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Resumo

Campylobacter coli e Campylobacter jejuni sao os principais agentes infeciosos causadores de
doenca gastrointestinal no mundo. Nos humanos, a principal via de contaminacdo é o
manuseamento, a preparacao e o consumo de carne de aves contaminada, sobretudo a carne
de frango. As embalagens antimicrobianas sao uma forma de embalagens ativas, que
permitem a reducao e inibicdo do crescimento de microrganismos que possam estar presentes
nos alimentos ou no proprio material das embalagens. Os derivados de celulose sao uma fonte
importante de biomateriais para a formacao de filmes antimicrobianos (AM) e a incorporacao
de compostos fenolicos nestes filmes, tem vindo a demonstrar grandes potencialidades. O
resveratrol (RV) é um composto fendlico de origem natural que apresenta diversas
propriedades benéficas para a salde humana, incluindo propriedades antimicrobianas. No
entanto a sua baixa solubilidade em meio aquoso e a sua baixa disponibilidade limitam a sua
aplicacao. Para ultrapassar estas limitacoes é feita a sua complexacdo 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 inclusao com a
hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD). Foram avaliadas as propriedades fisicas destes filmes
e a atividade antimicrobiana contra C. coli e C. jejuni pelo método de difusdo em disco.
Também foi quantificada a percentagem de libertacdo dos agentes AM em estudo nos filmes
em bicamada para etanol a 10%. Como a regulacdo e a inibicdo de patogéneos alimentares
pode ser regulada por fenomenos de quorum sensing (QS), foi estudada a interferéncia dos
filmes com incorporacao de RV e da sua forma complexada nesse processo de comunicacao.
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 elasticos
e menos resistentes. Os filmes em bicamada com incorporacao do complexo de inclusao de RV
foram os mais hidrofilicos, comparativamente com os de RV na forma livre e o controlo. Os
ensaios de libertacao demonstraram que os agentes AM foram totalmente libertados dos
filmes em bicamada, ao fim de 10 dias a temperatura de 4 e 20°C. Também foi demonstrado
que os filmes em bicamada inibiram o crescimento das estirpes testadas na area de contacto
dos filmes com a superficie de agar e formaram um halo de inibicdo, enquanto os filmes de
CMC apenas inibiram o crescimento na zona de contacto. Mostrou-se que os filmes em
bicamada possuiram atividade anti-QS através da inibicao da producao de violaceina superior
a 70%. Por fim, foi observada uma reducao das Unidades Formadoras de Colonias de C. coli e
C. jejuni, dependente da temperatura de incubacao, por acdo dos filmes em bicamada

testados no peito de frango. Em suma, este estudo demonstrou o elevado potencial dos filmes
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AM biodegradaveis com incorporacdao de RV e da sua forma complexada com HP-y-CD no
controlo de Campylobacter em carne de frango.

Palavras-chave

Filmes antimicrobianos; Derivados de celulose; Resveratrol; Complexo de inclusao de
resveratrol; Campylobacter.
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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-y-cyclodextrin (HP-y-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 20°C. 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-y-CD for the control of Campylobacter in chicken meat.
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Capitulo 1. Introducao Geral

Alguns produtos alimentares sao pereciveis por natureza e como tal, durante a sua
preparacao, 0 seu armazenamento e a sua distribuicao, exigem ser protegidos contra o
processo de deterioracao, de forma a manter o tempo de vida til [1]. A procura de produtos
minimamente processados, facilmente preparados assim como a globalizacdo do comércio de
alimentos conferem grandes desafios para a seguranca e qualidade alimentar [1]. Os
alimentos podem ser sujeitos a contaminacées por microrganismos, podendo muitos deles
desencadear reacdes indesejaveis, provocando alteracdes nas caracteristicas organoléticas
dos alimentos [1]. Assim, o crescimento microbiano é uma das maiores preocupagdes na
indUstria alimentar, pois algumas bactérias e fungos podem causar doencas [1]. Como tal,
muitos estudos tém-se focado em patogéneos alimentares tais como: Campylobacter, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Clostridium perfringens, Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae [1],[2]. Nos
humanos, as bactérias Campylobacter spp. podem causar uma doenca designada por
campilobacteriose, a qual é uma infecdo gastroentérica [3]. Nos paises industrializados,
Campylobacter coli (C. coli) e Campylobacter jejuni (C. jejuni) sao os principais agentes
infeciosos causadores de doenca gastrointestinal [4]. Os casos clinicos de campilobacteriose
tém excedido os casos de infecdes provocadas por espécies de Salmonella, Shigella ou
Escherichia coli enteropatogénica, e ainda com tendéncia crescente [4]. Em Portugal, a
principal espécie que infeta os humanos é C. jejuni, no entanto a prevaléncia de C. coli é
superior ao que é reportado nos paises ocidentais [4]. Quando ingeridas, estas bactérias
podem causar um quadro clinico descrito como diarreias inflamatorias, febre e dores
abdominais [4]. No entanto, podem surgir complicacbes mais graves como septicémias,
infecdes extra-intestinais e sequelas neurologicas, como a sindrome de Guillain-Barré [4],[5].
A campilobacteriose pode ser severa em individuos imunocomprometidos, criancas e idosos
[5]. De modo a minimizar as contaminacdes microbianas, a tecnologia alimentar tem
procurado de forma crescente, alternativas inovadoras para cumprir tal objetivo [6]. As
embalagens antimicrobianas sdao uma forma de embalagens ativas, as quais permitem a
reducdo e inibicao do crescimento de microrganismos que possam estar presentes nos

alimentos ou no proprio material das embalagens [6].

1.1. Campylobacter spp.

Campylobacter spp. é um género de bactérias Gram-negativas, espirais, que apresentam
flagelos unipolares ou bipolares, nao formam esporos, sao termofilas, tendo a capacidade de
crescer entre 37 e 42°C [5], [7], [8]. Uma caracteristica particular destas bactérias é o facto
de serem microaerofilas, crescendo assim numa atmosfera que contenha aproximadamente
10% de dioxido de carbono (CO;), 5% de oxigénio (0,) e 85% de azoto (N;) [7], [5]. Estes

microrganismos colonizam o intestino de animais domésticos e de quinta, tais como: ovelhas,
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bovinos, suinos e aves, sendo estes Ultimos os principais reservatorios [9]. Por exemplo, no
intestino de frangos de aviario o género Campylobacter spp. estabelece uma relacdo de
comensalismo com o hospedeiro, o que resulta num elevado nimero de aves colonizadas [9].
Os fatores de viruléncia especificos deste género de bactérias ainda nao foram claramente
esclarecidos, provavelmente devido as semelhancas de patogénese que podem existir entre o
género Campylobacter e outros patogéneos [5]. No entanto foram identificados alguns fatores
de viruléncia tais como: a motilidade mediada por flagelos, a adesdo bacteriana na mucosa
intestinal, a capacidade invasiva e a capacidade de produzirem toxinas [5]. A formacao de
biofilmes e a resisténcia a antibioticos tornam estas bactérias ainda mais persistentes [3], [5].
A capacidade de formacao de biofilmes é um modo bem caracterizado de crescimento e de
sobrevivéncia bacteriana, em que as bactérias aderidas a superficies e envolvidas pela matriz
se encontram protegidas contra condicdes de stresse ambiental, como por exemplo, a
radiacao ultravioleta (UV) [10]. Uma caracteristica particular dos biofilmes é a sua extrema
resisténcia a agentes antimicrobianos (AM) e desinfetantes comparativamente com as células
planctonicas [10]. Os fatores envolvidos na formacao dos biofilmes por Campylobacter spp.
ainda nao sao totalmente conhecidos, embora hajam estudos que demonstrem o papel dos
flagelos e a regulacdo de genes que possam estar envolvidos [10]. A resisténcia aos
antibioticos em Campylobacter esta a emergir globalmente, sendo descrita por diversos
autores e reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saldde (OMS) como um problema
importante na salde publica [5]. Diversos estudos que compararam a evolucao do padrdo de
resisténcia deste género de bactérias a antibioticos, verificaram uma rapida evolucao em
isolados clinicos e estirpes isoladas de alimentos, tendo estas estirpes resisténcias aos
principais antibioticos no tratamento de campilobacteriose [3], [5]. Como por exemplo,

fluoroquinolonas, aminoglicosidos, tetraciclinas, beta-lactamicos e macrolidos [3], [5].

1.1.1. Principais fontes de contaminacao

Devido a natureza microaerofila do microrganismo Campylobacter ha pouca transmissao entre
humanos, como tal esta infecao pode ser considerada uma zoonose dado que este
microrganismo é comensal em animais para consumo humano [11]. Assim, nos humanos, a
principal via de contaminacdo € o manuseamento, a preparacao 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 aviario, C. jejuni sobrevive nas carcacas destes animais onde a pressao
de O, é baixa [11]. A carne de frango é dos alimentos mais consumidos na maioria dos paises
industrializados e em desenvolvimento, devido ao seu baixo custo [5]. Apesar de ser uma
carne magra, € uma fonte de proteinas, rica em aminoacidos essenciais, e fonte de vitaminas
e minerais [5]. Deste modo, nos Ultimos anos o nimero de casos de campilobacteriose tem
vindo a aumentar [5]. Porém, existem outras fontes de contaminacdo, como o consumo de

leite nao pasteurizado, a carne vermelha e o contacto com animais domésticos [5]. A agua



contaminada também pode ser outra fonte de contaminacao devido a presenca de fezes de

animais ou humanos [9].

Contudo Campylobacter spp. € sensivel a algumas condi¢des ambientais, como humidades
baixas, secagem, ao stresse de congelamento e descongelamento, ao O,, entre muitos outros,
razao pela qual, de um modo geral, se deve concentrar nestes fatores para controlar estes
microrganismos patogénicos [5]. Atualmente existem diversos métodos para diminuir a
contaminacao destas bactérias, tais como a desinfecao de caixas que sao utilizadas durante o
abate e o processamento da carne de frango, assim como a descontaminacdo dos materiais
através do dioxido de cloro, acidos organicos, fosfato trissodico, irradiacao por luz UV, calor e
por luz pulsada de elevada intensidade [12]. As embalagens ativas sao uma tecnologia em
rapido desenvolvimento que podem ser aplicadas nos alimentos, como a carne de frango, para

controlar surtos infeciosos de origem alimentar [12].



Capitulo 2. Embalagens Ativas

Numa perspetiva histérica, o Homem tem-se esforcado para desenvolver meios que possam
proteger os alimentos naturais ou manufaturados contra a sua deterioracao [13]. Assim, no
progresso da producao e processamento dos alimentos surgiram as embalagens alimentares
[13]. As embalagens tradicionais sao destinadas a protegerem os alimentos de uma forma
mecanica, 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 devera ocorrer uma minima
interacao entre os alimentos e as embalagens [15]. Durante décadas, as novas tecnologias na
indGstria alimentar, tentaram desenvolver embalagens em resposta as exigéncias dos
consumidores ou as tendéncias da producao industrial, no sentido da preservacao de produtos
em conserva, frescos e saborosos, de forma a prolongar a sua qualidade [15]. Contudo, devido
a globalizacdo dos mercados, ao modo de vida dos consumidores, a procura de alimentos mais
naturais e das preocupagdes ambientais, tem sido um desafio para a indistria alimentar o
desenvolvimento de novos e melhores conceitos de embalagens [14], [15], [16]. Deste modo,

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

As embalagens ativas podem proporcionar uma melhor qualidade e seguranca alimentar,
assim como combater os problemas ecologicos [17]. O principio basico das embalagens ativas
baseia-se nas propriedades intrinsecas do polimero utilizado para o material da embalagem,
ou da introducdo de substancias especificas no interior desse mesmo polimero [14]. As
propriedades intrinsecas do polimero podem dar origem a funcdo ativa ou entdo através da
introducao 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 superficie, 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 sao
diversos, tais como acidos organicos, enzimas, bacteriocinas, fungicidas, extratos naturais,
ides, entre muitos outros [14]. Assim como os materiais em que estes sao incorporados, 0s
quais podem ser: papéis, plasticos, metais ou a combinacdao entre estes materiais [14].
Dependendo do objetivo de aplicacao, estas embalagens podem fornecer diferentes solucoes,
isto é, se o produto alimentar tem uma maior suscetibilidade ao processo de oxidacado, entao
a embalagem deve ser incorporada com um agente absorvente de O, ou um agente
antioxidante [18]. Se a deterioracdo do alimento é provocada pela humidade ou por
condensacao, a embalagem deve ser incorporada com um agente absorvente de humidade
[18]. Desta forma, este tipo de embalagens é um veiculo de compostos ativos a fim de

manterem a elevada concentracao dos agentes conservantes na superficie dos alimentos [19].



Contudo, devido a possivel interacao que estas embalagens podem ter com os alimentos, foi
necessario avaliar a sua seguranca, comparativamente com as embalagens tradicionais [15].
Ou seja, a migracao dos compostos ativos para os alimentos, a utilizacao incorreta das
embalagens devido a insuficiente rotulagem, a operacdo nao eficaz das embalagens, entre
outros [15]. Alguns exemplos de aplicacdo de embalagens ativas para uso na industria

alimentar encontram-se enumerados na tabela 1.

Como tal, o Regulamento da Uniao Europeia 1935/2004 e o Regulamento 450/2009/EC
descrevem a possibilidade das embalagens ativas serem utilizadas na Europa [15],[18]. As
definicOes 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 sao idealizados de forma a
incorporarem ou libertarem substancias para os alimentos, ou entdao para o ambiente que os

envolvem [15].

Tabela 1: Exemplos de aplicacdo de embalagens ativas para uso na industria alimentar
(Adaptada de [15]).

Propriedades de absorcao 0,, CO,, humidade, etileno, aromas, impurezas e luz UV

. ) B Etanol, CO,, antioxidantes, conservantes, dioxido de enxofre,
Propriedades de libertacao N
aromas e pesticidas

) _ Catalisador de remocao de componentes alimentares: lactose e
Propriedades de remocao
colesterol

Controlo da temperatura ) L
aquecimento, embalagens sensiveis a temperatura

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

2.1. Embalagens antimicrobianas

O crescimento microbiano é a principal fonte de deterioracao dos alimentos, o que gera uma
grande preocupacao devido ao facto de diversos microrganismos serem potencialmente
patogénicos [1], [20]. A composicdo dos alimentos pode determinar o crescimento e a
proliferacdo dos microrganismos, pois estes requerem agua, fontes de carbono (como

aclcares e alcoois), fontes de azoto (como os aminoacidos), vitaminas do complexo B,

Materiais isolantes, embalagens de auto-arrefecimento e de auto-




minerais, entre muitos outros [13]. No entanto, parametros extrinsecos 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 sao um dos tipos de embalagens ativas [21].
Assim como sao uma tecnologia alternativa aos processos nao térmicos, que nao impedem o
crescimento dos microrganismos resistentes ao calor e aos seus esporos [20]. Nesta
tecnologia, no sistema das embalagens ou até mesmo nos polimeros utilizados para a sua
formacao, sao 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 viaveis [20], [22].

A escolha do agente AM a ser incorporado na matriz das embalagens depende de alguns
fatores, tais como: o microrganismo alvo; a eficacia deste contra esse microrganismo e das
possiveis interacoes entre o agente AM; o polimero formador do filme; e outros componentes
presentes nos alimentos [16]. Estes fatores sao bastante relevantes para o desenvolvimento
de filmes, pois estas interacbes podem modificar a atividade antimicrobiana e as
caracteristicas dos filmes [16]. Nas embalagens alimentares de plastico, tém sido
incorporados diferentes agentes AM de origem sintética, como por exemplo, acidos organicos
e inorganicos, metais, alcoois, compostos de amoénio ou aminas, entre outros [12]. Contudo,
as restricbes impostas pelas agéncias reguladoras e pela indUstria alimentar a utilizacao de
aditivos alimentares de origem sintética, e o facto de os agentes AM de origem natural terem
uma melhor aceitacdo por parte dos consumidores, a incorporacao destes agentes em
embalagens alimentares tem sido cada vez maior [20]. Os agentes AM naturais incorporados
em embalagens antimicrobianas mais descritos sdo: acidos organicos (acético, lactico, malico
e citrico); oleos essenciais (tomilho, alecrim, salvia, cravo-da-india, orégaos, manjericao e
cassia) assim como os seus componentes maioritarios (eugenol, linalool, timol e geraniol);
enzimas obtidas a partir de fontes animais (lisozima e lactoferrina); bacteriocinas (nisina,
natamicina e pediocina); polimeros com atividade antimicrobiana (como por exemplo, o
quitosano); e por fim os compostos fendlicos [1], [16], [23]. Alguns exemplos de agentes AM

utilizados em sistemas de embalagens alimentares encontram-se descritos na tabela 2.



Tabela 2: Exemplos de agentes AM utilizados em sistemas de embalagens alimentares

(Adaptada de [21]).

Materiais de

Antimicrobianos Alimentos Microrganismos
embalagens
, . PE Simulante de Filetes Teste de migracéo de
Acido benzoico , ,
LDPE de Tilapia bactérias totais
. LDPE i i
Acidos Meio de cultura de Leveduras, ensaio de
. Sorbatos MC/quitosano queijo; peito de migracao de bolores, ensaio
organicos o
Amido/glicerol frango de migracao.
. Saccharomyces cerevisiae,
Anidrido sorbico PE Meio de cultura
bolores
o o , ) Escherichia coli,
Lisozima, Nisina, EDTA SPI, zeina Meio de cultura
. Lactobacillus plantarum
Enzimas _
S o ) Teste da atividade da
Lisozima imobilizada PVOH, nylon, AC Meio de cultura L
lisozima
Nisi PE Meio de cultura de Brocothrix thermospacta,
isina
Bacteriocinas HPMC bife Sthaphyloccocus aureus
Acido laurico Zeina Simulantes Ensaio de migracao
Benomyl lonémero Meio de cultura
Fungicidas LDPE
Imazalil Queijo Bolores
PE
Quitosano Quitosano/papel Morangos E. coli
. E. col, Lb. plantarum,
Quitosano/Extrato de . .
; LDPE Meio de cultura Fusarium oxysporum, S.
Polimeros erva
cerevisiae
UV/nylon irradiado por ) Enterococcus faecalis, S.
Nylon Meio de cultura
laser aureus
Extratos de sementes , L )
LDPE/nylon Carne moida Aeraobios, coliformes
de uva
E. coli, Lb plantarum,
Extrato de cravinho LDPE Meio de cultura Fusarium oxysporum, S.
Extratos -
cerevisiae
naturais -
Enterobacter, bactérias
Eugenol/Cinamaldeido Quitosano Presunto lacticas, Lb. sakei Serratia
spp.
Extrato de rabano Papel Carne moida E. coli
. , Filmes para
Oleos Oleo essencial de Cravinho e Aspergillus niger, Bacillus
) ) embalagens
essenciais cravinho citronela ) coagulans, Bacillus cereus
alimentares

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

AC - acetato de celulose; HPMC - hidroxipropilmetilcelulose; MC - metilcelulose;




A incorporacao de compostos fenolicos nas embalagens ativas apresenta um elevado potencial
de atividade antimicrobiana e antioxidante nos alimentos, tendo sido ja demonstrada a
eficacia deste tipo de compostos em C. jejuni [12]. Por exemplo, no estudo desenvolvido por
Alkan et al. foram desenvolvidos filmes de zeina com incorporacdo de diferentes
concentracdes de acido galico, contra diferentes estirpes de C. jejuni [12]. Neste estudo,
concluiu-se que os filmes foram eficazes nas estirpes testadas, dependendo contudo das
concentragdes utilizadas [12]. Outra evidéncia experimental foi o trabalho desenvolvido por
Klancnik et al., no qual a eficacia de diferentes extratos de plantas e de compostos fenolicos
foi testada, nomeadamente o acido carndsico e rosmarinico, em diferentes bactérias [24].
Estes autores concluiram, que entre as bactérias testadas a mais sensivel aos compostos
fenolicos foi C. jejuni [24]. Por fim, o estudo de Giteru et al. demonstrou a eficacia de filmes
com incorporacao de quercetina (composto fenolico) e o6leo 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 fenolicos em materiais de

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

2.1.1. Propriedades antimicrobianas do resveratrol

O resveratrol (RV), 3,4’-5-trihidroxiestilbeno, € um composto fendlico 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 extracdo a partir de raizes secas de
Polygonum cuspidatum, planta que é utilizada para a preparacao do cha de /tadori, o qual é
tradicionalmente utilizado na China e no Japao, como um ingrediente ativo para o tratamento
de infegbes flngicas, reagdes inflamatorias, alergias, hipertensao e dislipidémias [28]. O RV
existe sob a forma de dois isomeros, o trans-RV (figura 1) e o cis-RV, sendo o trans-RV a sua
forma biologicamente ativa [29], [30]. Relativamente as suas propriedades fisico-quimicas, o
RV é um composto fotossensivel, pouco solivel em agua e em lipidos, mas sollvel em alcoois
[31] [32]. Por exemplo, em etanol é solivel até 50 mg/mL e em dimetilsulfoxido (DMSO) até
16 mg/mL enquanto em agua apenas é sollvel de 0,021 - 0,030 mg/mL [32]. Também é
bastante reativo, sendo muito suscetivel a
reacbes com o oxigénio dissolvido, onde se OH
formam diversos produtos de degradacao [31].

Porém, este composto tem vindo a ser HO X

extensivamente estudado devido ao seu largo

espetro de atividade biologica na salde humana,

assim como as suas propriedades antioxidantes, OH

pois pode prevenir doencas cardiovasculares, Figura 1: Estrutura quimica do trans-RV [34].
neuronais, diabetes ou até mesmo inibir a

carcinogénese [33]-[36].



Para além da sua atividade antioxidante também possui atividade antimicrobiana, protegendo
as plantas quando estas sdo atacadas por diversos microrganismos [33]. Nos Gltimos anos,
diversos estudos tém demonstrado a atividade do RV no controlo de infecdes de origem
fangica, bacteriana e virais [36]. Ao nivel bacteriano foi evidenciada a atividade
bacteriostatica 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 adesao
e a sintese de citocinas em células epiteliais do intestino, aquando da adesao de agentes
patogénicos de origem alimentar, como Escherichia coli 0157:H7, Salmonella e Listeria
monocytogenes [37]. Razao pela qual este composto apresenta um elevado potencial na
prevencao de infecoes 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 acdo [38]. Também foi descrita a atividade antimicrobiana deste composto
em diferentes estirpes de Helicobacter pylori, pois podera inibir a atividade de urease
limitando assim a sobrevivéncia destas bactérias no estomago [39]. Por sua vez, também foi
demonstrada a acao de oligomeros de RV na inibicdo de biofilmes de E. coli 0157:H7 e
Pseudomonas aeruginosa [40]. A nivel das propriedades antifingicas 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 antifingico contra infecoes 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 virus, como

por exemplo, a familia Herpesviridae, HIV-1, virus influenza, entre outros [36].

Deste modo, o RV apresenta um elevado potencial no controlo de diversos microrganimos
patogénicos devido as suas propriedades antimicrobianas [42]. Nesse sentido e como ainda
apresenta fortes propriedades antioxidantes, pode ser um potencial composto a utilizar na

prevencao da contaminacao e deterioracao dos alimentos [42].

No entanto, para a aplicacao do RV na indistria alimentar tém que ainda ser ultrapassados
alguns problemas, como a sua baixa solubilidade em meio aquoso e a sua baixa estabilidade
[43]. Uma das solucdes encontrada foi a sua complexacao com ciclodextrinas [32], [43]-[45].
As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacaridos em forma ciclica que derivam do amido, os quais
sdo constituidos por seis (a-CD), sete (B-CD), oito (y-CD) ou mais residuos de glucose unidos
por ligacdes glicosidicas a(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 ligacdo a diferentes compostos [43], [47]. Assim, o arranjo

estereoquimico das unidades de glucose que formam estes oligossacaridos, resulta numa
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cavidade interna hidrofdbica e numa cavidade externa hidrofilica (figura 3) [48]. Por este
motivo as CDs podem ser consideradas como capsulas vazias, as quais podem incluir diversas
moléculas, formando deste modo complexos de inclusao com essas moléculas e aumentando-
lhes a biodisponibilidade [43], [44]. Uma vez que as CDs de origem natural, principalmente a
B-CD, apresentam solubilidade limitada em meio aquoso, estes compostos sao modificados
quimicamente, como por exemplo, os derivados de hidroxipropilo da B8-CD e y-CD (HP-B8-CD e
HP-y-CD) tal como muitos outros [43], [45].

HO

oH
[ 0
0
% OZ\O HOO % 9= Ko oM
OH
0
]

0
j\\ 0
HO Oon _OH H
s
HO HO OH o 0 OH
p-cD
a-CD HO
¥+CD

Figura 2: Estrutura quimica de a-CDs, B-CDs e y-CDs [46].

Na indUstria alimentar, estes compostos tém vindo a ser aplicados com diferentes fins e sao
reconhecidos como seguros pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da
América [46], [49]. As CDs na indlstria alimentar podem ter funcdes como aditivos
alimentares, retencao de compostos indesejados, evitar contaminacdes microbioldgicas,
estabilizantes de aromas e podem permitir uma libertacao controlada de determinados
constituintes alimentares [46], [50]. Os estudos sobre a complexacao de CDs com o RV
demonstraram que estas moléculas tém a capacidade de aumentar de forma significativa a
solubilidade aquosa do RV, melhoram e mantém 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 indUstria alimentar [49].

Cavidade

Hidrofébica

Cavidade w
_________ } -.

Hidrofilica

Figura 3: Representacao ilustrativa da cavidade interna e externa das CDs (Adaptada de
[48]).
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2.2. Filmes antimicrobianos

A incorporacao direta dos agentes AM na superficie dos alimentos pode apresentar algumas
desvantagens, pois as substancias ativas podem ser neutralizadas ao entrarem em contacto
com o alimento, ou entdo difundirem-se rapidamente da superficie para o interior do
alimento [51]. Por outro lado, a incorporacao de agentes bactericidas ou bacteriostaticos em
formulacdes de alimentos, como por exemplo a carne, pode resultar numa inativacao parcial
desses agentes pelos constituintes dos alimentos, e como tal pode ter apenas um efeito
limitado na microflora presente na superficie do produto [51]. Assim, a utilizacdo de filmes
como embalagens pode ser mais eficiente, pois os agentes AM podem migrar lentamente a
partir do material das embalagens para a superficie do alimento, ajudando assim a manter as

concentracdes elevadas em que estes sao necessarios [51].

2.2.1. Definicao e tipo de filmes antimicrobianos

Um filme pode ser definido como uma pelicula que é formada pela secagem da solucao do
polimero preparada separadamente do alimento, que posteriormente é aplicado [22]. Os
filmes podem ser formados por diferentes polimeros, 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 libertacao do agente AM;

2. Filmes que nao libertam os compostos AM mas que inibem o crescimento microbiano a

superficie do alimento [52].

No primeiro grupo, o agente AM encontra-se no interior da matriz ou na superficie do material
do filme que pode ser aplicado nos alimentos, podendo ser libertado totalmente ou entao
numa quantidade especifica para a superficie 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 Unica 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 Util para controlar a libertacdo do agente AM [52].
Relativamente ao segundo grupo, a atividade antimicrobiana apenas ocorre quando os
microrganismos entram em contacto com a superficie 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 opcao adequada para alimentos embalados a vacuo 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 indUstria alimentar (Adaptada de
[52]).

Diversos fatores devem ser considerados durante o desenvolvimento de filmes AM, pois a
selecdo do polimero assim como o agente AM podem influenciar as propriedades do filme AM
resultante [2], [23]. Estes englobam: o tipo e as propriedades do polimero; as caracteristicas
do agente AM (polaridade, compatibilidade com o polimero e carga i6nica); a estabilidade do
agente AM ao calor durante o processamento; temperatura de armazenamento do filme;
difusdo do composto AM e alteracdo das propriedades fisicas do filme [2], [23]. A
incorporacao dos agentes AM nos filmes podera afetar as propriedades fisicas, mecanicas e de
processamento [2]. Por exemplo, quando um agente AM polar é incorporado num polimero
apolar pode condicionar as propriedades fisicas e mecanicas do filme resultante [2]. Mas se o
agente AM é compativel com o polimero, nesse caso estas propriedades sdao minimamente
afetadas [2]. A carga ionica do agente AM também ¢ importante, pois podera influenciar a sua
difusdo da matriz polimérica do filme [23]. Assim, a escolha do agente AM muitas vezes é
restrita, devido a incompatibilidade deste com o polimero do filme ou pela sua instabilidade

térmica durante o processo de extrusao [23].

A temperatura de armazenamento e a temperatura durante a preparacao de filmes pode
influenciar a atividade antimicrobiana dos compostos ativos a incorporar nos filmes [23].
Normalmente, o aumento da temperatura pode aumentar a migracao dos agentes ativos
incorporados no filme e deteriorar a acao protetora dos filmes AM, devido as elevadas taxas
de difusao [23]. Contudo, a taxa de difusao do agente AM e da sua concentracao nos filmes
devera ser tal, de forma a garantir a sua eficacia durante o tempo de conservacao do
alimento [23]. De salientar, que as condicoes de temperatura durante a preparacao de filmes,

deverao ser previstas de forma a minimizar o seu efeito sobre a atividade antimicrobiana dos
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compostos ativos [23]. Os componentes constituintes dos alimentos também podem
influenciar a eficiéncia e a difusdo dos agentes AM, assim como as proprias caracteristicas
fisico-quimicas [23]. Por exemplo, o pH de um produto pode alterar a taxa de crescimento
dos microrganismos alvo, podendo assim alterar o grau de ionizacao (dissociacao/associacao)
destes agentes ativos [23]. Todavia, os alimentos apresentam caracteristicas quimicas
diferentes de modo que sao conservados em diferentes condicées, o que pode provocar
padrdes de crescimento da microflora distintos [23]. Além disto, a atividade antimicrobiana e
a estabilidade do agente AM poderao ser influenciadas pela atividade da agua (a,) dos
proprios alimentos, ndo desprezando o facto de cada alimento possuir a sua propria
microflora [23]. Assim, quando se pretende desenvolver um filme com incorporacao de um

agente AM, a cinética de libertacdo dos agentes AM devera ser de tal forma, a preservar a

.....

2.2.2. Biopolimeros utilizados na preparacao de filmes

Os filmes preparados a partir de materiais sintéticos como os plasticos, por exemplo os
poliésteres, as poliamidas, entre muitos outros, tém provocado sérios problemas a nivel
ecologico [2]. Por este motivo os filmes preparados a partir de materiais biodegradaveis tém
tido uma maior procura [2]. Os biopolimeros podem ser divididos em diferentes grupos de
acordo com a origem das matérias-primas e da sua producdo, tal como se encontra ilustrado
na figura 5 [53].

Biopolimeros
|
[ . | |
Naturais Sintéticos biodegradaveis Microbianos
I
[ |
Polissacaridos Proteinas Poliésteres (Ex: Polissacaridos:
Polihidroxialcanoatos, Pululana, curdlana;
Poli(3-hidroxibutirato-co-3- . .
- - Proteina d ) . Obtidos por fermentacao:
- Amido; rotéina de hidroxivalerato) (PHBV)) | L ) '
- Celulose; s0Ja; Poliésteres (Ex:
- Quitosano; - er?i]lr;;—:)'de Polihidroxialcanoatos,
- Alginato; - Proteina do Poli(3-hidroxibutirato-co-3-
- Carregenano; soro; hidroxivalerato) (PHBV))
- Agar. - Caseina.

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

13



Os filmes preparados a partir de polissacaridos sdo os de maior interesse para sistemas de
embalagens antimicrobianas, contudo materiais como proteinas, lipidos e resinas também sdo
estudados [2], [22]. Os polissacaridos sao polimeros naturais que dependendo da sua origem
podem ter carga neutra ou entdo ter carga ionica [22]. Estes encontram-se envolvidos no
metabolismo energético das plantas (o amido) e dos animais (o glicogénio), como também
atuam na funcao estrutural das células vegetais (por exemplo, a celulose e a pectina) e de
animais, como no exoesqueleto de artropedes e de outros animais (a quitina) [22]. A
biodegrabilidade destes materiais ndo € a Unica vantagem, pois apresentam também baixo-
custo e solubilidade em agua [54]. Como tal, ndo requerem o uso de solventes organicos
durante a sua preparacao [54]. Os filmes de polissacaridos caracterizam-se por serem uma
boa barreira aos gases (CO, e 0,), uma fraca barreira ao vapor de agua e apresentam baixas
propriedades mecanicas, comparativamente aos filmes preparados a partir de polimeros
sintéticos [2], [22].

2.2.2.1. Celulose e derivados

A celulose (figura 6) é o polissacarido mais abundante, tendo este uma funcao estrutural na
parede celular das plantas [16], [54]. E constituida por cadeias lineares de unidades de D-
glucose unidas por ligacdes glicosidicas B(1->4) [16], [54]. Este polimero é frequentemente
modificado obtendo-se diferentes derivados, pois é altamente cristalino, insolivel 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) sdao uma importante fonte de biomateriais na area alimentar [56]. Em geral, os filmes
preparados a partir de derivados de celulose caracterizam-se por serem flexiveis,

transparentes, resistentes, permeaveis ao vapor de agua mas resistentes ao O,, CO, e lipidos

[16], [22].
OH OH OH OH
0, 0.
OH 0. ¢ OH OH OH 0
HO N
OH OH OH OH

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

Acetato de celulose (AC) é um termo genérico para diferentes ésteres de acetato de celulose,
na figura 7 esta representada a estrutura quimica do diacetato de celulose [56]. Esta foi a
matéria-prima utilizada para a producdo das primeiras fibras sintéticas comerciais [56].
Relativamente a sua solubilidade difere dos outros derivados de celulose, pois é soluvel em

solventes organicos tais como a acetona, o dioxano, o diclorometano e o acido acético [58].

14



No entanto, a sua solubilidade depende maioritariamente do grau de substituicdo [58]. E um
polimero atoxico, nao irritavel, apresenta boas propriedades fisicas, resisténcia a
microrganismos e baixo custo. Razdes pelas quais tem inumeras aplicacbes na indistria
farmacéutica e alimentar, sendo amplamente utilizado em embalagens alimentares sob a
forma de filmes rigidos [56], [59].

CH,OAC CH,OAc CH,OAc

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

A carboximetilcelulose (CMC), figura 8, é um éter de celulose de carga anidnica, que resulta
da substituicao de alguns grupos hidroxilo das unidades de glucose presentes na celulose, por
grupos carboximetilo [56], [57]. Apresenta boas caracteristicas para a formacao de filmes,
pois é solivel em agua, dissolvendo-se facilmente em agua fria, e apresenta elevada
viscosidade [56]. Por ser atoxica, biocompativel, biodegradavel, hidrofilica e ter uma boa
capacidade de formacdo de filmes, tem diversas aplicacdes nas industrias alimentar,
farmacéutica, papeleira e téxtil. Por exemplo, na industria 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 nao apresenta efeitos nocivos para a salide humana [59].

a O-CH, _cooNa

|
CH,

HO
HO

CH;

CH;

O-CH,-COO Na \_ /n I - .

0-CHz - COO Na

Figura 8: Estrutura quimica da carboximetilcelulose [57].

A hidroxietilcelulose (HEC), figura 9, € um éter de celulose, ndo idnico e solivel em agua
[61]. Dissolve-se facilmente em agua fria e agua quente, e pode ser utilizado para a
preparacao de solucdes com uma ampla gama de viscosidades, razdao pela qual tem a
capacidade de formar filmes [62]. Estes caracterizam-se por apresentarem resisténcia
moderada, excelente flexibilidade e transparéncia [62]. Para além da producao de filmes,

este polimero apresenta diversas aplicacdes, tais como espessante, estabilizante,
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emulsionante e dispersante, tendo também a capacidade de reter agua. Na industria é o

espessante mais utilizado em tintas latex [61].

/DH
CH, OH
CH, \(|3H2
o CH
/ 2
/ /
o}
\
P
CH,
/
H 0
OH H H
H
(o]
CH20 /OH
CH,——CH,

Figura 9: Estrutura quimica da hidroxietilcelulose [61].

2.2.3. Preparacao de filmes antimicrobianos

As principais técnicas utilizadas na preparacao de filmes AM biodegradaveis sdo semelhantes
as utilizadas na preparacao de plasticos sintéticos e compreendem métodos de processamento
a himido e a seco [2]. O método de processamento a himido consiste na evaporacao do
solvente; esta técnica é a mais utilizada a escala laboratorial para a preparacao deste tipo de
filmes [2]. As técnicas de processamento a seco englobam os métodos de compressao e de

extrusao dos biopolimeros, os quais foram modificados de forma a tornarem-se termoplasticos

[2].

A agua, o etanol ou a combinacdo de ambos sao os principais solventes utilizados na
preparacao de filmes [16]. Durante o processo de secagem dos filmes o controlo da
temperatura € um fator importante, pois elevadas temperaturas aumentam a evaporacao do
solvente, produzindo assim uma estrutura ndo suficientemente continua e coesiva [16]. Apos
a selecado dos polimeros e o método de preparacdo a usar ha ainda outros componentes que
tém que ser adicionados para a preparacao dos filmes nomeadamente plastificantes, lipidos e
surfatantes [22].

Na maioria dos casos, para a formacao de filmes com base em polissacaridos é necessaria a
presenca de plastificantes [22]. Os plastificantes sao agentes de baixo peso molecular que
quando incorporados num filme polimérico, se posicionam entre as moléculas do polimero

[22]. Deste modo, os plastificantes interferem nas interacdes polimero-polimero originando
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filmes mais flexiveis e consequentemente melhoram o seu manuseamento [22]. No caso dos
filmes de polissacaridos ndo incluirem na sua constituicdo um plastificante, tornam-se duros e
quebradicos, podendo apresentar microfissuras, 0 que provoca o aumento da permeabilidade
ao vapor de agua [22]. Contudo, a adicdo de plastificantes pode conferir desvantagens, pois
devido a sua estrutura hidrofilica promovem uma maior afinidade dos filmes a agua,
aumentando desta forma a permeabilidade ao vapor de agua [22]. Diversos estudos
demonstraram a aplicacdo de plastificantes biodegradaveis em filmes de polimeros naturais
tais como: polidis (como o glicerol, sorbitol, manitol e o polietilenoglicol (PEG)), acidos
gordos (como o acido citrico, oleico, malico e linoleico), lecitinas, monossacaridos (como a
glucose, manose, frutose e sacarose) e ceras [63]. No entanto a agua também pode atuar
como um plastificante, sendo a humidade relativa (HR) um dos parametros mais analisados,
pois este influencia a estrutura dos filmes [19], [22]. Contudo, em filmes de biopolimeros o
glicerol é o plastificante mais utilizado, devido a sua melhor estabilidade e compatibilidade
com as cadeias dos biopolimeros hidrofilicos, comparativamente com outros plastificantes
[16], [63].

As propriedades hidrofilicas dos filmes de polissacaridos sao uma das suas maiores
desvantagens, pois apresentam elevada permeabilidade ao vapor de agua, o que de certo
modo pode ser uma possivel origem de contaminacdo microbiana [22]. Como tal, de modo a
diminuir a permeabilidade ao vapor de agua, poderdo ser adicionados lipidos, de forma a
utilizar as suas caracteristicas hidrofobicas [22], [64]. Varios sdao os tipos de lipidos

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

Os surfatantes ou emulsionantes sdao agentes de atividade superficial de natureza anfipatica,
devido as suas propriedades simultaneas de hidrofobicidade e hidrofilicidade, os quais sdo
adicionados de forma a aumentar a estabilidade da emulsao na formulacao dos filmes [22],
[64]. Os mais utilizados na preparacao de filmes sao: os polisorbatos (Tween), lecitinas,
glicerol, acidos gordos, ésteres de acidos gordos, monoestearato de etilenoglicol,

monoestearato de glicerol e ésteres de sacarose [64].

2.2.4. Tipos de filmes antimicrobianos

Ha varios tipos de filmes antimicrobianos, filmes em monocamada ou multicamada [23], [66]
[67] . Os filmes em monocamada permitem a libertacao do agente AM para o alimento por
difusdo, o que podera ser uma desvantagem, porque a libertacao rapida resulta no consumo
rapido do agente AM num curto periodo de tempo, e por isso a concentracdo minima
requerida para a inibicdo do crescimento microbiano ndo é mantida na superficie do alimento
[66]. Com o intuito de otimizar a libertacao do agente AM, os filmes em multicamada poderao
ser a melhor alternativa, pois a utilizacao de embalagens com diferentes camadas
apresentam a vantagem do agente AM ser incorporado numa camada fina, cuja libertacao é

controlada de acordo com a espessura do filme [23], [67]. Por outro lado, se a libertacao for
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demasiado lenta, podem iniciar-se as reacoes de deterioracdo na superficie do alimento [66].
Também ha, no entanto, situacées em que a producdo de filmes ndao pode ser realizada a
partir de um Unico polimero, pois existem polimeros que apresentam propriedades vantajosas
para um determinado requisito, mas podem possuir outras propriedades desfavoraveis [68].
Deste modo, a indUstria alimentar requer filmes em multicamada, de forma a combinar as
vantagens de cada polimero num Unico filme e assim compensar as suas desvantagens
individuais [23] [68].

Tém 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, constituido por trés 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 superficie, o que permitiu a coesao entre
as camadas hidrofilica (HPMC) e hidrofdbica (EC), e como agente AM foi usada a nisina [67].
Neste estudo, verificou-se que o filme apresentava propriedades mecanicas, oticas e
antimicrobianas satisfatorias, por sua vez, este filme foi eficaz na libertacdo 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 incorporacdo de sorbato de potassio como agente AM [66].
Concluiu-se que a taxa de libertacao 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 libertacao controlada do agente AM [66]. Por fim, Boumail et al.
2012 caracterizaram um filme de difusao em tricamada, com incorporacao de agentes AM
naturais para aplicacao direta em vegetais [69]. Neste filme, a camada interna foi preparada
com celulose nanocristalina (NCC) e metilcelulose (MC), e incorporada com uma formulacao
de agentes AM naturais [69]. Os investigadores concluiram que o filme apresentou
propriedades fisicas satisfatorias, libertacdo controlada dos agentes AM e atividade

antimicrobiana nas bactérias patogénicas testadas [69].

2.2.5. Avaliacao das propriedades fisicas de filmes

A potencialidade dos filmes para as embalagens alimentares depende essencialmente de
propriedades como: barreira ao vapor de agua, ao 0,, ao CO,, aos sabores, aos aromas € as
gorduras, entre o alimento e o exterior [19], [22]. O filme deve igualmente manter a
integridade do alimento, conferindo-lhe protecdo mecanica [19], [22]. Porém, todas estas
propriedades dependem de fatores, tais como o polimero utilizado, os constituintes

adicionados, as condicoes de armazenamento e o tipo de aplicacao [22].

Devido a diversidade de materiais existentes, é necessario determinar as propriedades de
barreira sempre que existem alteracées na formulacao do filme [22]. As propriedades de
barreira mais estudadas sao a permeabilidade ao vapor de agua e a permeabilidade ao O,, no

entanto também se estuda a permeabilidade ao CO, [19]. A permeabilidade é definida como
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um fluxo, que é medido em estado estacionario, e descreve em que extensdo um soluto se
difunde através do filme [22]. Assim, a difusdo esta relacionada com a concentracao do soluto
em ambos os lados do filme [22]. De forma a compreender melhor as propriedades de
barreira, é necessario ter em conta algumas caracteristicas dos filmes, assim como, a
estrutura do polimero, o grau de polaridade, o espaco intersticial entre as moléculas do
polimero (isto é, o volume livre), a mobilidade das cadeias do polimero (isto &, a
cristalinidade) e o alinhamento das ramificacdes do polimero na cadeia principal (ou seja, a

orientacao) [22].

Na avaliacao da capacidade dos filmes protegerem os alimentos contra danos mecanicos sao
determinadas as propriedades de resisténcia, tais como:

e Modulo de Young/Elastico - permite determinar a rigidez do filme. Obtém-se a partir
da razao entre a tensao de rutura e a deformacao, e é expresso em Pa.

e Resisténcia a tracdo - indica a forca maxima de rutura por unidade de largura do
provete, a qual é expressa em N/m. A razao entre o valor da resisténcia a tracao e a
gramagem do filme corresponde ao indice de tracao, e é expresso em Nm/g.

e Alongamento a rutura - indica a capacidade de um material para alongar antes da
rutura, quando submetido a uma forca de tensao, isto &, o grau em que o filme pode

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

Os valores das propriedades mecanicas dos filmes podem depender de alguns fatores, como o
tipo e a concentracdo do polimero [22]. Por exemplo, o aumento de concentracdao do
polimero pode levar a um aumento dos valores de resisténcia a tracdo, levando a uma
estrutura mais forte do filme; por outro lado, a presenca e o aumento da concentracao de
plastificante podem levar ao aumento dos valores de alongamento e a diminuicdo da

resisténcia a tracao [22].

A andlise da solubilidade dos filmes esta associada com a sua integridade em sistemas
aquosos, a sua resisténcia a agua e a sua biodegrabilidade, sendo muito importante para as
embalagens alimentares [19]. No caso das embalagens antimicrobianas, quando o objetivo é
proporcionar a preservacao de alimentos com elevada quantidade de agua e a libertacdo de

AM, sao necessarios filmes com baixa solubilidade [19].

De forma a avaliar a hidrofilicidade ou a hidrofobicidade da superficie dos filmes usa-se a
técnica de medicao do angulo de contacto [71] [72]. O angulo de contacto (0) é definido
como o angulo formado entre o filme e a linha tangente no ponto de contacto da gota do
liquido (por exemplo, a agua) com a superficie [72]. A representacdo esquematica do angulo
de contacto encontra-se na figura 10, em que ys_, € a tensao superficial do solido, y,_, é a
tensao superficial do liquido e por fim ys_; € a tensdo interfacial entre o solido e o liquido

[71]. Quando uma gota de um liquido é colocada sobre uma superficie sdlida, o liquido
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difunde-se em toda a superficie solida formando uma pelicula fina ou entao espalha-se de
uma forma limitada permanecendo assim uma gota sobre a superficie [71]. No caso de um
liquido formar um filme uniforme na superficie, isto € 6 = 0°, considera-se que o solido é
completamente molhado por esse liquido (figura 11a) [71]. No caso de se formar um angulo
de contacto finito, ou seja 6 > 0°, alguns autores consideram que o solido é parcialmente
molhado enquanto outros fazem distincdo de acordo com o tamanho do angulo de contacto
[71]. Por exemplo, pode definir-se como molhante qualquer liquido que forme um angulo
inferior ou igual a 30° num sélido [71]. Entre 30° e 89° o sistema pode ser considerado como
parcialmente molhante (figura 11b) mas se o angulo for superior ou igual a 90°, o sistema ja é

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

As medicoes do angulo de contacto permitem também calcular a energia de superficie tal
como as suas componentes polar e dispersiva, utilizando diferentes modelos tedricos sendo o

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

Liquido

Vs—v =

Figura 10: Representacao esquematica do angulo de contacto (Adaptada de [71]).

@ (b) (c)

Figura 11: Formas que um liquido pode adquirir aquando aplicado numa superficie sélida
(Adaptada de [71]).

A cor do filme pode ser um fator importante para a sua aceitacao pelo consumidor [22]. A
avaliacdo deste parametro 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 cromaticas [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 transparéncia também é um fator relevante para o consumidor, pois é
necessario a visibilidade do produto [74]. A transparéncia é a caracteristica de um material

que lhe permite transmitir a luz, sendo possivel ter uma visao nitida através dele [75].

Branco
Lt

Vermelho
+a

Preto

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

A morfologia da superficie dos filmes AM pode ser estudada com o auxilio da técnica de
microscopia eletronica de varrimento (SEM do inglés Scanning Electron Microscopy) [52]. As
micrografias da superficie dos filmes permitem explicar as alteracdes estruturais resultantes
da incorporacdo dos agentes AM na matriz polimérica [52]. Estas alteracées podem provocar
transformacoes significativas nos filmes, levando por exemplo a formacdo de poros na matriz
do polimero o que influencia as propriedades de tracdao e barreira [52]. O nivel de
modificacdes nos filmes depende particularmente da interacdo entre o polimero e o agente
AM utilizado [52].

2.2.6. Avaliacao da atividade antimicrobiana de filmes

Diversos métodos tém 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 caracteristicas dos microrganismos alvo a testar, entre outros [16]. Por
exemplo, quando o filme é aplicado sobre um alimento, a eficacia deste é avaliada através da
contagem da populacao microbiana que originalmente se encontra presente no alimento ou
entdo da populacao inoculada durante o armazenamento do alimento a testar [16]. No
entanto, deve-se observar que a libertacao do agente AM incorporado no filme exerce uma
elevada influéncia na sua eficacia [16]. Nalgumas aplicacoes a velocidade de libertacdo do

agente AM também é um fator importante, pois uma libertacao rapida permite controlar o
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crescimento microbiano no alimento, e uma libertacao lenta permite garantir um certo nivel
do agente AM na superficie, de forma a controlar a contaminacao externa [16]. Deste modo, a
determinacao da velocidade de libertacao em conjunto com a avaliacdo da atividade
antimicrobiana ao longo do tempo, permite otimizar o desenvolvimento de filmes com

potencial para a aplicacao em embalagens ativas [16].

Um dos testes de avaliacdo das propriedades antimicrobianas dos filmes é o teste da difusao
em disco [16]. Este teste consiste na aplicacao de um disco do filme, com incorporacao de um
agente AM a testar, sobre uma placa de agar inoculada com o microrganismo alvo [16]. Ao
longo do tempo de incubacao, 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 area sem
crescimento detetavel a olho nu, ou seja um halo de inibicao, cujo diametro é medido [16],
[19]. Este método é simples e de facil aplicacdo, 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 dificil comparar as medidas
quantitativas dos halos de inibicdo com outros estudos devido as diversas condicoes
especificas dos ensaios, incluindo o tamanho e a forma do filme, do agente AM, do

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

Outro método utilizado para avaliar a reducéo logaritmica da populacao microbiana devido ao
filme AM baseia-se na determinacdo do nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
[19]. A contagem das UFC tem como fundamento a colocacao de um filme numa solucao de
meio com agar para o crescimento de microrganismos, e a remocao de amostras a partir da
solucao ao longo do tempo [19]. As amostras retiradas sdo plaqueadas em meio com agar, e
posteriormente as colonias sdao contadas [19]. Assim, desta forma mede-se a reducao
logaritmica da populacdo 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 superficie contaminada [16].

Um teste também usado para avaliacdo das propriedades antimicrobianas € a avaliacao da
inibicdo do quorum sensing (QS) [77]. Recentemente, a resisténcia e a patogenicidade dos
principais agentes infeciosos alimentares tais como: Escherichia coli, Salmonella,
Campylobacter e Listeria monocytogenes podem estar relacionadas com os mecanismos de
comunicacao intercelular como o QS [77]. O QS baseia-se na sintese, libertacao e percecao 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
fisiologicas, como a secrecdo de fatores de viruléncia, a formacao de biofilmes, a motilidade
e a esporulacao [77], [78]. Assim, a regulacdo da proliferacao de patogéneos alimentares ou a
sua inibicdo por QS podera ser uma boa estratégia para garantir a seguranca e qualidade

alimentar [77]. A bactéria Chromobacterium violaceum é o modelo utilizado para determinar
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o efeito dos filmes na inibicdo do QS [77]-[79]. Esta bactéria produz um pigmento de cor
violeta designado por violaceina, usando-o como resposta da comunicacao intercelular [77].
Deste modo, através da analise da producdo deste pigmento é possivel avaliar a interferéncia

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

Nos paises desenvolvidos, Campylobacter spp. € o principal agente infecioso de origem

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

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

biodegradaveis com incorporacdo de compostos naturais, neste caso o resveratrol, para o

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

1.

Selecionar os biopolimeros para o estudo e preparar as dispersdes dos biopolimeros e

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

Preparar o filme com o resveratrol, a hidroxipropil-y-ciclodextrina e o complexo de

inclusao com o resveratrol;

Caracterizar os filmes quanto a permeabilidade, resisténcia e aparéncia;

Testar a eficacia dos filmes desenvolvidos contra duas estirpes isoladas de
Campylobacter (C. coli 873 e C. jejuni 225421);

Avaliar o efeito dos filmes antimicrobianos desenvolvidos no quorum sensing;
Quantificar por HPLC-DAD a percentagem de libertacao de resveratrol e do seu
complexo de inclusao incorporados nos filmes para um simulante alimentar, etanol a

10%.

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

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

4.1. Preparacao dos filmes antimicrobianos

4.1.1. Agentes antimicrobianos

Uma solucao de trans-RV (TCl Europe N.V.) de concentracao 32 mg/mL foi preparada em
DMSO (Merk). O complexo de inclusao (ClI) de RV com HP-y-CD (MM=1580g/mol; Sigma-
Aldrich) foi preparado como descrito anteriormente por Silva et al. [43]. Resumidamente, a
solucao de CD foi preparada com uma concentracao de 0,3 M em agua ultra-pura (Millipore,
EUA). Apds dissolucdo, 1 mL desta solucdo de CD foi adicionado a 25 mg de RV. A suspensdo
resultante foi homogeneizada no vortex e sonicada durante 1h, num banho de agua e gelo, de
forma a nao sobreaquecer as amostras. Posteriormente colocou-se a suspensao de CD e RV
num agitador orbital a 25°C, 250 rpm durante 24h. A suspensao foi protegida da luz durante
todo o procedimento. Apds o tempo de incubacdo, a solucao foi filtrada com filtros de 0,22
um (Millipore, EUA) [43]. A concentracao de RV no Cl foi quantificada de acordo com o
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de diodos (HPLC-DAD do
inglés High Performance Liquid Chromatography wiht Diode Array Detector) descrito
previamente por Silva et al. [43]. Para tal, foi utilizado um sistema de cromatografia liquida
de ultra-alta pressao (UPLC do inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography),
sistema da série Agilent 1290 (Agilent Techonologies, EUA) com uma coluna analitica de HPLC
de fase reversa Zorbax 300 SB-C;s com 4,6 mm de diametro, 150 mm de comprimento e 5 ym
de tamanho de poro. A fase movel utilizada para a quantificacdo foi constituida por uma
mistura de acido formico a 0,1% (v/v) e acetonitrilo, numa proporcao de 52:48 (v/v), que foi
previamente filtrada a vacuo com filtros de 0,2 pm e sonicada durante 30 min para eliminar
possiveis bolhas de ar. Quanto as condicdes cromatograficas, foi utilizado um fluxo isocratico
de 1,0 mL/min, a coluna foi mantida a uma temperatura de 25°C e as amostras e o injetor a
4°C. O comprimento de onda do detetor DAD foi definido a 306 nm para a detecao de trans-
RV. A concentracao de RV foi determinada pelo método validado por Silva et al. [43], tendo

por base a reta de calibracdo tracada com varias concentracdes de RV (1-100 pg/mL) e tendo

em conta o fator de ponderacao iz [43].
X

4.1.2. Filmes antimicrobianos

¢ Filmes de carboximetilcelulose
Os filmes de CMC (Sigma-Aldrich) foram preparados a 1% (m/m). Para a sua obtencao, o
biopolimero foi dissolvido em agua destilada a 70°C, sob agitacao magnética durante 1h. Apds
a solucao estar a temperatura ambiente, adicionou-se como plastificante o glicerol (Merk),
em proporcoes de 10 e 25% relativamente a massa de CMC, e manteve-se a solucao em

agitacdo magnética durante 30 min. Seguidamente foi adicionado o agente AM, RV ou Cl,
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obtendo-se uma concentracao final de 500 pg/mL e 1300 pg/mL, respetivamente. As misturas
foram homogeneizadas durante 30 min a temperatura ambiente. No entanto, o Cl foi
adicionado a solucdao com 25% de glicerol relativamente a massa total de polimeros (CMC +
CD), pois em testes preliminares, as percentagens inferiores de glicerol, nomeadamente 10 e
25%, (em relacdo a massa de CMC) os filmes tornaram-se quebradicos e dificeis de manusear.
Foram também preparados dois grupos de filmes que funcionaram como controlo. Para tal, no
primeiro grupo, o filme foi preparado sem a incorporacao dos agentes AM; no segundo grupo,
preparou-se um filme em que o Cl foi substituido pela mesma quantidade de CD. Apds a
preparacao das misturas, estas foram vertidas em caixas de Petri de poliestireno (8 cm de
diametro) e deixadas secar ao ar, protegidas da luz, numa atmosfera controlada de 22°C e
50% HR durante 6 dias. Apos este tempo de secagem, obtiveram-se os filmes que foram
armazenados nas mesmas condicdes até a sua caracterizacdo e avaliacdo da atividade

antimicrobiana.

¢ Adicao de acidos gordos em filmes de carboximetilcelulose
De forma a aumentar a hidrofobicidade dos filmes de CMC foram incorporados acidos gordos
(AG) na sua formulacdo, tendo sido testados o acido oleico (AO, Merk), o acido linoleico (AL,
Fluka), o azeite (obtido num hipermercado local, na Covilha) e o 6leo alimentar (OA, obtido
num hipermercado local, na Covilha). Os AG referidos tém a particularidade de serem liquidos
a temperatura ambiente e como tal, sdo facilmente misciveis com os biopolimeros 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
modificacbes. Resumidamente, apos a preparacdo da solucao de CMC e da adicao de glicerol
(10% m/m) como descrito no ponto 4.1.2., adicionaram-se os respetivos AG a 15% (m/m) em
relacdo a massa de CMC. Posteriormente adicionou-se como emulsionante o Tween 80 (Sigma-
Aldrich), a 1% (m/m) relativamente a massa de AG. A solucdo foi homogeneizada com o
auxilio do homogeneizador IKA T25-Digital Ultra Turrax, a temperatura ambiente durante 3
min a 20000 rpm. Logo apo6s a homogeneizacao, cada solucdo contendo os AG foi arrefecida,
de forma a incorporar o RV, o qual foi adicionado com concentracao final de 750 yg/mL. De
seguida, as solucdes estiveram durante 10 min sob agitacdo magnética, foram vertidas em
caixas de Petri de vidro e secas ao ar, a 22°C e 50% HR, protegidas da luz. Foram preparados
filmes que funcionaram como controlo, aos quais nao foi adicionado o agente AM. Todos os
filmes foram armazenados no escuro, a 22°C e 50% HR até a sua caracterizacao e avaliacao da

atividade antimicrobiana.

e Filmes em bicamada
Os filmes AM em bicamada sdo constituidos por uma camada externa de AC e uma camada
ativa interna de HEC, tendo sido concebidos pelo método de evaporacdo 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 biopolimero AC foi dissolvido em
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acetona (Sharlau) sob agitacdo magnética durante 1h a temperatura ambiente. De seguida, a
solucao foi colocada num caixa de Petri de vidro e seca a 100°C durante 20 min. Na obtencao
dos filmes de HEC, o biopolimero foi dissolvido em agua destilada a 80°C, sob agitacdo
magnética durante 1h, e de seguida a solucdo foi arrefecida a temperatura ambiente.
Posteriormente adicionou-se a lecitina de soja (Tokyo Chemical Industry CO.) como agente de
ligacao e o glicerol (Merk) como plastificante numa proporcao de 10% (m/m) relativamente a
massa dos polimeros presentes na solucdo (HEC e CD). A lecitina de soja foi incorporada na
solucdo e homogeneizada com o auxilio do homogeneizador IKA T25-Digital Ultra Turrax, a
temperatura ambiente durante 10 min a 12000 rpm. Logo apds a homogeneizacao, adicionou-
se o glicerol e a solucdo foi mantida sob agitacdo magnética durante 30 min. Em seguida, o
RV foi adicionado, obtendo-se uma concentracao final de 500 pg/mL (RV4) e 750 pg/mL (RV;);
e o Cl foi adicionado a 2500 pg/mL (Cly) e 7500 pg/mL (Cl;). As misturas foram
homogeneizadas durante 30 min a temperatura ambiente, sendo posteriormente adicionadas
ao filme de AC preparado previamente, e secas na estufa a 30°C durante 6h. Também foram
preparados filmes que funcionaram como controlo. Para tal, um filme foi preparado sem a
incorporacao dos agentes AM, e num outro filme, o Cl, foi substituido por igual quantidade de
CD. Apds a secagem, todos os filmes foram armazenados a 22°C e 50% HR até a sua utilizacao

para caracterizacao e avaliacao da atividade antimicrobiana.

4.2. Avaliacao das propriedades fisicas

Os filmes foram caracterizados em termos de espessura, gramagem, propriedades de
resisténcia, velocidade de transmissao do vapor de agua, energia de superficie, cor,

transparéncia e morfologia.

e Espessura e gramagem
A espessura foi medida com base na norma ISO 534:2011 [81], usando o micrémetro Adamel
Lhomargy, modelo MI 20, cuja precisao é de 0,001 mm. Foram realizadas sete medicoes em
diferentes locais de cada amostra e os valores médios destas foram utilizadas para calcular as
propriedades de resisténcia. Os filmes foram pesados de acordo com base na norma ISO
536:1995 [82] numa balanca analitica. A gramagem foi calculada a partir da razao entre a

massa e a area dos filmes. Foram utilizadas trés amostras de cada filme.

e Propriedades de resisténcia
As determinacoes do indice de tracao (IT), do alongamento (A) e do mddulo elastico (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 retangulos com a
dimensao de 7 x 1,5 cm. Os ensaios foram realizados sob condicdes de 22°C e 50% HR e os

resultados obtidos sdo os valores médios de seis medicoes para cada filme.
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o Angulo de contacto e energia de superficie
A energia de superficie e as respetivas componentes polar e dispersiva foram determinadas a
partir da medicdo do angulo de contacto, formado pelas gotas de cada um dos dois liquidos
utilizados na superficie dos filmes, segundo o método de Owens-Wendt. Os liquidos utilizados
foram a agua desionizada e o diodiometano (Aldrich, 99% pureza), cujos parametros da
tensao superficial sao apresentados na tabela 3. As medicées foram realizadas no
equipamento OCAH 200 da DataPhysicas Instruments, aplicando o método da gota séssil. O

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

Tabela 3: Parametros da tensao superficial (mN/m) dos liquidos utilizados nas medicoes do

angulo de contacto [84].

L.iqu.ido YTotal Yd Yp
Agua desionizada 72,80 21,80 51,00
Diiodometano 50,80 50,80 0

Total _

Y Energia livre de superficie total; y* - Componente dispersiva; y? - Componente polar.

O modelo de Owens-Wendt assume a aditividade das contribuicoes polares e das contribuices
apolares. As contribuicdes polares resultam da interacao entre dois dipolos permanentes, as
quais sao designadas por interacoes de Keeson, e dipolo permanente-dipolo induzido, as quais
se designam por interacdes de Debye [82]. As contribuicdes apolares ou dispersivas resultam
da interacdo entre dois dipolos induzidos, designadas por interacoes de London [85]. A

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

Yoy (1 +C059)=2,’ng-ygv+24’YgV'yEV (M

Nesta equacao, os indices superiores p e d correspondem a componente polar e dispersiva da

equacao 1 [86]:

tensao superficial, respetivamente. Para tal, devem ser utilizados no minimo dois liquidos

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

e Teor de matéria seca
O teor de matéria seca de cada amostra foi determinado com base na norma ISO 638:2008
[87], pela diferenca de massa dos filmes antes e apds a secagem a 100°C durante 24h. Os

ensaios foram realizados em triplicado.

e Propriedades o6ticas
As medicoes da cor e transparéncia foram realizadas no espetrofotometro Color Touch 2 da
Technidyne, com utilizacdo do iluminante D65 e observador a 10°. Os valores das coordenadas
cromaticas: L* (luminosidade), a* (vermelho-verde) e b* (amarelo-azul) foram obtidos a partir

de trés medicoes em cada um dos filmes, realizadas sobre um fundo branco padrao. Na tabela
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4, encontram-se registados os valores das coordenadas cromaticas do fundo branco padrao

utilizado na medicao da cor.

Tabela 4: Valores das coordenadas cromaticas do fundo branco padrao utilizado na medicao.
L* a* b*
96,81 0,11 3,50

A transparéncia foi determinada com base na equacao referenciada na norma 1SO 22891:2013
[88], através dos valores de refletancia dos filmes colocados sobre um fundo branco e um

fundo preto padrao.

e Microestrutura
A analise da microestrutura dos filmes foi realizada por SEM no equipamento Hitachi S-2700
com uma voltagem de aceleracao de 10 kV. A preparacao 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 possivel visualizar a superficie e o corte
transversal dos filmes. Para as observacées transversais, os filmes foram criofraturados por

imersao em azoto liquido.

¢ Velocidade de transmissao do vapor de agua
A determinacdo da permeabilidade ao vapor de agua foi realizada com base na norma ASTM
E96-1995 [90]. Nas panelas foi colocado o meio absorvente (cloreto de calcio 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 vedacao ficasse perfeita e a transmissao
do vapor de agua ocorresse apenas através da area exposta do filme (50 cm?). Os conjuntos
de teste foram acondicionados no laboratorio a temperatura de 22°C e 50% HR, e pesados
periodicamente durante 32h. A velocidade de transmissdo do vapor de agua (WVTR do inglés
Water Vapor Transmission Rate) foi determinada a partir do declive da zona linear do grafico
do aumento da massa em relacao ao tempo, dividido pela area exposta do filme. O ensaio foi

realizado em duplicado para cada amostra.

e Andlise estatistica
Nos ensaios da avaliacdo das propriedades fisicas dos filmes AM em bicamada foi realizada a
analise estatistica dos dados, através do teste paramétrico ANOVA e as diferencas entre
grupos foram comparadas pelo test post hoc Tukey’s, usando o software GraphPad Prism®
sendo consideradas as variaveis em avaliacao como significativamente dependentes quando o

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

4.3.1. Microrganismos
Neste estudo, duas estirpes de referéncia (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, Italia), 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 condicdes oOtimas de

crescimento e pureza.

4.3.2. Teste de difusao em disco

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes pelo método de difusao em disco foi
realizada segundo o protocolo descrito por Alkan et al. [12] e como recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSIl), protocolo M2-A8, com algumas
modificacdes [91] . Os discos dos filmes, com aproximadamente 1 cm de diametro, foram
cortados em condicoes de assepsia. Previamente a realizacdo do ensaio, o inoculo foi
preparado por suspensao direta das colonias numa solucao de 0,85% de cloreto de sddio (NaCl;
Fisher Chemical), e a densidade o6tica (DO) foi ajustada para 0,5 unidades de McFarland (a
que corresponde a 1-2,0x10® Unidades Formadoras de Colénias/mL (UFC/mL)).
Posteriormente mergulhou-se uma zaragatoa estéril na suspensdo previamente preparada,
girou-se varias vezes e apertou-se firmemente contra a parede interna do tubo, acima do
nivel do liquido, de modo a retirar o excesso de inoculo da zaragatoa. Numa placa de
Mieller-Hinton Agar (MHA, Liofilchem, Italia), suplementado com 5% de sangue desfibrinado
de cavalo, foi inoculada a suspensao bacteriana, esfregando-se a zaragatoa em toda a
superficie do agar. Este procedimento foi repetido 3 vezes, girando a placa aproximadamente
60° de cada vez, de forma a garantir uniformemente a distribuicao do inoculo 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
superficie das placas anteriormente inoculadas e pressionados ao encontro do agar, de forma
a assegurar o contacto completo com a superficie do mesmo. Por fim, as placas foram
incubadas em condicoes de microaerofilia (6% O,, 7,1% de CO, e 3,6% de H,), a 37°C durante
48h. Apos o tempo de incubacéo, os diametros dos halos de inibicdo a volta do disco do filme
foram medidos, em mm, com o auxilio de uma régua. O halo de inibicdo foi considerado como
a area sem crescimento visivel a olho nu. Por sua vez, o crescimento das bactérias na area de
contacto nos filmes com a superficie de agar também foi analisada visualmente. Os testes

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

O efeito dos filmes em bicamada com incorporacao de RV e de Cl no QS foi estudado usando a
estirpe biossensor Chromobacterium violaceum ATCC 12472, através do ensaio de difusdo em
disco e da quantificacdo da producdo do pigmento (violaceina). Os filmes testados foram os
de bicamada, e prepararam-se tal como descrito no ponto 4.1.2. Para a realizacao dos ensaios
seguiu-se o procedimento descrito por Alvarez et al. [77], com algumas modificacoes.
Resumidamente, a estirpe C. violaceum ATCC 12472 foi inoculada em meio solido Luria-
Bertani (LB) agar (Pronadisa) e incubada overnigth a 30°C, e posteriormente transferida para
20 mL de meio LB broth (Sigma-Aldrich) e incubou-se a 30°C a 150 rpm durante 16h. Apods a
incubacao acertou-se a DOgyonm a 1, € inoculou-se uma placa de meio LB agar, com o auxilio
de uma zaragatoa tal como descrito no ponto 4.3.2. Posteriormente transferiram-se os discos
dos filmes, em condicoes de assepsia, para a placa previamente inoculada e incubou-se a
30°C, durante 24h. Apos a incubacado, mediu-se o halo de inibicdo de crescimento e de
inibicao da producao do pigmento com o auxilio de uma régua. A inibicdao do crescimento foi
medida como diametro 1 (d;) enquanto a inibicdo do crescimento e a inibicao do pigmento
foram medidas como diametro 2 (d,), ambos medidos em mm. Deste modo, a inibicdo do QS
foi determinada ao subtrair-se os diametros de inibicao do crescimento bacteriano (d,) e (dy).
Assim, a inibicao do QS (d; - d;) sera a inibicdo da producao de violaceina em torno dos discos

dos filmes. Este ensaio foi realizado em duplicado, de forma independente.

Para a quantificacdao da inibicao da producao do pigmento procedeu-se da seguinte forma:
para tubos rolhados estéreis foram transferidos, em condicées de assepsia, os discos dos
filmes previamente preparados tal como descrito no ponto 4.3.2. Apds o acerto do inoculo da
estirpe biossensor, DOgynm @ 1 em meio LB broth, transferiram-se 1500 pL para os tubos que
continham os discos dos filmes e incubou-se a 30°C e 150 rpm durante 16h. Apos a incubacéo,
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 violaceina insoluvel. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado, e o pellet foi solubilizado em 1 mL de DMSO, os eppendorfs foram agitados no
vortex durante 30s e centrifugou-se novamente a 11000 rpm. Neste passo, as células
bacterianas sedimentaram e a violaceina foi extraida no sobrenadante. Apds este
procedimento, foram transferidos 200 pyL do sobrenadante correspondente a cada amostra
para placas de 96 pocos e efetuou-se a leitura da DOsgs,m, 0s resultados foram expressos em

percentagem (%) de inibicao da producao de violaceina.

4.5, Ensaios de libertacdo dos compostos antimicrobianos nos

filmes em bicamada

A percentagem de libertacao de RV e Cl 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 Comissao Europeia No 10/2011. Para simular as condicoes de
temperatura/tempo de conservacao de alimentos como a carne, os ensaios foram realizados a
temperatura de refrigeracao de 4°C e temperatura ambiente de 20°C, durante 10 dias, no
escuro. Para tal procedeu-se da seguinte forma: os discos dos filmes, com aproximadamente 1
cm de diametro, foram totalmente imersos em tubos de vidro com 15 mL de etanol a 10%
(v/v). Durante o periodo de ensaio, foram retirados 1 mL de cada amostra (as Oh, 3h, 6h, 12h,
24h, 2 dias, 3 dias, 6 dias, 8 dias e 10 dias) filtrados em filtros de 0,22 ym (Millipore, EUA) e
congelados até a quantificacao 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 libertacdo e o ensaio foi realizado em triplicado, em ensaios

independentes.

4.6. Aplicacdao 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 modificacoes.

e Produto alimentar, filmes e microrganismos.
Os peitos de frango, frescos e nao congelados foram obtidos num hipermercado local, na
Covilha. 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 nao foi incorporado com os agentes AM; dois filmes foram
incorporados com os agentes AM, RV e Cl, de concentracao final 0,075% e 0,25%,
respetivamente; e por ultimo, um filme com a mesma concentracao de Cl foi substituido pela

adicao de CD. Os microrganismos testados neste ensaio foram C. coli 873 e C. jejuni 225421.

e Preparacao do inéculo
Resumidamente, cada estirpe foi inoculada em placas de meio Brucella suplementado com 5%
de sangue desfibrinado de cavalo e incubadas em condicoes de microaerofilia a 37°C. Apos
24h de incubacdo, leu-se a DOgy,m inicial e acertou-se o indculo a 0,05 e posteriormente
procedeu-se a uma pré-incubacdo. Para tal, em dois erlenmeyers rolhados estéreis, foram
adicionados 20 mL de meio Mieller-Hinton broth (MHB, LiofilChem, Italia) e o indculo
correspondente, os quais foram dispostos numa jarra de microaerofilia. De seguida, a jarra foi
colocada no orbital a 37°C, a 100 rpm, durante 6h. Por Gltimo, leu-se a DOgyg.m € acertou-se a
0,015 (correspondendo aproximadamente a 1,0x10® UFC/mL) em agua peptonada tamponada
(BPW do inglés buffered peptone water, Oxoid, Inglaterra),e fez-se uma diluicdo de 1:10 para

a obtencdo de uma suspenséao de aproximadamente 1,0x10” UFC/mL.
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e Preparacao do modelo alimentar
Os peitos de frango foram cortados em pedacos de 2,5 g em condicoes de assepsia, com o
auxilio de um bisturi e colocados numa caixa de Petri de vidro com tampa. Posteriormente, as
amostras foram esterilizadas em agua a ferver durante 40s de forma a inativar a flora
presente. De seguida, foram arrefecidas em caixas de Petri de poliestireno estéreis,
descobertas na camara de fluxo laminar durante 1h. Apds 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 suspensao previamente preparada. Resumidamente, num tubo de Falcon
de 50 mL, adicionou-se BPW e a suspensdao do indculo, as amostras foram mergulhadas
durante 5 min. Logo apods a inoculacdo, as amostras foram colocadas em caixas de Petri de
plastico estéreis, previamente identificadas, e incubadas numa estufa a 42°C, 10% CO,,
durante 1h para permitir a adesao das bactérias na superficie das amostras. Apos a secagem,
cada amostra correspondente a cada estirpe, foi colocada em sacos de plastico estéreis de
Stomacher de 50 mL (Stomacher® 80 Biomaster Bags), onde se efetuou uma diluicio 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 a velocidade normal. Apos permanéncia no Stomacher
durante 60s recolheram-se 200 pL para a contagem bacteriana, através do método das
diluicdes 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 as Oh.
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 condicdes de temperatura/tempo de
conservacao da carne de frango, as amostras foram incubadas em jarras de microaerofilia a
20°C como temperatura ambiente, e a 4°C como temperatura de refrigeracao, durante 72h.
Ap0s a incubacao, os filmes foram retirados das amostras na camara de fluxo laminar e estas
foram ao Stomacher procedendo da mesma forma, como descrito anteriormente para as

amostras das Oh. Cada ensaio foi realizado em triplicado e de forma independente.
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Capitulo 5. Resultados e Discussao

5.1. Filmes de carboximetilcelulose

0 estudo do desenvolvimento de filmes AM iniciou-se pela selecdo do biopolimero para a sua
preparacao. O primeiro biopolimero a ser testado foi a CMC (figura 13), pois € um dos
derivados de celulose mais utilizado na preparacédo de filmes [93]. Para além disso, € sollvel
em agua, apresenta elevada viscosidade e nao apresenta efeitos toxicos e alergénicos [93]. A
utilizacdo de plastificantes € necessaria em filmes de polissacaridos, pois estes aumentam a
flexibilidade, diminuem a fragilidade e melhoram as propriedades mecanicas dos filmes [93],
[94]. O glicerol (G) é dos plastificantes mais utilizados na preparacdo de filmes [94], razao
pela qual foi o escolhido neste estudo. Nos filmes de CMC foram testadas trés concentracoes
diferentes de glicerol, nomeadamente, 10, 25 e 50%, relativamente a massa do biopolimero
(CMC). No entanto, a concentracao mais elevada (50%) nao apresentou bons resultados, pois
os filmes tornaram-se dificeis de manusear porque se tornaram pegajosos. Assim, na
preparacao destes filmes, para a caracterizacao e avaliacao da sua atividade antimicrobiana
apenas foi adicionado 10 e 25% de glicerol. Os agentes AM adicionados foram o RV e o Cl, e a
concentracao incorporada nos filmes de CMC foi baseada num estudo prévio, no qual foi
determinada a concentracdo minima inibitoria (MIC do inglés Minimum Inhibitory
Concentration) de RV e de Cl para as estirpes de Campylobacter em estudo [49]. Sabendo que
para estas estirpes, o MIC para o RV variou entre 50-100 pg/mL (0,05 - 0,1 % m/v) e que para
o Cl variou entre 64-256 pug/mL (0,064 - 0,256 % m/v) [49], fixou-se uma concentracao de
cinco vezes o MIC para ser incorporada nestes filmes. Na tabela 5, encontram-se apresentadas
as concentragoes dos agentes AM, em pg/mL, em filmes de CMC. A CD também foi adicionada
aos filmes de CMC, de modo a ser um controlo do Cl. Os filmes com incorporacao de CD e CI
foram preparados de forma a conterem o teor de solidos totais iguais ao filme com
incorporacao de RV e 25% de glicerol, isto &, de forma a terem uma gramagem tedrica
semelhante a este filme. Esta otimizacao resultou do facto de, em ensaios preliminares, se
ter verificado que os filmes preparados com uma gramagem superior, e com 10% de glicerol,

eram dificeis de manusear e eram quebradicos.

Figura 13: Fotografia de um filme de carboximetilcelulose.
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Tabela 5: Concentracao (pg/mL) dos agentes antimicrobianos incorporados nos filmes de
CMC.

L ) Concentracao do agente antimicrobiano
Agente antimicrobiano

(Wg/mL)
RV 500
Cl 1300

5.1.1. Avaliacdo das propriedades fisicas dos filmes de

carboximetilcelulose

Os filmes de CMC foram caracterizados ao nivel das propriedades estruturais, nomeadamente
a gramagem e a espessura, resisténcia e morfologia. A gramagem é definida como a
quantidade de massa por unidade de area do filme e é expressa em g/m? [95], [96]. O valor
da gramagem corresponde a razao entre a massa e a area da amostra [95], [96]. A espessura
corresponde a distancia perpendicular entre as duas superficies 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-padrao).

Propriedades Estruturais

Filmes Gramagem (g/m?) Espessura (um)
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);

Cl (Complexo de inclusao).

Segundo os resultados obtidos, o valor da gramagem mais elevado foi registado para o filme
de CMC com incorporacédo de 10% de G e com RV (122,57 + 0,12 g/m?) e o valor inferior, para
o filme de CMC com incorporacdo de 25% de G e CD (53,13 + 8,35 g/m?). Como se pode
verificar pela tabela 6, a medida que a concentracdo de glicerol aumenta nos filmes, a
gramagem também aumenta. Mas tal ndo ocorre para os filmes com incorporacao de RV, pois

o filme com maior concentracao de glicerol apresenta um valor inferior aos restantes filmes
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com incorporacdo deste agente AM. Este resultado ndo era esperado, pois a medida que se
adicionam agentes (plastificantes, antimicrobianos, entre outros) maior € a quantidade de
massa, logo maior é o valor da gramagem. Tal pode ter ocorrido, porque o tempo necessario
para secagem da solucao com incorporacao de RV e obtencao do filme correspondente (9
dias), foi superior ao dos restantes que apenas demoraram 6 dias. Assim, os filmes com
incorporacao de RV podiam nao estar totalmente secos, razao pela qual estes filmes
apresentaram gramagens elevadas. Relativamente aos filmes com incorporacao de CD e Cl, a
gramagem do filme com CD é inferior ao filme com Cl. Este resultado é coerente, pois o teor
de solidos do filme com Cl é superior, dado que esta presente o resveratrol complexado com a
HP-y-CD, enquanto no filme de CD apenas esta presente a HP-y-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 solucao colocada nas caixas de Petri foi ajustada de modo a obter-se a mesma
gramagem. Possivelmente este resultado podera 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 ym e 98,00 + 0,85 pm, sendo o valor mais
baixo o do filme com incorporacao de CD e o mais elevado o do filme com incorporacao de
RV. Este resultado deve-se ao facto de a gramagem afetar a espessura, isto €, o filme com
maior gramagem € aquele que também apresenta maior espessura e vice-versa. No entanto, a
espessura do filme apenas com o biopolimero (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 ja mencionado efeito da gramagem sobre a espessura, também o glicerol e os
agentes AM podem afetar as ligacoes 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 incorporacao 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

Cl alteraram o arranjo estrutural das cadeias do polimero nos filmes.

Comparando os resultados dos valores de espessura obtidos nos filmes de CMC descritos
anteriormente, estes nao 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 incorporacédo de 1,2 e 3% (v/v) de bleo essencial de Zataria
multiflora variou ente 35 e 85 pm [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

incorporacao de 1,2 e 3% (v/v) de dleo essencial de cravinho variou entre 34 e 90 um [97].

Nos materiais para embalagem, a capacidade de resisténcia e o alongamento sao

propriedades importantes que devem ser avaliadas, pois assim € possivel prever as suas
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propriedades mecanicas em futuras aplicacoes alimentares [93]. Na tabela 7 encontram-se os
valores obtidos para as propriedades mecanicas analisadas, as quais foram: o modulo elastico,
o indice de tracdo e por Ultimo o alongamento. E importante referir que em diversos estudos
relativos a caracterizacdo de filmes, uma das propriedades mecanicas analisadas é a
resisténcia a tracdo. Mas pelo facto de os filmes obtidos apresentarem valores de gramagem
diferentes, normalizou-se a resisténcia a tracdo com a gramagem, avaliando-se assim ao

indice de tracéao.

Tabela 7: Propriedades mecanicas dos filmes de CMC (média + desvio-padrao).

Propriedades Mecanicas

Médulo Elastico Alongamento

indice de tracéo

Filmes (MPa) (Nm/g) %)

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);
Cl (Complexo de inclusao).

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 as ligacdes por pontes de
hidrogénio entre as cadeias da CMC, pois estas ligacdes contribuem para uma maior coesao e
uma baixa flexibilidade em filmes que nao contém um plastificante [71]. Como se pode
observar na tabela 7, a medida que a concentracao 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 espacos intermoleculares entre as cadeias
do polimero e como tal reduz a formacao de ligacoes por pontes de hidrogénio entre as
cadeias [89]. Consequentemente, a mobilidade molecular aumenta obtendo-se um filme mais
flexivel [89]. A incorporacao de RV levou a uma diminuicao do ME e do IT, tornando assim os
filmes mais suscetiveis a rutura. Segundo a literatura, a diminuicdo do IT é um
comportamento tipico deste tipo de filmes, em que a incorporacdo de compostos nao
misciveis pode provocar descontinuidades estruturais na matriz do polimero, diminuindo
assim as forcas de coesdo [89], [98], [99]. Outra possivel justificacdo para os valores obtidos
das propriedades de resisténcia pela incorporacdo de RV pode estar relacionada com as

possiveis alteracdes 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
diminuicao da tensao de rutura do filme, assim como a diminuicao 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 incorporacédo de CD tornou os filmes de CMC quebradicos, e portanto dificeis de manusear,
0 que se justifica pelo facto de os valores de IT do filme com incorporacdao de CD serem
inferiores aos de RV (com excecao do filme CMC + 25% G+ RV), como se visualiza na tabela 7.
Atendendo que os grupos hidroxilo presentes nas CDs podem formar ligacdes secundarias com
outros grupos quimicos, podem reduzir a mobilidade molecular dos polimeros em que se
encontram incorporadas, como tal esperar-se-ia uma diminuicao do A e um aumento do ME,
com a incorporacao 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
polimeros (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
flexivel devido ao efeito plastificante do glicerol. O filme CMC + 25% G + ClI,
comparativamente ao filme de RV + 25% G e ao filme CMC + 25% G + CD, apresenta um valor
muito inferior de A. Provavelmente porque o Cl 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 diminuiram 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 ligacbes estruturais entre o polimero e o Cl. Em suma, os filmes com
incorporacdo de agentes AM tornaram-se mais elasticos e menos resistentes,

comparativamente com filme s6 de CMC.

Recorrendo a técnica de Microscopia Eletronica de Varrimento pretendeu-se analisar a
estrutura morfologica dos filmes de CMC, na superficie e na seccao transversal, sendo as
imagens apresentadas na figura 14. Durante a preparacao das amostras para a analise da
microestrutura dos filmes, nao foi possivel avaliar o filme de Cl, pois como se tornou muito
quebradico, 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,
continua, compacta, lisa e sem irregularidades. Estes resultados coincidem com os
encontrados noutros estudos para filmes de CMC [12], [93], [97]. A adicao de glicerol nao
alterou a superficie dos filmes, tal como se observa nas figuras 14E, 14F, 14l e 14J. A
incorporacao de RV (figuras 14C, 14D, 14G, 14H, 14K e 14L) nao provocou irregularidades
consideraveis nos filmes, independentemente da concentracdo de glicerol, tal como
observado por Pastor et al. 2013 em filmes de MC (2% m/v) com incorporacao de RV (0,1 %
m/v) [89].
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As alteracoes estruturais sdo mais pronunciadas na superficie 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 superficie mais homogénea. Tal pode ter ocorrido, devido as
forcas retrativas induzidas pela matriz polimérica da CMC durante a evaporacao do solvente,
no processo de secagem dos filmes [93]. Relativamente ao filme CMC + 50% G + CD (figura
14M e 14N) verifica-se a presenca de fissuras na imagem relativa ao corte do filme. Estas
fissuras poderao ter ocorrido aquando do processo de criofratura, possivelmente devido ao
elevado teor de glicerol presente no filme. Assim pode-se concluir que a incorporacao de RV
nos filmes de CMC nao alterou a sua estrutura, contrariamente ao observado por adicao de
oleos 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 eletronica de
varrimento. A esquerda imagens da superficie dos filmes; a 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 ampliacao encontra-se indicada nas micrografias.
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Figura 14 (continuacgdo): Imagens da morfologia dos filmes de CMC obtidas por microscopia
eletronica de varrimento. A esquerda imagens da superficie dos filmes; a 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 ampliacao encontra-se indicada nas micrografias.
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5.1.2. Avaliacdo 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 difusdao em disco. Este teste € um método simples e de
facil aplicacdo, o qual € 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 as estirpes, C. coli 873 e C. jejuni 225421, foram escolhidas pelo facto de
serem estirpes isoladas de fontes humanas e alimentares respetivamente, e ja estarem
caracterizadas geneticamente e ser conhecido o seu antibiograma [4]. Os discos dos filmes
testados apresentavam 1 cm de diametro e as concentracdes dos agentes AM em percentagem
(% m/v), por disco de filme, encontram-se apresentadas na tabela 8. Como se observou que
os filmes nao formaram um halo de inibicao, as propriedades antimicrobianas dos filmes
apenas foram avaliadas pela presenca ou auséncia do crescimento das bactérias em estudo,
na area de contacto do disco do filme com a superficie de agar de forma visual. Os resultados

obtidos encontram-se registados na tabela 9.

Tabela 8: Concentracao (% m/v) dos agentes antimicrobianos presente em cada 1 cm de disco

de filme.
Agente antimicrobiano Concentracao (% m/v)
RV 0,05
Cl 0,13

Tabela 9: Avaliacao da atividade antimicrobiana, por difusao em disco, de filmes CMC contra

C. coli e C. jejuni.

Area de contacto
Filmes 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 + +

.....
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Pelos resultados obtidos na tabela 9, os filmes controlo (CMC; CMC+10%G; CMC+25%G) e o
filme com incorporacao de CD, nao apresentaram atividade antimicrobiana assim como o
filme CD, tal como esperado atendendo que ndo tém incorporado os agentes AM.
Relativamente aos filmes de CMC com incorporacao de RV e Cl, nao se verificou a formacao
de um halo de inibicao, tal como se visualiza na figura 15. No entanto, como visualmente nao
ocorreu crescimento das bactérias ao nivel do filme, ou seja, na area de contacto deste com
a superficie de agar, sugere que o RV e o Cl se libertaram do filme e difundiram-se pelo agar.
Como esta descrito por Duarte et al. 2015, que estes compostos possuem atividades
bacteriostatica e bactericida nas estirpes em estudo [49] a razédo pela qual os filmes de RV e
Cl ndo formaram um halo de inibicdo nas estirpes testadas, pode dever-se a interacao entre
os agentes AM com o biopolimero (CMC) que consequentemente ndo permitiu a libertacao
total destes compostos. Contudo, existem outros fatores que influenciam a libertacao 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 a
baixa afinidade quimica 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 incorporacao de 0,01% (m/v) e 0,1% (m/v) de RV nao
apresentaram atividade antifingica contra Penicillium italicum e Botritys cinerea, ainda que
tivesse sido previamente demonstrado que a utilizacao isolada deste composto apresentava

atividade contra fungos [89].

Nao se verificaram diferencas entre o efeito antibacteriano do RV e de Cl. 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 libertacdo mais controlada e um efeito mais controlado deste
composto AM [49]. Contudo, existem outros estudos que demonstraram a atividade
antibacteriana de agentes AM, nomeadamente Oleos 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 incorporacao de 1, 2 e 3% (v/v)
de oleo essencial de Zataria multiflora contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium, pelo método de difusao
em disco [93]. O que indica que os compostos lipofilicos que constituem este o6leo essencial
foram libertados do filme de CMC, tendo assim acao contra as estirpes testadas, no entanto
as bactérias Gram-negativas demonstraram ser mais resistentes do que as bactérias Gram-
positivas devido a presenca da membrana externa que é mais impermeavel a este tipo de
compostos [93]. Porém, é dificil comparar os resultados obtidos neste estudo com outros
estudos devido as condicdes especificas dos ensaios, como por exemplo, o polimero 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 difusao em disco dos filmes antimicrobianos de CMC em C.
jejuni 225421 (A) acao de RV e (B) acao do Cl e CD.

Tendo em conta que os filmes testados nao apresentaram um halo de inibicao e que o
complexo de inclusao 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 presenca dos
filmes de CMC (mantendo a mesma concentracao dos agentes AM) foram incubadas durante
48h em condicdes de microaerofilia a 4°C. A temperatura foi escolhida de modo a simular a
temperatura de refrigeracdo dos alimentos, nomeadamente a carne fresca de frango. Apo6s o
periodo de incubacéo verificou-se que os agentes AM testados difundiram-se para o meio de
cultura, no entanto como os microrganismos nao cresceram devido as condicdes inadequadas,
as placas foram incubadas a 37°C por mais um periodo de 48h em microaerofilia, a fim de
testar a eficacia do RV e do Cl na inibicdo do crescimento das estirpes de Campylobacter em
estudo. Apos o periodo de incubacdo 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 periodo de mais
24h, ou seja, num total de 72h para verificar se existia alguma diferenca nos resultados. Mas
tal nao ocorreu, pois os resultados foram novamente semelhantes. Assim, concluiu-se que a
temperatura de refrigeracao e o tempo de incubacao nao influenciou a libertacao dos agentes
AM incorporados nos filmes de CMC. Em ambos os ensaios, observou-se que os filmes de CMC
com incorporacao de RV e Cl de concentracao igual a cinco vezes o MIC, inibiram por contacto
as estirpes de Campylobacter em estudo. Deste modo foram testados filmes de CMC

incorporados com concentracao igual a 10 vezes o MIC de ambos os agentes AM (tabela 10).
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Tabela 10: Concentracao (pug/mL) dos agentes antimicrobianos, igual a 10 vezes o MIC,

incorporadas nos filmes de CMC.

Concentracédo do agente
Agente antimicrobiano (10 x MIC) antimicrobiano
(ug/mL) (% m/v)
RV 1000 0,1
cl 2500 0,25

Deste ensaio concluiu-se, que o RV e Cl nao inibiram o crescimento de ambas as estirpes de
Campylobacter, mas foi novamente visivel que nao ocorreu crescimento destas bactérias na
area de contacto dos filmes com a superficie de agar (tabela 11). No entanto foram
observados pequenos cristais de RV nos filmes com incorporacao 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 incorporacao de maior concentracao de RV (0,1%
m/v), a formacao de cristais com formas dendriticas comuns dos compostos moleculares na
forma pura [89]. A formacao dos cristais de RV nos filmes de CMC pode indicar que durante o
processo de secagem dos filmes, o composto separou-se do biopolimero formando uma
dispersao, quando o nivel de saturacao é alcancado [89], [102]. Assim concluiu-se que os
filmes de CMC com incorporacao de RV e Cl, independentemente das concentracdes testadas
nestes ensaios (tabela 8 e tabela 10) nao formaram um halo de inibicao, mas inibiram o

crescimento de C. coli e C. jejuni por contacto.

Figura 16: Fotografia do teste de difusao em disco dos filmes antimicrobianos de CMC em C.
jejuni 225421 em que se visualizam os cristais de RV com concentracao 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: Avaliacao da atividade antimicrobiana por difusao em disco.

Area de contacto

Filmes C. coli 873 C. jejuni 225421
CMC+RV + +

CMC + 10% G + RV + +

CMC + 25%G + RV + +

CMC + 25% G + CI + +

.....

5.1.3. Modificacao das propriedades dos filmes de carboximetilcelulose

pela incorporacao de acidos gordos

Os filmes de CMC sao eficazes como barreira ao oxigénio, didxido de carbono e lipidos, mas
sdo pouco resistentes a transmissao do vapor de agua [94]. No presente estudo, analisou-se o
grau de hidrofilicidade da superficie dos filmes de CMC com incorporacao de RV por ser
facilmente incorporado nestes filmes, sendo a concentracao utilizada de 750 pg/mL (isto €&,
7,5 vezes o MIC para as estirpes de Campylobacter em estudo [49]). A incorporacao do
plastificante, o glicerol, foi apenas de 10% (m/m), pois segundo a literatura, a elevadas
concentragées, as moléculas de glicerol podem agregar-se com outras moléculas de glicerol,
levando a abertura da estrutura do polimero e consequentemente aumentando a
permeabilidade as moléculas de agua [94]. A técnica utilizada para determinar o grau de
hidrofilicidade e hidrofobicidade dos filmes foi a medicao do angulo de contacto com agua,
pois € uma forma simples de avaliacdo [59], [72]. Como se pode observar na tabela 12, a
incorporacao do glicerol diminuiu o angulo de contacto do filme de CMC aproximadamente
10°, logo a hidrofilicidade do filme aumentou. Este resultado deve-se a natureza hidrofilica
das moléculas de glicerol, as quais favorecem a adsorcdo de moléculas de agua e como tal
diminuem o angulo de contacto [94]. O RV aumentou ligeiramente o angulo de contacto
comparativamente com o filme incorporado apenas com glicerol, possivelmente devido a
natureza lipofilica deste composto [89]. No entanto, comparativamente com o filme de CMC o
filme CMC + 10%G + RV apresenta menor angulo de contacto, mais uma vez devido a presenca

do glicerol.

As propriedades de barreira ao vapor de agua dos filmes de CMC podem ser melhoradas ao
incorporar substancias hidrofébicas, como por exemplo os lipidos [94]. Os acidos gordos (AG),
como por exemplo o acido oleico (AO), sdao alguns dos derivados de lipidos que podem
melhorar as propriedades de barreira a humidade de filmes hidrofilicos [94]. Em ensaios
preliminares incorporaram-se em filmes de CMC o acido estearico (AE) e o acido palmitico
(AP). No entanto, apds o periodo de secagem dos filmes, verificou-se que estes nao ficaram
homogéneos pois apresentaram granulos, o que pode indicar que durante a preparacao dos

filmes, estes AG nao foram devidamente homogeneizados, pois apresentam pontos de fusao
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elevados (~ 70°), isto &, estes AG solidificaram logo que a solucdo comecou a arrefecer [103].
Por esta razao, optou-se por adicionar AG liquidos a temperatura ambiente e facilmente
misciveis com o biopolimero sem recorrer a elevadas temperaturas. Os AG adicionados foram
0 AO, o AL, o OA e o azeite. A razao pela qual o OA e o azeite foram escolhidos foi por serem
constituidos por uma mistura de AG, sendo o AO um dos seus constituintes maioritarios
[591,[104]. Também foi estudado o efeito da incorporacdo do surfatante Tween 80, pois
segundo a literatura é dos surfatantes mais utilizados para ajudar na emulsdao dos AG
incorporados em filmes de polissacaridos [94]. O angulo de contacto com agua foi medido na
parte superior e inferior dos filmes de CMC com incorporacao dos AG, com o intuito de avaliar

alteracdes de hidrofilicidade. Os resultados encontram-se registados nas tabelas 13 e 14.

Tabela 12: Angulo de contacto dos filmes de CMC e com incrorporacéo de RV.

Angulo de contacto (°)
Filmes
Agua
CMC 52,61 + 10,51
CMC+ 10%G 42,26 + 2,11
CMC+10%G+RV 45,26 + 2,75

Tabela 13: Angulo de contacto dos filmes de CMC com incorporacdo de acidos gordos sem

adicao de Tween 80 (média + desvio-padrao).

Angulo de contacto (°)

Filmes Agua
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 - acido oleico; AL - acido linoleico; OA - Oleo alimentar;

RV- resveratrol.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 13, os filmes de CMC com incorporacao
dos AG apresentaram comportamentos distintos. O AO tornou ainda mais hidrofilicos os filmes
de CMC, ou seja, o angulo de contacto é menor comparativamente com o filme controlo

(CMC). Este resultado é oposto ao que se esperaria, pois a caracteristica hidrofébica do AO
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permite diminuir a capacidade de absorcdo das moléculas de agua pelas macromoléculas de
CMC [94]. Logo, os resultados obtidos podem indicar que existiu uma distribuicao nao
homogénea deste lipido nos filmes testados. No entanto, a concentracdao de AO incorporada
nos filmes também pode ter influenciado os baixos resultados do angulo de contacto obtidos,
isto é, se a concentracdo do AO fosse maior, os valores do angulo 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 incorporacao de diferentes concentracdes de AO,
nomeadamente, 0, 1, 2 e 4% (m/v), influenciou os valores do angulo de contacto, pois quanto
maior é a concentracdo do AG, maiores sdao os valores do angulo de contacto [105]. Tal
comportamento pode ser atribuido ao desenvolvimento de interacdes moleculares entre os

componentes que formam os filmes [105].

Relativamente aos restantes AG em estudo, isto €, o AL, o OA e o azeite diminuiram a
hidrofilicidade (maior angulo de contacto) dos filmes de CMC, tal como esperado. A
incorporacdo de AG pode imobilizar as cadeias do polimero, que por sua vez, reduz a
tendéncia da CMC interagir com as moléculas de agua [94]. O OA foi o Unico que conferiu
hidrofobicidade ao filme de CMC (104,97 + 1,31°). A incorporacao do azeite diminuiu
significativamente a hidrofilicidade do filme de CMC (71,17 + 2,95°). Estes resultados podem
dever-se aos poucos locais livres que existem na matriz do polimero para interagirem com a
agua, devido ao aumento das cadeias hidrofobicas dos AG que constituem o OA e o azeite
[105]. A diferenca observada entre o OA e o azeite pode estar relacionada com a sua
constituicdo de AG, por exemplo, segundo a literatura o OA é constituido entre 13-40% de AO
e 40-74% de AL, enquanto o azeite é constituido entre 55-83% e 3,5-21% respetivamente
[104]. Pelos resultados obtidos o AL apresentou valores do angulo de contacto superiores
(topo: 58,32 + 2,24°; inverso: 65,02 + 5,5°) ao do AO (topo: 46,29 + 2,66°; inverso:44,43 +
2,27°), quer na parte superior quer na inferior, o que pode indicar que pode ser uma das
razoes pela qual os valores do angulo de contacto do OA foram superiores aos do azeite,
contudo estes oleos vegetais apresentam outros constituintes, nomeadamente o acido

palmitico, fosfolipidos, tocoferois, entre muitos outros [104].

De um modo geral, a incorporacdo do RV diminuiu o angulo de contacto, comparativamente
com os filmes dos AG sem o RV. Devido a natureza lipofilica do RV, a inclusao deste composto
deveria aumentar os valores do angulo de contacto com agua, mas tal nao ocorreu, o que
pode indicar que a incorporacao deste composto nao provocou alteracdes estruturais no

polimero.

Comparando os resultados obtidos da tabela 13 com os da tabela 14, a adicao do surfatante
(Tween 80) nos filmes de CMC incorporados com o AO e o AL, aumentou o angulo de contacto
tanto na face superior como na face inferior, isto &, diminuiu a hidrofilicidade dos filmes. Mas

tal ndo se verificou nos filmes com incorporacao de OA e de AL, pois diminuiu o angulo de
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contacto. Estes resultados poderao significar que o Tween 80 interagiu de forma diferente
com os AG estudados. Provavelmente este surfatante melhora a estabilidade da emulsao dos
AG puros, contrariamente ao que aconteceu com o AO e o azeite. A semelhanca do que
aconteceu nos filmes sem adicao de surfactante, verificou-se que a incorporacao do RV nos
filmes com Tween 80 diminuiu o angulo de contacto. Provavelmente este resultado deveu-se
ao maior teor de humidade dos filmes com incorporacao de RV, comparativamente ao que nao

contém este agente AM.

Comparando os valores do angulo de contacto obtidos na parte superior e inferior dos filmes,
com e sem adicao do surfatante verificou-se que, em geral, os valores sao muito diferentes.
Assim, concluiu-se que a distribuicdo dos AG nos filmes nao foi homogénea. Outra possivel
explicacao é que uma porc¢ao dos lipidos tende a migrar da parte inferior para a superficie do
filme, devido a diferenca 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 incorporacao de 15%
(m/m) de azeite [59]. Em suma, o efeito dos diferentes lipidos pode estar relacionado com a
sua capacidade de formar emulsdes estaveis, afetando assim a distribuicdo dos lipidos nos
filmes [106].

Tabela 14: Angulo de contacto dos filmes de CMC com incorporacdo de acidos gordos com

adicdo de Tween 80 (média + desvio-padrao).

Angulo de contacto (°)

Filmes
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 4494 + 4,61 52,68 + 2,78
Azeite + RV 44,38 + 6,71 25,82 + 6,25

CMC - Carboximetilcelulose; G - Glicerol; AO - Acido oleico; AL - Acido linoleico; OA - Oleo 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 incorporacao dos agentes AM em estudo, apenas inibiram as estirpes de Campylobacter
testadas na area de contacto do disco do filme com a superficie de agar. Por esta razdo foram
testados novos biopolimeros para obter um filme antimicrobiano com as caracteristicas

desejadas, isto €, um filme que apresentasse boas propriedades fisicas e que formasse um
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halo de inibicao contra C. coli e C. jejuni. Inicialmente foi testada a HEC, a qual € um éter de
celulose de carga nao ionica [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 razao explicada no ponto 5.1.3. Como agente AM apenas se incorporou o RV, tendo em
conta que € melhor incorporado nos filmes, isto é, nao torna os filmes quebradicos como
acontece com os filmes de Cl. As concentracoes de RV testadas foram 500 pg/mL (0,05% num

cm de filme) e 1000 pg/mL (0,1% num cm de filme).

A atividade antimicrobiana foi apenas testada contra C. coli 873 e verificou-se que, nos
ensaios de difusao em disco, durante a colocacao dos discos dos filmes nas placas de agar,
estes se solubilizaram (figura 17). Apos o periodo de incubacdo de 48h, foram observados
halos de inibicao de 19 mm no caso da concentracao de RV mais baixa (figura 17B) e de 22
mm para a concentracao mais elevada (figura 17C). Tendo em conta os resultados obtidos,
verificou-se que com os filmes de HEC foi possivel obter halos de inibicao contra C. coli 873,
pois como o polimero se solubilizou ao entrar em contacto com o agar, o agente AM libertou-
se e exerceu a sua atividade, razao pela qual a concentracao mais elevada deste agente AM

formou o maior halo de inibicao.

Figura 17: Fotografia do teste de difusao 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 continuacao deste estudo, foram preparados filmes de HEC a 4% (m/m), uma vez que
se verificou que este polimero se dissolveu facilmente mesmo a teores de soélidos mais
elevados (figura 18). Os filmes com incorporacao de CD foram testados de forma a analisar se
existia compatibilidade com a HEC. Os filmes preparados com a gramagem teérica total, com
10% de glicerol, eram dificeis de manusear e quebradicos, tal como os filmes de CMC. Deste
modo, foi necessario otimizar os filmes de HEC com CD, tendo estes sido preparados de forma
a conterem o teor de sélidos totais igual ao filme com incorporacdao de RV e de 10% de

glicerol, isto é, de forma a ter uma gramagem tedrica semelhante a este filme. O mesmo
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sucedeu com o filme com incorporacao de Cl, pois o comportamento deste filme foi

semelhante ao do filme com incorporacao 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 a CMC e a HEC, pois ao
contrario destes biopolimeros, apenas é solivel em solventes organicos como por exemplo, a
acetona [55]. Diversos estudos descrevem a preparacao de filmes de AC [66], [107]-[109],
numa concentracao de 1% (m/m). Inicialmente os filmes foram secos numa atmosfera
controlada de 22°C 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 pelicula transparente.
Assim, outras temperaturas de secagem foram testadas de forma a obter um filme
transparente, tais como: 40°C, 50°C, 70°C, 80°C, 90°C e 100°C. Alguns exemplos sao
apresentados na figura 19. A temperatura de secagem a qual se obteve um filme de AC
transparente foi de 100°C. Como o RV pode perder a sua atividade acima dos 55°C [110], ndo

foi incorporado neste filme, apesar do excelente aspeto que o filme apresentava.
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Figura 19: Fotografias de filmes de AC obtidos a diferentes temperaturas de secagem.
A - 22°C; B-40°C; C-70°C; D- 90°C e E-100°C.

5.4. Filmes em bicamada: acetato de celulose e

hidroxietilcelulose

O facto de terem sido obtidos halos de inibicao nos filmes de HEC testados com incorporacao
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 limitacoes
individuais apresentadas por cada um desses polimeros. Deste modo, realizaram-se testes
preliminares de forma a escolher a formulacao correta para a obtencdo de um filme em
bicamada constituido por uma camada externa de AC e uma camada interna de HEC. Foi
necessario assegurar a compatibilidade entre os polimeros, isto é, entre as duas camadas,
através da incorporacdo de um agente de ligacdo assim como também assegurar a
compatibilidade dos agentes AM no filme. A utilizacdo de agentes de ligacdo, como por
exemplo as lecitinas, entre diferentes camadas, pode compensar a incompatibilidade entre
diferentes polimeros [67]. Assim, utilizou-se como agente de ligacao a lecitina de soja. O
estudo iniciou-se pela preparacao do filme em bicamada e pela verificacdo da

compatibilidade entre a HEC e o AC.

A compatibilidade entre os biopolimeros testados pode ser confirmada pela medicdo 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 coesao entre as diferentes camadas [67]. A

medicao 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-

padrao).
Filmes Espessura (um)
AC 52,7 + 6,89
Monocamada
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 pm e do filme em
monocamada de HEC foi de 37,5 + 13,37 ym. Deste modo, se nao tivesse ocorrido coesao
entre as diferentes camadas, a espessura total do filme em bicamada seria de 90,2 um.
Contudo, as medicoées demonstraram que a espessura total foi de 70,5 + 9,52 ym, o que
indicou que os filmes em monocamada de HEC e AC misturaram-se parcialmente, resultando

assim na coesao das diferentes camadas (figura 20).

Figura 20: Fotografia do filme em bicamada constituido por uma camada de AC e por outra
de HEC.

Deste modo, os agentes AM (RV e Cl) foram incorporados no filme de HEC, sendo esta a
camada ativa. As concentracdes de RV incorporadas foram: 500 pg/mL (RV4) e 750 pg/mL
(RV;) e as concentracdes de Cl foram 2500 pg/mL (Cl4) e 7500 pg/mL (Cl;). As concentracoes
de RV e de Cl 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
apos a adicao 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 Cl tornaram os filmes quebradicos e

portanto dificeis de manusear.
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5.4.1. Avaliacao das propriedades fisicas dos filmes em bicamada

Os filmes foram inicialmente caracterizados em termos de gramagem, espessura e teor de
matéria seca. Estas caracteristicas 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-

padrao).
Propriedades Estruturais
Filmes Gramagem (g/m?) Espessura (um) Teor de matéria seca (%)

o 70,90 + 1,48° 56,70 + 1,36° 87,07 + 0,83%

CcD 42,79 + 2,10° 37,90 + 1,49° 94,30 + 1,16°
RV, 75,40 = 1,00¢ 53,70 £ 1,32° 85,76 + 0,33%
RV, 75,33 £ 0,79¢ 52,00 + 0,89° 86,78 + 1,42°

Cl, 57,17 + 0,57¢ 40,30 + 3,68° 93,76 + 1,33°

Cl, 43,81 £ 0,77° 41,00 + 8,24° 94,22 + 1,12°

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV, (Filme com 500 pg/mL de resveratrol);
RV, (Filme com 750 pg/mL de resveratrol); Cl; (Filme com 2500 pg/mL de complexo de inclusao);
Cl, (Filme com 7500 pg/mL de complexo de inclusao).

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferenca 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/m?. Comparando o filme C com os filmes de RV, CD e Cl observaram-se
diferencas significativas (p <0,05). Relativamente a concentracdo dos agentes AM, nao se
observaram diferencas significativas (p <0,05) entre RV, e RV,, mas foram observadas entre
Cl; e Cl,. A analise da espessura dos filmes é considerada um parametro importante, pois
pode influenciar as propriedades biologicas 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 pm. Ao comparar a espessura do filme controlo (C) com os filmes de RV
verificou-se que a incorporacao do agente AM diminuiu a espessura do filme, contudo estas
diferencas nao foram significativas (p <0,05). Comparando a espessura do filme de CD com os
filmes de Cl, nao se observaram diferencas significativas, assim como, entre os filmes com as

diferentes concentracoes dos agentes AM testadas (RV, com RV, e Cl; com Cl,).

Segundo a literatura ao aumentar a concentracao do agente ativo incorporado em filmes de
polissacaridos, a espessura dos filmes também aumenta [72] , mas tal nao se verificou nestes
filmes em estudo. A possivel razdo pela qual a incorporacdo dos agentes ativos ter diminuido
a espessura comparativamente com o filme C, pode estar relacionada com a natureza dos
polimeros 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 possiveis
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interacdes que se formam com as matrizes poliméricas [67], [72]. Outra possivel explicacao
para este facto pode dever-se a perda dos compostos presentes no filme durante o processo
de secagem do mesmo, pois em alguns casos verificou-se a existéncia de uma pelicula nas
paredes da caixa de Petri. A formacao desta pelicula reduz a quantidade total de solidos que
contribui para a espessura dos filmes, tal como foi observado no estudo desenvolvido por
Sanchez-Gonzales et al. 2011 em filmes de 1% (m/m) de HPMC e filmes de 1% (m/m) de
quitosano com incorporacao de 0,5, 1 e 2% (m/m) de 6leo essencial de limao, 6leo essencial

de bergamota e 6leo essencial de melaleuca [99].

Relativamente ao teor de matéria seca, os valores aumentaram nos filmes com incorporacao
de CD e de Cl, como também é visualizado na tabela 16, o que indica que estes filmes
apresentaram pouca quantidade de moléculas de agua na sua matriz. Nao se observaram
diferencas significativas (p <0,05) entre o filme C e os filmes de RV, assim como entre os
filmes de CD e ClI. Nao foram igualmente observadas diferencas significativas (p <0,05) entre
RV; com RV, e Cl; com Cl;, o que pode indicar que as concentracées que foram testadas dos

agentes AM nao influenciaram este parametro.

A capacidade de resisténcia dos materiais dos filmes assim como o alongamento sao fatores
importantes para prever as suas propriedades mecanicas em futuras aplicacbes como
embalagens alimentares [93]. No entanto, a analise da permeabilidade ao vapor de agua
também é um parametro importante, ao permitir controlar a humidade presente nos
alimentos e assim permite entender as possiveis interacées que possam existir entre o soluto
e o polimero que constitui o filme [16]. Deste modo, os resultados das propriedades

mecanicas e de barreira dos filmes em bicamada encontram-se registados na tabela 17.

Pela analise da tabela 17, verifica-se que o valor do ME ndo diminuiu significativamente (p
<0,05) com a adicao de RV, e aumentou significativamente (p <0,05) com a adicao de CD e
Cl, quando comparado com o filme controlo. O iT diminuiu com a adicdo de RV (RV;: 9,76 +
0,64 Nm/g; RV,:10,30 = 1,15 Nm/g) e aumentou com a adicao de Cl (Cl4: 27,58 + 2,91 Nm/g;
Cly: 14,26 + 3,11 Nm/g) e de CD (18,42 + 4,32 Nm/g), em relacao ao filme controlo (11,88 +
1,01 Nm/g). De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o aumento da
concentracao 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 incorporacao de RV levou a uma
diminuicdo do ME e do IT, tornando os filmes menos resistentes a rutura. No estudo
desenvolvido por Pastor et al. 2013 verificou-se que o ME foi influenciado pela incorporacao
do RV nas matrizes dos polimeros estudados (HPMC e quitosano), tendo sido verificado que o
RV provocava alteragoes estruturais dessas matrizes [89].Também como se verifica na tabela
17 os valores do A dos filmes com incorporacao de RV aumentaram, o que pode indicar que

este agente AM pode ter ocupado os espacos intermoleculares entre as cadeias da HEC,
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reduzindo a formacao de ligacdes por pontes de hidrogénio entre as cadeias deste polimero,

aumentando assim a mobilidade molecular e consequentemente a flexibilidade destes filmes.

Tabela 17: Valores das propriedades mecanicas e de barreira dos filmes em bicamada (média

+ desvio-padrao).

Propriedades Mecanicas Propriedades de barreira
Filmes Modulo Elastico indice de tracéo Alongamento WVTR
(MPa) (Nm/g) (%) (g/m’.dia)
o 358,28 + 30,97° 11,88 + 1,01* 29,75 + 5,19° 75,20 + 2,36
cD 1604,30 + 139,20 18,42 + 4,32 1,93 + 0,65° 401,07 + 33,09°
RV, 320,00 + 40,11° 9,76 + 0,64° 43,76 + 8,24° 125,10 £ 6,75°
RV, 340,49 + 29,59 10,30 + 1,15° 38,35 + 6,11% 126,77 + 5,06°
Cl, 1501,51 + 11,78°¢ 27,58 £ 2,91° 4,57 +0,28° 34,14 £ 0,34¢
cl, 1280,83 + 465,20¢ 14,26  3,11% 1,73 £0,52° 228,23 + 14,86°

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV, (Filme com 500 pg/mL de resveratrol);
RV, (Filme com 750 pg/mL de resveratrol); IC; (Filme com 2500 pg/mL de complexo de inclusao);
Cl, (Filme com 7500 pg/mL de complexo de inclusao).

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferenca significativa (p <0,05).

O filme com incorporacao de CD apresentou o maior valor do ME (1604,30 = 139,20),
aumentando significativamente (p <0,05) quando comparado com os filmes C, RV, e RV,. No
entanto o filme Cl; apresentou um valor do ME semelhante (1501,51 = 11,78) ao filme com
incorporacao de CD. O aumento do valor do ME e a diminuicao do A pela incorporacao de CD
nos filmes em bicamada pode ser devido aos grupos hidroxilo presentes nas CDs, os quais
podem formar ligacdes secundarias com outros grupos quimicos (como por exemplo, grupos
éter ou no caso da HEC, grupos hidroxilo), reduzindo assim a mobilidade molecular e
aumentando a resisténcia a deformacao [100]. Em suma, as propriedades de resisténcia a
tracao dos filmes com incorporacao de Cl foram claramente mais influenciadas do que nos

filmes com incorporacao de RV.

Os valores da transmissao do vapor de agua para os varios filmes também se encontram
apresentados na tabela 17. A incorporacao de RV nos filmes aumentou ligeiramente os valores
de WVTR, quando comparado com o filme C, porém nao apresentou significado estatistico. Os
resultados obtidos neste estudo podem estar relacionados com o efeito de plastificacao do
RV, como se observou anteriormente pelos baixos valores de ME e simultaneamente elevados
valores de A, pois o efeito de plastificacao dos filmes aumenta os valores de WVTR [111].
Estes resultados nao coincidem com o estudo de Pastor et al. 2013, o qual descreve uma

pequena diminuicdo nos valores da permeabilidade ao vapor de agua, aquando da
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incorporacao de RV numa matriz polimérica (quitosano e MC) [89]. Segundo este autor, as
alteracoes estruturais induzidas pela incorporacao de RV nao envolvem grandes alteracoes na

velocidade de transferéncia de massa de moléculas de agua [89].

De acordo com a tabela 17, nao se observam diferencas significativas dos valores de WVTR
entre os filmes RV, e de RV,, o mesmo nao ocorre entre os filmes de Cl; e Cl,. O filme Cl,
apresentou o menor valor de WVTR, enquanto os filmes CD e Cl, apresentaram 0s maiores
valores. Estes resultados podem ser devidos a presenca de CD no Cl, a qual provoca uma
alteracao na estrutura da matriz do filme. O valor de WVTR depende da quantidade de CD
presente nos filmes, por exemplo, o filme Cl; apresentou uma menor concentracdao de CD
presente e em simultaneo apresentou um maior valor de WVTR. Sun et al. 2014 descreve o
mesmo resultado para baixas concentracoes de CD em filmes de quitosano com incorporacao
de dleos essenciais [78]. Segundo este autor, a estrutura rigida da CD, assim como as suas
possiveis interacoes com o polimero constituinte do filme, podem criar um impedimento
estérico e diminuir a mobilidade dos segmentos, limitando assim a transmissdo do vapor de
agua [78]. O mesmo autor descreve o aumento dos valores de WVTR para elevadas
concentracoes de CD [78], o que coincide com os resultados obtidos neste estudo. Assim o
teor elevado de CD pode aumentar a difusdo da agua devido a presenca de espacos 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 frageis, o que pode ter influenciado a

sua permeabilidade tornando-os assim mais permeaveis ao vapor de agua (menor WVTR).

As propriedades da superficie dos filmes também sao fatores importantes, pois dao indicacao
da capacidade do polimero absorver a humidade, e portanto permitem prever o
comportamento dos filmes quando aplicados numa superficie sélida [59]. A medicao do angulo
de contacto é um método simples de avaliar a hidrofilicidade dos filmes, quando se utiliza a
agua como liquido teste. [59]. Os valores do angulo de contacto e da energia livre de

superficie (y) para os diferentes filmes, encontram-se apresentados na tabela 18.

Os resultados obtidos demonstraram que a adicao de RV nos filmes em bicamada aumentou
significativamente (p <0,05) o angulo de contacto com a agua, comparativamente com os
filmes de CD e Cl. Mas nao se observaram diferencas significativas (p <0,05) entre o filme C e
os filmes RV. A incorporacao de RV diminuiu a hidrofilicidade dos filmes, isto é, valores mais
elevados do angulo de contacto com agua e valores baixos da componente polar da energia da
superficie (YP). Este facto podera dever-se a natureza lipofilica do RV [112]. Entre os filmes
RV, e RV; nao se observam diferencas significativas (p <0,05) mas tal ndo ocorre com o liquido
apolar diiodometano. Ainda relativamente ao angulo de contacto com o diiodometano,
esperar-se-ia que os filmes com RV apresentassem um valor inferior comparativamente aos
restantes filmes. A ja mencionada natureza lipofilica do RV deveria aumentar a interacao

entre os filmes e o liquido apolar (diiodometano). Os filmes CD e Cl mostram valores do
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angulo de contacto com a agua significativamente mais baixos (p <0,05), e consequentemente
valores mais elevados de YP, o que indica que nestes filmes a afinidade pela agua é mais
elevada, comparativamente aos filmes de RV e ao filme C. Este resultado podera dever-se a
presenca dos grupos hidroxilo presentes na CD, os quais lhe conferem hidrofilicade [48]. De
entre todos os filmes testados, o filme Cl, é o que apresenta os valores menores do angulo de
contacto com a agua, e os valores mais elevados da energia de superficie e respetiva

componente polar, o que indica que este filme é o que interage mais com a agua.

Tabela 18: Valores do angulo de contacto (°) e da energia livre de superficie (y) dos filmes

antimicrobianos em bicamada com dois liquidos diferentes (média + desvio-padrao).

Angulo de contacto (°) Owens - Wendt
Filmes Agua Diiodometano YT (mN/m) Yd (mN/m)  YP (mN/m)

C 63,60 + 0,80° 55,28 + 1,58° 45,02 31,28 13,74
CcD 54,30 + 2,44° 42,50 + 4,87° 54,52 38,33 16,19
RV, 68,15 + 2,58° 47,71 + 2,09° 45,13 35,54 9,59
RV, 65,41 + 3,79° 52,25 + 2,10% 44,99 33,01 11,98
Cly 57,78 + 5,49° 50,31 + 2,70% 50,07 34,10 15,97
Cl, 46,44 + 2,25° 51,60 + 2,29 56,73 33,38 23,35

y' - Energia livre de superficie total; y® - Componente dispersiva; y? - Componente polar.

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV, (Filme com 500 pg/mL de resveratrol);
RV, (Filme com 750 pg/mL de resveratrol); IC; (Filme com 2500 pg/mL de complexo de inclusao);
Cl, (Filme com 7500 pg/mL de complexo de inclusao).

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferenca significativa (p <0,05).

A cor e a transparéncia dos filmes sao fatores importantes ao nivel da aparéncia e da
aceitacao por parte do consumidor como embalagens alimentares [113], [114]. Por esta
razao, a avaliacdao das propriedades da cor (L*, a* e b*) e da transparéncia dos filmes foi

importante. Os resultados obtidos encontram-se registados na tabela 19.

Pelos resultados apresentados na tabela 19, observa-se que a incorporacao da CD e de CI
aumentou a sua luminosidade (L*), e a incorporacao dos agentes antimicrobianos, RV e Cl,
afetou as coordenadas cromaticas a* e b* comparativamente com o filme controlo. Os filmes
com incorporacao de RV apresentaram valores de a* negativos, enquanto os filmes de CI
exibiram valores de a* positivos. Relativamente a coordenada cromatica b*, todos os filmes
aproximaram-se da cor amarela, sustentada pelos valores positivos desta coordenada. Os
valores da transparéncia em todos os filmes foram elevados, ndo se visualizando diferencas
significativas (p <0,05) entre os filmes de RV e o C, e entre os filmes de CD e Cl. No entanto,
a incorporacdao de CD e de Cl aumentou um pouco os valores de transparéncia,
comparativamente com o filme C. Como se verifica nos parametros oticos analisados, nao

existem grandes diferencas significativas (p <0,05) nos filmes com incorporacao das diferentes
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concentracbes dos agentes AM, isto é, entre o filme RV, e RV, e entre o filme Cl; e Cl,. Logo,
pode-se concluir que a concentracao dos agentes AM em estudo nao influenciou as
propriedades oticas dos filmes em bicamada. Deste modo, o facto de os agentes AM testados
nao terem influenciado de forma consideravel os parametros oticos, pode estar relacionado

com a auséncia de alteragdes estruturais, isto €, a estrutura dos filmes &€ homogénea.

Tabela 19: Valores das propriedades oticas dos filmes em bicamada (média = desvio-padrao).

Parametros da cor A .
Transparéncia

Filmes L* a* b*

C 92,29 + 0,22% -0,34 + 0,022 11,03 + 0,662 94,98 + 0,032
cD 93,47 + 0,10° 0,10 + 0,01° 4,66 + 0,04° 96,18 + 0,26°
RV, 92,33 + 0,34 -0,16 + 0,03¢ 9,32 + 0,89° 94,68 + 0,30°
RV, 91,92 + 0,172 -0,27 + 0,02¢ 10,77 + 0,40° 94,62 + 0,512
Cl4 93,18 + 0,14° 0,12 + 0,01° 5,67 + 0,08° 95,99 + 0,02°
Cl, 92,90 + 0,30 0,31+ 0,02¢ 5,18 + 0,10° 95,61 + 0,40°

L* - luminosidade; a* - verde-vermelho; b* - azul-amarelo.

C (Filme controlo); CD (Filme controlo de ciclodextrina); RV, (Filme com 500 pg/mL de resveratrol);
RV, (Filme com 750 pg/mL de resveratrol); Cl; (Filme com 2500 pg/mL de complexo de inclusdo);
Cl, (Filme com 7500 pg/mL de complexo de inclusao).

As diferentes letras presentes na mesma coluna indicam a diferenca significativa (p <0,05).

Contudo, alguns estudos demonstram que a adicdo de varios compostos, como por exemplo,
agentes ativos, influencia a cor nativa dos filmes. Por exemplo, Noronha et al. 2014
evidenciou que a inclusdao de nanocapsulas de a-tocoferol em filmes de MC alterou a cor dos
filmes, assim como a concentragdo também influenciou esta propriedade [72]. O autor Moradi
et al. 2012 também observou alteracoes na cor de filmes de quitosano com incorporacao de
extrato de sementes de uvas [115]. Assim como Pastor et al. 2013 evidenciou que as
propriedades oticas de filmes de MC com incorporacao de RV foram alteradas de acordo com
a concentracao deste composto [89]. No entanto, Moradi et al. 2012 demonstrou que adicao
de oleo essencial de Zataria multiflora em filmes de quitosano nao altera as propriedades
oticas [115].

A Microscopia Eletronica de Varrimento permite a analise da microestrutura dos filmes, e é
atil na compreensao das relacbes entre as caracteristicas estruturais, as propriedades
mecanicas, oOticas e a permeabilidade ao vapor de agua [93]. A figura 21 mostra as
micrografias da superficie e do corte transversal do filme C, RV,, CD e Cl;. Na figura 21A
observa-se o corte transversal do filme C, tendo a percecao das diferentes camadas, em que
a camada superior é HEC e a camada inferior AC. Na camada de HEC visualiza-se a presenca
de alguns poros, pois durante a evaporacao do solvente algumas bolhas de ar podem ter
ficado aprisionadas. A microestrutura dos filmes de RV, (figura 21C) e do Cl, (figura 21G) é

mais homogénea, sendo mais facil 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 percetivel que ndo existiu coesao entre
as duas camadas, o que pode ser explicado pela rigidez estrutural que a CD promove nos
filmes [100]. A superficie dos filmes (figura 21B, D e H) foi homogénea, o que indica que a
incorporacao dos agentes AM no filme de HEC nao alterou a rugosidade da superficie dos
filmes. Pelos resultados obtidos no presente trabalho, o efeito da incorporacao de RV em
filmes de HEC esta em conformidade com os resultados obtidos por Pastor et al. 2013 em
filmes de MC [89]. No entanto, este autor evidenciou que a incorporacao deste composto em
filmes de quitosano alterou a sua microestrutura assim como a rugosidade, particularmente
em concentracoes mais elevadas de RV [89]. Deste modo, o efeito da incorporacao de RV em
filmes é dependente da matriz do polimero, pois este agente AM pode alterar a formacao de

pontes de hidrogénio entre as moléculas do polimero [89].
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CME/CO-UBI 10.9mm x1.00k s CME/CO-UBI 12.1mm x1.50k

CME/CO-UBI 9.2mm x1.00k CME/CO-UBI 12.5mm x1.50k 30.0um

CME/CO-UBI 12.2mm x500 "' dooum

CME/CO-UBI 8.2mm x180 "' 300um

CME/CO-UBI 7.6mm x1.00k CME/CO-UBI 12.1mm x1.50k

Figura 21: Imagens da morfologia de filmes em bicamada obtidas por microscopia eletronica

de varrimento. Imagens do corte transversal dos filmes a esquerda e a direita a superficie (A)
e (B) filme C; (C) e (D) filme RVy; (E) e (F) filme CD; (G) e (H) filme Cl;; A ampliacao

encontra-se indicada nas micrografias.
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5.4.2. Ensaios de libertacdao dos agentes antimicrobianos, RV e Cl, a partir

dos filmes em bicamada

Os ensaios de libertacao dos agentes antimicrobianos, RV e Cl, 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 Comissao Europeia No 10/2011. O teste foi
realizado a duas temperaturas, a 4°C para simular a temperatura de refrigeracao e a 20°C
para simular a temperatura ambiente. O periodo de simulacdo do tempo de conservacdo 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.
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Figura 22: Taxa de libertacao dos agentes antimicrobianos: RV, (¢), RV, (=), Cl; (4) e Cl; (),
em etanol a 10%, a 4°C (A) e a 20°C (B) incorporados nos filmes de bicamada (média + desvio-

padrao).
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Como se pode visualizar no grafico 22A, a temperatura de 4°C observa-se uma taxa de
libertacao mais rapida dos filmes com incorporacao de RV, e Cl,, com aproximadamente 80%
apos 1h de incubacao de ambos os compostos. Os filmes com incorporacdo de RV, e Cly apenas
alcancam este valor ao fim de 6 dias de incubacdo. Por sua vez, a temperatura de 20°C
(figura 22B), com excecao do filme com incorporacao de RV, todos os filmes apresentaram o
mesmo comportamento, isto é, o RV; libertou-se de forma mais lenta do filme
comparativamente com os restantes compostos. Por exemplo, ao fim de 1 dia de incubacao,
RV,, Cl; e Cl, libertaram-se aproximadamente 80% dos filmes, enquanto RV, libertou-se do
filme aproximadamente 60%. Apos 3 dias de incubacao, a 20°C (figura 22B), a percentagem de
libertacao dos compostos AM foi semelhante para os 4 filmes em bicamada e mais rapida do
que a temperatura de 4°C (figura 22A). Pelos resultados obtidos, a taxa de libertacdo dos
compostos testados aparenta ser dependente da temperatura e da concentracao do agente
AM, e a inclusao de CD nao influenciou o comportamento. O estudo desenvolvido por Mild et
al. 2011 descreveu que a libertacdo de compostos AM (carvacrol e cinamaldeido) incorporados
em filmes ediveis baseados em maca, é cineticamente desfavoravel a temperaturas baixas
(4°C) mas favoravel a temperaturas mais elevadas (nomeadamente 23°C) [92]. No entanto, a
libertacao de agentes ativos incorporados em filmes, por exemplo agentes AM, para o meio,
ndo depende apenas da temperatura e da concentragdo, como também da solubilidade, do
solvente e da polaridade [89]. A baixa afinidade quimica e a solubilidade do RV em solugoes

aquosas podem explicar as diferencas observadas, comparativamente com o Cl.

Neste estudo, esperava-se que a libertacao de Cl fosse de uma forma controlada para o
simulante alimentar, atendendo que o RV esta complexado com a CD. A aplicacdo de CDs em
embalagens alimentares ativas tem sido amplamente investigada, e mostrou-se que alguns
compostos complexados sao dispersos de forma homogénea e sao libertados lentamente a
partir de uma matriz polimérica [116]. Mas a libertacao de RV complexado com a HP-y-CD foi
semelhante a libertacdo de RV na forma livre. No estudo desenvolvido por Noronha et al.
2014 observou-se que em filmes de MC incorporados com nanocapsulas de a-tocoferol, estes
compostos foram libertados mais rapidamente do que era esperado, atendendo que se
encontravam encapsulados [72]. Mas a libertacao rapida pode ser devida a maior afinidade
das nanocapsulas e do a-tocoferol para o solvente (etanol a 95%) do que a matriz hidrofilica
de MC, precisamente devido a natureza hidrofébica destes compostos [72]. Tal pode ter
ocorrido com o Cl nos filmes em bicamada, pois o RV pode ter sido libertado mais
rapidamente por ter uma maior afinidade para o solvente organico do que para a matriz
hidrofilica da camada ativa (HEC) e da CD, pois o etanol aumenta a solubilidade do RV. Em
suma, o RV e Cl foram libertados totalmente ao fim de 10 dias em ambas as temperaturas

testadas.
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5.4.3. Avaliacado da atividade antimicrobiana dos filmes em bicamada

A atividade antimicrobiana dos filmes em bicamada foi testada de forma qualitativa contra
duas estirpes de referéncia (C. coli ATCC 33559 e C. jejuni ATCC 33560) e duas estirpes
isoladas (C. coli 873 e C. jejuni 225421), pelo teste de difusao em disco. Os discos dos filmes
testados apresentavam 1 cm de diametro, as concentracées em percentagem (% m/v) por
cada disco de filme encontram-se apresentadas na tabela 20. O tamanho do halo de inibicao
foi medido a volta do disco em mm, e visualmente foi analisado o crescimento das bactérias
na area de contacto do disco do filme com a superficie de agar. Os resultados obtidos

encontram-se apresentados na tabela 21.

Tabela 20: Concentracao (%) dos agentes antimicrobianos presente em cada 1 cm de disco de

filme.
Agente antimicrobiano Concentragao (% m/v)
RV 0,05
RV, 0,075
IC, 0,25
IC, 0,75

Tabela 21: Diametros (mm) dos halos de inibicao e da area de contacto dos filmes para as

estirpes de Campylobacter (média + desvio-padrao).

Didmetros dos halos de inibicdo (mm) e area de contacto

Filmes C. coli 873 C. coli ATCC 33559 C. jejuni 225421 C. jejuni ATCC 33560
C 10 (2) 10 (2) 10 (2) 10 (2)
D 10 (¢) 10 (2) 10 (¢) 10 (¢)
RV, 14,00 +1,41(+) 12,50 £ 0,71 (+) 12,50 £ 0,71 (+) 14,50 + 3,50 (++)
RV, 16’5?:)2’12 13,50 £ 0,71 (++) 15,50 £ 0,71 (++) 10 (+)
cl, 14'°?+f)1 A1 11,50 £ 0,71 (+) 14,00 £ 1,41 (++) 13,00 £ 1,40 (++)
Cl, 12,00 £ 0,00 (+) 10 (+) 13,50 + 2,12 (+) 11,50 £ 0,71 (+)

+ As bactérias retraem na area de contacto do filme com o agar;

+ Presenca de um halo de inibicao.
Como se pode verificar na tabela 21 os filmes controlo, C e CD, ndo apresentaram atividade

antimicrobiana em todas as estirpes testadas, tal como era de esperar atendendo que nao

contém os agentes AM (RV e Cl). No entanto, as estirpes testadas ndo cresceram na area de
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contacto destes filmes com a superficie de agar, o que indica que o filme impediu o
crescimento das bactérias sem formar um halo de inibicdo. Os filmes com incorporacao de RV
apresentaram melhor atividade antimicrobiana do que os filmes com incorporacao de Cl. Tal
diferenca 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 (Cl) a sua libertacao é
mais lenta [49]. De acordo com os resultados obtidos, a medida que a concentracdo de RV
aumenta a atividade antimicrobiana também aumenta, isto &, o filme RV, apresenta maiores
halos de inibicao nas estirpes testadas do que RV,, com excecao da estirpe C. jejuni ATCC
33560, onde o filme RV, nao inibiu o crescimento destas bactérias, pois ndo formou um halo

de inibicao.

Nos filmes com incorporacao de Cl, o comportamento foi diferente dos de RV, pois o filme
com menor concentracao do agente AM, ou seja, Cl; apresentou maiores halos de inibicao do
que o filme Cl,. O filme Cl, inibiu o crescimento de todas as estirpes testadas, ao contrario do
filme Cl,, o qual n&o inibiu o crescimento de C. coli ATCC 33559. O mesmo comportamento se
verificou pela analise da area de contacto do disco do filme com a superficie de agar, pois os
filmes RV, e Cl; foram os que exerceram melhor atividade, pois com a excecao da estirpe de
referéncia de C. jejuni, as bactérias nao cresceram sob os filmes. No entanto existem poucos
estudos na literatura, sobre o desenvolvimento de filmes AM com incorporacao de compostos
fendlicos 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 zeina (proteina presente no milho) com incorporacao de acido galico contra duas
estirpes isoladas de C. jejuni (uma estirpe isolada de humanos e outra isolada de carcacas de
frango) [12]. Neste estudo verificou-se que os filmes demonstraram atividade antimicrobiana
nas bactérias isoladas dependente da concentracdo do agente AM testada, isto €, quanto

maior a concentracdo do agente AM maior € a atividade antimicrobiana [12].

0 estudo desenvolvido por Giteru et al. 2015, também descreveu a inibicdo do crescimento
de uma estirpe de C. jejuni isolada de humanos, por acdo de filmes de cafirina (proteina
presente em graos de cereais de sorgo) com incorporacao de dleo essencial de citral e
quercetina (polifenol) [25]. Neste trabalho os filmes com incorporacdao de maiores
concentracbes de oleo 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 incorporacao de RV nas estirpes isoladas. Em suma, os resultados
obtidos indicam que o filme de RV, e o filme de Cl; 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 seguranca e a qualidade dos alimentos,

nomeadamente a carne de frango.
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5.4.4. Avaliacao da atividade anti-quorum sensing dos filmes em bicamada

0 quorum sensing é um mecanismo de sinalizacao intercelular e um regulador de transcricao
genes, que pode estar relacionado com a resisténcia e a patogenicidade das bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas responsaveis por contaminacdes alimentares [77], [78], [117]. Por
este motivo, diversos autores referem que a inibicdo e a regulacdo destas bactérias pelo QS
pode ser uma boa alternativa para assegurar a qualidade e seguranca nos produtos
alimentares [77]. Assim, no presente trabalho estudou-se a influéncia dos filmes em bicamada
com incorporacao de RV e de Cl no QS, utilizando a estirpe biossensor Chromobacterium
violaceum ATCC 12472. Esta estirpe, como resposta da comunicacao intercelular, produz um
pigmento de cor violeta, a violaceina. Ao analisar a producdo deste pigmento é possivel
avaliar a interferéncia dos filmes AM neste processo. Para tal, realizou-se o teste de difusdao
em disco e quantificou-se a producao do pigmento em contacto com os filmes AM. Os
resultados da eficacia dos filmes AM no QS obtidos encontram-se registados na tabela 22 e na

figura 23.

Tabela 22: Diametros (mm) dos halos de inibicdo de violaceina pelos filmes antimicrobianos

em bicamada.

Halos de inibicdo (didmetros mm)

Inibicao Inibicao o
Inibicdo do QS
. do do
Filmes (dy-ds)
crescimento (d;)  crescimento + pigmento (d,)

C 10,0 + 0,00 10,0 £ 0,00 0

cDh 10,0 + 0,00 10,0 + 0,00 0
RV, 14,5 + 0,71 14,5 + 0,71 0
RV, 17,0 £ 0,00 17,0 £ 0,00 0

Cly 16,0 = 0,00 22,0 £ 1,40 6,0 + 1,40
Cl, 15,0 £ 0,00 17,5 £ 3,50 2,5+ 3,50

De acordo com os halos de inibicao apresentados na tabela 22 o filme controlo (C) e CD nao
inibiram o crescimento de C. violaceum assim como nao apresentaram atividade anti-QS. Os
filmes com incorporacao de RV demonstraram atividade antimicrobiana dependente da
concentracao, no entanto nao inibiram o QS (figura 24). O filme com incorporacao da
concentracao mais elevada de RV (RV,) demonstrou maior atividade antimicrobiana. Uma
possivel explicacdo pode estar relacionada com a cinética de libertacdao do agente AM, tal
como demonstrado no ponto 5.4.2. Como se visualiza na figura 22B, ambos RV; e RV,
libertaram-se de forma mais lenta dos filmes do que Cl, o que pode indicar que o RV nao
exerceu totalmente a sua atividade, razao pela qual ambos os filmes nao inibiram o QS.

Relativamente aos filmes com incorporacao de Cl apresentaram atividade antimicrobiana e
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anti-QS (figura 25), no entanto a menor concentracao de ClI (Cly) foi a que apresentou uma
forte atividade antimicrobiana e anti-QS. Uma possivel explicacdo para as diferencas
observadas, também pode estar relacionada com a taxa de libertacdo do Cl para o agar, isto
é, o Cly difundiu-se mais rapidamente do que Cl, o que pode indicar que o RV libertou-se mais

rapidamente no filme Cl; exercendo assim a sua atividade.

A capacidade dos agentes AM na inibicao da producédo de violaceina pela C. violaceum foi
observada (figura 23), pois todos os filmes com incorporacao dos agentes AM em estudo
demonstraram a capacidade de reduzir a producao deste pigmento. Os filmes com
incorporacao de RV e Cl reduziram a producéo de violaceina com uma percentagem superior a
70%, enquanto os filmes controlo (C e CD) nao apresentaram nenhum efeito. No entanto, os
filmes com incorporacao dos agentes AM demonstraram que a inibicao da producédo de
violaceina é dependente da concentracao, pois as concentragdoes mais elevados (RV; e Cl,)
inibiram em maior percentagem. Diversos estudos tém 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 incorporacdo de 6leo essencial de orégdos [77]. Segundo este
estudo, a perda do pigmento violeta de C. violaceum indica a inibicao do QS por acao dos
compostos bioativos [77]. Por esta razao e de acordo com os resultados obtidos, este estudo
mostrou o potencial do RV e de Cl incorporados nestes filmes AM em bicamada, como
inibidores do QS. Assim, estes filmes AM podem ser uma boa estratégia para a conservacao de

alimentos.
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Figura 23: Percentagem de inibicdo da producdo de violaceina por acdo dos filmes

antimicrobianos em bicamada.
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Figura 24: Inibicao do QS por acao do RV incorporado em filmes de bicamada. 1- Filme C; 2 -
Filme RV, 3 - Filme RV,.

Figura 25: Inibicao do QS por acao do Cl incorporado em filmes de bicamada. 1- Filme CD; 2 -
Filme Cly, 3 - Filme Cl;.

68



5.4.5. Aplicacao dos filmes em bicamada num modelo alimentar de peito
de frango

A aplicacao de agentes AM de origem natural incorporados em filmes podem contribuir para a
reducao 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 RV, e Cl; apresentaram maior
atividade antimicrobiana contra estas bactérias. Deste modo, o principal objetivo desta
tarefa foi determinar os efeitos antimicrobianos dos filmes em bicamada com incorporacao de
RV, e Cl; 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 4°C de modo a simular a temperatura de refrigeracao e a 20°C como temperatura
ambiente. Depois do periodo de 72h de incubacao 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 possiveis contaminacdes. No meio Brucella nao se obervaram contaminacdes e como
os resultados foram semelhantes aos do meio seletivo e sem diferencas 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 20°C no periodo de
72h.

log (UFC/mL)

Tempo de Filmes Temperatura . C. jejuni .
incul‘))ac;éo F(’°C) C. coli 873 22"5“:21 Mistura
Oh Controlo 4,68 + 0,16 4,24 + 0,48 4,52 + 0,02
ct 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
72 h RV, 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
D 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
al, 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

e

UFC - Unidades formadoras de colonias; C* (Controlo positivo de crescimento); B (Filme sem a
incorporacao de RV, CD e Cl); RV, (Filme com 750 pg/mL de resveratrol); Cl; (Filme com 2500 pg/mL de

complexo de inclusao); CD (filme com ciclodextrina).
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Inicialmente fez-se um controlo as Oh para garantir a uniformidade do inoculo, 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 incorporacdo de RV e Cl nao apresentou
reducao 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 a
temperatura de 20°C, o que pode indicar que o filme em contacto com a superficie do
alimento contaminado pode inibir o crescimento destas bactérias, mas o mesmo ndo se
observou para a temperatura de refrigeracao. Relativamente aos filmes com incorporacao dos
agentes AM, para a estirpe C. coli 873 o filme de RV, resultou numa reducao de log 5,05 a 4°C
e numa reducao de log 3,31 para 20°C. Comparando com o filme de Cl,, para a mesma
estirpe, a reducao a 4°C foi de log 4,96 e a 20°C foi de log 2,97. As diferencas observadas
entre RV, e do RV na sua forma complexada nao foram expressivas. Na mistura de ambas as
estirpes também foram observadas diferencas. Por exemplo, ao comparar o filme C* com o
filme RV, apenas ocorreu uma reducao de log 5,19 para log 4,90. Para a estirpe C. jejuni
225421 a reducao em ambas as temperaturas foi semelhante, demonstrando reducoes de log
4,43 para 4°C e log 4,09 para 20°C por acao do filme de RV, e por acao do filme de Cl,
demonstrou reducodes de log 4,59 para 4°C e log 4,09 para 20°C. Também ndo ocorreram
diferencas expressivas na reducdo de todas as estirpes, por acao do filme Cl,
comparativamente com o filme CD. Os resultados obtidos neste estudo sao mais percetiveis

através da observacéo dos graficos das figuras 26, 27 e 28.
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Figura 26: log UFC/mL de C. coli das amostras de peito de frango envolvidas com os filmes

antimicrobianos em bicamada a 4 e 20°C no periodo 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 20°C no periodo de 72h.
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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 20°C no periodo de 72h.

A razdo pela qual nao foram observadas grandes reducdes das UFC das estirpes em estudo
com os filmes de RV, e Cl,;, comparativamente com os controlos Oh, C* e B, pode estar
relacionada com o modelo alimentar utilizado e com a concentracao dos agentes AM (RV e Cl)
presentes nos filmes em bicamada. Os resultados observados também podem indicar que as
possiveis interacdoes entre o RV e Cl com os componentes do peito de frango (como por
exemplo, proteinas ou lipidos) impediram o contacto direto entre estes agentes AM e os

microrganismos presentes no modelo alimentar. Os lipidos e as proteinas presentes nos
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alimentos podem atuar como uma barreira fisica para os agentes AM, protegendo deste modo

os microrganismos [119].

Relativamente ao efeito da temperatura, a inativacdo de ambas as estirpes foi maior a
temperatura de 20°C do que a temperatura de refrigeracao (4°C), embora as estirpes em
estudo sejam consideradas termofilas, cujas condicoes 6timas de crescimento variam entre 37
a 42°C [5], [7], [8]. Por exemplo, a maioria das estirpes de C. jejuni é incapaz de crescer
abaixo de 30°C, no entanto estas bactérias por vezes tém a capacidade de sobreviver a
temperaturas de refrigeracdo devido as suas caracteristicas psicrofilas [92]. A analise deste
ensaio pode explicar o comportamento de Campylobacter spp. durante o armazenamento de
carne de frango a diferentes temperaturas, nomeadamente a 4 e 20°C. A presenca de acidos
gordos em forma ciclica nas membranas celulares destas bactérias, permitem-lhes manter a
fluidez e a integridade da membrana celular, sem necessitarem de alterar a composicao

desses acidos gordos a baixas temperaturas [120].
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Capitulo 6. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Ao longo deste trabalho foram estudados diversos polimeros derivados de celulose (CMC, HEC,
AC e HEC-AC) com incorporacao de resveratrol e da sua forma complexada com a HP-y-CD

com vista a sua aplicacao 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 Cl. A andlise das propriedades estruturais e de resisténcia dos filmes de CMC
demonstraram que a incorporacao de RV e de Cl aumentou a gramagem e a espessura, e
tornaram os filmes mais elasticos e menos resistentes. Através da morfologia dos filmes de RV
observou-se que este agente AM nao provocou irregularidades nos filmes. Estes filmes
demonstraram inibir o crescimento de C. coli 873 e de C. jejuni 225421 na area de contacto
dos filmes com a superficie de agar. Com vista a melhorar as propriedades de barreira ao
vapor de agua dos filmes de CMC, foram incorporados acidos gordos (AO, AL, OA e azeite),
juntamente com o RV, tendo-se verificado que o OA foi o Unico 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
biopolimeros para obter um filme antimicrobiano com as caracteristicas desejadas, isto €, um
filme que apresentasse boas propriedades fisicas e que simultanemaente formasse um halo de
inibicao contra C. coli e C. jejuni. Inicialmente foi testada a HEC, que apesar de formar halos
de inibicao contra estes microrganismos, teve a desvantagem de se dissolver quando entrava
em contacto com a superficie do meio de cultura. Quando se tentou melhorar estas
propriedades e incorporar o RV e o Cl, os filmes com incorporacao de CI tornaram-se
quebradicos e dificeis de manusear. Seguidamente prepararam-se filmes de AC, em que so6 foi
possivel obter filmes transparentes, quando estes eram secos a 100°C, temperatura

incompativel para incorporacao de RV.

Foram desenvolvidos filmes em bicamada, constituidos por uma camada externa de AC e uma
camada interna de HEC. A lecitina de soja foi utilizada como agente de ligacao entre as duas
camadas. O RV e o Cl foram incorporados nos filmes como agentes AM com duas
concentracdes distintas (RVy = 500 pg/mL; RV, = 750 pg/mL; Cl; = 2500 pg/mL; Cl,= 7500
pg/mL). A avaliacdo da resisténcia dos filmes em bicamada demonstrou que a incorporacao
do CI influenciou de forma significativa o IT e o ME destes filmes, tornando-os mais
resistentes. Os filmes com incorporacao de CD e de Cl, apresentaram os maiores valores de
velocidade de transmissao do vapor de agua. A incorporacao de RV diminuiu a hidrofilicidade

dos filmes, enquanto nos filmes com incorporacao de CD e de Cl aumentou a hidrofilicidade.

73



Os ensaios de libertacao de RV e Cl, 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 a temperatura de 4 e 20°C. No entanto, a taxa de libertacao dos compostos
testados dependeu da temperatura e da concentracdao do agente AM. Na avaliacao da
atividade antimicrobiana destes filmes, verificou-se que o filme de RV, e o filme de Cl, foram
os mais eficazes na inibicao do crescimento de C. coli e C. jejuni, sendo visivel a formacao de
halos de inibicdo. 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 incorporacdo de Cl apresentaram atividade antimicrobiana e anti-QS, ao contrario dos
filmes com incorporacao de RV na sua forma livre que apenas apresentaram atividade
antimicrobiana. Todos os filmes, com incorporacdo de RV e Cl, também demonstraram

atividade anti-QS através da inibicao da producao de violaceina superior a 70%.

Como o efeito antimicrobiano dos filmes com incorporacao de RV, e Cl; foi mais acentuado
nas estirpes isoladas de Campylobacter, estudou-se a sua aplicacao em amostras de peito de
frango. Neste ensaio verificaram-se apenas ligeiras reducdes do numero 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 20°C influenciaram o resultado dos ensaios, tendo sido observado que a

temperatura de 20°C ocorreu uma maior reducao das UFC das estirpes em estudo.

Em conclusdo, o presente trabalho nao s6 contribuiu para o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis com incorporacdo de RV na forma livre e na forma complexada com a HP-y-
CD, para futuras aplicagdes 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 aplicacbes dos filmes antimicrobianos em bicamada como embalagens
alimentares sera necessario desenvolver filmes com concentracdes mais elevadas de
resveratrol e da sua forma complexada com a HP-y-CD, de forma a testar a atividade
antimicrobiana num modelo alimentar, nomeadamente a carne de frango. A potencial
podera ser avaliada. Terdo que ser realizados estudos sobre a possivel influéncia dos filmes
com incorporacdo de RV e de Cl nas caracteristicas nutricionais e organoléticas da carne de
frango. Sera 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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Abstract

The aim of this study was to develop an active film based on cellulose derivatives
(hydroxyethylcellulose and cellulose acetate), while using resveratrol and its inclusion
complex with hydroxypropyl-y-cyclodextrin as active agents. These films were prepared
by the casting method. The structural, mechanical, barrier, surface free energy, optical
and release properties were analyzed. The antimicrobial activity of these films against
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Arcobacter butzleri was evaluated by
the agar diffusion method. The anti-quorum sensing (QS) activity of films was also
studied using the biosensor strain Chromobacterium violaceum ATCC 12472. The
active films developed in this work besides being transparent, inhibit the growth of the
tested strain and had anti-QS activity. This study showed the potential of these active

films as a new approach to preserving poultry meat.

Keywords: cellulose derivatives films; resveratrol; inclusion complex; active

packaging; antibacterial.
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1. Introduction

Microbial growth is a major concern on food products because some microorganisms
can potentially cause food-borne illness (Lucera et al. 2012; Turhan 2013).
Campylobacter spp., mostly Campylobacter coli and Campylobacter jejuni are among
the biggest worldwide causes of human bacterial gastroenteritis (Duarte et al. 2014).
The source of human infection is mainly associated to the consumption of undercooked
poultry meat and handling of raw meat (Corry and Atabay 2001; Duarte et al. 2014).
Similarly, Arcobacter is another pathogen commonly found in poultry meat, in
particular A. butzleri which is considered to be a serious hazard to human health (Corry
and Atabay 2001; Wesley and Miller 2010). Recently, the pathogenesis of bacteria
linked to food spoilage has been associated to intercellular communication mechanisms
like quorum sensing (QS) (Alvarez et al. 2012; Alvarez et al. 2014). These mechanisms
also enable bacteria to regulate some physiological activities, such as biofilm formation
and antibiotic resistance (Alvarez et al. 2012). So, it has been demonstrated that the
regulation or inhibition of food bacterial proliferation by QS can be a good strategy for
food preservation (Alvarez et al. 2012; Alvarez et al. 2014). Antimicrobial packaging is
one of the active packaging concepts that are an innovative option to inhibiting
microbial growth on the foods while maintaining safety and quality (Turhan 2013). The
antimicrobial agents are incorporated into the packaging material, maintaining their
activity for a longer period of time (Lucera et al. 2012; Turhan 2013). In the food
packaging industry, due to environmental concerns and consumer demand for more
natural foods, films and coatings prepared from biodegradable materials, as well as
those which incorporate natural antimicrobial agents are increasingly being used

(Campos et al. 2010; Kuorwel et al. 2011; Lucera et al. 2012; El-Fawal 2014).
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Biodegradable polysaccharide-based films have a potential to be used in antimicrobial
packaging systems or in combination with antimicrobial agents (Kuorwel et al. 2011).
Cellulose derivatives such as cellulose esters (e.g. cellulose acetate) and cellulose ethers
(e.g. methylcellulose, hydroxyethylcellulose and others) are an important source of
biomaterials in food packaging (Paunonen 2013). Cellulose derivatives films are
flexible, transparent, tough, highly sensible to water and resistant to fats and oils
(Campos et al. 2010).

The use of phenolic compounds in active packaging has shown a potent antimicrobial
and antioxidant activity in food (Alkan et al. 2011; Pastor et al. 2013). Resveratrol
(3,4°,5-trihydroxystilbene) is a polyphenolic compound commonly encountered in
several foods and drinks, such as red wine, grapes, berries, peanuts and pistachios
(Paulo et al. 2010). This compound has antimicrobial properties against several
pathogens which, together with its antioxidant properties, are beneficial for human
health (Paulo et al. 2010; Ferreira et al. 2014). However, resveratrol has poor solubility,
is photosensitive and is susceptible to oxidation (Delmas et al. 2011). Due to these
problems, the complexation of this compound in aqueous medium with molecules such
as cyclodextrins (CDs) is a common procedure to increase their solubility, stability and
bioavailability (Lépez-Nicolds et al. 2014; Silva et al. 2014; Duarte et al. 2015b). CDs
are naturally occurring cyclic oligosaccharides derived from starch with six or more
glucose residues linked by a(1—4) glycosidic bonds and the steric arrangement of these
glucose units in the CDs molecules results in a hydrophobic inner cavity and
hydrophilic outer surface (Folch-Cano et al. 2014; Lépez-Nicolds et al. 2014). CDs have
been used in the food industry mainly as food additives, to suppress unpleasant odors or
tastes, to avoid microbiological contaminations and for stabilization of flavours (Astray

et al. 2009). In addition to the inclusion of stilbenes in several CDs, the antimicrobial
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and antioxidant properties of these inclusion complexes against several foodborne
pathogens has been studied (Duarte et al. 2015a; Duarte et al. 2015b). Recently
multilayer films have gained relevance in the food packaging industry, because they
combine the advantages of a single polymer into one film and compensate for their
single disadvantages (Arnon et al. 2015). Therefore, the aim of this study was to design
a bilayer active film based on two cellulose derivatives (hydroxyethylcellulose (HEC)
and cellulose acetate (CA)) and to use resveratrol and its inclusion complex with
hydroxypropyl-y-cyclodextrin as active agents. The physical properties, the

antimicrobial and anti-QS activities of these bilayer films were then evaluated.

2. Material and methods

2.1. Chemicals

trans-Resveratrol was obtained from TCI Europe N.V. and hydroxypropyl-y-
cyclodextrin (HP-y-CD; My = 1580 g/mol) from Sigma-Aldrich. Cellulose acetate (CA;
My = 100,000 g/mol; Acros Organics), hydroxyethylcellulose (HEC; Fluka), acetone
(Sharlau), soybean lecithin (Tokyo Chemical Industry CO.) and glycerol (Merck) were

also used.

2.2. Preparation of antimicrobial agents

A stock solution of 32 mg/mL of resveratrol was prepared in dimethylsulfoxide
(DMSO). The inclusion complex (IC) of resveratrol with HP-y-CD was prepared as
previously described by Silva et al. (2014) and the resveratrol concentration in the IC

was quantified using the previously described HPLC-DAD method (Silva et al. 2014).

2.3. Bacterial strains
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In this study, two reference strains (C. coli ATCC 33559 and C. jejuni ATCC 33560)
and two Campylobacter spp. isolates (C. coli 873 and C. jejuni 225421) were used, as
well as, two Arcobacter butzleri isolates (AB36/11 and INSA 776) and one reference
strain (A. Butzleri LMG 10828) (Duarte et al. 2015a). All the strains were stored in
Brain Heart Infusion (BHI) broth with 20% (v/v) glycerol at =80 °C and prior to
susceptibility testing each strain was inoculated on blood agar plates supplemented with

5% defibrinated horse blood (Oxoid, England), to ensure optimal growth.

2.4. Antimicrobial bilayer films preparation

The antimicrobial bilayer films were composed of an external CA layer and an internal

HEC active layer and were obtained by the casting method.

2.4.1. Preparation of cellulose acetate film

1% (w/w) CA was dissolved in acetone and homogenized for 1 h at a room temperature.

The solution was then cast on a glass Petri dish at 100 °C for 20 min.

2.4.2. Preparation of antimicrobial HEC film-forming solutions

4% (w/w) HEC polymer was dissolved in distilled water at 80 °C with magnetic stirring
for 1 h and the solution was then cooled at room temperature. After that, soy lecithin
and glycerol were added, respectively, as binder and plasticizer at 10% (w/w) of the
total polymers weight (HEC and CD). Soybean lecithin was added to the solution and
was homogenized with rotor-stator homogenizer (IKA T25-Digital Ultra Turrax) at
room temperature for 10 min at 12000 rpm. Then, glycerol was added and mixed under
continuous magnetic stirring for 30 min. Afterwards, resveratrol was added to the
solution at final concentrations of 0.05% (w/v) (RV,) and 0.075% (w/v) (RV2), and the
inclusion complex was added at 0.25% (w/v) (IC1) and 0.75% (w/v) (IC2). The mixtures

5
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were homogenized for 30 min at room temperature, added to the previously prepared
CA film on a glass Petri dish and cast at 30 °C for 6 h. A film without resveratrol or IC,
referred to as C, and another film, named as CD, wherein the amount of the complex
was replaced by the same amount of CD were prepared as control films. After casting,
all these films were stored at 22 °C and 50% relative humidity (RH) until their use for

characterization and antimicrobial assays.

2.5. Films characterization

2.5.1. Structural Properties

2.5.1.1. Basis weight

Basis weight was obtained according to ISO 536:1995 and denotes the mass per unit of

area of the tested sample.

2.5.1.2. Film thickness

Thickness was acquired acording to ISO 534:2011 using an Adamel Lhomargy model
MI 20 micrometer. Seven measurements were taken at different locations of each film

sample and the mean values were used to calculate the mechanical properties.

2.5.1.3. Dry matter content

Dry matter content of samples was assessed by gravimetric analysis according to ISO
11465:1993 standard. The weight of films was measured before and after drying at 100

°C for 24 h and three samples of each film was used.

2.5.2. Mechanical properties
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Tensile strength, elongation and Young’s modulus of films were achieved on a tensile
tester (Thwing-Albert Instrument Co., EJA series) based on ISO 1924/1 standard.

Some changes to the conventional method were required, namely, the initial gap
between grips was 5 c¢cm and the separation rate of 5 mm/min. All the tests were
performed at 23 £ 2°C and 50 + 5%. Values are the mean of six measurements in each

film sample.

2.5.3. Water Vapor Transmission Rate

The water vapor transmission rate (WVTR) was measured according to a modified
ASTM E96-1995 method. The cups, which contained anhydrous calcium chloride
desiccant (0% RH assay cup), were covered with the films. The mouths of the cups
were sealed with melted paraffin and the test assemblies were under testing conditions
of 22 °C and 50% RH. The cups were weighed periodically, to determine the amount of
moisture transferred through the sample into the desiccant. WVTR was achieved in the
steady state of the weight versus time graph and calculated dividing the slope of the line

by the exposed film area. Three replicates from each sample were tested.

2.5.4. Contact angle and surface free energy

Contact angle measurements were carried out on an OCAH 200 DataPhysics instrument
by the sessile drop method using distilled water and diiodomethane as test probe liquids
to determine the surface energy parameters of each film, using the Owens-Wendt
approach (Owens and Wendt 1969). Surface tension of the used liquids can be found in
the literature (Good and Oss 1991). At least seven measurements were made and the

average was taken.

2.5.5. Optical Properties
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The color and transparency of each film were assessed on a Color Touch 2
spectrophotometer (Technidyne) using a measurement geometry of D65/10°. Color
coordinates L* (lightness), a* (red-green) and b* (yellow-blue) were obtained with three
measurements around the samples against a white standard background (L* = 96.81, a*
= 0.11 and b* = 3.50). The transparency was calculated based on the equation

referenced in the ISO 2289.

2.5.6. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Microstructural analysis of the films was performed according to Noronha et al. (2014).
This analysis was carried out on a Hitachi S-2700 scanning electron microscope at 10
kV accelerating voltage. The samples were prepared using the procedure described by
Pastor et al. (2013). Briefly, the samples were coated with a gold layer allowing for
surface and cross section visualization. For cross sectional observations, the films were

cryofractured by immersion in liquid nitrogen.

2.6. Release tests

The percentage of resveratrol and IC released from films was determined according to
Noronha et al. (2014), with ethanol 10 % (v/v) being used as a food simulant for fresh
meat products as described in the European Commission regulation No 10/2011. The
applied time/temperature combination to simulate storage and ambient temperature was
4 °C and 20 °C, respectively, for 10 days. Briefly, film samples were totally immersed
in glass tubes with 15 mL of ethanol 10% (v/v). Then the samples were filtered and the
percentage of resveratrol and IC released was determined using the previously described

HPLC-DAD method (Silva et al. 2014). The experiment was carried out in triplicate.

2.7. Antimicrobial activity of films
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The antimicrobial activity of films was assessed by the agar diffusion method according
to Alkan et al. (2011) and to the standard M2-A8 from Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI 2003) with a few modifications. Film discs (1 cm in diameter) were
prepared from each film under aseptic conditions. Before testing, the inoculum was
prepared by direct suspension of colonies in sterile solution of 0.85% sodium chloride
and the optical density was adjusted to 0.5 McFarland unit (= 1x10% colony forming
units/mL  (CFU/mL)). The plates were incubated at 37 °C for 48 h under
microaerophilic conditions. The size diameter (mm) of the inhibition zone (colony-free
perimeter) was measured and the growth of the bacteria at the contact area of films with

the agar surface was visually examined (Giteru et al. 2015).

2.8. Anti-QS activity of the films

The biosensor strain Chromobacterium violaceum ATCC 12472 was used to determine
the anti-QS effect of films with resveratrol and IC. The bacteria suspension of C.
violaceum was grown aerobically in Luria-Bertani (LB) broth at 30 °C and 250 rpm

overnight (Alvarez et al. 2014).

2.8.1. Disc diffusion assay

C. violaceum inoculum was adjusted to an optical density of 1 at 600 nm. Then, LB agar
plates were spread with the inoculum and the discs of films were placed over the plates
and incubated at 30 °C for 24 h. The inhibition halos were measured according to
Alvarez et al. (2014) with some modifications. The growth inhibition was measured as
diameter (dl1) in mm and both growth and pigment inhibition were measured as
diameter (d2) in mm. The QS inhibition was determined by subtracting the bacterial

growth inhibition diameter (d1) from diameter (d2). Thus QS inhibition (d2-d1) was the
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inhibition of violacein production around the discs. The assay was performed in

triplicate.

2.8.2. Quantification of pigment production

The violacein production by C. violaceum when exposed to the different films was also
quantified, according to Alvarez et al. (2014) with minor modifications. Inoculum was
adjusted to an ODgoonm of 0.1 and the films were added to the inoculum. After 24 h of
incubation, 1 mL of culture from each sample was centrifuged at 11000 rpm for 10 min.
Then, the supernatant was discarded, and the pellet was solubilized in 1 mL of DMSO,
vortexed for 30 s and centrifuged at 11000 rpm for 10 min. Finally, 20 pL of
supernantant were transferred to 96-well microtiter plate to measure the OD at 585 nm.

The results were expressed as percentage of violacein production.

2.9. Statistical Analysis

Data was analyzed by one-way ANOVA test and differences between groups were
compared by Tukey’s post hoc tests. A p value of <0.05 was used to indicate

statistically significant differences.

3. Results and Discussion

Preliminary tests were done to choose the bilayer film formulation, ensuring the
compatibility between the polymers, the appropriate incorporation of binding agent
(soybean lecithin) and the incorporation of the active agents (resveratrol and IC).
According to Guiga et al. (2010) the use of binding agents, such as lecithin, between
different layers can compensate the incompatibility of the polymers. Firstly, in this

study, a bilayer film composed with an external CA layer and an inner layer of HEC
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mixed with soybean lecithin was prepared. When the CD and IC were incorporated, it
was observed that the films were brittle and difficult to handle. So, in order to improve
the film properties and handling, a plasticizer was added. According to literature,
glycerol is a common plasticizer used in cellulose derivatives films, making it the

plasticizer of choice for further developing the films.

3.1. Structural properties

Table 1 shows the values of basis weight of the films, ranging from 42.79 + 2.10 to
75.40 + 1.00 g/m?. The thickness of the films ranged between 37.90 + 1.49 and 56.70 +
1.36 pm, as presented in table 1. No significant differences of thickness were observed
when comparing the control film with the films containing resveratrol or when
comparing the CD film with the IC films. The thickness values are related to the basis
weight and may be also affected by the cohesion between layers and by the
microstructure of the active layer (Guiga et al. 2010). Since small errors are and
indicator of good films homogeneity, it can be concluded that IC films are less
homogeneous than the others. The dry matter content increased with the IC and CD
incorporation, as showed in table 1, indicating that these films have small amount of
water molecules in their matrix. No significant difference was observed between the

control film and RV films, nor between the CD and IC films.

3.2. Mechanical Properties

Table 1 also presents the values of the EM, TI and %E of the films. The EM decrease
negligibly with the addition of RV and increased significantly with the addition of CD
and IC, when compared to the control film. From the analysis of this data, it results that
a strong correlation exists between the water content and the mechanical properties. The
three samples containing about 6 wt% are brittle and stiff, while the samples not
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containing CD, which showed an equilibrium moisture content of about 13 wt%,
resulted to be more ductile (Yakimets et al. 2005). According to Pastor et al. (2013) the
elastic modulus parameter is influenced by the incorporation of resveratrol on different
polymer matrix because this compound induces structural changes. This author found
that resveratrol addition has an opposite effect on EM of chitosan or methylcellulose
films. In turn, Miro et al. (2013) described that the addition of HP-B-CD to
poly(ethylene oxide) films affected significantly the mechanical properties. For
example, the EM increased and the %E decreased, because the hydroxyl groups of CDs
can form secondary bonds (e.g. with ether groups), reducing the molecular mobility and
thus increasing the resistance to deformation. Therefore, the increase of CD content
induces the formation of an increasingly brittle material. According to the results of our
work the %E increased in RV films when compared to the control film, whereas for the
IC films it decreased. In addition, the increase in the concentration of antimicrobial

agent, resulted in films with slightly lower elongation.

3.3. Water Vapor Transmission Rate

The WVTR results are presented in table 1. When compared to the control film, the
incorporation of resveratrol slightly increased the WVTR value, however without
statistical significance. This result is in disagreement with a previous study, that
described a slight reduction on the water vapor permeability with the resveratrol
incorporation in the polymer matrix (Pastor et al. 2013). However, according to Pastor
et al. (2013) the structural changes induced by the incorporation of this compound did
not involve important changes in the mass transfer rate of water molecules. The results
obtained in our study may be attributed to the plasticization effect of the resveratrol
given by the low values of EM and simultaneously by the higher values of elongation at
break, since that according to (L6épez-de-Dicastillo et al. 2010) the plasticization of the
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films increases the WVTR. Even though no significant differences in WVTR between
RV, and RV: films were observed, this was not the case between IC; and IC> films. The
IC, film exhibited the lowest WVTR, while CD and IC presented the highest WVTR
values. This result may be caused by the CD present in the IC that changes the matrix
structure. The effect on WVTR value is dependent of the CD content on the film. IC,
film has lower CD content and simultaneously the lowest WVTR. Sun et al. (2014)
described the same result for low concentrations of CD. According to this author, the
interactions and the structural rigidity of the CD could create steric hindrance and
decrease segmental mobility while, limiting the water vapor transmission. The same
authors observed an increase of WVTR for high CD concentrations that is in agreement
with our results, since CD and IC: films have high CD content compared with IC; film,
and presented higher WVTR values. So, the higher CD content can increase the water
diffusion due to the presence of voids in the matrices (Lopez-de-Dicastillo et al. 2010;
Sun et al. 2014). On the other hand, during the tests the active layer showed cracks,
because the films were brittle, which could have influenced its permeability, making the

films more permeable to the water vapor.

3.4. Contact angle and surface free energy

The contact angles and surface free energy values are presented in table 2. The results
show that the addition of resveratrol significantly increased the water contact angle
when compared to the IC films. The resveratrol incorporation decreased the
hydrophilicity (low water contact angle and polar component of surface energy) due to
the lipophilic nature of this stilbene (Lépez-Nicolds et al. 2014). No significant
difference was observed between the RV and RV: films but the opposite occurred with
the apolar liquid diiodomethane. The IC and CD films showed significantly lower water

contact angle and consequently higher polar component of surface energy in
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comparison to the RV and control films, due to the hydrophilic nature of the CD.
According to the results presented in table 2, the IC> film showed the lowest water
contact angle and the highest total surface free energy, which means that this film has

more affinity to water.

3.5. Optical properties

Table 3 shows the values of the color coordinates (L*, a*, b*) and the transparency of
the films. The incorporation of CD and IC on the films increased the lightness (L*) and
the addition of the antimicrobial agents affected the chromaticity coordinates a* and b*.
Resveratrol films showed a smaller greenness, given by the negative a* values, as
compared to the control film. In contrast, IC films showed redness, given by the positive
a* values, when compared to control films. Regarding the transparency, all the films
showed high values of this parameter, and the incorporation of CD and IC increased the
transparency. Taking into account all the optical parameters, there are no major
differences between the films with different concentrations of the antimicrobial agents.
Other studies have shown that the addition of various compounds into film-forming
solutions can change the native color of the films. For example, Noronha et al. (2014)
found that the inclusion of o-tocopherol nanocapsules suspension into methylcellulose-
based films changed the color of the films. The same finding was observed by Moradi et
al. (2012) on chitosan films incorporated with grape seed extract. However, the addition
of Zataria multiflora Boiss essential oil in the same chitosan films did not affect the
color of the films (Moradi et al. 2012). According to Pastor et al. (2013), the color
properties of the methylcellulose-based films are affected when the resveratrol content

increases, but for chitosan-based films this effect is barely noticeable.
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3.6. Scanning electron microscopy

Fig. 1 shows the micrographs of the cross section and the surface of the control (C),
RV, CD and IC: films. As shown in Fig. la, the cross section of control film (C) was
irregular and showed voids on the HEC layer. The microstructure of resveratrol and IC
films (Fig.1c and 1g) is more homogeneous and it is easier to differentiate the two
layers. As can be seen in the Fig.le and 1f, the CD film exhibited irregularities and it
seems that there is no cohesion between the two layers, which could be explained by the
structural rigidity of the CD. The surface of all films was homogeneous (Fig.1b, 1d and
1h) suggesting that the incorporation of these antimicrobial agents on HEC-based films
did not change the surface roughness of the films. The results obtained in the present
study concerning to the effect of resveratrol addition into HEC films are in agreement
with those obtained by Pastor et al. (2013) in methylcellulose-based films. However,
this author found that the incorporation of resveratrol on chitosan films modified the
film microstructure and surface roughness, especially when higher concentrations of
resveratrol were used. Thus, the effect of the resveratrol incorporation on the roughness
and microstructure of the films depends on the polymer matrix and how the resveratrol
can change the hydrogen bonds formation between polymer molecules (Pastor et al.

2013).

3.7. Release Assays

Fig. 2 displays the release profiles of resveratrol and IC from the bilayer films to a food
stimulant (ethanol 10%) at 4 °C (Fig. 2a) and 20 °C (Fig. 2b). At 4 °C it was observed a
faster release rate for the RV; and IC; films, with about 80 % of resveratrol and IC,
respectively, being released after 1h of incubation. However, for the RV and IC, films,

only after 6 days of incubation it was possible to observe a release of 80% for both
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compounds. In turn, at 20 °C the behavior was similar for all the tested films, with the
exception of the RV; film, which had a slower release. In sum, after 3 days of
incubation at 20 °C, the percentage of released compound was similar for the four active
films and faster than the same experiment at 4 °C. It seems that the release rate is
dependent on the temperature and final concentration of agent, and the inclusion of CD
did not affect the behavior. Similarly, it has been described that the release of the
antimicrobials from the films is kinetically unfavorable under cold temperatures and it
is released more efficiently at warmer temperatures (Mild et al. 2011). Since the release
of an active agent into the medium involves several factors, such as solubility, solvent
and migrant polarities (Pastor et al. 2013), the low chemical affinity and solubility of
resveratrol in aqueous solutions could explain the differences observed when compared
with the IC. In the current study, a control release of the IC into the food simulant was
expected since resveratrol was encapsulated in CD, however, the release of the
resveratrol complexed was similar to the free resveratrol. The application of CDs in
smart and active food packaging has been recently reviewed, since complexed
substances are homogeneously dispersed and slowly released from the polymer matrix

(Sanches-Silva et al. 2014).

3.8. Antimicrobial activity of the films

The antibacterial activity of bilayer active films against Campylobacter and Arcobacter
strains is presented in table 4. The concentration of the antimicrobial agents was
selected based on the previously determined MIC values (Duarte et al. 2015a). The
control films (C and CD) as expected, showed no inhibition against all tested strains.
Visual observations of the contact area (the contact area with the agar surface) also
revealed that cells of all the strains did not grow under the film. Films containing

resveratrol showed more antibacterial activity than IC films. According to the results,
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when the resveratrol concentration increased the antimicrobial activity also increased,
except for the strains C. jejuni ATCC 33560 and A. butzleri AB36/11. The IC films
showed lower antimicrobial activity compared to RV, for example, the IC: film
exhibited no inhibition against the tested Arcobater strains, while IC; film showed
inhibition halos for all the Campylobacter strains, but no antimicrobial activity was
observed against the A. butzleri AB36/11. Giteru et al. (2015), also described a growth
inhibition by kafirin-based films composed by citral and a citral plus quercetin mixture
as active agents against C. jejuni, strain from human origin. Nonetheless, in the
literature, studies about the development of antimicrobial films containing phenolic
compounds against Campylobacter spp. are scarce. Recently, Alkan et al. (2011)
demonstrated the antimicrobial activity of zein-based films incorporated with gallic acid
against C. jejuni, in a concentration-dependent manner. In our study, it was observed
that the films were more active against Campylobacter spp. than A. butzleri, which is
discrepant with previous results concerning the antimicrobial activity of the resveratrol
and IC against these two pathogens (Duarte et al. 2015a). However, this difference
could be due to the fact that in the present study the active compounds (resveratrol and
IC) needs to be released from the polymer matrix in order to exert its activity. And, as
previously demonstrated, this release rate is influenced by temperature and
concentration. In sum, more studies are required to clarify the different antimicrobial

action of the films against Campylobacter and Arcobacter spp.

3.9. Anti-QS activity of the films

Table 5 shows the efficacy of the active films to inhibit QS of C. violaceum. The control
film and CD film did not affect the C. violaceum growth and exhibited no anti-QS
activity. The resveratrol films demonstrated antibacterial activity but did not reveal QS

inhibition, although the IC films showed antibacterial and anti-QS activity. This result
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could be due to the different solubility between resveratrol and the IC, since to exert
activity resveratrol needs to diffuse into the agar medium. Concerning the capacity of
active agents to inhibit the production of violacein by the C. violaceum, it was observed
that all the tested films with antimicrobial agents showed the ability to reduce the
violacein production. Resveratrol and IC films reduced the violacein production by
more than 70% and the control films had no effect on the violacein production (table 5).
The loss of purple pigment in C. violaceum is an indication of QS inhibition by
bioactive products (Alvarez et al. 2014). The results obtained in this study reflect the
potential of resveratrol and IC incorporated in active films, as promising QS inhibitors.

These active films can be an interesting strategy for food preservation.

4. Conclusion

Currently, films and coatings prepared from biodegradable materials, such as cellulose
derivatives, with the incorporation of natural antimicrobial agents are increasingly used
in food packaging. From this work, it was possible to conclude that the addition of
resveratrol inclusion complexes to a cellulose bilayer film significantly affected the
mechanical resistance and extensibility of the developed films. When compared to the
resveratrol and control films, these films are more hydrophilic. In addition, these films
showed high values of transparency and inhibited the growth of all Campylobacter
strains tested. The capacity of these films to inhibit the QS mechanism was also
demonstrated. In sum, this study showed the good potential of these active films
incorporated with a natural antibacterial agent to control foodborne pathogens, which
could be considered as a new approach to preserve poultry meat and increase its shelf

life.
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Figure Captions

Figure 1. SEM micrographs of control film cross-section (a); control film surface (b);
RV film cross-section (¢); RV2 film surface (d); CD film cross-section (e); CD film
surface (f); IC; film cross-section (g) and IC; film surface (h). Magnification is

indicated in the micrographs.

Figure 2. Release rate into ethanol 10% at 4 °C (a) and 20 °C (b) of the compounds
from the RV (®), RV2 (m), IC; (4) and IC; (®) films. Results are presented as

meanzstandard deviation of three independent experiments.
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Table 3. Color coordinates and transparency of bilayer films. Values are given as mean

+ standard deviation.

Color Parameters

Films _— > - Transparency (%)
C 92.29 + 0.22*¢ -0.34 £ 0.02* 11.03 £ 0.66* 94.98 + 0.03*
CD 93.47 +0.10° 0.10 £0.01° 4.66 = 0.04° 96.18 +£0.26"
RV, 92.33 + 0.34* -0.16 £ 0.03¢ 9.32 £0.89¢ 94.68 + 0.30°
RV: 91.92+0.17* -0.27 £0.02¢ 10.77 £ 0.40* 94.62 +0.51*
| (O] 93.18 £ 0.14° 0.12£0.01° 5.67 £ 0.08" 95.99 +£0.02°
IC; 92.90 + 0.30 0.31 £0.02¢ 5.18£0.10° 95.61 +0.40°

L*: lightness; a*: red-green; b*: yellow-blue.

C (control film); CD (cyclodextrin control film); RV, (0.05% resveratrol film); RV>
(0.075% resveratrol film); IC; (0.25% inclusion complex film); IC2 (0.75% inclusion

complex film).

Different letters in the same column indicate significant different (p < 0.05).
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Table 5. Anti-QS activity of bilayer active films by disk diffusion method and

inhibition of violacein production using Chromobacterium violaceum ATCC 12472 as

biosensor strain. Values are given as mean + standard deviation.

Inhibition zones (diameter in mm) Inhibition of
Films PRTCIER ; T G violacein
Growth inhibition ~ Growth + pigment inhibition QS inhibition production
(d1) (d2) (d2-d1) (%)
C ND ND ND 0*

CDh ND ND ND 2.45 £0.99*
RV, 145+07 145 +0.7 0 69.89 = 10.09
RV, 17.0+0.0 17.0 £0.0 77.07 £1.02°
IC, 16.0+0.0 2014 0+ 1. 83.24 £9.94°
IC, 15.0+0.0 175539 2.5+£35 86.00 + 8.86"

ND —not detected inhibition.

C (control film); CD (cyclodextrin control film); RV (0.05% resveratrol film); RV2

(0.075% resveratrol film); ICy (0.25% inclusion complex film); IC2 (0.75% inclusion
complex film).

Different letters in the same column indicate significant different (p < 0.05).
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