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Resumo

E de conhecimento geral que na nossa sociedade ha perdas significativas na cadeia de
abastecimento agricola. Muitas das perdas s3ao inevitaveis, enquanto outras como, por
exemplo, perdas alimentares associadas as etapas de armazenamento, podem ser evitadas ou
reduzidas significativamente. A reducao do valor das perdas alimentares para metade é uma
das metas para a Unido Europeia até 2030.

Uma das formas de diminuir o desperdicio alimentar é a utilizacdo de embalagens
ativas ou inteligentes. Enquanto a embalagem ativa interage com produto, alterando as suas
condi¢bes com o objetivo de reduzir a deterioracdao, mantendo a qualidade e a seguranga, a
embalagem inteligente é capazes de fornecer ao consumidor informagdes em tempo real
sobre a qualidade dos alimentos embalados. Estas podem incluir indicadores de tempo e
temperatura ou indicadores de qualidade.

O desenvolvimento de um revestimento funcional sensivel a mudanga de pH na
atmosfera da embalagem é uma das formas de diminuir o desperdicio alimentar, ajudando o
consumidor de uma forma visual muito simples a consumir o alimento antes que este fique
improprio para o consumo.

O objetivo principal da presente dissertacdo foi o desenvolvimento de um
revestimento funcional de base biopolimérica aditivado com um indicador colorimétrico
sensivel as alteracGes de pH.

Depois de testar varias formulacdoes e estratégias para o desenvolvimento do
revestimento funcional foram escolhidas as melhores formulagdes com base na
caracterizacdo fisico-quimica dos revestimentos e esses revestimentos foram testados ao
nivel da sensibilidade da resposta a mudanca de pH da atmosfera da embalagem.

Os revestimentos funcionais desenvolvidos mostraram-se eficientes tanto durante os
testes in vitro como durante os testes in situ, o que indica que os revestimentos funcionais
desenvolvidos podem ser utilizados nas embalagens alimentares para a detecdo da

deterioracdo dos alimentos pereciveis.

Palavras-chave: embalagem inteligente, revestimento funcional, pH, deterioragao de
alimentos.
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Abstract

It is common knowledge that in our society there are significant losses in the
agricultural supply chain. Many of the losses are unavoidable, while others, such as food losses
associated with storage steps, can be avoided or significantly reduced. Halving the value of
food losses is one of the targets for the European Union by 2030.

One of the ways to decrease food waste is the use of active or smart packaging. While
active packaging interacts with the product, changing its conditions with the aim of reducing
spoilage while maintaining quality and safety, smart packaging is able to provide the consumer
with real-time information about the quality of the packaged food. These can include time and
temperature indicators or quality indicators.

Developing a functional coating sensitive to pH change in the packaging atmosphere is
one way to decrease food waste by helping the consumer in a very simple visual way to
consume the food before it becomes unfit for consumption.

The main objective of this dissertation was to develop a bio-based functional coating
with a colorimetric indicator sensitive to pH changes.

After testing various formulations and strategies for the development of the functional
coating, the best formulations were chosen based on the physicochemical characterization of
the coatings and these coatings were tested for sensitivity of response to pH change in the
packaging atmosphere.

The developed functional coatings were shown to be efficient during both in vitro and
in situ tests, indicating that the developed functional coatings can be used in food packaging

for the detection of perishable food spoilage.

Keywords: smart packaging, functional coating, pH, food spoilage.
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1. Introdug¢ao

Neste primeiro capitulo vai ser feito um enquadramento do tema da dissertacao onde
serdo abordados os motivos pelos quais o desenvolvimento deste trabalho é importante e de
que forma poderd ajudar no atual panorama do desenvolvimento da cadeia alimentar. Para
além disso serd feito um levantamento do estado da arte para uma melhor compreensao do

trabalho que ja foi desenvolvido nesta area.
1.1. Enquadramento

Ha muito que se reconhece que existem perdas significativas na cadeia de
abastecimento agricola, tanto durante o cultivo como durante a colheita, no processamento
e na entrega de alimentos aos consumidores. Muitas das perdas em etapas inicias sao
inevitaveis devido a varios fatores, tais como o clima, ataques de insetos ou fungos,
deterioracdo e danos por roedores. Durante as etapas posteriores também existem varias
perdas dificilmente controladas ou evitadas, assim como as perdas durante o processamento
e transporte. Em contrapartida, as perdas alimentares associadas as etapas de
armazenamento tanto nas superficies comerciais, como em casa dos consumidores, podem
ser evitadas ou reduzidas substancialmente (Butler, 2012).

Apesar de varias estimativas de desperdicio alimentar feitas, estas sdo normalmente
baseadas em dados estatisticos e modelos de disponibilidade alimentar, que, normalmente,
apresentam valores estimados e nado reais, pelo que ha uma falta de compreensao clara sobre
a quantidade real de alimentos desperdicados pelos consumidores dentro e fora de casa (Dou
& Toth, 2020).

Anualmente, cerca de 20 % de todos os alimentos produzidos na Unido Europeia (UE)
destinados ao consumo humano sao perdidos ao longo da cadeia de abastecimento da Uniao
Europeia (UE). Cerca de 40 milhGes de toneladas sdo desperdicados anualmente por parte do
consumidor final (Canali et al., 2017). Além disso, a Organizacdo das Nagcdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura, 2019, estima que a cada ano cerca de um terco, o que corresponde
a 1,3 mil milhGes de toneladas, de todos os alimentos produzidos para consumo humano no
mundo sdo desperdicados. Estabelecer medidas adequadas para atingir reduc¢des desse valor,
contribuird de forma positiva para o objetivo de reduzir o desperdicio de alimentos em toda
a Europa em 30 % até 2025 (European Commission, 2017) e em 50 % até 2030 (Canali et al.,
2017). Desta forma, o desperdicio de alimentos é um dos problemas de resolucdo mais

urgentes da atualidade.



De acordo com a FAO, 2019, reduzir o desperdicio de alimentos é uma forma
significativa de reduzir os custos de producdo, aumentar a eficiéncia do sistema alimentar,
melhorar a seguranca alimentar e nutricional e contribuir para um sistema alimentar mais
ambientalmente sustentavel (FAO, 2019). Como tal, a redugdo do desperdicio de alimentos é
um objetivo sinérgico que irad ter impacto positivo sobre vdrias areas, incluindo a economia e

a redugdo de impactos ambientais. (Aschemann-Witzel et al., 2020).

1.1. Apresentacao da Empresa

O CeNTI - Centro de Nanotecnologia e Materiais Técnicos, Funcionais e Inteligentes - é
um instituto de investigacdo e desenvolvimento tecnoldgico privado sem fins lucrativos,
localizado em Vila Nova de Famalicdo, que foi fundado em 2006 como resultado de uma
parceria entre varias entidades de relevancia nacional e internacional, mais precisamente de
trés Universidades nacionais: a Universidade do Minho, a Universidade do Porto e a
Universidade de Aveiro; dois Centros Tecnolégicos: o CITEVE — Centro Tecnoldgico das
Industrias Téxtil e do Vestuario de Portugal, e o CTIC — Centro Tecnoldgico das Industrias do
Couro; e um Instituto de Novas Tecnologias: o CEIIA — Centro para a Exceléncia e Inovagdo na
Industria Automovel.

A missao e atividade do CeNTI tem-se destacado pelo dinamismo e apoio de
proximidade aos sectores industriais a nivel nacional e internacional, no sentido de
desenvolver e validar novas tecnologias que tém por base o desenvolvimento de novos
materiais, novas tecnologias interativas, novos sistemas de sensorizacdo em 4dreas
multissetoriais e multitecnoldgicas.

Sendo o CeNTlI um Instituto de Novas Tecnologias que apresenta orientacdo
multidisciplinar e multissetorial, esta equipado com a mais avancada tecnologia. Dispde de
meio fisicos avancados de desenvolvimento, teste e prototipagem. Apresenta no seu
portefdlio, diversos projetos que evidenciam o seu compromisso e missdo no apoio e
dinamizacdo de infraestruturas tecnoldgicas, industriais e empresariais, com o objetivo de
desenvolver novos produtos de elevado valor acrescentado para o mercado e a incorporacao

dessas tecnologias.

1.2. Objetivos

Uma das formas de diminuir o desperdicio alimentar é a utilizacdo de embalagens

inteligentes, uma vez que sdo capazes de fornecer aos consumidores informacdes em tempo



real sobre qualidade de alimentos embalados ( Tirtashi et al., 2019). As embalagens
inteligentes podem incluir indicadores de tempo e temperatura, ou indicadores de qualidade
dos alimentos (Tichoniuk et al., 2017), como por exemplo um indicador colorimétrico que
muda de cor quando deteta mudancas de pH associadas a deterioracao dos alimentos
(Mustafa & Andreescu, 2018).

Uma vez que as principais alteragdes nos alimentos frescos como carne ou peixe
devem-se a libertacdo de compostos do tipo amina durante o processo de deterioracdo, este
processo tem impacto na alteragdo do pH do ambiente dentro embalagem. Sendo assim, essa
alteracdo serd detetada pelo sistema funcional desenvolvido e vai comunicar essa alteracao
ao consumidor.

Desta forma, o objetivo da presente dissertacdo centrava-se no desenvolvimento de
um revestimento funcional de base biolégica aditivado com um indicador colorimétrico
sensivel as alteracdes de pH, que foi utilizado para revestir um substrato polimérico
tipicamente utilizado em embalagens alimentares. Os desenvolvimentos realizados para o
alcance dos objetivos englobam varios métodos de caracterizagdo complementares, como por
exemplo avaliagdao fisico-quimica do indicador desenvolvido, através de métodos como
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com refletancia total atenuada
(FTIR-ATR), ensaio mecanico por flexdo para avaliacdo de solubilidade em 4dgua (SA) e do indice
de dilatacgdo (ID) do revestimento desenvolvido e também avaliagao colorimétrica da resposta
do indicador, entre outras.

Pretende-se estudar a mudanga de cor do indicador desenvolvido em meio liquido,
através de utilizacdo de solugdes tampao com diferentes concentracdes. Para além disso o
indicador vai ser estudado in vitro com a utilizacdo de amdnia para simular a libertacdo de
aminas volateis durante a deterioracdo do alimento. Por ultimo, pretende-se estudar este
indicador num sistema de embalagens alimentares de forma que este permita aferir o estado
real da qualidade dos alimentos, através de uma comunicagdo simples e visual da faixa de pH
em que se encontra o alimento, permitindo assim ao consumidor tirar conclusdo sobre

seguranca de produto para o consumo.



2. Estado da Arte

2.1. Embalagens Alimentares

A embalagem é parte complementar da maior parte dos alimentos. Esta desempenha
um papel fundamental na inddstria alimentar gracas as suas multiplas funcdes,
nomeadamente, protecdao, conservagao, informagdo e conveniéncia na utilizagcdo e
manuseamento para o consumidor. Como forma de protecdo, a embalagem deve ser vista
como um recipiente que contém o produto a embalar e o protege de choques, vibragdes e
compressdes que ocorram ao longo do seu percurso, permitindo assim, que o alimento seja
transportado e manuseado ndo sé pelo cliente final, mas ao longo de todo o seu circuito. Para
além de proteger o alimento de impactos fisicos, deve ajudar a preservar as suas propriedades
organoléticas e microbioldgicas, garantir também a protecdo e conservacdo da qualidade e
integridade dos alimentos, e ainda contribuir para a reducdo de desperdicio alimentar
(Ghoshal, 2018; Vitale et al., 2018).

De acordo com a FAO, o desperdicio alimentar doméstico é causado por habitos de
compra inadequados, informacdo pouco clara nos rétulos, compras em excesso e
armazenamento inadequado ou insuficiente (FAO, 2019). De acordo com uma pesquisa
realizada no Reino Unido, tendo sido o objetivo principal o estudo da relacdo entre a
embalagem e o desperdicio alimentar doméstico, aproximadamente 20-31 % de carnes e
peixes, 10-15 % de produtos de padaria e 9 % dos iogurtes sao desperdigados por motivos
associados a rotulagem (Zeng et al., 2021).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que o aumento da vida de
prateleira dos alimentos e, por consequente, a reducao do desperdicio alimentar, assim como
a reducdo dos custos associados ao mesmo, pode ser atingido por meio de uma solucao de
embalagem otimizada como por exemplo: embalagens ativas ou embalagens inteligentes

(Vitale et al., 2018).

2.1.1. Embalagens Ativas

O principal objetivo da embalagem ativa é detetar mudancas no ambiente interno ou
externo da embalagem, respondendo a essas alteraces, de forma garantir a integridade do
produto embalado. Existem vdrios tipos de embalagens ativas como, por exemplo,
embalagens que absorvem o vapor de agua libertado. Para além disso, as embalagens de

atmosfera modificada ou controlada também fazem parte de embalagens ativas. Para tal, no
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sentido de melhor conservacdo do produto, na atmosfera interna da embalagem pode ser
introduzido didxido de carbono para limitar o crescimento da carga microbiana (Brody et al.,
2001).

Atualmente, as tecnologias de embalagem ativa mais populares e amplamente
utilizadas para alimentos consistem em embalagens que sdo projetadas para remover o
oxigénio de dentro da mesma. Os sequestradores de oxigénio ajudam a diminuir os efeitos
oxidativos do conteudo desta, prolongando assim, a validade e garantido a qualidade e a
seguranca do alimento (Ghoshal, 2018).

De acordo com Ghoshal, 2018, a embalagem ativa tem sido uma inovag¢do importante
no sistema de embalagens alimentares durante vdrias décadas, desde a insergao inicial de
agentes dessecantes em embalagens de alimentos secos.

Hoje em dia existem varios sistemas de embalagens ativas que sdo utilizadas na
industria alimentar. As embalagens ativas podem apresentar na sua constituicdo emissores de
didxido de carbono, absorventes de odores, reguladores da humidade relativa, podem

também conter varias substancia antibacterianas e antioxidantes (Wyrwa & Barska, 2017).

2.1.2. Embalagem Inteligente

Uma embalagem inteligente é aquela que monitoriza uma ou mais propriedades do
alimento embalado ou do ambiente onde ele estd inserido, e é capaz de informar fabricante,
retalhista ou consumidor sobre o estado do produto. No entanto, o conceito de embalagem
inteligente é diferente dos principios de embalagem ativa (Ghoshal, 2018). Desta forma, a
embalagem é classificada como “inteligente” se tiver a capacidade de responder as alteragdes
no produto, e comunicar essa informacdo ao ser humano. Por exemplo, uma embalagem
inteligente é aquela que pode acompanhar as condi¢des de qualidade ou seguranca de um
produto alimentar e fornecer um alerta atempado ao consumidor ou ao fabricante de
alimentos. O sistema de embalagem inteligente é um sistema que envolve ndo apenas a
embalagem, mas também o produto alimentar, o ambiente interno e/ou externo e outros
aspetos importantes (Kit L. Yam et al., 2005).

Existem varias funcGes que uma embalagem pode executar para ser considerada como
uma embalagem inteligente. Algumas dessas func¢des sdo: a extensdo de atributos intrinsecos
do produto, como por exemplo: aparéncia, sabor, aroma, etc.; indicacao de qualquer tipo de
alteracdo no produto ou na propria embalagem, comunicacdo do histérico do produto, ou
outras condi¢des importantes, por exemplo, condicdes de armazenamento, entre outros

(Ghoshal, 2018).



As embalagens inteligentes est3o sempre associados rétulos ou etiquetas pequenas e
baratas, que sdo fixadas na embalagem primadria ou, por vezes, na embalagem secundaria,
para facilitar a comunicacdo em toda a cadeia de distribuicdo e para que as a¢Ges apropriadas
possam ser tomadas no sentido de garantir qualidade e seguranga dos alimentos. Existem dois
tipos de embalagens inteligentes: suportes de dados (como etiquetas de cddigo de barras e
etiquetas de identificagdo por radiofrequéncia [RFID]), que sdo usados para armazenar e
transmitir dados; e indicadores de embalagem (como indicadores de tempo-temperatura,
indicadores de gas, indicadores de pH, biossensores), que sdo usados para controlar o
ambiente externo ou interno da embalagem e, quando necessario, emitir avisos visuais
(Ghoshal, 2018; Kit L. Yam et al., 2005).

A reducdo da componente de desperdicio alimentar associada ao "ndo usado a
tempo", pode ser significativamente reduzida pelo uso de embalagens inteligentes, que

fornecem informagGes precisas ao consumidor sobre as condi¢des dos alimentos (Butler,

2012).

Hoje em dia ja existem vdrios exemplos de embalagens inteligentes comercializadas

no mercado. Na Figura 1 encontram-se identificados varios tipos de embalagens inteligentes

comercializados atualmente no mercado.

Tipo Tecnologia Nome Empresa
s Easy2log CAEN RFID &rl
Portadores Identificagao Intelligent Box Mondi Pic
de Dados por. o CS8304 Convergence Systems Ltd.
radiofrequéncia Temptrip Temptrip LLC
= . ® Vitsat
CheckPoint™ Li ftl-ljill;-s
Fresh-Check® Gl an R e
" Ciba Speciality Chemical and
OnVul¥ FreshPoint
MonitorMark™ AMT™ ‘Minnemh
Indicadores 0 CRYOLOG S.A.
de tempo- ﬁKeep-ﬂll” Keep-it Technologies
Indicadores  temperatura Cook-Chex Pymah Corp.
Timestrip : S
= Timestrip Plc
Colour-Therm 5 )
TopCryo™ C o_:‘(]w{x —Tlljejrm
= CEC
Fresh Tag COX Technologies
Indicadores SensorQQ™ DSM NV and Food Quality Sensor
de frescura RipeSense RIpSense™ and ort Research
Food fresh™ Vanprob
: xin Guard™ Toxin Alert
Bio sensores TO\m} uard™ K
Food Sentinel® SIRA Technologies
Sensores = -
Tell-Tab™ IMPAK Corporation
Sensores de gas  Ageless Eye™ Mitsubishi Gas Chemical Inc.
0O,Sense FreshPoint Lab.

Figura 1:Diferentes tipos de embalagens inteligentes existentes no mercado. (Adotado de Miiller & Schmid, 2019)



a) Indicadores Colorimétricos

Os indicadores colorimétricos podem indicar presenca, auséncia ou concentracao de
diferentes substancias por meio de uma mudanca caracteristica na cor. Hoje em dia existem
varios indicadores colorimétricos disponiveis no mercado para utilizar nas embalagens
alimentares. Sistemas de indicadores colorimétricos nao invasivos fornecem informacao
qualitativa através da alteracdo colorimétrica visual. Esses indicadores colorimétricos tanto
podem identificar a integridade da embalagem como fornecer informagdo acerca da frescura
do alimento embalado (O’Grady & Kerry, 2008).

A mudanca da cor dos indicadores colorimétricos tanto pode ser associada a mudanca
de pH na atmosfera da embalagem, mas também a presenca de varias substancias como
etanol, produzido durante a fermentacdo, libertacdo de etileno durante o processo de

amadurecimento da fruta, entre outros (O’Grady & Kerry, 2008).

b) Indicadores Colorimétricos Responsivos a Alteracdo de pH

Certas substancias organicas mudam de cor em solucdo, quando a concentracdo de
iGes H* atinge um determinado valor. Por norma, essas substancias sdo dcidos organicos fracos
ou bases organicas fracas que podem ser utilizadas para determinar o pH de uma solucao,
(Sajin et al., 2020).

Existem varios pigmentos sintéticos como o verde de bromocresol, o azul de
bromofenol, vermelho de clorofenol que apresentam diferentes faixas de viragem da cor e
gue podem ser imobilizados na matriz polimérica para monitorizar a deterioracdo de
alimentos pereciveis como, por exemplo, peixe através da libertacdo de aminas volateis que
vao ter um impacto direto na alteracao do pH da atmosfera da embalagem provocando, assim,
a mudanca na cor do indicador sensivel ao pH (Balbinot-Alfaro et al., 2019).

Apesar da sua elevada utilidade em varias industrias, os indicadores de pH comerciais
sdo caros e alguns tém efeitos téxicos sobre os utilizadores e podem causar poluicdo
ambiental. Por essas razdes, existe um interesse crescente no sentido de encontrar fontes
alternativas de indicadores de pH de origem natural. Essas alternativas teriam menor custo,
seriam mais disponiveis e menos toxicas para o utilizador e meio ambiente (Abugri et al.,
2012).

Desta forma, alguns pigmentos naturais provenientes de fontes vegetais, tais como as
antocianinas, apresentam elevado potencial como indicadores de pH. As antocianinas

normalmente sdo isoladas de flores e frutos, e a expressdo da sua cor é influenciada pela sua
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estrutura quimica, pH, temperatura, presenca de oxigénio, entre outros fatores. Assim, a
instabilidade da cor das antocianinas faz com que estas sejam muito interessantes para
monitorizar a qualidade dos alimentos, e portanto, serem utilizados no desenvolvimento de
indicadores de deterioragao dos alimentos nas embalagens inteligentes (Suman et al., 2018).

Na Figura 2 estdo representados vdrios extratos de antocianinas provenientes de

diferentes fontes como alguns legumes, frutos, entre outros.

Figura 2: Extratos de antocianinas provenientes de diferentes fontes: a) extrato de feijéo preto; b) extrato proveniente de batata
doce roxa; c) extrato proveniente de couve roxa; d) extrato proveniente de mirtilo.

J4 no caso dos indicadores sintéticos, estes sdo maioritariamente tdxicos para serem
utilizados nas embalagens alimentares, sendo que um dos indicadores de pH menos téxicos é
o vermelho de metila (VM) (Medtronic, 2012). VM é um indicador cldssico a base de acido,
naturalmente assume cor vermelha quando estd na sua forma protonada, amarelo-laranja
para a forma neutra e amarelo para a forma desprotonada (Benedict et al., 2006).

Na Figura 3, encontra-se representada uma ilustracao que indica a mudanca de cor do
VM em funcdo do pH do meio, sendo que para valores de pH abaixo dos 4 o VM apresenta

coloracdo vermelha, enquanto para valores de pH acima de 6 este apresenta coloragao

amarela.

Diminui¢cao de pH Aumento de pH

_—— >

Figura 3: Representagéo da mudanga da cor do vermelho de metila em fungéo do pH do meio. (Adoptado de Benedict et al., 2006)




2.2. Alteragao de pH na Deterioracao de Alimentos

Os alimentos frescos sdo produtos altamente pereciveis devido a sua rica composi¢ao
em nutrientes e dgua. Estes podem ser deteriorados por microrganismos, e também por
reagcO0es enzimaticas que neles ocorrem. Existem varios fatores que podem provocar a
deterioracdo alimentar, e estes podem ser divididos em: fisicos (temperatura, impactos
mecanicos), quimicos (reacdo de Maillard, oxidacdo lipidica, entre outras), e bioldgicos
(enzimas, presen¢a de parasitas e microrganismos). Como tal, existem vdrios métodos
tradicionais e também tecnologias emergentes que surgiram no final do século XX que ajudam
a preservar a qualidade e a seguranca dos alimentos. Alguns desses métodos sdo: salga, cura,
tratamentos térmicos, campos elétricos pulsados, entre outros (Torres et al., 2015).

O pH de um alimento é uma forma de entender se o alimento apresenta carater acido
ou basico. A maior parte dos alimentos apresentam pH abaixo de 7, o que indica um carater
acido (Robert & William, 2016). Os microrganismos, leveduras, e bolores sdo sensiveis a
valores de pH de um alimento, sendo que valores de pH muito altos ou muito baixos vao
prevenir o seu crescimento num alimento. A maior parte dos agentes patogénicos podem
crescer em valores de pH a variar entre 4,6 e 9,0. No entanto, sdo poucos os alimentos que
apresentam valores de pH suficientemente baixos para inibir o crescimento de
microrganismos, especialmente as leveduras e os bolores (Robert & William, 2016).

Alguns alimentos podem apresentar naturalmente carater acido, como é o exemplo de
vinagre, vinho, sumo de limao, enquanto outros podem ser “acidificados” propositadamente,
via adicdo de acidos ou entdo através de processos como fermentacdo. Os alimentos com um
pH superior a 4,6 vulgarmente sdo conhecidos como alimentos pouco acidos, sendo que o
leite, carne e legumes fazem parte da lista desses alimentos (Moses, 2005).

Existem varios métodos de preservacdo de alimentos que podem ser divididos em
métodos de preservacao tradicionais e tecnologias emergentes. Um dos principais métodos
de preservacao tradicional é a reducdo de pH que pode ocorrer em alimentos durante adicdo

de agentes acidificantes ou entdo durante alguns processos metabdlicos (Torres et al., 2015).

2.2.1. Alteracao de pH na Deterioracao de Carnes e Peixes

A deterioracdo dos alimentos é um processo metabdlico complexo que faz com que os
alimentos sejam nao seguros para o consumo devido a alteracdes nas caracteristicas

estruturais e/ou proliferacdo microbiana no alimento (Rawat, 2015).



A proteina animal, mais vulgarmente conhecida como carne, é a primeira fonte de
proteinas mais consumida a nivel mundial, devido a sua matriz altamente rica em proteina. O
processo de degradacdo da carne ou dos produtos a base de carne deve-se a proliferacdo
microbiana, degradag¢do enzimatica e/ou oxidagdo lipidica (Dave & Ghaly, 2011) que sdo
responsaveis pela decomposicdo das proteinas, gorduras e dos hidratos de carbono,
resultando no desenvolvimento de odores caracteristicos do processo de deterioracdao da
carne e alguns off-flavours tornando, assim, a carne desagradavel e/ou imprépria para o
consumo (lulietto et al., 2015).

Até ao momento, foram feitos varios estudos que comprovam que durante a
degradagdao da carne ocorre proliferacdao de bactérias, sendo que durante esse processo
ocorre a producao do acido latico, o que vai ter um impacto direto no valor do pH da carne.
Desta forma, durante deterioracdo da carne ou de produtos a base de carne, ocorre
diminuicdo de pH, sendo que este pode baixar de pH=6,3 para pH=5,4 (Korkeala et al., 1990).

O peixe é amplamente conhecido como uma boa fonte de proteinas na dieta dos seres
humanos. De acordo com alguns autores, o consumo de peixe representa cerca de 14 % da
ingestdo mundial de proteinas de origem animal. O peixe fresco é constituido
maioritariamente por dgua e proteina, é rico em aminoacidos essenciais, € uma boa fonte de
diversos minerais e vitaminas, e ainda apresenta tecido muscular completamente estéril
quando vivo. A deterioracdo de peixe é assim um processo muito complexo durante o qual
ocorre a decomposicdo de varios componentes e a formacdo de novos compostos, que sdo
responsaveis pela alteracao de odor, sabor e da prépria textura do peixe (Ghaly et al., 2010).

No caso dos peixes os microrganismos podem estar presentes na cavidade intestinal e
em todas as superficies exteriores. Para além disso, o peixe fresco é um produto altamente
perecivel uma vez que apresenta elevado valor de atividade de agua e valores de pH que
variam entre 6,4 e 6,6. Normalmente, a deterioracdo do peixe inicia logo apds 12-24 horas, se
nao for devidamente armazenado em ambiente refrigerado com temperatura abaixo dos 5°C

(Suriasih, 1983).

2.3. Polimeros Utilizados em Embalagens Alimentares

O plastico é definido como um material processado de base polimérica. O mesmo pode
ser utilizado na producao de filmes, tubos, diferentes tipo de pecas, embalagens alimentares,
entre outros. Uma vez que o plastico apresenta uma diversificacdo elevada de aplicacdes nas
inddstrias, existe uma enorme variedade de materiais plasticos. A embalagem alimentar é um

dos principais campos de aplicacdo desses materiais, sendo que a funcdo mais importante de
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um material de embalagem ¢é a preservacdo da qualidade dos alimentos (Baner, 2008). De
acordo com Plastics Europe Market Research Group (PEMRG), em 2018 cerca de 40 % de todo
o plastico produzido a nivel mundial utilizava-se na producdo de embalagens alimentares
(Plastics Europe & Conversio Market & Strategy GmbH, 2019).

O Polietileno de Alta Densidade (HDPE), o Polietileno de Baixa Densidade (LDPE) e
Polipropileno sao alguns dos plasticos que sao amplamente utilizados no desenvolvimento de
embalagens alimentares. No caso do HDPE, este apresenta baixo nivel de ramificacbes e tem
forgas intermoleculares mais fortes e resistentes, comparando com LDPE. Fisicamente, HDPE
€ um material mais rigido, mais opaco e apresenta resisténcia a temperaturas mais elevadas,
o que permite larga utilizagdo do mesmo, tanto a nivel industrial como no dia-a-dia (Madhu
et al., 2014).

O plastico é um material cada vez mais utilizado o que leva a alguns problemas ligados,
maioritariamente a poluicdo e ao esgotamento de recursos petroliferos ao longo dos anos.
Desta forma, nos ultimos anos tém sido desenvolvidas varias alternativas ao pldstico a base
de matéria petrolifera dos quais sdo exemplo, os biopolimeros degradaveis (Madhu et al.,

2014).

2.3.1. Biopolimeros

O termo bioplastico é muitas vezes utlizado pelo publico em geral, mas tanto pode
referir-se a polimeros a base bioldgica, ou ao carater biodegradavel de um polimero. Tal como
os plasticos de base petrolifera, os polimeros bio-based podem apresentar varias
propriedades que s3ao um fator decisivo na definicdo das aplicagbes em que podem ser
utilizados. Para além disso, polimeros de base bioldgica muitas vezes apresentam aparéncia
muito semelhante a dos polimeros de base petrolifera e por isso muitas vezes ndao podem ser
facilmente distinguidos pelo consumidor (van den Oever et al.,, 2017). Exemplos de
bioplasticos sdo o acido polilactico (PLA) ou do poli-hidroxialcanoato (PHA).

Hoje em dia, ja existem varios biopolimeros que sdo largamente utilizados na industria
alimentar como, por exemplo, acetato de celulose, acido polilactico, quitosano, entre outros.
No caso do acido polilactico, este pode ser utilizado nas embalagens alimentares como, por
exemplo, embalagens de iogurte, em vez de politereftalato de etileno, uma vez que possui
propriedades semelhantes (Lackner, 2015).

Ja no caso do quitosano (CHT), nos ultimos anos tém aumentado o numero de
potenciais aplicacdes deste biopolimero como um revestimento devido as suas propriedades

antioxidantes, antimicrobianas e também devido as suas propriedades mecanicas. Para além
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disso, o CHT pode ser utilizado como um revestimento comestivel, que se aplica sobre um
alimento (Cazén & Vazquez, 2019).

Atualmente, os filmes biodegradaveis de fontes renovaveis desenvolvidos, ndo
poderiam substituir na totalidade as embalagens tradicionais de plastico para todos os
alimentos disponiveis no mercado. Mas, em alguns casos, os biopolimeros podem substituir
parcialmente os polimeros tradicionais, ou podem ser usados nas embalagens alimentares,
desempenhando vdrias funcdes como controlar as trocas gasosas, controlar a humidade ou
aromas indesejaveis (Pandey et al., 2015). Para além disso, podem libertar agentes ativos para
a matriz alimentar, como agentes antimicrobianos naturais ou antioxidante ou serem

utilizados como polimeros base para desenvolvimento de sensores colorimétricos de pH.

a) Celulose e Derivados

Durante milhares de anos, a celulose respondeu as necessidades da humanidade de
varias formas: como materiais fibrosos (algodao, linho, cdanhamo, etc.) ou materiais
compostos (madeira). As fontes histéricas descobriram que ha mais de 5 000 anos, no antigo
Egito, as fibras e os tecidos de celulose ja se utilizavam frequentemente. Desde entdo, a
celulose tornou-se em material natural mais difundido pelo mundo (Kargarzadeh et al., 2017).
No entanto, foi muito mais tarde que as pessoas adquiriram conhecimento da sua constituicao
guimica, configuracao ou conformac¢ao molecular.

A celulose é um componente que constitui pelo menos um terco das plantas,
correspondendo a 40-60 % (em peso) da madeira seca e mais de 90 % do algoddo (99,9 % do
algodao purificado) e linho. Desta forma, a celulose é sem duvida, o composto organico de
ocorréncia natural mais abundante (Kamide, 2005).

Apesar da potencial aplicacdo em varios campos, a estrutura quimica da celulose
apresenta varias desvantagens, como baixa solubilidade, natureza ndao termoplastica e alta
hidrofilicidade. Para além disso, a celulose natural sé pode ser degradada por enzimas
especificas, como a celulase, produzida por alguns fungos e bactérias. No entanto, essas
desvantagens podem ser superadas com modificacdes estruturais e altera¢des dos grupos
funcionais da celulose (Zennifer et al., 2021). Desta forma, as propriedades da celulose
modificada, vdo depender de trés fatores: o tipo de substituicdo, o grau de polimerizagao, e o
grau de substituicdo da cadeia de celulose (Murray, 2009).

Em geral, as modificagdes quimicas da celulose geram melhorias significativas nos

parametros da solubilidade pelo que sdo vistas como uma opgdo para aumentar as aplicagoes
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dos materiais a base deste polimero, e em condi¢bes especificas é ainda possivel formar filmes
(Murray, 2009; Zennifer et al., 2021).

As fibras de celulose possuem varias caracteristicas interessantes, como resisténcia a
tracao, elevado brilho superficial e boa transparéncia. Devido a essas caracteristicas os
derivados da celulose podem ser regenerados como filmes biopldsticos para a producdo de
embalagens alimentares. Estes filmes tém um papel interessante nas aplicagbes nas
embalagens alimentares devido a baixa permeabilidade ao oxigénio. Por vezes, aos derivados
da celulose podem ser adicionados alguns plastificantes para sintetizar polimero com maior
flexibilidade (Asgher et al., 2020).

De seguida vao ser apresentados alguns exemplos reportados em literatura da
utilizagao de derivados de celulose com indicadores de pH em embalagens inteligentes.

Em 2020, Chen et al., desenvolveu um indicador de pH, para ser utilizado em
embalagens alimentares a base de celulose. Como indicador responsivo ao pH, neste estudo,
foram utilizadas antocianinas extraidas da batata doce roxa. A extracdo das antocianinas a
partir da batata doce roxa, foi realizada pelo método de extragdo em solugao aquosa de etanol
seguida por etapas de filtracdo, evaporacdo do solvente e de liofilizacdo. Para a preparacao
dos filmes foi utilizada celulose nanofibrilada diluida a 0,8 % em agua desionizada e
homogeneizada, a qual foram adicionadas as antocianinas extraidas. A mistura foi vertida para
moldes de politetrafluoretileno (PTFE), e foi seca a 30 °C durante 36 horas. A avaliagdo da
mudanca de cor conforme a alteracdo de pH, foi avaliada mergulhando os filmes em solugdes
tampao com diferentes valores de pH. Ao submeter o filme preparado numa solugdo com pH
acido (pH=2,0) o filme mudou de cor para vermelho, enquanto que ao submeter o filme numa
solucdo com pH neutro, o filme mudou de cor para bege claro. No caso da solucdo de pH
alcalino (pH=12), o filme apresentava uma cor amarelada. Desta forma, o filme preparado
apresentou mudancas de cor nitidas, quando em contacto com solu¢des tampdo de diferentes
valores de pH. No entanto, este revestimento funcional nao foi testado em ambiente real.

Em outro estudo realizado por Tichoniuk et al., 2017, foi desenvolvido um
revestimento a base de carboximetilcelulose (CMC) como matriz polimérica para embalagens
alimentares, no qual foram incorporados trés tipos de indicadores naturais diferentes
(curcumina, extrato da casca de uva, e extrato de beterraba), e um sintético (vermelho de
metila). Inicialmente os indicadores colorimétricos de pH preparados, foram testados in vitro,
colocando os sensores em caixas de Petri com pequenas amostras de bacalhau cru. As
amostras de bacalhau cru juntamente com os indicadores foram armazenadas durante 20
horas a temperatura ambiente. Os trés indicadores reagiram a deterioracdo de bacalhau cru

de forma satisfatéria, sendo que as mudancas de cor mais nitidas foram observadas nos
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revestimentos que continham a curcumina e o vermelho de metila como indicador sensivel
ao pH. Depois de obter resultados promissores durante o teste in vitro, os trés indicadores
foram testados em embalagens alimentares. Para tal, as amostras de bacalhau com peso igual
a 100 g foram colocadas em caixas de poliestireno (PS) e foram seladas com uma folha de PET
gue continha os indicadores imobilizados na sua superficie em forma de revestimento. As
amostras de peixe embaladas foram armazenadas a temperatura ambiente durante 22 horas.
Neste ensaio de caraterizacdo de performance em ambiente real, dois dos indicadores
apresentaram um comportamento desejdvel, sendo que o indicador a base de curcumina
mudou de cor de amarelo claro para laranja cada vez mais intenso, a medida que a
deterioracao do alimento progredia. No caso do indicador vermelho de metila, este mudou
de cor de vermelho framboesa para amarelo palha. Ambos os filmes apresentaram elevada

estabilidade das cores alteradas.

b) Quitosano

A natureza oferece-nos uma vasta gama de materiais que apresentam grande
potencial para ajudar a preservar os seus recursos. Um dos exemplos desses materiais é o
quitosano que é um dos biomateriais mais utilizados e largamente distribuido no mundo. E o
segundo polissacarideo natural mais abundante a seguir a celulose e é o biopolimero de
origem animal mais abundante (Haghighi et al., 2020).

O quitosano é obtido pela desacetilacdo da quitina, que por sua vez é extraida de
residuos marinhos como crustdceos (por exemplo, caranguejo, lagosta, camardo e krill),
moluscos (por exemplo, lula) e microrganismos (Mackay & Tait, 2011). Os residuos da casca
dos camardes dos caranguejos sao as fontes mais citadas na literatura como matéria-prima
para a sintese de quitosano. Diferentes fontes apresentam diferentes contetddos de quitina:
os residuos de casca do crustaceo, em média, apresentam entre 30-50 % em peso de
carbonato de cdlcio e entre 20-30 %, em peso de quitina, enquanto as carapagas de algumas
espécies de lagostas, apresentam entre 60-75 %, em peso, do seu conteddo em quitina. Este
valor é o mais elevado entre todas as espécies que contém quitina (Kou et al., 2021). Este
biopolimero pode ser aplicado em varias industrias, como por exemplo, a industria
farmacéutica, médica, alimentar, entre outras (Pal et al., 2020).

O processamento da quitina para obter quitosano envolve trituracdo e secagem de
residuos de marisco (por exemplo, camarao, caranguejo, lagosta ou qualquer outro crustaceo

adequado). O produto é primeiramente processado com uma etapa de tratamento acido
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seguida de uma etapa de tratamento alcalino, para remover o célcio e a proteina,
respetivamente. O produto obtido apds etas etapas € a quitina, que é ainda submetida a um
tratamento com hidréxido de sédio concentrado, num processo conhecido como
desacetilacdo, para produzir quitosano (Vunain et al., 2017).

As propriedades fisico-quimicas, de solubilidade e viscosidade do quitosano dependem
do grau de desacetilagdo e do seu peso molecular. Contudo, pode-se afirmar que quitosano é
insoluvel em solugdes aquosas com o pH acima de 7, sendo que este passa a ser solUvel em
solugdes acidas diluidas (pH<6) (Pal et al., 2020; Vunain et al., 2017).

A quitina e quitosano tém inumeras aplicacdes e vantagens. A propriedade mais
atrativa do quitosano é a possibilidade de formar hidrocoldides e gelificar agua, assim como
pode ainda ser usado como aditivo alimentar, pois funciona como agente espessante e como
matriz de revestimento na industria alimentar (Pal et al., 2020). Por essa razdo, o quitosano
estd a ser amplamente investigado e usado devido as suas propriedades bioldgicas e
funcionais Unicas. No entanto, desvantagens como baixas propriedades mecéanicas e alta
sensibilidade as temperaturas elevadas e a humidade, representam grandes limitagdes para
suas aplicagbes industriais (Haghighi et al., 2020).

No caso das aplicagdes do quitosano na producao de embalagens alimentares, a sua
utilizacdo é ainda limitada umas vez que apesar de apresentar boas propriedades de barreira
contra gases e lipidos, devido ao seu carater hidrofilico, este é caracterizado com
propriedades de barreira fraca ao vapor de agua, o que é essencial na maioria das aplicacoes
de embalagens de alimentos (Mackay & Tait, 2011)

De seguida vdo ser apresentados alguns exemplos reportados em literatura da
utilizacdo de quitosano com indicadores de pH em embalagens inteligentes.

Em 2014, Yoshida et al., desenvolveu um indicador colorimétrico de pH de resposta
rapida, a partir de quitosano e antocianinas, aplicando técnicas de fabricacdo simples. O filme
indicador foi preparado a partir de uma solugdo de quitosano a 2 % (m/m) em solugdo de
acido acético diluido, onde foram testadas varias concentracdes de antocianinas 0,01-2,00 %
(m/m), sendo que a solugdo com 1 % (m/m) de concentragdo de antocianinas apresentou a
melhor variacdo de cor dos filmes de quitosano em diferentes condi¢cdes de pH. Pequenas
quantidades da mistura foram vertidas para as placas de Petri, e secas durante a noite a
temperatura ambiente, tendo-se obtido filmes de cor violeta escuros, finos e flexiveis. A
resposta do indicador de pH no filme foi avaliada por imersdao em solugdes tampao com
diferentes valores de pH (pH entre 2,0-13,0). Os filmes apresentaram colorac¢do rosa palida
guando submetidos a pH acido, em pH neutro mudaram de cor para verde azulado e, em pH

basico ficavam amarelos. As variacdes de cor observadas, foram associadas as diferentes
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estruturas quimicas de antocianinas, as quais sdo dependentes do pH da solucdo (Yoshida et
al., 2014).
Na Figura 4 estao representadas as respostas colorimétricas aos diferentes valores de

pH dos filmes desenvolvidos a base de CHT e antocianinas.

(a) (b) (c) (d) (e) (f)

Figura 4: Resposta dos indicadores de pH a base de CHT e antocianinas a diferentes valores de pH: (a) pH=2,0; (b) pH=4,0; (c) pH=5,6; (d)
pH=7,0; (e) pH=8,0; (f) pH=13,0. (Adoptado de Yoshida et al., 2014)

Em 2018, Halasz e Csoka desenvolveram um indicador colorimétrico, também com
base em quitosano e antocianinas, tendo estas sido extraidas de ardnia preta. Para preparacao
deste filme foi utilizada uma solugdo de quitosano 1 % (m/m) em &cido acético diluido, onde
foram adicionadas as antocianinas em diferentes concentracdes. Os filmes foram vertidos
para placas de polipropileno (PP) e secos em estufa a 40 °C durante 24 horas. Para avaliar a
resposta dos filmes a mudanca de pH, estes formam introduzidos em solugdes tampdo com
valores de pH diferentes, tendo-se verificado: uma coloracdo vermelha apds contacto com as
solugbes de pH mais acido, para pH neutro, a cor do filme alterou para castanho-cinzento, e
para valores de pH basicos a cor do filme mudou para azul intenso (Halasz & Csdka, 2018).

Num outro estudo realizado em 2020, Zhang, et al., desenvolveu um filme a base de
guitosano e procianidina como indicador de pH, tendo as misturas sido preparadas de forma
semelhante aos estudos apresentados anteriormente. Para obter os filmes, a mistura foi
vertida para placas de PTFE, seca inicialmente a temperatura ambiente durante 24 h e,
posteriormente, a temperatura de 105 °C durante mais 4 h. A avaliacdo do filme foi também
realizada por imersao destes em varias solu¢des tampao com valores de pH diferentes, tendo-
se verificado que nas solu¢des de pH mais acido os filmes apresentam coloracdo amarelada,
enquanto que nas solucbes de pH alcalino, a cor do filme muda para vermelho (Zhang et al.,
2021).

Apesar de nos estudos apresentados anteriormente, os trés filmes apresentam
mudancas de cor visiveis quando submetidos a solu¢cdes tampao com valores de pH diferentes,
nenhum deles foi avaliado em ambiente real, ndo existindo, assim, informacao clara sobre o
comportamento desses filmes em embalagens alimentares.

Num outro estudo de Tirtashi et al., 2019, foi desenvolvido um indicador colorimétrico

sensivel a mudanca de pH, com base em quitosano e antocianinas extraidas da cenoura preta,
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qgue foi testado para monitorizar a deterioracdo do leite. A preparacdo do indicador foi
realizada pela utilizacdo de um filtro a base de papel de celulose que foi totalmente imerso
numa solugcdo de quitosano e antocianina, de seguida seco e mantido em local escuro. A
eficiéncia da resposta do indicador a diferentes valores de pH foi testada inicialmente com
varias solu¢des tampao de diferentes valores de pH, tendo verificado que em solu¢bes de pH
acidos, o filme apresentou uma coloragao vermelha, em solu¢des de pH neutro a cor do filme
mudou para violeta, e em soluc¢des de pH alcalinos a cor do filme mudou para azul. Para avaliar
o desempenho deste indicador em ambiente real, foram realizados testes com leite de vaca.
O leite, apds a pasteurizacdo, apresenta pH=5,7, sendo que para esse valor de pH o indicador
preparado apresenta uma coloragao violeta. Apds 48 horas de armazenamento do leite a 20
°C, e quando a populacio de microrganismos meséfilos foi superior aos valores legalmente
permitidos, o leite foi considerado como deteriorado. Neste momento, o indicador voltou a
ser testado e, desta vez apesentou colorag¢ado rosa, indicando, desta forma, que o pH do leite

baixou durante o armazenamento (Ebrahimi Tirtashi et al., 2019b).

2.4. Colorimetria

A visdo humana é um processo extremamente complicado pelo que ndo existe
nenhum sistema de medicdo que possa caracterizar numericamente toda a perce¢do humana
da luz e da cor. Desta forma, a cor de um material ndo pode ser quantificada de uma forma
puramente fisica, uma vez que depende de varios aspetos como, por exemplo, a percecao
individual que varia de pessoa para pessoa, fonte de luz, entre outros (Goodman, 2012).

Apesar das dificuldades descritas anteriormente, todas as cores podem ser
caracterizadas pela tonalidade dominante, pela saturacdo, ou seja, quantidade dessa
tonalidade, e pelo grau de luminosidade. Assim, em 1976, a Comissdo Internacional de
lluminacgado (CIE) adotou um método padrdo de cdlculo de uma cor, conhecido como CIE 1976
L*a*b* ou (CIE Lab) Colour Space (Gangakhedkar, 2010).

Uma vez que a percecao da cor e da diferenca entre as cores é um ramo muito utilizado
em varias industrias, o modelo da percecdo da cor pelo CIE tem vindo a melhorar ao longo dos
anos no sentido de conseguir uma melhor descricdo numérica da cor ou da diferenca dentre
as cores.

Na Figura 5 estdo representados dois espacos de cor existentes: CIE L*a*b* e CIE
L*C*h, sendo que o primeiro espaco utiliza coordenadas perpendiculares, enquanto o

segundo utiliza coordenadas cilindricas (Stancil & Jordan, 1985).
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Figura 5: Representagdo grdfica dos espagos CIE L*a*b* (a) e CIE L*C*h). (Adaptado de Stancil & Jordan, 1985)

No caso das coordenadas perpendiculares, L* representa a variagdo da luminosidade,
enquanto a* e b* representam variacdo vermelho-verde e amarelo-azul, respetivamente. Por
outro lado, no caso das coordenadas cilindricas, L* representa a variacao de luminosidade no
respetivo eixo, enquanto a coordenada C* apresenta a variacdo de saturagdo no raio C* e h

(em graus) representa a varia¢dao do angulo de tom(Gangakhedkar, 2010).

2.4.1. CIELab

A distancia de cores, no espaco de cores CIEL*a*b* é especificada como dE (AE) e pode

ser calculada de acordo com a férmula desenvolvida em 1976, usando a seguinte equacgao:

dE* = \/dL* + da*? + db*?

(Eq. 1)
Onde,

e dL* representa a variacdo de luminosidade no eixo L*;
e da* representa a variacdo vermelho-verde no eixo a*;

e db* representa a variacdo amarelo-azul no eixo b* (Hiller, 2019).

Apesar de ser uma forma simples e pratica de avaliar distancia entre duas cores, foi
rapidamente detetado que esta equagdo apresentava algumas falhas, uma vez que esta
equacdo nao tem em conta algumas varidveis importantes, como a alta sensibilidade de olho
humano a pequenas varia¢des na diferenca de cor em algumas regiées do sistema de
coordenadas CIEL*a*b* (Habekost, 2013). Essas diferencas percetuais de cores levou a CIE a
desenvolver formas mais complexas e mais completas para a quantificacdo de diferenca de

cor entre duas amostras (Gangakhedkar, 2010).
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2.4.2. CIEDE2000

A férmula CIEDE2000 (dE2000 ou AEqo) foi publicada pela CIE em 2001. Esta férmula é
mais sofisticada do que as formulas anteriormente apresentas pela CIE, sendo que esta
abordagem prevé a reducdo das limitacGes das interpretacdes anteriores (Sharma et al.,
2005). A diferenca de cores de acordo com a CIEDE2000 pode ser calculada de acordo com a

seguinte equagao:

UE2000 (AL’ )2 +(AC’ )2 +(AH’ )2 R (AC’)(AH’ )
I \k.S, keSe kySy T"\k¢S.) \kySy

Onde,

(Eg. 2)

e AL’ representa diferenca da claridade;

e AC'representa diferenca da cromaticidade;

e AH' representa diferenca da tonalidade;

e R representa componente rotacional;

o k;; k¢; ky representam fatores experimentais de condigdes experimentais
e S representa compensacgao de diferenga da claridade;

e S; representa compensacgao de diferenga da cromaticidade;

e Sy representa compensagao de diferenga da tonalidade.

Atualmente esta formula é considerada como a melhor para a quantificacdo da
distancia entre duas cores, uma vez que é a férmula que melhor representa a percegao
visual. Ela ndo sé contém func¢des ponderadas para luminosidade, satura¢do e tom, mas
também os termos de mistura. O ultimo termo na equacao é referido como termo de
rotacdo, isso introduz uma ponderacdo adicional dependente do tom “rotatdrio”. Todas as
férmulas de distancia entre as cores descritas até agora podem ser descritas pela formula
apresentada acima. Esta interpretacdo aproxima-se muito mais do objetivo de se obter uma

distancia entre duas cores para todas as tonalidade de cores (Hiller, 2019).
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3. Materiais e Métodos

No presente capitulo estdo apresentados os materiais utilizados durante o
desenvolvimento dos revestimentos funcionais. Sdo também apresentados os diferentes
métodos e procedimentos utilizados para a formulacdo dos revestimentos funcionais, assim

como para a caracterizagao dos mesmos.
3.1. Materiais

Para a preparacdao dos revestimentos foram utilizados os seguintes reagentes:
quitosano (CHT) com um grau de desacetilacdo = 95% (ChitoClear’ HQG 95, Primex),
carboximetilcelulose, sal sédico (CMC), ~250 kD (Sigma-Aldrich); surfactante Tween® 20
(Sigma-Aldrich), Tween® 80 (Sigma-Aldrich) e Span® 80 (Sigma-Aldrich); glicerol anidro
(Merck) ; acido acético glacial 99,9% (VWR); e vermelho de metila (VM) (ACS grade, VWR).
Para preparar as solu¢des tampao foi utilizado o acido citrico anidro (Sigma-Aldrich) e citrato
trissédico com grau de pureza de 99% (Panreac).

Durante a preparacdo das formulacgGes, para dissolver o CHT e a CMC foi utilizado um
agitador mecanico CATR 18.

Para a realizacdo dos ensaios in situ foi utilizado o camarao cozido Vannamei de calibre

40/60 adquirido no hipermercado Auchan.
3.2. Métodos

Neste subcapitulo vdo ser descritas todas as formula¢des preparadas durante o
desenvolvimento do revestimento funcional, assim como as técnicas de caracterizacdo que
foram usadas durante o desenvolvimento do revestimento. Durante todo o trabalho foi

utilizado o mesmo substrato tipicamente utilizado em embalagens alimentares.

3.2.1. Preparacao de Revestimentos Funcionais

a) Revestimentos Preliminares com Biopolimeros

Para elaboracdo do revestimento funcional, inicialmente foram preparadas trés
solucdes de CHT com concentragdes diferentes. Para preparar essas solu¢des foram pesadas

trés massas diferentes de CHT (1, 2, 3 g) e cada uma dessas porg¢des de CHT foi dissolvida em
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100 mL de uma solucdo aquosa de acido acético a 1 % (v/v). A dissolucdo foi feita
gradualmente com auxilio de agitacdo mecanica durante aproximadamente 6 horas. e com
uma velocidade de agitacdao entre 600-800 rotagdes por minuto (rpm). Depois da dissolucdo
completa foram obtidas solugdes de CHT com trés concentragdes diferentes de 1 %, 2 % e 3
% (m/v), respetivamente.

As solugbes descritas anteriormente foram aplicadas num substrato polimérico
tipicamente utilizado em embalagens alimentares, utilizando um aplicador de filme, tendo
sido testadas duas espessuras diferentes para cada uma das solugdes de concentragao
diferente. Na Tabela 1 estéo representados todos os revestimentos preliminares de base CHT
realizados em substrato polimérico, indicando as concentracBes de polimero utilizadas e

espessuras do revestimento aplicadas.

Tabela 1: Revestimentos preliminares de base CHT em substrato polimérico

CHT % (m/v) Espessura do revestimento (um)
200
1 400
200
2 400
200
3 400

O segundo biopolimero utilizado para a preparacao do revestimento funcional foi a
CMC, sendo que para esta abordagem foram preparadas solucdes de duas concentracoes
diferentes. Para preparar essas solugdes foram pesadas duas massas diferentes de CMC (2 e
4 g) em que cada uma foi dissolvida em 100 mL de agua destilada. A dissolucdo foi feita
gradualmente com auxilio de agitacdo mecanica durante aproximadamente 6 horas com uma
velocidade de agitacao entre 600-800 rpm. Depois da dissolugdo completa foram obtidas
solugcdes aquosas de CMC com duas concentra¢des diferentes de 2 e 4 % (m/v),
respetivamente.

As solucbes descritas anteriormente foram também aplicadas num substrato
polimérico tipicamente utilizado em embalagens alimentares. Para a aplicacdo de
revestimentos foi utilizado um aplicador de filme da Elcometer, e tendo sido testadas também
duas espessuras diferentes para cada uma das solugdes de concentracao diferente. Na Tabela
2 estdo representados todos os revestimentos preliminares de base CMC realizados em
substrato polimérico, indicando as concentracdes de polimero utilizadas e espessuras de

revestimento aplicadas.
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Tabela 2: Revestimento a base de CMC sem utilizagdo de surfactantes.

CMC % (m/v) Espessura do revestimento (um)
200
2 400
200
4 400

Na Figura 6 esta representado o aplicador de filmes que foi utilizado para a aplicacao
de todos os revestimentos funcionais desenvolvidos, e que permite aplicar as formulagdes
com base em biopolimeros no substrato de uma forma uniforme e com a espessura

pretendida e constante.

Figt}ra 6: Aplicddor de filmes Elcometer.

As aplicacGes das formulacées com base em biopolimeros, com ou sem aditivos, foi
realizada com o auxilio de um aplicador de filmes com diferentes espessuras, tendo sido

utilizadas as espessuras de 200 e 400 um, mais especificamente.

a) Diferentes Abordagens para Melhoria da Adesao entre o Revestimento o

Substrato
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De modo a melhorar a adesao do revestimento com o substrato foram estudadas duas
abordagens (Figura 7): i) utilizacdo de surfactantes na formulacdo polimérica utilizada para o
revestimento, ii) pré-tratamento do substrato com plasma de modo a aumentar a

molhabilidade deste.

Diferentes Abordagens para
Melhorar a Adesdo entre o
Revestimento e o Substrato

Utilizagdo de Surfactantes Pré-tratamentc por Plasma
na Formulagdo Polimérica do Substrato

Figura 7: Diferentes abordagens utilizadas para melhorar a adeséo entre o revestimento e o substrato.

Na abordagem i) foi utilizado o substrato polimérico previamente escolhido sem ser
submetido a qualquer tipo de tratamento prévio. No sentido de diminuir tensdo superficial da
formulagdo de revestimento, o que consequentemente poderd melhorar a compatibilidade e
a adesdo entre este e o substrato, foram adicionados varios aditivos, tanto as solu¢des de CHT,
como as solugdes de CMC. Para tal, foram testados trés surfactantes diferentes como aditivos:
Tween 20, Tween 80 e Span 80. Para além dos surfactantes, foi ainda utilizado outro aditivo
no sentido de melhorar outras caracteristicas do revestimento desenvolvido, pelo que, foi
também testada a adicdo de glicerol para diminuir a fragilidade do revestimento
desenvolvido.

Com o objetivo de obter o melhor revestimento funcional possivel foram testadas
varias formula¢cGes com concentracGes diferentes de cada componente, e que se encontram

especificadas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Revestimentos testados de base CHT com aditivos (surfactantes e glicerol) em diferentes percentagens.

Concentragao
Concentragao
Inicial de
Biopolimero Surfactante (v/v%) de Glicerol
Biopolimero
(v/v%)
(W/v9o)
Tween 80 (10 %)
0,
CHT 39% Tween 20 (10 %) 0%
Span 80 (10 %)
Tween 80 (5 %)
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Tween 80 (10 %)

Tween 80 (5 %)

0,5%

2%

Tween 80 (10 %)

Tween 20 (10 %)

Span 80 (10 %)

Tween 80 (5 %)

0%

Tween 80 (10 %)

Tween 80 (5 %)

0,5%

1%

Tween 80 (10 %)

Tween 20 (10 %)

Span 80 (10 %)

Tween 80 (5 %)

0%

Tween 80 (10 %)

Tween 80 (5 %)

0,5%

Tabela 4: Revestimentos testados de base CMC com utilizagdo de aditivos (surfactantes e glicerol) em diferentes percentagens.

Concentragao
Concentragao
Inicial de
Biopolimero Surfactante (v/v%) de Glicerol
Biopolimero
(v/v%)
(w/v9o)
Tween 80 (10%)
Tween 20 (10%)
0%
Span 80 (10%)
(o)
4% Tween 80 (5 %)
Tween 80 (10 %) 0,5%
Tween 80 (5 %) 0,5%
cMmC Tween 80 (5 %) 1%
Tween 80 (10 %)
Tween 20 (10 %)
0%
Span 80 (10 %)
2%
Tween 80 (5 %)
Tween 80 (10 %) 0,5%
Tween 80 (5 %) 0,5%
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Na abordagem ii) optou-se pela aplicagdo de um pré-tratamento da superficie do
substrato polimérico com o plasma atmosférico, no sentido de aumentar a molhabilidade do
mesmo. O tratamento com plasma é um processo largamente utilizado na industria para
melhorar a molhabilidade, por ser um processo simples de realizar e que permite um
tratamento continuo numa Unica etapa (Park & Jin, 2001). O plasma consiste numa descarga
de um gds altamente ionizado em que a carga dos eletrdes é equilibrada pela carga dos ides
positivos, de modo a que o sistema como um todo seja eletricamente neutro (Haynes et al.,
2017), e origina uma maior quantidade de grupos quimicos polares na superficie do substrato
que poderdo formar ligagdes mais fortes com o revestimento.

Neste trabalho o pré-tratamento por plasma foi realizado no substrato polimérico
tipicamente utilizado nas embalagens previamente mencionado para tentar obter uma
melhor adesdo do revestimento. Este tratamento foi realizado recorrendo ao equipamento
Atmospheric Plasma Treament Systemdada Sigma Technologies International presente nas
instalacdes do CeNTI. O tratamento foi feito com gas atmosférico, com a velocidade de
rotacdo de 7,7 m/min, tendo sido variada a poténcia de descarga elétrica sobre o ar que se
encontra entre os elétrodos metdlicos e o substrato a ser tratado.

Tendo em conta que a poténcia tedrica maxima fornecida aos elétrodos é de 15 kW, o
que corresponde a 100 %, foram testadas diferentes percentagens de poténcias a variar entre
90-40 % da poténcia tedrica maxima do equipamento para conseguir escolher a melhor
condicdo para os objetivos propostos. Na Tabela 5 encontram-se os diferentes parametros
utilizados para este estudo. O tamanho dos substratos tratados foi de 29,7x21,0 cm, e a
eficiéncia do tratamento com plasma dos mesmo foi caracterizado pela medi¢do do angulo de

contacto da gota de agua com a superficie do substrato.

Tabela 5: Condigdes testadas durante o tratamento do substrato com o plasma.

Gas Poténcia maxima (kW) " tl:l?::::lg %) VF:/C:;C;E
40
50

Ar 15 70 7,7
90

b) Incorporacao do Indicador Sensivel ao pH

Para detecdao de mudanca de pH foi utilizado o indicador vermelho de metila. De

acordo com a especificagdo do VM a solubilidade maxima em etanol é de 0,1 % (m/v)
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(“Product Specification,” 1993). Desta forma, para a incorporar o VM na solucdo de
biopolimero foi preparada uma solucdo de VM de 0,08 % (m/v) em solu¢do aquosa de etanol
a 80% (v/v), a qual foi colocado num banho de ultrassons durante 20 minutos. Depois da
preparagao da solugdo do VM, esta foi incorporada na solugdao previamente preparada de

biopolimero numa proporgdo de 5 % (v/v).

c) Secagem dos Revestimentos Funcionais

Todos os revestimentos realizados, depois de serem aplicados no substrato com o
aplicador de filmes nas condi¢des desejadas, foram sujeitos a uma etapa de secagem, para a
qual estes foram colocados na estufa a 40 °C durante 15 h até secagem completa do

revestimento. Para esta etapa foi utilizada uma estufa ndo ventilada da marca Binder.

d) Revestimento com Uma ou Duas Camadas

Com o objetivo de se conseguir uma melhor retengdao do VM na matriz polimérica de
CHT e/ou CMC, decidiu-se testar revestimentos de duas camadas. Este tipo de revestimento
s6 foi testado em substratos em que também se realizou o pré-tratamento por plasma, sendo
gue a diferenca principal entre estes revestimentos é que no caso do revestimento de duas
camadas, depois da aplicacdo do revestimento funcional no substrato e da secagem deste,
aplicou-se uma segunda camada de revestimento com biopolimero sem a incorporacdo do
indicador sensivel a mudanca de pH. Desta forma passa-se a representar como CHT/VM o
revestimento de uma sé camada, enquanto a apresentacdo CHT/VM—CHT refere-se ao
revestimento de duas camadas, sendo que a segunda camada ndo apresenta na sua
constituicdao o VM e podera servir de barreira para prevenir a migracao do VM para o ambiente
da embalagem. Na Figura 8 estdo esquematizadas as principais diferencas entre os

revestimentos de uma e de duas camadas.
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SUBSTRATO

TRATADO COM
PLASMA
CHT/VM CHTNVM—CHT

*Secagem na estufaa40°C

*Secagem na estufa a 40C Revestimento sem VM
Revestimento com VM *Secagem na estufa a 40°C

Revestimento com VM

Substrato pré-tratado com
plasma Substrato pré-tratado com

plasma

Figura 8: Apresentagdo esquemdtica dos revestimentos de uma e de duas camadas no substrato polimérico com pré-tratamento com
plasma.

e) Termofixacao

A termofixacdo é uma técnica que permite conferir aos revestimentos poliméricos uma
maior coesdo da rede polimérica. Este processo foi testado em alguns dos revestimentos
realizados numa tentativa de aumentar a retencdo fisica do VM na matriz polimérica. A
termofixacdo foi realizada com a prensa hidrdulica e foram testadas duas condicGes de
temperatura diferentes (40 e 80 °C) para posterior avaliacdo da migracdo do indicador
sensivel ao pH. Neste ensaio, parametros como o tempo e a pressdo, foram constantes.. Na
Tabela 6 estdo representadas as varias condi¢Oes de termofixacdo que foram testadas durante

este trabalho, assim como os quatro revestimentos diferentes em que foi aplicada.

Tabela 6: Condigcées experimentais testadas no ensaio de termofixagéo para quatro revestimentos diferentes

Revestimento Temperatura (°C) Tempo (min) Pressdo (bar)
CHT 40
CHT 80
CHT-CHT 40 1 6
CHT->CHT 80
CHT/VM 40
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CHT/VM 80

CHT/VM->CHT 40

CHT/VM->CHT 80

3.2.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier com Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os componentes utilizados para o desenvolvimento dos revestimentos funcionais,
assim como o proprio revestimento funcional, foram caracterizados quimicamente, usando a
técnica de espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR), recorrendo ao espetrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum 100 Series de
cristal diamante/seleneto de zinco com um acessério de ATR e software Spectrum
10.4.00.0190. Os espectros FTIR-ATR foram recolhidos num intervalo de 4000 a 600 cm™ com
a resolucdo de 8 cm™.

O objetivo principal dessa técnica passa pela detecdo de grupos funcionais
provenientes dos componentes do revestimento funcional e permite uma comparagdo entre
amostras de modo a concluir sobre a presenca destes componentes na superficie do
substrato.

Na Figura 9 estd representado o equipamento com auxilio do qual foi feito o ensaio

FTIR-ATR.

o |} S
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Figura 9: Espectrofotémetro Perkin Elmer Spectrum 100 Series da Perkin Elmer.
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3.2.3. Solubilidade de Agua e indice de Dilatacdo

Para aferir sobre a possivel solubilidade em agua e determinar os respetivos valores,
assim como para concluir sobre a possivel dilatacdo dos revestimentos funcionais, foi adotado
o método de caracterizacao ja descrito anteriormente em literatura por Yadal et al., 2021. O
substrato com revestimento funcional, previamente cortado em fragmentos de 2 x 2 cm, foi
seco na estufa a 105 °C até se verificar um peso constante. Depois da pré-secagem inicial, o
peso de cada amostra foi registado (p1). Todas as medi¢Ges de massa foram efetuadas com o
auxilio da balanga analitica da marca Mettler Toledo, modelo XS205DR. As amostras foram
colocadas em frascos de 50 mL contendo 20 ml de dgua destilada, e os frascos foram tapados
com parafilme para depois serem colocados num banho de agua termostatizado (Scansci) a
temperatura de 30 °C durante 24 horas. Passado esse tempo, as amostras foram removidas,
o excesso de agua foi retirado com o auxilio de papel de filtro, e depois registou-se o novo
peso das amostras (p2). Em seguida, para determinagdo do indice de dilatacdo, as mesmas
amostras foram posteriormente colocadas na estufa a 105 °C até se voltar a atingir um peso
constante, de modo a garantir que a humidade residual foi removida. Depois do processo de
secagem, foi novamente registado o peso da amostra seca (p3).

Para calcular o indice de dilatacdo do revestimento funcional no substrato, foi utilizada

a Equacgdo 3, enquanto que para calcular a solubilidade do mesmo foi utilizada a Equagao 4:

Indice de Dilatac3o (%) = % x 100

(Eq. 3)

Solubilidade em Agua (%) = plp;lpB x 100

(Eq. 4)

3.2.4. Ensaio Mecanico

No caso do ensaio mecanico, os revestimentos funcionais de uma e de duas camadas,
com e sem incorporacdo do VM, foram submetidos a teste mecanico por flexdo que foi
adaptado da norma ISO 7854: 1995 - Rubber- or plastics-coated fabrics — Determination of
resistance to damage by flexing.

Durante este ensaio a amostra de substrato revestido foi colocada entre as garras do

equipamento e sujeita a um movimento de flexdo, provocando assim uma dobra na amostra.
29



Desta forma, este ensaio permite verificar se o revestimento aplicado no substrato em
condicOes experimentais sofre algum dano fisico. Para uma melhor compreensao do possivel
dano fisico, as amostras resultantes deste ensaio foram avaliadas por microscopia 6tica e
também foram determinados os respetivos angulos de contacto com gota de agua para
comparacado dos valores antes e depois das amostras serem submetidas ao ensaio.

Para a realizacdao deste ensaio foi utilizado o equipamento Shimadzu Autograph AGX-
V 50kN, sendo que as amostras com 37,5 mm de largura e 125 mm de comprimento foram
colocadas entre as duas garras do equipamento, a distancia inicial entre as mesmas foi de 50
mm. O software TRAPEZIUM™ X-V foi programado para uma oscilacdo de 10 mm com uma
velocidade igual a 350 mm por minuto. Este ciclo, que corresponde em média a 3,4 s foi
repetido 100 vezes para cada amostra.

Na Figura 10 encontram-se representadas as garras com o substrato revestido

imediatamente antes de se iniciar o processo de flexao.

Figura 10: Imagem das garras do equipamento Shimadzu Autograph AGX-V 50kN
com o substrato com revestimento funcional para realizagcdo dos ensaios mecdnicos
por flexdo.

3.2.5. Medicdo de Angulos de Contacto e da Energia Livre de
Superficie
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A medicdo dos angulos de contacto de uma superficie foi um tipo de caracterizacdo
realizada durante este trabalho experimental em diferentes fases dos desenvolvimentos para
aferir sobre: a eficiéncia do pré-tratamento com plasma no substrato e também para
complementar as andlises de microscopia 6tica na observacao de efeitos de degradacgao
mecanica nos substratos revestidos apds os ensaios mecanicos de flexdo. Para estas andlises
foi utilizado o tensidmetro Tetha da marca Bioling Scientific, controlado pelo software
oneAttension.

A técnica que foi utilizada para a determinagdao de angulo de contacto foi a Sessile
Drop, com o volume de gota fixo de 3 ulL sendo que o liquido utilizado foi a dgua destilada. Na
Figura 11, encontra-se a apresenta¢do esquematica da medi¢dao de angulo de contacto por

esta técnica.

A
v

Y51 Tsv

Figura 11: Apresentagdo esquemdtica da medigdo de dngulo de contacto com a técnica Sessile Drop, onde y; corresponde
a tensdo na interface sélido-liquido; y;, corresponde a tensdo na interface liquido-vapor e y, corresponde a tensdo na
interface sélido-vapor. (Adaptado de Kwok & Neumann, 1999)

Para verificar a eficiéncia do plasma, foram medidos os angulos de contacto (6) da
amostra controlo (amostra sem ser submetidas a qualquer tratamento por plasma) para
comparagcdao com os valores do angulo de contacto das amostras com pré-tratamento. O
angulo de contacto é um fator importante na caracterizacdo de uma superficie, para poder
concluir sobre o caracter hidrofilico (angulo < 90°) /hidrofébico (dngulo > 90°) de uma
superficie, o que por sua vez permite aferir sobre a compatibilidade e adesao entre o substrato
e o revestimento.

Para avaliar se o ensaio mecanico por flexdo teve impacto na superficie do
revestimento funcional a nivel da sua potencial degradacao fisica, os angulos de contacto das
amostras submetidas a esse ensaio e estes foram comparados com os angulos de contacto
das amostras controlo. Neste caso, para além da determinacdo dos dngulos de contacto, foi
realizado também o calculo da respetiva energia de superficie da amostra. Nas Figuras 12 e
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13 encontra-se representado o processo de determinagao de angulo de contato. Na Figura 12
estd representada a agulha que deposita a gota de um liquido com um volume conhecido no

substrato e na Figura 13 estd representada a avaliagao do angulo de contacto com a utilizagao

do software oneAttension.

Figura 12: Processo de determinagédo de dngulo de contacto entre o substrato e o
liquido (1).

Figura 13: Processo de determinagdo de dngulo de contacto entre o substrato e o liquido (2).
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Uma das aplicagdes importantes da medicdo do angulo de contato é a avaliacdo da
energia livre de superficie (SFE) da fase sdlida. Neste trabalho, a SFE do substrato foi
determinada tendo em considera¢do o modelo termodindmico OWRK/Fowkes através da
medicdo dos angulos de contacto com dois liquidos: agua destilada e diiodometano (DIM) para
a determinacdo da componente polar (¥) e componente dispersiva (¥;) da superficie do
substrato. Pela soma da componente polar e da componente dispersiva, obtém-se a energia

total de superficie (Subedi, 2011):

N| =

Yi(1 + cos6) = 2[(64) D] + 2[(FP) (1))
(Eq. 5)

3.2.6. Microscopia Otica

O microscépio 6tico de luz transmitida Leica DM 2500 M foi utilizado para observar as
superficies dos revestimentos funcionais antes e depois destes serem submetidos ao ensaio
mecanico de flexdo com o objetivo de observar a possivel degradacdo da superficie dos
revestimentos funcionais durante o ensaio mecanico. Esta analise foi feita com software Leica
Applications utilizando as objetivas de 5 e 10x, e ocular de 10x. Na Figura 14 esta representado

o equipamento utilizado para a observac¢ado da superficie dos revestimentos funcionais.

Seica
—
Figura 14: Microscdpio Otico de luz transmitida Leica DM 2500 M.
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3.2.7. Espectrofotometria UV-Vis

Espetrofotometria UV-Vis é uma técnica analitica de caracterizacdo largamente
utilizada uma vez que é de facil execucdo e de baixo custo. Esta técnica utiliza a radiacao
eletromagnética na gama de comprimento de onda que compreende a radiagao ultravioleta
e a radiacdo visivel, para medir varios parametros de uma amostra como absorvancia,
transmitancia, refletancia. Essa medicdo tanto pode ser feita em amostras no estado liquido,
ou em amostras sélidas quando é utilizada uma esfera integradora no equipamento. Neste
trabalho, a caraterizacdo das amostras liquidas e das amostras sdlidas foi realizada utilizando
um espectrofotdmetro de UV-Vis Lambda 35 da Perkin EImer. No caso das amostras liquidas,
as analises basearam-se em varrimentos para determinar o pico de absorvancia maxima, e
posteriormente, foram realizadas leituras do valor de absorvancia a um determinado
comprimento de onda. No caso das amostras sélidas, a caracterizacdo baseou-se na leitura da
transmitancia das mesmas num intervalo de comprimento de onda entre 700 e 400 nm, o que
corresponde ao intervalo de comprimento de onda da luz visivel. Para este ultimo estudo foi

utilizado um acessério de esfera integradora interna com 60 mm, da Perklin Elmer.

Absorvancia em Solucdes

No caso da aplicacdo da espectrofotometria para caracterizar amostras no estado
liquido, esta teve o objectivo de analisar os picos de absorvancia maxima do indicador sensivel
ao pH, o VM, e para avaliar a sua resposta a alteracao dos valores de pH no meio. Para além
disso, foi realizado também um estudo para aferir a possivel migracdo do VM do revestimento

funcional para um meio liquido quando em contacto com este.

Para avaliar a mudanca de cor do vermelho de metila em resposta a diferentes valores
de pH do meio, foram preparadas cinco solu¢cdes tampao de citrato de sddio e acido citrico,
com valores de pH a variar entre pH=3,4 e pH=6,2, englobando assim as diferentes formas
guimicas do vermelho de metila: a forma protonada e a forma desprotonada, respetivamente.

Na Tabela 7 estdo representadas as solu¢des tampdo que foram preparadas para a

avaliacdo da resposta do indicador sensivel ao pH utilizado para o desenvolvimento do
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revestimento funcional. Para este fim, para cada 10 mL de solu¢do tampdo foram adicionados
0,5 mL da solucdo de VM 0,08 % (m/v). Depois disso, para todas as solucdes, foi realizado uma

analise de varrimento UV-Vis (700 a 200 nm) para medicdo de absorvancias.

Tabela 7: Solugbes tampdo de citrato de sédio e dcido citrico preparadas para a avaliagdo da mudanga de cor do VM em resposta a
mudanga de pH do meio.

Solugdes Tampao de Citrato de Sédio

| Ackdoirico | 0w Vo
' (mL)

3,4 73 27 100
4 59 41 100
5 35 65 100
6 11,5 88,5 100

6,2 8 92 100

O objetivo principal deste ensaio foi a avaliacdo da migracdo do indicador sensivel a
mudanca de pH do revestimento para o meio liquido, de modo a entender-se se existe alguma
limitagdo na aplicagao dos revestimentos funcionais desenvolvidos, nomeadamente, em
embalagens com alimentos liquidos.

Para a avaliacdao da migracao do VM do revestimento funcional para as solugdes
tampado, foi necessario estabelecer uma reta de calibracdo que relacionasse a concentracao
do VM com o valor da absorvancia. Para tal, foram preparadas seis solu¢des de concentracgdes
diferentes de vermelho de metila, utilizando a solucdo tampado com o pH=3,4 como solvente.
Num meio com o valor de pH mencionado, o vermelho de metila encontra-se na sua forma
protonada com uma coloracdo rosa-avermelhada intensa, apresentando o pico de
absorvancia maxima ao comprimento de onda de 522 nm. Para todas as solu¢des preparadas
foi obtido o respetivo valor de absorvancia ao comprimento de onda mencionado, o que
permitiu a construcao da reta de calibracdo necessaria. Depois de definir a reta de calibracao,
foi efetuado o ensaio para avaliar a migracao do indicador sensivel ao pH.

Na Tabela 8 estdo representados os diferentes revestimentos utilizados para este
ensaio, assim como os diferentes tempos em que os revestimentos estiveram em meio liquido

antes de se avaliar a migracdo do VM para as solugdes tampao.
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Tabela 8: Resumo do ensaio de migragdo do vermelho de metila nas solugées tampdo.

Tempo de
Revestimento Sem Termofixa¢dao | Termofixagdo contacto com
Temofixagdo 40 °Cc 80 °C as solugdes
tampao (min)
CHT/VM X Y Vv
CHT/VM Termofixagdo Vv x x
CHT/VM->CHT X Y Vv 1
CHT/VM->CHT V X X
Termofixagao
CHT/VM X Y Vv
CHT/VM Prensa \Y; X x
CHT/VM->CHT X Y Vv 30
CHT/VM->CHT Prensa \Y x x

Para a realizacdo deste ensaio, para cada revestimento foram preparadas amostras de
tamanho 1,5x1,5 cm, e essas amostras foram colocadas num frasco de vidro de 20 mL
contendo 10 mL de solugdo tampado. Depois de revestimento permanecer um tempo
previamente estabelecido em solucdo tampao (1 ou 30 min), este foi retirado, e o liquido foi
analisado de modo a realizar a leitura da absorvancia deste a 522 nm. Assim, esse valor de
absorvancia foi utilizado para determinar a concentracdo do VM através da reta de calibracao

previamente estabelecida.

Colorimetria dos Revestimentos

A avaliacdo do desempenho do revestimento funcional desenvolvido foi realizada em
duas partes. Inicialmente, testou-se a resposta do revestimento funcional num ambiente de
atmosfera modificada, sendo que para este fim foi utilizada a solucdo de amédnia. Em
atmosfera modificada foram testados varios parametros do revestimento desenvolvido, como
eficiéncia da mudanca de cor dos revestimentos funcionais de uma e de duas camadas quando
expostos a diferentes concentracdes de amodnia, e também a evolugdo da cor ao longo do
tempo. Todos os calculos de mudanca de cor total foram feitos de acordo com de acordo com
o modelo mais atual CIEDE2000.

Apds os ensaios in vitro, realizaram-se testes para a avaliacdo do desempenho do
revestimento funcional desenvolvido na presenca de um alimento real. Durante este ensaio
in situ, foi testada a eficiéncia dos revestimentos e foi avaliado o desempenho dos mesmos ao

longo do tempo.
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i) Ensaios In Vitro

Para avaliar a sensibilidade dos revestimentos colorimétricos desenvolvidos quando
submetidos a uma atmosfera modificada através da presenca de diferentes concentragdes de
amonia, foi realizado o seguinte ensaio: pequenas amostras dos revestimentos, de um
tamanho de 3x5 cm foram colocadas em frascos de 50 mL, onde foram também adicionados
250 pL de solugdes de amonia com diferentes concentragées.. As concentragdes de amonia
testadas foram: 0,52 mol/L e 2,64 mol/L. Depois de colocar a amdnia nos frascos, estes foram
tapados com a tampa e selados com o parafilme. As leituras de transmitancia foram feitas
para cinco tempos diferentes: 0, 5, 30, 90 e 180 min. Depois de recolher todas as leituras da
transmitancia foi efetuado o calculo de mudanca de cor total.

Para além da sensibilidade do revestimento foi avaliada também a reversibilidade da
cor na auséncia de amodnia. Para tal, inicialmente os revestimentos funcionais preparados
foram submetidos a presenga de 250 uL de duas concentragdes de amonia, 0,52 mol/Le 2,64
mol/L, e passando os 180 minutos foi feita a leitura de transmitancia, o que permitiu calcular
a diferenga de cor total dos revestimentos causada pelos 180 min na presenca de amonia.
Depois disso, os revestimentos foram retirados da atmosfera modificada e foram colocados
em frascos sem amdnia, onde permaneceram durante 6 dias. Apds este tempo, foi realizada
a leitura da transmitancia dos revestimentos e foi calculada de novo a diferenca de cor total.
Na Figura 15 encontra-se uma representacao esquematica do ensaio de reversibilidade da cor

dos revestimentos funcionais na auséncia de amonia.

Leitura do filme o Leitura da transmitancia Leitura da transmitancia
original apos 3h em contacto com do revestimento guardado
amonia 0,52/2,64 mol/L em atmosfera sem

amonia durante 6 dias
Figura 15: Representagdo esquemdtica do ensaio de reversibilidade da cor na auséncia da atmosfera de amdnia
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i) Ensaios In Situ

Durante os ensaios in situ, os revestimentos funcionais desenvolvidos foram testados
na presenga de camarao cozido. Para estes ensaios, foi escolhido utilizar camarao. O primeiro
ensaio in situ baseou-se na avaliagao da mudanca de cor total dos revestimentos na presenca
de alimento fresco enquanto o alimento estava guardado a 22 °C e 4 °C (temperatura
ambiente e temperatura do frigorifico). Para fazer esta avaliacdo, os revestimentos foram
colocados em frascos na presencga do produto fresco e foi avaliada a mudanga de cor total dos
revestimentos ao longo das 39 horas. Durante este ensaio foi testada a resposta do
revestimento de uma camada sé.

Durante o outro ensaio in situ, foi avaliada a resposta do revestimento funcional, de
uma e de duas camadas, a deteriora¢do do alimento escolhido ao longo do tempo. Para isso
os revestimentos foram colocados em frascos de 50 mL, onde também foram colocadas
amostras de alimento previamente escolhido. Todos os frascos foram tapados e selados com
o parafilme. Foi feita a avaliacdo de colorimetria dos revestimentos 6 vezes, para tempos de
ensaio de 0, 3, 20, 27, 49 e 79 h. Com base nas leituras de transmitancia foi calculada a
diferenca de cor total ao longo da deterioracdo do produto alimentar. Este ensaio decorreu a
uma temperatura de 4 °C e foi testado revestimento funcional desenvolvido de uma camada

e também de duas camadas.

38



4. Apresentacao de Resultados e Discussao

O objetivo principal deste trabalho passa pelo desenvolvimento de um revestimento
sensivel a mudanca de pH que ocorre naturalmente durante a deterioracdo de alguns
alimentos pereciveis, enquanto inserido numa embalagem alimentar. Para o desenvolvimento
do revestimento funcional foi utilizado um substrato polimérico usualmente utilizado em
embalagens alimentares e para o revestimento a base de biopolimeros foram utilizados dois
tipos de polimeros, CHT e CMC. Como indicador sensivel a mudanga de pH incorporado na
matriz polimérica do revestimento foi utilizado o vermelho de metila. Para o desenvolvimento
dos revestimentos foram exploradas duas abordagens, sendo que a primeira passou pela
adicdo de surfactantes as formulacdes a base de CHT ou de CMC para diminuir a tensao
superficial e permitir uma melhor adesdo entre o revestimento e o substrato. Enquanto na
segunda abordagem foram testadas varias condicGes de pré-tratamento por plasma ao
substrato, em que se variou a poténcia de descarga elétrica de modo a aumentar a
molhabilidade deste do substrato, tendo sido selecionada a condicdo mais adequada o
substrato utilizado.

Durante este trabalho, para além do desenvolvimento do revestimento, também foi
efetuada a caracterizacdo fisico-quimica e a avaliacdo da resposta colorimétrica do
revestimento. Desta forma, neste capitulo vdao ser apresentados e discutidos todos os
resultados obtidos tanto durante a caracterizacdo dos revestimentos, assim como durante a

avaliacdo da resposta colorimétrica do revestimento, tanto in vitro como in situ.

4.1. Condicdes de Revestimentos Selecionados

Para a escolha do revestimento foram testadas varias condicdes com adi¢cdo de
surfactantes diferentes em diferentes percentagens, e no sentido de melhorar a plasticidade
do revestimento também foi testado a adi¢ao o glicerol. Desta forma, da abordagem que tinha
como objetivo o melhoramento da formulacdo, houve duas formulagdes que se mostraram
promissoras.

Na Tabela 9 estdo representadas as duas formulacbes que se mostraram
promissoras - ambas as formula¢ées sdo a base de CMC, sendo que a primeira apresenta na
sua constituigdo o surfactante Tween® 80 numa percentagem 5% v/v, e a segunda apresenta
na sua matriz polimérica o mesmo surfactante na mesma percentagem e também glicerol
numa percentagem igual a 0,5% v/v. Ambos os revestimentos secaram apds 15 horas na estufa

a40°c.
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Tabela 9: FormulagBes promissoras obtidas através do melhoramento da formulagédo do biopolimero.

, % . Surfactante Glicerol
Polimero Inicial ) (v/v)
(w/v) (v
cMC 4% Tween® 80 0%
(5%) 0,5%

Na Figura 16 estdo representadas imagens dos revestimentos promissores obtidos por
meio da adicdo de surfactante e glicerol. Nessa figura, do lado esquerdo, encontra-se
representada a formulagdo a base de CMC 4% (w/v) + Tween® 80 5% (v/v), enquanto do lado
direto da imagem encontra-se representada a imagem da formula¢do a base de CMC 4% (w/v)
+ Tween® 80 5% (v/v) + Glicerol 0,5% (v/v). Tal como da para constatar através da imagem, a
formulacdo que apresenta na sua constituicao glicerol apresenta uma aparéncia mais lisa e

visualmente apresenta uma melhor aderéncia ao substrato utilizado.

Figura 16: Representagdo de dois revestimentos promissores a base de CMC.

No caso da estratégia onde se utilizou o plasma atmosférico para o pré-tratamento da
superficie do substrato para tornar a superficie do mesmo mais hidrofilica também foram
testadas vdrias condi¢cGes. O gas utilizado (ar) no pré- tratamento por plasma e a velocidade

de rotagdo do rolo (7,7 m/min) foram sempre constantes, tendo sido variada a poténcia da
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descarga. Assim sendo, foram testadas quatro poténcias, nomeadamente 40%, 50%, 70% e
90% da poténcia maxima (aproximadamente 15 kW). De modo, a avaliar as altera¢Ges na
superficie do substrato apds o pré-tratamento por plasma, procedeu-se a medicdo dos
angulos de contacto para a agua. No caso das amostras tratadas com uma poténcia de
superior a 50%, observou-se a olho nu a danificacdo da superficie do substrato, pelo que
decidiu-se testar duas poténcias mais baixas: a de 40% e a de 50% e comparar os angulos de
contacto do revestimento tratado com essas poténcias do plasma e comparar os mesmos com
a amostra controlo, que neste caso era o substrato sem ser submetido a qualquer tipo de
tratamento.

Na Figura 17 estdo representadas trés medi¢Oes diferentes de angulos de contacto,
sendo que a primeira medicao foi feita para o substrato sem ser tratado com o plasma, o que
permitiu ter uma ideia de valores de angulos de contacto para o substrato a ser utilizado. Para
além disso, foram avaliados os angulos de contacto das superficies dos substratos tratados
com o plasma a 40% e com o plasma a 50%. E de notar, que no caso da amostra controlo,
substrato que n3o foi tratado com o plasma, o valor de 4ngulo de contacto em média é de 92°
o que indica que o substrato sem o tratamento é hidrofébico, enquanto para as amostras
tratadas com o plasma a 40% e com o plasma a 50%, os valores de angulo de contacto

desceram para 59° e 60°, respetivamente.
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Figura 17: Medigdo de dngulo de contacto da dgua para as amostras pré- tratadas com o plasma a 40% e com o plasma a 50% e e da
amostra controlo (sem pré-tratamento).

Depois da avaliacdo dos angulos de contacto, passou-se para a avaliagcdo da energia da
superficie do substrato ndo tratado com o plasma e dos substratos tratados com o plasma. A
energia de superficie do substrato foi determinada através do calculo das componentes polar

e dispersivas utilizando o modelo termodindamico OWRK/Fowkes.
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Observando a Figura 18 onde estd representada a variacao da energia de superficie do
substrato em fungao da variagao da poténcia do plasma, pode-se concluir que a energia de
superficie aumenta quando se aplica ao substrato o pré-tratamento com o plasma, no
entanto, a variacdo da energia de superficie em func¢do da variagao de poténcia utilizada do
plasma é muito baixa. Desta forma, a energia de superficie para a amostra controlo é de
aproximadamente 36 mN/m, enquanto no caso das amostras tratadas com o plasma a 40% e
a 50% este valor aumenta para 49 mN/m e 50 mN/m, respetivamente. Também é de notar
que a maior parte da energia de superficie calculada deve-se a componente dispersiva. Os
materiais que apresentam valores de energia de superficie abaixo dos 36 mN/m s3o
considerados materiais de baixa energia superficial e apresentam molhabilidade baixa, assim
como o substrato utilizado durante este estudo. Na Figura 18 também é notavel que no caso
dos substratos tratados com o plasma ocorre um aumento da componente polar e, assim
sendo, aumenta a molhabilidade do substrato utilizado durante o desenvolvimento e os

biopolimeros utilizados que sdo de base aquosa.
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Figura 18: Energia de superficie das amostras tratadas com o plasma e da amostra controlo.

Depois da caracterizacdo por angulo de contacto e da determinacdo energia da
superficie, foi possivel optar por duas condi¢des promissoras, que corresponde ao substrato
pré-tratado com o plasma a 40% com a aplicagdao de CMC e de CHT. Apds a escolha dos
revestimentos mais promissores avangou-se para a caracterizacdo da solubilidade em 34gua
dos revestimentos, caracterizacao fisico-quimica e para a caracterizacdo da resposta

colorimétrica dos revestimentos funcionais desenvolvidos.
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4.2. Estudo da Solubilidade

Para o estudo da solubilidade em agua dos revestimentos promissores utilizou-se o
método do célculo da diferenca do peso de uma amostra antes de passar 24 horas no banho
e depois. Os revestimentos escolhidos para este ensaio foram:

e CMC 4%(v/v) + Tween® 80 5% (v/v) + Glicerol 0,5% (v/v);

o CMC + Plasma 40%;

e CHT + Plasma 40%.

Na Figura 19 estdo representados os valores de solubilidade em dgua dos diferentes
revestimentos promissores e os respetivos desvios padrdo. Avaliando este grafico é possivel
concluir que o revestimento aplicado no substrato que nao foi sujeito ao pré-tratamento por
plasma, CMC + Tween 80 + Glicerol, apresenta um maior valor de solubilidade que
corresponde a aproximadamente 33%. Por um lado, isto deve-se ao facto da CMC ser soluvel
em agua, mas por outro lado, a solubilidade em agua para esse revestimento é mais elevada
comparando esses valores com os do revestimento de CMC aplicado em substrato submetido
ao pré-tratamento com o plasma, uma vez que essa formulacdo para além de CMC contém
também glicerol que é solivel em dgua, aumentando, assim, a solubilidade do revestimento
em geral.
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Figura 19: Valores de solubilidade em dgua para revestimentos promissores.

Por outro lado, depois de avaliar os valores de solubilidade em agua, pode-se concluir,
gue os revestimentos a base de CHT sdo menos sollUveis apresentando um valor de
solubilidade de 2%, enquanto para os revestimentos a base de CMC aplicados em substratos
tratados com o plasma o valor da solubilidade em agua é de 15%. Esta diferenca pode ser
justificada pela preparacao do biopolimero, uma vez que a CMC é solivel em dgua, e o CHT é

dissolvido em acido acético 1%. Desta forma, quando esses dois revestimentos foram
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submetidos ao ensaio de solubilidade em agua era expectavel que o revestimento de CMC
apresentasse valores de solubilidade em dgua mais elevados, comparando com os de
revestimentos de CHT. Assim sendo, os revestimentos a base de CHT apresentam um maior
interesse para serem aplicados em embalagens alimentares, uma vez que numa embalagem
alimentar pode ocorrer condensacao dos liquidos no seu interior e é de elevada importancia
que o revestimento funcional que seja utilizado nas embalagens alimentares apresente
valores de solubilidade em dgua muito reduzidos para, por um lado, ndo comprometer a
qualidade ou (e) seguranga do produto alimentar embalado, e por outro lado para nao
danificar o revestimento funcional desenvolvido e para ndo comprometer a resposta do

mesmo.
4.3. Estudo das Propriedades Fisico-Quimicas do Revestimento

Durante os estudos anteriores foi possivel concluir, que o revestimento mais adequado
para conseguir atingir a meta estabelecida é o revestimento de CHT devido as suas
caracteristicas de baixa solubilidade, comparando com o outro biopolimero testado. Tendo
também em conta o estudo dos angulos de contacto do polimero pré-tratado com o plasma
conclui-se que a condi¢do ideal para avancgar para a incorpora¢ao do vermelho de metila e
para futuros testes é: substrato pré-tratado com plasma (tratamento com ar, 40% da poténcia
maxima) e revestimento funcional de CHT a 3% (m/v).

Para a incorporacdo do vermelho de metila foi preparada previamente uma solucao
do mesmo numa concentrag¢do 0,08% (m/v) em etanol a 80% (v/v). A incorporagdo do VM foi
feita acrescentando diretamente a solucdao de VM ao biopolimero escolhido, seguido de uma
mistura dos dois. Depois de preparacdao do revestimento funcional esse foi guardado num
frasco de plastico tapado ao abrigo da luz.

No sentido de uma melhor protecdao da camada funcional do revestimento surgiu a
abordagem de aplicagdo de uma camada de CHT por cima do revestimento funcionalizado
seco. Desta forma, nos ensaios seguintes para além do revestimento de CHT de uma sé
camada foi também testado o revestimento de duas camadas (camada de CHT funcionalizada

+ camada de CHT).

4.3.1. FTIR-ATR

Para uma andlise quimica do revestimento e de todos os constituintes do mesmo, foi
utilizada a técnica de analise de espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

com reflectancia total atenuada sendo que o objetivo principal da utilizacdo desta técnica foi
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estudar os grupos funcionais de todos os constituintes do revestimento funcional e avaliar se
o biopolimero escolhido para o revestimento cobria de uma forma uniforme a superficie do
substrato.

Na Figura 20 estdo representados os dados obtidos durante a andlise FTIR. As amostras
Substrato + CHT + VM e Substrato + CHT partilham as mesmas bandas funcionais, pelo que
apresentam as mesmas frequéncias de vibrac¢do. Para além disso, a amostra Substrato + CHT
apresenta picos caracteristicos de HDPE, que se encontra entre os valores de comprimento de
onda a variar entre 2950 cm e 2850 cm™. No caso da amostra com o revestimento funcional

esses picos ja ndo sdo tao nitidos.
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Figura 20: Representagdo grdfica FTIR do substrato revestido com CHT e do substrato revestido com CHT+VM.

Essas duas amostras partilham as mesmas bandas de absorvancia para um
comprimento de onda igual a 3355 cm™, 1380 cm™ e 1025 cm™ que correspondem aos grupos
funcionais O-H, C-H (grupo metilo) e C-N, respetivamente. Essas bandas de absorvancia sao
caracteristicas de CHT, pelo que aparecem em ambas as amostras, uma vez que o substrato

esta revestido com o CHT.
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4.3.2. Ensaio Mecanico por Flexao

Um outro ensaio a que foram submetidas as amostras selecionadas durante estudos
anteriores, nomeadamente revestimento de uma camada de CHT e revestimento de duas
camadas, foi um ensaio mecanico por flexao, que foi adotado da norma ISO 7854: 1995 -
Rubber- or plastics-coated fabrics — Determination of resistance to damage by flexing.
Durante este ensaio foi aplicada uma forca mecanica as amostras, sendo que no fim deste
ensaio as amostras foram submetidas a dois outros ensaios: analise de angulos de contacto e
observacdo da superficie das amostras utilizadas com auxilio do microscépio 6ético. Este
conjunto de ensaios permitiu analisar as amostras selecionadas a nivel de aderéncia do
revestimento ao substrato utilizado nas condi¢des pré-definidas. Durante este ensaio foram
analisados 4 tipos de revestimentos diferentes: revestimentos de uma sé camada (sem a
incorporacdo e com a incorporacdo do VM) e amostras de duas camadas (sem a incorporacao

e com a incorporagao do VM na primeira camada do revestimento).

a) Medic3o dos Angulos de Contacto

Depois de submeter as amostras ao ensaio por flexdo o primeiro parametro que foi
avaliado foi o angulo de contacto. Os valores de angulo de contacto calculados com a agua
foram comparados entre as amostras que foram submetidas ao ensaio mecanico (com EM) e
as amostras que nao foram submetidas ao ensaio mecanico (sem EM). A avaliagdo de angulo
de contacto ajudou a perceber se houve degrada¢ao mecanica do revestimento e da adesao
do mesmo ao substrato durante o ensaio mecanico nas condicbes estabelecidas.

Na Figura 21 estdo representados os valores obtidos na avaliacdo dos angulos de
contacto das amostras submetidas ao ensaio mecanico (EM) e a comparacdo dos mesmos com
as amostras controlo. No caso das amostras de uma camada, os valores de angulos de
contacto das amostras que ndo foram submetidas ao ensaio mecanico, amostras controlo,
rondam 91° e 92° para os revestimentos sem incorpora¢do do VM e com a incorporacdo do
agente sensivel ao pH, respetivamente. No caso das amostras que foram submetidas ao ensaio
mecanico, os valores de angulos de contacto rondam os 92°, tanto para as amostras sem a
incorporacdao do VM como para as amostras sem a incorporacdao do VM. Ja no caso das

amostras de duas camadas, os angulos de contacto foram de aproximadamente 89° no caso
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da amostra sem a incorporacdo do VM, e de 87° no caso da amostra com a incorporagdo do

VM.
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Figura 21:Medigéo dos dngulos de contacto das amostras submetidas ao ensaio mecdnico por flexdo.

Através da Figura 21 também é possivel constatar que ndo existe uma diferenca
consideravel entre os valores dos angulos de contacto das amostras sem EM e das amostras
apos serem submetidas ao ensaio mecanico por flexdo, o que significa que ndo houve
alteracGes detetdveis na superficie do revestimento. Desta forma é possivel concluir que
existe adesdo entre os revestimentos e o substrato e que as condi¢cdes do ensaio mecanico

empregues nas amostras nao tiveram um impacto detetavel nessa adesao.

b) Microscépia Otica

Depois da andlise dos angulos de contacto das amostras submetidas aos ensaios
mecanicos, as mesmas amostras foram analisadas a nivel de microscopia 6tica para verificar
se houve deformacao visivel da ades3ao do revestimento ao substrato, comparando com as
amostras controlo.

Na Figura 22 e na Figura 23 estdo representadas duas amostras de uma sé camada,
sendo que a amostra da Figura 22 foi submetida ao ensaio mecéanico e a amostra da Figura 23
ndo foi submetida a qualquer forca mecanica. Ao analisar essas duas amostras, pode-se
concluir que tanto a amostra que foi submetida ao ensaio mecanico, assim como amostra que
ndo foi submetida ao ensaio mecanico apresentam alguns riscos na superficie, pelo que nao
se pode concluir que o risco que se apresenta na superficie da amostra que foi submetida ao

ensaio mecanico deve-se a forca aplicada a amostra durante o ensaio.
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100 pm

Figura 22: Amostra de revestimento de CHT de uma s6 camada com EM.

100 pm

Figura 23: Amostra de revestimento de CHT de uma sé camada sem EM.

No caso da Figura 24 e Figura 25, onde estdo representados os revestimentos de duas
camadas, amostra com EM e amostra sem EM, pode-se observar que a amostra submetida ao
ensaio mecanico ndo apresenta degradacbes visiveis nas condi¢cdes escolhidas para a
observagao da amostra ao microscépio 6tico, o que pode indicar que ndao houve degradagao

mecanica do revestimento nas condi¢cdes do ensaio mecanico estabelecidas, pelo que nao
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houve degradagdo da aderéncia entre o revestimento de CHT e o substrato em que o mesmo

foi aplicado.

100 pm

Figura 24: Amostra de revestimento de CHT de duas camadas com EM.

100 pm

Figura 25: Amostra de revestimento de CHT de duas camadas sem EM.
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4.4. Estudo da Eficiéncia de Resposta do Revestimento a
Mudanca de pH

Com o objetivo de validacdo da eficiéncia da resposta do revestimento funcional
desenvolvido a mudanca de pH, este foi testado em diferentes condi¢des, sendo que tanto
foram feitos testes in vitro como in situ. O revestimento funcional desenvolvido foi testado
para potencial utilizagdo em alimentos liquidos e também nas embalagens de alimentos

sdlidos.

4.4.1. Estudo da Eficiéncia de Resposta do Revestimento em
Meio Liquido.

No caso da aplicacao do revestimento funcional em alimentos liquidos foi testada a
resposta do mesmo em func¢do da alteracdo do valor de pH. Durante este ensaio as amostras
de revestimento funcional foram colocadas nas solu¢des tampao e foi observada a mudanca
da cor em funcdo de pH. Para além das amostras de uma e de duas camadas também foram
testadas amostras que foram submetidas previamente a um processo de termofixacdo no
sentido da melhor retencao do VM na matriz polimérica do revestimento funcional.

Na Figura 26 esta representadas a mudanca de cor do revestimento funcional quando
submetido a solu¢des tampao com diferentes valores de pH. No caso da Figura 26 esta
representado o exemplo em que as amostras controlo de uma e de duas camadas foram
comparadas com amostras de uma e de duas camadas que foram submetidas ao ensaio de
termofixacdo, a uma temperatura igual a 40 °C, durante 1 minuto com a press3o igual a 6 bar.
Na Figura 26 abaixo representada pode-se verificar que de facto existe uma mudancga visivel
na cor entre a amostra controlo e as amostras que foram imersas em solugdes tampao, no
entanto, para além dessa mudanca de cor também foi observada a migracdo da cor dos

revestimentos funcionais para as solu¢des tampao.
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Figura 26: Mudanga de cor do revestimento funcional em fung¢éo da mudanga de pH.

Na Figura 27 estdo representadas as solugdes tampao nas quais foram imersas
amostras de revestimento funcional de CHT durante um certo periodo de tempo. E possivel
verificar, que existe a migracdo do agente sensivel a alteracdo do pH do revestimento
funcional para a solugdo tampdo. No sentido de quantificar essa migracdo foi efetuado o

ensaio de quantificagao da migracao do VM para as solugdes tampao.

Figura 27: Mudanga visual da cor das solugées tampdo durante o teste dos revestimentos funcional em solugées tampdo
com diferentes valores de pH.
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a) Migracao do Vermelho de Metila para as Solu¢gdes Tampao

Durante este ensaio foi avaliada a migracdo do VM quando os revestimentos
funcionais estdo inseridos em meio liquido. Para além disso, foi e quantificada a quantidade
do VM que migra para o liquido com o auxilio da reta de calibragdo previamente estabelecida.

Na Figura 28 estdo representados os valores de migracdo do VM dos revestimentos
funcional para as solu¢des tampao. Ao observar a Figura acima representada pode-se concluir,
que de facto, o agente sensivel a mudanca de pH migra para as solu¢des tampdo, sendo que
a concentragdo do VM aumenta com o tempo que o revestimento permanece em contacto
com o liquido. Também ¢é de notar, que os revestimentos que foram submetidos a
termofixacdo para melhorar a retencdo do VM na matriz polimérica ndo apresentaram

melhorias significativas nos valores de migracao do VM para o liquido.
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Figura 28: Avaliagdo da migragdo do VM dos revestimentos funcional para as solugées tampdo.

4.4.2. Estudo da Resposta dos Revestimentos Funcionais em
Meio Atmosférico

Uma vez que os resultados obtidos durante a avaliacdo da migracdo do VM para o meio
liguido ndo foram satisfatérios, optou-se por testar os revestimentos funcionais
desenvolvidos em meio atmosférico. Os ensaios de colorimetria foram efetuados inicialmente
para a avaliacdo do funcionamento do revestimento funcional in vitro, com o revestimento
inserido numa atmosfera de amdnia. A aménia foi escolhida com o agente para a alteragdo do

pH durante a simulacdo de deterioracdo do alimento in vitro, uma vez que nos processos da
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deterioracdo dos produtos de pesca sao libertadas aminas volateis como resposta a processos
metabdlicos que ocorrem no produto fresco durante a deterioracdo dos mesmos. Essa
libertacdo da amonia vai ter impacto no valor de pH da atmosfera da embalagem, sendo que
esse vai aumentando. A utilizacdo da amdnia durante os ensaios in vitro ajuda a simular a
libertacdo de aminas volateis, uma vez que apresentam estruturas semelhantes e também vai
resultar no aumento do pH da atmosfera da embalagem.

Depois dos ensaios in vitro, avangou-se para os ensaios in situ, com o alimento
previamente escolhido, para validar que o revestimento funcional muda de cor em resposta a

deterioracdo do mesmo.

a) Estudo da Sensibilidade do Revestimento Funcional

Inicialmente foi avaliada a mudanca de cor do revestimento funcional de uma e de
duas camadas ao longo do tempo. Durante este ensaio foram testados dois tipos de
revestimentos funcionais: revestimento de uma camada e o de duas camadas. Essa avaliacao
foi feita utilizando diferentes concentracdes de amdnia: 0,52 mol/L e 2,64 mol/L, sendo que
as leitras de colorimetria foram feitas para 0 minutos de exposi¢ao a atmosfera de amonia, o
que corresponde a amostra controlo, 5 minutos de exposicdo a atmosfera modificada, 30
minutos, 90 minutos e 180 minutos.

Ao analisar a Figura 29, onde estda representada a variagdo da cor do revestimento de
uma camada ao longo do tempo na presenca de duas concentragdes de amadnia diferentes,
pode-se concluir, que de facto o revestimento desenvolvido é sensivel a mudancga de pH.
Sendo que o valor de AEq passa de aproximadamente 1 aos 5 minutos para aproximadamente
3,5 aos 180 minutos, no entanto, aos 90 minutos houve um pico para o valor de AEqo, sendo
que o valor para revestimento exposto a concentracdo de amonia igual a 0,52 mol/L foi de
aproximadamente 5,5, enquanto para o revestimento exposto a concentracao de amdnia mais

elevada, 2,64 mol/L, o valor de mudanca de cor total foi igual a 7. Desta forma pode-se
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concluir, que a mudanca de cor total aumenta ao longo do tempo, sendo que atinge um ponto

de saturacdo aos 90 minutos.

5 min 30 min 90 min 180 min

=
o

AEOO
w B U N 0 ©

o = N

B CHT/VM 0,52 mol/L  ®m CHT/VM 2,64 mol/L

Figura 29: Resposta do revestimento funcional de uma camada a diferentes concentragées de amonia ao longo do tempo.

Na Figura 30 estdo representadas as fotografias da mudanca de cor do revestimento
funcional de uma camada ao longo do tempo e em fungdo da concentragdo da amonia
utilizada no ensaio in vitro. Analisando esta figura é possivel concluir que a mudanca de cor a
nivel visual é maxima para as amostras relativas a 90 minutos, sendo que apds esse tempo
ocorre uma estagnacao da cor. Também é de notar, que a cor do revestimento passa de tons
laranja-acinzentados para amarelo que se torna cada vez mais intenso até aos 90 minutos

guando atinge a saturacdo maxima da cor.

0 min 5 min 30 min 90 min 180 min

(controlo)

NH3 2,64 mol/L

NH3 0,52 mol/L

. . i .
Figura 30: Foto das amostras de mudanga de cor do revestimento funcional de uma camada ao longo do tempo e em fungdo da
concentragéo da amdnia a qual o revestimento foi exposto.

Essas mudangas na cor dos revestimentos vao de encontro com o esperado, uma vez
que o ambiente atmosférico dos frascos em que foram testados os revestimentos torna-se

mais basico provocando a mudanca da cor do VM para amarelo. Isto também vai de encontro
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com a Figura 27, onde é possivel observar que em solucdes tampao com valores de pH mais
basicos como, por exemplo, pH=6,4, a cor da solucdo passa para amarelo mais intenso.

No caso dos revestimentos de duas camadas, assim como no caso do revestimento de
uma camada, a avaliac¢do foi feita utilizando diferentes concentragdes de amadnia: 0,52 mol/L
e 2,64 mol/L, sendo que as leituras de colorimetria foram feitas para 0 minutos de exposicdo
a atmosfera de amodnia, o que corresponde a amostra controlo, 5 minutos de exposi¢ao a
atmosfera modificada, 30 minutos, 90 minutos e 180 minutos.

Na Figura 31 onde estad representada a variagdo da cor do revestimento de uma
camada ao longo do tempo na presenca de duas concentracdes de amadnia diferentes, pode-
se concluir, que de facto o revestimento de duas camadas desenvolvido também é sensivel a
mudanga de pH. Sendo que o valor de AEqo passa de aproximadamente 1 aos 5 minutos para
aproximadamente 3, no caso do revestimento que foi submetido a concentracdao de amoénia
mais baixa, e aproximadamente 2, no caso do revestimento que foi submetido a concentragado
de amdnia mais alta, aos 180 minutos. No entanto, aos 90 minutos houve um pico para o valor
de AEqo, sendo que o revestimento exposto a concentragdo de amonia igual a 0,52 mol/L foi
de aproximadamente 7, enquanto para o revestimento exposto a concentragdao de amdnia

mais elevada, 2,64 mol/L, o valor de mudanca de cor total foi igual a 4,5.

10
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5 min 30 min 90 min 180 min
B CHT/VM- CHT 0,52 mol/L CHT/VM-> CHT 2,64 mol/L

Figura 31: Resposta do revestimento funcional de duas camadas a diferentes concentragées de amonia ao longo do tempo.

Desta forma pode-se concluir, que a mudanca de cor total aumenta ao longo do tempo

sendo que também atinge um ponto de saturacdo aos 90 minutos.
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Na Figura 32 estdo representadas as fotografias da mudancga de cor do revestimento
funcional de uma camada ao longo do tempo e em funcdo da concentracdo da amdnia
utilizada no ensaio in vitro. Analisando esta figura é possivel concluir que a mudanga de cor a
nivel visual é maxima para as amostras relativas a 90 minutos, sendo que apds esse tempo
ocorre uma estagnacdo da cor. Também é de notar que a cor do revestimento passa de tons
laranja-acinzentados para amarelo que se torna cada vez mais intenso até aos 90 minutos
guando atinge a saturacdo mdaxima da cor. Essas mudancas na cor dos revestimentos vao de
encontro com o esperado, uma vez que o ambiente atmosférico dos frascos em que foram
testados os revestimentos torna-se mais bdsico provocando a mudanca da cor do VM para
amarelo. Isto também vai de encontro com a Figura 28, onde é possivel observar que em
solugdes tampdo com valores de pH mais bdsicos como, por exemplo, pH=6,4, a cor da solucdo

passa para amarelo mais intenso.

0 min 5 min 30 min 90 min 180 min
(controlo)

Figura 32: Foto das amostras de mudanga de cor do revestimento funcional de duas camadas ao longo do tempo e em fungéo da
concentragdo da amdnia a qual o revestimento foi exposto.

A um nivel visual, a diferenca de cor para os revestimentos de duas camadas pode
parecer mais acentuada, no entanto as diferencas totais de cores (AEqo) sdo parecidas, tanto
para o caso de revestimento de uma camada como revestimentos de duas camadas os picos
de diferenca total de cor variam entre 5 e 7. Isto poderd estar relacionado com o modelo atual
de diferencas total de cor, de acordo com o qual, para algumas cores, o olho humano é capaz

de distinguir cores para um valor de AEgo mais baixo (Hiller, 2019).

b) Estudo da Reversibilidade do Revestimento Funcional

E de elevada importancia que a cor do revestimento funcional desenvolvido seja
estavel depois da primeira mudanca de cor, uma vez que durante toda a cadeia alimentar
pode ocorrer dano involuntario do material da embalagem e que pode prejudicar a resposta

do revestimento funcional, caso a cor do mesmo seja reversivel. Por outro lado, e caso a cor
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do revestimento seja reversivel pode ocorrer adulteracdo da resposta do revestimento
funcional no sentido de reversdao a cor para o estado inicial. Desta forma, é de elevada
importancia ter no¢cdo se a cor do revestimento funcional é estavel depois da primeira
alteragdo da cor. Neste sentido foram desenvolvidos dois ensaios, durante o primeiro ensaio
foi testada a reversibilidade da cor do revestimento funcional, para entender se uma vez que
a cor do revestimento seja alterada pode ocorrer a reversao da cor ao estado original na
auséncia de amonia. Durante um outro ensaio foi testado se a cor do revestimento funcional

revertia na presenc¢a de um acido.

i) Reversibilidade da Cor na Auséncia de Amoénia

Para a avaliacdo da reversibilidade da cor dos revestimentos funcionais desenvolvidos
estes inicialmente foram expostos a uma atmosfera modificada de amodnia, sendo que depois
disso foi efetuada a leitura da absorvancia das amostras e estas foram guardadas nos frascos
sem atmosfera modificada durante 6 dias, passando esse tempo foi feita mais uma leitura de
colorimetria e foi calculada a diferenca de cor total entre a amostra logo apds a exposicdo a
amonia e passando 6 dias em atmosfera sem amonia.

Na Figura 33 estdo representados os valores de AEgo depois da amostra ser retirada do
ambiente de amdnia e permanecendo 6 dias em ambiente de atmosfera ndo modificada. E de
notar que os valores de AEgo ndo variam significativamente nem em func¢ao do revestimento,
nem em funcdo da concentracdo de amodnia a qual os revestimentos foram sujeitos
inicialmente. A maior diferenca de mudanca total de cor acontece para o revestimento de
duas camadas, no caso da concentracdo da amdnia mais alta, mas mesmo assim o valor de

AEoo para essa amostra encontra-se abaixo de 2. No caso da concentragdao mais baixa, o valor

AEQO

I
. |
, —
NH3 0,52 mol/L NH3 2,64 mol/L

B CHT/VM CHT/VM->CHT

Figura 33: Mudanga da cor dos revestimentos de uma e de duas camadas na auséncia de amdnia.
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de AEgo é aproximadamente igual a 1, tanto para revestimento de uma camada como para
revestimento de duas camadas.

Na Figura 34 estd representado o caso da mudanca de cor do revestimento de duas
camadas, que inicialmente foi submetido a um ambiente com a presenca de amdnia com a

concentragdo igual a 2,64 mol/L e passando 6 dias na auséncia de amonia.

Presenca de Auséncia de
amonia amonia

t=0 h t=3 h t=6 dias
Figura 34: Mudanga de cor dos revestimentos funcionais na auséncia de amania.

A mudanca de cor da amostra inicial, passando 3h a exposicdo ao ambiente de amdnia
é bem visivel, j3 no caso de comparacdo da cor da amostra passando 3h na presenca da
amodnia com a amostra passando 6 dias na auséncia de amdnia quase que nao apresenta

mudanca de cor visivel, podendo considerar, desta forma, que AEoo=1,5 ndo é significativa.
ii) Reversibilidade da Cor na Presenca de Acido Acético

Para avaliar a possivel reversibilidade da cor do revestimento funcional desenvolvido
na presenga de um acido, foi escolhido o acido acético por ser um acido bastante comum e é
um dos principais constituintes do vinagre, pelo que pode ser facilmente usado para
manipular a cor do revestimento funcional, caso a cor do mesmo seja reversivel na presenca
do acido acético.

Para este ensaio os revestimentos funcionais inicialmente foram expostos a duas
concentracdes diferentes de amdnia durante um periodo de 3 horas, depois disso foi feita a
leitra da colorimetria e as amostras foram inseridas num ambiente de atmosfera modificada
pela presenca de AA com uma concentracdo igual a 2,64 mol/L.

Na Figura 35 esta representado o grafico relativo a mudanca de cor total dos
revestimentos funcionais desenvolvidos depois de serem submetidos a um ambiente de
atmosfera modificada pela presenca de AA a 2,64 mol/L. Ao observar essa figura é possivel
concluir, que a mudanca de cor é mais pronunciada no caso do revestimento de uma camada.
Isto pode estar relacionado com o facto de que o revestimento de duas camadas apresentar
uma camada “protetora” de CHT por cima do revestimento modificado, tornando, assim, o
VM menos exposto ao ambiente de atmosfera modificada pelo AA.
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Figura 35: Mudanga de cor total dos revestimentos funcionais desenvolvidos depois de serem submetidos a presen¢a de amédnia e a seguir a
presenga de dcido acético.

Na Figura 36 estao representadas as fotografias dos revestimentos controlo de uma e
de duas camadas (revestimentos depois de estarem expostos a diferentes concentracdes de
amodnia durante um periodo de 3 horas) e as mesmas amostras passando 3 horas em ambiente
de atmosfera modificada com o AA a 2,64 mol/L E de notar, que os revestimentos de duas
camadas tiveram uma mudanca de cor superior, apresentando uma diferenca na cor bastante
significativa entre as amostras controlo e as amostras passando 3 horas na presenca de AA.
Também é de notar, e tal como ja foi esperado, os revestimentos funcionais ao serem expostas
a um ambiente mais 4cido passaram de uma cor amarelo intenso para avermelhado. No
entanto, é de salientar que depois de revestimentos funcionais serem retirados da atmosfera

de AA, a cor dos revestimentos revertia de avermelhado para o amarelo intenso.

Amonia 0,52  Amonia 02,64 Amonia 0,52 Amonia 2,64
mol/L mol/L mol/L mol/L
CHT/VM
CHT/NM—CHT
CONTROLO NA PRESENCA DE AA 2,64 mol/L (3h)

Figura 36: Foto das amostras dos revestimentos de uma e de duas camadas antes de serem submetidos ao ensaio de reversibilidade de cor
na presenga de AA e depois.
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4.4.3. Estudo da Resposta do Revestimento Funcional In Situ

Depois de avaliar o desempenho das amostras in vitro avangou-se para a avaliacdo da
resposta do revestimento funcional desenvolvido ao longo da deterioracdo do alimento
altamente perecivel.

A nivel mundial, camardo é um alimento bastante procurado uma vez que apresenta
na sua constituicdo altos teores de proteina e baixos teores de gordura. Ao contrario de
algumas carnes, o camarao apresenta a melhor qualidade logo apds a colheita, sendo que a
deterioracdo fisico-quimica desse produto é bastante rdpida. Durante a deterioracdo do
camardo ocorre a libertacdo de aminas volateis que vao ter impacto no valor de pH na
atmosfera da embalagem (Okpala, 2015). Desta forma seria interessante testar os
revestimentos funcionais desenvolvidos num sistema de embalagens de camardo fresco
cozido, sendo este produto altamente perecivel.

Inicialmente, comecgou-se por avaliar o desempenho do revestimento de uma sé
camada durante o armazenamento do camardo a temperatura ambiente (22 °C) e
temperatura de refrigeracdo (4 °C). A avaliagdo da resposta colorimétrica foi feita durante trés
dias seguidos, duas vezes por dia.

Na Figura 37 e na Figura 38 estdo representadas as respostas colorimétricas de
revestimento de uma camada durante a deterioragdao do camarao a uma temperatura de 22
OC e 4 °C, respetivamente. Avaliando essas duas figuras é possivel concluir, que a resposta do
revestimento funcional desenvolvida é mais rapida quando o produto esta guardado a 22 °C,
uma vez que o valor de AEg no caso do camardo guardado a temperatura ambiente nas
primeiras trés horas subiu para aproximadamente 4, no camarado guardado a 4 °C esse valor
foi de aproximadamente 2,5. Aproximadamente as 27 horas de armazenamento tanto no caso
do camardo guardados a temperatura ambiente, como no caso do camarao guardado a
temperatura de refrigeragao, os revestimentos funcionais atingem o valor maximo de AEgo, o
gue corresponde a aproximadamente 4,5 para ambos os revestimentos. Este resultado foi
previsivel, uma vez que a libertacdo das aminas volateis que ocorre durante a degradacdo do
camardo ocorre mais rapido a temperatura ambiente. Também é de notar que depois do pico
da diferenca de cor mdximas as 27 horas houve estagnacdo da cor e perto das 39 horas de

armazenamento a diferenca total de cor do revestimento funcional estabilizou.
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Figura 37: Resposta do revestimento funcional de uma camada & deterioragdo do alimento a 22 °C.
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Figura 38: Resposta do revestimento funcional de uma camada a deterioracdo do alimento a 4 °C.

Depois do primeiro teste in situ onde foi s6 testado o revestimento funcional de uma
s6 camada, foi efetuado o ensaio durante o qual foram testados revestimento funcional de
uma camada e revestimento funcional de duas camadas. As medicbes da resposta
colorimétrica foi feira ao longo dos cinco dias para 3 horas de armazenamento, 27 horas, 49
horas e 79 horas.

Nas Figuras 39 e 40 estdo representadas as respostas a deterioracao do camardo a uma
temperatura igual a 4 °C do revestimento funcional de uma camada e do de duas camadas,

respetivamente.
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Figura 39: Resposta do revestimento funcional de uma camada & deterioracéo do camaréo a 4 °C.
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Figura 40: Resposta do revestimento funcional de duas camadas & deterioragéo do camaréo a 4 °C

Comparando essas duas figuras é possivel concluir que tanto o revestimento de uma
camada como o revestimento de duas camadas sao sensiveis a deterioracdo do camarao, no
entanto o revestimento funcional de duas camadas apresenta valores de mudanca total de
cor mais baixos. Mais uma vez, durante a deterioragdo do alimento ocorre a estagnagao do
valor de AEqo, sendo que para o revestimento de uma camada o pico corresponde a 27 horas,
e para o revestimento de duas camadas o pico corresponde a 49 horas de armazenamento.

Na Figura 41 estdo representadas as fotografias da mudanca de cor dos revestimentos
funcionais de uma camada e de duas camadas. E de notar, que o revestimento funcional de
uma sé camada tem uma mudanca de cor mais pronunciada, isto vai de encontro com os
valores de AEqo dos dois graficos. Isto pode estar relacionado com o facto do revestimento de

duas camadas apresentar uma camada de CHT por cima da camada de CHT com o agente
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sensivel ao pH incorporado, o que torna o VM menos disponivel para a mudanga de cor.

controlo 3h 20h 27h 49h 79h

Revestimento
funcional uma
camada
Revestimento
funcional
duas
camadas

Figura 41: Fotos relativas a mudanga de cor dos revestimentos funcionais de uma e de duas camadas durante a deterioragdo do camardo a
4°C.

A Figura 41 também vai de encontro com a conclusdo que se retirou das Figuras 39 e
40, a nivel do pico de mudanca de cor que, mais uma vez, no caso do revestimento funcional
de uma camada corresponde a 27 horas e no caso do revestimento de duas camadas

corresponde a 49 horas.
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5. Conclusao e Perspetivas Futuras

Com o desenvolvimento deste trabalho foi possivel desenvolver dois revestimentos
funcionais colorimétricos sensiveis a mudanca de pH, passiveis de serem utilizados nas
embalagens alimentares para monitorizar o estado da frescura dos alimentos pereciveis, mais
precisamente os camaroes.

Dentro de todos os revestimentos funcionais testados o revestimento que se mostrou
mais promissor foi o revestimento de CHT 3% (m/V) de uma camada (CHT com a incorporagado
do VM) e CHT 3% (m/V) de duas camadas (uma camada com a incorporacdo do vermelho de
metila e outra camada sé de CHT) aplicado em substrato previamente tratado com o plasma
(tratamento com o ar, 40% da poténcia do equipamento maximo).

Para além do desenvolvimento dos revestimentos funcionais esses foram
caracterizados a nivel fisico-quimico e também foram efetuados os testes mecanicos para
avaliar a aderéncia do revestimento ao substrato, durante os quais os revestimentos
mostraram-se bem aderidos ao substrato nas condi¢des do ensaio estabelecidas.

Durante este trabalho também foi testada a eficiéncia dos revestimentos funcionais
desenvolvidos em alimentos liquidos e alimentos sélidos, in vitro e in situ. No caso dos
alimentos liquidos os revestimentos desenvolvidos ndao se mostraram eficientes uma vez que
ocorria a migra¢ao do VM do revestimento para as solugdes tampao. Desta forma, optou-se
por focar mais estre trabalho na possivel aplicacdo dos revestimentos desenvolvidos em
embalagens de alimentos sélidos.

Durante os testes in vitro foi simulada a libertacdo de aminas volateis durante a
deterioracdao do camardo com a adicdo de diferentes concentracdes de amodnia a atmosfera
de embalagens onde estavam inseridos os revestimentos. Desta forma, foi avaliada a resposta
do revestimento funcional aa diferentes concentra¢des de amdnia ao longo do tempo. Tanto
o revestimento de uma camada, como o revestimento de duas camadas mostraram-se
sensiveis a mudanca de pH na atmosfera da embalagem. Para além disso, também foi testada
a reversibilidade da cor do revestimento tanto na auséncia da amdnia, como na presenca de
acido acético. No caso da auséncia de amdnia os revestimentos mostraram-se irreversiveis, ja
no caso dos testes com a presenca de acido acético os revestimentos mudaram de cor para
vermelho, mas depois de serem retirados da atmosfera modificada com o acido acético a cor
reverteu para tons amarelo intenso.

No caso dos ensaios com os camardes os revestimentos funcionais também se
mostraram eficientes sendo que durante os ensaios ocorreu a mudanca de cor dos filmes de

tons alaranjados para amarelo intenso.
64



Uma vez que os revestimentos mostraram-se sensiveis a degrada¢do do camardo pois
ocorreu a mudanga de cor, seria interessante para os desenvolvimentos futuros relacionar os
valores de AEq obtidos durante a deterioragdo com os valore de azoto volatil total (através
da cromatografia gasosa), determinac¢ao da cadaverina e contagem de microorganismos total
e comparar os valores de AEg com os valores legalmente estabelecidos para entender para
que valores de AEgo 0 camarao deixa de esta seguro para o consumo.

Para além disso, uma das melhorias possivel para este revestimento é a melhoria de
propriedade fisico-quimicas do revestimento no sentido de ser passivel utilizar os
revestimentos desenvolvidos em alimentos liquidos.

Por ultimo, mas ndo menos importante, a substituicdo do VM por um corante natural
ndo téxico e apropriado para esta em contacto com os alimentos, por exemplo, as

antocianinas, também é uma oportunidade de melhoria
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