de uma forma controlada para o 

simulante alimentar, atendendo que o RV está complexado com a CD. A aplicação de CDs em 

embalagens alimentares ativas tem sido amplamente investigada, e mostrou-se que alguns 

compostos complexados são dispersos de forma homogénea e são libertados lentamente a 

partir de uma matriz polimérica [116]. Mas a libertação de RV complexado com a HP-γ-CD foi 

semelhante à libertação de RV na forma livre. No estudo desenvolvido por Noronha et al. 

2014 observou-se que em filmes de MC incorporados com nanocápsulas de α-tocoferol, estes 

compostos foram libertados mais rapidamente do que era esperado, atendendo que se 

encontravam encapsulados [72]. Mas a libertação rápida pode ser devida à maior afinidade 

das nanocápsulas e do α-tocoferol para o solvente (etanol a 95%) do que a matriz hidrofílica 

de MC, precisamente devido à natureza hidrofóbica destes compostos [72]. Tal pode ter 

ocorrido com o CI nos filmes em bicamada, pois o RV pode ter sido libertado mais 

rapidamente por ter uma maior afinidade para o solvente orgânico do que para a matriz 

hidrofílica da camada ativa (HEC) e da CD, pois o etanol aumenta a solubilidade do RV. Em 

suma, o RV e CI foram libertados totalmente ao fim de 10 dias em ambas as temperaturas 

testadas. 
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5.4.3. Avaliação da atividade antimicrobiana dos filmes em bicamada 

A atividade antimicrobiana dos filmes em bicamada foi testada de forma qualitativa contra 

duas estirpes de referência (C. coli ATCC 33559 e C. jejuni ATCC 33560) e duas estirpes 

isoladas (C. coli 873 e C. jejuni 225421), pelo teste de difusão em disco. Os discos dos filmes 

testados apresentavam 1 cm de diâmetro, as concentrações em percentagem (% m/v) por 

cada disco de filme encontram-se apresentadas na tabela 20. O tamanho do halo de inibição 

foi medido à volta do disco em mm, e visualmente foi analisado o crescimento das bactérias 

na área de contacto do disco do filme com a superfície de agar. Os resultados obtidos 

encontram-se apresentados na tabela 21. 

 

Tabela 20: Concentração (%) dos agentes antimicrobianos presente em cada 1 cm de disco de 

filme. 

Agente antimicrobiano Concentração (% m/v) 

RV1 0,05 

RV2 0,075 

IC1 0,25 

IC2 0,75 

 

 

Tabela 21: Diâmetros (mm) dos halos de inibição e da área de contacto dos filmes para as 

estirpes de Campylobacter (média ± desvio-padrão). 

 

Filmes 

Diâmetros dos halos de inibição (mm) e área de contacto 

C. coli 873 C. coli ATCC 33559 C. jejuni 225421 C. jejuni ATCC 33560 

C 10 (±) 10 (±) 10 (±) 10 (±) 

CD 10 (±) 10 (±) 10 (±) 10 (±) 

RV1 14,00 ± 1,41 (+) 12,50 ± 0,71 (+) 12,50 ± 0,71 (+) 14,50 ± 3,50 (++) 

RV2 
16,50 ± 2,12 

(++) 
13,50 ± 0,71 (++) 15,50 ± 0,71 (++) 10 (+) 

CI1 
14,00 ± 1,41 

(++) 
11,50 ± 0,71 (+) 14,00 ± 1,41 (++) 13,00 ± 1,40 (++) 

CI2 12,00 ± 0,00 (+) 10 (+) 13,50 ± 2,12 (+) 11,50 ± 0,71 (+) 

± As bactérias retraem na área de contacto do filme com o agar;  

+ Presença de um halo de inibição. 

 

Como se pode verificar na tabela 21 os filmes controlo, C e CD, não apresentaram atividade 

antimicrobiana em todas as estirpes testadas, tal como era de esperar atendendo que não 

contêm os agentes AM (RV e CI). No entanto, as estirpes testadas não cresceram na área de 
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contacto destes filmes com a superfície de agar, o que indica que o filme impediu o 

crescimento das bactérias sem formar um halo de inibição. Os filmes com incorporação de RV 

apresentaram melhor atividade antimicrobiana do que os filmes com incorporação de CI. Tal 

diferença pode dever-se ao facto de o RV na forma livre se difundir mais rapidamente para o 

agar e exercer a sua atividade, enquanto na sua forma complexada (CI) a sua libertação é 

mais lenta [49]. De acordo com os resultados obtidos, à medida que a concentração de RV 

aumenta a atividade antimicrobiana também aumenta, isto é, o filme RV2 apresenta maiores 

halos de inibição nas estirpes testadas do que RV1, com exceção da estirpe C. jejuni ATCC 

33560, onde o filme RV2 não inibiu o crescimento destas bactérias, pois não formou um halo 

de inibição.  

Nos filmes com incorporação de CI, o comportamento foi diferente dos de RV, pois o filme 

com menor concentração do agente AM, ou seja, CI1 apresentou maiores halos de inibição do 

que o filme CI2. O filme CI1 inibiu o crescimento de todas as estirpes testadas, ao contrário do 

filme CI2, o qual não inibiu o crescimento de C. coli ATCC 33559. O mesmo comportamento se 

verificou pela análise da área de contacto do disco do filme com a superfície de agar, pois os 

filmes RV2 e CI1 foram os que exerceram melhor atividade, pois com a exceção da estirpe de 

referência de C. jejuni, as bactérias não cresceram sob os filmes. No entanto existem poucos 

estudos na literatura, sobre o desenvolvimento de filmes AM com incorporação de compostos 

fenólicos contra Campylobacter spp. para que possam ser comparados os resultados obtidos 

neste estudo. Recentemente, Alkan et al. 2011 demonstrou a atividade antimicrobiana de 

filmes de zeína (proteína presente no milho) com incorporação de ácido gálico contra duas 

estirpes isoladas de C. jejuni (uma estirpe isolada de humanos e outra isolada de carcaças de 

frango) [12]. Neste estudo verificou-se que os filmes demonstraram atividade antimicrobiana 

nas bactérias isoladas dependente da concentração do agente AM testada, isto é, quanto 

maior a concentração do agente AM maior é a atividade antimicrobiana [12]. 

O estudo desenvolvido por Giteru et al. 2015, também descreveu a inibição do crescimento 

de uma estirpe de C. jejuni isolada de humanos, por ação de filmes de cafirina (proteína 

presente em grãos de cereais de sorgo) com incorporação de óleo essencial de citral e 

quercetina (polifenol) [25]. Neste trabalho os filmes com incorporação de maiores 

concentrações de óleo essencial de citral apresentaram uma forte atividade antimicrobiana 

contra C. jejuni [25]. Comparando estes estudos com o presente trabalho, o mesmo se 

verificou para os filmes com incorporação de RV nas estirpes isoladas. Em suma, os resultados 

obtidos indicam que o filme de RV1 e o filme de CI1 foram entre os filmes em bicamada 

testados, os que mostraram melhores propriedades antimicrobianas contra as estirpes de 

Campylobacter estudadas. Deste modo, estes filmes apresentam potencial para serem 

utilizados como embalagens AM para melhorar a segurança e a qualidade dos alimentos, 

nomeadamente a carne de frango. 
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5.4.4. Avaliação da atividade anti-quorum sensing dos filmes em bicamada 

O quorum sensing é um mecanismo de sinalização intercelular e um regulador de transcrição 

genes, que pode estar relacionado com a resistência e a patogenicidade das bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas responsáveis por contaminações alimentares [77], [78], [117]. Por 

este motivo, diversos autores referem que a inibição e a regulação destas bactérias pelo QS 

pode ser uma boa alternativa para assegurar a qualidade e segurança nos produtos 

alimentares [77]. Assim, no presente trabalho estudou-se a influência dos filmes em bicamada 

com incorporação de RV e de CI no QS, utilizando a estirpe biossensor Chromobacterium 

violaceum ATCC 12472. Esta estirpe, como resposta da comunicação intercelular, produz um 

pigmento de cor violeta, a violaceína. Ao analisar a produção deste pigmento é possível 

avaliar a interferência dos filmes AM neste processo. Para tal, realizou-se o teste de difusão 

em disco e quantificou-se a produção do pigmento em contacto com os filmes AM. Os 

resultados da eficácia dos filmes AM no QS obtidos encontram-se registados na tabela 22 e na 

figura 23. 

 

Tabela 22: Diâmetros (mm) dos halos de inibição de violaceína pelos filmes antimicrobianos 

em bicamada. 

 

 

Filmes 

Halos de inibição (diâmetros mm) 

Inibição 

do 

crescimento (d1) 

Inibição 

do 

crescimento + pigmento (d2) 

Inibição do QS 

(d2-d1) 

C 10,0 ± 0,00 10,0 ± 0,00 0 

CD 10,0 ± 0,00 10,0 ± 0,00 0 

RV1 14,5 ± 0,71 14,5 ± 0,71 0 

RV2 17,0 ± 0,00 17,0 ± 0,00 0 

CI1 16,0 ± 0,00 22,0 ± 1,40 6,0 ± 1,40 

CI2 15,0 ± 0,00 17,5 ± 3,50 2,5 ± 3,50 

 

De acordo com os halos de inibição apresentados na tabela 22 o filme controlo (C) e CD não 

inibiram o crescimento de C. violaceum assim como não apresentaram atividade anti-QS. Os 

filmes com incorporação de RV demonstraram atividade antimicrobiana dependente da 

concentração, no entanto não inibiram o QS (figura 24). O filme com incorporação da 

concentração mais elevada de RV (RV2) demonstrou maior atividade antimicrobiana. Uma 

possível explicação pode estar relacionada com a cinética de libertação do agente AM, tal 

como demonstrado no ponto 5.4.2. Como se visualiza na figura 22B, ambos RV1 e RV2 

libertaram-se de forma mais lenta dos filmes do que CI, o que pode indicar que o RV não 

exerceu totalmente a sua atividade, razão pela qual ambos os filmes não inibiram o QS. 

Relativamente aos filmes com incorporação de CI apresentaram atividade antimicrobiana e 
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anti-QS (figura 25), no entanto a menor concentração de CI (CI1) foi a que apresentou uma 

forte atividade antimicrobiana e anti-QS. Uma possível explicação para as diferenças 

observadas, também pode estar relacionada com a taxa de libertação do CI para o agar, isto 

é, o CI1 difundiu-se mais rapidamente do que CI2, o que pode indicar que o RV libertou-se mais 

rapidamente no filme CI1 exercendo assim a sua atividade. 

A capacidade dos agentes AM na inibição da produção de violaceína pela C. violaceum foi 

observada (figura 23), pois todos os filmes com incorporação dos agentes AM em estudo 

demonstraram a capacidade de reduzir a produção deste pigmento. Os filmes com 

incorporação de RV e CI reduziram a produção de violaceína com uma percentagem superior a 

70%, enquanto os filmes controlo (C e CD) não apresentaram nenhum efeito. No entanto, os 

filmes com incorporação dos agentes AM demonstraram que a inibição da produção de 

violaceína é dependente da concentração, pois as concentrações mais elevados (RV2 e CI2) 

inibiram em maior percentagem. Diversos estudos têm demonstrado o potencial de agentes 

ativos de origem natural com atividade anti-QS, mas poucos demonstraram a sua atividade 

quando incorporados em filmes. O autor Alvarez et al. 2014 demonstrou a atividade anti-QS 

de filmes de pectina com incorporação de óleo essencial de orégãos [77]. Segundo este 

estudo, a perda do pigmento violeta de C. violaceum indica a inibição do QS por ação dos 

compostos bioativos [77]. Por esta razão e de acordo com os resultados obtidos, este estudo 

mostrou o potencial do RV e de CI incorporados nestes filmes AM em bicamada, como 

inibidores do QS. Assim, estes filmes AM podem ser uma boa estratégia para a conservação de 

alimentos.  

 

 
 

Figura 23: Percentagem de inibição da produção de violaceína por ação dos filmes 

antimicrobianos em bicamada. 
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Figura 24: Inibição do QS por ação do RV incorporado em filmes de bicamada. 1- Filme C; 2 – 

Filme RV1; 3 – Filme RV2. 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figura 25: Inibição do QS por ação do CI incorporado em filmes de bicamada. 1- Filme CD; 2 – 

Filme CI1; 3 – Filme CI2. 
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5.4.5. Aplicação dos filmes em bicamada num modelo alimentar de peito 

de frango 

A aplicação de agentes AM de origem natural incorporados em filmes podem contribuir para a 

redução de Campylobacter spp. em carne de aves, como por exemplo, a carne de frango 

[118]. No presente trabalho, os filmes AM em bicamada demonstraram uma forte atividade 

antimicrobiana contra as estirpes isoladas de C. coli 873 e C. jejuni 225421 tal como 

demonstrado no ponto 5.4.3. Como se verificou, os filmes RV2 e CI1 apresentaram maior 

atividade antimicrobiana contra estas bactérias. Deste modo, o principal objetivo desta 

tarefa foi determinar os efeitos antimicrobianos dos filmes em bicamada com incorporação de 

RV2 e CI1 contra as estirpes de C. coli 873, C. jejuni 225421 e para ambas (mistura), num 

modelo alimentar, peito de frango contaminado artificialmente. As temperaturas testadas 

foram a 4ºC de modo a simular a temperatura de refrigeração e a 20ºC como temperatura 

ambiente. Depois do período de 72h de incubação dos filmes com o frango, as amostras foram 

recolhidas para a contagem bacteriana. Estas foram plaqueadas em meio Brucella 

(suplementado com 5% de sangue desfibrinado de cavalo) e meio seletivo mCCDA, de forma a 

controlar possíveis contaminações. No meio Brucella não se obervaram contaminações e como 

os resultados foram semelhantes aos do meio seletivo e sem diferenças significativas, 

utilizaram-se os valores médios de todos os ensaios. Os valores encontram-se apresentados na 

tabela 23. 

 

Tabela 23: log UFC/mL de C. coli, C. jejuni e mistura das duas estirpes das amostras de peito 

de frango envolvidas com os filmes antimicrobianos em bicamada a 4 e 20ºC no período de 

72h. 

 

Filmes 

 log (UFC/mL) 

Tempo de 
incubação 

Temperatura 
(ºC) 

C. coli 873 
C. jejuni 
225421 

Mistura 

     0 h Controlo   4,68 ± 0,16 4,24 ± 0,48 4,52 ± 0,02 

72 h 

C+ 4 5,20 ± 0,27 5,30 ± 0,01 5,19 ± 0,00 

20 5,26 ± 0,23 4,60 ± 4,48 4,26 ± 0,76 

B 
4 5,11 ± 0,07 5,08 ± 0,00 5,09 ± 0,07 

20 3,90 ± 0,14 4,09 ± 4,12 3,85 ± 0,33 

RV2 
4 5,05 ± 0,10 4,43 ± 0,18 4,90 ± 0,14 

20 3,31 ± 0,13 4,09 ± 4,12 3,47 ± 0,35 

CD 
4 5,09 ± 0,03 4,73 ± 0,09 5,17 ± 0,15 

20 3,35 ± 0,19 4,09 ± 4,12 3,45 ± 0,10 

CI1 
4 4,96 ± 0,08 4,59 ± 0,23 5,06 ± 0,10 

20 2,97 ± 0,21 4,09 ± 4,12 3,30 ± 0,00 

UFC – Unidades formadoras de colónias; C+ (Controlo positivo de crescimento); B (Filme sem a 

incorporação de RV, CD e CI); RV2 (Filme com 750 μg/mL de resveratrol); CI1 (Filme com 2500 μg/mL de 

complexo de inclusão); CD (filme com ciclodextrina). 
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Inicialmente fez-se um controlo às 0h para garantir a uniformidade do inóculo, para tal as 

amostras foram inoculadas e realizou-se logo a contagem das UFC. Como controlo utilizou-se 

uma amostra inoculada e envolvida com um filme sem o agente AM e sem CD (B), e o segundo 

controlo consistiu numa amostra também inoculada mas sem filme (Controlo positivo, C+). O 

filme B comparativamente com os filmes com incorporação de RV e CI não apresentou 

redução expressiva em ambas as estirpes e na mistura. No entanto, comparando os resultados 

observados na tabela 23 do filme C+ com o filme B, este reduziu as estirpes em estudo à 

temperatura de 20ºC, o que pode indicar que o filme em contacto com a superfície do 

alimento contaminado pode inibir o crescimento destas bactérias, mas o mesmo não se 

observou para a temperatura de refrigeração. Relativamente aos filmes com incorporação dos 

agentes AM, para a estirpe C. coli 873 o filme de RV2 resultou numa redução de log 5,05 a 4ºC 

e numa redução de log 3,31 para 20ºC. Comparando com o filme de CI1, para a mesma 

estirpe, a redução a 4ºC foi de log 4,96 e a 20ºC foi de log 2,97. As diferenças observadas 

entre RV2 e do RV na sua forma complexada não foram expressivas. Na mistura de ambas as 

estirpes também foram observadas diferenças. Por exemplo, ao comparar o filme C+ com o 

filme RV2 apenas ocorreu uma redução de log 5,19 para log 4,90. Para a estirpe C. jejuni 

225421 a redução em ambas as temperaturas foi semelhante, demonstrando reduções de log 

4,43 para 4ºC e log 4,09 para 20ºC por ação do filme de RV2 e por ação do filme de CI1 

demonstrou reduções de log 4,59 para 4ºC e log 4,09 para 20ºC. Também não ocorreram 

diferenças expressivas na redução de todas as estirpes, por ação do filme CI1 

comparativamente com o filme CD. Os resultados obtidos neste estudo são mais percetíveis 

através da observação dos gráficos das figuras 26, 27 e 28. 

 

 

Figura 26: log UFC/mL de C. coli das amostras de peito de frango envolvidas com os filmes 

antimicrobianos em bicamada a 4 e 20ºC no período de 72h. 
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Figura 27: log UFC/mL de C. jejuni nas amostras de peito de frango envolvidas com os filmes 

antimicrobianos em bicamada a 4 e 20ºC no período de 72h. 

 

 

Figura 28: log UFC/mL da mistura de ambas as estirpes nas amostras de peito de frango 

envolvidas com os filmes antimicrobianos em bicamada a 4 e 20ºC no período de 72h. 
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alimentos podem atuar como uma barreira física para os agentes AM, protegendo deste modo 

os microrganismos [119].  

 

Relativamente ao efeito da temperatura, a inativação de ambas as estirpes foi maior à 

temperatura de 20ºC do que à temperatura de refrigeração (4ºC), embora as estirpes em 

estudo sejam consideradas termófilas, cujas condições ótimas de crescimento variam entre 37 

a 42ºC [5], [7], [8]. Por exemplo, a maioria das estirpes de C. jejuni é incapaz de crescer 

abaixo de 30ºC, no entanto estas bactérias por vezes têm a capacidade de sobreviver a 

temperaturas de refrigeração devido às suas características psicrófilas [92]. A análise deste 

ensaio pode explicar o comportamento de Campylobacter spp. durante o armazenamento de 

carne de frango a diferentes temperaturas, nomeadamente a 4 e 20ºC. A presença de ácidos 

gordos em forma cíclica nas membranas celulares destas bactérias, permitem-lhes manter a 

fluidez e a integridade da membrana celular, sem necessitarem de alterar a composição 

desses ácidos gordos a baixas temperaturas [120].  
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Capítulo 6. Conclusões e Perspetivas Futuras 

 

Ao longo deste trabalho foram estudados diversos polímeros derivados de celulose (CMC, HEC, 

AC e HEC-AC) com incorporação de resveratrol e da sua forma complexada com a HP-γ-CD 

com vista à sua aplicação no controlo de Campylobacter em carne de aves. 

 

O primeiro filme a ser desenvolvido neste trabalho foi o filme de CMC no qual foi incorporado 

RV e CI. A análise das propriedades estruturais e de resistência dos filmes de CMC 

demonstraram que a incorporação de RV e de CI aumentou a gramagem e a espessura, e 

tornaram os filmes mais elásticos e menos resistentes. Através da morfologia dos filmes de RV 

observou-se que este agente AM não provocou irregularidades nos filmes. Estes filmes 

demonstraram inibir o crescimento de C. coli 873 e de C. jejuni 225421 na área de contacto 

dos filmes com a superfície de agar. Com vista a melhorar as propriedades de barreira ao 

vapor de água dos filmes de CMC, foram incorporados ácidos gordos (AO, AL, OA e azeite), 

juntamente com o RV, tendo-se verificado que o OA foi o único que conferiu hidrofobicidade 

ao filme de CMC enquanto o RV aumentou a hidrofilicidade. 

 

Com o intituito de melhorar as propriedades antimicrobianas dos filmes, foram testados novos 

biopolímeros para obter um filme antimicrobiano com as características desejadas, isto é, um 

filme que apresentasse boas propriedades físicas e que simultanemaente formasse um halo de 

inibição contra C. coli e C. jejuni. Inicialmente foi testada a HEC, que apesar de formar halos 

de inibição contra estes microrganismos, teve a desvantagem de se dissolver quando entrava 

em contacto com a superfície do meio de cultura. Quando se tentou melhorar estas 

propriedades e incorporar o RV e o CI, os filmes com incorporação de CI tornaram-se 

quebradiços e difíceis de manusear. Seguidamente prepararam-se filmes de AC, em que só foi 

possível obter filmes transparentes, quando estes eram secos a 100ºC, temperatura 

incompatível para incorporação de RV.  

 

Foram desenvolvidos filmes em bicamada, constituídos por uma camada externa de AC e uma 

camada interna de HEC. A lecitina de soja foi utilizada como agente de ligação entre as duas 

camadas. O RV e o CI foram incorporados nos filmes como agentes AM com duas 

concentrações distintas (RV1 = 500 μg/mL; RV2 = 750 μg/mL; CI1 = 2500 μg/mL; CI2= 7500 

μg/mL). A avaliação da resistência dos filmes em bicamada demonstrou que a incorporação 

do CI influenciou de forma significativa o IT e o ME destes filmes, tornando-os mais 

resistentes. Os filmes com incorporação de CD e de CI2 apresentaram os maiores valores de 

velocidade de transmissão do vapor de água. A incorporação de RV diminuiu a hidrofilicidade 

dos filmes, enquanto nos filmes com incorporação de CD e de CI aumentou a hidrofilicidade. 
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Os ensaios de libertação de RV e CI, a partir dos filmes em bicamada para o simulante 

alimentar, etanol a 10%, demonstraram que os agentes AM foram libertados totalmente ao 

fim de 10 dias à temperatura de 4 e 20ºC. No entanto, a taxa de libertação dos compostos 

testados dependeu da temperatura e da concentração do agente AM. Na avaliação da 

atividade antimicrobiana destes filmes, verificou-se que o filme de RV1 e o filme de CI1 foram 

os mais eficazes na inibição do crescimento de C. coli e C. jejuni, sendo visível a formação de 

halos de inibição. Avaliou-se ainda a atividade destes filmes sobre o QS, utilizando a estirpe 

biossensor Chromobacterium violaceum ATCC 12472, tendo-se demonstrado que os filmes 

com incorporação de CI apresentaram atividade antimicrobiana e anti-QS, ao contrário dos 

filmes com incorporação de RV na sua forma livre que apenas apresentaram atividade 

antimicrobiana. Todos os filmes, com incorporação de RV e CI, também demonstraram 

atividade anti-QS através da inibição da produção de violaceína superior a 70%. 

 

Como o efeito antimicrobiano dos filmes com incorporação de RV2 e CI1 foi mais acentuado 

nas estirpes isoladas de Campylobacter, estudou-se a sua aplicação em amostras de peito de 

frango. Neste ensaio verificaram-se apenas ligeiras reduções do número de UFC de C. coli 

873, C. jejuni 225421 e da mistura de ambas as estirpes, mas verificou-se que as 

temperaturas de 4 e 20ºC influenciaram o resultado dos ensaios, tendo sido observado que à 

temperatura de 20ºC ocorreu uma maior redução das UFC das estirpes em estudo. 

 

Em conclusão, o presente trabalho não só contribuiu para o desenvolvimento de filmes 

biodegradáveis com incorporação de RV na forma livre e na forma complexada com a HP-γ-

CD, para futuras aplicações como embalagens alimentares para o controlo de C. coli e C. 

jejuni, como também contribuiu para evidenciar as potencialidades deste composto no 

controlo deste microrganismo. 

 

 

Para futuras aplicações dos filmes antimicrobianos em bicamada como embalagens 

alimentares será necessário desenvolver filmes com concentrações mais elevadas de 

resveratrol e da sua forma complexada com a HP-γ-CD, de forma a testar a atividade 

antimicrobiana num modelo alimentar, nomeadamente a carne de frango. A potencial 

atividade inibitória dos filmes em bicamada em biofilmes de Campylobacter spp. também 

poderá ser avaliada. Terão que ser realizados estudos sobre a possível influência dos filmes 

com incorporação de RV e de CI nas características nutricionais e organoléticas da carne de 

frango. Será também importante avaliar os filmes desenvolvidos neste trabalho noutros 

patogéneos alimentares nomeadamente Arcobacter butzleri, Listeria monocytogenes, Bacillus 

cereus, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. 
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