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RESUMO

A monitorizagdo da formacdo das microcdpsulas durante o processo de
microencapsulacio, permitindo o conhecimento do efeito da variagdo dos materiais e
das condi¢des processuais nas microcdpsulas formadas, € essencial para o
desenvolvimento, optimizacdo e scale-up do processo de microencapsulagdo. Assim €
muito importante dispor de metodologias para avaliar a formacao das microcdpsulas. A
caracterizacdo das microcdpsulas tem sido muito estudada, havendo muitos relatos
descritos na literatura, contudo, no referente a monitorizacao online da formacgao dessas

microparticulas, a informacao é escassa.

Neste trabalho, numa primeira fase, foi estabelecida a formulagcdo que permitiu produzir
microcdpsulas de  etilcelulose com  aspirina usando o método de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente. O solvente utilizado foi o acetato de etilo e o
surfactante o tween 80. O processo de microencapsulacdo desenvolvido permitiu
produzir microcdpsulas pequenas, esféricas, cuja parede € constituida por etilcelulose e

aspirina e de interior esponjoso.

Numa segunda fase foi feita a monitorizacdo da formacdo das microcdpsulas no
equipamento Mastersizer Hydro2000, que usa a técnica de difracdo de luz laser (LDS).
Foi ainda estudada a influéncia da variacdo da velocidade de rotagdo e da quantidade de
surfactante na formagao das microcdpsulas.

Os testes efectuados permitiram concluir que a monitorizagao € possivel, mesmo para
um sistema complexo como o que foi objecto deste estudo. Assim, conseguiu
monitorizar-se a formacdo dindmica das microgotas com quebra e coalescéncia a
ocorrer em simultdneo, originando um aumento de tamanho, até ser atingido o
equilibrio, altura a partir da qual apenas ha evaporacdo do solvente, com consequente
diminui¢do de tamanho das microcdpsulas.

O facto da hidrodindmica do Mastersizer favorecer a agregacdo das microparticulas,
introduziu dificuldades adicionais, fazendo com que alguns testes nao fossem
conclusivos, nomeadamente no referente ao aumento da quantidade de surfactante onde
era expectdvel que as microcdpsulas formadas fossem mais pequenas, o que ndo ficou

demostrado devido a agrega¢do das microcédpsulas durante a monitorizacao.
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No referente ao estudo da variagdo da velocidade de rotacdo foi possivel monitorizar a
formagdo das microcdpsulas aumentando a velocidade de rotacdo no Mastersizer, de
750 rpm para 1000 rpm, o que origina particulas mais pequenas. Porém ao aumentar
mais a velocidade de rotacdo, as microgotas formadas na emulsificacdo sdo mais

pequenas e tendem a agregar devido ao maior nimero de choques.

Este trabalho permitiu mostrar que a monitorizacdo da formacdo das microcédpsulas,
usando a técnica LDS, € possivel. Espera-se, por isso, que esta tese possa ser uma base

de trabalho para futuros estudos.
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ABSTRACT

Monitoring the formation of microcapsules during microencapsulation processes,
allowing the knowledge of the effect of varying materials and process conditions in the
microcapsules formed, is essential for development, optimization and scale-up of the
microencapsulation process. So it is very important to have methodologies to assess the
formation of microcapsules. The characterization of microcapsules has been studied,
with many studies reported in the scientific community, however, with regard to

monitoring online the formation of these microcapsules, information is scarce.

The first step was to establish the formulation which allowed the production
microencapsulation of aspirin in ethylcellulose, using the emulsification / solvent
evaporation technique. Ethyl acetate was used as solvent and Tween 80 as surfactant.
The microencapsulation process developed allowed the production of small spherical
microparticles, where the wall consists of ethylcellulose and aspirin and a spongy

interior.

The second step was to monitor the formation of microcapsules in the Mastersizer
Hydro2000 equipment, from Malvern, which uses the laser diffraction technique (LDS).
In this equipment, it was studied the influence of the agitation rate and of the amount of
surfactant in the formation of microcapsules. The tests carried out showed that
monitoring is possible even for a complex system such as that object of this study. Thus,
we were able to monitor the formation of droplets with dynamic breaking and
coalescence occurring simultaneously, resulting in an increase in size until equilibrium
is reached. From this moment only solvent evaporation was occurring with consequent

reduction in size of the microcapsules.

The hydrodynamics of the Mastersizer promote aggregation of the microparticles,
introducing additional difficulties and making certain tests not conclusive, particularly
regarding the influence of increase of the amount of surfactant. It was expected that the
microcapsules formed should be smaller, with the increase of the amount of surfactant,

which was not demonstrated due to aggregation of the microcapsules during monitoring

by LDS.
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As regards the influence of the agitation rate it was possible to monitor the formation of
microcapsules increasing the rotational speed in the Mastersizer from 750 rpm to 1000
rpm, which results in smaller particles. But if the agitation rate, will increases more, the
microdroplets formed during emulsification will be smaller and will aggregate as a

result of collisions between the droplets.

This work has shown that the monitoring of the formation of microcapsules using the
LDS technique is possible. We hope that this thesis may be a working basis for future

studies.
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OBJECTIVOS

- Estabelecer uma formulagdo de base que permita a encapsulacdo de aspirina, em
microcdpsulas de etilcelulose, usando a técnica de microencapsulagdo por
emulsificacdo/evaporacao do solvente.

- Monitorizar online a formacao das microcapsulas de etilcelulose com aspirina usando
uma técnica de dispersao de luz laser.

- Monitorizar a influéncia da varia¢do de alguns pardmetros do processo.

- Caracterizar morfologicamente as microcdpsulas formadas.

- Definir metodologias para a avaliac@o da eficiéncia da encapsulagao.
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CAPITULO 1 - REVISA0 BIBLIOGRAFICA

A microencapsulacdo é definida como a tecnologia de encapsulamento de materiais
sOlidos, liquidos e gasosos, em minudsculas cédpsulas seladas, isolando e protegendo
esses materiais, das condi¢des ambientais adversas, como luz, oxigénio, humidade e
interacdes com outros compostos.

Essas embalagens chamadas microcdpsulas, podem variar de sub-micron a alguns
milimetros de tamanho e sdo idealmente esféricas; sendo a sua estrutura fortemente
influenciada pela estrutura do material original. O material encapsulante é denominado
filme ou material de parede, enquanto o encapsulado é chamado material activo, nicleo

ou fase interna (Dziezak,1998; Matioli et al. 2003; Bastos, 2007).

1.1 - Microencapsulaciao pelo método de emulsificacao/evaporaciao do solvente

A técnica de microencapsulacdo por emulsificagdo/evaporacdo do solvente € muito
utilizada, tendo em vista a simplicidade dos procedimentos envolvidos na obten¢do das
particulas e as possibilidades de modulacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
das particulas por meio da escolha dos componentes da formulacdo e das condi¢des de

preparacdo (Bhardwaj et al., 1995; Khidr et al., 1998; Zanetti, 2002).

Para farmacos pouco soliveis ou insoldveis em &dgua, farmacos lipofilicos, como a

aspirina, utiliza-se o método o/w (6leo em dgua).
Consiste em 4 passos (fig.1.1):
1- Dissolucao do farmaco hidrofébico num solvente organico contendo o polimero.

2- Emulsificac@o desta fase organica, chamada Fase Dispersa (DP), numa fase aquosa,

chamada Fase Continua (CP).

3- Extraccdo do solvente da fase dispersa pela fase continua, acompanhada da

evaporacao do solvente, transformando goticulas de fase dispersa em particulas sélidas.

4- Recuperacdo e secagem das microcdpsulas, para eliminar o solvente residual.
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inciple
FRNEP Organic

solvent
B Continuous
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Fig.1.1- Processo de microencapsulagdo por evaporacio do solvente. (Fonte: Li et al., 2008)
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O método terd que ser adaptado para o sistema em estudo, podendo ser necessario, por
exemplo em situagdes em que o solvente é miscivel com a dgua, fazer pré-emulsao, isto
¢ adicionar a fase dispersa numa pequena quantidade de fase continua e de seguida

adicionar a restante fase continua (Freytag et al., 2000).

Yang et al.,1999, apresentaram um estudo de microencapsulagdo de aspirina em
etilcelulose pela técnica de emulsificacdo evaporacdo do solvente, usando como
solvente o diclorometano. Quantidades iguais de etilcelulose e de aspirina foram
dissolvidas em diclorometano, constituindo a fase dispersa. Os constituintes da fase
continua foram 4gua, previamente saturada com aspirina, e surfactante. Foi adicionado
um ndo-solvente. Apds a emulsificacio foi aplicado véacuo. A eficiéncia de
encapsulacdo, a distribuicdo do tamanho das particulas, bem como a libertacdo da
aspirina foram alguns dos parametros analisados, tendo os autores concluido que um
aumento da concentracdo do polimero na fase dispersa origina um aumento do tamanho
das microcdpsulas bem como um aumento da eficiéncia da encapsulacdo e do

rendimento do processo, mas uma diminuic¢ao da velocidade de libertacao.

Noutro estudo posterior, 0s mesmos autores apresentam um processo de
microencapsulacdo para a aspirina em etilcelulose, pelo método de emulsificacdao
evaporacdo do solvente, mas usando etanol na fase dispersa e 6leo de soja na fase
continua (emulsdo dgua em 6leo). (Yang et al.,2000), tendo concluido que um aumento
da temperatura de evaporagdo origina um aumento do tamanho das microcdpsulas, mas

diminui a eficiéncia da encapsulacdo e o rendimento do processo.
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Dash et al., 2009, preparam microcdpsulas de aspirina em etilcelulose, em acetoftalato
de celulose e em misturas destes dois polimeros, usando o método de emulsificacdao
evaporacao do solvente. Na preparacdo das microcapsulas foi usado etanol e acetona.

As microcépsulas de etilcelulose preparadas apresentaram uma velocidade de libertacao
da aspirina, inferior as microcdpsulas de acetoftalato e as microcdpsulas resultantes da

mistura destes dois polimeros.

Yang et al. 2000a, apresentaram um estudo de encapsulagcdo da aspirina em etilcelulose,
numa emulsdo 6leo/dgua, por aplicacdo de uma gelatina. Os resultados mostraram que o

rendimento do processo aumenta com o aumento da concentragdo da gelatina.

1.2 — Variaveis que condicionam a formacao das microcapsulas
A encapsulacdo de farmacos em matrizes poliméricas tem como objectivo permitir a
libertacdo controlada do farmaco, de forma a cumprir a meta terapéutica requerida,

permitindo desta forma um tratamento eficaz da doenga. (Wischke, et al. 2008).

A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas microesferas € influenciada por diversos
factores, como as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e dos polimeros e também
as variaveis do processo, como a velocidade de agitagdo, os solventes utilizados, a

velocidade de evaporacgdo do solvente, entre outros (Freitas et al., 2004).

P

Por sua vez a libertacdo de farmacos a partir das microesferas € influenciada por
diversos factores, como, por exemplo, a presenca de cristais de farmaco proximos a
superficie externa das particulas, a porosidade da matriz polimérica e o tamanho das
microesferas, entre outros (Freitas et al., 2004). De acordo com Oliveira et al. 2010, é
possivel modular a libertagdo do farmaco alterando os parametros que condicionam a

formacgdo das microcapsulas.

No processo de microencapsulagdo a formacdo das microcdpsulas € condicionada pelas
propriedades dos materiais escolhidos, bem como pelas condi¢des processuais:
velocidade de agitacdo e tipo de agitador, geometria de reactor, pressao e temperatura,

fracc¢do de fase dispersa e da fase continua.
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1.2.1 - Materiais

1.2.1.1- Farmaco a encapsular: aspirina

A aspirina, dcido acetilsalicilico (AAS), é um farmaco anti-inflamatério e anti-pirético.
Inibe a agregacao plaquetdria, e € muito utilizado no alivio da dor. Porém a aspirina tem
um efeito irritante na mucosa géstrica podendo causar tulceras e hemorragias (Dash et
al., 2009).

A microencapsulagdo de aspirina permite o desenvolvimento de férmulas de libertagdo
controlada, ou seja, aquelas com a capacidade de libertar os agentes activos apenas nos
orgdos onde devem agir ou onde serdo absorvidos. Assim, o principio activo protegido é
libertado gradativamente por meio de estimulos adequados, tais como mudanca de pH,
rompimento fisico, intumescimento, dissolucdo etc. Esta libertacdo ¢é devida a
mecanismos complexos (Fredenberg et al. 2011), que ocorrem apds a sua entrada no
organismo. Além disso, mascarar odor e/ou sabor desagradavel de principios activos é
outra aplicac@o do processo de microencapsula¢ao na industria farmacéutica.

Desta forma os efeitos indesejaveis da aspirina sdo minimizados, e a frequéncia de

administracdo € reduzida.

A aspirina € sintetizada, industrialmente, pela acetilacdo do 4cido salicilico utilizando
anidrido acético em meio 4cido. Durante o processo de sintese, pode ocorrer a produ¢do
de &cido acetilsalicilico contendo pequenas quantidades de 4cido salicilico, como
impureza. O dcido salicilico (AS), apesar de possuir propriedades farmacoldgicas
semelhantes as do dcido acetilsalicilico (AAS), possui gosto amargo e provoca
irritacOes estomacais.

Da mesma forma durante a conservagao, a aspirina deve ser mantida em local seco, pois
o dcido acetilsalicilico pode sofrer hidrdlise, originando 4cido salicilico e dcido acético,
o que é perceptivel pelo cheiro a vinagre. O mecanismo da reac¢do de hidrdlise é

ilustrado na figura 1.2.

COCH COOH o s, -COOH .
+ H + gy Iii + —Q/
0 _—:g - ‘ o O
f‘rd_ 'y J H
o AT
Fig.1.2- Mecanismo de hidrdlise do acido acetilsalicilico (fonte: Melo et al.,2006).
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1.2.1.2- Polimero encapsulante

O material encapsulante € seleccionado em fun¢do das propriedades fisicas e quimicas
do agente activo, da aplicagdo pretendida e do método utilizado para formar as
microparticulas.

Segundo Santos et al. (2000), o encapsulante ideal deve:

- apresentar baixa viscosidade em concentragdes elevadas;

- ser de facil manipulag@o durante o processo;

- possuir baixa higroscopicidade, para facilitar a manipulagdo e evitar aglomeragao;
- ndo ser reactivo com o material a ser encapsulado;

- ter habilidade de selar e segurar o material activo dentro da estrutura da cdpsula;

- permitir a libertacao fécil do solvente ou outros materiais utilizados durante o processo

de encapsulacdo;

-proporcionar méaxima proteccdo ao material activo contra condi¢des adversas, tais

como luz, pH, oxigénio e ingredientes reactivos;
- ser soluvel no solvente usado;
- ndo apresentar sabor desagradavel no caso de consumo oral;

- ser econdmico.

Os materiais mais utilizados como encapsulantes incluem (Suave et al. 2006)
* Carbohidratos: amido, dextrinas, a¢ucar, xarope de milho, celuloses;
* Gomas: goma ardbica, alginato de sédio, carragena;

* Lipideos: cera, parafina, triestearina, dcido estedrico, monoglicerideos e diglicerideos,

6leos e gorduras hidrogenadas;

* Poliésteres naturais: poli(hidroxialcanoatos), tais como poli(3-hidroxibutirato)

P(3HB), poli(3-hidroxivalerato) P(3HV) e seus copolimeros;
17
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* Polimeros sintéticos: poli(D, L-dcido lactico) (PDLA), poliacrilatos, copolimeros de

polietileno, co-propileno, poli(g-caprolactona) (PCL);
* Proteinas: gldten, caseina, gelatina, albumina;

* Quitosana: fonte alternativa extraida da casca de crustaceos.

Nas aplicagdes farmacéuticas as propriedades essenciais dos polimeros sdo a
biodegradabilidade, ou seja a capacidade de degradacdo dos constituintes do polimero
em compostos inofensivos que sdo metabolizados e excretados e a biocompatibilidade,
ou seja a capacidade dos constituintes do polimero serem fisiologicamente tolerados,
ndo podendo causar reaccdes adversas quer locais, quer sistemdticas, apds a

administracao.

Uma variedade de polimeros biodegraddveis de origem natural t€m sido descritos,

porém poucos sao biocompativeis.

Polimeros biodegraddveis naturais como o soro a albumina bovina e humana, o
colagéneo, a gelatina e a hemoglobina tém sido avaliados, mas o seu uso € limitado pelo

alto custo e/ou dificuldade de reproducdo de lotes. (Oliveira et al. 2010).

Uma alternativa consiste no uso de polimeros biodegradédveis sintéticos tais como o
dcido lactico (PLA), o 4cido glicélico (PGA) e o seu co-polimero 4cido lactico-co-
glicélico (PLGA) que tém sido alvo de muitos estudos devido a sua excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade, tendo sido aprovados pela FDA para a
utilizacdo em seres humanos (Kissel et al 2006, Li et al. 2008). Sao poliésteres
relativamente hidrofébicos, instdveis na presenca de humidade e biodegraddveis a
produtos atéxicos (dcido lactico, acido glicdlico, dgua e didxido de carbono). Sdo
fisiologicamente inertes e biocompativeis, uma vez que degradam no meio fisiolégico,

por hidrdlise, gerando metabolitos semelhantes aos existentes no organismo.

A grande desvantagem destes polimeros PLA e PLGA reside no facto de apenas serem
soliveis em solventes organicos téxicos tais como diclorometano, cloroférmio, etil

acetato e etil formato. (Benita, 2006).

Outros polimeros biodegradéveis tais como poli-3-hidroxibutirato e os seus copolimeros
com o hidroxivalerato, PHVB, foram estudados para fins farmacéuticos e médicos
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(Amass et al. 1998, Farago et al. 2006, Coimbra et al. 2008). Sao produzidos
biossinteticamente por bactérias a partir de materiais naturais € quebram rapidamente

por ac¢do de microorganismos, em condicdes especificas.

Polimeros ndo biodegradaveis tais como etilcelulose, (degraddvel mas ndo biogradavel)
e o polimetilmetacrilato (biocompativel, mas ndo-degradavel), sdo também utilizados,

acima de tudo por serem mais econémicos.

A etilcelulose ¢ um polimero muito resistente, solivel numa larga gama de solventes,
flexivel para temperaturas baixas e de baixo custo, tendo sido aprovado pela FDA para
aplicagdes farmacéuticas (Li et al. 2008). E caracterizado pela sua baixa
inflamabilidade. Pode ser administrado oralmente para proteger o firmaco contra o
tracto gastrointestinal (Stulzer et al. 2007) ou pode ser administrado intra duodenal para

prolongar a absor¢ao intestinal (Takishima et al 2002).

A estrutura deste polimero estd representada na fig.1.3.

I
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Figure 1b. Structural Formula of Ethylcellulose With Complete (54.88%) Ethoxyl Substitution
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Fig.1.3- Estrutura da etilcelulose (fonte: catdlogo Hercules)

1.2.1.3 — Solvente organico

O solvente deve reunir os seguintes critérios:
- ser capaz de dissolver o polimero escolhido;

- ser fracamente solivel na fase continua;
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- ter uma volatilidade elevada e um ponto de ebuli¢do baixo;
- ter baixa toxicidade.

Os solventes mais utilizados sdo: o cloroférmio, o diclorometano, o acetato de etilo € o

formato de etilo (Li et al. 2008).

O cloroférmio era muito utilizado, mas devido a sua elevada toxicidade e baixa pressao

de vapor, foi sendo gradualmente substituido pelo diclorometano.

O diclorometano ¢ o solvente mais utilizado, devido a sua elevada volatilidade, baixo
ponto de ebuli¢cdo, elevado poder de solvatacdo para uma ampla gama de polimeros e
alta imiscibilidade na dgua. A sua elevada pressdo de saturacdo comparada com outros
solventes (no minimo duas vezes superior) conduz a uma alta velocidade de evaporagao,
a qual encurta a duracao do fabrico das microesferas. Porém este solvente é cancerigeno

de acordo com a EPA e tém sido feitos esfor¢os no sentido da sua substituicao.

O formato de etilo é substituto do diclorometano, tendo Sah et al.2000 produzido

microesferas de PLGA com formato de etilo.

O acetato de etilo ¢ substituto do diclorometano, dado que apresenta uma toxicidade
muito inferior, mas devido a sua miscibilidade parcial com a dgua, 4 a 5 vezes superior
a do diclorometano, as microesferas nao se formam se a fase dispersa for introduzida
directamente na fase continua. Para resolver o problema originado pela miscibilidade do
solvente na dgua, trés métodos podem ser utilizados (Li et al., 2008):

. pré-saturar a solucao aquosa com o solvente;

. a fase dispersa é pré-emulsificada numa pequena quantidade de solucdo aquosa e apds
a formacao de gotas € adicionada a restante fase continua;

. a fase dispersa € emulsificada numa pequena quantidade de solugdo aquosa, a solugcdo

¢ agitada e o solvente evapora levando a solidificacdo das microesferas.

Outros solventes tém sido propostos para o processo de microencapsulagdao tendo como
finalidade a redugdo de toxicidade tais como: o glicofurol (Alhenn et al. 2011), o
dimetilsulféxido (Elkharraz et al. 2011) ou a utilizacdo de fluidos em condigdes

supercriticas (Kulgea et al. 2009, Porta et al.2010).
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O metil-ter-butil éter, tem também vindo a ser objeto de estudo. Porém as suas
caracteristicas fisicas, nomeadamente a sua inflamabilidade, classificacdo 3 do guia de
selecdo de solventes da GlaxoSmithKline , GSK, (Henderson et al. 2011), faz com que

seja um solvente menos utilizado.

1.2.1.4- Surfactante

O surfactante ou agente tensoactivo € frequentemente utilizado para dispersar uma fase
em outra fase imiscivel estabilizando a emulsdo. O surfactante reduz a tensao superficial
da fase continua, evita a coalescéncia e a aglomeragdo das gotas e estabiliza a emulsio,

criando uma barreira hidrodindmica a superficie das gotas.

Um surfactante deve ser capaz de originar microesferas com um tamanho regular
(uniforme), com uma distribuicdo de tamanhos uniforme, garantindo uma previsivel e
estdvel libertacdo do farmaco (Youan et al., 2003). Antes de escolher o tipo de
surfactante e a sua concentracdo é importante conhecer a polaridade das duas fases
imisciveis, o tamanho desejado para as microesferas e a esfericidade pretendida nas

microesferas.

Os surfactantes sao grandes moléculas anfifilicas, t€m uma parte polar (afinidade para a
dgua) e uma parte apolar (afinidade para o solvente organico). Quando presente numa
solucdo o surfactante cobre a superficie das gotas com a sua parte hidrofébica na gota

(fase organica) e a sua parte hidréfilica na dgua. Ha trés tipos de surfactantes:

-anidnicos: os que apresentam carga negativa na solucdo aquosa. Tém um balango
hidrofilia-lipofilia elevado, uma vez que s@o propensos a ser hidrofilicos. EXx:

dodecilssulfato.

- catidnicos: 0s que apresentam carga positiva na solucdo. Ex: CTBA brometo de

cetilmetilamoénio.

- ndo-i6nicos ndo tém carga. Ex: PVA (dlcool polivinilico), metilcelulose, Tween

(polisorbato).

Dependendo do tipo de emulsdo pretendida, assim deve ser escolhido o surfactante.

Atendendo a regra de Brancoft (que estabelece que a fase em que o surfactante € mais
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soluvel tende a ser o meio dispersante), para emulsdes 6leo em dgua, o surfactante deve
ser mais soluvel na d4gua do que no solvente organico.

Um dos critérios de seleccdao do surfactante ¢ o valor de HLB (balanco lipofilico -
hidrofilico), que pode ser determinado por diferentes métodos (Rojas, 2007), porém

para emulsdes 6leo em 4gua, deve situar-se entre 8 e 18 (Schramm, 2006).

1.2.2 — Condic¢oes processuais

1.2.2.1- Geometria do reactor e velocidade de agitacio

Na produgdo das microcapsulas pelo método da emulsificacdo/evaporagdo do solvente,
uma etapa determinante, € a da emulsificag@o.

Uma emulsdo pode ser definida como uma mistura de dois liquidos imisciveis ou
parcialmente misciveis, onde uma das fases se encontra dispersa na outra, sob a forma
de gotas de tamanho microscépico, (Schramm, 2006). As duas fases sdo, usualmente,
estabilizadas pela presenca de agentes emulsificantes, ou surfactantes, localizados na

interface 6leo/agua.

Assim, para a formacao de uma emulsao trés requisitos sdo fundamentais: coexisténcia
de dois liquidos imisciveis, agitacao suficiente para que um dos liquidos se apresente na

forma de gotas e um emulsificante para estabilizar as gotas dispersas (Cunha, 2007).

Desta forma, a velocidade de agitacdo € um dos parametros que influencia directamente
a emulsificagdo e a evaporaciao do solvente (Li et al. 2007), podendo ser manipulada

para alterar as propriedades das microcdpsulas formadas, nomeadamente o seu tamanho.

André-Abrant et al. 2001, apresentaram um estudo onde verificaram que o aumento da
velocidade de agitacdo, quando se forma a emulsdo, origina a diminui¢do do tamanho
das gotas de fase organica, aumentando assim a superficie de troca entre a fase orgéanica
(fase dispersa DP) e a fase aquosa (fase continua CP), o que favorece a transferéncia de

farmaco para a fase continua.

O tamanho das microcdpsulas é funcdo do tamanho das gotas formadas na emulsio,
podendo por isso ser explicada a diminuicdo de tamanho das microcapsulas com o
aumento da velocidade de agitacao.
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Heinskanen et al. 2010 concluiram também que o tamanho das microcdpsulas decresce
com o aumento da velocidade de agitacdo e o aumento da quantidade de surfactante.
Porém quando a concentragdo do surfactante é baixa, mesmo aumentando a velocidade
de agitacdo, o diametro das particulas aumenta, e a distribuicao de tamanhos alarga. Isto

¢ explicado pelo taxa da coalescéncia das gotas ser maior do que a quebra das gotas.

Outros factores relacionados com a agitacdo tais como a geometria do reactor, a
existéncia de chicanas, para evitar a formacdo de vortice (fig.1.4), tém também

influéncia no tamanho das microcdpsulas formadas (Maa et al., 1996).

(A) (B)

Fig.1.4- (A)- reactor sem chicanas, existéncia de vértice, enquanto em (B) reactor com chicanas,
ndo ha formacéo de vértice. (fonte: Benita, 2006, cap.6)

Para obter uma circulagdo dos fluidos uniforme e consequentemente uma mistura
uniforme e uma boa emulsificacdo as seguintes condi¢des devem ser verificadas
(Benita, 2006, cap.6):

- O agitador deve ser colocado a uma altura da base do reactor, Ha, fig.1.5, que deve ser
1/3 da altura total do liquido, H.

- O diametro do agitador, Dy, deve ser 1/3 a %2 da largura do reactor, T.

- A altura de liquido no reactor deve ser sensivelmente igual a largura do reactor. (H=T)
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Dy

Fig.1.5- Reactor para emulsificacdo (fonte: Benita, 2006, cap.6)

1.2.2.2- Fraccao Volumétrica da fase dispersa

A razdo entre os volumes de fase dispersa e fase continua € um parametro muito
importante. Mao et al. 2008, estudaram a encapsulacdio de um farmaco hidrofébico
(ABT627) em cédpsulas de PLGA, pelo método 6leo em 4gua, usando como solvente
diclorometano e como surfactante PVA, tendo verificado que quando a razdo entre o
volume da fase continua e o volume da fase dispersa aumenta, a eficiéncia da
encapsulacdo e a porosidade interna das microcdpsulas diminuem, apresentando-se as

particulas com forma esférica e superficie lisa.

No processo de microencapsulacdo por emulsificacdo/evaporacdo do solvente, a
emulsificacdo € uma etapa determinante. A frac¢do volumica da fase dispersa, @,
permite relacionar os volumes das duas fases, sendo definida por:

v,

V4V

¢
Onde,
Vb - Volume da fase dispersa.

Vc — Volume da fase continua.

A fracg¢do volumétrica da fase dispersa maxima duma emulsdo, varia numa larga gama

em funcdo dos parametros de formulagcdo: natureza do surfactante, temperatura,
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natureza das fases oleosa e aquosa; e ainda das condicdes do processo: tipo de agitador,

protocolo de incorporagdo e hidrodinamica do equipamento utilizado (Rojas, 2007).

Um aumento da concentracdo da fase dispersa resulta num rdpido aumento da
viscosidade da emulsdo, que € devida as interac¢des entre as gotas. Quando se atinge
50-60% de fase interna, os contactos entre as gotas tornam-se mais frequentes e a partir
de 70-80% estes contactos originam coalescéncia das gotas (Rojas, 2007), ndo se
conseguindo desta forma produzir microcdpsulas. Existe, por isso, um 6ptimo para a

concentracdo da fase dispersa, tendo em conta os objectivos da encapsulagao.

1.2.2.3 — Pressao e temperatura

A temperatura e a pressdo estdo directamente relacionadas com a velocidade de

evaporacdo do solvente, e consequentemente com a estrutura das microcapsulas.

A temperatura € um dos parametros que pode ser alterado a fim de melhorar a eficiéncia
do processo de encapsulacdo. Para temperatura baixa a coalescéncia das gotas diminui,
produzindo-se assim microcapsulas mais pequenas (HeisKanen et al. 2010).
Aumentando a temperatura aumenta a velocidade de evaporagdao do solvente, porém
este aumento de temperatura tem muitos inconvenientes:

- a massa total recuperada diminui

- a distribui¢@o de tamanhos evolui no sentido dos tamanhos grandes

- a eficiéncia da encapsulag¢do do farmaco decresce

-a morfologia das particulas torna-se grosseira, particulas com superficie grosseira
(Freitas et al., 2004).

Se a temperatura for muito alta o firmaco pode desnaturar: o 4cido acetilsalicilico

degrada no intervalo de temperaturas de 102°C a 430°C (Mamede et al., 2006).

Assim para aumentar a velocidade de evaporacdo do solvente a melhor escolha parece
ser a reducao de pressao.
O efeito de reducdo da pressao depende do sistema a encapsular e do processo escolhido

para tal. Assim alguns estudos, concluem que operar a pressao reduzida reduz o tempo
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de producao das microcédpsulas (Li et al., 2007, Meng et al. 2004) e melhora a eficiéncia
da encapsulacdo; porém Chung et al. (2001) mostraram que a eficiéncia da
encapsulacdo feita a pressdo reduzida € inferior a feita a pressdo atmosférica.
Concluiram ainda que microesferas preparadas a pressdo reduzida t€tm um tamanho
mais pequeno do que o conseguido para as mesmas microesferas mas preparadas a
pressdo atmosférica. As microesferas obtidas a pressdo reduzida apresentam uma
superficie lisa, enquanto as obtidas a pressdo atmosférica apresentam superficie rugosa
com poros na superficie.

Assim o efeito de redugao da pressao terd que ser analisado em funcdo do sistema em

estudo, uma vez que depende dos materiais utilizados e do processo escolhido.

1.2.2.4 — Concentracio de surfactante

A adicdo de surfactante baixa a tensdo superficial da fase continua o que origina a
diminui¢do do tamanho das particulas. (Jeffery et al. 1991, Yang et al. 2001, HeisKanen
et al. 2010). Porém devido a concentracao micelar critica (CMC) a tensdo superficial
nio decresce indefinidamente. Quando a concentracdo do surfactante atingir um certo
valor limite, a interface fica completamente carregada. Qualquer acréscimo de
surfactante ird organizar-se como micelas, Fig.1.6, e a tensdo superficial da fase aquosa

nao vai diminuir mais (Li et al., 2008).

Surfactant Micelia Oil
Molscule Droplet

Fig.1.6- Surfactante numa emulsio 6leo em dgua. A partir da CMC, o surfactante organiza-se
em micelas. (fonte: Schramm, 2006).
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Pachuau et al., 2009, encapsularam sulfato de salbutamol em cdpsulas de etilcelulose
pelo método da evaporagdao do solvente, fazendo estudos de variagdo da concentracdo
do surfactante adicionado. Concluiram que o aumento da concentragdo do surfactante
origina uma redu¢do do tamanho das particulas, e aumento da libertacdo do farmaco. A
eficiéncia de encapsulacdo aumenta com o aumento da concentragdo do surfactante, até
um determinado valor de concentracdo, porém, aumentando mais a concentracdo de
surfactante a eficiéncia da encapsulacdo diminui. A explicacdo reside no facto de ser
necessario um valor minimo da concentracdo de surfactante para que as gotas fiquem
estabilizadas. Enquanto ndo se atingir esse minimo o sistema é instdvel e existe

tendéncia a coalescéncia. A partir dessa concentracdo minima como as gotas vao

ficando cada vez mais pequenas, a eficiéncia pode diminuir.

A mesma conclusao tinha sido retirada por Mao et al. 2007, ao aumentar a concentracao

de PVA na preparacdo de microcapsulas de PLGA.

A presenca de moléculas de surfactante na interface 6leo/dgua, facilita a formacdo de
pequenas gotas de emulsao fazendo diminuir a energia livre do sistema e permitindo um

aumento da drea interfacial, levando a uma redu¢do do tamanho final das microesferas.

1.3 - Mecanismos de formacao das microcapsulas

O processo de formacao de microcdpsulas por emulsificagdo/evaporacdo do solvente é
composto por duas etapas fundamentais: a emulsificagdo da solugdo de polimero que
contém a substancia encapsulada; e a evaporagdo do solvente durante a qual ocorre o
endurecimento das particulas e precipitacdo do polimero.

Durante a emulsificacdo a solucdo de polimero € dividida em microgoticulas devido a
tensdo de cisalhamento produzida pela agitacdo na presenga de um agente tensoactivo.
Esta primeira etapa determina o tamanho e a distribuicdo de tamanhos das
microcdpsulas.

Na segunda etapa a emulsdo inicial é transformada nas microcapsulas finais por
eliminacdo de solvente e precipitacdo do polimero. Esta etapa determina a morfologia
das microcdpsulas e tem grande influéncia no encapsulamento e na libertacdo da
substancia encapsulada (Rosca et. al, 2004).
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Assim varios mecanismos tém de ser tidos em conta durante o processo de formagao
das microcdpsulas e como tal influenciam a cinética da formagao das mesmas. Os dois

principais mecanismos sao:

Evaporacao do solvente

Na figura 1.7 estdo representados os fluxos de difus@o do solvente
F, — Fluxo de difusdo do solvente das gotas para a fase continua

F, — Fluxo difusdo do solvente da fase continua para o ar (velocidade de evaporagdo)

Evaporation
FZ

[

Diffusion

a
(extraction) |, F ,/—
N A

| Air/liquid interface

| Drop of the dispersed phase

| Continuous phase

Fig.1.7- Difusdo e evaporagdo do solvente (Fonte: Li et al. 2008)

O processo de evaporagdo do solvente € constituido por trés etapas devido a interac¢ao

entre estes dois fluxos de massa, F1 e F2.

Etapa A: No inicio a difusdo do solvente das gotas para a fase continua, F;, € maior do
que a velocidade de evaporacdo, F,, uma vez que a fase dispersa € mais rica em
solvente. Assim, a fase continua fica rapidamente saturada com o solvente, atingindo
rapidamente a concentracdo de solvente na fase continua (Cs) o valor de saturacdo. Uma

vez que esta etapa € muito rapida, alguns segundos, pode ser desprezada (Li et al. 2008).

Etapa B: A quantidade de solvente evaporada ¢ compensada pela difusdo do solvente da
fase continua e assim Cs permanece constante. A duracdo desta fase depende da
quantidade inicial da fase dispersa e da fase continua (razdo fase dispersa/fase

continua).
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Etapa C: A difusividade do solvente na fase dispersa diminui com o aumento da
concentracdo do polimero na interface (Li et al. 2008). F1 fica menor do que F2, o que

origina um decréscimo de Cs.

O tempo para o qual ocorre a transi¢cao entre a etapa B e a etapa C é designado por

tempo critico (tc).

Com base nestes mecanismos, Li et al.2008, propuseram um modelo para a evaporagdo
do solvente baseado na lei de Fick, Porém este modelo apenas prevé o perfil de

evaporagdo para o solvente puro.

Li et al., 2007, estabeleceram ainda um modelo para a evaporac¢do do solvente puro em
sistemas a pressdo reduzida, tendo concluido que o coeficiente de transferéncia massa
entre o solvente e o ar é a soma de duas parcelas: uma correspondente a transferéncia

entre a interface dgua /ar e outra correspondente a transferéncia entre a interface

gota/agua.

Katou et al., 2008 desenvolveram um modelo matematico para prever a duracdo da
extrac¢do do solvente e estimar o coeficiente de difusdo, Dp, que tem um papel muito
importante no modelo. Foi ainda estudada a influéncia da quantidade de solvente
residual na fase de extraccdao, na morfologia do produto final, tendo os autores
concluido que quando a concentracdo de solvente organico residual é superior a 0,2%,

as microcapsulas agregam durante a filtragao e secagem.

O modelo matemético foi validado com os resultados experimentais da producdo de

microcdpsulas de PLGA.

Solidificacdo das microcapsulas

Durante a solidificacdo da gota da fase dispersa para formar uma microesfera sélida,

dois fendmenos de transferéncia de massa tém lugar:
Difusao do solvente no interior da gota

Difusao do solvente na fronteira da fase dispersa com a fase continua (Fig.1.8)
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¥ Solvent removal

at interface

Continuous
phase

Diffusion from centre
to boundary

Fig.1.8- Modelo de transferéncia de massa para uma gota. (Fonte: Li et al. 2008).

Li et al 2008, apresentaram modelos para a solidificacdo das microcdpsulas que

envolvem:
- Equacao de Fick, que descreve a difusdo no interior da gota.

- Equacdo para as condicdes de fronteira que prevé a difusdo do solvente na fronteira da

fase dispersa para a fase continua.

- Equacdo que prevé o encolhimento da gota, sendo necessario conhecer o valor do

didmetro a cada momento.

Li et al.,, 1995 desenvolveram um modelo matematico baseado na transferéncia de
massa, incorporando varidveis intrinsecas tais como a interac¢do solvente-polimero e
varidveis extrinsecas tais como a razao DP/CP, a temperatura e a composi¢do da fase

dispersa, sendo esse modelo utilizado para prever as propriedades das microesferas.
Assim foram propostas equacoes:

- para o processo de remog¢do do solvente, o qual envolve a difusdo do solvente para

fora da fase dispersa, seguido de evaporacao

- e para a solidificacao das microesferas.

O modelo proposto para a solidificagdao das microesferas é capaz de prever:
-0 solvente residual nas microesferas

-0 tamanho da microesfera
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- o gradiente de concentra¢do do polimero e do solvente em diferentes zonas no interior

da particula.

O modelo foi testado na formacdo de microcdpsulas de PLGA, podendo também ser

aplicado a outros polimeros. (Li et al., 1995a.)

Wang et al.,1999, apresentaram um modelo tedrico para prever a cinética da
solidificacdo (do endurecimento) das microesferas durante a encapsulacio e
simultaneamente fazer a monitorizagao da cinética de evaporacdo na fase continua.
Fazendo um balanco madssico ao solvente no banho de endurecimento, o perfil de

solidificacao das microcapsulas foi correctamente previsto.

Estes resultados t€ém potencial para a formulacdo de microesferas e para o scale-up da

producdo de microesferas.

1.4 — Monitorizaciao da formacao das microcapsulas

O conhecimento dos efeitos de diferentes parametros e processos nas caracteristicas das
microparticulas € essencial para o desenvolvimento, optimizacdo e scale-up de um
processo de encapsulacdo. Assim € muito importante dispor de metodologias para

avaliar a formagao das microcédpsulas.

Com a evolucdo da tecnologia, um grande nimero de técnicas e equipamentos analiticos
podem hoje ser utilizados, para caracterizar as microparticulas, havendo muitos relatos
descritos na literatura. Contudo, no referente a monitorizacao online da formacgao dessas

microparticulas, a informacao é escassa.

Zidan et al. 2010 monitorizaram online a formagao das microcdpsulas de PLGA, pelo
método da emulsdo simples 6leo/dgua, associando as técnicas FBRM “ Focused Beam

Reflectance Microscopy”, e PVM “Particle Vision Microscopy”.

Na técnica de FBRM uma sonda que usa um feixe focalizado de luz laser, € introduzida
no meio reaccional, fazendo o varrimento numa trajectdria circular. Quando uma
particula passa em frente a janela da sonda a luz € dispersa em todas as direc¢des. A luz,

que bissecta a imagem da particula, € difractada de volta para a sonda e usada para
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medir um comprimento da corda. Muitos milhares de cordas sao medidos por segundo,
proporcionando uma medi¢do robusta que € sensivel a mudanga no tamanho ou nimero
de particulas (Zidan et al. 2010). Um dos problemas desta técnica é o do tamanho da

sonda que, no minimo, tem 10mm de didmetro. Trata-se assim de uma técnica intrusiva.

A técnica de PVM consiste numa sonda com video-microscépio de alta resolugdo, que
fornece imagens das microparticulas e da sua estrutura durante o processo de produgao

(fig. 1.9).
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Fig.1.9- Imagens PVM tiradas durante 4h de forma a acompanhar a formacio e o crescimento

das microcépsulas (fonte: Zidan et al.2010).

Assim, inserindo as sondas FBRM e PVM no vaso da reacg¢ao, fig.1.10, de formacao de
particulas de PLGA, as imagens obtidas, pela técnica PVM, ajudaram a ilustrar a forma
das microparticulas, mas mais importante mostraram as etapas do crescimento dessas
microparticulas, durante a evaporacdo do solvente. A técnica FBRM, permitiu analisar a

distribuicao de tamanhos das microparticulas durante a sua producao.
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Fig.1.10- Desenho da posicdo das sondas relativamente ao agitador (fonte: Zidan et al., 2010).

Estas técnicas constituem uma poderosa ferramenta, dado que permitem a
monitoriza¢do online das etapas de formacgdo e crescimento das microparticulas durante
o processo de fabrico, contribuindo desta forma para melhor entender, optimizar e

controlar os sistemas de formagao de microparticulas.

Wan et al.,, 2011 prepararam microcdpsulas de poliestireno com nicleo de parafina
sendo a polimerizacdo do estireno realizada in situ. O processo de formacdo das
microcapsulas foi monitorizado utilizando a técnica “confocal laser scanning
fluorescence microscopy” CLSM associada a microscopia electrénica de varrimento
SEM. Imagens tridimensionais sdo reconstruidas por CLSM, permitindo avaliar as
transformagdes morfolégicas que ocorrem no processo de polimerizagdo para varios
tempos de reacdo. De novo, neste caso, a técnica usada € uma técnica intrusiva, o que é

sempre um inconveniente na monitoriza¢ao de qualquer processo.

A empresa “Fluidimaging Technologies” monitorizou online a formacdo de
microcapsulas por coacervacdo (2011) recorrendo a um equipamento de andlise de
imagem, FlowCAM, (site: www. fluidimaging.com).

Este equipamento (fig.1.11) permite recolher imagens digitais e informacg@o para cada

particula individual que passa na célula de medi¢ao. O tamanho, a drea, a largura, o
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comprimento de cada particula, sdo alguns dos parametros que podem ser determinados.
Os dados sao processados e guardados e as particulas sdo identificadas com recurso a

um software de padrdes.

Fig.1.11- Equipamento FlowCAM (fonte: www. fluidimaging.com).

As microcdpsulas de coacervado sao formadas pela combinagao de dois hidrocoldides
de forma a produzir uma capsula em torno das goticulas do ingrediente activo. A
amostra, mantida em agitacao, foi bombeada de forma continua diretamente do vaso de
reacdo para o FlowCAM. As imagens foram recolhidas a cada 15 a 30minutos ou
sempre que uma alteracao significativa o justificava (fig.1.12).

O software VisualSpreadsheet ™ foi utilizado para realizar um reconhecimento de
padrdes para cada execucdo, a fim de quantificar o niimero de coacervados encontrado

em cada aquisic¢ao.
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Fig.1.12-Imagens recolhidas em diferentes tempos da reacdo (fonte: www. fluidimaging.com).

A andlise das imagens recolhidas para diferentes tempos, permitiu determinar o tempo
Optimo para que se formem as cdpsulas de coacervado sem que haja aglomeragio.
Assim esta técnica de monitorizagdo permite a optimizacao do processo, apresentando

muitas potencialidades.

1.4.1 — Monitorizacdo de outros processos de formacio de microparticulas

Outras técnicas recorrendo a métodos de andlise de imagem tém vindo a ser usadas para
a monitorizacdo online de tamanhos de microparticulas.
Khalil et al., 2010 apresentam um estudo de distribui¢do de tamanhos de gotas durante

a emulsificacdo, usando uma sonda video acoplada a um sistema de andlise de imagem.

Maap et al., 2011, implementaram um sistema de andlise de imagem através de um
algoritmo que permitiu contar ¢ medir o tamanho de particulas em sistemas

multifasicos.
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Ritter et al. 2000, monitorizaram online a distribuicio de particulas em sistemas
liquido/liquido com fracdo volumétrica de fase dispersa elevada (tolueno em dgua com
fracdo de fase dispersa de 50% em volume), utilizando uma técnica de andlise de

imagem, recorrendo a um endoscépio.

A técnica da difracdo laser, LDS, uma técnica muito utilizada para a caracterizacdao das
microcdpsulas formadas na microencapsulacdo (Chung et al. 2001, Stulzer et al. 2007,
Mao et al. 2008, Katou et al. 2008, Scarfato et al. 2008, Dash et al. 2009, Khoee et al.
2009, Kluge et al. 2009, Della Porta et al. 2011, Mahboubian et al. 2010, Nasr et al.
2010, Kietzmann et al. 2009, Rawat et al. 2010, Alhenn et al. 2011, Elkharraz et al.
2011, Gasparini et al 2011, Feczké et al. 2011, Martins et al. 2011), tem vindo a ser
adoptada a monitorizacdo continua de processos de formacdo de particulas,
nomeadamente em processos de emulsificacdo, de dispersdo e de agregacdo. Porém nao

foram encontrados registos na literatura de monitorizagdo online de formacgdo de

microcédpsulas.

Chatzi et al. 1991 apresentaram um estudo de monitorizacdo online da distribuicao de
particulas formadas em sistemas agitados, recorrendo a uma técnica de difracao de luz.
Neste estudo foram analisados o efeito da variacdo da temperatura e da velocidade de
agitacdo na distribuicdo das particulas para um sistema de estireno em agua a 1%
estabilizado com éalcool polivinilico (PVA). O sistema apresenta distribuicdo bimodal.
Um aumento da velocidade de agitacdo traduziu-se numa reducdo do tamanho das
particulas, sem afectar a sua forma ou a sua distribuicdo. Um aumento de temperatura
traduziu-se numa reducdo de tamanho e num estreitamento do pico mais largo da

distribuicao.

Belhabri et al, 2004 apresentaram um estudo para a determinacao online da distribui¢ao
de tamanhos de particulas de alumina dispersa em 4gua recorrendo a um método de

difracdo de luz laser, fig.1.13.
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Fig.1.13- Equipamento para a monitorizacéo online do tamanho de particulas de alumina (fonte:
Belhabri et al, 2004).

Estudos da monitorizacdo continua de processos de floculacao, usando LDS, mostraram
que esta técnica € uma ferramenta valiosa para o estudo da dindmica da floculagdo e

para avaliar a influéncia da dosagem do floculante (Rasteiro et al. 2007).

Rasteiro et al., 2008 demonstraram que a técnica pode ser usada para monitorizar on-
line o processo de floculacdo e refloculagdo quando os flocos sdo submetidos a forcas

mecanicas (sonica¢do) ou a quebras hidrodinamicas.

A avaliacdo do desempenho de polielectrélitos na floculacio do PCC (carbonato de
célcio precipitado) foi também monitorizada online usando a técnica LDS (Antunes et

al., 2010).

Jager et al., 1992, utilizaram a técnica LDS, para medir online o tamanho dos cristais
em suspensdes concentradas (lamas). Para tal adaptaram a técnica de difracdo laser
construindo uma unidade de diluicdo que foi combinada com o equipamento de difracao

laser, Malvern 2600, conseguindo desta forma controlar o processo de cristalizagao.

Ma et al, 2001 adaptaram a técnica LDS, para medir o tamanho e a forma dos cristais,
formados durante um processo de cristalizacdo, conseguindo assim controlar o

Pprocesso.
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1.5 — Definicao das estratégias adoptadas no presente estudo.
Face a bibliografia consultada, optou-se por selecionar como solvente o acetato de etilo

e como surfactante o Tween 80.

Numa fase inicial foi estabelecido o procedimento que permitiu a producdo das

microcapsulas de etilcelulose com aspirina.

Esse procedimento foi de seguida adaptado ao Mastersizer Hydro 2000, equipamento de
LDS, onde foi feita a monitorizacdo da formagao das microcdpsulas. A monitorizacao
foi feita para a emulsificacdo e para a evaporacdo do solvente, durante Sh de 5 em 5

min.

As microcdpsulas produzidas foram posteriormente caracterizadas, tendo-se
determinado o tamanho e a distribui¢do de tamanhos das microcdpsulas, o potencial
zeta, a eficiéncia da encapsulacdo, a percentagem de aspirina encapsulada e o

rendimento do processo. As microcdpsulas foram ainda analisadas ao microscopio.
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CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

2.1- Materiais

- Acetato de etilo, Fisher, PA.

- Acido acetilsalicilico, Acofarma, > 99,0%.

- Acido salicilico, Acofarma, 99,0%.

- Agua destilada

- Etanol absoluto, Fisher, PA.

- Etilcelulose, Acros, 48%, 22cps.

- Tween 80 BP228-500, polyoxyethylene-20 Sorbitan MonoOleate, Fisher

2.2- Métodos experimentais

2.2.1- Método de emulsificacao/evaporacao do solvente

2.2.1.1- Formulacio e producao das microcapsulas.

As microcdpsulas foram preparadas pelo método de emulsificacdo/evaporacdo do
solvente. Para tal foi preparada uma emulsdo 6leo/dgua, onde a fase oleosa, fase
dispersa, € constituida pelo polimero (etilcelulose), pelo farmaco (dcido acetilsalicilico)
e pelo solvente (acetato de etilo) e a fase continua € constituida por dgua, saturada com
acetato de etilo e préviamente saturada com aspirina, e pelo surfactante (tween 80).

O procedimento de emulsificagdo/evaporacdo do solvente encontra-se descrito no

ANEXO L

Os ensaios experimentais foram efectuados com uma montagem onde se tentaram
respeitar os factores: geometria do reactor (copo de 600ml), colocacdo de chicanas,
relacdo entre a altura do agitador e do liquido, velocidade de agitacdo, etc. (ponto
1.2.2.1), que conduzem a uma boa emulsao.

Assim o copo usado, como reactor, tem um didmetro de 8cm e a altura de liquido foi de
9cm. O agitador mecanico usado, um propeller, foi colocado a uma distancia do fundo

do copo de aproximadamente 3cm.
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A formulagdo de base foi estabelecida tendo como ponto de partida um estudo de
encapsulacdo de aspirina em etilcelulose usando como solvente o diclorometano (Yang,
et al., 2000).
Assim e depois de vérios testes, foi estabelecida a seguinte formulagdo:
fase dispersa: 4% etilcelulose (% madssica)

2% aspirina (% mdssica)

23 ml de acetato etilo
fase continua:  400ml 4gua com 0,9 g aspirina (sat. 80%) e 28ml acetato etilo

0,5% tween 80 (%voliimica)

Uma vez que o acetato de etilo é parcialmente miscivel com a dgua foi necessario
saturar parcialmente a d4gua com acetato de etilo, para evitar a transferéncia de acetato
etilo da fase dispersa para a dgua, fase continua, arrastando consigo a etilcelulose. A
percentagem de saturagdo escolhida foi de 80%.

Da mesma forma, e dado que a aspirina € soldvel, embora fracamente soltivel na dgua,
(concentragdo de saturacdo, Cs=3g/L), para evitar a transferéncia de aspirina da fase
dispersa para a fase continua, foi necessdrio saturar parcialmente a dgua, tendo-se
optado, depois de vdrios ensaios, por uma concentracdo de 80% de aspirina na fase

continua.

Optou-se por efectuar pré-emulsdo, que antecedeu a emulsificagdo, para evitar que a
extrac¢do do acetato de etilo da fase dispersa fosse muito rapida, o que conduziria a uma
solidificacao brusca logo a uma precipitacdo precoce da etilcelulose.

A fraccdo volumétrica da fase dispersa, @rp, na pré-emulsdo foi de 0,4; sendo @rp na

emulsao de 0,05.

Para obter microciapsulas pequenas a adi¢ao da fase dispersa na fase continua, na pré-
emulsdo, foi feita gota a gota e com velocidade de agitacdo magnética, elevada. Da
mesma forma, a adi¢do da FC a pré-emulsdo foi feita muito lentamente e a velocidade

de agitacdo mecanica foi também elevada, 600 rpm.
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N

O processo desde a preparacdo das fases dispersa e continua, até a evaporacdo, foi
mantido a uma temperatura constante de 25°C. Apds a emulsificacdo, elevou-se a
temperatura para 50°C, durante 2h, até o acetato de etilo evaporar. Para determinar o
tempo que o acetato de etilo demora a evaporar foi feito um ensaio no qual foram
retiradas amostras de emulsio de 30 em 30 minutos e, apds extraccdo com
diclorometano, foi feito o doseamento por cromatografia gasosa. Para as condicdes
usadas o tempo necessdrio foi de 2h.

As microcdpsulas foram recolhidas por filtracdo em vacuo, lavadas com dgua destilada
para eliminar todo o surfactante e secas em estufa a 50°C, durante 24h, sendo guardadas

em exsicador.

2.2.1.2- Monitorizacao da formacao das microcapsulas

A monitoriza¢do da formacdo das microcdpsulas foi feita usando a técnica de difracdo
laser. Esta técnica € baseada na passagem de um feixe de luz monocromética, luz laser,
através de um meio contendo particulas, as quais promovem a dispersdo do feixe
luminoso cuja intensidade e angulo de dispersao estao relacionadas com o tamanho das
particulas. Para particulas esféricas, quanto menor o tamanho das particulas presentes
no meio, maior serd o angulo de difracdo da luz, conforme ilustrado na fig.2.1a) e
quanto maior o tamanho das particulas, menor serd o angulo de difracdo fig.2.1b). A luz
dispersa € analisada através de um fotomultiplicador ou, mais recentemente, de

fotodiodos.

Laser

Particuls Lent
articula ente Detictor

Particula Lente
Detector

a) b)

Fig.2.1- Difracdo do feixe de luz: a) particulas maiores, b) particulas menores. (fonte: Cunha,
2007).
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A dispersdo da luz € um fenémeno complexo e influenciado por varios factores, tais
como o comprimento de onda da luz incidente, as propriedades Opticas das particulas e
do meio dispersante (indices de refrac¢ao), a rugosidade e superficie dessas particulas e
ainda pela concentracdo de particulas a analisar, (Cunha, 2007). Uma concentracdo de
particulas elevada origina dispersdao multipla da luz, conduzindo a resultados mais
dificeis de analisar (Papini, 2003). Assim, a concentracdo limite ¢ determinada pelo
projecto do instrumento e varia dependendo da natureza da fonte da luz incidente,
geometria Optica e sistema de detec¢do de luz.

Um sistema tipico para a caracterizagdo da distribui¢cdo do tamanho de particulas por
difrac¢do laser € ilustrado na fig.2.2, sendo composto por um laser, que fornece a luz de
comprimento de onda fixo; por um sistema de detectores que medem o padrio de luz
produzido numa ampla gama de angulos; e por um sistema de alimentacdo da amostra,
que garanta que a amostra passa através do feixe de luz laser como um fluxo

homogéneo e bem disperso de particulas.

Lente focagem Detector

— - -
4 \.
. \
V Sistema detegdo
Amostra

Sl

Fonte luz laser

Sisterna de dete¢io

Fig.2.2- Representacdo esquemdtica de um equipamento para a determinag¢do do tamanho da

particula, por difragdo laser (fonte: www.malvern.com)

Estes equipamentos possuem detectores posicionados em angulos distintos para

monitorizar a intensidade da luz dispersa. Este sinal é convertido em curvas de
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distribuicao de tamanho de particula através de modelos adequados, com destaque para
as teorias de Mie e Fraunhofer (Cunha, 2007).

A teoria de Fraunhofer é considerada como um caso especial da teoria de Mie, ndo
tomando em consideracao o indice de refrac¢do das particulas. Nesta teoria € assumido
que as particulas que estdo a ser medidas s@o opacas e que a luz dispersa é apenas
devida a interferéncia do feixe de luz laser com o contorno da particula. Como
resultado, esta teoria apenas € aplicdvel para particulas grandes e com uma relacio
indice de refrac¢do solido/liquido elevada, dando estimativas pouco precisas para
particulas pequenas (Antunes, 2009).

A teoria de Mie consegue prever tamanhos para todas as particulas: grandes ou
pequenas, opacas ou transparentes; dando uma solu¢do mais rigorosa para o célculo da
distribuicdo de tamanhos. E assumido que:

- as particulas a medir sao esféricas e homogéneas.

- a suspensao € diluida ndo havendo dispersao multipla.

- as propriedades Oticas das particulas e do meio s@o conhecidas.

Assim esta teoria preve a resposta primdria da dispersdo observada a partir da superficie
da particula, onde a intensidade da luz dispersa € corrigida com base na diferenca entre
os indices de refracdo da particula e do meio de dispersdo. Prevé, ainda como a
absor¢do da luz incidente pela particula afecta o sinal de dispersdo secundaria causado
pela refracdo da luz dentro da particula - isto é especialmente importante para particulas
abaixo de 50 micra de didmetro e é extremamente importante quando a particula é
transparente, como indicado na norma internacional para medicdo por difracdo de raios

laser, ISO13320-1 (1999) Antunes et al, 2009.

Os resultados da distribui¢do de tamanhos disponibilizados pelo equipamento incluem
parametros estatisticos da curva de distribuicdo de tamanhos, tais como:

- d(3,2) diametro médio de Sauter (didmetro de uma particula que tem a mesma relagao
volume drea superficial que a média de todas as particulas em anélise),

- d(4,3) didametro médio volumétrico,

- d(10) diametro abaixo do qual se encontra 10% do volume total das particulas,

- d(50) diametro abaixo do qual se encontra 50% do volume total das particulas,

- d(90) diametro abaixo do qual se encontra 90% do volume total das particulas.
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- span ou largura da distribui¢do, dada por:

D'vI'JU-D'vI'H

S =
pan Dyys

Estes parametros permitem a interpretacdo e andlise dos resultados obtidos para as
diferentes situacdes em estudo.

O equipamento utilizado no presente trabalho foi o Mastersizer Hydro2000, com
unidade de dispersdo da amostra (acessério Hydro 2000MU) que assegura que as
particulas sdo entregues a drea de medicdo na concentracdo correcta € num estado de
dispersdo adequado, fig.2.3. Possui capacidade para caracterizagdo de tamanhos no

intervalo de 0,02 a 2000 micra (www.malvern.com).

Fig.2.3- Mastersizer Hydro2000 com acessério Hydro 2000MU (fonte: Oliveira, 2010).

Dado que o volume minimo de operagdo nestas condicdes € de cerca de 500ml a
preparacao das fases continua e dispersa e a pré-emulsdo foram feitas fora do
equipamento de acordo com o descrito em 2.2.1.1. Imediatamente ap6s a adicdo da
restante FC a pré-emulsdo, iniciou-se a aquisi¢do dos tamanhos das gotas/particulas no
Mastersizer Hydro 2000. As aquisi¢des foram feitas de 5 em 5 minutos durante 5 horas.
O tempo de emulsificagdo, a 25°C, foi de 15 minutos. A temperatura de evaporagao foi
de 50°C.

O alinhamento do equipamento foi feito com uma solug@o saturada em aspirina a 80%.
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O indice de refracdo da dgua fornecido foi de 1,33 e o da etilcelulose foi 1,45, por forma
a permitir o tratamento do sinal adquirido com base na teoria de Mie.

Para fazer a monitorizagdo foi ainda necessdrio fazer algumas adaptagdes ao
procedimento descrito em 2.2.1.1.

- Pelos motivos anteriormente expostos o volume de FC foi aumentado.

- Uma vez que uma concentracdo de particulas elevada origina dispersdo multipla da
luz, conduzindo a resultados errados, foi necessario diluir a emulsdo, usando-se um @gp
de 0,02 para a emulsdo. Na pré-emulsio foi mantido o ggp de 0,4.

- A percentagem de saturacdo em acetato de etilo na FC foi de 90%, dado que
experimentalmente verificou-se que nas condicdes hidrodindmicas do equipamento,
com 80% de saturagcdo ndo se formavam particulas.

- A quantidade de surfactante, Tween80, usada foi de 4,32ml (0,8%, % volimica).

- Para aquecer e controlar a temperatura de evaporagdo, utilizou-se um banho térmico,

colocando o copo do LDS dentro de um banho com temperatura controlada, de acordo

com o ilustrado na fig. 2.4.

Fig.2.4- Mastersizer Hydro2000 com acessério Hydro 2000MU, utilizado no presente estudo.

O procedimento de producdo de microcdpsulas por emulsificagdo/evaporacdo do

solvente com monitoriza¢io por LDS, encontra-se descrito no ANEXO II.
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2.2.2 — Métodos analiticos de caracterizacao das microcapsulas

Antes de proceder a andlise das microcdpsulas obtidas no processo de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente, foi necessdrio proceder a sua divisdo em
fraccdes de amostra representativas. Essa divisdo foi feita no equipamento, Rotary
Micro Riffler, existente no Instituto Pedro Nunes, sendo cada amostra dividida em 8

frac¢des idénticas.

2.2.2.1 - Determinacao da eficiéncia de encapsulaciao

A eficiéncia da encapsulacao foi definida como:

Eficiéncia de encapsulacdo, (%) = (Massa de aspirina encapsulada) / (Massa de

aspirina inicial) x100

Foram ainda definidos os parametros, % aspirina encapsulada e rendimento do

Pprocesso.

Aspirina encapsulada, (%) = (massa de aspirina encapsulada) / (massa total de

microcdpsulas no final) x100

Eficiéncia global (rendimento), % = (massa microcdpsulas) / (massa inicial de

aspirina + massa inicial de polimero) x 100

A quantidade de aspirina encapsulada foi determinada por espectrofotometria de UV-

VIS.

Método de UV-VIS

Uma frac¢do das microcdpsulas produzidas foi dissolvida em etanol durante 2h e de
seguida foi medida a absorvancia no espectrofotometro de UV/Vis a 275nm
(correspondente a0 maximo para o acido acetilsalicilico) e a 302nm (méximo para o
acido salicilico). Estes valores de comprimento de onda mais adequado para os testes

foram determinados previamente, com solu¢des puras de cada um dos compostos.
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Foram ainda preparados padrdes com etilcelulose em etanol a fim de verificar possiveis
interferéncias da etilcelulose, o que nao se verificou.

Para quantificar a aspirina, e dado que o &4cido acetilsalicilico, AAS sofre hidrolise
originando o dcido salicilico, AS de acordo com a reac¢do fig.1.2 ponto 1.2.1.1, foram
feitas duas calibracdes: uma com padroes de AAS em etanol e outra com padrdes de AS
em etanol (Iwunze, 2008).

Estes dois compostos tém espectros de absor¢cdo de UV diferentes, podendo ser
analisados simultaneamente através da medicdo da absorvancia da solu¢do nos dois
comprimentos de onda e resolvendo o sistema de duas equacdes. Assim a absorvancia
total da solucdo da amostra a cada comprimento de onda € devida a soma das

contribuicdes dos dois componentes de acordo com a propriedade da aditividade da Lei

de Beer (Santos et al. 2010).

Desta forma, e considerando Aj7s € Aspy as absorvancias nos dois comprimentos de
onda, pode escrever-se:
Aj75 = daas 275 Caas + das 275 Cas

Az = daas ;302 Caas + das;302 Cas

onde d sdo as quatro absortividades dos dois componentes nos dois comprimentos de

onda e C as concentra¢des dos dois componentes.

Tracando as curvas de calibracdo para o AAS e AS para 275nm e 302nm,
respectivamente, ver anexo 1V, verificou-se que daas 3oz € desprezdvel dado os baixos
valores de absorvancia obtidos para esse comprimento de onda, podendo o sistema de
equagdes ser simplificado:

Ag7s = daas27s Caas +das27s Cas (eq.1)

Aspz = das 302 Cas (eq.2)
A resolugdo deste sistema de equagdes permite determinar as concentragdes de AAS e

de AS. A concentracdo de aspirina total na amostra € determinada convertendo a

concentracdo de AS em concentracdo de AAS, atendendo a estequiometria da reac¢dao
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de hidrélise do AAS (fig.1.2) e somando o valor resultante desta conversao com o valor

de Caas obtido da resolucao do sistema.

O Procedimento de andlise da aspirina por espectrofotometria UV-VIS encontra-se

descrito no ANEXO III, e os resultados das calibra¢des encontram-se no ANEXO IV.

Sabendo a concentracdo de aspirina € o volume de amostra utilizado € possivel
determinar a massa de aspirina na amostra dissolvida. Sabendo a massa final das
microcdpsulas, por pesagem, € possivel determinar a aspirina encapsulada e a eficiéncia

de encapsulacdo.

2.2.2.2 — Medicao do Potencial Zeta

As microparticulas em contacto com a dgua adquirem uma carga eléctrica superficial.
Esta carga superficial afecta a distribui¢do de ides da solu¢@o na sua vizinhanga, que por
sua vez vai levar ao aumento de contra-ides a sua volta, formando desta forma uma
camada eléctrica dupla (Fig.2.5). Esta camada é composta por uma regido interna em
que os ides se encontram ligados fortemente a superficie e uma regiao externa variavel,
dependente da concentragdo dos ides, das forcas electroestiticas e da temperatura. O
potencial nesta camada exterior decresce com o afastamento da particula até atingir o
valor nulo (potencial zero).

Ao aplicar um campo eléctrico as microparticulas e a camada interna vao mover-se em
unissono, causando um arrastamento da camada externa. A interface entre a camada
interna e externa vai sofrer forcas contririas levando ao rompimento das ligagdes. A
regido em que este fendmeno ocorre di-se o nome de plano de quebra. O potencial zeta
pode ser definido como a diferenca de potencial eléctrico entre o plano de quebra e um
ponto no fluido da suspensdo a uma distancia infinita da particula (Fig.2.5).

Ao aplicar um campo eléctrico as particulas vdao migrar em direc¢do ao eléctrodo
contrdrio a sua carga, com uma velocidade proporcional a magnitude do seu potencial
zeta. Ou seja, através da medida da mobilidade electroforética € possivel determinar o
potencial zeta das particulas, isto é, dd-nos uma medida das cargas superficiais da

amostra.
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Fig.2.5- Esquema exemplificativo Potencial Zeta (fonte: Pereira, 2010).

Esta determinacdo dd4 uma ideia sobre a estabilidade das particulas em suspensio.

Assim, se todas as particulas em suspensdo tém um valor de potencial zeta muito

negativo ou muito positivo, elas tendem a repelir-se mutuamente e nao ha tendéncia a

agregarem. No entanto, se as particulas t€ém valores potenciais zeta baixos, elas irdo

agregar. Particulas com potenciais zeta mais positivos do que 30 mV ou mais negativos

do que de -30mV s@o normalmente consideradas estdveis.

O potencial zeta das microcdpsulas formadas foi determinado no Zetasizer Nano-Zs,

Malvern, que utiliza uma técnica de “laser doppler” para detectar o movimento das

particulas. Para tal, a uma das frac¢des de amostra adicionaram-se 9 gotas de Tween 80,

a 5% (v/v), e 50ml de 4dgua. Com vista a preparar uma suspensdo das particulas

perfeitamente desaglomeradas, a suspensado foi agitada durante 10 minutos e de seguida

foi medido o potencial zeta.
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2.2.2.3 — Determinacao do tamanho e distribuicao de tamanhos das particulas
Microscopia

a) Microscopia optica

Nesta técnica as particulas s@o observadas directamente, avaliando-se a forma e a
dimensdo dessas particulas através da sua imagem bidimensional. Apesar de nos
ultimos anos a microscopia estar a ser substituida por técnicas automadticas mais
avancadas e rapidas, ela ainda permanece como técnica de referéncia devido as suas
capacidades e facilidades, tais como (Santos, 2001):

- fornecer informacdes sobre tamanho, forma, cor, indice de refracao, cristalografia;

- a quantidade de amostra necessdria para andlise € pequena;

- a observacao direta das particulas d4 um certo grau de credibilidade e confianca aos
resultados;

- a observagdo direta permite ao analista obter ou deduzir informagdes sobre a presenca
de aglomerados, corpos defeituosos ou outras indicac¢des de falta de homogeneidade;

- baixo custo do equipamento comparado ao de outros tipos de equipamentos destinados

a mesma finalidade.

Uma das maiores desvantagens da andlise de tamanhos por microscopia reside no facto
de, em cada anélise, apenas se considerar uma quantidade muito pequena de amostra, o
que faz aumentar o desvio padriao das medicdes.

As medi¢des podem ser efectuadas manualmente, ou automaticamente utilizando
equipamento de processamento de imagem. Existe software dedicado que viabiliza a
facil determinacdo das dimensdes, designadamente dos eixos maior € menor (fig.2.6),
bem como do didmetro de Feret (comprimento do eixo que liga os pontos mais
afastados do perimetro da particula), do diametro de Martin (comprimento do eixo que
divide a particula em duas metades com 4reas iguais), do diametro de Croften (diametro
médio de eixos aleatdrios), do diametro equivalente (diametro do circulo com a mesma

area projectada da particula), etc.
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DF

Fig.2.6- Alguns dos didmetros que se podem definir na projec¢do bidimensional da particula:
DM - diametro maior; Dm — didmetro menor, DMt — didmetro de Martin; DF — didmetro de
Feret. (fonte: Dias, 2004)

O cuidado na preparacdo da amostra destinada a medi¢do de tamanho € uma das
recomendacdes mais importantes. As particulas devem ser representativas da populagcao
da qual elas s@o obtidas e devem estar dispersas uniforme e aleatoriamente sobre a

lamina de microscépio, sem preferéncia de tamanho ou forma.

No presente trabalho foi utilizado o microscépio 6ptico, OLYMPUS BH-2, para avaliar
a forma e a possivel aglomeracdo das particulas. Este microscopio estd acoplado a um
sistema de andlise de imagem ‘“Analysis S”. O tamanho foi um dado indicativo, uma

vez que a sua determinacao foi feita por LDS.

Assim, para cada amostra prepararam-se suspensdes adicionando a uma das frac¢des de
amostra, 9 gotas de Tween 80, a 5% (v/v), e 50ml de dgua. As suspensdes foram
agitadas durante 10 minutos. Retiraram-se gotas das suspensdes preparadas e
colocaram-se em laminas de vidro cobertas com lamela, tendo sido fotografadas com

diferentes ampliagdes :40x, 100x, 200x e 400x.

b) Microscopia eletréonica de varrimento, SEM

Esta técnica é uma ferramenta poderosa na observacdo de particulas, uma vez que
fornece imagens tridimensionais das amostras. Assim, podem ser observados com
clareza detalhes de superficie, contaminacdes, impurezas, forma e textura das particulas.
As principais desvantagens da microscopia eletronica sdo o alto custo do equipamento,

o custo e complexidade de operacdo e manutengdo e o alto nivel de experiéncia do
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operador. A preparacdo das amostras pode também, por vezes, alterar as caracteristicas
das particulas.
As andlises de SEM, foram efectuadas no Departamento de Engenharia Mecénica da

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Difraccao Laser, LDS

A andlise do tamanho e da distribui¢do de tamanhos foi feita por difrac¢do laser, usando
o Mastersizer Hydro 2000, Malvern Instruments, ja descrito anteriormente.

As amostras foram preparadas, pesando duas frac¢des de amostra, adicionando 10ml de
adgua e 3 gotas de tween80 a 5% (v/v). A suspensdo, foi agitada durante 10 min,
adicionada no copo do LDS e medidos os tamanhos das particulas. De seguida a
amostra foi submetida a ultrassons (15Kz durante 30segundos) no préprio equipamento

de medida, medindo-se novamente os tamanhos das particulas.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS

3.1- RESULTADOS - Produc¢ao das microcapsulas pelo método de emulsificacio
/evaporacao do solvente

A titulo de exemplo, apresentam-se de seguida os resultados obtidos em dois testes
realizados de acordo com o procedimento de emulsificagdo/evaporacao de solvente que
se encontra no Anexo I, os quais diferem na quantidade de aspirina usada para saturar a
fase continua. No teste 19 a percentagem de saturacdo usada foi de 80% (0,9g de
aspirina), e no teste 20 foi de 100% (1,2g de aspirina). Como o objectivo deste trabalho
se centrou no processo de monitoriza¢ao da formacao das microcdpsulas, ndo serdo aqui

apresentados todos os testes conduzidos no reactor externo.

Apresentam-se também os resultados para um teste, designado por teste 2, realizado
com uma frac¢do volumétrica de fase dispersa, ggp, de 0,02 (inferior a usada nos testes
19 e 20) com percentagem de saturacio para a aspirina de 80% e com uma percentagem
de saturacdo para o acetato de etilo de 90%. Este teste foi realizado com o objectivo de
trabalhar com a mesma concentracdo de fase dispersa que o equipamento de LDS

permite, sem que se verifique dispersdo multipla.

3.1.1 — Eficiéncia da encapsulacio, rendimento do processo e aspirina encapsulada.
Na tabela 3.1 estao registadas para cada um dos testes as quantidades de etilcelulose e
de aspirina pesadas no inicio, a quantidade de microcdpsulas obtidas e ainda o
rendimento do processo (R), a eficiéncia de encapsulacdo (E.E.) e a percentagem de
aspirina encapsulada (aspirina), de acordo com o definido em 2.2.2.1.

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada de acordo com o procedimento de anélise
da aspirina por espectrofotometria de UV-Vis (Anexo III), usando as curvas de

calibracao do Anexo IV. Os célculos encontram-se no Anexo V.

Comparando os testes 19 e 20, pode verificar-se que embora o rendimento do processo
seja praticamente idéntico em ambos os testes, a eficiéncia da encapsulacdo obtida para
o teste 20 € superior obtida para o teste 19. O mesmo pode ser observado para a
percentagem de aspirina encapsulada. Tal seria de esperar atendendo a existéncia de
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uma maior saturacdo de aspirina na fase continua, no teste 20, o que devera minimizar a

eventual transferéncia da fase dispersa para a fase continua.

Tabela 3.1- Resultados do rendimento, encapsula¢io da aspirina num reactor externo

Teste | Megircetutose(8) | Magpirina(g) | Micrécapsulas(g) R(%) E.E.(%) | aspirina(%)
19 0,8806 0,4419 0,9578 72,4 13,3 6,2
20 0,8839 0,4403 0,9655 72,9 16,6 7,6
2 0,3415 0,1721 0,2798 54,5 8,5 5,2

3.1.2 — Determinacao do Potencial Zeta das microcapsulas
O potencial zeta foi determinado de acordo com o descrito em 2.2.2.2. Os valores

médios estdo registados na tabela 3.2, e os graficos encontram-se no ANEXO VII.

Foram ainda determinados o potencial zeta da etilcelulose e da aspirina apresentando a
etilcelulose um valor de -41,7 mV e a aspirina um valor de 2,1 mV. Os graficos constam
do ANEXO VII.

Quando juntamos aspirina ao sistema, o potencial zeta das cdpsulas fica mais proximo
de zero, ou seja do potencial zeta da aspirina, o que indica que a superficie das

particulas deverd ser constituida por uma mistura etilcelulose/aspirina.

O teste 20 apresenta um potencial zeta menos negativo do que o teste 19, uma vez que a
percentagem de saturagc@o da aspirina no teste 19 foi de 80% e no teste 20 foi de 100%,

o que conduz a uma maior quantidade relativa de aspirina nas cdpsulas neste teste.

3.1.3 - Tamanho e distribuicao de tamanhos das microcapsulas

A distribuicdo de tamanhos foi determinada de acordo com o descrito em 2.2.2.4,
usando uma velocidade de rotacdo de 1600 r.p.m, e submetendo depois a amostra a
ultrassons 15KHz durante 30segundos. Os resultados estio registados na tabela 3.2 e os

gréaficos encontram-se no ANEXO VIIL
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Tabela3.2 - Resultados da caracterizagdo das microcdpsulas potencial zeta e distribuicao de

tamanhos) para os testes 19, 20 e 2.

Potencial zeta

Tamanho (l—lm) sem ultra-sons

Tamanho (l-lm) com ultra-sons

Teste
(mV) dyo dso dgo dyo dso dyo
19 -13,0 82,687 123,511 | 194,014 | 82,618 | 127,083 | 182,056
20 -9.,8 70,397 119,995 | 205,058 | 67,292 | 110,497 | 183,315
2 9,2 86,692 138,189 | 243,813 | 86,189 | 139,444 | 244,219

No teste 20 foram obtidas particulas um pouco mais pequenas do que as obtidas no teste

19. Aparentemente, a presenca de aspirina na superficie das microcdpsulas conduz a

uma maior compactagdo da superficie e consequentemente a uma dimensao um pouco

menor, fendmeno que carece de investigacdo adicional.

Da andlise da tabela 3.2, pode verificar-se que a utiliza¢ao de ultra-sons nao tem grande

efeito nos resultados.

3.1.4 — Microscopia

TESTE 19 e TESTE 20

As amostras foram preparadas e analisadas de acordo com o descrito em 2.2.2.3. (fig.3.1

e fig.3.2).

Fig.3.1- Microcdpsulas produzidas no teste 19 (ampliagcdo: foto esquerda-40x; foto direita-

200x).
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Fig.3.2- Microcapsulas produzidas no teste 20 (ampliagcdo: foto esquerda-40x; foto direita-
200x).

As microparticulas dos testes 19 e 20 foram também analisadas por SEM, figs.3.3 e 3.4.
As microcdpsulas produzidas no teste 19 foram cortadas e analisadas novamente,

fig.3.5, o que permite visualizar a sua estrutura interior.

Fig.3.4- Imagens SEM das microcapsulas produzidas no teste 20.

56



Monitorizacio da cinética de formacao de microcapsulas usando uma técnica de dispersao de luz.

Fig.3.5- Imagens de SEM das microcdpsulas produzidas no teste 19 depois de cortadas.

As microcdpsulas produzidas sdo pequenas apresentando um interior esponjoso. Por
outro lado, de um modo geral, as microcdpsulas produzidas nos testes 19 e 20 sdo
esféricas e bem formadas, embora as imagens de SEM indiquem algumas
irregularidades na superficie. Verifica-se ainda, comparando as imagens da esquerda das
figuras 3.1 e 3.2, uma maior aglomeracao das particulas no teste 20, o que é compativel
com o valor do potencial zeta mais proximo de zero para as microcdpsulas produzidas

neste teste.
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TESTE 2

Na fig.3.6 estdo representadas imagens, obtidas ao microscopio, das microcdpsulas
produzidas no teste 2 (realizado com uma fraccdo volumétrica de fase dispersa, @pp, de
0,02, com percentagem de saturacdo para a aspirina de 80% e com uma percentagem de
saturacao para o acetato de etilo de 90%) com diferentes ampliacdes, podendo verificar-

se que as particulas sdo pequenas e esféricas, embora algumas se encontrem rebentadas.

¢ o &

Fig.3.6- Imagens obtidas ao microscopio das microcdpsulas formadas no teste 2 (escalas:
200um; 100pum; 50 pm e 20pum)
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Para o teste 2 foram ainda recolhidas amostras ao longo do processo tendo estas
amostras sido observadas ao microscopio
¢ Inicio da emulsao, fig.3.7

¢ Inicio da rampa de aquecimento, fig.3.8

¢ Evaporacio, fig.3.9
¢ Antes de filtrar, fig.3.10

Fig.3.7- Imagens das microcdpsulas obtidas ao microscépio no inicio da emulsdo, teste 2
(escalas: 200um e 20 pm).
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o ] T

Fig.3.8- Imagens das microcdpsulas obtidas ao microscopio no inicio do aquecimento, teste2
(escalas: 100um, 20um).

Fig.3.9- Imagens das microcdpsulas obtidas ao microscépio na evaporagdo, teste2. (escalas:

100um, 50um).

o

Fig.3.10- Imagens das microcdpsulas obtidas ao microscopio no teste 2, antes de filtrar (escalas:
200um, 50um).

As imagens das microcdpsulas obtidas permitem observar diferentes fases do processo
de microencapsulacdo, nomeadamente a formacdo de microgotas no inicio (fig.3.7) que
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originam microcdpsulas no final (fig.3.10). E possivel assim observar a diferenca de
estrutura entre as gotas de emulsdo e as microcdpsulas finais, quando a evaporacao esta

terminada.

3.2- RESULTADOS - Monitorizacao da formacao das microcapsulas

Os primeiros testes de monitorizacdo da formacdo das microcdpsulas, recorrendo a
técnica de LDS, foram feitos sem aspirina.

Na fig.3.11 estdo representadas as curvas de distribuicdo de tamanhos para um teste sem
aspirina, com velocidade de rotacdo de 750rpm, 3,7ml de surfactante num volume total

de emulsdo de 550ml e temperatura de evaporagdao de 50°C.

Particke Size Distribution
8 ]
E 6
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Particle Size (pm)

Fig.3.11- Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste sem aspirina (__inicio da
emulsificacdo; __ inicio da evaporacdo; __ fim da evaporagao).

Nas figs. 3.12, 3.13 e 3.14 apresentam-se os graficos da evolug¢do dos diametros d;, dso
e dgp, com o tempo. Os valores fornecidos pelo equipamento que permitiram tragar estes

gréficos, encontram-se no ANEXO VL.

Teste sem aspirina
12

10 Sestertrpte se st eseessties
ol

2 o
8.»0...&‘“"’“'“

d4{10) um

o] 30 50 90 120 150 180 210 240 270 300
tempo(min)

Fig.3.12- Evolucio de d;pcom o tempo.
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Teste sem aspirina
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Fig.3.13- Evolugdo de d5, com o tempo.
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Fig.3.14- Evolugdo de dyy com o tempo.

Como se pode verificar nestes graficos ha uma tendéncia para o crescimento das

particulas a partir da etapa de emulsificacdo, com a formacdo de alguns agregados

durante a etapa de evaporacdo, o que € visivel na distribui¢do granulométrica completa

(aparecimento de um segundo pico na zona dos 1000um, fig.3.11) e também no valor

do dgp. Com este teste confirmou-se a viabilidade de utilizar a técnica de LDS para

monitorizar a formagao das microcdpsulas.

Na fig.3.15 podem observar-se as microcdpsulas de etilcelulose na etapa da evaporagio,

podendo verificar-se que estas microcdpsulas sdo bem formadas, muito pequenas e

esféricas, havendo j4 particulas agregadas.
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Fig.3.15- Imagens obtidas ao microscdpio das microcdpsulas no teste sem aspirina durante a
etapa da evaporacdo (escalas: 200 um e 50 um).

A introducdo da aspirina no processo levou a novos ajustes, nomeadamente na

velocidade de rotacdo e na quantidade de surfactante. Os testes com aspirina foram

realizados de acordo com o procedimento de emulsificagcdo/evaporagcdo de solvente

apresentado para a monitorizacdo por LDS, descrito no ANEXO II, variando a

velocidade de rotagcdo e a quantidade de surfactante. Na tabela 3.3 estdo resumidas as

velocidades de rotacdo e a quantidade de surfactante utilizadas nos testes apresentados.

Tabela 3.3 — Condigdes para os testes realizados

Teste | vel rot.(rpm) Vsurfactante (ml) Temp. (°C) | Vemul.sem surfactante (ml)
23 1000 4,32 50 550
22 750 4,32 50 550
28 1250 4,32 50 550
29 1000 5,94 50 550
30 1000 6,15 50 550
32 1250 6,15 50 550

Assim o teste 23 foi realizado de acordo com o procedimento padrio de

emulsificacdo/evaporacdo de solvente apresentado para a monitorizacdo por LDS

(ANEXO II).

63




Monitorizacio da cinética de formacao de microcapsulas usando uma técnica de dispersao de luz.

De seguida apresentam-se os resultados da monitorizagdo, curvas de distribuicdo de
tamanhos, da formacdo das microcdpsulas de etilcelulose com aspirina (emulsificagdo e
evaporacao). Para o teste 23, apresentam-se as curvas de distribuicdo de tamanhos para
os primeiros 15 minutos correspondentes a emulsificagdo (fig.4.16) e na fig.4.17 estao
representadas as curvas de distribuicdo referentes ao inicio da emulsificacao (1?

aquisicdo), ao inicio da evaporacdo (4* aquisi¢ao) e ao final do processo.

Particle Size Distribution
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Fig.3.16- Emulsificagdo para o teste 23 (primeiros 15 minutos: _ 1%, _ 2% 3* e _ 4°
aquisigdes).
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Fig.3.17- Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste 23 ( __inicio da emulsificacdo ;
inicio da evaporacdo; __ fim da evaporagido)

As curvas de distribui¢do de tamanhos permitem observar a evolucdo do tamanho das
particulas, verificando-se um crescimento, logo durante os 15minutos correspondentes a

emulsificacdo (fig. 3.16).

Com base nos valores fornecidos pelo equipamento, que se encontram no ANEXOVI,
foram tracados os graficos que mostram a evolucdo dos didmetros com o tempo,

fig.3.18 até fig.3.20 e ainda a evolugdo da largura da distribui¢do com o tempo, fig.3.21.
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Fig.3.18- Evolucdo de d;; com o tempo para o teste 23.
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Fig.3.19- Evolucio de ds,com o tempo para o teste 23.
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Fig.3.20- Evolucgdo de dyy com o tempo para o teste 23.
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Fig.3.21- Evolucdo da largura da distribuicdo com o tempo para o teste23.

Estes graficos ilustram a dindmica do crescimento das particulas desde a emulsificacdo
até a evaporacdo. Durante os 15 minutos de emulsifica¢do verifica-se um crescimento
acentuado das microgotas. Quando se inicia a evaporagdo, verificam-se algumas
perturbacdes na aquisicdo de dados, devidas as alteragdes introduzidas pelo aumento de
temperatura da emulsdo. O crescimento continua até um tempo de aproximadamente de
180 minutos, verificando-se a partir desse tempo um ligeiro decréscimo de tamanho das

microparticulas.

Durante a monitoriza¢do da formacdo das microcédpsulas para o teste 23, foram retiradas
amostras da emulsdo e analisadas ao microscopio. De seguida apresentam-se algumas
dessas imagens, para lh depois de iniciada a monitorizacdo, fig.3.22, e no final,

fig.3.23, podendo observar-se a tendéncia das particulas para aglomerarem.
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- J0 | e
Fig.3.22- Imagens das microcdpsulas no teste 23 obtidas ao microscopio, 1h apds o inicio da
monitorizacdo (escalas: 50 um e 200 pm).

67



Monitorizacio da cinética de formacao de microcapsulas usando uma técnica de dispersao de luz.
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Fig.3.23- Imagens das microcdpsulas no teste 23 obtidas ao microscopio, no final da evaporacio
(escalas: 200 um e 100 pm).

De novo € clara a diferenca de estrutura entre as gotas iniciais da emulsdao e as

microcapsulas finais.

3.2.1- Influéncia da variacao da velocidade de rotacio
Para estudar a influéncia da variacdo da velocidade de rotacdo na formacdo das

particulas durante o processo de emulsificacdo e evaporacdo, foram efectuados trés
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testes 22, 23 e 28 em que se mantiveram todas as condicdes: preparacao da fase dispersa
e da fase continua e da pré-emulsio, de acordo com o procedimento de
emulsificagdo/evaporacdo de solvente para a monitorizagdo por LDS descrito no
ANEXO 1I, variando-se apenas a velocidade de operacdo no equipamento de LDS.
Assim no teste 22 a velocidade utilizada foi de 750 rpm, no teste 23 (ja anteriormente

mencionado) foi de 1000rpm e no teste 28 foi de 1250rpm.

Apresentam-se de seguida os resumos das curvas de distribuicdo de tamanhos, figs.

3.24,3.16 e 3.25, obtidas para estes processos.
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Fig.3.24- Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste com 750 rpm, teste22 ( __ inicio da
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Fig.3.16 - Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste 23 ( __inicio da emulsificagdo ;
inicio da evaporacdo; __ fim da evaporagdo)
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Fig.3.25- Curvas de distribuicdo de tamanhos para o teste com 1250rpm, teste 28 ( __ inicio da
emulsificacdo ; __ inicio da evaporacdo; __ fim da evaporagdo).
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Para analisar o efeito da velocidade de rotacdo na formacdo das microparticulas, mais
concretamente, no tamanho dessas microparticulas, representou-se a evolug¢do de

diametros djo, dsp € dgop com o tempo para os testes 22, 23 e 28 (fig.3.26, fig.3.27, e
fig.3.28).
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Fig.3.26- Comparagdo da evolucio de d;, com o tempo para os testes 22, 23 e 28.
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Fig.3.27- Comparagao da evolucio de dso com o tempo para os testes 22, 23 e 28.
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Fig.3.28- Comparagdo da evolucio de dgy com o tempo para os testes 22, 23 e 28.
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Dado que nas representacdes anteriores (figs.3.26, 3.27 e 3.28), ha sobreposi¢cdo das

curvas representativas dos testes 22 e 23, conduzidos, respectivamente a 750 e a 1000

rpm, optou-se por representar a comparacao da evoluciao dos didmetros apenas para os

referidos testes, fig.s 3.29 a 3.31.
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Fig.3.29- Comparagdo da evolucdo de d;p com o tempo para os testes 22 e 23.
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Fig.3.30- Comparagdo da evolucdo de ds, com o tempo para os testes 22 e 23.

d(90)
140
1200 m
o....‘ﬁ < - 'io.
1000
E soo
=
= SOC
=
SCHCH
D S o o e o i e o . B e e B

o P .

T T T T T T 1
(0] 30 [sga] i=le} 120 150 18C 21C 2940 270 3ac
tempo { min)

@ teste 22 (F50Drpm ) M teste 23 (LODOOr )

Fig.3.31- Comparagao da evolucdo de dgy com o tempo para os testes 22 e 23.
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Da andlise das fig.s 3.29, 3.30 e 3.31, verifica-se que para velocidades de rotagdo
superiores, formam-se particulas mais pequenas, porém para velocidade de 750 rpm,
teste 22, e para tempo superior a 85 minutos verificou-se uma forte tendéncia para
aglomeracao, valor de dog (fig.3.31).

Para velocidades superiores, teste 28, conduzido a 1250 rpm, a aglomeragdo ocorre logo
no inicio da evaporacido, talvez devida a um aumento dos choques entre as particulas.

Assim parece existir uma velocidade de rotacao 6ptima que minimiza a aglomeragao.

3.2.2- Influéncia do aumento da quantidade de surfactante

Tendo como finalidade estudar o efeito do aumento da quantidade de surfactante na
formacdo das microcdpsulas, realizaram-se dois testes em que se mantiveram todas as
condi¢cdes e quantidades, do procedimento de emulsificagdo/evaporacdo de solvente
para a monitorizacdo por LDS (ANEXO II), alterando apenas a quantidade de
surfactante utilizado. Assim no teste 29 a quantidade de surfactante usada foi de 5,94ml
(aumento de 37,5% relativamente ao teste 23) e no teste 30 foi de 6,15ml (aumento de
42,4% relativamente ao teste 23). Foi ainda efectuado outro teste aumentando mais a
quantidade de surfactante (6,48ml) mas verificou-se a formagdo de espuma, nao sendo

por esse motivo vidvel a monitorizagdo do processo nessas condigdes.

Apresentam-se de seguida as curvas de distribuicao de tamanhos (fig.3.16, fig.3.32 e
fig.3.33) e as representacdes gréficas dos d10, d50 e d90 em funcdo do tempo,

correspondentes a monitorizagdo destes processos (fig.3.34 a 3.36).
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Fig.3.16 - Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste 23 ( __inicio da emulsificagdo ;

inicio da evaporacdo; __ fim da evaporagido)
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Fig.3.32- Curvas de distribui¢io de tamanhos para o teste 29 (5,94ml de surfactante) ( __ inicio
da emulsificagdo ; __inicio da evaporagdo; __ fim da evaporagdo).
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Fig.3.33- Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste 30 (6,15ml de surfactante) ( __ inicio

da emulsificagdo ; __ inicio da evaporagdo; __ fim da evaporagdo).
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Fig.3.34- Comparagao da evolucio de d;o com o tempo para os testes 23, 29 e 30.
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Fig.3.35- Comparacdo da evolucdo de ds; com o tempo para os testes 23, 29 e 30.
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Fig.3.36- Comparacio da evolucdo de dyy com o tempo para os testes 23, 29 e 30.

O aumento da quantidade de surfactante traduziu-se em agregacdo das microparticulas,
maior ainda para o teste 30 (volume de surfactante de 6,15ml), tornando-se, por esse
motivo, dificil a interpretacdo destes resultados. No teste 29 (5,94ml de surfactante)
parece verificar-se inicialmente a formacdo de mais microgotas de menor tamanho
(comparar fig.s 3.32 e 3.16) o que também ¢ indiciado pelos valores de d;o. Contudo,
quer os valores de d50, quer os de d90, ao longo do tempo, sdo superiores aos obtidos
com menor quantidade de surfactante (teste 23), indiciando a existéncia de

aglomeracao.

Ao longo do processo de emulsificagdo/evaporacdo, foram recolhidas amostras e

analisadas ao microscépio com o intuito de observar a formacdo das particulas em
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diferentes fases do processo. Apresentam-se de seguida as imagens recolhidas para o
teste 30, teste conduzido a 1000rpm e com 6,15ml de surfactante, (fig.s 3.37, 3.38 e
3.39).

Fig.3.37- Imagens das microcdpsulas no teste 30 obtidas ao microscdpio, no inicio da
emulsificacio.

Fig.3.38- Imagens das microcdpsulas no teste 30 obtidas ao microscépio, na evaporagdo, 2h
apos o inicio da monitorizagao.
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Fig.3.39- Imagens das microcdpsulas no teste 30 obtidas ao microscépio, no final da
evaporagao.

As particulas formadas sdo esféricas verificando-se tendéncia para aglomerar logo na
formacdo das microgotas, fig. 3.37, tal como indicado pelas distribui¢des de tamanhos

(figuras 3.34 a 3.36)

3.2.3- Influéncia do aumento da quantidade de surfactante e da velocidade de
rotacao

Foi ainda efectuado um teste, teste 32, em que a quantidade de surfactante foi de 6,15ml
e a velocidade de rotacdo foi de 1250 rpm.

Apresentam-se seguidamente as curvas de distribuicdo de tamanhos correspondentes a

monitorizacdo deste processo, fig.3.40, e de novo as do teste 30, fig.3.33.
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Fig.3.40- Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste 32 ( __ inicio da emulsificagdo ;
inicio da evaporacao; __ fim da evaporagdo).
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Fig. 3.33 - Curvas de distribui¢do de tamanhos para o teste 30 (6,15ml de surfactante) ( __

inicio da emulsificagdo ; __ inicio da evaporagdo; __ fim da evaporagdo).

Nas figuras 3.41, 3.42 e 3.43, apresenta-se a comparagdo da evolucio dos didmetros djo,
dsp e dgg com o tempo, para os testes 32 e 30, onde se variou a velocidade de rotagdo,

sendo a quantidade de surfactante de 6,15ml para ambos os testes.
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Fig.3.41- Comparagao da evolucdo de d;p com o tempo para os testes 32 e 30.
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Fig.3.42- Comparagao da evolucdo de ds, com o tempo para os testes 32 e 30.
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Fig.3.43- Comparacgao da evolucdo de dyy com o tempo para os testes 32 e 30.

Ao aumentar a velocidade de rotagdo, mantendo a mesma quantidade de surfactante a

aglomeracdo das particulas diminui o que se verifica para dsp e dgg (figs.3.42 e 3.43).

Contudo ao nivel dos valores de d;o estes sdo maiores para maior velocidade de rotacao,

a partir de um tempo de cerca de 30 minutos, o que pode indiciar a existéncia inicial de

coalescéncia de gotas para a situacido de maior velocidade de rotagdo.

Nas fig.s 3.44, 3.45 e 3.46, apresenta-se a comparagdo da evolug¢do dos diametros com o

tempo para os testes 32 e 28 onde se variou a quantidade de surfactante mantendo a

velocidade de rotagdo em 1250rpm para ambos os testes.
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Fig.3.44- Comparagao da evolucdo de d;, com o tempo para os testes 32 e 28.
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Fig.3.45- Comparagao da evolucdo de dsocom o tempo para os testes 32 e 28.
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Fig.3.46- Comparacio da evolucio de d;o com o tempo para os testes 32 e 28.

Para a mesma velocidade de rotacdo, 1250 rpm, aumentando a quantidade de surfactante

a aglomeracgdo das particulas foi superior, ao contrdrio do que seria esperado. Porém tal

poderd ser devido ao facto de se terem mantido as condi¢Oes de agitacdo na pré-

emulsificac@o e na emulsificacdo apesar do ligeiro aumento de volume introduzido pela

adicao de mais surfactante.
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3.2.4- Caracterizacdo das microcapsulas formadas

3.2.4.1- Eficiéncia da encapsulacio, rendimento do processo e aspirina encapsulada.

Para cada teste foram determinados o rendimento, R(%), a eficiéncia da encapsulagcdo
E.E.(%) e a aspirina encapsulada, aspirina(%), de acordo com as defini¢cdes
apresentadas em 2.2.2.1. Os resultados encontram-se na tabela 3.4.

A eficiéncia da encapsulagdo foi determinada de acordo com o procedimento de andlise
da aspirina por espectrofotometria de UV-Vis (Anexo III), encontrando-se os célculos

no Anexo V.

Tabela 3.4 - Resultados

Teste | Megicerutose(8) | Magpirina(g) | Microcapsulas(g) | R(%) E.E.(%) | aspirina(%)
22 0,4318 0,2130 0,2859 44,3 11,70 8,72
23 0,4314 0,2180 0,1735 26,7 6,46 8,12
28 0,4349 0,2172 0,1967 30,2 11,61 12,82
29 0,4320 0,2152 0,1660 25,6 5,40 6,99
30 0,4322 0,2160 0,1627 25,1 5,78 7,67
32 0,4321 0,2157 0,2868 44,3 12,09 9,09

3.2.4.2 — Determinacio do Potencial Zeta das microcapsulas

O potencial zeta foi determinado de acordo com o descrito em 2.2.2.2, encontrando-se

os resultados na tabela 3.5 e os grificos no ANEXO VII.

3.2.4.3- Tamanho e distribuicdo de tamanhos das microcapsulas

A andlise do tamanho e da distribuicdo de tamanhos das microcdpsulas formadas foi
feita, apds a secagem das mesmas, de acordo com o descrito em 2.2.2.3 usando uma
velocidade de rotagao de 1600rpm no equipamento. Os resultados apresentam-se na

tabela 3.5 e as curvas de distribuicao encontram-se no ANEXO VIIIL.
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Tabela 3.5 - Resultados da determinagdo de tamanhos e potencial zeta

Teste djopum dso um dgo um djoum dso um doypum | Potencial Zeta
Sem ultrassons Com ultrassons (mV)
as::?na 23,374 | 65476 | 196,704 | 18,599 53,019 | 106,049 -40,7
22 46,977 | 290,148 | 594,013 35,080 120,568 | 205,729 -6,2
23 | 40,617 | 138,775 | 244,053 | 36,884 97,430 | 202,04 -11,6
28 54,087 | 334,290 | 515,746 38,481 202,616 | 362,779 -10,4
29 66,344 | 321,979 | 630,295 42,468 159,703 | 624,957 -8,6
30 | 51,218 | 262,23 | 444346 | 89,855 | 135,094 | 217,252 -12,0
32 33,363 | 217,195 | 393,983 32,066 185,699 | 353,893 -6,1

A introducdo de aspirina nas microcdpsulas origina um aumento de tamanho das
mesmas, confirmando-se a tendéncia para a aglomeracao, uma vez que depois de aplicar
ultra-sons as particulas apresentam tamanhos inferiores. O potencial zeta das
microcdpsulas com aspirina é como se observou anteriormente, nos testes realizados
fora do equipamento de LDS, testes 19 e 20, mais préximo de zero do que no caso das

microcapsulas s6 com etilcelulose.

3.2.4.4 — Microscopia

Recolheram-se também imagens ao microscopio das amostras finais. Estas foram
preparadas de acordo com o descrito em 2.2.2.3, mas sem adicionar surfactante, tendo
sido analisadas. De seguida foi adicionado o surfactante a suspensdo, e as amostras

voltaram a ser analisadas.
Na fig.3.47 estdo representadas as microcapsulas de etilcelulose, produzidas no teste

sem aspirina, analisadas sem surfactante. Na fig.3.48 estdo representadas as

microcdpsulas de etilcelulose, produzidas nesse teste, mas analisadas com surfactante.
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Fig.3.47- Microcépsulas produzidas no teste sem aspirina, analisadas sem surfactante.
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Fig.3.48- Microcépsulas produzidas no teste sem aspirina, analisadas com surfactante

As microcapsulas produzidas sdo muito pequenas, de acordo com os valores da
tabela3.5, encontrando-se aglomeradas. Quando se adicionou surfactante a suspensao a

aglomeracdo diminuiu.

De seguida apresentam-se os resultados para as amostras dos testes efectuados no
equipamento de LDS: 22, 23, 28, 29, 30 e 32, com e sem surfactante (fig.s 3.49 a 3.60).
Teste 22

¢
w -

o+

Fig.3.49- Microcépsulas produzidas no teste 22, analisadas sem surfactante.
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Fig.3.50- Microcdpsulas produzidas no teste 22, analisadas com surfactante.

Teste 23

Fig.3.51- Microcdpsulas produzidas no teste 23, analisadas sem surfactante.
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Fig.3.52- Microcdpsulas produzidas no teste 23, analisadas com surfactante.
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Teste 28

“f?‘&” 2

Fig.3.53- Microcépsulas produzidas no teste 28, analisadas sem surfactante.
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Fig.3.54- Microcépsulas produzidas no teste 28, analisadas com surfactante.
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Teste 29
&

Fig.3.55- Microcépsulas produzidas no teste 29, analisadas sem surfactante.

& 2®

Fig.3.56- Microcdpsulas produzidas no teste 29, analisadas com surfactante.
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Teste 30

Fig.3.57- Microcdpsulas produzidas no teste 30, analisadas sem surfactante.
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Fig.3.58- Microcépsulas produzidas no teste 30, analisadas com surfactante.

Teste 32
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Fig.3.59- Microcdpsulas produzidas no teste 32, analisadas sem surfactante.
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Fig.3.60- Microcépsulas produzidas no teste 32, analisadas com surfactante.

As microcédpsulas produzidas em todos os testes apresentam maior aglomera¢do quando
analisadas sem surfactante, como se pode verificar nas fig.s 3.49 a 3.60 o que vem
comprovar os resultados obtidos para a determinacdo de tamanhos, tabela 3.5, onde se
verifica que ao aplicar ultra-sons as particulas apresentam um tamanho inferior devido a

desagregacao.

De um modo geral as microcdpsulas formadas sdo esféricas e regulares. Contudo uma
andlise mais cuidada das imagens obtidas para o teste 29, teste conduzido a 1000 rpm e
com 5,94ml de surfactante, fig. 3.56, mostram algumas microcdpsulas rebentadas, o que

podera explicar a baixa eficiéncia de encapsulagao.

As imagens obtidas para o teste 32, apresentam particulas esféricas aglomeradas e muito
pequenas, o que estd de acordo com os valores obtidos na determina¢do de tamanhos e

que constam da tabela 3.5.

3.3 - DISCUSSAO DOS RESULTADOS
O processo de microencapsulacdo desenvolvido permitiu a produgao de microcapsulas
pequenas e esféricas, como se pode observar nas figuras 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5, e com

uma estrutura interior esponjosa (fig.3.5).

A andlise da determinagdo dos tamanhos para as microcdpsulas produzidas nos testes 19

e 20 (tabela 3.2) e a observacdo das imagens obtidas na microscopia (figuras 3.1, 3.2,
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3.3 e 3.4), permitem verificar que as microcdpsulas produzidas no teste 20 sdo mais
pequenas do que as obtidas para o teste 19. A aplicacdo de ultra-sons as amostras na
determina¢do dos tamanhos ndo resultou em alteracdo desses mesmos tamanhos, como
se pode verificar na tabela 3.2. Esta diferenga de tamanhos observada, ndo sendo
esperada, poderd ser devida a alguma pequena alteracdo no processo experimental,
nomeadamente na posi¢ao do agitador, o que se traduziu na producdo de particulas com

tamanhos diferentes.

Os valores do potencial zeta obtidos: -13,0 mV para o teste 19 e -9,8mV para o teste 20
(tabela 3.2), mostram de acordo com o descrito em 2.2.2.2, que as microcapsulas

produzidas s@o instdveis, tendo tendéncia a agregar.

Por outro lado, a andlise destes valores em conjunto com os graficos do potencial zeta
(Anexo VII) e imagens SEM, permite pensar que a parede das microcapsulas é
constituida por uma mistura de etilcelulose e aspirina. Assim, como no teste 20, a
quantidade de aspirina usada para saturar a fase continua foi superior a utilizada no teste
19, o potencial zeta obtido para o teste 20 € inferior em valor absoluto, ao obtido para o
teste 19, uma vez que a aspirina existente na superficie (e no interior) das microcdpsulas
ndo se difunde tdo facilmente para a fase continua, contribuindo assim para a

diminui¢do do valor absoluto do potencial zeta.

A mesma justificacdo poderd ser dada para a obtencdo de um valor de eficiéncia de
encapsulacdo superior para o teste 20 comparativamente ao obtido para o teste 19:

16,6% e 13,3%, respectivamente (tabela3.1).

A realizacdo do teste 2 teve como objectivo uma possivel compara¢do com os testes de
monitorizagcdo realizados no Mastersizer, uma vez que a fraccdo de fase dispersa, @gp,
usada foi a mesma.

Foram retiradas amostras ao longo do processo e observadas ao microscépio (fig.3.7,
3.8, 3.9 e 3.10) permitindo visualizar as microgotas formadas no inicio da emulsdo

(fig.3.7) que se transformam em microcdpsulas (fig.3.10), por evaporacdo do solvente.
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A observacdo das microcdpsulas produzidas neste teste (depois de filtradas e secas),
fig.3.6, mostra microcapsulas rebentadas, o que poderd ter contribuido para a baixa

eficiéncia da encapsulacdo e para o baixo teor de aspirina encapsulada.

O rendimento obtido para o processo foi baixo (54,5%). As amostras retiradas ao longo
do processo para observacdo ao microscopio, poderdo ter contribuido para a obtengdo

deste valor.

Monitorizacao da formacao das microcapsulas

Os primeiros testes de monitoriza¢do da formacgdo das microcdpsulas, no Mastersizer,
foram feitos sem aspirina. As microcdpsulas de etilcelulose obtidas sdo esféricas com
um valor de potencial zeta de -40,7 mV, préximo do determinado para a etilcelulose
(grafico VII.1 do Anexo VII) e com um dsy de 65,5um (tabela 3.5). Assim, com uma
velocidade de rotacdo de 750rpm e com uma quantidade de surfactante de 3,7ml, foi
possivel produzir particulas bem formadas, esféricas (fig.s.3.48 e 3.49) e muito
pequenas.

A representacdo gréafica da evolucao dos diametros dj, dso € dgp, com o tempo, permite
observar um crescimento das microcdpsulas até cerca de 195min, mantendo-se a partir

desse tempo, 0 seu tamanho, aproximadamente constante.

No caso da formag¢do de microcdpsulas com aspirina, as curvas de distribui¢do de
tamanhos para o teste realizado a 1000rpm e com 4,32ml de surfactante, teste 23,
permitem visualizar o crescimento das microcdpsulas, verificando-se um crescimento
acentuado na emulsificacdo, fig.3.16, correspondente a formagdo e crescimento das
microgotas. No final da evaporacdo a distribuicdo de tamanhos € unimodal, sendo a
curva de distribui¢do de tamanhos estreita (span de 0,89).

A formacdo e crescimento das microgotas iniciada na pré-emulsificacdo continua
durante a fase de emulsificacdo, como pode ser observado nos gréficos de evolug¢do dos
diametros com o tempo, fig.s.3.18, 3.19 e 3.20 (para Smin de emulsificacdo dsy €
41,827um e ao fim de 15min de emulsificagdo dsp € 69,969um).

Durante a evaporagdo continua a verificar-se um aumento do tamanho das

microparticulas, significando que o processo é dinamico ocorrendo continuamente
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quebra e coalescéncia das gotas. Para um tempo de aproximadamente 180 min as
microcdpsulas estabilizam e a partir desse tempo diminuem ligeiramente de tamanho
correspondendo a evaporacdo do solvente que origina um decréscimo de tamanho,
provavelmente em resultado de uma compactacio das paredes das microcdpsulas. E
também evidente, examinando as distribuicdes de tamanho das microcdpsulas e os
valores de dop no periodo de evaporacdo, a partir de 90 minutos, a existéncia de
fenémenos de aglomeracdo que também foram observados ao microscopio (fig.s. 3.22,

3.23,3.51 e 3.52).
As microcdpsulas resultantes deste teste sdo esféricas, bem formadas, regulares,
pequenas e com tendéncia para aglomerar, como se pode verificar pelos valores obtidos

para djo, dsp € dgo com e sem ultra-sons (tabela 3.5).

Influéncia da variacdo da velocidade de rotacio

A comparagdo dos testes 22, realizado com uma velocidade de rotacdo de 750 rpm, e
23, realizado com uma velocidade de rotacdo de 1000rpm, permite concluir que uma
maior velocidade de rotagdo origina microcdpsulas mais pequenas (fig.s. 3.29, 3.30 e
3.31).

No teste 22, para dgg € para um tempo superior a 85min, verificou-se agregacdo das
microcdpsulas. Esta agregacdo das microcdpsulas é confirmada na determinacdo de
tamanhos, tabela 3.5, ao submeter a amostra a ultra-sons, os valores obtidos para os
diferentes diametros decrescem significativamente, dgp sem ultra-sons € de 594,013um e
depois de aplicar ultra-sons € de 205,729 um.

Quando as microcapsulas foram produzidas com uma velocidade de 1250 rpm, teste 28,
durante a emulsificacdo formam-se microgotas muito pequenas, devido a elevada
velocidade de rotacdo, Anexo VI, mas logo apdés a emulsificagdo verificou-se
agregacdo. Tal poderd ser explicado pela elevada velocidade de rotagdo que origina
mais choques entre as particulas levando a sua agregacdo, e pelo facto de quanto mais
pequenas forem as particulas mais tendéncia terdo para agregar, tendo em conta o baixo

valor do potencial zeta.
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Influéncia do aumento da quantidade de surfactante

Ao aumentar a quantidade de surfactante para 5,94ml, teste 29, durante a emulsificacdo
formam-se microgotas mais pequenas do que as formadas com 4,32ml de surfactante

(teste 23). Porém, logo no inicio da evaporac@o as microgotas agregam.

Aumentando ainda mais a quantidade de surfactante, 6,15ml (teste 30) verifica-se
agregacdo logo no inicio da evaporagdo. Na emulsificagdo as microgotas sao maiores do
que as obtidas nos testes 23 e 29, contrariamente ao expectavel o que podera ser devido
ao aumento de volume da pré-emuls@ao com a adi¢do desta quantidade de surfactante,
mantendo, no entanto, as mesmas condi¢des de agitacao.

Por esse motivo foi realizado um teste, 32, com 6,15ml de surfactante e aumentando a
velocidade de rotagdo para 1250rpm. Na emulsificacdo as microgotas formadas sao
efectivamente mais pequenas, mas no inicio da evaporag¢do agregam. Aparentemente o
aumento da quantidade de surfactante fez diminuir a tensdo superficial da fase dispersa
permitindo a obtencdo de gotas mais pequenas, mas a quantidade adicionada ndo é
suficiente para criar uma barreira hidrodinamica que impeca a agregacao durante a etapa
de evaporacao. Contudo, uma vez secas as particulas, as microcdpsulas produzidas com

mais surfactante sdo efectivamente mais pequenas (tabela 3.5).

A comparagdo dos testes 28 e 32, ambos realizados com velocidade de rotacdo de 1250
rpm mas quantidades de surfactante diferentes, 4,32ml e 6,15ml, respectivamente (fig.s
3.44, 3.45 e 3.46), permite verificar que apesar de ocorrer agregacdo em ambos 0s
testes, no teste 32 as particulas agregadas sdo maiores. Porém, as microcapsulas
formadas neste teste depois de lavadas e secas apresentam um tamanho inferior (tabela
3.5). Assim, apesar da existéncia de agregacdo, devida aos choques entre as particulas,
se este ocorre apenas na fase de evaporagao (apds as particulas ja possuirem uma parede

sOlida), essa agregacdo € irreversivel.

Verificou-se, da anédlise da tabela 3.5, que amostras com valores de Potencial Zeta mais
baixos em valor absoluto, t€ém valores de eficiéncia de encapsulagdo mais altos, o que
leva a concluir que as paredes das microcdpsulas sdo constituidas por etilcelulose e

também por aspirina.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES E PROPOSTAS PARA TRABALHO

FUTURO.

O processo de microencapsulagdo desenvolvido permite produzir microcapsulas
pequenas, esféricas e com interior esponjoso.

Da andlise dos valores de Potencial Zeta, dos valores obtidos para a eficiéncia da
encapsulacdo e das imagens SEM € possivel concluir que a parede das microcdpsulas é
constituida por etilcelulose e aspirina.

Os valores de potencial Zeta e as distribuicdes de tamanho obtidas para as amostras
permitem ainda concluir que as microcdpsulas formadas, ndao sdo estdveis, tendo

tendéncia a agregar.

A hidrodindmica no Mastersizer (equipamento de LDS), onde foi feita a monitoriza¢ao
da formacdo das microcdpsulas, ¢ completamente diferente da hidrodinamica obtida
com o agitador mecanico, ndo se podendo por esse motivo comparar testes efectuados

fora e no Mastersizer.

Os testes de monitorizagdo da formacao das microcapsulas, efectuados no Mastersizer,
usando a técnica de difracdo laser, permitiram concluir que a essa monitorizacdo é
possivel, mesmo para um sistema complexo como o que foi objecto deste estudo.
Assim, conseguiu monitorizar-se a formag¢do dindmica das microgotas com quebra e
coalescéncia a ocorrer em simultaneo, originando um aumento de tamanho, até ser
atingido o equilibrio, altura a partir da qual apenas hd evaporacdo do solvente, com
consequente diminuicdo de tamanho das microcédpsulas.

O facto da hidrodindmica do Mastersizer favorecer a agregacdo das microparticulas,
introduziu dificuldades adicionais, fazendo com que alguns testes nao fossem
conclusivos, nomeadamente no referente ao aumento da quantidade de surfactante onde
era expectdvel que as microcdpsulas formadas fossem mais pequenas, o que ndo ficou
demostrado devido a agregagao das microcdpsulas durante a monitorizacao.

No referente a variagdo da velocidade de rotacdo foi possivel monitorizar a formacao
das microcdpsulas aumentando a velocidade de rotacdo no Mastersizer, de 750 rpm para
1000 rpm, o que origina particulas mais pequenas. Porém, ao aumentar mais a
velocidade de rotagdo, as microgotas formadas na emulsificacdo sdo mais pequenas e as
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microcdpsulas formadas agregam mais, em resultado dos choques entre as particulas e
do baixo potencial zeta.

O facto de no processo de fabrico ser necessario fazer pré-emulsdo, fez com que a
monitorizacdo apenas fosse feita a partir da emulsificacdo, perdendo-se alguma

informacao inicial.

Assim, como sugestdo de trabalho futuro seria interessante monitorizar a formagdo das
microcdpsulas desde o inicio do processo, e tentar optimizar o processo no sentido de
adequar a velocidade de rotagcdo e a quantidade de surfactante de forma a minimizar a
agregacao.

Para melhor controlar a hidrodindmica no sistema de formagdo das microcapsulas serd
conveniente adoptar o equipamento de LDS acoplando-o a um sistema de mistura
externo, onde se produzirdo as microcapsulas, cuja hidrodinamica se consegue controlar
mais facilmente. Assim, a formacdo das microcdpsulas ndo ocorreria na unidade de
preparacao do Malvern Mastersizer (unidade Hydro 2000MU), mas num sistema
exterior devidamente dimensionado, o qual se ligaria depois directamente a unidade de
medida e aquisi¢ao de sinal. Esta estratégia ja foi seguida anteriormente em estudos de

cristalizacao (Jager et al., 1992).

Parametros como o rendimento do processo, que no presente trabalho ndo foram objecto

de estudo, poderiam também ser melhorados.

Por outro lado o estudo do efeito da variacao da temperatura de evaporagdo na formagao
e na morfologia final das particulas, bem como a alteracdo do solvente que originard um

processo produtivo distinto, sdo também temas interessantes a desenvolver.

Um outro aspecto que serd necessario melhorar no futuro é impedir a deposi¢cdo de
particulas na zona de medida do equipamento, o que leva a perda de alguma
informacao. Para obviar a este fendmeno serd possivel, no futuro, utilizar janelas, na

zona de medida, revestidas de uma pelicula anti-aderente.
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Um outro trabalho interessante € muito importante seria a monitorizacdo da formacao de
microcdpsulas adequando a producdo dessas microcdpsulas a um fim terapéutico,
estudando tamanhos e morfologia, perfis e velocidades de libertacio, bem como

cristalinidade do farmaco encapsulado.
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ANEXO 1

Procedimento de emulsificacio/evaporacao de solvente

1.Materiais e equipamentos

1.1- Copo de 800ml e copo de S0ml.

1.2- Copo de 600ml alto com chicanas.

1.3- Pipetas.

1.4- Magnetos.

1.5- Funil e proveta de 10ml.

1.6- Tinas de vidro.

1.7- Espatulas.

1.8- Papel de filtro.

1.9- Placas de aquecimento, Heidolph MR3001K
2.0- Termopares, Heidolph EKT 3001

2.1- Agitador mecanico, propeller, Heidolph RZR 2102
2.2 - Balanca AG 204, Mettler Toledo.

2.3- Exsicador

2.4- Estufa, WTC Binder.

2.5- Sistema de filtracdo com vacuo

2.6- Peneiro 600 um, Retsch.

2. Reagentes

2.1- Acetato de etilo, Fisher, PA.

2.2- Acido acetil salicilico, Acofarma, > 99,0%.
2.3- Agua destilada

2.4- Etilcelulose, Acros, 48%, 22cps.

2.5- Tween 80, Fisher

3. Preparacao da FASE DISPERSA

3.1- Pesar rigorosamente cerca de 0,88 g de etilcelulose.
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3.2- Medir 23ml de acetato de etilo e colocar num copo de 50ml, mergulhado num
banho com temperatura controlada a 25°C. Manter sob agitacdo magnética de S00rpm.
3.3- Adicionar a etilcelulose ao acetato de etilo muito devagar para ndao formar
aglomerados. Deixar agitar durante algum tempo até a etilcelulose estar dissolvida.

3.4- Pesar rigorosamente cerca de 0,44¢g de aspirina.

3.5- Adicionar a aspirina a fase dispersa e manter sob agitacdo até a dissolucdo da

aspirina.

4. Preparacio da FASE CONTINUA

4.1- Num copo de 800ml colocar 400ml de agua destilada e adicionar 0,9g de aspirina.
Agitar (700 rpm) e aquecer até 45°C para dissolver a aspirina. Depois da dissolu¢do da
aspirina, arrefecer até 25°C.

4.2- Adicionar 28ml de acetato de etilo, sob agitacdo magnética (500rpm) e mantendo a

temperatura a 25°C.

5. Pré-emulsao

5.1- Retirar 35 ml de fase continua para um copo de 600ml, copo alto, que se encontra
mergulhado num banho com temperatura controlada de 25°C. (Neste copo foram
colocada chicanas para amortecer o vortice).

5.2- Adicionar 2ml de Tween 80, deixar 8 gotas que sdo colocadas no copo de 800ml,
onde se encontra a restante fase continua. Manter a temperatura a 25°C e agitacdo
magnética 300rpm.

5.3- Adicionar a fase dispersa gota a gota.

5.3- Emulsificar durante 30 minutos, sob agitacdo (300rpm).

6. Emulsificacao

6.1- Adicionar a restante fase continua, copo de 800ml (onde foram colocadas e
dissolvidas as 8 gotas de tween80, ponto5.2) na pré-emulsdo (copo de 600ml
mergulhado no banho a 25°C). Adicionar muito devagar com ajuda de uma vareta
(método de decantagdo).
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6.2- Marcar o nivel da solu¢do no copo de 600ml.

6.3- Emulsificar, sob agitacdo mecanica (rot=600rpm), durante 15 minutos a 25°C.

7. Aquecimento e evaporacao

7.1 — Aquecer a emulsdo a 50°C (temperatura set-point termopar = 50°C, temperatura da
placa de agitacdo = 200°C), mantendo a agitacdo mecanica em 600rpm.

7.2- Depois de atingidos os 50°C, manter a emulsdo durante 2h, para que o acetato de
etilo evapore. O nivel deve estar abaixo do volume de acetato de etilo adicionado em

ambas as fases.

8. Filtracao e lavagem das microcapsulas
8.1- Filtrar em vacuo, usando um filtro previamente levado a peso constante.

8.2- Lavar com dgua destilada, até nao haver formac¢do de espuma.

9. Secagem das microcapsulas

9.1- Colocar o filtro com as microcdpsulas na estufa a 50°C, durante 24 h.

9.2- Retirar e colocar em exsicador. Apds 1h pesar.

9.3- Voltar a colocar na estufa a 50°C, durante uma hora.

9.4- Repetir 9.2. Se as pesagens ndo diferirem de 2mg, considerar as microcapsulas

secas.
10. Peneiracao das microcapsulas

10.1- Peneirar as microcdpsulas secas, usando um peneiro com malha de 600um.

10.2- Guardar as microcapsulas no exsicador.
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ANEXO IT

Procedimento de emulsificacio/evaporacao de solvente para a monitorizacao

1.Materiais e equipamentos

1.1- Copo de 800ml e copo de S0ml.
1.2- Copo de 600ml.

1.3- Pipetas.

1.4- Magnetos.

1.5- Funil.

1.6- Tinas de vidro.

1.7- Espatulas.

1.8- Papel de filtro

1.9- Placa de aquecimento

2.0 - Termopares

2.1- Agitador mecanico
2.2-Micropipeta

2.3- Balanca

2.4- Exsicador

2.5- Estufa

2.6- Sistema de filtracdo com vicuo
2.7- Peneiro 600 um, Retsch.

2.8- Banho térmico.

2. Reagentes

2.1- Acetato de etilo, Fisher, PA.

2.2- Acido acetil salicilico, Acofarma, > 99,0%.
2.3- Agua destilada

2.4- Etilcelulose, Acros, 48%, 22cps.

2.5- Tween 80, Fisher
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3. Preparacao da FASE DISPERSA

3.1- Pesar rigorosamente cerca de 0,43 g de etilcelulose.

3.2- Medir 11ml de acetato de etilo e colocar num copo de 50ml, mergulhado num
banho com temperatura controlada a 25°C. Manter sob agitacdo magnética de S00rpm.
3.3- Adicionar a etilcelulose ao acetato de etilo muito devagar para niao formar
aglomerados. Deixar agitar durante algum tempo até a etilcelulose estar dissolvida.

3.4- Pesar rigorosamente cerca de 0,21 g de aspirina.

3.5- Adicionar a aspirina a fase dispersa e manter sob agitacdo até a dissolu¢do da

aspirina.

4. Preparacio da FASE CONTINUA

4.1- Num copo de 800ml colocar 500 ml de dgua destilada e adicionar 1,2 g de aspirina.
Agitar (700 rpm) e aquecer até 40°C para dissolver a aspirina. Depois da dissolu¢do da
aspirina, arrefecer até 25°C.

4.2- Adicionar 40 ml de acetato de etilo, sob agitacdo magnética (500rpm) e mantendo a

temperatura a 25°C.

5. Pré-emulsao

5.1- Retirar 16,5ml de fase continua para um copo de 100ml, que se encontra
mergulhado num banho com temperatura controlada de 25°C.

5.2- Adicionar com micropipeta 4,32 ml de Tween 80. Deixar 15 gotas que sao
colocadas no copo de 1000ml, onde se encontra a restante fase continua. Manter a
temperatura a 25°C e agitacdo magnética 300rpm.

5.3- Adicionar a fase dispersa gota a gota.

5.3- Emulsificar durante 30 minutos sob agitacao (400 rpm).

6. Preparacio do equipamento

6.1- Lavar muito bem o equipamento com 4gua.

6.2- Introduzir o programa de monitoriza¢do dos tamanhos de 5 em 5 minutos, durante
Sh.

6.3- Alinhar o feixe de luz laser com uma solucdo, previamente preparada, de dgua

saturada a 90% em aspirina.
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7. Emulsificacao

7.1- Verter a pré-emulsdo para um copo de 600ml e adicionar a restante fase continua,
devagar usando uma vareta (copo de 1000ml, onde foram colocadas e dissolvidas as 15
gotas de tween80, ponto5.2). Manter a agitacao magnética em 400rpm.

7.2- Marcar o nivel da solu¢do no copo de 600ml e colocar no LDS, dentro do copo que
vai ter a 4gua aquecida a 50°C.

7.3- Colocar no Mastersizer e iniciar o programa de monitorizagao.

8. Aquecimento e evaporacao
8.1 — No final da 4* aquisi¢do ligar o banho a 50°C e deixar prosseguir a monitorizagao

até ao final do programa.

9. Filtracao e lavagem das microcapsulas
9.1- Filtrar em vécuo, usando um filtro previamente levado a peso constante.

9.2- Lavar com dgua destilada, até ndo haver formacdo de espuma.

10. Secagem das microcapsulas

10.1- Colocar o filtro com as microcdpsulas na estufa a 50°C, durante 24 h.

10.2- Retirar e colocar em exsicador. Apds 1h pesar.

10.3- Voltar a colocar na estufa a 50°C, durante uma hora.

10.4- Repetir 10.2. Se as pesagens ndo diferirem de 2mg, considerar as microcapsulas

secas.
11. Peneiracao das microcapsulas

11.1- Peneirar as microcapsulas secas, usando um peneiro com malha de 600um.

11.2- Guardar as microcapsulas no exsicador.
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ANEXO III

Procedimento de analise da aspirina por espectrofotometria UV-Vis

1.Equipamento e material

1.1- Baldes volumétricos e pipetas volumétricas.

1.2 - Balanca analitica.

1.3 - Placa de agitacdo.

1.4 - Espectrofotometro UV-Vis, BecKman, DU650; e célula de quartzo de 10mm.

2. Reagentes

2.1 — Acido acetil salicilico, Acofarma, > 99,0%.
2.2 — Acido salicilico, Acofarma, > 99,0%.

2.3 — Etanol absoluto, PA.

3. Preparacao das solucoes para calibraciao

3.1 - Acido acetilsalicilico (AAS)

3.1.1 - Solugdo stock de dcido acetilsalicilico: 0,9 g/L.

Pesar rigorosamente cerca de 0,09 g de 4cido acetilsalicilico. Registar a massa pesada.
Colocar num balao volumétrico de 100ml, adicionar etanol e colocar em agitacdo até

solubilizar. Aferir com etanol.

3.1.2 — Padrdes de AAS

Volume de Solugdo | Volume Total
Padrao Cpadrfio (g/ L)
stock 3.1.1 (ml) etanol (ml)
P, 1 25 0,0363
P, 2 25 0,0726
Ps 3 25 0,1090
Py 4 25 0,1453
Ps 5 25 0,1816
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3.2 - Acido salicilico (AS)

3.2.1 - Solugdo stock de é4cido salicilico: 0,2 g/L.

Pesar rigorosamente cerca de 0,02 g de 4cido salicilico. Registar a massa pesada.
Colocar num balao volumétrico de 100ml, adicionar etanol e colocar em agitacdo até

solubilizar. Aferir com etanol.

3.2.2 — Padroes de AS

Volume de Solucdo | Volume Total
Padrio Cpadrio (g/ L)
stock 3.2.1 (ml) etanol (ml)
P, 1 25 0,0084
P, 2 25 0,0167
P; 3 25 0,0251
P, 4 25 0,0334
Ps 5 25 0,0418

4. Preparacao da amostra
4.1- Pesar rigorosamente uma das por¢des de amostra, resultantes da divisao prévia da
amostra.

4.2- Dissolver em etanol, durante 2h.

5. Leituras no espectrofotometro de UV-Vis

5.1- Curva de calibracio AAS

5.1.1- Branco: Colocar etanol na célula de quartzo. Limpar muito bem a célula e colocar
no espectrofotometro. Fazer o varrimento do espectro do etanol com branco entre 800 e
200nm.

5.2.2 — Padrdes de AAS: Colocar o padrao de menor concentragdo, Py, na célula e fazer
a leitura na mesma gama de comprimento de onda do branco. Registar o valor das
absorvancias para 275nm e para 302nm. Repetir a leitura 3 vezes.

Repetir para os padroes P,, P3, P4 e Ps, tendo o cuidado de lavar a célula com o padrdo a

ler, entre cada leitura.
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5.2 - Curva de calibracdo AS

Repetir 0 5.1.1 e 5.2.2 para os padrdes de AS e registar os valores das absorvancias para
302nm e para 275nm. Repetir as leituras 3 vezes.

5.2 — Amostra

Repetir 5.1.1.

Colocar a amostra na célula, previamente passada por etanol.

Registar o valor da absorvancia para 275nm (referente ao AAS) e para 305nm (referente

ao AS). Repetir as leituras 3 vezes.

6. Calculos
6.1 — Tracar as curvas de calibracdo da absorvancia vs concentracdo para o AS e para o

AAS de acordo com 5.1 € 5.2.

6.2 — Célculo da concentracao de acido acetil salicilico na amostra

A resolucdo do sistema
Ag7s = daas275 Caas + das27s Cas
Aszo2 = dasz02 Cas

Onde,
Aj75 — absorvancia da amostra a 275nm
Ajzgp — absorvancia da amostra a 302nm
daas.27s - declive da recta de calibracg@o tragada com os padroes de AAS para 275nm
das275 - declive da recta de calibragdo tracada com os padrdes de AS para 275nm
das 302 - declive da recta de calibragdo tragada com os padrdes de AS para 302nm
Caas — concentracdo de AAS (g/L)
Cas - concentragao de AAS (g/L)

permite determinar as concentracdes de AAS e de AS.

A concentracdo total de AAS na amostra corresponde a soma destas duas

concentracoes, apds a conversao de Cas em Caas.

Caas total (/L) = Cans + Cas™180,14/138,123
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ANEXO IV
CURVAS de CALIBRACAO

IV.1 Aspirina em Etanol

Tabela IV.1- Absorvancias dos padrdes de AAS a 275 nm

Padroes | Caas(g/L) Abs (275) Abs méd(275)
1 0,03632 0,24051 0,24657 0,24288 0,24332
2 0,07264 0,47147 0,47294 0,47147 0,47196
3 0,10896 0,69934 0,69687 0,69872 0,69831
4 0,14528 0,92408 0,93245 0,91586 0,92413
5 0,18160 1,15536 1,14489 1,14317 1,14781
AAS (A=275) y = 6,3665x
RZ=0,9994
1,40
1,20 —
1,00
- &
£ 030 —
E 0,60 Sl
] 0.40 = /./
0,20 Ll
0,00 . . . .
0,000 0.050 0,100 0.150 0,200
c{s/L)
Fig.IV.1 - Calibracdo AAS (A=275)
IV.2 Acido salicilico em Etanol
Tabela IV.2.1- Absorvancias dos padrdes de AS a 302 nm
Padroes | Cas (g/L) Abs (302) Abs méd(302)
1 0,00836 0,22981 0,22981 0,22999 0,22987
2 0,01672 0,44898 0,44492 0,45102 0,44831
3 0,02508 0,66543 0,67219 0,66209 0,66657
4 0,03344 0,88984 0,88031 0,88744 0,88586
5 0,04180 1,09929 1,10452 1,10059 1,10147
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Tabela IV.2.2 - Absorvancias dos padrdes de AS a 275 nm

Padroes | Cas (g/L) Abs (275) Abs méd(275)
1 0,00836 0,04705 0,04610 0,04624 0,04646
2 0,01672 0,08853 0,08824 0,08720 0,08799
3 0,02508 0,12997 0,13177 0,13243 0,13139
4 0,03344 | 0,17560 0,17651 0,17615 0,17609
5 0,04180 0,21871 0,21951 0,21750 0,21857
AS (A=302) y=26,483x
R? = 0,9997
1,20
_*

1,00
0,80 /
0,60 /

0,40 /

0,20 /

0,00 : : : : .
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050

C{s/L)

Absarvancia

Fig.IV.2 - Calibragdo AS (A=303)

AS (A=275)  v-52497x
R?=0,9996

A

0,25

0,20 /
0,15

@
b
=
«T
c /
2 0,10
-]
< /
0,05 <
0,00 T T T T 1
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050

C(g/L)

Fig.IV.3- Calibracao AS (A\=275)

De IV.1 e de IV.2 resultam as seguintes equagdes que permitem determinar Caas € Cas:

A275 = 6,3665 CAAS + 5,2497 CAS
A3z = 26,483 Cys
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ANEXO V

Calculos da Eficiéncia da Encapsulacio e da aspirina encapsulada

Nas tabelas V.1 e V.2 sao apresentados os valores e os calculos para a determinagdo da
eficiéncia da encapsulacdo e percentagem de aspirina para as amostras 19, 20 e 2.

Tabela V.1- Calculos UV-Vis amostras 19, 20 e 2.

Cas (g/L) Caas (g/L) Caas (g/L)
amostra | c. onda | absorv. média A(275)=6,3665 | Caastou (g/L) = Cans +
A(302) = 26,483 Cas | Caas+52497 Cas | Cas*180,14/138,123

19 275 0,86415 0,1187 0,1456
302 0,54597 0,0206

20 275 0,92709 0,1196 0,1608
302 0,83582 0,0316

’ 275 1,10358 0,1482 0,1879
302 0,80607 0,0304

2 i 275 0,58135 0,0787 0,1974
) 302 0,40659 0,0154

Tabela V.2 — Célculos amostras 19, 20 e 2.

Ve ano m m amostra(g) microcap' m aas. encap'(g) E.E. asp.

Am. (ntﬂ)l (noACS (g)) (pesada para (g2) (no total das (%) ( ‘7[))
etanol UV-Vis) microcépsulas ) o o

19 50,00 0,00728 0,1186 0,9578 0,05880 13,31 6,14

20 50,00 0,00804 0,106 0,9655 0,07321 16,63 7,58

2 25,00 0,00493 0,094 0,2798 0,01469 8,53 5,25

Nas tabelas V.3 e V.4 sao apresentados os valores e os calculos para a determinagdo da
eficiéncia da encapsulacdo e percentagem de aspirina para as amostras 22, 23, 28, 29, 30
e 32.
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Tabela V.3 - Calculos UV-Vis amostras 22, 23, 28, 29, 30 e 32

. Cas (g/L) Caas (g/L) Caastota (g/L)
amostra | c. onda | absorv. média A(275) = 6,3665 | Caastoal (/L) = Cans +
A(302) =26,483 Cas | Caas +5,2497 Cag Cas*180,14/138,123
275 0,37803 0,0509 0,0643
23 302 0,27309 0,0103
275 0,63512 0,0903 0,1053
22 302 0,30481 0,0115
275 0,99126 0,1430 0,1631
28 302 0,40912 0,0154
275 0,43788 0,0620 0,0727
29 302 0,21859 0,0083
275 0,40416 0,0566 0,0675
30 302 0,22180 0,0084
275 0,88385 0,1220 0,2972
32 d2x 302 0,54054 0,0204
Tabela V.4 — Calculos amostras 23, 22, 28, 29, 30 € 32.
m amostra(g) microcap’ m Aas. encap'(g)
Am. Vetaiml m AGS (® (pesada para () (no total das EqE a‘syp.
(ml) (00 Vetanor) UV-Vis) microcépsulas ) (%) (%)
23 25,00 0,00161 0,0198 0,1735 0,01409 6,46 8,12
22 25,00 0,00263 0,0302 0,2859 0,02492 11,70 8,72
28 25,00 0,00408 0,0318 0,1967 0,02522 11,61 12,82
29 10,00 0,00073 0,0104 0,166 0,01161 5,40 6,99
30 25,00 0,00169 0,022 0,1627 0,01248 5,78 7,67
32 10,00 0,00297 0,0327 0,2868 0,02607 12,09 9,09
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ANEXO VI

Resultados da monitorizacao

Teste sem aspirina

tempo (min) dyp pm dsp pm dgy pm
0 6,932 41,019 102,626
5 7,268 40,391 99,286
10 7,356 40,232 97,272
15 7,454 40,321 97,354
20 9,816 69,971 1433,076
25 8,519 58,272 1367,766
30 7,667 48,789 1152,702
35 7,541 48,537 1090,910
40 7,134 42,016 127,902
45 7,072 39,148 99,722
50 7,366 40,296 100,902
55 7,567 41,268 101,740
60 7,721 41,782 101,514
65 7,828 42,088 101,362
70 7,998 42,997 103,246
75 8,058 43,068 101,984
80 8,139 43,418 103,356
85 8,172 43,258 101,726
90 8,264 43,698 102,865
95 8,347 44,033 103,776
100 8,397 43,693 101,635
105 8,501 44,076 103,133
110 8,569 44,373 104,242
115 8,575 44,465 103,543
120 8,608 44,503 104,387
125 8,645 44,671 103,309
130 8,968 47,1 117,551
135 8,796 45,487 107,361
140 9,003 47,166 115,455
145 9,060 47,68 116,022
150 9,290 49,899 130,645
155 9,468 51,824 141,714
160 9,423 51,985 137,097
165 9,728 55,151 161,998
170 9,679 55,503 157,728
175 9,675 56,252 161,479
180 9,961 59,635 204,754
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185 9,676 57,374 163,433
190 9,869 59,388 195,569
195 9,948 60,573 243,549
200 9,776 58,671 182,336
205 9,679 57,569 163,470
210 9,843 58,787 178,763
215 9,806 58,506 171,614
220 10,315 62,975 480,305
225 9,753 57,62 165,765
230 9,788 57,782 170,130
235 10,074 60,496 225,124
240 9,770 56,75 155,743
245 10,095 60,17 209,569
250 9,929 58,555 180,266
255 9,903 57,82 167,843
260 10,051 59,023 188,538
265 10,082 59,206 194,005
270 10,072 59,19 194,985
275 10,164 59,946 215,972
280 10,459 62,728 449,136
285 10,367 61,628 318,444
290 10,072 59,083 189,370
295 10,154 59,704 212,773
TESTE 22
tempo (min) | d;o pm dso pm dgo pm
0 0,082 0,210 4,407
5 0,138 23,153 60,848
10 1,053 44,023 85,104
15 31,558 59,754 102,253
20 0,082 0,215 31,629
25 0,099 0,487 829,083
30 0,151 48,799 734,266
35 2,622 75,647 308,746
40 35,501 92,314 283,238
45 48,294 94,643 219,581
50 53,692 98,243 230,758
55 54,627 98,309 219,613
60 55,165 99,156 228,364
65 54,507 98,216 233,199

TESTE 23

tempo (min) | d; pm dso pm dgo pm
0 0,088 0,261 37,44
5 0,395 41,827 104,987
10 27,139 61,969 123,184
15 34,445 69,969 125,422
20 0,246 945,374 | 1486,342
25 24,471 | 221,385 | 1449,61
30 15,454 106,852 | 1191,229
35 31,557 97,531 863,062
40 43,745 96,565 253,279
45 45,599 94,149 | 219,589
50 48,221 94,313 216,061
55 50,709 93,352 195,316
60 57,722 98,868 184,266
65 63,606 103,433 | 181,333
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70 57,869 103,486 | 270,792

75 66,870 112,933 | 221,616

80 75,606 122,901 222,759

85 80,355 129,186 | 238,874

90 86,093 147,723 | 1151,898
95 85,554 145,811 | 1176,457
100 86,311 146,848 | 1165,824
105 87,377 149,892 | 1118,37

110 86,100 146,687 1165,55

115 87,558 148,223 | 1100,427
120 86,502 144,574 | 1041,861
125 84,505 142,886 | 1116,981
130 86,606 146,336 | 1093,459
135 84,809 144,476 | 1161,739
140 86,961 149,530 | 1161,474
145 85,929 146,956 | 1139,37

150 79,067 150,485 | 1131,515
155 78,975 148,481 | 1110,803
160 80,030 155,016 | 1184,021
165 81,262 165,771 | 1236,513
170 86,634 156,478 | 1255,013
175 80,511 162,279 | 1223,099
180 77,586 146,924 | 1101,386
185 85,055 149,688 | 1189,663
190 78,778 154,498 | 1239,113
195 78,711 155,910 | 1219,881
200 77,826 149,768 | 1163,312
205 77,980 152,555 | 1166,654
210 78,316 157,085 | 1220,706
215 78,400 157,051 | 1196,278
220 77,260 149,494 | 1171,16

225 77,082 149,798 | 1160,134
230 76,017 144,695 | 1100,867
235 76,262 145,871 | 1053,811

70 70,239 107,797 | 166,471
75 74,707 113,419 | 172,334
80 78,007 122,167 | 190,766
85 81,086 122,588 | 185,319
90 80,389 125,551 | 195,143
95 82,188 128,199 | 199471
100 83,146 129,515 | 201,218
105 83,607 130,422 | 203,151
110 83,855 131,265 | 205,174
115 84,049 131,835 | 206,596
120 83,698 131,118 | 205,337
125 86,069 130,59 197,953
130 83,174 130,393 | 203,919
135 85,83 130,421 | 198,497
140 85,134 129,161 | 195,605
145 82,042 128,846 | 202,657
150 81,974 129,387 | 205,991
155 81,742 128,825 | 203,093
160 79,155 129,595 | 214,698
165 77,548 134,375 | 271,557
170 80,919 133,795 | 234,223
175 80,959 132,459 | 217,367
180 76,801 132,509 | 251,557
185 79,676 130,961 | 218,303
190 79,464 131,894 | 227,526
195 79,428 132,333 | 232,247
200 79,338 131,431 | 224,173
205 78,867 130,795 224,09

210 76,747 126,398 213,41

215 79,248 131,996 | 237,013
220 75,294 129,933 | 248,627
225 78,455 131,049 | 233,679
230 77,85 128,309 | 216,135
235 77,82 128,958 | 224,971
240 79,481 126,586 | 205,908
245 74,16 128,961 | 265,971
250 75,438 123,733 | 206,697
255 76,415 125,988 | 210,705
260 76,838 121,918 | 193,996
265 74,339 122,428 | 205,507
270 76,466 121,355 | 195,668
275 73,499 121,581 | 206,231
280 76,046 120,957 | 192,714
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TESTE 28
tempo (min) | d; pm dso pm dgo pm
0 0,081 0,206 2,944

5 0,156 26,071 114,449
10 0,557 46,905 149,562
15 6,401 59,953 217,597
20 0,093 0,344 | 1301,198
25 24,510 | 1213911 | 1610,332
30 91,895 | 1205,285 | 1582,164
35 61,813 | 1178,699 | 1582,331
40 75,304 | 1187,600 | 1585,355
45 1025,752 | 1360,490 | 1708,094
50 612,317 | 949,510 | 1506,225
55 589,800 | 849,403 | 1241,562
60 541,236 | 776,826 | 1118,518
65 520,422 | 747,185 | 1078,053
70 525,281 | 735,506 | 1034,824
75 528,981 | 740,735 | 1041,738
80 535,460 | 731,612 | 1002,951
85 535,135 | 730,859 | 1001,366
90 552,662 | 735,094 | 988,452
95 552,576 | 734,857 | 987,764
100 548,797 | 735,884 | 989,551
105 552,904 | 735,012 | 987,326

110 545,561 | 724,961 972,74
115 550,289 | 731,294 | 981,708
120 552,740 | 734,336 | 985,579
125 551,863 | 739,455 | 993,275
130 555,657 | 744,736 | 1000,191
135 559,272 | 748,950 | 1004,339
140 562,414 | 752,938 | 1008,983
145 569,244 | 761,068 | 1018,529
150 578,702 | 771,524 | 1029,74
155 587,830 | 780,906 | 1040,126
160 599,607 | 792,259 | 1046,521
165 611,745 | 805,040 | 1062,575
170 620,580 | 815,570 | 1077,881
175 633,368 | 830,743 | 1100,987
180 641,382 | 840,299 | 1113,798

285 73,553 121,115 | 202,224
290 75,462 120,121 | 191,312
295 77,566 128,183 | 191,312
TESTE 29
tempo (min) | d;p pm dso pm dgo pm
0 0,081 0,202 1,753
5 0,142 23,872 60,308
10 0,695 46,887 85,734
15 33,737 61,663 103,014
20 61,212 801,775 | 1320,527
25 0,192 95,452 | 1029,714
30 43,447 579,524 | 1059,868
35 532,393 | 743,779 | 1016,724
40 477,807 | 666,077 | 903,123
45 448,775 | 624,814 | 841,024
50 444,373 | 624,472 | 847,944
55 440,231 | 626,103 | 864,729
60 436,499 | 629,219 | 882,478
65 434,715 | 631,039 | 891,116
70 433,022 | 640,135 | 925,711
75 431,435 | 648,977 | 961,393
80 427,454 | 654,109 | 988,417
85 425,587 | 661,783 | 1021,518
90 426,409 | 672,922 | 1061,550
95 423427 | 672,701 | 1069,749
100 423,274 | 675,113 | 1078,759
105 423,700 | 677,965 | 1086,799
110 423,763 | 681,162 | 1096,614
115 423,153 | 680,673 | 1096,943
120 423,152 | 677,207 | 1086,357
125 422,852 | 674,221 | 1077,389
130 421,801 | 673,322 | 1077,669
135 421,766 | 666,260 | 1050,807
140 424,426 | 660,256 | 1019,936
145 425,044 | 651,046 | 984,654
150 426,385 | 648,048 | 974,826
155 427,597 | 643,235 | 952,800
160 429,017 | 638,984 | 933,811
165 430,696 | 635,196 | 914,578
170 432,934 | 631,868 | 897,288
175 436,837 | 630,537 | 885,105
180 440,697 | 630,798 | 877,704
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185 657,957 | 864,412 | 1154,054
190 685,647 | 909,984 | 1219,343
195 716,817 | 951,690 | 1284,709
200 725,761 | 964,153 1304,8
205 730,639 | 970,692 | 1314,447
210 731,359 | 971,673 | 1315,724
215 733,872 | 975,354 | 1320,946
220 732,485 | 973,309 | 1317,857
225 735,890 | 978,468 | 1325,409
230 736,084 | 978,799 | 1325931
235 740,823 | 985,634 | 1335,36
240 745,431 | 992,078 | 134431
245 750,086 | 998,803 | 1353,202
250 747,563 | 1003,789 | 1360,2
255 751,074 | 1008,935 | 1366,346
260 754,550 | 1013,823 | 1371,939
265 761,312 | 1022,815 | 1382,089
270 765,973 | 1028,506 | 1388,127
275 773,419 | 1037,521 | 1397,255
280 780,419 | 1044,896 | 139942
285 789,743 | 1055,259| 1410,81
290 807,145 | 1073917 | 1431,575
295 822,955 | 1092,221 | 1447,286

TESTE 30

tempo(min) | d;o um dso um dgg um
0 0,119 82,366 | 1250,059
5 2,312 53,383 155,817
10 26,594 70,794 156,168
15 40,813 80,476 173,326
20 594,854 | 981,112 | 1559,600
25 987,597 | 1308,755 | 1644,842
30 1029,974 | 1343,834 | 1666,098
35 111,049 1207,859 | 1596,436
40 66,915 1133911 1577,173
45 79,738 1167,634 | 1581,398
50 75,672 1167,068 | 1601,153
55 83,359 1182,460 | 1597,164

185 445,265 | 631,455 | 869,692
190 447,366 | 631,512 | 865,390
195 449,536 | 630,398 | 855,382
200 452,380 | 631,349 | 852,739
205 463,149 | 644,385 | 868,751
210 477,951 | 666,602 | 904,369
215 490,073 | 683,361 | 925,036
220 510,145 | 709,898 | 958,206
225 534,740 | 742,747 | 1004,451
230 552,575 | 769,431 | 1048,191
235 557,221 | 781,217 | 1069,655
240 99,152 666,603 | 1071,770
245 94,999 651,014 | 1135,402
250 93,104 632,894 | 1153,073
255 95,885 668,659 | 1203,222
260 93,547 657,804 | 1250,019
265 92,720 680,565 | 1327,395

TESTE 32

tempo(min) | d;p um dsp pm dgo pm
0 0,081 0,205 2,391
5 0,135 20,503 60,142
10 0,394 40,278 79,549
15 9,801 50,848 89,730
20 0,259 78,862 | 1392,321
25 0,150 50,117 | 1150,441
30 0,158 44,523 944,933
35 0,217 52,021 872,947
40 5,131 73,021 | 1162,967
45 36,118 94,985 | 1363,570
50 99,868 | 1270,973 | 1633,913
55 1038,881 | 1349,346 | 1668,858
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60 1007,405 | 1340,069 | 1693,293
65 746,750 | 1109,936 | 1604,948
70 680,228 | 1041,373 | 1580,001
75 662,562 | 934,772 | 1355,908
80 665,003 | 891,930 | 1212,846
85 650,714 | 867,541 | 1169,752
90 654,128 | 863,600 | 1160,948
95 653,704 | 862,823 | 1159,374
100 651,559 | 858,671 | 1150,578
105 649,729 | 855,151 | 1143,247
110 648,846 | 854,069 | 1143,578
115 648,941 | 854,002 | 1143,098
120 649,483 | 854,896 | 1144,703
125 650,324 | 856,560 | 1146,290
130 649,868 | 855,354 | 1143,406
135 652,283 | 859,859 | 1152,608
140 652,499 | 859,958 | 1152,377
145 651,141 | 867,631 | 1168,087
150 652,545 | 869,736 | 1171,489
155 651,645 | 857,853 | 1147,175
160 650,651 | 865,680 | 1162,734
165 667,129 | 891,877 | 1202,524
170 677,351 | 906,548 | 1227,625
175 711,649 | 954,321 | 1308,926
180 731,838 | 989,392 | 1353,889
185 786,821 | 1069,686 | 1440,919
190 868,085 | 1169,905 | 1549,842
195 984,487 | 1297,696 | 1635,038
200 1021,277 | 1334,992 | 1660,077
205 1062,582 | 1370,619 | 1685,979
210 1069,414 | 1375,425 | 1689,686

60 82,167 1172,649 | 1604,648
65 79,087 1052,012 | 1565,929
70 80,637 896,209 1532,032
75 85,755 250,167 1525,007
80 88,138 194,327 1490,578
85 90,145 232,422 1517,895
90 92,491 206,101 1478,307
95 93,817 214,242 1484,510
100 92,598 192,662 1458,679
105 93,400 197,098 1461,937
110 93,759 198,334 1441,680
115 93,802 201,675 1444,902
120 94,412 211,705 1477,154
125 91,865 969,901 1537,696
130 90,778 905,825 1531,135
135 90,481 945,133 1550,528
140 96,734 1073,298 | 1556,721
145 94,212 975,228 1543,778
150 93,839 191,036 1420,119
155 96,730 1025,833 | 1547,635
160 141,116 1225,083 | 1595,817
165 127,800 1215,695 | 1606,072
170 166,246 1236,967 | 1606,614
175 159,060 1232,269 | 1604,063
180 139,450 1231,581 | 1612,243
185 152,034 1223,218 | 1593,260
190 143,533 1220,269 | 1592,909
195 174,446 1243,661 | 1609,785
200 161,677 1234,271 | 1605,114
205 167,265 1238,047 | 1607,104
210 153,682 1225,549 | 1593,684
215 207,642 1250,249 | 1612,109
220 191,059 1262,310 | 1624,840
225 181,105 1260,854 | 1624,640
230 214,447 1250,447 | 1612,065
235 196,820 1263,596 | 1625,391
240 181,902 1245,538 | 1610,358

123




Monitorizacio da cinética de formacao de microcapsulas usando uma técnica de dispersao de luz.

ANEXO VII

Graficos de distribuicio de Potencial Zeta
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Grafico VII.1 - Potencial zeta da etilcelulose
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Griéfico VIL.2 - Potencial zeta da aspirina
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Potencial zeta das amostras
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Zeta Potential Distribution
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Zeta Potential Distribution
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Grafico VIIL.9 - Potencial zeta da amostra 29
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Grafico VII.10 - Potencial zeta da amostra 30
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ANEXO VIII

Curvas de distribuicao de tamanhos

Partacke Size Divtribution
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—Teste 19R, 14 March 2012 12:41:21 —Teste 19R, 14 March 2012 12:42:17
—Teste 19R, 14 March 2012 12:43:12 —Teste 19R, 14 March 2012 12:44:08

Fig.VIIL.1 - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 19 sem ultrassons.
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—Teste 19R, 14 March 2012 12:45:35
—Teste 19R, 14 March 2012 12:47:26

—Teste 19R, 14 March 2012 12:46:30
—Teste 19R, 14 March 2012 12:48:22

Fig.VIIL.2 - Representagdo da distribui¢do de tamanhos teste 19 com ultrassons.
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—Teste 20R, 14 March 2012 13:06:48 —Teste 20R, 14 March 2012 13:07:43
—Teste 20R, 14 March 2012 13:08:38 —Teste 20R, 14 March 2012 13:09:34

Fig.VIIL3 - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 20 sem ultrassons.
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Parbicke Soé Dadribubon
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—Teste 20R, 14 March 2012 13:11:51 —Teste 20R, 14 March 2012 13:12:46
—Teste 20R, 14 March 2012 13:13:42 —Teste 20R, 14 March 2012 13:14:37

Fig.VIIL4 - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 20 com ultrassons.
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—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:28:20
—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:29:16

Fig.VIILS - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 2 sem ultrassons.
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—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:30:36
—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:31:32
—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:32:27
—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:33:59
—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:34:55
—teste fi=0,02 Tamanhos, quarta-feira, 23 de Maio de 2012 09:35:50

Fig.VIIL.6 - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 2 com ultrassons.
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Parbidle Size Distmbubon
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—tamanho teste 22M, segunda-feira, 2 de Julho de 2012 19:07:09
—tamanho teste 22M, segunda-feira, 2 de Julho de 2012 19:08:04
—tamanho teste 22N, segunda-feira, 2 de Julho de 2012 19:09:00

Fig.VIIL.7 - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 22 sem ultrassons.
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—tamanho teste 22N, segunda-feira, 2 de Julho de 2012 19:13:36
—tamanho teste 22N, segunda-feira, 2 de Julho de 2012 19:14:31

Fig.VIIL.8 - Representagdo da distribuicdo de tamanhos teste 22 com ultrassons.
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—tamanhos 23 R, sexta-feira, 6 de Julho de 2012 10:12:53
—tamanhos 23 R, sexta-feira, 6 de Julho de 2012 10:13:49
—tamanhos 23 R, sexta-feira, 6 de Julho de 2012 10:14:45

Fig.VIIL.9 - Representagdo da distribuicdo de tamanhos teste 23 sem ultrassons.
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Partice Sire Distribution
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Fig.VIIL.10 - Representacdo da distribuicdo de tamanhos teste 23 com ultrassons.
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Fig.VIIIL.11 - Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 28 sem ultrassons.
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Fig.VIII.12 - Representacdo da distribuicdo de tamanhos teste 28 com ultrassons.
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Fig.VIIL.13 - Representacao da distribui¢do de tamanhos teste 29 sem ultrassons.
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Fig.VIII.14 - Representacdo da distribuicdo de tamanhos teste 29 com ultrassons.
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Fig.VIIL.15 - Representacdo da distribuicdo de tamanhos teste 30 sem ultrassons.
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Fig.VIIL.16 - Representacdo da distribuicdo de tamanhos teste 30 com ultrassons.
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Fig.VIIL.16 - Representacao da distribui¢do de tamanhos teste 32 sem ultrassons.
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Fig.VIII.17- Representacdo da distribui¢do de tamanhos teste 32 com ultrassons.
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