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Sumario

Apesar dos esforcos para diminuir os niveis de patogénicos presentes nos alimentos, estes
persistem causando graves problemas na saude humana e um grande impacto na economia.
Paralelamente varias questbes ambientais sdo levantadas como, por exemplo, a nao
biodegradabilidade das embalagens sintéticas e a impossibilidade de reciclar algumas das
embalagens usadas atualmente. Nesse sentido os revestimentos e filmes ativos tendo por base

biopolimeros e aditivos tem sido sugeridos como uma das solucdes para a industria alimentar.

Neste trabalho, foram desenvolvidos sistemas de embalagens ativas utilizando
bacteriofagos, ou fagos, (virus que infetam especificamente bactérias, sendo estes inofensivos aos
seres humanos, animais e plantas), com o objetivo de efetuar uma libertacdo controlada de fagos,
e assim possibilitar 0 aumento do tempo de prateleira de produtos alimentares. As estratégias
antimicrobianas para combater os patogénicos alimentares com recurso a fagos tém tido
resultados promissores em varios estudos realizados em animais e alimentos. Uma das grandes
vantagens da sua utilizacdo é sua eficacia antimicrobiana para patogénicos resistentes a

antibioticos.

Concretamente, foi estudada a possibilidade de incorporacao de fagos em duas matrizes,
sendo a primeira constituida por 1,5% de alginato e 0,5% de glicerol e, a segunda por 1,5% de
quitosano e 0,5% de glicerol preparado em uma solucao de 1% de acido latico. O processo tinha
em vista a aplicacao dos revestimentos e filmes numa pelicula absorvente comummente utilizada
em embalagens carneas, uma vez o fago escolhido, PF7A, é especifico para Pseudomonas
fluorescens, bactérias que estdo associadas a deterioracao de carnes. Apds a realizacdo dos testes
de viabilidade do processo, verificou-se que 0 processo proposto € possivel quando se incorpora o
fago em matrizes alginato, enquanto para o quitosano o processo ndo apresenta viabilidade. O
resultado negativo é justificado pelo baixo pH da solucdo de quitosano obtida e pelas interacoes

electroestaticas do polimero carregado positivamente com as cargas negativas da capside do fago.

Apds o estudo da viabilidade do processo, os revestimentos e filmes com e sem fago
obtidos foram avaliados em diversos parametros de modo a perceber se a presenca de fago
influenciava de alguma maneira os mesmos. Para revestimentos foi avaliada a viscosidade e a

tensao superficial bem como os coeficientes de adesao, coesao e espalhamento dos revestimentos

Vil



na superficie. Para os filmes foi determinada a espessura, os parametros de cor e opacidade,
hidrofobicidade, as propriedades mecanica e de transporte, assim como, a espetroscopia por
infravermelho com transformada de Fourier. Assim, foi possivel concluir, que além do processo

ser possivel para a matriz de alginato, o fago nao influenciou nenhum dos parametros estudados.
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Abstract

In spite of the efforts made to decrease the levels of patogens existent in food, these
continue to cause severe damages to human health and therefore have a huge economic impact.
Sideways, there are several environmental questions such as the synthetic non-biodegradable
packaging and the inability to recycle some of the packing used. In order to resolve these problems,
the active coatings and films based on polymers and additives have been suggested as one of
solutions for the food industry.

In this study, active packaging systems using bacteriophages, or phages, (viruses which
specifically infect bacteria but are harmless to humans, animals and plants) have been developed
with the aim of achieving a controlled release of phage, and so enable increased shelf-food
products. The antimicrobial strategies for combating food pathogens using phages have had
promising results in several studies performed in animals and food. One of the great advantages
of using it is their antimicrobial effectiveness for antibiotic-resistant pathogens.

During this study, it has been investigated the possibility of phage incorporation was
studied in two arrays, the first being composed of 1.5% alginate and 0.5% glycerol and the second
for 1.5% chitosan and 0.5% glycerol prepared in a 1% solution of lactic acid. The process had for
the application of coatings and films in an absorbing film commonly used in meat packaging, since
the chosen phage, PF7A, is specific to Pseudomonas fluorescens bacteria that are associated with
the deterioration of meat. After completion of the feasibility tests, it was found that the proposed
process is possible when the phage is incorporated in alginate matrices, while for chitosan process
has no viability. This negative result is justified by the low pH of the chitosan solution obtained and
the electrostatic interactions of the positively charged polymer with negative charges of the phage
capsid.

After the process of the feasibility study, the coatings and films with and without phage
obtained were evaluated on various parameters so as to realize the presence of phage in some
way influenced the same. For coatings viscosity and surface tension as well as the membership
coefficient, cohesion and spread on the surface of the coatings was evaluated. For films were
determined thickness, the color and opacity parameters, hydrophobicity, the mechanical and
transport properties, as well as infrared spectroscopy with Fourier transform. Thus, it was
concluded that besides the process is possible for the alginate matrix, the phage did not influence

any of the studied parameters.
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Capitulo 1. Enquadramento da tese







Capitulo 1.
Enquadramento da tese

Doencas e surtos transmitidos por agentes patogénicos alimentares acarretam perdas
economicas avultadas. Apesar dos esforcos para diminuir os niveis de patogénicos presentes nos

alimentos, estes persistem causando grandes impactos na economia e na area da saude.

As estratégias antimicrobianas para combater os patogénicos alimentares com recurso a
bacteriofagos (fagos) tém tido resultados promissores em varios estudos realizados em animais e
alimentos. A vantagem &, em grande parte, devido a sua eficacia antimicrobiana para patogénicos
resistentes a antibidticos. Atualmente a FDA (Food and Drug Administration) e a USDA (United
States Department of Agriculture) tm aprovados alguns produtos baseados em bacteriéfagos para
uso em alimentos, no entanto, muitos estudos apontam para beneficios limitados quando os fagos

sdo adicionados diretamente no alimento.

Assim, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de sistemas de embalagens de
alimentos ativos utilizando de bacteriéfagos para uma libertacdo antimicrobiana controlada de
fagos de forma para preservar a qualidade e aumentar o tempo de prateleira de produtos

alimentares.

A /mproveat € uma empresa situada em Guimaraes, Portugal, que tem como objetivo o
desenvolvimento de produtos face as necessidades de cada cliente, de forma a maximizar a sua
funcionalidade e desempenho. Para a empresa, a investigacdo e desenvolvimento associam-se a
inovacdo (I&D+i), considerando-se uma forte ponte de ligacdo entre a I1&D+i e a industria,
favorecendo o crescimento dos seus clientes com seguranca e sustentabilidade. A /mproveat
surgiu do interesse da industria alimentar em melhorar a qualidade e seguranca dos seus

produtos.

A /mproveat em parceria com a Universidade do Minho, permitiram a realizacdo deste
projeto, no Centro de Engenharia Biolégica (CEB), campus de Gualtar, sendo este orientado pela

Doutora Sanna Silankorva e pelo Doutor Miguel Cerqueira.
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A presente dissertacdo intitulada Novos sistemas de embalagens antimicrobianas
para alimentos utilizando bacteriéfagos, para obtencao do Mestrado Integrado em
Engenharia Biologica encontra-se dividida em cinco capitulos.

No capitulo 1, Enquadramento da tese, ¢ apresentado o objetivo e enquadramento do
referido tema bem como, a empresa/local de realizacdo do projeto proposto e a forma como a
tese se encontra organizada.

No capitulo 2, Revisao do estado da arte, apresenta-se a revisao bibliografica sobre
revestimentos e filmes, focando-se nas matérias-primas que comummente sao utilizadas para a
sua obtencdo e as suas principais propriedades. Apresenta-se, também, a revisao bibliografica
relativas aos bacteriofagos (ou fagos) e a bactéria Pseudomonas fluorescens onde sao abordados
0s aspetos que caracterizam este dois microrganismos.

No capitulo 3, Materiais e métodos, faz-se a caracterizacdo da etapa laboratorial da
presente dissertacdo, nomeadamente, propagacdo, purificacdo e quantificacdo de fago; a
producdo de revestimentos e filmes com e sem fago e, a caracterizacdo dos revestimentos e filmes
obtidos.

No capitulo 4, Resultados e discussao, sdo apresentados os resultados obtidos
laboratorialmente bem como, o respetivo tratamento. Neste capitulo pode verificar-se a
possibilidade do processo proposto e a respetiva caracterizacao.

Por ultimo, no capitulo 5, Conclusdoes gerais e recomendacodes futuras, séo
apresentadas as consideracdes finais sobre o trabalho realizado e sugestdes para trabalhos futuros

relacionados com o tema em questao.
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2.1.1.  Definicao e importancia de revestimentos e filmes

Anualmente, milhdes de pessoas adoecem e em alguns casos morrem devido a agentes
patogénicos que sao transmitidos através de alimentos. Estes patogénicos podem ser protozoarios,
bactérias, virus e fungos. Mesmo com tecnologias modernas, boas praticas de higiene de producéo
e controlo de qualidade existem bactérias que sao encontradas em alimentos e em superficies em
contacto com estes. A contaminacdo microbiana afeta tanto os alimentos crus, como frutas,
verduras e carnes, bem como alimentos processados ou preparados, tais como biscoitos e

bolachas [1,2].

A contaminacao microbiana pode acontecer em qualquer momento ao longo da cadeia
alimentar propagando-se até ao consumidor final. Além disso os microrganismos patogénicos tém
a capacidade de se fixar em superficies vivas ou inertes, vivendo em comunidades altamente
tolerantes a diferentes agentes antimicrobianos. Deste modo. E potenciada a sua prevaléncia em
alimentos e superficies em contactos com alimentos. Assim, para aumentar a seguranca do
consumidor, novas técnicas de conservacao de alimentos tém sido continuadamente

desenvolvidas de modo a controlar os patogénicos resultantes e o seu impacto a escala global [1].

Paralelamente varias questdes ambientais sado levantadas como, por exemplo, a nao
biodegradabilidade das embalagens sintéticas e a impossibilidade de reciclar algumas das
embalagens usadas atualmente. Assim, o recurso a biopolimeros tem sido uma alternativa
estudada por forma a minimizar estes impactos. Um dos problemas associados ao uso destes
biopolimeros passa pelo seu elevado custo e o facto de as suas propriedades ndo serem ainda

comparaveis aos polimeros sintéticos que habitualmente sao utilizados [3].

0 uso de revestimentos e filmes tendo por base biopolimeros e aditivos reconhecidos
como seguros (estatuto GRAS - Generally Recognized As Safe) tém aumentado na industria
alimentar. Define-se o filme como uma pelicula formada pela secagem do biopolimero preparada
separadamente do alimento onde, posteriormente, é aplicado. O revestimento pode ser uma
suspensao ou uma emulsao aplicada diretamente na superficie do alimento que, apds secagem,
leva a formacao de um filme [3]. Na Figura 1, é possivel visualizar um exemplo de revestimentos

(A) e de um filme (B).
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Figura 1. (A) Revestimentos de quitosano e alginato, respetivamente e em (B) filme de qutosano.

2.1.2.  Funcao e requisitos dos revestimentos e filmes

Os revestimentos e filmes criam uma barreira semipermeavel que tém como objetivo o
aumento do tempo de prateleira dos alimentos. Para um revestimento e filme ser considerado
viavel e aplicavel tem que apresentar varias funcdes tais como: 1) ndo apresentarem componentes
toxicos, alérgenos ou nao-digestiveis; 2) possuirem uma estabilidade estrutural de forma a evitar
danos mecanicos durantes as varias etapas de processo; 3) terem um bom coeficiente de adesao
ao alimentos-alvo, uniforme ao longo de toda a superficie; 4) controlarem a migracdo de agua
tanto para o interior como para o exterior dos alimentos, mantendo o conteldo de hidratacao
desejado; 5) capacidade de equilibrar internamente os gases envolvidos na respiracao aerobia e
anaerobia, de modo a retardar a deterioracdo dos alimentos; 6) evitarem a perda de propriedades
sensoriais e organoléticas tais como o aroma; 7) a possibilidade de incorporacao de aditivos; 8)
ter capacidade antimicrobiana e antioxidante; 8) terem facilidade na producéo; 9) ter baixo custo
nos componentes e na tecnologia usada na sua producdo e 10) estarem aprovados na legislacéo
vigente. [4]. Em Portugal o Decreto-Lei n°62/2008, de 31 de Marco, define os polimeros como
aditivos, apresentando uma lista daqueles que sao autorizados bem como as suas restricoes [5].

A figura 2, apresenta um esquema representativo das funcdes de um revestimento/filme.
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Revestimento/filme
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Figura 2. Esquema representativo das funcoes de um revestimento/filme (adaptado de [6]).

2.1.3. Biopolimeros utilizados em revestimentos e filmes

S&do varios 0s materiais que sdo utilizados como base das embalagens que nos sdo
apresentadas diariamente. Estes podem ser de origem renovavel (polimeros naturais) ou de origem

nao renovavel (derivados do petréleo) [7].

Os revestimentos e filmes podem ser produzidos com base em varios polimeros
biodegradaveis, nomeadamente, proteinas, polissacarideos e lipidos). Estes podem ser utilizados
isoladamente ou, entdo, serem combinados entre si ou com outros compostos. A funcionalidade
dos filmes ¢ influenciada pelas caracteristicas fisicas e quimicas dos biopolimeros e, assim, ha
uma necessidade de selecionar o biopolimero de acordo com as propriedades e exigéncias do
alimento. Estes biopolimeros séo escolhidos com base em certos parametros, como a solubilidade
em agua, natureza hidrofilica e hidrofobica, capacidade de formar de filme e as suas propriedades

sensoriais. Na figura 3 apresentam-se alguns dos biopolimeros mais utilizados [3,4].
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Revestimentos

Polissacaridos
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Metilcelulose
Hidroxipropilmetilcelulose
Hidroxipropilceluose
Carboximetilcelulose

Carragenato

Alginato

Gelano

Quitosano

Figura 3. Principais biopolimeros usados na producao revestimentos e filme [4].

2.1.4. Alginato
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2.14.1.

Phaeopyceae (encontram-se na parede celular e nos espacos intercelulares), podendo constituir
até 40% da massa seca destas algas. Trata-se de um co-polimero nao ramificado de unidades de
acido B-D-manuronico (M) e acido a-L-gulurénico (G) através de ligacdes glicosidicas entre os

carbonos 1-4. Na figura 4, apresenta-se a estrutura quimica dos mondmeros constituintes do

O Obtencao e propriedades do alginato

O alginato ¢ um polissacarideo que é extraido de varias espécies de algas castanhas

alginato e um segmento da cadeia de alginato contendo ambos os monoémeros [8, 9, 10,11].

-10 -
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Figura 4. Estrutura quimica dos monémeros constituintes do alginato (acido manurénico (A) e acido gulurdnico (B)) e um
segmento da cadeia de alginato contendo ambos os monémeros (C) [8].

Como ja referido, este polissacarideo é atualmente extraido de algas, mas pode também
ser produzido por microrganismos permitindo, assim, uma exploracdo controlada das fontes
renovaveis. A producéo por microrganismos € realizada sob condicdes controladas permitindo,
assim, a utilizacdo constante de substratos de qualidade obtendo matérias especificos com

caracteristicas uniformes [10].

Efetuando uma comparacao entre o produto (alginato) obtido por microrganismos e por
extracdo das algas pode concluir-se que estes sao semelhantes, podendo, ambos, ser utilizados

como biomaterial em funcao da sua biocompatibilidade [10].

0 alginato bacteriano pode substituir o alginato extraido das algas uma vez que em areas
delicadas como a area médica e farmacéutica é exigido materiais que apresentem elevados valores
de pureza aliado a materiais que apresentem estruturas poliméricas especificas. No alginato
encontram-se presentes 0s monémeros manurdnico como o gulurénico. O primeiro monoémero
referido pode ligar-se a grupos acetil (carbono 2/3) tornando-o parcialmente acetilado. No caso do

alginato produzido por Pseudomonas spp., ha uma caréncia dos monomeros gulurédnicos [10].

O facto de estrutura dos monomeros influenciar significativamente as propriedades

reoldgicas do polimero, leva a que este quando produzido por bactérias seja influenciado pelo grau
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de polimerizacdo, pelas interacoes de ides, pela sequéncia de monomeros e pelo grau de

acetilacao. [10].

2.1.4.2.  Aplicabilidade do alginato

Atualmente a maior parte do alginato comercializado destina-se a aplicacdes nas areas

alimentar, téxtil, médica e industria do papel [10].

A industrial alimentar requer o alginato em diferentes areas, por exemplo, em produtos
lacteos, pastelaria, e em bebidas. Nesta ultima, pode-se destacar a industria cervejeira em que o
alginato é usado para estabilizar a espuma €, na producdo de sumos, em que € utilizado como

estabilizante com o objetivo de manter os constituintes da mistura em suspensao. [10].

Na industria téxtil, o alginato é empregue para melhorar o desempenho das tintas, na

medida em que melhora a adesao desta sobre tecidos. [10].

Por fim, na area médica, existem varios produtos que sdo imobilizados em alginato. Alguns
exemplos de produtos como curativos inteligentes e formulacées para prevencdo de refluxo
gastrico. Dado que o alginato apresenta caracteristicas favoraveis para a formacdo de
nanocapsulas, tém vindo a ser feitos estudos na medida em que nanoparticulas inalaveis de
alginato podem ser promissoras no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de

doencas respiratorias. [10].

2.1.4.3.  Propriedades do alginato em revestimentos e filmes
O alginato € um polissacarideo bastante requerido como polimero na formacao de
revestimentos e filmes. O facto de possuir a capacidade de formar barreira ao oxigénio leva a

atrasar a oxidacao dos alimentos, melhorando o sabor e a textura do bem alimenticio [11].

S&o varios os estudos que tém vindo a ser feitos com a utilizacdo de revestimentos e
filmes a base de alginato para revestir polpas de fruta, vegetais e carnes. Um exemplo disso é a
formacdo de um revestimento de alginato para aplicacdo em macds “Gala” minimamente
processadas em que se concluiu que o revestimento preserva e melhora o alimento sem causar

respiracao anaerdbia com o facto de diminuir as perdas de agua [11].

-12 -
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2.1.5.  Quitosano
2.1.5.1. Obtencao e propriedades do quitosano

O quitosano (ou poli(1,4)-2amido-2-desoxi-B-D-glucose ) é um polissacarideo catidnico
linear que tem origem natural, composto por unidades de glucosamina ligadas (ligacoes
glicosidicas do tipo B(1—4)) a unidades de acetilglucosamina. O quitosano é essencialmente
obtido industrialmente por um processo de desacetilacdo da alcalina da quitina, uma vez que a
sua estrutura raramente se apresenta na natureza [12, 13]. Na figura 5, apresenta-se uma

representacao esquematica da estrutura quimica do quitosano.

CH,

Figura 5. Representacio esquematica da estrutura quimica do quitosano [12].

A quitina € um polissacarideo formado por londas cadeias de de N-acetil-D-glucosamina
unidas por ligagoes glicosidicas do tipo [3(1—4). Precedida da celulose, € o polimero mais
abundante na natureza sendo, sintetizada por um elevado niimero de organismos. Esta pode ser
encontrada em crustaceos (por exemplo: camarao, lagosta, caranguejo, entre outros), nas paredes

celulares de fungos e leveduras e, ainda, em células de plantas de baixo porte [12, 13, 14, 15].

A estrutura cristalina da quitina pode apresentar-se sob duas formas polimérficas na
natureza, a a e a B-quitina, sendo a primeira mais a mais abundante. Esta diferenca justifica-se
pelas diferentes fontes de obtencéo do polissacarideo em questao. Ha, ainda, referéncia a uma
terceira morfologia, a y-quitina, mas foi concluido, através de varias analises, que esta pertence a
o-quitina. A a-quitina tem a particularidade de apresentar uma elevada cristalinidade bem como

uma elevada pureza, ndo apresentando, assim, pigmentos, proteinas ou calcio [12,14]

Industrialmente, a quitina obtém-se através de tratamentos acidos que tém por objetivos

a dissolucao do carbonato de calcio, sendo este processo procedido de uma extracao alcalina que
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visa a solubilizacdo das proteinas. De modo a obter um produto incolor, é aplicado uma

descoloracao para conseguir remover a pigmentacao existente [12,14].

Como ja referido anteriormente, a quitina ¢ uma percursora do quitosano, sendo este
obtido através de uma desacetilacdo da primeira. Este processo pode ocorrer de trés diferentes
formas: 1) desacetilacdo alcalina homogénea; 2) desacetilacdo heterogénea e 3) por meios
enzimaticos. O processo de desacetilacdo pode, também, ser realizado recorrendo a um meio
acido, no entanto como as ligacdes glicosidicas sao suscetiveis a hidrélise acida, sérios problemas

sao levantados [12].

A desacelitacao alcalina nao tem como objetivo a obtencdo de todos os grupos amino,
uma vez que para o0 conseguir as condicoes da reacao (altas temperaturas e concentracdes de
base elevadas) e os tempos de reacdo elevados provocam uma degradacdo das cadeias e
obtencao de produtos de baixa massa molecular. Por fim, comparando o produto final, quitosano,
obtido por desacetilacdo heterogénea e por desacetilacdo alcalina homogénea tem-se como

principal diferenca a nao solubilidade em agua do quitosano obtido pelo primeiro método [12].

A classificacao do produto obtido apos a desacetilacao da quitina depende da quantidade
de grupos acetamida presentes. Para uma remocao superior a 50% desses grupos considera-se
que o produto da desacetilacao da quitina € o quitosano. Por sua vez, denomina-se quitano se a
conversao atingiu os 100% [12, 14, 16]. Na figura 6, apresenta-se as estruturas quimicas destes

trés polimeros (quitina, quitosano e quitano).

> 50% grupos (.":H3
acetlo CHyOH co
N \},r o NH A~
i %\i\#/
o e
. o NHQ CH20H
0 .
- ) ||o) NH 7~ . _Desacetlado Quitosano
o {0t
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NH CGHZ20H
¢o CHoOH
o ~e.0 o N ~
HO .
Quitina 100 % grupos NH., % o
acetilo e it
Quitano

Figura 6. Estruturas quimicas da quitina, quitosano e quitano [12].

O quitosano, no estado solido, apresenta-se como semi-cristalino e, os padrdes que
principalmente o caracterizam, sdo sua solubilidade, o grau de desacetilacao, a distribuicdo dos
grupos acetamida, o peso molecular e comprimento das cadeias. Este, apresenta diversas

propriedades que sao essenciais e que despertam interesse para a sua utilizacdo em
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revestimentos e filmes, como a atividade microbiana (especialmente contra agentes patogénicos),

biodegradabilidade, nao-toxicidade, funcao barreira, entre outros [12,14].

2.1.5.2.  Aplicabilidade do quitosano

A aplicabilidade do quitosano pode atingir varias areas nomeadamente, a alimentar,
biomédica, farmacéutica e téxtil. O largo espectro de aplicacdes deste polimero deve-se as suas

inumeras propriedades, tal como referido anteriormente [12,13].

O facto de apresentar propriedades antimicrobianas faz com que haja um largo interesse
na area alimentar. Assim, foram estudados métodos de aplicacao do quitosano em diversos
alimentos como, por exemplo, o pao, frutos, entre outros. De uma forma resumida, concluiu-se
que a aplicacao do polimero no pao retarda o seu endurecimento e degradacao uma vez que reduz
a sua perda de peso. Relativamente as perdas em frutos pos-colheita por infecdes fungicas, a
aplicacao do quitosano é pertinente uma vez que este cria uma barreira seletiva, permeavel ao
dioxido de carbono e ao oxigénio, alterando a atmosfera diretamente sobre a superficie, bem como
as propriedades antiestaticas relativas aos fungos, permitindo, portanto, um aumento da vida util

dos frutos [12,13].

Relativamente as outras areas acima citadas, o quitosano tem a capacidade de ser
anticoagulante, antibacteriano e antifungico. Estas propriedades associadas ao seu poder
cicatrizante em cirurgia levantou interesse por parte das areas biomédica e farmacéutica. O
quitosano tem vindo a ser estudado para o tratamento de aguas resultantes da industria téxtil uma
vez que este apresenta elevada afinidade com tintas, metais e alguns emulsionantes. A sua
utilizacao em biossensores, advém da sua utilizacado como suporte para a imobilizacao de enzimas
e, posteriormente a utilizacdo destes biossensores em aplicacbes nas areas alimentar,
farmacéutica, médica ou agricola, onde o material de suporte deve ser biocompativel e nao toxico

[12, 13].

2.1.5.3.  Propriedades do quitosano em revestimentos e filmes

As propriedades do quitosano, quer em revestimentos, quer em filmes dependem
diretamente das caracteristicas da prépria molécula, nomeadamente, o grau de acetilacao, o peso

molecular, o tamanho das particulas, a viscosidade e a densidade. Paralelamente os restantes
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materiais que compdem a solucao (tipo e concentracao de acido, entre outros) e as condicdes do
ambiente envolvente (temperatura e humidade relativa) podem, também influenciar os

revestimentos e os filmes obtidos tendo por base o quitosano [12]

0 quitosano apresenta interesse para a formacao de revestimentos e filmes uma vez que
apresenta uma boa capacidade de formacado de pelicula, boas propriedade mecanicas e a

capacidade de formar peliculas transparentes [13].

Por fim, a flexibilidade e a espessura do filme sao diretamente proporcionais ao peso
molecular do acido escolhido como solvente, enquanto, a resisténcia do filme é diretamente

proporcional ao peso molecular do quitosano [15].

2.1.6. Glicerol
2.1.6.1. Obtencao e propriedades do glicerol

O glicerol trata-se de uma molécula organica, sendo o termo geral do composto puro 1,2,3
propanoltriol. A sua estrutura quimica foi, em 1855, pelo Wiirtz, caracterizada como um conjunto
de trés atomos de carbono e trés grupos hidroxilo (tridlcool). Na figura 7, apresenta-se uma

representacdo quimica da molécula de glicerol [17, 18], 19.

OH

HO OH

Figura 7. Representacao da estrutura quimica do glicerol [17].
Compostos comerciais que contenham quantidade iguais ou superiores a 95% de glicerol

sao denominados de glicerina [17].

S&o varios os parametros que definem este composto oleoso, nomeadamente, o sabor
doce; a sua elevada viscosidade; incolor e inodoro; higroscopico (capacidade de absorver agua); a
capacidade de ser solivel em agua e em alcool (em qualquer proporcdo) mas nao € soltvel em

hidrocarbonetos; nao tdxico (sendo permitido como aditivo alimentar) [17, 19]

Este composto organico esta presente em vegetais, tais como soja, girassol, como, entre

outros e em animais mas, em resultado da combinacao da glicerina e acidos gordos. Dentro do
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sistema metabdlico de microrganismos, o glicerol funciona como regulador de alguns mecanismos
bioguimicos intracelulares bem como é percursor de bastantes compostos dos respetivos

microrganismos. [18]

O glicerol pode ser obtido através de processos quimicos ou fermentativos. Quimicamente
o glicerol é obtido como subproduto da producao de propileno. Dado o declinio na producao de
propileno e aumento do seu custo, a producdo de glicerol por via fermentativa voltou a ganhar

terreno [17, 18, 19].

Assim, o glicerol é produzido a partir de 6leos e gorduras por reacdes de saponificacao
(ou hidrolise alcalina), ou obtido como um subproduto da producao de biodiesel através da reacao

de transesterificacao [17, 18, 19].

2.1.6.2.  Aplicabilidade do glicerol

Inicialmente o glicerol era utilizado para a producao de nitroglicerol (ou trinitrato de
glicerol), um composto explosivo (obtido pela nitracdo do glicerol). Dado a elevada ocorréncia de

acidentes explosivos, houve uma reducao da sua utilizacado, levando a procura de alternativas [17].

Atualmente séo atribuidas ao glicerol um enorme leque de aplicacdes em diversas areas,
sendo usado diretamente ou, com alteracdes estruturais basicas, como aditivo a materiais. O
glicerol € um composto que é requerido em industrias como, alimentar, tabaqueira, farmacéutica,
de cosmeética, entre outras. A maior percentagem de utilizacao deste composto pertence as areas
da cosmética (incluindo higiene pessoal) e farmacéutica onde, na primeira, se considera a
aplicacéo do glicerol em pastas dentifricas e elixires orais; Na area farmacéutica o seu interesse
passa pela incorporacao em xaropes, dada a sua elevada viscosidade e, também, é utilizado para

a producao de supositorios e expetorantes [17, 18, 19].

Na area alimentar, o glicerol, ¢ utilizado como aditivo alimentar dadas as suas

propriedades estabilizantes, antioxidantes, emulsionantes e adocantes [17, 18, 19].

Outras aplicacdes do glicerol, passam pela sua utilizacdo na producao de resinas, ésteres
e poliésteres e lubrificantes na industria téxtil, dada a sua reatividade multifuncional. Na industria

tabaqueira, o glicerol é responsavel por controlar a humidade, uma vez que este previne a secagem
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do produto, sendo paralelamente utilizado para a producéao de compostos sollveis em agua e, que

ndo sejam toxicos e que sejam poucos inflamaveis [17, 18, 19].

Apesar deste composto ter uma larga aplicabilidade no mercado, tendo tendéncia a
aumentar uma vez que a populacdo, cada vez mais, se preocupa com o0 consumo de materiais
naturais, nao toxicos para o ambiente, a sua disponibilidade mantém-se superior ao seu consumo.
Esta correlacao disponibilidade/consumo leva, entdo, a uma necessidade de investigacao sobre a

producéo e aplicacdo de derivados do glicerol [17, 18, 19].

2.1.6.3.  Propriedades do glicerol em revestimentos e filmes

Para a formacdo de revestimentos e filmes & necessario levar em consideracao a
elasticidade pretendida. Assim o glicerol, com propriedades plastificantes, tem a capacidade de
interferir entre cadeias de polimeros (quitosano, por exemplo) que formam a matriz polimérica,
provocando uma diminuicao das forcas intermoleculares e, aumento da molhabilidade das cadeias

do polimero [4].

2.1.7. Acido latico

2.1.7.1. Obtencao e propriedades do dcido latico

0 acido latico, denominacdo comummente atribuida ao acido 2-hidroxi-propanoico, € um
acido organico natural caracterizado por: possuir aparéncia cristalina, um sabor suave,
solubilidade em agua, reatividade bifuncional, estabilidade térmica e quimica, biodegradabilidade
e nao-toxicidade mesmo em doses elevadas [20]. Na figura 8, apresenta-se uma representacao

da estrutura quimica do acido latico.

O

HsC OH

OH

Figura 8. Estrutura quimica do acido latico [20}.
Primeiramente, em 1780, C. W. Sheele considerou-o um composto impuro, isolado a partir

do leite acido, pensando que este fosse uma mistura de compostos ja conhecidos. Posteriormente,
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J. Berzelius, apos repetir os procedimentos, concluiu que o acido latico se apresentava como um
composto simples, encontrando-se presente no leite fresco, na carne bovina, no sangue e noutros

fluidos de origem animal [20]

O presente acido organico ¢ uma das moléculas quirais mais simples apresentando-se,
na forma de dois estereoisdmeros nomeadamente, o acido L-latico e o acido D-latico, distinguindo-
se 0s dois pelo efeito em luz polarizada do L-atico [20]. Na figura 9, apresentam-se as estruturas

quimicas dos dois estereoisomeros.

0 0
HO, HO “
ST
\ OH . OM
HE \ H \
" on
acido D-lactico acido L-lactico

Figura 9. Estrutura quimica dos estereoisomeros D- e L-latico [20].
0 &cido latico pode ser obtido por dois métodos diferentes nomeadamente, por sintese

quimica e por fermentacao [20, 21].

Para primeiro método, existem varias reacdes possiveis para obtencao deste composto
organico nomeadamente, a hidrolise da lactonitrila (derivado petroquimico) a oxidacao de
propilenoglicol, hidrélise de acido 2-cloropropionico, acido acético, acido nitrico e a oxidacao de
propileno. De salientar que o método principal € a hidrolise da lactonitrila, onde esta é exposta a
acidos fortes obtendo-se uma mistura racémica de D- e L- acido latico (a concentracdo destes é

igual) [20, 21]

A fermentacéo latica é realizada por diversos microrganismos, sendo estes principalmente
bactérias laticas. De um modo resumido, a fermentacéo latica é a conversdo anaerodbica de uma
dextrose (glicose) em acido pirtvico (etapa da glicolise) e, este, por sua vez, sofre uma reducao

produzindo acido latico e energia [20, 21]
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2.1.7.2.  Aplicabilidade do dcido latico

0 &cido latico apresenta interesse para diversas areas da industria. O principal interesse
deste composto passa pela producdo de acido polilatico, ou PLA, um polimero sintético
caracterizado pela sua biodegradabilidade que é requerido em, areas como a agricultura
(incorporado em redes poliméricas com libertacdo controlada de pesticidas), alimentar
(incorporado em embalagens) e biomédica/farmacéutica (incorporado, por exemplo, em sistemas

com libertacado controlada de farmacos). [20]

Na industria quimica o acido latico é utilizado para a producao de etanol, propilenoglicol,
acido acrilico, acido propandico, acetaldeidos e, ainda, ésteres e sais derivados do acido latico que
sao utilizados como solventes, emulsificantes e plastificantes. Dada a sua capacidade de retencéo
de agua é utilizado, na area farmacéutica, para a producao de lactatos sollveis em agua a partir
de ingredientes insoltveis. Na industria da cosmética, o acido latico é utilizado como um agente
de controlo de acidez, onde & incorporado em produtos de cuidado pessoal com propriedades de
hidratacao, regulacao de pH e de clarear e rejuvenescer a pele. Por fim, na industria alimentar, o
interesse do acido latico passa por inibir o crescimento de bactérias retardando a deterioracdo dos
alimentos e pelas capacidades acidulantes, tamponantes e aromatizantes. Apesar de ter um largo
espectro de aplicacdes na industria, o acido latico, tem mas o seu preco acaba por limitar a sua

procura [20]

2.1.7.3.  Propriedades do acido ldtico em revestimentos e filmes

0 &cido latico pode ser utilizado como um aditivo na medida em que possui capacidades
conservantes, acidulantes e aromatizantes. O seu interesse para revestimentos e filmes é
pertinente na medida que é relatado a capacidade dos sais de acido latico diminuirem a atividade
da agua e, por consequéncia, o alimento em que ¢ aplicado apresenta uma melhor conservacao

[22, 23].
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2.2.1. Descoberta e caracterizacao

Bacteriofagos (ou fagos) sa@o virus que infetam especificamente bactérias, ou seja,
parasitas intracelulares que se multiplicam dentro da bactéria ao fazerem uso da maquinaria
metabolica do hospedeiro. Estes sao inofensivos aos seres humanos, animais e plantas. Os fagos
sao considerados as entidades biologicas mais abundantes e geneticamente diversificadas do
planeta, estimando-se que haja cerca de 10 fagos em diversos ecossistemas, estando prevista a
existéncia de 10:espécies de fagos [1, 25, 26]. Na figura 10, apresenta-se uma representacao de

um fago T4 — um dos fagos mais estudados até a data.

Cabeca/capside

: o Cauda
Bainha contratil

Fibras da cauda

Placa-base

Figura 10. Representagdo da estrutura de um fago T4 (adaptado de [26]).

No ano de 1915, um bacteriologista Frederick W. Twort (Inglaterra) publicou um artigo
que referia a descoberta de um virus capaz de lisar células mas, nao deu continuidade as suas
investigacoes e, em 1917, o microbiologista Félix d’Hérelle (Instituto Pasteur de Paris) reconheceu

a viruléncia deste fendmeno, dando o nome de “Bacteridéfagos” a estes [27].

Os fagos existem em muitos tamanhos e formas diferentes sendo que a maioria varia de

tamanho entre 24-200 nm de comprimento [28].

A capside é composta por muitas copias de uma ou mais proteinas diferentes, onde se
encontram os acidos nucleicos (a capside age como protectora do material genético) e, esta pode
variar de tamanho e forma. A maior parte dos fagos possuem a cauda ligada a capside do fago
sendo esta um tubo oco através do qual passa o material genético durante a infecdo. O tamanho
da cauda é variavel, existem fagos que nao a possuem. No fago T4, a cauda é envolvida por uma

bainha contratil que contrai durante a infecao [28].
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O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) reconhece uma ordem, 13 familias
e 31 géneros de fagos. Os fagos séo classificados de acordo com a morfologia, tipo de acido
nucleico e presenca ou auséncia de envelope ou camada lipidica. Relativamente ao tipo de acido
nucleico, os fagos podem ser divididos em ADN (cadeia simples ou de cadeia dupla) ou em ARN
(cadeia simples ou de cadeia dupla). Os Fagos com cauda (simetria binaria) representam a maior
percentagem dos virus, cerca de 96 %, sendo classificados na ordem Caudovirales e subdivididos
em trés grandes familias filogeneticamente ligadas (Myoviridae, Siphoviridaee Podoviridae). [27]

Na figura 11, apresenta-se um esquema representativo dos maiores grupos fagicos.

ADN I :
i ;i Inoviridae
simples Microviridae

X

Corticoviridae Fuselloviridae
Cadeia
dupla Podoviridae = st
| @
e .-_.-- -‘\-. . "
Myoviridae siliaiidee e
Tectiviridae Plasmaviridae
. I Rudiviridae
ARN Lipothrixviridae iy
Cadeia ey ARN i'd |
simples [ Cadeia N/,
- simples -
Leviviridae Cystoviridae

Figura 11. Esquema representativo dos maiores grupos fagico (adaptado de [29]).

Pode evidenciar-se dois ciclos de vida para os fagos, nomeadamente litico (fagos virulentos
ou temperados) e lisogénico (por fagos temperados). Os fagos invadem a bactéria (através da
presenca do acido nucleico do fago) interrompendo as suas funcdes normais; através da energia
e maquinaria genética do hospedeiro replicam o seu material genético e sintetizam proteinas e,
vao formar-se novos fagos intracelularmente através de um processo de automontagem sendo,
posteriormente libertados por lise celular (ciclo litico). No caso de integracdo da informacao
genética no cromossoma bacteriano sem morte celular fala-se em ciclo lisogénico. Sob

determinadas condicdes, naturais e artificiais (tais como radiacoes ultravioleta, raios X ou certos
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agentes quimicos), uma bactéria lisogénica pode transformar-se em nao-lisogénica e iniciar o ciclo

litico. [1, 28].

Os fagos apresentam diversas vantagens como agentes de bio-controlo nomeadamente,
elevada especificidade para um ou até mesmo um conjunto de hospedeiros; auto-replicacao e
auto-limitacdo; adaptacdo aos mecanismos de defesa das bactérias perante os fagos; baixa

toxicidade; baixo custo de producéo; facil isolamento e propagacao e tempo de vida prolongado

[1].

Como ja referido anteriormente, as doencas causadas pela contaminacdo de alimentos
sdo um problema significativo, que podem ser causadas por contaminacdes por protozoarios,

bactérias, virus e fungos [2].

No caso de infeccOes bacterianas, a utilizacao de terapias com recurso a fagos remonta
ao inicio do século XX, onde se conseguiu demonstrar que a escolha de fagos especificos e
apropriados poderia limitar infecdes bacterianas. Recentemente, tem-se investigado a hipotese de
utilizar os fagos em situacoes de biocontrolo, uma vez que o aumento da resisténcia

antimicrobiana levou a procura de solucdes mais eficientes [30].

Até a data, ja se efetuaram estudos aplicando a terapia fagica com objetivo de reduzir a
proliferacdo bacteriana indesejada (por exemplo, contra Sal/monella) em galinhas e ruminantes
onde se apresentaram resultados positivos, havendo uma diminuicao das bactérias indesejadas e

consequente suavizacao dos seus efeitos nefastos [30].

Outra aplicacdo dos fagos passa pela sua microencapsulacdo, onde os métodos
escolhidos tém de levar em conta a compatibilidade com o fago sem comprometer a sua atividade
biologica. Foi efetuado um estudo que apresenta um processo de encapsulamento realizado no
ambiente de base aquosa que apresenta resultados que ndo se mostram prejudiciais sobre a
viabilidade do fago. O encapsulamento de fagos em microesferas de quitosano e alginato
apresentou uma eficiéncia elevada (93,3%). Quando a solucdo de alginato de sédio que contém
fagos foi deixada num meio de gelificacao de cloreto de sédio, formaram-se, instantaneamente,

goticulas de microesferas de gel, que aprisionaram o fago numa rede tridimensional de alginato
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ionicamente reticulado. Foi ainda mostrado que o fago encapsulado teve uma excelente
estabilidade durante o armazenamento sob condicdes e humidade. Por sua vez, a espermina-
alginato e poli (acido latico-co-acido glicélico), apresentaram resultados para a encapsulacao de
apenas 14% e 30% respetivamente, relativamente a quantidade inicial de virus que foram
aprisionados dentro de microesferas. Por conseguinte, afigurou-se que as matrizes de Ca-alginato

tinham uma boa compatibilidade com o fago encapsulado Felix O1 [31].

Face ao risco de contaminacbes de origem alimentar causadas por bactérias e as
caracteristicas dos fagos, estes apresentam um potencial elevado para reduzir este tipo de
doencas mas nao tem sido amplamente utilizado na industria alimentar, em parte, devido a
dificuldade de utilizar eficazmente os fagos. No mesmo estudo foi ainda referido que ao utilizar os
métodos convencionais como pulverizacdo ou nebulizacédo, a reducao de patogénicos é menor que
a desejada. A imersdo ou lavagem de alimentos em fagos ainda podera ser eficaz, apesar de

alguns alimentos nao serem passiveis de se sujeitar a estes métodos em solucao aquosa [2].

2.2.3. Fago PF/A

As bactérias, como as Pseudomonas fluorescens tém a capacidade de formar biofilmes
(comunidades biolégicas estruturadas, coordenadas e funcionais; encontram-se embebidas em
matrizes poliméricas produzidas por elas proprias). Os biofilmes podem desenvolver-se em
qualquer superficie huimida, seja ela bidtica ou abidtica, permitindo a sobrevivéncia em ambientes

adversos [32].

O facto de se detetar biofilmes em algumas superficies de alimentos e, estes,
apresentarem resisténcia a agentes anti-microbianos, que por conseqguéncia provocam a sua
deterioracao, levou a investigacao de métodos alternativos para o seu controlo, como a utilizacao

de fagos [32].

0 fago PFFA pertence a Podoviridae, sendo este, do tipo T7. Tem a capacidade de infetar
bactérias Pseudomonas fluorescens sendo extremamente eficiente na lise da bactéria em questao

mesmo quando esta cresce em biofilmes, num curto intervalo de tempo [20, 21].
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2.3. Pseudomonas fluorescens

A Pseudomonas fluorescens é uma espécie bacteriana pertencente a familia
Pseudomonadacae. Esta familia inclui bactérias Gram-negativas que se caracterizam por serem
anaerdbias, quimiorganotroficas ou quimiolitoautotroficas facultativas, ndo formadoras de esporos
e apresentarem diversos flagelos. O nome “fluorescens’ advém do facto de serem bactérias
capazes de produzir pioverdina (pigmento fluorescente amarelado e soltvel em agua) aquando da

caréncia de ferro. Na figura 12, encontra-se a representacao da presente bactéria [33, 34].

Figura 12. Pseudomonas fluorescens [34].

A Pseudomonas fluorescens pode encontrar-se em diversos ambientes, tais como: em
plantas, no solo e nas superficies da agua. A nivel nutricional, esta bactéria utiliza entre 60 a 80
compostos diferentes como fontes de carbono e azoto, apresentando um rapido crescimento para
pH neutro com temperaturas 6timas entre 25-30 °C, concluindo-se, que estas s&o de facil cultura.

De salientar que ja foi detetado o crescimento desta bactéria para a temperatura de 4 °C [33, 34].

Esta bactéria raramente é considerada patogénica, porque dificilmente se desenvolve a
37 °C podendo, no entanto, crescer e multiplicar-se no sangue ou em produtos sanguineos
refrigerados, levando a contaminacdo e deterioracdo de produtos como carne, leite, ovos e
alimentos maritimos refrigerados uma vez que provoca a degradacao de lipidos e proteinas [33,

34].
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3.1.1. Propagacéao do fago de P. fluorescens (PF/7A)

A propagacao de fago foi feita de acordo com a técnica de eluicao de placa descrita por
Sambrook e Russel (2001). Brevemente, formou-se um relvado bacteriano por inclusdo de 100 pL
de suspensao de P. fluorescens em 3 mL de meio TSAqs. (TSB, 7rypticase Soy Broth, com 0,6 %
agar). Apos a solidificacdo da camada de agar, foram colocados 5 uL de fago em cada placa de
Petri e com recurso a pequenas tiras de papel estéreis, o fago foi espalhado por toda a area e as
placas foram a incubar a temperatura ambiente até as placas estarem completamente lisadas

(durante pelo menos 5 horas) [27].

Apds o tempo de incubacao, foram adicionados entre 3-4 mL de tampao SM (5,8 g/L
NaCl, 2,0 g/L MgS0.,.7H,0, 50 mL/L Tris-HCI com pH 7,5) e as placas incubadas, sob agitacao
(82 rpm, Heidolph Unimax 1010, Alemanha) & temperatura de 4 °C durante a noite [27].

3.1.2. Purificacao do fago de P. fluorescens (PF7A)

0 fago eluido no tampao SM foi recolhido e sujeito a concentracdo e posterior purificacao
de acordo com (Sambrook e Russell (2001). Sumariamente, a cada 10 mL obtidos adicionou-se
0,584 g de NaCl e colocou-se a 4°C, com agitacdo (107 rpm, Heidolph Unimax 1010, Alemanha),
durante 1 hora [27].

Posteriormente, a solucao foi centrifugada (Sigma 3-16K), durante 10 minutos, a 4 °C e 9000
x g recolhendo-se, no final, o sobrenadante. Por cada 10 mL de sobrenadante obtido adicionou-
se 1 g de polietilenoglicol (PEG) 8000 e incubou-se, sob agitacao (107 rpm, Heidolph Unimax
1010, Alemanha) a 4 °C durante a noite [27].

A solucdo foi sujeita, posteriormente, a uma centrifugacao (Sigma 3-16K, Reino Unido),
durante 10 minutos, a 4 °C e 9000 x g recolhendo-se, no final, o precipitado contendo o fago. O
precipitado foi ressuspendido em tampao SM e a esta solucéo foi adicionado cloroférmio (1:3
vol/vol). Apds homogeneizacado da solucao, a mesma foi centrifugada (Sigma 3-16K, Reino Unido)
durante 15 minutos, a 4 °C e 3500 x g No final, a fase aquosa (fase superior) foi recolhida e

conservada a 4 °C [27].
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3.1.3. Quantificacao do fago de P. fluorescens (PF/A)

A quantificacdo do fago PF7A foi realizada de acordo com metodologia anteriormente
descrita por Sambrook e Russel (2001) em que diluicdes sucessivas de 1:10 (100 uL) foram
adicionadas a 100 pL de bactéria e 3 mL de TSA.s. € espalhadas numa placa com TSA (1,2 %
agar). Apos solidificacao, as placas foram a incubar a temperatura ambiente, durante a noite. As
placas fagicas foram contabilizadas e o titulo do fago (PFU/mL) determinado recorrendo & equacéo

1[27].

n° de placas fagicas xdiluicdo respetiva

Titulo = Equacao 1

volume de solucao vertida na placa

Todas as quantificacdes de fago foram feitas em duplicado.

3.2.1. Producéao de revestimentos com e sem fago

Os polimeros utilizados na producao de revestimentos foram o alginato de sédio (FMC
BioPolymer, EUA) e o quitosano (Zhejllang Golden-Shell Pharmaceutical CO., LTD., China). O
revestimento contendo o alginato é constituido por 1,5 % de alginato e 0,5 % de glicerol (99 %,
HiMedia Laboratories, India) e o revestimento de quitosano por 1,5 % de quitosano e 0,5 % de
glicerol preparado em uma solucdo de 1 % de &cido latico (90 %, Acros Organics, Bélgica). Apos a
preparar de solucao de 1 % de acido latico € adicionado o quitosano e, quando este se dissolve
completamente ha adicao de glicerol na solucao. Na solucao de alginato, apds a dissolucéo do
polimero, ¢ adicionado o glicerol. Apds a adicao do glicerol as solucdes foram agitadas durante 24
horas a temperatura ambiente; apos esse periodo a solucdo é agitada por mais 2 horas a uma
temperatura de 70 °C (MR Hei-Tec Heidolph, Alemanha). No caso dos revestimentos com fagos

sao adicionados 20 pL de fago (13,3 x10°PFU/mL) por cada 13 mL de revestimento.

3.2.2.Producéo de filmes com e sem fago

Para proceder a secagem dos revestimentos e, assim, obter o filme, efetuou-se a secagem
do filme numa estufa ventilada (WTC binder, Alemanha) a 35 °C, durante 24 horas e, de seguida
os filmes foram estabilizados num exsicador com humidade relativa (HR) de 54 % durante 24

horas. Foram utilizadas placas de Petri, 57 mm de diametro, contendo 13 mL de revestimento.
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3.3.1.Teste da gota

Em placas de Petri de 90 mm, previamente preparadas com TSA foram colocados 150 uL
de bactéria, 250 uL de revestimento (sem fago) e aproximadamente 3 mL de TSA,s.. Apos
solidificacdo da camada foram adicionados 20 L de fago, deixou-se secar a gota de fago e as
placas foram a incubar a temperatura ambiente durante a noite. Para controlo deste teste foram
preparadas trés placas: (A) 150 uL de bactéria e aproximadamente 3 mL de TSA,s. €, depois de
solidificar, foram adicionados 20 uL de fago; (B) 150 L de bactéria com 250 uL de revestimento
de alginato (sem fago) e aproximadamente 3 mL de TSA,s- € (C) 150 uL de bactéria com 250 pL

de revestimento de quitosano (sem fago) e aproximadamente 3 mL de TSA..

3.3.2.Quantificacao do titulo de fago em revestimentos e filmes
3321 Em revestimentos

Para a determinacao do titulo do fago presente em revestimentos aplicou-se 0 método de
quantificacao de fago acima descrito (em 3.1.3.). As diluicdes sucessivas foram realizadas a partir
de um revestimento contendo fago, diluindo-se em série até a diluicao correspondente ao titulo de

fago inicial. Os revestimentos sem fago foram usados como controlo.

3.3.2.2. Em filmes

Tal como em revestimentos, o método de quantificacdo de fago foi semelhante ao descrito
anteriormente (3.1.3.). Para a determinacao do titulo do fago em filmes, foi necessario, numa fase
prévia dissolver o filme em 15 mL de tampao SM e, posteriormente proceder-se as diluicdes
sucessivas, mais uma vez, até a concentracao inicial prevista. O controlo correspondeu a filmes

sem fago.

3.3.3.Avaliacao da presenca de fago

0 método aqui descrito ndo permitiu quantificar o fago presente mas permitiu identificar
a presenca de fago em filmes apds o teste da gota (3.3.1). Sumariamente, utilizou-se um palito
para picar o halo de inibicao formado por: a) um filme com fago e b) gota de filme com fago

dissolvido em tampao SM. Caso este halo seja devido a presenca de fago verificar-se-do placas
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fagicas em relvados bacterianos preparados por inclusdo (3.1.1) e picotados com a biomassa
transferida através do palito e espalhada com tiras de papel estéreis. Os controlos foram realizados

com filmes sem fago.

Foram preparados revestimentos com e sem fago. Relativamente aos filmes, foram
preparados 3 filmes em placas de 90 mm de diametro e 3 filmes em placas de 150 mm de

diametro (mantendo o valor da concentracao de fago constante).

3.4.1.Em revestimentos
34.1.1 Viscosidade

Para realizar este teste foi necessario preparar amostras de revestimentos, com e sem
fago, de 10 mL. Com recurso a um viscosimetro (Model ELV 8 Visco meters, Reino Unido) foram
retirados os valores de viscosidade aquando da sua estabilizacdo, para as diferentes velocidades

selecionadas (0,3; 0,6; 1,5; 3; 6; 12; 30 e 60 rpm), com a utilizacao do spindle 6.

3.4.1.2. Tensao supertficial e dngulos de contacto

Com recurso a um tensiometro (KRUSS Force Tensiometer, Alemanha) determinou-se o
valor de tensao superficial (y",) dos revestimentos a estudar. Para a determinacao dos angulos de
contacto recorreu-se a um medidor de angulos de contacto OCA (OCA 20, Dataphysics, Alemanha).

Foram realizadas 10 medicdes por cada solucdo a estudar.

Para analisar os coeficientes de espalhamento (W), adesdo (W.) e coesdo (W, dos
respetivos revestimentos (equacdes 2, 3 e 4, respetivamente) foi necessario determinar os angulos
de contacto entre os revestimentos e uma superficie (8), que, neste caso, se tratou de uma

superficie absorvente comummente usada em embalagens de carne (Figura 13) [35].

Figura 13. Pelicula absorvente de embalagens de carne.
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W. = vyu.(cos6;-1) Equacao 2
W, =v..(cosB +1) Equacao 3
W. =2 .y, Equacdo 4

Além da medicdo dos angulos de contacto entre revestimentos e a superficie absorvente,
foi necessario, também, determinar os angulos de contacto entre 3 solucdes padrao (agua ultra-
pura, bromonaftaleno e formamida) e a superficie absorvente, a temperatura ambiente, com o
objetivo de avaliar as suas propriedades de superficie (por exemplo: polaridade). A tensao
superficial do liguido pode ser separada de acordo com as interacdes entre as suas moléculas.

Tais interacdes sdo de dois tipos: polar e dispersiva [35].

Dado um liquido puro, cuja os valores de tensao superficial e contribuicdes polar (y’) e
dispersivas (y) sdo conhecidos, se 8 é o angulo de contacto entre o liquido e o solido, a interacéo

pode ser descrita em termos de trabalho de adesao (W,), de acordo com a equacao 5 [35].

W,=WetWp =2 ({[y/ i+ Y [ye+ ye)=2 y. (1+ cos ) Equacéo 5

Na equacao apresentada anteriormente, y'¥e y, traduzem as contribuicdes polares e
dispersivas da superficie absorvente em estudo. Assim, rearranjando a equacao anterior, obtem-

se a equacao 6 [35].

1+cos© yo - 2% . -
>y VYt Y Equacéo 6

. - - . - 1+cos 0 . »
Os parametros, y ‘e Y, sao, entdo determinados pela razao entre L e f}YT

2y

em que o y'traduz o declive e 0 Y&, a ordenada na origem [35].

3.4.2.Em filmes
3.4.2. 1. Espessura

A espessura foi determinada com recurso a um micrémetro (Mitutoyo, Japéo) foram
retiradas 5 medicoes, em diferentes pontos, de cada amostra de filme. Posteriormente a média
destes valores foi utilizadas para determinar o valor de permeabilidade ao vapor de agua bem

como, as propriedades mecanicas dos respetivos filmes [36].
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3422 Cor e opacidade

A cor e opacidade dos filmes foi determinada com recurso a um colorimetro (CR-400/410
CHROMA METER, Konica Minolta, Jap&o), calibrado com a placa standard D65 (Y = 93.9; x =
0.3158 e y = 0.3321), de cor branca. Foram realizadas 5 medicdes, em diferentes zonas do filme,
tendo por base a placa de cor branca. Foram retiradas, também, 5 medicdes, em diferentes zonas

do filme, tendo por base a placa de cor preta.

O parametro cor pode ser descrito segundo o codigo RGB, sendo este determinado com
recurso ao programa Matlab, através da equacdo 7 [37]. A opacidade (%) dos filmes foi

determinada pela equacao 8 [38].

lab2rgb([L a b], ‘OutputType’, 'uint8’) Equacgéo 7

Y em placa branca

Opacidade= 100 Equacao 8

Y em placa preta

3.4.2.3 Permeabilidade ao vapor de dgua

Para a determinacao da permeabilidade ao vapor de agua (WVP) colocou-se 50 mL de
agua destilada em copos, sendo estes selados com os filmes. Os copos com a agua destilada e
os filmes foram, entao, colocados num exsicador com silica (Figura 14) a uma temperatura de 20
°C e com 0 % de humidade relativa (as condicdes no interior do exsicador consideraram-se

constantes) [36].

Figura 14. Sistema laboratorial para a determinacao do valor de permeabilidade ao vapor de agua.
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Para a determinacéo do valor de permeabilidade (WVP, em g/(h.m.Pa)) foi necessario ter
conhecimento da taxa de permeabilidade (WVTR, em g/(h.m?3), a espessura (Xi.., eEm m) e a
diferenca de pressédo (AP, em Pa), a 20 °C, uma vez que estes que se relacionam, tal como mostra
a equacao 9 [36].

WVTR . Xire
AP

WVP = Equacao 9

Para calcular a taxa de permeabilidade (WVTR) foi necessario, primeiramente, relacionar
os valores de perda de massa ao longo do tempo, onde se procedeu a sua regressao, obtendo-se
o valor do declive (g/L). Pela equacao 10, foi, entdo, possivel relacionar o declive com a area de

transferéncia (A...., €m m2) do filme e, assim, obteve-se o valor de WVTR [36].

declive

WVTR = Equacao 10

ranf

34.24. Solubilidade

A solubilidade do filme em agua pode ser definida como o contetdo de matéria seca do
filme solubilizado apo6s 24 h de imersao em agua. Inicialmente, cortou-se o filme com um didametro
aproximando de 2 cm, e estes foram colocados dentro de cadinhos, onde se pesou o cadinho mais
o filme. De seguida este conjunto foi colocado numa estufa (Termaks, Noruega) a 105 °C num
periodo de 24 horas, procedendo-se, no final, novamente a sua pesagem. Numa fase posterior,
colocou-se os filmes secos em copos, com 50 mL de agua destilada, selados no topo com parafiim.

Estes foram colocados em agitacéo, durante 24 h [36].

O filme que nao se dissolveu nas 24 h de agitacdo em agua foi filtrado e reaproveitado a
parte nao soltvel sendo que esta foi novamente colocada nos respetivos cadinhos para nova

pesagem. Por fim, a solubilidade em agua foi determinada de acordo com a equacao 11 [36].

(Massa inicial-Massa final)

Solubilidade= x100 Equacao 11

Massa inicial

3.4.2.5. Angulos de contacto,/ hidrofobicidade

Para a avaliacao da hidrofobicidade do filme, foi necessario avaliar os angulos de contacto

entre uma solucdo de agua ultra-pura e o filme. Para tal recorreu-se ao medidor de angulos de
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contacto OCA (OCA 20, Dataphysics, Alemanha), de onde s&o retirados 10 medicdes para cada

filme [35].

3.4.2.6. Propriedades mecanicas

Foram avaliadas as propriedades mecanicas dos filmes, através da determinacdo da
elongacao a quebra e forca de tensdo, com recurso a um aparelho universal de ensaios (modelo
4500, Instron Corporation, Espanha), seguindo a norma ASTM D 882-91 (ASTM-D-882-91, 1991).
Inicialmente, foi fixado uma velocidade de 50 mm/min, tendo as amostras de filmes a seguintes
dimensdes: 10 cm de comprimento e 2 cm de largura. Para cada amostra, o teste foi efetuado 3
vezes. A forca de tensao (Pa) é calculada através da razado entre a carga maxima (N) e a area da
seccao transversal do filme (largura e espessura, em m?) (equacdo 12); sendo a elongacao, a
razdo entre o deslocamento (m) e o comprimento do filme (m), sendo esta, expressa em
percentagem (equacao 13) [36].

carga maxima

Forca de tenséo = Equacao 12

largura xX,.

Elongacéo = deslocamento . 100 Equacao 13

comprimento

3.4.2.7. Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier um parametro
caracterizado pela determinacao dos espectros dos filmes na zona do infravermelho. Estes foram
obtidos através de um espectrometro (16 Perkin-ElImer PC spectrometer, EUA), no modo de
reflectancia total atenuada entre os 400 e os 4000 cm+, utilizando 16 varrimentos com uma

resolucéo de 4 cm- [36].

A analise estatistica foi efetuada através do teste ANOVA com uma Unica variavel

(presenca ou auséncia de fago), seguida pelo teste de 7uhey HSD com significancia de p < 0,05.
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Os dados foram avaliados estatisticamente por meio do soffware STATISTICA versado 10.0 (StatSoft

Inc. 2011).
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Apods as etapas de propagacao e purificacdo de fago, o fago produzido foi quantificado

(Figura 15).

Figura 15. Placas de petri com diferentes diluicoes de fago. A) placa de petri onde se plaqueou uma ntracao elevada de

fago e que resultou na lise completa do hospedeiro, B) placa de petri com relvado bacteriano em que sio visiveis placas
fagicas, C) placa de petri em que a diluicdo de fago plaqueada ja nio continha fago.

A producao de fago resultou numa concentracao elevada de fago na ordem dos 10 x10=

PFU/mL.

4.2.1. Teste da gota

Numa analise preliminar foi avaliada a possibilidade dos revestimentos produzidos
poderem inviabilizar o fago. Pela analise da figura 16 é possivel verificar que ha formacao de um
halo de inibicdo resultante da lise da bactéria devido & presenca do fago nas analises dos
revestimentos de alginato e quitosano contendo fago. Assim, conclui-se, pela analise, que as

solucdes de revestimentos propostas nao inviabilizam o fago.

Figura 16. Teste da gota para revestimento de alginato (A) e para revestimento de quitosano (B).

-41-



Novos sistemas de embalagens antimicrobianas para alimentos utilizando bacteriéfagos

Os controlos para este teste (Figura 17), provam que a lise da bactéria apresentada na

figura 16, advém da presenca de fago, uma vez que a presenca de revestimentos em bactéria nao

provoca nenhuma lise bacteriana.

Figura 17. Controlo do teste da gota. (A) Lise bacteriana provocada pela gota de fago; (B) auséncia de lise bacteriana provocada
pelo revestimento de alginato e (C) auséncia de lise bacteriana provocada pelo revestimento de quitosano.

4.2.2. Quantificacao do titulo de fago em revestimentos e filmes
4.22.1. Em revestimentos

Para determinar a possibilidade dos revestimentos afetarem a viabilidade do fago foi
determinado o seu titulo ao longo do tempo. Inicialmente foram adicionados 20 uL de fago (13,3
x10°PFU/mL ao revestimento, o que corresponde, a um titulo de fago de aproximadamente 2 x107

PFU/mL de revestimento.

Apos a aplicacao do método de quantificacéo de fago, para cada um dos revestimentos,
pode verificar-se que para a solucdo contendo alginato (figura 18A) o fago apresenta um titulo de
1,8 x 107PFU/mL, ou seja, o polimero nao inviabiliza o fago, uma vez que o valor € muito proximo
do titulo inicial (2 x107PFU/mL). Relativamente, a solucdo contendo quitosano, pode verificar-se
(figura 18B) que nao é possivel quantificar o fago existente, uma vez que nao ha formacao de
placas fagicas, podendo concluir-se que a solucao de revestimento composto por quitosano

inviabiliza o fago.

Apos a verificacdo da perda de titulo de fago, testou-se se a solucdo de acido latico (1 %),
componente presente na formulacdo de quitosano, uma vez que este poderia influenciar a

viabilidade de fago (Figura 18C).
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Figura 18. Quantificacdo de fago em revestimento de (A) alginato, (B) quitosano e numa (C) solucao de acido latico a 1% com
uma concentracao inicial de fagos de 2 x10'PFU/mL.

De acordo com o estudo feito, pode verificar-se que também aqui o fago perdeu viabilidade
quanto estava presente na solucao de acido latico. Este fator, aliado ao baixo pH da solucao (pH
= 4), um valor que ndo permite a sobrevivéncia do fago, faz com que nédo seja possivel utilizar as
solucdes de quitosano como revestimento para incorporacdo de fagos. Este facto ja havia sido
reportado por Amorim et a/. (2014) que demonstrou que o quitosano, por ser um polimero
carregado positivamente, inibiu o fago estudado (fago 933W para £.coli C600 - estirpe nao

patogénica) através de interacdes electroestaticas com as cargas negativas da capside [39].

Nesta etapa do processo foi efetuado um controlo, ou seja, a realizacdo do presente

meétodo para revestimentos sem fago, e para a solucao de acido laticoa 1 % e, tal como previsto,

dada a auséncia de fago, nao foi detetada, em nenhuma das placas, lise bacteriana (Figura 19).

Figura 19. Controlo do teste de quantificacdo de fagos em revestimento de alginato (A), de quitosano (B) e em solucao de acido
latico a 1% (C) em solugdes sem fago.

4222 Em filmes

Os filmes foram obtidos a partir da secagem das solucdes referidas no ponto anterior

(4.2.2.1.).
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Apds a aplicacao do método de quantificacao verificou-se, novamente, um resultado
negativo para filmes contendo quitosano, em que, a semelhanca dos revestimentos de quitosano,
resultaram na inviabilizacdo do fago (Figura 20A). No entanto, verificou-se também que para os
filmes de alginato ndo se detetou a existéncia de placas fagicas (Figura 20B). Isto podera dever-se
ao facto de, ao ressuspender o filme em tampao SM, se obter uma solucdo com elevada
viscosidade o que pode nao permitir a uniformizacao do fago pela solucéo, e dai os resultados

serem inconclusivos.

Figura 20. Quantificacio de fago em filmes de quitosano (A) e alginato (B) com uma concentracio inicial de fagos de 2 x10’
PFU/mL.

Foi efetuado um controlo, ou seja, a realizacdo do presente método para filmes sem fago,
(Figura 21) onde, é possivel verificar que os resultados vao de acordo ao esperado, ou seja, que

nao ha manifestacao da presenca de fago.

Figura 21. Controlo do teste de quantificacdo de fagos em filmes de quitosano (A) e de alginato (B) sem fago.
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4.2.3. Avaliacao da presenca de fago

O objetivo desta avaliacao foi verificar se efetivamente ha perda de fago com a obtencéo
do filme de alginato ou se a dificuldade de quantificar o fago advém, efetivamente do facto de a
solucdo (filme ressuspendido em tampao SM) ser demasiado viscosa, ndo permitindo a

uniformizacao do fago.

Assim, apos a colocacdo dos filmes com e sem fago em placas com o hospedeiro e
cobertas de TSA fop agar, pode-se verificar pela figura 22A), a formacao de um halo de inibicao
em torno dos pedacos de filme com fago, o que nao aconteceu para os filmes sem fago (Figura

22B).

Figura 22. Halos de inibigao criados pelos filmes de alginato com fago (A) e sem fago (B).

Foram, igualmente colocadas, gotas de 50 pL de filme de alginato ressuspendido em
tampao SM (filme com e sem fago), em placas previamente preparadas com um relvado
bacteriano e camada de TSA fop agar. Pela figura 23A, é possivel verificar que nas placas com
gotas que continham fago, surge um halo de inibicdo, por outro lado, na placa em que as gotas

ndo continham fago, nao houve formacdo de nenhum halo (figura 23B).

Figura 23. Halos de inibicado criados pelas gotas de filmes de alginato ressuspendido em tampao SM (B), com fago (A) e sem
fago (B).
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As figuras 22A e 23A, mostram a formacao de halos de inibicdo criado por filme com fago
e por gotas de filmes com fago ressuspendidos em tampao SM, respetivamente. De forma a
percecionar se 0s halos de inibicdo criados, tém origem na presenca de fago, estes foram picados
e as respetivas transferéncias e espalhamentos em placas contendo bactéria foram avaliadas.
Assim, pela analise da figura 24, é possivel concluir gue em ambos os casos ha presenca de fago

uma vez que as ambas as placas apresentam lise bacteriana.

Figura 24. Presenca de fago no halo de inibi¢cao criado pelo filme de alginato (A) e no halo de inibi¢cdo criado pela gota de
filme de alginato ressuspendido em tampao SM (B).

Concluiu-se, entdo, que ¢é possivel utilizar revestimentos e filmes de alginato para a
incorporacao de fagos uma vez que estes se encontram viaveis ao longo do processo. Para o caso
do quitosano, é possivel afirmar que nao é possivel a sua utilizacdo para incorporacao do fago

uma vez que ha perda total de fago apos o contacto deste com a formulacdo de quitosano.

Com o objetivo de avaliar o efeito dos fagos nas carateristicas em revestimentos e filmes
foram realizados testes que permitiram avaliar: a) o uso de revestimento com fagos numa pelicula
absorvente usada em embalagens carneas e b) o efeito dos fagos nas propriedades fisico-quimicas

de filmes.

4.3.1. Revestimentos
4311 Viscosidade

Para analisar a viscosidade dos revestimentos obtidos, recorreu-se a um viscosimetro de
onde foram obtidos valores de viscosidade para diferentes velocidades de rotacao do spindle

escolhido (0.3, 0.6,1.5,3, 12 e 15 rpm). Apos a analise dos dados obtidos (Anexo A, Tabela
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A.Al.1.), foram construidas as curvas de viscosidade de ambos os filmes em funcao do shear
rate, figura 25. O shear rate é a razao entre a velocidade e a distancia entre dois pontos, sendo a
unidade s! e, este é obtido pela multiplicacao do factor shear rate (fator dado pelo aparelho) pelas

velocidades de rotacao.

10000

1000 b

- @ Sem fago
100
Com fago

Viscosidade [mPa.s)

0,01 0,1 1 10 100
Shear rate [s7)
Figura 25. Viscosidade (mPa.s) em funcido do shear rate (s-) para filmes com e sem fago.
Pela observacao das curvas de viscosidade em funcao do shear rate & possivel concluir
que estas tém o mesmo comportamento, sendo estas semelhantes. Pela analise estatistica dos
dados obtidos é possivel concluir que a presenca de fago nao influencia o valor de viscosidade

(teste 7ukey HSD, p<0.05).

4312 Tenséao superficial e angulos de contacto

Um dos parametros para obter os coeficientes de espalhamento, adesdo e coesdo é a
tensao superficial dos revestimentos. Assim, para revestimentos sem fago obteve-se 55,5 + 0,9
mN/m e, para revestimentos com fago o valor obtido é de 54,5 + 0,9 mN/m. Pode-se verificar
que os valores obtidos ndo apresentam uma diferenca significativa, o que permite concluir que a

presenca do fago nao influencia a tenséo superficial do revestimento.
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De forma a avaliar a possibilidade de aplicar o revestimento na pelicula absorvente foi
realizada a medicao dos angulos de contacto entre os revestimentos (com e sem fago) e a pelicula
absorvente. Esta avaliacao é pertinente para a determinacao dos coeficientes ja mencionados e
para avaliar como podera ser aplicacado dos revestimentos com fagos neste tipo de superficie. Apds
a analise dos dados recolhidos (Anexo A, Tabela A.A2.2.), os valores médios determinados para
revestimentos com e sem fago foram, 88,86 + 5,59° e 84,38 + 4,90° respetivamente.
Estatisticamente, os valores obtidos para revestimento com e sem alginato ndao apresentam uma

diferenca significativa (desvio padrao corresponde a 10 réplicas; teste 7ukey HSD, p <0.05).

Assim, através das equacoes 2; 3 e 4 (em 3.4.1.2.) calculou-se os respetivos coeficientes,

apresentando-se estes na tabela 1.

Tabela 1. Coeficientes de espalhamento, adesdo e coesao para revestimentos com e sem fago na pelicula absorvente.

Revestimento de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
. espalhamento, W, adesao, W, coesao, W,
alginato (mN/m) (mN/m) (mN/m)
Sem fago -50,06 60,94 111
Com fago 53,42 55,58 109

E possivel estimar o caracter hidrofobico ou hidrofilico de superficies a partir das
componentes da tensao superficial. Para ser possivel a determinacdo das trés componentes da
tensao superficial da superficie foi necessario determinar, na superficie escolhida, os angulos de
contacto formados por trés liquidos de polaridade diferentes, sendo um deles apolar. Assim, os
liguidos utilizados para efetuar as medicdes dos angulos de contacto com a superficie foram o

bromonaftaleno (apolar), agua ultra-pura e formamida (polares).

Através da equacao 6 (em 3.4.1.2.) foi possivel determinar os parametros, y©e Y+,

1+cos6 . ~ N .
: L em funcao de y_d, em que o y<traduz o declive e

Jye v

0 Y¢, a ordenada na origem. Para estabelecer esta relacao recorreu-se a valores teoricos de y, y ¢

através de uma relacao linear de

e Y para cada uma das solucdes em estudo (tabela 2). Os valores de cos 8 foram medidos em

radianos e, estes, referem-se aos angulos de contacto de cada uma das solucoes em estudo (Anexo

A, tabela AA2.1)).
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Tabela 2. Valores teéricos das componentes de tensao superficial de de y, y* e y’para agua, bromonaftaleno e formamida

(adaptado de [35]).

Solucio Y.(mN/m) Y (mN/m) y.*(mN/m)
Agua 72,1 19,9 52,2
Bromonaftaleno 44,4 44,4 0
Formamida 56,9 23,5 33,4

Assim, apds tracar a relacao linear descrita anteriormente obteve-se o grafico apresentado

na figura 26.

12

10
y=2,221x + 5,131
8 R? =0,7849

[((1+ cos ©)/2)] . [y, / ((y,*)*(0.5))]

0 0,5 1 1,5 2
yPly ¢

Figura 26. Zisman plot para a pelicula absorvente.

Apos a analise do valor de declive e ordenada na origem da equacao da linha de tendéncia
e, aplicando a equacéo é possivel afirmar que os valores de y'’e y'sao, respetivamente, 4,93 e
26,33. Na pratica estes valores significam que a tensao superficial da pelicula absorvente (y's) é

de 31,26 mN/m com contribuicdes polares e de dispersdo de 4,93 mN/m e 26,3 mN/m,

respetivamente.
4.3.2. Filmes
4.32.1. Espessura

A espessura & um dos parametros necessarios para caracterizar os filmes, sendo
pertinente para a determinacao do valor da permeabilidade ao vapor de agua bem como, das

propriedades mecanicas destes.

Para a sua determinacédo é necessario retirar valores de espessura de 5 pontos de cada

filme (Anexo B, Tabela B.B1.1.). Os valores médios obtidos para filmes com e sem fago séo,
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respetivamente, 0,048 + 0,015 mm e 0,051+0,013 mm. Os valores obtidos nao estatisticamente

diferentes, pelo que se pode concluir que a presenca de fago nao influencia a espessura.

4.3.2.2. Cor e opacidade

Para avaliar a cor dos filmes obtidos, foram recolhidos, através de um colorimetro, valores
de 3 pontos distintos do mesmo filme (Anexo B, Tabela B.B2.1) sendo apresentado na tabela 3,

0s valores médios das coordenadas obtidas.

Tabela 3. Valores médios dos parametros de cor (desvio padrio corresponde a 9 réplicas; teste Tukey HSD, p <0.05).

Filmes Y anco Y oo L a a
Sem fago | 84,91 +2,67: | 6,70+ 1,34>| 93,79+ 1,14 | -0,26+0,17¢| 9,34+ 2,38
Comfago | 86,44 +2,74- | 764 +1,81°|9449+1,17<|-024+0,14¢| 826+ 1,83

Pela analise dos dados apresentados na tabela 3 ¢ possivel concluir que estatisticamente
a presenca de fago nao influencia nenhum dos parametros apresentados determinados pelo
colorimetro (letras iguais, numa mesma coluna, significam conformidade dos valores para a

variavel em estudo, presenca ou auséncia de fago).

L* a* e b*representam as coordenadas no espaco de cor sendo, respetivamente, a
coordenada de brilho (/jghtness), coordenada vermelho/verde e, coordenada azul/amarelo. Para
valores positivos de a* considera-se a presenca de tons vermelhos e tons verdes para valores
negativos. Em relacdo a coordenada b*, considera-se a presenca de tons amarelos para valores
positivos e tons azuis para valores negativos. Assim, pode afirmar-se que para os dois tipos de
filmes ha uma predominancia de tons verdes e amarelos uma vez que se verifica, para todos os

pontos respetivos, valores negativos de a* e positivos de b*.

Para melhor percecdo da cor dos filmes, converteu-se as coordenadas L*, a* e b* em
codigo RGB (Red, Green e Blue), através da equacdo 7 (3.4.2.2.), do Matlab 2015. Posteriormente,
converteu-se o codigo RGB em Color Hex. Os valores obtidos para o codigo RGB, bem como os

Color Hex encontram-se na tabela 4.

Tabela 4. Cédigo RGB e Color Hex para filmes com e sem fago.

Fime | G NENNNN  color Hex

Sem fago 244 237 219 #FAEDDB
Com fago 246 239 223 # F6EFDF
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Cada cddigo de Color Hex encontra-se associado a uma cor, na figura 27, seguintes

encontram-se as cores associadas a cada um destes filmes, sem fago (A) e com fago (B).

(A)

ppppppppp

(B)

Figura 27. Exemplo de cor para filmes com e sem fago, obtidos pelo Color Hex.

Para a determinacao da opacidade, em percentagem, dos filmes recorreu-se a equacéo 8
(3.4.2.2.). Para filmes sem fago a opacidade determinada foi de 7,89 + 0,02 % e na presenca de
fago foi de 8,84 + 0,02 %. Apds a andlise estatistica & possivel afirmar que os valores sao

estatisticamente iguais pelo que o fago nédo influencia este parametro.

De modo a percecionar melhor a opacidade dos filmes em questao, apresenta-se, na figura

28, uma mesma superficie com e sem os filmes obtidos.

Figura 28. Logétipo CEB (Centre of Biological Engineering) sem filme (A); filme sem fago sobreposto ao logétipo CEB (B) e
filme com fago sobreposto ao logétipo CEB.

4.3.2.3.  Permeabilidade ao vapor de dgua
Apds a analise dos dados obtidos (Anexo B, Tabelas B.B3.1. e B.B3.2.) é possivel foi

possivel obter grafico (Anexo B, Figura B.B3.1) onde é relacionada a taxa de perda de massa ao

longo do tempo, determinando assim o declive de cada curva (Anexo B, Tabela B.B3.3.).
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Através da equacao 10 (3.4.2.3.), determinou-se a taxa de permeabilidade ao vapor de
agua (WVTR). Este valor &, entdo, pertinente para calcular o valor de permeabilidade ao vapor de
agua (WVP) de cada filme, que é calculado através da equacao 9 (3.4.2.3.) Os valores médios
determinados (Anexo B, Tabela B.B3.4.) de permeabilidade ao vapor de agua para os filmes com
e sem fago sdo, respetivamente, 2,64 + 0,16x107 g/ (h.m.Pa) e 2,81 + 0,31 x 107) g/(h.m.Pa).
De acordo com a analise estatistica, a presenca de fago nédo influencia significativamente este

parametro (desvio padrao corresponde a 3 réplicas; teste 7ukey HSD, p <0.05).

4.3.2.4.  Solubilidade

Tal como explicando anteriormente, foi calculado o peso seco dos filmes (Anexo B, Tabela
B.B4.1.), mas o procedimento descrito foi interrompido uma vez que os filmes se dissolveram ao
final de 1 minuto. Conclui-se, entao, que o facto de os filmes de dissolverem rapidamente favorece
0 processo de conserva da carne. Quando o filme se encontra em contato com os liquidos
libertados pela carne este vai dissolver-se, libertando, assim, o fago presente atuando, este, sobre

0 hospedeiro em causa.

4.3.2.5.  Angulos de contacto/hidrofobicidade

De modo a perceber a hidrofobicidade dos filmes produzidos (com e sem fago) foi
determinados os angulos de contacto entre uma solucao de agua ultra-pura e os filmes. Para cada
filme foram recolhidas 10 medicdes (Anexo B, Tabela B.B5.1.). O valor médio dos angulos de
contacto da agua com a superficie sem fago é de 101,29 + 3,44 ° e, para superficies com fago é
101,52 + 3,25 °. E possivel afirmar que a presenca de fago também nao influencia este parametro
(p > 0.05). Relativamente a hidrofobicidade dos filmes obtidos, quando os angulos de contacto
entre a dgua e estes, apresentam valores inferiores a 90 © sdo considerados hidrofilicos, quando
superiores a 90 ° sdo considerados hidrofdbicos. Assim, conclui-se que os filmes produzidos s&o

hidrofdbicos.
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4.3.2.6. Propriedades mecanicas

A forca de tensao traduz a capacidade de um filme resistir a uma forca até quebrar e,
a elongacao de um filme é a percentagem de aumento do comprimento do filme antes da sua
quebra, devido a tensao aplicada neste.

Apds a analise dos dados obtidos (Anexo B, Figuras B.B6.1. a B.B6.6.), obteve-se os
valores médios carga maxima e deslocamento associados a cada filme.

Aplicando as equacdes 12 e 13 (3.4.2.6.) obteve-se os valores de forca de tenséo e
elongacdo dos filmes com e sem fago. Os valores médios dos parametros mencionados

apresentam-se na tabela 5 (desvio padrao corresponde a 9 réplicas; teste Tukey HSD, p <0.05).

Tabela 5. Valores médios dos parametros das propridedades mecanicas (desvio padrio corresponde a 9 réplicas; teste Tukey
HSD, p <0.05).
. Forca de = 10
Filme tensio (MPa) Elongacao (%)
Sem fago 13,139+£5812° | 4,323 +1,939°
Com fago 12,572 £ 3,241- | 3,071 +0,954°

De acordo com a analise estatistica, a presenca de fago nao varia significativamente
nas propriedades mecanicas dos filmes (letras iguais, numa mesma coluna, significam

conformidade dos valores para a variavel em estudo, presenca ou auséncia de fago).

4.3.2.7. Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier

Para a avaliar a espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
necessario proceder a determinacdo dos espectros dos filmes, com e sem fago, na zona do
infravermelho no modo de reflectancia total atenuada. Na figura 14, apresentam-se os respetivos

espetros para os filmes estudados, com a identificacao das zonas de interesse.
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—— Filme com fago

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (cm-1)
Figura 29. Espectros obtidos para filmes com e sem fago.
As zonas de interesse sao, respetivamente 2881,13 cm?, 1457,92 cm* e 630,61 cm-.
Estas foram escolhidas com base no espectro do filme com fago, que comparado ao filme sem
fago apresenta um decréscimo acentuado nas zonas em questdo, o que pode ser explicado pela
presenca de fago na matriz de filme do alginato. Estes valores sao caracteristicos de um espectro

de um fago M13, assim como, referenciado, em outros trabalhos [40].

Para percecionar se o espetro obtido para o filme sem fago se encontra de acordo com o
esperado, comparou-se o espetro obtido com outro espetro de alginato ja reportado [41]

concluindo-se que estes se encontram em concordancia

Assim conclui-se que neste processo de obtencdo de revestimentos/filmes, para o alginato, nao

ha perda de fago, tal como ja concluido em 4.2.3.
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Conclusdes gerais e recomendacoes futuras

No presente trabalho foi estudado a possibilidade de incorporacédo do fago (PF7A) em duas
matrizes, sendo a primeira constituida por 1,5% de alginato e 0,5% de glicerol e, a segunda por
1,5% de quitosano e 0,5% de glicerol preparado em uma solucao de 1% de acido latico, para a
formacado de revestimentos e filmes com finalidade de aplicacdo numa pelicula absorvente
comummente utilizada em embalagens, uma vez que as Pseudomonas fluorescens encontram-se

associadas a deterioracao de carnes.

Foi avaliada a possibilidade de os revestimentos e filmes, na sua composicao, inibirem o
fago. Apos os testes de viabilidade do processo verificou-se que este é possivel quando se
incorpora o fago em alginato enquanto para o quitosano o processo nao apresenta viabilidade. O
resultado negativo é justificado pelo baixo pH da solucdo de quitosano obtida e pelas interacoes

electroestaticas do polimero carregado positivamente com as cargas negativas da capside do fago.

Para revestimentos foi avaliada a viscosidade e a tensdo superficial bem como os
coeficientes de adesdo, coesao e espalhamento dos revestimentos na superficie. Para os filmes
foi determinada a espessura, 0s parametros de cor e opacidade, hidrofobicidade, as propriedades
mecanica e de transporte, assim como, a espetroscopia por infravermelho com transformada de
Fourier. Estes parametros foram realizados de modo a perceber se a presenca de fago influenciava
de alguma maneira os mesmos. Assim, foi possivel concluir, que além do processo ser possivel

para a matriz de alginato, o fago nao influenciou nenhum dos parametros estudados.

E importante salientar que os filmes obtidos, apresentaram uma rapida solubilidade em
agua, o que se pode concluir que ao formar filme na pelicula absorvente da carne, o filme vai ter
uma rapida dissolucdo aquando do contacto com os liquidos libertados pelo alimento, o que

provoca a libertacdo do fago, atuando, este, sobre as possiveis bactérias que contenha.

No presente trabalho n&o foi possivel aplicar diretamente os revestimentos e filmes no
alimento, pelo que se entende que seria pertinente, avaliar, na pratica, a interacdo dos
revestimentos e filmes obtidos na carne, de modo a percecionar a aplicabilidade do processo e

verificar como estes interagem com a carne.

Uma vez que a escolha do polimero a utilizar € dependente do tipo de alimento em estudo,
propde-se 0 estudo de um processo semelhante com outros polimeros, aprovados em legislacao,
que tenham viabilidade para ser aplicados. Do mesmo modo, a escolha de um fago diferente, ou

seja, alternativas a outras bactérias que possam estar presentes noutros alimentos.
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Anexo A. Caracterizacao de revestimentos
Al. Viscosidade

Anexos

Tabela A. Al.1. Valores de viscosidade (mPa.s) obtidos em funcio da velocidade de rotacio (rpm) e valores de shear rate
obtidos para o spindie 6.

Velocidade de rotacao Viscosidade (mPa.s) Shear rate (fator

(rpm) Sem fago | Com fago 0,34)

0,3 1327 1499 0,102

0,6 973 1180 0,204

1,5 792 821 0,51

3 719 764 1,02

6 661 701 2,04

12 608 634 4,08

30 545 551 10,2

60 502 500 20,4

AZ. Tensao superficial e dngulos de contacto

Tabela A. A2.1. Valores de angulos de contacto entre solu¢cdes padrao (agua ultra-pura, bromonaftaleno e formamida), os

revestimentos (com e sem fago) e uma pelicula absorvente.

Angulos de contacto

Solucdes padrao

Revestimentos

Agt:l::tra Bromonaftaleno | Formamida | Sem fago Com fago

84,10 50,20 84,70 89,00 93,20

81,70 44,70 85,00 74,00 87,90

77,90 47,80 85,00 79,70 85,50

84,00 53,00 83,30 81,50 92,10

com 77,80 54,10 81,90 89,00 88,70
PELICULA 77,70 57,30 77,20 84,10 79,60
72,60 53,20 79,00 89,00 83,80

78,00 59,30 76,40 84,10 85,70

86,80 52,60 75,80 87,90 98,80

84,50 48,20 75,00 85,50 93,30

Média 80,51 52,04 80,33 84,38 88,86
::::’;: 4,38 4,44 4,08 4,90 5,59
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Anexo B. Caracterizacao de filmes

B1. Espessura

Tabela B.B1.1. Valores de espessura obtidos para filmes com e sem fago.

Filme sem fago

Espessura (mm)

Filme com fago

Espessura (mm)

0,043 0,055

0,053 0,067

1 0,040 1 0,042
0,050 0,068

0,053 0,032

0,045 0,042

0,038 0,028

2 0,086 2 0,060
0,060 0,056

0,032 0,045

0,049 0,053

0,035 0,053

3 0,066 3 0,053
0,068 0,073

0,034 0,029

0,055 0,045

0,044 0,048

4 0,066 4 0,051
0,062 0,065

0,036 0,043

0,043 0,036

0,041 0,081

5 0,057 5 0,048
0,032 0,025

0,071 0,032

0,051 0,054

0,055 0,025

6 0,045 6 0,058
0,051 0,031

0,061 0,055

Média 0,051 Média 0,048
Desvio Padrao 0,013 Desvio Padrao 0,015

-68 -




B2. Cor e opacidade

Tabela B.B2.1. Parametros de cor para filmes com e sem fago.

Anexos

Filme sem fago A . Y, L* a* b*
86,33 7,10 94,45 0,23 7,84
4 81,26 8,92 92,25 0,03 12,04
86,58 6,85 94,13 0,16 9,18
87,33 5,14 94,88 0,26 6,31
5 87,30 6,13 94,86 0,37 8,13
80,01 4,78 91,69 0,16 14,09
86,60 5,95 94,57 -0,54 7,90
6 84,45 8,05 93,64 0,43 8,89
84,37 7,40 93,61 0,26 9,65
Média 84,91 6,70 93,79 0,26 9,34
Desvio Padrao 2,67 1,34 1,14 0,17 2,38
Filme com fago Yoranco \ f L* a* b*
83,22 6,73 93,11 0,41 10,04
4 84,84 9,30 93,81 0,22 9,88
84,86 7,30 93,82 0,28 8,61
82,86 5,22 92,95 0,22 10,38
5 87,31 8,15 94,87 0,22 7,02
89,37 8,17 95,73 0,06 512
86,39 7,46 94,48 0,39 6,94
6 90,82 8,65 96,33 0,01 6,92
88,26 7,76 95,27 0,36 9,45
Média 86,44 7,64 94,49 0,24 8,26
Desvio Padrao 2,74 1,18 1,17 0,14 1,83

B3. Permeabilidade ao vapor de dgua

Tabela B.B3.1. Valores obtidos das massas dos copos com filme (com e sem fago) e do copo com aluminio, ao longo do tempo.

Massa (g)
Tempo Filmes sem fago Filmes com fago
(h) Filme 4 Filme 5 Filme 6 Filme 4 Filme 5 Filme 6
0 197,0258 | 193,9418 | 186,9114 | 195,6547 | 201,2845 | 197,9357
2 196,8648 | 193,7943 | 186,7404 | 195,4944 | 201,1373 | 197,7759
4 196,7157 | 193,6424 | 186,5689 | 195,3315 | 200,9761 | 197,6043
6,5 196,6361 | 193,4605 | 186,3635 | 195,1391 | 200,7810 | 197,3930
8 196,4317 | 193,3541 | 186,2443 | 195,0286 | 200,6693 | 197,2745
10 196,2741 | 193,1979 | 186,0649 | 194,8638 | 200,4911 | 197,1063
28 195,0555 | 1919983 | 184,7112 | 193,5797 | 199,2451 | 195,8336
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Tabela B.B3.2. Valores obtidos da taxa de perda de massa dos copos com filmes (com e sem fago); valores padronizados com

o controlo de aluminio.

Perda de massa (g)
Filme sem fago Filmes com fago
Tempo (h) ™04 | Fime5 | Fime6 | Fimed | Fime5 | Fime6
0 0 0 0 0 0 0
2 0,1337 0,1202 0,1437 0,1330 0,1199 0,1325
4 0,2698 0,2591 0,3022 0,2829 0,2681 0,2911
6,5 0,4370 0,4286 0,4952 0,4629 0,4508 0,4900
8 0,5343 0,5279 0,6073 0,5663 0,5554 0,6014
10 0,6814 0,6736 0,7762 0,7206 0,7231 0,7591
0,9
0,8 —&— Amostra 4, sem fago

o e
< RN

o
U

Diferenca de massa (g)
o o o
N w E-Y

o
i

o
(=
N

-0,1

4 6 8

Tempo (h)

10

12

Amostra 5, sem fago

Amostra 6, sem fago

Amostra 4, com fago

—@— Amostra 5, com fago

—@— Amostra 6, com fago

Figura B.B3.1. Grafico da perda de massa dos copos com filmes (com e sem fago) ao longo do tempo).

Tabela B.B3.3. Equacoes das linhas de tendéncia de cada curva representada na figura B.B3 e, respetivos R:

Sem fago
Filme 4 Filme 5 Filme 6
y =0,0677x-0,0016 y = 0,0675x - 0,0083 y =0,0775x - 0,0065
R? = 0,9998 R? = 0,9994 R? = 0,9996
Com fago
Filme 4 Filme 5 Filme 6
y =0,0721x - 0,0055 y =0,0724x-0,015 y =0,0766x-0,0105
R? = 0,9997 R? = 0,9982 R? = 0,9994
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Tabela B.B3.4. Determinacao dos valores dos fatores de permeabilidade ao vapor de agua.

Anexos

Filmes sem fago Filmes com fago
Fime4 | Filme5 | Filme6 | Filme4 | Fime5 | Fime6
Area de
transferéncia 0,005541768
(m2)
D|fere~nga de 9337
pressao (Pa)
Declive (g/h) 0,0677 0,0675 0,0775 0,0721 0,0724 0,0766
WVIR 12,216 12,180 13,985 13,010 13,064 13,822
(g/(h.m?))
WVP
2,750E-07 | 2,543E-07 | 3,148E-07 | 2,806E-07 | 2,482E-07 | 2,638E-07
(g/(h.m.Pa))
B4. Solubilidade
Tabela B.B4.1. Valores obtidos de peso seco de filmes com e sem fago.
Filmes sem fago Filmes com fago
Massa Massa Massa Massa
Amostra | . . ial (g) | final (g) | "™ (8) | Amostra | Lol (e) | final () | 2™ (@)
1 30,13 30,117 0,013 1 20,6393 20,6266 0,0127
2 30,7208 30,7106 | 0,0102 2 31,8665 31,8497 0,0168
3 30,5483 30,5319 | 0,0164 3 27,7435 27,7294 0,0141
Média 0,0132 0,0145
Desvio 0,0031 0,0021
Padrao

B5. Angulos de contacto/hidrofobicidade

Tabela B.B5.1. Valores de angulos de contacto obtidos entre uma solucdo de agua ultra-pura e os filmes, com e sem fago.

Filmes sem fago Filmes com fago
PLACA 4 5 5 PLACA 4 5 5
95,50° | 96,30° | 96,60° 95,70° | 96,40° | 96,60°
Angulo de | 96:90° | 9830° | 9820° | fpoyiode | 96:80° | 9860° | 98,20°
contacto | 98,30° | 99,50° | 9870° | contacto | 99.70° | 99,50° | 98,70°
entre 98,60° | 99,90° | 99,80° entre 100,60° | 99,50° | 99,80°
aguaultra | 99,80° | 99,90° | 99,90° | Aguaultra | 102,60° | 100,80° | 99,90°
purae | 102,40° | 101,10° | 100,10° | purae | 103,00° | 102,20° | 100,10°
filme 103,70° | 102,30° | 104,00° filme 103,60° | 103,30° | 104,00°
104,00° | 105,50° | 104,10° 103,90° | 103,70° | 104,10°
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104,10° | 106,00° | 104,80° 104,60° | 103,80° | °104,80°
105,80° | 108,60° | 106,00° 107,20° | 107,80° | 106,00°
Média 100,91° | 101,74° | 101,22° Média 101,77° | 101,56° | 101,22°
Desvio | 3530 | 3g50 | 3900 | PesVio | agg0 | go00 | 3900
Padrao Padrao
B6. Propriedades mecénicas
Filme sem fago (1)
0,025000
0,020000
=
=~ 0,015000
.g Espécie 1
X 0,010000
= Espécie 2
g" 0,005000 Espécie 3
4
0,000000—f== .
-2,000000 0,000000 2,000000 4,000000 6,000000 8,000000 10,000000 12,000000
-0,005000
Deslocamento (mm)
Figura B.B5.1. Carga maxima (kN) em funcéo do deslocamento (mm) da amostra 1 de filmes sem fago.
Filme sem fago (2)
0,016000
0,014000
0,012000
=
= 0,010000
g 0,008000 Espécie 1
x
'€ 0,006000 Espécie 2
g" 0,004000 Espécie 3
~ 0,002000 { / m
0,000000—- L‘* —

-2,008%%%080000000 2,000000 4,000000 6,000000 8&,000000 10,000000 12,000000
' Deslocamento (mm)

Figura B.B6.2. Carga maxima (kN) em funcéo do deslocamento (mm) da amostra 2 de filmes sem fago.
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Anexos

Filme sem fago (3)

0,025000
0,020000 /
3 0,015000
©
£ Espécie 1
= 0,010000
€ Espécie 2
fu'}, o
= 0,005000 Espécie 3
]
0,000000
-2,000000 0,000000 2,000000 4,000000 6,000000 8,000000 10,000000 12,000000
-0,005000
Deslocamento (mm)
Figura B.B6.3. Carga maxima (kN) em funcéo do deslocamento (mm) da amostra 3 de filmes sem fago.
Filme com fago (1)
0,020000
0,015000
=
=
© 0,010000 )
S Espécie 1
3
c Espécie 2
© 0,005000 i
20 Espécie 3
©
’ L
0,000000

-2,000000 0,000000  2,000000 4,000000 6,000000 8,000000 10,000000 12,000000

-0,005000
Deslocamento (mm)

Figura B.B6.4. Carga maxima (kN) em funcio do deslocamento (mm) da amostra 1 de filmes com fago.
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Filme com fago (2)
0,012000

0,010000

= 0,008000
-~

Espécie 1

Espécie 2

Espécie 3
0,002000

0,000000

-1,00000@,0000001,00000@,00000(8,0000004,000000,000000,0000007,00000(8,000000
-0,002000

Deslocamento (mm)

Figura B.B6.5. Carga maxima (kN) em funcéo do deslocamento (mm) da amostra 2 de filmes com fago.

-2

Carga maxima (kN)

Filme com fago (3)
0,025000

0,020000

0,015000 /

0,010000

Espécie 1

Espécie 2
0,005000

Espécie 3

0,000000

,000000  0,000000 2,000000  4,000000  6,000000  8,000000 10,000000

-0,005000
Deslocamento (mm)

Figura B.B6.6. Carga maxima (kN) em funcio do deslocamento (mm) da amostra 3 de filmes com fago.
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