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Resumo

O processo de microencapsulacdo pela técnica de evaporacdo de solvente tem sido
amplamente utilizado na &rea farmacéutica devido, principalmente, a sua simplicidade. O
objectivo deste trabalho € desenvolver um estudo, de forma sistemética, da formacdo de
microcéapsulas pela técnica de microencapsulacdo por evaporagdo de solvente, em funcdo da
formulacdo inicial e das condi¢Ges do processo de fabrico. Este trabalho insere-se num
objectivo mais amplo, que é compreender a gama de microestruturas que € possivel fabricar, e

assim poder desenvolver novas formulagdes de forma mais sustentada e eficiente.

Numa primeira fase, estabeleceu-se um caso de estudo (encapsulacdo de aspirina em
etilcelulose, usando acetato de etilo como solvente e partindo de uma emulsdo do tipo o/w),
respectiva formulagéo de base e procedimento detalhado de fabrico laboratorial. Seleccionou-
se ainda um conjunto de técnicas de analise da composicdo e microestrutura das
microcapsulas produzidas. Numa segunda fase, foram efectuados diversos testes, variando a

formulacéo inicial do produto e condigdes do processo de fabrico.

A analise das microcapsulas produzidas revelou resultados importantes,
principalmente quanto a caracteristicas de superficie das particulas e a importancia de

algumas técnicas de andlise para um estudo sistematico de formacéo de microcapsulas.

Palavras-chave: Microencapsulacédo, evaporacao de solvente, emulsificacao,
aspirina, etilcelulose, microestrutura
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Abstract

Microencapsulation by solvent evaporation is a widely used process in pharmaceutical
applications, mainly due to its simplicity. The purpose of this work is to develop a systematic
study of microcapsules formation using this technique, as a function of initial product
formulation and processing conditions. This work is grounded on a wider objective, which is
to understand the range of microstructures that is possible to produce with a given technology

and thus develop new formulations more efficiently.

In a first stage, a case study was established (encapsulation of aspirin in ethylcellulose,
using ethyl acetate as solvent and an o/w emulsion-based process), as well as a corresponding
base formulation and detailed lab-scale manufacturing procedure). Further, a set of analytical
techniques was selected to determine microcapsules composition and microstructure. In a
second stage, several tests were performed, varying initial product formulation and

manufacturing process conditions.

The analysis of the produced microcapsules has revealed important results, mainly
regarding surface characteristics of the particles and the importance of some analytical

techniques to perform a systematic study of microcapsules formation.

Keywords: Microencapsulation, solvent evaporation, emulsification,

aspirin, ethylcellulose, microstructure
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1. Apresentacio do problema e objectivos

A microencapsulacdo esta presente em varias areas, desempenhando um papel
importante na area farmacéutica, como por exemplo na libertacdo controlada de farmacos para
0 organismo a partir de microcapsulas. O desempenho das microcapsulas em determinada
aplicacdo depende naturalmente da sua composi¢do, mas também de atributos estruturais,
como o tamanho e a porosidade das microcapsulas. Neste trabalho, mais do que desenvolver
uma aplicacdo especifica, pretende-se estudar qual o leque de microestruturas que é possivel
fabricar e como os atributos estruturais obtidos dependem da formulacao inicial do produto e
das condigdes de fabrico. A técnica de fabrico escolhida é a microencapsulagdo por
evaporacdo de solvente e o estudo de criacdo de estrutura € baseado num caso particular, que
é a producdo de microcapsulas de aspirina, usando etilcelulose como agente encapsulante.
Tendo este caso de estudo em vista, definem-se entdo os objectivos mais especificos do
trabalho: (i) estabelecer uma formulacéo-base do produto e respectivo protocolo de producéo
laboratorial; (ii) seleccionar um conjunto de técnicas de analise da composicao e estrutura das
microcapsulas produzidas; (iii) planear e executar um conjunto de testes de fabrico e analise
de microcapsulas, no sentido de estudar a relacdo microestrutura versus formulacdo e

condicdes de processamento.

O presente trabalho insere-se hum objectivo mais abrangente, que € uma compreensao
mais sistematica da relacdo entre a microestrutura do produto e as condi¢bes de
processamento, e a utilizacdo desse conhecimento para o desenvolvimento mais eficiente de
novas formulages, cujo desempenho dependa fortemente da microestrutura. Esta perspectiva
geral da relacdo processo-microestrutura é ainda rara na literatura, que na sua maioria se
centra na optimizacdo da formulacdo do produto e das condi¢cdes de microencapsulacdo, para
determinadas aplicacdes especificas, sendo muitas vezes dificil a extrapolacdo dos resultados
para novas formulac6es. O caso de estudo aqui apresentado e o conjunto de técnicas propostas
para caracterizacdo das microcapsulas produzidas constituem um contributo relevante para

este objectivo mais ambicioso de compreensao da relacdo processo-microestrutura.

Para além do presente capitulo, esta dissertacdo de mestrado estd organizada como se
segue. No capitulo 2, faz-se um engquadramento alargado do trabalho, focando diversos

aspectos, do mais geral para o particular: (i) conceitos de produtos estruturados e processos de
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criacdo de microestrutura; (ii) principios fundamentais de diversos processos de
microencapsulacéo; (iii) descricdo mais detalhada do processo adoptado neste trabalho, que é
a microencapsulacdo por evaporacdo de solvente; (iv) principios béasicos de algumas das
técnicas utilizadas para analisar as microcapsulas produzidas. De seguida, no capitulo 3,
apresenta-se a metodologia de trabalho adoptada, incluindo o plano geral do estudo, a
construcdo do caso de estudo particular, o processo laboratorial de fabrico das microcapsulas
e ainda os procedimentos adoptados no conjunto de técnicas de caracterizacdo das
microcapsulas. Em seguida, no capitulo 4, sdo apresentados os resultados obtidos, tanto no
teste base como nos demais testes efectuados. Por fim, no capitulo 5, apresentam-se as

principais conclusdes deste estudo e propdem-se sugestdes de trabalho futuro.
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2. Enquadramento

2.1 Projecto de produto, produtos estruturados e processos de

criacdo de microestrutura

O dominio dos produtos quimicos € hoje entendido como englobando os quimicos de
base produzidos em grande escala, como seja varias moléculas da fileira petroquimica, e
também produtos mais especializados, produzidos em menor quantidade, como produtos
farmacéuticos, biolégicos e alimentares, entre outros. O valor comercial destes produtos mais
sofisticados é determinado pela satisfacdo do cliente, e ndo tanto pela sua composi¢éo ou grau
de pureza, pelo que o conhecimento das necessidades dos clientes € um factor critico de

sucesso 12,

Nos ultimos anos e com a crescente importancia deste leque alargado de produtos
quimicos, muitas vezes complexos, houve a necessidade de introduzir uma subdisciplina em
engenharia quimica, designada projecto de produto. Trata-se essencialmente de, e em
primeiro lugar, conceber e especificar o produto de acordo com as necessidades dos clientes, e

SO depois numa segunda fase, projectar o respectivo processo de fabrico.
Projecto de produto pode ser definido por uma série de etapas *:

1. Desenvolvimento de conceitos, onde a ideia do produto é criada e hd uma

seleccdo inicial de alternativas;

2. Nivel de projecto do sistema, onde o produto é conceptualmente decomposto

em subssistemas;

3. Projecto detalhado, com a primeira especificacdo do produto e respectivo

processo de fabrico;

4. Testes e aperfeicoamentos, realizados através de prototipagem e experiéncias;
5. Inicio da producéo, onde a capacidade de producéo é estabelecida;
6. Lancamento do produto e fabrico a escala comercial.

Os produtos quimicos formulados, constituidos por varios ingredientes (tipicamente 10

a 20), podem classificar-se em produtos homogéneos e produtos estruturados. As
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propriedades dos produtos homogéneos advém exclusivamente dos seus componentes e suas
quantidades, enquanto no caso dos produtos estruturados as propriedades sdo também
definidas pela sua microestrutura. Alguns exemplos de produtos estruturados séo a margarina,
a manteiga, a maionese, o detergente, sabdes e cremes. No caso da maionese, as propriedades
ndo advém s6 dos seus componentes, 0leo, &gua, vinagre e ovo, mas essencialmente da forma
como eles estdo estruturados a escala do micrometro (a maionese é essencialmente uma

emulsio concentrada 6leo-em-agua, estabilizada por emulsionantes presentes no ovo) *.

Nos produtos estruturados, o projecto de produto e do respectivo processo de fabrico
devem ser desenvolvidos em simultdneo, uma vez que a microestrutura € em grande parte
determinada pelo processo de fabrico. Por exemplo, a microestrutura da maionese depende da
agitacdo fornecida e da ordem de adicdo dos componentes. Na linguagem de projecto de
produto, a relacdo entre a microestrutura e as condicGes de fabrico designa-se genericamente
por funcdo processo. E precisamente a fungdo processo no caso do fabrico de microcapsulas,
pequenas particulas contendo um ingrediente activo, com aplicagdes varias na area alimentar

e farmacéutica, que nos propomos a estudar neste trabalho.

Seguidamente serdo apresentados os principais métodos de microencapsulacéo.
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2.2 Processos de microencapsulacao

Microcépsulas sdo pequenas particulas contendo um material central, por vezes
designado por ingrediente activo (IA), rodeado por um revestimento. Relativamente ao
tamanho, sdo aceites 0s seguintes intervalos: caso a capsula tenha um didmetro inferior a 1
um, diz-se que é uma nanocépsula, ao passo que se o didmetro foi superior a 1000 pm * é
considerada uma macrocépsula. As capsulas que se encontram entre estes extremos designam-
se por microcapsulas. A maioria das microcapsulas que se encontram no mercado tém entre 3
e 800 um e a massa do material central pode variar entre 10 a 90% da massa total. H4 uma
vasta gama de produtos que ja foram encapsulados, tais como células vivas, enzimas
activadas, sabores, perfumes, farmacos, entre outros. Os materiais mais utilizados no

revestimento das capsulas sdo polimeros>.

As microcapsulas podem ter varias estruturas, representando-se na Figura 1dois casos
extremos °. Podem ser esféricas, com um nuicleo contendo o IA, envolto numa casca continua,
designando-se nesse caso por microcdpsulas do tipo nacleo/casca, ou podem ser uma
dispersdo irregular do ingrediente activo numa matriz continua do material encapsulante,

sendo neste caso denominadas microcapsulas do tipo matriz.

. Nucleos
Material

da casca / Material da

\ casca

Nucleo

A B

Figura 1 — Dois tipos de microcapsulas: A — tipo nicleo/casca; B — tipo matriz (adaptado da ref. 3).

As microcépsulas podem ser utilizadas com diferentes objectivos *. Por exemplo:

. Imobilizacdo ou aprisionamento — quando se pretende limitar o contacto entre
determinadas partes de um sistema. A encapsulacdo de um determinado ingrediente permite
que ele permaneca isolado enquanto a microcapsula mantém a sua estrutura, e que contacte

depois com o0 meio exterior, apds a ruptura da microcapsula.
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" Proteccdo — no caso de ingredientes frageis que necessitam de ser protegidos
de ambientes agrestes. As vitaminas, por exemplo, sdo desnaturadas pelo oxigénio e podem

ser encapsuladas para serem protegidas de meios ricos em oxigénio.

" Libertacdo controlada — quando se pretende que um determinado ingrediente
activo seja libertado em face de um determinado estimulo, que provoca a ruptura da

microcépsula, ou quando se pretende a libertagdo com velocidade controlada.

A par de diversas aplicacGes e objectivos, ha também diferentes processos de fabrico de
microcapsulas. De seguida, apresentam-se os principios fundamentais dos diferentes
processos e as principais caracteristicas das capsulas obtidas. Esta informacdo encontra-se

também resumida na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Principais caracteristicas de alguns processos de microencapsulacao.

N ) \ECIgE a Principais caracteristicas
Principios Gerais , .
encapsular das cépsulas obtidas
Precipitacdo de dois Lo - 20-800 pum didmetro
Coacervagao polimeros e adsorgdo do imli_slgil\J/:e?g Sem - Estrutura nucleo/casca
Complexa precipitado & superficie qua
de uma fase dispersa g - Sensiveis a humidade
Searcin e s 5 tids com ]
Incompatibilidade dif , pd 50 d grau finito de - 200-800um diametro
Polimero-Polimero : erentes\, aasoreao de solubilidade em i
uma delas a superficie de ) - Forma irregular
p e agua
particulas sélidas
- 20-30um didmetro
| - Estrutura ndcleo/casca
Polimerizacao « . -
Interfacigl Reacc¢do quimica Liquidos - Geometria esférica
- Superficie exterior lisa e
uniforme
Pulverizagdo de - 10-300um didmetro
. disperséo/solucéo, - .
Spray Drying seguida de evaporacio Vérios Geometria irregular
de solvente - Estrutura do tipo matriz
Evaporacio de Emulsificacdo, seguida
SF:)IveI(‘;l te de evaporacdo de Vérios Variavel
solvente
Pulverizago de liquido
Revestidores de de revestimento, seguida Particulas Variavel
Leito Fluidizado de evaporagdo de solidas/porosas
solvente
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2.2.1 Coacervagao complexa

Este processo baseia-se em interac¢oes especificas entre dois polimeros, habitualmente
sollveis em agua, e que em determinadas condigcfes apresentam cargas superficiais de sinal
oposto. Geralmente, o polimero catidnico usado € a gelatina. Quanto ao polimero aniénico

existem vérias possibilidades.

A Figura 2 esquematiza um exemplo de um processo de microencapsulagdo por
coacervagdo complexa 3. O primeiro passo consiste em dispersar o material do nicleo numa
solucdo aquosa de gelatina, a uma temperatura de 40 a 60 °C. De seguida, adiciona-se ao
sistema um segundo polimero, como por exemplo a goma arabica, e ajusta-se o pH tal que 0s
polimeros ficam carregados com cargas opostas. Os polimeros formam entdo aglomerados —
chamados de coacervados complexos — que adsorvem preferencialmente a superficie do
material disperso. A gama de pH para coavervacdo é tipicamente de 4,0 a 4,5. Apos a
formacdo do coacervado complexo, o sistema é arrefecido até a temperatura ambiente,
ocorrendo gelificacdo do coacervado, constituindo este gel o revestimento da microcapsula. A
fim de aumentar a resisténcia do revestimento e criar uma estrutura que ndo seja termicamente
reversivel, o sistema é ainda arrefecido até cerca de 10°C e tratado com glutaraldeido, que vai

formar ligacGes cruzadas com o coacervado (crosslinking).
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Gelatina + H.O 0 I Material
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L
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.-“\)
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- Adicdo de glutaraldeido Capsulas finais
- Crosslinking

—~ ((

el ()
1450 0l

Figura 2 — Exemplo de um processo de coacervacdo complexa (adaptado da ref. 3).

O metodo de coacervacao € usado principalmente para encapsular liquidos imisciveis
em agua e forma capsulas com 20 a 800 um de diametro. A massa do material encapsulado
pode ascender a 80 a 90% da massa total da microcapsula. A maioria das capsulas produzidas
por esta técnica tém uma estrutura de nicleo/casca, embora a casca ndo tenha uma espessura
uniforme. Geralmente, estas capsulas séo sensiveis a humidade. Por vezes, para tentar reduzir

a sensibilidade a humidade, trata-se as capsulas com ureia e formaldeido em condi¢6es acidas
3

2.2.2 Incompatibilidade polimero-polimero

Esta técnica baseia-se no fendmeno de separacdo de fases que ocorre quando se tem

dois polimeros quimicamente diferentes, dissolvidos num mesmo solvente.

A Figura 3 exemplifica um processo deste tipo nas suas varias etapas °. O primeiro

passo é dispersar o material do nicleo numa solucéo de etilcelulose em ciclo-hexano a cerca
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de 80°C. De seguida, adiciona-se polietileno de baixo peso molecular, que é solGvel em ciclo-
hexano quente mas que é incompativel com a etilcelulose. Induz-se assim a separacdo de
fases, com a formacdo duma fase rica em etilcelulose e outra rica em polietileno. O material
do nucleo vai ficar disperso neste sistema de duas fases. Uma vez que a etilcelulose é mais
polar que o polietileno, vai adsorver preferencialmente a superficie do material do nucleo até
formar uma fina camada que o envolve. Posteriormente arrefece-se o sistema até a
temperatura ambiente, o que provoca a precipitacdo da etilcelulose e logo a formacéo das

microcapsulas.

N AT N
Solucéo de etilcelulose Ly ! P =
can, i Sl ) Q J
e ciclohexano — . e = & o .
(80°C) Disperséo das particulas Particulas sdlidas a
encapsular
Adicao do polietileno
de baixo peso molecular
R P o O . N 3
(Q) ,.:,:;/\ \ ) Separacéo de fases

Fase de etilcelulose envolve as particulas

J

Precipitacéo e solidificacdo da etilcelulose

P
@ (&> Q) @ Formacéo das microcapsulas

(20°C)

Figura 3 Exemplo de um processo de microencapsulacdo baseado em incompatibilidade polimero-
polimero (adaptado da ref. 3).

Esta técnica de microencapsulacdo é utilizada habitualmente para encapsular sélidos
com um grau finito de solubilidade em &gua, incluindo farmacos. As capsulas produzidas tém
forma irregular e tamanho entre 200 e 800 um. A aspirina e o cloreto de potéssio sdo

exemplos comerciais de produtos farmacéuticos encapsulados por esta técnica .
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2.2.3 Polimerizacéo interfacial (PI)

Esta técnica tem uma caracteristica que a torna Unica. A cépsula é formada dentro ou

sobre a superficie duma gota ou particula por polimerizacdo de monémeros reactivos.

O primeiro passo da técnica de PI é dissolver um mondmero no material liquido do
nacleo. A solucéo resultante é dispersada, com o tamanho de gota desejado, numa fase aquosa
que contém um agente de dispersdo. Um co-reagente é entdo adicionado a fase aquosa, o que
leva a uma reac¢do de polimerizagcdo rapida na interface, formando-se assim a parede da

capsula. A Figura 4 ilustra este processo °.

Co-reagente

Material
donacleo

Figura 4 — Formac&o da casca num processo de polimerizacgdo interfacial (adaptado da ref. 3).

Também é possivel encapsular sélidos usando esta técnica, embora a quimica da

polimerizacdo seja diferente daquela no caso de encapsulacéo de liquidos.

Esta técnica é muito usada para encapsular pesticidas e herbicidas. As capsulas
produzidas sdo normalmente esféricas com um didmetro entre 20 a 30 um. A estrutura é do
tipo nucleo/casca e a superficie exterior da casca € lisa e uniforme. A superficie interior revela

muitas crateras e é irregular 2.

2.2.4 Spray drying

A técnica de spray drying € a técnica mais antiga de encapsulac¢do. O primeiro passo é
a disperséo ou solubilizacdo do material do nucleo (geralmente um 6leo imiscivel em agua)

numa solugdo concentrada do material do revestimento, muitas vezes uma solugdo aquosa.

10
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Preocupagdes sobre inflamabilidade e toxicidade dos solventes tém restringido severamente o

uso de solventes organicos.

A dispersdo ou solucdo resultante € depois pulverizada em goticulas numa camara
onde circula um gas quente. As goticulas vdo entdo rapidamente desidratadas, produzindo-se

capsulas secas, que vdo cair no fundo da camara, sendo posteriormente recolhidas.

As capsulas produzidas por spray drying tém diametros que variam entre 10 e 300 um
e tendem a ter uma geometria irregular. Cada capsula tem um nimero de pequenas gotas ou
particulas do material do nicleo dispersas por toda a capsula, sendo portanto, capsulas do tipo
matriz. A técnica de spray drying tem sido muito utilizada para encapsular fragrancias e

sabores®,

2.2.5 Evaporagéo de solvente

A microencapsulacdo por evaporacao de solvente é amplamente utilizada na industria
farmacéutica. O material do revestimento é habitualmente um polimero. Alguns dos
polimeros mais utilizados sdo o poli-acido lactico e glicolico (PLGA), a etilcelulose e o

diclorometano.

S&o possiveis diversas variantes do método, todas baseadas huma ou mais emulsoes.
Para o caso baseado numa emulsdo do tipo dleo-em-agua, o método de fabrico consiste nas

seguintes etapas °:

" Dissolucédo do polimero e do 1A num solvente organico;

. Emulsificacdo da fase organica (fase dispersa) numa fase aquosa (fase
continua);

. Extraccdo do solvente da fase dispersa para a fase continua, seguida de

evaporacdo do solvente, o que transforma as goticulas da fase dispersa em particulas sélidas,

ou seja, nas microcapsulas.
. Recuperacdo e secagem das microcapsulas, eliminando-se o solvente residual.

Esta é a técnica escolhida para o nosso estudo (relacdo microestrutura do produto
versus formulacdo e condicGes de processamento) e vai ser, por isso, mais aprofundada na

secgdo 2.3.

11
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2.2.6 Revestidores de leito fluidizado

Os revestidores de leito fluidizado baseiam-se na suspensdo de um leito de
particulas sélidas, que irdo constituir o material do ndcleo, numa corrente de gas,
geralmente ar. A formulacdo liquida para o revestimento € pulverizada sobre este leito
fluidizado. Este revestimento liquido é depois seco por evaporacdo de solvente ou por
refrigeracdo. As operacOes de revestimento liquido e secagem sdo repetidas até que seja
alcancada a espessura desejada para o revestimento.

Os revestidores de leito fluidizado representam um grande investimento de capital,
mas sdo amplamente utilizados no encapsulamento de solidos, especialmente para a
industria farmacéutica. A grande vantagem patente neste processo é a sua capacidade de

lidar com uma grande variedade de formulacOes de revestimento.

12
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2.3 Microencapsulacdo por evaporacao de solvente

A microencapsulacdo por evaporacdo de solvente € uma técnica muito utilizada nas
indUstrias farmacéuticas e muitos farmacos foram ja encapsulados por esta técnica. Por
exemplo, o paracetamol foi encapsulado para mascarar o seu sabor amargo ° e a
carbamazepina, um farmaco anticonvulso, foi encapsulado para ter uma libertacdo prolongada

e assim ajudar na reducdo do nimero de doses diérias, tal como reduzir efeitos secundarios .

A técnica por evaporacdo de solvente pode ser levada a cabo de diferentes formas
consoante a hidrofilicidade do material a encapsular, designado em algumas aplicagdes como
o ingrediente activo (IA). Para um IA insoltvel ou pouco solivel em &gua, o método de
eleicdo € o método de emulsdo Oleo-em-agua (o/w). Sinteticamente pode-se definir este

método em quatro etapas principais (ver Figura 5) ®:
(1) Dissolugéo do 1A hidrofobico e do polimero encapsulante num solvente organico;

(2) Emulsificacdo desta fase orgénica (fase dispersa) numa fase aquosa (fase

continua);

(3) Extraccao do solvente da fase dispersa para a fase continua, seguida de evaporacgéo
do solvente, o que é conseguido a custa do aumento da temperatura ou reducéo da pressdo; as
gotas da fase dispersa transformam-se assim em particulas sélidas, contendo o polimero

encapsulante e o 1A encapsulado;

(4) Recuperacdo e secagem das microcapsulas, eliminando-se o solvente residual.

13
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Figura 5 - Etapas basicas de microencapsulacao por evaporacao de solvente (adaptado da ref. 8).

O método o/w ndo é adequado para o encapsulamento de substancias hidrofilicas

devido a duas principais razoes:
" Limitacdes ao nivel da solubilidade do 1A hidrofilico no solvente organico;

" O IA transfere-se para a fase continua durante a emulsificacéo, reduzindo-se a

quantidade que é de facto encapsulada.

Para resolver estas dificuldades, outros métodos alternativos de emulsdo tém sido

propostos para encapsular materiais hidrofilicos *:

1. O método de emulsdo dupla, w/o/w: a solucdo aquosa de IA hidrofilico é
primeiramente emulsionada numa fase organica contendo o polimero dissolvido (emulséo
w/0). Esta emulsdo é depois dispersa numa segunda solucdo aquosa, obtendo-se uma emulsédo
dupla do tipo w/o/w. Ao evaporar o solvente organico, o polimero precipita aprisionando as

goticulas da fase interna.

14



ESTUDO SISTEMATICO DA FORMAGAO DE ESTRUTURA EM PROCESSOS DE MICROENCAPSULAGAO POR EVAPORAGAO DE SOLVENTE

2. O método o/w com ajuda de um co-solvente: quando o IA é pouco soltvel no
solvente orgénico escolhido, adiciona-se um segundo solvente para ajudar na dissolugéo do

farmaco.

3. O método de dispersdo o/w: o farmaco ndo estd completamente dissolvido na
fase organica, mas esta disperso na forma de po;

4. O método de emulséo do tipo w/o: o 1A € dissolvido em dgua ou num solvente
hidrofilico, e o polimero tem que ser solivel nesta solucdo; a fase continua é uma fase

hidrofobica pouco volatil, como o 6leo mineral.

Voltando ao método o/w, também o solvente organico pode ser problematico devido a
miscibilidade parcial com o solvente da fase continua (dgua ou outro solvente polar). Esta
miscibilidade pode dar origem a uma extraccdo muito repentina do solvente organico para a
fase continua o que pode resultar numa microencapsulacdo deficiente devido a precipitacdo

precoce do polimero. Para resolver este problema foram propostos trés métodos:
- A fase continua é pré-saturada com o solvente organico *°;

- A fase dispersa € primeiro emulsificada numa pequena quantidade de fase continua e,
posteriormente, apos a formacdo de gotas, esta emulsdo € diluida adicionando-se a restante

fase continua **:

- A fase dispersa é emulsificada numa pequena quantidade de fase continua,

procedendo-se simplesmente & evaporacéo do solvente a partir desta emulsdo concentrada *2.

A seleccdo do método ideal para cada aplicacdo néo € imediata, uma vez que depende
de diversos factores: solubilidade do IA na fase dispersa e na fase continua, miscibilidade do
solvente organico com o solvente da fase continua, compatibilidade do polimero com o
solvente e a adequacdo do polimero a aplicacdo final. O método o/w e as suas variantes acima
apresentadas oferecem contudo um bom ponto de partida para se desenhar o0 melhor método
para cada aplicacdo, sendo os parametros de decisdo mais importantes a solubilidade do 1A no

solvente organico e no solvente da fase continua e a miscibilidade parcial dos dois solventes.

De um modo geral, a composicdo e microestrutura das microcapsulas obtidas
dependem da formulacdo inicial de partida e também das condi¢bes de fabrico adoptadas.
Esta relacdo geral é alids o ponto de partida deste nosso trabalho, tal como enunciado no

capitulo 1. Existem diversos estudos publicados sobre esta relacdo, mas concluir quanto a

15
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tendéncias gerais é dificil, devido aos multiplos factores envolvidos e interac¢des especificas

entre 0s materiais.

A titulo de exemplo, veja-se o estudo de Yang et al. ** sobre a encapsulagdo de
aspirina em etilcelulose, usando diclorometano como solvente. Estes autores estudaram a
influéncia de trés varidveis: concentracdo de gelatina (protector coldide, substituto do
surfactante), o tamanho molecular da etilcelulose e ainda a concentragdo de etanol (usado
como co-solvente em conjunto com o diclorometano). Como parametros de saida, foram
avaliadas a eficiéncia de encapsulacgdo, a distribuicdo de tamanhos das microcapsulas, as suas
caracteristicas de superficie e a velocidade de libertacdo da aspirina. Os resultados obtidos
indicam que para maiores concentracfes de gelatina (até 1%) obtém-se eficiéncias maiores e
que a adicdo do etanol como co-solvente leva a alteragdes na distribuicdo de tamanhos.
Observa-se ainda que para maxima eficiéncia e maior velocidade de libertacdo € necessario a
fase dispersa conter 25% de etanol e utilizar etilcelulose de menor peso molecular. A
utilizacdo da aspirina alivia o problema de remocao do surfactante, enquanto que 0 uso do

etanol aumenta a velocidade de remocéo do solvente durante o processo.

Muitos outros estudos poderiam ser referidos em detalhe, mas optamos antes por
apresentar nas Tabelas 2 e 3 as tendéncias que nos parecem mais relevantes e que em
principio sdo genéricas, muitas delas também referidas nos artigos de revisdo de Li et al. %
Freitas et al.  Na Tabela 2 classificam-se os materiais habitualmente utilizados e a sua
influéncia nas propriedades finais das microcapsulas, enquanto que a Tabela 3 se refere a
parametros do processo de fabrico que também influenciam algumas propriedades das

microcapsulas, em particular a sua microestrutura.

As Tabelas 2 e 3 servem de ponto de partida para o estudo sistematico que se pretende
realizar. Para além do estudo da influéncia de um parametro em particular numa propriedade
final das microcépsulas, sera atil identificar os fendmenos fundamentais que tém lugar e o

conjunto de parametros que os influenciam.
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Tabela 2 - Materiais usados na microencapsulacdo, funcéo bésica e influéncia nas propriedades das

microcapsulas

Propriedades

Propriedades das

o o Exemplos . <ol
indispensaveis microcapsulas
Fase
Dispersa
. Agente - Biodegradabilidade  Etj|celulose \_/elocid~ade de
Polimero | . o limetil y il libertagéo do
encapsulante  _ Bjgcompatibilidade ~ Polimetilmetacrilato fArmaco
Coproidadede - 2PN
dissolugdo do IA e do - .
polimero mais usados; tem a .
_ desvantagem de ser ~ Obtém-se
Solvente  Dissolver IAe  _ poyco soltvel na bastante toxico. geralmente
polimero fase continua capsulas esféricas e
- Acetato de etilo uniformes
- Grande volatilidade & um possivel
- Baixa toxicidade substituto .
Aumentar a
solubilidade - Miscivel com o Cépsulas mais
Materiai Co-solvente dolAnafase  solvente organico Metanal, Etanol concentradas de IA
ateriais dispersa
Agente de - Incompativel com o
Porosidade Gerar poros polimero Aumento da
x no interior da L Hexano, Heptano idad
ounao-  ieroesfera - Miscivel com o porosidade
solvente solvente organico
Fase
Continua
Diminuicdo do
Estabilizacko - Balanco Alcool polivinilico, tamanho das
Surfactante G hidrofilo/lipofilo metilcelulose, particulas
da emulséo q q S o
(HLB) adequado pans Distribuicéo de
tamanhos apertada
Anti- Ewtarel
formagcdo de - - -
espuma
espumas
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Tabela 3 — Influéncia de alguns pardmetros do processo nas propriedades finais das microcépsulas.

Propriedades das microcapsulas

Viscosidade da fase Aumento no tamanho das microcapsulas
) Aumento
dispersa Aumento na eficiéncia de encapsulacéo
Parametros Concentracéo do IA na o L i
] Aumento Diminuic8o da eficiéncia de encapsulacio
fase dispersa
Fraccdo volumétrica da o ) )
] Aumento Diminui¢do no tamanho das microcapsulas
fase dispersa
Velocidade de agitacdo ~ Aumento Diminuicdo do tamanho das microcapsulas
o Aumento da velocidade de evaporacgéo, o que
Condicdes de Temperatura Aumento . ] . )
B provoca alteragBes na morfologia da microcapsula
operacao
y o Aumento da velocidade de evaporacéo, o que
Pressdo Diminuicao . . ] )
provoca alteragBes na morfologia da microcapsula
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2.4 Técnicas de analise

Nesta sec¢do, descrevem-se 0s principios basicos de algumas das técnicas que serdo
usadas para caracterizar as microcapsulas, nomeadamente: (i) espectroscopia UV-vis, que sera
usada para quantificar o IA (aspirina) efectivamente encapsulado, assim como o |A libertado
durante os testes de libertacéo; (ii) espectroscopia de difrac¢cdo laser, usada para determinar a
distribuicdo de tamanhos das microcépsulas; e (iii) determinacdo do potencial zeta, que € um
parametro relacionado com a carga superficial das particulas (microcapsulas).

2.4.1 Espectroscopia UV-vis

A espectroscopia de absorcdo molecular do visivel e ultravioleta (UV-vis) é utilizada
ha mais de 35 anos e durante este periodo tornou-se numa das analises mais importantes em

laboratério, uma vez que é de baixo custo, de facil operagdo e com uma boa sensibilidade **.

Esta técnica baseia-se na energia de excitacdo necessaria para a transicdo de electrdes
entre orbitais moleculares ™. Esta transicdo ocorre devido a absorcdo de luz visivel e/ou
ultravioleta por uma molécula que vai promover a excitagdo de electrdes e,

consequentemente, transicGes electrdnicas.

O espectro de absor¢do, para uma amostra contendo o composto a analisar em solucéo,
é obtido a partir da monitorizacdo das intensidades da radiacao incidente (lo) e da radiacao
transmitida apds absorcdo (l), para uma gama de comprimentos de onda. O espectro de

absorcao € caracterizado pela Lei de Beer-Lambert:

Iy
A= —1og10(7> =¢e.C.b

, onde A é a absorvancia, C a concentracao do soluto (mol/L), b o comprimento unitario
da célula da amostra (cm) e ¢ a absortividade molar. Este Ultimo pardmetro € uma constante
caracteristica do soluto a analisar, para um dado comprimento de onda, um dado solvente e
determinadas condicBes de pressdo e temperatura. Para calibrar a técnica, escolhe-se
habitualmente o comprimento de onda para o qual a absorvancia € maxima e constrdi-se uma

recta de calibragdo absorvancia vs. concentracdo C, determinando-se assim a constante (e.b).
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Um espectrémetro funciona basicamente como representado na Figura 6 > *°. A faixa
de trabalho no ultravioleta é entre os 200 e 400nm enquanto que a faixa de trabalho do visivel

é entre 0s 400 e 760nm.

, “ b 1 .’A‘.
sl 11

—
b

lif

Fontede luz Divisorde feixes Amostra Espectro

Figura 6 — Modo de funcionamento do UV-vis (adaptado de ref. 15 e 16).

Numa das nossas analises, a espectroscopia UV-vis é utilizada para quantificar dois
compostos em solucdo: o acido acetilsalicilico (AAS) e o acido salicilico (AS). Este ultimo
resulta da hidrolise do primeiro (Figura 7), que nas nossas condicdes de analise é
significativa. A Figura 8 mostra espectros caracteristicos de cada um destes compostos em
separado. O espectro caracteristico de uma mistura AAS + AS apresenta dois picos,
correspondentes as duas espécies (usando etanol puro como solvente, 0s picos sdao Ay = 275
nm e A, =302 nm, respectivamente para AAS e AS).

Para baixas concentracdes, a lei de Beer-Lambert € aditiva relativamente as duas

espécies, podendo escrever-se *:

Ay = (&.b)1,45 - Cans + (e.D)1 45 - Cus
Ay = (&.b)z 445 -Cans + (€.b)3 45 .Cas

, onde os indices 1 e 2 dizem respeito aos comprimentos de onda A; € A,. As constantes
(e.b) sdo determinadas a partir de rectas de calibracdo para cada espécie e cada comprimento
de onda (ao todo, 4 rectas: A; VS. Caas, A2 VS. Cas A1 VS. Cas € Az VS. Caas). Para uma amostra
binaria (AAS + AS), as concentracdes das duas espécies sdo obtidas lendo as absorvancias A;

e A, no espectro da mistura e resolvendo depois o sistema de duas equac6es lineares acima.
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0
I
+ H)0 —— @: * ,C—CH;
0 0 ,
Acide Acetilsalicilico Acido Salicilico Acido Acético
Figura 7 — Reacgdo de hidrdlise do &cido acetilsalicilico.
1.86 B Aciao Aectasasoiico
1.24
<

0.62

0.00
2350 282 314 346

A, nm

Figura 8 — Espectro caracteristico de cada um dos compostos, acido salicilico e &cido acetilsalicilico,
em separado (em solucéo de etanol + 4gua) *'.

2.4.2 Espectroscopia de difraccdo laser

A distribuicdo de tamanhos de particulas em suspensdo pode ser determinada através
da técnica de difraccdo de raios laser. A andlise é feita fazendo-se incidir um feixe de raios
laser sobre uma amostra de particulas dispersas, onde hd medicdo da intensidade da luz
dispersa *®, em funcdo do angulo de dispersdo '°. O angulo de dispersdo formado sera
inversamente proporcional ao tamanho dessa particula. A intensidade angular da luz dispersa
sera medida através de uma série de detectores fotossensiveis 2°. O fundamento da tecnologia

utilizada nesta técnica encontra-se esquematizado na Figura 9 .
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Detectores de angulos elevados

Fonte de luz azul . f £ £
: g -
-~ ) —‘l”.,_-"
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r— ~ e e do plano
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Fonte de luz 3 L' \
vermelha \\
Detectores de
dispersao

Figura 9 — Funcionamento da técnica de difraccdo de raios laser (adaptado da ref. 21).

2.4.3 Potencial zeta

O potencial zeta € uma medida indirecta da carga superficial de uma particula. Quando
uma particula se encontra dispersa num meio aquoso, a sua carga superficial vai alterar a
distribuicdo dos iBes envolventes, resultando numa dupla camada eléctrica, tal como
representado na Figura 10 *2. O potencial zeta é a diferenca entre o potencial eléctrico na
superficie externa da dupla camada eléctrica e o potencial no todo do meio de dispersido 2.0
potencial zeta depende assim ndo apenas da superficie da particula mas também do meio de

dispersao, e em particular do seu pH.
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Chstancia da superficie da particula

Figura 10 — Representacdo do potencial zeta (adaptado da ref. 24).

O potencial zeta ndo é medido directamente, mas encontra-se relacionado com a
mobilidade electroforética. A mobilidade electroforética é a velocidade com que uma
particula carregada em suspenséo é atraida para o pdlo de carga oposta quando ¢ aplicado um
campo eléctrico. O potencial zeta relaciona-se com a mobilidade electroforética a partir da

relacdo de Helmholtz-Smoluchowski ?°.

4nnv
(= ———

£
Onde ¢ é o potencial zeta (mV),

n é a viscosidade do meio de dispersdo (N.m?.s),
v é a mobilidade electroforética (um.s*/V.cm™)
&, € a constante dieléctrica (adimensional),

g, 6 a permissividade do ar (8,854x10™ CA'm™).
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Sendo o meio de dispersdo a 4gua a 25°C, &, = 79 e 17 = 8,95 x 10™ Nm's, a equacio

vai reduzir-se a:
(=1283v

Um valor elevado, em mddulo, do potencial zeta indica que as particulas em
suspensdo se repelem e que, por isso, a suspensdo é estavel. Um valor de referéncia minimo

para boa garantia de estabilidade é 30mV %°.

Na Figura 11 apresenta-se um exemplo de um espectro do potencial zeta de uma
dispersdo de AAS em meio aquoso (C cerca de 3,5g/L). O eixo dos yy diz respeito ao nimero
de particulas com um determinado potencial zeta, ou seja, as particulas dispersas ndo tém um
potencial zeta Unico mas sim uma distribuicdo de potenciais, dentro de certos limites. Neste
caso, o potencial zeta médio (PZmgdio) é de 1,75mV (média global de 4 espectros, resultantes

de 4 leituras consecutivas).

Zeta Potential Distribution

BOOQQQ T+ * - rrrrmrrr e R R G :
BOOQQQ - - - - v ...................... R ....................

4000007 PZineio = 1,75mV

300000

Total Counts

200000 - - rrrrrre ..................... .................. R R R AR

100000+ <+ e e T Sl P :

0 . t t T . i t 1
-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (mV/)

Figura 11 - Distribuicdo do potencial zeta para uma amostra de AAS em meio aquoso (4 leituras
consecutivas).
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3. Métodos

3.1 Plano geral do estudo efectuado

Nesta seccdo, é apresentada a estratégia geral seguida neste trabalho.

De um ponto de vista mais abrangente, o objectivo é estudar a influéncia da formulacao
inicial das microcépsulas e das suas condi¢es de fabrico na microestrutura final obtida, e
também noutras propriedades de desempenho relevantes, como seja o perfil temporal de
libertacdo do ingrediente activo (IA). Este estudo é concretizado para um caso particular
(encapsulacéo de acido acetilsalicilico (AAS) em etilcelulose), que definiremos em detalhe na
seccdo 3.2. De seguida, hd que estabelecer um procedimento de fabrico controlado e
reprodutivel, baseado na técnica de microencapsulagdo por evaporacdo de solvente. Para tal,
fizeram-se varios testes preliminares, até se convergir para o procedimento descrito na sec¢éo
3.3.

Uma vez fabricadas as microcapsulas, em condi¢Ges bem conhecidas e controladas, ha
que seleccionar os parametros de estrutura e outros que iremos analisar, e as respectivas
técnicas usadas. A Tabela 4 regista os parametros seleccionados e respectivas técnicas de

analise.

Tabela 4 — Pardmetros analisados e respectivas técnicas de analise

Parametros analisados Técnicas de Analise

Eficiéncia de encapsulacdo e concentracéo de 1A Dissolugdo das microcapsulas em etanol e analise
nas microcapsulas UV-vis da solucéo obtida

Tamanho e forma das particulas (primeira

observagio) Microscopia Optica

Espectroscopia de difrac¢do laser, equipamento

Distribuicéo de tamanhos das particulas Mastersizer (Malvern)

Potencial zeta medido pelo equipamento Zetasizer

Potencial Zeta Nano ZS (Malvern)
Estrutura superficial e interna das particulas Microscopia Electronica de Varrimento

Velocidade de libertacdo do IA das microcépsulas Teste de libertacdo (libertacdo para meio aquoso
(relacionada com estrutura interna) agitado, seguida de andlise UV-vis da solucdo)

* Pardmetro relacionado com a carga superficial das particulas.
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A primeira técnica — dissolucdo das microcapsulas em etanol — permite, por analise UV-
vis da solugdo obtida, calcular a eficiéncia de encapsulacdo, que é um importante parametro
relativo ao processo de fabrico (razdo entre a massa de |IA efectivamente encapsulado e a
massa de IA inicialmente adicionada ao processo). Sabendo a massa de IA encapsulado,
facilmente se calcula a sua concentragdo nas microcapsulas, que é naturalmente um parametro

importante para o desempenho final destas.

Por microscopia éptica, faz-se uma primeira avaliacdo do tamanho e forma das particulas.
De seguida, obtém-se informacdo mais detalhada, a partir da técnica de difraccdo de raios
laser, que permite calcular a distribuicdo de tamanhos das microcépsulas. Determina-se
também o potencial zeta das particulas, que é uma importante propriedade de superficie. Para
algumas das amostras, fizeram-se ainda observacGes ao microscopio electrénico, que
permitem identificar detalhes morfoldgicos, quer da superficie das particulas, quer do seu

interior (fazendo-se previamente o corte transversal das particulas).

Finalmente, 0 nosso conjunto de técnicas de analise é completado com testes de
libertacdo do IA a partir das microcapsulas, para um meio aquoso agitado. Estes testes
permitem avaliar a velocidade de libertacdo do IA, que € um parametro standard de qualquer
produto baseado em microencapsulacdo. Alem disso, pretendemos com estes testes obter
informacao quanto a estrutura interna das particulas, uma vez que esta influencia a resisténcia
a transferéncia do IA através da capsula e esta assim relacionada com a velocidade de
libertacdo do IA para o meio envolvente. Mais detalhes quanto as técnicas de andlise e

respectivos procedimentos sdo apresentados na sec¢éo 3.4.

O nosso plano experimental parte de um teste base, em torno do qual se fazem depois
outros testes, variando parametros da formulacdo do produto ou condigdes de operacdo do
processo. Cada teste inclui o fabrico das microcapsulas, seguido da sua caracterizacdo pelas
varias técnicas da Tabela 4. O produto de cada teste (cerca de 0,99) € dividido em 8 porcGes
representativas (usando um divisor de amostras solidas, Rotary Micro riffler), encaminhando-
se depois uma ou mais destas porcdes para diferentes técnicas de analise. O nimero de
porcdes necessarias para cada técnica € como se segue: dissolucdo das microcépsulas (1
por¢do), microscopia oOptica (< 1 porc¢do), difraccdo laser (2 porgdes), potencial zeta (< 1

por¢do), microscopia electrénica (1 por¢éo), teste de libertacdo (1 porc¢éo).

O tempo total necessario para cada teste, desde o fabrico das microcapsulas até completar

todas as andlises, € cerca de 3 dias. No primeiro dia produzem-se as particulas, no segundo
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secam-se e no terceiro faz-se a divisdo do produto e todas as andlises (exceptuando a
microscopia electronica de varrimento, que foi feita consoante a disponibilidade do

equipamento).
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3.2 Caso de estudo

O nosso caso particular de estudo é a producdo de microcépsulas de acido
acetilsalicilico (AAS) em etilcelulose (EC), a partir de uma emulsdo o/w, que é um sistema ja
estudado por outros autores %" %, O 4cido acetilsalicilico é um farmaco barato e comum. O
polimero de etilcelulose é biodegradavel, biocompativel, foi aprovado pela FDA (Food and

Drug Administration) para uso farmacéutico e é relativamente barato.

Quanto ao solvente usado na fase dispersa, consideraram-se diversas alternativas,
apresentando-se na Tabela 5 trés delas: diclorometano, acetato de etilo e MTBE. Todos estes
solventes dissolvem em quantidade suficiente tanto o AAS, como o polimero EC. Sendo
assim, a escolha do solvente baseou-se noutros critérios também relevantes: volatilidade,
solubilidade em agua e a toxicidade. A Tabela 5 apresenta propriedades dos solventes

relacionadas com estes critérios.

A volatilidade deve ser suficientemente elevada para que 0 processo por evaporacao
do solvente seja rapido. O diclorometano ¢é o solvente mais volatil, mas os outros apresentam

também uma volatilidade que é em preciso razoavel.

A solubilidade em agua deve, em principio, ser reduzida, ja que o método de fabrico se
baseia numa emulsdo o/w, sendo o solvente o constituinte maioritario da fase interna.
Contudo, algum nivel de solubilidade pode ser vantajoso, ja que acelera o passo de extrac¢do

do solvente da fase dispersa para a continua.

Quanto a toxicidade, usamos como parametros de seleccéo a dose letal 50 (LD50), por
via oral, uma vez que se trata de uma aplicacdo farmacéutica, e ainda a classificagdo GSK,
gue tem em conta factores de seguranca, saude e ambiente. A cada um destes factores é
atribuido uma cor, sendo que a cor vermelha indica um forte incentivo para a substituicdo do

solvente.
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Tabela 5 — Solventes alternativos e suas propriedades.

. Ponto de - LDS0
NUmero o Solubilidade em - -
ebulicéo . ocy*  (rato,via  Classificacdo GSK
CAS normal °C)~ 4948 (g/La20°C)” ( S
Diclorometano 5di
75-09-2 40,0 20 Bl GOVEElI
(DCM) residuos
Acetato de Etilo 141-78-6 77,0 80 5,6 g/lkg  Sem codigo vermelho
Eter metil-terc- codi "
butilico Vi 6digo vermelho em
1634-04-4 55,3 42 2,0 g/kg inflamabilidade
(MTBE)

" referéncia 29.

™ referéncia 30.

Face a discussdo acima e aos dados da Tabela 5, o solvente seleccionado foi o acetato
de etilo, uma vez que € 0 menos toxico e com menos problemas ambientais. As suas
desvantagens (menor volatilidade e maior solubilidade em &gua) podem ser contornadas,

ajustando as condic¢des de fabrico, como veremos na seccdo 3.3.

Para finalizar, é necessario seleccionar o surfactante a utilizar. Pelo método de HLB !,

o surfactante escolhido € o Tween 80 (monooleato de polioxietileno (20) sorbitano).

Na Tabela 6 registam-se outras propriedades relevantes dos ingredientes escolhidos.

Tabela 6 — Propriedades dos ingredientes utilizados.

Ingrediente Propriedades a 25 °C

Solubilidade em 4gua — 80 g/L *

Acetato de etilo
Massa volUmica - 0,902 g/mL *

Agua Massa volGmica - 0,9970 g/mL **
Surfactante (Tween 80) Massa volimica - 1,07 g/mL*
Acido Acetilsalicilico Solubilidade em 4gua - 3 mg/mL *

Para a obtencdo de uma formulacdo de base, que serviu de ponto de partida para 0s
nossos testes finais, foi necessario efectuar diversos testes preliminares, afinando-se
parametros como: (i) o nivel de pré-saturacdo da fase aquosa em AAS, (ii) o nivel de pré-
saturacdo da fase aquosa em acetato de etilo e (iii) a concentracdo de surfactante. Apds o

referido ajuste, chegou-se a formulagéo da Tabela 7.
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Tabela 7 — Formulagéo base.

Fase Dispersa % (W/w) Fase Continua % (w/w)
Acetato de Etilo 23 mL 94 Agua Destilada 400mL 93,36
Etilcelulose 0,889 4 Tween 80 2mL 0,50
AAS 0,449 2 AAS 0,969 0,23*
Acetato de Etilo 28mL 5,91*
Total 100 Total 100
5% do volume total

* corresponde a 80% de saturacdo de acordo com as solubilidades da Tabela 6.

Utilizando 400mL de agua destilada e conhecendo as percentagens de pré-saturacdo
pretendidas, € possivel obter as massas necessarias de AAS e acetato de etilo na fase continua
(por exemplo, para o AAS, 0,80 x 3 mg/mL x 400 mL = 0,96 g). Para o surfactante, os
calculos séo feitos a partir da concentracdo especificada, 0,5% da fase continua, e da massa

dos restantes componentes da fase continua.

A formulacdo base tem uma fraccdo volumétrica de fase dispersa de 0,05, que € um
valor tipico para boas condi¢Ges de emulsificacdo. Partindo deste valor, calcula-se o volume
da fase dispersa (430 mL / 0,95 x 0,05 = 23 mL). A concentragdo de etilcelulose na fase
dispersa foi fixa em 4% e a do AAS em 2%. Estes valores foram ajustados até se conseguir
uma encapsulacdo viavel, ainda que a sua eficiéncia seja baixa. A partir destes valores,

facilmente, se calculam as massas utilizadas na fase dispersa.

Na Tabela 8 apresentam-se os fornecedores e especificacdes dos ingredientes da

formulacéo.
Tabela 8 — Fornecedor e especificagfes dos ingredientes utilizados.
Fornecedor Especificacbes
Acido Acetilsalicilico Acofarma > 99,0%
48% de etoxilacdo
Etilcelulose Acros 22 cP (solugdo a 5% em 80/20
tolueno/etanol)
Acetato de Etilo Fisher Grade PA
Tween 80 Fisher -
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3.3 Processo laboratorial de fabrico das microcapsulas

Como referido anteriormente a técnica utilizada neste estudo para o processo de
microencapsulacdo foi a técnica de evaporacao de solvente, a partir de uma emulsdo o/w (ver

secgéo 2.3).

Devido a miscibilidade parcial do acetato de etilo em &gua, foi necessario saturar (a
80%) a fase continua com acetato de etilo, de modo a inibir a migracdo deste da fase dispersa
para a fase continua durante a emulsificacdo, evitando-se assim a precipitacdo prematura do
polimero. Além disso, esta migragdo é também inibida através da técnica de pré-emulséo.
Inicialmente, emulsifica-se a fase dispersa numa pequena por¢do de fase continua. Esta pré-

emulsdo é depois diluida, adicionando-se a ela a restante fase continua.

Como o AAS é parcialmente solivel em agua, também € necessario pré-saturar a fase
continua com AAS (2,4 mg/mL), para deste modo minimizar a sua migracao para a fase

continua.

A formulacdo base da Tabela 7 (seccdo 3.2) contempla a pre-saturacdo da fase

continua em acetato de etilo e AAS.

Em face das adaptacdes atras referidas, o processo de fabrico laboratorial consiste nas

seguintes etapas:

Preparacdo da fase dispersa;

Preparacdo da fase continua;

Pré-emulsificacao;

Emulsificacdo;

Aquecimento da mistura e evaporacdo do solvente;
Filtracdo e lavagem;

Secagem;

Peneiracao;

© 0o N o 0o b~ w D PE

Divisdo da amostra e Armazenamento.
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As vérias etapas sdo descritas em detalho no Anexo A. Procedimento experimental
para fabrico de microcapsulas A Figura 12 resume as etapas 1 a 5 do processo, sob a forma de
um diagrama de Gantt (etapas vs. tempo decorrido). Incluimos também no diagrama as
principais condicGes de operagdo. Os valores para a temperatura de evaporagdo (50°C) e
velocidade de agitacdo mecénica (600 rpm) correspondem ao nosso teste base e seréo alvo de

variagdo em testes subsequentes.

agitagdo mecanica = 600 rpm

| temperatura = 25°C

Etapas
Fase Dispersa a.mag = 500rpm
Fase Continual a.mag=700rpm 500rpm

Pré-emulsdo a.mag = 300rpm

Emusio 1
Aguecimento _

30min 1h 1h30min 2h 4h
Tempo (h:min)

*a.mag = agitacdo magnética

Figura 12 — Diagrama de Gantt do processo de microencapsulacdo por evaporacao de solvente.

Existem alguns pormenores a ter em atencdo durante o processo. Aquando da
preparacdo da fase dispersa, a EC e o AAS sdo adicionados lentamente e em simultaneo,
porque melhora o processo de dissolucdo. A adicdo da fase dispersa na etapa de pré-emulséo é
realizada lentamente e com auxilio de uma vareta. A adi¢é@o da restante fase continua na etapa

de emulsdo ocorre de igual forma.

O tempo de evaporacdo necessario foi determinado por analise do acetato de etilo
presente na mistura. Retiraram-se amostras ao longo do tempo, que foram depois submetidas
a extraccdo com diclorometano. O extracto foi analisado via cromatografia gasosa. Concluiu-
se gque o tempo para evaporacdo completa do acetato de etilo é cerca de 2 horas. Esta analise
foi efectuada para as condicdes da formulacdo base, uma temperatura de evaporagdo de 50 °C
e agitacdo mecanica de 600 rpm. Os resultados sdo apresentados no Anexo B. Analise de

solvente ao longo do tempo de evaporacao
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No final do processo, a amostra é seca durante 24 horas a 50 °C. O produto seco é
depois peneirado, com uma malha de 600 pm, de modo a retirar particulas que advieram da
precipitacdo precoce da etilcelulose, eventuais aglomerados de particulas e ainda peliculas de
etilcelulose que aderem as superficies do copo e do agitador. Por Gltimo, a amostra é dividida

em 8 porcdes e armazenada num exsicador.

Montagem Experimental

Numa primeira fase, a montagem experimental é simples, sendo apenas necessarios
copos (de 50 mL e 800 mL), magnetos e placas de agitacdo/aquecimento para se dar a

preparacdo das fases dispersa e continua.

Legenda:
3 -
/ 1 — Placa de aquecimento
r/ 2 — Controlador de temperatura
/ i 3 — Agitador mecanico
aity 4 — Chicana
i & 5 — Copo alto de 600 mL

‘ B 6 — Termopar

[

Figura 13 — Montagem experimental utilizada na etapa de emulsificagao.

Na etapa de pré-emulsdo, a montagem experimental € idéntica a apresentada na Figura
13, com excepcao da agitacdo que € magnética, devido ao pequeno volume de mistura. Nas
etapas seguintes de emulsdo e evaporacao de solvente tem-se entdo exactamente a montagem

da Figura 13 (com agitacdo mecanica).
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O tipo de agitador e a geometria do sistema de agitagdo foram escolhidos de acordo
com as recomendacdes habituais para sistemas de emulsificagdo: agitador tipo turbina com 6
pés, proporcdes geométricas dentro dos valores recomendados e duas chicanas para evitar a
formacdo de vortice (Figura 14). Deste modo conseguem-se uma mistura proxima de

uniforme dentro do copo e elevadas tensées de cortes para quebra das gotas *'.

N
Dt=8cm
H=90cm
. }..._00_4 [I i Da=3,5cm
- A J_ J E=3cm
L ,, 5
t >

r

Figura 14 — Geometria do sistema de agitagdo do processo *'.

Para a filtracdo e lavagem das microcapsulas é utilizado um sistema com funil de
Buchner e uma bomba de vacuo. Uma boa lavagem € importante para a remogéo completa do
surfactante a superficie das particulas. O volume de &agua utilizado para a lavagem ¢é

semelhante ao volume da fase continua e a lavagem final é efectuada com um esguicho.

Para além do material de vidro, a Tabela 9 apresenta a lista dos equipamentos

utilizados para o fabrico das microcapsulas.
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Tabela 9 — Lista dos equipamentos utilizados.

Equipamento Fabricante e Modelo

- Agitador mecanico  Heildolph, RZ2101 Control

- Balanca Mettler Toledo, AG 204
- Divisor de amostras  Rotary Micro Riffler

- Estufa WTC Binder

- Peneiro Retsch - 600 pm

- Placas de agitagdo ~ Heidolph, MR3001K

- Termopares Heidolph, EKT 3001

3.4 Técnicas de analise

Apos o fabrico das microcapsulas, procede-se a sua caracterizagdo a partir das técnicas
seleccionadas (ver Tabela 4 na sec¢do 3.1). De seguida, descrevem-se 0s procedimentos

adoptados em cada uma das analises.

3.4.1 Eficiéncia de encapsulacdo

A quantidade de AAS presente nas microcapsulas é determinada dissolvendo uma
porcdo de amostra (cerca de 0,1 g) em 50 mL de etanol puro (agitacdo magnética durante 2
horas a 25 °C) e analisando a solugdo obtida por UV-vis. Nas nossas condicOes de fabrico a
hidrolise de AAS é significativa, pelo que € necessario quantificar as duas espécies em
solucdo, AAS e AS. De acordo com tratamento feito na seccdo 2.4.1, a partir de rectas de
calibracdo das duas espécies em separado e para 0s dois comprimentos de onda onde estas

apresentam absorvancia maxima, é possivel determinar a concentracdo de ambas as espécies
(ver ANEXO C. Detalhes).

As rectas de calibracdo obtidas sao:

A =6,3665 X Cyps , 44 =275nm
Rectas de Calibracdo do AAS
A=0, 1, =302nm
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A= 5,24‘97 X CAS ,/11 = 275 nm
Rectas de Calibragéo do AS
A= 26,4‘83 X CAS ,/12 = 302nm

Nas equacOes acima, A designa absorvancia e C as concentragdes, em g/L.

Para uma mistura binaria, tem-se entao:

{Al = (6,3665 X Cyu5) + (5,2497 X Cys)
A, = 26,483 X Cys

Através do espectro UV-vis para uma solucdo binaria AAS + AS em etanol puro, léem-se os
valores de absorvancia para os dois picos, A; e A,. Substituindo estes valores nas equacdes
anteriores obtém-se, entdo, as concentracdes de interesse, Caas € Cas, €m g/L. A partir destas
duas concentragdes facilmente se calcula a quantidade total equivalente de AAS nas
microcapsulas (quantidade total caso ndo houvesse hidrolise, designada por 4°). Verificou-se
que a presenca de etilcelulose e eventuais tracos de Tween 80 ndo afectam quantitativamente

0 espectro UV-vis na gama de interesse.

A partir da analise acima descrita determinam-se 0s seguintes parametros de interesse:

!

A
Eficiéncia de encapsulacao, % = 7 x 100

A + B

x 100
A+B

Eficiéncia global do processo,% =

!

x 100

Concentragao do acido acetilsalicilico nas microcapsulas,% = YT

, onde A e A’ designam, respectivamente, a quantidade de AAS no inicio do processo e nas
microcapsulas (4’ é a quantidade total equivalente acima referida), e B e B’ quantidades
analogas para a etilcelulose. A soma de 4’ e B’ representa a massa das particulas no final do

processo que é obtida por pesagem.

Os espectros de absorcdo foram obtidos com o Espectrofotdmetro UV-Vis BecKman
DUG650 e as células utilizadas foram células de quartzo de 10 mm. O é&cido salicilico é do

fabricante Acofarma, a 99,0%. O etanol € etanol absoluto da Fisher, grade analitico.
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3.4.2 Distribuigcdo de tamanhos

A distribuicdo de tamanhos das microcapsulas € determinada por espectroscopia de
difraccdo laser, usando o Mastersizer Hydro 2000, da Malvern. Este aparelho efectua
medicGes rapidas e com elevada reprodutibilidade e permite determinar uma ampla faixa de

tamanhos 2.

A suspensdo para leitura no Mastersizer foi preparada com duas porgdes de amostra
(cerca de 0,2 g), dispersas em 10 mL de &gua destulada com 3 gotas de solucdo aquosa de
Tween 80 a 5%. A suspensdo permaneceu em agitacdo durante 10 minutos. Findo este

periodo, a suspensdo foi introduzida no equipamento e procedeu-se ao inicio da analise.

3.4.3 Potencial zeta

O equipamento utilizado para medi¢do do potencial zeta foi 0 Zetasizer Nano-Zs, da
Malvern. O manual do equipamento refere que o intervalo de confianca para leitura do
potencial zeta relativamente ao tamanho das particulas, é de 5 nm a 10 pm *. Algumas
particulas da amostra tém tamanho superior, pelo que ha a possibilidade de ocorrer deposicéo
na celula durante a leitura. Como tal, foi efectuada uma seleccao dos resultados obtidos tendo
em atencdo o tempo decorrido desde o inicio da andlise. OS resultados para tempos superiores

a 15 minutos foram rejeitados.

A suspensao para leitura no Zetasizer foi preparada com uma porc¢édo de amostra (cerca
de 0.1 g), dispersa em 50 mL de agua destilada com 9 gotas de solucdo aquosa de Tween 80 a
5%. Apds agitacdo da suspensdo durante 10 minutos, transferiu-se uma amostra para a célula
do Zetasizer, havendo sempre o cuidado de uma boa lavagem da célula e de garantir a
inexisténcia de bolhas de ar na mesma. A célula foi depois introduzida no equipamento e
foram executadas cinco leituras consecutivas. O potencial zeta médio, que designamos por

PZ¢dio € @ média global dos 5 espectros obtidos.
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3.4.4 Microscopia Optica

Para observacdo no microscépio optico, foi utilizada a mesma suspenséao utilizada na
determinacdo do potencial zeta. Ap6s uma primeira analise da suspensao, esta foi submetida

durante 2 minutos a ultra-sons e foi novamente observada.

O equipamento utilizado foi 0 Microscopio OLYMPUS BH-2.

3.4.5 Microscopia electronica de varrimento (MEV)

Para a analise em MEV foi necessario revestir a amostra a ouro, relativamente inerte, a
uma pressdo de 5x10° mbar, uma poténcia de 100 W e durante 30 segundos. Para a analise
microscopica recorreu-se ao microscopio Philips XL 30 e a tensdo usada foi de 10,0 kV. Todo
0 procedimento foi efectuado por um técnico do Departamento de Engenharia Mecanica da

Universidade de Coimbra.

3.4.6 Testes de libertacdo

Os testes de libertagdo tém grande importancia na area farmacéutica, seja para
controlo de qualidade do comportamento de um farmaco, ou para o estudo da microestrutura

de um sistema de libertacéo controlada de um farmaco °.

Nos testes de libertacdo sdo diversas as variaveis que influenciam a variacdo a
velocidade de libertacdo, tal como o pH do meio envolvente, a velocidade de agitacdo e a

temperatura.

Existem varios métodos ja estabelecidos, alguns deles simulando as condi¢cdes do
organismo humano > *°. Neste estudo, os testes de libertacéo efectuaram-se num dispositivo
simples, desenhado para o efeito (Figura 15). Consiste hum copo de 100 mL com 75 mL de
agya, onde é mergulhado um saco de algoddo, devidamente selado, contendo as
microcapsulas (cerca de 0,3 g), um magneto e pequenas esferas de vidro. O copo é colocado
sobre uma placa de agitacéo, regulada para agitacdo suave (100 rpm), promovendo-se assim o

movimento conjunto do magneto e das esferas e uma dispersdao homogénea das particulas no
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interior do saco. O teste é realizado a temperatura controlada de 37°C e com o copo

devidamente selado de modo a evitar evaporagéo.

Legenda:

1 — Placa de aquecimento e
e agitacdo

F g: 2 — Gobelé 100mL com 75mL de
agua destilada

3 3 — Saco de algodao

‘ j 4 — Termopar
1
5 — Controlador de temperatura

Figura 15 — Montagem experimental utilizada no teste de libertacéo.

Ao longo do tempo, retiram-se amostras do liquido que circunda o saco, que sdo
depois analisadas quanto ao teor de AAS libertado, por espectroscopia UV-vis. As amostras é
adicionada solucdo aquosa de NaOH e em quantidade tal que garante a hidrolise total do AAS
a AS. Obtém-se assim na analise UV-vis um espectro com um Unico maximo para 0

comprimento de onda de 296nm**.

A amostragem ao longo do tempo € feita em triplicado. A cada amostra de 2mL sdo
adicionados 2mL de solucdo aquosa de NaOH (0,1 M). A mistura é depois filtrada com um
filtro de agulha de porosidade 0,45um, removendo-se eventuais residuos de particulas, e
sujeita em seguida a agitacdo durante cerca de 10 minutos. Apds a agitacdo, procede-se a

analise UV-vis.

Foram realizados testes para verificar se 0 contacto com o algoddo do saco perturba o

espectro do AS em solucdo aquosa de NaOH, concluindo-se que néo.
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4. Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos nos diversos testes realizados,
variando a formulacdo inicial do produto e algumas condi¢cbes de processo de
microencapsulacdo. Comega-se com um teste base, com a formulacdo da Tabela 7 e as
condicdes de fabrico da Figura 12 (secgédo 3.3). Os restantes testes sdo variacOes deste teste
base, tal como registado na Tabela 10.

Tabela 10 — Testes efectuados: teste base e quatro variantes, variando quatro parametros de entrada,
um de cada vez (variagdo assinalada a negrito).

% sat. AAS na % inicial AAS na Velocidade de Temperatura de

fase aquosa” fase dispersa” agitacio evaporacao
Teste base (TB) 80 2 600 rpm 50°C
Teste SatAAS+ 100 2 600 rpm 50°C
Teste N+ 80 2 900 rpm 50°C
Teste T+ 80 2 600 rpm 60°C
Teste AAS- 80 1 600 rpm 50°C

* 0% de saturacdo de AAS na fase aquosa, baseada numa solubilidade estimada de 3,0 mg/mL

** 05 de EC na fase dispersa também varia, tal que a % (AAS + EC) = 6%.

Este plano de experiéncias foi desenhado variando quatro parametros que julgamos
terem impacto significativo na eficiéncia de encapsulacdo e estrutura das microcapsulas, e
tendo em atencdo limitacbes de tempo e recursos. Partimos, pois, do teste base, e
consideramos apenas quatro variantes, variando um sO parametro de cada vez. Estamos
cientes que este é apenas um conjunto preliminar de testes, e que um estudo sistematico mais
completo exigiria uma variacdo mais extensa dos parametros de entrada, a inclusdo de mais
parametros de entrada relevantes (e.g. concentracdo da fase dispersa, concentracdo do
surfactante), e ainda um desenho das combinacGes mais adequadas (de acordo, por exemplo,

com principios de desenho estatistico de experiéncias).
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No teste SatAAS+, e face ao teste base, aumenta-se o nivel de saturacdo inicial da fase
continua em AAS, com o intuito de averiguar se a eficiéncia de encapsulacdo aumenta (no

teste base, como veremos mais adiante, a eficiéncia é baixa).

No teste N+, e face ao teste base, aumenta-se a velocidade de agitacdo, com o
objectivo de averiguar se uma emulsificacdo mais intensa permite obter particulas mais
pequenas. No teste T+, aumenta-se a temperatura de evaporacdo, com o intuito de averiguar o

impacto de uma evaporagdo mais rapida na microestrutura final das particulas.

No ultimo caso, varia-se a concentracdo inicial de AAS e EC na fase dispersa,
mantendo constante o teor total destes compostos (6% w/w). Estamos assim a variar 0 racio
AAS:EC, que € 2:4 no teste base e 1:5 no caso AAS-.

De seguida, apresentamos os resultados obtidos e em duas seccdes distintas. Na sec¢édo
4.1 apresentamos 0s resultados para o teste base e outros resultados primarios, digamos assim,
com o objectivo de ilustrar o conjunto de informacao obtidas. Na seccdo Erro! A origem da
referéncia ndo foi encontrada. apresentamos os resultados de forma integrada, incluindo

todos os testes, fazendo uma analise comparativa e discutindo algumas tendéncias observadas.

4.1 Teste base e outros resultados primarios

Eficiéncia de encapsulacéo

Os parametros determinados através da analise em UV-vis para o teste base
apresentam-se na Tabela 11. A eficiéncia de encapsulacdo e a concentracdo de AAS nas
microcapsulas sdo ambos reduzidos, o que indica que ocorreu uma grande perda de AAS

durante o processo. A massa de microcapsulas no final do processo é de 0,9136 g.

Tabela 11 — Valores de eficiéncia de encapsulacéo, concentragdo de AAS nas microcapsulas e
eficiéncia global, para o teste base.

Eficiéncia de encapsulacdo, % Concentracdo, % Eficiéncia global, %
13,4 6,4 73,6
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Devido as fracas eficiéncias obtidas na maioria dos testes e com o intuito de averiguar
qual a localizacdo, no final do processo, da maioria do AAS, no Teste N+ foram efectuadas
analises aos residuos solidos do processo (peliculas no copo da fase dispersa, residuos
aderidos a superficie do agitador, residuos da peneiracdo), ao filtrado, obtendo-se o0s
resultados da Tabela 12.

Tabela 12 — Balan¢o massico ao AAS

Inicio do Processo %o (W/w) Final do Processo Yo (W/w)
AAS (f. dispersa) 0,448¢g 100 Microcapsulas 0,042 9,39
Residuos 0,011 2,57
Filtrado 0,332 74,68
Total 100 Total 86,64

Analisando o balango massico ao AAS percebe-se que a maioria do AAS presente no
inicio do processo na fase dispersa nao fica encapsulada mas sim, migra, para a fase aquosa

estando presente no final do processo no filtrado.

Potencial zeta

Com a andlise do potencial zeta é possivel obter algumas conclusdes quanto a
superficie da particula, comparando o espectro das microcapsulas com os espectros do AAS

(Figura 11 atras, na seccdo 2.4.3) e da EC (Figura 16 abaixo).
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Zeta Potential Distribution
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Figura 16 - Distribuicdo do potencial zeta para uma amostra de EC em meio aquoso (4 leituras
consecutivas).

Para o teste base, o valor médio do potencial zeta das microcapsulas é de -14,6mV
(Figura 17). Observa-se alguma variabilidade entre leituras consecutivas, facto que se pode’ra
dever a deposicao das particulas. Para particulas de EC (Figura 16), o potencial zeta médio é
de -42,4 mV. Coloca-se entdo a possibilidade da superficie da particula ndo ser sé constituida

por EC, mas que exista também AAS.

Zeta Potential Distribution
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Figura 17 — Distribui¢do do potencial zeta para uma amostra do teste base em meio aquoso (4 leituras
consecutivas).

Tamanho e distribuicdo de tamanhos

Com a andlise de tamanho e distribuicdo de tamanhos determina-se a gama de
tamanho das particulas, bem como o tipo de curva de distribuicdo de tamanhos, o que se

traduz num conhecimento melhorado sobre as particulas.
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Para o teste base (Figura 18), conclui-se que 10% das particulas tém tamanho inferior
a 78 um, 50% tém tamanho inferior a 131 pum e 90% tém tamanho inferior a 231 pm. A

distribuicdo de tamanhos é aproximadamente simétrica e do tipo log-normal

Particle Size Distril
15 d(0,1) = 78 um ; d(0,5) = 132 pm;

g d(0,9) =231 um ; D3, =121 um

o 10 \v

£ AN

2 }\\s

o 5 R\

0 k—_
10 100 1000

Particle Size (um)

Figura 18 — Distribuicdo de tamanhos de particulas do teste base (3 leituras)

Microscopia optica

Através da analise microscopica é possivel determinar qual a forma das particulas e se

ha grande variedade nessa forma.

Com se pode observar na Figura 19, as particulas do teste base séo, na sua maioria, de

forma esférica.

Sorshie,

Figura 19 — Imagem de microscopia Optica (200 um) de particulas do teste base.
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MEV

Com a andlise das particulas por MEV é possivel verificar qual é a estrutura exterior,
bem como interior, das particulas. Assim é possivel verificar a existéncia de poros a
superficie, a rugosidade da superficie, tal como, averiguar se internamente a particula € muito

OU PoUCO porosa.

Analisando as imagens obtidas por MEV para o teste base (Figura 20), externamente
conclui-se que a existéncia de poros nao é abundante e que as particulas sdo muito pouco

rugosas. Interiormente, a particula é, em grande parte, porosa.

AccV Spot Magn Det F——— 100 m
10.0kv 3.0 200x  SE

AccV Spot Magn Det —— 50um B

10.0kv 25 400x SE

Figura 20 — Imagens obtidas por MEV das particulas do teste base: A) superficie externa (100um); B)
interior das particulas (50pum).
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Teste de libertacdo

Através dos resultados do teste de libertacdo é possivel determinar qual a percentagem

de AAS libertado ao longo do tempo.

100 ~

80 - *

60 - L 2

40 | &

% de AAS libertado

20 A

O T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (horas)

Figura 21 — Percentagem de AAS libertado em funcdo do tempo, em horas (Teste de Libertacdo
do teste base).

Réplicas

De forma a verificar a reprodutibilidade do processo de fabrico das microcapsulas,
foram efectuadas réplicas para alguns testes. Na Tabela 13 encontram-se registados 0s
resultados obtidos por leitura em UV-vis e distribuicdo de tamanhos para o teste base, o teste
SatAAS+ e réplicas. Analisando a tabela verifica-se existir reprodutibilidade, visto que o0s

resultados apresentados, na sua maioria, serem similares.
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Tabela 13 — Resultados de eficiéncia e distribuicdo de tamanhos para duas réplicas do teste base
e do teste SatAAS .

Distribuicdo de Tamanhos, um

Teste Ef. encap (%) Conc (%) Ef. Global (%)
d(oyl) d(015) d(019) D32

13,4 6.4 73,6 78 132 231 121
Base
13,3 6,1 72,4 83 124 194 118
14,6 6,9 72,3
SAtAASH 68 116 200 107
16,6 7,6 72,9 71 120 205 111
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4.2 Resultados globais e analise comparativa

A Tabela 14 resume os principais resultados obtidos pelas diversas técnicas de analise

e para os diferentes testes efectuados.

Tabela 14 — Tabela resumo dos principais resultados obtidos, pelas diversas técnicas de analise
e para os diferentes testes efectuados

Distribuigéo de
Ef. Ef. Tamanhos, um Detalhes de Estrutura TL
Test encaj Conc lobal Pz Forma das (% libert
este o P (%) & o médiomV d d d particulas 3s 6
(%) (%) D3, Interior da | horas)
0.1 05 (09 Superficie Exterior nter{or
particula
Sup. li Poros
Base 134 6.4 73,6 -146 | 78 132 231 121 | F. esférica up. 114, COMPoucos 19 ym | 719%
poros e pequenos
Sup. lisa com praticamente
4 . P
SatAAS 14,6 6,9 72,3 9.0 68 116 200 107 Na n}a}orla, aqsepmg de poros. ) 78%
esféricas Existéncia de grande
cavidade a superficie
N+ 9,4 5,8 59,7 o Sup. rugosa com poros,
’ > > -13,6 60 93 171 91 F. esférica . - -
alguns com profundidade
T+ F.alongada,  Sup. i Poros
12,4 6.8 64.2 116 104 180 320 166 | [-alongada, up. lisa, poucos poros e _ 3 15,1y 64%
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Relativamente a eficiéncia de encapsulagao verifica-se que ¢ baixa em todos os testes,
exceptuando o teste AAS-. Com este resultado pode-se concluir que a fraca eficiéncia de
encapsulagdo ndo se deve a saturacdo de AAS na fase aquosa ndo ser de 100%. Também se
conclui que a temperatura e a rotagdo ndo provocam alteragdes significativas na eficiéncia de
encapsulacdo. As mesmas conclusdes sdo tiradas para a concentracio de AAS nas
microcapsulas. No teste AAS-, tal como era esperado, a eficiéncia de encapsulagdo aumentou.
Também se verificou um aumento na concentragdo de AAS nas particulas, no entanto este

nao foi tdo significativo.

Observando os resultados obtidos para o potencial zeta médio verifica-se que a medida

que a massa total inicial de AAS aumenta, o potencial zeta médio diminui (i.e. aproxima-se de

48




ESTUDO SISTEMATICO DA FORMAGAO DE ESTRUTURA EM PROCESSOS DE MICROENCAPSULAGAO POR EVAPORAGAO DE SOLVENTE

zero), sendo o teste SatAAS+ o que apresenta menor valor de PZmédio, e o teste AAS- o que

apresenta maior valor. Comparando estes valores com os obtidos para a etilcelulose (-42,4
mV) e para 0 AAS (+1,75 mV) verifica-se que o teste SatAAS+, onde a quantidade de AAS ¢é

maior, se aproxima mais do valor obtido para o AAS, o que pode levar a concluir que a

superficie destas particulas tém mais AAS na sua constituicdo do que as particulas do teste

AAS- onde o valor é mais proximo do valor da etilcelulose.

A Figura 22 mostra a distribuicdo de tamanhos para quatro testes diferentes. As curvas

apresentam o mesmo comportamento e diferenciam-se umas das outras em deslocamentos

para a esquerda ou para a direita. Em relacdo ao teste base (TB), as curvas dos testes N+ e

SatAAS+ deslocam-se para tamanhos mais pequenos, enquanto que o deslocamento da curva

do teste T+ € para a direita, indicando tamanhos maiores, o que pode resultar de agregacao de

particulas. Como € possivel na Figura 23, o Unico teste que apresenta um comportamento

diferente dos outros € o teste AAS-, com uma distribuicdo de tamanhos com duas modas.
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Figura 22 — Distribuicdo do tamanho das particulas dos testes base, SatAAS+, N+ e T+.
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Figura 23 — Distribui¢do do tamanho das particulas dos testes base e AAS-.

Analisando as imagens obtidas por microscopia dptica presentes na Figura 24 podemos

concluir que as particulas do teste SatAAS+ sdo, na sua maioria esféricas, mas que também
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existem particulas de forma mais alongada (ovais). As particulas do teste N+ sdo
maioritariamente esféricas enquanto que as particulas dos testes T+ e AAS- apresentam
agregados.

Figura 24 — Imagens de microscopia Optica (200 pum) das particulas para os varios teste
realizados.
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Analisando a Figura 25, onde se encontram imagens captadas por MEV dos diversos
testes realizados, verifica-se que existem particulas no teste SatAAS+ que tém forma esférica
mas que existem outras particulas com uma forma mais irregular, mais alongada (oval).
Quanto a superficie, esta é lisa com auséncia, quase total, de poros. Também € possivel
constatar que estas particulas tém uma caracteristica Unica (comparativamente com 0s outros

testes) que € a existéncia de uma grande cavidade a superficie.

Quanto as particulas obtidas no teste N+ é notério que estas tém uma superficie
rugosa, onde se verifica a existéncia de pequenas cavidades circulares, algumas profundas.
Este tipo de superficie pode ser explicado com base no aumento da velocidade de rotacédo, que

acelera a evaporacdo do solvente levando a formacao de particulas menos perfeitas.

Ao visualizar as particulas do teste T+, confirma-se que estas tém forma esférica mas
gue na sua maioria se encontram agregadas. A sua superficie € lisas, com poucos poros e
muito pequenos. A agregacdo observada pode ser explicada pelo facto do aumento da
temperatura acelerar a evaporagdo, mas como o tempo do processo foi 0 mesmo que para 0

teste base, as particulas ja formadas vao ficar mais tempo em suspensao.

No caso do teste AAS- as particulas apresentam uma superficie bastante rugosa com a

existéncia de algumas pequenas cavidades circulares e profundas.
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Figura 25 — Imagens obtidas por MEV da superficie das particulas dos varios testes realizados
(100um).
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Quanto a estrutura interna (Figura 26), s6 foram obtidas imagens para o teste base e
para o teste T+. Comparando ambas as estruturas, verifica-se que a natureza € a mesma e que
as particulas do teste base apresentam poros na gama de 1-10 um, aproximadamente,
enquanto que 0s poros presentes nas particulas do teste T+ apresentam poros na gama de 3-15

pm.

AccV Spot Magn
10.0kV 25 400x

SaAce.V Spot Magn
10.0kV 25  400x

Figura 26 — Imagens obtidas por MEV do interior das particulas do teste base e do teste T+
(50pum)

No que toca aos testes de libertacdo sdo varios os aspectos que influenciam a libertacéo
de AAS das particulas, destacando-se a estrutura interna, 0 AAS a superficie das particulas tal

como a area de transferéncia que as particulas oferecem.

Quanto a estrutura interna, os testes dos quais esta é conhecida apresentam natureza
idéntica e a gama de tamanhos dos poros ndo difere muito. Assim sendo, quanto a estrutura
interna a taxa de libertacdo do AAS ndo deverd diferir muito. Relativamente ao AAS a
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superficie das particulas, com as técnicas utilizadas ndo foi, de todo, perceptivel a existéncia
de AAS a superficie. Isto leva a que o estudo seja mais focado na area de superficie oferecida

pelas particulas.

Pode-se relacionar a area de transferéncia da particula com o didmetro de Sauter

através da seguinte equacéo **:

Area de transferéncia 6

Volume D,

Daqui conclui-se que quando o didmetro da particula aumenta, o didmetro de Sauter

também aumenta levando a uma diminuigdo da &rea de transferéncia da particula.

A Figura 27 mostra os graficos obtidos para os testes de libertacdo efectuados, tal

como os valores de D3, obtidos para cada caso.
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Figura 27 — Testes de libertacao para os testes base, SatAAS+ e T+ durante 24 horas.

Analisando os perfis obtidos para os trés testes efectuados e a réplica feita no teste T+
verifica-se que a diferenca entre o teste T+ e a réplica é da mesma ordem da encontrada nos
testes de libertacdo dos outros trés testes, o que leva a concluir que a diferenca entre os trés
testes pode ndo ser significativa. Mesmo assim é possivel verificar que existe uma relacdo
entre a velocidade de libertacdo de AAS e 0 D3,. Quanto maior é 0 D3, menor vai ser a
velocidade de libertacdo de AAS. Isto vai de encontro a teoria explicitada do didmetro de

Sauter.
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E possivel verificar através dos dados obtidos para o teste SatAAS+ que a
percentagem de AAS libertado as 24horas s6 alcanca o valor de aproximadamente 83%. De
forma a averiguar se 0 AAS ainda estava em processo de libertagdo, foi retirada uma amostra
decorridos 3 dias e o valor obtido foi praticamente 0 mesmo obtido as 24 horas do processo.
Deste modo e para averiguar se ainda existia AAS nas particulas que se encontravam dentro
do saco e aquelas que durante o processo tinham vindo para 0 meio aquoso, procedeu-se a
uma analise em UV-vis utilizando o método usado para a eficiéncia de encapsulacdo, tendo-se
procedido a uma filtragdo e secagem do contetido do copo e do saco.

Apos analise em UV-vis, comprovou-se que cerca de 14% de AAS tinha ficado retido
nas particulas, o que somando com a percentagem de AAS libertado durante o processo,
perfaz o valor de 97% (=100%).

Uma das razGes que pode impedir a libertacdo da totalidade de AAS durante o
processo € o facto de as particulas que sairam do saco ficarem praticamente em repouso uma

vez que a agitacdo ocorre dentro do saco e, assim, seja dificultada a libertacdo de AAS.

55



ESTUDO SISTEMATICO DA FORMAGAO DE ESTRUTURA EM PROCESSOS DE MICROENCAPSULAGAO POR EVAPORAGAO DE SOLVENTE

5. Conclusoes

O trabalho descrito ao longo desta dissertagdo culminou com a obtencdo de
caracteristicas de particulas em funcdo da formulagdo e das condi¢Ges do processo de fabrico.

Antes da andlise dos resultados finais obtidos, metas intermedias atingidas merecem
alguns comentarios. Para se estabelecer a formulac&o do teste base foram necessarios varios
testes até obter resultados satisfatorios. As particulas obtidas no teste base sdo esféricas e a
sua superficie é lisa e com auséncia, quase total, de poros. Quanto a eficiéncia de
encapsulacdo, o valor obtido foi baixo. No Teste SatAAS+ foi estudada a saturagdo de AAS
na fase aquosa de forma a verificar em que medida a eficiéncia de encapsulacdo dependia
desta caracteristica. A eficiéncia de encapsulagdo ndo sofreu alteragdes significativas quando
comparada com o teste base. As particulas obtidas no Teste SatAAS+ sdo, na sua maioria,
esféricas e apresentam cavidades caracteristicas. No Teste N+ aumentou-se a velocidade de
rotacdo de forma a averiguar a tendéncia esperada de diminui¢do do tamanho das particulas.
Neste teste, comprovou-se a diminui¢do do tamanho das particulas e estas sdo rugosas, com
pequenas cavidades circulares, algumas profundas. No Teste T+ a propriedade em estudo foi
a temperatura, tendo sido aumentada em 10 °C. As particulas apresentam uma forma esférica
e na sua maioria encontram-se agregadas, 0 que provocou uma libertacdo de AAS mais lenta.
No Teste AAS-, a caracteristica estuda foi a percentagem de AAS na fase dispersa, tendo esta
sido reduzida. As particulas obtidas neste teste sdo muito rugosas, com algumas cavidades

circulares profundas.

Né&o foi possivel averiguar mais caracteristicas de particulas relacionadas com
propriedades do processo de fabrico e formulacdo devido a limitacfes de tempo e recursos.
Contudo, os estudos realizados apresentaram resultados importantes, principalmente, quanto a
caracteristicas de superficie das particulas e a importancia de dominar um conjunto alargado

de técnicas de analise para efectuar um estudo da gama de estruturas que é possivel produzir.

Segundo uma perspectiva de procura continua, podem ser indicadas algumas sugestdes

para trabalhos futuros a realizar nesta area tais como:

i. Testes com variacdo mais extensa dos parametros de entrada (i.e. outros
valores de N, de T, do racio AAS:EC);
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ii. Estudar, de forma mais aprofundada, a possivel relacdo entre o valor do
potencial zeta e a constituicdo da superficie das particulas (e.g. através de analise quimica
associado a MEV);

iii. Inclusdo de mais pardmetros de entrada (e.g. concentracdo da fase dispersa,
concentracdo do surfactante);

iv. Planeamento e execucdo de novos testes variando outros parametros de
formulagéo e processuais (e.g. pressao, solvente)

V. Planeamento e execugdo de novos testes com variacdo simultanea de varios

pardmetros de modo a concretizar um estudo sistematico de formag&o de estrutura.
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Anexo A. Procedimento experimental para fabrico de

microcapsulas

Os valores apresentados dizem respeito ao teste base (Tabela 7 e Tabela 10).

1. Preparac¢ao da FASE DISPERSA

1.1 Medir 23 mL de acetato de etilo e colocar num copo de 50 mL, mergulhado
num banho com temperatura controlada a 25°C. Manter sob agitacdo magnética de 500

rpm.

1.2 Pesar rigorosamente cerca de 0,88 g de etilcelulose (4% da fase dispersa) e

0,44 g de acido acetilsalicilico (2% da fase dispersa)

1.3 Adicionar, em conjunto, a etilcelulose e o acido acetilsalicilico ao acetato de
etilo, de forma lenta, para ndao formar aglomerados. Deixar agitar durante algum tempo até

dissolugdo completa.

2. Preparacdo da FASE CONTINUA

2.1 Num copo de 800ml colocar 400mL de dgua destilada e manter temperatura

nos 25°C.

2.2 Adicionar 0,96 g de acido acetilsalicilico (2,4 mg/mL). Agitar (700 rpm,

agitacdo magnética) até dissolucdo do acido acetilsalicilico (cerca de 30 minutos).

23 Adicionar 28 mL de acetato de etilo (80% de saturagdo), sob agitacao

magnética (500 rpm).

3. Pré-emulsdo

3.1 Retirar 35 mL de fase continua para um copo alto de 600 mL (diametro = 10

cm), com duas chicanas e mergulhado num banho com temperatura controlada de 25 °C.
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3.2 Adicionar cerca de 2 mL de Tween 80 a fase continua no copo alto, menos 8
gotas que sdo adicionadas a restante fase continua. Manter temperatura a 25 °C e agitacdo

magnética 300 rpm.
3.3 Adicionar a fase dispersa, lentamente, com auxilio de uma vareta.

34 Emulsificar durante 30 minutos, sob agitagao magnética (300 rpm).

4, Emulsao

4.1 Adicionar lentamente a restante fase continua a pré-emulsdo, com auxilio de

uma vareta e sob agitacdo mecénica (600 rpm).
4.2 Marcar o nivel da solu¢do no copo.

4.3 Emulsificar, sob agitacdo mecanica, durante 15 minutos a 25 °C.

5. Aquecimento da mistura e Evaporacao do solvente

5.1 Elevar a temperatura da emulsdo até aos 50 °C (temperatura set-point
termopar = 50 °C, temperatura da placa de agitacdo = 200 °C), mantendo a agitacdo

mecanica (600 rpm).

5.2 Depois de atingidos os 50 °C, manter a agitacdo durante 2h, para que o
acetato de etilo evapore. O nivel deve baixar o correspondente ao volume de acetato de

etilo adicionado em ambas as fases.

6. Filtragdao e Lavagem das microcdpsulas

6.1 Filtrar sob vacuo, usando um papel de filtro previamente seco e levado a peso

constante.

6.2 Lavar a amostra com agua destilada, até ndao haver formacao de espuma
(volume de lavagem semelhante ao volume da fase continua; lavagem final feita com

esguicho).
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7. Secagem das microcdpsulas
7.1 Colocar o filtro com a amostra numa estufa, durante 24h, a 50 °C.

7.2 Apds as 24h, retirar o filtro com a amostra e colocar num exsicador durante

lhora. Apés isso, procede-se a primeira pesagem.

7.3 Voltar a colocar o filtro com a amostra na estufa durante 1 hora, a 50 °C. Apds

isso, proceder a segunda pesagem.

7.4  Voltar a 7.2 até que as pesagens ndo difiram em mais de 2 mg.

8. Peneira¢dao da amostra

8.1 Peneirar a amostra seca, usando um peneiro com malha de 600 um (de modo

a separar residuos e/ou aglomerados).

8.2 Guardar a amostra no exsicador.

9. Divisao da amostra

9.1 Dividir amostra em divisor de amostras, obtendo 8 frac¢Ges representativas.

9.2 Guardar as fracgdes da amostra no exsicador.
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Anexo B. Andlise de solvente ao longo do tempo de

evaporacao

O tempo de evaporacdo necessario foi determinado por analise do acetato de etilo
presente na mistura. Retiraram-se amostras de 5 mL ao longo do tempo, que foram depois
submetidas a extrac¢do 2 vezes com 20 mL de diclorometano, no total das 2 extrac¢fes. O
extracto foi analisado via cromatografia gasosa, obtendo-se os resultados da Tabela 15.

Tabela 15 — Concentragdo de acetato de etilo no extracto ao longo do tempo de evaporagéo.

Tempo de evaporacdo % (w/w) de Acetato de Etilo

1h00 0,311
1h15 0,189
1h30 0,024
1h45 Nd
2h00 Nd
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ANEXO C. Detalhes relativos a determinacio da eficiéncia de

encapsulacao

1. Curva de Calibrag¢do do Acido Acetilsalicilico
1.1  Solugdo-stock de acido acetilsalicilico: 0,9 g/L

Pesar rigorosamente cerca de 0,045 g de acido acetilsalicilico. Registar a massa
pesada. Colocar num baldo volumétrico de 50mL, adicionar etanol e colocar em agitacdo até

solubilizar. Aferir com etanol.

Foi pesado 0,0454g de acido acetilsalicilico.

1.2 Padrbes para construir a curva de calibracdo

Tabela 16 — Valores de concentracdo dos padrdes utilizados para construcao da curva de

calibracéo.
3 Volume de Solugdo | Volume Total
Padréo Cradrio (Q/L)
stock 3.1 (mL) etanol (mL)
P1 1 0,036
P2 2 0,073
P3 3 25 0,109
P4 4 0,145
P5 5 0,182
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1.3 Curva de Calibracao

Tabela 17 — Valores de absorvancia, para A=275nm, obtidos na leitura dos padrdes de acido

acetilsalicilico
Padréao Cpadrao (9/L) Absorvanciamedia
P1 0,036 0,243
P2 0,073 0,472
P3 0,109 0,698
P4 0,145 0,924
P5 0,182 1,148
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Figura 28 — Curva de calibracdo obtida para padrdes de &cido acetilsalicilico em etanol puro, A =

275nm.

2. Curva de Calibracdo do Acido Salicilico

2.1 Solugdo-stock de acido salicilico: 0,2 g/L

Pesar rigorosamente cerca de 0,02 g de acido salicilico. Registar a massa pesada.

Colocar num baldo volumétrico de 100mL, adicionar etanol e colocar em agitacdo até

solubilizar. Aferir com etanol.
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Foi pesado 0,0209g de acido salicilico.

2.2 Padrdes para construir a curva de calibracao

Tabela 18 — Valores de concentracdo dos padrdes utilizados para construcao da curva de calibracéo.

Volume de Solugdo | Volume Total
Padréo Cradrao (9/L)
stock 3.1 (mL) etanol (mL)
P1 1 0,008
P2 2 0,017
P3 3 25 0,025
P4 4 0,033
P5 5 0,042

2.3 Curva de Calibracdo

2.3.1 A=302nm

Tabela 19 — Valores de absorvancia, para A=302nm, obtidos na leitura dos padroes.

Padrdo Cpadrao (Q/L) Absorvanciamedia
P1 0,008 0,230
P2 0,017 0,448
P3 0,025 0,667
P4 0,033 0,886
PS5 0,042 1,101
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Figura 29 — Curva de calibracdo obtida para padrdes de acido salicilico em etanol puro, para A =

2.3.2 A=275nm

302nm.

Tabela 20 — Valores de absorvancia, para A=275nm, obtidos na leitura dos padrfes

Padrdo Cradrao (Q/L) Absorvanciamedia
P1 0,008 0,046
P2 0,017 0,088
P3 0,025 0,131
P4 0,033 0,176
PS5 0,042 0,219
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Figura 30 — Curva de calibracdo obtida para padrdes de acido salicilico em etanol puro, para A =
275nm.

3. Preparagao da amostra
3.1 Pesar rigorosamente uma das por¢Ges de amostra, resultantes da divisdo
prévia da amostra.

3.2 Dissolver em etanol, durante 2h.

4, Leituras em UV-vis

4.1 Curva de Calibragao

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

4.1.2 Padrdes: Colocar o padrdao de menor concentracdo, P1, na célula e fazer a
leitura na mesma gama de comprimento de onda do branco. Registar a absorvancia para o
comprimento de onda adequado. Repetir a leitura 3 vezes. Repetir para os padrdes P2, P3,

P4 e P5, tendo o cuidado de lavar a célula com o padrao a ler, entre cada leitura.

4.2 Amostra

Repetir 4.1.1.
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Colocar a amostra na célula, previamente passada por etanol e varrer o espectro na
mesma gama de comprimentos de onda. Registar o valor de absorvancia para o

comprimento de onda adequado. Repetir 3 vezes.
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ANEXO D. PROCEDIMENTO DA ANALISE EM UV-vis para
TESTE DE LIBERTACAO

1. Curva de Calibrag¢do do Acido Acetilsalicilico

1.1 Solucdo-stock de acido acetilsalicilico: 0,2 g/L

Pesar rigorosamente cerca de 0,02 g de acido acetilsalicilico. Registar a massa
pesada. Colocar num baldo volumétrico de 100mL, adicionar 50mL de dgua destilada e 50mL

de solucdo aquosa de NaOH (para converter o acido acetilsalicilico a acido salicilico).

Foi pesado 0,0205g de acido acetilsalicilico.

1.2 PadrGes para construir a curva de calibracao

Tabela 21 — Valores de concentracdo dos padrdes utilizados para construcao da curva de calibragéo

Padrio Volume de Solucao Volume Total Conso (0/L)
stock 3.1 (mL) (mL)
P1 1 0,008
P2 2 0,016
P3 3 0,025
P4 4 25 0,033
PS5 5 0,041
P6 6 0,049
P7 7 0,057
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1.3 Curva de Calibracao

Tabela 22 — Valores de absorvancia, para A=296nm, obtidos na leitura dos padrdes de acido

acetilsalicilico
Padréao Cpadrao (9/L) Absorvanciamedia
P1 0,008 0,167
P2 0,016 0,326
P3 0,025 0,449
P4 0,033 0,617
P5 0,041 0,801
P6 0,049 0,943
P7 0,057 1,092
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Figura 31 — Curva de calibracéo obtida para padrdes de &cido acetilsalicilico
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2. Leituras em UV-vis

2.1 Curva de Calibracao

2.1.1 Branco: Colocar dgua destilada na célula de quartzo. Limpar muito bem a
célula e colocar no espectrofotémetro. Fazer o varrimento do espectro do etanol com
branco entre 800 e 200nm.

2.1.2 Padrdes: Colocar o padrdo de menor concentracdo, P1, na célula e fazer a
leitura na mesma gama de comprimento de onda do branco. Registar a absorvancia para o
comprimento de onda 296nm. Repetir a leitura 3 vezes. Repetir para os outros padroes,

tendo o cuidado de lavar a célula com o padrdo a ler, entre cada leitura.
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