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RESUMO

O acido gélico é um polifenol pertencente a classe dos hidroxiacidos que
apresenta solubilidade em agua de 18,90 g /100 mL a 25°C e alta capacidade
antioxidante, atividade antitumoral, cardioprotetora, hepatoprotetora e antiofidica.
Entretanto, apresenta sensibilidade a luz, ao calor e ao oxigénio, e possui baixa
meia vida. As emuls6es multiplas permitem a protecdo de compostos, a melhora do
desempenho, a liberacdo controlada, e permitem a veiculacdo de principios ativos
em todas as fases, melhorando a solubilidade e evitando que esses sejam expostos
aos fatores ambientais quando adicionados a fase interna. As emulsées mdultiplas
agua-em-oleo-em-agua (A;/O/A;) sdo sistemas que possuem uma fase aquosa
dispersante que contém glébulos de 6leo com glébulos de agua dispersos no seu
interior. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de
uma emulsdo multipla A1/O/A, com o acido gélico presente na fase aquosa interna
(A1). Inicialmente, foi desenvolvido e validado o método de quantificacdo por CLAE-
UV do &cido galico para a analise de possiveis incompatibilidade com os excipientes
presentes na fase aquosa interna. As varidveis avaliadas foram escolha do
tensoativo lipofilico, sistema tamponante, eletrolitos na fase aquosa interna,
tensoativo hidrofilico, polissacarideos na fase aquosa externa (A,), e a influéncia da
temperatura e ordem de adicdo na segunda etapa de emulsificacdo. Apos o
desenvolvimento da emulsdo multipla foi analisada a viscosidade e a estabilidade
por meio do indice de estabilidade, o pH, a concentracdo de &cido galico e a
atividade antioxidante pela técnica do complexo de fosfomolibdénio. O método de
qguantificacdo atendeu as especificacdes exigidas para a validacdo e os excipientes
selecionados ndo demostraram interferir na estabilidade do acido gélico. Foi utilizado
0 processo de emulsificacdo em duas etapas, onde inicialmente foi preparada uma
emulsdo primaria agua-em-6leo (A;/O) que foi submetida a uma segunda etapa de
emulsificacdo resultado na emulsdo A;/O/A, A emulsdo primaria A;/O que
apresentou melhor estabilidade foi composta por agua destilada, poliglicerol
polirricinoleato (PGPR), cloreto de sédio, &cido gélico e sistema tamponante acetato
de sédio pH 5,0. A segunda etapa consistiu na adicdo da emulsdo primaria sobre a
fase aquosa externa (A;) composta de agua destilada, polisorbato 80 e goma
xantana. Ambas as etapas de emulsificagcdo foram executadas a frio. A emulséo
multipla apresentou comportamento pseudoplastico e o EHL no qual houve maior
estabilidade foi 8,769. Apds 28 dias de analise, sem variacdo do pH, a emulsédo
desenvolvida apresentou um indice de estabilidade de 75%, 89,61% da
concentracdo inicial de acido gélico e 57,46% da atividade antioxidante inicial.
Conclui-se, portanto, que a emulsdo mudltipla A;/O/A; desenvolvida manteve-se
estavel por 28 dias sendo capaz de carrear o acido gdlico para fins farmacéuticos
e/ou alimentares.

Palavras-chave: Acido gélico. Polifenol. Antioxidante. Hidroxiacidos.



ABSTRACT

Gallic acid is a polyphenol that belongs to the hydroxyl acid class, and which
has water solubility of 18.90 g / 100 mL at 25°C. It also presents high antioxidant
capacity, antitumor, cardioprotective, hepatoprotective and anti-phidemic activity.
However, it is sensitive to light, heat and oxygen, and it has a low half-life. Multiple
emulsions allow the protection of compounds, as well as improvement of
performance, controlled release, and delivery of active principles at all stages,
increasing solubility and preventing them from being exposed to environmental
factors when added to the internal phase. Water-in-oil-in-water (Ai/O/A;) multiple
emulsions are systems which have an aqueous dispersant phase containing oil
globules with water droplets dispersed inside it. Therefore, the present work had
aimed the development of an A1/O/A2 multiple emulsion with the gallic acid present
in the internal aqueous phase (Al). Initially, a method for quantifying gallic acis by
CLAE-UV was developed and validated for the analysis of possible incompatibility
with the excipients present in the internal aqueous phase. The variables evaluated
were lipophilic surfactant choice, buffering system, electrolytes in the internal
agueous phase, hydrophilic surfactant, polysaccharides in the external aqueous
phase (A2), and the influence of temperature and addition order on the second
emulsification stage. After the development of the multiple emulsion, the viscosity
and stability were analyzed by means of the stability index, pH, gallic acid
concentration and antioxidant activity by the phosphomolybdenum complex
technique. The quantification method met the specifications required for validation
and the selected excipients were not shown to interfere with the stability of gallic
acid. It was used a two-stage emulsification process, where initially a primary water-
in-oil (A1/0O) emulsion was prepared, which was subjected to a second emulsification
step resulting in the A1/O/A2 emulsion. The primary emulsion A1/O which presented
better stability was composed of distilled water, polyglycerol polyricinoleate (PGPR),
sodium chloride, gallic acid and sodium acetate buffer system pH 5.0. The second
step consisted in adding the primary emulsion to the external aqueous phase (A2)
composed of distilled water, polysorbate 80 and xanthan gum. Both emulsification
steps were performed at low temperatures. The multiple emulsion presented
pseudoplastic behavior and the HBL in which there was greater stability was 8,7609.
After 28 days of analysis, with no pH variation, the emulsion developed had a stability
index of 75%, 89.61% of the initial concentration of gallic acid and 57.46% of the
initial antioxidant activity. It is concluded, therefore, that the developed A1/O/A2
multiple emulsion remained stable for 28 days, and it was able to carry gallic acid for
pharmaceutical and/or food purposes.

Key-words: Gallic acid. Polyphenol. Antioxidant. Hydroxy acids
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1 INTRODUCAO

Os polifendis apresentam potente acdo antioxidante e estdo
abundantemente presentes no reino vegetal (CHOI et al., 2012; CLERGEAUD et al.,
2016). Porém, um fato limitante da sua aplicagdo na terapéutica é a baixa
biodisponibilidade e instabilidade durante o processo de digestdo e absorgcéo (LU;
KELLY; MIAO, 2015).

Entre as diversas classes de polifendis, ha a classe dos hidroxiacidos,
composta pelos &cidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatequinico, vanilico e
siringico (BALASUNDRAM et al., 2006). Destes, o &cido galico possui conhecida
acao antioxidante (FERK et al., 2011), prevenindo diversas doencas e combatendo
tumores (SENAPATHY et al., 2011), mas devido a sua alta capacidade de se oxidar
apresenta uma baixa estabilidade, tornando dificil sua utilizagdo na terapéutica.

Alguns autores desenvolveram métodos para aumentar a aplicabilidade do
acido galico, por exemplo, a complexacao com fosfolipidios (SINGH et al., 2011); a
microencapsulacédo por meio de spray-drying com mucilagem de nopal (MEDINA-
TORRES et al., 2013), amido acetilado, inulina (ROBERT et al., 2012); conjugacéo
com quitosana (PASANPHAN; CHIRACHANCHAI, 2008) emulsdes Oleo/agua e
agua/dleo (GOMES et al., 2016); coencapsulacdo com o acido ferulico em hp-3-
ciclodextrina (OLGA et al., 2015) e microencapsulacdo por meio de liofilizacdo em
quitosana, B-ciclodextrina e goma xantana (ROSA et al., 2013).

Entre as formas de aumentar a estabilidade de um ativo h4d o
desenvolvimento de formulacfes que sdo capazes de o proteger do meio externo e
assim evitar sua oxidacdo. Neste contexto, a emulsdo mdultipla € uma forma
farmacéutica promissora, pois nela é possivel incorporar ativos e promover uma
liberag&o controlada e aumentar a estabilidade.

As emulsdes multiplas agua-em-6leo-em-agua (A;/O/A;) possuem globulos
de 6leo que contém pequenos glébulos de agua dispersos em uma fase aquosa
continua. A composi¢cdo dessa forma farmacéutica permite muitas aplicagbes
potenciais, tais como o aprisionamento de compostos hidrofilicos, a particdo de
substancias incompativeis, a melhoria do desempenho de compostos, a liberacéo
controlada desses ativos e a protecdo (KAIMAINEN et al., 2015; DELAMPLE et al.,
2014).
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Sendo assim, esta pesquisa justifica-se pelo desenvolvimento de uma
emulsdo mudltipla agua-em-0leo-em-agua (A;/O/A;) capaz de aumentar a
estabilidade do acido galico permitindo sua aplicabilidade.

1.1 OBJETIVOS

e OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma emulsao mdltipla 4gua-em-6leo-em-agua (A;/O/A,) para o

carreamento do acido galico para fins farmacéuticos e/ou alimentares.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a solubilidade do &cido galico em agua e etanol por meio de
espectrofotometro de luz ultravioleta;

Verificar a compatibilidade entre os coexcipientes da fase aquosa interna e o

acido galico por meio de metodologia de CLAE-UV desenvolvida e validada;

Desenvolver uma emulsédo primaria agua-em-6leo (A;/O) com o &cido gélico

na fase aquosa interna;

Desenvolver uma emulsdo multipla A1/O/A, com o acido galico presente na

fase aquosa interna e avaliar os fatores para estabilizacdo do sistema;

Avaliar o indice de estabilidade (28 dias) e a viscosidade da emulsdo

multipla A;/O/A, contendo o acido galico;

Determinar a quantidade de fendis totais presentes na emulsdo multipla;

Determinar a capacidade antioxidante da emulsdo multipla por meio do teste

de reducéo do complexo de fosfomolibdénio semanalmente durante 28 dias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 POLIFENOIS

Os polifendis constituem uma classe estrutural de origem sintética,
semissintética ou principalmente natural, amplamente distribuidos em plantas e
alimentos naturais (LU; KELLY; MIAO, 2015), os quais derivam das vias de pentose-
fosfato, do acido chiquimico e dos fenilpropanoides (BALASUNDRAM et al., 2006).
Sao compostos quimicos organicos que se caracterizam pela presenca de grandes
unidades estruturais de fenol (CARDONA et al., 2013; LU; KELLY; MIAO, 2015;
CHANG et al., 2016).

Em geral, estes compostos tém uma baixa solubilidade em &gua, mas
podem ser facilmente dissolvidos em solventes organicos, exceto a
epigalocatequina-3-galato (EGCG), que é solavel em ambos. S&o frequentemente
cristais coloridos ou pés, com ponto de fusdo variando entre 183°C (curcumina) e
360°C (acido elagico) (LU; KELLY; MIAO, 2015).

Nas plantas encontram-se normalmente na forma glicosilada, porém, podem
ocorrer com modificagcbes como esterificacdo e polimerizacdo (CARDONA et al.,
2013), ou seja, possuem estruturas moleculares bem diversas, de moléculas simples
a moléculas com alto grau de complexidade (ROSA, 2012), conforme apresentado
no QUADRO 1 e na FIGURA 1.

QUADRO 1 - RELAGAO CLASSE E ESTRUTURA DOS COMPOSTOS FENOLICOS

CLASSE ESTRUTURA
Fenois simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoicos Ce-Cy
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Ces-C»
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides CoC
(cumarinas, isocumarinas, cromonas, cromenes) | ¢ 3
Naftoquinonas Ces-C4
Xantonas Ce-C1-Co
Estilbenos, antraquinonas Cg-C,o-Cg
Flavonoides, isoflavonas Ces-C3-Co
Lignanas, neolignanas (Cs-C3),
Biflavonoides (Cs-C3-Cg)2
Ligninas (Cs-C3)s
Taninos condensados (proantocianidinas) (C6-C3-Cp)s

FONTE: Adaptado de BALASUNDRAM et al. (2006)
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FIGURA 1 - CLASSIFICACAO DOS POLIFENOIS

Polifenois
~ Addos Acido Flavonoides Estilbenos Lignanas
hidroxibenzaicos hidroxicinamicos
Ex_Acido galico
Flavonols Flavonas Isoflavonas Flavanonas Antocianidinas Flavanols

FONTE: Adaptada de LU; KELLY; MIAO (2015)

S&o considerados um dos principais grupos de compostos antioxidantes,
uma vez que exibem potente capacidade de eliminagéo de radicais livres, protecao
contra a peroxidacao lipidica e a oxidacdo de metais de transi¢do (CHOI et al., 2012;
CLERGEAUD et al., 2016).

O processo de estresse oxidativo ocorre quando a molécula de O,, que
naturalmente possui elétrons desemparelhados, comporta-se como um radical que
ataca ions de metais de transicdo e radicais livres naturalmente presentes no
organismo. Assim, inicia a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
reacfes em cadeia, que podem atacar moléculas como enzimas, proteinas, DNA e
lipidios. A presenca de excesso de EROs no organismo é responsavel por diversos
danos, como por exemplo a superativacdo de algumas vias intracelulares, o que
resulta no aparecimento de diversas doencas (ROSA, 2012).

Os compostos antioxidantes sdo capazes de retardar, inibir e até evitar a
oxidacdo por meio da inativacéo dos radicais livres, o que consequentemente resulta
em diminuicdo do estresse oxidativo. O potencial antioxidante dos compostos
fendlicos pode ser avaliado por meio da capacidade de inativar radicais livres, inibir
a formacéo de EROs ou ainda de proteger as defesas antioxidantes (ROSA, 2012).

Os acidos fendlicos, os quais sdo compostos pelos acidos hidroxibenzoicos
e acidos hidroxicinamicos, tém sua acao antioxidante dependente da posicédo e do
namero de grupos hidroxilas em relagdo a posicédo do grupo funcional carboxilico. A
atividade antioxidante aumenta quanto maior o niamero de hidroxilas nos &acidos
fendlicos, como no acido galico que demonstra uma alta capacidade antioxidante
(BALASUNDRAM et al., 2006).
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A presenca da hidroxila fendlica permite que a molécula doe um atomo de
hidrogénio ou um eletrén para o radical livre e assim o estabilize por ressonéncia do
anel (1). O radical originado dessa primeira reacdo € o intermediario fenoxi (PO-),
que é consideravelmente estavel, pois ocorre a estabilizacdo do elétron pelo anel
aromatico por meio de ressénancia, dificultando que ocorra uma reacdo em cadeia.
O radical fenoxi também é capaz de reagir com outros radicais para interromper a
propagacéo (2) (ROSA, 2012).

R +POH — RH + (PO -) (1)
(PO -) + R- — POR @)

Outro mecanismo apresentado pelos polifendis € a atividade como pro-
oxidantes. Neste caso, eles atuam como oxidantes de moléculas alvo quando ha
condi¢cbes que favorecam a auto-oxidacdo desses compostos, como elevado pH do
meio, presenca de ions de metais de transicdo e oxigénio. As moléculas que
evidenciam esta atividade sdo as de baixo peso molecular, como o acido galico e a
quercetina (ROSA, 2012). Assim, ao invés de ocorrer o término da reacdo em cadeia
apos a reducdo do radical livre acontece a formacdo de mais radicais livres (3)
(ROSA, 2012).

(PO:) +O, — P=0 +0, -~

Cu?* ou Fe*" +POH — Cu" ou Fe*" + (PO:) +H*

(PO') + RH — POH + R

R- +O, -ROO-

ROO- +RH — ROOH +R:

ROOH +Cu* ou Fe** — Cu® ou Fe** +RO- + OH’ (3)

Os acidos hidroxicinamicos apresentam um alto poder antioxidante quando
comparado aos acidos hidroxibenzoicos correspondentes, isso ocorre devido ao
grupo CH=CH-COOH, que garante uma grande capacidade de doacao do proton e
estabilizacdo do grupamento carboxilico (-COOH ) (BALASUNDRAM et al., 2006).

A capacidade quelante de metais apresentada pelos polifénois auxilia na
funcdo antioxidante por impedir a formacao de radicais livres induzidos por metais. A

oxidacdo causada por metais ocorre quando ions metalicos ativos, por exemplo, 0
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cobre (Cu®) ou o ferro (Fe®), interagem com o peréxido de hidrogénio (H.05)
formando o radical OHe (hidroxila), o qual consegue iniciar reacdes em cadeia.
Algumas moléculas que possuem grupamentos catecois e galatos conseguem
formar complexos inativos com os metais, evitando a oxidacao (ROSA, 2012).

Os polifenois podem inibir a proliferacdo de células cancerosas (CARDONA
et al., 2013; LEON-GONZALEZ et al., 2015), desordens neurodegenerativas (CHOI
et al.,, 2012), absor¢édo de colesterol (LEIFERT; ABEYWARDENA, 2008; SANZ-
BUENHOMBRE et al., 2016) e reduzir as respostas angiogénicas (CALABRISO et
al., 2015). Também possuem atividade antimicrobiana (CARDONA et al., 2013;
BORRAS-LINARES et al., 2015), atuam na prevencao e tratamento da osteoporose
(LUKA et al., 2015) e regulam a transcricdo, expressdo e modo de acao de
diferentes receptores reguladores nos niveis de colesterol (SANZ-BUENHOMBRE et
al., 2016). Participam em varias vias de transduc¢é&o de sinal, modulam o ciclo celular
e fungbes plaquetarias (LU; KELLY; MIAO, 2015) e ativam fatores de transcrigdo,
como o Nrf2 (fator responsavel por ativar genes citoprotetores) (BAYELE et al,.
2016). Os polifendis podem prevenir disfuncdes endoteliais (CARLUCCIO et al.,
2016), o envelhecimento actinico, atuar como anti-inflamatoério, antialérgico,
antibacteriano e antiviral, como é o caso das proantocianidinas quando usadas por
via tépica (ANDRY et al., 1998).

Os polifendis podem atuar de forma positiva na prevencdo de diabetes,
inflamacédo, trombos, doencas cardiovasculares e doenca de Alzheimer, além de
proteger contra efeitos das radiacbes ultravioleta e apresentar atividades
hepatoprotetoras, sendo esses efeitos protetores associados a sua capacidade de
combater radicais livres (LU; KELLY; MIAO, 2015).

No entanto, a baixa biodisponibilidade e instabilidade dos polifendis durante
0 processo de digestdo e absorcéo limitam os seus beneficios para a saude. Pois,
devido ao seu baixo tempo de permanéncia gastrica, a baixa permeabilidade e a
baixa solubilidade em &gua, apenas uma pequena por¢éo deles é absorvida quando
administrada por via oral (LU; KELLY; MIAO, 2015). Ainda, sdo compostos sensiveis
as condicbes quimicas e fisicas, tais como a luz, calor e oxidacdo (FANG;
BHANDARI, 2010). Sendo assim, a disponibilidade destes compostos requer
mecanismos de protecdo que possam manter a sua integridade quimica e
distribuicdo até o sitio especifico (LU; KELLY; MIAO, 2015).
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Varias técnicas para a encapsulacdo de polifendis foram desenvolvidas,
entre elas, spray-drying, coacervacdo, lipossomas, micelas, inclusdo em
ciclodextrinas, nanoparticulas, liofilizagcdo, cocristalizagcdo, nanoencapsulacao,
encapsulacdo em levedura e emulsdo (FANG; BHANDARI, 2010). Cada uma das
técnicas possui pontos fortes e fracos em encapsulacéo, protecao, liberagdo, custo,
regulamentacéo, facilidade de uso, biodegradabilidade e biocompatibilidade (LU;
KELLY; MIAO, 2015).

A técnica de spray-drying apresenta como grande vantagem baixo custo,
flexibilidade e resulta em particulas de boa qualidade, por isso € amplamente
utiizada na industria alimentar, porém, uma grande limitacdo é o numero de
materiais disponiveis para encapsulacdo, que devem apresentar como principal
caracteritica boa solubilidade em agua (FANG; BHANDARI, 2010).

A coacervagao por sua vez apresenta uma boa biocompatibilidade e simples
técnica de preparo, porém custo alto para a industria alimenticia. Os lipossomas séo
capazes de controlar a liberacdo e a direcionar para o local desejado, porém uma
limitacdo que afeta sua eficiéncia € o material utilizado na sua producédo. A inclusao
em ciclodextrinas permite uma melhoria na solubilidade do composto encapsulado,
sendo muito Util para produtos pouco solluveis em agua, por outro lado, assim como
os lipossomas, apresenta limitacdo quanto ao seu material constituinte (FANG;
BHANDARI, 2010).

A cocristalizacdo € capaz de melhorar a solubilidade, a umectabilidade, a
homogeneidade, a dispersibilidade, a hidratacdo, a antiaglutinacdo, a estabilidade e
a fluidez dos materiais encapsulados, porém, como a técnica utiliza agucares, esses
podem sofrer facil degradacdo. A nanoencapsulagéo proporciona uma maior area de
superficie melhorando assim a solubilidade e a liberagdo, porém, geralmente
apresenta custo elevado. A liofilizacdo € uma técnica simples, mas € necessario um
longo tempo de secagem que limita sua utilizacdo. A encapsulacdo em leveduras
permite a protecéo do ativo contra evaporagao, extrusao, oxidacao e luz, no entanto
€ utilizada apenas para pequenas moléculas. As emulsdes apresentam como
limitacdo a dificuldade de estabilizacdo devido a presenca de duas fases imisciveis
na formulacdo o que também permite a encapsulacao de diferentes ativos (FANG;
BHANDARI, 2010).
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2.1.1 Acido galico
2.1.1.1 Propriedades Fisico-Quimicas

O acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (C¢H,(OH);COOH), conhecido como acido
gélico (FIGURA 2), é um acido organico que possui na sua estrutura um anel
benzénico substituido por trés hidroxilas e por um grupamento carboxila, com massa
molecular de 170,12 g.mol*(GRUNDHOFER et al., 2001).

FIGURA 2 - FORMULA ESTRUTURAL DO ACIDO GALICO (ACIDO 3,4,5-TRIHIDROXIBENZOICO)

HO o

HO OH

OH

Varios estudos indicam que o acido galico pode ter sua origem por meio de
duas rotas biossintéticas, podendo ser formado a partir da fenilalanina ou da rota do
acido chiguimico, partindo do intermediario acido 3-desidrochiquimato (3-DHS). O
grupamento carboxilico presente no acido galico mostrou-se biossinteticamente
equivalente ao presente no chiquimato, indicando que o acido galico é formado por
desidrogenacéo direta do 3-DHS ou ainda do acido protocatequinico, ao invés da
cadeia lateral da fenilalanina (FIGURA 3). Alguns estudos demonstram que as duas
rotas de sintese do acido galico podem estar presentes em uma mesma espécie
vegetal (BADHANI et al., 2015).
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FIGURA 3 - POSSIVEIS ROTAS PARA A BIOSSINTESE DO ACIDO GALICO

COOH
2
) ; OH
OH
/ COOH

COCH 1

3 — ™ HoO OH
HO oH

&/

FONTE: BADHANI et al. (2015)

NOTA: 1= acido gélico 2= 3-acido desidrochiquimico, 3= &cido protocatequinico, 4=
fenilalanina.

O éacido gélico estd amplamente presente no reino vegetal em sua forma
livre ou ligado a taninos hidrolisaveis, sendo obtido principalmente por meio da
hidrélise acida de taninos (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-
PASA, 2013). Apresenta coeficiente de particdo oleo/agua (log P) 0,89, indicando
boa solubilidade em solventes aquosos (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO;
CRECZYNSKI-PASA, 2013). E soltvel em agua a concentracdes de 0,1 a 1,3%
(m/m) e seu pH varia de 3,3 para 2,8 na faixa de 0,1 e 1,0% (m/m) (GOMES et al.,
2016).

O acido galico apresenta pKal= 4,4 e pKa2= 8,5, sendo o pKal
correspondente a perda do hidrogénio do grupamento carboxila e o pKa2 ao
hidrogénio do grupamento hidroxila na posicdo para (SLAWINSKA; POLEWSKI,
SLAWINSKI, 2007). Segundo Eslami et al. (2010), o &cido galico possui a
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capacidade de doar quatro prétons com os seguintes valores de pKa, 4,0; 8,7; 11,4 e
>13.

O acido galico ndo apresenta acdo sobre a tensao interfacial em emulsdes,
porém na presenca de surfactantes € capaz de auxiliar na formacédo de goticulas
menores (GOMES et al., 2016).

A solubilidade molar do &cido galico diminui na seguinte ordem dos
solventes: metanol, etanol, agua e acetato de etila (DANESHFAR et al., 2008). O
QUADRO 2 apresenta os valores de solubilidade para o acido galico determinada

por diversos autores.

QUADRO 2 - SOLUBILIDADE DO ACIDO GALICO EM METANOL, ETANOL, AGUA E ACETATO DE
ETILA DE 293,2 - 333,2K

g DE ACIDO GALICO

ACIDO | hpvem 100 mL DE

TEMPERATURA | g DE ACIDO GALICO g DE ACIDO g DE

(+DP)EM 100 mL DE | CALICO GALICO

(+DP)EM 100 mL (EDP)EM

ACETATO DE ETILA

°C K

METANOL

DE ETANOL

100 mL DE AGUA

)

20 293,2

0,96 (+0,01) ™,
1,0099"

25 298,2

27,93 (+0,29) @

18,90 (+0,22)

1,00 (+0,02) M,
1,516 (10,021? @
1,47 (+0,08) ¥,
1,3527%,

1,276 (+0,020)

30 303,2

28,83 (+0,29) @

18,94 (+0,21)

1,38(x0,01)™
1,615 (+0,021) 7,
1,86(+0,09) &,
1,7060",

1,290 (+0,021) @

35 308,2

29,30 (+0,30) @

19,00 (+0,22) 2

1,79 (+0,01) ™,
2,367 (+0,021) ¥,
2,2661"

1,303 (+0,020)

40 313,2

29,59 (+0,30) @

19,17 (+0,23)

2,36 (+0,02) M,
2,549 (10,023? @
2,64 (+0,12) B,
2,8901".

1,335 (+0,021) @

45 318,2

30,13(+0,30) @

19,55 (+0,24)

3,07 (+0,05) M,
3,429 (+0,026) 7,
3,7984 ¥

1,438 (+0,023)@

50 323,2

30,48 (+0,32) @

20,02 (+0,24)

4,02 (+0,06) M,
3,820 (+0,026) 1,
3,89 (+0,21)"

1,544 (+0,023) @

55 328,2

31,07(0,33) @

20,45 (0,24) @

5,15 (+0,06)
4,787 (+0,026) ¥,

1,598 (+0,024) @

60 333,2

31,74 (+0,33)

20,93 (0,25) @

6,86 (J_ro,osl)llJ

7,378 (£0,037) ¥,

1,689 (+0,024)@

FONTE: LU; LU (2007)"; DANESHFAR et al. (2008); MOTA et al. (2008)"; NOUBIGH et al. (2013)"!
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2.1.1.2 Propriedades farmacocinéticas, terapéuticas e usos em geral

Em estudo realizado por Koyama e Bitsch (2001) para avaliar a
farmacocinética do acido galico, o qual foi administrado na forma de comprimidos e
tabletes, o tempo de absor¢céo para ambas as formas foi considerado curto, 1,27 £
0,20 h quando na forma de comprimidos e 1,39 + 0,21 h quando na forma de cha.
Com relacéo a excrecao do acido galico e de seu metabdlito 4-O-metil acido galico
(4OMGA) a porcentagem localizada na urina foi 36,4+ 4,5% para o acido géalico em
tabletes e 39,6 + 5,1% para o cha (KOYAMA e BITSCH, 2001). Por via oral o 4cido
gélico possui uma meia vida de 1,19 hora e 1,06 hora, quando ingerido em forma de
comprimidos ou cha preto, respectivamente (SHAHRZAD et al., 2001).

E um potente agente antioxidante, possuindo acdo protetora contra danos
causados pelo estresse oxidativo em doencas neurodegenerativas (MANSOURI et
al., 2013), como Parkinson e Alzheimer, protegendo os linfocitos do ataque de EROs
(FERK et al., 2011) e diminuindo a peroxidacéo lipidica (LI et al., 2005).

Em estudo realizado por Priscilla e Prince (2009) foi avaliada a atividade
cardioprotetora do acido galico frente a indug¢édo de dano cardiaco por isoproterenol,
ocorrendo a diminuicdo nos niveis séricos de marcadores de lesdo cardiaca no
grupo de animais tratados com acido galico, demonstrando que esse apresenta acao
protetora.

Punithavathi et al. (2011) testaram a acdo do acido galico em diabetes,
induzida em ratos por estreptozotocina. Os efeitos anti-hiperglicémico,
antiperoxidagéo lipidica e antioxidante do acido galico fizeram com que o tecido
pancreatico fosse preservado e protegido da toxicidade induzida por
estreptozotocina.

O &cido galico apresenta acdo antitumoral por meio de varios mecanismos
moleculares atuando no ciclo celular, no processo de apoptose, na angiogénese, na
capacidade invasiva e de metastase. Tais efeitos sdo possiveis porgue ele possui
acdo nas rotas de sinalizagdo ATM quinase, ADAM17, COX, ribonucleétideo
redutase, UGDH, Bax/Bcl-2, NF-k[3 e vegf / vegfR (VERMA et al., 2013). Em tumores
de cdlon reduz a incidéncia, a multiplicacdo das células e o tamanho do tumor
(SENAPATHY et al., 2011) e em carcinoma gastrico ocasiona a diminuicdo das
metdstases e da capacidade invasiva do tumor por meio da inducdo de RhoB,

regulacdo negativa de AKT/small GTPase e inibicdo da NF-kB (HO et al., 2013).
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Quando avaliado o efeito sobre células de carcinoma hepatico (HepG2), ocorreu a
reducao da proliferacdo celular de maneira dose e tempo dependente (LIMA, 2014).

Apresenta acdo sobre as células estreladas hepaticas, ativando a cascata
Ca2+/calpain | induzindo a morte celular e assim evitando que ocorra a diferenciacao
destas células em miofibroblastos e consequente fibrose hepatica (HSIEH et al.,
2014).

Possui propriedade antiofidica por meio da complexacdo com a miotoxina
(BthTX-I) presente na peconha de Bothrops jararacussu e inibicdo da atividade da
enzima fosfolipase A2 (COSTA, 2010). Apresenta atividade bactericida frente a
Escherichia coli e Streptococcus mutans na concentragdo minima 8mg. mL™?, sendo
mais ativo contra bactérias gram negativas (SHAO et al., 2015).

O acido gélico pode ser utilizado como agente de clareamento de pele e em
doencas hiperpigmentarias, essa acao ocorre por meio da inibicdo de genes
reguladores melanogénicos, incluindo a tirosinase, TRP-1, Dct e MITF; pela
regulacdo negativa da rota do AMPciclico e pela ativacdo das quinases ERK e AKT;

além de reverter a hiperpigmentacao induzida por raios UVB (KUMAR et al., 2013).
2.1.1.3 Polimorfismo

Os ativos farmacéuticos podem apresentar formas cristalinas diferentes
como polimorfos, sais, hidratos ou solvatos (DAWN; CLARKE, 2012). Na FIGURA 4,

essas formas cristalinas sao ilustradas.
FIGURA 4 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DOS DIFERENTES TIPOS DE CRISTAIS
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FONTE: Adaptado de DAWN; CLARKE (2012)
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As substancias possuem a habilidade de existir no estado sélido em pelo
menos duas estruturas cristalinas diferentes e essa habilidade € chamada de
polimorfismo. Portanto cada polimorfo de uma substancia € uma das suas formas
cristalinas. De modo geral todos os farmacos tém a capacidade de cristalizar em
formas diferentes, o que originaria diversos polimorfos, porém isso nem sempre
ocorre devido a barreiras cinéticas e termodinamicas (ARAUJO et al., 2012).

O polimorfismo é capaz de alterar diversas propriedades como densidade,
solubilidade, dureza, ponto de fusao, resisténcia mecanica, entre outras. Além de
interferir na forma de producéo, na atividade e na estabilidade de produtos que
contenham estes polimorficos (BRAUN et al., 2013).

Segundo Braun et al. (2013), o &cido galico possui dois polimorfos
monohidratos na Cambridge Structural Database com os codigos de referéncia
KONTIQ (forma MH-IV) e KONTIQO1 / 02 (forma MH-I °). O &cido galico anidro
também possui formas polimorficas apesar de somente uma estrutura ter sido
publicada, IJUMEG (forma AH-II°) (BRAUN et al., 2013).

Clarke et al. (2011) utilizando de estudos computacionais caracterizaram as
formas polimérficas monohidratadas 1l e IV. Também utilizando de calculos
computacionais e experimentos laboratoriais, Braun et al. (2013) encontraram e
caracterizaram dois polimorfos anidros (AH-17 e AH-III), o quinto monohidatado (MH-
V) e 22 solvatos (sendo a maioria com solventes misturados a agua). A presenca de
diversos polimorfos anidros e monohidratos justifica a sensibilidade deste composto
a pequenas variacdes de temperatura, umidade e pureza do produto, pois ocorrem
alteracdes entre a disposicdo das moléculas na estrutura cristalina (BRAUN et al.,
2013).

2.2 EMULSAO

2.2.1 Definicao

As emulsdes sao dispersdes de dois liquidos imisciveis, geralmente agua e
solvente organico, onde é adicionado um agente tensoativo capaz de auxiliar a
formacdo de uma interface estavel entre esses dois liquidos. Podem ser
classificadas em dois tipos, 6leo-em-agua (O/A) e agua-em-6leo (A/O) (LV et al.,
2014).
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Ao desenvolver uma emulsdo, um dos principais focos € a obtencdo de um
produto estavel, capaz de resistir as mudancas na sua aparéncia ao longo do tempo.
Para isso, uma emulsdo cineticamente estavel (metaestavel) possui em sua
composicao oOleo, agua e um tensoativo, também chamado de agente emulsionante
ou estabilizador (ABDOLMALEKI et al., 2016).

Os tensoativos sdo moléculas que possuem em sua estrutura uma porcao
hidrofilica (polar) e uma porcéo lipofilica (apolar), que lhe conferem a capacidade de
atuar na interface de fases oleosa e aquosa, permitindo a formacdo de emulsées
(GRIFFIN, 1949).

Em 1949, Griffin definiu um valor para o equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL)
com base na estrutura molecular, sendo que este se correlaciona com a afinidade do
tensoativo pela fase oleosa ou aquosa. Ou seja, € a influéncia que a por¢cao polar ou
apolar tem sobre o comportamento da molécula tensoativa, assim o tipo da emulséo
A/O ou O/A dependera diretamente do tensoativo utilizado. Os tensoativos
hidrofilicos possuem valores altos de EHL (8-18), enquanto que o0s tensoativos
lipofilicos possuem valores baixos (4-6) (GRIFFIN, 1949).

O poliglicerol polirricinoleato (PGPR) (FIGURA 5) € um tensoativo lipofilico
de origem sintética com EHL de 1,5-2,0, amplamente utilizado para o preparo de
emulsGes A/O e emulsdes multiplas A;/O/A; (GULSEREN; CORREDIG, 2012). E um
emulsificante ndo i6nico e oligomérico produzido a partir da esterificacdo do
poliglicerol com 6leo de ricino (USHIKUBO; CUNHA, 2014).

O monooleato de sorbitano (FIGURA 6) pertence a classe dos ésteres
graxos de sorbitano, sendo um tensoativo monomérico e nao-ibnico. Apresenta,
assim como o PGPR, um baixo valor de EHL (equivalente a 4,3) e é obtido pela
reacdo entre o sorbitol e acidos graxos (USHIKUBO; CUNHA, 2014).

FIGURA 5 - FORMULA ESTRUTURAL DO POLIGLICEROL POLIRRICINOLEATO
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NOTA: (I) Férmula de PGPR, na qual R € um hidrogénio, acido ricinoleico ou

acido polirricinoleico. (II) Férmula de acido ricinoleico.
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FIGURA 6 - FORMULA ESTRUTURAL DO MONOOLEATO DE SORBITANO
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De acordo com Lv et al. (2014), existem diversos tipos de métodos para o
preparo de emulsdo e podem ser classificados de acordo com a quantidade de
energia necessaria. Existem os métodos que necessitam de alta energia, nesses
para a emulsificacdo séo utilizados equipamentos que fornecem energia mecanica
intensa e os trés mais utilizados sdo os agitadores de alto cisalhamento, os
homogeneizadores de alta pressédo e os equipamentos de ultrassom. Por outro lado
ha os métodos que requerem baixa energia para que ocorra a emulsificacédo, esses
métodos utilizam da energia presente no sistema, ocorrendo espontaneamente a
reorganizacdo dos tensoativos formando os glébulos da fase interna da emulséao (LV
et al., 2014).

2.2.3 Fendmenos que podem ocasionar a desestabilizacdo de emulsdes

Os fendmenos de instabilidade estdo exemplificados por meio de esquemas
na FIGURA 7. Os principais fenbmenos de instabilidade que afetam as emulsdes
sdo coalescéncia, floculacdo, cremeacdo, sedimentacdo, inversdo de fases e
maturacdo de Ostwald (TADROS, 2009).

FIGURA 7 - FENOMENOS DE INSTABILIDADE EM EMULSOES.

Fonte: Adaptado de LU et al. (2015)
NOTA: (a)-emulsao estavel;(b)- coalescencia; (c)-floculacéo;
(d)-cremeacdo; (e)- quebra da emulséo.
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A coalescéncia (FIGURA 7b) é o fenbmeno de agregagcdo dos globulos
pequenos e formacdo de glébulos maiores 0 que resulta na heterogeneidade da
emulsdo e desestabilizacdo do sistema. A floculacdo (FIGURA 7c) por sua vez é a
agregacédo dos globulos sem que haja a perda da estrutura da interface, formando
aglomerados de glébulos (TADROS, 2009).

Na cremeacdo (FIGURA 7d) os glébulos dispersos na emulsdo tendem a
subir para a parte superior do recipiente ocorrendo uma distribuicdo heterogénea ao
longo da fase dispersante, desestabilizando o sistema. De modo inverso ocorre a
sedimentacao na qual os globulos se depositam no fundo do recipiente. Isto ocorre
devido a densidade da fase dispersa, quando a densidade da fase dispersante for
menor pode levar a cremeacdo e se maior a sedimentacdo (ROBINS, 2000;
TADROS, 2009).

A inversao de fases é o processo pelo qual uma mudanca na energia livre de
uma emulséao faz com que ela inverta a fase dispersa e a fase dispersante, ou seja,
uma emulsao inicialmente A/O torna-se uma emulsdo O/A (LV et al., 2014).

A maturacdo de Ostwald consiste na difusdo dos pequenos globulos da
emulsdo para os globulos maiores, por meio da coalescéncia dos glébulos
resultando em emuls6es menos estaveis (TADROS et al., 2004).

Os fendbmenos de instabilidade podem ocasionar a separagédo de fases da

emulsao, ou seja, a quebra da emulsédo (FIGURA 7e).

2.3 EMULSAO MULTIPLA

As emulsdes multiplas sdo sistemas complexos de multifases que consistem
de uma emulsdo na qual as goticulas sdo por si s6 uma emulsdo, ou seja, 0S
glébulos dispersos possuem em seu interior globulos menores também dispersos.
Existem dois tipos principais de emulsbes multiplas: agua-em-6leo-em-agua
(A1/O/A,) e b6leo-em-agua-em-06leo (O1/A/O,). Na emulsédo A;/O/A; a fase dispersante
€ a agua que contém globulos de 6leos dispersos e nesses glébulos oleosos ha
glébulos menores de agua dispersos e esse sistema € estabilizado pela presenca de
agentes surfactantes entre as interfaces das fases oleosa e aquosa. As emulsdes
O1/A/O, por sua vez tém a fase dispersante oleosa que possui em seu interior
glébulos de agua com glébulos oleosos no interior. Apesar de menos frequente,

também existem as emulsdes 0leo-em-agua-em-agua (O/A1/Az). Na FIGURA 8 estédo



32

representadas esquematicamente as diferentes estruturas das emulsbes. (AKHTAR
et al., 2010; COLE; WHATELEY, 1997; JIMENEZ-COLMENERO, 2013;
OMOTOSHO, 1990; PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015; SCHMIDTS et al., 2009;
SCHMIDT et al, 2015; SCHMIDTS et al., 2010; TABATABAEE AMID;
MIRHOSSEINI, 2014).

FIGURA 8 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DE EMULSOES SIMPLES E MULTIPLAS

Fase confinua aquosa Fase continua oleosa

FONTE: Adaptado de Chung; McClements (2014)
NOTA: O/A: Emulsao simples 6leo-em-agua; A/O: Emulsédo simples agua-em-0leo; O/A;/A;: Emulséo
multipla éleo-em-agua-em-agua; O,/A/O,: Emulsdo multipla 6leo-em-agua-em-o6leo; A;/O/A;:
Emulsé@o multipla agua-em-éleo-em-agua.

As emulsdes multiplas Ai/O/A, apresentam algumas vantagens em relacéo
as emulsdes simples, tais como a capacidade de reduzir o teor de gordura, mascarar
0 sabor e proteger contra agentes que causam instabilidade. Porém, um dos
grandes problemas das emulsGes multiplas é a estabilizacdo devido a difusdo das
moléculas de &gua entre a fase aquosa interna e externa da emulsdo ou a
coalescéncia dos glébulos (LEAL-CALDERON et al., 2007).
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Aditya et al. (2015a) desenvolveram uma emulsdo mdaltipla Ai/O/A; para o
carreamento dos polifendis curcumina e catequina, sendo um sollvel na fase lipidica
e 0 outro na fase aquosa, respectivamente, visando a producdo de uma forma
farmacéutica que possibilitasse a ag¢do sinérgica e aumentasse a estabilidade
desses compostos. Na referida emulsdo foram utilizados como tensoativos o
poliglicerol polirricinoleato (PGPR) e o polisorbato 80; na fase aquosa interna (A;)
foram adicionados agua destilada, gelatina, cloreto de sodio e acido ascorbico;
utilizando como veiculo da fase oleosa o azeite de oliva; e na fase aguosa externa
(A) foram utilizados agua destilada, acido ascorbico e cloreto de sédio.

Cofrades et al. (2013) desenvolveram uma emulsdo multipla A;/O/A; para
aplicacdo em produtos carneos com o intuito de obter uma formulacdo composta
apenas de componentes seguros e 0 enriguecimento com lipidios saudaveis,
utilizando o azeite de oliva, poliglicerol polirricinoleato (PGPR), caseinato de sédio e
whey protein.

Bou et al. (2014) encapsularam riboflavina em uma emulsao multipla A;/O/A;
utilizando na fase aquosa (A1) agua destilada, riboflavina e cloreto de sédio; na fase
oleosa diferentes fontes lipidicas como 6leo de girassol, éleo de oliva, 6leo de chia e
rendered pork backfat juntamente com poliglicerol polirricinoleato (PGPR); na fase
aquosa externa (A) agua destilada e caseinato de sddio; e como conservante do

sistema foi utilizada azida sédica.

2.3.1 Técnicas de preparo de emulsdes multiplas

As emulsbes multiplas podem ser produzidas principalmente por dois
métodos, a emulsdo em Unica etapa e em duas etapas (PAL, 2007; TADROS, 2009).

Na emulsificagdo em uma uUnica etapa sao utilizadas misturas binarias de
tensoativos (alcoois e eésteres graxos etoxilados) que ao serem misturados se
distribuem no sistema formando uma emulsdo A;/O/A, ou O;/A/O, (PAL, 2007,
TADROS, 2009).

A emulsificacdo em duas etapas € a mais utilizada, onde inicialmente é
produzida uma emulséo primaria de A/O ou O/A que € posteriormente adicionada a
outra fase da emulsdo aquosa ou oleosa utilizando de tensoativos hidrofilicos e
lipofilicos para estabilizar esses sistema multiplo recém-formado (PAL, 2007;
TADROS, 2009).
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2.3.2 Fatores que interferem na estabilidade das emuls6es multiplas

Durante o armazenamento das emulsées mudltiplas A;/O/A, pode ocorrer
desestabilizacdo por diversos fenébmenos. Segundo Florence e Whitehill (1981) os
principais fendmenos s&o: coalescéncia dos globulos da fase aquosa interna;
coalescéncia dos glébulos de Oleo (independente se esses contém multiplos
glébulos ou somente um unico globulo de Al); ruptura da camada de Oleo que
separa a fase aquosa interna (Al) da fase aquosa externa (A2) e passagem de
agua, e outras substancias, da fase aquosa interrna para a externa.

A fim de aumentar a estabilidade das emulsGes alguns parametros podem
ser modulados, a citar, o tipo e a concentracdo dos tensoativos utilizados nas
interfaces, a pressdo osmdética entre as fases aquosas, a diferenca da capacidade
de difusdo entre as moléculas dissolvidas nas fase aquosas, a fracdo volumétrica e
o diametro médio dos glébulos aquosos internos e oleosos e a natureza do 6leo
(HERZI et al., 2014).

2.3.2.1 Influéncia da presencga de tensoativos na interface

A estabilidade dos filmes interfacias formados entre os glébulos da emulséo
multipla € dependente da concentracdo e do tipo do tensoativo utilizado (HATTREM
et al., 2014).

Os tensoativos poliméricos conferem maior estabilidade a emulsdo do que
0s tensoativos de cadeia curta pois apresentam menor mobilidade e sdo capazes de
formar uma camada interfacial mais espessa que pode reduzir a formagao de poros
transitorios, diminuir a difusdo das moléculas e a coalescéncia dos glébulos
(HATTREM et al., 2014; HERZI et al., 2014). A outra vantagem € a incapacidade de
formacdo de micelas reversas diminuindo a difusdo por meio desse mecanismo.
(HATTREM et al., 2014).

O Polaxamer® 407 é um tensoativo polimérico composto por trés cadeias de
moléculas, uma cadeia central hidrofébica de polipropileno e duas cadeias
hidrofilicas de polietilenoglicol, possui EHL de 22, sendo classificado como um
tensoativo hidrofilico (SCHMIDTS et al., 2009).
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O polisorbato 80 é um monooleato de sorbitano polietoxilado (FIGURA 11) e
contém em sua estrutura grupos éter e éster possui EHL igual a 15 (SCHMIDTS, et
al., 2010a).

FIGURA 9 - FORMULA ESTRUTURAL DO TENSOATIVO POLISORBATO 80
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2.3.2.2 Influéncia de componentes osmoticamente ativos

A difusdo de moléculas geralmente ocorre devido ao gradiente de
concentracdo entre as fases aquosas, uma das causas desse gradiente é a adicdo
de moléculas a fase aquosa interna para gerar um gradiente osmoético que
compense a pressao de Laplace e assim haja um equilibrio dos potenciais quimicos
(HERZI et al., 2014). A teoria de Young-Laplace define que a diferenca de pressao
externa e interna € inversa ao raio do glébulo, assim glébulos menores precisardo de
uma pressao interna maior para que se mantenham estaveis (TADROS et al., 2004).

O transporte difuso das moleculas entre as fases da emulsédo pode ocorrer
sem que haja a ruptura dos globulos. Entre as formas possiveis de transporte ha a
solubilizac&o direta na fase oleosa (quando as moléculas sdo neutras); através de
tensoativo hidrofilico (ligagdo a porgcéo polar do tensoativo, no caso da agua); por
micelas reversas; e formacdo de poros transitorios termicamente ativados
(HATTREM et al., 2014; HERZI et al., 2014).

2.3.2.3 Influéncia da presenca de eletrolitos

As moléculas pequenas, como ions e agua, podem sofrer difusdo entre a
fase aquosa interna(A;) e externa(A;z) da emulsdo multipla A1/O/A,. As moléculas de
agua sao difundidas pelos mecanismos de transporte através do tensoativo

hidrofilico e micelas reversas, ja 0s ions sédo transportados por micelas reversas. O
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transporte de ions por meio de micelas reversas é dependente da concentracdo de
tensoativo e da camada de 6leo ao redor dos glébulos internos, pois quanto menor a
espessura menor a ocorréncia de difusdo por micelas (CHENG et al., 2007).

A formacado das micelas reversas ocorre quando os ions no interior da fase
aquosa interna (A;) sdo solvatados por moléculas de 4gua. Essa hidratacéo leva a
formacao de uma “estrutura” que se move até a interface do glébulo. A fase aquosa
interage com a porcao polar do tensoativo e esse recobre essa estrutura formando
as micelas reversas com a parte apolar exposta. Nessa conformacéo elas possuem
a capacidade de migrar pela camada oleosa até a fase aquosa externa
independente da pressdo osmotica (CHENG et al., 2007).

2.3.2.4 Influéncia de aditivos estabilizantes

Os polissacarideos apresentam grande capacidade de retencdo de agua e
espessamento da fase aquosa, ou seja, aumento da viscosidade da fase externa
devido ao seu carater hidrofilico e elevado peso molecular. Quando utilizados para a
estabilizacdo de emulsbes eles podem ser classificados em duas categorias: 0s
polissacarideos capazes de adsorver na superficie do glébulo da emulsédo e os que
atuam aumentando a viscosidade da fase externa sem que adsorvam aos glébulos
da emulsdo (BOUYER et al., 2012).

Os polissacarideos adsorventes apresentam atividade interfacial/superficial e
atuam estabilizando as emuls@es por adsor¢céo na superficie da gota de 6leo. Assim,
o globulo de 6leo é praticamente recoberto por um filme de polimero, em seguida
eles atuam impedindo a floculagdo dos globulos e coalescéncia por meio de forcas
de repulsdo estérica e eletrostatica. Alguns exemplos de polissacarideos com esse
mecanismo de atuacdo sdo goma arabica, amido quimicamente modificado,
derivados da celulose, goma guar, sacarina, pectina acetilada de beterraba, entre
outros (DICKINSON, 2003).

A grande maioria dos polissacarideos ndo apresenta a propriedade de
adsorcao a interface dos glébulos da emulsédo atuando como agentes espessantes,
gelificando a fase externa aquosa ou alterando a viscosidade o que diminui o
movimento dos glébulos e a coalescéncia (PARASKEVOPOULOU et al., 2005).

A goma xantana € um polissacarideo aniénico e tem na sua estrutura uma

cadeia principal composta por a-1,4-D-glucose e cadeias laterais a cada dois
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residuos de glucose, essas cadeias laterais sao constituidas por a-D-manose, B-D-
acido glucurénico e B-D-manose como residuo terminal. Os grupos piruvato e
acetato também podem ser encontrados em residuos de manose terminal e néo-
terminais, respectivamente. A goma xantana é produzida pela bactéria Xanthomonas
campestres e de acordo com as condi¢cOes de fermentacédo a que € submetida pode
ocorrer variacdo na quantidade de grupos de acetato e piruvato presentes na
estrutura molecular da goma, influenciando assim o peso molecular e a viscosidade
(CASAS et al., 2000).

Os alginatos sdo carboidratos hidrofilicos coloidais extraidos de vérias
espécies de algas marinhas (Phaeophyceae) especialmente da Laminaria
hyperborean, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum nodosum. A composi¢cado quimica
do polimero esta diretamente relacionada a sua fonte bioldgica, crescimento e
condigbes ambientais. A estrutura quimica do alginato € composta principalmente
por a-(1-4)-L-acido gulurénico, p-(1-4)-D-acido manurénico e misturas desses dois
acidos (GACESA,1988 citado por BOUYER et al.,2012). Esse polimero ainda
apresenta propriedades coloidais Unicas, que incluem espessamento, estabilizacao,
suspensao, formacdo de filme, producdo de gel e estabilizacdo de emulséo
(BOUYER et al., 2012).

Assim como a goma xantana e o alginato de soédio, a quitosana € um
polissacarideo de origem natural e é obtida a partir da desacetilacdo alcalina ou
enzimatica da quitina que ocorre na cuticula de crustaceos, insetos, moluscos e na
parede celular de alguns microrganismos. A estrutura da quitosana é composta por
glucosamina e N-acetilglucosamina (CLAESSON; NINHAM, 1992). A quitosana € um
polimero catidnico que apresenta a capacidade de estabilizacdo de emulsdes por
meio da estabilizacdo eletrostatica e aumento da viscosidade. A sua capacidade de
agente de viscosidade é fortemente influenciado pelo pH da solugcédo, quanto mais
acido o pH maior o aumento de viscosidade, isso ocorre devido a sua estrutura

linear n&o ramificada e seu elevado peso molecular (BOUYER et al., 2012).
2.3.2.5 Influéncia da proporcao de fases
A proporcao de fases pode influenciar tanto na obtencdo quanto na

estabilidade da emulsdo mdltipla, uma vez que o volume utlizado deve ser

compativel com a concentracdo dos agentes tensoativos e osmoticos, para
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estabelecer o equilibrio no sistema (KUMAR; KUMAR; MAHADEVAN, 2012).
Quando utilizados volumes elevados de fase aquosa interna (A;) ocorre a diminui¢cao
da concentracdo de Oleo utilizado, porém ha um aumento na viscosidade que
dificulta a segunda etapa de emulsificacdo (LEAL-CALDERON et al., 2012).

2.3.2.6 Influéncia da natureza da fase oleosa

A natureza da fase oleosa interfere no desenvolvimento da emulsdo multipla
pois afeta a distribuicdo do tensoativo na interface, o tamanho dos glébulos e a
viscosidade (COLE; WHATELEY, 1995).

Diversos Oleos podem ser usados para a composi¢cdo da fase oleosa da
emulsao tanto os de origem mineral como os de origem vegetal (ex. 6leo de canola).
Quando a fase oleosa é composta por um Oleo vegetal de alta viscosidade ha
aumento na estabilidade, pois esse dificulta a difusdo de moléculas entre as fases
aguosas e diminui a mobilidade dos gldbulos retardando o processo de coalescéncia
(KUMAR; KUMAR; MAHADEVAN, 2012).

2.3.2.7 Influéncia da viscosidade

As emulsBes apresentam comportamento reologico altamente variavel, de
modo que sua viscosidade depende fortemente de sua composicao, estrutura dos
globulos e interagdes interfaciais (MASON,1999).

A viscosidade de uma emulsdo influencia diretamente sua taxa de
cremeacdo, sua estabilidade e as propriedades organolépticas, além disso
alteracOes na viscosidade podem indicar o tipo de instabilidade que afeta a emulséo
durante o armazenamento (O’'REGAN; MULVIHILL, 2010).

A vicosidade pode ser definida como a resisténcia ao fluxo apresentada por
sistemas liquidos e semissélidos. Os fluidos podem ser classificados em
Newtonianos e ndo-Newtonianos. Os fluidos Newtonianos em temperatura constante
apresentam viscosidade constante, isso ocorre pois a tensdao de cisalhamento é
diretamente proporcional a taxa de deformacéo aplicada (NETZ; ORTEGA, 2002).

Nos fluidos ndo-Newtonianos a viscosidade ndo é constante dependendo de

varios fatores, como temperatura, forma de preparo, manuseio, tempo de repouso
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entre outros. Os sistemas ndo-Newtonianos sao classificados em trés tipos:
pseudoplastico, plastico e dilatante (NETZ; ORTEGA, 2002).

Os fluidos que apresentam comportamento pseudoplastico tém a
viscosidade variavel e essa diminui com o aumento da taxa de cisalhamento, por
outro lado fluidos dilatantes apresentam aumento da viscosidade quando h&
aumento da taxa de cisalhamento. Nos fluidos com comportamento plastico é
necessario que se apligue uma tensdo minima de cisalhamento para que esse
comece a fluir, a partir desse valor ele se comporta como um fluido Newtoniano
(NETZ; ORTEGA, 2002).
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QUADRO 3 — MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

(continua)
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS ESPECIFICACAO
Acetato de sddio anidro PA 99% VETEC
Acetonitrila — grau HPLC J.T.Baker
Acido acético NEON
Acido fosférico NEON
Acido galico anidro purissimo (98%) VETEC
Acido sulftrico NEON
Agitador de hélice EEQ 9034 Edutec
Agitador magnético IKA- RCT Basic

Agitador voértex

Biomixer QL-901

Agua destilada

Agua ultrapura

Purificada por Sistema Milli-Q®

Alginato - protanal LF 20 / 40, com viscosidade de 100 a
200 mPas e alto contetdo de residuos G (65 — 75%)

FMC Bio Polymer

Balanca

Adventurer TM-OHAVS

Banho termostatizado

EEQ 9074- Edutec

Centrifuga de microtubos

SCILOGEX D3024

Cloreto de calcio (CaCl2) purissimo anidro 96%

VETEC

Cloreto de sddio (NaCl) anidro p.a 99% -

BIOTEC

Coluna cromatogréfica

Zorbax Eclipse Xdb-C18
(4,6x250mmx5micron)

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)

Modelo SYS-LC-240-E VARIAN

D(+) glucose anidro P.A

BIOTEC

Espectrofotbmetro

Uv-1800 Shimatzu

Espectrofotdbmetro UV placas

THERMO SCIENTIFIC MULTISCAN FC

Estufa incubadora

Estufa BOD Caltech

Etanol absoluto 99,8% NEON
Fosfato de s6édio monobasico anidro 98% NEON
Goma xantana Galena
Medidor de pH — Mpa 210 MS TECNOPON
Metanol — grau HPLC J.T.Baker
Microscépio otico OLYMPUS
Molibdato de aménio 99% CROMOLINE
Monooleato de sorbitano Sigma
Oleo de canola Cargill
Polaxamer®407 - copolimero de éxido de etileno e 6xido Viafarma
de propileno, de férmula geral ho(c2h4o)a (c3h60)b
(c2h40)ah, onde a=101 e b=56.
Poliglicerol polirricinooleato — emulgel 3207 SAPORITI
Polisorbato 80 NEON
Quitosana Galena
Reagente Folin-ciocalteau ALPHATEC
Sulfato de magnésio (MgS0O4) heptahidratado BIOTEC

Ultracleanner 1400
Ultrassom .

Unique
Viscosimetro HAAKE Viscotester 6

FONTE: A Autora (2017)
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3.2 PARAMETROS CRITICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA EMULSAO

3.2.1 Solubilidade do acido galico

3.2.1.1 Determinagdo do comprimento de onda de absorbancia maxima (Amax)

A determinagao do comprimento de onda de absorbancia maxima (Amax) foi
realizada pela anélise do perfil de absorbancia de solu¢des padrées 12 pg.mL™ de
acido gélico em agua ou etanol anidro.

As varreduras foram feitas em espectrofotdmetro UV 1600, Shimadzu®, com
intervalo de comprimento de onda entre 200 e 350 nm. Os perfis de absorbancia

foram visualizados no programa UV-Probe, acoplado ao espectrofotémetro.

3.2.1.2 Solubilidade em &gua

Foi construida a curva analitica com o acido galico solavel em agua nas
concentracdes 8, 10, 12, 15 e 17 pg.mL™.

Para a determinacado da solubilidade em &agua foi utilizado um baldo de fundo
redondo de 50 mL. Foram adicionados 20 mL de agua destilada saturada com acido
galico. O frasco foi agitado em agitador magnético a temperatura constante de 20°C
durante 4 horas. A amostra foi entdo deixada em repouso por 1 hora até equilibrio e
apos se procedeu a leitura no espectrofotbmetro. O resultado de absorbancia foi

entdo comparado com a curva de calibragéo.

3.2.1.3 Solubilidade em etanol

Foi construida uma curva analitica com o acido galico solubilizado em etanol
anidro nas concentracées 8, 10, 12, 15 e 17 pg.mL™.

Para a determinacéo da solubilidade foi utilizado um baldo de fundo redondo
de 50 mL. Foram adicionados 20 mL de etanol saturado com acido galico. O frasco
foi agitado em agitador magnético a temperatura constante de 20°C durante 4 horas.
A amostra foi entdo deixada em repouso por 1 hora até equilibrio e apds se
procedeu a leitura no espectrofotdbmetro.
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3.2.2 Desenvolvimento e validacdo do método de quantificacdo do acido galico por
CLAE-UV

O método utilizado para a quantificacdo do acido galico foi desenvolvido
utilizando como base o método de doseamento de compostos fendlicos proposto por
Carvalho (2008).

As andlises foram realizadas em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE), modelo SYS-LC-240-E, marca Varian. O cromatografo € composto de um
computador tipo desktop, software Workstation e dos seguintes madulos:

Photodiode Array Detector modelo 335 série EL06019048 e Solvent Delivery
Module modelo 230 série 01513. As amostras foram injetadas com seringa de 100
uL. A coluna utilizada foi zorbax eclipse xdb-C18 (4,6 x 250mm x 5 micron). O tempo
de analise foi de 13 minutos. A proporcao de fase movel e fluxo sao descritos na
TABELA 1 de acordo com o tempo de elui¢éo.

TABELA 1 - VARIACAO DA FASE MOVEL NO DECORRER DA ELUICAO DO METODO DE
QUANTIFICACAO DO ACIDO GALICO POR CLAE-UV

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B %C
0-10 11 88 10 2
10-11 1,2 75 23 2
11-13 11 88 10 2
13 11 88 10 2

FONTE: A Autora (2016)
NOTA: A= Fase &cida (0,01 mol.L™ H,SO, + 0,1 mol.L™ HsPO,); B= Metanol e C= Acetonitrila:agua
(90:10).

A validacao analitica tem por objetivo comprovar que o método utilizado para
a quantificacdo de determinado analito € apropriado e apresenta resultado confiavel.
Assim, os testes realizados foram especificidade, linearidade, limites de deteccéo e
de quantificacdo, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo e robustez
(ANVISA, 2003)

A especificidade foi determinada pela comparagcao dos cromatogramas da
solucdo de acido galico (em fase acida) com os obtidos quando injetado uma
solucédo contendo os excipientes: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de cacio (CaCly),
sulfato de magnésio (MgSQ,), glucose e sistema tamponante acetato de sédio pH
5,0 preparada em fase &cida (0,01 mol.L"* H,SO4 + 0,1 mol.L™ H3PO,).
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A determinacgéo da linearidade foi feita a partir da construgdo de uma curva
analitica com cinco concentracdes (48, 54, 60, 66 e 72 ug.mL™). Inicialmente foi feita
uma diluicdo com metanol e em seguida as amostras foram diluidas na fase mével
acida.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
utilizando os valores obtidos da avaliacdo da linearidade, por meio das formulas (1)

e (2), respectivamente.

DPx3
LD = e (2)
DPgx10
Lg =210 ()

Onde:
DPa = Desvio padrdo do intercepto das curvas analiticas construidas
para a determinacéo da linearidade

IC=Inclinag&o da reta obtida na curva de calibrag&o.

A repetibilidade foi determinada por meio da andlise de 6 amostras na
concentragdo 100% do teste feitas no mesmo dia. A precisdo intermediaria foi
determinada por meio da analise do desvio padréo relativo (DPR) de 12 amostras,
preparadas em 2 dias diferentes, sendo 6 amostras preparadas por dia.

A exatidao foi determinada preparando-se trés solucdes de acido galico nas
concentracdes de 40 pg.mL™’. Em seguida foi adicionado &cido gélico até as
concentracdes de 48, 60 e 72 ug.mL™, que foram submetidas ao teste e feita a razéo
entre o valor experimental encontrado e o valor teorico. Os resultados foram
expressos em porcentagem de recuperacao.

A robustez foi avaliada variando o fluxo em + 0,1 mL.min"* e a porcentagem

de fase movel utilizada durante a eluicéo.
3.2.3 Andlise da compatibilidade dos coexcipientes da fase aquosa interna

Foram preparadas solucbes de acido galico (0,01%), NaCl (0,1 mol.L™),
CaCl, (0,1 mol.L™"), MgS0O, (0,1 mol.L™Y), glucose (0,1 mol.L) em agua destilada
com pH 6,8. Essas solucdes foram armazenadas em frascos de 10 mL com tampa
ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (20 = 5)°C. Do mesmo modo foram

preparadas solucdes de &cido galico com o sistema tamponante acetato de sodio
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pH 5,0. Foi quantificado por meio de CLAE-UV a quantidade de acido galico
remanescente no 1°, 7° e 14° dia apos o preparo (Adaptado de Aditya et al., 2015a)
3.3 DESENVOLVIMENTO DA EMULSAO PRIMARIA

3.3.1 Andlise da estabilidade preliminar e microscopia

As emulsbes foram analisadas macroscopicamente e microscopicamente
apos 24 horas da manipulacdo. As amostras foram analisadas com relacdo a
separacdo de fases e aspecto da emulsdo, sendo classificadas como normal,
cremeacao e separacao de fases .

3.3.2 Selecéao do tensoativo lipofilico

Inicialmente foi preparada uma emulsédo priméria (A1/O) composta por uma
fase aquosa com &gua destilada (6,2 g), acido galico (0,06 g) e por uma fase oleosa
com Oleo de canola (17,5 g) e poliglicerol polirricinoleato (1,25 g). As fases foram
aquecidas a 60°C em banho-termostatizado sob leve agitacdo manual. Apés, foram
retiradas do aquecimento e a fase aquosa foi acrescentada sobre a fase oleosa sob
agitacdo magnética a 2000 rpm durante 5 minutos, de acordo com metodologia
adaptada de Aditya et al. (2015), sendo essa denominada de AmP5. As demais
variacbes propostas foram em relacdo a composicdo do sistema tensoativo e a

proporcao dos tensoativos, sendo as composi¢des expostas na TABELA 2.

TABELA 2 - COMPOSICAO DAS FORMULACOES PARA SELECAO DO TENSOATIVO LIPOFILICO
PARA A EMULSAO MULTIPLA

AmP5 AmP6 AmPS5 AmPS6 AmS5 AmS6
g % g % g % g % g % g %
Acido 00625 | o, | 00625 | (oo | 00625 | o [00625 | (oo [ 00625 [ oo [ 00625 [ (¢
Fase gallco
Aquosa | Agua 61875 | 24,75 | 6,1875 | 2475 | 6,1875 | 24,75 | 6,1875 | 24,75 | 6,1875 | 24,75 | 6,1875 | 24,75
Qestllada
coeiﬁg?: 175 | 70 17,25 | 69 175 | 70 17,25 | 69 175 | 70 17,25 | 69
Fase PGPR 1,25 5 1,5 6 0,625 2,5 0,75 3
Oleosa | Monooleato
de 0,625 2,5 0,75 3 1,25 5 1,5 6
sorbitano
EHL 1,5 1,5 2,9 2,9 4,3 4,3
FONTE: A Autora (2016)
NOTA: PGPR: poliglicerol polirricinoleato Am= amostra; P5: 5% de PGPR; P6:6% de PGPR; PS5:

2,5% de PGPR e 2,5% de monooleato de sorbitano; PS6: 3% de PGPR e 3% de monooleato de
sorbitano; S5= 5% de monooleato de sorbitano; S6%= 6% de monoleato de sorbitano.
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3.3.3 Selec¢éo do sistema tamponante

Os sistemas tamponantes selecionados inicialmente foram pH 3,0; 5,0 e 7,0
preparados segundo a Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo (BRASIL, 2010). O sistema
tamponante acetato pH 3,0 foi preparado utilizando 12 g de acetato de sédio, 6 mL
de acido acético e agua destilada, o volume foi ajustado até 100 mL. O sistema
tamponante acetato de sédio 0,1 mol.L™ pH 5,0 foi preparado adicionando 13,619 de
acetato de sodio trihidratado e 1000 mL de agua destilada, o pH foi ajustado com o
auxilio de uma solucdo de &cido acético 0,1 mol.L™. O sistema tamponante acetato
pH 7,0 foi preparado adicionando 2,73 g de acetato de sodio em aproximadamente
70 mL de agua, em seguida foi ajustado o pH 7,0 com &cido acético 0,5 mol.L™, o
volume foi entdo completado para 100 mL de agua

A emulsdo primaria Ai/O foi preparada como descrito no item 3.4.2,
utilizando a composicao de formulacdo apresentada na TABELA 3.

TABELA 3 - COMPOSICAO DAS FORMULAGCOES PARA SELECAO DO SISTEMA TAMPONANTE
PARA A FASE AQUOSA INTERNA DA EMULSAO MULTIPLA

Massa (@) Porcentagem (%)
Acido galico 0,0625 0,25
Sistema tamponante (3,0; 5,0; 6.1875 24.75
ou 7,0)
Oleo de canola 17,25 69
PGPR (Poliglicerol 15 6
polirricinooleato) '

FONTE: A Autora (2016)

3.3.4 Selecéao do eletrolito para a fase aquosa interna

O preparo da emulsdo primaria foi executado como no item 3.4.2 utilizando
como fase aquosa interna (A1) o acido galico dissolvido no sistema tamponante
acetato de sodio pH 5,0. A composicdo da formulacdo esta apresentada na TABELA
4.

Os eletrdlitos foram acrescidos separadamente a fase aquosa interna (A;) da
emulsdo primaria, na concentracdo de 0,100 mol.L™. Os eletrélitos selecionados
para o estudo foram cloreto de sédio (NacCl), cloreto de calcio (CaCl,), sulfato de

magneésio (MgSO,) e glucose. O volume utilizado de sistema tamponante acetato de
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sédio pH 5,0 foi modificado para que a proporcédo entre a fase aquosa e oleosa
(25:75) néo fosse alterada (Adaptado de SCHMIDTS et al., 2010).

TABELA 4 - COMPOSICAO DAS FORMULACOES PARA SELECAO DO ELETROLITO PARA A
FASE AQUOSA INTERNA DA EMULSAO MULTIPLA

Componentes/ Amostra | AmNaCl (g) AmCacCl, (g) AmMgSO, (9) AmGilucose (g)
Acido galico 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625
Sistema tamponante 5,0 | 6,0414 5,9109 5,8875 5,7375
Eletrolito 0,1461 0,2766 0,30 0,45

Oleo de Canola 17,25 17,25 17,25 17,25

PGPR 1,5 1,5 1,5 1,5

FONTE: A Autora (2016)

NOTA: AmNaCl: amostra contendo como eletrélito o NaCl; AmCaCl,: amostra contendo como
eletrélito o CaCl,; AmMMgSO,: amostra contendo como eletrélito o MgSO,; AmGlucose: amostra
contendo como eletrélito o glucose; PGPR (Poliglicerol polirricinoleato).

3.4 PREPARO DA EMULSAO MULTIPLA
3.4.1 Andlise de estabilidade preliminar e microscopia

As emulsbes foram analisadas macroscopicamente e microscopicamente
apos 24 horas da manipulacdo. As amostras foram analisadas em relacdo a
separacdo de fases e aspecto da emulsdo, sendo classificadas como normal,

cremeacao e separacao de fases.

3.4.2 Selecado do tensoativo para a segunda etapa de emulsificacdo e determinagao
do valor mais adequado de EHL e propor¢cdo de emulsdo primaria e fase aquosa

externa

A emulsdo multipla A;/O/A; foi preparada em duas etapas. Inicialmente foi
preparada a emulsao primaria (A1/O) como descrito no item 3.4.2. Na segunda etapa
foi adicionada a fase aquosa externa com o tensoativo polisorbato 80 (EHL=15) ou
Polaxamer 407® (EHL=22) sobre a emulsdo primaria A;/O na proporcdo 1:1 sob
agitacdo magnética de 2000 rpm durante 5 minutos.

As concentragdes de tensoativo e determinagéo do EHL foram estabelecidas
através do calculo do EHL (3) para emuls6es mdltiplas proposto por Frenkel et al.
(1983).
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EHL()X¢(A/0)/Axwt%(I)+EHLUIDXxwt%(I)
D(A/0)/AXWE% (D) +Wt%(IT)

EHL = €))

Onde:
EHL(I) = valor do EHL do tensoativo utilizado na emulséo primaria A1/0;
$(A/O)/A = fracdo da emulsdo A;/O na emulsdo miltipla;
wt%(l) = porcentagem do tensoativo | na emulsdo A,/O;
EHL(II) = valor do EHL dos tensoativos na fase A,;
wit%(1l) = porcentagem dos tensoativos Il na emulsédo multipla.
Fonte: Adaptado de Frenkel et al. (1983).

3.4.3 Selec¢do do polissacarideo na fase aquosa externa da emulsao

Foram adicionados os polimeros alginato de sdédio, quitosana e goma

xantana nas concentracdes 0,25%, 0,25% e 0,08%, respectivamente

3.4.4 Influéncia da temperatura e ordem de adicdo da emulsdo primaria a fase

aquosa externa

A emulsdo mudltipla (A;/O/A;) contendo o acido gélico foi preparada com
auséncia de aquecimento ao longo do processo sendo a fase aquosa externa (Ay)
adicionada a emulsdo primaria e agitada a 2000 rpm a temperatura ambiente. Apos
foi analisada macroscopicamente quanto a estabilidade preliminar.

A emulsdo multipla foi também preparada utilizando aquecimento das fases
durante o processo, sendo a fase aquosa e emulsdo primaria aquecidas
separadamente até a temperatura de 60°C. A fase aquosa externa foi vertida sobre a
emulsdo primaria e agitada por 5 minutos a temperatura ambiente.

Os testes para a selecao da ordem de adicéo das fases no sistema multiplo
emulsionado (A1/O/Az), na segunda etapa de emulsificacdo foram realizados
modificando a etapa na qual se verte a fase aguosa externa sobre a emulséo
primaria. Sendo que em uma amostra foi vertida a emulsédo primaria sobre a fase

aguosa e na amostra seguinte verteu-se a fase aquosa sobre a emulséo primaria.
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3.5 ANALISE DA EMULSAO MULTIPLA (A:/O/A;) CONTENDO ACIDO GALICO
3.5.1 Determinacao da viscosidade

A viscosidade foi determinada com o auxilio do equipamento HAAKE
Viscotester 6L/R plus. Utilizando o spin L3.

3.5.2 Teste de estabilidade

As amostras foram submetidas a temperatura de 20°C por um periodo de 28
dias. As analises foram realizadas no 1°, 7°, 14° e 28° dia apds o preparo. As
amostras foram avaliadas quanto as possiveis variacbes nos valores de pH,
estabilidade cinética, fendis totais e teste para verificar a capacidade antioxidante
(reducéo do complexo de fosfomolibdénio).

3.5.2.1 Determinacéo do valor de pH

O valor de pH foi determinado por meio da insercdo do eletrodo do
potenciometro diretamente na amostra. O poténciometro foi previamente calibrado
com os sistemas tamponantes pH 4,0 e 7,0. As analises foram executadas em

triplicata.
3.5.2.2 Estabilidade cinética

Foram transferidos 10 mL das emulsGes para tubos cilindricos (1 cm de
diametro e 12 cm de altura) e armazenadas durante 28 dias a 25°C. A altura inicial
da emulsdo (AE), altura da camada de sedimentacdo (AS) e altura da camada
superior de cremeacdo (AC) foram determinadas. O indice de estabilidade da
emulséo (IEE) foi calculado por meio da formula (4) (ABDOLMALEKI et al., 2016;

GOMES et al., 2016). As analises foram executadas em triplicata.

IEE% = (AE — AS) x% (4)
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3.5.2.3 Determinacgédo de fendis totais

Para a determinacdo de fendis totais foi utilizado o método descrito na
Farmacopéia Brasileira 52 Edicdo (BRASIL, 2010) sendo adicionado 800 pL de
amostra ou branco (agua destilada), 4 mL de &gua destilada, 400 pL do reagente
Folin-Ciocalteau em baldo volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com
solucdo de carbonato de sodio 29%. A reacdo foi incubada ao abrigo da luz em
temperatura ambiente por 30 minutos e apds, foi feito a leitura da absobancia em
espectrofotometro de ultravioleta no comprimento de 760 nm. Os valores obtidos
foram comparados com a curva de calibracéo do acido géalico nas concentracdes 10;
25, 50, 75 e 90 pg/mL. Para o preparo da amostra foi feita uma recuperacdo do
acido gadlico, na qual inicialmente foi adicionado 500 mg de emulsdo multipla
(A1/O/A;) a 500puL de metanol, apos foi agitado por 2 minutos em vortex e
centrifugado a 15000 xg em centrifuga para microtubos e foi preparada uma solucao
adicionando o sobrenadante a bal6es de 10 mL e completado o volume. As anélises

foram executadas em triplicata.

3.5.2.4 Determinacdo da atividade antioxidante por reducdo do complexo de

fosfomolibdénio

Foi adicionado em tubo de ensaio 0,3 mL de amostra, branco ou padréo e 3
mL de solucdo reagente complexo fosfomolibdénio (acido sulfurico 0,6 mol.L™,
28 mmol.L™ de fosfato de sédio e 4 mmol.L™ molibdato de aménio). Os tubos foram
incubados em banho-termostatizado a 95°C por 90 minutos. Apds atingir a
temperatura ambiente se procedeu a leitura em espectrofotometro a 695 nm. Foi
utilizado como padrdo uma solucéo de &cido galico (62,5 ug.mL™) e como branco
agua destilada (PRIETO et al., 1999). O preparo da amostra foi executado de acordo

com o item 3.6.2.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS CRITICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA EMULSAO

4.1.1 Solubilidade do acido galico
4.1.1.1 Determinagédo do comprimento de onda de absorbancia maxima (Amax)

O espectro foi obtido na faixa de 200 nm a 350 nm para a 4gua e para o
etanol anidro demonstrando que os comprimentos de onda nos quais ocorreram a
maior absorcéo foi 264 nm e 273 nm, respectivamente (GRAFICOS 1 e 2).

GRAFICO 1 - ESPECTRO DE ABSORBANCIA DO ACIDO GALICO EM &agua, NA FAIXA DE 200 NM
A 350 NM
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FONTE: A Autora (2016)

GRAFICO 2 - ESPECTRO DE ABSORBANCIA DO ACIDO GALICO EM ETANOL ANIDRO, NA
FAIXA DE 200 NM A 350 NM
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FONTE: A Autora (2016)
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4.1.1.2 Solubilidade em agua

A curva de calibracdo (GRAFICO 3) foi construida no comprimento de onda
maximo. A analise de regressao linear dos minimos quadrados apresentou um
coeficiente de correlacdo de 0,9975 para a curva da &gua, indicando linearidade
dentro dos limites das concentracbes estudadas, obtendo-se a equacao da reta
y = 0,0508x - 0,0139.

GRAFICO 3 - CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO GALICO EM AGUA NO A=264 nm
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FONTE: A autora (2016)

Os valores encontrados de solubilidade do &cido galico em &gua, presentes
na TABELA 5 sdo compativeis com os presentes na literatura apresentados no
QUADRO 2, os quais variam em um intervalo de 1,00 a 1,516 g/100mL. Desse modo
apos a determinacéo da solubilidade é possivel a utilizacdo destes valores para o

desenvolvimento da forma farmacéutica proposta.
TABELA 5 - VALORES DE SOLUBILIDADE PARA O ACIDO GALICO EM AGUA

Absorbancia Media o
Amostras 264nMm FCD g/mL g/100mL (xDP) DPR%
Amostra 1 0,607 0,0136 1,356
1,388
Amostra 2 0,622 1 0,0139 1,389 (20,032) 2,358
Amostra 3 0,637 0,0142 1,421

FONTE: A Autora (2016)
NOTA: Fcd:= Fator de correcdo da diluicdo; DP: Desvio Padrdo; DPR%= desvio padrao relativo em
porcentagem
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4.1.1.3 Solubilidade em etanol

A analise de regresséao linear dos minimos quadrados para a curva do etanol
apresentou um coeficiente de correlagéo de 0,9995 indicando linearidade dentro dos
limites das concentracdes estudadas, obtendo-se a equacdo da reta
y = 0,0546x - 0,012. A curva de calibragéo é apresentada no GRAFICO 4.

GRAFICO 4 - CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO GALICO EM ETANOL NO A =273 nm
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FONTE: A Autora (2016)

TABELA 6 - VALORES DE SOLUBILIDADE PARA O ACIDO GALICO EM ETANOL

Amostras | Absorbancia FCD g/mL g/100mL | Média (+DP) | DPR%
273nm
Amostral |0,374 0,177 17,67
17,72
Amostra2 | 0,386 0,025 0,182 18,22 (+0,48) 2,72
Amostra3 | 0,365 0,173 17,26

FONTE: A Autora (2016)
NOTA: FCD: Fator de correcédo da diluicdo; DP: Desvio Padréo; DPR%= desvio padréo relativo em
porcentagem

Os valores encontrados de solubilidade do &cido galico em etanol anidro,
presentes na TABELA 6 ficaram abaixo dos valores encontrados na literatura
apresentados no QUADRO 2, os quais variam em um intervalo de 18,90 (+0,22)
g/100mL.



53

4.1.2 Validacao analitica do método de quantificacdo por CLAE-UV

A especificidade foi determinada pela analise dos cromatogramas da
solucdo contendo acido galico e da solucdo contendo os sais com 0 objetivo de
confirmar que a presenga dos coexcipientes nao interferiam no tempo de retengao e
na quantificacdo do &cido galico. Os resultados obtidos demonstram que a presenca
dos sais néo interfe na quantificacdo do acido galico, confirmando a especificidade
do método proposto (FIGURA 9).

FIGURA 10 - CROMATOGRAMAS (A=215 nm) OBTIDOS NA VALIDACAO DO METODO DE
QUANTIFICACAO DO ACIDO GALICO POR CLAE-UV
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A curva analitica média para a quantificacdo do &cido gélico apresentou a
equacdo da reta obtida pelo método de minimos quadrados
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y = 1040420x + 6328840, onde y é a area do pico e x € a concentracdo da solucéo
padrdo em pg.mL™. O coeficiente de correlacéo foi igual a 0,9988 indicando uma

regressao linear significativa (GRAFICO 5).

GRAFICO 5 - Curva analitica padr&o para a determinacdo do acido galico obtida por
CLAE-UV (A=215 nm) na faixa de concentracéo de 48 a 72 ug.mL-1
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FONTE: A Autora (2016)
NOTA: O teste foi executado em triplicata

Os valores obtidos foram 7,49 pg.mL” para o limite de deteccdo e
24,97 ug.mL™ para o limite de quantificacdo. Estes resultados indicam que a
quantificacdo pelo método cromatografico escolhido é adequado para detectar e
quantificar o acido géalico na faixa de concentracéo entre 48 a 72 pg.mL™.

Na TABELA 7 estéo expressos os resultados da avaliagéo da repetibilidade
e da precisdo intermediaria, em desvio padrédo relativo (DPR). Para ambos os
estudos, os valores de DPR foram inferiores a 5%, demostrando que o método
analitico apresenta repetibilidade e precisdo intermediaria adequada para a

quantificacdo do acido galico.
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TABELA 7 - RESULTADOS DAS ANALISES REALIZADAS PARA VALIDAGAO DA METODOLOGIA
PARA QUANTIFICAGAO DO ACIDO GALICO POR CLAE-UV

Parametro analisado Especificacéo ,Qu_ant|f|,c acao
acido galico
Influéncia dos | Os excipientes ndo podem interferir no
S L e Conforme
excipientes doseamento do acido gélico
Especificidade | Pureza do pico Minimo 99% 99,99%(tr =6,02)
Correlagdo com 0 | \inimo 959 99,99% (tr = 5,58)
pico padréo
Linearidade Curva Rz > 0,99 R2=0,9988
Precisio Repetibilidade (n=6) | DPR < 5% 4,41%
Intermediaria (n=12) | DPR < 5% 4,74%
Conc. 80% 104,29%
Exatiddo Adicao de padrdes Recuperacédo 95 a 105% | Conc. 100% | 96,72%
Conc. 120% | 99,96%
DPR < 5% 1mL 0,89%
Fluxo o
DPR < 5% 1,2mL 4,54%
T=1-10min
A%=89
DPR < 5% 2,00%
Robustez B B%=9
Propor¢cdo da fase C%=2
movel T=1-10min
A%=87
o 0,
DPR < 5% BY=11 1,78%
C%=2

Fonte: A Autora (2016)

NOTA: tr = tempo de retencéo;R? =conficiente de regressédo linear; DPR = Desvio padrdo relativo;
n = numero de amostras; Conc. = Concentracdo com relagdo a cuva de calibracdo; t = tempo de
eluicdo; A = Fase acida (0,01 mol."* H,SO, + 0,1 mol.L"* H;PO,); B = metanol e C = Acetonitrila: 4gua
(90:10).

Os resultados de exatiddao obtidos apresentaram uma porcentagem de
recuperacdo dentro dos valores esperados como demostrado na TABELA 7, sendo
assim o método é considerado exato.

Para a analise de robustez foram feitas varia¢cées no fluxo e na proporcao da
fase movel, o método apresentou DPR < 5%, podendo ser considerado robusto para
as condigOes testadas (TABELA 7).

4.1.3 Analise da compatibilidade dos coexcipientes da fase aquosa interna

Foram realizados testes de quantificacdo do acido galico com solucdes
aguosas contendo somente o acido galico, eletrdlitos e sistema tamponante acetato
de sddio pH 5,0 com o objetivo de determinar a estabilidade do acido galico com os
coexcipientes utilizados para o desenvolvimento da emulsdo multipla A;/O/A,. Os

resultados dessa analise sdo expostos na TABELA 8.
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TABELA 8 - PORCENTAGEM DE ACIDO GALICO REMANESCENTE NO TESTE COM 0OS
EXCIPIENTES APOS O ARMAZENAMENTO PELO PERIODO DE 7 E 14 DIAS A
TEMPERATURA AMBIENTE (20« 5°C; pH 6,8)

Excipientes % acido galico remanescente durante o armazenamento
7 dias 14 dias

Acido gélico 99,66 + 2,31 98,25+ 2,19

Acido galico +NaCl 96,06 + 6,71 92,17 £ 2,69

Acido galico + CaCl, 99,98 + 1,68 97,47 £1,98

Acido galico + MgSO, 95,44 + 7,68 95,37 £2,61

Acido galico + Glucose 98,10 + 1,39 98,10 + 1,62

Acido gélico + sistema

tamponante acetato de | 100 £ 6,79 100,25 £ 6,92

sédio pH 5,0

FONTE: A Autora (2016)
NOTA: As concentragdes iniciais de &cido gélico (0,01%), NaCl (0,1 mol.L-1), CaCI2 (0,1 mol.L-1),
MgSO4 (0,1 mol.L-1), glucose (0,1 mol.L-1) e sistema sistema tamponante acetato de sédio pH 5,0.

A andlise das solucdes de acido galico com os excipientes demonstrou nao
haver diferenca significativa entre o decaimento da concentracdo do acido galico em
contato com diferentes sais, ou somente em solu¢cdo aquosa. Esses resultados
permitem a utilizacdo dos excipientes testados na formulacdo, uma vez que néo

interferem diretamente na estabilidade do acido galico em fase aquosa.

4.2 DESENVOLVIMENTO DA EMULSAO PRIMARIA

4.2.1 Selecao do tensoativo lipofilico

Os tensoativos utilizados no preparo das emulsdes para a selecdo do mais
adequado para a emulsdo primaria foram o monooleato de sorbitano e o poliglicerol
polirricinoleato (PGPR), uma vez que Schmidts et al. (2010) recomenda a utilizagao
de tensoativos lipofilicos de baixo peso molecular para emulsdes A;/O.

Os tensoativos PGPR e monooleato de sorbitano s&o soluveis em oleos
vegetais e minerais e insoltveis em agua (USHIKUBO; CUNHA, 2014), observando
essa propriedade fisico-quimica optou-se por adicionar esses tensoativos na fase
oleosa, ou seja no 6leo de canola.

As formula¢cdes que possuiam PGPR ou a mistura (PGPR e monooleato de
sorbitano) continuaram estaveis apos 24 horas. Para as formulacdes AmS5 e AmS6,
gue possuiam como tensoativo apenas o monooleato de sorbitano, ndo ocorreu a

formacéao da emulséo.



57

Assim, as amostras analisadas e acompanhadas foram AmP5, AmP6,
AmPS5 e AmPS6, a composi¢cdo das amostras esta descrita na TABELA 2 presente
no item 3.4.2 .

As amostras AmPS5 e AmPS6 apresentaram EHL de 2,9, calculado com o
auxilio da equacgdo proposta por Griffin (1949) com aspecto homogéneo e sem
separacdo de fases apds 48 horas. As amostras AmP5 e AmP6 apresentaram
aspecto homogéneo e pequenos glébulos de agua dispersos homogeneamente na
fase oleosa. Apds 48 horas as amostras ndo apresentaram separacdo de fases.

A estabilidade das amostras estd diretamente relacionada com o tamanho
dos glébulos da fase aquosa interna, como demonstrado na FIGURA 10. Ocorreu a
formacdo de pequenos globulos de agua no interior da emulsao primaria (A;/O) o
gue resulta em maior estabilidade do sistema, pois estas apresentam menor
velocidade de sedimentacéo, pela atuacdo da forga gravitacional conforme descrito
pela Lei de Stokes (USHIKUBO; CUNHA, 2014; SCHMIDTS et al., 2010).

A homogeneidade da amostra e a uniformidade do tamanho das particulas é
objetivado no desenvolvimento de emulsdes, pois quando estas caracteristicas
estdo presentes ha uma diminuicdo da ocorréncia de coalescéncia dos globulos,
fendbmeno que quando ocorre resulta na maturagédo de Ostwald (SCHMIDTS et al.,
2010).

As cadeias hidrofébicas do PGPR interagem com as estruturas do acido
oléico e estearico presentes no 6leo de canola (ESLAMI et al., 2017), resultando em
uma boa elasticidade da interface. Além disso, a por¢cdo hidrofilica, constituida de
cadeias de poliglicerol, com grupamentos hidroxila, interagem com as moléculas de
agua por ligagdes de hidrogénio , contribuindo assim para uma interface estruturada.
A disposicdo do PGPR na interface da emulsdo confere uma caracteristica
viscoelastica a camada interfacial o que diminui a colescéncia dos globulos
(USHIKUBO; CUNHA, 2014).
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FIGURA 11 - MICROSCOPIA OTICA DA EMULSAO PRIMARIA A,/O PARA A SELEGCAO DO
TENSOATIVO PRIMARIO

FONTE: A Autora (2016)

Considerando que o aumento da concentracdo de tensoativo lipofilico pode
interferir diminuindo a troca de moléculas de agua, bem como no transporte de ions
entre as fases aquosas (SCHMIDTS et al., 2010), a quantidade de PGPR

selecionado foi 6% em massa.

4.2.2 Selecao do sistema tamponante

Um sistema tamponante € um sistema aquoso que resiste a variacées de pH

e é composto por um par acido-base conjugado, assim quando adicionada uma
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pequena quantidade de &cido ou base a solugdo, h4 um aumento ou diminuicdo da
concentracdo dos componentes do sistema tamponante para restaurar o equilibrio e
permanecer na faixa de tamponamento (NELSON ; COX, 2011).

A adicdo de um sistema tamponante teve como objetivo estabilizar o pH da
emulsdo, levando em consideragdo o pH no qual o acido gélico apresentasse forte
atividade antioxidante sem prejudicar a estabilidade da formulacdo.Todas as
formulacdes (pH 3,0; 5,0 e 7,0) apresentaram separacao de fases, apds 24 horas.

A formulacdo com o sistema tamponante pH 7,0 apresentou menor
separacdo de fases, porém em elevados valores de pH o &cido galico é instavel,
pois € rapidamente oxidado pelo oxigénio atmosférico (FRIEDMAN; JURGENS,
2000).

O 4&cido galico apresenta aumento na sensibilidade ao oxigénio,
proporcionalmente ao aumento de valores de pH. Em valores de pH<6,0 o
consumo de acido gélico devido a oxidacdo nao é significante (STRLIC et al., 2002).

O valor de pH no qual o ativo estava mais estavel e a formulacdo se
apresentava promissora com relacao a estabilidade foi o sistema tamponante pH 5,0
uma vez que os valores de pKa do acido galico sdo 4,0; 8,7; 11,4 e > 13
(SLAWINSKA et al.,2007; ESLAMI et al., 2010).

4.2.3 Selecao do eletrdlito para a fase aquosa interna

Ocorreu separacao de fases nas emulsées contendo os eletrolitos CacCls,
MgSO, e glucose. Na emulsdo com NaCl a separagéo de fases foi menos evidente
sendo esta emulséo selecionada para continuar os estudos de desenvolvimento da
emulsao multipla.

Na emulsdo com CaCl, ap0s 7 dias, parte da emulséo ficou escura indicando
possivel maior oxidacdo do acido galico, enquanto que as demais ndo apresentaram
as manchas escuras.

A presenca de eletrdlitos em emulsdes A;/O é capaz de aumentar a
densidade de adsorcdo do tensoativo na interface da emulsédo e alterar a tenséo
interfacial  (ARONSON; PETKO, 1993; PAWLIK et al, 2010). Alguns sais
inorganicos, como o cloreto de sddio, alteram o mecanismo pelo qual as moléculas

de surfactante se orientam na interface o que fortalece as interagcbes entre elas que
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resulta em aumento da viscosidade interfacial e da elasticidade e assim promove a
estabilidade dos glébulos (PAWLIK et al., 2010).

A concentracdo de sais na fase aquosa interna das emulsdes deve ser
suficientemente alta para compensar a pressao de Laplace, a qual os globulos estao
sujeitos devido ao seu pequeno tamanho. Mas, por outro lado deve ser
suficientemente baixa para inibir o inchago osmaético dos glébulos (SCHMIDTS, et
al., 2010).

Kawashima et al. (1992), fazendo uma analise sobre a composicédo da fase
aguosa interna hipertonica e hipotonica, concluiram que emulsdes hipertdnicas eram
mais estaveis devido a um aumento de viscosidade. Em 2004, Mezzenga e
colaboradores afirmaram que ocorre uma forca termodinamica motora que ocasiona
a movimentacdo de goticulas de 4gua da fase externa para a fase interna quando a
concentracdo de soluto da fase interna é maior que da fase externa. Assim, o
volume ocupado pelos glébulos de agua dentro dos glébulos de 6leo pode ser
aumentado ou diminuindo alterando a pressdo osmoética entre a fase aquosa
interna (A;) e externa (A;), como comprovado em estudo realizado por Igbal et al.
(2013) no qual também observaram o aumento de viscosidade das emulsfes
multiplas quando comparadas a emulsfes primaria.

Sapei et al. (2012), em estudo realizado para andlise de estabilidade
utilizando diferentes quantidades de NaCl na fase aquosa interna (A;), observaram a
migracdo de agua da fase aquosa externa(A;) para a fase aquosa interna (A;)
devido ao gradiente osmotico. O gradiente utilizado foi ~685 a 2735 mOsm para a
incorporagdo de 2-8% (m/m) de NaCl. Essas emulsdes apresentaram boa
estabilidade n&o ocorrendo quebra dos glébulos de 6leo ou ainda separacédo de
fases o que indica que o PGPR fornece ao filme interfacial a capacidade de se
expandir e comprimir adequando-se ao tamanho do glébulo de agua interno, apesar
da migracado de agua entre as fases aquosas (SAPEI et al., 2012).

Em estudos realizados por Sapei et al. (2012) houve um efeito sinérgico
entre o NaCl e PGPR em emulsdes A;/O com a fase oleosa contendo 6leo de canola
ocorrendo notavel sedimentacao e estabilidade de tamanho de particula. Em estudo
realizado por Pawlik et al. ( 2010) foi comprovado que a presenca de NaCl aumentou
a estabilidade das emulsbes diminuindo a ocoréncia de coalescéncia e separacao
de fases.
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O eletrolito selecionado para a formulagdo da emulsdo multipla foi o cloreto
de sdédio, levando em consideracao a estabilidade da emulsdo multipla e do acido
galico, o que o ocorre provavelmente devido a interacédo entre o NaCl e o PGPR e a
compensacao da pressao de LaPlace pela presenca de um agente osmoticamente

ativo.

4.3 PREPARO DA EMULSAO MULTIPLA

4.3.1 Selecao do tensoativo hidrofilico para a segunda etapa de emulsificacéo e
determinacdo do valor mais adequado de EHL e proporcdo de emulsdo priméria e

fase aguosa externa

Para a segunda etapa de emulsificagdo foram selecionados dois tensoativos
com alto valor de EHL, ou seja, tensoativos hidrofilicos, tornando possivel a
formacdo de uma emulsdo 6leo em 4gua, onde na fase oleosa estariam dispersas 0s
glébulos de agua resultando na formacdo da emulsdo mdiltipla agua-em-6leo-em-
agua(A1/O/A,).

Os tensoativos selecionados para o estudo de selecdo do tensoativo para a
segunda etapa de emulsificacdo foram o Polaxamer 407° e o polisorbato 80.

Para o tensoativo Polaxamer 407® na propor¢cdo de 3,5%, ndo ocorreu a
formacéo da emulsdo multipla.

Quando utilizado 3,5% de polisorbato 80 ocorreu a formacao dos glébulos de
emulsdo multipla sendo esse tensoativo escolhido para a proxima etapa de selecdo
da proporcéo de fases na emulsédo e quantidade de tensoativo.

A selecdo da quantidade adequada de tensoativo, bem como a prevencgao
de interacdes negativas entre os tensoativos da interface A;/O e OJ/A, séo
parametros importantes para a estabilidade da emulsdo multipla A;/O/A;. A utilizacao
de tensoativos de baixo peso molecular para a interface Ai;/O e tensoativo de
elevado peso molecular ou polimérico na interface O/A, conferem uma boa
estabilidade para a emulsdo multipla (SCHMIDTS et al., 2010).

A TABELA 9 apresenta as concentracdes de tensoativo utilizado e os
valores de EHL obtidos utilizando a equacao proposta por Frenkel et al. (1983) e a
TABELA 10 apresenta a composicdo utilizada para os testes das proporgdes de

fases e concentracao de tensoativo polisorbato 80.
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TABELA 9 - CONCENTR@QAO DO TENSOATIVO E VALOR CALCULADO DE EHL NAS
FORMULACOES DA EMULSAO MULTIPLA EM DIFERENTES PROPORCOES DE
FASE AQUOSA INTERNA E EMULSAO PRIMARIA

Amostra Proporcéo EP:A, Tensoativo % EHL final
Am 113 11 3 8,250
Am 123 1.2 3 9,630
Am 133 1:3 3 10,500
Am 113,5 11 3,5 8,769
Am 123,5 1.2 3,5 10,120
Am 133,5 1:3 3,5 10,950

FONTE: A Autora (2016).

NOTA: EP=emulsao primaria, A,= fase aquosa externa, EHL= Equilibrio hidré&filo-lipéfilo; Am refere-se
a amostra, os dois niumeros seguintes relacionam-se a propor¢do de fases e o terceiro nimero a
gquantidade de tensoativo.

TABELA 10 - COMPOSIQN/:\O DAS FORMULACOES DE EMULSAO MULTIPLA PARA TESTE DAS
PROPORCOES DE FASE AQUOSA EXTERNA E TENSOATIVO

Am 113 Am 123 Am 133 Am 1135 Am 123,5 Am 133,5
Emulsao primaria 50 33,3 25 50 33,3 25
Polisorbato 80 3 3 3 3,5 3,5 3,5
Agua 47 63,7 72 46,5 63,2 715

FONTE: A Autora (2016).
NOTA: Am refere-se a amostra, os dois nimeros seguintes relacionam-se a proporcéo de fases e 0
terceiro nUmero a quantidade de tensoativo.

Apés 2 dias ocorreu a separacdo de fases nas formulacbes Am 133 e
Am133,5. As formulacdes Am 113 e 113,5 apresentaram glébulos multiplos A;/O/A;
e bolhas de ar (geradas pela agitacdo). A formulacdo 113,5 apresentou separagao
de fases apés 7 dias e a formulacdo 113,5 apresentou separacdo de fases apés 10
dias de armazenamento. A FIGURA 12 apresenta imagens obtidas, por meio da
microscopia Otica das amostras preparadas para a selecdo de propor¢cédo de fases
da emulsdo multipla.

De acordo com Frenkel et al. (1983) quando o EHL da emulsdo multipla é
maior que 10 ocorre a inversdo de fases e a formagcdo de uma emulsao primaria
O/A, por outro lado valores muito baixos de EHL resultariam na formagéo de
emulsdes primaria A/O. Em estudo realizado por Schmidts et al. (2009) ocorreu a
formacdo de emulsGes multiplas para valores superiores de EHL, demonstrando
assim que dependedo da natureza do tensoativo € possivel a formacdo destes
sistemas. Para o desenvolvimento da emulsdo multipla A;/O/A, contendo o acido
galico o valor EHL que apresentou a melhor estabilidade foi 8,769 utilizando a
proporcdo emulsdo priméria: fase aquosa externa (Ai/O:Ap) igual 1:1, e 3,5% de

tensoativo lipofilico polisorbato 80.



63

FIGURA 12 - MICROSCOPIA OTICA DA EMULSAO MULTIPLA A1/0/A2 PARA A SELECAO DAS
PROPORGOES DE FASE AQUOSA EXTERNA E EMULSAO PRIMARIA COM O TENSOATIVO
SECUNDARIO POLISORBATO 80

FONTE: A Autora (2016).

4.3.2 Selecao do polissacarideo na fase aquosa externa da emulsdo

Ocorreu a formacdo da emulsdo mdultipla com ambos os polissacarideos,
como pode ser observado na FIGURA 13, onde é apresentada a microscopia o6tica
das amostras, sendo possivel observar a formacédo de glébulos multiplos agua-em-
Oleo-em-agua. Deste modo, a selecdo do polissacarideo foi feita por meio da
observacgéo da estabilidade das amostras.
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A amostra preparada com a utilizacdo de quitosana como polissacarideo
presente na fase externa apresentou a migracdo das moléculas de acido galico para
a fase externa e possivel oxidacdo dessa molécula, evidenciada pela formacéao de
uma coloracao escura na amostra.

O polissacarideo selecionado para a utilizagdo na estabilizacdo da emulsao
multipla foi a goma xantana, pois esta apresentou maior estabilidade dos glébulos da
emulsdo multipla, durante a analise de 14 dias, quando comparada a amostra
preparada com alginato de sodio.

Os polissacarideos alginato de sodio, quitosana e goma xantana,
selecionados para a adicdo a emulsdo multipla pertencem a categoria dos agentes
espessantes capazes de gelificar a fase externa sem se adsorverem a interface.
(PARASKEVOPOULOU et al., 2005).

Segundo Leal-Calderon et al. (2007) a utilizacdo de polissacarideos inibe a
cremeacdo durante longos periodos de armazenamento. Isso ocorre devido a rede
formada pelo polissacarideo que impede o movimento dos glébulos de o6leo
dispersos na emulsdo, ou seja, apesar das flutuacbes dos globulos a estrutura
formada pelo polimero faz com que esses fiqguem imobilizados. Sendo a rede
formada pela goma xantana é capaz de ser um estabilizador eficiente para
suspensdes e emulsfes. A conformacdo ordenada da goma xantana € responsavel
pela estabilidade do polimero e essa € estabilizada pela presenca de sal.
(KATZBAUER, 1998).
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FIGURA 13 - MICROSCOPIA OTICA DA EMULSAO MULTIPLA PARA A SELECAO DO
POLISSACARIDEO NA FASE AQUOSA EXTERNA (A;) APOS O PREPARO DA AMOSTRA

FONTE: A autora (2017)
NOTA: AmA= Emulsao multipla com alginato de sédio na fase A,; AmQ= Emuls&do multipla com
quitosana na fase A,; AmX=Emulsao mdltipla com goma xantana na fase A,.100X= aumento de 100
vezes no microscépio 6tico ; 200X= aumento de 200 vezes no microscopio 6tico.
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4.3.3 Influéncia da temperatura e ordem de adicdo da emulsdo priméria a fase

aquosa externa

Foram preparadas emulsdes multiplas (A;O/A;) alterando a ordem de adicao
da emulsdo priméaria e da fase aquosa externa e testando simultaneamente a
influéncia da temperatura, sendo os resultados de estabilidade preliminar expressos
na TABELA 11.

A emulsdo que apresentou maior estabilidade foi a emulséo preparada sem
0 aquecimento das fases na qual a emulsdo primaria A;/O foi vertida sobre a fase

aquosa A, (Agua +goma xantana).

TABELA 11 - RESULTADO DA ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS AMOSTRAS TESTADAS PARA
ANALISE DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA E ORDEM DE ADICAO DA
EMULSAO PRIMARIA E A FASE AQUOSA EXTERNA APOS 7 DIAS

Temperatura Fa_lse’A_quosa externa sobre Emulsdo | Emulséo priméria sobre
priméria Fase Aguosa externa

Ambiente (20°C) Cremeacéo Normal

Aquecimento (40°C) Separacéo de fases Cremeacéo

FONTE: A Autora (2016)

A exposicdo a temperaturas altas pode induzir reacbes de oxidacao e
degradacdo em polifendis (ROBERT et al., 2012), assim é preferivel a utilizacdo de
técnicas de preparo que ndo exponham o ativo a variagdes de temperatura.

Gomes et al. (2016) associaram a diminuicdo da concentracdo de acido
galico na emulsdo A/O do seu estudo, ao mecanismo de alta agitacéo utilizado, que
resultou em aumento da temperatura proxima ao rotor e incorporacdo de oxigénio
ocasionando a oxidacdo do ativo. Desse modo a obtencédo de uma emulsdo multipla
estavel apos preparo em temperatura ambiente corrobora para a estabilidade do

acido galico na fase aquosa interna.
4.4 ANALISE DA EMULSAO MULTIPLA CONTENDO ACIDO GALICO

4.4.1 Determinacéo da viscosidade

A emulsdo multipla A;/O/A, contendo acido galico na fase aquosa interna
apresentou viscosidade variavel de acordo com a velocidade aplicada sobre a

formulacdo a temperatura constante (GRAFICO 6). Com o aumento da velocidade
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ocorre aumento da taxa de cisalhamento, considerando essa relagcéo, a emulsdo néo
apresentou comportamento Newtoniano, pois quando variou-se a taxa de
cisalhamento a viscosidade ndo permaneceu constante. O comportamento reoldgico
apresentado pela emulsdo foi compativel com o comportamento pseudoplastico,
uma vez que ao aumentar a taxa de cisalhamento ocorreu a diminuicdo da
viscosidade da emulsdo multipla.

GRAFICO 6 - VISCOSIDADE DA EMULSAO MULTIPLA A;/O/A, CONTENDO ACIDO GALICO
(mPas) versus VELOCIDADE (rpm)
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FONTE: A Autora (2017)

Em estudo realizado por Pal (1998), concluiu-se que a viscosidade das
emulsdes aumenta proporcionalmente com a diminui¢do do tamanho dos glébulos,
assim emulsbes com glébulos menores apresentam maior viscosidade do que
emulsdes constituidas de glébulos maiores e heterogéneos.

Pal (2008) propbs quatro modelos de equacfes para a determinacdo da
viscosidade em emulsdes multiplas, exemplificado aqui para a emulsdo A;/O/A;,
onde nos dois primeiros modelos a viscosidade depende de quatro variaveis, a
razao do volume entre a fase aquosa interna (A;) e a fase oleosa (O); a razéo entre
a viscosidade da fase oleosa (O) pela fase aquosa externa (A); a razao entre a
viscosidade da fase aquosa interna pela fase oleosa; e a fracdo volumétrica da
emulsdo A;/O em relacdo a emulsdo multipla. Para os outros dois modelos, também

€ considerada a fragdo volumétrica maxima possivel da emulsdo A;/O sem que
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ocorra alteragcdes nos globulos. Quando h& glébulos multiplos dentro do glébulo
oleoso é considerada também a tenséo interfacial entre os globulos.

Uma vez que a viscosidade de uma emulsédo multipla A1/O/A; € dependente
da fracdo volumétrica da emulsdo (A1/O) em relacdo a emulsdo mdltipla, a difusao
das moléculas de agua, causada pela pressdo osmotica, entre a fase interna e
externa altera o volume da fracdo e consequentemente a viscosidade (JIAO;
BURGESS, 2003). Essa alteracdo pode ocorrer diluindo-se as amostras, assim ao
aumentar a fase dispersante ocorre o inchaco osmético dos glébulos internos e
consequentemente dos globulos oleosos, 0 que ocasiona um aumento da fracédo
interna na emulsdo multipla e resulta em viscosidades mais altas quando comparado
a emulsdes convencionais (IQBAL et al., 2013). Outra variavel que causa alteracao &
a presenca de sais na fase interna que faz com que ocorra o inchaco dos glébulos
da emulsdo A;/O e aumente o volume da fracdo interna o que ocasiona 0 aumento
da viscosidade, podendo indicar aumento da estabilidade. Por outro lado o inchago
dos glébulos pela migracdo das moléculas de agua pode levar ao seu rompimento e
a desestabilizacdo do sistema multiplo (JIAO; BURGESS, 2003).

4. 4.2 Teste de estabilidade

4.4.2.1 Determinacédo do valor de pH

O pH da emulsao mdltipla permaneceu estavel, dentro da faixa do sistema
tamponante pH 5,0. Os valores estao expressos na TABELA 12.

TABELA 12 - VALORES OBTIDOS NA DETERMINAGCAO DE PH DA EMULSAO MULTIPLA A,/O/A,
DURANTE 28 DIAS

1°Dia 7° Dia 14°Dia 21°Dia 28%Dia
pH + DP 5,03 £ 0,03 5,07 £ 0,04 5,17 + 0,03 5,2+0,03 5,23+ 0,04
DPR % 0,57 0,79 0,62 0,50 0,83

FONTE: A autora (2016)
NOTA: DP = Desvio padrdo; DPR= desvio padréo relativo

A medida do pH ao longo do tempo auxilia na avaliacdo da estabilidade da
formulacdo, visto que alteracdes nos valores podem gerar incompatibilidades e

degradacgéo dos componentes (CHORILLI et al., 2009).
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A estabilidade e a vida util de uma emulsdo estédo diretamente relacionadas
ao tamanho dos glébulos e a interacdo entre os componentes na fase dispersa,
esses sao dependentes do pH, uma vez que podem alterar 0 comportamento de
determinadas moléculas modificando as propriedades das interfaces (FELIX et al.,
2017).

O pH de uma emulsao pode apresentar diminuicdo quando ocorre oxidagao
da fase oleosa, com formacdo de cadeias oxidadas (hidroperoxidos), ou uma
hidrolise de triglicerideos, que resulta na formacdo de acidos graxos livres
(MASMOUDI et al., 2005).

O pH da emulsédo multipla desenvolvida ndo apresentou variacao indicando
gque as moléculas presentes na formulacdo ndo foram oxidadas e ndo houve

alteracdo molecular na interface.

4.4.2.2 Estabilidade cinética

A emulsao mdltipla desenvolvida nesse trabalho apresentou leve floculagédo
(FIGURA 14) e cremeacao afetando o indice de estabilidade da emulsdo (IEE),
como demonstrado no GRAFICO 7.

GRAFICO 7 - INDICE DE ESTABILIDADE DA EMULSAO (IEE%) DURANTE 28 dias de
armazenamento
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FONTE: A Autora (2017)



70

FIGURA 14 - MICROSCOPIA OTICA (100x) DA EMULSAO MULTIPLA A;/O/A, PARA ANALISE DA
ESTABILIDADE, APOS 14 DIAS DE PREPARO
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FONTE: A autora (2016)

A cremeacdao ocorre quando glébulos pequenos sobem para a parte superior
da emulséo, pois esses sofrem menor acdo da forca da gravidade, esse fenbmeno
acontece principalmente pela diferenca de densidade entre a fase continua e a fase
dispersa (COFRADES et al., 2013).

As emulsdes nao floculadas apresentam uma maior resisténcia a cremeacgao
induzida pela gravidade devido ao movimento Browniano dos glébulos. Ja em
emulsdes levemente floculadas deve ser considerada a interagcdo de curto alcance
entre os globulos floculados, deste modo a cremeacédo € a consolidacdo de uma
rede parcialmente agregada (ROBINS et al., 2002).

A utilizacdo de polimeros e tensoativos para a estabilizacdo dos glébulos
contra a coalescéncia pode induzir interacbes que afetam as propriedades
reologicas e a cremeacdo da emulsdo (ROBINS et al., 2002).

Uma emulsdo na qual houve a adicdo de polimeros possui uma fase
continua mais viscosa, o que diminui a mobilidade e a coalescéncia dos glébulos,

além de retardar a cremeacdo. Logo, o aumento da viscosidade juntamente com a
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equiparacdo das densidade dos glébulos e da fase dispersante, previnem a
cremeacao da emulséo (TABATABAEE AMID; MIRHOSSEINI, 2014). Por outro lado,
0 aumento excessivo da viscosidade pode resultar em instabilidade dos glébulos
oleosos (BENNA-ZAYANI et al., 2008).

A presenga da goma xantana na fase aquosa (A;) externa da emulséo
possibilitou uma maior estabilidade quanto a prevencdo da coalescéncia dos
glébulos, porém a concentracdo utilizada ainda devera ser ajustada para a

prevencado da cremeacao durante um longo periodo de armazenamento.
4.4.2.3 Determinacao de fendis totais

A determinacdo de fendis totais tem por base a reacdo entre o reagente
Folin-Ciocalteau, composto pelos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico presentes
no estado de oxidacdo 6+, que em meio basico na presenca de polifendis sofre
reducado originando molibdénio azul e tungsténio azul, que conferem colorac¢do azul
a solucéo proporcionalmente a concentracdo (SOUSA et al., 2007).

Para a determinacao de fendis totais, inicialmente foi construida uma curva
de calibracdo (GRAFICO 8) com concentracbes de 2,25 pg.mL™ a 7,5 pg.mL™, a
qual apresentou a equacgao da reta y=0,0088x + 0,0381, na qual o y corresponde a
absorbéancia encontrada no comprimento de onda de 760nm e x a concentracdo do

acido galico, e coeficiente de regressao linear de 0,9983.
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GRAFICO 8 - CURVA DE CALIBRAGAO PARA A DETERMINAGAO DE FENOIS TOTAIS
A =760 NM
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FONTE: A Autora (2016)
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A concentracdo de acido galico encontrada durante o periodo avaliado

demonstrou que a formulacdo apresenta a capacidade de o proteger contra a

oxidacdo causada pela exposicdo ao oxigénio, como demonstrado na TABELA 13 e

GRAFICO 9.

TABELA 13 - QUANTIDADE DE ACIDO GALICO PRESENTE NA EMULSAO MULTIPLA(A,/O/A,)

DURANTE 28 DIAS

1°Dia 7 Dia® 14°Dia 21°Dia 28°Dia
% de acido gélico na A;/O/A, 100% 100% 99,62% 95,92% 89,61%
DPR(%) 2,18 4,84 4,59 2,07 1,99

FONTE: A autora (2016)

GRAFICO 9 - ESTABILIDADE DO ACIDO GALICO NA EMULSAO A,/O/A, DURANTE 28 DIAS

120%

100% &

80%

60%

40%

20%

Acido gélico remanescente (%)

0%

7 13

Tempo(dias)

19

FONTE: A autora (2016)

25



73

Apls 28 dias de armazenamento em temperatura ambiente a emulsdo
multipla apresentou 89,61% do acido galico adicionado inicialmente a formulacéo,
demostrando alta capacidade de protecéao.

Em estudo realizado por Gomes et al. (2016), foram desenvolvidas emulsdes
simples A/O e OJ/A, quando avaliada a concentracdo de fenois totais foram
encontrados valores maiores que 86,61%, analisadas durante um periodo de 7 dias,
para as diferentes concentracfes de tensoativos (PGPR ou polisorbato 20). Os
autores sugerem que 0s tensoativos foram responsaveis pela migracdo do acido
gélico para a interface da emulsdo fazendo com que fosse mais ou menos exposto
ao ar. Para a emulsdo A/O a migracdo do polifenol induzida pelo tensoativo PGPR
fez com que o ativo fosse mais exposto ao ar e consequentemente oxidado, por
outro lado na emulsdo O/A a migracao induzida pelo polisorbato 20 fez com que o
acido galico fosse protegido. Durante o processo de obtencdo dessas emulsdes
foram utilizadas técnicas que utilizavam alta agitacdo e assim incorporavam ar na
emulsdo o que ocasionou a degradacao do acido durante a producdo (GOMES et
al., 2016).

Para as emulsGes multiplas A1/O/A, apds 7 dias de preparo ndo houve
variacdo na concentracdo de acido galico inicial. A manutencéo do acido galico na
formulacdo pode ser justificada pela presenca de duas interfaces (tornando mais
dificil a exposicdo do ativo ao oxigénio) e pela baixa incorporacédo de ar (resultante
da baixa velocidade utilizada durante a emulsificacdo). Deste modo, os resultados

obtidos estdo concordantes com os estudos na literatura.

4.4.2.4 Determinacdo da atividade antioxidante por reducdo do complexo

fosfomolibdénio

A atividade antioxidante determinada por meio do método de reducéao do
complexo de fosfomolibdénio baseia-se na reducdo do molibdénio VI a molibdénio V,
obtendo uma solugdo de coloracdo esverdeada pela formacdo do complexo
fosfato-molibdénio V (PRIETO et al., 1999).

Os resultados obtidos apdés a andlise da atividade antioxidante estédo
expressos na TABELA 14 e GRAFICO 10.
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TABELA 14 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DA
EMULSAO MULTIPLA A,/O/A, DURANTE 28 DIAS

1°Dia

7 Dia

14°Dia

21°Dia

28°Dia

% AA

94,39

76,22

66,25

62,95

57,46

FONTE: A autora (2016)

NOTA: %AA = Atividade antioxidante remanescente na emulsdo multipla

GRAFICO 10 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DA
EMULSAO MULTIPLA A;/O/A, DURANTE 28 DIAS
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suspeitar de incorporacdo de oxigénio durante a producdo da formulacdo,o que

justifica o decaimento para o valor de 94,39%.

A emulsdo mdltipla apresentou atividade antioxidante apds 28 dias

equivalente a 57,46% da atividade inicial (essa é dependente da quantidade de

acido gdlico adicionada a amostra). A diminuicdo da atividade antioxidante pode

ocorrer pela protecéo contra a oxidacao lipidica, a exposi¢cédo ao ar e a variacdes de

temperatura (GOMES et al., 2016). Apesar de ocorrer a diminuicdo da capacidade

antioxidante da formulacdo, essa ainda apresentou valores superiores a 50% apoés

28 dias o que possibilita a utilizagdo para o carreamento do &cido gélico como

antioxidante.
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5 CONCLUSAO

As emulsdes multiplas agua-em-6leo-em-agua A;/O/A, sao sistemas de alta
complexidade e de dificil estabilizacdo. Para o desenvolvimento de uma formulacao
estavel contendo o &cido galico foram avaliados varidveis de composicdo e de
processo. As variaveis de composi¢ao analisadas foram tensoativo lipofilico, sistema
tamponante, eletrélitos na fase aquosa interna, tensoativo hidrofilico e
polissacarideos na fase aquosa externa. As variaveis de processo analisadas foram
0 aquecimento das fases e a ordem de adicdo na segunda etapa de emulsificacao.

Na determinacdo da solubilidade do &cido gélico em agua e etanol anidro
foram encontrados os valores de 1,388 (+ 0,032) e 17,72 (+ 0,48), respectivamente,
ao quais sdo compativeis com os presentes na literatura.

O método desenvolvido para a quantificagdo do &cido galico em fase aquosa
mostrou-se especifico, linear, reprodutivel, preciso, exato e robusto, sendo
adequado para a andlise da estabilidade do &cido galico nas solucdes de
coexcipientes. Os coexcipientes testados (NaCl, CaCl,, MgSQ,, glucose e sistema
tamponante acetato de sédio pH 5,0) para a adicdo na fase aquosa interna ndo
apresentaram interacao significativa na estabilidade do acido gélico quantificado por
CLAE-UV.

A emulsdo multipla A1/O/A; contendo acido gélico na fase aquosa interna foi
preparada por dupla emulsificacdo, sendo utilizada na emulsdo primaria A1/O: 6leo
de canola, tensoativo lipofilico PGPR, cloreto de sddio, &cido galico sistema
tamponante acetato de sédio pH 5,0. O PGPR foi capaz de formar um filme
interfacial com caracteristica viscoelastica, capaz de suportar a variacdo de volume
da fase aquosa interna sem a ruptura dos glébulos da emulsdo. A utilizacdo de
sistema tamponante auxiliou na estabilizacdo da molecula de acido galico e
juntamente com o cloreto de sddio compensou a pressédo de LaPlace diminuindo a
ocorréncia de ruptura dos glébulos.

Na segunda etapa de emulsificacdo foi adicionado o polissacarideo goma
xantana a fase aquosa externa (A;) da emulséo e o tensoativo hidrofilico polisorbato
80. Ocorreu aumento da estabilidade da emulsdo por meio do aumento de
viscosidade da fase aquosa externa. O EHL da emulsdo multipla no qual houve

maior estabilidade foi 8,769.
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Apos a andlise da estabilidade, durante 28 dias, foi verificado que o acido
gélico apresentou estabilidade dentro da formulacdo proposta apresentando 89,61%
da concentracéo do acido galico inicial e 57,46% da atividade antioxidante inicial.

Os resultados apresentados demonstraram que a emulsdo mdaltipla A;/O/A;
desenvolvida manteve-se estavel por 28 dias sendo capaz de carrear o &cido gélico

para fins farmacéuticos e/ou alimentares.
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