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1. RESUMO

Os corantes artificiais tém sido questionados, com relagdo aos beneficios
para a saude, por certos segmentos da populacdo, e esta tendéncia aliada a
publicidade continua e adversa, tem aumentado o interesse por corantes naturais.

As betalainas sdo o grupo de compostos responsaveis pela coloracdo
vermelha da beterraba. Sua instabilidade frente a fatores como pH, temperatura,
oxigénio molecular, luz, metais e outros compostos é a maior limitagéo tecnolégica
considerando seu uso como corante em alimentos.

Atualmente para conferir estabilidade, melhorar a solubilidade e facilitar o
manuseio dos corantes naturais, tem se utilizado a tecnologia de
microencapsulacdo. A microencapsulacdo € uma técnica que possibilita o
isolamento e a manutencdo de substancias ativas no interior de uma
microestrutura, com dimensdes variando de alguns micrometros até alguns
milimetros de diametro, funcionando como verdadeiros reservatorios do agente
ativo. Recentemente, surgiu o interesse no uso de biopolimeros como agentes
encapsulantes de corantes naturais.

Este trabalho visa o estudo da estabilidade do corante natural betalaina
microencapsulado em matriz polimérica de quitosana/alginato frente a fatores
como pH, temperatura e luz. As microesferas de quitosana/alginato contendo
corante foram preparadas pelo método de coacervacdo de fases. As amostras
obtidas foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho (IV),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e analises térmicas (TGA e DSC). As
analises de MEV mostram que as microesferas apresentam-se com poros e
fissuras. A cinética de liberacdo do corante a diferentes pH indicou uma liberagéo
mais rapida em pH 1,0 e mais lenta em pH 5,0. Os estudos de liberacdo a
diferentes temperaturas em pH 4,0 indicam uma maior velocidade de liberacéo a
45<C. Estudos de liberagcdo na auséncia e presenca de luz a pH 1,0, indicam que

na auséncia de luz a liberacao torna-se mais lenta.

Palavras-chave: betalaina; quitosana/alginato; microencapsulacéo.
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2. INTRODUCAO

2.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os principais fatores para avaliar a qualidade dos alimentos, do ponto de
vista organoléptico ou sensorial, sdo cor, sabor e textura, mas a cor pode ser
considerada o mais importante deles; por este motivo o desenvolvimento de
produtos de aparéncia atrativa € importante.

Como o consumo de alimentos naturais tem diminuido, enquanto que o de
alimentos processados tem aumentado, a cor dos alimentos vem sendo um
importante aspecto a ser observado no processo de formulacdo de alimentos
(SCHOEFS, 2004). Para oferecer cor aos alimentos processados, faz-se o uso de
corantes, tanto naturais quanto artificiais. Porém, recentemente, os corantes
artificiais tém sido questionados por certos segmentos da populacédo, e esta
tendéncia aliada a publicidade continua e adversa, tem aumentado o interesse
pelos corantes de origem natural (CARVALHO, 1994; KUSUHARA, 1998). A
adicdo de corantes naturais para dar cor aos alimentos processados, pode ser
consideravelmente desejavel, por ndo apresentar efeitos toxicos (SIMAO, 1985:
SAIJA et al., 1990) e por apresentar varios efeitos terapéuticos (BAJ et al., 1983;
HEINONEN et al., 1998). Contudo, é necessario notar que corantes sintéticos tem
conhecidas vantagens sobre os naturais, tais como alto poder de pigmentacéo,
estabilidade, facilidade no processamento e estocagem, sendo mais baratos e
disponiveis em quantidades ilimitadas (WISSGOT & BORTLIK, 1996).

Com a finalidade de tornar os corantes naturais mais competitivos, observa-
se nas Ultimas décadas, que as pesquisas estdo voltadas muito mais para o0s
corantes naturais e estdo direcionadas desde para a descoberta de novos
pigmentos, até o estudo da estabilidade e aplicabilidade destes pigmentos em
alimentos industrializados (DAMASCENO, 1988; FRANCIS, 1989; SHAHIDI &
HAN, 1995; STRINGHETA, 1999).
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Os pigmentos naturais em alimentos sdo derivados de diversas
substancias: i) substancias fendlicas e produtos de sua oxidacao; ii) derivados de
porfirinas, como grupo heme e clorofilas; iii) pigmentos escuros produzidos
enzimaticamente ou ndo-enzimaticamente (Maillard); iv) complexos de metais com
proteinas ou compostos fendlicos; v) carotendides e pigmentos relacionados
(POTHAKAMURY, 1995).

O concentrado de beterraba, de coloracdo vermelha, é obtido do suco da
Beta vulgaris ruba, por prensagem ou extracdo aquosa e posterior purificacdo. O
produto é constituido de varios pigmentos, pertencentes a classe das betalainas
(Figura 1). Seu principal croméforo (75 a 95%) no suco € a betanina (Figura 2). O
produto concentrado € sollvel em agua e insolivel em 6leo (ARAUJO, 1999).

Betalainas sdo pigmentos que contém nitrogénio e sédo sollveis em agua
(STRACK et al., 2003). Os pigmentos betalainas podem ser descritos como um
sistema 1,2,4,7,7-pentasubstituido 1,7 - diazoheptametino (VON ELBE &
SCHWARTZ, 1996). Eles podem ser divididos em dois grupos estruturais, as
betaxantinas amarelas e as betacianinas vermelho-violeta, dependendo dos
substituintes R; — N - R»2. Mais de 50 betalainas sdo bem conhecidas, e todas elas
tém a mesma estrutura basica, em que R; e R, podem ser hidrogénio ou um
substituinte aromético. Sua cor é atribuida a uma dupla banda de ressonancia
(BOHM & RINK, 1988). A conjugacdo de um ntcleo substituinte aromatico com o
cromoforo 1,7- diazoheptametinico muda a absorcdo maxima de 480 nm nas
betaxantinas para 540 nm nas betacianinas (STRACK et al., 1993). A cor € devido
a estrutura de ressonéancia; se 0 grupo R; ou R, estende a ressonancia, por
exemplo, anel aromatico (ciclodopa-5-O-glicosidio), o pigmento é vermelho e
denominado de betacianina; se a ressonancia do croméforo com os substituintes
com os substituintes R; e R, ndo é estendida, por exemplo R; ou R, € um
aminoacido (glutamina e/ou acido glutamico), o pigmento € amarelo e denominado

betaxantina.
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Figura 1. Férmula geral de betalainas. (A) o acido betalamico esta presente em todas as
moléculas de betalainas. (B) a estrutura representa uma betacianina ou uma betaxantina,
dependendo dos substituintes R; e R..

Onde R:
CH20H
H . = betanina (isobetanina é o epimero do C,; da betanina)
H

Figura 2. Estrutura quimica da betanina.
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Quando betalainas sdo usadas como corantes em alimentos, a estabilidade
da cor é o maior interesse. Existem varios fatores que afetam a estabilidade
destes pigmentos durante a preparacdo, processamento e estocagem dos
alimentos como luz, pH, temperatura, ions metéalicos entre outros. A estabilidade
de solugbes de betanina é dependente do pH. Huang e Von Elbe (1987)
mostraram que o pH 6timo para estabilidade maxima da betanina na presenca de
oxigénio esta entre 5,5 e 5,8. A temperatura também mostra um claro efeito sobre
a estabilidade das betalainas (DRDAK & VALLOVA, 1990). O aquecimento de
solucdes de betanina produz uma gradual reducdo da cor vermelha, e
eventualmente o aparecimento de uma cor marrom clara. A degradagcdo por
exposicdo a luz de betalainas segue uma cinética de primeira ordem. Quando
betacianinas foram expostas a luz fluorescente, observou-se que a degradacao foi
maior em pH 3,0 do que em pH 5,0 (von ELBE et al., 1974).

A molécula de betanina contém trés grupos carboxilicos, sendo que dois
apresentam pKa de 3,4 e um atomo de nitrogénio quaternario (>N*=) com uma
fraca carga positiva neutralizada por um grupo carboxil na posicdo 2, o qual
resulta num pigmento com propriedades anfotéricas. Apresenta, também, dois
grupos hidroxila (pKa=8,5) nas posicdes 5 e 6, onde o da posicdo 5 encontra-se
esterificado com uma molécula de glicose via B-ligacdo (NILSSON, 1970).

O mecanismo de degradacdo da betanina, mediada por temperatura e/ou
pH, envolve ataque nucleofilico na posicdo Ci;, originando os compostos de
degradacdo: acido betalamico e ciclodopa-5-O-glicosideo. Sob aquecimento e
condicdes acidas pode ocorrer a formacéo de pequenas quantidades de betanina

descarboxilada, isobetanina e neobetanina (Figura 3).
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Fonte: F.C. Stintzing and R. Carle / Trends in Food Science & Technology 15 (2004) 19—
38.
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As betalainas sdo empregadas como corante em alimentos na forma de po
(corante puro) e extrato de beterraba vermelha. O extrato tem maior preferéncia
como corante em relacdo ao pdé frente muitas aplicacbes, pois este Uultimo
apresenta menor forca tinturial. O uso de betalainas como corante é reforcado
pelo fato de que estas séo destituidas de atividades mutagénica e toxicidade
aguda. Entretanto, fatores como luz, pH, temperatura, oxigénio, entre outros,
afetam a sua estabilidade durante a preparacédo, processamento e estocagem dos
alimentos, onde consequentemente a cor, inicialmente vermelha, pode ser
alterada (ARAUJO, 1999). Assim, a utilizacdo do corante de beterraba em
alimentos ainda é limitada fazendo-se necesséario o desenvolvimento de técnicas
de protecdo ao corante contra as varias adversidades existentes.

Sendo assim, a industria de alimentos necessita de tecnologias que
protejam os corantes naturais do meio ambiente, devido a instabilidade destes na
presenca de luz, ar, umidade e temperaturas elevadas (FRANCIS, 1989).

Para promover a protecdo necessaria aos corantes naturais, tem sido
utilizada a técnica de microencapsulacdo que é um processo no qual ocorre a
formacdo de microparticulas onde um ingrediente ativo é recoberto por uma fina
camada de outro material. A microencapsulacdo possibilita o isolamento e a
manutencado de substancias ativas no interior de uma microestrutura.

As microparticulas podem ter varios diametros (0,2-5000 um) e formas,
dependendo do material e do método usado para prepara-las (BALASSA &
FANGER, 1971). A retencdo de materiais ativo no interior de microparticulas é
governada por fatores como sua natureza quimica, incluindo a funcionalidade
guimica, a relativa volatilidade e polaridade (GOUBETet al., 1998).

As membranas que formam as microparticulas podem ser polimeros
naturais ou sintéticos. O termo microparticula & genérico e refere-se a dois tipos
de estruturas diferentes, microesferas e microcdpsulas. Denominam-se
microesferas aqueles sistemas em que o ingrediente ativo, encontra-se
homogeneamente disperso no interior da matriz polimérica. Dessa forma, obtém-
se um sistema monolitico, onde néo € possivel identificar um nucleo diferenciado.

Microcapsulas, ao contrario, constituem sistemas reservatorios, onde € possivel
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identificar um nucleo diferenciado, que pode ser sélido ou liquido. Nesse caso, a
substancia ativa encontra-se envolvida por uma membrana, geralmente polimérica
isolando o nucleo do meio externo (SPARKS, 1981).

Teoricamente, qualquer material que necessite ser protegido, isolado ou
lentamente liberado pode ser encapsulado. Atualmente, existem diversos métodos
para preparacao ou obtencdo de microparticulas, os quais podem ser classificados
em: a) Métodos Fisicos: Spray dryer, spray chiling, spray cooling, leito fluidizado,
extrusdo centrifuga de multiorificios, co-cristalizacdo e liofilizacdo, b) Métodos
Quimicos: Inclusdo molecular e polimerizacdo interfacial, c) Métodos Fisico-
guimicos: Coacervacdo, separacdo de fase organica e formacéo de lipossomas
(KING, 1995; BENITA, 1996).

Os mecanismos de liberacdo dos materiais contidos nas microcapsulas
podem variar, sendo os principais: a) fratura; b) difuséo; c) dissolucéo ou fuséo e
d) biodegradacdo (WHORTON & REINECCIUS, 1995).

A microencapsulagéo objetiva promover as seguintes acées a um material,
de modo que ele mantenha a sua eficiéncia reativa em relagdo ao meio externo: i)
protecédo contra luz, umidade e oxigénio; ii) reducdo da taxa de transferéncia de
massa,; iii) facil manipulagcdo do nucleo através da diminuigdo da higroscopicidade,
de modo a manter o escoamento constante; posicionamento do nucleo mais
uniformemente em uma mistura, em funcdo de seu diametro, quando usado em
pequenas quantidades e manutencdo da integridade da estrutura; iv) liberagcéo
controlada e gradativa sob condi¢cdes de pH, calor entre outros; v) facilidade de
manuseio e estocagem do ingrediente liquido, e retencdo de compostos volateis
de sabor e aroma, para liberacdo sob condi¢cbes pré-definidas (DZIEZAK, 1988;
ENGELHARDT et al.,1988). Com relagdo aos corantes, a técnica de
microencapsulacdo pode ser utilizada visando melhorar a solubilidade, facilitar o
manuseio e aumentar a estabilidade.

O encapsulante ideal deve proporcionar maxima protecdo ao material ativo
contra condi¢cbes adversas como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos, ter
solubilidade em agua e ndo possuir sabor desagradavel, no caso de consumo oral.

A escolha do encapsulante dependera das propriedades quimicas e fisicas do
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ingrediente encapsulado, do processo utilizado para formar a microparticula e das
propriedades desejadas. Os encapsulantes mais comuns sdo hidrocoldides de
gomas vegetais, gelatina, amido modificado, dextrinas, lipideos e emulsificantes e
algumas fontes alternativas como a quitosana (DZIEZAK, 1988; SHAHIDI & HAN,
1995). Novos procedimentos para preparar materiais hibridos, com a mistura de
polimeros naturais ou sintéticos, também tém sido muito investigados
(CRESCENZI et al., 1997).

Vérios tém sido os estudos que mostram a viabilidade de se complexar
quitosana e alginatos para dar estabilidade a complexos hidrogels (SMITHA et al.,
2005; LI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005; YE et al., 2005; WEN-TAO et al., 2005;
KANTI et al., 2004; WONG et al., 2002). Complexacéo de quitosana com alginato
reduz a porosidade das microesferas de alginato e a quitosana adquire um nivel
maior de forca mecanica.

Os alginatos pertencem a uma extensa classe de polimeros polissacarideos
gue formam suspensbes hidrocoldides em agua (NARAYANI et al.,, 2000;
TOLSTOGUZOV, 2004). Alginato de sodio (Figura 4) € um sal de sédio de &cido
alginico e € um polimero anidénico soluvel em agua. O &acido alginico € um
conhecido polissacarideo natural, extraido de algas marinhas pardas, que é
consistido de residuos de acido B-D-manurdnico e acido a-L-gulurdnico unidos por
ligacdo (1—4) de composi¢cdo e sequéncia variada (KADOKAWA et al., 2005).
Uma das propriedades excelentes de alginatos € sua habilidade em formar
hidrogels irreversiveis e estaveis ao calor quando processados com cations
divalentes (HAIR et al., 1996; KIM et al, 2003; WANG et al., 2003). Eles também
sdo biocompativeis, hidrofilicos e biodegradaveis em condi¢gBes fisiologicas
normais (BECKER et al., 2001). Por isso, alginato de sodio tem sido usado para a
formacdo de materiais hibridos combinado com polimeros catidnicos, tal como a

quitosana, por meio de polimerizacao.
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Figura 4. Estrutura quimica do alginato de sédio.

A quitosana é um polissacarideo catidnico derivado da quitina pela
desacetilacdo alcalina e tem sido usada para reforgar microesferas de alginato
(MURATA et al., 1993) baseado na interacéo eletrostatica entre grupos carboxilato
do alginato e grupos amino da quitosana (HAAS et al., 1996). A quitosana (Figura
5 - b) é composta principalmente de glucosaminas, 2-amino-2-desoxi--D-
glicopiranose, podendo ainda conter unidades de glicosamina acetilada. Desta
forma, qualquer polimero quitina que possua um grau de desacetilagdo maior do
gue 40%, ja pode ser considerado quitosana (TAN et al., 1998). Os grupos amino
presentes em toda a extensédo da cadeia polimérica, ddo a quitosana um carater
de polieletrolito catibnico (pKa » 6,5), fazendo com que o polimero seja sollivel em
solugdes com o pH < 6,5 (MUZZARELLI, 1973; KRAJEWSKA, 2004). A quitosana
€ biologicamente renovéavel, biodegradavel, biocompativel, ndo mutagénica, néo
toxica e biofuncional (LI et al., 2005).

Em funcdo destas caracteristicas, a matriz de quitosana apresenta grandes
possibilidades de formar filmes, fibras e membranas de microcapsulas
(MUZZARELLI, 1973).
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Figura 5. Estrutura quimica da quitina (a) e da quitosana (b).

A rara solubilidade da quitosana, propriedades de solucdo, carater de
polieletrdlito, atributos fisicos, atividade quimica e biologica, tornam a quitosana
um biopolimero atrativo para muitas aplicagbes comerciais. A quitosana pode ser
empregada como: suporte de drogas para uso oral, na agricultura (tratamento de
sementes, inseticidas), no processamento de alimentos e biotecnologia, na
producdo de papel, téxtil, produtos fotograficos, agentes quelante de metais
pesados e como adsorvente de corantes (SANFORD & HUTCHINGS, 1997;
CHEN et al., 1996).

2.2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, o consumo de alimentos naturais tem diminuido enquanto o
consumo de alimentos industrializados tem aumentado. Na producdo destes
alimentos manufaturados, sao usados varios aditivos alimenticios (conservantes,

fermentos, corantes etc.). O uso de aditivos nos alimentos é justificado pela
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restauragdo ou compensacdo das perdas produzidas no decorrer da
industrializacdo dos mesmos, devido a sobrecarga tecnolégica empregada.

Dentre as trés principais caracteristicas de um alimento, cor, sabor e
textura, a cor se apresenta como atributo sensorial mais marcante, e muitas vezes
€ uma caracteristica decisiva na escolha de um produto pelo consumidor. Para a
industria de alimentos, a cor é considerada um parametro importante no controle
de qualidade. Existe uma tendéncia mundial do uso de corantes naturais em
detrimento dos sintéticos. Apesar das limitagdes no processamento e o alto custo,
0 uso de corantes naturais em alimentos no mundo esta crescendo e este
crescimento € devido a percepgédo do consumidor de que “o natural € uma opgéo
mais saudavel”.

Com a finalidade de tornar os corantes naturais mais competitivos, observa-
se, nas Ultimas décadas, que as pesquisas estdo voltadas muito mais para os
corantes naturais e estdo direcionadas desde para a descoberta de novos
pigmentos, assim como para o estudo da estabilidade e aplicabilidade destes
pigmentos em alimentos industrializados.

Fatores como luz, pH, temperatura, oxigénio, entre outros, afetam a
estabilidade de betalainas durante a preparacéo, processamento e estocagem dos
alimentos, onde consequentemente a cor, inicialmente vermelha, pode ser
alterada.

Assim, a utilizacdo do corante de beterraba em alimentos ainda € limitada,
fazendo-se necessério o desenvolvimento de técnicas de protecdo ao corante

contra as varias adversidades existentes.

2.3. OBJETIVOS

2.3.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa o estudo da estabilidade do corante natural betalaina
microencapsulado com matriz polimérica de quitosana/alginato, frente a fatores

como pH, temperatura e luz.
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2.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

ii)

Vi)

vii)

viii)

Caracterizar o biopolimero quitosana através da porcentagem de grupos
amino (%GD).

Preparar microesferas de quitosana/alginato pelo método de coacervagéo
de fases.

Caracterizar as microesferas de quitosana/alginato através de microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de infravermelho (1V),
analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura
(DSC).

Microencapsular o corante betalaina utilizando como matriz polimérica
quitosana/alginato, através do método de coacervacao de fases.
Caracterizar as microesferas de quitosana/alginato contendo corante
através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de
infravermelho (IV), analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC).

Avaliar a estabilidade do material microencapsulado frente a fatores como
pH, temperatura e presenca ou auséncia de luz.

Estudar a cinética de liberacdo do corante: a determinacdo da quantidade
de corante microencapsulado foi determinada através de espectroscopia
UV-Vis acompanhando o aparecimento do corante liberado a partir das
microesferas.

Determinar o0 grau de intumescimento das microesferas de

guitosana/alginato e quitosana/alginato contendo corante.

3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. MATERIAIS E REAGENTES

3.1.1. EQUIPAMENTOS

As pesagens foram realizadas em uma balang¢a analitica marca Shangping
Eletronic, modelo FAI 6045. As medidas de pH foram feitas com pH-metro marca
Corning, modelo pH / ion analyser 350.

As determinacbes espectrofotométricas foram realizadas em um
espectrofotdbmetro modelo U-3000, marca Hitache.

As microesferas foram produzidas utilizando-se uma bomba peristaltica,
Ismatec Reglo, modelo 78016-30. Para os estudos de liberacdo e grau de
intumescimento, utilizou-se o banho termostatizado Shaker Bath, da marca Lab
Line.

A morfologia interna e externa das microesferas foi realizada utilizando-se
um Microscépio Eletrénico de Varredura, marca Philips, modelo XL 30, do
Laboratorio de Materiais (LabMat), do Departamento de Engenharia Mecéanica da
UFSC.

As andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas utilizando-se um
Analisador Termogravimétrico Shimadzu TGA 50.

As andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram realizadas
utilizando-se um Analisador Shimadzu DSC 50.

As analises de Infravermelho foram realizadas utilizando-se um aparelho de
Infravermelho Perkin Elmer FTIR.

A titulacdo condutimétrica foi realizada utilizando-se um titulador automatico
da marca Schott Gerate, modelo T80/20 e um condutivimetro da marca Mettler
Toledo, modelo MC 226.

3.1.2. REAGENTES
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O biopolimero quitosana, grau de desacetilacdo 82,75%, foi adquirido da
Purifarma, Brasil. O biopolimero alginato de sédio foi adquirido da empresa Sigma.
O corante betalaina foi fornecido pela Christen — Hansen Ind. & Com. Ltda. Todos

0s outros reagentes utilizados sédo de grau analitico.

3.2. METODOS

3.2.1. DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO DA QUI TOSANA:
Para determinar o teor de grupos amino presentes na quitosana, foi realizada
titulagdo condutimétrica, adaptando-se o método de RAYMOND (1993). Este
consiste na dissolugao da quitosana (200 mg) na presenca de 20 mL de HCI 0,3
mol L™, sendo em seguida diluido com 200 mL de agua destilada, para uma boa
disperséo do polimero na solucéo. Conduziu-se a titulagdo com NaOH 0,1 mol L™,
através de adicdes de 0,2 mL de titulante até o volume final de 100 mL. A titulagédo

condutimétrica foi realizada em triplicata.

3.2.2. PREPARACAO DAS MICROESFERAS DE QUITOSANA/ALG INATO: As
microesferas de quitosana/alginato foram preparadas pelo método de separacdo
de fases (coacervacdo). Dissolveu-se o alginato de sédio em agua obtendo-se
uma solucdo viscosa 4% (m/v) que foi gotejada com auxilio de uma bomba
peristaltica, sobre uma solucdo de CaCl, 0,50 mol L™. As microesferas formadas
foram mergulhadas em wuma solucdo de quitosana 3,5% (m/v) por
aproximadamente 2 minutos e posteriormente lavadas com agua destilada e secas

a vacuo.

3.2.3. MICROENCAPSULACAO DO CORANTE BETALAINA: Pelo método de
separacdo de fases ou coacervacdo, uma solucdo 4% (m/v) de alginato de sddio
contendo uma quantidade adequada do corante betalaina (1:1 m/m) foi preparada

e gotejada com auxilio de uma bomba peristaltica sobre uma solu¢cdo de CacCl,
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0,50 mol L™. As microesferas formadas foram mergulhadas em uma solucéo de
guitosana 3,5% (m/v) por aproximadamente 2 minutos e posteriormente lavadas

com agua destilada e secas a vacuo.

3.2.4. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (IV): Os espectros no

infravermelho foram obtidos na regido de 4000 — 400 cm™, em pastilhas de KBr.

3.2.5. ESTUDO DA MORFOLOGIA DO MATERIAL FORMADO ENT RE
QUITOSANA, ALGINATO E CORANTE: A morfologia interna e externa,
porosidade, e tamanho das microesferas de quitosana/alginato e
quitosana/alginato contendo corante foram avaliados em Microscopio Eletrdnico
de Varredura. As amostras foram colocadas em suportes, recobertas com ouro e
micrografadas. O didmetro médio de cada amostra foi obtido a partir da média de
uma populacdo de microesferas, utilizando-se medidas dos diametros dos eixos
vertical e horizontal. Para todas as amostras, foram analisados cortes

transversais, para avaliar as caracteristicas internas da amostra.

3.2.6. ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS (TGA): Andlises termogravimétricas
foram realizadas com o objetivo de avaliar as variagbes de massa em funcéo da
temperatura dos materiais formados. As andlises foram efetuadas sob atmosfera
de nitrogénio, com fluxo de 50,0 mL/min e velocidade de aquecimento de

10C/min, numa faixa de temperatura de 25C a 800C .

3.2.7. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC): Andlises de
DSC foram realizadas para as amostras com o objetivo de avaliar possiveis
interacdes entre os polimeros e o corante. As amostras foram analisadas sob
atmosfera de nitrogénio, com taxa de aquecimento de 10° C/ min na faixa de
temperatura de 25T a 350C.

3.2.8. ESTUDOS DE LIBERACAO DO CORANTE EM FUNCAO DO pH:

Amostras (25,0 mg) de microesferas de quitosana/alginato contendo o corante
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foram suspensas em 25,0 mL de tamp&o pH 1,0 (HCI 0,1 mol L™), 2,0 (HCI 0,1 mol
L™, 3,0 (CHsCOOH 0,1 mol L™, 4,0 (CHsCOOH 0,1 mol L) e 5,0 (CHsCOOH 0,1
mol L"), sendo que o pH dessas solucdes foi acertado usando-se uma solucéo de
NaOH 0,1 mol L. As solucBes foram mantidas sob agitacéo constante (150 rpm)
em banho termostatizado a 25,0 £ 0,1 . Apés intervalos de tempo pré-
determinados, aliquotas de 3,0 mL da amostra foram retiradas e analisadas no
comprimento de onda maximo do corante (534 nm). Depois das leituras, a solugéo
foi devolvida ao erlenmeyer. A porcentagem de corante liberada foi determinada
usando-se uma curva de calibracdo que relaciona a absorbancia com a
concentragdo conhecida do corante puro (mg%) no mesmo tampdo em que a

cinética foi conduzida, sendo o experimento realizado em triplicata para cada pH.

3.2.9. DETERMINACAO DO GRAU DE INTUMESCIMENTO: A determinacdo do
grau de intumescimento foi realizada em soluc¢des tampao de pH 1,0 (HCI 0,1 mol
L™, 2,0 (HCI 0,1 mol L™, 3,0 (CHsCOOH 0,1 mol L™), 4,0 (CH;COOH 0,1 mol L™)
e 5,0 (CHsCOOH 0,1 mol L), sendo que o pH dessas soluces foi acertado
usando-se uma solucdo de NaOH 0,1 mol L' As microesferas de
guitosana/alginato com e sem corante, secas em estufa, foram inicialmente
pesadas (25 mg) e mantidas nos diferentes tamp&es (25 mL) a 25 °C sob agitacdo
de 150 rpm. Em intervalos de tempo pré-determinados as microesferas eram
retiradas das solucdes tampéao, secas em papel absorvente para retirar 0 excesso
de solucdo e pesadas novamente até o momento em que ndo houve mais
variagdo de massa. O grau de intumescimento de cada amostra no tempo t, foi
calculado pela equacéo 1:

%Gl = W, - W, x 100 (Equacéao 1)

Wo

onde W; e W, referem-se as massas das amostras no tempo t e no estado seco,

respectivamente. O experimento foi realizado em triplicata.

3.2.10. ESTUDOS DE LIBERACAO DO CORANTE EM FUNCAO DA
TEMPERATURA: Amostras (25,0 mg) de microesferas de quitosana/alginato
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contendo corante foram suspensas em 25,0 mL de tampé&o pH 4,0 (CH3;COOH 0,1
mol L™); o pH da solucéo foi acertado usando-se uma solucdo de NaOH 0,1 mol L°
! As solugdes foram mantidas sob agitacdo constante (150 rpm) em banho
termostatizado a 25,0, 30,0, 35,0 e 45 (+ 0,1) T. Apos intervalos de tempo pré-
determinados, 3,0 mL da amostra foram analisados no comprimento de onda
maximo do corante (534 nm). Depois das leituras, a solucdo foi devolvida ao
erlenmeyer. A porcentagem de corante liberada foi determinada usando-se uma
curva de calibragdo que relaciona a absorbancia com a concentracdo conhecida
do corante puro (mg%) no mesmo tampao em que a cinética foi conduzida, sendo

0 experimento realizado em triplicata.

3.2.11. ESTUDOS DE LIBERACAO DO CORANTE NA PRESENCA E NA
AUSENCIA DE LUZ: Amostras (25,0 mg) de microesferas de quitosana/alginato
contendo corante foram suspensas em 25,0 mL de tamp&o pH 1,0 (HCI 0,1 mol L
1: 0 pH da solucéo foi acertado usando-se uma solucdo de NaOH 0,1 mol L. As
solugbes foram mantidas sob agitacdo constante (150 rpm) em banho
termostatizado a 25,0 £ 0,1 . Para avaliar o efei to da presenca e auséncia de
luz, o erlenmeyer foi recoberto com papel aluminio e as leituras foram feitas com a
menor intensidade de luz possivel no local. ApOs intervalos de tempo pré-
determinados, 3,0 mL da amostra foram analisados no comprimento de onda
maximo do corante (534 nm). Depois das leituras, a solucdo foi devolvida ao
erlenmeyer. A porcentagem de corante liberada foi determinada usando-se uma
curva de calibragdo que relaciona a absorbancia com a concentracdo conhecida
do corante (mg%) no mesmo tampdo em que a cinética foi conduzida, sendo o

experimento realizado em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO DA QUITO SANA (%
GD)

Uma das mais importantes propriedades € o grau de desacetilagédo, o qual
determina se o polimero é quitina ou quitosana. Arbitrariamente, o grau de
desacetilacdo = 40% define o material polimérico como quitosana (TAN et al.,
1998).

Véarios métodos sdo descritos para a determinacdo do grau de
desacetilacdo da quitosana, sendo a titulacdo condutimétrica 0 método escolhido
em funcdo da sua simplicidade e precisdo. A maneira como a titulacdo foi
conduzida ja foi descrita anteriormente. A curva dos valores de condutancia, Kk,
versus volume de titulante apresenta dois pontos de inflexdo (Figura 6), sendo o
primeiro correspondente a neutralizagdo de HCl em excesso na solucdo e o

segundo referente a neutralizagéo do polimero protonado.

Grau de desacetilacdo
9 da quitosana

k (ms/cm)

0 ' 20 ' 40 ' 60 ' 80 100
volume de NaOH (mL)

Figura 6: Curva de titulacdo condutimétrica da quitosana.
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A diferenca entre os dois pontos de equivaléncia corresponde ao volume de base
requerido para neutralizar os grupos amino. A porcentagem de grupos amino, ou

seja, o grau de desacetilacdo foi calculada pela equacao:

MV -V1)161
W

% GD = 100 (Equacéo 2)

onde M é a concentracdo da solugdo de NaOH em mol L™, V; e V; s&o os volumes
de NaOH em mL empregados para neutralizar o excesso de acido cloridrico e a
quitosana protonada, respectivamente, 161 é a massa de uma unidade
monomeérica do polimero e W é a massa de amostra em mg empregada na
titulacdo. O grau de desacetilacdo calculado por este método foi de 82,75%, sendo

gue este valor representa a média de trés determinacgdes.

4.2. ESPECTRO UV - VISIVEL PARA O CORANTE BETALAINA

A Figura 7 ilustra o espectro de UV — VIS do corante betalaina em solucao
aquosa e seu respectivo comprimento de onda maximo (Amax). A partir do espectro
de absorcéo da solugdo do corante, no qual mediu-se a absorbancia na faixa de
350 a 750 nm, o valor de Ams foi determinado em 534 nm. Os espectros
apresentaram uma pequena diferenca de comportamento na faixa de pH

estudado, variando entre 532 a 536 nm.
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Figura 7. Espectro eletrénico UV-VIS para o corante betatalaina obtido em solucéo

aquosa.

4.3. CARACTERIZACAO DAS MICROESFERAS POR ESPECTROSC OPIA NO
INFRAVERMELHO

A Figura 8 apresenta os espectros de infravermelho dos biopolimeros
quitosana e alginato de sodio, das microesferas de quitosana/alginato com e sem
corante e do corante puro.

No espectro de infravermelho da quitosana (Figura 8-a), observam-se
bandas de grupos caracteristicos desse polimero como a banda em 3448 cm ™*
atribuida a deformacéo axial da ligagdo OH, a banda 2922 cm™ referente a
deformacdo axial da ligacdo C—H, a banda 1654 cm™ atribuida a absorcdo da
carbonila do grupo —N—C=0, a banda 1600 cm™ referente a deformacdo do
grupo NH; e a banda 1081 cm™ atribuida & deformacdo axial do grupo C-O de

alcool primario.
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Figura 8: Espectro de infravermelho — a) quitosana, b) alginato, c¢) quitosana/ alginato, d)
quitosana/alginato/corante e e) corante.

O espectro de infravermelho do alginato de sodio (Figura 8-b) mostra um
pico largo em torno de 3391 cm™ devido a grupos OH, dois picos em 1610 cm™ e
1418 cm™ atribuidos aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo COO',
respectivamente, um pico fino em torno de 1030 cm™ referente ao grupo C-O-C e
a banda em 821 cm™ referente ao estiramento C-O, relativo aos &cidos
manuronico e gulorénico como registrado por Huang (1999) e Yeom (1998).

O espectro de infravermelho do corante betalaina (Figura 8-e), apresenta
duas bandas caracteristicas do fon carboxilato em 1640 cm™ e 1417 cm™

atribuidos a deformacdo axial assimétrica e simétrica, respectivamente. Outra
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banda em 1025 cm™ referente ao grupo C—O—C. E banda em 1153 cm™, 1078

cmtle1328cm

, referentes ao grupo NH.

No espectro de quitosana/alginato (Figura 8-c) observa-se que houve um
estreitamento da banda em torno de 3391 cm™ que pode estar relacionado com
interacdo atraves de ligacdes hidrogénio entre a quitosana e o alginato de sodio
(SMITHA et al., 2005) e uma reducéo do pico em torno de 1030 cm™ em relacéo
ao espectro do alginato de sodio. Nota-se também o desaparecimento de um pico
presente nos espectros da quitosana e do alginato de sédio em torno de 2950 cm™
e 0 aparecimento de um pequeno pico em torno de 1561 cm™, o qual pode ser
atribuido a interacéo entre os grupos amino da quitosana e os grupos carboxilatos
do alginato de sédio (RIBEIRO et al., 2005).

As bandas observadas no infravermelho da quitosana/alginato (Figura 8-c)
e quitosana/alginato com corante (Figura 8-d) estdo muito proximas, porém
observa-se a presenca de um pico em 2928 cm™ no espectro das amostras de
quitosana/alginato com corante que ndo é observado no espectro de
quitosana/alginato. Além de um aumento na intensidade dos picos 1027 cm™ e
1420 cm™ em relacdo ao espectro das microesferas de quitosana/alginato.

Os espectros de infravermelho para as amostras de quitosana/alginato
contendo corante sugerem uma possivel interacdo entre a matriz polimérica e o

corante.

4.4, ANALISE DA MORFOLOGIA DAS MICROESFERAS UTILIZA NDO
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura fornece informacbes sobre as
caracteristicas morfologicas das microesferas como a presenca de fissuras e
poros, permitindo uma analise rapida e direta de eficiéncia do processo de
encapsulacdo. A presenca de fissuras e rachaduras na superficie das
microesferas pode comprometer a protecdo oferecida ao material encapsulado.
Pode-se também observar a partir do MEV, a homogeneidade do tamanho das

microesferas formadas.
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De um modo geral, as microesferas produzidas neste trabalho
apresentaram boa esfericidade. A estrutura externa das microesferas de
quitosana/alginato e quitosana/alginato contendo corante mostrou-se com
porosidade, rugosidade e com fissuras (Figura 9).

Foram feitas seccdes transversais nas microesferas para avaliagdo das
caracteristicas internas de cada amostra, as quais sdo mostradas na Figura 9-b.
Através da andlise das seccdes transversais, pode-se perceber que as

microesferas apresentaram porosidade e fissuras.

AccV  SpotMagn Det WD F——— 200m AccV SpotMagn Det WD 1 200um
100kv50 60x  SE 93 AlgiQts35 100kv50 60x SE 95 Alg/Qts35

" o L i ] il
AccY SpotMagn Det WD ———— 1mm Det WD

10.0kv 5.0 15x SE  10.0 Alginato 5% - Superficie 200x SE 93 Alg/Qts 35
R F o -

S
c d

Figura 9: Microscopia eletrbnica de varredura das microesferas: a- microesfera de

guitosana/alginato; b- corte de uma microesfera de quitosana/alginato; c- populacdo de

microesferas de quitosana/alginato contendo corante; d- superficie de uma microesfera de

guitosana/alginato contendo corante.
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A média de tamanho para as microesferas foi de 973 um para as
microesferas de quitosana/alginato e 982 pum para as microesferas de

quitosana/alginato contendo corante.

4.5. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA) DAS AMOSTRAS D E
MICROESFERAS DE QUITOSANA/ALGINATO

As microesferas com e sem corante foram caracterizadas por analise
termogravimétrica (TGA), Figura 10. Para efeito de comparacdo é apresentado
também a analise termogravimétrica dos biopolimeros e do corante.

Observa-se para todas as amostras uma perda de massa na faixa de 50-
100<C correspondente a etapa de desidratacdo das am ostras.

A quitosana apresenta também um pico de decomposi¢cdo em 323,21C
(Figura 10-a), sendo que o alginato apresenta além da etapa de desidratacao
guatro estagios de decomposicdo em 239,32TC, 264,47 C, 450,40C e 735,28C
(Figura 10-b). Segundo registros da literatura, os produtos de decomposi¢cdo em
torno de 450,40C e 735,28C sdo caracterizados com o material carbonaceo
(SOARES et al.,, 2004). O corante puro apresenta picos de decomposicdo em
190,20C, 244,147C, 274,24 e 329,83<T.

As microesferas de quitosana/alginato (Figura 10-c) sofrem um processo de
desidratacdo seguido por seis etapas de decomposicdo 206,13C, 219,27<C,
297,96C, 447,94C, 702,44C e 760,53C. A curva de TGA para as amostras de
guitosana/alginato contendo corante (Figura 10-d) apresenta uma etapa de
desidratacdo seguida por etapas de decomposicdo em 218,31C, 309,57C,
473,44C e 764,17<.

Os resultados de TGA sugerem uma interacdo entre o corante e a matriz
polimérica com formacdo de um novo material de maior estabilidade térmica
guando comparado com as microesferas de quitosana/alginato sem corante. Este

novo material se decompde em temperaturas ligeiramente maiores e apresenta
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um numero menor de estagios de decomposicdo quando comparado com as

microesferas sem corante.

110

100
” \

80

a

70

60
] {

—b

Cc

—d

e
50
30

20

% perda de massa

-— 71—
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura, T

Figura 10: Analise termogravimétrica (TGA) — a) quitosana, b) alginato, c) quitosana

falginato, d) quitosana/alginato/corante e e) corante.

4.6. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC) PA RA AS
MICROESFERAS DE QUITOSANA/ALGINATO

A Figura 11 apresenta a andlise de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) da quitosana, do alginato de sodio, do corante, das microesferas de
guitosana/alginato e das microesferas de quitosana/alginato contendo corante.

Observa-se para todas as amostras, um pico endotérmico em torno de 70-
110<C correspondente ao processo de remocao de agua (umidade) presente nas
amostras.

Os resultados de DSC mostram que a quitosana (Figura 11-a) e o alginato
de sodio (Figura 11-b) apresentam picos exotérmicos de decomposi¢do em 300C
e 250,34C, respectivamente. O corante (Figura 11-e) apresenta picos
endotérmicos em 186,42<C, 204,40C e 211,26C.
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A curva para as microesferas de quitosana/ alginato (Figura 11-c) mostra
dois picos endotérmicos, um devido a presenca de umidade na amostra e outro
em 193,26, provavelmente resultante da interacdo entre os grupos amino da
guitosana e carboxilato do alginato de sodio. Pode-se observar também, a
presenca de um pico exotérmico largo por volta de 278C que pode ser atribuido
aos polimeros, ocorrendo um deslocamento para temperaturas mais baixas.

O perfil da curva para as microesferas de quitosana/alginato contendo
corante (Figura 11-d) mostra um pico endotérmico em 193,29<C, ja discutido para
as microesferas sem corante, e um pico exotérmico deslocado para temperaturas
mais baixas, 241,79<C. Este deslocamento para tempe raturas mais baixas pode

ser atribuido a possiveis interacdes entre o corante e a matriz polimérica.
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Figura 11: Andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) — a) quitosana, b)

alginato, c¢) quitosana /alginato, d) quitosana/alginato/corante e e) corante.

4.7. ESTUDOS DE LIBERACAO DO CORANTE EM FUNGCAO DO p H

A quantidade de corante betalaina liberado com o tempo (Mt) foi
determinada pelo monitoramento do meio de liberacdo a 534 nm, em um
espectrofotdmetro UV-Vis. A quantidade total de corante liberado (Mf) foi obtida

apos manter o mesmo algumas horas em solucéo.
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O aspecto geral da curva de liberacdo do corante betalaina esta mostrado
na Figura 12, a qual mostra um grafico da fracdo de corante liberado (Mt) em

relacdo ao total liberado (Mf) em fung&o do tempo.
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Figura 12: Perfil da curva de liberag&o do corante betalaina a pH 1,0, 2,0, 3,0,4,0e 5,0 a
T =25T.

Observa-se que todo o corante € liberado a partir da matriz polimérica de
guitosana/alginato em menos de uma hora considerando-se os pH 1,0; 2,0; 3,0;
4,0 e 5,0. Observa-se através do grafico da Figura 12, que conforme a um
aumento de pH a liberac&o torna-se mais lenta, sendo que a liberacdo do corante
betalaina a partir da matriz de quitosana/alginato foi mais rapida em pH 1,0 e
mais lenta em pH 5,0.

As curvas de calibragdo utilizadas para a determinacdo das diferentes
concentracOes de corante e consequentemente da massa de corante liberada
foram feitas mantendo-se as solugbes tampdo empregadas nos estudos de
liberacdo e utilizando-se 0 Amax = 534 nm. A absorbancia foi plotada em funcéao do

tempo, obtendo-se as curvas de calibracdo para cada pH.
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4.8. DETERMINACAO DO GRAU DE INTUMESCIMENTO

Recentemente, muitos sado os esfor¢cos para elucidar o mecanismo de
liberagcdo de nudcleos ativos a partir de matrizes hidrofilicas (FERRERO et al.,
2000; ROY & ROHERA, 2002; LLABOT et al., 2004; POPA et al.,2000). Neste
contexto, as cinéticas de liberacdo tém se tornado alvo para entender o processo
de liberacéo.

A literatura tem mostrado que a liberacdo de solutos a partir de matrizes
hidrofilicas € uma interagdo complexa entre intumescimento, difusdo, erosdo e
relaxacdo (HARLAND et al., 1988). A penetracdo gradual de agua produz
intumescimento para formar um gel hidratado através da qual o soluto tem que
passar pela dissolucéo e difusdo para o meio aquoso (MUNDAY & COX, 2000).
Portanto, na pratica, matrizes poliméricas geralmente liberam o soluto via
combinacédo de varios mecanismos (PEPPAS & SAHLIN, 1989).

A Tabela 1 apresenta os dados de grau de intumescimento para as
microesferas com e sem corante. Pode-se observar que as microesferas com
corante apresentam maior grau de intumescimento, sendo que este valor aumenta
a medida que o pH também aumenta. Este resultado, sugere que os fatores
intumescimento e difusdo possam estar influenciando no processo de liberacao do

corante betalaina a partir da matriz quitosana/alginato.

Tabela 1: Grau de intumescimento para as microesferas de quitosana/alginato sem

corante e com o corante betalaina nos pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0.

pH Gl % das microesferas de Gl % das microesferas de
quitosana/alginato sem quitosana/alginato com

corante corante

1,0 77,38 102,57

2,0 52,40 83,18

3,0 70,70 113,45

4,0 95,86 668,08

50 159,09 726,32

38



49. ESTUDOS DE LIBERACAO DO CORANTE EM FUNCAO DA

TEMPERATURA

Com o objetivo de avaliar os efeitos da variacdo de temperatura na

liberacdo do corante betalaina a partir da matriz polimérica quitosana/alginato, fez-

se o estudo de liberagdo do corante a pH 4,0 e nas temperaturas de 25,0, 30,0,

35,0 e 45,0 C. Este estudo foi conduzido em pH 4,0, pois 0 mesmo apresentou

uma liberagdo do corante relativamente lenta, e assim foi possivel acompanhar a

liberagdo com o aumento da temperatura.

A Figura 13 apresenta as curvas cinéticas obtidas no estudo. Pode-se

observar a partir do grafico que com o aumento de temperatura a liberacdo do

corante torna-se mais rapida.
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Figura 13: Perfil da curva de liberacdo do corante betalaina nas temperaturas de 25,0,

30,0, 35,0 € 45,0 T e em pH 4,0.
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4.10. ESTUDOS DE LIBERACAO DO CORANTE NA PRESENCA E NA

AUSENCIA DE LUZ

Com o objetivo de avaliar os efeitos da presenca e auséncia de luz na

liberacdo do corante betalaina a partir da matriz polimérica quitosana/alginato, fez-

se um estudo preliminar de liberacdo do corante em pH 1,0, na presenca e na

auséncia de luz. O pH 1,0 foi escolhido para este estudo pelo fato de ter

apresentado uma liberagdo mais rapida nos estudos de liberacdo a diferentes pH.

A Figura 14 apresenta as curvas cinéticas obtidas no estudo. Pode-se

observar a partir do grafico que na presenca de luz a liberagdo é mais rapida,

enquanto que na auséncia ocorre um aumento no tempo de liberacgéo.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

> Neste trabalho, investigou-se a eficiéncia dos biopolimeros quitosana e
alginato, como agentes encapsulantes do corante natural betalaina. O uso
de encapsulante adequado pode proporcionar maxima protecdo ao material
ativo contra condi¢des adversas tais como luz, pH, oxigénio e ingredientes
reativos.

» A andlise de microscopia eletrbnica de varredura mostrou que as
microesferas de quitosana/alginato, com e sem corante, apresentaram-se
com poros, fissuras e rugosidade. A presenca de fissuras pode
comprometer a eficiéncia do processo de microencapsulacao.

» Os espectros de infravermelho para as amostras sugerem que ocorre
interagcdo entre os polimeros quitosana e alginato, e entre estes e o corante.

» Os dados das analises termogravimétricas indicam maior estabilidade
térmica para as microesferas contendo corante, as quais apresentam
temperatura de decomposicao ligeiramente maior quando comparadas com
as microesferas sem corante.

» Os dados de calorimetria diferencial de varredura mostram que houve uma
interacdo entre a quitosana e o alginato de sodio; o perfil da curva para as
microesferas de quitosana/alginato contendo corante indica uma interagéo
entre o corante e os biopolimeros.

» Os estudos de liberacdo em diferentes pH indicam que a liberacdo do
corante torna-se mais lenta conforme a um aumento de pH, sendo que a
liberagdo mais rapida ocorre em pH 1,0 e a mais lenta em pH 5,0

» Os estudos a diferentes temperaturas indicam que 0 aumento da
temperatura torna a liberacdo mais rapida.

» Os estudos de liberacdo na presenca e auséncia de luz mostram que a
liberacdo do corante na presenca de luz € mais rapida.

» Os dados cinéticos sugerem que a liberacdo do corante betalaina a partir
da matriz quitosana/alginato é uma interacdo entre intumescimento e

difusao.
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