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Resumo

A microencapsulacdo €é bastante utilizada na indlstria alimentar, cosmética e
farmacéutica. Nesta Gltima, a microencapsulacao € utilizada na administracdo de farmacos. A
sua utilizagdo permite a libertagdo controlada e localizada do principio ativo. A encapsulacéo
por evaporacdo de solvente apresenta-se como uma técnica simples e reprodutivel que, por
isso, é frequentemente utilizada no fabrico de microcapsulas.

Apesar de ser conveniente monitorizar este tipo de processos em tempo real, isso nao é
préatica habitual na inddstria, visto que a aplicacdo de instrumentos desenvolvidos para a
aplicacdo em laboratdrio apresenta uma dificil adaptacdo ao ambiente industrial.

A difragdo laser, apesar de pouco aplicada na monitorizacdo da encapsulacdo por
evaporacao de solvente, aparenta ser uma técnica promissora na monitorizacdo de tamanhos
de particulas deste tipo de processos (Rodrigues 2012, Lima 2016). Com base nesta técnica,
estudou-se a monitorizacdo online de um processo de encapsulacdo por evaporacdo de
solvente de Ibuprofeno em Etilcelulose.

A técnica revelou-se, de forma geral, reprodutivel, existindo grande concordancia,
sobretudo, na localizacdo do pico principal da distribuicdo. Em vérios ensaios, verificou-se a
existéncia de um pico secundario, que ndo corresponde (pelo menos na totalidade) a entidades
presente na emulsao.

Em suma, concluiu-se que, apesar de algumas limitacBes da técnica, € possivel
monitorizar a evolugdo de tamanhos de um processo de encapsulacdo por evaporacdo do
solvente atraves da técnica de difragdo laser.



Vi



Abstract

Microencapsulation is a technique widely used in food, cosmetics and pharmaceutical
industry. In the last one, microencapsulation is used for drug administration. It allows the
controlled and localized release of the active ingredient. Solvent evaporation encapsulation,
thanks to its simplicity and reproducibility is a standard technique in microcapsules
production.

Although real-time monitoring of this kind of processes is much needed in powder
processing, it is currently not widely applied in process industries as most particle sizing
instruments are too complicated to implement in an industrial environment.

Laser diffraction, although not being widely applied in online monitoring of solvent
evaporation encapsulation, is a promising technique in particle sizing monitoring for this kind
of processes (Rodrigues 2012, Lima 2016). Using laser diffraction, one has studied the online
monitoring of the encapsulation process of Ibuprofen in Ethylcellulose.

Laser diffraction revealed itself, in most cases, to lead to reproducible results. The
localization of the main peak of the particle size distribution has shown high level of
agreement. In some experiments, particle size distribution exhibited a secondary peak that
was not caused (at least, not entirely) by particles present in the dispersion.

One has concluded that, despite some limitations, it's possible to monitor the particle
evolution size of a solvent evaporation encapsulation process using a laser diffraction
technique.
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1. Apresentagdo do problema e objetivos

A simplicidade e reprodutibilidade da encapsulacdo por evaporacao de solvente fazem
com que a técnica seja amplamente aplicada no revestimento de uma vasta gama de
compostos. A formulacdo utilizada influencia as diversas caracteristicas do produto final.
Entre elas, o didmetro é um parametro preponderante no desempenho da particula.

O diametro, apesar de ser determinante na aplicacdo de particulas para fins terapéuticos,
ndo €, usualmente, monitorizado ao longo do processo de fabrico. Esta lacuna encontra-se
intimamente relacionada com o facto da maioria das técnicas de medi¢do de tamanhos ser
dificil de implementar na medicéo online de processos a nivel industrial. O acompanhamento
da evolucdo do diametro das particulas permitiria compreender melhor a cinética de
solidificacdo das mesmas, garantir que o processo decorre de forma controlada e entender a
influéncia dos varios parametros operatorios nas caracteristicas do produto final.

Apesar do referido anteriormente, a area da monitorizacdo em tempo real de um
processo de encapsulacdo por evaporagdo de solvente apresenta-se como uma area pouco
estudada. A partir da literatura consultada, verificou-se que o Focused Beam Reflectance
Measurement se apresenta como a principal técnica aplicada neste ambito. Verificou-se, por
outro lado, que ha referéncias da utilizagdo de outras técnicas de medi¢Ges de tamanhos
(Space Filtering, técnicas ultrassonicas e difracdo laser) na monitorizacdo de processos que
envolvem material particulado. Como apurado em Rodrigues (2012) e Lima (2016), a técnica
de difracdo laser apresenta potencial para ser aplicada em processos de encapsulacdo por
evaporacdo de solvente. Assim, o objetivo principal do presente trabalho consiste na
confirmacdo da viabilidade da utilizacdo da técnica de difracdo laser para monitorizar este
tipo de microencapsulacéo.

Deste modo, neste trabalho, optou-se por estudar um processo de encapsulacdo por
evaporacdo de solvente de Ibuprofeno em Etilcelulose, monitorizando-se o tamanho das
goticulas/particulas presentes no sistema ao longo do tempo. Primeiramente, procurou-se
desenvolver uma formulacdo base que produzisse resultados satisfatorios. A partir desta,
optou-se por estudar a influéncia de certos pardmetros no processo: fracdo volumétrica da fase
dispersa, velocidade de agitagdo e concentracdo de surfatante. Pretende-se que o conjunto de
ensaios realizados permita aferir, com base nos estudos preliminares efetuados, sobre a
aplicabilidade da técnica de difracdo laser na monitorizacdo online de um processo de
microencapsulacdo por evaporacdo de solvente. Pretende-se ainda confirmar se esta técnica
permite avaliar a influéncia de varios pardmetros operatérios no processo de
microencapsulacdo (cinética e caracteristicas do produto final).






2. Reviséo Bibliografica
2.1. Microencapsulagao
A microencapsulagdo € um processo que permite revestir sélidos, liquidos (solugdes,
emuls@es e suspensdes) ou gases atraves da formacdo de um fino revestimento inerte em redor
da substancia em causa. Consoante o método utilizado, a microencapsulacdo pode produzir
particulas desde as centenas de nanémetros até poucos milimetros (Silva et al. 2003, Ansari et
al. 2012, Silva et al. 2014). Considera-se que a "verdadeira" encapsulagdo corresponde a
formacdo de uma membrana sélida em redor de um Unico ndcleo liquido (Poncelet et al.
2006). Contudo, o termo é aplicado a diferentes tipos de estruturas, como ilustrado na Figura
1. As microcapsulas podem ser classificadas em mononucleares, quando apresentam um anico
nacleo central; polinucleares, quando possuem Varios nicleos no interior da particula e tipo
matriz, quando todo o material da esfera se encontra disperso no seu interior.

Microcapsula

/ -

Mononuclear Polinuclear Tlpo matriz

©@

Figura 1. Classificacdo das microparticulas em fungédo da sua estrutura interna (adaptado de Ghosh (2006))

As particulas podem também obter classificacdo consoante 0 seu tamanho. Quando
apresentam tamanhos inferiores a 1 um, sdo consideradas nanoparticulas. Ja quando possuem
didmetros até 1 mm sdo classificadas como microparticulas. Finalmente, para tamanhos
superiores, sdo consideradas macrocapsulas (Poncelet et al. 2006).

Na industria farmacéutica, utiliza-se a microencapsulacdo para a preparacao de capsulas
contendo ingredientes ativos, tendo sido utilizada pela primeira vez nos anos 30 do século XX
quando Bungen burg de Jong e Kan utilizaram a técnica de coacervacao para a producgéo de
capsulas de gelatina (Tiwaria & Verma 2011, Ansari et al. 2012). A microencapsulagio
permite revestir uma vasta gama de compostos, desde pequenas moléculas até moléculas
complexas como peptideos ou ADN.

Vérias sdo as razbes que motivam a utilizagdo da microencapsulagdo de principios
ativos na industria farmacéutica (Poncelet et al. 2006, Ghosh 2006, Silva et al. 2003, Jyothi et
al. 2010, Ansari et al. 2012, Venkatesan et al. 2009):

e Imobilizagdo, ou seja, limitar o contacto entre certos componentes de um
sistema;



e Oferecer protecdo se o farmaco é fisica, fisico-quimica ou mecanicamente
sensivel ou instavel e necessita de ser protegido do meio onde é inserido;

e Eliminacdo de efeitos secundarios, como irritacdo gastrica, provocados por
alguns farmacos;

e Controlo/reducédo da volatilidade do farmaco;

e Reducédo da higroscopia do material encapsulado;

e Libertacdo controlada e localizada do encapsulado, isto €, com uma cinética bem
controlada;

e Manuseamento seguro de compostos toxicos;

e Mascaramento de sabores ou odores desagradaveis;

e Estruturacdo do farmaco, que pode passar por transformar um componente
liquido num pd, que é mais facilmente utilizado na indUstria;

e Funcionalizacdo através da manipulacdo das caracteristicas da membrana, que
respondendo a estimulos do meio, altera a sua permeabilidade.

Para que o material encapsulado seja posteriormente libertado é necessério que exista
uma alteracdo na membrana que o envolve. Deste modo, os mecanismos de libertacdo de
farmaco podem-se dividir em mecéanicos, térmicos, de dissolugdo e quimicos (Silva et al.
2014).

2.2. Técnicas de microencapsulacdo

Uma técnica de encapsulacdo de sucesso devera ser simples, rapida, reprodutivel, facil
de ser adaptada a uma escala industrial e ser o0 menos dependente possivel das propriedades
dos materiais utilizados. E desejavel que as microcapsulas incorporem concentracdes elevadas
de farmaco, apresentem estruturas estdveis com tamanhos definidos e com libertagdo
controlada e prolongada do principio ativo.

Estdo atualmente desenvolvidas inimeras técnicas, baseadas em diferentes principios,
para a realizacdo da microencapsulacdo. O desempenho da particula depende ndo s6 dos
materiais utilizados, como também das propriedades estruturais da mesma. Assim, consoante
0 principio ativo que se pretende encapsular e as propriedades desejadas para a particulas,
existe para cada farmaco um determinado método assim como uma formulagdo mais
adequados por forma a se atingir o produto final desejado. As técnicas podem ser divididas
em processos quimicos, fisico-quimicos ou fisico-mecénicos. De seguida, serdo destacadas
algumas destas técnicas de encapsulagéo.



2.2.1 Processos quimicos

Polimerizacéao interfacial

O material liquido do ndcleo, contendo um mondmero dissolvido, é disperso numa fase
aquosa. O co-monOmero é entdo adicionado a fase continua, resultando numa rapida
polimerizacdo na interface da goticula, gerando uma cépsula solida que envolve o nucleo
(Poncelet et al. 2006, Jyothi et al. 2010).

Polimerizagéo in-situ

De forma semelhante a técnica anterior, a formacgdo do revestimento ocorre devido a um
processo de polimerizacdo. Contudo, 0 mecanismo para a sua formacdo € distinto. Na
polimerizacdo in-situ, é adicionado um pré-polimero de baixo peso molecular ao reator que
vai crescendo e depositando-se na superficie do nucleo ao longo do tempo, gerando assim
uma capsula sélida (Jyothi et al. 2010).

2.2.2. Processos fisico-quimicos

Microencapsulacéo por Coacervacao

A coacervacdo baseia-se na deposicdo de um polimero na superficie do material a
encapsular através de alteragdes fisico-quimicas no meio. E considerado o primeiro processo
de microencapsulacao adaptado a producdo industrial (Servat et al. 2010, Aloys et al. (2016).

O material do ndcleo é inicialmente disperso numa solucéo polimérica. De seguida, déa-
se a separagéo da disperséo inicial em trés fases distintas: a do material a encapsular, a da fase
continua (rica no solvente do polimero) e uma segunda fase liquida (coacervado) muito
concentrada em polimero. Este processo de separacdo pode ser fomentado por diversos
fatores, como a alteracdo de temperatura, alteracdo de pH, adicdo de um nédo-solvente, etc. O
coacervado tera tendéncia para se depositar na superficie do encapsulado e, por fim,
solidificar, geralmente por cross-linking (Poncelet 2006, Jyothi et al. 2010, Servat et al. 2010,
Silva et al. 2014).

Microencapsulagio por multicamada de polieletrolitos

Também denominada Layer-by-layer assembly (L-B-L), nesta técnica as microcapsulas
sdo produzidas mergulhando sucessivamente o nucleo solido num polieletrélito carregado
positiva ou negativamente. O polielectrolito deposita-se a superficie do encapsulado,
originando-se deste modo particulas com estrutura mononuclear e tamanho controlado. A L-
B-L apresenta-se como um processo versatil e simples, podendo-se controlar a espessura do
encapsulante variando o numero de imersdes da particula (Ghosh 2006).



2.2.3. Processos fisico-mecanicos

Microencapsulacéo por Spray-drying

O Spray-drying apresenta-se como uma técnica de encapsulacdo relativamente
econOmica, bastante utilizada no revestimento de dleos e fragrancias. Primeiramente, 0
material do ndcleo é disperso numa solucdo polimérica. A dispersdo é de seguida pulverizada
numacam  ara. A elevada temperatura no seu interior provoca a evaporagédo do solvente do
encapsulante, que acaba por se solidificar em volta do farmaco, obtendo-se microcapsulas
polinucleares ou tipo matriz. Permite obter particulas esféricas e uniformes, com producédo
continua de elevadas quantidades de material (Ghosh 2006, Poncelet et al. 2006, Jyothi et al.
2010, Servat et al. 2010, Silva et al. 2014).

Microencapsulacéo por Spray-congealing

De forma semelhante ao Spray-drying, o material encapsulado é disperso no polimero.
Contudo, este Gltimo encontra-se liquefeito e ndo em solucdo. Depois da pulverizacdo, a
corrente fria que atravessa a cdmara conduz, por abaixamento da temperatura, a solidificacdo
do polimero sobre o material do ndcleo. Ceras, &cidos gordos e polimeros com temperatura de
transicdo vitrea baixa sdo bastante aplicados no Spray-congealing (Jyothi et al. 2010).

Microencapsulagéo por leito fluidizado

Nesta técnica, uma solugdo que contém o material do revestimento é injetada num leito
fluidizado do material a encapsular, formando-se um revestimento sélido sobre o material do
nacleo através da evaporacdo do solvente do polimero. A técnica permite controlar
convenientemente a espessura do involucro. Este processo pode ser aplicado através de
injecdo pelo topo, pela base ou tangencialmente ao leito (Ghosh 2006, Poncelet et al. 2006,
Jyothi et al. 2010).

As técnicas apresentadas anteriormente (assim com a microencapsulacdo por
evaporacao de solvente que sera apresentada de seguida) e os seus principios de encapsulacéo
encontram-se sintetizadas na Tabela 1.



Tabela 1. Principio de encapsulacéo de algumas das principais técnicas de encapsulacio
Tipo de processos | Nome da técnica Principio de encapsulagao

Co-polimerizacdo a superficie do material
do nucleo.

Crescimento de um pré-polimero de baixo
peso molecular na superficie do nucleo

Polimerizacdo interfacial
Quimicos
Polimerizacéo in-situ

Separacdo da um fase liquida numa fase rica
em polimero (coacervado) e noutra rica em
solvente. A primeira deposita-se no nucleo e
solidifica.

Deposicdo de polieletrolitos na superficie
do material do nucleo.

Coacervacao
Fisico-quimicos

Layer-by-layer assembly

Precipitacdo de polimero sobre a superficie
do nucleo por evaporagdo do solvente.
Solidificacdo de polimero previamente
Spray-congealing fundido sobre a superficie do nudcleo por
abaixamento de temperatura.

Fisico-mecanicos Pulverizacdo de uma solucdo polimérica

. - num leito fluidizado do material do nucleo.
Leito fluidizado . g <

O polimero solidifica por evaporagdo do

solvente.
Precipitacdo do polimero por evaporagdo do
solvente onde estava solubilizado

Spray-drying

Evaporagédo de solvente

2.3. Microencapsulacado por emulsificacdo/evaporacao de solvente
A microencapsulacao por evaporacao de solvente baseia-se na precipitacdo do polimero
devido a eliminagdo do solvente onde se encontra inicialmente dissolvido. E composto por 4
passos principais: incorporagdo do principio ativo, formacdo de goticulas, remocdo do
solvente e secagem.

Incorporacdo do principio ativo

Este primeiro passo consiste em adicionar o farmaco a uma solucéo polimérica. Desta
etapa, pode-se obter uma dispersdo (quando o farmaco, no estado sélido, é suspenso na
solucdo polimérica), solucdo (quando tanto o polimero como o principio ativo se encontram
solubilizados num solvente comum) ou emulsdo (quando uma solucdo de farmaco é
emulsionada na solugdo polimérica). Esta etapa necessita de agitagdo ou sonificacdo para
homogeneizar a mistura de componentes.

Formacéo de goticulas

De seguida, da-se a formacdo de goticulas. Este apresenta-se como um passo de
importancia capital, uma vez que determina o tamanho das microcapsulas resultantes. O
didmetro das particulas é uma caracteristica fundamental, uma vez que influencia a eficiéncia
de encapsulacdo e a cinética de libertagdo do farmaco (Ansari et al. 2012). Para além da
simples agitacdo mecanica, as goticulas podem ser formadas através de outros procedimentos:
static mixers, extrusao e gotejamento.



Static Mixers

Tem existindo um crescente interesse em equipamentos continuos, especialmente nos
stactic mixers. Estes baseiam-se na insercdo de um conjunto de chicanas ou outro conjunto de
obstaculos ao escoamento no interior de tubos. Esta conformacdo permite a repetida divisdo e
aglomeracdo da corrente que atravessa o tubo. Os static mixers, para além de permitirem uma
operacdo continua, apresentam vantagens de eficiéncia de mistura e scale-up relativamente ao
reator continuo perfeitamente agitado (CSTR). Na Figura 2, encontra-se esquematizado um
processo de encapsulacdo com static mixers (Freitas et al. 2005, Poncelet et al. 2006, Tiwaria
& Verma 2011, Ansari et al. 2012).

Farniaco fommes : Faze continua ou agente de
| extracao (opcional)
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Figura 2. llustracd@o esquematica de um processo de encapsulagdo com
formacao de goticulas através de static mixers (adaptado deTiwaria &
Verma (2011))

Suspenszio

Extruséo

As goticulas podem também ser formadas por extrusdo. Neste procedimento, o
escoamento da fase interna é realizado por pequenos canais até que a descarregam na fase
continua, formando-se descontinuamente goticulas a saida desses canais. Devido a isso, 0
momento em que as duas fases se misturam € determinante no tamanho das particulas obtidas.
Este procedimento baseia-se no escoamento em regime laminar, contrariamente ao static
mixer cujo regime turbulento provoca uma alteracdo no tamanho de goticulas ao longo do
comprimento do misturador. Desta forma, a extrusdo permite um tamanho de microesferas
mais uniforme e controlado (Freitas et al. 2005, Poncelet et al. 2006, Tiwaria & Verma 2011,
Ansari et al. 2012).

Gotejamento
Finalmente, as goticulas podem ser formadas por gotejamento da fase dispersa na fase

continua através de uma agulha. O gotejamento envolve a aplicacdo um campo elétrico a fase
dispersa que, devido ao efeito das forcas electroestaticas, se separa da agulha (Poncelet et al.
2006, Tiwaria & Verma 2011, Ansari et al. 2012).
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Figura 3. llustragdo esquematica de um processo
de encapsulagdo com formacao de goticulas por
gotejamento (adaptado de Freitas et al. (2005))

Remocao do solvente

O terceiro passo desta técnica corresponde a evaporacdo ou extracdo do solvente. Para
ambos 0s casos, € importante que o solvente seja ligeiramente soltvel na fase continua para
que seja removido da fase dispersa e o polimero possa precipitar. A remocao de solvente por
extracdo permite obter particulas mais regulares, com menor didmetro e com distribuicdes
mais estreitas. Contudo, a remoc¢do mais rapida associada a extracdo faz com que as particulas
apresentem maior porosidade, o que aumenta a libertacdo inicial exagerada (efeito burst) do
farmaco (Silva et al. 2003). Este passo pode decorrer com o auxilio de aguecimento ou
reducdo de presséo.

Secagem

Finalmente, as particulas sélidas s@o recolhidas por filtracdo ou centrifugacao e lavadas
com solventes apropriados que permitem retirar eventuais impurezas (como surfatante ou
farmaco ndo encapsulado). Posteriormente, as microcapsulas sdo secas a temperaturas
elevadas ou pressdo reduzida, retirando-se eventuais quantidades de solvente ou fase continua,
de modo a se obter o material particulado.

Estratégias de encapsulacéo por evaporacao de solvente

Consoante o tipo e caracteristicas dos materiais a utilizar, pode-se realizar o processo de
encapsulacdo partindo de diferentes tipos de emulséo. O sistema oil-in-water (o/w) tem-se
vindo a revelar eficaz quando aplicado a farmacos ndo solGveis em &gua. Este tipo de
emulsdo, uma vez que utiliza agua como fase continua, apresenta-se Como um processo mais
econdmico, que ndo necessita de métodos de reaproveitamento da fase externa, produzindo
particulas facilmente lavaveis e com menor aglomeracdo (Silva et al. 2003). Por vezes, é
necessario a adicdo de um co-solvente, como o Metanol ou o Etanol, a fase orgéanica, quando
esta ndo consegue solubilizar o farmaco.



Quando se dispersa 0 encapsulado no estado sélido no seio da fase organica, como
sucede em Maa & Hsu (1996), a emulsdo é denominada solid-in-oil-in-water (s/o/w).

Um dos maiores problemas associados ao sistema o/w prende-se com a sua aplicacéo a
farmacos solUveis em &gua, que apresentam eficiéncias de encapsulacdo demasiado baixas.
Devido a isso, desenvolveu-se o sistema com multipla emulsdo water-in-oil-in-water
(wi/o/w,). A utilizagdo de uma fase aquosa externa encontra justificacdo na dificuldade em
eliminar fluidos hidrofébicos das microcépsulas finais, que podem até causar a ocorréncia de
residuos indesejaveis no produto final (Freitas et al. 2005). Nesta emulsdo multipla, o farmaco
é dissolvido numa primeira fase aquosa que é depois emulsionada na fase organica que
contém o polimero. Finalmente, a emulsdo priméria (w1/0) € dispersa numa fase aquosa
externa e, sob agitacéo, segue-se a etapa de remocao do solvente (Ansari et al. 2012).

Existem outros tipos de emulsdes multiplas, como water-in-oil-in-oil-in-oil (w/o/0/0)
apresentado em lwata & McGinity (1991). Neste artigo, as microesferas de Poli(acido latico-
co-acido glicdlico) (PLGA) encapsulam a emulsdo priméria w/o que contém o farmaco
solubilizado na fase aquosa. O PLGA encontra-se solubilizado no solvente da fase orgénica
intermédia, neste caso, a Acetonitrila. A fase organica mais interna tem como prop6sito
prevenir o contacto entre a proteina a encapsular e solucdo polimérica. Esta barreira encontra
justificacdo na possibilidade do solvente ou do polimero poderem desnaturar o material
encapsulado. Esta metodologia permitiu alcangar eficiéncias de encapsulacdo entre 80 e
100%.

Heiskanen et al. (2012) estudaram o processo de encapsulacdo pelo método oil-in-oil
(o/0). Utilizam uma solugdo de Metilaluminoxano (MAO) em Tolueno, dispersa em
Hexadecafluoro-1,3-dimetilciclohexano (PFC) previamente saturado em Tolueno. De forma
semelhante, em Kashif et al. (2016) utiliza-se uma emulsdo o/o de forma a minimizar a
migracdo do farmaco hidrofilico para a fase continua. Para a implementacdo deste tipo de
emulsdo, é necessario que a fase interna assegure a solubiliza¢do do encapsulado.

2.3.1. Fatores que influenciam as caracteristicas das particulas

Tal como ilustra a Figura 4, as caracteristicas das microparticulas obtidas (diametro,
forma, morfologia, etc.) dependem ndo sé dos materiais utilizados, como da formulagédo
utilizada, das condicbes de operacdo e da geometria da encapsulacdo. Estas variaveis
influenciam também parametros como a eficiéncia de encapsulacdo, rendimento global,
concentracdo de farmaco, velocidade de libertagdo do principio ativo, etc. Desta forma, €
importante entender de que forma se pode manipular o processo de encapsulacdo de modo a
conduzir o processo a produzir microcapsulas com as caracteristicas pretendidas.
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Figura 4. Fatores que influenciam o desempenho das microparticulas
(adaptado de L. et al. (2008))

Alguns artigos, como Chatzi et al. (1991) e Li et al. (2008), apresentam equacdes que
pretendem prever o tamanho das particulas. Exemplo disso é a equacao apresentada em 1955
por J. O. Hinze que permite calcular a razéo entre o didmetro maximo das particulas, dmsx, € 0
didmetro do agitador, D, atraves da Equagdo 1:

do. N2D3
r];ax = ¢ (pC - )—0,6 - c1We_°'6 Eq. (1)

onde, p. ¢ a massa volimica da fase continua, N a velocidade de agitagdo, ¢ a tensdo
interfacial e c; uma constante. Finalmente, We é denominado de ndmero de Weber. O
didmetro maximo das particulas pode ser linearmente relacionado com o didmetro de Sauter,
D3, como apresentado na Equacdo 2.

D
% = c,We 06 Eq.(2)
Contudo, a Equacdo 1 ndo contabiliza a coalescéncia de goticulas, dependendo apenas
de fendmenos de quebra. H& ainda outro tipo de equacdes que contabilizam a influéncia da
fracdo volumétrica, ¢, como a apresentada na Equacéo 3.

2D3

dméx P N —
T = oy (1+ ) () 08 Eq. (3

No artigo de Maa & Hsu (1996), pretendeu-se desenvolver uma equacdo que previsse 0
diametro das particulas obtidas, correlacionando-o ndo s6 com a configuracdo do reator, como
também com as quantidades e propriedades fisicas dos materiais. Experiéncias realizadas
separadamente sugeriram que a area das chicanas ndo tem influéncia no didmetro das
particulas.

A equacdo obtida baseou-se nos resultados de uma encapsulacdo por evaporacdo de
solvente a partir da técnica o/w. As particulas ndo se encontravam carregadas por qualquer
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tipo de farmaco, sendo constituidas exclusivamente por PLGA. Este conjunto de ensaios
permitiu chegar a Equacgéo 4, dependente de 5 nimeros adimensionais.

g(po — Poo) d2 /0 = ;%2011 %1°% 119956 (0,0255115 + 0,0071) Eq.(4)
Grupo | Defini¢do
I g(po — Po) d12)/0
I, g(Dw)*/(og)
I gHg/pac’®
I, gHG/Pac’®
Ils ¢/Pa

Onde g corresponde & aceleracéo gravitica, po @ massa volimica da fase organica, p,, @ massa volimica da fase aquosa, o a
viscosidade da fase organica, x, a viscosidade da fase aquosa, ¢ a tensdo interfacial entre as duas fases, Dw & velocidade de
agitacéo e c a concentracdo de polimero

A etapa seguinte passou por testar a validade da equacdo quando aplicada a previsao de
tamanhos de particulas carregadas. Para isso, dispersou-se BSA na fase organica, utilizando-
se, por isso, 0 método s/o/w. Tanto para particulas de PLGA como para particulas Polimetil-
metacrilato (PMMA), verificou-se que os valores previsos pelas equacgdes apresentaram
desvios de aproximadamente 10% relativamente aos obtidos experimentalmente. Este
comportamento indica que a correlacdo baseada nos resultados da encapsulacdo de particulas
ndo carregadas pode prever satisfatoriamente o tamanho das particulas produzidas a partir da
emulséo s/o/w.

Finalmente, Maa & Hsu (1996) fizeram o scale-up do processo, avaliando a validade
do modelo para os sistemas com maior dimensdo. Partindo do volume inicial de 1 L, testou-se
a Equacdo 4 para volumes de emulsdo de 3, 10 e 100 L. Todos os resultados experimentais
diferiram menos de 20% dos resultados obtidos pela correlacdo. Estes desvios sugerem que a
equacao consegue prever o tamanho de particulas para processos até 100 L.

Contudo, a Equacdo 4 aparenta ser aplicavel apenas a certos sistemas, dependendo das
interacdes entre os diferentes materiais da encapsulacdo. No estudo do scale-up, procurou-se
utilizar polimeros economicamente mais vantajosos, diminuindo-se custos associados a
utilizacdo de maior quantidade do mesmo. Assim, ainda para um reator de 1 L, avaliou-se a
validade da Equacdo 4 em sistemas com PMMA e Poliestireno (PS). Enquanto as
microparticulas de PMMA apresentaram didmetros experimentais com desvios inferiores a 5%
relativamente aos tamanhos previstos, estes desvios chegaram aos 50% no caso de PS. Este
fendmeno podera indicar que, como referido anteriormente, 0 modelo ndo se adequa a todos
0s tipos de sistema.

Em suma, os pardgrafos anteriores permitiram verificar que a encapsulacdo por
evaporacdo de solvente depende de inumeras varidveis a nivel de materiais e do proprio
processo. Apesar dos esforcos desenvolvidos no sentido de se prever o tamanho das particulas
obtidas com determinada formulagcdo conhecida, este procedimento tem se demonstrado
bastante complicado. Assim, sdo apresentados de seguida alguns dos fatores que influenciam
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0 processo de encapsulagdo e discutida de que forma é que exercem a sua influéncia no
mesmo.

Polimero

O revestimento polimérico devera ser escolhido em funcdo do farmaco a encapsular.
Para além de ter de formar um filme coeso com o farmaco, deverd fornecer a particula certas
caracteristicas como estabilidade, redugdo da volatilidade, perfis de libertacdo desejados, etc.
Além disso, deverd ser quimicamente compativel e ndo reativo com o ndcleo, assim como
oferecer a particula flexibilidade, impermeabilidade e determinadas propriedades oOticas.
Atualmente, os polimeros mais utilizados na microencapsulacdo por evaporacdo de solvente
séo (Ansari et al. 2012):

* Proteinas naturais como a Albumina, Colagénio, Caseina, etc;

* Polissacarideos naturais como o Amido, Dextrina, Alginato, Quitosana, etc;

* Polissacarideos semissintéticos como a Etilcelulose (EC), Metilcelulose, etc.;

 Polimeros sintéticos como o Poliacido lactico (PLA), Poli(acido latico-co-acido
glicolico) (PLGA), Poliécido beta-hidroxibutirico, etc.

As propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade sdo parédmetros
importantes na aplicacdo de microparticulas na inddstria farmacéutica (Silva et al. 2003,
Venkatesan et al. 2009). A biodegradabilidade implica que o material se degrade em
componentes indcuos que sdo metabolizados ou expelidos. Ja a biocompatibilidade envolve
que os compostos sejam fisiologicamente toleraveis e ndo causem resposta adversa depois de
administrados (Li et al. 2008). Devido a excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade
do PLA e PLGA, estes polimeros apresentam-se como o0s mais utilizados na
microencapsulacdo por evaporacgdo de solvente. A Etilicelulose, Acetato de celulose, Ftalato
de Acetato de Celulose (CAP), Butirato Acetato de Celulose e os varios polimeros Eudragit
sdo também bastante utilizados na encapsulacdo de varios farmacos através da técnica de
evaporagdo de solvente. Além de se terem revelado eficazes em termos de facilidade de
preparacdo, controlo de tamanhos e de libertacdo do principio ativo, estes polimeros sdo
bastante mais baratos que o PLA e PLGA (Freitas et al. 2005, Singh et al. 2014).

Consoante as suas propriedades fisico-quimicas, o tipo de polimero influencia a
encapsulacdo. No artigo de Dash et al. (2010), os autores estudaram a influéncia do polimero
na encapsulacdo de Aspirina. Foram avaliados os desempenhos da EC, CAP e da mistura dos
dois polimeros. O diametro das particulas produzidas com Etilcelulose foi superior ao das
obtidas com CAP e com CAP+EC. Os autores atribuiram este comportamento as diferentes
velocidades de evaporacdo e solubilidades de cada polimero no solvente. Os rendimentos
globais elevados, entre 90 e 94%, foram superiores quando utilizado CAP, seguido da
utilizacdo de Etilcelulose e, finalmente, CAP+EC. Associado a isso, as microcapsulas de CAP
obtiveram uma eficiéncia de encapsulagéo superior.
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A encapsulacdo de Ibuprofeno em Eticelulose conjuntamente com um dos polimeros
soluveis em &gua Polivinilpirrolidona (PVP) ou Polietilenoglicol (PEG) realizada em Khan et
al. (2010) permitiu concluir sobre a influéncia do polimero na encapsula¢do. O PVP e o0 PEG
sdo usados com o objetivo de controlar a morfologia/porosidade da particula formada.
Quando a concentracdo do polimero solGvel em agua aumenta, a superficie da microcépsula
torna-se mais porosa, adquirindo uma maior velocidade de libertacdo de Ibuprofeno. Estas
modificagdes resultam da transferéncia de PVP ou PEG para a fase aquosa aquando da
solidificacdo. Os resultados também mostraram que a diminuicdo da concentracdo de EC em
prol do aumento da concentracdo de PVP ou PEG conduz a diminuigdo do rendimento global,
causada pela perda dos polimeros sollveis em agua para a fase aquosa. Por outro lado, a
eficiéncia de encapsulacdo aumenta com a maior concentragéo de PVP ou PEG. Uma vez que
existe uma maior quantidade de polimero perdida para a fase continua com a diminuicdo da
razdo EC/PVP ou EC/PEG, a massa relativa de Ibuprofeno nas cépsulas ird aumentar. Uma
vez que o PVP é mais sollvel em &gua, a eficiéncia da encapsulagdo € superior nas capsulas
formadas com este polimero.

Para além do tipo de polimero utilizado, a sua quantidade na fase dispersa também é um
fator importante. A sua concentragdo influencia sobretudo a viscosidade dessa mesma fase
que, por consequéncia, tera influéncia no rendimento global, eficiéncia de encapsulacéo e
didmetro das particulas. Apesar de se poder manipular a viscosidade da fase continua, ndo é
habitual fazé-lo uma vez que é mais dificil recolher as particulas de um liquido viscoso.

No artigo de Bodmeier & McGinity (1988), num estudo de encapsulacdo de Sulfato de
quinidina em PLA a partir da emulsdo o/w, variou-se a razdo polimero/solvente, mantendo
constante o volume da fase aquosa. Este parametro foi ajustado através da alteracdo do
volume de solvente e a viscosidade sera tanto maior quanto menor for esse volume. Verificou-
se que o aumento da quantidade relativa de polimero faz com que a concentracdo de PLA na
goticula aumente, levando a uma precipitacdo mais rapida a superficie. A membrana sélida
inibe a migracdo de farmaco para a fase aquosa, aumentando a eficiéncia da encapsulacéo.
Contudo, este tipo de experiéncia que varia o volume de solvente, influencia também a fracéo
volumétrica da fase dispersa, outro dos parametros que atua sobre o processo. Deste modo,
ndo aparenta ser a forma mais adequada de averiguar a influéncia da concentragdo de
polimero.

A encapsulacdo de Aspirina em Etilcelulose estudada por C.Y.Yang et al. (2000)
revelou que o aumento da concentracdo de polimero na fase organica aumenta o didametro das
particulas, rendimento global e eficiéncia de encapsulagdo, mas diminui a velocidade de
libertacdo. O autor atribuiu o aumento de rendimento e eficiéncia a elevada viscosidade da
fase dispersa que previne a migracdo de polimero e farmaco para a fase aquosa. Ja a reducdo
da velocidade de libertacdo estd associada ao facto das particulas apresentarem maior
diametro (o que implica menor area superficial) e paredes mais espessas.
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Nepal et al. (2007) estudaram a encapsulacdo de Josacimina em Eudragit E100 por
evaporacgdo de solvente. Os autores concluiram que a maior viscosidade associada & maior
quantidade de polimero conduz ao aumento do diametro das particulas produzidas.

Em Valot et al. (2009) apresenta-se o0 estudo do processo de encapsulacao de Ibuprofeno
em Eudragit RSPO ou Etilcelulose. A utilizagdo de uma concentracdo de Eudragit de 37,5; 50
e 62,5 g.I" produziu particulas com 10, 28 e 20 um, respetivamente. Devido & sua menor
viscosidade, ¢ normal que a concentracdo mais baixa de polimero produza particulas com
didmetro menor. Quanto as duas formulagcBes mais concentradas, o autor refere que o
diametro ndo apresenta uma variagao significativa visto que os desvios das medi¢des rondam
0s 5 um. Para as mesmas concentracOes de Etilcelulose, a utilizagdo de uma concentracdo de
50 g.I"* produziu microcapsulas com o menor diametro e com uma distribuicdo mais apertada
do que a utilizagdo de 37,5 ou 62,5 g.I™.

No artigo de Kashif et al. (2016), onde se estudou a encapsulacdo de Ropinirol (ROP)
em Eudragit RS 100 pelo método de emulsdo o/o seguido da evaporacdo de solvente,
observou-se 0 aumento da eficiéncia de encapsulagdo com o aumento da concentragdo de
polimero. Este incremento é causado pelo aumento da viscosidade da fase dispersa e aumento
da espessura da matriz polimérica, dois fendmenos que previnem a migracéo de farmaco para
a fase externa. O aumento da viscosidade também conduz a producéo de particulas com maior
didmetro. O maior didmetro (e consequente menor area superficial) juntamente com a maior
espessura da parede fornecem uma menor velocidade de libertagdo de farmaco as particulas
produzidas com maior concentracdo de Eudragit RS 100.

Solvente

O solvente a utilizar na encapsulacdo por evaporacdo de solvente devera dissolver o
polimero escolhido, ser pouco solivel na fase continua, ser o menos tdxico possivel,
apresentar um baixo ponto de ebulicéo e elevada volatilidade.

Atualmente, os solventes mais utilizados sdo o Cloroférmio, Diclorometano (DCM),
Acetato de etilo e o Metanoato de etilo. O Cloroférmio, apesar de ter sido utilizado
frequentemente no passado, tem visto a sua utilizagdo diminuir devido a elevada toxicidade,
tendo sido substituido pelo Diclorometano. Este solvente orgénico € o mais utilizado
atualmente na microencapsulacdo por evaporagdo de solvente. O sucesso associado a sua
utilizacdo deve-se, essencialmente, a sua elevada volatilidade, baixo ponto de ebulicdo e
elevada imiscibilidade na agua. A elevada pressdo de vapor permite diminuir o tempo da
encapsulagdo. Contudo, o Diclorometano é classificado como carcinogénico pela
Environmental Protection Agency (Singh et al. 2014)

Neste sentido, o Acetato de etilo tem-se vindo a impor como uma alternativa menos
toxica ao Diclorometano. Contudo, este solvente apresenta uma solubilidade em agua cerca de
4,5 vezes superior a do Diclorometano, 0 que provoca uma extracdo demasiado rapida do
mesmo para a fase continua. Este fenomeno leva a precipitacdo do polimero em aglomerados
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fibrosos. Apesar disso, este entrave pode ser atenuado através de 3 métodos (Li et al. 2008,
Singh et al. 2014):

e Pré-saturagdo da fase aquosa com o solvente organico;

e Dispersdo da fase organica numa pequena quantidade de fase aquosa, sendo
transferida para a quantidade final de solugdo aquosa depois da formacdo das
goticulas;

e Dispersdo da fase organica numa pequena quantidade de fase aquosa, agitando-
se a emulsdo de modo a provocar a evaporacdo do solvente e solidificacdo das
esferas.

Os substituintes menos toxicos do Diclorometano aparentam ter um futuro promissor na
encapsulagdo por evaporagdo de solvente. Contudo, ainda ndo existem resultados suficientes
para realizar uma comparacdo adequada do desempenho dos solventes. Posto isto, o
Diclorometano continua a apresentar-se como um solvente de referéncia que exibe elevadas
eficiéncias de encapsulacdo e produz particulas mais esféricas e uniformes (Li et al. 2008,
Singh et al. 2014).

No estudo de Bodmeier & McGinity (1988) avaliou-se o efeito do solvente na
encapsulacdo de Quinida e Sulfato de quinidina em PLA. Inicialmente, pensou-se que a
solubilidade do encapsulado no solvente fosse o fator mais importante na eficiéncia de
encapsulacdo. Contudo, apesar da solubilidade de Sulfato de quinidina em Cloroférmio ser
cerca de 10 vezes superior a sua solubilidade em DCM, este Ultimo apresenta eficiéncias
superiores. Conclui-se assim que solventes como o Benzeno e o Cloroférmio, que apresentam
uma solubilidade em agua demasiado baixa, difundem-se muito lentamente para a fase
aquosa. Devido a isso, as goticulas permanecem demasiado tempo no estado liquido, o que
permite que o farmaco se difunda através da interface da gota ndo precipitada e migre para a
fase aquosa, 0 que diminui a sua concentracdo na particula. Assim, apesar da solubilidade do
encapsulado em Cloroférmio ser cerca de 10 vezes superior a sua solubilidade em
Diclorometano, a utilizacdo deste ultimo produz uma encapsulacdo mais eficiente.

C.Y.Yang et al. (2000) averiguaram a influéncia de um ndo-solvente (n-heptano) na
encapsulacdo de Aspirina em Etilcelulose. Este composto permite diminuir o tempo de
precipitacdo do polimero, tendo-se também verificado que a presenca de N-heptano diminui a
quantidade de EC depositado na parede do reator. Este composto organico aumenta o
rendimento global mas diminui o tamanho das particulas, que também apresentaram uma
superficie mais porosa.

Razé&o farmaco/polimero
O polimero apresenta uma capacidade limitada de encapsulacdo, sendo que a razéo
farmaco/ polimero é outro dos fatores que influencia o processo de encapsulacdo. De forma
geral, uma superior concentracao inicial de encapsulado na emulsdo diminuira a eficiéncia da
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encapsulacdo e aumentara o efeito burst aquando da sua libertagdo (Freitas et al. 2005).
Contudo, nem toda as referéncias encontradas na literatura apontam neste sentido.

Uma investigacdo sobre a encapsulacdo de Ovalbumina (OVA) em PLGA pelo método
w/o/w é apresentada em Jeffery et al. (1993). Os autores verificaram que o aumento da razdo
OVA/PLGA resulta num aumento do didmetro das particulas, fendmeno atribuido & maior
quantidade de matéria encapsulada. A eficiéncia de encapsulagdo, contudo, ndo foi afetada.
Em termos de morfologia, elevados racios de OVA/PLGA originam superficies mais porosas e
o0 colapso de algumas particulas. Quando estas razfes séo inferiores, as superficies sdo mais
lisas e ndo se observam microcépsulas colapsadas. Desta forma, conclui-se que para valores
de OVA/PLGA elevados, a quantidade de polimero é insuficiente para cobrir completamente o
farmaco.

Em Gabor et al. (1999) observou-se que o aumento de Cetoprofeno, apesar de aumentar
a concentracdo de farmaco na particula, reduz a eficiéncia de encapsulagdo. Por outro lado,
néo teve influéncia no didmetro das microesferas.

A microencapsulacdo de Metformina em Etilcelulose realizada pela equipa do artigo
Ansari et al. (2012) revelou que, mantendo a velocidade de agitacdo e concentracdo de
surfatante constantes, a eficiéncia de encapsulacdo aumenta com a reducdo da razéo
droga/polimero (alcancada através do aumento da quantidade de polimero). O aumento da
quantidade relativa de polimero facilita o revestimento do farmaco. Para além disso, a maior
concentracdo de EC levou a producdo de particulas de maior didmetro. Esta razdo também
influencia a libertacdo do farmaco: uma vez que a quantidade de polimero aumenta, a
velocidade de libertagdo do principio ativo diminui gracas a maior espessura da matriz
polimérica.

Fracdo volumétrica da fase dispersa (¢)

Os artigos que estudam a influéncia da fracdo volumétrica da fase dispersa, ndo tém
apresentado total consenso. Apesar de equagdes empiricas como a Equacdo 3 apontarem para
0 aumento do tamanho médio das particulas com o aumento da fracdo volumétrica da fase
dispersa, ¢, como referido, tal ndo € verificado experimentalmente.

Em Jeffery et al. (1993), estudou-se a influéncia do volume da fase aquosa externa
numa encapsulagéo a partir de uma emulsdo ws/o/w,. Tratando a emuls&o primaria wi/o0 como
uma so fase descontinua, verificou-se que 0 aumento do volume aquoso externo (diminuigéo
de ¢) conduz a um aumento no didmetro das particulas e na eficiéncia de encapsulacdo. O
maior tamanho das microparticulas ¢ atribuido a diminuicdo da eficiéncia de agitacao inerente
ao maior volume de emulsdo. Uma vez que as particulas s&o maiores, conseguem incorporar
maior quantidade de farmaco logo, a eficiéncia da encapsulacdo aumenta. Este parametro
atingiu os 98%. O volume da fase aquosa externa néo afetou a morfologia do produto final.

No estudo desenvolvido por Gabor et al. (1999) verificou-se que o aumento do volume
da fase organica de uma emulsdo o/w, com massa constante de polimero, leva a producéo de

particulas menores e com distribuicdes mais estreitas. Este tipo de ensaio faz com que a
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variacdo de ¢ seja acompanhada por uma alteragdo da concentracdo de polimero na fase
dispersa. Desta forma, ndo permite o estudo isolado do efeito da fragdo volumétrica da fase
dispersa. Pelo contrério, quando a mesma experiéncia é conduzida com concentracdo de
PLGA constante, ndo se observa alteracdo no didmetro das particulas. Os autores referem que
o tamanho de goticulas se mantém constante para uma velocidade de agitacdo constante.
Desta forma, reduzindo a concentracdo de PLGA, reduz-se também a quantidade de polimero
em cada goticula o que, apés solidificacdo, faz com que as particulas apresentem um didmetro
menor. O facto da menor concentracdo de polimero diminuir a viscosidade da fase orgénica
também reduz o tamanho das microesferas.

O artigo de Parikh et al. (2003) estuda, através de processo de encapsulacdo de 5-
Fluorouracil (5-FU), solivel em 4gua, em PLGA pelo metodo wi/o/w,, a influéncia do
volume de ambas as fases aquosas. Verificou-se que o aumento do volume da fase externa
diminui o rendimento do processo e o didmetro de particulas. Assim, considerando que a
emulsdo primaria da emulsdo ws/o/w, se comporta como a fase organica de uma emulséo o/w,
verificou-se que o didmetro diminui com a reducdo de ¢. Este fendémeno foi atribuido a
ocorréncia de menor nimero de colisBes, que provoca uma coalescéncia menor. A diminuicao
da eficiéncia de encapsulacdo e do rendimento global sdo fenGmenos que, provavelmente, se
deveram a maior migracdo de farmaco para w, e aumento da porosidade.

No artigo de Nepal et al. (2007), observou-se a reducdo do tamanho das particulas com
0 aumento de ¢. Segundo os autores, uma vez que existe maior quantidade de solvente, as
goticulas estdo sujeitas durante mais tempo a tens@es de corte antes de solidificarem, o que
provoca uma diminuicdo de tamanhos. O rendimento global ndo apresentou uma tendéncia
definida com a variacdo da fracdo volumétrica de fase dispersa.

Em Valot et al. (2009) o estudo da influéncia da fracdo volumétrica da fase dispersa foi
realizado através da variacdo do volume de solvente (Diclorometano), sem que se tenha
alterado a quantidade de farmaco e polimero. De forma semelhante ao sucedido em Gabor et
al. (1999), este tipo de experiéncia ndo permite isolar o estudo da influéncia da fragdo
volumétrica da fase dispersa. Verificou-se uma diminuicdo de didmetros com o aumento do
volume de Diclorometano. Os autores atribuiram este fendmeno & menor viscosidade da fase
dispersa provocada pela diminuicdo da concentracdo de polimero. Por outro lado, no artigo de
Valot et al. (2009) também se avalia a influéncia do volume da fase externa. O aumento de
volume desta fase aquosa (diminuicdo de ¢), que teve um efeito mais notério com a utilizacéo
de Etilcelulose, provocou um aumento no didmetro das particulas. Este efeito é provocado
pela rapida remocéo de solvente ficando as gotas sujeitas a menos tempo de tensdes de corte
antes da solidificagéo.

Em Heiskanen et al. (2012), para uma variacdo no valor de ¢ desde 0,023 a 0,047, com
uma concentracdo de 0,05% (v/v) de surfatante, 3-Perfluorooctyl-1,2-propenoxide (PFPO),
na fase externa, D3, rondou sempre os 38 um. Contudo, para a mesma variacdo de ¢, mas
utilizando uma concentracdo de PFPO de 0,10% (v/v) na formulacdo com maior volume de

fase dispersa, verificou-se uma diminui¢do do tamanho de particulas de 37,8 um para 19,7 pm
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com o aumento de ¢. Conclui-se que nesta gama de concentracdo de PFPO, D3, é
principalmente influenciado pelo surfatante. Por outro lado, aumentando a fragdo volumétrica
da fase dispersa para 0,07 e a concentracdo de surfatante para 0,15%, o diametro fixou-se em
25,1 um. Assim, o aument0 da quantidade de surfatante fez com que D3, fosse mais
influenciado por ¢.

Presséo

A manipulacdo da pressdo de operacdo permite alterar a velocidade de remocdo do
solvente. Izumikawa et al. (1991) estudaram o processo de encapsulacdo de progesterona em
PLA, a partir de uma emulsdo o/w. Os autores concluiram que o rendimento global e a
eficiéncia de encapsulacdo aumentam quando as particulas sdo produzidas a pressdo reduzida.
Através de Scanning Electron Mircorscopy (SEM) verificou-se que as microcapsulas
produzidas a vacuo apresentam uma superficie lisa, enquanto 0 mesmo processo realizado a
pressdo atmosférica produz particulas de superficie rugosa. Associado a maior area de
superficie das particulas rugosas, as capsulas produzidas a pressdo atmosférica apresentam
uma velocidade de libertacdo mais rapida que as produzidas a vacuo.

A influéncia da pressdo também foi avaliada em Chung et al. (2001) que, através do
estudo do processo de encapsulacdo de Lidocaina em Poli-1-4cido latico (PLLA) e Poli-d-
acido latico (PDLA), a partir de uma emulsdo o/w, verificaram resultados semelhantes. A
encapsulacdo a pressdo atmosférica produziu particulas de PLLA rugosas. Contudo, as
capsulas de PLDA apresentaram sempre uma superficie lisa. Também se voltou a verificar
que a operacdo a pressdo atmosférica produz particulas com velocidade de libertacdo de
farmaco superior. Contudo, a operacao a pressao reduzida, contrariamente ao que se verificou
em lzumikawa et al. 1991, produziu menores eficiéncias de encapsulacao.

Li et al. (2007) estudaram o processo de encapsulagdo por evaporacdo de solvente a
partir de uma emulsdo o/w. Optou-se por ndo se encapsular qualquer farmaco, produzindo-se
particulas de Etilcelulose. Para além da encapsulagdo realizada num sistema aberto a pressdo
atmosférica, estuda-se também o processo num sistema fechado sob pressdo reduzida. Este
ultimo, para além de reduzir o tempo de producéo, permite que o solvente seja recuperado e
reutilizado apds evaporacdo. Os autores verificaram que as particulas produzidas a pressao
atmosférica possuem poros menos numerosos a superficie mas com maiores diametros. A sua
estrutura interna é bastante porosa, devido a lenta difusdo de solvente no interior da capsula.
Ja as cépsulas produzidas em vacuo apresentam, tal como observado em lzumikawa et al.
(1991) e Chung et al. (2001), esferas com uma superficie mais lisa. Apesar do seu exterior
ostentar inumeros poros a superficie, estes apresentam um diametro muito reduzido.

Temperatura
A temperatura € uma condicao de operacdo que interfere ndo s6 com a evaporacao do
solvente da fase continua, como também com certas propriedades como a difusdo e
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solubilidade do solvente. Assim sendo, € um pardmetro capaz de influenciar didmetros,
rendimentos, eficiéncias e morfologias das particulas obtidas.

Y. Y. Yang et al. (2000) estudaram a influéncia da temperatura na preparacdo de
particulas de PLGA carregadas de Bovine Serum Albumine (BSA). Verificou-se que, de forma
geral, o tamanho das microparticulas aumenta com a temperatura, que também apresentam
distribuicGes de tamanhos mais alargadas e superficies mais porosas. O acréscimo de tamanho
é provocado pela répida solidificagdo que leva as goticulas a estarem menos tempo sujeitas a
tensdes de corte antes de solidificarem. A eficiéncia de encapsulagdo ndo foi afetada. Apesar
do aumento na temperatura resultar na maior solubilidade do BSA em éagua que intensifica a
migracdo do farmaco para a fase aquosa, este efeito é compensado pela rapida formacéo de
um revestimento solido denso que impede a perda de farmaco, o que faz com que as
eficiéncias ndo se alterem.

Nepal et al. (2007) também constataram que o0 aumento da temperatura provoca um
aumento no didmetro das particulas. De novo, este fendmeno foi atribuido ao menor tempo
que as particulas possuem para se dividirem antes da solidificacdo. Quando a temperatura alta
provoca uma difusdo demasiado elevada de solvente, verifica-se a formacdo de fibras. Estas
estruturas resultam do facto da solidificacdo ocorrer antes das goticulas adquirirem uma
configuracdo esférica.

Velocidade de agitacéo

A velocidade de agitacdo é o fator que mais determina o tamanho das particulas. E
globalmente aceite pela comunidade cientifica que o aumento da velocidade de agitagdo
produz particulas com tamanho mais reduzido (Gabor et al. 1999, Nepal et al. 2007,
Matsumoto et al. 2008, Valot et al. 2009, Heiskannen et al. 2012, Zafar et al. 2016, Kashif et
al. 2016). Associado a sua maior area superficial, as particulas mais pequenas apresentarao
maior velocidade de libertacdo do farmaco.

Em Nepal et al. (2007), refere-se que existe uma diminui¢do do rendimento global com
a diminuicdo da velocidade da agitacédo, resultante da baixa velocidade de solidificagdo. Os
autores também verificaram que, com agitacdes demasiado elevadas, a solidificacdo ocorre
antes que as goticulas possam alcancam um formato esférico. Devido a isso, ocorreu a
formacéo de estruturas fibrosas.

No artigo de Kashif et al. (2016), o aumento da velocidade de agitacdo reduziu a
eficiéncia de encapsulagédo. Os autores atribuiram este fendbmeno ao aumento da migragéo do
farmaco para o exterior da particula, provocada pelo seu menor didmetro e maior area
superficial.

Surfatante
Também denominado tensioativo, o surfatante permite diminuir a tensdo superficial da
fase continua, evitando a coalescéncia/aglomeracédo das goticulas. Desta forma, estabiliza as

interfaces das duas fases imisciveis, estabilizando assim a emulsdo. O surfatante adequado
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permite a producdo de particulas com um didmetro regular e com uma distribuicdo apertada
garantindo assim, uma libertacdo constante e previsivel. Os surfatantes sdo moléculas
anfifilicas, ou seja, possuem uma regido com maior afinidade para solutos polares e outra com
maior afinidade para moléculas apolares (Li et al. 2008).
Consoante a "cabeca hidrofilica”, podem ser divididos em 4 grupos (Li et al. 2008,

Myers 2006):

e anidnicos, como o Dodecil sulfato de sodio (SDS);

e cationicos, como o Brometo de Cetiltrimetil Amonio (CTAB);

e ndo iodnicos, como o Alcool polivinilico (PVA), Metilcelulose e grupos de

surfatantes como 0s Tween e 0s Span;
e anfotéricos.

De forma geral, a adi¢do de surfatante a fase continua resulta na diminuigao do tamanho
das particulas. Contudo, esta reducdo ndo ocorre indefinidamente. Quando se atinge a
concentracdo micelar critica (CMC), a adicdo de mais tensioativo ndo resulta numa
diminuicdo da tensdo superficial, uma vez que as moléculas se organizam em micelas. E
também necessario que a concentracdo de surfatante atinja um nivel minimo para que o
emulsionante consiga estabilizar a formagao de novas interfaces (Heiskanen et al. 2012).

No artigo de Zhu et al. (2005) estuda-se a influéncia dos surfatantes na encapsulacéo de
Insulina em PLA pelo método de emulséo wj/o/w,. Foram testados os tensioativos Span 20,
Span 60 e Span 80 na emulsdo primaria, enquanto o Tween 20, Tween 60 e Tween 80 foram
utilizados na fase aquosa externa. Os surfatante diferem em termos de peso molecular e de
balango hidrofilico-liofilico (HLB). Uma vez que se utilizam dois tipos de estabilizadores,
calculou-se um parametro denominado Weighted HLB (W-HBL), que corresponde a um valor
HLB ponderado dos dois surfatantes. Verificou-se que quanto maior é o W-HLB da
encapsulacdo, maior o didmetro das particulas. A maior viscosidade provocada pelo aumento
de Tween conduz a eficiéncias de encapsulacao superiores e a particulas com maior didmetro.

Num teste realizado com Span 80 e Tween 80 em cada uma das fases aquosas, foi
possivel avaliar a influéncia da concentracdo dos tensioativos. Com uma quantidade de Tween
constante, 0 aumento na quantidade de Span conduz a producéo de particulas com menor
diametro. J& 0 aumento na concentracdo de Tween com uma quantidade de Span constante
provoca um aumento no tamanho das particulas. A concentracdo de Span tem maior
influéncia do que a de Tween no tamanho das particulas.

Em Nepal et al. (2007) e Kashif et al. (2016) verificou-se um aumento da eficiéncia de
encapsulacdo e diminuicdo do didmetro das particulas com o aumento da quantidade de
estabilizante. Os autores do ultimo artigo atribuiram estes fendmenos a maior estabilidade das
goticulas e diminuicdo da tenséo superficial, respetivamente. O menor diametro e consequente
maior area superficial proporcionam as particulas produzidas com maior quantidade de
surfatante uma velocidade de libertacdo superior.
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Por outro lado, Zafar et al. (2016) ndo observou qualquer influéncia da quantidade de
estabilizante na fase aquosa externa. Uma vez que o polimero, Eudragit, contém grupos
amonio, as particulas ttm uma carga positiva a superficie. Devido a isso, as microesferas
estdo electrostaticamente estabilizadas e o PVA, surfatante ndo idnico, ndo tem influéncia no
tamanho final.

Adicéo de buffer ou sais

Com o estudo da encapsulacdo de Somatostatina em PLA pelo método wi/o/wy,
Herrmann & Bodmeier (1995) avaliaram a influéncia de buffers e sais em vérias
caracteristicas das capsulas. A adicdo de sais ou buffers a fase aquosa externa resulta na
formagdo de uma matriz polimérica densa e homogénea, com menor velocidade de libertagéo
de farmaco e maior eficiéncia de encapsulacdo. Por outro lado, quando se adicionam buffers a
fase interna, promove-se a transferéncia de 4gua proveniente da fase externa. Este fendmeno é
responsavel pela menor eficiéncia de encapsulacdo, superficie porosa e maior velocidade de
libertacdo. Foi possivel atingir eficiéncias de encapsulacdo de 94 a 97% com a adi¢do de sais
a ambas as fases aquosas. Quando o sal é apenas adicionado a fase interna, as eficiéncias sdo
significativamente inferiores.

2.4. Técnicas de monitorizacédo de processos de formacao de particulas a partir
de sistemas dispersos

Neste capitulo, tendo em conta o propdsito do trabalho, apresentar-se-do0 algumas
técnicas de medicdo de tamanhos de sistemas dispersos. Propriedades como o tamanho, forma
e uniformidade de particulas sdo caracteristicas com grande importancia na qualidade do
produto final. Devido a isso, é necessario um procedimento apropriado para o
acompanhamento do processo de formagdo deste tipo de material. Preferivelmente, os
processos na industria de particulas devem ser monitorizados por instrumentos online. Sendo
um dos objetivos da microencapsulacédo a libertacdo controlada de farmaco num determinado
local, o didametro, que influencia a area de disponivel para a libertacdo de farmaco e as
propriedades de escoamento da particula, revela-se um parametro capital no seu desempenho.

Apesar da importancia de uma monitorizacdo em tempo real, as técnicas de medicéo
online ndo sdo muito utilizadas na industria. Uma vez que muitos equipamentos foram
inicialmente desenvolvidos para aplicacdes laboratoriais, a sua implementacdo em meio
industrial é dispendiosa e complicada (Ma et al. 2000).

Pela literatura consultada, o Focused Beam Reflectance Measurement (FBRM)
apresentou-se como a técnica mais frequentemente utilizada na monitorizagdo online de
processos de encapsulacdo por evaporacdo do solvente. O FBRM ¢é baseado na medicdo de
comprimentos de "corda”. A referida corda corresponde ao comprimento da particula que é
atravessado pelo feixe luminoso, como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Exemplo do conceito de "'corda’ no FBRM na presenca de particulas esféricas e
irregulares (adaptado de Silva et al. (2013))

De forma sintética, o equipamento é composto por um feixe laser com movimento
circular a velocidade constante, que pode ir de 2 a 8 m/s (Kumar et al. 2013, Silva et al. 2013)
que, depois de atravessar uma janela de safira, incide no sistema a analisar. Ao atingir uma
particula, a luz é refletida para trds, sendo medida e analisada num detetor. Neste, sdo
contabilizados os tempo durante os quais o aparelho recolhe a luz refletida que, depois de
multiplicados pela velocidade de rotacdo do feixe, permitem calcular o comprimento de
cordas. Desta forma, o FBRM gera uma distribuicdo de comprimentos de cordas. A partir
desta, é aferida a correspondente distribuicdo de tamanho das particulas recorrendo a relacdes
existentes entre estes dois parametros. O funcionamento do sensor de FBRM encontra-se
ilustrado na Figura 6.
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Figura 6. llustracdo de um sensor FBRM
(adaptado de Muhaimin (2013))

Segundo Silva et. al (2013), esta técnica ndo apresenta problemas relacionados com
amostragem ou diluicdo, podendo-se introduzir o sensor diretamente no meio, 0 que
comprova a robustez da técnica. Apresenta uma elevada resolucéo e resposta rapida para uma
gama alargada de diametros (desde 0,25 até 4000 pum) (Silva et al. 2013). Além disso, pode
suportar condicOes de operacgdo bastante agrestes.

Contudo, também revela algumas limitacbes. Apesar de se referir em Silva et al. (2013)
qgue suporta uma alargada gama de tamanhos, os autores de Kougoulos et al. (2005)
verificaram que o FBRM apresentou fraca sensibilidade para particulas inferiores a 1 ym num
processo de cristalizagdo. No mesmo artigo, refere-se que o equipamento exibiu problemas
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quando os indices de refracdo da particula e dispersante sdo préximos. J& em Kumar et al.
(2013), na monitorizacdo de um processo de granulacdo-secagem-moagem, o FBRM
apresenta fendmenos de fouling, sobretudo na presenca de particulas menores. As
propriedades Gticas do sistema a analisar também tém influéncia na medigdo. O FBRM néo
consegue operar quando o dispersante é opaco, apresentando também dificuldade na avaliagdo
de particulas transparentes, visto que ndo consegue refletir devidamente a luz (Shukla et al.)

No que diz respeita & sua aplicagdo na monitoriza¢cdo em linha, Zidan et al. (2010)
demonstram a aplicabilidade do FBRM da Lasentec na monitorizacéo online das distribui¢oes
de tamanhos da microencapsulacdo de Ciclosporina A (CyA) em PLGA por evaporagdo de
solvente a partir de uma emulsdo o/w. No mesmo estudo, aplicou-se a técnica de Particle
Vision and Measurement (PVM) para se acompanhar visualmente a formagdo das
microparticulas. As particulas sdo divididas em 3 categorias de tamanhos. Foi estudada a
influéncia da quantidade de polimero, de principio ativo e de estabilizador, verificando-se
uma relacdo linear destes parametros com a velocidade de desaparecimento das diferentes
categorias de tamanhos de particulas. Em suma, Zidan et al. (2010) permitiram demonstrar,
pela primeira vez, que tanto o FBRM como o PVM podem ser utilizados com sucesso na
monitorizacao online do processo de microencapsulacéo por evaporacdo de solvente e avaliar
o efeito de diferentes formulages.

Num estudo desenvolvido por Vay et al. (2012) avalia-se a aplicacdo do FBRM ao
longo do processo de formacdo de particulas de PLGA. Contudo, o seu principal foco é avaliar
a validade da aplicacdo do FBRM consoante as propriedades refletoras do material, o seu
formato, a posicdo da sonda de FBRM e a concentracdo de particulas. Enquanto a
concentragdo e posicdo da sonda ndo revelaram ser pardmetros influentes nas distribuicdes
obtidas, as restantes variaveis exercem bastante influéncia na medigdo. Os autores concluiram
que a técnica em questdo nao é adequada para todo o tipo de materiais, sobretudo quando sao
analisadas goticulas transparentes. Foi também possivel detetar a transicdo liquido-solido, ja
que é acompanhada pela alteracdo do sinal recolhido pelo FBRM.

Muhaimin (2013) propde-se investigar a influéncia de certos parametros na formulagao
de uma microencapsulacdo por evaporacao de solvente monitorizando-a através da utilizagédo
de FBRM. Avalia-se o efeito do tipo de solvente, método de preparacéo, tipo de polimero,
velocidade de agitacdo, volume de fase continua e concentracdo de polimero. De forma
concisa, 0 sensor € imerso na emulsdo com uma inclinacdo que permite que um caudal
significativo seja atravessado pelo laser e, por consequéncia, que a quantidade de particulas
analisadas também seja significativa. Durante as 4 horas do processo, as medi¢fes do FBRM
sdo realizadas a cada 10 segundos. As evolugdes temporais do didmetro médio das particulas
dos diferentes ensaios revelam um decréscimo de tamanhos inicial bastante acentuado e um
final de processo caraterizado por uma variagdo quase nula nas dimensdes das particulas.
Além disso, as medi¢des do FBRM mostram que a intensidade do sinal aumenta ao longo do
processo, 0 que se deve ao aumento da opacidade da fase dispersa a medida que se da a

solidificacdo. Concluindo, verificou-se que o FBRM pode ser utilizado para a monitorizacdo
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online da encapsulacdo por evaporacdo de solvente, avaliando-se a influéncia de diversos
parametros e formulagdes.

Por outro lado, os equipamentos de espectroscopia de difragéo laser (LDS) utilizam a
teoria da difracdo da luz para correlacionar a luz dispersa com o tamanho das particulas. Ao
ser atravessado por um feixe de luz monocromatico, um caudal de matéria suspensa faz com
que a luz seja dispersa. Uma vez que o angulo de dispersdo se encontra diretamente
relacionado com o tamanho da particula, é possivel aferir o seu tamanho através da medi¢do
da intensidade da luz em funcgéo do angulo de dispersao.

A interacdo entre a luz incidente com a gota/particula pode resultar em diversos
fendmenos: absorc¢do, refragdo, reflexdo e difragdo (fendmeno fundamental para o LDS). A
difracdo é o fendbmeno 6tico que ocorre quando a luz encontra um obstaculo ou uma pequena
fenda e, no caso de particulas, trata-se de um fenémeno superficial. As ondas acabam por
sofrer desvios que originam zonas de interferéncia construtiva e destrutiva. Como
apresentado na Figura 7, criam-se padrdes de difracdo que se correlacionam com o tamanho e
forma das particulas que os originam. De forma geral, particulas maiores dispersam a luz com
menores angulos e maior intensidade, enquanto particulas menores espalham a luz com
angulos maiores mas com menor intensidade.

i)

Figura 7. Padrdes de difracdo de (i) uma particula esférica e (ii) uma particula
com formato cubico (adaptado de Ma et al. (2000))

Um instrumento comum de difragdo laser, como o ilustrado na Figura 8, é geralmente
composto por uma fonte luminosa e uma unidade de processamento do feixe luminoso (para
se obter um feixe monocromatico, coerente e paralelo com poucos milimetros de diametro),
uma corrente de particulas dispersas que atravessam o feixe luminoso, uma lente (ou conjunto
de lentes) de Fourier que focam a luz dispersa para um detetor que mede a intensidade da luz
dispersa em diferentes angulos e, finalmente, uma interface e um computador capazes de
processar 0s sinais medidos pelos detetores e transforma-los numa curva de distribuicdo de
tamanhos.

25



C'orr;u.e de
parncelas Leate de Detetor mult-elementos

Expaszor ’ Fourier /

ES a Detetor de

obzcuracie

Ir

3 Luz sio dcper=a

e s interface —

computer

Figura 8. llustracdo esquematica de um aparelho de difracéo
laser (adaptado de Ma et al. (2000))

A técnica comecgou a ser desenvolvida nos anos 70 do século XX (Ma et al. 2000) e,
desde entdo, o sistema Otico, sensores e 0s computadores sofreram melhoramentos
significativos, 0 que conduziu ao aperfeicoamento da prépria técnica. Outras inovacdes como
a incorporacdo de uma lente de Fourier reversa, de alguns elementos de detecdo em angulos
maiores ou utilizacdo de dois feixes laser permitiram a medicdo de particulas na regido sub-
micromeétrica (Ma et al. 2000).

Para a analise de material particulado, a utilizacdo de técnicas baseadas na dispersdo da
luz é uma pratica comum a nivel laboratorial. Comparativamente com outras técnicas, a
espectroscopia da luz difratada apresenta vantagens a nivel de rapidez, reprodutibilidade e
precisdo de resultados.

Contudo, também apresenta algumas limitacdes. E uma técnica sensivel a particulas de
didametros elevados, o que limita a aplicacdo do LDS na monitorizacdo de processos em que a
presenca de particulas maiores prejudiquem o produto final, como ocorre em processos de
encapsulacao/revestimento (Ma et al. 2000). O facto de os modelos 6ticos pressuporem que
todas as particulas sdo esféricas faz com que a medicdo de particulas ndo esféricas resulte em
desvios sisteméticos nas curvas de distribuicdo de tamanhos. Finalmente, € uma técnica que
atua numa gama de concentracdes estreita. Quando se analisa sistemas demasiado diluido, a
reprodutibilidade das medicOes é baixa gragas a grande influéncia do ruido. Por outro lado,
para concentracbes demasiado elevadas, as medigdes podem ser desviadas para zonas de
tamanhos mais baixos devido a fendmenos de dispersao multipla.

Os fendmenos Oticos sdo descritos por um conjunto de equagdes diferencias parciais
denominadas equaces de Maxwell (Ma et al. 2000). Quando o tamanho da particula é
significativamente superior ao comprimento de onda da luz incidente e o seu indice de
refracdo é suficientemente distinto do meio envolvente, a luz é maioritariamente dispersa no
sentido da sua emissdo e com angulos relativamente pequenos. Nestas condicdes, a teoria de
Fraunhofer descreve os fendmenos de dispersdo de forma adequada (Ma et al. 2000). Por
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outro lado, ndo produz uma medicdo muito eficaz na presenca de particulas de tamanhos
muito reduzidos. Esta teoria, a mais utilizada nos equipamentos mais antigos, assume também
que todas as particulas sdo opacas.

Ja a teoria de Mie, desenvolvida em 1908 (Ma et al. 2000), apresenta-se como uma
solugido mais rigorosa do conjunto de equacdes de Maxwell. E utilizada na maioria dos
equipamentos atuais e descreve o padrdo de dispersdo gerado por particulas esféricas. Esta
teoria tem em conta ndo sé toda a dispersdo a superficie do sélido, cuja intensidade da luz é
calculada tendo em conta os indices de refracdo da particula e do meio, como também os
fendmenos de refracdo, que sdo especialmente importantes em particulas com tamanhos
inferiores a 50 pm (Muhaimin 2013).

A literatura apesenta-se escassa em referéncias da aplicacdo da difracdo laser na
monitorizacdo online da encapsulacdo por evaporacdo de solvente, apesar de ser a técnica
mais utilizada para a medic&o de particulas na area farmacéutica (Silva et al. 2013). E deste
modo utilizada na medigdo de tamanhos de microesferas formadas por evaporacédo de solvente
apos a sua recolha e secagem. Outras técnicas sdo também recorrentes na analise de particulas
produzidas por evaporacdo de solvente. A Scanning Electron Mircorscopy (SEM) é
usualmente utilizada na avaliacdo da morfologia e propriedades de superficie enquanto a
High-performance liquid chromatography (HPLC) ou a espectroscopia UV-Vis sdo técnicas
comumente utilizadas para avaliagdo das eficiéncias de encapsulagédo e da libertacdo de
farmaco (lzumikawa et al. 1991, Jeffery et al. 1993, Herrmann & Bodmeier 1995, Gabor et al.
1999, C.Y.Yang et al. 2000, Y.Y.Yang et al. 2000, Chung et al. 2001, Parikh et al. 2003, Zhu
et al. 2005, Nepal et al. 2007, Matsumoto et al. 2008, Valot et al. 2009, Dash et al. 2010,
Jyothi et al. 2010, Khan et al. 2010, Heiskanen et al. 2012, Kashif et al. 2016, Thakare et al.
2016, Zafar et al. 2016).

Rodrigues (2012) e Lima (2016) apresentam-se como as Unicas referéncias encontradas
sobre a utilizagdo de LDS na monitorizagdo online de processos de encapsulagdo por
evaporacdo de solvente. No primeiro, estuda-se a encapsulacdo de Aspirina em Etilcelulose
através da evaporacdo de Acetato de etilo. Para minimizar a migracdo de polimero e farmaco
para o exterior da goticula, é realizada a pre-emulsdo da fase descontinua numa pequena
quantidade de solucdo aquosa que previamente se satura com solvente e principio ativo. A
monitorizacdo do processo é realizada com recurso ao sistema de bombagem e agitacdo do
proprio equipamento de LDS. Verificou-se que a sua hidrodindmica € substancialmente
diferente da hidrodindmica obtida com um agitador mecénico, provocando a agregagdo de
goticulas aquando da monitorizacdo. Apesar deste fendmeno levar a que certos resultados
sejam inconclusivos, os testes conduzidos permitiram concluir que é possivel monitorizar um
processo de encapsulacdo por evaporacdo de solvente através da técnica de difracdo laser.
Neste sentido, a autora sugere a acoplacdo de LDS a um sistema externo de agitacdo que
permitisse uma melhor regulacéo das condic¢des hidrodindmicas do sistema.

No seguimento deste trabalho, Lima (2016) prop6s-se continuar a desenvolver a

tematica da aplicacdo de LDS na encapsulacdo por evaporacdo de solvente. As principais
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alteracdes relativamente ao trabalho anterior consistem em simplificar todo o processo e,
assim, diminuir certos efeitos que pudessem interferir com os resultados, centrando o estudo
na avaliagdo da viabilidade do LDS enquanto técnica de monitorizacdo online. A autora
escolhe um solvente e um farmaco com menor solubilidade em agua que o Acetato de Etilo e
a Aspirina, respetivamente, e ndo realiza a pré-emulsdo da fase organica num pequeno volume
de solucdo aquosa. Passa-se a realizar a microencapsulacéo de Ibuprofeno, a partir de uma
solucdo de Diclorometano. A emulsificagdo passa por uma primeira fase em que a emulsdo é
agitada mecanicamente durante 45 minutos e com temperatura controlada (20°C), com o copo
tapado com parafilme de modo a minimizar a evaporacgao do solvente. No final desta fase, que
decorre numa hotte, considera-se que, em principio, a emulséo se encontra bem estabilizada e
apta para ser analisada por LDS.

Contudo, voltou-se a confirmar que a hidrodindmica do aparelho interfere com a
evolucdo normal das goticulas da fase dispersa. Assim, a autora refere que um sistema de
agitacdo externo representa uma possivel solucdo para os problemas que se tém vindo a
verificar.

Apesar da rara aplicagdo em processos de encapsulacdo por evaporagdo de solvente, o
LDS encontra aplicagdo na monitorizagdo em tempo real de outros processos que envolvem
sistemas dispersos. Chatzi et al. (1991) apresentam um estudo da aplicacdo de LDS para
monitorizar o tamanho de particulas de um sistema disperso em estado transiente. Para isso,
analisa-se em tempo real uma suspensao de estireno numa solucéo aquosa de PVA, recorrendo
ao modelo 2605c da Malvern Instruments, avaliando-se a influéncia da temperatura e
velocidade de agitacdo no diametro das particulas. Os resultados obtidos por difracdo laser
foram comparados com os tamanhos obtidos por métodos de imagem.

O LDS também apresenta aplicabilidade na monitorizagdo online de processos de
cristalizacdo, como é o caso apresentado por Jager et al. (1992). Neste artigo, utiliza-se a
técnica de difracdo laser no controlo da cristalizacdo de Sulfato de Amonio. O instrumento de
medicdo Malvern 2600 €é acoplado a um sistema de diluicdo, uma vez que 0 processo em
causa apresenta uma concentracdo demasiado elevada para ser analisado diretamente por
difracdo laser. Os resultados obtidos por LDS sdo comparados com as distribuicbes de
tamanhos obtidas por peneiracdo que, apesar de calcular o tamanho de particulas através de
um principio diferente, produziu resultados concordantes.

Em Harvill et al. (1995) utiliza-se a tecnologia de difracao laser da Insitec em processos
de moagem. De forma a suportar a larga gama de concentracbes verificada, os autores
desenvolvem um algoritmo que contabiliza a difragdo maltipla. Com o intuito de aplicar a
técnica a um ambiente industrial, desenvolveu-se um sistema de limpeza da janela de medicéo
que permite a aplicacdo de LDS durante um periodo extenso tempo.

Heuer et al. (1995) utilizam a difracdo laser para controlar e avaliar o desempenho de
um air classifier. A monitorizacdo em tempo real apresentada permite ajustar certos
parametros como a velocidade do classificador e o caudal de alimentacao.
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Com o objetivo de aplicar a técnica no controlo online de processos, Ma et al. (2000)
apresentam alguns dos principais desenvolvimentos da técnica nesse sentido. Estes progressos
ndo se centram apenas na medi¢do de tamanhos, como também abordam a avaliagdo da forma
de particulas. A técnica € testada em processos de cristalizacdo de Sacarose. Os autores
destacam a PCA (Principal Component Analysis) como forma de identificar particulas
maiores que apenas se refletiriam em flutuacGes nas distribui¢des de tamanhos, a aplicagéo de
um detetor sensivel aos perfis azimutais da intensidade da luz que permite a posterior aferi¢do
da forma das particulas e, finalmente, a utilizacdo de sensor CMOS (complementary metal-
oxide semiconductor) que proporciona uma determinacdo altamente precisa do sinal e,
portanto, do tamanho e forma das particulas.

O artigo de Ma et al. (2001) apresenta a aplicacdo do LDS a um processo de
cristalizacdo de Sulfato de Amodnia. O estudo compara o equipamento comercial Malvern
Mastersizer com 0 CMOS sizer, que possui uma matriz de pixéis CMOS.

A literatura também apresenta referéncias da aplicacdo da difracdo laser ao processo de
floculacdo. No artigo de Rasteiro et al. (2007), aplica-se a técnica no processo de floculacao
de finos e filler da indUstria papeleira. Estudou-se o processo de floculagcdo de Carbonato de
Célcio na presenca de diferentes Poliacrilamidas (floculantes). Os resultados permitiram aferir
que o LDS é uma técnica valida na monitorizacdo deste tipo de processos. Verificou-se
também que através da difracdo laser é possivel entender como o processo € influenciado pela
dosagem e caracteristicas do floculante, avaliar a resisténcia dos flocos, verificar a influéncia
de tensdes mecanicas e calcular a dimenséo fractal.

No mesmo ambito, os autores de Rasteiro et al. (2008) utilizaram o LDS de forma a
avaliar o tamanho e estrutura dos flocos de Carbonato de Célcio precipitado na presenca de
floculantes de Poliacrilamida. Foi estudado o efeito da carga e concentracdo dos polimeros em
todo o processo. Para além da evolucdo temporal do tamanho e da quebra dos agregados, foi
avaliada a estrutura dos mesmos, os mecanismos de floculagdo e as cinéticas de aglomeragéo.
Paralelamente, foram medidos os diametros através de analise de imagem, o que validou os
resultados obtidos por LDS.

Em Medendorp et al. (2015) faz-se a comparacdo de dois equipamentos da Malvern,
que realizam medicdes de tamanhos segundo 0 mesmo principio, na monitorizagdo de um
processo de Spray Drying. O Malvern Insitec € utilizado na medicdo online de tamanhos de
particulas, enquanto o Malvern Mastersizer realiza um controlo offline. O aparelho Insitec
revelou ser mais sensivel a alteragdes no processo e nas matérias-primas. Deste modo, 0s
autores discutem correcOes no tratamento dos dados obtidos pelo instrumento de modo a se
conseguir resultados mais coerente das duas medicdes.

Para além dos exemplos apresentados sobre a utilizacdo de LDS, também se utilizam
técnicas de ultrassons na monitorizacdo de tamanhos de sistemas dispersos. As técnicas
ultrassonicas baseiam-se nas relagdes entre as propriedades acusticas dos materiais e 0 seu
tamanho. Para a sua implementacéo, sé@o necessarios dois transdutores: um que emite o sinal

ultrassonico na amostra e outro que recolhe este sinal e o converte num sinal elétrico. A
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técnica pode ser dividida em dois passos. O primeiro, consiste na medi¢do da velocidade ou
do coeficiente de atenuagdo (uma medida da redugédo da amplitude do pulso que atravessa o
material) para uma certa gama de frequéncias. Ja 0 segundo passo corresponde a conversao,
através de um modelo matemaético adequado, das medi¢des numa distribuicdo de tamanhos.
As maiores vantagens associadas a utilizacdo de técnicas ultrassonicas sdo o facto de esta
poder operar em meios bastante concentrados, com concertagdes massicas superiores a 30%, e
ndo depender das propriedades oOticas dos materiais (D. J. McClements 1996). Em Shukla et
al. (2010) utiliza-se a espectroscopia ultrassonica na monitorizagdo de um processo de
cristalizacdo. Na aplicagdo da técnica de ultrassons deve haver o cuidado de investigar se 0s
proprios ultrassons estdo a provocar alteracbes no tamanho das particulas, devendo-se
otimizar a frequéncia dos mesmos.

Oliveira (2010) monitoriza o tamanho de gotas numa emulsdo através da trés técnicas
destacadas nesta seccdo: FBRM, equipamento ultrassonico e LDS. Enquanto os dois primeiros
sdo utilizados em linha, a difracdo laser necessita de amostragem periddica para analise do
tamanho de gotas da emuls&o. Depois de recolhidos os dados no Mastersizer, o autor avalia
também a influéncia do modelo de célculo, forma das particulas e indice de refragcdo na curva
de distribuicdo de tamanhos obtida. As diferencas nos principios fisicos e algoritmos de cada
técnica conduziram a que os tamanhos obtidos pelos trés equipamentos fossem diferentes.

Finalmente, é de destacar a utilizacdo de técnica de Space Filtering (SFT) em processos
de granulacdo, moagem, cristalizacdo, Spray Drying e encapsulacdo por leito fluidizado
(Wurster Coating). Esta técnica, tal como o FBRM, é baseada na medicdo de tamanhos de
corda. A janela de safira, onde se realiza a medicdo, é atravessada por um feixe luminoso que
incide num conjunto de fibras 6ticas. Quando um particula entra na janela, cria uma zona de
sombra que gera um impulso que depende do tamanho, velocidade e localizagdo do material.
A informacdo que chega a fibra Otica, e que é posteriormente conduzida a um conjunto de
fotodetetores, permite aferir sobre o tamanho e velocidade das particulas medidas. O SFT
permite uma monitorizacdo em tempo real e com um hardware simples, apresentando um
design robusto com um baixo custo de aplicacéo (Dieter et al. 2010).

Em suma, esta seccdo permitiu apurar que existem algumas técnicas aplicaveis a
monitorizacdo de processos envolvendo sistemas dispersos. Contudo, tambem se averiguou
qgue nenhuma € infalivel, existindo vantagens e desvantagens em cada uma delas. A difracdo
laser, como referido em Rodrigues (2012) e Lima (2016), apresenta potencial para ser
desenvolvida como técnica de monitorizacdo online de processos de encapsulagdo por
evaporacdo de solvente. O facto de produzir medices precisas e com rapidez podera ser
essencial quando se pretende acompanhar um processo em tempo real. A maior limitacdo da
difracdo laser é o facto de ndo conseguir operar em sistemas demasiado concentrados, uma
vez que estes provocam fendmenos de multiple scattering que adulteram as medic6es. Esta
restricdo pode ser ultrapassado atraves de, por exemplo, sistemas de diluicdo como o
implementado em Jager et al. (1992).
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Uma vez que a difracdo laser ndo se apresenta implementada como uma técnica na
monitorizacdo online de processos de encapsulacdo por evaporagéo de solvente, optou-se por
continuar a desenvolver os trabalhos de Rodrigues (2012) e Lima (2016), também realizados
no Departamento de Engenharia Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da
Universidade de Coimbra. Neste trabalho, sdo promovidas as alteracbes que se consideram
benéficas para ajustar, com sucesso, a técnica & monitorizacdo em linha da encapsulacéo.
Apresenta-se, no final do trabalho, algumas sugestdes para desenvolvimento futuro, por forma
a tornar a utilizacdo de LDS na monitorizacdo de processos de encapsulacdo mais facil e
precisa.
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3. Materiais e métodos experimentais
3.1. Formulacéo base

Uma vez que a avaliagdo por LDS enquanto técnica de monitorizacdo online do
processo de encapsulacdo por evaporagdo de solvente se encontra no estado embrionario,
tentou-se escolher um sistema simples, com uma formulagdo que apresentasse evidéncias de
conseguir proporcionar elevados rendimentos globais. Deste modo, optou-se por estudar o
processo de encapsulacdo de Ibuprofeno em Etilcelulose partindo de uma emulsdo 6leo em
agua. O Diclorometano foi 0 composto orgénico selecionado para compor a fase dispersa e 0
Tween 80 foi utilizado como estabilizador da emuls&o.

A Etilcelulose, aprovada para aplicacbes farmacéuticas pela FDA (Food and Drug
Administration), apresenta elevada compatibilidade com produtos agro-farmacéuticos, €
degradavel e biocompativel, para além de ser uma escolha econémica (Li et al. 2007, Li et al.
2008). J& o Ibuprofeno apresenta-se como um excelente candidato para estudos de
encapsulacdo por evaporacdo de solvente devido a baixa solubilidade em agua e consequente
baixa migracdo para a fase aquosa (Valot et al. 2009). Finalmente, o Diclorometano é um
solvente capaz de dissolver a maioria dos polimeros, quase imiscivel em agua, com elevada
volatilidade e com uma baixa temperatura de ebulicdo (Li et al. 2007). Este tipo de
formulacéo apresenta na literatura eficiéncias de encapsulacdo perto dos 100% (Valot et al.
2009).

Como referido na sec¢do 2.3.1, o solvente devera solubilizar a maior quantidade
possivel de polimero e farmaco. Posto isto, o parametro de solubilidade é também um critério
de avaliacdo/escolha dos materiais a encapsular, procurando-se que o solvente, polimero e
farmaco tenham valores proximos para este parametro. A literatura apresenta diversos valores
deste parametro para 0 mesmo composto (Kent et al. 1998, Hancock et al. 1997, Kitak et al.
2015), muitas vezes por se tratarem de valores calculados por diferentes métodos. Contudo,
foi possivel constatar que o trio Diclorometano, Etilcelulose e Ibuprofeno tem valores do
parametro de solubilidade no intervalo 18,5+2,92 MPa’°, o que é desde logo indicativo da
capacidade do solvente incorporar o polimero e o farmaco.

Primeiramente, procurou-se seguir a formulacdo com 2% (v/v) de fase dispersa adotada
em Lima (2016), visto que esta foi a quantidade de fase orgénica que produziu maiores
rendimentos. A concentracdo de polimero na fase dispersa (4,00% (m/v)) e razdo
Ibuprofeno:Etilcelulose (1:6) foram também as utilizadas em Lima (2016). Através de testes
preliminares, averiguou-se que a utilizacdo de uma concentracdo 0,3% (v/v) de Tween 80
conduz a niveis de obscuragdo adequados e ndo provoca a formacao de espuma. Para evitar a
migracdo demasiado rapida de solvente para a fase aquosa, saturou-se a fase aquosa a 65% de
Diclorometano. Garantiu-se a estabilidade da emulséo através de uma velocidade de agitacéo
mecanica de 600 rpm, que garante que ndo ha formacgéo de espuma no copo da emulséo. A
formulacéo base utilizada encontra-se descrita na Tabela 2.
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Tabela 2. Especificaces da formulacéo base
Fase continua (98% (v/v))
Componente  Quantidade Quantidade relativa

Agua destilada  727,6 ml 98,99% (v/v)
Tween 80 2,3ml 0,31% (v/v)
Diclorometano 51 ml 0,70% (v/v)

Fase dispersa (2% (v/v))
Componente  Quantidade Quantidade relativa

Diclorometano 15 mi -
Etilcelulose 0,600 g 4,00 % (m/v)
Ibuprofeno 0,100 g 0,67 % (m/v)

3.2. Montagem experimental
De acordo com o descrito na sec¢do anterior, constata-se que 0s materiais a utilizar no
presente trabalho, coincidem com os utilizados em Lima (2016). Contudo, e uma vez que as
principais dificuldades com que a autora se deparou estdo relacionadas com a hidrodindmica
da unidade de preparacdo da amostrado Mastersizer2000, optou-se por recorrer a um sistema
de agitacdo externa, construido para este trabalho, que cumpre as especificacbes geométricas
referidas em Brown et al. (2004).

Figura 9. Tanque com agitacdo standard, para a
escala laboratorial (adaptado de Brown et al.(
2004))

Deste modo, foram utilizados os seguintes equipamentos e geometrias:

Copo com 800 ml (9,5 cm de didmetro) equipado com 2 chicanas;

Altura do liquido (H) de aproximadamente 9,5 cm;

Agitador do tipo Rushton com 6 pas radiais 3,5 cm de diametro (D) e situado a
aproximadamente 3,1 cm da base do copo (C).
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Figura 10. Esquema (imagem a cima) e fotografia (imagem abaixo) de montagem do sistema de

monitorizacdo online do processo de encansulacéo.

A emulsdo é transportada do copo descrito anteriormente para a célula de medi¢édo do
equipamento através de uma bomba peristaltica da Heidolph, que se encontra regulada para
um caudal de 10,47 ml/s. Este valor da caudal encontra-se dentro da gama de caudais
standard do Mastersizer. Para conhecer esta gama, foram medidos os tempos que o0
equipamento demora a bombear um certo volume de &gua, variando-se a velocidade de
bombagem do Mastersizer.

O copo da emulséo esta ligado a célula do Mastersizer por um sistema de tubagem de
silicone no qual foi instalada uma peca metalica que atenua a pulsacdo do caudal provocada
pela bomba peristaltica. Os tubos de succdo e de retorno inserem-se na emulsdo pelo topo do
copo.

De forma a acelerar o processo de encapsulacdo, o copo com a emulsdo encontra-se
imersa num banho aquecido por uma placa de aquecimento. A placa possui um sistema de
controlo on/off a partir da medicdo da temperatura, sendo o termdmetro (sonda termopar)
colocado no seio da emulséo e o setpoint do sistema fixo em 35°C.

Finalmente, utilizou-se um agitador mecanico da Heidolph de forma a garantir a
estabilidade da emulsao, operando-se com velocidades de rotacdo da ordem das centenas de
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rotagcdes por minuto. Nele esté aplicado um agitador Rushton com 6 pas radias. O esquema de
montagem do sistema de monitorizagdo encontra-se ilustrado na Figura 10.

3.3. Métodos experimentais

3.3.1. Preparacéo das microparticulas

As microparticulas foram preparadas por emulsificagdo seguida de evaporacdo de
solvente. Referindo-nos a formulagdo base, a fase dispersa é produzida através da dissolucao
de 0,6 g de polimero e 0,1 g de Ibuprofeno em 15 ml de Diclorometano, homogeneizando-se a
solucdo através de agitacdo magnética a 500 rpm durante 30 minutos, a temperatura ambiente.
Ja a fase continua consiste em 735 ml de uma solugéo aquosa com 0,3% (v/v) de Tween 80. A
fase continua € diretamente preparada no copo da emulsdo e comeca a ser preparada pela
adicdo dos 735ml ao referido copo. Depois de se ligar a bomba de modo a preencher o
sistema de tubagem, adiciona-se o surfatante a agua. A fase continua é agitada mecanicamente
a 300 rpm o que, juntamente com a circulagdo, permite alcancar a homogeneizacdo. De
seguida, aumenta-se a velocidade de agitacdo mecénica para 600 rpm (para a formulagéo
base), com a qual se opera durante toda a encapsulacéo, realiza-se o background da medicao
por LDS e satura-se a fase continua até 65% com Diclorometano. Apds a pré-saturacgdo, a fase
dispersa € adicionada gota-a-gota ao meio aquoso pelo método de decantacdo com o auxilio
de uma vareta. A monitorizacdo do processo de encapsulacdo inicia-se 2 minutos apos a
adicéo da fase dispersa ao copo da emulsao.

Os niveis de obscuracao obtidos na maior parte do processo rondam os 15-25%, ou seja,
estdo, quase na totalidade, dentro da zona ideal de obscuracdes recomendada pela marca do
instrumento. Contudo, no inicio da monitorizacdo, estes niveis chegam a atingir os 40% (no
caso das formulagfes com emulsdes mais concentradas). Apesar de se tratar de valores
admitidos pela Malvern, a marca avisa para a possibilidade de existir dispersdo multipla.

Durante as 3 horas em que ocorre a evaporacdo de Diclorometano, o tamanho das
goticulas é monitorizado por difracdo laser. No final do processo, as particulas sdo filtradas
com um papel de filtro com abertura de 2,5 micrometros e secas na estufa a 37°C durante 24h.
De forma a garantir que o produto se encontra completamente seco, as particulas sé@o
transferidas para o exsicador durante 1 hora e, posteriormente, para a estufa a 37°C durante
outra hora. Se a massa das particulas apos secagens sucessivas diferir menos de 2 mg da
massa ap0os serem retiradas do exsicador, considera-se que o produto esta completamente
seco. Caso contrario, volta-se a colocar as particulas no exsicador até que as pesagens
sucessivas entre exsicador e secagem apresentem uma diferenca inferior a 2 mg.

Depois de secas, as particulas sdo peneiradas num peneiro com uma malha de 600 um,
de modo a retirar possiveis aglomerados ou residuos fibrosos. O produto final € guardado no
exsicador.
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3.3.2. Monitorizagdo da concentragédo de Diclorometano na emulséo/fase continua

De forma a monitorizar a evaporacao do solvente ao longo do processo, recorreu-se ao
refratdbmetro RX-50000a da Atago para se obter valores de concentracdo de Diclorometano em
certos instantes da encapsulagdo. Este tipo de instrumento mede o indice de refracdo de uma
amostra, através da determinacdo do angulo critico para o qual se da a reflexao total da luz. O
feixe luminoso € focado num ponto da superficie de um prisma sobre o qual se coloca a
amostra, sendo analisada a reflexdo em funcdo dos angulos de incidéncia. A dependéncia da
intensidade da luz refletida do &ngulo de incidéncia é recolhida numa matriz de sensores de
elevada resolucéo e depende do indice de refracdo da amostra.

Para que se possa medir a concentracdo de Diclorometano na emulsdo, € necessaria a
construcdo prévia de uma curva de calibracdo. Para além de depender da concentracdo de
Diclorometano na fase aquosa, o indice de refracdo é também influenciado pela quantidade de
Tween 80. Posto isto, € necessario construir uma curva de calibragdo para cada concentracéo
de surfatante utilizada na fase continua. As curvas de calibracdo e os correspondentes gréaficos
e equacOes, estdo apresentados no Anexo I. A amostragem é feita com o auxilio de uma
seringa e um filtro que evita que sejam transportadas particulas para o refratdbmetro. As
amostras sdo retiradas do copo da emulsdo e as concentracfes séo medidas nos minutos 4,7 e
15 da monitorizacdo. De seguida, até ao final da encapsulacéo, as medicGes sdo realizadas de
15 em 15 minutos.

3.3.3. Monitorizacdo do estado de solidificacdo das particulas

Em algumas encapsulacOes, foram-se retirando ao longo da monitorizacdo pequenas
amostras da emulsdo para as analisar no microscopio Olympus BH-2. A microscopia 6tica
permite ndo s6 avaliar o didmetro das particulas/goticulas, como também o seu estado de
solidificacdo. A técnica s6 permite avaliar uma pequena quantidade de amostra, sendo a
representatividade, juntamente com o facto de se tratar de um tipo de analise moroso, as suas
maiores desvantagens. Devido a isso, para cada instante monitorizado, sdo preparadas trés
lamelas com amostra.

3.3.4. Monitorizagéo online do tamanho das particulas

Como referido nas seccdes anteriores, 0 presente trabalho tem como principal objetivo
investigar a viabilidade da técnica de LDS na medi¢do do tamanho das particulas ao longo do
processo de encapsulacdo. Para isso, foi utilizado o modelo Mastersizer2000 da Malvern
Instruments. As distribuicdes de tamanhos s@o obtidas utilizando a teoria de Mie, que
contabiliza as diferencas de indices de refragdo entre as particulas e 0 meio, assim como a
absorcéo de luz pela da fase dispersa. Devido a isso, o software Mastersizer2000 necessita
que sejam especificados quais os materiais utilizados na emulsdo: a Etilcelulose é utilizada
como material da fase dispersa e a agua como dispersante, ambos presentes na sua base de
dados. E utilizado o modelo geral de distribuicdes do software, que, para além de utilizar a
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teoria de Mie, também considera que as particulas podem apresentar um forma irregular. Séo
realizadas 120 medic0es, intervaladas por 90 segundos, durante as 3 horas de monitorizagéo.

O instrumento permite ao utilizador obter uma curva de distribuicdo do sistema que
analisa em cada instante. O software do Mastersizer também consegue calcular diferentes
parametros. No presente trabalho, os pardmetros de interesse selecionados foram os diametros
médios em area e volume (D3, e D43, respetivamente), os didmetros abaixo dos quais se
encontram 10, 50 e 90% de todas as particulas (d(0,1), d(0,5) e d(0,9), respetivamente) e a
moda. Os niveis de obscuragdo do detetor sdo bastante importantes na avaliagdo do estado de
diluicdo adequado da disperséo a ser analisada.

3.3.5. Caracterizacdo das particulas

Rendimento global

O Rendimento global é o pardmetro mais imediato para a avaliacdo da qualidade da
encapsulacdo, correspondendo a razdo entre massa de microparticulas obtidas apds peneiragédo
e massa inicial de polimero e farmaco. Neste trabalho, calculou-se este rendimento com na
quantidade de material seco, produzido como descrito anteriormente.

Determinacdo do tamanho das particulas finais

Técnica de difragéo laser

De forma a validar os resultados obtidos durante a monitorizacéo online do processo de
encapsulacdo, sera necessario medir o diametro das capsulas apds secagem e peneiracao da
particulas. Desta forma, foi realizada nova medicdo de tamanhos recorrendo ao
Mastersizer2000 da Malvern Instruments. Para isso, num vidro de reldgio é adicionada a
totalidade das particulas um pequeno volume de uma solu¢do aquosa com 1% de Pluronic,
um surfatante ndo i6nico que garante a dispersdo adequada das particulas secas.
Primeiramente, foi testada a utilizacdo do surfatante Tween 80 (o mesmo que fora utilizado
aquando da encapsulacdo) para estabilizar a suspensdo. Contudo, revelou formar uma elevada
guantidade de espuma, razdo pela qual foi rejeitado para este efeito. Foi necessario utilizar a
totalidade das particulas recolhidas de modo a se obter niveis de obscuracéo razoaveis (acima
de 5%).

Os solidos sdo bem misturados com o surfatante com o auxilio de uma espatula antes de
serem dispersos em agua destilada num copo de vidro com agitacdo magnetica a 200 rpm.
Esta suspensdo € por sua vez adicionada ao copo do préprio equipamento de LDS que contém
cerca de 600 ml de &gua destilada, com o qual se procede, previamente, & determinacdo do
background.

Com o objetivo de avaliar a existéncia de agregacdo no material produzido, fez-se uso
de ultrassons no préprio Mastersizer. Deste modo, cada lote de particulas foi analisado por 6
vezes:

e Sem aplicacdo de ultrassons;
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e Apos a primeira aplicacao de ultrassons (durante 30 segundos);

e Apds a segunda aplicacdo de ultrassons ultrassons (durante 30 segundos);
e Apbs a terceira aplicacdo de ultrassons ultrassons (durante 30 segundos);
e Cinco minutos apos a Ultima aplicacdo de ultrassons;

e Dez minutos apds a ultima aplicacao de ultrassons.

Enquanto a sucessiva utilizacdo de ultrassons pretende avaliar os fendmenos de
desagregacdo das particulas, as duas Ultimas medicdes pretendem avaliar a reagregacéo a que
estas poderdo estar sujeitas.

Microscopia 6tica

Apesar de existirem técnicas de imagem mais desenvolvidas, a microscopia oética
continua a ser bastante util atualmente na avaliagdo das caracteristicas das particulas. Para
além dos problemas de representatividade presentes na maioria das técnicas de imagem, a
microscopia 6tica apresenta uma resolucdo bastante limitada, limitacdo que acabou por
estimular o desenvolvimento de outras técnicas. Contudo, a microscopia € uma tecnologia
facil de utilizar, econdmica e que pode ser aplicada a uma grande variedade de materiais,
permitindo a visualizacdo direta das particulas.

Optou-se por analisar as particulas finais no microscopio 6tico Olympus BH-2 e,
recorrendo ao software Analysis S, realizar uma medicdo de didmetros baseada num principio
distinto do utilizado no Mastersizer2000, uma vez que calcula o didmetro médio pesado em
namero, caracterizando as particulas pelo didmetro médio de Feret. Para além do didametro
médio, o software também calcula a mediana dos didmetros medidos. Depois de se
adquirirem as imagens procede-se ao tratamento das mesmas com o software de tratamento de
imagem Analysis S.

Contudo, esta ndo é uma técnica com tanta precisao e representatividade como o LDS,
servindo apenas como termo de comparac¢do. Trata-se também de uma técnica que requer uma
quantidade muito pequena de amostra para analise. O simples procedimento resume-se a
deposicdo da amostra a seco sobre a lamela, e a colocacdo da mesma no microscopio 6tico
para a aquisicao das imagens para posterior tratamento.

3.4. Plano de experiéncias

A partir da formulacdo base exposta na sec¢do 3.1, definiu-se um plano de experiéncias
com o intuito de estudar a influéncia dos seguintes parametros na formacéo de microcapsulas:
velocidade de agitacdo, fracdo volumétrica de fase dispersa e concentracdo de surfatante.
Desta forma, foram estabelecidas trés novas formulagdes denominadas ¢+, N+ e Tween+. A
segunda apresenta a mesma formulacdo utilizada na formulagdo base, aumentando-se a
velocidade de agitacdo de 600 para 750 rpm. Por esta razdo, a formulacdo base ndo se
encontra especificada em qualquer tabela. Ja as formulacbes ¢+ e Tween+ encontram-se
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detalhadas nas Tabelas 3 e 4, respetivamente. Para aumentar o nivel de representatividade dos
resultados, todas as formulacgdes foram testadas em duplicado.

Tabela 3. Especificacdes da formulacdo ¢+.
Fase continua (97% (v/v))
Componente  Quantidade Quantidade relativa

Agua destilada 715 ml 98,28% (V/v)
Tween 80 7,5 ml 1,03% (v/v)
Diclorometano 5,0 ml 0,69% (v/v)

Fase dispersa (3% (v/v))
Componente  Quantidade Quantidade relativa
Diclorometano 22,5 ml -
Etilcelulose 0,900 g 4,00 % (m/v)
Ibuprofeno 0,150 ¢ 0,67 % (m/v)

Tabela 4. Especificacdes da formulacdo Tween+.
Fase continua (98% (v/v))
Componente  Quantidade Quantidade relativa

Agua destilada  726,2 ml 98,80% (V/v)
Tween 80 3,7ml 0,50% (v/v)
Diclorometano 5,0 ml 0,70% (v/v)

Fase dispersa (2% (v/v))
Componente  Quantidade Quantidade relativa

Diclorometano 15 mi -
Etilcelulose 0,600 g 4,00 % (m/v)
Ibuprofeno 0,100 g 0,67 % (m/v)

E de realcar que o aumento da fracdo volumétrica da fase dispersa implica um aumento
proporcional de surfatante. Contudo, aumentou-se a quantidade de Tween 80 para 1% (v/v).
Este aumento deveu-se ao facto das medi¢Ges com 3% (v/v) apresentarem picos em regides
demasiado elevadas que, primeiramente, foram atribuidas a fendmenos de agregacéo, o que
levou a um aumento da quantidade de estabilizante na tentativa de eliminar este problema.
Quando se conseguiu, finalmente, entender a origem deste tipo de anomalias, optou-se por
ndo diminuir a quantidade de surfatante.
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4. Apresentacao e discussao de resultados

Esta seccdo tem como objetivo principal apresentar os resultados obtidos na
monitorizacdo por difragdo laser com as diferentes formulagdes estudadas. Contudo, antes de
se abordar estes resultados, é importante discutir alguns aspetos que se apresentaram como
dificuldades ao longo do trabalho, na aplicagdo desta técnica a monitorizacdo do processo de
formagao de microcépsulas.

4.1. Pontos previos

Acumulagéo de material na janela

Alguns ensaios ndo apresentam uma tendéncia de tamanhos definida, existindo variacao
nos resultados obtidos ao longo do processo. Este fendmeno ocorre devido ao aparecimento
de picos na regido milimétrica, que € uma ordem de tamanhos demasiado elevada para este
processo, tendo em conta a técnica utilizada e os valores encontrados na literatura (que se
situam entre 0s micrometros e centenas de micrémetros).

A titulo de exemplo, é apresentado um ensaio realizado com a formulacdo N+,
denominado 19/06. A evolugdo temporal de D3, esta representada na Figura 11.
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Figura 11. Evolucédo temporal do valor de D3, das particulas produzidas no ensaio 19/06.

Apesar do gréafico correspondente ao diametro de Sauter ilustrar que, de forma geral, as
goticulas decrescem ao longo do processo, a sua evolucdo ndo apresenta a diminuicédo
continua que seria de esperar. Depois de um reducdo de tamanhos acentuada no inicio do
processo, o didmetro médio exibe um crescimento gradual entre os 40 e os 100 minutos da
monitorizacao, decrescendo apos este tempo, e voltando a apresentar grandes oscilagdes apos
a segunda hora. Este trata-se de um fendmeno andmalo, visto que o solvente da goticula esta a
ser eliminado.

Na Figura 12, encontram-se ilustradas as distribuicdes de tamanhos obtidas em
diferentes instantes da monitorizag&o.
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Figura 12. Evoluc¢do temporal das distribui¢des de tamanhos obtidas a partir da formulagéo
base no ensaio 19/06.

As distribuicBes calculadas pelo Mastersizer apresentam, em diferentes periodos do
processo, picos em trés zonas distintas: numa regido perto dos 55 pm, numa zona intermédia
que varia entre 0s 250 e 0s 300 um e, finalmente, nos 750 um. Estes dois ultimos, nem sempre
estdo presentes quando se analisa as distribuicdes obtidas para os varios instantes. O pico
intermédio é predominante desde o inicio da monitorizacdo até perto da segunda hora. A
partir do minuto 120, sofre um decréscimo, e 0 pico que se situa nos 750 um, que aparecera a
partir do minuto 90, comega a ganhar preponderancia. Ao minuto 125, a moda deste Gltimo
pico situa-se nos 740 um. O facto dos dois picos situados nas regifes de tamanhos mais
elevados apresentarem um comportamento intermitente, indicia que ndo representam (pelo
menos na sua totalidade) entidades presentes no copo da emuls&o.

Atendendo as distribuicGes obtidas ao minuto 180 apresentadas na Figura 12, e
considerando que séo representacdes fieis do material presente no copo da emulséo, seria de
esperar que a maioria das particulas apresentasse um didmetro a rondar os 750 um e outra
grande parte tivesse cerca de 55 um de diametro. Isto implicaria que a maioria das particulas
ficasse retida no peneiro com abertura 600 um. Contudo, as quantidades de particulas obtidas
apOs secagem e peneiracdo apresentadas na Tabela 5 ndo confirmam este tipo de
comportamento.

Tabela 5. Quantidade de particulas recolhidas apds secagem e peneiragdo no ensaio 19/06.

Percentagem massica de )

0,4447 0,4081 92 58

Como ilustrado na Tabela 5, mais de 90% das particulas secas foram recolhidas no
recipiente de recolha do peneiro, 0 que indica que a quase totalidade dos solidos tem
tamanhos inferiores a 600 um. Desta forma, a existéncia do pico na zona dos 750 um ndo é
causada (pelo menos na sua totalidade) por entidades presentes no copo da emulséo.

Posto isto, é pertinente analisar, em termos de tamanhos, as particulas finais por forma a
realizar um paralelismo com os resultados obtidos no final da monitorizagdo. Para isso,
analisou-se o produto final produzido no ensaio 19/06 através de uma analise convencional no
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Mastersizer, como descrito na sec¢do 3.3.5. A Figura 13 permite comparar a distribuicdo de
tamanhos das particulas peneiradas com a Gltima distribuicdo obtida na monitorizagdo online.

Particle Size Distribution
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Figura 13. Distribuicdes obtidas no final da monitorizagéo online (curva vermelha) e na analise
das particulas peneiradas produzidas no ensaio 19/06 (curva verde) por difracdo laser.

Como € notdrio na Figura 13, o pico mais a direita obtido no final da monitorizacao
online desaparece quando se analisam as particulas peneiradas. Contudo, apesar da
peneiracdo, continua-se a verificar a ocorréncia de uma pequena cauda na zona mais a direita
da curva a verde gue pode ser o resultado de alguma aglomeracdo de particulas. O facto do
pico mais a direita da curva a vermelho deixar de estar representado na analise das particulas
peneiradas sustenta a hipdtese do pico na zona mais a direita do grafico obtido durante a
monitorizacao nao representar (pelo menos na sua totalidade) entidades presentes no copo da
emulsdo. Contrariamente, o pico na zona dos 60 wm continua a surgir apos peneiragao, o0 que
indicia que, no final do processo existem, de facto, particulas com este diametro e que
representam a maioria das entidades no copo.

Verificou-se posteriormente que existe alguma agregacdo de material na célula do
equipamento de LDS que, provavelmente, causou esta adulteracdo das medicGes. Este
fendmeno deveu-se a uma reducdo do caudal da bomba apds ter ocorrido uma avaria neste
equipamento. A Figura 14 ilustra a referida acumulacdo de material na célula do Mastersizer.
Contudo, ndo é de rejeitar que alguma agregacdo entre microcapsulas possa também
contribuir para a formacdo de picos em regides de tamanhos mais elevadas.

43



Figura 14. Acumulacéo de material na janela de medi¢do do Mastersizer durante a
monitorizagdo online (imagem a esquerda) e durante a lavagem do equipamento (imagem
adireita).

Deste modo, pbde-se verificar que, em certas medicOes, o0s resultados se apresentam
contaminados pela ocorréncia de picos em zonas de tamanhos demasiado elevados. Posto isto,
é importante referir a metodologia adotada em Oliveira 2010. Neste artigo, o LDS gerou
curvas de distribuicdo trimodais, que o autor atribui a presenca de bolhas de ar e de
microparticulas, para além das goticulas da propria emulsdo. Devido a isso, a emulsdo é
deixada em "descanso” de modo a libertar o ar que forma as bolhas para a atmosfera e o
gréfico é limitado a uma certa gama de tamanhos de forma a se obter uma curva gque apenas
contabilize as goticulas da emulsdo. Este procedimento, que pode aparentar constituir uma
manipulacdo de dados, é uma forma de evitar a adulteracdo das medicdes do tamanho de
goticulas, uma vez que parametros como a mediana ou tamanho médio sdo influenciados pela
presenca dos dois picos que ndo representam a fase dispersa.

Assim, e de forma semelhante ao realizado em Oliveira (2010), limitou-se o dominio de
tamanhos particulas dos ensaios em que existe uma "contaminacdo” considerada excessiva
das distribuicdes que correspondem a material acumulado a janela. Desta forma, sempre que
necessario, limitou-se o dominio de tamanhos até os 200 um. Esta manipulacdo pretende
isolar a zona da distribuicdo referente a fase dispersa e eliminar os efeitos de picos em regies
de tamanhos demasiado elevados resultante de efeitos que ndo tém a ver com a formacéo de
microcapsulas. Além disto, o valor da moda do pico principal gerado pelo software do
Mastersizer recebera especial atencdo, uma vez que se trata do pardmetro menos influenciado
pela existéncia de regides nas curvas de distribuicdo que ndo correspondam a particulas do
copo da emulséo.
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Alguns resultados da microscopia 6tica no acompanhamento da formacédo das
microcpsulas

A titulo de exemplo, a Figura 15 apresenta imagens obtidas por microscopia 6tica em
dois instantes da monitorizagdo online. Estas imagens obtiveram-se durante um processo de
encapsulacao realizada com a formulagéo ¢+.
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Figura 15. Imagens obtidas por microscopia ética ao minuto 6,5 (imagem a esquerda) e 47 (imagem a direita) do
processo de microencapsulacéo.

A Figura 15 evidencia que as particulas presentes no copo ndo apresentam uma
agregacao significativa. Além disso, as duas imagens permitem identificar dois estagios de
solidificacdo distintos. Como era expectavel, a imagem a direita apresenta um estado de
solidificacdo bastante mais avancado que as particulas da imagem a esquerda, resultante da
perda de solvente da fase dispersa. As restantes imagens recolhidas por microscopia ética
durante a monitorizagdo online encontram-se apresentadas no Anexo II.

4.2. Formulacgéo base
As diferentes distribuicGes obtidas ao longo da monitorizacdo que se encontram
apresentadas nas Figuras 16 e 17 permitem aferir que as principais alteracbes nas curvas
ocorrem na primeira meia hora. Comparando os dois ensaios, a curva do lote 07/05 aparenta
estabilizar mais rapidamente: a distribui¢do obtida no minuto 30 é mais proxima do seu estado
final no ensaio 07/05.
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Figura 16. Evolugdo temporal das distribui¢des de tamanhos obtidas a partir da formulagéo
base no ensaio 07/05.
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Figura 17. Evolugdo temporal das distribui¢bes de tamanhos obtidas a partir da formulacéo
base no ensaio 09/05.

Inicialmente, obtiveram-se distribui¢cbes bimodais, com picos nos 350 e 65 um. A
existéncia de picos nestas duas zonas permite agrupar os valores da moda obtidos em dois
tipos de moda: m;, quando o valor deste pardmetro se encontra proximo de 65 um e m;, se 0
seu valor ronda 0s 350 pm,.

Como ilustram as Figuras 18 e 19, a velocidade de alteracdo do didmetro das goticulas
foi mais elevada num periodo inicial, verificando-se, a partir de certo momento, uma alteracdo
muito lenta no tamanho das microcapsulas até ao final do processo. Este tipo de evolugdo ja
tinha sido reportado em Muhaimin (2013).
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Figura 18. Evolugéo temporal do valor de D3, das particulas produzidas a partir da formulagéo
base no ensaio 07/05 (curva azul) e no ensaio 09/05 (curva a preto).
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Figura 19. Evolucéo temporal do valor da moda m; das particulas produzidas a partir da
formulagéo base no ensaio 07/05 (curva azul) e no ensaio 09/05 (curva a preto).

As evolucdo temporal do valor de D3, e da moda m; dos dois ensaios revelou-se
semelhante para nos dois ensaios. A Figura 18 mostra que o didmetro de Sauter do ensaio
07/05 estabiliza ligeiramente mais rapido, fendmeno que se deve ao facto do pico mais a
direita do ensaio 09/05 evoluir mais lentamente. Ja a evolucdo da moda m; dos dois ensaios
apresenta elevada concordancia, j& que ndo é afetado pelo referido pico. Pode por isso
concluir-se que foi possivel obter, para este ensaio, uma boa reprodutibilidade.

As medicdes realizadas no refratdbmetro para o indice de refracdo da emulsdo/solvente
indicam uma diminuicdo semelhante do indice de refracdo dos dois lotes, ou seja, uma
velocidade de eliminacdo de solvente semelhante. No final da primeira hora de monitorizacéo,
os lotes 07/05 e 09/05 apresentam uma concentracdo de 1,98 e 1,73 g™ de DCM,
respetivamente. As Figuras 20 e 21, para além de confirmarem o comportamento referido
anteriormente, permitem comprovar que a evolucao/diminuicdo do didmetro das particulas
depende da eliminacdo do solvente.
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Figura 20. Influéncia da eliminag&@o de DCM na evolugéo temporal de D3, das particulas
produzidas a partir da formulacéo base no ensaio 07/05.
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Figura 21. Influéncia da eliminagéo de DCM na evolucéo temporal de D3, das particulas
produzidas a partir da formulacéo base no ensaio 09/05.

Os didmetros médios e valores da moda finais das encapsulacdes realizadas com a
formulacdo base encontram-se apresentados na Tabela 6. J& as Gltimas distribui¢fes obtidas
durante a monitorizag&o online encontram-se ilustradas na Figura 22.

Tabela 6. Tamanhos médios obtidos nas encapsulacdes realizadas com a formulacg&o base.
Tamanhos médios finais

Ensaio | Moda/um D/ um
07/05 63,85 36,12
09/05 65,18 40,47
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Figura 22. Distribuicdes obtidas na ultima medicédo da monitorizacéo da encapsulacdo realizada
a partir da formulagéo base no ensaio 07/05 (curva vermelha) e no ensaio 09/05 (curva verde).

Em suma, os resultados obtidos nos dois lotes revelaram elevada concordancia. Apesar
das modas dos dois lotes serem muito semelhantes, as pequenas diferencas nas distribuicdes
globais leva a valores ligeiramente diferentes nos diametros médios. Estes resultados atestam
a reprodutibilidade da encapsulacdo, que é notdria quando se compara as ultimas distribuicdes
obtidas em cada um dos lotes, exibidas na Figura 22. O pico principal encontra-se na mesma
zona de tamanhos, existindo uma pequena cauda no lado direito do grafico que,
provavelmente, é originada por alguma acumulacdo de material na janela do equipamento e
pela existéncia de agregados no copo da emulséo.
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Analise das particulas peneiradas por LDS

Depois de peneiragéo, o rendimento global dos ensaios 07/05 e 09/05 foi de 35 e 33%,
respetivamente. Também neste parametro, a encapsulacdo realizada com a formulacdo base

revelou-se reprodutivel.

Os tamanhos médios e modas obtidas na analise das particulas peneiradas encontram-se
apresentados na Tabela 7, enquanto as respetivas distribuicGes estdo apresentadas na Figura
23. Uma vez que se considerou que ambos os lotes produziram particulas semelhantes, optou-

se por analisar apenas um deles, neste caso, o0 07/05.

Tabela 7. Resultados obtidos na analise das particulas ap6s secagem e peneiracéo produzidas a partir da formulacao

base por difracéo laser no lote 07/05.

Distribuicao Moda/ um | D3/ um
Sem aplicacdo de ultrassons 93,562 114,28
Ap6s aplicagdo dos 1°° ultrassons 77,88 88,05
Apos aplicacdo dos 2% ultrassons 76,25 86,14
Ap6s aplicagdo dos 3% ultrassons 75,92 86,07
Cinco minutos apds aplicagdo de ultrassons 76,21 86,31
Dez minutos apo6s aplicacdo de ultrassons 76,30 89,88
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Figura 23. Comparacao das distribui¢des obtidas na analise das particulas ap6s secagem e
peneiracdo produzidas a partir da formulagdo base no lote 07/05 por difracéo laser sem aplicagdo
de ultrassons (curva vermelha), apds a 32 aplicacéo de ultrassons (curva verde) e 10 minutos apos
a aplicacdo de ultrassons (curva azul).

Pela andlise da Figura 23, é possivel concluir que as distribuices de tamanhos
apresentadas anteriormente demonstram que a aplicacdo inicial de ultrassons provocou a
diminuicdo do didmetro das particulas. O pico que na primeira medicao se situava nos 93 um
deslocou-se para os 78 um apds aplicagdo dos primeiros ultrassons. As seguintes aplicagdes
tiveram um impacto reduzido na diminui¢do dos tamanhos médios, transportando o pico para
os 76 um que ndo se altera significativamente nos 10 minutos seguintes. Isto leva a concluir
que as particulas, com didmetro que ronda os 76 um, ndo tendem a agregar ao longo do
tempo.

Para a comparacdo da monitorizacdo online com a analise ap0s peneiracédo, utiliza-se a
ultima distribuicdo da monitorizacdo e a distribuicdo obtida apds a aplicacdo de ultrassons
pela terceira vez, uma vez que representa o estado de maior desagregacao. Por esta razdo, para
as formulacBes seguintes apenas se apresentara a curva obtida apos a terceira aplicacdo de
ultrassons. Associado a isto, esta medicdo sera denominada por "medicdo apds secagem e
peneiracdo” de forma a facilitar a linguagem e consequente leitura. O estudo comparativo
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entre a medicao online e a medicdo apds secagem e peneiracdo encontra-se exposto na Tabela
8 e Figura 24.

Tabela 8. Resultados obtidos por difragédo laser na analise das particulas ap6s secagem e peneiracdo produzidas a
partir da formulagéo base no lote 07/05.

Distribuico | Moda/ um | D3/ um
Ultima distribuicdo da monitorizaco online 63,85 36,12
Ap0s secagem e peneiracao 75,92 86,07
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Figura 24. Distribuicdes relativas ao final da monitorizacéo online (curva vermelha) e a analise

das particulas obtidas apds secagem e peneiracdo produzidas a partir da formula¢do base

(curva verde) no lote 07/05.

Os resultados obtidos na monitorizacdo online apresentam um pico mais largo, que se
prolonga sobretudo para as regiGes de tamanhos inferiores, o que faz com que os tamanhos
médios sejam inferiores aos obtidos na medicdo das particulas finais. O facto de alguns dos
finos desaparecerem na medicdo realizada apds secagem e peneiracdo podera indicar que,
durante a secagem das particulas, as particulas estdo expostas a fenémenos, maioritariamente
de agregacdo, que fazem com que algumas das microcapsulas ndo estejam representadas na
curva verde.

A medicdo realizada as particulas secas e peneiradas apresenta uma pequena cauda que
se estende até a regido milimétrica que ndo seria expectavel, na medida em que a peneiracdo
eliminou todas as particulas com mais de 600 um. Desta forma, este pico é provavelmente
provocado pela agregacéo de particulas, apesar da aplicacdo de ultrassons.

A moda, que na monitorizagdo online se situava nos 64 pm, fixou-se nos 76 um no
produto final. Apesar deste aumento, os Gltimos resultados obtidos na monitorizacdo online
estdo em relativa conformidade com a anélise obtida depois da recolha das particulas.

Analise das particulas peneiradas por microscopia Otica

Finalmente, a microscopia 6tica combinada com a analise de imagem permitiu concluir
que as particulas obtidas com a formulacdo base sdo esféricas, sem presenca de fibras ou
indicio de colapso. Na Figura 25 apresenta-se uma imagem obtida através da microscopia
Otica.

50



200
o -

Figura 25. Imagem das particulas produzidas a partir da formulagéo base
obtida por microscopia 6tica no lote 07/05.

Atraveés do software Analysis S foi também possivel obter o valor médio das particulas
analisadas. Uma vez que esta medicéo foi feita manualmente, apenas se mediram as particulas
com os contornos bem definidos na imagem, omitindo-se conjuntos de particulas sobrepostas.
Por outro lado, a média calculada pelo software trata-se da média dos diametros de Feret
pesados em nimero. Em suma, a microscopia apresenta uma medi¢do de tamanhos pouco
representativa, que ignora algumas entidades e que apresenta uma média ponderada em
namero (contrariamente aos didmetros pesados em area e volume calculados por LDS). Desta
forma, ndo é possivel realizar uma comparacao direta das duas técnicas.

O didametro médio obtido por microscopia 6tica foi de 68,12 um para o lote 07/05
produzido a partir da formulacéo base. Apesar do referido anteriormente, este valor encontra-
se relativamente préximo dos diametros obtidos por difragdo laser.

4.2. Formulagédo ¢+

A evolucdo temporal das distribui¢cbes obtidas com a formulagdo ¢+ encontra-se
exposta nas Figuras 26 e 27. E desde logo visivel que as distribuicdes dos dois ensaios néo se
revelam tdo concordantes como no caso da formulagdo base. A principal diferenca entre os
dois ensaios reside no facto das alturas do pico secundario ser diferente, com maior
representatividade no ensaio 31/07. Por outro lado, o pico mais a esquerda no grafico situa-se
na mesma zona de tamanhos. Com o aumento da fracdo volumétrica da fase dispersa, as
distribuicbes aproximaram-se do seu formato final desde o inicio da monitorizagdo. Este
comportamento ndo esta de acordo com o esperado na medida em que, sendo necessario
eliminar uma maior quantidade de solvente, as curva poderiam necessitar de mais tempo para
estabilizar.
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Figura 26. Evolugdo temporal das distribui¢bes de tamanhos obtidas a partir da formulagéo

¢+ no ensaio 30/07.

Volume/ %
=

Tamanho/ pm

100

1000

—Minuto 3

——Minuto 10
Minuto 30

——Minuto 180

Figura 27. Evolugdo temporal das distribui¢cdes de tamanhos obtidas a partir da formulagéo

¢+ no ensaio 31/07.

Para ambos os ensaios, sdo obtidas distribui¢des bimodais, com um pico principal na
zona dos 80 um e um pico secundario situado entre 500 e 800 um. Assim, de forma analoga

ao realizado na formulagéo base, voltou-se a agrupar duas regides para os valores da moda:

m;, quando o seu valor ronda os 80 um, e m,, quando apresenta um valor na ordem das

centenas de micrémetros.

A evolucdo do diametro de Sauter e da moda m; ilustrada nas Figuras 28 e 29,
respetivamente, volta a revelar um periodo inicial com uma alteracdo brusca, seguido de uma
regido com velocidade de alteracdo muito lenta. Gracas a existéncia de certos periodos de
instabilidade no ensaio 30/07, algumas medicGes foram ignoradas para a construcdo do
gréfico da Figura 28. De novo, nos graficos da Figura 29, foram apenas utilizados os valores

de m;.
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Figura 28. Evolucédo temporal do valor de D3, das particulas produzidas a partir da
formulagdo ¢+ no ensaio 30/07 (curva azul) e no ensaio 31/07 (curva a preto).
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Figura 29. Evolugdo temporal do valor da moda m; das particulas produzidas a partir da
formulagdo ¢+ no ensaio 30/07 (curva azul) e no ensaio 31/07 (curva a preto).

Atendendo & evolucdo temporal dos valores de D3, da Figura 28, é de novo notorio que
os dois lotes apresentam maiores diferencas relativamente ao que sucedeu com a formulacéo
base. Contudo, os dois ensaios apresentam evolucGes temporais do diametro de Sauter
relativamente concordantes. Por outro lado, através do pico referente ao valor de m;, pode-se
afirmar que a maioria das particulas dos dois ensaios apresenta tamanhos muito semelhantes
ao longo de todo o processo.

Apesar da evolugdo da concentragdo de Diclorometano exposta nas Figuras 30 e 31
apresentar uma eliminacdo ligeiramente mais rapida no lote 30/07, este fenOmeno ndo tem
uma influéncia significativa na evolugdo temporal de tamanhos. Quando comparado com a
formulacdo base, a eliminacdo de Diclorometano é agora significativamente mais lenta. As
Figuras 30 e 31 revelam também que a velocidade de alteragdo de diametros € bastante
superior a velocidade de eliminagdo do solvente. Este fendbmeno podera indiciar que existe a
solidificacdo da camada exterior da goticula na fase inicial do processo. Até ao final da
monitorizacdo, o solvente no interior desta capsula difunde-se para a fase aquosa, sem que
exista alteragéo significativa do didmetro da fase dispersa.
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Figura 30. Influéncia da eliminacéo de DCM na evolucéo temporal de D3, das particulas
produzidas a partir da formulacéo ¢+ no ensaio 30/07.
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Figura 31. Influéncia da eliminagédo de DCM na evolucéo temporal de D3, das particulas
produzidas a partir da formulagdo ¢+ no ensaio 31/07.

A Tabela 11 expde alguns dos parametros mais importantes para a comparacgdo das duas

encapsulacdes. Na Figura 32 apresentam-se as Ultimas distribuicdes obtidas nos ensaios

realizados com a formulacgao ¢+.

Tabela 9. Tamanhos médios obtidos nas encapsulagdes realizadas com a formulagéo ¢+.

Ensaio

Tamanhos médios finais
Moda/ﬂm D3,2/,um

30/07
31/07

80,25 50,81
82,42 75,70
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Figura 32. Distribuicdes obtidas na Ultima medicéo da monitorizagdo da encapsulagéo realizada
a partir da formulagéo ¢+ no ensaio 30/07 (curva vermelha) e no ensaio 31/07 (curva verde).

A localizacao dos picos principais das Ultimas distribui¢es de cada ensaio, ilustrados
na Figura 32, revelaram-se muito concordantes. A proximidade dos picos principais traduz-se
na reduzida diferenca no valor da moda dos dois ensaios. O facto dos picos secundarios dos
dois ensaios serem bastante distintos tem especial influéncia no calculo dos diametros médios.
O referido anteriormente permite, de novo, afirmar que as distribuicdes produzidas com
formulacdo ¢+ ndo foram tdo coincidentes como as obtidas com a formulagéo base.

Efeito da fracdo volumétrica da fase dispersa
A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos nas encapsulacdes realizadas com 3% (v/v)
de fase dispersa, assim como os obtidos com formulagéo base, j& apresentados anteriormente.

Tabela 10. Comparacédo dos tamanhos médios das distribuicdes finais obtidos nas encapsulagdes realizadas com a
formulagéo base e formulagdo ¢+.

_ Tamanhos médios
. .| Rendimento o
Formulacdo Ensaio finais
global/ %
Moda/um D3/ um
Base 07/05 35 63,85 36,12
09/05 33 65,18 40,47
o+ 30/07 45 80,25 50,81
31/07 56 82,42 75,70

E notdrio que o aumento do volume da fase organica conduz & producéo de particulas
com maior didmetro do que as produzidas com a formulacéo base. Este fendbmeno pode ser
explicado pela maior probabilidade de duas goticulas se encontrarem e coalescerem, ou pelo
aumento da viscosidade da emulsdo que, consequentemente, diminui a grau da mistura da
emulsdo, levando a obtencdo, inicialmente, de gotas de maior tamanho.

Foi também percetivel que o aumento de ¢ provoca um aumento significativo de
rendimento global do processo, relativamente a formulacdo base. Uma possivel explicacdo
para este fendmeno sera o facto da menor quantidade relativa de fase aquosa reduzir a
transferéncia de farmaco e polimero para o exterior da goticula. Para além disso, o facto do
tamanho das goticulas estabilizar mais rapidamente do que no caso da formulac&o base podera
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indicar que a solidificacdo ocorre mais rapidamente, o que dificultara a transferéncia destes
compostos para a fase continua.

Anélise das particulas peneiradas por LDS

Em ambos os ensaios, foi possivel peneirar cerca de 80% das particulas obtidas apds
secagem. Este fendmeno pode sustentar a possibilidade do pico mais a direita da curva verde
da Figura 32 n&o se dever, na totalidade, & presenca de agregados.

A comparagdo da monitorizacdo online com a andlise realizada as particulas secas e
peneiradas encontra-se sintetizada pela Tabela 11 e Figura 33. Como j& referido, apenas se
representou 0s resultados obtidos apds a ultima aplicagdo de ultrassons, uma vez que
representa o cenario de maior desagregacao.

Tabela 11. Resultados obtidos por difracdo laser na anlise das particulas ap6s secagem e peneiracao produzidas a
partir da formulacdo ¢+ no lote 31/07.

Distribuicao | Moda/ um | D3, um

Ultima distribuicdo da monitorizagéo online | 82,42 75,70
Apds secagem e peneiracdo 81,19 86,76
Particle Sire Distribution
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Figura 33 . Distribuices relativas ao final da monitorizagdo online (curva vermelha) e a anélise
das particulas obtidas apds secagem e peneiragdo produzidas a partir da formulacdo ¢+(curva
verde) no lote 31/07.

A moda, que na monitoriza¢cdo online se fixou nos 82 um, sofreu uma ligeira
diminuicéo, fixando-se nos 81 um. O facto de as regides mais a direita do grafico serem
distintas, faz com que as diferengas em D3, sejam superiores.

A pequena cauda da analise das particulas secas e peneiradas deve-se a fendbmenos de
agregacdo, ja que a peneiracdo permite eliminar as particulas com didmetros superiores a 600
um. Por outro lado, a ultima distribuicdo obtida na monitorizacdo online apresenta um
pequeno pico perto dos 10 um que ndo aparece na distribuicdo de tamanhos das particulas
secas e peneiradas. De forma semelhante ao sucedido na formulagédo base, este acontecimento
podera dever-se a fendmenos fisico-quimicos que ocorrem durante a secagem.

Analise das particulas peneiradas por microscopia Otica
A formulacdo ¢+ revela ter produzido particulas de maior didametro, apesar de néo ter

sido muito evidente nas imagens de microscopia apresentadas na Figura 34. As microcapsulas
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continuam a apresentar um formato esférico sem sinais de colapso. O software Analysis S
calculou um didmetro médio de 68,80 um, valor da mesma ordem do obtido por difracdo
laser.

Figura 34. Comparacéo das imagens das particulas produzidas a partir da formulagéo base (a esquerda) e a
partir da formulacgdo ¢+ (a direita) obtida por microscopia 6tica

4.3. Formulagdo N+
As Figuras 35 e 36 apresentam a evolugdo temporal das distribuicdes de tamanhos
obtidas com a formulacdo N+ nos ensaios 27/07 e 01/08, respetivamente. E evidente que o
aumento da velocidade de agitacdo produziu um conjunto de distribuicGes menos
concordantes entre ensaios.
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Figura 35. Evolugdo temporal das distribui¢des de tamanhos obtidas a partir da formulagédo N+
no ensaio 27/07.
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Figura 36. Evolucdo temporal das distribui¢des de tamanhos obtidas a partir da formulagéo N+
no ensaio 01/08.

Com aumento da velocidade de agitacdo, voltou-se a verificar a existéncia de algumas
distribuicbes multimodais. O ensaio 27/07 apresentou um comportamento mais dificil de
analisar, que dificulta a obtencdo do tamanho real das particulas. O pico na zona dos 60 pm,
correspondente ao tamanho da maioria das particulas, foi ofuscado ou por um pico na zona
dos 300 pwm ou por outro perto dos 1000 um, durante quase toda a monitorizacéo. A partir das
trés zonas de tamanhos identificadas anteriormente, e de forma analoga ao efetuado nas
formulacGes anteriores, classificaram-se 0s picos consoante a regido de tamanhos onde estdo
situados. Assim, os valores da moda séo classificados em m; se se situam perto dos 60 um, m;
se estdo na zona dos 300 um e mj3 se estdo proximos da regido milimétrica.

No ensaio 27/07, as distribui¢des iniciais apresentam apenas dois picos, mas perto dos
15 minutos, desenvolve-se 0 pico na regido intermédia. J& 0 pico mais a direita subsiste até
perto do minuto 130, altura em que diminui abruptamente. De novo, 0 comportamento
intermitente dos picos das regides dos 300 e 1000 um indicam que ndo sdo representativos de
entidades presentes na emulsdo. O lote 01/08 apresenta distribuicdes bimodais que, para além
do pico na zona dos 60 pum, apresentam um pico secundario entre os 300 e os 500 um. Este
ultimo apresenta uma altura bastante variavel ao longo da monitorizagéo.

Apesar de ndo estar representada na Figura 35, existe uma alteracdo brusca verificada
no didmetro de Sauter obtido no ensaio 27/07 que merece ser analisada com a devida atencéo.
As distribuicGes que ilustram este comportamento encontram-se apresentadas na Figura 37.
Existe uma reducdo brusca dos tamanhos verificada ao minuto 135 da monitorizacdo, o que
indicia que, até esse instante, ocorre acumulagdo de material na célula do equipamento. Ao
soltar-se, provoca a abrupta reducdo de tamanhos que faz com que o diametro de Sauter, que
se situava nos 117 um (curva azul da Figura 35), se fixasse nos 55 um (curva verde da Figura
35), em apenas 3 minutos. Até ao final da monitorizacéo, verifica-se que o pico situado perto
dos 60 um aumenta em altura, enquanto o pico na regido milimétrica diminui
substancialmente ao mesmo tempo que se desloca para 0s 700 um.
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Figura 37. Evolugdo das distribuicbes de tamanho obtidas na encapsula¢do do ensaio 27/07
realizada com a formulag&o N+, desde o minuto 133 até ao final da monitorizacéo.

Optou-se assim por restringir 0 dominio de tamanhos de particulas até aos 200 um de
modo a atenuar a influéncia do pico mais a direita no calculo do didmetro médio. O
comportamento de D3, e da moda ao longo da monitorizagdo encontra-se ilustrado nas
Figuras 38 e 39, respetivamente. O aumento da velocidade de agitacdo n&o alterou o
comportamento geral da processo. Também se observou que o pico principal se desloca para a
esquerda relativamente a formulacdo base. Este comportamento estd de acordo com 0 que
seria esperado. Apesar de ndo ser tdo notério como nas formulagdes atras apresentadas, o
tamanho das particulas apresenta uma diminuicdo inicial bastante acentuada, seguida de um
periodo de evolucdo muito lenta.
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Figura 38. Evolugéo temporal do valor de D, das particulas produzidas com a partir da
formulagdo N+ no ensaio 27/07 (curva azul) e no ensaio 01/08 (curva a preto).
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Figura 39. Evolugdo temporal do valor ma moda m; das particulas produzidas com a partir da
formulagdo N+ no ensaio 27/07 (curva azul) e no ensaio 01/08 (curva a preto).

Mesmo apos se restringir o tamanho das particulas até 200 um, o gréafico do didmetro de
Sauter do ensaio 27/07 ainda apresenta uma regido instavel dos 20 aos 60 minutos do
processo. Por outro lado, foi possivel suavizar o comportamento do didmetro médio do lote
01/08 através da restricdo do dominio de tamanhos. Apesar da pequena instabilidade referida
anteriormente, o valor deste parametro foi, a partir da primeira hora de monitorizacgéo,
concordante nos dois ensaios.

A moda tende para valores bastante semelhantes nos dois ensaios ao longo de todo o
processo, o que pode indicar que foram produzidas particulas semelhantes nos dois lotes.

As medicoes realizadas no refratdbmetro apresentadas nas Figura 40 e 41 revelaram que
a eliminacdo do solvente ocorreu com velocidade semelhante nos dois ensaios. Estes perfis,
contrariamente ao sucedido com a formulagdo ¢+, foram bastante semelhantes aos obtidos
com a formulacdo base. Isto podera indicar que a fracdo volumétrica da fase dispersa tem
maior influéncia na velocidade de remocao de solvente que a velocidade de agitacdo, para a
gama tratada.
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Figura 40. Influéncia da eliminacdo de DCM na evolugdo temporal de D3,2 das particulas
produzidas a partir da formulagdo N+ no ensaio 27/07.
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Figura 41. Influéncia da eliminagéo de DCM na evolucéo temporal de D3, das particulas

produzidas a partir da formulagdo N+ no ensaio 01/08.
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A Tabela 12 expde os resultados das encapsulacdes realizadas com velocidade de
agitacdo de 750 rpm. Os parametros apresentados resultam da limitacdo do diametro de
particulas até aos 200 pum. A Figura 42 exibe as dltimas distribui¢cbes obtidas na
monitorizacao online, para os dois lotes.

Tabela 12. Tamanhos médios obtidos nas encapsulacdes realizadas com a formulagdo N+, apés se restringir os
didmetros a d=]0; 200] pm.

. Tamanhos médios finais
Ensaio
Moda/ym Dgyz/‘um
27107 59,59 37,46
01/08 53,74 43,76
a8
g
£
% 4
=
2
%.Dl 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 42. DistribuicGes obtidas na Gltima medicdo da monitorizagdo da encapsulagéo realizada
a partir da formulagédo N+ no ensaio 27/07 (curva vermelha) e no ensaio 01/08 (curva verde).

As diferencas nas curvas da Figura 42 originam os grandes desvios verificados nos
diametros médios apresentados na Tabela 12. Enquanto o grafico referente ao lote 27/07
apresenta um pico bastante elevado na zona dos 58 pm com uma cauda na zona milimétrica, a
curva do lote 01/08 apresenta um pico predominante nos 350 um e outro inferior nos 58 um.
Desta forma, enquanto o pico secundario do ensaio 27/07 é totalmente eliminado através da
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limitacdo do dominio de tamanhos até 200 pum, isto ndo acontece no caso do lote 01/08. Este
fendmeno justifica as diferencas nos tamanhos médios entre ensaios.

Efeito da velocidade de agitacao

Na Tabela 13 séo apresentados, para efeitos comparativos, os resultados obtidos nas
encapsulacdes realizadas com a formulacdo base e com a formulacdo N+. Para a realizagéo
desta comparacgdo, ndo se analisaram os didmetros médios, face aos picos estranhos obtidos no
caso da formulagéo N+.

Tabela 13. Comparacéo dos resultados obtidos nas encapsulacdes realizadas com a formulacéo base e formulagdo N+.

. . | Rendimento Tamanhos médios finais
Formulacdo Ensaio
global/ % Moda/ um
07/05 35 63,85
Base
09/05 33 65,18
27/07 38 59,59
N+
01/08 15 53,74

Atendendo ao valor da moda de ambas as formulacdes, o aumento da velocidade de
agitacdo fez com que o didmetro das particulas diminuisse. Este comportamento esta de
acordo com aquilo que era esperado, ja que o aumento da velocidade de agitacdo provoca um
aumento das forcas de cisalhamento, o que faz diminuir o tamanho das particulas. Isto resulta
no deslocamento do pico relativo ao valor da moda m; para uma regido mais a esquerda do
gréfico.

Os rendimentos globais obtidos com velocidade de agitacdo de 750 rpm ndo permitem
aferir sobre a influéncia deste parametro na quantidade de particulas obtidas, uma vez que os
resultados obtidos nos dois lotes foram bastante diferentes. Tal como sucedeu com o0s
rendimentos globais, a analise da percentagem de particulas peneiradas foi inconclusiva. A
diferenca no valor deste parametro verificada nos dois ensaios (72% em 27/07 e 27% em
01/08) nao permite aferir se o pico em regides mais elevadas corresponde a entidades
presentes no copo no caso do ensaio 01/08.

Analise das particulas peneiradas por LDS

A avaliagdo dos resultados da monitorizagdo online pode ser realizada através da Tabela
14, que apresenta ndo s6 os Ultimos resultados obtidos na monitorizacdo como as medigdes
das particulas secas e peneiradas. Por outro lado, a Figura 43 apresenta as correspondentes
distribuicGes. Para se poder comparar os dois tipos de anélise as distribui¢cbes das particulas
peneiradas também s&o restringidas até 200 um para o célculo de D3 5.
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Tabela 14. Resultados obtidos por difragédo laser na analise das particulas ap6s secagem e peneiracdo produzidas a
partir da formulagao N+ no lote 27/07.

Distribuico | Moda/ um | D3of um

Ultima distribuicdo da monitorizagéo online 59,59 37,46
Apdbs secagem e peneiracao 60,94 55,69
12 Particle Size Distribution
10
£ s
2 6
] 4
2
0 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 43. Distribuicdes relativas ao final da monitorizagdo online (curva vermelha) e & analise
das particulas obtidas apds secagem e peneiragdo produzidas a partir da formulagdo N+ (curva
verde) no lote 27/07.

O alargamento da ultima curva obtida na monitorizacdo online para as regides de
tamanhos inferiores, faz com que os seus tamanhos sejam inferiores aos obtidos na medi¢éo
apos peneiracao das particulas. Este tipo de acontecimento, ja reportado anteriormente, volta a
indiciar que existe algum tipo de agregacao de finos durante a secagem.

A moda da ultima medicéo da monitorizagéo online, que era inferior a 60 um, fixou-se
nos 61 um apos a secagem das particulas. Posto isto, os resultados obtidos depois da recolha
das particulas estdo em conformidade com os resultados obtidos na monitorizacao online

De notar que os tamanhos finais obtidos no ensaio N+ é substancialmente inferior ao
das particulas da formulacao base, devido ao aumento da velocidade de agitacéo.

Analise das particulas peneiradas no microscopio otico

A microscopia realizada as particulas produzidas com a formulacdo N+ apresentada na
Figura 44 revela que o aumento da velocidade de agitacdo produziu particulas de menor
didmetro. As microesferas revelam-se esféricas ndo colapsadas. A formulacdo N+ revelou
resultados concordantes entre as diferentes técnicas, ja que didmetro médio obtido pela
técnica de microscopia 6tica com analise de imagem foi de 58,67 um. Este valor situa-se,
novamente, proximo do diametro médio calculado pelo Malvern Mastersizer.

Yo 2':.';

Figura 44. Comparacéo das imagens das particulas produzidas a partlr da formulagao base (a esquerda) ea
partir da formulagao N+ (a esquerda) obtida por microscopia 6tica. 63




4.4. Formulagdo Tween+
A formulagdo Tween+ obteve os resultados com maiores diferengas entre ensaios, como
ilustram as Figuras 45 e 46. Este fendmeno deve-se ao comportamento anémalo verificado no
ensaio 24/05. Ja o lote 21/05 apresenta uma evolugdo normal, com a distribuicdo de tamanhos
obtida ao minuto 30 a apresentar um formato bastante semelhante ao da distribuicéo final.

—Minute 3

— Minuto 10

Volume/ %

Minuto 30

s Minuto 180

1 10 100 1000
Tamanhof pm

Figura 45. Evolugdo temporal das distribui¢des de tamanhos obtidas a partir da formulagao
Tween+ no ensaio 21/05.
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Figura 46. Evolugdo temporal das distribui¢des de tamanhos obtidas a partir da formulagéo
Tween+ no ensaio 24/05.

O lote 24/05 apresenta, ao longo de todo o processo, um pico dominante em zonas de
tamanhos demasiado elevados, o que ndo estd de acordo com o ensaio 21/05 nem com 0 que
seria esperado perante os restantes ensaios realizados com as formulagdes anteriores. Ja o
comportamento exibido pelo ensaio 21/05 estd de acordo com o seria expectavel. Este lote
apresenta, inicialmente, uma distribuicdo bimodal com picos nos 80 e 300 um. Os dois picos,
nesta fase inicial, apresentam-se bastante sobrepostos, razdo pela qual é dificil isolar o valor
da moda do pico mais a esquerda no grafico. Até ao final do processo, este tende a estreitar-
se, ficando apenas um pequeno pico secundario na regido dos 450 pm.

Desta forma, optou-se, novamente, por classificar os valores da moda em m; e my,
consoante sejam da ordem das dezenas ou centenas de micrOmetros, respetivamente. A
evolucéo temporal de D3, e do valor da moda m; encontram-se ilustrados nas Figuras 44 e 45,
respetivamente. Com a presente formulacdo, o decréscimo acentuado seguido de um periodo
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de alteracdo lenta € apenas notdrio no ensaio 21/05, devido as grandes oscilagdes no ensaio
24/05.
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Figura 47. Evolucéo temporal do valor de D3, das particulas produzidas a partir da
formulagdo Tween+ no ensaio 21/05 (curva azul) e no ensaio 24/05 (curva a preto).
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Figura 48. Evolugdo temporal do valor da moda m; das particulas produzidas a partir
da formulacéo Tween+ no ensaio 21/05 (curva azul) e no ensaio 24/05 (curva a preto).

Como ja mencionado, o ensaio 21/05 apresenta um comportamento de acordo com o
esperado. A influéncia do pico nas regiGes milimétricas é atenuado pela restricdo do dominio
de particulas até 200 pum. Contudo, uma vez que, em certos instantes, os dois picos se
encontram bastante sobrepostos, nao foi possivel isolar o pico mais a esquerda no grafico. O
didmetro de Sauter do ensaio 24/05 foi bastante influenciado pela presenca do pico perto de 1
mm. Entre os 20 e os 90 minutos, D3, exibe um comportamento bastante inconstante. De
forma geral, este pardmetro ndo apresentou concordancia entre ensaios.

A moda m; do ensaio 21/05, tal como o didmetro médio, apresenta uma reducdo inicial
acentuada, seguida de um periodo de alteragdo lenta. Por outro lado, no ensaio 24/05, o valor
da moda m; ndo apresenta, de novo, o tipo de evolucgdo esperada, oscilando entre os 90 e os
140 um durante todo 0 processo.

Concluindo, a formulagdo em questdo produziu as encapsulagbes com menor
concordancia entre ensaios. O lote 24/05 apresenta um comportamento anémalo que,
provavelmente, se deveu a acumulagdo de material ou bolhas na célula do equipamento.
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15.

Devido as significativas diferencas verificadas entre ensaios, é dificil realizar uma
comparacdo entre os dois. Associado a isso, também ndo sera possivel averiguar sobre a
influéncia da eliminagéo de solvente na evolucdo temporal de tamanhos.
Pode-se, no entanto, referir que as medi¢des realizadas no refratdbmetro, ilustradas na
Figura 49 e 50, indicam que a velocidade de remocéo de solvente diminuiu com o aumento da
quantidade de surfatante. De facto, a maior estabilidade causada pela maior quantidade de
Tween 80 podera dificultar a transferéncia de Diclorometano para a fase aquosa. A velocidade
de evaporacdo de DCM aparenta ser ligeiramente superior no ensaio 24/05.
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Figura 49. Influéncia da eliminag@o de DCM na evolugéo temporal de D3,

produzidas a partir da formula¢do Tween+ no ensaio 21/05.
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Figura 50. Influéncia da eliminagdo de DCM na evolugéo temporal de D3, das particulas

produzidas a partir da formulagdo Tween+ no ensaio 24/05.

A Figura 51 apresenta uma comparacgdo entre as distribuicOes finais obtidas nos dois
ensaios. Os Varios pardmetros obtidos destas medicGes encontram-se apresentados na Tabela
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Tabela 15. Tamanhos médios obtidos nas encapsulacdes realizadas com a formulagdo Tween+, apds se restringir os
didmetros a d=]0; 200] pm.

Tamanhos médios finais
Ensaio
Moda/,um D3,2/,um
21/05 79,13 43,95
24/05 91,26 53,77
1D B rid in
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Figura 51. Distribui¢Bes obtidas na tltima medic¢éo da monitorizagdo da encapsulagéo realizada
a partir da formulagdo Tween+ no ensaio 21/05 (curva vermelha) e no ensaio 24/05 (curva
verde).

Como referido anteriormente, a Figuras 47 e a Tabela 18 comprovam que a formulagéo
Tween+ produziu ensaios pouco concordantes. Até o valor da moda m; apresenta 0 maior
desvio entre ensaios quando comparado com as outras formulacdes.

Efeito da concentragdo de surfatante

A Tabela 16 apresenta os resultados dos ensaios realizados com 0,5% (v/v) de Tween
80, juntamente com os obtidos com a formulacdo base. Para uma comparacéo direta destas
formulacdes, os resultados da formulagdo base também foram truncados até 200 um.

Tabela 16. Resultados obtidos nas encapsulagdes realizadas com a formulagdo Tween+.
Rendimento  Tamanhos médios finais

Formulacdo Ensaio
globall %  Moda/um D3/ um

Base 07/05 35 63,85 30,54
09/05 33 65,18 34,63
Tween+ 21/05 48 79,13 43,95
24/05 42 91,26 53,77

O rendimento global sofreu um aumentou com o aumento da concentracdo de
surfatante. A maior estabilidade causada pela maior quantidade de Tween 80 pode ser a
justificacdo para a menor transferéncia de polimero e farmaco para a fase aquosa.

O aumento de Tween 80 deveria diminuir a tensdo interfacial entre fases e,
consequentemente, diminuir o tamanho das particulas. Contudo, e ao contrario do que seria
esperado, a maior quantidade de surfatante produziu particulas com maiores diametros. Este
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comportamento pode encontrar explicagdo no facto da concentracdo micelar critica ter sido
ultrapassada com este aumento de Tween 80. Assim, a adi¢do do mesmo ndo provocara a
diminuicdo da tensdo superficial, e 0 aumento do didmetro podera dever-se a um aumento da
viscosidade da emulsdo que resulta na reducédo da tenséo de corte mistura.

Anélise das particulas peneiradas por LDS

Uma vez que 75,96% das particulas do ensaio 24/05 sdo peneiradas, suporta a hipotese
do pico mais elevado da curva verde da Figura 51 ndo se dever a fendmenos de agregacéo,
mas a acumulacdo de material na janela de medicé&o.

O produto obtido com a formulacdo Tween+ é avaliado através de uma analise
convencional das particulas por difracdo laser. A Tabela 17 expde alguns dos parametros que
permitem comparar os dois tipos de analises. Esta comparacdo pode ser realizada
graficamente através dos graficos da Figura 52.

Tabela 17. Resultados obtidos por difracdo laser na andlise das particulas ap6s secagem e peneiracao produzidas a
partir da formulagdo Tween+ no lote 21/05.

Distribuicéo | Moda/ um | Dsof um

Ultima distribuicdo da monitorizagéo online 79,13 43,95
Apdbs secagem e peneiracao 76,39 67,90
10
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Figura 52. Distribuicdes relativas ao final da monitorizacgéo online (curva vermelha) e a analise
das particulas obtidas apos secagem e peneiragdo produzidas a partir da formulagédo Tween+
(curva verde) no lote 21/05.

Verificou-se de novo que a monitorizagdo online produziu uma distribuicdo que se
estende para regides mais a esquerda do grafico, para além da sua cauda a direita ser inferior a
obtida na analise das particulas finais. Este fenomeno podera indiciar que ocorre alguma
aglomeracdo aquando da secagem. Devido a isso, 0 tamanho medio da monitorizacdo €
inferior ao obtido na analise as particulas secas.

Por outro lado, o valor da moda é bastante concordante, como também é visualmente
percetivel na Figura 52.

Analise das particulas peneiradas no microscépio 6tico

As imagens recolhidas por microscopia Otica das particulas produzidas com a
formulacdo Tween+ estdo apresentada na Figura 49. O aumento de surfatante produziu
particulas esféricas de diametro superior as produzidas a partir da formulacao base. Com isto,

68



pode-se afirmar que, independentemente da formulacdo utilizada, a microencapsulagao
produziu sempre particulas ndo colapsadas com formato esférico. O didmetro medio de Feret
calculado por esta técnica de imagem, 71,98 um, foi bastante proximo dos valores da moda
obtidos no final da monitorizacdo, 79,13 um, e depois da secagem e peneiragdo, 76,39 um,
obtidos por LDS. Este valor médio de didametro de Feret para o ensaio Tween+ é um pouco
superior ao da formulacdo base. Contudo, estes valores para a formulagédo com 0,5% (v/v) de
surfatante devem ser encarados com algum cuidado devido ao nimero reduzido de particulas
na imagem (Figura 53).
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Figura 53. Compara(;ao das imagens das particulas produzidas a partir da formulagédo base (a esquerda) e a
partir da formulacdo Tween+ (& esquerda) obtida por microscopia dtica.
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5. Conclusdes e sugestoes para trabalhos futuros

O presente trabalho permitiu concluir que € possivel monitorizar um processo de
encapsulacdo por evaporacdo de solvente pela técnica de difragdo laser. A maioria dos
ensaios revelou uma diminuigdo continua do tamanho da fase dispersa ao longo do tempo.
Esta diminuicdo de didmetros é bastante acentuada na fase inicial, verificando-se,
posteriormente, um periodo em que a reducdo de tamanhos é muito lenta. Este
comportamento estad de acordo com o esperado visto que, numa fase inicial, as goticulas
perdem o seu solvente rapidamente, até que a extracdo de Diclorometano sature a fase aquosa.
Por outro lado, este tipo de evolugdo também pode indiciar que existe a formacdo de uma
capsula num periodo inicial, através da qual se passa a realizar a extragdo de solvente para a
fase aquosa, sem alteracdo de diametro. Este fendémeno é também sustentado pelo
acompanhamento da concentracdo de solvente na emulsdo. O facto da remocdo do
Diclorometano ocorrer de forma mais lenta que a evolucgdo de tamanhos de particulas, ou seja,
a eliminacdo de solvente ndo estar intimamente ligada a reducdo de tamanhos da fase
dispersa, indica, de novo, que existe a formagdo de uma capsula no periodo inicial.

Excetuando a formulacdo Tween+, as réplicas revelaram-se, de forma geral, bastante
concordantes. Apesar de, por vezes, os didmetros médios apresentarem diferencas relativas
mais elevadas, os valores da moda foram sempre muito semelhantes.

O valor da moda das particulas peneiradas obtido por difracdo laser revelou elevada
concordancia com o valor do mesmo parametro obtido no final da monitorizagdo. Os
tamanhos médios, por outro lado, apresentam maiores desvios. Este fendmeno deve-se ao
facto dos graficos adquiridos na monitorizacdo online apresentarem formatos bastante
variaveis, tanto em regides a direita como a esquerda do pico principal.

A microscopia 6tica foi utilizada ndo como termo de comparacao da difracdo laser, uma
vez que se baseia noutro principio de medicdo, mas antes para visualizar as particulas obtidas.
Apesar da microscopia Otica ndo permitir atingir a representatividade do LDS, permite a
visualizacdo direta do produto. Através do tratamento das imagens obtidas, verificou-se que
todas as formulagfes produziram particulas esféricas ndo colapsadas e sem existéncia de
estruturas fibrosas. A tendéncia observada nos valores de diametros médios obtidos concorda
com as tendéncias detetadas pela utilizagdo de LDS.

Apesar do sucesso com que se aplicou a difragdo laser a monitorizacdo da
encapsulacdo, a técnica apresenta diversas limitagcdes. Desde logo, é bastante limitada a nivel
de concentracdo. Quando se utilizou a formulacdo ¢+, os niveis de obscuracdo atingiram os
40% no inicio do processo. Apesar de ser um valor admitido pela técnica, o fabricante
aconselha a utilizacdo de obscuracdes até 20% e, a partir dos 50%, a concentragcdo ja €
demasiado elevada para assegurar a fiabilidade da medicdo. Contudo, estudos anteriores
(Rasteiro et al. (2008)) provaram que mesmo com obscuragdes de 70% ainda é possivel obter
resultados com significado. Mesmo assim, é possivel concluir que ndo se poderdo analisar
emulsdes muito mais concentradas. Associado a isto, a quantidade de particulas produzidas

por unidade de volume de emulsdo também sera reduzida.
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Outro problema verificado na utilizacdo da técnica neste tipo de processo, esta
relacionado com a precipitagdo do polimero. A Etilcelulose é um composto que precipita
muito facilmente. Quando ocorre no copo da emulsdo ou no sistema de tubagem, este
fendmeno implica "apenas" a reducdo do rendimento da encapsulagdo. Contudo, quando
existe acumulagdo de matéria na célula do equipamento, podera existir uma adulteracdo de
resultados.

Este tipo de problemas ja fora identificado em artigos em que a difracdo laser é aplicada
na monitorizacdo online de sistemas dispersos. Em Jager et al. (1992) a limitacdo de
concentracdo foi contornada através da utilizacdo de um sistema de diluigdo, enquanto em
Harvill et al. (1995) se utilizou um método de limpeza da janela que permite que a técnica
seja aplicada por um extenso periodo de tempo.

Finalmente, a utilizacdo de diferentes formulagdes permitiu aferir sobre a influéncia de
certas variaveis no processo. O aumento da fracdo volumétrica da fase dispersa conduziu a um
aumento do didmetro das particulas produzidas, fenémeno atribuido ao aumento dos
fendmenos de coalescéncia e ao aumento da viscosidade da emulsdo. Além disso, verificou-se
um aumento no rendimento do processo, provavelmente, devido ao facto da menor quantidade
relativa de fase continua diminuir a transferéncia de polimero e farmaco para o exterior da
goticulas.

A velocidade de agitacdo, como seria expectavel, provoca uma diminui¢do no tamanho
de particulas devido ao aumento das forgas de cisalhamento. Uma vez que os rendimentos
globais foram bastante distintos nos dois ensaios, nao foi possivel concluir sobre a influéncia
da velocidade de agitagcdo no rendimento global.

O aumento da concentracdo de surfatante provocou, contrariamente ao que seria
esperado, um aumento do diametro das particulas finais. Este comportamento pode ser
explicado pela possibilidade de se ter ultrapassado a concentracdo micelar critica, razdo pela
qual ndo se diminui a tensdo superficial das interfaces com a adicdo de Tween 80 a emuls&o.
O acréscimo na quantidade de surfatante provoca um aumento da viscosidade da emulsdo, o
que conduz a reducdo das forcas de cisalhamento e, consequentemente, ao aumento do
diametro das particulas. O aumento na estabilidade da emulsdo permite aumentar o
rendimento global do processo.

Como concluséo genérica final, é legitimo afirmar, com base nos estudos preliminares
realizados, que a técnica de LDS se posiciona como uma técnica de grande potencial para
perceber a influéncia de varios parametros operatorios no processo de microencapsulacédo por
evaporacéo de solvente.

Nesta fase final do trabalho, tendo-se discutido as vantagens e limitacGes da aplicacdo
da difracdo laser na encapsulacdo por evaporacdo de solvente, é pertinente sugerir algumas
alteracdes e melhoramentos ao sistema desenvolvido. As primeiras sugestfes relacionam-se
com a acumulacdo de solidos nas diversas superficies do sistema. Este fenomeno, como

referido anteriormente, € mais critico quando ocorre na janela do Mastersizer. Na secc¢do 4.1,
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verificou-se que a acumulagdo excessiva se deveu a utilizagdo de um caudal de circulagdo
demasiado baixo. Deste modo, sera pertinente estudar o efeito do caudal na qualidade da
distribuicdo adquirida e, assim, utilizar um caudal 6timo para a aplicacdo de LDS a processos
de monitorizagdo de encapsulagéo por evaporagao de solvente.

Associado a isto, outro melhoramento relacionado com a diminuicdo da acumulagéo de
mateéria seria a aplicacdo de peliculas anti-aderentes na janela do equipamento. Finalmente, e
de forma semelhante ao realizado em Havrill et al. (1995), a aplicacdo de um sistema de
lavagem da janela de apresentacdo da amostra do Mastersizer também asseguraria que a
medicdo poderia ser realizada sem acumulacdo de material e por um periodo extenso de
tempo. Contudo, trata-se de uma alteracdo com alguma complexidade.

E notdrio, no final da encapsulagio, que existe formacdo de uma pelicula de Etilcelulose
nas paredes internas do sistema de tubagem, fendmeno que diminui o rendimento da
encapsulagdo. Assim, seria interessante averiguar se, através da utilizacdo de tubos de outro
tipo de material, ¢ possivel reduzir esta deposicdo e, consequentemente, aumentar 0S
rendimentos obtidos.

Uma vez que o presente estudo se focou na aplicacdo de LDS a encapsulacdo por
evaporacdo de solvente, ndo se realizaram alguns procedimentos standard deste tipo de
processo que tém como objetivo avaliar o desempenho do produto para fins terapéuticos. Em
estudos futuros, seria pertinente avaliar a concentracdo de farmaco nas microcéapsulas (por
espectroscopia UV-Vis, por exemplo), de forma a se poder calcular as eficiéncias de
encapsulacdo dos processos. Outro parametro importante, e que merece uma andlise futura, é
a velocidade de libertacdo do farmaco. Por fim, a analise no microscopio eletrénico de
varrimento (SEM) permitiria analisar a morfologia interna e externa das particulas, podendo-
se correlacionar estas caracteristicas com as condi¢des das diferentes formulacdes.
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As curvas de calibragdo do indice de refragdo em funcdo da concentracdo de
Diclorometano construidas para uma concentracdo de 0,3, 0,5 e 1%(v/v) de Tween 80
encontram-se apresentadas nas Figuras I. 1, I. 2 e I. 3, respetivamente. Cada gréfico estas

acompanhado pela respetiva equacao.

indice de refragdo assim como o desvio padrdo dos valores experimentais.
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Figural. 1. Curva de calibracdo do indice de refracdo em funcdo da concentracdo de DCM para
uma concentracdo de surfatante de 0,3% (v/v).
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Figura I. 2. Curva de calibracdo do indice de refracéo em funcdo da concentracéo de DCM para
uma concentracéo de surfatante de 0,5% (V/v).

Estdo também representados os valores médios de
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Figura I. 3. Curva de calibracéo do indice de refragdo em funcéo da concentracdo de DCM para
uma concentragdo de surfatante de 1% (v/v).
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Anexo Il

As imagens obtidas por microscopia ética, para varios instantes da monitorizagdo
online, encontram-se apresentados desde a Figura 11.1 até & Figura 11.7.
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Figura Il. 1. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 6,5 do
processo de microencapsulacao.
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Figura Il. 2. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 24,5 do
processo de microencapsulacéo.
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Figura 1. 4. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 47 do
processo de microencapsulacéo.
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Figura I1. 3. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 62 do
processo de microencapsulacéo.
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Figura Il. 6. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 77 do
processo de microencapsulacéo.
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Figura I1. 5. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 107 do
processo de microencapsulacgéo.
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Figura Il. 7. Imagens obtidas por microscopia 6tica ao minuto 170 do
processo de microencapsulacéo.
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Anexo 111

5 Science Lab com

Chemicaks & Laboratory Equipment Resctivity B
‘ Fratection M
Material Safety Data Sheet
Methylene chloride MSDS
Section 1: Chemical Product and Company Identification
Prodwct Hame: kMethylene chionde Contact information:
Catalog Codes: SLM2I98, SLMITT2, SLM125T, Sciencelab.com. Inc.
SLM2ETT, SLAMS084 14025 Smith Rd.
Houston, Texmes FF 3496
SRR 76-00-2 US Sales: 1-800.801.7347
RTECSE: PAAGSHO00 Iniemational Sales: 1:284-441-4404
THCA: TSCA Bib) inwenfony: Mesthylene chionde Crder Onbne: Soencel ab.com
Gl Mol availatie. CHEMTREC (24HR Emengency Telephone), callz

1« B0 24 50000
intermational CHEMTREC, call: 17038272887
For non-emergency assistance, call: 1-281-441-4400

Symomym: Dichioromeshane
Chomical Mamae: Methyl=ne Chilonde
Chemical Formula: C-H2-C12

Section 2: Composition and Information on Ingredients

Composition:
Mame CAS g % by Weight
H-EI:h:.I'ErII! chionds 152 104

Toxicological Data on ingredients: Methylens chioride: ORAL (LOGSIT Aouie: 1600 mpkg [Rat].

Section 3: Hazards ldentification

Poiomtial Acwbe Health Effocts: Very hazardous in case of eye contact (iritant), of ingestion, of inhalation. Hazardous in cass
of skin comtact (irritant, permeator). inflammasion of the eye is characienzed by redness, walering, and itching.

Poiomtial Chronic Health Effects: CARCINOGENIC EFFECTS: Classified + (Proven.) by O5HA Classified 38 (Possible
for hurmman. ) by WREC. MUTASERNIC EFFECTS: Mot available. TERATOGEMIC EFFECTS: Mot available. DEVELOPMENTAL
TOEICITY: Hot available. The substanoe s boxic 1o lungs. the nervous sysiem, iiver, mucous membranes, ceniral nersmuouws

system (CHE). Repealed or prolonged exposure io the substance can produce tanpet ongans damage.

Section 4: First Ald Measures

Eyw Contact Cheds for and remove any contact lenses. in case of contact, immediaiely flush eyes with plenty of water for at
bzasi 16 minutes. Cold waler may be used. Get medical aSention immedaely.

p.1
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Skin Contact: in case of contact, immedialely flush skin with plenty of water. Cover the irftaled skin with an emollisnt.
Remove contaminated clothing and shoes. Cold waber may be used. Wash cothing before reuss. Thomughly clean shoss
before reuse. Get medical atiention

Sorious Skin Contact: Wash with a disinfectant soap and cover the contaminaled skin with an anti-bacenal oeam. Seek
mmediats medcal atenbon.

inhalation: if inhaled, remove io fresh air. § not beeathing, give arsfical respiration. § breathing is difficuit, give ooygen. Get
medical atten@on if symploms appear.

Sorious inhalation: Evacuate the wictim io a sade area as soon as possible. Loosen tight clathing such as. a collar, e, belt or
waistband. f beeathing is difficult, administer coygen.  the wictim is nol breathing. periorm mouth-lo=mouth resuscitation. Seek
medical attenfan.

ingestionc Do MOT induce vomiting uniess direcied o do so by medical personnel. Mever give anything by mowth b an
unconscious persan. if lange quanttes of this matenal are seallowsd, call a physician immediately. Loosen tight clothing such
as a collar, be, beR or waisband

Sorious ingestion: Mot arslabie.

Saction 5: Fire and Explosion Data

Flammahility of the Product: May be comiussbie at high emperature.

Auto-ignition Temperature: S86°C (1032 8°F)

Flash Poimts: Mol availabbe.

Flammmable Limits: LOWER: 12% UFFPER: 15%

Prosducts of Combuston: These products are carbon oxides (S0, COZ), halogenaled compounds.
Fire Harards in Presence of Vanous Substances: ot availabie.

Enplosion Hazards. in Presence of Yarious Substances: Risks of explosion of the produdt in presenoe of mechanical
impaci: fot available. Risks of sxplosion of the producd in presence of static dschange: Mot available.

Fire Fighting Modia and instructions: SMALL FIRE: Use DRY chemical powder. LARGE FIRE: Use waler spray, fog or
foam. Do nol use waler j=t.

Spocial Remarks on Fire Hazards: Mol availabls.
Spocial Romarks on Explosion Hazards: Mol availabbe.

Section &: Accldental Release Measures

Small Spill: Diute with waler and maop up, or absorb with an inert dry material and place in an approprate waste disposal
container.

Lange Spill: Absorh with an inert malenal and put the spiled malenal in an appropriabe waste dsposal. Be careful thad the
product is nol present at a concentration ievel above TLY. Check TLV on the MEDE and with local authorites.

Sectlon 7: Handling and Storage

Precautions: Keep locked up. . Keep away from heat. Keep away from sources of ignition. Empéy containers. pose a fiee risk,
evaporate e residie under a fume hood. Gound all equipment containing maienal. Do not ingest. Oo not breathe gas!
furmes! vapon'spry. In case of insufficient vendiation, wear sutahle respiratory equipment. | ingesied, seek medical advioe
rmmediabsly and show Bhe conltainer or the label. Sosmd conbect with sion and eyes.

Storago: Kesp container ightty dosed. Keep confainer in a cool, wellventilaled area
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Section 8: Exposure Controls/Personal Protection

Enginooring Controls: Provide exhaust venlilation or other enginesring controls o keep the airborme conosmirasons of
vapors below their respacive threshold limit value. Ensune that eyewash stations and safety showers are proxmal to the work-
sabon locatcn.

Porsonal Protection: Splash gogples. Lab ooat. Vapor respimator. Be sise o use an approvedicertified respirator or
eourvalent Gloves.

Porsonal Protection in Case of a Large Spill: Splash goggles. Ful sut. Yapor respirator. Boots. Gloves. A seff contained
breathing apparatus should be used 1o awoid inhalaSon of the product. Suggested protectiee clothing migit not be sufficient;
consull a specialist BEFORE handiing this product.

Exposurs Limits: TWWi: S0 feom ACGIH (T} [Unked Stases] TV 174 from ACGEH (TLV) |United States) Consult local
autharibes for scceptable exposure bmits.

Saction 9: Physical and Chemical Properties

Physical state and appoarance: Liguid.

Odor: Mot arailabie.

Taste: Mot available.

Molocular Weight- B4 S0g/mole

Caolor: Mol availakiles.

pH [1% soinfwaber]- ot avalable.

Boiling Point 35.75°C (103.8°F)

Meiting Paoint: 86 T°C (<142.1°F)

Critical Temperaturo: Mot Failabie.

Spocific Gravity: 13266 (Water = 1)

Yapor Presswne: 465 Pa (@ 207C)

Wapor Donsity: 253 (&ir=1)

Wolatility: Not available.

Cidor Threshodd: 214 ppm

‘Water/Oii Dist. Coefi.: The product is equally sobuble in ol and water, logloilswater) = 01
lonicity (in ‘Water]: Mot avadable.

Dizpersion Proporties: See solubikty in water, methanol, diefmd sfher, n-octanol, aceione.
Solubility: Easily scluble in methanol, desryl efher, n-ocanol, acsione. Partially soluble in cold water.

Section 10: Stability and Reactivity Data

Stability: The product is stable.

inestability Temperatsre: Mot available.
Conditions of instabdlity: Mot avalable.

incom patibility with various substanoos: hot availabie.
Corrosivity: Mon-cormosive in pressnce of plass.
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Spocial Romarks on Roactivity: Mot available.
Special Romarks on Commosivity: ot avalable.
Py mesritzation: Wil nod ooour.

Saction 11: Toxlcologlcal Information

Roudes of Entry: Absorbed through skin. Dermal contact. Eye contact. Inhalaon. Ingesbon

Toxicity to Andmals: WARNING: THE LC50 WALUES HEREUMDER ARE ESTIMATED ON THE BASIS OF A 4-HOUR
EXPOSURE. douie oral inwicity (LOSO): 1600 mp'ky [Rat] foube imcicity of the sapor {LES0): G2000 1 hows [Raf].

Chronic Effects on Humans: CARCINOGENIC EFFECTS: Cassfied + (Prowen. ) by OSHA. Classified 38 |Possible for
hurman. ) by WRC. Cawses damage o the foliowing ongans: lungs, the nervous sysiem, liver, muoous memibranes., central
nervous system |(CHS).

Othor Toxic Effocts on Humams: 'Very hazardous in case of ingesson, of inhalation. Hazardous in case of skin conact
[wrriant, permreeaior i

Special Remarks on Toxicity to Animals: Mot available.
Spocial Romarks on Chronic Effocts on Humans: Human: passes through the placenta, sxcreted in matemal mike
Special Remarks on other Toxic Effects on Humans: Kot avalable.

Sectlion 12: Ecological Information

EI:I:I:DI:|I:I'|I'. Mot avalable.
BODS and &OD: Mot avalable.

Products of Biodegradation: Possibly hazamous short t=rm degradation products are not bkely. However, long lerm
degradasion products may anse.

Toxicity of the Produects: of Biodegradation: The products of degradason are mone ioxic
Spocial Remarks on the Products of Biodegradation: Mot available.

Section 13: Disposal Conslderatlons

‘Waste Disposal:

Sectlon 14: Transport Information

DOT Classiication: CLASS B1: Posonous mabsrmial.
identification: : Dichloromethane LMK 1850 BG: 0
Special Provisions for Transport: Mot avadable.

Saction 15: Other Regulatory Information

Fedoral and Stabe Reguiations: Cakfornia prop. 55: This product contains $e foliowing ingredients for which the State
of Calfomia has found o canse canper, birth dedecis or ofer reproductive harm, which would requine a waming under

the staduie: Metiyens chionde California prop. &5: This prodisct contains fhe following ingredients. for wiich the Stabe of
Califomnia has found 10 cause cancer wiich would requine a waming under fhe stahste: Methyiens chionide Pennsyteania
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RTK: Metyiens chiorde Massachusess RTH: Methyiene chiorides T:SCA Bib) inventony: Mettdens chionide SARA 313 jaxc
chemical nolification and release reporing: Metirpiene chioride CERCLA: Hazardous substances.: Methyisne chionde

Othor Fegulations: O&HA: Harardous by definfion of Harard Communication Standard (28 CFR 19700 1.200]).
Other Classifications:

‘WHMIS [Canada): CLASS D-18: Material causing immediale and sehous tooc effects (TOXIC), CLASS De24: Materal
causing other oo effects [WVERY TOMNIC).

DSCL (EEC): A2 Harmhal if swallowed. R238- Imitadng to skin. R41- Risk of sernows damage to eyes. R4S May causes
CANGET.

HBIE .5 A
Haalth Hazard- 2
Fire Marard: 1
Rzactivity: O
Pemonal Profection: h
Wational Fire Probection Association (LLS.A):
Heaith: 2
Flammability= 1
Fimactivity: O
Spocific hazard:

Prodocthve Equipment: Goves. Lab coat. Vapor respirtor. Be sure fo use an approvedioertified respirator or equivalent.
‘Wear appropriaie respiralor when ventilation is inedequate. Splash goggles.

Section 16: Other information

Reforences: Hot availabie.

Orthor Special Considorations: Mot avalable.
Croated: 1011072008 10043 AN

Last Updated: 08212013 12:00 PM

The information above is baleved o be accurate and represerds Me best infomabon comandy availahis fo ps. However, we
e mo wanany of merchantahifTy or any cifar wamaniy, axpress or impéed, with respect fo such information, and we assme
no Vabiidy resoing from s use. Users showd make their own investigations fo defermine the soifabiity of the isbnmation for
e particuar purpases. in no =vent shall Scencal ab. com be leble o any claims, losses, or damages of any thind party or for

lost profits or any special, indirect, inoidental, conssquential or exempary damagas, howsoever ansing. aven & Sciencel sb com
s bean achwsad of the possibiity of such damages.
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Ji Science ab cor

|
Chemicals & Laboratony Equipment z o Rraciiviiy @
‘ Frriesmal E
Fratcction

Material Safety Data Sheet
Ibuprofen M5SDS

Section 1: Chemical Product and Company |dentification

Produwct Mamsa: buprofen Contacl |nlormaso;

Catabag Codas: 5111042 S i Cida oo, e,
IS Smith Fdl

CAB®: 15687-27-1 Housion, Texes 77306

RTECE: WUGE.0000 US Sades: 1-B00-801-T234T

Iz il Sdibes 1-2E1 41 2030
Ol Onling: Sckenoalal oom

CHEMTREC |24+ Esssirgaosecy Tokphor]l. call:

TECA: TSOA BJb | imvamicny: Ioupeoden
G Pod o dalabvks.

Bynoeym:  2-|4- fobutylphal propaoni: acid 1-B00-424-80300
Chiameal Hama: Mot avadathe Intarmiational CHEMTREC, call: 1-703-527-3287
Chamical Forsaila: C13H 1802 Fos non -amafgency assiiance, call: 1-281-441 3400

Section 2: Composition and Information on Ingredients

Cooan Bl waiy
Hars CAE# % by Waight
Ipuprohen 15627-27-1 100

Tasseslogical Data on bgradienis: buproen: DRAL [LDS0) Acute: £36 mgfy [Fat]. 740 mghy [Mouse]. 405 mghy
IGunea pig)-

Section 3: Hazards Identification

Poteniial Acute Haulh EMfects:
Viary hazanous in case of ingesion, of inhalaton. Hazardous in case of skin oontact (Fant), of &ye contact (mitant). Slighty
haZandoes in Case of kit COMGCT (Pamiaton

Potanibal Chiroes: Health Eflects:

CARCFCSENIC EFFECTS: Mot avalable. MUTAOEMIC BFFECTE: Mol avaikble. TERATOSEENIC EFFECTS: Mot
sranilabie. DEVELODPMEMTAL TOXICITY: Mot avalable. Thi subsiancs i e (o Bood, Lings, T nanods sysiom, muoois
rasfnbranis. Repated of prolonged eeposurs o P SUbalanod can prodiis gl ongans darmagpe.

Section 4: First Aid Measures

Eya Comiecl Chick Tor amd reffesss oy confact Bntes. Do mol USE an & el Sedk medioal atisndomn
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Bkin Cosvlmet:

ANes contact Wil Skin, wash meedialily with plenty of waker. Gl and thaeoughly wash The comlaminglisd skin with running
wialisr aied reof-abiesiet Soap. Be particulany canelsl o chian folds, orees, oedses anvd o Covr the imilated skin with an
emdant. IFirilaion perssis, sk msScal abemion. Wash coniaminaiid o ofing befons neusmng.

Barboas Ehin Conbact:
‘Wiash with & dsikectiam soop and cowe the contaminabed sk with o ant-bacional oredim. Sesk immedak meSoal
a FE8

I ala Honc Sdosw thie victm (o resl in & well vendiBied anea. Sosk irmmehate med el e nion
Barboats Inhal e Mol &yl s

gy ek Lol

Dux N0l indiice voiniting . Examing the g and mouth o asoemain whether b lssues ane damaged, & poasible indcation
T i makerial wes in i, T abgenod of Such Signs, however, & mol conclisive. Lotsan Hyht cothing such as a collar,
i, Balt of wiaksiband. F the wotm & not breathing, pefomn mouth-o-mouth rsuscoilaton. Seek immediale rmoedical alsnbon

Borsouis Ingestion: Mo avadablo

Section &: Fire and Explosion Data

Flammability of the Product: May be combustbke at high em pe anue.
Aano-lgnition Temperalure: Mot avalack.

Flash Points: Mol arvalabie.

Flammable Lissis: Mot avaikbio.

Producs of Combusion: These products ane carbon cedes (OO, 02
Fira Hazards in Prasence of Wasious Subsiances: Not avaikble.

Hazards in Prasance of Various Subsisncas:
Fishes off @ spdocion of the prodiaet in presencs of mechaniosl impesetr Mot avadable Fisks of eaplosiom of e paod uel in
presenos of Slatc Sechange: Mol aalabie.

Fira Fighting Media & Fabieciions:
EMALL FIRE: Use DFY chamical povedar. LARGE FIRE: Use waler Spaady, fo of foam. Do mol S waler jol

Special Resarks on Fire Hazards: Mot availabie.
Special Resarks on Explosion Hazands: Mot avaldabie

Bection G- Accidental Release Measures
Small Spill.

L approprias ol io pul th Splled solid in @ omeienl wasin dmposal ocontaimner. Finkh cleaning by spréading waler om
et Contaminaied suMate and dispose of eocording i kecal and regional aithonily g e,

contaminabed sudace and alow b evacuabe ihrosgh he sanilary sysiem.

Section 7: Handling and Storage

Proscaulicng:
Kt ey Broam el B oy froim Souncis o gnilion. Emply comainds oo o Bne rek, eveponal the reshiie undel a
Hami Foed. Grodined] il Sgiipimeen  containirey matenial. Do reod ngesh Do not breathe dest. Wear sultabls profective chofhing Im
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g of neaTiceem senilaion. woer Sullahie rss raory eoanment H insesned. sk medical sdvios irmrmedanody ared shiv
Ciiaied of thed labl. Asodd coniact with skin and eyes

Blewrage:

Kogp conmanes dry. Koo in o oo plaos. Ground all eguipment oomaining makenal Keoep container Sghty cdoesed. Keep in @
o0, v bwantlaied placs. Combustbe maliniak shodld be sioned away from ereme hoeat and sway Tom srong cesdising
RGN,

Section B: Exposuny ConrolsPersonal Protection

Engineaing Conbiols:

Lhei proddsd dioloEiim:s, ool oo sanmiriien, of ol fgilaaing oomirmls i M Eirbomis byok Balow Moo mimanded
EpoEUnE BMils. H sy opiratong goraiale Sust. fuma OF misl, S Wl alon D Ky Sxposund o arbormd CoTlamenants
by el npeceaLiFe: T

Parscnal Prolection:

Eplach poggkes. Lol oo, Dust respireter. B Suns 10 ush an appios e ifed resmimior of efuivakenl. Gloves,
Parsonal Proiection in Case of & Langs Spil:

Eplach gogghes. Full sull Dl respiraion. Bools. Ghoses. A self conlained broathing appanius should ba used b @void

nhadation of the procuct Sugaested protecthe Ciothing might rot B sufficsent consull a specakst BEFORE handing this
preasiicl

Exposurd Limits: Mot avalablo

Section 9: Physical and Chemical Properties

Physical stats and sppeaaranca: Sodd. |(Crystaline sokd.|
Odar: Elghe

Taiba: Mol asaikabe.

Micdecular Wakghl. 205 20 givecde
Coanderar. Wi b

pH {1% solnfemiar: Mol aophoabis.
Escaling Poifi: Bt ol et

Mialting Pedmi: TE°C (167°F)

Critical Tamparair: Mol aval st
Bpecific Geavity. Mot availabee.
Vapor PrEssun: Mol apolica
Vapor Dunsity: 7.4 (Air = 1]
Vinlatiliny: Mot e alabk.

Otor Thrashold: Mot Gyl

Wi 06l Dist Coaff.: Mol avaikabls.
knicing [im Waker): Mo avaldable

Dl 4 % Prifi PGk i @vedikabie.
Bodubility: Ireobubbe i oold waler,

Bection 10: Stability and Reactivity Data
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Brability: Tre product is stabla.

s nab-dity Tl Wiirg. Mol dviimbi.
Comditions of rebability: Mot avadabe
Incoanpatibaity with vafious Subdrances bl aalabe.
Coreroaivity: Mon-oOrTOSiee in presenos of glacs.

Bpecial Remnarks o Rna<tvity: Mol avad stk

Bpocial Remarks on Corrosivity: bl avalabie.

Polymerization. Mo,

Section 11: Texicolegical Information

Routes. of Entry: Eve comact Inhalaton. Ingesticn.
Touieity 1o Animals: Acute ol iesclty (LOS0): 495 mghg [Cuinta pg)
Charonic ERfects o Humiss: Th substanod b 0 b biood, kg, D nereous Syshenm, muoos menmbn nis.

Oihar Tomic EMec on Hums:
Viary hazandes in case of ingeston. of inhalation. Hazardous in case of skin contaet (irmant]. Skghty hazandous in cass of
Sk CONLBOL | par i aion).

Bpatial Resarks on Toxicity bo Andmab: Mol aveslabie.
Bpecial Rimnarks on Chronke Effects on Humans: Mot avalabic
Bpecial Remnarks on ot Toxks ENects on Humans: Mubanoe dust

Section 12 Ecological Information

Exoioaticity : Mol o ailabbe.
BDDE and COD: Mot avalatle

Producis of ESstdgermed i
Possibly hazardos sho e degradaion produds ans nol sk, Howeeer, long ieim digradaton prodects may arse.

Tasseity of tha Products of BisSegradation: The products of degracalon aie mode o
Bpecial Remarks on he Products of Biodegradation: Mot avadable.

Saction 13: Disposal Considerations

Soection 14: Transport Information

DOT Classifemiion: Mol & DOT coriralbed maderial | Liniied Staiess )
ke i O et Poc] aoplcaibl .
Bpwocial Prosyisases Tor Tranaporl: Mot appdeabde

Section 18 Other Regulatory Information
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Federal and Sime Ragulations: TECA Bib) mveniory. |[bproken
Crihar Fogularbions: OEHA. Harardoes By Selinfion of Hazard Comimanicaton Standaid (290 CFR #01001.200)
Othar Classifcamions:

WHRE {Canadia):
CLAES Du1B: Material caiising imanadiale and senous ek @fecs (TOXIC) CLAES D-2A: Makrial caiising ol ek efecis

[VERY TOXIC]

CECL [EEC):
RE3E/3E- Imitaring W epis and shin RABZ2- Harmful danger of Serious &a mage 1 hiakh by prolonged expasne f swallowd.

HMIS (LLEA):
Healih Hazard: 7
Fire Hazand: |
Reactivity. ©
Parsonal Protection: £
Natsonal Fire Protection Association US4
Haalih. 2
Flassmability. 1
Reactivity. C
Specific hazard:
Protective Equsgssant.

Shars. Lab ooal Dot respiranor. Be sune 10 Ul Gn appr ot oliiled respiraion of equivabiml War apEiopriane nesprain
el il aion & Pedediats. Splach gogoks

Bection 16 Other Information

Raferahias: Mot avadablc
Crasted: 10020050548 PM
Lasi Updated: 0521003 12:00 P

The misrmaion abede & beifeved o b sorirmie and epaesenis he besd nibvesaiion cumenily avafahie o o However, W
makss N earrany of mecchasrabdly o any olber warranly, EXness oF impdhed., Wil resped o sach iformedion, and W SESLImE
o BTy resLEtog o S ase. Lisers siowhd medks SHelr own isnesigaioss o delaoming fe sullsbdiny of e bofhmetee for
ke abiTicLEar pevpases. n o eveni Shil Sciencal sf.oom be Reble for Sy CTRAMS, oSses, oF demages of sy S’ pendy o o
Josr profils o any spevial Mairen! Mosenind, comSequBoned oF ERSmpETy SaMages. MWSOSVET sy, s i Sowocslab oy
s by adfeined of M pOSSRETY of Swoh damages.

p5

96




Ji Science ab cor

(hemicals & Laboratary Equipment

Hraciivity @

Frrisasl E
Frotoction

Material Safety Data Sheet
Ethyl cellulose ether MSDS

Section 1: Chemical Product and Company |dentification

Prodiect Mams: Eifrd ool ilikoss aibur i ontac |nfeemmansoe

Catalog Codes: ELEZITE o i il = T, PR
140325 Srmith Fdl

CABRR D00d.57-3 Hiismion, T TrA06

RTECE: FIS0s0ShD UE Sales: 1-B00-501-T247T

I tenial Sakes 1-281-441 4400
Ol Ovling: Soibn oolad oom

CHEMTREC |24+ Essstrgosecy Tobphor]. call:

TEmA: TSCA BjD ) invemony: Efvd ol o wiher
GIE: Pl arv i labbe.

Bynodrym:  Wethyl colbaose 18004 240300
Chiismstal Maima: Mot avadath Intermaional CHEMTREGC, call: 1-703-527-3287
Chamical Formwila: POLYMER Fod nofn -amargancy asstanco, call: 1-281-441 2400

Section 2: Compositien and Information on Ingredients

ety Sl
Marss cAg# % iy Waight
Erhyl codulirse ethir DO04-57-3 100

Toeseodogical Dais on gredwevis: Eihyl colbdose eier LOS Mot avalable. LEST Mot avadabla.

Section 3: Hazards Identification

Potantial Acuts Haallh EMfecis:
Wy haanisss in cass of ingesion. Hazandoes in case of Skin contact (imiam ), of eye ontact (Emilant) of nhalaion . Elighty
MidTar s i O Off Shilry COMTASCT (pa rTriEsaio’L

Potaitial Chndn® Haslth Effects:

CARCINCGEENIC EFFECTS: kol avialabis MUTAGEMIC BFFECTS: Mol avaikible. TERATOEEENIC EFFECTS: Mot ol abdi
CEVELOFMEMTAL TOXICITY: Mot avalable. Thi: Subsianog o bowkn io lungs, muoous mernbirand. Fopeabed or proienged
PG 1D T SUbeEkan oo Ol Produce Tangel ongares dam adoe.

Bection 4: First Aid Measures

Eye Comact
Chack for and (eMowe any Coniact Knses Immddiately Meh eyes with runming water fof ot Mast 15 mirules, koeping ayeids
opan Cold water May Be usbd. Do mol i an S oinlmel. Seok medical atengon
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Bhin Cosvimcr:

ANes contact Wil Skin, wash meedialily with plenty of waker. Gl and thaeoughly wash The comlaminglisd skin with running
walisr s reof-a et Soap. Be particulany canelsl o chan folds, oreeoes, oedses aivd groan Cobd walis miay b used.
Cozsar this imilated Shin with an smollenl [ imilaton pirsis, seok madoel alendon Wash domamimeied ooty befon

PR

Barkoas Elimn Contact:
‘Wiash with & dsviectam SO and ooy thie contaminabed sk with o ant-beclenal oreaim. Soek medoal atenion

Indhala don: Adow the viotbm o sl n e el vendaied anes. Soek imimstiane s ol ame o
Bareomrd Inihalasson: kol oval abde

Iy ick Lkt .
Do nidl refiica wovaling . Lo givl clething such &5 & collar, o, bl or wasiband. | ih wiolm & nol breathing, e
rri-Do-mioulh mesusoilaton Sdok mmeSaie redosl aifendomn

Borboas Ingestion: Mo avaldable

Section &: Fire and Explosion Data

Flassmability of the Preduct: May be combuatbbe at high empe anne.
Asno-gnition Tamparature: 370°C (S08°F)

Flash Points: Mot arilabise.

Flammabbe Lissies: Mot avaikabi.

Producls of CombusBon: Mot aval ol

Fita Hazards in Prasence of Wasious Substances: Not available.

Hazards in Prosadcs of Varkous Bubstanias:
Fisks of @xpbaaion of e prodict in prosencs of echanoal impect Mol avalabie. Fisks of explasion of the phod uckin
praaned ol Flats dschangs: Mol e lathe.

Firw Fighting Mada and brstructions:
EMALL FIRE: Use DRY chormcal powser. LARGE FIRE: Use water Spray, 100 of foam. Do nol use walef jet

Bpecial Resarks on Fire Hazargs: Mot availabie.
Special Resarks on Explosion Hazards: Mot avadabe

Bection 6 Accidental Folease Measures

Small Spil.
Lkt appropriate inols 1o pul the splied solid in @ comeenient waste disposal conainer. Finsh cleaning by sereading waler o
e conmaminated surface and Sspose of acconding 1o lozal and regonal authority requiremants.

Bpill:

L & vl i el el Pradlisriad imic @ Cofretmiinl Wik dmposal containe?. Finish cieanng by soreadng waled on i
Contaminated suface and allow b evadiiabs Throagh the Saniary SyEiom.

Section 7: Handling and Storage

Priscaiions:

Pt avaary froam Pt Boag avaay’ from sounces of igndlon. Emply oomlaines ot o Bne rk, evaponale the resoie wnder

&t Tuived Feoezdd . Giround all eguipmaent containing malrial Do mol Doea B disl. Wear suilable protectyse dothing In cese of
insutTichnt vl afon, wiar sullabbs respiratory o Ui B vou foee wireell, seok miemcal abemlion @nd shos Th label when
poEable. Awed coniaol with skin and &ees
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Broragi:
Kt oTiaing dry. Mg in o oo plact. Ground &l equipment comaning maedal Kesp coniainer fghtly dosed. Hasp in &
il vl enniilaied placs. Combusible malirak should be sioned away from exdeme hoeal and sy om srong cakdEng

.

Section B: Exposure ControlsPersonal Protection

Enganeering Controls.
Lsi prooess enckosures, Ivoal axhaus wendiaiion, of olfer engindening comimols o keep airboeme el bolow meoommonded
aotpsune Emils. [ user operatons Jenenaie dush, fuma of misl, uSe Wl alon io R eepoesung [0 irtonm ool amnants
Doy el e LiFE [T

Parsomal Proisction:
Eplach goggkes. Lok oo, Duist nesprater. B suns 10 U s an appros eiooiifed respimier or eguivalkenl. Gloves.

Purscnal Proisction in Case of @ Langs Spil

Eplash googkes. Ful sull Dusi respiraion. Bools. Chiss. & seff ponlRingd broathing appamiug shodbd be used b @vod
inhialathon of B procuct. Suggesied prolectise chthing mig i not B suffickent, consull @ speciakst BEFORE handling this
e e i

Exposiing Limiis: Mot avadatle

Section 9: Physical and Chemical Properties

Physical stasa and appedrata. Sold.
Odor: Mot avadabde

Tacsta: Mot awailatie.

Muokocular Wiakght: Mot avadatie.

Cedar: it awailabio.

pH (1% solnfeaten: 7 [Metral |

Bealing Poinl: Decomporas.

Mulling Point: 240°C [464°F |

Caitical Tamparatuse: Not avalable

Bpacific Gewvity: 1.1 (Water = 1)

Vapor Prassuns: Mot apgicabie

Vapor Dansity: Mot avad ke
Violatility: Mot avalabie.

Odur Thrashold: Mot avadabbe

Waler0il Dist. Coafl.: Mot availabie.
ezt [in Water): Mot avadabie

Disparsion Propamies: S sobobdoy in wales
Bolubility: Easily solutie in ool water.

Section 10: Stability and Reactivity Data

Bradsility: The product is Staba.
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berstabality Tosmgsar anuirg: Mot avaika b
Canditions of Mstability: Mot avadabie

bees comypatibality with vafious SuRSLances  bol avaabe.
Cerosiuity: Mon-oormshes in presenoe of glass.

Bpecial Remsarks on Reactvity: Mot avadack

Bpecial Resarks on Comoaivity: bl avalabe.
Polymerization. Mo,

Section 11: Texicological Information

Rttt of Entry: Eye contact Inhalaion. Ingestion.

Tossity to Animak:
LIDGD: Mol avvmilables. LTS Mol saailabie

Chwonic EMects on Humaed: The substancs & iooie 0 LNgs, MUCHES MemBfanes.

Crihar Tomic EMacs on Hum s
Wy harandous in case of ingirion. Hazardoss in case of skin contact (imian ), of inhalabon. Skghiy hazandous im oass ol
Skin contacl |permsaiorn).

Bpecial Remarks o Toxicety (0 Animaks. Mol aealabie.
Bpecial Resmarks on Chronic Effects on Humans: Mot avalable
Bpocial Remnarks on ot Toxes ENeors on Humans: Mol aemlabbe

Section 12- Ecological Infarmation

Ecoioaicaty: Mol orealabbs.
BDDE and COD: Mot avalabie

Products of Beodigradation;
Possibly hazardous Shor bem degradation products ane ot By, Howeser, long 1erm degradaton products may artse.

Toekzity of tha Producis of Biedegradation: The producs of degradaion @i e 1.
Bpocial Remarks on the Products of BEldegradation: Mot avalabie.

Saction 11: Disposal Considerations

SBection 14: Transport Information

DDT Classifeaiion: Mol & DOT oomrolled rsierial (Linied Siaies b
b ilea b o Po] appicabla.
Bpacial Provisaoes Tor Transpors: Mot & polcabls

Section 18: Other Regulatory information
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Federal and State Regulations: TECA 8(b) iweniory: Ethyl celbdose ether
Other Regulations: DSHA" Hazardous by cefiniion of Hazand Communication Standand (29 CFR 1910.1200)
Other Classifications:
WHMES (Canada): CLASS D-2A Matarial causing other towse effects (VERY TOXIC)
DSCL (EEC): R35/38- ritating 1o yes and skin.
HMIS (USA )
Haalth Hazard: 2
Fire Hazard: 1
Reactivity: 0
Perscnal Protection: E
National Fire Protection Association (US.A):
Health: 2
Flassmability: 1
Reactivity: 0
Specific hazard:
Protective

Equipment:
Gioves Lab coat Dust respirator. Be sure 10 uSe an approved'cernifed respirator of equivalent. Wear appropnate respirator
whan ventiaton is nadecuate. Splash gogales.

Section 16: Other Information

References: Not avalabie

Other Special Considarations: When wet, this matenal will cause shppery condiBons on most surfaces.
Croated: 10092005 0520 FM

Last Updated: 05'21/2013 12:00 PM

The information above & befeved 10 be sccurale and represents the dea! infovmation curently avadabie 1 w3 However, we
make no warranty of merchantabilly o any COher wanantly, exviess o impied, Wity respect 10 Such IFoMmason, and we aasume
no RSty resung rom XS wse. Users should make Mok own ivesigasions 10 defenming e suladiity of e lofomanon for
el pamcular DUpases. [0 no event shad Sciencelsd com be Asdie for any Saims, 0sses. or damages of any MW pandy or for
Jost profits or any spedial ndved!, noidental, CONSEQUNNET O examp iy JAMages. AowsSoever ansing, even ¥ Scencelab com
has beon advised of he posOATy of such damages.
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Ji Science ab cor

Chemicals & Laboratary Equipment

Braciivity 0O

Ferssnnl i
Froirction

L
7S
Material Safety Data Sheet

POLYSORBATE &80 MSDS

Section 1: Chemical Product and Company Identification

Prodiuect Hamae: POLYS0ORBATE 80 Conbact |l s

Calaboy Codes: SLPA003 Scmncelab.com, inc.
14035 Smith Fodl

CAEE: DD0S. 55 Hiviemion, Tooias FraE

RTEDS: VWEI03S0my UE Sales: 1-B30-901-T24T

Immabona Eaks 1-261-441-8800
TeCA: TSCA Bibjimemony. POLYSOREATE B0
Ot Onling: Scisnoelal.com

Gl ot v ' CHEMTREC (244 Essirgeosy Tabaphoea]. call:
Synosym. TWEEN B, Polyasyethylena 20 sorbian 1-BO0-424-9300

TVl il | Pﬂfﬂﬂlﬂh'ﬂm%mﬂhﬂm

Palyoryaiiniana aoiine mosnslsale; Polwsryetiviana Intarmational CHEMTREC, call: 1-T03-527-3287
polyioey-1 2-etharadsd | derfeatves; Soninyiam (20

TR

Chamecal Hama: Sorbian, monookaio pokoxpedsiens
i 7oy

Chameal Fomeila: Mot avadabde.

Bection 2: Composition and Information on Ingrediems

e Sl iy |
L F cCag# T by Whisgia
POLYEDREATE B DOOG-EGE 10

Toxseologicul Data on kg nod s Mol appdcabbe.

Section 3. Hazards Identification

Potaniial Acite Hasldh Effacis: Slghiy hazardous in case of skin ooniaot {iFritamp, of sye contaot (eiant, of ingssion, of
winalanon.

Potsntial Chroese Hoalth Effects:
CARCIMDGEENIC EFFECTS: Mot availabéy. MUTAGEMIC EFFECTE. Nol available. TERATOIENIC EFFECTS: Mot avail able
DEVELOPMENTAL TOXICITY: Mot avalable. Repaaiod or proonged exposurs & nol Known 0 agaravate medical conditon

Section 4: First Aid Measures
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Eya Contact
Chaeck fior and nemoee amy coniact lenses. In case of comac, mmedaiely Tush eyes with plenty of waber for af keast 15
miresies. Cold wales may be used. Got medioal atiemion ifiri@ion coours.

Bin Coavimer:
Wash with S0ap and waber. Coser tha iniated skin with an emolbent Col medical ablengon @ imtaton deslops. Cold water
iy b s

Barioum. Shin Contaci: Mot avialabds

e alation.
¥ inhaled, remove 10 fresh air. H ot breathing, ghve atifical respination. I breahing i difioult, ghee cocpgen. Get medical
aerion

Barkoar Inhalassn: ol avadabke

Irgirs e .
D NOT induce somiing unkess direcid 10 00 S0 by medical personne. Mever g anything by mouth 10 an unoonscous
pareon. Loosen Gght cothing such as a oollar, e, el of wasband Gt medioal atentGon I Symplong appear

Borkoas Ingastion: Mo avadablo

Section &: Fire and Explosion Data

Flassmabiliy of thi Progduct: May bo combasibbe ol migh e e,

Aano-lgnition Temperature. Mol asalatie

Flash Polnts: CLOSED CUP. >148.89°C (300°F).

Flastimabbo Lassits: Mot aviaikabie.

Producis of Comnbeistioin: Mol Gyl abdi

Fifa Hazsrds i Prasancs of Yatous Substance: Slghty famimati o ammatis in presenos of Rt

Hazards in Prosance of Varkous Substafeas
Fihis of koo of Thed peosduct i precsencs of mechanical impect Mol avadable. Risks of eaploskom of thae pacd uc in
preered ol Flats Sechange: Mol sealabke.

Fira Fighting Maedia and krstructions:
EMALL FIRE: Use DRY chamical powder. LARGE FIRE ! Use waler spray, iog of foam. Do nof use waber jet

Bpocial Remarks on Fire Hazards: Mot availabhe.
Bpocial Resarks on Explodion Hazards: Mot avadatble

SBection 6= Accidental Feleass Measures

Emall Spil:

Dbz st i and Mo wp, oF absorh sdih an e dry maierl and plaok n an Spproeake Wi Sepoal SOt re
Finksh cleaning by spreadng waker o T Contamin med sifeos and Gepoes of aooonding i ecal and negeonal auihernity
Pl G THE T

Bpill:
Ahsorh with an iner maierial and pul te spiled material in an appropriate wasie disposal. Finsh doeaning by sproading waber
o ih omaminaled surfaoe and allow 10 evaousie Trough th saniany sysiem

Section T: Handling and Storage
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Foep awary from heal. Koop away from souroes of igrifon. Emgly comainers pose a B rsk, e porain the resiiue under 3
Ao hood. Ground all eauipment oontaining material. Do nod ingest. Do not beathe gastumes’ vaporspray. | ingesiod, s
riedlicsal @ vice immediaiely and show e container of e Rbol Keep away Irom inoompatibke: such @ oeidizing ag ents

Brewagi:
Ko ooiiaing Sghtly closnd Koa conlnineg in & oo, woell-venilabed area. Do nol sione abows 32 29T (90F). Pralisably
slore ab Iemperanines bitwedn 50 dog F w00 deg F.

Section B: Exposure ControlsPersonal Protection

Enganaering Controls.
Prosdce axhaust ventiaion of oihef angifeefing commls i keep I airbond cOnCETations of wapors baknw e respotve
skl il vakic, Efcdin Dl sawnsh Satond and ok Showtrt an prosimal i F sork-alatom kRoation

Purscnal Projection: Safety gasses. Lab ool

Purscnal Proisction in Case of @ Langs Spil

Eplash googkes. Ful sull Bools. Gkeyes Siaggeied protective chodhing might nod be sulficesn; consuli & specialist BEFORE
handing This: product

Exposurg Limits: Mol aval able

Saction 9: Physical and Chemical Properties

Phiysical s1ans and appearanca: Logud. (CHy liguad. )
Odor: taity (Skghi )

Tachba: Mot a@viailkabbe.

Wi laf Wakghi: Mot avadable.

Cadoar. Chiiar Amba. il kow.

pH { 1% solnfswia: T [Meinal )

Bicaling Powi: >100°C (212°F)
Maliing Posnt: -20 5586'C [-5F)

Critical Tomporaiues: Mol avalabie

Bpacific Gewvity: 1.05 - 110 (Watr = 1)

Vapor Pressune: <0.1 kPa (i 20°C)

Vapor Dunsity: Mol aval ke
Vielatiliny: Bl sremilath.

Oador Thrashold: Mot aviadabio

Wi m il DisL Coal.: Mol avadkibls.

lemnicicy (in'Waber]: Mo avalable

Disparsion Propamies. Sor sobbdty in wallr, melnana.
Banl sl

Esily sobubde in oold walnr, Rob waler, Eoluble i medhoanod. Solubde in Toluene, akoohol, cotinrdesd o, oom o, Elfvd Aoetaio.
Inoduidi in il od.

Section 10: Stability and Reactivity Data

Bradsility: The product is Staba.
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Iresabeliny Tomgber aluirg. Mot 2vailabae.

Condiions of Fabability: Exoess heat Poompatibhe makeniak

It omnpatibdity with vafous SUBSLaNCES | Roatlen witlh oodizing aent.

Coreroaivity: Mon-oOrTosive in presenod of Jlacs, of shoindess sioel (304, of siainkess SisH[31E)
Bpecial Remarks on Reactivity: Mot avalabke

Bpocial Rimarks on Conmosivity: bl ialabie.

Pl ymirizartion: Will fed ooour

Section 11: Toxicological Information

Fecerines off Emviry: inhalaion. |ngeston

Tosseity 1o Animals: Scone ol ooty (LOS0): 25000 mgiky [Mouse].

Chwroni: EMects on Humafs.: Mol aeailabbke.

Crihar Tomic Efec on Humsds: SEghily hazandoe in case of shim comaot dmitant), of ingesbon, of infalation.

Bpecial Romarks on Toxiciy 0o Animaks:
Laihial DosnCon: S0% Kl LOSD [Raf] - Rows: Oral, Dosa: 34500 ukkg

Bpecial Remarks on Chronic Effects o Humans:
My Calse aiversd reproducive effects baced on animal test data Mo human data found May Causes canoef basd on animal
WS data. Mo human data found May affect genetc matenial |mutagenic)

ial Remnarks on otfar Toxss ENects on Humans:
Al Poteniial Health EMects: Skin: Mo iriation is expecisd, but i may ceuse mldsight Fritation in mone Sensitiva
individuats. I will probably not b b throsgh e skin. Eyes N My ceiss o imtation. inhakaon: Mo epected i b
a hiadth hazard . PG rilation & eapeolind b B associated with T inhaladom of s malirsl Mo e efleols ani ko o
b EsSoiated wiih tha inhalaton of this malknial. |ngesion: This malerl is et Dy o oo s rtalon upsn ingeston. Eis
classifed o "relativaly hamiess” by ingesion and considenesd 1o ba @ low ingesiion harand ingesion of vy Rige Goses misy
it abdominal spasms and diamhoea. Animal Sludes Rawve Show i DD Calte candia: changes, changes in beh avior (alioned
ks Gived) and woighl kes (upon repealed of prolonged ingesion). Hiveosad, o simdar homan dats has been reporisd

Section 12- Ecological Infarmation

Exviviod ety : Pl oo cilabebe.
EDDE and COD: Mot avalable

Products of Beodigeadation
Possibly hazardous Short e dedrasation products ane not Blaly. Howesor, long 1e0m degradaton protscts may arse.

Towkcity of tha Products of Bisdegradation: Mol avadabie
Bpocial Roessarks on the Producis of BEinderadation: Moz available.

Saction 13: Disposal Considerations

Waste Disposal:
Wasie mis b dEpoeed of 0 scoondanca with federal, siate and kooal snvironmental conind regulaiond.

Section 14: Transport Information
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DOT Classieation: Mot & DOT comrolied malenal (Lnied Statis ).
Ibarification: Mot appcatic.
Spucial Provisiosds for Transport Mot applcabh

Section 15 Other Regulatory Information

Fiedarad and Eisie Rogulstisng: TECA B{b) mveniory. FOLYEDRBATE &0

Crthasr Fogulriiong: EINECE: This peoafiict & o the Eunopan Irseniony of Exsting Comimencial Chemisal Subatonst.
Othar Classiflcations:

WHME |Canada): Nol controlled wnder WHMIE (Canada )

O8CL [EEC):
This: prosdact B nol dassifaed socoeding o e ELU regulatons. Mol apphoable.

HMIS (LB A |
Haalit Haeard: 1
Fira Hazand: 1
Raactivity. 0
Pursondal Prolsction: a
Matesinal Firg Protaction Assoec istion (L.8.A):
Halh:
Flassmabiliny: 1
Faaciivity: O
Bpecilic hazard:

Proisctive Equidesant:
Mot apphcable. Lab coat. Mot applicable. Sadely glasses

Bection 16 Other Information

Refarafas: NoD avadablc
Crasteed: 105103005 11:35 &AM
Lacsi U pdlaisd = 0572102300 3 12:00 Fid

The misrmaion abess & beifeved o D sorurmie s e sents e bl mieraion cumenily avafahis o os Howeer, W
ik e Ty of macTiara by oF STy O WETTET), EEDESS OF Imcihed, wal cEspiv i Sianh TS, ST’ A SRS LTS
o BTy resLEtog o S ase. Lisers siowhd medks SHelr own isnesigaioss o delaoming fe sullsbdiny of e bofhmetee for
ke abiTicLEar pevpases. n o eveni Shil Sciencal sf.oom be Reble for Sy CTRAMS, oSses, oF demages of sy S’ pendy o o
st polils o @y Spechal, noinen!, o, COMSEURINET OF BNSTETY SMegEs, MOWSOEPET TSI, SV 1 Sonocel ah oo
s by adfeisend of B POSSRETY of SwCl dEmages
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