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resumo

Campo elétrico pulsado, embalagem alimentar, bionanocomposito,
condutibilidade elétrica, quitosana, 6xido de grafeno reduzido

O campo elétrico pulsado (PEF) é uma das mais promissoras tecnologias de
processamento de alimentos entre as novas tecnologias de processamento
ndo térmicas. O PEF permite a pasteurizacdo dos alimentos através da
aplicacé@o de poténcias elevadas, em intervalos de tempo muitos curtos, o que
permite inativar enzimas e microrganismos, mantendo as propriedades
organoléticas e nutritivas dos alimentos minimamente alteradas. O tratamento
dos alimentos liquidos ou pastosos ocorre em cémaras de fluxo continuo
previamente ao embalamento. Isto € uma limitacéo da técnica dado que obriga
a transferéncia do alimento da camara para a embalagem, havendo
necessidade de utilizar linhas limpas altamente dispendiosas, sempre com 0
risco de ocorrer recontaminagdo dos alimentos.

Uma mais-valia para esta tecnologia é o desenvolvimento de um material para
embalagem alimentar com boa condutibilidade elétrica que permita o
tratamento por PEF de alimentos ja embalados (in-pack). Neste contexto e
atendendo também a critérios de sustentabilidade ambiental, neste trabalho
investigou-se o potencial de bionanocompositos de quitosana funcionalizada
com O6xido de grafeno reduzido ou nanofibras de carbono, para serem usados
em embalagem alimentar para PEF.

O o6xido de grafeno foi sintetizado pelo método de Hummers modificado e
posteriormente foi quimicamente reduzido com acido L-ascérbico ou acido
cafeico. Foram preparados filmes de quitosana reticulados com genipina e
foram incorporadas diversas concentragdes de 6xido de grafeno reduzido com
acido L-ascorbico ou 4cido cafeico. Para comparacao, prepararam-se também
filmes com nanofibras de carbono. Todos os filmes obtidos foram
caracterizados no que diz respeito as suas propriedades estruturais, elétricas,
colorimétricas, bioquimicas e mecénicas. Os filmes produzidos apresentam os
materiais grafiticos dispersos de forma heterogénea na matriz de quitosana-
genipina, o que se reflete nas propriedades dos filmes, tais como na baixa
condutibilidade elétrica e a diminuicdo da resisténcia mecanica. Estes filmes
apresentam um aumento da percentagem de deformacdo e do médulo de
Young bem como a diminuicdo da solubilidade em agua face ao filme controlo,
0 que induz uma melhoria das propriedades mecéanicas em relacéo ao filme
guitosana-genipina. A incorporagdo do material grafitico na quitosana provocou
a diminuicdo da atividade antioxidante, a excec¢édo dos fiimes com éxido de
grafeno reduzido por acido cafeico. Estes filmes apresentam uma atividade
antioxidante bastante superior aos restantes, indiciando que o acido cafeico
podera estar ligado a quitosana, influenciando assim as propriedades dos
filmes.

Apesar de ser necessdria a otimizacdo da preparacédo dos filmes, de modo a
garantir uma boa dispersdo dos materiais grafiticos com reflexo na melhoria
das suas propriedades mecéanicas e elétricas para o processamento dos
alimentos por PEF in-pack, os filmes de quitosana e Oxido de grafeno s&o
promissores para aplicacdo em embalagens alimentares.
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Food processing by pulsed electric field (PEF) is one of the most promising
non-thermal processing technologies currently available. The application of
high voltage electric pulses to food products ensures their pasteurization while
keeps their organoleptic properties under minimal changes. The main limitation
of this technology is the need for continuous flow chambers where food
processing occurs prior to packaging, which is preventing its transition from a
laboratory scale to an industrial scale.

The present work aimed to provide a solution to this need by developing a
novel food packaging capable of PEF in-pack processing. In order to achieve
this goal while ensuring the fulfilment of environmental sustainability criteria,
combined with the need for a packaging with electrical conductivity, various
films consisting of chitosan with reduced graphene oxide or carbon nanofibers
were synthesized and characterized.

Graphene oxide was synthesized by a modified Hummers method and
chemically reduced by L-ascorbic acid or by caffeic acid. Chitosan films were
prepared with several concentrations of graphene oxide reduced by L-ascorbic
acid, graphene oxide reduced by caffeic acid or carbon nanofibers. All films
were characterized in terms of their structure and electrical conductivity, as well
as their colourimetric, biochemical and mechanical properties.

It was verified that the graphitic material were heterogeneously dispersed in
chitosan, resulting in significant changes in various properties of the films, such
as low electrical conductivity and mechanical resistance. Furthermore, an
increase in the elongation percentage and Young’s modulus and a decrease in
solubility in water was observed in the as-prepared films in comparison with the
control film. The incorporation of the graphitic material in chitosan showed a
reduction of the antioxidant activity of the prepared films, with the exception of
the films with reduced graphene oxide by caffeic acid. In the latter case, it was
shown that these films exhibit a significantly increased antioxidant activity in
comparison with the other films, thus providing an indication that the caffeic
acid may be linked to chitosan influencing the properties of the films.

Although there is a need for optimization of the film preparation in order to
ensure a good dispersion of the graphitic materials, thus improving its
mechanical and electrical conductive properties, these novel chitosan and
reduced graphene oxide films may be promising in the development of food
packages suitable for PEF in-pack processing.
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|. INTRODUCAO

1. Contextualizacao

Na sociedade atual verifica-se um aumento da consciencializagdo do consumidor
do papel da alimentacdo e nutricdo na saude. Consequentemente, a atual tendéncia de
consumo de produtos alimentares centra-se na procura de alimentos minimamente
processados que apds o processamento preservem as suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais. Perante estas exigéncias, os métodos de processamento tradicionais que
recorrem a utilizacdo de elevadas temperaturas sdo inadequados, uma vez que
promovem a degradagdo de importantes compostos presentes nos alimentos e a
diminuicdo do seu valor nutricional (1). H4 cada vez mais a procura de métodos de
processamento de alimentos a baixa temperatura. O campo elétrico pulsado (PEF) é uma
nova tecnologia de processamento ndo térmica, que por aplicar elevadas poténcias
elétricas em pequenos pulsos com a duracdo de segundos, ndo causa elevacao
significativa da temperatura, minimizando a deterioracdao das propriedades dos
alimentos. Esta tecnologia é eficaz na inativacdo de microrganismos e enzimas, sendo
uma das limitagdes a sua aplicac¢do industrial a falta de uma embalagem compativel com
a pasteurizagao do alimento embalado (in-pack) (1).

Estima-se que na Europa sejam perdidas aproximadamente 89 milhdes de
toneladas de alimentos por ano, principalmente devido a contaminagdes. Por este motivo
é urgente implementar estratégias de esterilizacdo dos alimentos e embalagens que
permitam aumentar o tempo de vida dos alimentos em boas condi¢des. Neste contexto
tém surgido novos conceitos de embalagem, como os sistemas de embalagens ativas que
permitem aumentar o tempo de prateleira dos alimentos através de intera¢des dinamicas
entre estes e a embalagem (2).

Tendo também em conta o aumento da quantidade de embalagens alimentares
utilizadas em todo mundo, ha necessidade de reduzir o seu impacto no ambiente. Assim,
é importante desenvolver materiais biodegraddveis que substituam os materiais
derivados do petrdleo ndo biodegradaveis. O recurso a biopolimeros como a quitosana,

no desenvolvimento de bionanocompdsitos para embalagens alimentares ativas que
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permitam a adaptacdo das embalagens as novas tecnologias de processamento,
compreende a satisfacdo de todos estes critérios de sustentabilidade, pelo que a sua

utilizagdo se encontra em expansao (3).
2. Campo elétrico pulsado (PEF)

O campo elétrico pulsado consiste na aplicagdo de pulsos elétricos de alta
voltagem, tipicamente entre 10 — 80 kV/cm com a duragdo 1 — 100 ps, a produtos
alimentares colocados dentro de uma camara de tratamento limitada por dois elétrodos.
Os sistemas genéricos de PEF consistem num sistema gerador de pulsos de alta voltagem,
uma camara de tratamento localizada entre a zona de entrada e saida de alimentos e um
sistema de monitorizagao (Figura 1) (4).
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Figura 1. Representac¢do do sistema de tratamento de produtos alimentares por PEF (4).

O processamento por PEF utiliza voltagens pulsadas em intervalos de tempo muito
curtos resultando em aquecimento dos alimentos a temperaturas ligeiramente acima da
temperatura ambiente e por este motivo ndo ocorrem reagdes inerentes a utilizacdo de
elevadas temperaturas, dando origem a alimentos com as suas caracteristicas originais

minimamente alteradas apds o processamento. Em comparacdo com outras técnicas nao
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térmicas, o PEF tem a vantagem de permitir o processamento dos alimentos de um modo
continuo em poucos segundos e ainda recorrer a um baixo consumo energético. Devido a
estas caracteristicas, esta técnica de processamento é altamente apelativa para a
industria alimentar onde encontra diversas aplica¢des (5).

Os métodos térmicos tradicionalmente utilizados na conservagdao dos alimentos tais
como a pasteurizagdo, ultrapasteurizagdao e esterilizagdo, potenciam reag¢des de
degradacdo nos alimentos decorrentes da utilizacdo de altas temperaturas tais como a
reacdo de Maillard e degradagdo de vitaminas, pigmentos e proteinas. Deste modo as
propriedades organoléticas dos alimentos sdao alteradas, dando origem a produtos
alimentares pouco apelativos aos consumidores. Neste contexto, as novas tecnologias de
conservagdo ndo térmicas tal como o PEF tém sido alvo de grande interesse (6).

O PEF é utilizado para a extracdo de compostos bioativos tais como compostos
fendlicos, isoprendides, vitaminas, pigmentos e polissacarideos de diversas matrizes
alimentares ou para induzir ou modificar a expressao destes compostos bioativos quando
¢ aplicado a tecidos metabolicamente ativos (4). A aplicacdao do PEF como pré-tratamento
na desidratacdo de produtos alimentares tem sido uma estratégia adotada na
desidratacdo de frutos e vegetais. O tratamento por PEF facilita a saida de dgua durante a
desidratacdo osmoética e limita a entrada de solutos nas células, alterando minimamente
as propriedades dos alimentos desidratados. Este pré-tratamento aumenta ainda a taxa
de desidratacdo, aumentando a produtividade. Alguns produtos podem voltar a ser
reidratados, tendo-se verificado que o pré-tratamento por PEF também melhora as
condicBes deste processo (7).

O PEF é uma tecnologia que esta a progredir da escala laboratorial para a escala
industrial, sendo a sua principal aplicacdo a conservacao de alimentos através da
inativacao de microrganismos e enzimas. O PEF é tradicionalmente aplicado a alimentos
liquidos ou semiliquidos tais como sumos de fruta, leite, sopas ou purés. Esta tecnologia
estd em crescente desenvolvimento e recentemente as suas aplicagbes tém sido
extrapoladas a alimentos sélidos e com baixa humidade tais como a carne ou o arroz,

entre outros. Esta tecnologia tem potencial para complementar ou substituir a
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pasteurizacdo térmica tradicionalmente utilizada como método de conservacdao dos
alimentos (8,9).

2.1 Pasteurizagdo de alimentos por campo elétrico pulsado

A aplicagdo de um campo elétrico uniforme as matrizes alimentares provoca
distor¢cdes no campo elétrico a volta das células, sendo esta a premissa subjacente a
inativacdo dos microrganismos no tratamento por PEF. O potencial elétrico das
membranas celulares é mais baixo do que o potencial elétrico do citoplasma e do meio
extracelular, pelo que o campo elétrico é distribuido ao longo da membrana celular.
Subsequentemente, o potencial transmembranar é alterado, induzindo a formagao de
poros na membrana. Este fendmeno designa-se por eletroporacdo. Este processo pode
ser reversivel ou irreversivel. Quando o tamanho dos poros formados é inferior a area da
membrana a eletroporacdo é reversivel, podendo ainda assim desencadear diversos
processos que levam a ocorréncia de alteragdes bioquimicas e fisiolégicas na célula.

Quando os poros sao suficientemente grandes para causar a destruicdo mecéanica da

membrana, a eletroporacao é irreversivel e conduz a morte celular (Figura 2) (7).
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Figura 2. Mecanismo de permeabilizagdo da membrana celular induzido por um campo elétrico
externo. E — intensidade do campo elétrico; E > E citico — formagdo de poros reversivel quando os
poros induzidos pelo campo elétrico sdo considerados pequenos em compara¢do com a area da
membrana; E >> E «itico — formagdo de poros irreversivel quando os poros sdo grandes e provocam a
destruicdo mecanica da membrana levando a morte celular (10).

A eficacia na inativagdo dos microrganismos depende dos parametros do PEF bem
como de caracteristicas das células tais como tamanho e tipo de célula (Gram positiva ou

Gram negativa). A taxa de inativagdo dos microrganismos aumenta com a intensidade dos
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pulsos elétricos aplicados e com o aumento do tempo de tratamento. Em relagdo ao tipo
de células, verifica-se que células com membranas celulares mais finas sdo mais sensiveis
ao campo elétrico, pois o potencial transmembranar e a intensidade do campo elétrico
diminuem com o aumento da espessura da parede celular. Em relagdao ao tamanho, as
células com maiores dimensdes apresentam maior potencial transmembranar do que as
células com menores dimensdes pelo que sofrem uma maior intensidade do campo
elétrico externo. Subsequentemente, as células com maiores dimensdes sdo as mais
sensiveis ao tratamento por PEF (7).

A fluidez da membrana celular e a sua composicao lipidica podem sofrer
alteragcdes como resposta ao stress celular induzido pelo PEF. Apds o tratamento das
células por PEF ocorre uma diminuicdo da fluidez da membrana e um aumento da sua
viscosidade. Este aumento da rigidez da membrana é devido a alteracdes no contetudo de
acidos gordos, uma vez que apds o PEF ocorre uma diminui¢do da concentragao de acidos
gordos insaturados e um aumento da concentracao de acidos gordos saturados (11).

Embora o efeito mais evidente do PEF nos microrganismos seja a eletroporagao
das membranas, recentemente tém sido identificados diversos alvos celulares que
paralelamente a este processo desempenham um papel fundamental na inativacdao dos
microrganismos. Apesar de o PEF ndo provocar alteragdes nas cadeias de DNA dos
microrganismos, as cadeias de RNA acumulam danos extensos. Atendendo ao facto de
gue o RNA é bem representativo do estado metabdlico da célula, estes dados indiciam
gue o RNA possa ser uma molécula chave no processo de inativacdo dos microrganismos
por PEF (11). O tratamento por PEF também provoca danos nas mitocondrias e diminui o
seu potencial membranar, refletindo-se numa diminuicdo da performance metabdlica e
dos niveis de energia da célula. Uma vez que a recuperacdo da célula aos danos causados
pelo PEF é dependente dos seus niveis energéticos, a diminui¢ao da funcionalidade da
mitocéndria desempenha um papel fundamental na inativacdo dos microrganismos (12).

O tratamento por PEF induz alteracbes na atividade enzimdtica das enzimas
intracelulares dos microrganismos. A enzima Ca2*-ATPase é responsavel por manter os
niveis intracelulares de Ca?*, transportando um i3o Ca%* do citosol para o meio

extracelular, acoplado a hidrdlise de uma molécula de adenosina trifosfato (ATP). A
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atividade desta enzima aumenta apds o tratamento por PEF, indicando que este
tratamento induz disturbios na homeostase do Ca?*. A atividade das esterases
citoplasmadticas é utilizada como indicador da atividade das restantes enzimas
citoplasmaticas e do metabolismo da célula. A drastica diminuicdo da atividade destas
enzimas apos o tratamento é representativa da inativacdo das enzimas citoplasmaticas.
De acordo com a literatura, exceto a fosfatase acida e a fosfatase alcalina, todas as
restantes enzimas intracelulares de S. cerevisiae sdo parcialmente ou totalmente
inativadas o que pode ser consequéncia direta do PEF ou ser uma consequéncia da
agregacao de proteinas intracelulares decorrente do tratamento (12).

O pH da matriz alimentar é um parametro quimico que influencia a inativacdo dos
microrganismos, verificando-se uma maior taxa de inativacdo em produtos alimentares
com pH acidico como os frutos. A influéncia do pH na inativacdo dos microrganismos é
explicada pelo facto de este parametro influenciar a dissociacdo ou ndo dissociacdo dos
acidos organicos fracos presentes. O pH baixo favorece a formacdo de acidos orgéanicos
dissociados, que nesta forma conseguem atravessar a membrana celular e entrar no
citoplasma. No citoplasma, os 4acidos organicos podem-se dissociar e reduzir o pH
intracelular afetando diversos processos bioquimicos que contribuem para inativa¢ao dos
microrganismos tais como o transporte passivo e ativo através da membrana, o estado de
oxidacdo-reducdo e a atividade enzimatica (13).

O PEF pode ser utilizado como complemento a outras tecnologias e estratégias de
conservacdo dos alimentos. Varios estudos demonstram interacées sinergéticas entre um
pré-tratamento térmico com temperaturas geralmente abaixo dos 50 — 55 °C, seguido
pelo tratamento por PEF para inativacdo de microrganismos (12-14). Num estudo
recente, o leite foi pré-aquecido a diferentes temperaturas seguindo-se o tratamento por
PEF. Os resultados demonstram que quanto mais elevada é a temperatura de pré-
aquecimento, mais eficaz é a inativacao dos microrganismos. Este efeito sinergético deve-
se ao facto de as membranas celulares dos microrganismos ficarem mais fluidas por acdo
da temperatura, implicando uma diminuicdo da resisténcia mecanica e
consequentemente um aumento da suscetibilidade a eletroporacdo. O pré-aquecimento

do leite a 55 °C durante 24 s, seguido pelo tratamento por PEF é equivalente a inativacado
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de microrganismos por pasteurizacdo térmica (14). A inativacdo de ascésporos de S.
cerevisiae em cerveja com alcool é mais eficaz quando o PEF é assistido pelo pré-
tratamento térmico. O sinergismo dos dois tratamentos permite uma reducdo de
microrganismos idéntica a alcangada pela pasteurizagdao térmica tradicional, mas em
menor periodo de tempo. Esta estratégia de conservacao representa ganhos em termos
de produtividade e esta vantagem aumenta o interesse da industria em relagdo a esta

nova tecnologia (15).

2.2 Limitagdes

O PEF oferece vantagens Unicas face a outras técnicas de conservagao, no entanto
também apresenta algumas limitacdes. Atualmente o processo de conservacdo por PEF
utiliza camaras de fluxo continuo onde o tratamento ocorre previamente ao
embalamento (Figura 3 a). Subsequentemente é necessdrio que o embalamento seja
totalmente asséptico para evitar recontaminac¢des. Se o PEF fosse aplicado aos produtos
alimentares previamente embalados — in-pack (Figura 3 b), seria dispensavel o
embalamento asséptico e seriam evitadas recontaminagdes, o que permitiria agilizar todo
0 processo e baixar os custos. A esta limitacdo do PEF acresce o facto de a camara de
tratamento do sistema de PEF ter um tempo de vida reduzido devido a corrosdo dos
elétrodos, o que aumenta os custos de manutencdo do equipamento. O facto de os
elétrodos estarem em contacto direto com os produtos alimentares levanta ainda
questdes de seguranga alimentar, pois ocorrem reacdes eletroquimicas entre os
elétrodos e os alimentos, sendo que o aumento da concentracdo de alguns metais nos
alimentos apds o tratamento por PEF se encontra descrito na literatura (16). O
tratamento in-pack mediante a utilizacdo de uma embalagem condutora da eletricidade
solucionaria todas estas limitacdes do PEF. A embalagem adequada a este tipo de
processamento ainda ndo se encontra disponivel, pelo que é necessario o seu

desenvolvimento permitindo a difusdo da conservacao por PEF a nivel industrial (17).
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Figura 3. a) Processamento dos alimentos por PEF antes de serem embalados. b) Processamento dos
alimentos por PEF apds serem embalados (in-pack) (18).

3. Embalagens tradicionais

As principais fungdes das embalagens alimentares sdao constituir uma barreira
protetora aos danos e contaminagdes por agentes externos, armazenar os alimentos e
fornecer informagdes sobre os mesmos aos consumidores. As embalagens alimentares
protegem os alimentos de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos o que permite adiar a sua
deterioracdo, prolongar a qualidade e seguranca alimentar e aumentar o tempo de
prateleira. O design da embalagem e o tipo de material utilizado sdo parametros que
devem ser adequados a cada tipo de alimento para permitirem maximizar a eficiéncia das

embalagens (19).

3.1 Materiais utilizados nas embalagens

Os materiais tradicionalmente utilizados em embalagens alimentares sao o papel,
cartdo, plastico, vidro e metal (20). O plastico é um dos materiais mais utilizados devido
as suas excelentes propriedades de barreira aos gases e ao vapor de agua, resisténcia e
estabilidade térmica. Os plasticos mais utilizados em embalagens alimentares s3o o
polietileno, polipropileno, poliéster e olefinas substituidas (Figura 4), sendo o polietileno
0 mais utilizado. A sua utilizagdo comecou a ser generalizada nos anos 50 e a partir dai
encontra-se em expansao como material de embalagem de diversos tipos de alimentos,
devido a sua versatilidade e devido a evolucdo das metodologias de processamento
(20,21). Existem diversos tipos de polietileno que diferem no grau de linearidade da
molécula, densidade e tipo de substituicdo, sendo facilmente processaveis e com boas
propriedades de barreira ao vapor de dgua. No entanto, tém fracas propriedades de
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barreira aos gases como o oxigénio, motivo pelo qual é comummente funcionalizado com
outros materiais como o aluminio ou o cartdo (20,21). Os plasticos a base de
polipropileno apresentam baixa densidade sendo resistentes a bruscas variagdes de
temperatura, pelo que sdo adequados a diversos métodos de processamento e
conservacdo que envolvem altas ou baixas temperaturas. Apresentam boa resisténcia
quimica mas tém fracas propriedades de barreira aos gases como o oxigénio. Os pldsticos
do grupo do poliéster tém boas propriedades de barreira ao oxigénio e ao vapor de dgua
e sdo plasticos resistentes utilizados para produtos sélidos. As olefinas substituidas com
diversos grupos vinilicos sdo muito versateis para o embalamento de produtos
alimentares. As poliaminas, conhecidas como nylon, resultam da condensacdo de
moléculas que contém grupos amina. Sdo polimeros rigidos, pelo que normalmente sao
incorporadas em sistemas de multicamadas. O policarbonato é um polimero amorfo
conhecido pelas suas propriedades 6ticas, rigidez e dureza. No entanto a sua utilizagao é
limitada devido a conter mondmeros bisfenol A nefastos para a saude. Existem ainda
outros tipos de polimeros como os bioplasticos e polimeros biodegradaveis,
desenvolvidos para aumentar a sustentabilidade ambiental dos plasticos. Porém tém
custos de producdo elevados e apresentam limites de funcionalidade e compatibilidade

com outros polimeros.
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Figura 4. Tipos de plasticos utilizados em embalagens alimentares (20).

3.2 Limitagdes
Apesar das vantagens que os materiais tradicionais como o plastico oferecem,
existem muitas limitagdes tais como producdo nao sustentdvel, falta de sustentabilidade
11
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ambiental e falta de adaptabilidade as novas tecnologias de processamento e
conservagao que precisam de ser resolvidas.

O uso de plasticos tem que ser restringido porque estes ndao sdo totalmente
reciclaveis e/ou biodegraddveis e representam graves problemas ambientais. As
embalagens alimentares de plastico ficam sujas pelo que a sua reciclabilidade por vezes é
impraticadvel e economicamente inconveniente. Como consequéncia, grande parte das
embalagens de plastico é depositada em aterros sanitarios, sendo uma ameaca ao
ambiente principalmente devido ao longo periodo de decomposicao do plastico (22).
Durante os anos 90 apenas uma percentagem inferior a 10% de embalagens alimentares
de plastico foi reciclada, sendo maioritariamente depositadas em aterros, pelo que a
acumulagdo de pldstico no solo ao longo do tempo agrava ainda mais esta ameacga ao
ambiente (23). A par das questdes ambientais, outro grande problema das embalagens de
pldstico é a sua dependéncia do uso de combustiveis fosseis. O aumento do preco do
petrdleo tende a tornar o custo de producdo das embalagens pouco sustentavel (22).

Outro grave problema associado as embalagens de pldstico é migracdo de
componentes dos plasticos para os alimentos. A migracdo dos componentes da
embalagem ocorre principalmente por processos de difusdao que podem ser acelerados
através da interacdao dos componentes dos alimentos como as gorduras que ao migrarem
para o plastico aumentam a mobilidade dos seus componentes para os alimentos. A
migracdao destes componentes é um grave problema de saude. A maioria dos compostos
gue migram do plastico das embalagens para os alimentos sdo solventes, pigmentos ou
aditivos (plastificantes, antioxidantes, lubrificantes, agentes antiestaticos, entre outros)
utilizados durante a fabricacdo do material (24). Estudos epidemioldgicos mostram que
estes compostos, dos quais sao exemplo dos quais sao exemplos o bisfenol A, ftalatos,
estireno, metilbenzeno ou xileno, entre muitos outros, podem provocar um aumento da
incidéncia de cancros bem como altera¢des das fung¢des imunoldgicas e reprodutoras
pelo que muitos destes compostos sdo designados compostos disruptores enddcrinos.
Apesar de existir legislacdo sobre os compostos permitidos na fabricacdo das embalagens

e existir monitorizacdo dos seus niveis nos alimentos, o limite de consumo didrio é
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facilmente ultrapassado ao considerar a quantidade de compostos presentes em todos os
alimentos ingeridos (25).

Atualmente existe uma maior consciencializagdo ambiental e para a saude que
estd a ditar a necessidade de substituir as embalagens tradicionais por embalagens

reciclaveis e com origem em materiais naturais. O encontro de alternativas é urgente.
4. Embalagens ativas

Em resultado de uma politica de mercado global a que se junta o aumento da
exigéncia dos consumidores pela disponibilidade de todas as variedades de alimento em
qualquer sitio ou estacdo do ano, ha nos dias de hoje a necessidade de desenvolver
embalagens alimentares funcionais. As novas funces decorrem de processos quimicos,
fisicos e bioldgicos que despoletam mecanismos interativos entre o alimento e a
embalagem. A interagdao dinamica entre a embalagem e os produtos alimentares ou a
atmosfera que os envolve promove o aumento do tempo de prateleira e da qualidade dos
produtos (26). Os materiais tradicionais desempenham um papel passivo na protecdo dos
alimentos pelo que sdo desadequados a este conceito de embalagem. Deste modo, os
materiais tradicionais podem ser funcionalizados ou substituidos por materiais
alternativos como os biopolimeros. Os biopolimeros apresentam propriedades quimicas e
bioldgicas intrinsecas que tornam a embalagem ativa. Paralelamente, a utilizacdo dos
biopolimeros promove a sustentabilidade ambiental, uma vez que estes sao
biodegraddaveis e sdo uma alternativa sustentavel a utilizacdao dos plasticos derivados do
petrdleo ndo biodegraddveis. Os biopolimeros utilizados para este efeito sdo proteinas,
polissacarideos e lipidos de origem animal ou vegetal, sendo os polissacarideos como a

guitosana os mais utilizados, devido as suas boas capacidades de formar filmes.

4.1 Embalagens ativas de quitosana

A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, o segundo biopolimero mais
abundante na natureza depois da celulose (26). A quitina é um polissacarideo de cadeia
linear constituido por mondmeros de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose unidas por
ligacGes glicosidicas B-1,4 (Figura 5 a). Este polissacarideo presente nos exosqueletos de

artropodes constitui um desperdicio industrial do processamento dos produtos marinhos.
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As aplicagbes praticas da quitina sdao muito limitadas, devido ao elevado grau de
acetilagdo que a torna insollvel na maioria dos solventes. A desacetilagdo da quitina
através de hidrdlise alcalina da origem a quitosana. A quitosana é um polissacarideo de
cadeia linear constituido por mondmeros de 2-amino-2-desoxi-D-glucose e N-acetil-2-
amino-2-desoxi-D-glucose unidos através de ligacdes glicosidicas B-1,4 (Figura 5 b). A
utilizacao da quitosana é ambientalmente sustentavel, uma vez que este biopolimero é
proveniente de uma fonte abundante e de ocorréncia natural (27). A quitosana tem um
grupo amina e dois grupos hidroxilo em cada residuo glicosidico, pelo que é um polimero
policatidnico. Devido a presencga destes grupos funcionais na sua estrutura, a quitosana
apresenta propriedades quimicas e bioldgicas Unicas, sendo as mais relevantes para as
embalagens alimentares as propriedades antimicrobianas, antifingicas e antioxidantes

(28).
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Figura 5. a) Estrutura da quitina. b) Estrutura da quitosana (28).

A atividade antimicrobiana da quitosana é explicada através de trés possiveis
mecanismos. O primeiro mecanismo consiste na interagdo das cargas positivas dos grupos
amina com as cargas negativas de residuos de macromoléculas presentes a superficie das
células dos microrganismos. Estas interagdes interferem com a troca de nutrientes entre
o meio intracelular e o meio extracelular da célula. Os grupos amina podem ainda
competir com o calcio pelos locais eletronegativos na membrana e comprometer a sua
integridade provocando a libertagdo do conteudo intracelular. O segundo mecanismo
propde que a quitosana atue como agente quelante de metais essenciais ao
funcionamento da célula. O ultimo mecanismo pressupde que a quitosana de baixo peso
molecular pode entrar no nucleo da célula e interagir com o acido desoxirribonucleico
(DNA), interferindo com a sintese de acido ribonucleico (RNA) mensageiro, afetando a
sintese proteica e inibindo a atividade enzimatica (29).
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A atividade antifungica da quitosana é devida a interacdo da sua cadeia catidnica
com macromoléculas negativamente carregadas expostas a superficie do fungo e afeta a
morfogénese da parede celular, interferindo diretamente com a atividade de enzimas
responsaveis pelo crescimento do fungo (30).

A atividade antioxidante da quitosana surge da sua capacidade de se ligar a ides
metalicos envolvidos na catalise de reagdes de oxidagcao e impedir a formacao de espécies
radicalares como radicais hidroxilo ou superdxido (31). O mecanismo subjacente a
atividade antioxidante da quitosana compreende o facto de os azotos ligados ao carbono
- 2 terem um par de eletrdes que se liga aos protdes libertados pelas solugdes acidicas
para formar NHs* e posteriormente os radicais livres reagem com o H* do grupo NHs*,
formando moléculas estaveis (32).

A quitosana é biocompativel pois é passivel de ser degradada pelas enzimas do
trato intestinal quando é ingerida, ndo sendo absorvida. A sua citocompatibilidade foi
comprovada em diversos tipos de células. Algumas proteinas residuais podem provocar
reagOes de insensibilidade, no entanto a sua presenca depende da origem e do método
de extracdo da quitosana. Deste modo, a quitosana esta reconhecida pela Food and Drug
Administration (FDA) com o estatuto de Generally Recognized As Safe (GRAS) desde 2011.
Devido as suas propriedades Unicas, a quitosana tem sido utilizada como biopolimero de
eleicdo no desenvolvimento de nanocompdésitos para embalagens alimentares (31,33).

Apesar das diversas vantagens na utilizacdo da quitosana em bionanocompdsitos,
esta também apresenta algumas limitacdes. Apesar de a quitosana ser insolUvel em agua
e na maioria dos solventes organicos, é facilmente dissolvida em solu¢des acidas, uma vez
que nestas condi¢des ocorre protonagdo dos grupos amina primarios. Deste modo, a
solubilidade da quitosana é uma limitacdo na sua aplicagdo como material de embalagem
para alimentos acidos. Devido a presenca dos grupos hidroxilo na sua estrutura, a
quitosana tem elevada permeabilidade ao vapor de agua e exibe fraca resisténcia
mecanica em ambientes com elevada humidade. A par da elevada solubilidade, a
guitosana tem ainda como principais limitacdes as suas fracas propriedades mecanicas e

fracas propriedades de barreira a diversos gases e liquidos (34).
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Para reforcar as propriedades da quitosana, as ligacdes entre as suas cadeias
podem ser fortalecidas através da formacao de ligagdes covalentes entre os grupos amina
primarios da quitosana e diversos agentes reticulantes como o glutaraldeido,
tripolifosfatos, etileno glicol, diglicidil éter ou diisocianato. No entanto, a maioria destes
compostos tradicionalmente utilizados sdo citotoxicos e comprometem a
biocompatibilidade da quitosana, ndao sendo adequados para a utilizagdo em embalagens
alimentares (35). Recentemente, estes compostos tém sido substituidos por um agente
reticulante alternativo, a genipina. A genipina é um composto isolado dos frutos Genipa
americana e Gardenia jasminoides Ellis, com baixa toxicidade, biocompatibilidade e com
propriedades anti-inflamatdrias, anti-colesterolémicas, hemostaticas e diuréticas, sendo
frequentemente utilizado na medicina tradicional chinesa e também como corante
alimentar. A genipina reage com as aminas primdrias da quitosana na presenca de

oxigénio, formando um pigmento azul (Figura 6) (36).

Quitosana

H
o/~ -
i OH

HzN

Genipina

OCHa \A_%/ e
H
OH N

NHz HO
HO

= 0
Figura 6. Representagao da ligacao da genipina as cadeias de quitosana (37).

O mecanismo de reacdo entre a quitosana e a genipina consiste no ataque
nucleofilico do grupo amina ao carbono 3 da genipina originando a formacdo de um
aldeido intermediario. A abertura do anel é seguida por um ataque da amina secundaria
formando um composto heterociclico (38).

A reticulacdo da quitosana e funcionalizacdo com diversos compostos permite
reduzir o impacto das suas limitagdes bem como potenciar as suas propriedades
intrinsecas. Filmes de quitosana reticulados com genipina e dacido cafeico foram

desenvolvidos com o objetivo de diminuir a sua solubilidade e potenciar as suas
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propriedades antioxidantes. A reticulacdo da quitosana permitiu diminuir a solubilidade
dos filmes e aumentar a atividade antioxidante dos filmes em 80% (38). Também foram
desenvolvidos filmes de quitosana com compostos funcionais provenientes de extrato de
bagaco de uva, o que também resultou na diminui¢dao da solubilidade dos filmes em 75%
e no aumento da sua atividade antioxidante (39).

Recentemente, a nisina que é um péptido catidnico anfifilico com atividade
antimicrobiana foi incorporada em filmes de quitosana no ambito do desenvolvimento de
uma embalagem ativa. O filme de quitosana retém a nisina e permite a sua libertagao
controlada ao longo do tempo, uma vez que a nisina e a quitosana tém elevada afinidade
e interagem entre si. Esta estratégia permite a libertacdo continua dos agentes
antimicrobianos pela embalagem ativa, em oposicdo a adi¢cdo de agentes antimicrobianos
aos produtos alimentares em que ocorre uma rapida diminuicdo da sua concentracao,

devido a interagGes com os compostos presentes nos alimentos (40).

4.2 Bionanocompdsitos de quitosana e material grafitico

Os compdsitos sdo materiais constituidos por duas ou mais fases (fase continua ou
matriz e fase dispersa) e que reinem as propriedades de ambas. Quando as estruturas
que constituem a fase dispersa sdo estruturas da ordem dos nandmetros (nanoparticulas,
nanoplaquetas, nanotubos, nanofibras, entre outros), os compdsitos sdo designados
nanocompodsitos. Quando a fase continua é constituida por biopolimeros e a fase dispersa
é constituida por nanoestruturas designam-se bionanocompdsitos. A fase dispersa
modifica as propriedades intrinsecas da fase continua, tendo por objetivo conferir-lhe
novas propriedades (41).

Os nanomateriais tém elevada area superficial pelo que permitem melhorar as
propriedades fisicas e mecanicas da quitosana tal como reduzir o contacto com os
alimentos 4acidos, quando aplicados como material de embalagem (27). A titulo de
exemplo, diversos materiais grafiticos como as nanofibras de carbono (42), nanotubos de
carbono (43) ou 6xido de grafeno reduzido (44) tém sido adicionados a quitosana como
estratégia de melhoramento das suas propriedades mecéanicas e de barreira, podendo

também conferir condutibilidade elétrica.
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O o6xido de grafeno é sintetizado a partir da oxidacdo da grafite e é uma estrutura
bidimensional constituida por folhas planas de atomos de carbono ligados a grupos
epoxidos e hidroxilos no plano basal e diversos grupos funcionais com oxigénio fora do
plano (Figura 7) (45). A redugdo do 6xido de grafeno permite eliminar parcialmente os
grupos com oxigénio e restabelecer a rede de carbonos sp? de forma a adquirir
condutibilidade elétrica. Existem diversos métodos de reducdo do éxido de grafeno tais
como a reducdo quimica (hidrazina, mondxido de carbono, acido ascoérbico, acido
cafeico), condig¢Ges acidas ou alcalinas, tratamento térmico, tratamento por micro-ondas,
fotocatdlise, laser, plasma, bactérias, eletroquimica, corrente elétrica, entre outros. Os
diferentes métodos de reducdo tém influéncia nas propriedades do dxido de grafeno
reduzido, nomeadamente no grau de reducdo, dispersividade, grau de reparagao dos
defeitos (isto é, grau de remocao dos grupos funcionais com oxigénio) e por consequéncia

na condutibilidade elétrica (Figura 8) (46).

Figura 7. Estrutura do 6xido de grafeno (47).

v -

Grau de reparagdo dos
defeitos -

elétrica

Grau de redugdo

Figura 8. Fatores influenciados pelo método de reducdo do dxido de grafeno (46).

A reducdo quimica do éxido de grafeno com recurso a agentes redutores naturais
como o 4cido L-ascorbico (Figura 9 a) ou o acido cafeico (Figura 9 b) tende a ser cada vez

mais utilizada, pois devido as suas baixas toxicidades permitem praticar uma quimica
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verde proporcionando uma eficacia de reducdo comparavel aos agentes redutores mais
eficazes como o hidrato de hidrazina (47,48). O acido L-ascérbico ou vitamina C é um
antioxidante natural presente em inumeros sistemas bioldgicos. O mecanismo de reducao
do 6xido de grafeno pelo acido L-ascérbico ainda ndao se encontra bem clarificado, mas
um dos mecanismos propostos consiste numa reacao de substituicdo nucleofilica Sn2
seguida por um passo de eliminagdao térmica, sendo o acido L-ascérbico convertido em

acido desidroascérbico (Figura 10).

3 oo  CHOH b) O

HO OH HO

Figura 9. a) Estrutura do AA (49). b) Estrutura do CA (50).
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Figura 10. Mecanismo de substituicdo nucleofilica SN2 subjacente a conversdao do 6xido de grafeno em
oxido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico (51).

Os eletrdes presentes no anel aromatico do acido L-ascdrbico tornam os seus grupos
hidroxilos acidicos, o que faz com que o acido L-ascérbico liberte dois protdes
funcionando como um nucledéfilo. Os grupos com oxigénio maioritariamente presentes no
oxido de grafeno sdo grupos hidroxilos e grupos epdxidos. Os grupos epoxidos podem ser
abertos por um ataque nucleofilico Sn2 pelo anido oxigénio do acido L-ascérbico. Segue-
se o segundo ataque nucleofilico com formacdo de um intermedidrio e libertacdo de uma
molécula de adgua. Por fim, o intermedidrio sofre um eliminacdo térmica sendo formado o

Oxido de grafeno reduzido. O mecanismo de remogao dos grupos hidroxilos é semelhante
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ao dos grupos epodxidos (51). Apesar de este mecanismo comtemplar um passo de
eliminagdo térmica, diversos autores descrevem a redu¢ao do 6xido de grafeno por acido
L-ascérbico a temperatura ambiente, pelo que poderdo existir outros mecanismos
subjacentes a este processo de redugao (52).

O 4cido cafeico é um dos acidos hidroxicinamicos mais abundantes, podendo ser
encontrado em diversas plantas e nos seus derivados. A atividade antioxidante do acido
cafeico é devida aos seus grupos hidroxilos. Este composto apresenta uma atividade
superior a outros compostos fendlicos devido a presenca de um segundo grupo hidroxilo
nas posi¢des orto ou para do anel. Este segundo grupo hidroxilo acrescenta uma
estabilizacdo de ressonancia adicional que contribui para a atividade antioxidante (53,54).

O mecanismo de reducao do 6xido de grafeno pelo acido cafeico € um mecanismo
de reducdo direta. Ocorre a libertacdo de quatro eletrdes presentes no acido cafeico que
leva a formacdo de semiquinonas que sdo facilmente oxidadas a quinonas e podem sofrer
novamente oxidacdo formando-se grupos carboxilicos (48).

O o¢xido de grafeno reduzido, a semelhanca de outros materiais grafiticos,
apresenta atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana é atribuida ao facto de os
cantos das folhas do 6xido de grafeno reduzido serem capazes de perfurar as membranas
celulares das bactérias, levando a perda da sua integridade, extravasamento do conteldo
extracelular e por fim morte celular (55).

A incorporacdao de dxido de grafeno e déxido de grafeno reduzido na quitosana
reforca drasticamente as suas propriedades mecanicas e térmicas. O sinergismo entre a
atividade antimicrobiana de ambos origina bionanocompdsitos com excelentes
propriedades antibacterianas (56). O o6xido de grafeno reduzido aumenta a
condutibilidade elétrica da quitosana alargando o seu espectro de aplicagcées (44).

A quitosana liga-se ao 6xido de grafeno através de ligacGes covalentes entre os
seus grupos amina e os grupos epoxidos e hidroxilos do éxido de grafeno. Além destas
ligacGes, a quitosana e o oxido de grafeno também poderdo interagir através de ligacGes
de hidrogénio e ligacOes electroestaticas entre os grupos policatidnicos da quitosana e
grupos negativamente carregados do Oxido de grafeno (Figura 11). Existem menos

ligacGes entre a quitosana e o oxido de grafeno reduzido devido ao facto de o 6xido de
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grafeno reduzido ter menos grupos funcionais do que o éxido de grafeno. Todas estas

interacdes fortes entre a quitosana e o 6xido de grafeno sao responsaveis pelo refor¢o

das propriedades mecanicas e de barreira dos bionanocompésitos (56,57,58).
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Figura 11. Esquema das interac¢des entre a quitosana e o 6xido de grafeno (58)
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A sintese de bionanocompdsitos de quitosana e nanofibras de carbono também se

encontra descrita na literatura. As nanofibras de carbono tém um tamanho superior aos

nanotubos de carbono e mais locais de ligacao na sua parede externa, pelo que sdao mais

facilmente incorporaveis na quitosana. A semelhanca de outros materiais grafiticos,

também as nanofibras de carbono podem conferir condutibilidade elétrica e reforcar toda

a estrutura polimérica dando origem a bionanocompdsitos com excelentes propriedades

mecanicas (41).

Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015

21






CAPITULO Il - ENQUADRAMENTO DO TRABALHO







[I. ENQUADRAMENTO DO TRABALHO

O processamento por PEF é uma tecnologia altamente promissora, uma vez que
altera minimamente as caracteristicas e propriedades dos alimentos e em simultaneo
inativa os microrganismos com eficdcia, satisfazendo a tendéncia crescente de consumo
de produtos de minimamente processados e de elevada qualidade. No entanto, a sua
transicdo da escala laboratorial para a escala industrial estd comprometida devido a falta
de uma embalagem alimentar com condutibilidade elétrica que permita o tratamento por
PEF in-pack, evitando uma potencial recontaminacdo entre o tratamento e o
embalamento.

A quitosana é um biopolimero de exceléncia no desenvolvimento de embalagens
ativas, devido as suas propriedades quimicas e bioldgicas intrinsecas. As suas limita¢des
podem ser contornadas através da reticulagio com moléculas compativeis como a
genipina e através da incorporacdo de nanoestruturas, que podem ainda potenciar as
suas propriedades intrinsecas bem como conferir novas propriedades.

Neste contexto, o presente trabalho centrou-se no desenvolvimento e
caraterizacdo de um bionanocompdsito para embalagem alimentar que permita o
processamento por PEF in-pack. Foram desenvolvidos bionanocompdsitos de quitosana e
oxido de grafeno reduzido ou nanofibras de carbono, optando-se por procedimentos com
menor impacto ambiental. O 6xido de grafeno foi sintetizado pelo método de Hummers
modificado e posteriormente foi quimicamente reduzido com dacido L-ascérbico ou acido
cafeico de forma a restaurar a sua rede de carbonos sp? e permitir a condutibilidade
elétrica. Alternativamente foram sintetizados bionanocompésitos de quitosana reticulada
com genipina e nanofibras de carbono comerciais como termo de comparagdao aos
bionanocompdsitos de quitosana reticulada com genipina e éxido de grafeno reduzido.
Apds a otimizacdo da sintese dos bionanocompdsitos, foram selecionados os mais
promissores e as suas propriedades estruturais, elétricas, colorimétricas, mecanicas e

bioquimicas foram caracterizadas.

25
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015






CAPITULO Ill = MATERIAIS E METODOS







lll. MATERIAIS E METODOS

1. Preparacgao do dxido de grafeno

1.1 Sintese do éxido de grafeno

O o6xido de grafeno foi sintetizado a partir da oxidagao da grafite, de acordo com o
método de Hummers modificado (59). De acordo com este método, foram misturados
0,75 g de flocos de grafite (Sigma-Aldrich) com 10 mL de acido fosférico concentrado
(Sigma-Aldrich, 99%) e 90 mL de acido sulfurico (Sigma-Aldrich, 95-98%), sob agitacdo a
temperatura ambiente. Posteriormente foram lentamente adicionadas 4,5 g de
permanganato de potassio (Sigma-Aldrich, 99%) & mistura anterior em banho de 4gua a
50 °C durante 12 h. Apds a mistura atingir a temperatura ambiente foram adicionados 50
mL de gelo e 2,5 mL de perdxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich, 30%) 10% (m/v). De
seguida a mistura foi centrifugada a 4000 rpm durante 30 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi submetido a lavagens sucessivas com 100 mL de dgua, 100
mL de acido cloridrico 30% (Sigma-Aldrich, 36.5-38.0%) e 400 mL de etanol (2 vezes)
sendo o sobrenadante descartado a cada lavagem. O precipitado resultante apds as

lavagens foi coagulado com 200 mL de éter dietilico (Sigma-Aldrich, 99%).

1.2 Neutralizagdo do pH do éxido de grafeno

Ap0s a sintese do 6xido de grafeno, procederam-se a multiplas lavagens com dgua
destilada tendo por objetivo a neutralizacdo do pH. A mistura foi centrifugada a 6000 rpm
durante 60 min, sendo o sobrenadante descartado apds cada lavagem.
Apds as lavagens com agua destilada a neutralizacdo do pH prosseguiu através da didlise
do 6xido de grafeno. O 6xido de grafeno foi colocado no interior de uma membrana de
didlise (Spectra/Por 6, 1 kDa, 38 mm), tendo esta sido submersa num copo com agua
ultrapura. A dgua ultrapura foi substituida multiplas vezes até o pH do éxido de grafeno
atingir a neutralidade. Por fim, o 6xido de grafeno foi armazenado na forma de solucdo
agquosa com a concentracdo de 5,2 mg/mL determinada através da afericdo do peso seco

do 6xido de grafeno.
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2. Redugdo do oxido de grafeno em solugao

2.1 Redugdo com acido L-ascérbico

O 6xido de grafeno em solucdo (0,1 mg/mL) foi reduzido com 1 mg/mL de acido L-
ascorbico (Sigma-Aldrich, 299,0%) durante 24 h sob agitacdo a temperatura ambiente
(51). Foram ainda testadas as concentrages de 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL de acido L-
ascoérbico, nas condicdes acima referidas. Apds a reacdo, parte das solucbes foram
filtradas sob vacuo com filtros de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 um (Merk

Millipore).

2.2 Redugdo com acido cafeico
O 6xido de grafeno em solugdo (0,1 mg/mL) foi reduzido com 0,3 mg/mL de acido

cafeico (Sigma-Aldrich, 298%) durante 24 h, em refluxo a 95 °C sob agitacao (48).

2.3 Caraterizagdo do 6xido de grafeno reduzido
Apds as reacdes de reducdo descritas nos pontos anteriores, as solucdes de éxido
de grafeno reduzido foram lavadas com agua destilada e centrifugadas (3 vezes), para
remover os agentes redutores. Posteriormente foi feito o espectro de absorvancia das
solucdes de 6xido de grafeno reduzido, tal como da solugdo de 6xido de grafeno (0,1
mg/mL) num espectrofotometro de UV-Vis (Jasco V-560) (52).
O 6xido de grafeno reduzido pelo acido L-ascdrbico, presente nos filtros PVDF apés a
filtracdo, foi analisado por espectroscopia de Raman num espectrometro de Raman (Jobin
Yvon 64000), a temperatura ambiente, utilizando o comprimento de onda de excitacao de

532 nm (60).
3. Preparacao dos filmes

3.1 Filmes de quitosana reticulados com genipina
Os filmes de quitosana reticulados com genipina, a partir daqui designados por
filmes quitosana-genipina, foram preparados por evaporacao do solvente. Foi preparada
uma solucdo de quitosana (médio peso molecular, 85% de desacetilacdo, Sigma-Aldrich)
1,5% (m/v) numa solucdo de &cido acético 0,1 M (Sigma-Aldrich, >99,7%), tendo
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permanecido sob agitacdo durante 16 h a temperatura ambiente. Apds a completa
dissolu¢do da quitosana, a solugdo foi filtrada num funil de placa porosa (G1). A esta
solucdo foi adicionado glicerol 0,75% (m/v) (Fisher Chemicals, 98%) como plastificante.
Para promover uma melhor homogeneiza¢ao do glicerol, a solugao foi aquecida a 50 °C
em banho de agua, durante 10 min sob agitacdo. Quando a solucdo atingiu a temperatura
ambiente, foi adicionada uma solugdo de genipina (Challenge Bioproducts Co., Lda., 98%)
dissolvida em etanol 10% (m/v) (Sigma-Aldrich, >99,8%) de modo a obter uma
concentragdo final de 0,025% (m/v) na solugdo de quitosana, mantida constante em
todos os filmes preparados. A reagdo ocorreu sob agitacdo durante 1 h a temperatura
ambiente. Apds a reacdo procedeu-se a desgaseificacdo sob vacuo, até ndo existirem
bolhas de ar visiveis na mistura. A mistura foi distribuida por placas de acrilico com 144
cm? de drea Util, tendo sido transferidas 31 g de soluc3o para cada placa. As placas foram
devidamente colocadas num suporte e niveladas, tendo permanecido durante 24 h no
escuro. Apds este periodo o suporte com as placas foi colocado na estufa a 35 °C durante

16 h para evaporar o solvente (39).

3.2 Filmes de quitosana reticulados com genipina e material grafitico

Foram preparados filmes quitosana reticulados com genipina e éxido de grafeno,
oxido de grafeno reduzido ou nanofibras de carbono (Sigma-Aldrich). A preparacdo destes
filmes foi adaptada do procedimento anterior, tendo sido testados dois procedimentos

distintos.

3.2.1 Procedimento |

Apds a filtracdo da solucdo de quitosana, foi adicionado o material grafitico em
solucdo aquosa, tendo estas solucbes sido submetidas a tratamento por ultrassons
durante 6 — 8 h até atingir uma boa homogeneizacdo da solucdo de 6xido de grafeno ou
o6xido de grafeno reduzido na solugdo de quitosana. O tratamento por ultrassons foi

alternado com agitacdo constante a temperatura ambiente.

3.2.2 Procedimento Il
As solucdes aquosas de oxido de grafeno ou éxido de grafeno reduzido e as

nanofibras de carbono foram adicionadas a solucdo de acido acético 0,1 M. A quitosana
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foi adicionada a estas solucdes e apds a sua completa dissolucdo, as solugdes ndo foram
filtradas. A composicdao dos filmes de quitosana reticulados com genipina e material
grafitico esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo da composi¢do e método de preparagdo dos filmes. Os filmes assinalados a negrito foram
selecionados para posterior caracterizagdo.

Designagdo do Material Mat?t.‘lal Genipina Método de
. - grafitico "
filme grafitico (%) (mg/mL) preparagao
(]
Q/G - - 0,025 -
GO 0,5% 0,5 0,5
GO 0,5%
=2 0,3 0,025
G0 0,75% 0,75
GO 1% 1 -
; GO
GO 1% 1
GO 1,25% 1,25
GO 1,5% 1,5
GO 2% 2 Ll
RGO_AA 0,5% 0,5 ’
RGO_AA 1% 1
RGO_AA
RGO_AA 1,5% 1,5
RGO_AA 2% 2
0,025

RGO_CA 0,5% 0,5
RGO_CA 1% RGO CA 1
RGO_CA 1,5% - 1,5
RGO_CA 2% 2
CNF 0,5% 0,5
CNF 1% 1

CNF Il
CNF 1,5% 1,5
CNF 2% 2

Q/G: Filme quitosana-genipina; GO: Filmes com dxido de grafeno; RGO: Filmes com oxido de grafeno reduzido; CNF:
Filmes com nanofibras de carbono.

4. Reducgdo do dxido de grafeno in situ

O oxido de grafeno presente nos filmes de quitosana reticulados com genipina foi
reduzido in situ com acido L-ascorbico e acido cafeico. As condi¢gdes de reducgdo sao
apresentadas no ponto 1.1 do capitulo IV, de modo a facilitar a compreensao de todo o

processo de otimizacdo da reducdo do dxido de grafeno in situ.
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5. Pirdlise
O filme quitosana-genipina e o filme com 2% de oxido de grafeno foram

pirolisados num forno (Carbolite) com atmosfera de azoto durante 2 h a 900 °C.
6. Prensagem dos filmes

Os filmes de quitosana reticulados com genipina e éxido de grafeno reduzido ou
nanofibras de carbono foram prensados numa prensa hidrdulica (Carver, Model 3851-0)
tendo sido submetidos a temperatura de 110 °C, pressao de 20 MPa durante 10 min com

o objetivo de alinhar o material grafitico (61,62).
7. Técnicas de Caraterizagdo dos filmes

7.1 Imagens Gticas

Os filmes selecionados foram observados ao microscépio 6tico de transmissao
com camara integrada para captacdo das imagens. Foi utilizado um microscépio 6tico
(Leika) com uma objetiva com ampliacao de 3,5 vezes e ocular com ampliacdo de 10 vezes
perfazendo a ampliagdo total de 35 vezes e num microscépio 6tico (Olympus BX51) com
uma objetiva com ampliacdo de 50 vezes e ocular com amplia¢do de 10 vezes perfazendo

a ampliagao total de 500 vezes.

7.2 Morfologia
A morfologia dos filmes selecionados foi avaliada num microscépio eletrénico de
varrimento (SEM, Hitachi, SU-70). Foi feita deposicdo de carbono previamente a

observacao.

7.3 Topografia

A topografia dos filmes com 2% de d6xido de grafeno reduzido por acido cafeico foi
caracterizada antes e apds a prensagem por AFM em tapping mode com recurso a um
microscopio (Nanoscope llla Multimode, Digital Instruments). Foram utilizadas tips de
silicone (Nanosensors) com uma resistividade de 0,01-0,02 Q.cm e raio de 2 nm. Para
obter as imagens bidimensionais e calcular a altura dos perfis dos filmes foi utilizado o

programa WSxM 4.0 Develop 12.0 (Nanotec Electronica S.L.,, 2008) e para obter as
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imagens tridimensionais foi utilizado o programa Surfer Version 8.00 (Golden Software

Inc. 2002).

7.4 Estrutura quimica

A estrutura quimica dos filmes foi avaliada através de UV-Vis e FTIR.
Os espectros de FTIR dos filmes selecionados foram adquiridos num espetrémetro com
sistema de reflexdo ATR (Perkin Elmer Spectrum BX). Os espectros foram adquiridos no
modo de absorvancia entre 4000 e 500 cm™ com uma resolu¢do de 16 cm™ e 64 scans por
amostra. Foram analisadas 5 réplicas de cada tipo de filme (39).

Os espectros de absorvancia de UV-Vis dos filmes selecionados foram adquiridos

entre 200 e 900 nm, num espectrofotémetro de UV-Vis (Jasco V-560).

7.5 Condutibilidade elétrica

A resisténcia (R) dos filmes foi determinada através da obtengdo de curvas de
corrente elétrica em funcdo da tensdo aplicada (0 — 100 V), com recurso a um
eletrémetro (Keithley 617). A resisténcia foi determinada a partir da aplicacao direta da
Lei de Ohm, de acordo com a Equagdo 1, em que V representa a tensao aplicada e / a
corrente elétrica medida. Apds a determinacdo da resisténcia foi determinada a
resistividade (p) de acordo com a Equagdo 2, em que A representa area da segdo
transversal (espessura do filme x comprimento) e / representa o comprimento da se¢do. A

condutibilidade elétrica (o) foi determinada de acordo com a Equagao 3.

R = % Equacao 1
p= # Equacao 2
o= % Equacao 3

7.6 Contribuic¢do capacitiva e potencial de contacto da superficie

As medidas de microscopia de forca eletrostatica (EFM) foram realizadas num
microscopio de forca atémica (Nanoscope Illa Multimode) equipado com um maddulo de
extensdo eletrénico (Digital Instruments). Adicionalmente a imagem de topografia foram
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adquiridas imagens de desfasamento de EFM, que foram utilizadas para calcular a
contribuicdo capacitiva e potencial eletrostadtico da superficie. Estas imagens foram
obtidas por varrimento da superficie a uma distancia fixa entre a ponta de medida e a
superficie de 20 nm, no modo /ift scan (Figura 12).

A voltagem de Bias foi aplicada a superficie da amostra através da entrada Analog 2,
incorporada apenas durante o modo lift scan. As pontas de prova utilizadas foram de
silicio altamente dopado tipo n* (Super-Sharp tips, Nanosensors), com um raio de
curvatura da ponta de 2 nm e uma resistividade de 0,01-0,02 QQ/cm. Foram considerados

varrimentos de 128X128 linhas para as diferentes voltagens de Bias na gamade-5a5V

(63).
22 Passo:
Ponta de prova Medidas elétricas
condutiva
—
Modo fift scan »o o ~
Desvio de fase Altura do fift / Voltagem de
- Bias
w
il FIIOO QRS G
12 Passo: . ?. d .
Topografia
Figura 12. Esquema representativo da técnica lift mode scan (63).
7.7 Cor

A cor dos filmes foi estudada através do método ClELab. O espectro de
transmitancia dos filmes selecionados foi adquirido entre 400 e 700 nm no
espectrofotémetro de UV-Vis (Perkin ElImer Lambda 35) com uma esfera de integracdo. A
determinacdo das coordenadas L*, a* e b* foi efetuada com a fonte de luz D65 e posicao
de observacdo 10° (1964), tendo posteriormente sido convertidas na cor correspondente
através do software EasyRGB. As medi¢cdes para cada filme foram efetuadas em

triplicado.
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7.8 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos filmes com concentragGes extremas de material
grafitico (0,5% e 2%) e do filme quitosana-genipina, foi avaliada através de uma
adaptacdo do método do acido 2,2'-azino-bis (3-ethilbenzotiazolina-6-sulfénico), ABTS
(64). Foi preparada uma solucdo de ABTS 7 mM em persulfato de potassio 2,45 mM, a
qual ficou a reagir no escuro a temperatura ambiente durante 16 h para formacgao do
catido radicalar ABTS*". Diluiu-se 1 mL desta solu¢do em 80 mL de etanol e mediu-se a
absorvancia a 745 nm num espectrofotémetro (Jenway 6405) tendo-se ajustado a
absorvancia entre 0,8 — 0,9. As amostras de filmes com 1 cm? foram colocadas em 3 mL
desta solucdo, tendo permanecido a reagir no escuro a temperatura ambiente. A
absorvancia a 745 nm das solugdes ABTS** e da solucdo ABTS** sem amostra foi medida
ao longo do tempo. A atividade antioxidante foi avaliada através da percentagem de
inibicdo do radical ABTS** pelos filmes através da Equagao 4, onde abs branco representa
a absorvancia da solucdo ABTS** sem amostra e abs filme representa a absorvancia das

solugcdes ABTS** com amostra de filme.

abs branco—abs filme
abs branco

% inibicdo = ( )x 100 Equacdo 4
7.9 Humidade e solubilidade

A percentagem de humidade dos filmes com concentragdes extremas de material
grafitico (0,5% e 2%) e do filme controlo foi calculada através da determinagdo do peso
seco das amostras. Foram utilizadas cdpsulas de vidro previamente colocadas na estufa a
105 °C durante 5 h e arrefecidas num exsicador durante 1 h, nas quais foram colocadas
amostras de filmes com 4 cm?. As capsulas com as amostras foram pesadas e colocadas
na estufa durante 16 h a 105 °C. Apds atingirem a temperatura ambiente, as cdpsulas
com as amostras foram novamente pesadas e a percentagem de humidade foi
determinada de acordo com a Equagdo 5, onde m filme i representa a massa do filme

antes da secagem e m filme f representa a massa do filme apds a secagem.

m filme i—m filme f

% Humidade = ( )x 100 Equacio 5

m filmei
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Os testes de solubilidade dos filmes com concentragdes extremas de material
grafitico (0,5% e 2%) e do filme quitosana-genipina, foram iniciados no mesmo dia em
que foi determinada a percentagem de humidade de modo a garantir que ndo existiam
varia¢des de humidade atmosférica. As amostras de filme com 4 cm? foram pesadas e
submersas em 30 mL de dgua durante 7 dias a temperatura ambiente. Apds este periodo,
as amostras foram colocadas na estufa a 105 °C durante 16 h ao fim das quais e apds
atingirem a temperatura ambiente foram novamente pesadas. Para determinar a
solubilidade foram determinadas as massas inicial e final do filme seco através das
Equagdes 6 e 7, onde m inicial representa a massa inicial do filme, m final representa a
massa final do filme e a % de humidade representa a percentagem de humidade descrita

no ponto anterior. Com estes dados foi calculada a solubilidade através da Equagao 8.

m filme i seco = minicial x (100 — (W)) Equagdo 6
m filme f seco =m final x (100 — (%)) Equagao 7

m filme i seco—m filme f seco

Solubilidade = ( ) x 100 Equacio 8

m filme i seco

7.10 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes selecionados foram avaliadas através de
ensaios de tensdo até a rutura de acordo com o método padrdo ASTM D 882-83, num
texturometro (TA-HDi, Stable Micro Systems), através dos quais foram calculados a
percentagem de deformacdo, tensdo no ponto de rutura e médulo de Young. A
percentagem de deformacgdo corresponde a distancia que o filme pode ser esticado até
sofrer rutura (expresso em percentagem). A tensdo no ponto de rutura indica a forga que
€ necessdria para puxar uma sec¢do transversal do filme até sofrer rutura, expresso em
megapascais (MPa). O mddulo de Young é uma medida da elasticidade do filme e
corresponde ao declive da zona linear da curva de forca de tensdo versus taxa de

deformacdo sendo expresso em MPa. Os filmes foram colocados numa camara com uma
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solucdo saturada de nitrato de magnésio durante 48 h, sob condi¢des controladas de
humidade e temperatura, 35 + 1,6 e 26 °C, respetivamente. Posteriormente foi medida a
espessura dos filmes com um micrémetro digital. Os filmes foram colocados no sistema
de garras vertical do texturémetro, tendo-se deixado uma area de filme exposta de
aproximadamente 5 cm. Os filmes foram submetidos a deformacdo extensional através
da aplicagdo de uma taxa de deslocamento de 0,5 mm/s até a rutura da amostra. Os
ensaios foram realizados a temperatura de 26 °C e humidade relativa de 36%, tendo sido

testadas 6 amostras de cada tipo de filme.

7.11 Angulo de contacto

Os angulos de contacto entre a agua ultrapura e os filmes foram determinados
através do sistema de angulos de contacto (OCA 20, Dataphysics). Os filmes foram
previamente acondicionados numa camara com uma solucdo saturada de nitrato de
magnésio com condi¢des controladas de humidade e temperatura durante 48 h. As gotas
de agua ultrapura com 3 plL foram automaticamente doseadas com uma seringa, sendo a
sua evolucdao apdés o contacto com o filme gravada com uma camara associada ao
sistema. O calculo dos angulos de contacto foi efetuado com recurso a software
apropriado (SCA20_M4, Dataphysics) através do método de elipse. Foram realizadas 9

determinagdes em cada filme.

7.12 Analise estatistica

Os resultados dos testes de humidade, solubilidade, cor, propriedades mecanicas
e angulo de contacto foram avaliados estatisticamente através dos testes F e t-student
(Microsoft Excel 2010), de modo a averiguar quais as amostras significativamente
diferentes. As amostras foram consideradas significativamente diferentes quando o nivel

de significancia p < 0,05.
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1. Redugdo do dxido de grafeno

A reducdo do 6xido de grafeno remove parcialmente os grupos funcionais com
oxigénio presentes na sua estrutura restaurando a rede de carbonos sp? o que lhe
confere novas propriedades como a condutibilidade elétrica (65). No presente
trabalho, o 6xido de grafeno sintetizado foi quimicamente reduzido com acido L-
ascorbico e acido cafeico. Durante o processo de otimizagdo foi testada a redugao in
situ do 6xido de grafeno presente nos filmes e a redugdao do éxido de grafeno em

solucdo.

1.1 Redugdo do éxido de grafeno in situ

Apds a sintese dos filmes com 0,5 - 2% de 6xido de grafeno, procedeu-se a
otimizacdo das condicdes de reducdo do Oxido de grafeno in situ. Inicialmente foi
avaliado o efeito da concentracdo de genipina na resisténcia dos filmes a reacdo de

reducao do éxido de grafeno in situ com acido L-ascorbico (Tabela 2).

Tabela 2. Condigcbes testadas para verificar a influéncia da concentragdo de genipina na resisténcia dos
filmes a reagdo de reducdo.

Genipina Temperatura
Teste GO (% L-AA (mg/mL Tempo (h o
(%) (mg/mL) (mg/mL) po (h) °C)
a) 1 -
b) 0,5 0,025 .
2 24
0 0,75 0,025 0,25 ambiente
d) 0,5 0,5

Mediante estas condi¢des de redugdo verificou-se a solubilizagao total do filme
sem genipina e a solubilizagdo parcial dos restantes filmes. Deste modo, todos os filmes
cujos resultados se apresentam a partir daqui foram preparados com 0,025% de genipina.
Foi selecionada esta concentracao intermédia por permitir o refor¢o da estrutura dos
filmes através da reticulacdo da genipina, permitindo ainda que existam grupos amina
livres para interagir com o 6xido de grafeno. Verificou-se que entre os filmes com 0,025%
de genipina, a solubilizacdo foi mais acentuada no filme com menor concentracdo de
oxido de grafeno (0,5%) (Figura 13 a - b). Dada a falta de resisténcia mecanica dos filmes
a reacdo de reducdo com acido L-ascorbico, foi necessario otimizar as condicbes de
reducdo de modo a tentar ultrapassar esta limitacdo. Neste sentido, diminuiu-se o tempo

da reacdo potenciando o efeito da reducdo através do aumento da temperatura. Assim
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procedeu-se ao estudo da influéncia da temperatura nos filmes (Tabela 3), tendo-se

verificado que este fator ndo afeta a integridade dos filmes (Figura 13 e).

Tabela 3. CondigGes testadas para verificar a influéncia da temperatura no filme GO 1%.

Teste GO (%) L-AA (mg/mL) Tempo (h) Temchr;tura
e) 1 0 1 90

De acordo com estes resultados e sabendo através dos testes iniciais que o
aumento da concentracdo de oxido de grafeno nos filmes poderd aumentar a sua
resisténcia mecanica a reagdo, testou-se a influéncia do tempo de reagdo na redugao do

filme com 1% de 6xido de grafeno (Tabela 4).

Tabela 4. CondigGes testadas para verificar a influéncia do tempo da reagdo de redugao no filme GO 1%.

Teste GO (%) L-AA (mg/mL) Tempo (h) Temr(;:e é)a tura
f) 1
1 1
g 0,5 90

ApOs este teste verificou-se que os filmes se apresentavam muito quebradicos
independentemente do tempo de reacdo (Figura 13 f — g). Deste modo, testou-se uma
menor concentracdo de acido L-ascérbico e o aumento da concentracdo de éxido de

grafeno presente nos filmes (Tabela 5).

Tabela 5. CondicGes testadas para verificar a influéncia do aumento da concentragdo de GO na resisténcia
dos filmes a reac¢do de redugao.

Teste GO (%) L-AA (mg/mL) Tempo (h) Teml:fé)atura
h) 1
i) 1,25 0,25 05 90
i) 1,50

Verificou-se que os filmes ndo solubilizaram quando submetidos as condicGes
acima referidas (Figura 13 h — j). No entanto, todos os filmes se apresentavam muito
guebradi¢cos e sem um aumento de condutibilidade elétrica significativo apds a reducao

(resultados ndo apresentados).
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a)Q b)" e)-ﬂ-
i -h)- i)- j)-
Figura 13. Imagens dos filmes correspondentes aos testes descritos nas Tabelas 2 — 5. A numeragdo das

imagens nesta figura corresponde a numeragdo dos testes (a negrito) presente nas tabelas.

De acordo com a literatura, a presenca de acido L-ascérbico pode induzir a
degradacdao dos filmes, uma vez que este acido promove a clivagem das ligacOes
glicosidicas da quitosana por mecanismos oxidativos. A oxidagao do anido ascorbato em
solucdo é acompanhada pela formagdo de aniGes superéxido como intermediario, que
coexistem em equilibrio com radicais hidroperdxidos, que reagem com a quitosana
através da abstracdo de um protdo ou pela formacao de hidroperdxidos, promovendo a
sua solubilizacdo (66).

A redugao do 6xido de grafeno in situ com acido L-ascorbico nao foi bem sucedida
devido a comprometer a integridade dos filmes e a ndo promover o aumento da
condutibilidade elétrica. De acordo com os resultados, pode-se concluir que os filmes
com maiores concentracdes de éxido de grafeno sdo mais resistentes as condi¢des de
reducdo. Face a estes dados, optou-se por tentar reduzir o dxido de grafeno in situ
presente nos filmes com maiores concentragbes de 6xido de grafeno (1 — 2%), utilizando

o acido cafeico como agente redutor (Tabela 6).

Tabela 6. CondicGes de reducgdo testadas nas reagdes de redugdo dos filmes GO 1 — 2% com acido cafeico.

Teste GO (%) CA (mg/mL) Tempo (h) Temr()fcr)atura
a) -
b) 1
c) 1,25 0,3 24 95
d) 1,50
e) 2

Apds a reacdo de reducdo, os filmes nao solubilizaram, mas ficaram bastante quebradicos
apos a secagem. Independentemente da sua cor inicial, todos os filmes ficaram pretos
apos a reagdo, inclusive o filme quitosana-genipina sem oxido de grafeno (Figura 14 a —

e).
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Figura 14. Imagens dos filmes GO 1 — 2% apds as reacdes de redugdo realizadas nas condi¢Ges apresentadas
na Tabelas 6. A numeragcdo das imagens nesta figura corresponde a numeragdo dos testes presente na
tabela.

A semelhanga da redugdo do éxido de grafeno in situ com &cido L-ascérbico, estes filmes
também ndo apresentaram um aumento significativo da condutibilidade elétrica
(resultados ndo apresentados). Estes dados permitem inferir que as alteragdes
colorimétricas poderdo surgir devido a ocorréncia de ligacdes entre o acido cafeico e a
quitosana-genipina. De acordo com a literatura, sao utilizadas enzimas como a
peroxidase, tirosinase ou lacase para promover a ligacdo entre o acido cafeico e a
quitosana. Estas enzimas oxidam o acido cafeico formando espécies reativas como orto-
guinonas que posteriormente reagem com os grupos amina da quitosana. Neste caso,
estas espécies reativas podem estar em solu¢do devido a oxidag¢ao do acido cafeico apds
a reducdo do 6xido de grafeno e terem reagido com a quitosana, alterando a cor dos
filmes para preto (67,68). Outra hipdtese pode ser a ocorréncia da reacdo de
desidratacdo do polimero quitosana-genipina catalisada pelo acido cafeico e que
originaria a carbonizacdo do filme a semelhanca do que ocorre a sacarose na presenca de
acido sulfurico concentrado. Para confirmar e verificar se seria facil formar éxido de
grafeno reduzido, procedeu-se a pirdlise do filme quitosana-genipina e do filme com 2%,

de 6xido de grafeno, ambos tratados com acido cafeico (Tabela 7).

Tabela 7. CondigBes de pirdlise as quais foram submetidos os filmes Q/G e GO 2%, apds terem sido
submetidos as condi¢Ges de redugdo da Tabela 6.

Testede Temperatura Tempo

redugio °C) (h) Atmosfera
3) 900 2 N,
e)

Apds a pirdlise, os filmes mantiveram a integridade da sua estrutura mas
apresentavam-se muito quebradicos, fragmentando-se durante o manuseamento (Figura

15 a). No entanto, tanto o filme quitosana-genipina como o filme com 2% de 6xido de
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grafeno apresentaram condutibilidade elétrica (resultados ndo apresentados), sendo
possivel integra-los no circuito de uma lampada LED permitindo que esta acendesse
(Figura 15 b). Os filmes apresentaram condutibilidade elétrica apds a pirdlise,
provavelmente devido a degradagdo térmica da estrutura da quitosana e sua conversao
em carbono (69). Seria necessdrio avaliar as amostras por FTIR e Raman para avaliar a
estrutura dos filmes apds a pirdlise, bem como a influéncia do pré-tratamento com dacido
cafeico na estrutura final.

Durante todo o processo de otimizacao da redugao in situ, surgiram dificuldades
em manter a integridade da estrutura dos filmes e em conseguir um aumento da
condutibilidade elétrica. Apesar de a pirdlise ser uma estratégia eficaz para conferir
condutibilidade elétrica aos filmes, estes ficaram demasiado rigidos e quebradicos para
poderem ser utilizados em embalagem alimentar. No entanto, a pirdlise podera ser uma
boa estratégia para produzir fibras de carbono. Face as dificuldades que surgiram durante
todo este processo, concluiu-se que a reducdo do oxido de grafeno in situ ndo é uma
estratégia viavel. Assim, foi definida uma nova estratégia. Procedeu-se a redugdo do

oxido de grafeno em solucdo, sendo o oxido de grafeno reduzido posteriormente

adicionado a solugdo de quitosana durante a preparacdo dos filmes.

\X

Figura 15. a) Filmes apds serem submetidos a reagdo de pirdlise nas condi¢bes da Tabela 7: 1. Filme Q/G. 2.
Filme GO 2%. b) Filme GO 2% integrado no circuito de uma lampada LED: 1. Filme GO 2% ap0s ter sido
submetido as condi¢des de reacdo apresentadas na Tabela 7 e pirolisado; 2. Baterias; 3. Lampada LED
acesa.

1.2 Redugao do 6xido de grafeno em solugdo

A reducdo do oxido de grafeno com acido L-ascérbico e dacido cafeico foi
acompanhada por espectrofotometria de UV-Vis (Figura 16). O espectro da solugdo de
oxido de grafeno apresenta um pico de absorcdo a 229 nm e um “ombro” a 309 nm

(Figura 16 a). Este espectro estd de acordo com a literatura, pois o espectro de absorgao
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caracteristico do dxido de grafeno apresenta um pico intenso a aproximadamente 230 nm
e um “ombro” a aproximadamente 310 nm (70). O pico de maior intensidade
corresponde a transi¢des m-mt* e 0 “ombro” corresponde a transi¢gdes n-rt* (71).

Apds a reacdo de reducdo com acido L-ascérbico ocorreu um deslocamento do
pico de absorvancia caracteristico do dxido de grafeno a 229 nm para 249 nm. Verifica-se
que a utilizacdo de diferentes concentragdes de acido L-ascérbico (0,25 mg/mL, 0,5
mg/mL ou 1 mg/mL) ndo provocou o deslocamento do pico para diferentes
comprimentos de onda, observando-se apenas diferentes intensidades de absorvancia
devido as diferentes concentra¢des das solugdes (Figura 16 b). Apds a reacao de reducao
com 4cido cafeico ocorreu um deslocamento do pico caracteristico do dxido de grafeno
para 272 nm (Figura 16 c). O comprimento de onda ao qual surge o pico de absorvancia
do 6xido de grafeno reduzido pelo acido cafeico esta de acordo com o que se encontra
descrito na literatura (54). No entanto, a redugdo com acido L-ascérbico poderd nado ter
sido completa, pois de acordo com um estudo realizado em condi¢cdes semelhantes as
deste trabalho, a redugdo provoca o deslocamento do pico de absor¢do caracteristico do
oxido de grafeno para 264 nm (52). A reacdo de reducdo ocorreu a temperatura
ambiente, uma vez que na literatura se encontra descrita a sua eficdcia nestas condicOes
(52). No entanto, a utilizacdo de temperaturas entre os 80 — 95 °C poderia aumentar o
grau de reducdo (48,72). Apesar de se saber que a reducdo com 4acido L-ascorbico podera
nado ter sido completa, ndo se tentou aumentar o grau de reducao do éxido de grafeno
através do aumento da temperatura, para posteriormente se verificar se a presenca de
mais grupos com oxigénio permitiam um aumento da eficacia da interacdao entre a
guitosana e o 6xido de grafeno. O pico de absorcdo caracteristico do 6xido de grafeno a
230 nm sofre um deslocamento para comprimentos de onda mais elevados, como
resultado do restabelecimento da rede sp?. Deste modo, quanto maior a extensdo do
restabelecimento da rede sp?, mais evidente é o deslocamento deste pico para maiores
comprimentos de onda, pelo que este € um parametro a partir do qual é possivel
comparar a eficacia de diversos agentes redutores (50). Deste modo, conclui-se que o

acido cafeico é um agente redutor mais eficaz do que o acido L-ascorbico.
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Figura 16. Espectros de absor¢do UV-Vis. a) Solugdo GO 0,1 mg/mL. b) Solugdes RGO_AA 0,25 mg/mL, 0,5
mg/mL e 1 mg/mL. c) Solu¢do RGO_CA 0,1 mg/mL.

As solucOes aquosas de éxido de grafeno reduzido ndo apresentaram a formacgao
de aglomerados visiveis a olho nu apds a sua preparacao, mantendo-se estdveis durante
varias semanas, sem a adicao de agentes estabilizantes (Figura 17). Verificou-se que tanto
as solucdes de 6xido de grafeno reduzido com acido ascérbico como com acido cafeico se
mantém estaveis. No entanto, enquanto as solucdes de oxido de grafeno reduzido por
acido L-ascorbico se mantiveram estaveis durante mais de um més, as solucdes de éxido
de grafeno reduzido por acido cafeico apenas se mantiveram estaveis durante duas
semanas. De acordo com a literatura, o mecanismo de estabilizacdao do éxido de grafeno
reduzido com acido L-ascérbico tem origem nos produtos resultantes da sua oxidacao.
Apds a desprotonacdo do acido L-ascérbico é formado dacido desidroascérbico, que
posteriormente pode ser convertido em acido oxalico ou gulurdnico. Estes acidos formam
ligacdes de hidrogénio com os grupos funcionais com oxigénio que permanecem a
superficie do oxido de grafeno apds a reducdo, quebrando as interagbes m — 1t entre as
folhas de 6xido de grafeno reduzido e evitando assim a sua aglomeracdo (52). Assim, a

utilizacdo do dacido L-ascorbico como agente redutor dispensa a utilizacdo de agentes
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estabilizantes, que devido a sua toxicidade poderiam comprometer a aplicacdo do 6xido

de grafeno reduzido nos bionanocompdsitos para embalagem alimentar.

b)

Figura 17. a) Solugdo GO 0,1 mg/mL antes da redugdo. b) Solugdo RGO_AA apds a reducgdo. c) Solugdo
RGO_CA apos a redugdo.

A redugao do oxido de grafeno com 4acido L-ascérbico foi acompanhada por
espectroscopia de Raman (Figura 18). Devido a limitagdes na disponibilidade do
equipamento ndo foi possivel confirmar a reducdo do oxido de grafeno reduzido por
acido cafeico através desta técnica. Os espectros de Raman do dxido de grafeno e do
oxido de grafeno reduzido com &acido L-ascérbico apresentam duas bandas a 1351 cm™ e
a 1606 cm™. Os materiais grafiticos apresentam duas bandas caracteristicas em Raman, a
banda D a aproximadamente 1330 - 1340 cm™ e a banda G a aproximadamente 1580 -
1600 cm™ (60). A banda D resulta das imperfei¢des estruturais presentes no éxido de
grafeno tais como os grupos hidroxilos ou epdxidos. A banda G resulta dos dominios sp?
dos carbonos presentes na estrutura do 6xido de grafeno (48). Apds a reducao do éxido
de grafeno ocorre um aumento da razdo das intensidades das bandas D e G (Ip/lg) de 1,7
para 1,94. O aumento de Ip/lc apds a reducdo encontra-se bem descrito na literatura,
estando relacionada com a criacdo de novos dominios com tamanho médio inferior ao
tamanho dos dominios pré-existentes (47,60,65,73). Apesar de os dominios sp?
apresentarem menos defeitos apds a reducdo, devido a diminuicdo do seu tamanho
médio e a permanéncia de alguns defeitos estruturais, verifica-se o aumento da razdo de
In/lc (45). Estes resultados de espectroscopia de Raman ndo sdo suficientes para concluir
gue o Oxido de grafeno foi eficazmente reduzido pelo acido L-ascdrbico. Seria necessario

comprovar a reducdo do oxido de grafeno com outras técnicas como espectroscopia

fotoeletrdnica de raios-X (XPS).
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Figura 18. Espectro de Raman do GO (preto) e do RGO_AA (cinzento).

2. Otimizagdo da preparagao dos filmes

ApOds se ter concluido que a reducdo in situ do 6xido de grafeno ndo era uma
estratégia adequada para o tipo de filmes desenvolvidos neste trabalho, optou-se por
reduzir o 6xido de grafeno com &cido cafeico ou acido L-ascérbico previamente a sua
adicdo a solucdo de quitosana durante a preparacdo dos filmes. Paralelamente foi
produzido outro tipo de filmes, tendo sido adicionadas nanofibras de carbono a solugao
de quitosana. Visto que apds a reducdo do dxido de grafeno in situ as amostras nao
apresentaram condutibilidade elétrica, a preparacao dos filmes com nanofibras
grafitizadas teve por objetivo descartar que a fraca condutibilidade elétrica dos filmes
com Oxido de grafeno reduzido tivesse origem na redugao do éxido de grafeno, uma vez
gue as nanofibras ndo necessitam de ser reduzidas para apresentarem condutibilidade
elétrica. Assim, este filme serviu como controlo positivo em relacdo a adi¢cdo de éxido de
grafeno reduzido.

Inicialmente a preparacado dos filmes consistiu na adicdo das solucdes de éxido de
grafeno reduzido a solu¢ao de quitosana. Porém, surgiram dificuldades em dispersar as
solucbes somente através de agitacdo magnética, uma vez que o o6xido de grafeno
reduzido aglomerava, pelo que as solucdes foram tratadas com ultrassons. Apesar de os
tratamentos com ultrassons melhorarem consideravelmente a homogeneizacdo das
solucdes, de acordo com a literatura, os tratamentos prolongados quebram as cadeias de

guitosana (74). Assim, o procedimento selecionado para a preparacdo dos filmes consistiu
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na adicdo de 6xido de grafeno reduzido ou nanofibras de carbono a solucdo de acido
acético, previamente a dissolugdo da quitosana, o que aparentemente promovia a
homogeneizacdo da solugdo com maior eficidcia. Ao adotar esta estratégia, surgiu a
necessidade de suprimir o passo de filtracdo da solugdo de quitosana, para que ndo
ocorressem perdas de material grafitico, pelo que os filmes apresentam algumas
impurezas provenientes da quitosana.

A condutibilidade elétrica dos filmes aumenta proporcionalmente a concentracdo
de material grafitico (75). Consequentemente, o filme torna-se opaco, ficando
completamente preto a partir de determinadas concentragbes. Como os filmes
preparados neste trabalho se destinam a embalagens alimentares, pretendeu-se que
estes fossem o mais translicidos possivel. Assim, tentou-se encontrar um compromisso
entre as concentracoes de dxido de grafeno reduzido para a atribuicdo de condutibilidade
elétrica aos filmes e a sua transparéncia. Deste modo, os filmes caraterizados tinham
concentracdes de 0,5%, 1%, 1,5% ou 2% de Oxido de grafeno reduzido com 4cido L-
ascorbico ou 4cido cafeico. Paralelamente prepararam-se filmes com as mesmas
concentracdes de nanofibras de carbono comerciais, para comparacdo, tendo sido
verificada a sua condutibilidade elétrica antes da utilizacdo. A semelhanca dos filmes
quitosana-genipina e do filme com 2% de 6xido de grafeno apds a pirdlise, também foi
possivel integrar as nanofibras de carbono no circuito da lampada LED, permitindo que

esta acendesse (Figura 19).

—

Figura 19. CNF integradas no circuito de uma lampada LED. 1. CNF; 2. Baterias; 3. Limpada LED acesa.
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3. Caraterizagdo dos filmes selecionados

3.1 Caraterizagdo estrutural

A dispersdao do material grafitico na matriz de quitosana-genipina é um fator que
pode influenciar todas as propriedades fisicas e quimicas dos filmes. Assim, os filmes
foram observados ao microscépio ético antes e apds a prensagem, o que permitiu obter
uma avaliacdo global sobre este parametro (Figura 20). Através destas imagens é possivel
observar que o material grafitico se encontra disperso de forma heterogénea. Porém,
existem diferencas notdrias entre a dispersdao do material grafitico nos diferentes tipos de
filmes. Os filmes com éxido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico (Figura 20 a) sdo
caracterizados por variacdes graduais da densidade de éxido de grafeno reduzido
disperso na matriz quitosana-genipina. E possivel identificar zonas escuras
correspondentes aos aglomerados de 6xido de grafeno reduzido, zonas de cor intermédia
nas quais o o6xido de grafeno reduzido se encontra disperso e zonas claras
correspondentes a quitosana-genipina com baixa densidade de o6xido de grafeno
reduzido. O aumento da concentracdo de 6xido de grafeno reduzido traduz-se na
intensificacdo da sua densidade nas diversas zonas.

Os filmes com Oxido de grafeno reduzido por acido cafeico (Figura 20 b)
apresentam zonas escuras correspondentes aos aglomerados de 6xido de grafeno
reduzido e zonas claras correspondentes a quitosana-genipina. Ao contrdrio dos filmes
com oxido de grafeno reduzido por acido L-ascorbico, estes filmes ndo apresentam zonas
de densidade intermédia, o que podera estar relacionado com o facto de a suspensdo do
Oxido de grafeno reduzido por dacido L-ascérbico se manter mais estavel do que a
suspensdao de Oxido de grafeno reduzido por dacido cafeico. Através destas imagens
verifica-se que os filmes apresentam mais aglomerados de dxido de grafeno reduzido e
por consequéncia sdo filmes mais heterogéneos do que os filmes com déxido de grafeno
reduzido com acido L-ascdrbico. Verifica-se ainda que o aumento da concentracdo de
O6xido de grafeno reduzido se traduz no aumento do tamanho e da frequéncia dos
aglomerados.

Os filmes com nanofibras de carbono (Figura 20 c) apresentam grandes

aglomerados de nanofibras e zonas com muito baixa densidade de nanofibras, ndo
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apresentando zonas com densidade intermédia, sendo o tipo de filme mais heterogéneo
entre os filmes selecionados. O aumento da concentragdo de nanofibras traduz-se no

aumento do tamanho os aglomerados.

Antes da prensagem Ap0ds a prensagem Antes da prensagem Apos a prensagem

a)

RGO_AA 0,5%

RGO_AA 1%

RGO_AA L5 %

RGO_AA 2%

Ampliagdo 35 vezes Ampliagdo 500 vezes

Antes da prensagem Apos a prensagem Antes da prensagem Apos a prensagem
b)

RGO_CA 0,5%

RGO_CA 1%

RGO_CA 1,5 %

RGO_CA 2%

Ampliagdo 35 vezes Ampliagdo 500 vezes
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Antes da prensagem Apos a prensagem Antes da prensagem Apos a prensagem

<)

CNF 0,5%

CNF 1%

CNF1,5%
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Ampliagdo 35 vezes Amplia¢do 500 vezes

Figura 20. Fotografias de microscopia dtica. Imagens nas colunas a esquerda - ampliacdo total de 35 vezes;
imagens nas colunas a direita - ampliagdo total de 500 vezes. a) Filmes RGO_AA. b)Filmes RGO_CA. c) Filmes
CNF.

Os filmes foram prensados com o objetivo de alinhar o material grafitico, no
entanto através destas imagens Oticas nao sao visiveis diferencas nos filmes antes e apds
a prensagem. A dispersdo homogénea do éxido de grafeno em filmes de quitosana em
condicdes semelhantes as deste trabalho encontra-se descrita na literatura (76,77). No
entanto, o éxido de grafeno apresenta mais grupos funcionais do que o dxido de grafeno
reduzido, o que permite uma melhor interacdo com a quitosana e consequentemente
uma melhor dispersdo. A formacdo de aglomerados pelo material grafitico na quitosana
podera dever-se a fraca interacdo entre estes. Deste modo, seria necessario adequar o
procedimento de preparacdo dos filmes. Na literatura encontra-se reportado o aumento
da temperatura de reacdo ou a adicdo de copolimeros estabilizantes como estratégias
para melhorar a dispersdo (44,75). Num estudo recente, o procedimento de preparacao
de nanocompdsitos de quitosana e éxido de grafeno reduzido consistiu em misturar uma
solu¢do de quitosana com uma solucdo de éxido de grafeno, aumentar a temperatura de

reagdo para promover a interagdo e reduzir quimicamente o 6xido de grafeno ja na
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solucdo. Neste caso, a propria quitosana funciona como agente estabilizante do éxido de
grafeno reduzido pois atua como agente surfactante catidnico, separando as folhas de
Oxido de grafeno reduzido, pelo que a solucdo se mantem estabilizada sem a formacao de
aglomerados (72).

Apods se ter verificado que os materiais grafiticos se encontram heterogeneamente
dispersos na matriz quitosana-genipina, recorreu-se a microscopia eletrénica de
varrimento (SEM) para avaliar com maior detalhe a morfologia dos filmes. O filme
quitosana-genipina e o filme com 2% de 6xido de grafeno reduzido por acido cafeico
foram os filmes selecionados para esta avaliagdo (Figura 21). A secc¢do transversal do
filme quitosana-genipina (Figura 21 a) tem uma aparéncia estriada o que de acordo com a
literatura podera ser devido a um processo de agregacdo das préprias cadeias da
quitosana (78). No entanto, a sua superficie € completamente lisa (Figura 21 b - c). As
imagens da superficie do filme com 6xido de grafeno reduzido, mostram que este se
encontra em aglomerados que sobressaem de forma proeminente a superficie do filme
(Figura 21 d - f). Estes resultados confirmam a dispersdao heterogénea do material
grafitico na matriz quitosana-genipina. Na literatura encontra-se bem descrita a dispersao
homogénea dos materiais grafiticos na quitosana, sendo possivel observar o alinhamento
unidirecional dos materiais grafiticos paralelamente ao filme o que consequentemente

origina filmes com superficies relativamente lisas (79,80).

PR
3000 nm
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1000 nm 1000 nm

Figura 21. a) Secgdo transversal do filme Q/G. b) Secgdo transversal do filme RGO_CA 2%. c) - e) Superficie
do filme Q/G. d) - f) Superficie do filme RGO_CA 2%.

Os dados anteriores foram complementados com informacdes sobre a rugosidade
e espessura das amostras, tendo-se estudado a topografia dos filmes através de
microscopia de forga atémica (AFM). O filme com 2% de éxido de grafeno reduzido por
acido cafeico foi selecionado para o efeito, tendo sido avaliada a sua topografia antes da
prensagem (Figura 22) e apds a prensagem (Figura 23). As imagens 3D (Figura 22 a,
Figura 23 a) e 2D (Figura 22 b, Figura 23 b) fornecem informacgdes sobre a altura das
diferentes zonas da amostra enquanto as imagens de variagdo de fase (Figura 22 c, Figura
23 c¢) fornecem informagdes qualitativas sobre a dureza das diferentes regides. A
rugosidade quadratica média do filme é de 180.9 nm antes da prensagem e de 137.5 nm
apos a prensagem do filme. Tal como esta representado nas imagens, a amostra tem 26
pum de altura antes da prensagem e 35 um apds a prensagem, pelo que apresenta uma
altura consideravelmente maior apds a prensagem. A primeira vista estes dados parecem
ser contraditdrios. No entanto é de salientar que estas imagens correspondem a apenas
uma area de 15 x 15 um e sabendo que os filmes sdao heterogéneos, estas areas nao

representam todo o filme. Provavelmente a area avaliada no filme antes da prensagem é
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uma regido maioritariamente constituida por quitosana-genipina enquanto a regidao do
filme avaliada apds a prensagem poderd ser constituida pela mistura de quitosana-
genipina e oxido de grafeno reduzido. Estes resultados constituem mais uma evidéncia da
elevada heterogeneidade dos filmes, verificando-se que o éxido de grafeno reduzido se
encontra em aglomerados, ndo sendo possivel distinguir com clareza as folhas de dxido

de grafeno reduzido ao contrdrio do que se encontra descrito na literatura (81,82).
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Figura 22. Imagens de topografia do filme RGO_CA 2%. a) Imagem 3D. b) Imagem 2D. c) Imagem de fase.
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Figura 23. Imagens de topografia do filme RGO_CA 2% apds a prensagem. a) Imagem 3D. b) Imagem 2D. c)
Imagem de fase.

Apds a avaliacdo da morfologia dos filmes, procedeu-se a caraterizacdo da sua
estrutura quimica. Recorreu-se a espectrofotometria de UV-Vis para detetar evidéncias
da ligacdo dos materiais grafiticos a quitosana (Figura 24). Os espectros dos filmes com
concentragdo de material grafitico superior a 0,5% nao sdao aqui apresentados porque
tém intensidades de absor¢cdao muito elevadas, provocadas pelo aumento da
concentracdo de material grafitico e consequente escurecimento dos filmes. Todos os
filmes apresentam espectros de absorcao semelhantes, com picos de absor¢cdo entre 215
—219 nm e entre 284 — 286 nm, um “ombro” entre 330 — 360 nm e um pico bem definido
a 605 nm. O pico que surge entre 284 — 286 nm é causado pelo composto de amina

heterociclico que resulta da ligacdo da genipina a quitosana (83). O “ombro” que é visivel
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entre 330 — 360 nm ocorre devido as ligacdes amida entre a quitosana e a genipina e o
pico de absor¢do a 605 nm presente em todos os filmes corresponde ao pigmento azul
formado pela ligacdo da genipina a quitosana (84). Aparentemente, todos os picos de

absorcdo sdao causados pelas interagdes entre a genipina e a quitosana.
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Figura 24. Espetros de absorg¢do UV-Vis. a) Filme Q/G. b) Filmes RGO_AA 0,5%. c) Filmes RGO_CA 0,5% d)
Filmes CNF 0,5%.

O o6xido de grafeno apresenta um pico de absorvancia a aproximadamente 230
nm, devido as transicdes m — n* e a quitosana apresenta um pico de absorvancia a
aproximadamente 250 nm, devido as transi¢des n — o* dos grupos amina. Ao incorporar o
oxido de grafeno na quitosana, ocorre um pico Unico entre 270 - 320 nm devido as
interacdes entre ambos. Apds a introdugdo da genipina verifica-se o deslocamento deste
pico para aproximadamente 370 nm devido a conversao dos grupos amina primarios da
quitosana em ligac6es amida secundarias entre a quitosana e a genipina (84,85). Neste
trabalho esta presente o éxido de grafeno reduzido por acido L-ascorbico que apresenta
um pico a 249 nm e o 6xido de grafeno reduzido por acido cafeico com um pico de
absorcdo a 272 nm, pelo que continuam a ter um espetro de absorcao semelhante ao da

quitosana (86). O pico correspondente a interacdo entre os materiais grafiticos e a
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quitosana podera ser o “ombro” a 330 nm, atribuido as ligacdes amida entre a quitosana
e a genipina. No entanto, este ocorre ao mesmo comprimento de onda nos espectros dos
diferentes filmes e sabe-se que o 6xido de grafeno reduzido por acido L-ascdrbico e por
acido cafeico ocorrem a comprimentos de onda distintos. Deste modo, a partir de
espectrometria de UV-Vis ndo é possivel retirar conclusdes sobre as intera¢des entre a
quitosana e o Oxido de grafeno. Para que tal fosse possivel, seria necessdrio fazer o
espectro de absorvancia da quitosana apds a adicdo dos materiais grafiticos e apds a
adicao da genipina, separadamente.

Os espectros de FTIR do filme quitosana-genipina e dos filmes com concentragdes
extremas de material grafitico (RGO e CNF 0,5 e 2%) foram feitos para tentar
compreender o tipo de interagdes entre a quitosana e os materiais grafiticos (Figura 25).
Os espectros do filme quitosana-genipina e dos filmes com material grafitico apresentam
bandas semelhantes. As bandas entre 882 — 1175 cm™ sdo causadas pelo estiramento C-O
e C-O-C e pelas ligacdes glicosidicas. As bandas a 1327 cm™ e 1398 cm™ resultam da
deformacdo angular de N-H e do acoplamento do estiramento axial de C-N. A banda a
1550 cm™ é causada pelas vibracdes da amida Il e a banda a 1632 cm™ é causada pelas
vibracdes da amida I. A banda a 2898 cm™ corresponde ao estiramento axial das ligacbes
C-H e a banda ampla entre 3000 — 3500 cm™ é devida ao estiramento axial das ligacdes O-
H e N-H (87,88).

De acordo com a literatura, tanto a ligacao do éxido de grafeno reduzido como da
genipina a quitosana podem ser comprovadas através das bandas referentes as vibragdes
das ligacbes amida | e amida Il e através das bandas referentes ao estiramento das
ligacGes H-C-H e C-H (84,86,89). A introducdo dos materiais grafiticos ndo provocou
alteragdes ao espectro do filme quitosana-genipina, o que pode ser devido ao facto de
bandas coincidirem ou ao facto de os espectros da quitosana e do bionanocompésito de
quitosana e oOxido de grafeno reduzido serem muito semelhantes (90). A falta de
resultados inequivocos que evidenciem as interagcGes entre os materiais grafiticos e

guitosana também pode sugerir que estas sejam pouco acentuadas.
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——CNF 2%
——CNF0,5%
RGO_CA 2%
——RGO_CA0,5%
——RGO_AA 2%
——RGO_AA0,5%

Absorvancia

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 /6

Numero de onda, cm™!

Figura 25. Espectros de FTIR do filme Q/G e dos filmes com concentra¢des extremas de material grafitico
(0,5% e 2%). Foram analisadas cinco réplicas de cada amostra.
3.2 Caraterizagdo elétrica

O principal objetivo da incorporacdo dos materiais grafiticos na matriz de
quitosana-genipina é a prepara¢dao de bionanocompdsitos com condutibilidade elétrica.
Deste modo, a condutibilidade dos filmes foi medida através da medigdo da corrente em
funcdo do potencial aplicado (Figura 26 a — c). A incorporacdo do material grafitico na
matriz quitosana-genipina apenas diminuiu ligeiramente a resistividade dos filmes, sendo
esperado que ocorresse uma diminuicdo drastica da resistividade. Todos os filmes se

comportam de forma semelhante mediante a aplicacdo do potencial.

a) 9,00E-10
8,00E-10
7,00E-10
6,00E-10
. ——RGO_AA 0,5%
< 5,00E-10
e RGO_AA 1%
c 4,00E-10
g ——RGO_AA 1,5%
G 3,00E-10
© ——RGO_AA 2%
2,00E-10 e
1,00E-10
0,00E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
-1,00E-10

Tensédo (V)

59
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 26. Curvas de corrente em funcdo da tensdo aplicada aos filmes. a) Filmes RGO_AA. b) Filmes
RGO_CA. c) Filmes CNF. Foi analisada uma réplica de cada amostra.

A resisténcia dos filmes foi calculada através da aplicacao direta da lei de Ohm,
permitindo posteriormente calcular a condutibilidade elétrica (Figura 27). A
condutibilidade elétrica ndo varia de acordo com os diferentes tipos de filmes nem varia
de forma linear com o aumento da concentracdo de material grafitico. Os valores de
condutibilidade aqui apresentados sdao muito menores do que aqueles que se encontram
descritos na literatura para as mesmas concentracoes de material grafitico (75,91,92).

Os filmes com nanofibras de carbono apresentam valores de condutibilidade

elétrica idénticos aos filmes com dxido de grafeno reduzido. Uma vez que as nanofibras
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de carbono sdo grafitizadas, a falta de condutibilidade elétrica provavelmente tera origem
na dispersao heterogénea dos materiais grafiticos.

A condutibilidade elétrica é dependente da rede de percolacdo, que neste caso
corresponde a concentragdao de material grafitico necessaria para formar uma rede
continua de material grafitico que permita o fluxo de eletrdes por todo o filme. Como de
acordo com os dados da caraterizagao estrutural, os materiais grafiticos se encontram
heterogeneamente dispersos na matriz de quitosana-genipina, as concentragdes
utilizadas nao sao suficientes para formar uma rede de percolagdo que permita aumentar
drasticamente a condutibilidade elétrica dos filmes. Outro fator que podera influenciar a
condutibilidade dos filmes é o facto de as cadeias de quitosana serem muito densas e
cobrirem todo o plano basal do éxido de grafeno reduzido, o que impossibilita a
transferéncia de eletrdes. Caso as cadeias da quitosana estivessem covalentemente
ligadas apenas aos grupos funcionais remanescentes nas extremidades (e ndo aos grupos
do plano basal) das folhas de éxido de grafeno reduzido, através de reacdes de amidacao
ou esterificacdo, a rede sp? estaria protegida permitindo que a transferéncia de eletrdes

ocorresse eficazmente (92).
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Figura 27. Variagdo da condutibilidade elétrica dos filmes em fungdo da concentragdo de RGO. Foi analisada
uma réplica de cada amostra.

As propriedades elétricas dos filmes foram caracterizadas em maior detalhe
através do estudo do potencial e da distribuicdo de cargas a sua superficie, através de

microscopia de forga electroestatica (EFM). O filme com 2% de éxido de grafeno reduzido
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por acido cafeico foi o selecionado para a avaliacdo (Figura 28). Os mapas de capacitancia
(Figura 28 b) e de potencial electroestatico (Figura 28 c) foram construidos assumindo um
modelo de condensador de placas paralelas. Estes mapas permitem-nos distinguir regides
com comportamento dielétrico distinto, que poderdo estar relacionadas com a
heterogeneidade do filme, uma vez que é possivel observar regides compostas por
quitosana-genipina e regides compostas por aglomerados de 6xido de grafeno reduzido.
Estando a componente capacitiva relacionada com a constante dielétrica do meio entre a
ponta de prova e o substrato, sdo observadas regides com uma componente capacitiva
bastante significativa (vermelho) e regides cuja contribuicdo capacitiva é menos
significativa (verde). E possivel localizar aproximadamente as regides onde se encontra o
oxido de grafeno reduzido, excluindo os efeitos de rugosidade por compara¢do com a
imagem de topografia (Figura 28 a). O d6xido de grafeno reduzido localiza-se nas regides
com menor componente capacitiva (verde) sendo facilmente distinguido das regides
guase exclusivamente compostas por quitosana-genipina (vermelho) (Figura 28 b). O
mapeamento das regides de componente capacitiva distinta é complementado pela
analise do potencial eletrostatico de superficie (Figura 28 c). Este potencial é devido a
aproximacdo de dois materiais com natureza distinta - o silicio que constitui a ponta de
prova e a amostra a ser analisada. A andlise do mapeamento desta componente permite
uma atribuicdo mais detalhada das regides correspondentes ao Oxido de grafeno
reduzido, zonas de elevado potencial de contacto (vermelho) das regides
correspondentes a quitosana-genipina com menor potencial de contacto (amarelo).
Podemos ainda distinguir regides cujo potencial de contacto é tipicamente inferior a 0.6 V
(azul escuro), que podem surgir apenas como consequéncia da rugosidade local da

amostra (Figura 28 c).
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a)

Figura 28. EFM do filme RGO_CA 2%. a) Imagem de topografia. b) Imagem de capacitancia (C). c¢) Imagem
do potencial de contacto (V).

3.3 Caraterizagdo colorimétrica

A cor dos bionanocompdsitos é fundamental devido a sua aplicagdo para
embalagem alimentar, pois de acordo com o tipo de alimento a conservar é necessario
adequar a cor da embalagem bem como a sua transparéncia, sendo por vezes necessario
recorrer a materiais opacos que protejam os alimentos da luz (93). Deste modo, a cor dos
filmes foi caracterizada pelo método ClELab, através do qual foram determinadas as
coordenadas L*, a* e b*. A coordenada L* representa a luminosidade das amostras e
varia entre 0 (opaca) e 100 (transparente). A coordenada a* expressa a tonalidade verde
(-a*)/vermelho (+a*) e a coordenada b* expressa a tonalidade azul (-b*)/amarelo (+b*).

Os filmes com nanofibras de carbono tém valores de L* semelhantes ao filme
quitosana-genipina (p=0,05) enquanto os filmes com o6xido de grafeno reduzido sdo
significativamente (p<0,05) mais opacos do que o filme quitosana-genipina. Os filmes com
oxido de grafeno reduzido por acido cafeico apresentam diferencas significativas (p<0,05)
de opacidade entre si, sendo os filmes mais opacos (Figura 29). A opacidade dos filmes
depende principalmente da presenca e da dispersdo do material grafitico. Apesar de os
valores de L* diminuirem tendencialmente com o aumento da concentra¢cdo de material
grafitico, esta diminuicdo n3o é linear devido a sua dispersdo heterogénea na matriz de
guitosana-genipina. A presenca de produtos da oxidacdo do acido cafeico, como orto —
guinonas, que se ligam a quitosana, provocando o escurecimento da solucdo poderd
contribuir para o facto de os filmes com dxido de grafeno reduzido por acido cafeico

serem 0s mais opacos (68).
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Figura 29. Valores das coordenadas L* dos filmes. Foram analisadas trés réplicas de cada amostra. Letras

diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05.

A maioria dos filmes apresenta valores de a* negativos, devido a sua tonalidade
esverdeada conferida pela genipina e significativamente diferentes (p<0,05) do filme
quitosana-genipina (Figura 30). As diferengas entre os valores de a* dos filmes sao
devidas a dispersao heterogénea do material grafitico bem como a interacdo dos agentes
redutores do éxido de grafeno e a quitosana. Os filmes com nanofibras de carbono tém
os valores de a* significativamente mais baixos (p<0,05), devido a dispersdo heterogénea
das nanofibras, uma vez que existem grandes dareas de filme sem nanofibras com
coloracdo esverdeada caracteristica da quitosana reticulada com genipina. Em relagado aos
filmes com dxido de grafeno reduzido, além da dispersdo heterogénea existe ainda a
influéncia dos agentes redutores. Nos filmes com déxido de grafeno reduzido por acido
cafeico, ocorre o escurecimento da quitosana devido a sua interagdo com o acido cafeico,
pelo que quanto maior é a concentracao de d6xido de grafeno reduzido, maior é a
concentracdo de acido cafeico e por consequéncia menor é a sua tonalidade esverdeada,
o que se traduz em valores de a* préximos de zero. A interagdo entre o acido L-ascérbico
oxidado e a quitosana promove a formacao de pigmentos avermelhados, o que se traduz
em valores de a* positivos para concentracdes de oxido de grafeno reduzido mais

elevadas. Os filmes com as concentragdes de 0,5% e 1% de 6xido de grafeno reduzido nao

64
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

sofrem da mesma forma a influéncia dos agentes redutores, devido a estes ndo estarem

presentes em concentragdes suficientes, mantendo a cor original dos filmes (94).
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Figura 30. Valores das coordenadas a* dos filmes. Foram analisadas trés réplicas de cada amostra. Letras
diferentes representam valores significativamente diferentes p<0,05.

A maioria dos filmes apresenta valores de b* significativamente diferentes
(p<0,05) do filme quitosana-genipina. Os valores de b* dos filmes com 1,5% e 2% de 6xido
de grafeno reduzido por acido L-ascérbico sao significativamente superiores (p<0,05) aos
restantes (Figura 31), devido a intera¢Ges entre o dcido L-ascorbico oxidado e a quitosana
com consequente formacdo de pigmentos amarelos (94).
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Figura 31. Valores das coordenadas b* dos filmes. Foram analisadas trés réplicas de cada amostra. Letras
diferentes representam valores significativamente diferentes p<0,05.
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Os filmes com valores de b* mais elevados sdo os filmes com éxido de grafeno
reduzido por acido L-ascérbico seguidos pelos filmes com éxido de grafeno reduzido por
acido cafeico, sendo os filmes com nanofibras de carbono os que apresentam valores de
b* mais baixos. Todos os filmes apresentam valores de b* positivos devido a sua
tonalidade amarela.

Com recurso a software apropriado, foi possivel fazer a conversdo das
coordenadas L*, a* e b* nas suas cores correspondentes (Figura 32). As cores geradas
pelo software sao representativas das diferentes tonalidades dos diferentes tipos de
filmes. Os filmes com oOxido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico apresentam
tonalidades castanhas, os filmes com o6xido de grafeno reduzido por acido cafeico
apresentam cor escura variando entre o preto e o cinzento e os filmes com nanofibras de
carbono apresentam tonalidades azuis e verdes.

Uma vez que os filmes selecionados neste trabalho sdo caracterizados por
diferentes transparéncias e diferentes tonalidades cromaticas poderao ser adequados a

diversos tipos de alimentos.

a/G

CNF
m o
1.5%
1%
0.5%

Figura 32. Cores representadas pelas coordenadas L*, a* e b* dos filmes. Foram analisadas trés réplicas de
cada amostra.

66
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4 Caraterizagdo bioquimica

A atividade antioxidante dos bionanocompdsitos é extremamente importante,
pois ao exibirem esta propriedade permitem que a embalagem reforce o seu papel ativo
na conservacgao dos alimentos. Deste modo, a atividade antioxidante do filme quitosana-
genipina e dos filmes com concentracdes de material grafitico extremas (0,5% e 2%) foi
avaliada pelo método ABTS, pela percentagem de inibicdao do catido ABTS** pelos filmes
(Figura 33). Os filmes com oxido de grafeno reduzido por acido cafeico apresentam
atividade antioxidante significativamente superior (p<0,05) ao filme quitosana-genipina,
enquanto os restantes filmes apresentam atividade antioxidante significativamente
inferior (p<0,05). O filme com 2% de 6xido de grafeno reduzido com acido cafeico tem
atividade antioxidante significativamente superior (p<0,05) ao filme com 0,5% de 6xido

de grafeno reduzido.
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Figura 33. Atividade antioxidante do filme Q/G e dos filmes com concentra¢Bes extremas de material
grafitico (0,5 - 2%). Foram analisadas trés réplicas de cada amostra. Letras diferentes representam valores
significativamente diferentes p <0,05.

O 6xido de grafeno reduzido nao foi lavado apds a reducdo. Deste modo na
solucdo de 6xido de grafeno reduzido poderia estar presente acido cafeico e produtos
resultantes da sua oxidagdo capazes de interagir com a quitosana, o que justifica o
aumento da atividade antioxidante dos filmes com déxido de grafeno reduzido com acido
cafeico. A atividade antioxidante do acido cafeico encontra-se bem descrita na literatura,
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a semelhanca do aumento da atividade antioxidante da quitosana ligada ao acido cafeico
(54,39,67).

Os materiais grafiticos podem ter atividade antioxidante através da destruicdo ou
inibicdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou pelo contrario, podem ser
produtores de espécies ROS. O comportamento dos diferentes materiais grafiticos, bem
como as condi¢des em que se verifica um ou o outro efeito ainda ndao se encontram
clarificados (95). Sabendo que a quitosana exibe atividade antioxidante e que a adi¢do do
material grafitico origina um decréscimo da atividade antioxidante dos filmes, deduz-se
que as nanofibras de carbono e o éxido de grafeno reduzido poderdao estar a produzir
espécies ROS, diminuindo assim a atividade antioxidante da quitosana (32). Este efeito
também estd de acordo com o facto de os filmes com menor percentagem de material
grafitico apresentam atividade antioxidante ligeiramente superior aos filmes
correspondentes com maior percentagem de material grafitico.

As interacoes entre os filmes e a agua podem fornecer indicacGes sobre a
permeabilidade dos filmes. Deste modo a hidrofobicidade dos filmes foi caracterizada
através da avaliacdo do angulo de contacto (Figura 34). O aumento do angulo de contacto
traduz um aumento da hidrofobicidade da superficie enquanto a diminui¢do do angulo de
contacto traduz a diminui¢do da sua hidrofobicidade (96). Os filmes com dxido de grafeno
reduzido por acido L-ascorbico e os filmes com nanofibras de carbono sdo
significativamente (p<0,05) mais hidrofilicos que o filme quitosana-genipina. O aumento
da hidrofilicidade dos filmes com 6xido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico pode
estar relacionada com a presenca de moléculas hidrofilicas no filme, nomeadamente
acido L-ascérbico que ndo reagiu durante a reacao de reducdo e acido desidroascérbico, o
que se traduz na diminuicdo do angulo de contacto face ao filme quitosana-genipina (97).
O aumento da hidrofilicidade dos filmes apés a introducdo de nanofibras de carbono
também se encontra descrita na literatura (98).

O filme com 2% de Oxido de grafeno reduzido por 4acido cafeico é
significativamente (p<0,05) mais hidrofébico que o filme quitosana-genipina enquanto o
filme com 0,5% de Oxido de grafeno reduzido por acido cafeico nao difere

significativamente (p20,05) do filme quitosana-genipina (Tabela 8). O aumento da
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hidrofobicidade dos filmes com éxido de grafeno reduzido por acido cafeico também se

pode dever a presenca do acido cafeico uma vez que a sua cadeia alquilica e

aromaticidade contribuem para o seu caracter hidrofébico (99).

a/G

RGO_AAD,5% ™ RGO_AA 2%

RGO_CA 0,5% RGO_CA 2%

CNF 0,5% CNF 2%

Figura 34. Imagens do contacto entre a gota de agua e os filmes.

Tabela 8. Angulos de contacto com a agua
do filme Q/G e dos filmes com
concentragbes extremas de material
grafitico. Foram analisadas nove réplicas de
cada amostra. Letras diferentes
representam valores significativamente
diferentes p<0,05.

Filme Angulo de Contacto (°)
Q/G 88,80+ 2,54°
RGO_AA0,5% 75,47 £9,32°
RGO_AA 2% 50,55+5,29 ¢
RGO_CA0,5% 86,33 +4,08°
RGO_CA 2% 95,59 + 2,66 ¢
CNF 0,5% 72,51+3,59°
CNF 2% 79,46 £ 11,89 ¢

Para complementar o estudo da interacdo entre a dgua e os filmes, foi

determinada a percentagem de humidade do filme quitosana-genipina e dos filmes com

concentracdes extremas de material grafitico (Figura 35). Os filmes com material grafitico

apresentam uma percentagem de humidade média de 33,6%. O filme quitosana-genipina

apresenta uma percentagem de humidade média de 37,4% sendo esta significativamente

superior (p<0,05) aos filmes com material grafitico. Deste modo, confirma-se que a

introducdao do material grafitico nos filmes de quitosana melhora as suas propriedades de

barreira a dgua.
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Figura 35. Percentagem de humidade do filme Q/G e dos filmes com concentra¢des extremas de material
grafitico. Foram analisadas trés réplicas de cada amostra. Letras diferentes representam valores
significativamente diferentes p<0,05.
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o

Os filmes de quitosana-genipina apresentam elevada solubilidade em dgua, sendo
esta uma das limitagGes na sua aplicagdo para embalagem alimentar. A introdugdo do
material grafitico também tem por objetivo ultrapassar esta limitacdo diminuindo a
solubilidade dos filmes. Deste modo foi determinada a solubilidade do filme quitosana-

genipina e dos filmes com concentragGes extremas de material grafitico (Figura 36).
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Figura 36. Solubilidade (% de perda de massa) do filme Q/G e dos filmes com concentracbes extremas de
material grafitico (0,5% e 2%). Foram analisadas trés réplicas de cada amostra. Letras diferentes
representam valores significativamente diferentes p<0,05.

70
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes com a concentracdo mdaxima de material grafitico apresentam uma
percentagem de perda de massa média de aproximadamente 43%, sendo
significativamente inferior (p<0,05) a perda de massa média do filme quitosana-genipina,
de aproximadamente 47% enquanto os filmes com a concentragao minima de material
grafitico apresentam uma percentagem de perda de massa média de aproximadamente

45%.

3.5 Caraterizagdo das propriedades mecanicas
A principal fungao das embalagens é conferir protegdo fisica aos alimentos, pelo
que as suas propriedades mecanicas sdao um parametro fundamental. Deste modo, as
propriedades mecanicas dos filmes foram caracterizadas através de ensaios de tensdo
uniaxial até a rutura (Tabela 9). Para calcular a area de contacto, foi medida a espessura
dos filmes (Figura 37).
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Figura 37. Espessura média dos filmes. Foram analisadas seis réplicas de cada amostra. Letras diferentes
representam valores estatisticamente diferentes p<0,05.

A espessura média dos filmes com material grafitico varia significativamente em
relacdo a espessura média do filme quitosana-genipina (p<0,05). O filme quitosana-
genipina tem a espessura de 40 um, sendo o filme com menor espessura e o filme com
2% de oxido de grafeno reduzido por acido L-ascorbico mede 66 pum sendo o filme mais

espesso. A espessura dos filmes aumenta com a introducdo do material grafitico, no
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entanto ndo varia linearmente com o aumento da concentracdo devido a
heterogeneidade das dispersdes.

O médulo de Young corresponde ao quociente entre a forca de tensdo e a
percentagem de deformagdo na zona em que este apresenta um comportamento elastico
(Figura 38). Todos os filmes com material grafitico tém um moddulo de Young
significativamente (p<0,05) superior ao filme quitosana-genipina, a excecao do filme com

0,5% de 6xido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico.
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Figura 38. Mddulo de Young dos filmes. Foram analisadas seis réplicas de cada amostra. Letras diferentes

representam valores significativamente diferentes.

O aumento da elasticidade dos filmes de quitosana devido a incorporacdo de
material grafitico encontra-se bem descrito na literatura, verificando-se o aumento do
modulo de Young de acordo com o aumento da concentracdo de material grafitico
(69,94). Neste trabalho, ndo se verifica um aumento linear do médulo de Young de
acordo com o aumento da concentracdo de material grafitico devido a este ndo se
encontrar homogeneamente disperso. Apesar de o aumento ndo ser linear com o
aumento da concentracdo de material grafitico, é de referir a grande contribuicdo da

incorporacao do material grafitico nos filmes para o aumento da elasticidade.
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A tensdo de rutura é representativa da resisténcia do filme e corresponde a forca
que é necessdrio exercer para que ocorra a rutura do filme (Figura 39). A exce¢do dos
filmes com 0,5% e 1% de o6xido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico e 0,5% de
nanofibras de carbono, todos os filmes apresentam uma tensdo de rutura

significativamente inferior (p<0,05) ao filme quitosana-genipina.
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Figura 39. Tensdo de rutura dos filmes. Foram analisadas seis réplicas por amostra. Letras diferentes

representam valores significativamente diferentes.

De acordo com a literatura, a incorporacdo de materiais grafiticos na quitosana
reforca drasticamente a sua tensdo de rutura (58,76,78). Os materiais grafiticos
aumentam a tensdo de rutura da quitosana devido a interagirem com a quitosana e
restringirem a mobilidade das suas cadeias (56). A dispersdo do material grafitico também
é apontado como um dos principais fatores a contribuir para o aumento da tensao de
rutura (77). A dispersdo homogénea dos materiais grafiticos e as suas fortes intera¢des
com a quitosana permitem uma distribuicdo homogénea da tensdao dando origem a um
aumento da tensdo de rutura (80). Visto que nos filmes desenvolvidos neste trabalho o
material grafitico se encontra heterogeneamente disperso e ndao existem evidéncias da
ligacdo entre este e a quitosana, existem zonas do filme com diferentes tensdes, o que

leva a diminuicdo da tensao de rutura face ao filme quitosana-genipina.
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Os filmes com 6xido de grafeno reduzido por acido cafeico sdo os que apresentam
a menor tensdao de rutura. Estes resultados estao de acordo com a literatura, pois a
interacdo do 4acido cafeico com a quitosana promove a formacdo de filmes mais
quebradicos e menos resistentes tendo por consequéncia a diminui¢cdo da tensdo de
rutura (38). De acordo com a literatura, o aumento da tensdo de rutura dos filmes com
oxido de grafeno reduzido por acido L-ascérbico pode ser devido a oxida¢do do acido L-
ascoérbico. Apds a oxidacdo do acido L-ascérbico, este fica com trés grupos carbonilo que
podem reagir com os grupos hidroxilos da quitosana, refor¢cando toda a estrutura do
filme (101).

A percentagem de deformacao representa a flexibilidade do filme e corresponde a

distancia que o filme pode esticar antes de sofrer rutura (Figura 40).
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Figura 40. Percentagem de deformacdo dos filmes. Foram analisadas seis réplicas por amostra. Letras

diferentes representam valores significativamente diferentes.

Todos os filmes tém uma percentagem de deformacao significativamente superior
(p<0,05) ao filme quitosana-genipina, a exce¢ao do filme com 2% de éxido de grafeno
reduzido por dacido L-ascérbico. Os filmes mais flexiveis sdo os filmes com oéxido de
grafeno reduzido por acido cafeico e os filmes menos flexiveis sdo os filmes com déxido de

grafeno reduzido por acido L-ascdrbico. A incorporacdo dos materiais grafiticos contribui
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para o aumento da flexibilidade dos filmes, sendo esta uma caracteristica claramente

vantajosa na sua aplicagdo em embalagem alimentar.

Tabela 9. Tabela resumo das propriedades mecanicas dos filmes selecionados. Foram analisadas seis
réplicas de cada amostra. Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes p<0,05.

Filme Deformacgdo (%) Tensao de rutura (MPa) Mddulo de Young (MPa)
Q/G 4,26 +7,97° 12,52 +4,89° 0,24 +£0,02°
RGO_AA0,5% 20,62 +4,48° 10,63 +3,47°" 0,34+0,26°
RGO_AA 1% 18,95 +4,80° 10,72 +4,29° 0,63+0,43°
RGO_AA15% 22,89+248°¢ 10,93 +3,07° 1,38+0,22°¢
RGO_AA 2% 9,50 +2,59¢ 4,84+1,73°¢ 0,46 +0,15 ¢
RGO_CA 0,5% 34,01 4,24 ¢ 4,23+1,10°¢ 0,39 +0,09 ¢
RGO_CA 1% 34,45+6,77 ¢ 5,68+3,11¢ 0,43 +0,04 ¢
RGO_CA1,5% 3590+7,45f 5,36+1,19¢ 0,40 +0,08 ¢
RGO_CA 2% 33,66 +4,27°¢ 431+161° 0,61+0,08°
CNF 0,5% 35,35+2,27f 12,07 +6,92° 0,43 +0,05 ¢
CNF 1% 32,25+3,20°¢ 4,90 +0,45 ¢ 0,47 +0,07 ¢
CNF 1,5% 29,74 +4,17 ¢ 5,29 +0,96 ¢ 0,61+0,04°
CNF 2% 30,44+ 2,468 6,57+1,01°¢ 0,83+0,15°¢
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V. CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos bionanocompdésitos de quitosana reticulados
com genipina e material grafitico de modo a tentar solucionar a falta de uma embalagem
alimentar com condutibilidade elétrica que permita o processamento por PEF in-pack.

O método de preparagdao dos bionanocompdsitos refletiu-se em todos os
parametros caraterizados. Os dados da caraterizacdo dos bionanocompdsitos permitem
concluir que a sua preparagao originou a dispersdo heterogénea dos materiais grafiticos e
a sua aglomeracdo tal como ndo promoveu eficazmente o estabelecimento de interacdes
entre estes e a quitosana. Neste contexto, contrariamente ao que era esperado, a
resisténcia mecanica e a condutibilidade elétrica dos filmes ndao aumentaram
drasticamente apds a incorporacdo dos materiais grafiticos. A heterogeneidade e as
baixas concentracdes do material grafitico presente na matriz de quitosana-genipina
podem representar um problema de percolacdo, que impede a mobilidade dos eletrdes, o
que estard na origem da falta de condutibilidade elétrica dos bionanocompdsitos
(101,102). Ainda assim, a incorporacado dos materiais grafiticos contribuiu para o aumento
da elasticidade e da flexibilidade dos filmes, uma vez que ocorreu um grande aumento do
moédulo de Young e da percentagem de deformacdo, sendo estas caracteristicas
vantajosas na sua aplicagdao para embalagem alimentar.

A caraterizacdo dos bionanocompdésitos com 6xido de grafeno reduzido por acido
cafeico indicia que os compostos resultantes da oxidagdo do acido cafeico poderao estar
efetivamente ligados as cadeias de quitosana. Deste modo, os bionanocompdsitos com
oxido de grafeno reduzido por acido cafeico destacam-se pela sua atividade antioxidante
superior aos restantes bionanocompdsitos.

Os bionanocompdsitos de quitosana e material grafitico necessitam de uma
otimizacdo da sua prepara¢ao de modo a promover as interagdes com a quitosana e a
dispersdao do material grafitico na matriz de quitosana-genipina de forma homogénea.
Neste contexto, os bionanocompdsitos poderdo vir a ser materiais adequados a aplicagao
para embalagem alimentar que permita o processamento dos alimentos por PEF in-pack.
Os bionanocompésitos com 6éxido de grafeno reduzido por acido cafeico sdo os mais

promissores devido as suas propriedades mecéanicas e também a sua elevada atividade
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antioxidante que permite reforcar o papel ativo da embalagem na conservacdao dos

alimentos.

80
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015



CAPITULO VI - TRABALHO FUTURO







VI. TRABALHO FUTURO

Neste trabalho iniciou-se o desenvolvimento dos bionanocompdsitos de quitosana
reticulados com genipina e material grafitico, pelo que o tempo designado a sua
realizacdo foi insuficiente para que pudesse ocorrer a sua total otimizacdo. Neste sentido,
existe muito trabalho que podera ser desenvolvido futuramente.

Em primeiro lugar, o d6xido de grafeno e o éxido de grafeno reduzido poderiam ser
sujeitos a uma caraterizagdo mais detalhada, sendo que os efeitos da redu¢do poderiam
ser avaliados através das alteracdes estruturais. Deste modo, poderiam ser estudadas as
alteragGes na estrutura atdmica através de difracdo de raios-X e as alteragGes da
espessura das folhas por AFM. A eficacia da redugao poderia ser caracterizada através da
quantificacdo dos grupos funcionais com oxigénio através de XPS.

O método de preparacgdo dos filmes teria que ser impreterivelmente alterado,
recorrendo-se a diferentes estratégias tais como o aumento da temperatura da reagdo e
a incorporacdo de compostos que impedissem a formacdo de aglomerados e
promovessem as interacdes entre a quitosana e o material grafitico. Estas alteracGes
teriam reflexo em todas as propriedades dos bionanocompdsitos, com especial impacto
no aumento da resisténcia mecanica e da condutibilidade elétrica. Por outro lado, a
preparacao dos filmes por evaporacdo do solvente poderia ser substituida por um
método de deposicdo de camadas. Deste modo, o dxido de grafeno poderia ficar a
superficie do filme, evitando que fosse coberto pelas densas cadeias de quitosana e
permitindo a criacdo de uma rede de carbonos sp? que possibilite o fluxo de eletrdes.
Seria interessante estudar também metodologias para garantir a percolacdo entre
particulas condutoras. Poderia ser estudada a utilizacdo de nanoestruturas grafiticas
unidimensionais preparadas a partir da prépria quitosana. Outra aproximacdo poderia ser
a dispersao dos residuos da pirélise durante a preparagao de novos filmes.

Os filmes com oxido de grafeno reduzido por acido cafeico mostraram ser os mais
promissores devido a sua elevada capacidade antioxidante. Futuramente, o estudo da
atividade antioxidante deveria ser realizado em intervalos de tempo mais curtos, sendo
também averiguada a atividade antioxidante dos filmes com concentragdes intermédias
de éxido de grafeno reduzido por acido cafeico. Tal ndo foi possivel, devido as limita¢des

de tempo.

83
Desenvolvimento de um bionanocompdsito para embalagem alimentar
Universidade de Aveiro 2015



VI. TRABALHO FUTURO

Existiram muitas dificuldades na caraterizacdo da condutibilidade elétrica dos
filmes, visto que esta propriedade se encontra no limite da capacidade de detecdo dos
sistemas existentes. Futuramente, a condutibilidade elétrica deveria ser medida num
sistema mais adequado como um sistema de quatro pontas.

A caraterizacdo realizada no ambito deste trabalho poderia ser complementada
com a caraterizacao das propriedades microbioldgicas dos bionanocompdsitos tal como
das propriedades de barreira aos gases como o oxigénio e o diéxido de carbono ou ao
vapor de agua.

Apds o aperfeicoamento dos filmes de quitosana e material grafitico, seria
necessario estudar o seu comportamento mediante as condicdes do PEF, sendo
posteriormente avaliados os efeitos da pasteurizacdo de diversos tipos de alimentos

embalados em filmes do bionanocompdsito desenvolvido por PEF.
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