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RESUMO

As galactomananas apresentam solugdes viscosas em baixas concentracdes e sao
empregadas como espessantes, formadoras de gel quando em sinergia com outros
biopolimeros, emulsificantes, estabilizantes, floculantes e ligantes. Entre as
galactomananas utilizadas comercialmente destaca-se o guar, obtido de sementes de
Cyamopsis tetragonolobus. Apresenta relacdo Manose:Galactose (M:G) de 1,5:1, com
cadeias laterais de galactose distribuidas de forma randdmica, capaz de formar interacdes
inter e intramoleculares com outras gomas. O laboratério de Quimica de Carboidratos
Vegetais do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR caracterizou a
estrutura de galactomananas de sementes de mais de 30 espécies nativas, entre elas
Mimosa scabrella (bracatinga) que foi usada no presente trabalho.

Estas foram obtidas através da dispersdao das sementes em sistema aquoso € sua
composicdo monossacaridica foi caracterizada, confirmando a relacio M:G - 1,1:1.
Baseado em estudos de interacdo das galactomananas de M. scabrella com a xantana,
(polissacarideo obtido de fonte microbiana Xantomonas campestris), foi demonstrado
uma forte interacdo entre eles, com acréscimo de 32% na viscosidade sobre o valor
calculado, apesar do elevado contetdo de galactose da galactomanana.

O presente trabalho utiliza o sistema xantana - galactomanana como matriz para liberacdo
de acido ascorbico (vitamina C).

O 4cido ascorbico (AA) € co-fator da hidroxilagdo das unidades de prolina e lisina do
pro-coldgeno, promovendo a conformacdo de tripla hélice das fibras de coldgeno maduras
e previne a formagdo de radicais livres, acdo intimamente relacionada as propriedades
antioxidantes deste composto, atuando como doador de elétrons e reagindo com radicais
oxidativos. Porém ha uma grande desvantagem no seu uso pelo fato de ser muito instavel.
Virios fatores podem influenciar a degradacdo do AA, tal como altas temperaturas de
estocagem, luz, altos valores de pH, presenga de oxigénio dissolvido e de fon metdlicos,
particularmente fons cupricos e férricos.

Foram preparados géis bindrios de xantana - galactomanana de guar (X:GG) e de
bracatinga (X:GB). Os polissacarideos foram dissolvidos isoladamente em tampao fosfato
de potéssio (KP) 0,3M pHS8 (12,5 g/L) e misturados entre si para obtencao do gel. Foram
adicionados ao sistema propilenoglicol e conservantes. A este sistema foi adicionado o
AA. A estabilidade do sistema foi avaliada por andlises do teor de AA em HPLC, pH,
coloragdo e andlises reoldgicas durante 12 semanas em temperatura ambiente e 45°C.

A recuperacdo do dcido ascorbico para os ensaios a temperatura ambiente e 45°C
apresentaram resultados satisfatorios com pH do gel estavel. As andlises reoldgicas em
sistema dinamico demonstraram a manutengdo do gel apds 12 semanas.

A liberacdo do AA foi avaliada através de células de difusdo de Franz a temperatura de
20°C e 32°C por um periodo de 24 h. Estes resultados demonstram um hidrogel estdvel e
tornam o experimento aplicdvel na indudstria cosmética devido indicar permeacao de AA.
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ABSTRACT

Galactomannans are widely utilized as emulsifiers, stabilizers, flocculants or as binders in
cosmetic industry as well as synergistic gel thickeners in biopolymers since they form
viscous aqueous solutions even in low concentrations. The most common commercially
utilized galactomannan is from the guar gum of Cyamopsis tetragonolobus seeds. It
contains Mannose and Galactose (Man: GAL) in the ratio of 1.5:1.0 with galactose
forming the branched side chains capable of forming inter or intramolecular interactions
with other gums. The galactomannan from the seeds of Mimosa scabrella (bracatinga)
was selected for the present study from about 30 native species of seed galactomannans
isolated and characterized in our laboratory.

The aqueous extract of the bracatinga seeds was analysed for the chemical composition
and obtained a Man:Gal ratio of 1.1:1.0. Viscosity studies of the blends of this
galactomannan with Xanthan showed a considerable increase (32%) in viscosity
compared to galactomannans from bracatinga alone in solution inspite of the higher
content of galactose.

Xanthan-galactomannan binary system was used as a matrix for the first time to study the
controlled release of ascorbic acid (Vitamin C).

Ascorbic acid is essential for the hydroxylation of proline and lysine of the pro-collagen
in promoting the formation of the triple helix conformation of the collagen. It prevents the
formation of free radicals by a mechanism closely related to the antirust properties, acting
as electron donor to combine with oxidative radicals. However it has a great
disadvantage, being unstable at high temperature, pH >7, dissolved oxygen and in
presence of light and Cu ""and Fe™™.

The binary hydrogels of galactomannan of guar (X:GG) or bracatinga (X:GB) with
xanthan were prepared by mixing the polysaccharide solutions, which had been prepared
separately by dissolving the polysaccharides in phosphate buffer solutions (0.3M) of pH
8, at a concentration of 12.5 g/L. Standard preservatives and Propyleneglycol were also
added to the system with ascorbic acid. The stability of both the systems was studied by
following the rheological characteristics with time for a period of 12 weeks at ambient
temperature and 45°C.

The stability of ascorbic acid was evaluated by HPLC analysis during this period. For
both systems an amount of 64% and 25% of ascorbic acid were recovered at ambient
temperature and 45°C respectively for a period of 12 weeks indicating the better stability
of the hydrogel. The hydrogels registered a steady pH of 4.5 during this period. The
dynamic rheological analysis further confirmed the stability of the binary hydrogel system
even after 12 weeks.

The release of ascorbic acid was also evaluated at a temperature of 20°C and 32°C for a
period of 24h using Franz diffusion cell. The results demonstrated little permeation of
ascorbic acid, showing prospects for possible applications in cosmetic industry as a stable
hydrogel.
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PROBLEMATICA

As pessoas, vaidosas por natureza, preocupam-se desde a juventude com sua
aparéncia, e, de diversas formas tentam mascarar os sinais deixados pelo seu estilo de
vida, pelo stress ambiental e pelos processos naturais. A vitamina C ou dcido ascérbico
oferece um alento para os sinais que o tempo exerce sobre a pele, pois exerce um efeito
fisiolégico na melanogénese, promove a biossintese do coldgeno e previne a formacgao de
radicais livres, todos intimamente relacionados as propriedades antioxidantes deste
composto. Portanto o 4cido ascérbico tem uma fungdo importante no processo de
envelhecimento dérmico e pode ser considerado um ingrediente interessante em produtos

de cuidados para a pele.

Pretende-se, portanto avaliar o sistema de géis bindrios de polissacarideos,
investigados previamente quanto a sua andlise estrutural e fisico-quimica e seus
mecanismos de interacdo, como matriz de liberacdo de ativos como o 4cido ascorbico e

seu derivado ascorbil fosfato de sddio.
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1-INTRODUCAO



1.1. ACIDO ASCORBICO E SEUS DERIVADOS

Os principais fatores que desencadeiam o envelhecimento da pele sdo: a idade,
o estilo de vida (por ex. fumo, falta de sono, consumo exagerado de dlcool) e estresse
ambiental (radiacdo ultravioleta, poluentes quimicos). O desdobramento destes
processos sdo alteragdes anatdmicas da pele como o afinamento da epiderme,
espessamento do estrato corneo, perda de colageno, pigmentagdo, linhas de expressao

e rugas, assim como reducao da irrigacdo sangiiinea na pele.

A industria cosmética vem utilizando diferentes formulacdes para diminuir os
efeitos de envelhecimento entre elas destaca-se a adicdo de 4cido ascorbico (AA) e
seus derivados. O 4cido ascérbico é um antioxidante hidrossolivel e co-fator da
enzima responsdvel pela hidroxilacio das unidades de prolina e lisina do pro-
coldgeno, que promovem a conformacio de tripla hélice das fibras de coldgeno
maduras (LEVENE; BATES, 1975). Além disso, foi demonstrado que o é&cido
ascOorbico aumenta a transcricdo dos genes de pré-coldgeno tipo I e tipo Il e a
estabilidade do mRNA do pré-colageno (TAJIMA; PINNELL, 1982) e exerce um
efeito fisiolégico na melanogénese, pois na presenca de dcido ascoérbico hda a
inativacdo da tirosinase nos melanossomas, a dopaquinona é reduzida pelo &cido
ascorbico a dopa prevenindo a formacdo da melanina (TOMITA et al., 1980;
QUEVEDO et al., 2000).

H4 uma grande desvantagem no uso do 4cido ascérbico em produtos
industrializados pelo fato de ser muito instdvel, pois possui dois grupos —OH
1onizdveis com pK,; 4,25 e pK,, 11,8 e no pH fisiologico a forma favorecida é de
mono-anion onde a doagdo de um elétron pelo ascorbato origina o
semideidroascorbato (SDA) ou radical ascorbila, que possui um tempo de meia-vida
longo podendo ser detectado facilmente por Ressonancia de Elétron Spin /
Ressonancia Eletroparamagnética (“‘doublet” a g= 2,0054, aH= 0,188). O radical
ascorbila pode ser oxidado originando o deidroascorbato (DHA). Esta espécie de

radical livre indica ser a principal causa do efeito pré-oxidante dos sistemas que



contém AA/DHA (VERGELY et al., 1998).

Além disso, a baixa reatividade do radical ascorbila é a esséncia do potencial
redutor de espécies oxidativas, tais como OH’, O, e radical urato. Estes radicais
reativos reagem com o ascorbato e um radical menos reativo que o radical ascorbila é
formado e ndo parece reduzir com alta eficiéncia o oxigénio (O,) para anion
superéxido (O,"). Esta espécie de radical livre indica ser a principal causa do efeito
pro-oxidante dos sistemas que contém AA/DHA (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999).

Duas moléculas de radical ascorbila sofrem uma reacdo desproporcional,

regenerando o ascorbato e formando o deidroascorbato (figura 1).

2 SDA « ascorbato + DHA

Acido deidroascérbico é instivel e degrada-se rapidamente numa via
complexa, produzindo 4cidos oxdlico e L-tredonico (figura 1) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

Virios fatores podem influenciar na degradagdo do 4cido ascorbico em solugdo
(ROIG; RIVERA; KENNEDY, 1995; TSAO; YOUNG, 1996), tais como: altas
temperaturas de estocagem, luz, altos valores de pH, presenca de oxigénio dissolvido
e de ifons metdlicos, particularmente ions cupricos e férricos (NIKI, 1991;
BUETTNER; JURKIEWICZ, 1996). Chang e Chang (2003) avaliaram a estabilidade
do 4cido ascorbico numa variedade de condi¢cdes quimicas tais como: solugdes em
atmosfera de N, ou ndo, diferentes valores de pH (2,0 e 6,9) e temperaturas de 10 e
25°C. Os resultados demonstraram uma forte correlacdo entre estabilidade e a
atmosfera de N,. O tempo para a degradacdo de 10% do acido ascérbico foi de 10h
em solucgdes dcidas sem atmosfera de N, e 48h em solugdes dcidas com atmosfera de
N,, provavelmente devido ao fato que ha menos O, disponivel para oxidacdo.
Observou-se que em solucdes aquosas dcidas, na atmosfera de N, a estabilidade do

acido ascorbico nao foi afetada pela temperatura.



FIGURA 1 - ESTRUTURA DO ACIDO ASCORBICO, VIAS DE OXIDACAO E
DEGRADACAO
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FONTE: HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J.M.C. Antioxidant protection by low-molecular-mass

agents: compounds derived from the diet. In: HALLIWELL, B. Free Radicals in Biology and
Medicine, 3. ed. New York: Oxford University Press Inc. p. 201.1999.

Viérios métodos tém sido empregados para andlise do 4cido ascérbico entre
eles destaca-se: titulacdo, separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detecc@o por ultravioleta e eletroquimico (LYKKESFELDT; LOFT;
POULSEN, 1995) andlises espectrocOpicas no ultravioleta e fluorimetria (ZENG;
MARTINUZZI; McGREGOR, 2005).

A titulagdo do 4cido ascdrbico € baseada no seu poder redutor e através de
indicadores que na forma oxidada possuem coloracdo diferente que na forma reduzida
(por ex. 2,6 dicloroindofenol, cor résea em meio 4cido e incolor em meio 4cido)
indicando o ponto final onde todo o 4cido presente na amostra foi reduzido. E um
método que consome muito tempo e o0s erros experimentais decorrentes de
interpretacdes diferentes das leituras do ponto final da titulacio de cada operador

dificultam a sua padronizagao.



Os métodos de deteccio por HPLC e fluorimetria apresentam maior
sensibilidade e especificidade, porém sua implementacdo requer equipamentos
especializados e padronizacdo de técnica (ZENG; MARTINUZZI; McGREGOR,
2005).

O 4cido ascorbico, o radical ascorbila e o dcido deidroascorbico (figura 1)
estdio em equilibrio entre si, de forma que, para analisar com seguranga e
reprodutibilidade, o método analitico deve provocar o menor disturbio possivel neste
equilibrio. Esta situagdo ¢é agravada pelo fato do d4cido deidroascérbico ser
relativamente instdvel (meia-vida de 6 min a pH 7,0 e 37°C) e € rapidamente
convertido de forma irreversivel em 4cido 2,3-dicetogulonico (SCHELL; BODE,
1993). O 4cido deidroascérbico pode ser medido de trés formas: diretamente, seguido
de derivatizagdo e apds oxidacao do acido ascorbico (WASHKO; LEVINE, 1992).

A determinacdo do 4cido ascérbico pode ser feita através de sistemas de
deteccdo eletroquimicos ao perceber um sinal de corrente ou mudanca de voltagem
devido a sua oxidacao (sistemas coulométricos ou amperométricos). A reacdo na qual
o 4cido ascorbico € convertido em acido deidroascorbico é um processo de duas
etapas que geram radicais livres, de forma que a conversao do acido ascérbico em
dcido deidroascérbico pode promover potencialmente a redugdo quanto,
paradoxalmente, a oxidacdo de outras substancias num sistema. O d4cido
deidroascérbico pode ser reduzido por vdrios agentes e leva a um aumento da
quantidade de acido ascorbico, a dosagem de acido ascorbico antes e depois da
reducdo € um método comum para determinar indiretamente o dcido deidroascérbico
na amostra (DEUTSCH, 2000).

O radical ascorbila tem sido medido diretamente usando métodos
espectrofotométricos com absor¢io de comprimento de onda de 360 nm ou
indiretamente usando semideidroascorbato redutase e monitorando mudangas na
propor¢do de NAD*/NADH a 340nm (WASHKO; LEVINE, 1992).

Esforcos substanciais vém sendo realizados na industria cosmética para
aumentar a estabilidade do 4cido ascérbico como a derivatizagdo do dcido ascorbico

(ZHANG et al. 1999).



Austria, Semenzato e Bettero (1997) sugerem que as solucdes de ésteres de
acido ascorbico sd@o mais estdveis que dcido ascorbico em solucdo. A esterificacdo
com 4cido palmitico na posicao 6 (figura 2) reduziu a hidrélise do dcido ascorbico
mas ndo garantiu niveis de estabilidade satisfatéria em produtos acabados, mesmo
quando empregado em emulsdes geleificadas com propriedades viscoesldsticas que
aumentam a estabilidade quimica. A introdu¢do do grupo fosférico na posicdo 2
protegeu a molécula da quebra do sistema enediol, estabilizando a molécula o que tem

viabilizado o uso deste.

FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO ASCORBICO(a), PALMITATO
DE ASCORBILA(b) E ASCORBIL FOSFATO DE MAGNESIO(c)
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FONTE: AUSTRIA, R.; SEMENZATO, A.; BETTERO, A. Stability of vitamin C derivatives in
solution and topical formulations. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. v.15,
p.795-801, 1997.

O L-ascorbil-2-fosfato de magnésio, derivado do 4cido ascorbico presente nas
formulacdes cosméticas, apresenta atividade antioxidante. Kobayashi, Takehana e
Itoh (1996) demonstraram através de experimentos em ratos sem pelos que o derivado
protege contra a lipoperoxidacdo induzida por radiacdo UVB. Ensaios in vitro

mostraram evidéncias que este derivado atravessa a epiderme e € convertido em 4cido



ascorbico (KOBAYASHI; TAKEHANA; ITOH, 1996). Em estudos in vitro de
cultura em monocamada de fibroblastos humanos observou-se a equivaléncia deste
derivado com o 4cido ascorbico ao estimular a sintese de coldgeno e sendo estavel em
pH neutro (GEESIN; GORDON; BERG, 1993). Os estudos in vivo com creme
contendo 10% deste derivado, usando pele humana, demonstraram-se uma melhora
clinica em melasmas e manchas senis (KAMEYAMA; SAKAI; KONDOH, 1994).
Neste mesmo sistema Yamamoto, Muto e Murakami (1992) demonstraram aumento
na sintese de coldgeno e crescimento celular com 2-0-a-D-glucopiranosil-L-dcido
ascorbico.

A estabilidade do grupo fosfoérico no derivado ascorbil fosfato de magnésio
frente a hidrélise foi investigada em solucdo de acido cloridrico (HCI) e com solucao
de tampao fosfato (KP 0,3M), ambas em pH 4: O conteido de ascorbil fosfato de
magnésio em solucdo tampao foi préximo a 99% apds cinco meses de estocagem a
temperatura ambiente no escuro, porém observou-se uma significante perda em
solucdo cloridrica (27%). Portanto, a molécula é protegida da hidrdlise na presenca de
ions fosforicos em solucdo, devido ao efeito do ion-par, deslocando o equilibrio da
reacdo para a forma fosforilada (AUSTRIA; SEMENZATO; BETTERO, 1997).

Chang e Chang (2003) utilizaram a técnica de HPLC para analisar o 4cido
ascorbico, o derivado ascorbil fosfato de magnésio, o acido glicélico e o 4-
hidroxifenil-B-D-glucopiranosideo (Arbutin), todos agentes clareadores da pele em
produtos cosméticos comerciais. Definiram como sendo ideais as seguintes condi¢des
de andlises cromatogréficas: andlise em sistema isocratico, com coluna de fase reversa
RP-18, como fase moével a solucdo tampao de diidrofosfato de potdssio SmM pH 2,5
contendo 10mM hidréxido de tetrabutilamo6nio (TBAH), 10% metanol e a deteccdo
efetuada por leitura em comprimento de onda de 220nm. O borbulhamento de N,,
realizado com a finalidade de retirar o O, disponivel, foi um procedimento importante
para estabilizar o dcido ascoérbico.

Zeng, Martinuzzi e Mcgregor (2005) avaliaram diferentes parametros frente a
estabilidade do dcido ascorbico através da técnica de espectrofotometria de UV, num

comprimento de onda de 245 nm. Os pardmetros avaliados foram o efeito de



concentracoes de cobre (II) e a frequéncia na oxidacdo do 4cido ascorbico em
metanol, tampao fosfato USP (pH 2,5) e 4gua deionizada. Os autores observaram que
cobre (II) pode acelerar a oxidacdo do &cido ascorbico em solucdo aquosa. A
porcentagem do 4cido ascorbico oxidado em solu¢do aquosa com concentragdes
crescentes de Cu®" em 30 minutos, a temperatura de 22°C foi de 24,7 a 96,8%. O
dcido ascorbico solubilizado em metanol a temperatura de 22°C foi o mais estdvel
com apenas 0.7% de oxidacdo em 1h, comparado com 1,3% de oxida¢do em tampao
fosfato USP (pH 2,5) e 14,9% de oxidag¢do quando solubilizado em dgua deionizada.
A solubilidade do 4cido ascorbico em metanol a 22°C foi de 81,0 mg/mL. Os teores
de acido ascorbico obtidos pelo método de UV estdo de acordo com os valores
obtidos pelos métodos de titulacdo, portanto os autores sugerem o método de UV
como método de rotina na quantificacdo do &cido ascérbico em comprimidos
multivitaminicos (ZENG; MARTINUZZI; McGREGOR, 2005).

Para estimar a qualidade de produtos cosméticos contendo vitamina C e/ou
derivados, Wang e Wu (2006) estabeleceram uma técnica Eletrocromatografia Capilar
Micelar para analisar o dcido ascorbico, ascorbil fosfato de magnésio e palmitato de
ascorbila simultaneamente. As condicdes de separacdo envolvem o uso de eletrélitos
contendo niveis relativamente altos de surfactantes, tal como dodecilsulfato de sédio.
Acima de uma determinada concentracdo, denominada de concentracdo micelar
critica, as moléculas de surfactante comecam a agregar-se, formando micelas. A
separacdo € baseada na particdo das moléculas entre a fase micelar (pseudo-fase
estaciondria) e o tampao aquoso, o fluxo eletro osmético € suficientemente forte para
forcar as micelas passarem pelo detector. Através deste método as andlises dos
resultados de trés experimentos por dia, durante cinco dias indicaram alta linearidade
(r>0,9976). A separacao € rapida, obtida em 12 min, e, portanto vidvel para o controle

de produtos cosméticos.



1.2. ESTRUTURA DA EPIDERME

A maior limitagdo a permeacgdo transdérmica de ativos € a propria pele. Por ser
a camada mais externa do corpo humano, separando o ambiente interno do externo, a
pele atua como uma barreira dupla, prevenindo a entrada de moléculas estranhas e a
saida de substancias enddgenas. A pele é composta essencialmente por duas camadas
principais (figura 3): uma camada epitelial externa sem vascularizagdo, a epiderme, e
uma camada interna, que € a derme. Esta contém uma rica vasculariza¢do, nervos,
glandulas sudoriparas, glandulas sebédceas e foliculos pilosos, e € suportada pelo
tecido conjuntivo. A epiderme pode ser dividida em varias camadas anatOomicas as
quais representam diferentes estdgios de diferenciacdo celular, desde que sdo
formadas na membrana basal na interface da epiderme e migram para a superficie da
pele (MAJURKKA SUHONEN; BOUWSTRA; URTTI, 1999).

O estrato corneo, camada superficial da epiderme e o estdgio final de
diferenciacdo, é formado por vdrias camadas de células mortas embebidas numa
matriz lipidica. O seu peso seco € composto por 75-80% de proteinas, grande parte
sendo a-queratina fibrosa intercornedcita e uma pequena fragio de f-queratina amorfa
(FLYNN, 1990). Juntos estes compostos tornam os cornedcitos densos e praticamente
impermedveis para solutos. Aproximadamente 10-15% da fracdo protéica €
hidrossolivel (MAJURKKA SUHONEN; BOUWSTRA; URTTI, 1999). Ceramidas,
colesterol e 4cidos graxos de cadeia longa sdo os principais constituintes da matriz
lipidica. Foram identificadas oito subclasses de ceramidas no estrato coérneo
(STEWART; DOWNING, 1999), as ceramidas incluem espécies na qual uma base
esfingo esfingosina, fitoesfingosina ou 6-hidroxiesfingosina € ligada através do
grupamento amida a um 4cido graxo ou a-hidroxi-dcido graxo (PONEC et al., 2002).

A permeabilidade a dgua do estrato corneo € 1000 vezes menor que a maioria
das outras membranas bioldgicas, e € conhecida por representar a maior barreira de

permeabilidade da pele.
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FIGURA 3 - ESQUEMA DA PELE
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Fonte: Estrutura da pele: Biologia Interativa, www.arquivos para estudo.com Acesso em: 31 jul.2006

Na tentativa de controlar a liberacdo de ativos na pele e através da pele sdo

usadas uma das trés estratégias seguintes:

1. Reduzir a resisténcia da pele como barreira de penetragdo ao romper a

bicamada lipidica na qual o estrato cérneo estd firmemente envolto.
2. Provocar a liberagdo do farmaco a partir do veiculo para a pele.

3. Acrescentar um solvente adicional a pele, o qual ofereca um transporte
paralelo ao transporte convencional das moléculas ou que melhore a

solubilidade do farmaco no interior da pele (WAGNER et al., 2004).

1.2.1. Vias de permeacao dos farmacos

Acredita-se que a absor¢do de farmacos pela pele seja passiva. A permeagdo
transdermal pode envolver a passagem de moléculas através da epiderme intacta ou
através de uma via alternativa, pelos foliculos pilosos e glandulas exdcrinas. Porém
estes apéndices ocupam apenas 0,1% do total da superficie da pele humana, e,
portanto, acredita-se que a via transepidermal de difusdo passiva € a principal via

associada a permeacdo de farmacos pela pele, porém dependendo do tamanho da
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molécula a via alternativa pode ser significativa (HUEBER; SCHAEFER;
WEPIERRE, 1994).

O estrato corneo € caracterizado muitas vezes por uma parede com estrutura
semelhante a tijolos, que representam os cornedcitos (proteina), e o lipidio intercelular
representa o cimento. A fase protéica € descontinua enquanto que a fase lipidica é
continua. Em teoria existem duas vias em potencial para atravessar o estrato corneo; a
transcelular (através dos cornedcitos e da matriz lipidica) e a intercelular (via
dominios lipidicos entre os cornedcitos). Porém, para ambas as rotas a estrutura do
estrato cérneo obriga o permeante a difundir-se através das camadas lipidicas
intercelulares. Acredita-se que a rota intercelular € a principal via de permeacdo da
maioria dos farmacos. Estudos experimentais demonstraram que a permeacdo da
maioria dos compostos através do estrato corneo € fortemente dependente da
lipofilicidade e do tamanho da molécula (POTTS; GUY, 1992). Porém, tem sido
sugerido que compostos muito hidrofilicos penetram através das regides hidrofilicas
dos cornedcitos (presumidamente associado a 4gua com queratina) e através da matriz
lipidica (GOATES; KNUTSON, 1993; KNUTSON et al., 1985) (figura 4).

A permeabilidade transdérmica de principios ativos € principalmente
influenciada por trés fatores: a mobilidade do composto no veiculo, a liberacdo do
composto pelo veiculo e a permeagdo do composto através da pele (PELTOLA et al.,
2003).

Pesquisas vém sendo conduzidas de forma a obter formulagdes que aumentem
a permeabilidade do composto sem alterar irreversivelmente a funcdo de barreira da
pele. Entre os mecanismos para avaliar a permeacdo do composto através da pele
estdo: acdo diretamente sobre a pele e modificacdo da férmula alterando a particdao do

composto, difusdo ou solubilidade (WILLIAMS; BARRY, 2004).
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FIGURA 4 - ESQUEMA DE VIAS DE PERMEACAO DE FARMACOS NO
ESTRATO CORNEO ATRAVES DOS CORNEOCITOS (VIA TRANSCELULAR)
E VIA MATRIZ LIPIDICA ENTRE OS CORNEOCITOS (VIA INTERCELULAR)
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FONTE: MARJUKKA SUHONEN, T.; BOUWSTRA, J.A.; URTTI, A. Chemical enhancement of
percutaneous absorption in relation to stratum corneum structural alterations. Journal of Controlled
Release, v.59, p.149, 1999.

Para o estudo de liberagdo de farmacos transdérmica e dérmica, sdo
empregados sistemas de testes in vitro. Estes testes podem ser usados para
desenvolver novas formas farmacéuticas, avaliacio de novos produtos farmacéuticos
e/ou cosméticos, mas também obter informagdes sobre os efeitos que excipientes
exercem sobre a fun¢do de barreira da pele.

Estas informacdes seriam mais elucidativas através de experimentos in vivo em
humanos, porém, estudos em voluntirios dificilmente permitem a determinacdo de
farmacos em camadas mais profundas, pois seriam necessdrias técnicas invasivas.
Assim, torna-se uma alternativa o uso de cortes de pele humana num sistema de testes

in vitro (WAGNER et al., 2004). O método utilizado é o de células de difusdo de
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Franz, o qual originalmente foi desenvolvido para estudar permeacao transdérmica de

farmacos (FRANZ, 1975; BRONAUGH, 1993).

1.3. PERMEACAO IN VITRO

O parametro chave para qualquer principio ativo € a sua eficicia. De forma que
frequentemente testes in vitro sdo realizados para determinar a qualidade e se o
desempenho do ativo é mantido ao longo do tempo. Uma variedade de testes fisicos,
quimicos e de liberagcdo in vitro tem sido recomendada. O ultimo reflete o efeito
combinado de varios parametros fisicos e quimicos, incluindo a solubilidade, tamanho
de particulas do principio ativo e propriedades reoldgicas do produto (SUPACC-SS,
1997).

O equipamento recomendado pelo Food and Drug Administration (FDA) e
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) para andlises de
liberagdo é denominado de Células de Difusdo de Franz composto usualmente de seis
células, porém também sdo usados sistemas de trés e apenas uma célula. As células de
difusao de Franz consistem de duas partes, um compartimento doador e outro receptor
que sdo separados por uma membrana.

O compartimento doador acondiciona o produto a ser analisado. Este produto
poderd ser avaliado de acordo com uma dosagem dita finita ou infinita (figura 5).

A dosagem infinita é definida como a quantidade de amostra aplicada sobre a
pele de forma que a absor¢ao maxima da substancia (por unidade de drea da pele) seja
obtida e mantida e isto se sucede independentemente da concentracdo da substancia
aplicada (OECD, 2004a). Para tanto, o volume do fluido doador € suficiente para que
a concentracdo da substincia ndo seja esgotada, porém, esta situacdo ndo reflete a
pratica.

Sob as condicdes de dosagem finita a absorcdo médxima poderd ser atingida
apos transcorrido um determinado tempo, porém, ndo serd mantida ou sequer sera
observada (OECD, 2004a). A concentracdo da substancia em andlise no fluido doador

muda devido a absor¢ao na pele e evaporacao do fluido doador. Esta situacdo ocorre
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quando as células in vitro nao estdo oclusas e, portanto reflete melhor as condi¢des na
prética. Estes conceitos estdo demonstrados na figura 5.

No regime de dose finita o produto € aplicado num volume suficiente para
cobrir a pele e normalmente permanece nao-oclusa. No procedimento de dose infinita
o produto € aplicado em excesso e € mantido ocluido durante todo o estudo (OECD,

2004b).

FIGURA 5 - CONCEITOS DE DOSAGEM EM EXPERIMENTOS DE
PERMEACAO
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a) A dose cumulativa absorvida em fun¢@o do tempo sob condi¢des “infinitas” e “finitas”. b) O fluxo
pela pele em fun¢do do tempo.

FONTE: SCHAEFER, H.; REDELMEIER, T.E. Skin barrier: principles of percutaneous absorption.
Basel, Schweiz, S.Karger AG 1-310, 1996.

No compartimento receptor sdo utilizados normalmente compostos
hidrossoliveis contendo solu¢des tampao isotdnicas (OECD, 2004a). A solucdo do
meio receptor ndo deve atuar como barreira de absor¢do, em funcdo de baixa
solubilidade do composto em teste, e ndo deve afetar a integridade da membrana. Esta
solucdo deve ser homogeneizada para assegurar a uniformidade de difusdo e a
concentracdo que também sdo dependentes da temperatura, de forma que o fluido
deve ser mantido em temperaturas constantes durante o experimento. Ao longo do

experimento as amostragens sdo tomadas em intervalos preestabelecidos e analisadas.
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A permeacdo na membrana € expressa como a porcentagem da quantidade ou taxa
absorvida por unidade de tempo, ou no caso de doses infinitas, como uma constante
de permeabilidade.

As membranas utilizadas no sistema de célula de Franz podem ser bioldgicas
ou artificiais. Estas devem permitir que o ingrediente ativo difunda prontamente ao
meio receptor, assim como € liberado do produto, e ndo atue como fator limitante da
permeacao.

A escolha da membrana biolégica depende do objetivo do experimento. Podem
ser usadas amostras de pele de fonte humana e animal. Apesar das amostras de pele
humana oferecerem dados mais aproximados das condi¢des in vivo que nem sempre
estdo disponiveis, além de estarem sujeitas as normas de ética em experimentacao
(ECETOC, 1993).

Em testes cosméticos a pele de porco € usada com freqiiéncia, pois suas
caracteristicas de permeacio sio semelhantes 2 pele humana. E recomendado para
experimentos cosméticos, de acordo, com a SCCNFP (Scientific Committee on
Cosmetic Products and Non-Food Products), o uso de pele humana retirada de seios
ou abdomen ou pele de porco retirada de abdomen, peito, flancos e orelhas (SCCNFP,
2003).

Algumas membranas artificiais foram exploradas para melhor compreender os
aspectos mecanicos de absorcdo através da pele, tais como: acetato de celulose,
polidimetilsiloxane (Silastic®), poliuretano, polisulfona modificado (Supor®),
silicatos de aluminio (Zeolite), sistemas multimembranas (acetato de celulose:
Silastic®: acetato de celulose) e membranas de ultrafiltracao (Diaflo) (BEHL et al.,
1990). Estas membranas sintéticas sdo sistemas simples de monocamadas
homogéneas. Uma propriedade importante das membranas artificiais € a possibilidade
de diferenciar propriedades termodindmicas nos processos de permeacdo. Por
exemplo, os efeitos termodindmicos da solubilidade do farmaco, coeficiente de
particdo, pH, interacao do excipiente—farmaco. Porém os fatores que afetam a pele e
consequentemente alteram a sua permeabilidade ou a difusdo do farmaco através dela

nao podem ser avaliados pelo uso de membranas artificiais (BEHL er al., 1990).



16

A membrana de poli L-acido lactico (PLLA) que pertence a um grupo de
polimeros classificado como poliéster é origindrio de mondmeros de acido. O acido
lactico possui dois enantiomeros, D-dcido lactico e L-acido lactico. O PLLA € a forma
derivada do isdmero do 4cido L-lactico e é mais comumente usado, pois seu produto
de degradacdo estd presente no organismo e metabolizado a dgua e dioxido de
carbono (WAGGONER, 2002).

As primeiras aplicagdes biomédicas de polimeros de PLLA foram como
suturas e proteses (KULKARNI et al., 1971) também usadas na liberacao controlada
de farmacos com fun¢do de protecdo contra doengas contagiosas e liberacdo de
contraceptivos (SALTZMAN, 2001).

Levando em conta as consideracdes sobre as caracteristicas de estabilidade
quimicas do acido ascorbico, estrutura da epiderme e processos de permeacgdo, o uso
de géis de polissacarideos foi investigado como meio de avaliar a estabilidade do

acido ascorbico.

1.4. GALACTOMANANAS : XANTANA

As galactomananas de vegetais sdo macromoléculas que apresentam uma
estrutura genérica com cadeia principal de unidades D-manopiranosil unidas entre si
por ligacdes B(1—4), com substituicdes de unidades simples D-galactopiranosil
ligadas a(1—6) (figura 6). Ocorrem como polissacarideos de reserva de endosperma
de sementes, particularmente em espécies das familias Mimosaceae, Caesalpiniaceae
e Fabaceae (DEA; MCcKINNON; REES, 1972; DEA; MORRINSON, 1975).
Apresentam altos rendimentos, que variam de 15 a 38% da massa seca da semente e
sua quantidade armazenada depende do tamanho relativo do endosperma
(ASPINALL; WHYTE, 1964).

Diferencas estruturais entre as galactomananas, como a relagdo
manose:galactose (Man:Gal), por exemplo, afetam as propriedades funcionais destes
biopolimeros. As galactomananas apresentam diferentes relagdes Man:Gal. Tais

variagdes dependem da fonte biologica e do método de extracdo utilizado (WANG;
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ELLIS; ROSS-MURPHY, 2000; CHAUBEY; KAPOOR, 2001; FISHER et al.,
2001).

FIGURA 6 — ESTRUTURA GENERICA DA GALACTOMANANA
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FONTE: REICHER, F.; GANTER, J.L.M.S , Composi¢do quimica e caracterizacdo estrutural de
galactomananas de espécies brasileiras. In: LAJOLO, F.M.; SAURO-CALIXTO, F.; PENNA, EW_;
MENEZES, E.W. Fibra dietética en Iberoamérica: tecnologia y salud: obtencion,
caracterizacion, efecto fisiologico y aplicacion en alimentos. Ed. Varela, p. 27, 2001.

A influéncia da distribui¢ao das unidades de galactose (alternada, em blocos ou
ao acaso) sobre as dimensdes das cadeias foi analisada pelo grupo de Quimica de
Carboidratos Vegetais da UFPR utilizando galactomananas com relagdes Man:Gal 2:1
e 3:1, e ambas mostraram padrdes semelhantes. No entanto, o grau de flexibilidade
aumentou na seguinte ordem: unidades alternadas > unidades distribuidas ao acaso >
unidades em blocos (PETKOWICZ et al.,1998).

As galactomananas mais utilizadas comercialmente sdao as obtidas de
sementes de alfarroba (Ceratonia siliqua) e guar (Cyamopsis tetragonolobus).
Apresentam relacdo Man:Gal de aproximadamente 3,5:1 e 1,5:1, respectivamente,
com cadeias laterais de galactose distribuidas de forma randdmica, capazes de formar

interagdes inter e intramoleculares. A galactomanana de guar apresenta, pela maior
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quantidade de unidades de galactose, maior solubilidade em 4gua fria. As unidades de
galactose sdo responsaveis pela solubilidade do polimero, ao passo que as unidades de
manose pertencentes a cadeia principal estdo relacionadas com a massa molar
(WHISTLER; DANIEL, 1985).

O grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parand caracterizou a estrutura de
galactomanana de sementes de mais de 30 espécies nativas. Entre os polissacarideos
estudados destaca-se a galactomanana de Mimosa scabrella (bracatinga), que
apresenta relacdo Man:Gal 1,1:1 e viscosidade intrinseca, [n] = 890 mL/g (GANTER,
1991; GANTER et al. 1992, 1993, 1995 e 1997).

Este mesmo grupo, em colaboracdo com uma empresa de cosméticos, avaliou a
interacdo da galactomananas de bracatinga com surfactantes e proteinas em
formulacdes de xampu. Observou-se que a adi¢cdo de galactomanana bracatinga teve
efeitos benéficos na formulacdo em comparagdo com produto comercial, o qual se
utilizou goma guar. Os sistemas contendo galactomanana e surfactante lauril éter
sulfato de sodio apresentaram viscosidade superior aos sistemas contendo agentes
espessantes cloreto de sédio, cocoamilpropil betaina e dietanolamina de dcido graxo
de coco. A avaliacio do conteido de agucar total em sistemas contendo
galactomanana de bracatinga e queratina indicou a associagdo entre ambos apds 5
minutos de exposicdo a 21°C. O mesmo comportamento foi observado com a
galactomanana contendo menor teor de proteina nao ligada covalentemente (5,6%),
indicando que as proteinas agregadas a galactomanana bruta (14,6%) nao interferem
na associacdo com a queratina. As indicagOes de associacdes galactomanana-lauril
sulfato de s6dio e galactomanana-queratina justificam os efeitos benéficos observados
na formulacio basica de xampu acrescida com galactomanana (SUGUI, 1994).

As galactomananas quando combinadas com outros polissacarideos, tais como
carragenana, dgar e xantana apresentam a capacidade de formar géis. O sistema
contendo galactomanana e xantana, um polieletrélito de origem microbiana, € um dos
mais interessantes, uma vez que nenhum dos componentes isolados € capaz de formar

gel (CHANDRASEKARAN; RADHA, 1997; LOPES et al., 1992; TAKO, 1991).
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A interacdo sinérgica entre xantana e galactomananas foi apontada pela
primeira vez por ROCKS (1971). Desde entdo diversas propostas sobre 0 mecanismo
de tal associacdo tem sido discutidas na literatura, contribuindo para o seu
entendimento, porém algumas questdes permanecem em debate.

A estrutura primdria da xantana, origindria de microorganismos Xanthomonas
campestris estd demonstrada na figura 7. Consiste de uma cadeia celulésica principal
de unidades D-glucopiranosil unidas por ligacdes B(1—4) e substituida em 0-3, a cada
unidade alternada de glucose, por um cadeia lateral composta de um trissacarideo. A
cadeia lateral € formada por 4cido glucurdnico entre duas unidades D-manopiranosil.
A unidade de manose terminal pode ser substituida em O-4 e O-6 por um grupamento
piruvato. Um grupo O-acetil estd frequentemente presente em O-6 da unidade de
manose interna (STANKOWSKI; MUELLER; ZELLER, 1993).

Devido a presenca de grupamentos carregados, o 4cido glucurdnico e o
piruvato, a xantana apresenta-se como um polieletrdlito. A estrutura secunddria da
goma xantana em solucdo aquosa apresenta uma temperatura de transicdo
conformacional (“melting point temperature”- T,;,), onde as cadeias laterais dobram-se
e associam-se a cadeia principal por meio de ligacdes ndo-covalentes, em baixas
temperaturas, para uma estrutura desordenada, onde as cadeias laterais projetam-se
para fora da cadeia principal. Esta transicdo € dependente da forga idnica da solucao,
da natureza do eletrélito (MORRIS, 1977; NORTON et al., 1984), do pH (MILAS;
RINAUDO, 1981) e da massa molecular.

Hidrogel de xantana-galactomanana (X:G) de bracatinga foi investigada pelo
grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais da UFPR (BRESOLIN et al., 1997). A
mistura aquosa X:G 3:1, 2 g/L apresentou um acréscimo de 32% na viscosidade
quando comparado ao valor tedrico considerando auséncia de interacdo, apesar do
elevado conteudo de galactose da galactomanana. Os resultados mostraram também a
formagdo de uma estrutura na forma de gel com a presenca de histerese durante a
variacdo da velocidade de cisalhamento sendo que a interacdo mais forte foi obtida

em sistemas de menor forga idnica.
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FIGURA 7 - ESTRUTURA GENERICA DA XANTANA
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Unidades de: glucose nao-substituida (a), glucose substituida (b), manose interna com substituinte
acetato (c), acido glucurénico (d) e manose externa com substituicao por grupo piruvato (e).

FONTE: ROSALAM, S.; ENGLAND, R. Review of xanthan gum production from unmodified
starches by Xanthomonas campestris sp. Enzyme and Microbial Technology, 2006.

Estes hidrogéis também foram utilizados como matriz na libera¢ao controlada de
farmacos. A cinética de liberac¢do do diclofenaco de sddio e teofilina em sistemas X:G
na forma de comprimidos e cépsulas foram avaliados (UGHINI er al., 2004;
VENDRUSCOLLO et al., 2005). Os resultados demonstraram que o mecanismo de
liberacdo € na forma de difusdo e relaxamento e que estes processos variam de acordo
com a composicao da matriz X:G.

Estudos utilizando fibras de acido-L-poli-lactico (PLLA) (EBERHART et al.
2003; SU; EBERHART, 2003; NGUYEN et al. 2004) incorporadas com hidrogel
X:G de bracatinga, foram utilizados com a finalidade de avaliar a melhora da cinética
de liberacdo de adenovirus recombinante, biologicamente ativo em adenocarcinoma

pancreatico, in vitro e in vivo (BECK et al., 2004). A utilizacdo de matriz xantana-
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galactomanana permitiu uma maior eficiéncia na transfec¢ao pelo aumento do tempo
de exposicao no tecido, bem como levando a um decréscimo na concentragdo viral

local.
1.5. REOLOGIA

As propriedades geleificantes e viscosantes dos polissacarideos soliveis em
dgua sdo largamente aplicadas na industria. Porém, para a otimizacdo do seu emprego
industrial tornou-se necessério desenvolver métodos que permitissem prever a relacao
entre a estrutura e a funcao destes polimeros através do conhecimento da conformacao
adotada pelos mesmos. Entre os métodos fisico-quimicos mais utilizados nesta
avaliacdo estdo as técnicas reoldgicas (KRUMEL; SARKAR, 1975).

Neste trabalho a reologia do sistema xantana-galactomanana foi analisado a
fim de avaliar as possiveis interacdes entre os polissacarideos e o dcido ascorbico.

Reologia é a ciéncia da deformacdo e comportamento de fluxo da matéria, e
estd relacionada com a tensdo que age sobre um corpo e a resultante deformacao
causada.

Hoje se entende que tal resisténcia, chamada de fric¢io interna ou viscosidade

€ uma medida de resisténcia de um fluido ao fluxo. Dessa forma, o liquido seria a
substancia que muda continuamente de forma (flui), independente da magnitude da
tensao aplicada (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989).

O postulado de Newton introduziu o conceito de viscosidade em que a tensao

de cisalhamento (o) foi relacionada a taxa de cisalhamento (y-), através da equagao:

c=n.%,

Entdo, a viscosidade (1) é dada por:

n=oc/vy,
onde:

o = forca aplicada sobre uma drea = N/m” ou Pa
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y = velocidade relativa das camadas liquidas dividida pela distancia entre elas = s™

No sistema corrente (SI) a unidade utilizada de viscosidade é pascal.segundo,
cujo simbolo € Pa.s, sendo anteriormente utilizado no sistema CGS o poise
(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989).

O conceito de liquido ideal ou Newtoniano € relativamente pouco aplicado,
uma vez que a vasta maioria das solu¢des apresenta comportamento nao Newtoniano,
onde a viscosidade ndo € apenas uma constante da relacdo tensdo de cisalhamento e
taxa de cisalhamento, mas é uma fung¢do das mesmas (BARNES; HUTTON;
WALTERS, 1989).

Dentre os comportamentos liquidos ndo Newtonianos, podemos citar a

pseudoplasticidade, a dilatancia e o cardter plastico (Figura 8).

FIGURA 8 — PERFIL DE VISCOSIDADE DE FLUIDOS
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Perfil de viscosidade de fluidos com comportamento newtoniano (quadrados), pseudopldstico
(circulos) e dilatante (triangulo).

FONTE: SCHRAMM, G. Medidas do comportamento eldstico de fluidos viscoeldsticos. In:

Schramm, G. Reologia e reometria - Fundamentos tedricos e praticos, Sdo Paulo. Artliber
Ed.Artliber, p.115, 2006.

Pseudoplasticidade € o comportamento no qual, a partir de determinada taxa de
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cisalhamento, ocorre uma diminui¢do abrupta da viscosidade, devido ao inicio da
orientacdo molecular ao fluxo até que as moléculas apresentem um deslizamento entre
si, gerando uma regido de viscosidade constante. A regido em que se tem diminui¢do
da viscosidade com a tensdo de cisalhamento aplicada € denominada de “lei de
poténcias” e € definida pela equacdo:

6=nY

Dilatancia € o cardter em que pode ser observado, nos perfis de viscosidade,
um aumento da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, sendo neste caso
caracterizado como o inverso da pseudoplasticidade.

A determinacdo das propriedades eldsticas de um fluido, sem negligenciar as
propriedades viscosas, permite a diferenciacdo das interagdes moleculares deste fluido
e direciona estudos para a modificacdo da estrutura adequando-as as exigéncias de
uso. Para a maioria dos polimeros termoplésticos os dtomos de carbono formam a
cadeia principal com ligacdes que conferem a cadeia uma forma de ziguezague. Estas
moléculas apresentam-se num estado de energia (entropia) minima. Uma deformacao
alonga a molécula, ou pelo menos segmentos desta, na dire¢cdo da forga aplicada. O
estiramento aumenta os angulos de ligacdo e a energia de estado das moléculas.
Quando a forca de deformacdo é removida, essas tentam relaxar, isto é, retornar a
conformacdo inicial e ao estado de menor energia (SCHRAMM, 2006).

Estas moléculas de cadeia longa ndo atuam sozinhas em um espago vazio: o
que ocorre na realidade é que milhdes de moléculas similares se entrelacam,
produzindo uma acdo intermolecular. Algumas jungcdes ndo permanentes sao
formadas nos pontos de entrelacamento, formando uma rede extensa de cadeias que
possuem segmentos moleculares como conectores. Se o fluido for repentinamente
submetido a altas forcas de cisalhamento, demonstra inicialmente uma resisténcia,
como a de um soélido, contrario a deformagdo. Na segunda fase, os segmentos
conectores irdo deformar-se elasticamente e finalmente as moléculas comecgardo a

desembaracar e a fluir de forma irreversivel uma sobre as outras na direcdao da forca

cisalhante (SCHRAMM, 2006).
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Este modelo de polimero liquido torna compreensivel a sua resposta viscosa e
eldstica e também introduz o fator tempo, na qual inicialmente a resposta € mais
dependente da elasticidade e posteriormente mais dependente da viscosidade. Um
outro fendmeno também merece ser mencionado: se pequenas forcas sao aplicadas, as
moléculas t€m bastante tempo para se arrastar para fora do seu entrelacamento e fluir
lentamente. As moléculas e seus segmentos podem manter seus estados de energia
minima porque qualquer deformacdo de segmentos “mola” pode ser relaxada
simultaneamente com o fluxo geral de massa. Em taxas de deformacdo lentas, os
polimeros liquidos mostram um fluxo com comportamento predominantemente
Viscoso e, por isso, a elasticidade normalmente ndo se torna aparente. Em altas taxas
de deformacgdo, uma grande parte de energia de deformagdo é absorvida por uma
deformacao eldstica intramolecular e intermolecular, enquanto que a massa nio tem
tempo suficiente para fluir como fluido viscoso. Juntamente com a deformacgdo
eléstica, parte da energia de deformacao € armazenada e, durante a fase de relaxacao,
ela é recuperada. Isso retrai parcialmente as moléculas e conduz a ocorréncia de um
microfluxo na direcao oposta ao fluxo original (SCHRAMM, 2006).

Dentro dos marcos histéricos dos compostos sélidos, tem-se que em 1678,
Robert Hooke desenvolveu a “Verdadeira Teoria da Elasticidade”, onde propds que
para um soélido perfeitamente elédstico, a tensdo e deformagdo sdao diretamente
proporcionais, ou seja, se aplicarmos uma tensao em uma mola, ela serd estendida em
um determinado valor x. Se aplicarmos o dobro da tensdo a sua extensdo sera 2x,
sendo essa a premissa bdsica da teoria da elasticidade classica (BARNES; HUTTON;
WALTERS, 1989).

Sabe-se que a vasta maioria das substincias apresenta um comportamento
intermedidrio entre as respostas de um sélido Hookeano e o comportamento de um
liquido Newtoniano. Para um so6lido Hookeano a tensdo aplicada a uma superficie
resulta em uma deformacio instantinea. Nao hd movimento durante a deformacao,
mas a deformacdo persiste enquanto lhe for aplicada a tensdo e, por defini¢do, um
s6lido ndo sofre modificacdes continuas na sua forma para uma mesma tensio

aplicada (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; LAPASIN; PRICL, 1995). Estes
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sOlidos apresentam uma deformag¢do maxima, quando a tensdo for mdxima, ou seja,
tensdo e deformacio estdo em fase (diferenca de dngulo entre tensdo e deformacgdo de
0°) (REES, 1969).

Para um liquido Newtoniano a tensdo ndo é proporcional a deformacao (fora de
fase 90°), e sim proporcional a velocidade de cisalhamento. Desta forma, tensdo e
deformacao estdo fora de fase para um liquido perfeito, mas a tensdo estd em fase com
a velocidade de cisalhamento (REES, 1969).

Para sistemas que apresentam um comportamento intermedidrio entre sélido e
liquido, a medida do angulo de fase entre tensdo e deformacdo fornecem uma
estimativa do grau do comportamento sélido e liquido, quantificados através do
moédulo de cisalhamento dindmico eldstico ou de armazenamento G’ e mdédulo de

perda ou de viscosidade G” (REES, 1969; RAO, 1992).

1.5.1. Medi¢ao da Viscoelasticidade

Considerando as técnicas reoldgicas pode ser realizado o teste de Fluéncia
(creep) e Recuperagdo (recovery) e a andlise em sistemas viscoeldsticos lineares, em
que uma tensdo oscilatéria é aplicada a amostra e a resisténcia a deformacio é
medida, e mostra-se independente da mesma.

O teste de Fluéncia (creep) e Recuperacdao (recovery) € um teste de
viscoelasticidade que permite diferenciar, de forma bastante satisfatéria, as respostas
elasticas das respostas viscosas. De forma diferente das medicdes de for¢ca normal,
que mostram a dependéncia entre a taxa de cisalhamento e a viscosidade ou a
elasticidade, o ensaio de fluéncia e recuperagdo introduz um parametro adicional de
tempo de resposta (dependente da tens@o) para o comportamento eldstico e viscoso de
solidos e de fluidos (SCHRAMM, 2006).

Em sistemas de tensdo oscilatoria pode-se observar uma independéncia do
moédulo de cisalhamento complexo (G*), que representa a resisténcia total a
deformacgdo do sistema em andlise, da tensdo aplicada ou da deformagdo. Geralmente
assumem-se como ideais deformacgdes abaixo de 10% (NAE, 1993).

Na Varredura de Freqiiéncia o estudo mais apurado dos diferentes sistemas €
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baseado na dependéncia do G’e G” em funcdo da freqiiéncia. Para géis verdadeiros o
G’ € muito maior que o G” e ambos mostram pequena dependéncia da freqiiéncia
(REES, 1969; KAVANAGH; ROSS-MURPHY, 1998).

Em altas freqiiéncias de oscilagdo, solucdes concentradas de polimeros
desordenados apresentam comportamento semelhante ao de géis, entretanto, em
baixas freqiiéncias o G” torna-se predominante, isso ocorre devido a0 emaranhamento
das cadeias gerando uma rede estrutural transiente. A principal resposta quando
deformacdes sdo lentamente aplicadas, é uma reorganizagcdo da rede. Quando a escala
de deformacio é relativamente alta (altas freqii€ncias) em relacdo a reorganizacao
molecular, o efeito predominante € a distor¢cao da rede, com recuperacao substancial
da estrutura original perdida. Assim, em altas freqiiéncias, o principal efeito € a
distor¢do de cadeias individuais, e 0 G’e G” tornam-se praticamente iguais, conforme
pode ser observado na Figura 8 (LAPASIN; PRICL, 1995, KAVANAGH; ROSS-
MURPHY, 1998).

Para solugdes poliméricas o G’ e G” tendem a zero quando a velocidade
angular (o) ou a freqiiéncia (f) tendem a zero. Por outro lado, sistemas estruturais
fracos apresentam dependéncia da velocidade angular ou freqiiéncia, com tendéncia a
formagdo de um platd em baixas frequéncias e apresentam grande dependéncia da
freqliéncia. J4 em géis fortes o G’ e G” sdo independentes da freqiiéncia, ou seja,
consistem de duas linhas horizontais, onde o G’ € tipicamente de 1 a 2 vezes maior
que o G”, e com discreto aumento em altas freqiiéncias, entretanto o coeficiente
angular para o G’ € igual a zero (perfis estdo demonstrados na figura 9)( LAPASIN;

PRICL, 1995)
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FIGURA 9 - FREQUENCIA DE OSCILACAO EM FUNCAO DE MODULO
ELASTICO (G’) E MODULO VISCOSO (G”)
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Freqiiéncia de oscilacdo em fungdo de G’ (tracejado largo), G” (pontilhado) e n* (traco) para: (a) gel
forte; (b) gel fraco; (c) solucdo viscosa.

FONTE: MORRIS, E.R. Rheology of hydrocolloids. In: G. O. PHILLIPS; D.J. WEDLOCK;
P.A.WILLIAMS. Gums and Stabilizers for the Food Industry, v.2, Oxford: Pergamon Press, p.57,
1984.

Na figura 10 estd demonstrada uma varredura de freqiiéncia de géis de xantana
0,5% que revelam diferencas viscoeladsticas com adi¢ao de diferentes cations. Ao
analisar as propriedades fisicas das solucdes de xantana em baixas amplitudes
oscilatdrias, o modulo eldstico (G’) € predominante em relacio ao moédulo viscoso
(G”) e ambos apresentam pequena dependéncia da freqiiéncia, sendo este
comportamento caracteristico de gel. Portanto as solu¢des de xantana possuem uma
estrutura semelhante a gel e com adi¢do de fons sddio, célcio e férricos a forca do gel

e a rigidez sdo aumentados conforme demonstrado pelos mddulos eldsticos (MA;
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BARBOSA-CANOVAS, 1997).

FIGURA 10 — VARREDURA DE FREQUENCIA DE GEIS DE XANTANA COM

ADICAO DE CATIONS
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Efeitos da adi¢do de cdtions nas varreduras de freqiiéncia de goma xantana 0,5%. ¢ = G’ — Fe:
moddulo eldstico de gel de xantana na presencga de fons férricos. A= G” — Ca: mddulo eldstico de gel de
xantana na presenca de fons cdlcio. @ = G’ — Na: médulo elastico de gel de xantana na presenca de
fons s6dio. m = G’ — sem fons: mddulo eldstico de gel de xantana sem adic@o de fons. Figuras abertas
representam o modulo viscoso dos respectivos géis.

FONTE: MA, L.; BARBOSA-CANOVAS, G.V. Viscoelastic properties of xanthan gels interacting
with cations. Journal of Food Science, v.62, p. 1124, 1997.

Foi investigada a influéncia de trés diferentes géis poliméricos, poli
quaterndrio-7, poli quaternédrio-11 e goma acacia, na microestrutura de emulsdes
preparadas com surfactante nao-idnico, alcool ceto-estearilico com 12 moles de
etoxilacdo juntamente com d&lcool cetilico, usando técnicas reoldgicas oscilatorias.
Estas andlises demonstraram que as emulsdes contendo polimeros catidnicos
quaterndrios apresentam uma estrutura mais fragil que a emulsdo controle (figura 11),

em contraste, a emulsdo contendo goma acacia permaneceu semi-solida apresentando
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propriedades elasticas similares a emulsdo controle, contudo em espectros
calorimétricos foi observado que ha interagdes com excipientes da emulsdo e em
andlises reoldgicas de rampa de tensdo a estrutura desta emulsdo demonstrou maior
forca e ruptura da emulsdo em valores de tensdo mais altos, comparando com a
emulsdo controle e as emulsdes obtidas com a adi¢do de poli quaternarios (RIBEIRO,

H.M.; MORALIS, J.A.; ECCLESTON, G.M.; 2004).

FIGURA 11 — VARREDURA DE FREQUENCIA DE EMULSOES POLIMERICAS
CONTENDO GOMA ACACIA E POLIQUATERNARIOS
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Varredura de frequéncia de emulsdes contendo gel de polimeros (10%). m = G’ — emulsdo contendo
gel de goma acacia. A = G’ — emulsdo contendo gel de poli quaterndrio 7. x = G’ — emulsdo contendo
gel de poli quaterndrio 11. ¢ = G’ — emulsao controle onde o gel de polimeros foi substituido por dgua
deionizada.

FONTE: RIBEIRO, H.M.; MORAIS, J.A.; ECCLESTON, G.M. Structure and rheology of semisolid
o/w creams containing cetyl alcohol/non-ionic surfactant mixed emulsifier and different polymers.
International Journal of Cosmetic Science, v.26, p.47, 2004.
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o comportamento de géis constituidos por misturas bindrias de

polissacarideos visando a estabilizacio da vitamina C.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 - Obter e purificar galactomananas.

2.2.2 - Desenvolver método analitico de quantificagdo do 4cido ascorbico nas
formulagoes.

2.2.3 - Desenvolver géis bindrios (galactomananas: xantana) contendo ascorbil
fosfato de sodio e dcido ascorbico.

2.2.4 — Analisar propriedades reoldgicas dos géis bindrios sem e com adi¢do de
acido ascorbico ou seu derivado.

2.2.5 - Avaliar a estabilidade do 4cido ascérbico nos hidrogéis.

2.2.6 - Analisar a permeacao do 4cido ascorbico a partir dos hidrogéis binérios

in vitro.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. MATERIAL

As sementes de Mimosa scabrella (Bracatinga) foram fornecidas pelo Instituto
Ambiental do Parand (IAP), provenientes de povoamentos naturais da regido de
Bocaituva do Sul, tendo sido colhidas em dezembro de 1997.

A amostra de galactomanana guar G4129 foi obtida comercialmente da Sigma-
Aldrich. As amostras de goma xantana FFA - Merck , acido ascorbico - Sigma-
Aldrich, ascorbil fosfato de sédio - Sigma-Aldrich, Sensiva, dlcool benzilico e
propilenoglicol foram adquiridas através do convénio: FUNPAR-UFPR/O Boticério
Franchising S.A. 255-06.

3.2. OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS DE Mimosa scabrella

As sementes de Mimosa scabrella foram moidas em moinho Wiley utilizando-
se peneiras de 2 e Imm sucessivamente. Ao material moido (70g) foi adicionado
400mL de agua destilada fervente para inativagdo enzimdtica do material e mantido
por 10min sob agitacdo exaustiva. A dispersdo foi resfriada a 25°C com adicdo de
600mL dgua destilada gelada. A extragdo aquosa da galactomanana foi misturada por
1h sob agitagdo mecanica constante, em seguida o material foi centrifugado a
12.000rpm por 30 min, o processo foi repetido mais duas vezes a 10.000rpm, para a
retirada dos residuos da semente. O sobrenadante foi filtrado sob pressdo (2kgf/cm?)
por membranas de nitrato de celulose de porosidade de 8 e 3um. O filtrado foi
submetido a precipitacdo com um volume de etanol 96% sob agitacdo constante e o
precipitado resultante foi separado da mistura etandlica por centrifugacdo e lavado
com concentracdes crescentes de etanol (70-98% v/v) sob agitacdo constante por
10min, centrifugado a 10.000rpm por 30 min em seguida o polissacarideo foi seco em

estufa a vacuo, a 25°C por 24h.
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3.3. ANALISE DOS POLISSACARIDEOS

3.3.1. Determinacao de Acucar Total

O conteido de carboidrato das amostras de galactomananas (nativas e
comerciais) foi determinado pelo método de DUBOIS et al.(1956), utilizando-se uma
mistura de padrées de D-manose e D-galactose(Sigma) na mesma proporcdo da
relacdo Man:Gal da galactomanana em estudo. A curva-padrdo foi construida com
cinco concentragdes (20-100ug/mL) e os valores de absorbancia foram lidos em

espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys, no comprimento de onda de 490nm.

3.3.2. Determinacdo de Proteinas

A quantificacdo de proteinas presente nas amostras de polissacarideos foi
determinada através do método de Bradford modificado (KRESZE, 1983), usando
soro albumina bovina (Sigma) como padriao de referéncia e sensibilidade do método
(10-100pg/mL). A leitura foi realizada a 650nm em espectrofotdmetro Spectronic 20

Genesys. As amostras e a curva-padrao foram medidas em triplicata.

3.3.3. Determinacdo da Composi¢cdo Monossacaridica

As galactomananas foram hidrolisadas com &cido trifluoracético 1M por 4h,
em estufa, em tubos hermeticamente fechados (ADAMS, 1965; BIERMAN, 1989). O
hidrolisado foi evaporado em vidro de reldgio, na capela. Os produtos resultantes
foram ressuspensos em 4gua e reduzidos com boroidreto de soédio (NaBH,)
(WOLFROM; THOMPSON, 1963), em temperatura ambiente, por 6h. O excesso do
agente redutor foi decomposto e os cations Na* foram removidos pela adi¢do de resina
catidnica Lewatit S-100 (resina trocadora de cdtions na forma dcida que forma H)
seguida por filtracdo e secagem em evaporador rotatério. Em seguida, o dcido boérico
formado foi removido pela adi¢do de metanol formando borato de tetrametila, que é
destilado com o excesso de metanol. Os alditdis resultantes foram acetilados
(WOLFROM; THOMPSON, 1963) pela adicdo de uma mistura de piridina:anidrido

acético (1:1 v/v), por 16h. O processo de esterificacao foi interrompido pela adi¢ao de
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gelo moido e a piridina residual retirada pela adi¢ao de sulfato de cobre e os acetatos
de aldit6is extraidos com cloroférmio.

Os produtos foram analisados por cromatografia liquida-gasosa (GLC), num
cromatégrafo Hewlett Packard 5890 Series II, com detector de ionizacdo de chama
(FID), utilizando-se nitrogénio como gés de arraste, com fluxo de 2,0mL/min, coluna
capilar (0,25mm x 30m), modelo DB-225, com espessura de filme de 0,25um a
220°C, com detector e injetor a 250°C.

3.3.4. Determinacdo da Homogeneidade por Cromatografia de Exclusdo
Estérica de Alta Performance (HPSEC)

As amostras foram solubilizadas numa concentracdo de Img/mL em solugdo
de NaNO, 0,1M contendo 0,02% NaNj; e filtradas através de membranas de acetato de
celulose de 0,2um. As andlises foram efetuadas em um cromatégrafo de exclusdo
estérica de alta performance (HPSEC), contendo quatro colunas Ultrahydrogel em
série, com limites de exclusao de 7.106, 4.105, 8.10% e 5.103, equipado com detector de
indice de refracao diferencial WATERS modelo 2410 e detector de espalhamento de
luz em multidngulos (MALLS) modelo DAWN DSP-WYATT TECHNOLOGY com
18 canais. O eluente utilizado foi uma solu¢do de NaNO, 0,1M contendo 0,02%
NaN3;, com fluxo de 0,6mL/min, a 25°C, monitorado através de bomba peristaltica

WATERS 515.

3.4. PREPARO DOS HIDROGEIS BINARIOS GALACTOMANANAS :
XANTANA

Foram preparados sistemas de goma xantana e galactomanana dispersos em
agua destilada. As solugdes de polissacarideos foram preparadas na concentracdo de
12g/L, na propor¢do de 1:1. A solubilizacdo foi feita por 14 horas a temperatura
ambiente sob agitacio magnética, estas solugdes foram misturadas entre si a
temperatura ambiente, de forma que a dispersdo resultante permaneceu com 12g/L. de

polissacarideo, sendo 6g/L. de xantana e 6g/L. de galactomanana.
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A inclusio de 10% do ascorbil fosfato de sédio (AF) (m/m) foi feita
manualmente seguida de homogeneizagdo por agitagdo magnética por 15 min, de
forma que a concentracdo final de polissacarideos foi de 11g/L em 100g de gel. Os
géis obtidos foram:

o Xantana:Galactomanana de guar (X:GG/H,O) e com adicio de AF
(X:GG/ H,O+AF).

Os hidrogéis bindrios dos polissacarideos de goma xantana e galactomanana de
bracatinga foram preparados conforme o protocolo descrito para os hidrogéis
comerciais:

. Xantana:Galactomanana de bracatinga (X:GB/H,0) e com adi¢do de AF
(X:GB/H,0 +AF).

Para evitar que a inclusdo de acido ascorbico (AA) nos hidrogéis resulta-se em
queda de pH, foram investigados tampdes com uma ampla faixa de tamponamento, tal
como o tampao citrato-fosfato e tampao Soerensen.

Os hidrogéis foram obtidos usando tampao Soerensen de potdssio (KP) 0,3M
pH 8,0 onde os polissacarideos foram dissolvidos numa concentragdo 16,6g/L, na
proporcao de 1:1. O preparo destes hidrogéis seguiu o0 mesmo protocolo adotado no
preparo do sistema em &dgua acrescido de 25% de propilenoglicol (v/v), 0,5% de
alcool benzilico e 0,6% de sensiva (etilhexil-glicerina) (m/m), de forma que a
concentracdo final de polissacarideos foi de 11,5g/L. em 100g de gel.

° Xantana:Galactomanana de guar (X:GQG);

° Xantana:Galactomanana de bracatinga (X:GB).

A inclusdo de 5% do acido ascoérbico (m/m) foi feita manualmente seguida de

homogeneizacao por agitacio magnética por 15min. Os hidrogéis obtidos foram:

o Xantana:Galactomanana de guar com adi¢cdo de 4cido ascorbico
(X:GG+AA);

o Xantana:Galactomanana de bracatinga com adicdo de acido ascorbico
(X:GB+AA).

A composi¢ao destes géis estd resumida na tabela 1:
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TABELA 1 — COMPOSICAO DOS HIDROGEIS BINARIOS DESENVOLVIDOS
USANDO GALACTOMANANAS COMERCIAL E NATIVA

H,0O* AF | KP0,3M pH8® | Propilenoglicol | Conservantes | AA
(g polissacarideos| (g) | (g polissacarideos) (mL) (2) (2)
0,6 xantana
X:GGHZO - _ _ )
0,6 guar
0,6 xantana
X:GGpo+AF 10,0 - ] _ ]
0,6 guar
0,6 xantana
X:GBHZO - _ _ _ )
0,6 bracatinga
0,6 xantana
X:GBH20+AF 1 0’0 - _ _ )
0,6 bracatinga
0,6 xantana
X:GG - - 25’0 1’1 )
0,6 guar
0,6 xantana
X:GG+AA - - ’ 5.0
0,6 guar 25,0 1,1
0,6 xantana
X:GB - - ’ ,
0,6 bracatinga 25,0 1,1
0,6 xantana
X:GB+AA - - 25.0 1 5.0

0,6 bracatinga

* os polissacarideos sdo dissolvidos em 90mL de H,O deionizada;
® os polissacarideos sio dissolvidos em q.s.p. 75mL de Tampio fosfato de potdssio 0,3M pH 8 .

3.5. METODOS REOLOGICOS

As andlises reoldgicas foram realizadas em redmetro oscilatério HAAKE RS75

Rheostress acoplado a um banho termostatizado HAAKE K15 e termocirculador de

dgua DC5B3, utilizando sistema Peltier como controle de temperatura a 20°C, o

sensor utilizado foi cone-placa (C60/2° Ti). Antecedendo as andlises reoldgicas foi

efetuada uma determinagdo da inércia do aparelho com o sensor a ser utilizado em

posi¢do, a fim de descontar os valores das forcas centrifuga e centripeta geradas

durante os experimentos. A tensdo utilizada nas varreduras de freqiiéncia (0,01 —

10Hz) € referente a regido viscoeldstica linear, sendo a deformagao medida de 1 a 2%.

As andlises foram realizadas em triplicata.
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3.6. DESENVOLVIMENTO DO METODO DE QUANTIFICACAO DO
ACIDO ASCORBICO NOS GEIS

As condigdes de estabilidade quimica e de andlise do AA foram realizadas
através de varredura de absor¢do numa faixa de A 190 a 390nm em espectrofotometro
de UV. Foram preparadas solu¢des de: 30ug/mL AA, solubilizada em tampao KP
2mM pH 3,5; 30ug/mL AA solubilizada em meio ndo tamponado e adi¢do de 200uL.
de solu¢do 500ppm Cu,SO, e solucdo de 4cido oxdlico solubilizada em 4gua.

As solucdes dos hidrogéis binarios X:GG e X:GB, de propilenoglicol, de
alcool benzilico e etilhexil-glicerina em tampao KP 2mM pH 3,5, na concentracao em
que se encontram no produto final, também foram submetidas a uma varredura de
absorcdo em UV.

Os experimentos de quantificacdo do AA foram realizados em cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (HPLC) SHIMADZU, sendo utilizada coluna analitica de
fase reversa Supelcosil TM LC-18 5-8298 25cm x 4,6mm, Sum, o fluxo de
1,0mL/min foi controlado por bomba peristdltica LC-10AD e a elui¢do foi monitorada
por detector de UV SPD-10A a 220 e 255nm, numa temperatura de 20°C (CHANG;
CHANG, 2003). Também foram realizadas elui¢cdes monitoradas por um detector
eletroquimico coulochem III-ESA, equipado por uma célula guarda 5020 e uma célula
analitica, modelo 5011-A, operando em -200mV e 300mV, numa temperatura de
30°C (LYKKESFELDT; LOFT; POULSEN, 1995).

A solucdo de AA foi avaliada quantitativamente, solubilizando em tampao KP
2mM pH 3,5 e a solu¢do submetida a borbulhamento de N, por 3 min. A
quantificacdo do AA foi efetuada ap6s a obtengdo de gréficos de calibracdo, com R* =
0,9999 numa faixa de sensibilidade de 1- 50pg/mL e a equagdo da reta y = 133316.x.

Para a andlise do AA presente no hidrogel bindrio foi extraido por meio de
diluicdes de 0,5g hidrogel contendo AA em 100mL tampao KP 2mM pH 3.5, apds
homogeneizacao nova dilui¢do na propor¢ao de 0,2mL solu¢do em 1,0mL tampao KP
2mM pH 3,5 e filtrado por membrana de nitrato de celulose de 0,22um. As solucdes

foram injetadas diretamente no sistema cromatografico usando como eluente
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metanol:tampao KP 2mM pH 3,5 (70:30) v/v (AUSTRIA; SEMENZATO;
BETTERO, 1997). As dilui¢des de cada hidrogel foram realizadas em triplicata.

3.7. TESTE DE ESTABILIDADE

Os hidrogéis bindrios de xantana:galactomanana de guar e bracatinga,
acrescidos de 25% de propilenoglicol, 0,5% dlcool benzilico e 0,6% etilhexil-
glicerina, foram submetidos a avaliacdo da estabilidade do AA e do comportamento
reoldgico do gel. Foram acondicionados em frascos de vidro ambar com tampa de
rosca bem vedada durante 12 semanas, mantidas a temperatura ambiente e a 45°C.

Os frascos foram dispostos em estufa bacterioldgica com temperatura regulada
em 45°C e sobre prateleiras no laboratorio a luz ambiente e temperatura ambiente,
sendo as temperaturas maximas e minimas registradas no periodo. A cada semana foi
analisado o pH e avaliada a estabilidade do AA pela sua quantificagao por HPLC.

O pH dos géis bindrios foi monitorado em pHmetro Quimis Q-400A e suas
caracteristicas organolépticas foram observadas.

O comportamento reoldgico foi avaliado quinzenalmente. Este protocolo foi
realizado para o gel de X:GB sem e com adi¢do de 5% AA e X:GG sem e com adi¢do
de 5% AA.

No tempo zero a estabilidade do AA foi analisada por HPLC extraindo o AA
do hidrogel binario por meio de dilui¢des de 0,5g hidrogel contendo AA em 100mL
tampao KP 2mM pH 3,5 com 10% de Tetrahidrofurano (THF), apés homogeneizacao
nova diluicdo na propor¢ao de 0,2mL solu¢dao em 1,0mL tampao KP 2mM pH 3,5 e
filtrado por membrana de nitrato de celulose de 0,22um. As solucdes foram injetadas
diretamente no sistema cromatogrifico usando como fase mével metanol:tampao KP

2mM pH 3,5 (70:30) v/v. As dilui¢des de cada hidrogel foram realizadas em triplicata.
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3.8. ANALISE DE PERMEACAO IN VITRO

Os testes de liberagcdo in vitro de AA foram realizados utilizando células de
difusdo de Franz disponibilizado pela empresa ‘O Boticario’. O equipamento possui
seis células que consistem de dois compartimentos, um doador e outro receptor
(volume de 6,5mL), os quais foram separados por uma membrana sendo que foi usada
uma membrana de poli L-acido latico (PLLA). O experimento foi realizado com
oclusdo do sistema por meio de um disco de vidro colocado sobre o hidrogel.

O compartimento doador contém o hidrogel X:G e o compartimento receptor
foi preenchido pela solucdo tampao fosfato de potdssio 2mM com ajuste do pH de
acordo com o objetivo do experimento, pH 3,5 (objetivando a estabilidade do AA) ou
pH 7.4 (mimetizando condig¢des fisioldgicas da pele). A solu¢do do meio receptor foi
homogeneizada para assegurar a uniformidade de difusdo e a concentragdo por meio
de agitacdo magnética, a temperatura foi controlada durante o experimento por um
banho termostatizado a 20 ou 32°C de acordo com o objetivo do experimento.

As amostragens foram feitas em tempos pré-determinados: 0, 1, 2, 3, 4, 7 e 24
horas, onde uma aliquota de 1,5mL foi coletada em vials recobertos por papel
aluminio e logo apds a amostragem foram gaseificadas com N,. Estas aliquotas foram
analisadas por HPLC nas mesmas condi¢oes de fluxo e fase mdvel citados no topico
3.6. As aliquotas retiradas pelo sistema sdo automaticamente repostas no

compartimento receptor.

3.8.1. Membranas de Poli L-Acido Latico

Uma solugdo a 1% de Poli L-acido latico (PLLA) foi preparada dissolvendo
resina de PLLLA em cloroférmio em frasco bem vedado sob agitacdo. Esta solucao foi
usada para obterem-se membranas de PLLA em placas de Petri, apds a evaporagdo do

solvente foram obtidos filmes de PLLA de espessura de no miximo 0,01lmm

(NGUYEN et al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O estudo da composicdao e estrutura quimica de carboidratos de espécies
vegetais nativas vem sendo desenvolvido no Laboratério de Quimica de Carboidratos
Vegetais da Universidade Federal do Parand hd mais de trinta anos. Dentre os
polissacarideos estudados destacam-se as galactomananas, que estdo presentes no
endosperma das sementes com fungdo estrutural e de reserva.

As galactomananas obtidas através de sementes de Mimosa scabrella
(bracatinga) ja foram estudadas previamente quanto a sua estrutura quimica, aplica¢do
e propriedades reoldgicas (GANTER, 1988; GANTER, 1991, GANTER et al., 1992,
1993, 1995, 1997; GANTER; REICHER, 1999; LUCYSZYN, 1994; SUGUI, 1994;
CARDOSO, 1995; BRESOLIN et al., 1996, 1997 e 1998).

Estes polissacarideos apresentam rendimentos de aproximadamente 30% (p/p),
comparaveis aos das galactomananas produzidas comercialmente, e podem servir
como fontes alternativas para a substituicdo de galactomananas comerciais, que sao
importadas. O sistema galactomanana-xantana € um dos mais interessantes, uma vez
que nenhum dos componentes isolados & capaz de formar gel. A importancia
industrial destas interacdes leva ao fato que galactomananas apresentam menor custo
comparado a outros polissacarideos tais como carragenana, agar, xantana, etc,
resultam géis com propriedades especificas e podem ser preparados com uma mistura
de galactomanana e menor quantidade de outros polissacarideos com vantagens para
aplicacdes especificas (DEA; MORRISON, 1975).

Pelo fato do acido ascorbico ser um componente importante para muitas
funcgdes fisioldgicas também na pele, como na promoc¢do da biossintese do coldgeno
(LUPO, 2001), sistema de géis bindrios compostos pela galactomanana de bracatinga
e a xantana foram utilizados como matriz, com a finalidade de analisar a estabilidade

do acido ascorbico.

4.1.0BTENCAO DOS POLISSACARIDEOS

4.1.1. Obtencdo e purificacdo da galactomanana de bracatinga

A galactomanana de bracatinga foi extraida, separada e purificada conforme o
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fluxograma abaixo (Figura 12):

FIGURA 12 — FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DE GALACTOMANANA DE
BRACATINGA

Sementes moidas Inativacdo enzimadtica
10min, H,O fervente

Extracdo aquosa
30°C - 1h

Centrifugagio
3 x 30min 12000rpm

Sobrenadante

Filtragdo — memb 8 — 3um

Precipitacao
Etanol 50% (v/v)

Precipitado

Lavagens
Etanol 70 — 99,7%

Galactomanana

Na obtencdo de polissacarideos a partir de fontes vegetais € necessdria a
adocdo de certas precaugdes no sentido de preservar sua estrutura primdria e
secundaria. A deteccdo de agregados (segmentos emaranhados) em biopolimeros tem
sido publicada (LIN; LEE; SCHURR, 1978; NISHINARI; TAKAHASHI, 2003;
FREITAS, 2003; LI et al., 2006). Tais estruturas influenciam nas propriedades
reolégicas dos polimeros com implicacdes importantes em suas aplicagdes
biotecnoldgicas (AKIYOSHI et al., 1993; BONACUCINA et al., 2006).

Com o objetivo de obter galactomanana que apresente qualidade adequada sob

o ponto de vista fisico-quimico, como dissolucdo em solventes aquosos € minimizar a
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presenca de estruturas agregadas, realizou-se um processo de filtracao e solubilizacdo
do polissacarideo antes de proceder sua separacdo do meio pela adi¢do de etanol. A
proporcao de etanol utilizado também foi importante. Utilizou-se a propor¢do de
dlcool em &dgua 1:1 a fim de evitar a coprecipitagdo de proteinas ou pequenas
moléculas.

A secagem dos polissacarideos foi monitorada, pois este procedimento
influencia nas caracteristicas dos mesmos. A eliminagdo completa da dgua da matriz
polimérica, que acontece nos processos de liofilizacdo, pode conduzir a formagao de
agregados irreversiveis. Logo se optou por secagem em estufa a vicuo com posterior
moagem do material até obtencdo de pd, minimizando assim os efeitos de agregados

(RINAUDO, 1993).

4.1.2. Andlise quimica das galactomananas

O conteudo de carboidrato das amostras foi determinado pelo método de
DUBOIS et al.(1956) e a quantificacdo de proteinas presente nas amostras foi
determinada através do método de Bradford modificado (KRESZE, 1983) e os

resultados estdo apresentados na tabela 2.

TABELA 2 - RENDIMENTO, ACUCAR TOTAL, CONTEUDO PROTEICO E
COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS GALACTOMANANAS DE
BRACATINGA E GUAR

Analises Quimicas Monossacarideos ©
Galactomanana Rend(i;;:nto Actcar Total| Proteinas Gal Man Relacdo

(%) (%)° (%) (%) Man:Gal ¢
Bracatinga 23,0 89,0 6,8 45,0 55,0 1,1:1,0
Guar - 79.9 2,6 39.0 61,0 1,5:1,0

“ Método de Dubois (DUBOIS ez al.,1956); " Método de Hartree (HARTREE, 1972); ¢ Alditis
acetatos de galactose e manose analisado por GLC; “ Relag¢io de manose:galactose.
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A quantidade de proteinas encontrada nas amostras de galactomanana de
bracatinga foi de 6,8% e na amostra de guar 2,6%, a presenca de componente protéico
em galactomananas vegetais tem sido observada em trabalhos anteriores e um residual
protéico permanece nas amostras, mesmo apés tratamento de diferentes naturezas,
como extracao com solventes organicos (STAUB, 1982): 2,5% (GANTER, 1988), 3%
(RECCHIA, 1992), 2% (PETKOWICZ, 1993), 3,8% (ZAWADSKI-BAGGIO, 1994);
complexacdo com cobre (FURNISS et al., 1989): 2,4-55% (SUGUI, 1994);
dissolucdo em elevada forca idnica e hidrdlise enzimdtica: 2,3 e 0,8%,
respectivamente (BRESOLIN et al., 1996).

Com a finalidade de obter a relacio Man:Gal as galactomananas foram
sucessivamente hidrolisadas, reduzidas e acetiladas. Os acetatos alditéis foram
identificados por cromatografia liquido-gasosa e obteve-se uma relacdo de 1,1:1 para
bracatinga e 1,5:1 para o guar e apresentaram caracteristicas estruturais semelhantes
aquelas ja analisadas previamente (GANTER, 1988; BRESOLIN, 1998;
PERISSUTTI, 2002).

4.1.3. Andlise por Cromatografia de Exclusdo Estérica de Alta Performance
(HPSEC)

A Unica técnica que permite a caracterizacao de polissacarideos em ampla faixa
de massas molares e a conseqiiente andlise da estéreo-regularidade é a cromatografia
de exclusdo estérica acoplada a espalhamento de luz em multidngulos (HPSEC-
MALLS) e detector de indice de refracao.

Esta andlise foi realizada para determinar a homogeneidade da amostra de
galactomanana de bracatinga obtendo-se o cromatograma da figura 13. Através desta
figura observa-se que a galactomanana apresenta um pico coincidente aos dois
detectores (indice de refracdo e espalhamento de luz), sendo considerada unimodal ou
homogénea e polidispersa. Os picos que eluem nos tempos de retengdo entre 60 e 80
min, detectados por RI sdo possivelmente decorrentes da presenca de arabinose e
xilose, provéveis contaminantes de baixa massa molar provenientes da casca da

semente (GANTER et al., 1993).



46

A andlise de homogeneidade da amostra estd de acordo com andlises prévias

(BRESOLIN et al., 1997; PETKOWICZ et al., 1999; PERISSUTTI, 2002).

FIGURA 13 - PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC-MALLS DA
GALACTOMANANA EXTRAIDA DA BRACATINGA
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Perfil de elui¢do da galactomanana extraida da bracatinga (1mg/mL) por cromatografia de exclusdo
estérica (HPSEC-MALLS) acoplada a detectores de espalhamento estitico de luz laser em
multiangulos em angulo de 90° (vermelho) e indice de refracao (azul). Eluente: solucdo de NaNO,
0,1M contendo 0,02 % de NaNj, fluxo de 0,6 mL/min, a 25°C. Colunas Ultrahydrogel com limites de
exclusdo de 7.10° 4.10°, 8.10" e 5.10°.

4.2. DESENVOLVIMENTO ANALITICO PARA DETECCAO DO
ACIDO ASCORBICO

A dissolucdo do AA para andlise quantitativa foi inicialmente realizada em
tampao fosfato USP de acordo com os experimentos de Zeng, Martinuzzi, Mcgregor,
2005, porém observou-se um alargamento do pico de eluicdo do AA nas andlises em
HPLC, quando o sistema de hidrogel foi obtido pela dissolu¢do dos polissacarideos

neste tampao. A fim de melhorar a resolu¢do dos cromatogramas optou-se por
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substituir os sais de sédio por potdssio, utilizando-se tampao KH,PO, e K,HPO,,
tanto para o preparo do sistema de hidrogel quanto para o preparo da fase modvel.
Foram variadas também as concentragdes deste tampao optando-se por 2mM, em pH
3,5. A quantificacdo do AA por HPLC foi realizada numa faixa de sensibilidade de 1-
50pg/mL, resultante de R* = 0,9999 e a equacio da reta y = 133316.x .

A partir dos pardmetros estabelecidos acima os compostos adicionados ao
sistema binario X:G, bem como o AA foram monitorados através de varredura de
absorcdao UV e HPLC.

A figura 14 mostra a varredura de absor¢do em UV do AA, acido oxalico
(produto de degradagdo do AA, ver figura 1, p. 3), propilenoglicol (umectante), dlcool
benzilico e etilhexil-glicerina (conservantes) e os hidrogéis bindrios X:GG e X:GB

solubilizados em tampao KP 2mM pH 3,5.

FIGURA 14 - VARREDURA DE ABSORCAO EM ESPECTROFOTOMETRO DE
ULTRAVIOLETA DOS COMPONENTES DO GEL BINARIO DE
POLISSACARIDEOS E ACIDO OXALICO.

’o —x— Alcool Benzilico - 0,5%
—x— Etil,hexil-glicerina - 0,6%
—a— Acido Oxalico - 1%
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—e— Hidrogel X:GB - 94%
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Curvas de varredura de absor¢do em A 190 a 390 nm de solucdes de hidrogel bindrio X:GG e , dcido
ascorbico, propilenoglicol, dcido oxdlico, dlcool benzilico e etilhexil-glicerina solubilizadas em
tampao KP 2mM pH 3,5.
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Através da varredura de absor¢dao em espectrofotometro de UV dos hidrogéis
bindrios, propilenoglicol e conservantes os resultados demonstraram que a absorcao
méxima do AA foi em A 245nm e o dcido oxélico na faixa entre A 195 a 205nm. Os
hidrogéis X:GG e X:GB e o dlcool benzilico, apresentaram um pico de absor¢cdo
méaxima em A 220nm e A 215nm, respectivamente, absor¢do esta de provaveis
interferéncias da presenca de proteinas e ou grupos fendlicos. O etilhexil-glicerina e o
propilenoglicol apresentaram baixa absorcdo numa faixa de A 240nm a 335nm. A
partir destes resultados observa-se que os componentes do hidrogel bindrio tém
absor¢do dos picos mdximos em comprimentos de onda diferentes do AA.

Paralelamente as andlises de varredura em espectrofotdmetro de UV as
solucdes foram analisadas por HPLC com detec¢do em UV a 255nm.

A degradacdo aerdbica do AA foi examinada a fim de estimar de que forma o
AA dissolvido em diferentes sistemas pode influenciar na estabilidade frente a
oxidacdo e para tanto se analisou a estabilidade do AA em solu¢do tampao KP 2mM
pH 3,5, frasco ambar e fechado com atmosfera de N, e em situacdo de estresse,
solubilizado em meio ndo tamponado, na presenca de ions de cobre, a temperatura
ambiente e presenca de luz (ZENG; MARTINUZZI; McGREGOR, 2005).

A figura 15 demonstra a eluicdlo do AA em condi¢cdes favordveis de
estabilidade obtendo-se um pico dnico em 3,0min. O perfil de &cido oxédlico
apresentou um pico com predominincia em 2,2min e outro sinal em 2,3min. Na
eluicdo do 4cido ascérbico oxidado obtiveram-se sinais que correspondem ao mesmo

tempo de retengdo do dcido oxalico.
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FIGURA 15 — ELUICAO DO ACIDO ASCORBICO, ACIDO ASCORBICO
OXIDADO E ACIDO OXALICO
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Curva de elui¢do do dcido ascérbico solubilizado em tampdao KP 2mM pH 3,5, em frasco dmbar
fechado e atmosfera de N, - 50ug/mL (azul), acido ascérbico oxidado solubilizado em meio ndo
tamponado - 50pg/mL (vermelho) e dcido oxdlico solubilizado em meio ndo tamponado - 40pg/mL
(preto). Eluente: solu¢do tampao KP 2mM pH 3,5: Metanol (30:70), fluxo de 1,0mL/min, a 20°C.
Coluna LC-18 5-8298, detector de UV em 255nm.

Com a finalidade de avaliar se por andlise em HPLC a composi¢ao de hidrogel
iria apresentar interferéncia na faixa de absorcdo do AA, visto que para os
componentes do sistema de hidrogel foi observado por andlise em UV baixa absorcao
na faixa entre A 240nm a 335nm. Para tanto os hidrogéis X:GG e X:GB, bem como o
AA extraido destes hidrogéis, foram analisados por HPLC e comparados com a curva
de eluicio do AA em condicdes de estabilidade favordvel (figura 16a). E possivel
observar que ha um pico tUnico, bem definido no tempo de reten¢do de 3,0min para
AA extraido do sistema. Na figura 16b esta afirmacdo ¢ comprovada, pois o tempo de
retencdo do 4cido ascérbico (preto) nao coincide com outros picos dos componentes

do sistema binario.
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FIGURA 16 — ELUICAO DOS GEIS X:GBAA E X:GGAA COM ADICAO DE
PROPILENOGLICOL, ALCOOL BENZILICO E ETILHEXIL-GLICERINA, GEL
X:GB E GEL X:GG COMPARADOS COM A ELUICAO DO AA
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Curva de eluicdo do AA na mesma concentragcdo existente nos géis (preto) comparado com as curvas
de eluicdo do hidrogel X:GBAA com adicio de propilenoglicol, dlcool benzilico e etilhexil-glicerina
(rosa), hidrogel X:GGAA com adicao de propilenoglicol, dlcool benzilico e etilhexil-glicerina (azul),
hidrogel X:GB (verde), hidrogel X:GG (vermelho) sendo que todos foram dissolvidos em tampao KP
2mM pH 3.,5. Eluente: tampado KP 2mM pH 3,5: Metanol (30:70), fluxo de 1,0mL/min, a 20°C.
Coluna LC-18 5-8298, detector de UV em 255nm.
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4.3. DESENVOLVIMENTO DOS HIDROGEIS BINARIOS X:G
COM ACIDO ASCORBICO E ASCORBIL FOSFATO DE SODIO

O ajuste de pH do hidrogel de polissacarideos devido inclusio de AA € um
fator importante tendo em vista a aplicacdo potencial deste sistema para fins
cosméticos em produtos para ag¢do sobre a pele. Com este intuito foram testados
tampdes com uma ampla faixa de tamponamento, tal como o tampao citrato-fosfato e
tampao Soerensen. Para a inclusdo de 5% AA aos hidrogéis bindrios X:GG e X:GB
foi testado tampao citrato-fosfato (acido citrico 0,1M e fosfato de sodio dibasico
0,2M, faixa de tamponamento variando entre pH 2,6 a 7,0) atingindo pH 4.6 .

Com o tampao Soerensen (fosfato de s6dio monobdsico 0,2M e de fosfato de
sddio dibasico 0,2M; faixa de tamponamento de pH 5,7 a 8,0) obteve-se pH 5,1 apds a
adicdo de 5% AA ao hidrogel.

Porém as andlises por HPLC resultaram absor¢do de UV do tampdo Soerensen
num tempo de retencdo préximo ao tempo de retencdo do AA (~ 2,7 min). Para
melhorar a resolugdo dos cromatogramas os sais de sédio que compdem este tampao
foram substituidos por sais de potassio.

Ap6s diferentes formulagdes variando as concentracdes dos reagentes dos
tampoes e faixas de pH, os hidrogéis mais adequados foram obtidos partindo de uma
solucdo de tampao Soerensen de potdssio (KP) 0,3M pH 8,0. O pH resultante para os
hidrogéis bindrios X:GGAA e X:GBAA foi de 4,6 e 4,5 apdés a adicdo de AA,
respectivamente.

A este sistema foram acrescentados 25% de propilenoglicol, 0,6% de dlcool
benzilico e 0,5% de etilhexil-glicerina. Foi escolhido como sistema de conservacao na
formulacdo do hidrogel devido o élcool benzilico e etilhexil-glicerina possuirem acao
bacteriostética e fungicida contra uma diversidade de organismos e agirem de forma
sinérgica no produto.

O propilenoglicol foi acrescentado a formulagdo para diminuir a quantidade de

dgua presente e, consequentemente diminuir a quantidade de O, livre no meio,
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propiciando condi¢des favordveis para a estabilizagdo do AA além de atuar como

umectante sobre a pele.

4.4 ANALISES REOLOGICAS

Considerando-se o comportamento pseudopldstico da galactomanana de
bracatinga em solu¢do aquosa em concentracdes acima de 3,6g/L. (GANTER, 1991;
PERISSUTTI, 2002; PERISSUTTI et al., 2002) e os estudos com o sistema bindrio
X:G de bracatinga que demonstraram a melhor sinergia na proporcao de 1:1,
comparado com as propor¢oes de 4:1 a 1:3 (BRESOLIN et al.,, 1998; BRESOLIN et
al. 1999), foi escolhido para este trabalho a concentracdo do sistema bindrio 12g/L. e a
proporcao 1:1 de X:G. Esta mesma concentragdo e propor¢do foi utilizada
previamente em sistema de liberagdo de adenovirus com resultados bastante
promissores (BECK et al., 2004).

Antes da realizacdo das andlises reoldgicas em regime oscilatério foi realizada
a determinacdo da regido de comportamento linear das amostras na freqii€ncia de
1Hz. A regido de deformacdo onde os valores de G’ e G” permaneceram constantes
apesar do aumento da tensao de cisalhamento encontrou-se entre 1 e 2%.

Uma vez selecionada a tensdo de cisalhamento foram realizadas as andlises de
variagdo de freqiiéncia (na faixa de 0,01 a 10Hz) para os hidrogéis de X:GG e X:GB.

Com a finalidade de avaliar a influéncia da adi¢do de AA, conservantes e
umectante em meio tamponado ou ndo, a matriz de hidrogel X:G foram realizadas
andlises reoldgicas em sistema dindmico oscilatério conforme demonstrado na figura
17. O hidrogel obtido pela dissolucdo xantana e galactomanana de bracatinga em
tampao KP com adi¢@o do propilenoglicol e conservantes demonstrou um aumento no
modulo eldstico, em toda a faixa de freqiiéncia analisada (a 1Hz - 74Pa), em
comparacdo ao hidrogel obtido pela dissolu¢do em dgua deionizada (a 1Hz - 48Pa).
Nesta mesma figura observa-se que a adicdo de 5% de AA ao sistema causou um
acréscimo ainda maior ao cardter eldstico (a 1Hz - 82Pa). Um perfil semelhante foi

obtido para o gel binario contendo galactomanana de guar.
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FIGURA 17 — VARREDURA DE FREQUENCIA DO HIDROGEL X:GBAA
DISSOLVIDO EM H,0 OU TAMPAO KP COM PROPILENOGLICOL E
CONSERVANTES, SEM E COM AA
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Varredura de Freqiiéncia na faixa de 0,01 a 10 Hz do hidrogel obtido pela solubilizacao dos
polissacarideos em H,O e do hidrogel obtido pela solubilizacdo dos polissacarideos em tampao KP
0,3M pHS8 com adi¢do de propilenoglicol e conservantes, sem e com adi¢do de 5% AA. Figuras
fechadas representam G’ e figuras abertas representam G”. Temperatura de andlise: 20°C, analises
feitas em triplicata.

A figura 18 demonstra o comportamento reoldgico dos sistemas de hidrogel
xantana: galactomanana de guar (X:GG) em sistema aquoso com e sem adi¢do do
AF. Os resultados indicam perfis tipicos de géis fracos, onde G’>G” e a diferenca
entre G° e G” € pequena (16Pa para 5Pa no hidrogel X:GG e 14Pa para 5Pa no
hidrogel X:GGAF, na freqiiéncia de 1Hz), além disso G’ ndo ¢ independente da
freqiiéncia. A incorpora¢do de AF no mesmo sistema resultou em diminuicao da forca
do gel, conforme demonstrado no perfil de G’ em toda faixa de freqiiéncia. Os
resultados obtidos com o sistema xantana:galactomanana de bracatinga com e sem

adicdo do AF apresentaram resultados semelhantes.
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As caracteristicas reoldgicas do sistema X:GG estdo de acordo com resultados
da literatura para sistemas bindrios X:G (AMARAL, 1998; GOYCOOLEA; MILAS;
RINAUDO, 2001).

FIGURA 18 — VARREDURA DE FREQUENCIA DO HIDROGEL DE X:GG COM
E SEM ADICAO DE 10% DE AF

—1— X:GG
—a— X:GGAF
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Varredura de Freqiiéncia nos extremos de 0,01 a 10 Hz do hidrogel X:GG obtido pela solubilizacao
dos polissacarideos em H,O sem e com adi¢cdo de 10% AF. Figuras fechadas representam G’ e figuras
abertas representam G”. Temperatura de andlise: 20°C, anélises feitas em triplicata.

Na figura 19 pode-se observar o efeito da adicio de AA no comportamento
viscoeldstico dos sistemas de géis bindrios, contendo propilenoglicol, dlcool benzilico
e etilhexil-glicerina, comparando as galactomananas de guar (X:GG- figura 19a) e
bracatinga (X:GB- figura 19b). A incorporacdo de AA ao gel bindrio para ambas as
formulacdes resultou em um aumento do caréter elastico do gel, em contraste com o

comportamento obtido quando da adi¢do de AF (figura 18).
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FIGURA 19 — VARREDURAS DE FREQUENCIA DOS HIDROGEIS X:GG E
X:GB COM E SEM ADICAO DE 5% DE AA
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Varredura de Freqiiéncia nos extremos de 0,01 a 10 Hz dos hidrogéis X:GG e XGB obtidos pela
solubilizacdo dos polissacarideos em tampao KP 0,3M pH8 com adi¢do de propilenoglicol e
conservantes, sem e com adicdo de 5% AA. Figuras fechadas representam G’ e figuras abertas
representam G”. Temperatura de andlise: 20°C, andlises feitas em triplicata.

Comparando-se os hidrogéis bindrios X:GB e X:GG percebe-se um valor
maior para o0 G’ e G” nos hidrogéis contendo galactomanana de guar, muito
provavelmente devido a uma relacio Man:Gal um pouco maior que a galactomanana
de bracatinga, Man:Gal = 1,1:1 para Man:Gal = 1,5:1 na galactomanana de guar, e
portanto uma interacdo maior com a molécula da xantana. Como ja descrito na
literatura a xantana e galactomanana interagem entre si formando géis (BRESOLIN et
al., 1997). Entretanto, quando se considera uma aplicagdo destes géis, ambos sdo

interessantes pois podem resultar em produtos com diferentes texturas e finalidades.

4.5. TESTE DE ESTABILIDADE

Segundo monografia da International Federatiom of Societies of Cosmetic
Chemists-IFSCC o teste de estabilidade é considerado um procedimento preditivo,
baseado em dados obtidos de produtos armazenados em condi¢cdes que visam a

acelerar alteracdes passiveis de ocorrer nas condicdoes de mercado. Como em todo
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procedimento preditivo os resultados ndo sdo absolutos, mas tém probabilidade de
sucesso.

Os limites de temperatura mais frequentemente praticados, durante o
desenvolvimento de produtos, sao 37°C, 40°C, 45°C e 55°C. Neste trabalho foi
adotada a temperatura ambiente e 45°C. Para temperatura de 45°C a ocorréncia de
alteracdes fisico-quimicas é frequente e até mesmo esperada, ocasionando alteragdes
na atividade dos componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto (ANVISA,
2004).

Os hidrogéis binarios de xantana:galactomanana de guar (X:GG) e bracatinga
(X:GB) foram submetidos a avaliacdo da estabilidade no teor de AA, da variagcdo de

pH, aspecto, cor, odor e do comportamento reolégico do gel.

4.5.1. Andlise do pH dos Hidrogéis

O pH inicial dos hidrogéis binarios X:GG e X:GB obtido com solu¢do tampao
KP 0,3M pHS8 foi 8,2. Apds a inclusdo de AA (5%) o pH obtido foi de 4,6 para o
X:GGAA e 4,5 para o X:GBAA. Apo6s 12 semanas houve um acréscimo para pH 4,7
no sistema contendo guar para ambos as temperaturas de acondicionamento
(X:GGAA 25°C e X:GGAA 45°C). Esta variacdo foi menos pronunciada no sistema
contendo bracatinga em ambiente 25°C (X:GBAA 25°C) com pH resultante de 4,6. J4
no ambiente a 45°C o sistema contendo bracatinga (X:GBAA 45°C) o pH variou de
4,5 para 5,0. Isto demonstra que a estabilidade para o sistema contendo bracatinga ¢

mais estdvel a 25°C, perdendo esta estabilidade em condi¢des mais severas (Tabela 3).

4.5.2. Avaliacao Organoléptica dos Hidrogéis

Na observacdo da cor do hidrogel notou-se um escurecimento gradual dos géis,
principalmente nos hidrogéis submetidos a 45°C. Inicialmente o hidrogel apresentava-
se transparente e foi amarelando chegando a uma coloragdo amarelo ouro nos
hidrogéis que estavam a temperatura ambiente € uma coloracdo ocre nos hidrogéis
submetidos a 45°C. Esta avalia¢do foi monitorada por espectrofotdmetro procedendo

a varredura prévia de absorcdo de onda na faixa do visivel onde teve uma absor¢ao
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maxima em 400nm. O hidrogel foi diluido em tampao KP 2mM pH 3,5 e as leituras
no tempo zero foram de 0,153 para X:GGAA e 0,124 para X:GBAA. Apds 12
semanas observou-se uma absorbancia de 1,066 no X:GGAA 25°C e 1,509 no
X:GGAA 45°C, e absorbancia de 0,588 no X:GBAA 25°C e 1,332 no X:GBAA 45°C,
portanto um acréscimo de 67% em relagdo a absorbancia do X:GGAA 25°C no tempo
0 e 38% em relacdo a absorbancia do X:GBAA 25°C também no tempo zero. Estes
dados estdao resumidos na tabela 3. Esta variacdo de coloragdo em sistemas comerciais
contendo AA € minimizada com adi¢do de quelantes e ou corantes (WILMOTT;

ZNAIDEN, 1991; SCHONROCK; KRUSE, 2004).

4.5.3. Andlises Reologicas

Para verificar se o comportamento reoldgico era mantido ao logo do tempo foi
realizado o monitoramento das propriedades mecanicas nos sistemas X:GG e X:GB
contendo 5% de AA por um periodo de 12 semanas, a temperatura ambiente e a 45°C
(resultados estdo apresentados resumidamente na tabela 3).

Na figura 20 pode-se observar os graficos obtidos em andlise dinamica
oscilatdria para os hidrogéis X:GG e X:GB ap6s 12 semanas a temperatura ambiente e
45°C. Estes sistemas (X:GG e X:GB) mantém a caracteristica de géis, isto é, G’ > G”.
Para o sistema contendo guar foi verificado na figura 20a um aumento nos moédulos
eléstico e viscoso para hidrogel X:GG (168Pa a 1Hz) mantido a temperatura ambiente
em relacdo ao tempo zero (102Pa a 1Hz) (figura 20a). O hidrogel X:GG exposto a
45°C ap6s 12 semanas (88Pa a 1Hz) apresentou um decréscimo no médulo eléstico,
porém sem apresentar sinerese.

Ja no sistema contendo 5% de AA (X:GGAA) apds 12 semanas houve um
acréscimo de G’ para 170Pa (1Hz) nas condi¢bes ambiente e um decréscimo deste
quando submetido a altas temperaturas por 12 semanas (114Pa a 1Hz) quando

comparado ao tempo zero (124Pa a 1Hz).
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FIGURA 20 - VARREDURAS DE FREQUENCIA DOS HIDROGEIS BINARIOS,
COM E SEM ADICAO DE 5% DE AA, APOS ANALISE DE ESTABILIDADE
POR 12 SEMANAS DE EXPOSICAO A TEMPERATURA AMBIENTE E 45°C
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Varredura de freqiiéncia nos extremos de 0,01 a 10 Hz dos hidrogéis de X:GG (a) e X:GB (b), come
sem adicdo de 5% de AA, apds andlise de estabilidade por 12 semanas de exposi¢do a temperatura
ambiente e 45°C. G’ € representado pelas figuras fechadas e G” € representado pelas figuras abertas.
Temperatura de andlise: 20°C, analises feitas em triplicata.
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Para o sistema contendo galactomanana de bracatinga foi verificado na figura
20b um aumento nos moédulos elastico e viscoso para hidrogel X:GB (66Pa a 1Hz)
mantido a temperatura ambiente em relagdo ao tempo zero (35Pa a 1Hz). O hidrogel
X:GB exposto a 45°C apos 12 semanas (30Pa a 1Hz) apresentou um decréscimo no
modulo elastico, porém também ndo apresentou sinerese.

Ap6s adi¢do de S5%AA (X:GBAA) foi observado um aumento de G’ no gel
exposto por 12 semanas a 45°C (74Pa a 1Hz) e a temperatura ambiente (93Pa a 1Hz),
quando comparado ao tempo zero (45Pa a 1Hz), indicando uma maior estabilidade do
hidrogel composto pelo sistema bindrio xantana:galactomanana de bracatinga.

Os valores de G’ de X:GBAA s3o comparativamente menores que X:GGAA,
confirmando haver uma menor interagdo entre as cadeias poliméricas da xantana e
galactomanana de bracatinga (ver item 4.4, p. 56).

Os hidrogéis, com excecdo de X:GBAA, apresentaram uma diminuicdo de G’
apos serem submetidos a 45°C por 12 semanas, provavelmente devido a acdo da

temperatura sobre a rede do gel.

4.5.4. Anélise do Teor de AA nos Hidrogéis

A estabilidade no teor de AA foi avaliada por HPLC e os resultados podem ser
observados na figura 21. Ap6s 12 semanas o teor permaneceu em 64 % e 63 % do AA
no hidrogel bindrio de X:GBAA e X:GGAA a 25°C, respectivamente e, a 45°C o teor
de AA, apds 12 semanas foi de 18% e 25 % do AA no hidrogel bindrio de X:GB e
X:GG, respectivamente. O gel obtido com a galactomanana de guar promove maior
estabilidade quimica.

GALLARATE et al. (1999) avaliaram a estabilidade de AA em emulsdes
multiplas dgua/dleo/dgua contendo 0,1% AA na fase aquosa interior em pH 3,0 e em
sistemas de solu¢des aquosas com pH 3,0 a 5,0 durante 20 dias a 45°C +0,1°C e
observaram a presenca de 20% de AA nas emulsdes e nenhum AA nas solugdes
aquosas. No experimento a 20°C £ 0,1°C houve degradacgao total de AA nas solugdes
aquosas com pH 4,0 e 5,0 e 17% AA restante na solu¢do pH 3,0 e na emulsdo havia

96,7% do AA.
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Comparando a matriz de hidrogel de polissacarideos X:G a emulsio (20 dias,
20°C) obtida por GALLARATE et al. (1999), em relagdo a manutencdo do teor de
AA, observa-se que o hidrogel de polissacarideos teve uma estabilizagdo equivalente
a 85,6 e 83,7%, X:GGAA e X:GBAA, respectivamente, comparado ao demonstrado
por estes autores (96,7%). Porém foi possivel a incorporagdo de 5% de AA ao sistema
de hidrogel de polissacarideos em comparacdo a 0,1 % obtida por Gallarate et al.

(1999), o que favorece a aplicabilidade do sistema de hidrogel.

FIGURA 21 — ANALISE DA ESTABILIDADE POR HPLC DOS HIDROGEIS
BINARIOS X:GBAA E X:GGAA

50,0
40,0
30,0

20,0

conc.AA (ug/ml)

Tempo (semanas)
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TABELA 3 — RESUMO DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DOS
HIDROGEIS X:GGAA E X:GBAA

X:GGAA X:GBAA
Temp. amb. Temp. amb.
% AA 100 (93) 100 (88)
Abs (400nm) 0,153 0,124
Tempo
pH 4,6 4,5
Zero
Aparéncia transparente transparente
G’ a 1Hz(Pa) 124 45
Temp. amb. 45°C Temp. amb. 45°C
% AA 64 25 63 18
pH 4,7 4,7 4,6 5,0
ApoOs 12
Abs (400nm) 1,066 1,509 0,588 1,332
semanas
Aparéncia amarelo ocre amarelo ocre
G’ a 1Hz(Pa) 168 88 93 74

4.7. TESTE DE PERMEACAO IN VITRO

Foram realizados dois experimentos, primeiramente um teste de permeagio
onde se objetivou a manutencao da estabilidade do AA através do meio receptor com
pH 3.5 e temperatura de 20°C (+ 1°C), e um segundo teste onde o meio receptor
mimetizou condi¢des fisiologicas da pele, pH 7,4 e temperatura de 32°C (£1°C). Estes
testes foram realizados apenas com o intuito de verificar se o AA € liberado do
sistema bindrio para um outro meio a fim de demonstrar que se trata de um sistema
viavel para o uso cosmético.

Neste experimento foi utilizado um filme de PLLA que € uma resina inerte que
substitui a pele de porco, membrana permeante comumente usada, pois a pele de
porco apresenta limitagdes na detec¢do do AA devido a variagcdes no processo de

extracao.
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Devido as condicoes de realizacdo dos testes de permeac¢do, como o tempo e
temperatura entre as coletas das amostras e andlise das mesmas por HPLC, houve
comprometimento da estabilidade do AA, conduzindo o mesmo a processos de
degradacdo parcial e ou oxidagdo. Foi observada uma recuperacio do AA no
experimento realizado a pH 3,5 e 20°C e a pH 74 a 32°C de 10% e 5%,
respectivamente (tabelas de quantificacdo em anexo, p.82). Este valor incluiu a
quantidade de ativo que permeou a membrana, 0 que permaneceu ha membrana € a
quantidade retida nos componentes e na tubulacdo da célula. Um experimento de
permeacgdo € considerado vélido apenas quando apresenta uma recuperacio igual ou
maior que 85% do composto analisado, contudo o experimento demonstrou que o
sistema bindrio de hidrogel libera 0 AA na célula de Franz e torna-se necessdrio um
novo teste onde as aliquotas deveriam ser tomadas em intervalos de tempo maiores e
assim que coletadas deveriam ser congeladas até a sua andlise por HPLC e analisadas
por detector de UV e detector eletroquimico com reduc¢do por DTT de todas as
aliquotas.

A figura 22a mostra o perfil de permeacio de AA dos géis X:GGAA e
X:GBAA no periodo de 0 a 24 horas usando tampao KP 2mM pH 3,5 a 20°C no
compartimento receptor e a figura 22b mostra o perfil de permeacdo de AA dos géis
X:GGAA e X:GBAA no periodo de 0 a 24 horas usando tampao KP 2mM pH 7,4 a

32°C no compartimento receptor.
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FIGURA 22 - PERMEACAO DO AA NO EXPERIMENTO EM
CONDICOES ACIDAS E EM CONDICOES FISIOLOGICAS
a)
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Recuperacao do AA no experimento realizado em pH 3,5 e 20°C (a) e realizado em pH 7,4 e 32°C

(b), inclui a quantidade de ativo que permeou a membrana coletada nas tomadas de amostra de 0 a 24
horas.
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Os efeitos dos processos de degradacdo parcial e ou oxidacdo foram
observados nas andlises quantitativas por HPLC das amostras obtidas do
compartimento receptor. A figura 23 demonstra a eluicdo de trés picos em tempos de
retencdo proximos ao tempo de retencdo do AA (2,8min).

Para auxiliar na elucidagdo destes trés picos foram injetadas solu¢gdes contendo
DHA (composto presente em equilibrio com AA, figura 1, p. 3) e AA, ambos
solubilizados em tampdao KP 2mM pH 3,5. Pode-se observar um pico com tempo de
reten¢do 2,8 min para o AA e um pico em tempo de retencdo 3,0 min para o DHA
coincidente com o pico de eluicdo da aliquota obtida do teste de permeacdo do gel

(tempo 24-plataforma B), sugerindo a presenca de DHA nesta amostra (figura 23).

FIGURA 23 — ELUICAO DO AA, DHA E ALIQUOTA REFERENTE A ANALISE
DE PERMEACAO DO HIDROGEL X:GBAA A 32°C E pH7,4

mAbs

4004

2004

i} é :1 min

Curva de eluicdo do AA solubilizado em KP 2mM pH3,5 (vermelho), DHA solubilizado em tampao
KP 2mM pH 3,5 (preto) e aliquota referente a andlise de permeacao do gel X:GBAA a 32°C e pH7,4
(azul). Eluente: tampao KP 2mM pH 3,5: Metanol (30:70), fluxo de 1,0mL/min, a 20°C. Coluna LC-
18 5-8298, detector de UV em 255nm.
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Para obter-se uma leitura mais acurada do DHA adotaram-se os seguintes
procedimentos: reducdo do DHA presumivel presente na amostra, por ditiotreitol
(DTT) em solucdo 10mM em tampdao KP 0,3M pH8 (LYKKESFELDT; LOFT;
POULSEN, 1995), detector eletroquimico, temperatura 30°C e fase mével tampao KP
2mM pH 3,5 + ImM EDTA:Metanol (50:50).

O DTT foi adicionado a amostra em andlise (tempo 24-plataforma B) e apds
20min de reacdo o meio foi acidificado e procedeu-se a elui¢cao por HPLC.

As figuras 24 a e b mostram a elui¢do de Acido Oxdlico solubilizado em H,0,
AA solubilizado em KP 2mM pH3,5, DTT solubilizado em tampao KP 0,3M pH 8,
DHA solubilizado em tampao KP 2mM pH 3.5 e aliquota DHA reduzido com DTT.

O pico a tempo de retencdo 3,0 min, tanto na deteccdo pelo detector UV como
no detector eletroquimico, confirma o aumento da quantidade de AA apds a reducao
do DHA por DTT, o que permitiu a quantificacdo do AA recuperado no sistema de

permeacdo da célula de Franz.
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FIGURA 24 — ELUICAO DO AA, DHA, ACIDO OXALICO, DTT E DHA
REDUZIDO POR SOLUCAO DE DTT
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Curva de eluicdo do Acido Oxilico solubilizado em H,O (preto), AA solubilizado em KP 2mM
pH3,5 (rosa), DTT solubilizado em tampao KP 0,3M pH 8 (azul), DHA solubilizado em tampao KP
2mM pH 3,5 (verde) e aliquota DHA reduzido com DTT (vermelho). Grafico (a) obtido por detector
de UV e gréfico (b) obtido por detector eletroquimico. Eluente: tampao KP 2mM pH 3,5+1mM
EDTA: Metanol (50:50), fluxo de 1,0mL/min, a 30°C. Coluna LC-18 5-8298, detector de UV em
255nm e detector eletroquimico equipado por célula guarda 5020 e célula analitica 5011-A, operando
em -200mV e 300mV, sendo que o cromatograma b se refere ao eletrodo 2.
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5. CONCLUSAO
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A galactomanana de Mimosa scabrella (bracatinga) foi obtida e apresenta
caracteristicas similares as anteriormente obtidas pelo Grupo de Quimica de
Carboidratos Vegetais da UFPR.

Foram obtidos hidrogéis bindrios de galactomananas (guar e bracatinga) e
xantana e utilizados como matriz de inclusio de acido ascorbico.

Foram definidas condicdes para estabilidade quimica e andlise do 4cido
ascorbico em hidrogel bindrio: tampao K,HPO,/KH,PO, 0,3M, pH 4,5 e inclusdo de
5% &4cido ascorbico.

A andlise reoldgica dos hidrogéis bindrios com inclusdo do propilenoglicol,
alcool benzilico e etilhexil-glicerina demonstraram G’>G”, indicando aumento do
cardter eldstico na presencga dos mesmos.

A andlise reoldgica dos hidrogéis bindrios com inclusdo de dcido ascorbico
demonstraram G’>G”, indicando aumento do cardter eldstico na presenca do mesmo.

Andlises de estabilidade por 12 semanas do sistema de hidrogel xantana:
galactomanana contendo dcido ascérbico demonstraram uma estabilizacdo de 64% a
temperatura de 25°C e 18% a temperatura de 45°C para o sistema contendo a
galactomanana nativa — bracatinga e estabilizacdo de 63% a temperatura de 25°C e
25% a temperatura de 45°C para o sistema contendo a galactomanana comercial —
guar.

Visto que o objetivo do estudo foi de apenas observar se hd a liberacdo do AA
do sistema bindrio de hidrogel, foram observados, através de andlises de permeacgdo in
vitro por células de difusdo de Franz, picos de eluicao por HPLC qualificando o dcido
ascorbico e sugerindo que houve permeacdo do dcido ascorbico no sistema através de

membrana de PLLA.
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7 - ANEXOS:
7.1. PERMEACAO DO AA NO EXPERIMENTO EM CONDICOES
ACIDAS
X:GBAA
) R R R o o T7h T24h Membrana
Célula TO(ug/cm?) | T1(ug/cm?) | T2(ug/cm?) | T3(ug/cm?) | T4(ug/cm?) (Wg/cm?) (Wg/cm?) (Hg/cm?)
A1 0,00006| 0,00011| 0,00008| 0,00006| 0,00007| 0,00007| 0,00006| 0,00326
A4 0,00001 | 0,00009| 0,00008| 0,00006| 0,00007| 0,00007| 0,00008| 0,00314
A6 0,00009| 0,00012| 0,00010| 0,00008| 0,00007| 0,00006| 0,00006| 0,00323
B2 0,00009| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00234
B4 0,00008 | 0,00007| 0,00006| 0,00006| 0,00007| 0,00006| 0,00007| 0,00188
Média 0,00007 | 0,00009 | 0,00008 | 0,00006 | 0,00007 | 0,00006 | 0,00007 | 0,00277
DP 0,00004 | 0,00003 | 0,00002 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00000 | 0,00001 | 0,00063
X:GGAA
Célula | TO(ug/eme) | T1(ug/em?) | T2(ug/cm?) | T3(ugleme) | T4(ug/em?) (p-glg-/7crrr]12) (Jg?fmhz) M@g}g:ﬁga
A2 0,00006 | 0,00016| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00007| 0,00298
A5 0,00008 | 0,00008| 0,00008| 0,00005| 0,00009| 0,00007| 0,00007| 0,00304
B1 0,00008 | 0,00006| 0,00006| 0,00007| 0,00006| 0,00007| 0,00006| 0,00255
B3 0,00009 | 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00156
B5 0,00008 | 0,00006| 0,00006| 0,00005| 0,00006| 0,00006| 0,00006| 0,00260
Média 0,00008 | 0,00009 | 0,00007 | 0,00006 | 0,00007 | 0,00006 | 0,00007 | 0,00255
DP 0,00001 | 0,00004 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00059

7.2. PERMEACAO DO AA NO

EXPERIMENTO EM CONDICOES

FISIOLOGICAS

X:GBAA
célula | TO (ug/cm?) | T1 (ug/icm2) | T2 (ug/cm?) | T3 (ug/em?) | T4 (ug/cm?) | T7 (uglcm?) T 24 Membrana
(Hg/cm?) (Hg/lcm?)
A2 0,000127 | 0,000124 | 0,000150 | 0,000126 | 0,000143 | 0,000139 | 0,000136 | 0,002900
A5 0,000116 | 0,000094 | 0,000112 | 0,000127 | 0,000136 | 0,000140 | 0,000132| 0,002200
B1 0,000130 | 0,000130 | 0,000106 | 0,000124 | 0,000121 | 0,000129 | 0,000128 | 0,002600
B3 0,000125|0,000126 | 0,000111 { 0,000130 | 0,000129 | 0,000133 | 0,000133 | 0,002400
B5 0,0001410,000139 | 0,000120 | 0,000129 | 0,000128 | 0,000131 | 0,000073 | 0,003200
Média |0,000128 | 0,000123 | 0,000120 | 0,000127 | 0,000131 | 0,000135 | 0,000120 | 0,002660
DP 0,000009 | 0,000017 | 0,000017 | 0,000002 | 0,000008 | 0,000005 | 0,000027 | 0,000397
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X:GGAA
4 2 2 " > 2 o T 24 Membrana
célula | TO (ug/cm?) | T1 (ug/em?) | T2 (ug/em?) | T3 (pg/cm2) | T4 (pg/cm?) | T7 (ug/cm?) (ng/om?) (Hg/cm?)
A1 0,000117 | 0,000124 | 0,000137 | 0,000147 | 0,000134 | 0,000133 | 0,000143 | 0,002700
A4 0,000124 | 0,000163 | 0,000126 | 0,000154 | 0,000140 | 0,000154 | 0,000131 0,002300
A6 0,000121 | 0,000126 | 0,000131 | 0,000140 | 0,000144 | 0,000140 | 0,000130| 0,002300
B2 0,000137 | 0,000117 | 0,000114 | 0,000135 | 0,000139 | 0,000131 | 0,000125| 0,002700
B4 0,000099 | 0,000117 | 0,000080 | 0,000143 | 0,000137 | 0,000135 | 0,000123 | 0,002100
Média 0,0001190,000130 | 0,000118 | 0,000144 | 0,000139 | 0,000139 | 0,000131 0,002420
DP 0,000014 | 0,000019 | 0,000023 | 0,000007 | 0,000004 | 0,000009 | 0,000008 | 0,000268




