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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF GLYCYRRHIZIC ACID,
SALICYLIC ACID, AND CAFFEINE IN CHITOSAN-ALGINATE NANOPARTICLES. The present work consists of the
development and validation of analytical method for evaluation of glycyrrhizic acid, salicylic acid, and caffeine in chitosan-alginate

nanoparticles by high performance liquid chromatography. Method validation investigated parameters such as linearity, precision,
accuracy, robustness and specificity, which gave results within the acceptable range. The methods were applied to nanoparticles
suspensions containing the drugs and were able to determine the entrapment efficiency successfully. The best entrapment efficiency

was achieved with the glycyrrhizic acid (95.4%).
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INTRODUCAO

As nanoparticulas podem ser definidas como particulas sélidas
coloidais com tamanho inferior a 1,0 um, que carreiam a substancia
ativa, e podem ser preparadas por meio de varios métodos fisico-
-quimicos.' Na técnica de coacervagio complexa, também chamada
de complexacdo de polieletrélitos, ocorre a interagio de dois ou mais
polieletrdlitos carregados opostamente induzida por modificagdes no
meio.? Esta técnica é particularmente interessante, pois polieletrélitos
poliméricos sdo biodegradaveis e degradam lentamente, nio alteram
a funcdo celular e utilizam dgua como solvente, o que € uma grande
vantagem para produtos farmacéuticos.’ Na literatura sdo descritos
diversos trabalhos utilizando os polimeros quitosana e alginato de
sodio na formagao de nanoparticulas por meio de polimerizacio ou
interacd@o ionica.*®

A quitosana € um copolimero formado por unidades de 2-desoxi-
-N-acetil-D-glucosamina e 2-desoxi-D-glucosamina, obtida a partir
da desacetilaciio da quitina em meio alcalino.’ E um polieletrélito
catidnico que possui grupamentos amino ao longo de sua cadeia, os
quais t¢ém um pKa entre 6-6,5.° O alginato de sédio é um sal de dcido
alginico e ¢ um polimero anionico soldvel em dgua. O dcido alginico
¢ extraido de algas marinhas pardas, formado de residuos de 4cido
B-D-manurdnico e dcido o-L-gulurdnico.!

O sistema nanoparticulado contendo quitosana e alginato de
sodio desenvolvido neste trabalho foi utilizado para encapsulagao de
trés farmacos com caracteristicas fisico-quimicas diferentes: dcido
glicirrizico, 4cido salicilico e cafeina (Figura 1).

O 4cido glicirrizico ((3f, 20B)-20-carboxi-11-0x0-30-norlean-
12-en-3-il-2-0-B-17-glucopiranuronosil-o-D-dcido glucopirano-
sidurdnico) ¢ o principal componente ativo da raiz de alcaguz
(Glyeyrrhiza uralensis, Fisch)."> E um écido fraco solivel em dgua
com trés valores de pKa (pKal = 2,7; pKa2 = 2,8; pKa3 = 4,7)."
Possui massa molar de 822,92 g/mol e férmula molecular C,,H,,0 .
O extrato de alcaguz pode conter de 10 a 25% de dcido glicirrizico.'*
O 4cido salicilico (4cido 2-hidroxibenzoico) € um beta-hidroxi acido
com valor de pKa de 2,8, o que o torna um &cido fraco, solivel em
dgua, apresentando atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana.'?

*e-mail: monikatag @ gmail.com
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Figura 1. Estrutura quimica do dcido glicirrizico (A); dcido salicilico (B)
e cafeina (C)

Possui massa molar de 138,1 g/mol e férmula molecular C;H,O, '
A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um estimulante do sistema
nervoso central e diurético, sendo também aplicada externamente
em formulacdes tépicas. E uma base fraca, soliivel em dgua e apre-
senta pKa de 8,3."7 Possui massa molar de 194,2 g/mol e férmula
molecular C;H,(N,O, '¢

A quantificacdo do 4cido glicirrizico, do 4cido salicilico e da
cafeina em diferentes sistemas de liberacdo ja foi realizada com
sucesso através de técnicas como espectrofotometria UV-vis, es-
pectrofluorescéncia e cromatografia liquida de alta eficiéncia.!®?
Entretanto, por se tratar de um novo sistema nanoparticulado, dife-
rentes métodos analiticos utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram desenvolvidos para a quantifica¢do dos farmacos.
Ap6s o desenvolvimento de um método e antes de sua aplicag@o na
andlise de amostras de interesse, 0 mesmo precisa ser validado, de
forma que, nas condi¢des em que serd utilizado, gere os resultados
esperados.’®?” Consequentemente, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar métodos analiticos para a determinagdo dos
dcidos glicirrizico e salicilico e da cafeina em nanoparticulas de
quitosana e alginato de s6dio obtidas através da técnica de comple-
xacdo de polieletrdlitos.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

A quitosana (QUI; 122,3 kg/mol, grau de desacetilacio: 85%) foi
obtida da empresa Purifarma (Sao Paulo, Brasil). O alginato de sédio
(ALG:; 200,0 kg/mol) e o tripolifosfato de sédio (TPP) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O dcido glicirrizico (AG)
e o acido salicilico (AS) foram obtidos da DEG (Sao Paulo, Brasil),
e a cafeina (CF) da Valdequimica (Sao Paulo, Brasil). Os farmacos
foram previamente analisados quanto a sua identidade e pureza e
foram utilizados como padrdes de referéncia secundérios.

A agua purificada foi obtida através de sistema Milli-Q (Millipore
Corporation®). A acetonitrila e o metanol utilizados foram grau
CLAE (Tedia®). Outros solventes e reagentes empregados foram de
grau analitico.

Equipamento

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatégrafo Shimadzu LC-10A
(Kyoto, Japdo), equipado com bombas LC-10AD, detector UV/VIS
SPD-10AV,,, detector de arranjo de fotodiodos SPD-M10A,,, unidade
de controle SCL-10A,,, autoinjetor Jasco AS-2055 Plus e software
Class VP*V 6.14.

Preparacio de nanoparticulas

Inicialmente foram preparadas solucgdes estoque de QUI (2,0 mg/
mL) em dcido acético 1,0% (v/v) e de ALG (2,0 mg/mL) e TPP (5,0
mg/mL) em dgua. As solugdes foram filtradas a vacuo. O processo
de formacdo das nanoparticulas foi realizado a 25 °C, sob agitacio
magnética, em um Unico estdgio. Para cada farmaco, foi preparada
uma solu¢do de 1,0 mg/mL em dgua. Gotejaram-se 6,0 mL de cada
solu¢@o de farmaco em 24 mL de solu¢@o de QUI (0,9 mg/mL), sob
agitacdo magnética. A esta solucdo adicionaram-se 6,0 mL de solugdo
contendo ALG (1,2 mg/mL) e TPP (1,0 mg/mL). As suspensdes de
nanoparticulas foram mantidas sob agitacdo magnética por 1 h e fil-
tradas em papel de filtro. As formula¢des foram nomeadas conforme
o fadrmaco utilizado: NP, (nanoparticulas com 4cido glicirrizico),
NP, (nanoparticulas com 4cido salicilico) e NP (nanoparticulas
com cafeina).

Preparacao das solucgées estoque de farmacos

As solugdes estoque (1,0 mg/mL) de AG, AS e CF foram pre-
paradas dissolvendo-se 25,0 mg de cada farmaco em sua respectiva
fase mével, em baldo volumétrico de 25 mL. A partir destas solugdes
foram preparadas as solugdes de trabalho através de dilui¢des com a
fase mdvel correspondente ao farmaco analisado.

Desenvolvimento do método para quantificacio do acido
glicirrizico

Para quantificag¢do do 4cido glicirrizico (AG) foi utilizada uma
coluna de fase reversa C; Phenomenex Luna (250 x 4,6 mm, 5 pm)
e o sistema mantido a temperatura de 25 = 1 °C. Uma pré-coluna (4,0
x 3,0 mm) foi utilizada para proteger a coluna analitica.

A fase mével consistiu numa mistura de metanol:tampao fosfato
de potassio 0,025 M (60:40 v/v) adicionada de 5 mM de cloreto de
tetrabutilamonio. As analises foram realizadas em modo isocratico,
com fluxo de 1,2 mL/min, deteccdo UV a 254 nm e volume de in-
jecdo de 20 uL.
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Desenvolvimento do método de quantificacio do acido salicilico

Para quantificacdo do dcido salicilico (AS) foi utilizada uma
coluna de fase reversa C,; Phenomenex Luna (250 x 4,6 mm, 5 m)
e o sistema mantido a temperatura de 25 # 1 °C. Uma pré-coluna (4,0
x 3,0 mm) foi utilizada para proteger a coluna analitica.

A fase movel consistiu numa mistura de metanol:dgua (70:30
v/v) ajustada a pH 2,6. As andlises foram realizadas em modo iso-
crético, com fluxo de 1,0 mL/min, detec¢do UV a 237 nm e volume
de injecao de 20 L.

Desenvolvimento do método de quantificaciio da cafeina

Para quantificagdo da cafeina (CF) foi utilizada uma coluna de
fase reversa C¢Perkin-Elmer (150 x 4,6 mm, 5 um) e o sistema man-
tido a temperatura de 25 + 1 °C. A fase mdvel consistiu numa mistura
de H,PO, 0,01 M (ajustado a pH 2,8 com trietilamina):acetonitrila
(90:10 v/v). As andlises foram realizadas em modo isocratico, com
fluxo de 1,0 mL/min, detec¢do UV a 262 nm e volume de inje¢do
de 20 uL.

Valida¢iao dos métodos

O processo de validagdo foi realizado para cada método anali-
tico desenvolvido através dos seguintes parametros, de acordo com
a ICH (International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use),*e resolucdo da ANVISA RE n° 899:* especificidade, line-
aridade, exatiddo, precisdo, robustez e limites de quantificacio e
deteccao.

Especificidade

Para confirmar a especificidade do método, foi visualizada a
auséncia de interferéncias pelos excipientes que fazem parte das
nanoparticulas (QUI, ALG e TPP). Foram preparadas nanoparticulas
sem o farmaco (placebo) e analisadas nas mesmas circunstancias
experimentais das amostras na presenca do farmaco. Além disso, a
pureza do pico cromatografico de cada farmaco foi obtida com auxilio
de um detector de arranjo de fotodiodos.

Linearidade e limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ)

A linearidade foi determinada através da construgdo de trés
curvas de calibrag@o para cada fairmaco, em 3 dias diferentes. Para
a construcdo de cada curva de calibragdo 6 concentragdes de cada
farmaco (5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 ug/mL) foram preparadas
nas suas respectivas fases moéveis. Foram realizadas 3 injecdes de
20 pL de cada solugdo para verificar a repetibilidade da resposta do
detector em cada concentracgao.

O limite de detec¢@o (LD) corresponde a menor concentracio
presente na amostra que pode ser detectada, mas no necessariamente
quantificada. O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a menor
concentracdo que pode se determinada quantitativamente com acei-
tavel precisdo e exatiddo. Os LD e LQ foram calculados a partir da
inclinagdo e do desvio padrio do intercepto da média de trés curvas
de calibragdo.

Exatiddo

A exatidao do método foi avaliada por meio da contaminagao de
amostras de suspensdes de nanoparticulas (placebo) com solugdes
de concentragdo conhecida de cada farmaco, correspondendo a
concentracdes finais de 40,0; 50,0 e 60,0 ug/mL. A recuperagdo foi
determinada como sendo a diferenga percentual entre a concentracio
experimental média e a concentragio tedrica em cada nivel.
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Precisdo

A precisdo foi determinada por meio da repetibilidade (intradia)
e precisdo intermedidria (interdia). A repetibilidade foi avaliada
analisando-se 6 amostras de nanoparticulas (placebo) contaminadas
com solugdes de cada farmaco, correspondendo a concentracio final
de 50,0 ug/mL, no mesmo dia, nas mesmas condi¢des experimentais.
Na precisdo intermedidria as andlises foram realizadas em 3 dias
diferentes.

Robustez

A robustez do método foi determinada através da analise de
uma mesma amostra de nanoparticulas (placebo) contaminada com
solucdes de cada farmaco (50,0 pg/mL), modificando-se os seguintes
pardmetros do método: temperatura do forno, fluxo e composigdo
da fase mével.

Determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo, teor e recupera¢do
A determinacdo da concentragio total de ativo associado as na-
noparticulas foi realizada pela técnica de ultrafiltracdo/centrifugagio,
na qual o ativo livre foi determinado no sobrenadante, enquanto o
ativo total foi medido ap6s completa dissolug@o das nanoparticulas.?
Para obter o sobrenadante, 0,5 mL de suspensdo de nanoparticulas
foram centrifugadas a 6.000 rpm, durante 20 min, em unidades de
centrifugacdo Amicon Ultra-0,5 (Ultracel®-100 K 100000 MW,
Millipore, Irlanda). Para a determinag¢@o da concentragdo total de
farmaco na suspensdo de nanoparticulas, 1,0 mL de cada suspensdo
foi mantida em contato com 1,0 mL de metanol durante 24 h para
completa dissolugdo do complexo, seguida da dilui¢do com a fase
movel correspondente para cada farmaco até volume de 10,0 mL
(concentragdo total). A concentracdo de farmaco no sobrenadante e

a concentragdo total na suspensio foram determinadas por CLAE.
A eficiéncia de encapsulacdo (EE %) foi estimada de acordo

com a Equacdo 1.

EE (%) = M* 100 (D
Cr

em que: C; = concentracdo total de firmaco encontrada na suspensao
ap6s dissolugdo das nanoparticulas; Cg = concentragio de farmaco
encontrada no sobrenadante.

O teor de farmaco nas suspensdes foi expresso em ug/mL.

A taxa de recuperagdo (%) de cada farmaco foi calculada como
sendo a diferenga percentual entre a quantidade inicialmente adicio-
nada e aquela encontrada nas suspensoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento do método para quantificacio do acido
glicirrizico

O 4cido glicirrizico (AG) € um 4cido fraco com trés valores de
pKa (pKa, = 2,7; pKa, = 2,8; pKa, = 4,7)."% Assim, € um composto
altamente ionizdvel que tende a apresentar caudas pronunciadas no
pico cromatografico, coeluicdo, e ser pouco retido em fase reversa,
pois a forma ionizada tem maior afinidade pela fase mdvel (mais po-
lar). Desta forma, varias condi¢des cromatogréficas foram propostas
para que apenas uma das formas da substancia estivesse presente no
momento da andlise, na tentativa de se obter melhor assimetria e pure-
za do pico. Isto foi alcancado através da cromatografia com formagao
de pares de fons, onde o analito foi mantido na forma i6nica, e um
contraion (tetrabutilamoénio) foi adicionado a fase mével. A melhor
assimetria foi obtida com uma fase mével contendo metanol, tampao
fosfato de potdssio 25,0 mM (pH 5,8) e tetrabutilamonio 5,0 mM.
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Nas condigdes otimizadas, o tempo de reteng¢ao do AG foi cerca
de 20,0 min e um cromatograma tipico obtido pelo método pode ser
visualizado na Figura 2a.
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Figura 2. Cromatogramas obtidos utilizando fase movel constituida por
metanol:tampdo fosfato de potdssio 25,0 mM (60:40 v/v) adicionada de 5,0
mM de tetrabutilamoénio sob fluxo de 1,2 mL/min e detec¢do UV a 254 nm.
(a) Suspensdo de nanoparticulas de dcido glicirrizico e (b) suspensdo de
nanoparticulas de placebo

Desenvolvimento do método para quantificacio do acido
salicilico

O 4cido salicilico (AS) € um 4cido fraco com valor de pKa pré-
ximo a 3,0, sendo necessdria uma andlise cuidadosa das condigdes
cromatograficas de forma que, no momento da andlise, esteja em
sua forma ndo ionizada.”® O ajuste do pH da fase mével para 2,6 foi
suficiente para a obten¢do de uma boa assimetria de pico, com um
tempo de retengdo de cerca de 5,1 min. A Figura 3 apresenta um
cromatograma tipico obtido pelo método desenvolvido.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos utilizando fase movel constituida por
metanol:dgua (70:30 v/v) pH 2,6 sob fluxo de 1,0 mL/min e detec¢do UV a
237 nm. (a) Suspensdo de nanoparticulas de dcido salicilico e (b) suspensdo
de nanoparticulas de placebo

Desenvolvimento do método para quantificacio da cafeina

A cafeina (CF) € uma base fraca que apresenta valor de pKa
préximo de 8,5. Inicialmente o método foi desenvolvido com uma
coluna C,, e a fase mével foi ajustada para vdrios valores de pH.
Entretanto, o pico cromatografico do fairmaco apresentou uma cauda
em todas as proporcdes testadas de solventes e pHs da fase mével.
Por ser uma base fraca, a cafeina pode apresentar uma interagdo
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com os grupamentos silandis residuais da superficie da silica da fase
estaciondria, levando a formacao de cauda.'” Algumas alternativas
para evitar que isto ocorra sio reduzir a ionizag¢do dos grupamentos
silandis utilizando fase mével com pH < 4,0, ou diminuir a ioniza¢ao
do analito basico através do aumento do pH da fase mével. Por outro
lado, podem ser adicionados a fase mével os chamados “bloqueadores
de silanol” como, por exemplo, a trietilamina. Além disso, o uso de
uma coluna de fase reversa C, acarreta menor atividade dos grupamen-
tos silandis. Desta forma, as condigdes cromatogréficas inicialmente
propostas foram otimizadas utilizando-se uma coluna C; e trietilamina
para o ajuste do pH da fase aquosa em 2,8. Nestas condigdes, a cafeina
encontra-se na forma nio ionizada e os grupamentos silandis estao
bloqueados, eliminando a cauda do pico cromatografico. O tempo de
retencdo obtido para a cafeina foi de 4,4 min. A Figura 4 mostra um
cromatograma tipico obtido pelo método desenvolvido.
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Figura 4. Cromatogramas obtidos utilizando fase movel constituida por H,PO,
0,01 M (ajustado a pH 2,8 com trietilamina):acetonitrila (90:10 v/v) sob fluxo
de 1,0 mL/min e detec¢do UV a 262 nm. (a) Suspensdo de nanoparticulas de
cafeina e (b) suspensdo de nanoparticulas de placebo

Validacio dos métodos

Especificidade

Os cromatogramas das solu¢des amostra (a) e das solugdes pla-
cebo (b) obtidos com os métodos desenvolvidos para quantificacdo
do AG, do AS, e da CF estdo apresentados nas Figuras 2, 3 e 4, res-
pectivamente. Os resultados demonstram que nao houve interferéncia
ou sobreposicdo dos excipientes com o pico dos farmacos.

Adicionalmente, a especificidade foi confirmada através detector
de arranjo de fotodiodos, que demonstrou que os picos dos farmacos
ndo possuem coelui¢cdo de nenhum pico adicional, com valores de
pureza de pico maiores que 0,9999.
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Linearidade e limites de detec¢do (LD) e quantifica¢do (LQ)

A linearidade da resposta do detector foi calculada para vdrias
solucdes padrdo na faixa de 5,0-100,0 pg/mL. Na Tabela 1 estdo
descritos a equagd@o da reta, coeficiente de correlag@o (r) e limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos para cada método
desenvolvido.

Tabela 1. Resultados da linearidade obtidos a partir de trés curvas dos farmacos
avaliados individualmente (dcido glicirrizico, dcido salicilico e cafeina) nas
condi¢oes dos métodos validados

Farmaco Equacgio da reta? r LD (ug/mL) LQ (ug/mL)
AG y=7511,6x-6284,8 1,0 1,18 0,39
AS y =67628x—43533 0,9999 4,03 1,33
CF y = 37788x+23000 0,9999 0,21 0,07

“equagdo da reta média obtida de trés curvas.

A validade dos ensaios foi confirmada através de andlise de
variancia, que demonstrou que a regressdo linear foi significativa e
o desvio da linearidade ndo significativo (P < 0,01) nos trés métodos
avaliados.

Exatiddo e precisdo

A exatiddo foi calculada a partir da determinacéo de 3 replicatas
de 3 diferentes suspensdes de nanoparticulas (placebo) contaminadas
com cada fdrmaco. Nao foram observadas diferengas entre a quanti-
dade adicionada de farmacos e as quantidades encontradas (P =0,05),
indicando a exatidao dos métodos (Tabela 2).

Os resultados da precisio intradia e interdia estdo também descri-
tos na Tabela 2. Os teores dos fairmacos encontrados nos 3 diferentes
dias foram equivalentes (P = 0,05) e os valores de desvio padrdo
relativo estdo dentro do critério de aceitagdo de 5%, demonstrando
a precisdo dos métodos.

Robustez

A avaliagdo da robustez dos métodos desenvolvidos foi realizada
através de variacdes na temperatura da coluna, no fluxo e composicio
da fase mével. Em todos os métodos as colunas utilizadas foram
avaliadas modificando-se a temperatura do forno para 20, 25, e 30 °C.

O efeito do fluxo da fase mdével foi avaliado nas seguintes condi-
¢oes: 1,1; 1,2 e 1,3 mL/min para o AG; 0,8; 1,0, e 1,2 mL/min para
0 AS e paraa CF.

A composicdo da fase mével foi modificada de acordo com o
método. Para o método do AG a quantidade de metanol testada foi
de 58, 60 e 62%, enquanto que para o AS foi de 68, 70 e 72%. Para
a CF a % de acetonitrila da fase mével foi de 8, 10 e 12%.

Tabela 2. Resultados de exatiddo e precisdo obtidos com cada método desenvolvido

AG AS CF
Concentrac@o adicionada (ug/mL) Recuperagio® (%) + DPR® % Recuperagio® (%) + DPR® % Recuperagio® (%) + DPR® %
40,0 1019+ 1,2 101,1 £0,7 100,5+ 1,2
50,0 98,4 +0,6 102,0 + 0,6 101,2+0,9
60,0 98,2+ 0,6 101,2+0,6 101,6 £ 0.4
% Recuperado + DPR* (%) % Recuperado + DPR® (%) % Recuperado + DPR* (%)
Precisdo interdia® Dia 1 99,8 +0,9 98,5+0,9 101,9+ 1,1
Dia 2 98,2 +0,5 99,3+0,3 999 + 1,1
Dia 3 98,9 £ 0,6 100,2+0.4 994 +12
Precisdo intradia® 98,9+ 1,8 100,1 = 1,4 101,8 1,9

*média de 3 replicatas; *média de 6 replicatas; “desvio padréo relativo
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Tabela 3. Resultados de eficiéncia de encapsulagio (EE), teor e recuperagio obtidos com as suspensoes de nanoparticulas contendo dcido glicirrizico (NP,),

acido salicilico (NP,¢) ou cafeina (NP.)

Formulagao EE® (%) + DPR® (%) Teor® (ug/mL) + DPR® (%) Recuperacdo® (%) = DPR® (%)
NP, 954+ 1,7 113,4+29 68,3 +2,5
NP, 40+£58 163,9 +4,6 98,3+3,1
NP 3,0+6,3 161,2+5,3 96,6 +4.,0

“média de 3 replicatas; "desvio padrio relativo

Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas
nos teores de farmaco encontrados nas condi¢des testadas (P = 0,05)
e os valores de desvio padrio relativo estdo dentro do critério de
aceitagdo de 5%, indicando a robustez dos métodos. As variagdes na
fase mével resultaram em pequenas mudancas no tempo de retengdo,
sem nenhum efeito na quantificagio dos farmacos.

Aplicacdo dos métodos para determinacio da eficiéncia de
encapsulacio e do teor de farmaco

As suspensdes de nanoparticulas foram submetidas a andlise por
CLAE utilizando os métodos previamente validados para determi-
nacao da eficiéncia de encapsulacdo, teor e recuperacdo de farmaco.
Os resultados estdo descritos na Tabela 3.

A formulagio NP, apresentou maior EE, provavelmente relacio-
nada as caracteristicas fisico-quimicas do firmaco, como o alto peso
molecular e a presenca de trés grupamentos carboxilicos em sua es-
trutura, que permitiram uma maior interaco eletrostatica com a QUI.

Por outro lado, apesar de possuir grupos carboxilicos disponiveis
para intera¢@o, o AS néo complexou de forma satisfatéria com a QUI,
apresentando baixa EE.

A CF nio possui grupamentos carboxilicos em sua estrutura,
entretanto poderia ser encapsulada fisicamente pela rede de apri-
sionamento formada pelo ALG e TPP. Porém, a formulacdo NP
também apresentou baixa EE.

Como o AS e a CF apresentam maior solubilidade em meio aquo-
so do que 0 AG, uma possivel explicac¢do para estes resultados € que
0 AS e a CF nio estdo associados as nanoparticulas, mas dissolvidos
no meio, o que reflete o maior teor e recupera¢do de fairmaco nas
formulagdes NP, e NP.

CONCLUSAO

Os métodos analiticos propostos para deteccio e quantificagio de
acido glicirrizico, 4cido salicilico e cafeina por CLAE mostraram-se
especificos, lineares, exatos, precisos e robustos na faixa de concen-
tracdo entre 5,0 e 100,0 pg/mL, sendo adequados para se determinar
a eficiéncia de encapsulagdo e o teor dos fairmacos em nanoparticulas
de quitosana e alginato de s6dio. Através dos resultados de eficiéncia
de encapsulagdo pode-se concluir que o dcido glicirrizico possui as
caracteristicas fisico-quimicas ideais para ser encapsulado neste
sistema nanoparticulado.
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