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A polimerizagdo em miniemulsdo in sifu garante a formagdo de nanoparticulas
poliméricas bastante atrativas para o mercado farmacéutico, pois o processo ¢ capaz de
encapsular diversos ativos terapéuticos. Quando esses farmacos s3o hidrofilicos, a
técnica de dupla emulsdo desponta como a mais adequada. Portanto, este trabalho
objetiva a aquisi¢do de um sistema de emulsdo dupla dgua-6leo-agua (A/O/A) estavel,
apropriado a polimerizagdo do mondmero metacrilato de metila para o encapsulamento
e liberagdo de farmacos hidrossoluveis. O trabalho teve também o objetivo de escalonar
o processo usando o homogeneizador de alta pressdo. As emulsdes foram caracterizadas
quanto a estabilidade e morfologia e as nanoparticulas produzidas quanto a morfologia,
tamanho, massa molar, comportamento cinético e térmico, eficiéncia de encapsulamento
e liberagdo da proteina BSA,usada como biomolécula-modelo. Os resultados mostraram
que o procedimento alcangou emulsdes estaveis e nanoparticulas promissoras. As
propriedades obtidas com o uso do homogeneizador e ultra-turrax foram semelhantes. A
incorporagao da BSA ndo afetou significativamente as caracteristicas das nanoparticulas
e resultou em consideravel eficiéncia de encapsulamento, de 64% e 90% usando turrax e
homogeneizador, respectivamente. Assim, os resultados indicaram que a metodologia

proposta tem grande potencial para desenvolvimento em aplica¢des farmacéuticas.
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In situ miniemulsion polymerizations allows for formation of polymer
nanoparticles very attractive to the pharmaceutical market, because the technique is
capable of encapsulating various therapeutic actives. When these drugs are hydrophilic,
double miniemulsion polymerization seems to be the most appropriate technique.
Therefore, this work aimed to prepare stable water-oil-water (W/O/W) double
emulsions, suitable for polymerization of methyl methacrylate monomer for the
encapsulation and release of water-soluble drugs. Process scaling up was also pursued
by high pressure homogenizer. Emulsions were characterized in terms of stability and
morphology and the produced nanoparticles by morphology, size, molar mass, kinetic
behavior and thermal stability, encapsulation efficiency and release of BSA protein,
used as a model drug. The obtained results showed that the proposed procedure
provided stable emulsions and promising nanoparticles. The properties obtained with
the homogenizer and ultra-turrax were similar. The incorporation of BSA did not affect
the characteristics of the nanoparticles significantly and led to considerable
encapsulation efficiencies, close to 64% and 90% using turrax and homogenizer,
respectively. Thus, the obtained results indicated that the proposed methodology has

great potential for development in pharmaceutical applications.
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Capitulo 1

Introducdo

1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Como resultado dos avangos na biotecnologia, uma grande variedade de
farmacos proteicos, ¢ hidrofilicos em geral, estd disponivel para o combate de diversas
enfermidades, apresentando elevada eficiéncia e poténcia, ou seja, atuam
especificamente e em baixas concentragdes (SILVA et al., 2002; YE, KIM e PARK,
2010). Além disso, o desenvolvimento na biotecnologia tornou possivel a produgdao em
larga escala, sendo hoje comercializadas, centenas de proteinas com acao terapéutica,
incluindo anticorpos monoclonais, enzimas, agentes antimicrobianos, inibidores
enzimaticos, vacinas, agentes imunomoduladores, fatores de crescimento e hormdnios
derivados de origem proteica (SILVA et al., 2002). A proteina insulina, por exemplo,
demanda alta producao decorrente dos inimeros casos de diabetes. A saber, dados de
2012 mostraram que existem cerca de 371 milhdes de pessoas com diabetes em todo o
mundo, sendo que s6 no Brasil o nimero chega a 13,4 milhdes de doentes, ficando entre
as 10 principais causas de mortes no pais (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2012).

Apesar das vantagens terapéuticas, as proteinas e peptideos sdo em geral
moléculas complexas e normalmente frageis mediante temperatura e pH. Em vista
disso, o encapsulamento desses compostos constitui uma alternativa para superar esses
problema, ao oferecer uma farmacocinética mais favoravel e protecdo ao farmaco
(SILVA et al., 2002; YE, KIM e PARK, 2010). Além disso, o encapsulamento
promove um sistema de liberacdo controlada e sustentada, o que reduz a flutuacao dos
niveis plasmaticos do firmaco e a frequéncia de administracdo, entre outras vantagens
(KOKALI et al., 2010). Para o encapsulamento do farmaco e liberagao mais eficiente,
algumas estratégias tém sido exploradas. O uso de emulsdes simples de 6leo em agua
(O/A) nao ¢ viavel para encapsular compostos hidrossoluveis; ja emulsdes de dgua em
6leo (A/O) sdo insoluveis em 4gua e apresentam alta viscosidade, dificultando o

transporte pelas artérias ou capilares (LIU et al., 2011; ZHU et al., 2017).



Em vista disso, o0 método da dupla emulsdo tem sido apontado como um dos
mais adequados para o encapsulamento de farmacos hidrofilicos (GEZE et al., 1999;
MEDEIROS, 2013; YE, KIM e PARK, 2010). Entre os tipos de dupla emulsdao
existentes, a emulsdo agua-6leo-dgua (A/O/A) ¢ a mais comumente empregada, a qual
consiste na emulsdo da fase aquosa, contendo o farmaco, dispersa em uma fase
organica, e esta emulsdo primaria do tipo A/O ¢ entdo dispersa em uma segunda fase

aquosa, formando a emulsdo secundaria do tipo A/O/A.

Por sua vez, polimeros t€ém sido amplamente usados em aplicacdes biomédicas
devido a boa biocompatibilidade e versatilidade estrutural, dentre outras vantagens.
Dessa forma, podem ser empregados para formulacdo de sistemas de encapsulamento e
liberagdo controlada de farmacos, como por exemplo os que utilizam nanoparticulas

poliméricas (MENDES et al., 2012; TAMNAK et al., 2016).

De fato, cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas descobertas sao
rejeitadas, devido principalmente a reduzida solubilidade e biodisponibilidade
(OREFICE ¢ CUNHA, 2010). Para contornar tais problemas, carreadores micrométricos
e nanométricos, capazes de modularem a liberagdo com alto grau de reprodutibilidade,
podem constituir alternativas eficazes (OREFICE e CUNHA, 2010). Por isso,
atualmente o estudo e o uso das nanoparticulas poliméricas para encapsulamento
apresentam uma alta tendéncia de crescimento, explicada pelas suas propriedades
unicas, como a elevada darea especifica, tamanho atrativo e versatilidade da
administracdo por diferentes vias, atendendo uma vasta gama de aplicacdes e

necessidades do mercado (RAO e GECKELER, 2011).

As nanoparticulas podem ser preparadas por dispersdo do polimero previamente
formado ou pela polimerizacdo in situ dos monomeros (CONNIOT, 2011). A
polimerizacdo in situ se destaca por constituir um método muito rapido, simples e
facilmente escalavel (KREUTER, 1994; SILVA et al., 2003). Quando a polimeriza¢ao
em miniemulsdo ¢ empregada, ¢ necessario inicialmente obter uma emulsao estavel, em
que a fase organica da origem a matriz polimérica que compde as particulas. Entende-se
aqui como emulsdo estavel aquela dispersao que permite a manipulagdo e operagdao do

processo em tempo habil, sem a formacao de coagulos ou de uma segunda fase.

Baseando no que foi discutido, o presente trabalho pretende investigar as
condi¢des necessarias para formar tanto a emulsdo primaria quanto a secundaria de
forma estavel, utilizando mondmero como fase organica, de forma a posteriormente
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conduzir uma polimerizacao in situ para o encapsulamento e liberacao controlada de
compostos hidrofilicos. Esta pesquisa foi conduzida nos laboratorios de Engenharia de
Coloides (Engecol), Engenharia de Polimerizacdo (Engepol) e no Grupo
Interdisciplinar de Fendmenos Interfaciais (GRIFIT). Testes complementares foram
realizados no Laboratorio de Modelagem, Simulagdo e Controle de Processos
(LMSCP), no Nucleo de Catilise (NUCAT) e no Laboratério de Processos com
Membranas (PAM), todos no Programa de Engenharia Quimica da COPPE, na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRIJ), além do Nucleo Multiusuario de
Microscopia (Metalmat/COPPE/UFRIJ) e do Laboratério de Neuroquimica do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho (CCS/UFRYJ).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O principal objetivo do presente trabalho foi preparar nanocépsulas do polimero
poli(metacrilato de metila) pelo método de polimerizacdo em miniemulsdo dupla do tipo

A/O/A, visando ao encapsulamento de farmacos hidrossoluveis.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Propor um planejamento experimental para andlise da estabilidade do
sistema apds a primeira emulsdo usando trés diferentes 6leos;

e Preparar emulsdes do tipo A/O/A com estabilidade adequada para
conduzir o processo de polimerizagdo em miniemulsdo;

e Comparar os desempenhos obtidos com o uso do ultra-turrax e do
homogeneizador de alta pressao na etapa de emulsificagdo, em termos
das propriedades das emulsdes e nanoparticulas produzidas;

e Identificar as condigdes de emulsificagdo e polimerizacdo in situ
adequadas para a obten¢ao de nanoparticulas do tipo nanocapsulas;

e Avaliar o encapsulamento e a liberagdo de uma biomolécula hidrofilica;

e Usar a Albumina de soro bovino (BSA) como biomolécula-modelo.



Capitulo 11

Revisdo Bibliografica

Inicialmente, ¢ apresentada uma revisdo da literatura com a finalidade de
explanar os conceitos fundamentais que serdo aplicados no decorrer do trabalho. Dessa
forma, o capitulo aborda diferentes técnicas usadas para a formagdo das nanoparticulas
poliméricas por meio da polimerizacdo. Também, sdo discutidos os processos de
emulsificagdo, com enfoque no estudo da estabilidade ¢ dos métodos de formacao de
duplas emulsdes. Sdo evidenciadas ainda, as propriedades e aplicagdes das

nanoparticulas poliméricas, em especial, no campo farmacéutico.

2.1 POLIMEROS

Os polimeros sempre fizeram parte do cotidiano humano. Desde os tempos mais
remotos, o homem tem usado polimeros naturais como amido, celulose, borracha e
seda, entre outros, para varias finalidades distintas. Entretanto, apenas partir da primeira
metade do século XX, polimeros deixaram de ter apenas origem natural, passando a
serem também obtidos por meio de sintese quimica (HAGE, 1998). Desde entdo, o
estudo dos polimeros naturais e dos sintéticos desenvolveu-se mais rapidamente.
Atualmente, a induastria de polimeros constitui um dos pilares do estilo de vida
contempordneo, uma vez que estd presente nas mais diversas aplicagdes que nos
cercam, além de serem empregados em quase todas as areas das atividades humanas,
incluindo desde confec¢ao de embalagens e revestimentos até a preparagdo de sistemas

nanométricos para o tratamento de doencas (OLIVEIRA, NELE e PINTO, 2013).

Polimeros sao macromoléculas formadas por meio de reagao de polimerizacao a
partir de unidades estruturais menores, denominadas monomeros. Tais unidades sdo
combinadas entre si e as unidade que se repetem ao longo da cadeia polimérica sdo
conhecidas como meros (AKCELRUD, 2007; MAGRINI, 2012). Dentre as muitas
vantagens competitivas dos polimeros destacam-se a facilidade de fabricagdo, alta

resisténcia a corrosdo, bom isolamento térmico e elétrico, bem como a versatilidade



estrutural. Ademais, as propriedades fisicas dos polimeros provém da resisténcia das
ligagdes covalente, das forgas intermoleculares entre as moléculas e da rigidez dos
segmentos das cadeias poliméricas (MANO e MENDES, 2004). Ainda, polimeros
sintéticos podem ser facilmente modificados quimicamente para manipulagao de suas
propriedades finais contendo melhor reprodutibilidade com desempenho mais previsivel

e homogéneo (TIAN et al., 2012).

Existem diversas maneiras de classificar os polimeros, como quanto a origem
natural ou sintética, ao nimero de mondmeros que constituem as cadeias e ao
mecanismo de polimerizacdo. A depender do mecanismo envolvido na reagdo, Flory
(1953) classificou as polimerizagdes em dois grandes grupos: polimerizagdes em etapas
e polimerizagdes em cadeias. As polimerizagdes em etapas se caracterizam por
sucessivas reacdes entre grupos funcionais reativos presentes nos mondmeros e
usualmente requerem longos periodos de tempo para se completar, porém nao
necessitam de iniciadores para promover a reacdo e caracterizam-se pela ocorréncia do
aumento da massa molar com o tempo de reagdo e de conversdo. Em contrapartida, as
polimerizagdes em cadeia requerem a presenga de um iniciador para formar um centro
ativo que inicia e propaga a polimerizacao rapidamente, comumente por aquecimento,
formando cadeias longas logo no inicio do processo. Neste mecanismo, observa-se a
adicao sequencial de mondmeros as cadeias poliméricas, que leva ao desaparecimento
de um centro ativo e origina um novo, promovendo o crescimento da cadeia até que
ocorra a terminagdo do centro ativo. A polimerizagdo via radicais livres ¢ o método
mais amplamente empregado para promover a polimerizagdo em cadeia (MANO e
MENDES, 2004; ODIAN, 2004). As principais técnicas de polimeriza¢do radicalar

serdo discutidas brevemente nas proximas secdes.

2.1.1 Técnicas de Polimerizacao Radicalar

Na polimerizagao radicalar, as espécies reativas sdo radicais livres gerados a
partir da decomposi¢ao de iniciadores adicionados ao meio (MANO e MENDES, 2004),
como ilustrado na Figura 1. Os principais processos utilizados nas polimerizagdes
radicalares podem ser divididos em dois grandes grupos: sistemas homogéneos e
sistemas heterogéneos, conduzidas em uma ou duas fases, respectivamente. Dentre os

sistemas homogéneos de polimerizagdo, citam-se os processos de polimerizagdo em



massa ¢ em solucdo. Ja os processos heterogéneos incluem principalmente a

polimerizagao em suspensdo e em emulsao (MANO e MENDES, 2004; ODIAN, 2004).
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Figura 1 - Mecanismo ilustrativo de uma polimerizacdo radicalar heterogénea iniciada no meio continuo

(adaptado de ASUA, 2004).

2.1.1.1 - Polimerizacdo em Massa

O processo de polimerizagdo em massa ¢ o mais simples, uma vez que a reagao
requer apenas a presenca do mondémero e um iniciador de radicais livres.
Consequentemente, o produto final apresenta alto grau de pureza. Todavia, hd grande
dificuldade para controlar a temperatura do meio, porque a reacdo ¢ altamente
exotérmica. Além disso, a alta viscosidade atingida pode comprometer a operagao e a
obtencdo do produto final. Vale ressaltar que o processo demanda que o iniciador seja

solivel no mondmero obrigatoriamente (CANEVAROLO JR., 2006; ODIAN, 2004).

2.1.1.2 - Polimerizacdo em Solucdo

Esta outra técnica de polimerizacdo homogénea permite controlar as melhores
condigdes de reacdo por meio da adicdo de um solvente, que possibilita melhor
homogeneiza¢do da temperatura reacional e transferéncia de calor mais efetiva para o
processo de refrigeracdo. Todos os reagentes (mondmero, iniciador e solvente) devem
ser misciveis entre si. Entretanto, a introdugdo de solventes aumenta a periculosidade,
por serem algumas vezes toxicos e ambientalmente incorretos, além de causar perda de
produtividade e maiores custos para purificagdo e recirculagio do solvente

(CANEVAROLO JR., 2006; ODIAN, 2004).



2.1.1.3 - Polimerizacdo em Suspensdo

A técnica de polimerizacdo em suspensao € caracterizada pela presenga de duas
fases imisciveis, com intuito de manter algumas propriedades do polimero produzido
em massa e facilitar o controle da reacdo. Normalmente, a fase organica composta
pelo(s) monomero(s) e o iniciador, ¢ disperso em uma fase continua aquosa. Além
disso, ¢ adicionado um agente de suspensdo com a finalidade de estabilizar a dispersao.
A dispersdo ocorre por meio da agitagdo do sistema, que promove a formacdo e
dispersao de pequenas gotas de mondmeros (entre 10 pm e 1 mm), que atuam como
pequenos reatores em massa. A maior desvantagem deste processo € a possivel
formag¢do de incrustagdes, que dificulta o uso em sistemas continuos de reagdo

(CANEVAROLO JR., 2006; ODIAN, 2004).

2.1.1.4 - Polimerizacdo em Emulsio

Assim como na polimerizacdo em suspensdo, o controle da temperatura ¢é
facilitado pela presenca de uma fase continua na polimerizagdo em emulsdo. Entretanto,
o iniciador usualmente é soluvel na fase continua, ao invés de solubilizado no
mondmero. Além disso, a polimerizacdo em emulsdo se destaca pelos mecanismos de
transferéncia de massa que envolvem as diferentes espécies do meio reacional (ODIAN,
2004). O complexo mecanismo de transferéncia de massa resulta da adicdo de
emulsificantes na fase continua, que causam a formagdo de micelas, que ficam inchadas
com o mondmero disperso na fase continua. A polimerizagdo se inicia com a
degradacdo do iniciador no meio continuo e formacdo dos radicais livres, que sdo
capturados pelas micelas geradas pelo emulsificante e inchadas com mondmero,
ocorrendo a formagdo das particulas poliméricas. As micelas ndo nucleadas fornecem
surfactante para as particulas em crescimento, promovendo a estabilizacao das gotas de
monodmero e das particulas poliméricas formadas. O produto final da reagdo, na forma
de um latex, ¢ constituido por particulas com didmetros entre 50 nm a 1 um dispersas no
meio continuo e pode ser empregado diretamente como produto final. O polimero
também pode ser separado da fase aquosa (coagulagdo) e purificado (CANEVAROLO
JR., 2006; MELO, 2015).



Os métodos de polimerizacdo descritos nesta se¢do sao utilizados com
frequéncia em processos industriais. No entanto, para aplicagdes farmacéuticas, que
consiste na proposta principal deste trabalho, um tipo particular de polimerizagdo em
emulsdo denominado polimerizacdo em miniemulsdo ¢ a mais indicada, principalmente
por permitir o encapsulamento de ativos de forma mais simples e in sifu, durante o

processo de formagao do polimero (PEIXOTO et al., 2016).

2.1.2 Polimeriza¢ao em Miniemulsiao

As emulsdes poliméricas sdo os sistemas dispersos mais empregados e estudados
na area de polimeros (ROMIO, 2011). Todavia, tanto a degradacdo difusional quanto a
coalescéncia das moléculas podem conduzir a instabilidade e subsequente quebrar a
emulsdo, levando a formacgao e separacao de fases. Dessa forma, diferentes técnicas sao
usadas para minimizar o risco de desestabilizacdo, incluindo o processo em
miniemulsdo (ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002; CAPEK, 2010; LANDFESTER,
2006). Ao contrario da emulsdo convencional, na miniemulsdo todas ou quase todas
gotas monomeéricas dispersas sdo nucleadas, permitindo a simplificagdo do processo de
transporte de massa do mondmero através da fase aquosa. Assim, a reacdo de
polimerizagdo ocorre principalmente nas gotas monoméricas originais, que funcionam
como "nanorreatores" estdveis e independente umas das outras, enquanto em uma
polimerizacdo em emulsdo convencional, isso acontece primeiramente na fase aquosa
ou nas micelas preenchidas com mondomeros e sé entdo nas particulas monoméricas

(LANDFESTER, 2006; MILLER, 1994; ROMIO, 2011).

O primeiro relato sobre a polimerizacdo em miniemulsdo foi feito por Ugelstad,
El-aasser e Vandeerhoff (1973). Nesse estudo, os autores estudaram a polimerizacdo em
miniemulsdo do estireno € mostraram que a formagao de pequenas gotas estaveis (< 1
pm) do mondmero por meio da dispersao no meio reacional, acarretava um aumento
significativo da area especifica. Por isso, as gotas monoméricas podiam competir de
modo efetivo para a captura de radicais livres. Dessa forma, os autores concluiram que
as gotas nucleadas eram os locais predominantes para a ocorréncia da nucleacao das

particulas (OLIVEIRA, 2010).

As miniemulsdes geram gotas poliméricas na faixa de 50-500 nm e com uma

distribuicdo de tamanho de particulas relativamente homogénea. Nesse processo nao
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deve ocorrer formacdo de micelas, para evitar a nucleacdo micelar, de forma que a

concentragdo de surfactantes deve estar idealmente abaixo da concentragdo micelar

critica (CMC) (OLIVEIRA, NELE e PINTO, 2013).

O processo de emulsificacdao e polimerizagdo inicia-se com uma mistura prévia
das fases liquidas, que contém agentes surfactantes e aditivos, como os iniciadores
(geradores de radicais livres) e estabilizantes. O mecanismo tipico inclui duas etapas
caracteristicas, como estd esquematizado na Figura 2. Na primeira etapa, sao formadas
goticulas de mondmero de diametro inferior a 500 nm por intermédio de intensa
agitacdo, que dispersa uma fase em outra. A agitacdo ocorre com auxilio de
homogeneizadores de alta eficiéncia (sonicador, ultra-turrax ou homogeneizador de alta
pressdo), que geram elevadas forcas de cisalhamento, gerando emulsdes de pequenas
particulas com estreitas distribui¢cdes de tamanhos. Na segunda etapa, ocorre a reagdo de
polimerizacdo, que ¢ promovida por um iniciador. O iniciador reage com a ligacao
dupla do mondmero, provocando o crescimento da cadeia polimérica sem que se
modifique idealmente as suas caracteristicas morfolégicas (PAIVA, MELO E PINTO,
2016; CAPEK, 2010; LANDFESTER, 2006; ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002).
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Figura 2 - Mecanismo caracteristico de polimeriza¢do em miniemulsdo (adaptado de LANDFESTER,

2006).

Em principio, o processo de miniemulsdo permite que qualquer tipo de
mondmero possa ser utilizado para formacdo de nanoparticulas poliméricas nao
misciveis na fase continua. Dessa forma, o processo pode ser usado para conduzir uma
gama de variedade de reagdes de polimerizagdo e de produtos (ANTONIETTI &
LANDFESTER, 2002). Ademais, na polimerizagdo em miniemulsdo pode ocorrer a
incorporagdao de ativos a sistemas poliméricos in situ. Esse processo permite que os

ativos sejam misturados diretamente nas gotas monoméricas e encapsulados em uma
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unica etapa de reacdo, sendo possivel trabalhar com alta carga de ativos (PAIVA,
MELO E PINTO, 2016; PEIXOTO et al., 2016). Tatar, Sumnu e Sahin (2017)
enfatizaram ainda que as miniemulsdes permitem a obten¢do de produtos com elevada
transparéncia mesmo com altas fracdes de fase dispersa, resistem melhor ao transporte

difusivo e apresentam maior vida util quando comparadas com emulsdes convencionais.

2.1.3 Poli(metacrilato de metila) (PMMA)

A escolha do mondmero a ser utilizado na polimerizacdo em miniemulsao
representa uma etapa muito importante, devido ao potencial de toxicidade e custo de
desenvolvimento e aplicagdo. O metacrilato de metila, ou metil metracrilato (MMA) ¢é o
mondmero precursor do poli(metacrilato de metila) (PMMA), conforme esquematizado
na Figura 3. Ademais, por se tratar de um monomero de cadeia curta, sua cinética de
polimerizacdo ¢ répida e de conversdo alta, resultando em rapido e eficiente
aprisionamento da droga com baixissimo percentual de mondémero residual
(VRIGNAUD, BENOIT e SAULNIER, 2011b). A presenca do grupo éster na cadeia do
MMA torna o polimero mais polar. O PMMA apresenta baixa toxicidade e alta
biocompatibilidade, fatores que tornam factivel o emprego desse composto em

aplicagdes farmacéuticas e cosméticas (MENDES et al., 2012).

Metil metacrilato Poliimetil metacrilato)
H  CHs H  CH,
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\ \ i
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Figura 3 - Representagdo esquematica da reacdo de polimerizacdo do MMA.

O PMMA ¢ um polimero termoplastico, barato, biocompativel e bioestavel, com
grande versatilidade estrutural. O PMMA foi o primeiro polimero acrilico empregado
como biomaterial, inclusive em processos de revestimento farmacéutico; por isso ¢é
bastante conhecido e estudado como modelo para o desenvolvimento de
encapsulamento de ativos e liberagdo controlada de farmacos, inclusive para conjugagao
com proteinas e biomoléculas (MENDES et al., 2012; UCHEGBU e SCHATZLEIN,

2006). Pode-se citar, por exemplo, a eficacia do uso de microparticulas de PMMA em
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liberacdo de drogas anti-microbianas e antibidticas para tratamento de infecgdes
ortopédicas (ANGUITA-ALONSO et al., 2007; CONNIOT, 2011) e de liberagdo de
farmacos para tratar problemas gastrointestinais (TAO, LUBELEY e DESAI, 2003;
YUKSEL et al., 2011). Estudos in vivo também ja mostraram a eficacia das
nanoparticulas de PMMA e sua nao-toxicidade (BETTENCOURT e ALMEIDA, 2012;
DHANA LEKSHMI et al., 2010; FONSECA, 2012). No trabalho de Dhana Lekshmi e
colaboradores (2010), o ensaio de toxicidade in vivo em ratos ndo mostrou alteragdes
significativas nos exames bioquimicos e patologicos ao introduzir por via oral,

nanoparticulas de PMMA contendo o medicamento antidiabético Repaglinida.

Viérios trabalhos do grupo de pesquisa do Laboratéorio de Engenharia de
Polimeriza¢do (EngePol) tém usado o PMMA para o encapsulamento de farmacos. Por
exemplo, Fonseca e colaboradores (2013b) prepararam nanoparticulas de PMMA
carregadas com Praziquantel, farmaco usado para o tratamento da esquistossomose, por
meio de polimerizagdes em miniemulsdo in situ, com a finalidade de mascarar o sabor
amargo do farmaco. Além disso, os autores comprovaram a baixissima ou inexisténcia
de mondmero residual nas nanoparticulas apds o processo de secagem por liofilizacao,
mesmo quando as conversdoes de mondmeros foram em torno de 50%. Ja no trabalho de
Peixoto (2013) foram produzidas particulas de PMMA funcionalizadas por
copolimerizagdo em miniemulsdo, para interagir com biomoléculas e promover

liberagdo de medicamentos sitio-dirigida.

O nuimero de aplicacdes do PMMA nas areas médica e farmacéutica ainda esta
aumentando, devido as suas propriedades fisicas e quimicas rentaveis, como por
exemplo alta resisténcia ao calor e a luz, a facil modificacdo quimica, a boa
transparéncia, as propriedades de superficies facilmente manipulaveis, boa estabilidade
bioldgica, além da facilidade de processamento e formacdo do produto (GALKA

KOWALONEK e KACZMAREK, 2014).

2.2 EMULSAO

Assim como anunciada brevemente no item 2.1.1.4, emulsdes sdo dispersdes
coloidais em que um liquido ¢ disperso em uma fase continua, formando portanto uma

mistura heterogénea (MYERS, 1999; SCHRAMM, 2005). Emulsdes sdo sistemas
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termodinamicamente instaveis, pois acumulam elevada energia livre na interface das
fases (PEREIRA ¢ GARCIA-ROJAS, 2015). No entanto, a cinética de desestabilizagdo
pode ser muito lenta, ao passo que na pratica as emulsdes podem ser consideradas

estaveis em muitas aplicagdes.

Segundo Myers (1999), ¢ sempre necessario especificar a fungdo de cada uma
das fases que constituem as emulsdes. Conforme o autor, em quase todos os casos ao
menos um liquido ¢ a 4gua ou uma solugdo aquosa, sendo o outro um composto apolar
(usualmente chamado de fase oleosa). Desse modo, ¢ comum a descricdo da emulsdo
como sendo do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-6leo (A/O), na qual a primeira
letra representa a fase dispersa e a segunda letra representa a fase continua. Esses dois
tipos de emulsdes sdo chamadas de emulsdes simples; no entanto, ainda existe outro
grupo conhecido como emulsdes duplas ou multiplas, cujos os tipos mais habituais sdo
de agua-em-oleo-em-agua (A/O/A) e de 6leo-em-agua-em-dleo (O/A/O). As emulsdes
duplas consistem na dispersdo da fase dispersa interna em uma fase continua para
formar a emulsdo priméria. Esta emulsdo primdria ¢ entdo dispersa em uma segunda
fase continua, formando a emulsdo secundaria. O estudo das emulsdes do tipo A/O/A
constitui o tema do presente trabalho, e serd melhor retratado no topico 2.3. A
representacao esquematica dos tipos de emulsdo mencionados estdo esquematizados na

Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo esquematica das emulsdes simples a) O/A e b) A/O; e emulsdes duplas c)
A/O/A e d) O/A/O (PEREIRA e GARCIA-ROJAS, 2015).
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2.2.1 Processo de Emulsificacao

O processo de emulsificagdo resume-se basicamente em duas etapas.
Primeiramente, ocorre a deformacdo e a ruptura das gotas por meio da homogeneizacao
do sistema, aumentando a area interfacial especifico. Em seguida, a estabilizagdo da
nova interface, promovida por um agente emulsificante, caso contrario as gotas voltarao

a se agregar até a separacao completa de fases ( MYERS, 1999).

Uma gama de equipamentos de homogeneizacdo estd disponivel
comercialmente, principalmente para preparacdo de miniemulsdes, dentre eles podem

ser citados os sonicadores, os rotores € os homogeneizadores de alta pressao.

Os sonicadores usam o fendmeno de cavitagdo como principal mecanismo de
emulsificagdo. A producdo de ondas de ultrassom causa oscilacdo das moléculas e das
fases situadas ao redor do sonicador (MELO, 2015; SAMER ¢ SCHORK, 1999). Asua
(2002) sustenta que as ondas de choques produzidas e o colapso das bolhas produzidas
pelas oscilagcdes de pressdo causam a quebra das goticulas de mondmero. Durante a
sonificagdo, as gotas mudam de tamanho rapidamente ao longo do tempo, até atingirem
um pseudo-estado estacionario. No entanto, uma limitagdo intrinseca associada ao
sonicador consiste na pequena regido de fluido afetada pelas ondas de ultrassom, que
encontra-se proxima ao equipamento. Assim, ¢ necessario que o fluido passe por essa
regido para que ocorra a quebra das gotas. Consequentemente, as caracteristicas da
emulsdo dependerdo do tempo de sonicagdo, da poténcia aplicada e do mecanismo de
bombeamento do fluido através da sonda de ultrassom. Por isso, apesar de ser comum e
eficientemente aplicado em escala laboratorial, o escalonamento industrial do processo
pode ser complexo e dispendioso, devido a complexidade dos sistemas mecanicos

moveis e da area de exposicao requerida (MELO, 2015).

Alguns sistemas utilizam rotores de alta eficiéncia para promover a
homogeneizagdo, sendo o ultra-turrax o mais conhecido. Esse aparelho apresenta uma
cabeca de agitagdo que opera com rotagdo minima de 3000 rpm. O processo de
emulsificagdo inicia-se por meio da agitagao das pas, que geram um vacuo relativo,
puxando o liquido para dentro da cabeca de agitagdo. Em seguida, devido a forca
centrifuga, o liquido ¢ deslocado para a periferia da cabeca de rotagdo, onde ¢
submetido a acdo de altas taxas de cisalhamento na regido entre as extremidades da
laminas e as aberturas do estator, que promove a quebra das gotas e a formacdo da
emulsdo. Portanto, o tamanho da gota final depende da velocidade de rotagao do rotor,
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assim como da geometria do sistema. Assim como no caso anterior, o escalonamento
industrial pode ser complexo por conta do excessivo consumo de energia e da
complexidade dos sistemas mecanicos moveis (ASUA, 2002; LOPEZ et al., 2008;
MELO, 2015). Porém, o uso do rotor em escala de bancada ¢ de facil manuseio e
transporte ¢ € bastante popular, inclusive para preparagdo de miniemulsdoes (FONSECA
et al., 2013b; PEIXOTO et al., 2016) e duplas emulsdes em geral (MUN et al., 2010;
WISCHKE e BORCHERT, 2006). Por esses motivos, o ultra-turrax foi usado para as
analises iniciais conduzidas no presente trabalho, bem como para comparagao da

eficiéncia e das caracteristicas resultantes do produto final.

Os homogeneizadores de alta pressdo, da mesma forma que os outros acima
citados, sdo equipamentos de alta eficiéncia e tém a finalidade de diminuir o tamanho
caracteristico das gotas para dominios micro, sub-micro € nanométrico, o que o torna
essencial para a qualidade, uniformidade e padronizagdo do produto. E um processo
puramente mecanico que provoca cisalhamento através da velocidade, pressdo e
impacto das particulas que atravessam uma fenda. O mecanismo de funcionamento esta
baseado em uma bomba de pistdes de deslocamento positivo, com pressao do sistema
controlada por uma valvula que restringe a passagem do liquido (pré-emulsdo) a altas
velocidades através de um estreito orificio. A combinacdo do fluxo forcado e da
turbuléncia gerada levam a formagdo das pequenas gotas (MELO, 2015; OLIVEIRA,
2010). A Figura 5 ilustra o funcionamento de um homogeneizador do tipo Manton-
Gaulin, utilizado para reduzir o tamanho de gotas de uma suspensdo pré-formada. As
variaveis que afetam a uniformidade e didmetro das gotas sdo principalmente a pressao,
o tempo de operacdo, o nimero de ciclos (passagem do produto pela bomba) e a
concentracdo de surfactante. As principais limitagdes estdo associadas aos riscos
operacionais, devido a altas pressdes, ¢ a problemas de entupimento das aberturas

internas (MELO, 2015; OLIVEIRA, 2010).

b va Produto
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Figura 5 - Esquema ilustrativo da valvula de um homogeneizador de alta pressdo, do tipo Manton-Gaulin.
(OLIVEIRA, 2010).
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A técnica de homogeneizagdo ¢ muito simples e, por isso, € muito usada em
ambientes industriais ha mais de um século para o preparo de dispersdes (MELO,
2015). Decorrente disto, industrias de alimentos em geral utilizam amplamente os
homogeneizadores de alta pressdo, pois promovem ao produto final uma textura
homogénea mais atrativa para os consumidores. A redug¢do do tamanho de particulas e a
homogeneizagdo também favorecem o uso em industrias de cosméticos em vista da
aplicacdo de nanoparticulas capazes de serem absorvidas pela pele. Da mesma forma
para as industrias farmacéuticas, na qual as nanoparticulas formadas sdo capazes de
atuar de forma mais eficientes, além de possibilitar o rompimentos de células e na
preparacdo de novos medicamentos e vacinas (ARTEPECAS, 2017). Com base nesses
fatos, o presente trabalho pretende investigar a eficiéncia do homogeneizador de alta
pressao para formacdo de miniemulsdes duplas para posterior polimerizacdo in situ,

caracterizando a viabilidade do processo em escala industrial.

Muitos trabalhos vém investigando o comportamento de emulsdes quando
empregados diferentes tipos de homogeneizadores em miniemulsdes. Lopez et al.
(2008), por exemplo, compararam o uso dos trés equipamentos supracitados em termos
da estabilidade e propriedades das emulsdes obtidas. Os autores concluiram que o
homogeneizador de alta pressdo foi o equipamento que apresentou melhor eficiéncia
dentre os trés, embora o sonicador também tenha permitido obter bons resultados,
porém ¢ ineficiente para o escalonamento. Tais resultados foram também observados
por Fonseca et al. (2013b), para os quais o melhor desempenho de emulsdes de PMMA
foi obtido com o uso do homogeneizador de alta pressdo, uma vez que proporcionou
maior estabilidade e elevadas eficiéncias de encapsulamento do farmaco praziquantel. E
relevante informar que poucos trabalhos estudaram o desempenho desses equipamentos
para o preparo ¢ uso de emulsdes duplas, em que foi verificado a performance do
processo de emulsificagdo quanto a velocidade de rotacdo do ultra-turrax (GLASSER et
al., 2016), quanto o tempo de emulsificacdo do homogeneizador de alta pressdo
(LAMPRECHT et al., 2000), ou quanto a pressao aplicada no homogeneizador de alta
pressao (MUN et al., 2010), por isso existe a necessidade de conduzir mais estudos

nessa area.

A respeito dos emulsificantes existentes, quatro tipos de materiais podem atuar,
impondo uma barreira estérica ou eletrostatica na interface, a saber: compostos i106nicos,

solidos coloidais, polimeros polares e surfactantes. O ultimo ¢ a maior e mais
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empregada classe de emulsificantes. Surfactantes ou tensoativos sdo substancias
anfifilicas, ou seja, apresentam na estrutura molecular um seguimento com afinidade
pela fase aquosa (hidrofilico) por possuir polaridade e outro com maior afinidade pela
fase organica (hidrofobico). Tal estrutura promove a redugdo da tensao interfacial, uma
vez que cada parte da molécula fica em contato com a fase de maior afinidade, isto ¢, a
fracdo apolar se dispersa na fase oleosa, enquanto a fragdo polar se mistura com a fase
aquosa, de maneira que a orientacdo energeticamente mais favoravel para essas

moléculas ¢ a localizagao nas interfaces (SCHRAMM, 2005; MYERS, 1999).

Devido a alta efetividade, os surfactantes apresentam importancia vital para a
maioria dos sistemas de emulsificagdo, facilitando a formacao de gotas pequenas de fase
dispersa com menor adi¢do de energia (MYERS, 1999). Para tanto, o surfactante deve
reduzir a tensdo interfacial entre os liquidos de tal forma que as novas interfaces das
gotas sejam formadas rapidamente e que sejam rapidamente recobertas por ao menos
uma monocamada de surfactante, a fim de evitar a agregacao entre as gotas (LINDMAN
et al., 2000). A escolha do surfactante deve atender aos requisitos de disponibilidade
para adsor¢ao na superficie da gota, para formar um filme que minimize os efeitos do
choque entre as particulas, de eficiéncia mesmo em baixas concentragdes, sendo o uso

barato, seguro e ndo toxico, principalmente para fins medicinais (ASUA, 2002).

De acordo com o tipo de emulsdo que se deseja produzir, a escolha do tensoativo
¢ de suma importancia, uma vez que cada classe de surfactantes se adéqua melhor a um
determinado tipo de emulsdo. Neste sentido, uma regra qualitativa, conhecida como
regra de Bancroft sustenta que surfactantes mais soluveis na fase aquosa geram
emulsdes O/A, enquanto surfactantes lipofilicos produzem emulsdes A/O (LINDMAN
et al., 2000). Por outro lado, Griffin (1949) propds um conceito quantitativo, definido
como balang¢o hidrofilico-lipofilico (hydrophilic-lipophilic balance - HLB), que impde
uma faixa referente a cada tipo de sistema emulsionado. Este conceito ¢ uma
aproximacao baseada numa escala empirica adimensional de 0 a 20, determinada a
partir do balanco entre tamanho e forca dos grupamentos hidrofilicos e lipofilicos de
uma molécula emulsificante, e, consequentemente da solubilidade deste surfactante nas
fases. Baixos valores de HLB sdo atribuidos a tensoativos lipofilicos, enquanto altos
valores de HLB sao conferidos para surfactantes hidrofilicos. Portanto, segundo a
escala, emulsdes O/A precisam de emulsificantes com HLB entre 8-18, enquanto HLBs

entre 4-6 sdo recomendados para emulsdes do tipo A/O (Tabela 1). O HLB ¢ usado para
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surfactantes ndo-ionicos e ¢ bastante util para iniciar a selecao de um surfactante quando
se deseja produzir uma emulsdo (GRIFFIN, 1949; LINDMAN et al., 2000; SCHMIDTS
etal.,2010).

Tabela 1 - Faixa de aplica¢des de surfactantes como fungdo do HLB (Griffin, 1949).

Faixa de HLB Aplicacao
4 -6 Emulsdes A/O
7-9 Agentes de molhabilidade
8-18 Emulsdes O/A
13 -15 Detergentes
15-18 Solubilizantes

2.2.2 Estabilidade da Emulsao

Como ja mencionada anteriormente, a prepara¢do de uma emulsdo requer a
formag¢do de grande area interfacial entre os liquidos imisciveis, o que exige um
trabalho proporcional a tensdo interfacial do sistema. Assim, as emulsdes sao
caracterizadas naturalmente como sistemas termodinamicamente instaveis. Para atingir
um estado de menor energia livre, deve ocorrer a redug¢do da area interfacial, o que ¢é
alcangado quando hé o aumento do tamanho das particulas e a subsequente separagdo de

fases (MYERS, 1999).

Dessa forma, o preparo de um sistema emulsionado estavel (quase sempre
definido em termos cinéticos) ¢ de extrema relevancia e torna-se um grande desafio para
a formulagdo e definicdo das condi¢des de trabalho. Ademais, deve ser ressaltado que a
estabilidade das gotas apresenta papel fundamental na preparacdo e conducdo da
polimerizacdo em miniemulsao (MELO, 2015) e na producao de pigmentos, cosméticos
e farmacos, por exemplo (WISNIEWSKA, 2010). A estabilidade de emulsdes depende
de diversos fatores, tais como: a diferenca de densidade entre as fases aquosas e oleosas;
a agitacdo; o tamanho das gotas da fase dispersa; a viscosidade da fase continua; a razdo
massica entre as fases; a tensao interfacial do sistema; e a presenga e concentragao de

emulsificantes (STEWART e ARNOLD, 2009).

A instabilidade termodindmica de uma emulsdao ¢ caracterizada na pratica pela
variacdo do tamanho das gotas e pela agregacdo e migragao das gotas, envolvendo

mecanismos de desestabilizacdo, como a coalescéncia, floculagdo, sedimentagdao e
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cremacdo, assim como ilustrados na Figura 6 (DE ALMEIDA, 2014;
FORMULACTION, 2013; GOODWIN, 2004).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo dos fendmenos de desestabilizacdo de emulsdes. Processos diferentes
podem ocorrer simultaneamente (DE ALMEIDA, 2014).

Os fenomenos de cremagdo e sedimentacdo sdo reversiveis, de forma que o
estado original pode ser restabelecido com uso de forgcas de cisalhamento. Além disso,
estdo relacionados com a migragdo da particula devido a diferenca de densidade entre os
liquidos. A cremagdo ocorre quando a fase dispersa tem menor densidade que a fase
continua, e por isso a fracdo volumétrica da fase dispersiva cresce no topo da célula e
diminui no fundo. Ja para a sedimentacao esse processo acontece na direcdo oposta

(FORMULACTION, 2013; GOODWIN, 2004; MENGUAL et al., 1999).

Por outro lado, a floculagdo e a coalescéncia constituem fenomenos fisico-
quimicamente diferentes, embora ambos conduzam ao incremento do tamanho global
das particulas. A floculacao ¢ caracterizada pela agregacdo das particulas, embora elas
mantenham a individualidade. E um fendmeno usualmente reversivel, porém em
algumas situagdes pode ser irreversivel, sendo chamado de coagulacdio. Em
contrapartida, a coalescéncia ¢ mais severa, e irreversivel. Por meio da colisdo entre as
gotas, a coalescéncia conduz a fusdo de duas ou mais gotas, rompendo a interface e por
conseguinte gera uma Unica gota maior ao final (FORMULACTION, 2009;
GOODWIN, 2004).

Outro mecanismo de desestabiliza¢do (ndo descrito na Figura 6), mas que pode
ser encontrado em miniemulsdes (ANTON, BENOIT e SAULNIER, 2008; MELO
2015) e em emulsdes duplas (SCHMIDTS et al., 2010), ¢ chamado de degradagao
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difusional (maturacao de Ostwald, ou ainda Ostwald ripening). Assim como na
coalescéncia, o fendmeno ¢ irreversivel e pode causar variagdo no tamanho da particula.
Esse fendmeno ¢ resultado da diferenca de atividade nas gotas pequenas e grandes, dada
pela diferenca de pressao de Laplace, quando o sistema possui distribui¢ao larga do
tamanho de particulas. As gotas menores, por apresentarem maior area especifica,
possuem maior atividade, e por consequéncia, gera um mecanismo de difusdo continua
das particulas menores para as maiores através do meio continuo, promovendo o
desaparecimento das gotas menores (ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002;
GOODWIN, 2004). A Figura 7 ilustra a diferenca dos fendmenos de coalescéncia e
degradacdo difusional. Para combater a degradagdo difusional, ¢ comum adicionar
espécies de alta massa molar a fase dispersa, para reduzir a tendéncia de migracao das
espécies de menor massa molar para as gotas maiores, preservando a distribui¢do de

tamanhos (MELO 2015). Esses compostos sao chamados de co-estabilizantes.
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Figura 7 - Representagdo de mecanismos de degradacdo em miniemulsdes (OLIVEIRA, 2010).

Os fenomenos de desestabilizagdo podem ser retardados ou minimizados pela
presenga dos estabilizantes, como também com a adi¢gdo de outros aditivos que
permitam aumentar a viscosidade da fase continua do sistema (para dificultar a
migracao e colisdo de particulas); diminuir a pressdo osmdtica (em contraposicao a
elevada pressao de Laplace nas gotas menores); € minimizar a tensao interfacial (para

diminuir a energia livre da interface).
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2.3 EMULSOES DUPLAS

O primeiro artigo sobre dupla emulsao foi publicado em 1924 (SEIFRIZ, 1924
apud IQBAL et al., 2015), porém investigagcdes mais profundas sobre dupla emulsdo s6
foram iniciadas efetivamente no final da década de 1970. Desde entdo, o assunto tem
sido reportado para a producao de diversos farmacos, alimentos, cosméticos e outros

produtos de alto valor.

Duplas ou multiplas emulsdes sdo sistemas compostos por trés diferentes fases
fluidas, em que a fase mais interna ¢ encapsulada por uma segunda fase imiscivel, que
por sua vez, estd dispersa em uma terceira fase. Em outras palavras, ¢ uma emulsio
simples dispersa em uma fase ndo-miscivel, gerando uma emulsdo secunddria. Por isso,
esse arranjo complexo também ¢ conhecido por "emulsdao de emulsao" (IQBAL ef al.,
2015; PAL, 2011; YILDIRIM, SUMNU e SAHIN, 2017). Pavel (2004) ainda define
essa técnica como de emulsdo bicontinua, pois as gotas internas poderiam estar

dispersas em duas fases continuas.

Da mesma forma que emulsdes simples, as emulsdes duplas sdo sistemas
termodinamicamente instdveis que requerem o uso de agentes tensoativos para
estabilizar e delimitar as interfaces. Porém, como este caso possui duas interfaces
instaveis, € preciso que pelo menos dois surfactantes sejam usados para evitar a
agregacao entre as gotas, um para cada interface presente. A escolha dos surfactantes
também segue a regra de Bancroft, descrita no item 2.2.1, e portanto, a estabilizacao da
interface interna, dgua em Oleo por exemplo, ¢ garantida pela presenca de um
surfactante lipofilico na fase oleosa, e consequentemente a interface externa (A/O)/A
pode ser estabilizada por um surfactante hidrofilico contido na fase aquosa externa
(KIM et al., 2003; YILDIRIM, SUMNU e SAHIN, 2017). A influéncia de varios
emulsificantes sobre a estabilidade da dupla emulsao foi estudada em varios trabalhos
publicados (BAI et al., 2015; FICHEUX et al., 1998; SCHMIDTS et al., 2009;
SCHUCH; LEAL; SCHUCHMANN, 2013; ZHU et al., 2005)

Os tipos de emulsdo dupla mais comuns encontrados na literatura sdo de agua-
em-Oleo-em-agua (A/O/A) (gotas de Oleo dispersas, contendo goticulas aquosas
menores) e o6leo-em-agua-em-oleo (O/A/O) (globulos aquosos dispersos, contendo
pequenas goticulas oleosas) (FICHEUX et al., 1998; IQBAL et al., 2015). Porém,

existem trabalhos que utilizaram outras combinagdes, como gas-em-6leo-em-agua
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(G/O/A) (WANG et al., 2014), 6leo-em-6leo-em-agua (O/O/A) (XIAO, SHEN e TAO,
2013), solido-em-6leo-em-agua (S/O/A), s6lido-em-6leo-em-6leo (S/O/0O) (YE, KIM e
PARK, 2010), entre outros.

Cada gota de oleo dispersa em uma emulsio A/O/A forma uma estrutura
vesicular com compartimentos aquosos simples ou multiplos, separados da fase aquosa
externa por uma camada de componentes de fase oleosa (HUNTER et al., 1997). Por
exibir diferentes tipos de compartimentos, Florence ¢ Whitehill (1981) identificaram e
classificaram as gotas de dupla emulsdo em trés tipos, A, B e C, os quais ndo existem
exclusivamente em um sistema, embora geralmente um deles ¢ predominante. Na
Figura 8 € possivel observar a diferenca entre eles com relagdo ao tamanho e quantidade
de gotas. O tipo A ¢ o mais simples e consiste em uma unica gota da fase aquosa interna
para cada gota oleosa (Figura 8.a). O tamanho de gota no sistema de emulsdo do tipo B
¢ maior e ¢ composto por varias pequenas goticulas (menos que 50) da fase aquosa
interna (Figura 8.b). O sistema torna-se mais complexo (tipo C), quando sao

encapsuladas numerosas goticulas de fase aquosa interna (Figura 8.c).

Figura 8 - Tipos de gotas de dupla emulsdo (Adaptado de FLORENCE e WHITEHILL, 1981).

Emulsdes de oleo em d4gua (O/A) sdo geralmente adotadas para o
encapsulamento de agentes insoliiveis ou pouco soluveis em agua; dessa forma, podem
ser administrados compostos hidrofobicos com maior eficiéncia farmacéutica. Emulsdes
de 4gua em oleo (A/O) sdo insoluveis em agua e usualmente apresentam alta
viscosidade, dificultando o transporte pelas artérias ou capilares (IQBAL et al., 2015;
LIU et al., 2011). Diante disso, o uso de emulsdes duplas apresenta vantagens em
relagcdo as emulsdes convencionais, principalmente, no que se refere ao encapsulamento,
protecdo e liberagdo controlada de bioativos. Tal fato se deve a presenga de duas fases
imisciveis que limitam a difusdo do ativo da fase interna para a externa. Assim, a fase
interna funciona como um reservatério confinado, protegendo compostos sensiveis a

luz, a degradacdo enzimatica, a oxidacdo e a outros fatores externos (PEREIRA;
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GARCIA-ROJAS, 2015; TATAR; SUMNU; SAHIN, 2017, VRIGNAUD; BENOIT;
SAULNIER, 2011a). Por isso, a técnica de emulsdo dupla pode ser o método mais
adequado para incorporar e administrar compostos hidrofilicos, presentes
predominantemente na fase aquosa interna (GEZE et al., 1999; MEDEIROS, 2013; YE,
KIM e PARK, 2010).

Deve-se enfatizar que a técnica de dupla emulsdo também apresenta potencial
para encapsular ambos compostos hidrofilicos e lipofilicos simultaneamente, porém em
regides distintas das particulas (IQBAL et al., 2015). Nessa perspectiva, Shi et al
(2003) encapsularam, por emulsdao A/O/A, a proteina hidrofilica Albumina de soro
(BSA) bovino e o peptideo hidrofébico Ciclosporina A (CyA) em microesferas
poliméricas de POE/PLGA com parede dupla. Devido a diferenca de hidrofilicidade,
cada uma ficou retida nas diferentes regides da particula (casca e nucleo). Durante os
primeiros 5 dias, a maior parte da BSA foi liberada da casca, mas apenas 14% de CyA
sairam do ntcleo. Posteriormente, mais de 80% de CyA foram liberados das particulas

nos 25 dias seguintes, promovendo assim uma liberagdo mais controlada.

A presenca de um reservatorio interno separado da fase continua por uma
camada imiscivel intermedidria possibilita o uso das duplas emulsdes em diversas
aplicagdes (HATTREM et al., 2014). Ademais, sdo variados os setores industriais que
mostram um interesse para o desenvolvimento tecnoldgico de tais sistemas complexos.
No campo cosmético, oferece a possibilidade de combinar ingredientes incompativeis
na mesma formulacdo para aumentar a eficdcia. Na industria alimentar, promove
melhoria das propriedades organolépticas dos alimentos, atua no mascaramento do
sabor ¢ no encapsulamento e liberacdo controlada de aromatizantes e ingredientes
funcionais, reduzindo o teor de sal e gordura de alimentos, por exemplo. Os produtos
formulados como emulsdes multiplas também podem ser muito apreciados em outros
setores, como agricultura, limpeza e controle ambiental (FICHEUX et al., 1998; IQBAL
et al., 2015; SAHIN, SAWALHA e SCHROEN, 2014; YILDIRIM, SUMNU e SAHIN,
2017). Contudo, a maior parte das aplicagdes estd relacionada a area farmaceéutica,
principalmente como potencial veiculo para transporte e liberacdio de varios
medicamentos hidrofilicos (vacinas, vitaminas, enzimas, hormonios, proteinas), que
podem ser liberados progressivamente. O impacto das emulsdes duplas concebidas

como sistemas de administracdo de farmacos pode ter importancia significativa no
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campo de liberacdo controlada, para administragdes orais, topicas ou parenterais

(FICHEUX et al., 1998; TAMNAK et al., 2016).

Quanto as desvantagens da emulsao dupla, pode-se relatar maior complexidade e
estabilidade relativamente mais baixa, vista em termos da interacdo (i) entre pequenas
goticulas internas, (ii) entre grandes globulos, e (iii) entre o globulo e as pequenas
goticulas dispersas. A instabilidade pode facilitar a difusdo indesejada de agentes da
fase aquosa interna para a externa, e vice-versa. Além disso, particulas produzidas por
esta técnica sdo comparativamente heterogéneas e o tamanho de particula ¢ sensivel a
varios parametros do processo, como as cargas de surfactantes e as fragoes de agua e
oleo. Assim sendo, os mecanismos de estabilidade e liberacdo devem ser claramente
compreendidos e monitorados (FICHEUX et al., 1998; IQBAL et al., 2015; TAMNAK
etal., 2016).

Apesar das vantagens comparativas da polimerizagdo em miniemulsdo e da
técnica de dupla emulsdo, poucos estudos comparam as duas técnicas para a producao
de nanoparticulas poliméricas, o que seria interessante, pois a técnica de miniemulsao
tende a reduzir e estreitar a distribui¢do de tamanho das particulas. Kim e colaboradores
nos anos de (1999, 2000 e 2003) estudaram a producdo de particulas ocas de PMMA
por meio emulsificagdo dupla, seguida da polimerizagdo para uso em filtros solares,
uma vez que particulas ocas tem a capacidade de proteger a pele contra a radiacao
ultravioleta e controlar a diferenca no indice de refracdo entre o polimero e o ar,
dispersando melhor a luz. Contudo, as pesquisas tiveram enfoque na produgdo de
particulas em escala micrométrica e ndo comentaram o uso do sistema para o
desenvolvimento de aplicagcdes farmacéuticas. Por essas razdes, o presente trabalho
pretende estudar as condicdes necessarias para formar miniemulsdes multiplas e
promover uma polimerizagdo do oOleo intermediario, com o objetivo de gerar
nanoparticulas com caracteristicas satisfatorias para encapsulamento de ativos e atender

necessidades do mercado farmacéutico.

2.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A area relacionada a producao e uso das nanoparticulas poliméricas (NPP) vem

se expandindo consideravelmente, exercendo um papel essencial em diversas areas de
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aplicagdes, que incluem materiais eletronicos e fotonicos, materiais condutores e
sensores, biotecnologia e nanomedicina, tecnologia de alimentos, controle de polui¢do,
entre outros. Prova disso ¢ o crescente numero de publicagdes que podem ser
encontradas no Scopus® (Figura 9) e em veiculos de publicacdes cientificas. Essa
tendéncia ¢ explicada pela propriedades Uinicas desses materiais, os quais atendem a

vasta gama de aplicagdes e necessidades do mercado (RAO e GECKELER, 2011).

O processo de obten¢do das NPPs ¢ normalmente pratico, facil e reprodutivel,
com baixo custo, com boa capacidade de controle das propriedades finais,
possibilitando a producdo de ampla gama de polimeros (VRIGNAUD, BENOIT e
SAULNIER, 2011a). Ademais, Schaffazick et al. (2003) definem as nanoparticulas
como sistemas coloidais ou carregadores solidos de ativos, que apresentam tamanho
suficientemente pequeno para injecdo direta no sistema circulatorio, garantindo
obtenc¢do de um produto biocompativel e biodisponivel, toxicologicamente seguro € que

pode ser eliminado pelas vias metabolicas normais.
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Figura 9 - Numero de publicagdes citadas no Scopus® sobre nanoparticulas poliméricas entre 1996 e
2010 (RAO e GECKELER, 2011).

De maneira geral, sdo consideradas nanoparticulas as particulas que possuem
alguma dimensao caracteristica entre 10 nm a 1lum (ANTON, BENOIT e SAULNIER,
2008). Para muitas aplicagdes, especialmente em medicina, cosméticos, alimentos e
marcadores eletronicos de alta resolugdo, as NPPs entre 50 e 300 nm sdo de particular
interesse (TIARKS, LANDFESTER e ANTONIETTI, 2001). Para tratamento de
tumores, por exemplo, particulas com tamanho menores que 200 nm oferecem muitas
vantagens, pois sdo capazes de permear e se acumular nas cavidades tumorais mais
facilmente, tornando a atuacdo do firmaco mais dirigida e rapida e o tratamento mais

eficiente (MORRAL-RUIZ et al., 2013). As NPPs normalmente sdo caracterizadas por
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apresentarem alta superficie de contato e grande numero de particulas por unidade de
massa. Quando as nanoparticulas sdo formadas, a area superficial especifica por unidade
de massa pode aumentar muitas ordens de grandeza a medida que a particula ¢ reduzida.
Esse fato pode alterar profundamente as propriedades originais do material bruto, como
a temperatura de fusdo e a solubilidade; consequentemente, as funcionalidades podem
ser muito afetadas, quando comparadas as funcionalidades do mesmo produto na forma

macrométrica (DAUDT et al., 2013).

Sistemas nanoestruturados podem ser comumente formados como nanoesferas
ou nanocapsulas, que diferem em termos de organizacdo estrutural. As nanoesferas sao
constituidas por uma matriz polimérica compacta e homogénea, na qual o ativo fica
frequentemente disperso e aprisionado nas redes poliméricas ou adsorvido a superficie.
Por outro lado, as nanocapsulas consistem de uma estrutura casca-ntcleo heterogénea,
ou de um nucleo interno fluido envolvido por uma parede polimérica, funcionando
como um reservatorio, em que o agente se encontra imerso no nucleo e cercado pela
camada polimérica (CAYLA e SALAUN, 2012; VRIGNAUD, BENOIT e SAULNIER,
2011a). As nanocapsulas apresentam algumas vantagens frente as nanoesferas, tais
como a alta eficiéncia de encapsulamento (devido a otimiza¢ao da solubilidade da droga
no nucleo das nanocapsulas); a menor quantidade de polimero usado na producao; a
maior carga de ativo que pode ser aprisionada; e uma vez que o farmaco fica
"protegido" no interior da NPP, irritagdes comuns durante a administracdo e a liberacao
elevada nos momentos iniciais podem ser diminuidas (ANTON, BENOIT e

SAULNIER, 2008).

As NPPs podem ser preparadas por dispersao do polimero previamente formado
ou por meio da polimerizacao in situ dos monomeros (CONNIOT, 2011; RAO e
GECKELER, 2011), conforme mostrado na Figura 10. Para a escolha do método de
preparagdo mais apropriado, alguns parametros devem ser previamente considerados e
adaptados para os objetivos terapéuticos em questdo: a quantidade de energia aplicada;
o uso de solvente organico na formulagao; a escolha do polimero, de acordo com a
biocompatibilidade ou biodegradabilidade e performance; morfologia desejada das

NPPs; entre outros (ANTON, BENOIT e SAULNIER, 2008).
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Figura 10 - Esquema de técnicas usadas para a preparagdo de nanoparticulas poliméricas. FSC: Fluido
Supercritico; R C/V: Radical Controlado/Vivo (Adaptado de RAO e GECKELER, 2011).

A evaporacao do solvente ¢ a técnica mais amplamente encontrada na literatura
para preparacao de nanoparticulas, por dispersao do polimero pré-formado. Esse método
consiste primeiramente na solubiliza¢do do polimero em um solvente organico volatil e
na emulsificacdo da solu¢do em uma fase aquosa simples ou dupla. Como segundo
passo, o solvente deve ser evaporado, induzindo a precipitagdo das nanoparticulas na
forma esférica, que entdo sdo coletadas e purificadas. A primeira etapa determina o
tamanho das particulas, enquanto a segunda etapa tem relevancia na especificacao da
morfologia e do desempenho no encapsulamento (CONNIOT, 2011; RAO e
GECKELER, 2011; ROSCA, WATARI e UO, 2004). Apesar da vasta utilizagdo e facil
procedimento, essa técnica possui algumas desvantagens que dificultam o uso em escala
industrial. Primeiramente, devido ao uso de solventes organicos, que podem ficar
retidos no produto final e que requerem varias etapas de lavagem para sua remog¢ao, os
custos ambientais e econdmicos podem ser elevados. Além disso, as multiplas etapas de
processo podem liberar precipitadamente o material encapsulado e até mesmo degradar
o principio ativo. Quando sdo incorporados agentes hidrofilicos, deve ocorrer grande
perda de material para a fase aquosa, diminuindo a eficiéncia de encapsulamento

(KOKAI et al., 2010; MEDEIROS, 2013; YE, KIM e PARK, 2010).

Em contrapartida, quando se deseja atingir propriedades para uma aplicacao
especifica, na qual as caracteristicas do polimero podem ser manipuladas, ¢ interessante

fazer uso da polimerizagao in situ do mondmero precursor (RAO e GECKELER, 2011).
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Neste caso, embora o agente seja mais comumente adicionado antes ou durante a
polimerizagdo, ele também pode ser acrescentado apds a polimerizagdo para ser
adsorvido a superficie polimérica. A técnica ¢ muito rapida e facilmente transportavel
para escala a industrial (KREUTER, 1994; SILVA et al., 2003). No entanto, segundo
Anton, Benoit e Saulnier (2008), deve-se ter muito cuidado com a escolha do polimero
a ser formado e do sistema de geracdo da NPP, a fim de evitar possiveis interacdes com
o ativo encapsulado. Outros inconvenientes estdo relacionados ao uso de temperaturas
altas durante a reagdo e verificacdo de que nao ha resquicios de mondémero residual no

produto final (SILVA et al., 2003).

Os estudos relacionados a nanoparticulas empregam majoritariamente polimeros
sintéticos, podendo ser biodegradaveis ou ndo. Para o uso em sistemas de liberacdo
controlada, os polimeros biodegradaveis, como poliésteres poli(caprolactona),
poli(acido lactico) (PLA) e poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), sdo mais utilizados,
em especial para fins farmac€uticos e alimenticios. Tal fato se baseia na
degradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e facilidade de excrecdo pelo
corpo, uma vez que estes polimeros sdo degradados a produtos normalmente
metabolizados pelo corpo humano (FONSECA et al., 2013a; JOAO, 2013). Entretanto,
uma extensiva discussdo ainda vem sendo realizada nos dias atuais sobre a real
necessidade de um polimero ser biodegradavel para ser empregado na biomedicina.
Holzapfel e colaboradores (2005) mencionam que a ndo-biodegrabilidade pode consistir
em um ponto positivo quando se deseja que as nanoparticulas circulem por longos
periodos de tempo no sangue. Além disso, a excre¢ao de particulas pequenas pelos rins
pode evitar o acimulo no corpo ¢ uma alternativa vidvel. Em adi¢do, a massa molar do
polimero deve estar abaixo do nivel usual de filtragdo pelos rins, que corresponde de 40
a 50 x10® g/gmol (PASUT e VERONESE, 2007) (embora ainda existe muita
controvérsia sobre este valor). Em vista disso, uma série de polimeros biocompativeis ¢

usada para aplicagdes biomédicas, como a familia dos poliacrilatos.

2.4.1 Aplicacoes das Nanoparticulas Poliméricas

Com base nas diversas vantagens e propriedades peculiares apresentadas no item
anterior, nanoparticulas poliméricas vém sendo muito estudadas, em especial, como

sistemas de encapsulamento e liberagdo de ativos. O primeiro relato de uso comercial de
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ativos encapsulados em microparticulas relacionados ao uso de papel de copia sem
carbono, por volta da década de 1950. Desde entdo, diversos segmentos industriais tem
feito uso de sistemas encapsulados, como téxtil para protecdo e preservagdo das
propriedades de corantes (SALAUN, VROMAN e AUBRY, 2009), agricola na
liberacdo de pesticidas (THIES, 2005), alimenticio para mascarar odor e sabor
(SHLOMO e ALEXANDER, 2007), cosmético na liberagdo de fragrancias (THIES,
2005), processos de micro/nanorreatores (LENSEN, VRIEZEMA e HEST, 2008),
revestimentos, para auto-cura e liberagdo de anti-incrustante (NORDSTIERNA et al.,
2010), entre muitos outros (TROJER et al., 2013). Embora atualmente existam mais de
200 métodos para encapsulamento descrito na literatura cientifica e patentes, a maioria
deles incluem trés etapas bdsicas: confinamento do componente; formacdo das
particulas; e o endurecimento das particulas, para posteriormente o ativo ser liberado

por erosdo, degradagdo ou difusdo (CAYLA e SALAUN, 2012; JOAO, 2013).

Relevancia maior tem sido dada a aplicagdes na area de nanomedicina e ao uso
em encapsulamento e liberagdo de farmacos. Hermosilla e Carles (2007) citam que "A
nanomedicina é um dos ramos mais promissores da medicina contempordnea, retendo
boa parte dos esforcos cientificos na busca de novos tratamentos para doengas". Como
consequéncia, a incorporagdo de agentes terapéuticos torna-se um marco muito

importante para a nanotecnologia.

Terapias tradicionais vém sendo progressivamente suplementadas por
tecnologias que envolvem o encapsulamento e a liberagdo controlada, uma vez que
métodos convencionais possuem algumas restrigdes e limitacdes associadas a baixa
biodisponibilidade e estabilidade de ativos, odor e sabor desagradavel de certos
produtos, potenciais efeitos toxicos e baixo alcance no tecido doente, além de prematura
degradacio do principio de interesse (IQBAL et al., 2015; JOAO, 2013; VRIGNAUD,
BENOIT e SAULNIER, 2011a). Frente a isso, o encapsulamento em NPPs tem vital
importancia para ajudar a superar esses obstaculos, tendo como papel principal proteger

o farmaco contra os meios adversos e controlar e dirigir sua liberacao.

Tendo como base o objetivo de protecdo, o encapsulamento ajuda na
preservacdo de substancias sensiveis a variacoes do meio, como as proteinas e
peptideos, aumentando e prolongando a disponibilidade no corpo devido a lenta difusdo

do composto para fora das particulas. Apesar da alta poténcia farmacoldgica de muitas
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drogas, elas sdo frageis e possuem curto periodo de meia-vida e fraca penetragao através
das barreiras fisiologicas (BANGA e CHIEN, 1988; GLASSER et al., 2016; IQBAL et
al., 2015). Nesse sentido, Telles (2013) estudou o encapsulamento da insulina em
nanoparticulas de PLA por dupla emulsdo para administragdao oral e assim favorecer a
disponibilidade no intestino e prote¢ao contra a agao dos macrofagos. Semelhantemente,
Zhu e colaboradores (2001) encapsularam uma glicoproteina hormonal, a Gonadotrofina
corionica humana, em microesferas de PLA e PLGA. Seus resultados demonstraram a
preservacdo das propriedades proteicas e a maior eficiéncia dos ativos quando
encapsulados, ao passo que uma unica administragdo das microesferas produziu uma

resposta de anticorpo equivalente a quatro inoculagdes da proteina livre.

Quanto a atuagdo em sistemas de liberacdo de farmacos, cientistas tém citado
esses sistemas como chaves para futuros avancos da eficacia e seguranca dos
procedimentos terapéuticos (PEIXOTO, 2013). Tal eficacia ndo esté4 relacionada apenas
ao controle da taxa de liberacdo, mas também a manutencdo dos niveis de droga no
corpo dentro da faixa terapéutica, como mostra a Figura 11 (FONSECA et al., 2013a;
PEIXOTO, 2013). A Tabela 2 resume as principais vantagens do método de liberacao

controlada em relacdo aos métodos tradicionais de administragao.
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Figura 11 - Representagdo de sistemas de liberagao de farmacos no corpo (PEIXOTO, 2013).
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Tabela 2 - Resumo das principais vantagens das formas farmacéuticas de liberagdo prolongada sobre as
formas convencionais (Adaptado de FAHNING e LOBAO, 2011; JOAO, 2013; KOKAI et al., 2010).

Vantagem Explicacao
A velocidade de liberagdo controlada pode
eliminar os picos dos niveis sanguineos tornando
o tratamento menos agressivo.

Menor flutuacao dos niveis
plasmaticos do farmaco

Produtos de liberagao controlada frequentemente

Reducao da frequéncia de liberam mais ativos por um tempo prolongado,
administracao portanto, resultando menos doses que nas formas
convencionais.

Com menor frequéncia de administragdo, o
paciente estd menos suscetivel a esquecer uma
dose; também ha maior conveniéncia em relagdo
a administracao diurna e noturna.

Maior conveniéncia e adesao

Devido a redugdo do aparecimento de picos de
concentragdo sanguinea na regido de niveis
toxicos, os efeitos colaterais sdo menos
frequentes.

Redugao nos efeitos colaterais

As particulas responsaveis pela liberagdo
controlada podem estar funcionalizadas ao ponto
de serem dirigidas especificamente para o tecido
doente.

Maior fragdo da dose atinge o
tecido alvo

Embora o custo inicial das formas farmacéuticas
de liberacao controlada possa ser maior do que o
das formas tradicionais, o custo global do
Redugao nos custos globais com  tratamento pode ser menor devido a melhoria da

a saude eficacia terapéutica, redu¢do dos efeitos
Reducao da necessidade de colaterais e redu¢do do tempo requerido pelos
cirurgia profissionais de satde para dispensar e

administrar o medicamento e monitorar o
paciente. Além de poder evitar procedimentos
mais severos € caros como cirurgias.

Com base nessas vantagens, Arias, Reddy e Couvreur (2009) recorreram ao
encapsulamento em NPP e liberagdo controlada do farmaco anticancer Cloridrato de
gencitabina, uma vez que esse farmaco precisa ser administrado em doses elevadas para
provocar a resposta terapéutica necessaria, podendo levar a efeitos adversos graves. Os
estudos de citotoxicidade revelaram similar atividade do anticancer quando comparado
ao farmaco livre, € em ensaios intravenosos em macacos doentes a atividade dos
antitumores foi ainda maior. Pandey e Khuller (2006) avaliaram a administragdo de

NPPs de PLG contendo drogas antituberculose para liberacao cerebral em roedores. Os

30



autores confirmaram que uma unica dose oral poderia se sustentar durante 5 a 8 dias no
plasma e 9 dias no cérebro. Além disso, a metodologia proposta melhorou os
parametros farmacocinéticos, como o tempo de residéncia e a biodisponibilidade.
Olejnik, Schroeder ¢ Nowak (2015), no qual estudaram a liberagdo e propriedades
fisico-quimicas do tetrapeptideo  N-acetil-Pro-Pro-Tyr-Leu em  formulagdes
encapsuladas para cuidados com a pele. Morral-Ruiz et al. (2013), encapsularam a
proteina Estreptavidina em nanoparticulas de poliuretano-uréia multifuncionais, para

detectar, direcionar e matar efetivamente células cancerigenas.

As formulacdes de nanoparticulas podem ser facilmente adaptadas para
diferentes administragdes, sejam elas intravenosa, parenteral, oral, nasal ou pulmonar.
Vrignaud e colaboradores (2011a) utilizaram NPPs para administragdes orais, bem
como Silva et al. (2003) e Telles (2013). Em contrapartida, Silva, Tavares e Aguiar
(2014) e Fadista (2011) concordaram que a via pulmonar também constitui uma otima
estratégia terapéutica baseada em NPPs, que traz novos e excitantes avangos para o
diagnostico e terapia de varios tipos de doengas pulmonares e sistémicas. Sintov, Levy e
Botner (2010) asseguraram que a via intranasal ¢ eficiente para liberagdo de farmacos,
devido principalmente a mucosa nasal ser altamente vascularizada e a grande area
superficial epitelial (em torno de 150 cm?), que garantem absorcdo rapida das NPPs.
Em suma, esses estudos revelam a grande adaptabilidade e versatilidade diferentes rotas

administrativas de medicamentos baseados em NPPs.

2.5 COMENTARIOS FINAIS

Com base nessa breve revisao, pode-se dizer que,apesar da inerente instabilidade
das emulsdes duplas, estas tém grande potencial para aplicagdes farmacologicas e
producdo de nanoparticulas poliméricas, promovendo melhores perfis farmacocinéticos
e adequada biodisponibilidade para encapsulamento de agentes terapéuticos, em
especial os hidrofilicos. Da mesma forma, a técnica de polimerizagdo em miniemulsdo
garante a formagao de nanoparticulas atrativas para o mercado farmacéutico. Entretanto,
ha poucos estudos que tenham combinado as utilidades de ambas técnicas, ou mesmo

que estivessem voltados para o desenvolvimento em um ambito industrial e comercial.
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Diante disso, este trabalho visa ao desenvolvimento de uma nova metodologia
para producdo de nanoparticulas poliméricas e encapsulamento de farmacos
hidrofilicos baseado na producdo de emulsdes duplas, capaz de ser aplicada em escala
industrial de forma ambiental e economicamente viavel, com possivel emprego futuro

na producdo de medicamentos e encapsulamento de agentes hidrossoluveis em geral.
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Capitulo 111

Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo descritos os materiais, equipamentos ¢ métodos necessarios
para a caracterizagdo e o desenvolvimento dos produtos obtidos nesta pesquisa. Exceto
informacgdes ao contrario, todos os reagentes foram utilizados como recebidos, sem uso

de qualquer etapa adicional de purificacao.

3.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

3.1.1 Reagentes
Reagentes para Execu¢do da Sintese das Nanoparticulas Poliméricas (NPPs)

1. Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil) com pureza minima de 99,5%, utilizado como mondmero na
etapa de emulsdo e polimerizagdo em miniemulsao;

2. Agua ultrapura (Milli-Q®) para preparo de solugdes;

3. Monoleato de sorbitano (Span® 80), fornecido pela Fluka Analytical (St. Louis,
Estados Unidos), utilizado como surfactante lipofilico para a 12 emulsao (A/O);

4. Poli(alcool vinilico) (PVA), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil), grau de hidrélise 86,5 - 89,5%, utilizado como surfactante hidrofilico
para 22 emulsao (A/O/A);

5. Polissorbato 80 (Tween® 80), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), utilizado como surfactante hidrofilico para 22 emulsao (A/O/A);

6. Lauril sulfato de sodio (LSS), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), com teor maximo de agua de 10%, usado como surfactante

hidrofilico para 22 emulsdo (A/O/A);
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7. Persulfato de potassio (K2S203) (KPS), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio
de Janeiro, Brasil), com pureza minima de 99%, utilizado como iniciador das
reacdes de polimerizagdo em miniemulsio;

8. Hidroquinona, fornecida pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), teor:
91%, usada como inibidor da reag@o de polimerizagdo para teste de conversao;

9. Bicarbonato de sdédio (NaHCO3), fornecido pela Proquimios com pureza minima
de 99,7 %, utilizado como tampao na polimerizagdo em miniemulsdo direta do
PMMA;

10. Hexadecano, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), com
grau PA e pureza minima de 99%, usado como co-estabilizante na polimerizacao
em miniemulsao direta do PMMA;

11. Poli(metacrilato de metila) (PMMA), preparado previamente por polimerizagao
em miniemulsdo direta, usado para aumentar a viscosidade da fase organica de
MMA da primeira emulsao;

12. Albumina de soro bovino (BSA), fornecida pela Sigma Aldrich (Sao Paulo,
Brasil) da forma de p6 liofilizado com pureza minima de 98%, usada como
agente hidrofilico encapsulado;

13. Corante liquido de coloragdo azul, da marca Xadrez, utilizado como marcador

encapsulado para observagdo da estrutura interna das NPPs.

Reagentes para Caracterizagoes

1. Agua deionizada usada para os testes preliminares;

2. n-Heptano, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), com
pureza minima de 99,5%, usado para fins comparativos nos testes preliminares
de estabilidade de emulsdo;

3. Oleo diesel, comprado em posto de gasolina, com a finalidade comparativa nos
testes preliminares de estabilidade de emulsao;

4. Agua ultrapura (Milli-Q®) para preparo de solucdes;

5. Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company
(Fairfield, Estados Unidos), utilizado nas analises de GPC, como fase movel e
na solubilizacdo das amostras;

6. Resina Epoxi, usado para molde na criose¢do das nanoparticulas;
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10.

11.

12.

Endurecedor jef, usado no molde como solidificador na criosecao das
nanoparticulas;

Reagente de Bradford, fornecido pela Sigma Aldrich (St Louis, Estados Unidos),
usado para quantificagdo da BSA no UV-visivel;

Fosfato monossodico (NaH2PO4), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), pureza minima de 99%, MM 119,98 g/mol, usado como o sal
acido para preparagdo da solucdo tampao fostato e tampao fosfato salino;
Fosfato dissodico (NaoHPOs), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), pureza minima de 99%, MM 141,96 g/mol, usado como a base
conjugada para preparacdo da solucdo tampao fostato e tampao fosfato salino;
Solugdo tampao fosfato 0,1M pH 7, preparado previamente a partir de fosfato
monossodico, fosfato dissddico e adgua, usado como a fase aquosa interna na
amostra com BSA encapsulado;

Solugdo tampao fosfato salino (PBS), pH 7,2, preparado previamente a partir de
fosfato monossédico, fosfato dissoédico, cloreto de sddio e dgua, usado para os

ensaios de liberagao controlada.

3.1.2 Equipamentos

Equipamentos para Execug¢do da Sintese das NPPs

1.

Balanga analitica, usada para pesagem de reagentes e produtos reacionais, de
100 mg até 210 g (BEL Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A);
Ultra-turrax, fabricado por IKA (Modelo T-25 digital), equipado com elemento
de dispersdao N25N - 18G), utilizado como homogeneizador da primeira emulsdo
de 6leo diesel no teste preliminar;

Ultra-turrax, fabricado por IKA (Modelo T-10 basic S32), equipado com
elemento de dispersao SION - 10G), utilizado como homogeneizador da
primeira emulsdo para o heptano ¢ MMA no teste preliminar e para a
homogeneizagao da segunda emulsio;

Homogeneizador de alta pressao (Artepegas, modelo APLAB-10 - 1.000 Bar),

usado como homogeneizador da primeira e segunda emulsdao para 0o MMA;
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5. Sonicador (Branson Digital Sonifier®, modelo 450) equipado com camara
acustica e com poténcia maxima de 400 W, utilizado para emulsificagdo da
miniemulsdo direta do PMMA;

6. Minirreator de vidro com capacidade de 100 mL (EasyMaxtv 102 - Mettler
Toledo) encamisado, equipado com termopar, agitador e condensador, utilizado
para a realizacdo das reacdes de polimerizagao;

7. Placa de agitacdo (IKA, modelo C-MAG HS7), utilizada para homogeneizagdo
das solucgoes;

8. Estufa de circulacdo (Quimis), usada para a secagem das amostras.

Equipamentos para Caracterizagoes

1. Balanga analitica, usada para pesagem de reagentes e produtos reacionais, de
100 mg até 210 g (BEL Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A);

2. Turbiscan® LAB instrument, fabricado por Formulaction SAS (Franga), usado
para a analise de estabilidade das emulsdes nos testes preliminares;

3. Gonidmetro automadtico, Dataphysics (Modelo OCAI15EC), utilizado para
medida da tensao superficial do heptano e MMA e interfacial do heptano/agua e
MMA/4gua, com ou sem surfactante;

4. Tensidmetro, KVS Instruments Ltd (Modelo Sigma 70), foi usado para medir a
tensdo superficial do o6leo diesel e interfacial do dleo diesel em 4gua, com ou
sem surfactante;

5. Titulador Karl Fischer, fabricado por Metrohm (Modelo Titrando), utilizado
para medi¢do da porcentagem de dgua presente no 6leo diesel,;

6. Densimetro e Viscosimetro, Anton Paar (Modelo SVM 3000), utilizado para a
caracterizacao da densidade ¢ viscosidade cinematica e dindmica do 6leo diesel;

7. Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments ZetaSizer, modelo
Nano-ZS), usado para a determinagdo da distribuicdo de tamanhos de particula
por espalhamento dindmico de luz;

8. Cromatdgrafo de permeacao em gel (Viscotek, modelo GPC Max VE 2001),
utilizado para determinagao das massas molares dos polimeros;

9. Anadlise Termogravimétrica (Perkin-Elmer, modelo TGA Pyris 1), para anélises

de perdas de massa sob aquecimento dos polimeros;
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10. Calorimetro de varredura diferencial (Perkin-Elmer,modelo DSC-7 Diamond)
para determinacao da temperatura de transi¢ao vitrea das particulas poliméricas;

11. Estufa de circulagdo a vacuo (Solan, modelo SL 104/27)), usado para secagem
das amostras para analise de conversao;

12. Placa de agitagdo e aquecimento multiponto (IPAS), usada para liberagao in
vitro da BSA;

13. Centrifuga (Eppendorf, modelo Centrifuge 5810R), usada para separacdo do
sobrenadante para teste de eficiéncia de encapsulamento no UV-visivel;

14. Centrifuga (Thermo Scientific, modelo Heraecus Megafuge 16R), usada para
separacgdo do filtrado para teste de liberagdo controlada;

15. Espectroscopio  de  absorcdo  UV-visivel (Bel, Photonics, UV-vis
spectrophotometer UV-M51), foi usado para quantificar o BSA para teste de
eficiéncia de encapsulamento e liberacao controlada;

16. Membrana de PES com cut-off de 300.000 Da (Sartorius, modelo VS2041
Vivaspin 20), para amostras de 20mL, usada para separar o filtrado para teste de
liberagao controlada;

17. Microscopio eletronico de varredura (Tescan, MEV Vega 3LMU), empregado
para microscopia das nanoparticulas poliméricas submetidas a criose¢ao;

18. Microscopio eletronico de varredura (FEI Company, modelo Quanta 400 FEG),
empregado para analise de morfologia das nanoparticulas poliméricas;

19. Microscopio optico invertido (Carl Zeiss, modelo Axiovert 40 MAT) utilizado
para microscopia das emulsdes e das nanoparticulas poliméricas;

20. Microscopio oOptico (Zeiss, modelo Imager.M2, AxioCam HRC) utilizado para
observagdo da estrutura interna das nanoparticulas poliméricas com auxilio do

contraste da pigmentagao do corante azul.

3.2 METODOS

3.2.1 Teste Preliminar de Estabilidade da 12 Emulsao (1E)

O teste preliminar consistiu em um planejamento experimental para averiguar a

estabilidade da primeira emulsdao (A/O) com auxilio do Turbiscan LAB, versao 2.0. O
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planejamento foi executado trés vezes, um para cada 6leo testado (diesel, heptano e
MMA), utilizando esses 6leos como a fracdo majoritaria da fase continua. Também foi
realizado um tratamento estatistico a partir dos resultados obtidos. Apesar do tipo de
homogeneizador proposto neste trabalho ser o homogeneizador de alta pressdo, nesta

etapa utilizou-se o ultra-turrax, com o intuito de gastar menor quantidade de reagentes.

3.2.1.1 Planejamento Experimental

O planejamento experimental foi executado de forma aleatéria a fim de
descorrelacionar os dados de outras variaveis externas nao controladas. O plano fatorial
prevé a varredura de um intervalo experimental uniforme e simétrico, de modo a manter
a ortogonalidade, possibilitando a execu¢do de um menor niimero de experimentos com

um erro paramétrico minimo (SCHWAAB e PINTO, 2007).

As variaveis de entrada escolhidas para o ensaio preliminar de estabilidade da 12
emulsdo foram: a carga de surfactante presente na fase orgdnica; a carga de fase
dispersa e a velocidade de rotacdo do ultra-turrax. As varidaveis de saida monitoradas
foram a porcentagem de sedimentacdo (%S) e o indice de estabilidade do turbiscan
(Turbican Stability Index - TSI). Os intervalos de variacdo destas varidveis estdo
dispostos na Tabela 3, em que sdo apresentados também o limite inferior (-1), o limite
superior (+1) e o ponto central (0). A metodologia adotada no presente trabalho foi
baseada no planejamento experimental fatorial completo a dois niveis (2*), como
apresentado na Tabela 4. Desta forma, foram realizados 8 experimentos somados com 3
réplicas no ponto central, totalizando um montante de 11 experimentos. Ainda, admita-
se que os erros no ponto central sdo também representativos dos erros nas demais

condigdes experimentais.

Tabela 3 - Intervalos das variaveis de entrada usados no planejamento experimental.

Variavel Descricao -1 0 +1
I Carga de surfactante [%m/m] 1 3 5

II Carga de F.D." [%m/m] 10 20 30

I Velocidade do turrax [10? rpm] Piesel : ’ =

Heptanoe MMA 11,5 14,5 20,5

*F.D. fase dispersa
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Os resultados obtidos apds os experimentos foram tratados com auxilio dos

softwares Excel e Statistica (versdo 7.0, desenvolvido pela Stat Soft Inc).

Tabela 4 - Variaveis de entrada normalizadas do plano experimental fatorial completo a dois niveis.

Experimento Variavel 1 Variavel 11 Variavel 111
1 +1 +1 +1
2 +1 +1 -1
3 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1
5 -1 +1 +1
6 -1 +1 -1
7 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1
9 0
10 0
11 0

A andlise estatistica dos dados experimentais foi efetuada admitindo-se
distribui¢d@o normal de probabilidades e um intervalo de confianga de 95%. A analise foi
iniciada com o cdlculo da média, da variancia e do desvio padrdo amostrais nos pontos
centrais (experimentos 9, 10 e 11). Para a avaliacdo das flutuagcdes, utilizaram-se os
testes estatisticos t de Student e Chi-Quadrado no ponto central, sendo os intervalos de

confianga calculados com auxilio das Equacgdes 1 e 2, respectivamente:

x+m<u<x+m (1)

sendo X eS, a média e o desvio padrdo amostrais, respectivamente; |, a média
verdadeira desconhecida; N, o nimero de amostra; e t; € t, os limites inferior e superior

do teste t, respectivamente.
S2 2
(N_l)X_%<O- <(N—1)—2 (2)
em que o2 ¢ a variancia verdadeira desconhecida; S2, a variancia amostral; e y%1 € y%2,

os limites inferior e superior do teste %, respectivamente.

Para investigar se houve relagdo entre as varidveis de entrada e saida, e

consequentemente, se as variaveis resposta foram afetadas estatisticamente de forma
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positiva ou negativa, foi calculada a matriz de correlagdes e proposto um problema de
estimagdo de parametros, por meio da comparagdo estabelecida entre dados
experimentais ¢ um modelo disponivel para o processo. De acordo com Schwaab e
Pinto (2007), o processo de estimagao de parametros inicia-se com a defini¢do de um
modelo para aproximagdo dos dados experimentais e, em seguida, define-se uma fun¢ao
objetivo para comparagdo dos valores calculados pelo modelo empirico e os valores
obtidos experimentalmente. A definicdo de um modelo empirico normalmente acontece
a partir de tentativas, partindo-se de uma expressao mais completa, que leva em
consideragdao os efeitos principais e efeitos de sinergia entre as varidveis, como

mostrado na Equacao 13.

C

ye=ao+ X\ ajz + XN bz 3)

sendo a; os parametros do modelo referentes aos efeitos principais, bij os pardmetros do
modelo referentes aos efeitos secunddrios, z; e z;j as varidveis independentes do sistema

e y a variavel dependente analisada.

A fungdo objetivo empregada para realizagdo da modelagem empirica e da
predicao dos parametros foi a de minimos quadrados, admitindo as hipoteses de modelo
perfeito e experimento bem feito (SCHWAAB e PINTO, 2007). Portanto, foi
considerado um modelo capaz de descrever exatamente as relagdes existentes entre as
varidveis do problema e que os erros de medi¢cdo sdo normalmente distribuidos. O
método usado para estimacdo foi o de Hooke-Jeeves e Quasi-Newton com erro de
aproximacio de 107", nimero maximo de iteragdes de 100 e o critério de convergéncia

de 107.

3.2.1.2 Procedimento Experimental

As emulsdes para os trés 0leos testados (diesel, heptano e metacrilato de metila)
em todos os experimentos do plano experimental foram preparadas com base nas
Tabelas 3 e 4, sendo que a fase continua era composta pelo respectivo 6leo € o
surfactante e a fase dispersa era composta por dgua destilada. Todos os experimentos

foram realizados no Laboratério de Engenharia de Coloides (Engecol), UFRIJ.
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Inicialmente, pesou-se o 6leo em uma balanca analitica, totalizando 95% em
massa da fase continua. Depois adicionou-se o surfactante Span 80 (5% restante),
mexeu-se a solu¢do com auxilio de um bastdo de vidro por 1min e deixou-se o sistema
em repouso até completar 10 min. Em um béquer separado foi pesada a agua destilada.
A fase dispersa foi entdo vertida na fase continua e a mistura foi submetida a
homogeneizagdo no ultra-turrax durante quatro minutos. Imediatamente apoés a
emulsificagdo, a amostra foi despejada na cubeta especifica do Turbiscan e levada ao
aparelho, sendo possivel medir as variaveis de saida: porcentagem de sedimentagdo
(%S) e indice de estabilidade do turbiscan (TSI). Foram obtidas curvas de resposta de

dois em dois minutos durante 40min e uma tltima medida apds 2 h.

Para os ensaios feitos com o 6leo diesel, utilizou-se 150 g de meio emulsificante,
de acordo com a composicao detalhada na Tabela 5. A homogeneizagdo foi produzida
no ultra-turrax Modelo T-25 digital com velocidade de rotagdo conforme o respectivo
valor da variavel III (Tabela 3). Além das amostras do planejamento experimental,
foram analisadas amostras sem o surfactante, nas condigoes de 10, 20 ¢ 30% de fase

dispersa e misturadas a 9000 rpm.

Tabela 5 - Valores correspondentes em massa de cada componente [g] para os experimentos do
planejamento experimental conduzidos com o 6leo diesel.

FASE CONTINUA FASE DISPERSA
Experimento Amostra Diesel Span 80 H20
1 N 01 99,75 5,25 45
2 N 02 99,75 5,25 45
3 N 03 128,25 6,75 15
4 N 04 128,25 6,75 15
5 N 05 103,95 1,05 45
6 N 06 103,95 1,05 45
7 N 07 133,65 1,35 15
8 N 08 133,65 1,35 15
9 N 09 116,40 3,60 30
10 N 10 116,40 3,60 30
11 N 11 116,40 3,60 30

Para o heptano e MMA, os 11 experimentos seguiram o mesmo procedimento
como descrito para o diesel, mas as emulsdes foram preparadas com base em 30 g de

meio emulsificante, com a finalidade de diminuir a quantidade de reagentes usados.
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Entretanto, foi necessaria a substituigdo do ultra-turrax Modelo T-25 digital pelo
Modelo T-10 basic, pois o Modelo T-25 digital ndo ¢ recomendado para pequenas
quantidades. Devido a esta troca, o intervalo de variacdo da velocidade de rotagdo
também teve que ser alterado, assim como mostrado na Tabela 3. Na Tabela 6, sdao

apresentados os valores correspondentes em massa dos compostos de cada experimento.

Tabela 6 - Valores correspondentes em massa de cada componente [g] para os experimentos do
planejamento experimental conduzidos com o heptano e MMA.

FASE CONTINUA FASE DISPERSA
Experimento Amostra Oleo Span 80 H20
1 N 01 19,95 1,05 9
2 N 02 19,95 1,05 9
3 N 03 25,65 1,35 3
4 N 04 25,65 1,35 3
5 N 05 20,79 0,21 9
6 N _06 20,79 0,21 9
7 N _07 26,73 0,27 3
8 N 08 26,73 0,27 3
9 N _09 23,28 0,72 6
10 N_10 23,28 0,72 6
11 N 11 23,28 0,72 6

Como mencionado anteriormente, as variaveis resposta foram extraidas a partir
do equipamento Turbiscan LAB (Figura 12). Este equipamento mede a luz transmitida
(para emulsdes translucidas) e refletida (para sistemas opacos) como fungao da altura da
proveta, parametros que dependem da concentragdo e tamanho das particulas presentes
na amostra em analise. A medida ¢ feita ao longo de uma cubeta cilindrica de vidro, em
funcdo do tempo e da altura da cubeta. Desse modo, € possivel detectar mudangas no
tamanho das particulas (coalescéncia e floculacdo) e separacao de fases (sedimentacdo e
cremacao) (CELIA et al., 2015; FORMULATIONS, 2013; OLEJNIK, SCHROEDER e
NOWAK, 2015).
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Figura 12 - Turbiscan LAB usado para analise de estabilidade de emulsdes.

Dentre as diversas vantagens frente as demais técnicas de detec¢do de
estabilidade, o turbiscan se destaca pelo seu tempo rapido de andlise e resposta; facil
manuseio; ndo ser invasivo;, possuir alta precisdo na captura dos fendmenos de
desestabilizacdo; e preservar as amostras da degradacdo, uma vez que nao ha diluicao,
manipula¢do ou ruptura da amostra, permitindo realizar varias andlise por um longo
periodo de tempo (CELIA et al, 2015; MENGUAL et al., 1999; OLEJNIK,
SCHROEDER e NOWAK, 2015).

O Turbiscan LAB possui uma fonte que emite um feixe de luz infravermelha
(A=880 mm) sobre a cubeta. Dois detectores de leitura Optica sincronizados sdo
responsaveis pela medida da radiacao transmitida e refletida pela amostra. A resposta do
aparelho ¢ apresentada em termos de curvas de percentual de fluxo de luz transmitida
(transmissao - %T) e refletida (backscattering - %BS) em funcdo da altura da amostra
e/ou do tempo. A partir do comportamento dessas curvas ¢ entdo possivel identificar os
fenomenos de desestabilizagdo (Figura 13) (FORMULACTION, 2013; KOWALSKA,
2015). E possivel também obter curvas com relagdo a variagdo da transmissdo (AT) e do
backscattering (ABS), na qual a curva no tempo inicial ¢ dada como a referéncia para as
demais. O manual do equipamento descreve detalhadamente como deve ser interpretada

e feita a leitura corretamente dos perfis de estabilidade (FORMULACTION, 2013).
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Figura 13 - Possiveis fenomenos de desestabilizag@o identificados no Turbiscan LAB. Adaptado de
FORMULATIONS (2013).

Apesar de obter uma resposta qualitativa da estabilidade da emulsdo, é possivel
extrair também dados quantitativos a partir dos perfis resultantes, os quais podem
fornecer diversos indicativos numéricos da estabilidade, melhorando sua emprego
principalmente em analises de ranqueamento e comparacao. A titulo de exemplo, tem-se
as variaveis de saida consideradas no presente trabalho, que foram a porcentagem de

sedimentacao e o indice de estabilidade do Turbiscan.

O método proposto para o célculo da varidvel de saida porcentagem de
sedimentacdo (%S) foi baseado nos estudos de Marquez e colaboradores (2007). A %S
foi obtida a partir dos valores médios de backscattering (%BS) da regido central dos
perfis de estabilidade, associados a zona situada entre 15 e 35 mm da cubeta. Essa
variavel ¢ definida pela Equacdo 4 e indica que quanto maior ¢ esse valor, menor sera a

estabilidade da emulsao (FRANCA et al., 2014).

BSin,15-35—BSf,15-3
%S =—= . 4)
BSin,15-35

onde BSin 1535 ¢ a média backscattering (% BS) inicial (t= 0 minutos) na regido entre 15
a 35 mm e BSt15.35 ¢ a média final do backscattering (% BS) (t= 40 minutos) na regido

entre 15 a 35 mm.

A variavel de saida indice de estabilidade do Turbiscan (turbiscan stability index
- TSI) é um parametro estatistico usado para estimacgdo da cinética de desestabilizacao
de emulsdes. O parametro resume as variacdes observadas na amostra e ¢ obtido como a
soma de todos os processos de desestabilizagao (coalescéncia, floculagao, sedimentagao

e cremagdo) presentes na amostra em questdo. Quanto maior ¢ o TSI, mais instavel ¢ a
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amostra (OLEJNIK, SCHROEDER e NOWAK, 2015; WISNIEWSKA, 2010). O
calculo ¢ baseado diretamente nos dados brutos de espalhamento e transmissdo e
computado automaticamente apds cada medida, podendo ser calculado tanto a partir da
regido total da amostra na cubeta quanto de uma zona selecionada. A estimativa ocorre
por meio da Equagdo 5, comparando cada varredura de uma medicao (scani(h)) com a
anterior (scani.1(h)), na altura selecionada (h), e dividindo o resultado pela altura total da
amostra na cubeta (H) para obter um resultado que ndo dependa da quantidade de
produto na célula de medicdo (FORMULACTION, 2013). Valores altos de TSI indicam
mudancgas pronunciadas das medidas nos intervalos de tempo considerados. Em um
processo ideal e estavel, %S e TSI devem ser iguais a zero.

Ynlscani(h)— scani_q(h)|
H

TSI = ¥; )

3.2.2 Mudancas na formulac¢ao da 12 Emulsao (1E)

Além da metodologia aplicada no plano fatorial para andlise de emulsdes de
MMA, foram propostas duas rotas alternativas para formulacdo da fase continua (fase

organica) da primeira emulsao.

A primeira alternativa consistiu na realizacdo de cinco experimentos adicionais
com o aumento da carga de surfactante na fase continua, nas proporc¢des de 5, 7,5, 10,
12,5 e 15%, fixando em 20%m/m da carga de fase dispersa e rotacao de 20500 rpm por
4 min. Os valores correspondentes em massa dos compostos de cada experimento estdo

expostos na Tabela 7 e sdo referentes a base de 30g de meio emulsificante.

Tabela 7 - Composi¢do da 1E, em massa [g], com aumento da carga de surfactante.

FASE CONTINUA FASE DISPERSA
(80%m/m) (20%m/m)
Carga de
Amostra Surfactante MMA Span 80 H20
[Yom/m]
N 5% 5 22,8 1,2 6
N 7,5% 7,5 22,2 1,8 6
N _10% 10 21,6 2,4 6
N 12,5% 12,5 21 3 6
N 15% 15 20,4 3,6 6
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J4 na segunda rota, optou-se por repetir a condi¢do da amostra N_5% da Tabela
7, porém com um acréscimo de PMMA em po, o qual ficou dissolvido em MMA com
agitacdo magnética por aproximadamente 1 h e 30 min. Tal procedimento foi executado
com as proporg¢des de 1, 3 e 5%m/m de PMMA da fracdo de MMA (Tabela 8), sendo
que o polimero foi primeiramente dissolvido no MMA sob agitacdo magnética para

entdo ser aplicada a metodologia de medi¢do como nos demais experimentos.

Tabela 8 - Composi¢do da 1E, em massa [g], com adi¢do de PMMA na fase organica.

FASE CONTINUA FASE DISPERSA

(80%m/m) (20%m/m)
Carga de
Amostra PMMA MMA Span 80 PMMA H20
[Yom/mMMA]
N 5% 1%PMMA 1 22,572 1,2 0,228 6
N 5% 3%PMMA 3 22,116 1,2 0,684 6
N 5% 5%PMMA 5 21,660 1,2 1,140 6

A preparagdo do PMMA para este fim ocorreu por meio da polimerizagdo em
miniemulsdo direta do MMA e executada no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(Engepol/UFRJ). A fase dispersa (20% m/m), neste caso, foi a solu¢do organica
composta pelo MMA (16 g) e o hexadecano (0,064 g) como co-estabilizante. A fase
continua (80% m/m) foi composta por agua Milli-Q (64 g), lauril sulfato de sodio (LSS)
(0,8 g) como surfactante, bicarbonato de sodio (0,064 g) como tampao e perssulfato de
potassio (KPS) (0,08 g) como iniciador da reagdo. Para promover a emulsificacdo, a
mistura foi submetida a sonificacdo no sonicador (Branson Digital Sonifiers, modelo
450) a 30% de poténcia durante 5 min. A polimerizacdo ocorreu no minirreator
(EasyMaxtm 102 - Mettler Toledo) por 2 h a 80 °C sob agitagao de 500 rpm. O latex

formado foi seco em estufa e macerado para uso.

3.2.3 Formulaciao da Emulsiao Dupla (2E)

Uma vez definida a amostra N_5% 1%PMMA como adequada para formulacio
da emulsao primaria de 4gua em oleo (1E), pois proporcionou aumento de viscosidade e
estabilidade, - conforme explicac¢do descrita no item 4.2.2 - , foram propostas diferentes
formulagdes para a emulsdo secundaria d4gua em o6leo em agua (2E) de acordo com o

respectivo surfactante escolhido (Tabela 9), equivalente a 1% m/m da fase aquosa
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externa. Sendo assim, a emulsdo N 5% 1%PMMA formou a fase dispersa da emulsdo
secundaria e a mistura de 4agua com o surfactante hidrofilico compuseram a fase
continua, correspondendo a 20 e 80% m/m da 2E, respectivamente. Os surfactantes
foram o polissorbato 80 (Tween 80), o poli(alcool vinilico) (PVA) e o lauril sulfato de
sodio (LSS). O Tween 80 e o LSS ficaram por 20 min sob agitacdo magnética para sua
dissolucdo completa na 4dgua externa, antes de leva-los para o experimento. O PVA
ficou 22 h em dissolug@o devido a menor solubilidade em agua. A quantidade total de

meio emulsificante foi de 40 g.

Tabela 9 - Composi¢do da 2E, em massa [g], usando o turrax.

FASE CONTINUA FASE DISPERSA
(80%m/m) (20%m/m)
Amostra  Surfactante Agua Surfactante 1E
2E1 Tween 80 31,68 0,32
2E2 PVA 31,68 0,32
2E3 LSS 31,68 0,32
0,32 PVA +
2E4 PVA + LSS 31,36 8
0,32 LSS

Os ensaios foram executados no Laboratério Engepol e ocorridos logo apds a
preparacgao da primeira emulsdo. O Ultra-turrax (IKA, T-10 basic S32) (Figura 14) foi o
equipamento usado para emulsificacdo, sendo que a velocidade de rotacdo foi
estabelecida em 9500 rpm e o processo transcorreu por 4 min. Assim como para as
emulsdes primdrias, as secundarias também foram caracterizadas quanto a morfologia

por microscopia Optica.

Figura 14 - Ultra-turrax (IKA, modelo T-10 basic) usado para homogeneizagao da 1E e 2E.
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3.2.4 Polimerizacio em Miniemulsao

Imediatamente apds a preparacdo da primeira e segunda emulsdes, o meio
emulsificado foi levado ao minirreator de vidro (EasyMaxtv 102, Mettler Toledo)
(Figura 15) para polimerizagdo em miniemulsdo e formagdo das nanoparticulas
poliméricas. As condi¢des de operacdo do minirreator foram: temperatura de 70 °C;

agitacdao de 400 rpm; e tempo de 2 h.

Figura 15 - Minirreator usado para as polimerizagdes em miniemulsao.

Com base nas amostras 2E2, 2E3 e 2E4 da Tabela 9, foram feitos trés
experimentos para formacao das NPPs. A Unica mudanga na formula¢do do meio foi a
adicao do iniciador perssulfato de potassio (KPS) em uma quantidade referente a 1%
m/m da fragdo de MMA final. O KPS foi previamente dissolvido em uma parcela da
agua da fase aquosa externa e entdo a solucgao foi vertida no reator no momento em que
a temperatura se estabilizasse a 70°C. As NPPs foram denominadas NP _2E2, NP 2E3 e
NP_2E4, respectivamente.

A Figura 16 esquematiza as etapas realizadas, a qual ilustra o principio basico da
sintese de nanoparticulas poliméricas por polimerizagdo em miniemulsdo via dupla
emulsdo. A Figura 16 também exemplifica a incorporagdo do farmaco hidrofilico na
fase aquosa interna; porém sabe-se que ¢ possivel também a inser¢do simultdnea de
agente lipofilico na fase organica (SHI ef al., 2003), como também a adicao de aditivos,
como co-estabilizantes (MELO, 2015), espessantes (SCHMIDTS et al., 2010), NaCl
(atuando como controlador de pressao osmoética) (FICHEUX et al., 1998; SCHMIDTS
et al., 2009), além de misturas de surfactantes (GRIFFIN, 1949), entre outros.
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Figura 16 - Representag@o esquematica do principio basico da sintese de nanoparticulas poliméricas por
polimerizagdo em miniemulsdo via dupla emulséo.

As NPPs formadas foram caracterizadas quanto ao tamanho e distribui¢do do

tamanho das particulas pelo Zetasizer, morfologia por microscopia 6ptica e eletronica

de varredura, andlise de conversdo, distribuicdo de massas molares por GPC e

estabilidade térmica por TGA e DSC.

3.2.5 Ensaio com 0 Homogeneizador de Alta Pressao

Como ja mencionado anteriormente, a preparagao das NPPs também foi avaliada
em relacdo a possibilidade de escalonamento do processo. Para isso, fez-se uso do
homogeneizador de alta pressdo (Artepecas, modelo APLAB-10), como mostrado na

Figura 17. Os testes foram feitos no Laboratorio Engepol.
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Figura 17 - Homogeneizador de alta pressao (Artepecas, APLAB-10) usado para homogeneizar 1E e 2E.

3.2.5.1 Estudo da 12 Emulsao (1E)

A composicao usada para formular a primeira emulsdo no homogeneizador de
alta pressao se baseou na formulacdo da emulsdo priméaria estudada no turrax; porém,
como se trata de um equipamento para escalonamento industrial, a carga minima de
produto inicial era de 300 g, o qual foi adotado como o total da 1E. As propor¢des das
fases dispersa e continua permaneceram as mesmas, isto é, 20 e 80% m/m,
respectivamente. Foram realizados testes com trés composi¢des diferentes: o primeiro
similar a0 N_5% e os outros dois similares a0 N 5% 1%PMMA, conforme mostrado

na Tabela 10.

Para as amostras H 1E1 e H 1E2 utilizou-se uma pressdo de 200 bar no
homogeneizador, mas se diferem pela adicio do PMMA na fase oleosa. Ja o teste
H 1E3 usou a mesma formulagdao da H 1E2, porém utilizou-se pressao de 350 bar.
Todas as amostras foram pré-emulsificadas em agitador magnético por 2 min antes de

serem vertidas no homogeneizador.

Tabela 10 - Composi¢ao da 1E, em massa [g], usando o homogeneizador de alta pressao.

FASE CONTINUA FASE DISPERSA
(80%m/m) (20%m/m)
Amostra Pressao (bar) MMA Span80 PMMA H:0
H 1E1 200 228 12 - 60
H 1E2 200 225,72 12 2,28 60
H 1E3 350 225,72 12 2,28 60
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As emulsdes foram caracterizadas quanto a estabilidade no Turbiscan e

morfologia por microscopia Optica.

3.2.5.2 Emulsao Dupla (2E) e Polimerizacdo em Miniemulsdo

Para formagao da dupla emulsao, a condi¢do da primeira emulsao utilizada foi a
da amostra H 1E2 (Tabela 10). As proporgdes e as composicdes da emulsdo dupla
seguiram as mesmas condi¢des da amostra 2E3 (Tabela 9), ou seja, 20% m/m de fase
dispersa e 80% de fase continua e o surfactante hidrofilico foi o lauril sulfato de sodio
(LSS), a 1% m/m da fase continua. Foram feitas duas amostras da emulsao dupla, sendo
que a primeira (H NP 1a) foi levada ao homogeneizador de alta pressdo para geragao
da emulsdo dupla antes de ser vertida no reator. A segunda amostra (H NP _1b) foi

formada somente no reator.

A quantidade total da dupla emulsdo para a amostra H NP 1la foi de 300 g, uma
vez que foi formada no homogeneizador. No entanto, como o minireator suporta apenas
100 g de mistura, 80 g de emulsdo foram vertidas no minirreator como margem de
seguranca. A amostra foi pré-emulsificada no agitador magnético por 2 min e sé depois
foi levada a homogeneizacao a 100 bar durante 10 min, antes de ser transferida para o
reator. A dupla emulsdo H NP_1b foi feita no proprio reator, com carga total de 80 g.
Primeiramente, adicionou-se ao reator a fase aquosa externa, composta por agua e LSS.

Em seguida verteu a emulsdo primaria no reator para formar a emulsao dupla.

A reagdo de polimerizacdo em miniemulsao ocorreu a 70°C sob agitacao de 500
rpm e durante 2 h. Para ambas as amostras, apenas quando a temperatura do reator foi
estabilizada a 70 °C, o KPS, previamente dissolvido em uma parcela da agua da fase

aquosa externa, foi vertido no reator.

As NPPs formadas foram caracterizadas quanto ao tamanho e distribui¢do do
tamanho das particulas, morfologia por microscopia oOptica e eletronica de varredura,

analise de conversao e distribui¢do de massas molares por GPC.
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3.2.6 Encapsulamento da BSA in situ

Esta etapa compreendeu o encapsulamento da proteina Albumina de soro bovino
(BSA) em nanoparticulas poliméricas de PMMA. A BSA j4& ¢ bastante usada na
literatura como proteina modelo para ensaio de bioconjugacdo e encapsulamento
(GLASSER et al., 2016; LAMPRECHT et al., 2000; LIU et al., 2011; TELLES, 2013;
YE, KIM e PARK, 2010). E por ter estrutura muito similar a HSA (Human Serum
Albumin) (FERREIRA, 2009), a BSA foi adotada como biomolécula hidrofilica modelo

neste trabalho.

O processo de preparo se baseou na metodologia descrita nas seg¢oes 3.2.2 ao
3.2.5. A carga de BSA usada foi de 5% m/m em relagdo a fase aquosa interna.
Entretanto, para manter constante o pH do meio, garantindo a estabilidade da proteina, a

agua da fase aquosa interna foi substituida pela solugao tampao fosfato 0,1M e pH 7.

3.2.6.1 Preparacdo usando o Ultra-turrax

A primeira emulsao foi definida a partir da amostra N 5% 1%PMMA (branco)
da Tabela 8. As unicas alteragdes feitas dizem respeito a adi¢do de 0,3 g (5% m/m) de
BSA na fase dispersa e a troca da agua pela solucao tampao fosfato. As condi¢des de
emulsificacdo no ultra-turrax permaneceram as mesmas. Procedimento similar foi usado
para preparacdo da dupla emulsdo e da reacdo de polimerizagdo, as quais transcorreu
conforme descrita para a emulsdo secundaria 2E3 (branco) (Tabela 9) e do latex

NP 2E3. Neste caso, a NPP formada foi denominada NP_2E3 BSA.

A NP 2E3 BSA foi caracterizada quanto ao tamanho e distribuicdo dos
tamanhos da particula, morfologia, conversdo, distribuicio de massas molares e
estabilidade térmica, além da quantificagdo da eficiéncia de encapsulamento e de

liberagao controlada da BSA, como discutidos adiante.

3.2.6.2 Preparacdo usando o Homogeneizador de Alta Pressdo

A primeira emulsao foi preparada como descrito para a amostra H 1E2 (branco)
da Tabela 10. As unicas alteracdes feitas dizem respeito a adicdo de 3 g (5%m/m) de

BSA na fase dispersa e a troca da dgua pela solu¢do tampao fosfato. As condigdes de
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emulsificacdo no homogeneizador de alta pressdo permaneceram as mesmas.
Procedimento similar foi adotado para a prepara¢do da dupla emulsdo e da reagdo de
polimerizacdo, que transcorreram conforme as amostras H NP la e H NP 1b
(brancos) - descritas no topico 3.2.5.2 - . Neste caso, as NPPs formadas foram

denominadas H NP _1a BSAe H NP 1b BSA.

A NPPs foram caracterizadas quanto ao tamanho e distribui¢do do tamanho da
particula, conversdo, distribuigdo de massas molares, além da quantificacdo da
eficiéncia de encapsulamento e liberacao controlada do BSA, que serdo elucidadas nos

topicos a seguir.

3.2.6.3 Teste de Eficiéncia de Encapsulamento

As proteinas absorvem fortemente na regido ultravioleta devido aos residuos de
aminoacidos, mas existem diversas técnicas colorimétricas que podem ser utilizadas
para determinacdo da quantidade de proteina no espectro visivel, como os Métodos de
Bradford, de Lowry e de Biureto. Por esse motivo, foi utilizado o espectrometro de
absor¢do UV-visivel (Bel, Photonics, UV-vis spectrophotometer UV-MS51) para
quantificar a massa de BSA presente nas NPPs. Foi escolhido o Método de Bradford
(BRADFORD, 1976) como teste de dosagem da proteina. As andalises foram feitas no

Laboratorio do Grupo Interdisciplinar de Fendmenos Interfaciais (GRIFIT).

A técnica de espectroscopia de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel ¢ uma
andlise muito empregada na determinacdo da concentracdo de uma substincia que
absorve radia¢do na regido do ultravioleta ou do visivel. Seu principio ¢ fundamentado
pela Lei de Beer-Lambert, a qual relaciona diretamente e linearmente a concentragcdo da
substancia em uma solugdo com sua absorbancia de luz. Entretanto, a linearidade da Lei
de Beer-Lambert ndo ¢ valida para concentracdes muito elevadas. Por isso, de forma
pratica, as solugdes mensuradas devem apresentar valor de absorbancia igual ou inferior

a 1; caso contrario, deve-se diluir a solugao antes da aferi¢ao da absorbancia.

O Método de Bradford ¢ um procedimento rapido de dosagem para deteccdo e
determinagdo da quantidade de proteina presente em determinada solug¢do. O método ¢
baseado na interacdao entre o principal componente do reagente de Bradford, o corante

azul de coomassie brilhante, ¢ macromoléculas de proteinas que contém residuos de
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aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. A intera¢do entre a proteina de
alta e média massa molar e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante
para a forma anidnica que absorve fortemente no comprimento de onda de 595 nm. Esta
interagdo estabiliza a forma anionica do corante, causando uma visivel mudanca de
coloragdo inicialmente castanho para tons de azul, de acordo com a concentragdo da
proteina. A absorbancia normalmente ¢ medida com um espectrofotdmetro, utilizando
como referéncia o comprimento de onda de 595 nm. A comparagdo dos resultados com
uma curva padrao, com valores de concentragdes conhecidos, permite a determinacao

da concentragdo da proteina (BRADFORD, 1976).

Dessa forma, o procedimento usado para quantifica¢do e célculo da eficiéncia de

encapsulamento da BSA estdo descritas a seguir.

e Preparo do Reagente de Bradford
Utilizou-se o reagente de Bradford fornecido pela Sigma Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos). Porém, a solucdao foi filtrada em papel filtro simples para

eliminar possiveis impurezas. O reagente deve ter coloragdo marrom clara.

e Preparo da Curva de Calibragao

Preparou-se 50 mL de solu¢cdo de BSA em agua Milli-Q na concentragao de
0,1g/L. A partir dessa solucdo-made, prepararam-se os outros padrdes, nas
concentracgoes finais de 0,02; 0,04; 0,06 e 0,08 g/L. Essas cinco concentracdes
formaram os pontos para constru¢cdo da curva de calibracdo de concentracdo
versus absorbancia, e mensuradas no espectrofotdometro UV-visivel em 595 nm.

A partir da regressao linear da curva, foi possivel determinar a relacao
numérica entre concentracdo e absorbancia através da equacdao da reta e o
coeficiente angular, os quais foram utilizados posteriormente como base de
calculo para aferir a concentracao final das amostras. O coeficiente de correlacao
da curva (R?) deve estar acima de 0,96 para validacio da curva (TELLES, 2013).
Vale ressaltar que a curva foi refeita a cada uso devido a filtracdo e possivel

instabilidade do reagente que se degrada muito rapidamente.

e Procedimento para Dosagem
Tanto para os pontos da curva quanto para as amostras, foram retiradas

aliquotas de 0,1 mL e adicionados 1 mL do reagente de Bradford, deixando-os
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interagindo dentro de tubos Eppendorf por 10 min. Em seguida, com o
comprimento de onda ja padronizado a 595 nm, zerou-se a absorbancia do
equipamento, fazendo a leitura no espectrofotometro com uma aliquota contendo
apenas agua e o reagente. Depois procedeu-se com a leitura da absorbancia das
aliquotas com os padrdes ou com as amostras. Com as absorbancias aferidas,
determinou-se a equagdo da reta através dos resultados para os padrdes, e assim
calculou-se a concentracao final de BSA nas amostras. Foi utilizada cubeta de

quartzo para deposi¢ao da aliquota no espectrofotometro.

e Amostras utilizadas

As amostras testadas foram os sobrenadantes dos latices providos do turrax
(NP_2E3) ou do homogeneizador de alta pressao (H NP la e H NP 1b), que
serviram como branco para determinagdo da eficiéncia de encapsulamento e
liberacdo; além dos latices contendo a proteina (NP_2E3 BSA, H NP la BSA
e H NP _1b BSA), para dosagem da carga de BSA. As amostras precisaram ser
diluidas 100 vezes antes de medir no UV-visivel. Todos os ensaios foram feitos
em duplicata.

A quantificagdo da BSA presente nas NPPs foi feita de maneira indireta, ou
seja, foi determinada a concentragdo no meio dispersante das NPPs ao invés de
extrai-las das NPPs. Para isso, o latex foi centrifugado a 4000 rpm por 20 min e
a 10000 rpm por mais 20 min. Uma parte do sobrenadante foi entdo retirada para

analise de eficiéncia de encapsulamento.

e C(Calculo da Eficiéncia de Encapsulamento (%EE)
A eficiéncia de encapsulamento pode ser calculada pelo balanco de massa,

de acordo com a Equagao 6.

%EE = 100. CiBsa~ CrBsa (6)

CiBsa
sendo que o C;jpsa € a concentracdo inicial de BSA a ser encapsulada, de valor
igual a 2 g/L, e Crpsa € a concentragdo final de BSA no sobrenadante. O Crgsa
foi calculado pela diferenca de concentragdo final nas leituras conduzidas com

as amostras com BSA e sem BSA (branco).
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3.2.6.4 Ensaio de Liberacdo Contralada

As amostras utilizadas para o ensaio de liberagdo controlada foram as
N 2E3 BSA,H NP la BSA e H NP 1b BSA, além das amostras N 2E3, H NP la
e H NP _1b, que foram empregadas como branco. O teste foi feito no Laboratério de
Engenharia de Polimeros (Engepol) e a quantificacdo por Bradford foi aferida no Grupo
Interdisciplinar de Fenomenos Interfaciais (GRIFIT). Os experimentos foram realizados

em duplicata.

O procedimento iniciou-se com a montagem de um banho térmico que continha
a placa multiponto mantida sob agitacdo magnética e na temperatura de 37°C. Em
seguida, foram preparados dois béqueres para cada amostra: um para retirada da
amostra no tempo de 24 h e o outra para o tempo de 48 h. Ambos os béqueres
continham no meio de liberacdo 10 mL de solucdo tampao PBS, pH 7,4, ¢ 1 mL da
amostra. Vale ressaltar que esse teste foi assegurado o estabelecimento da condigdo
sink, isto ¢, uma condicdo em que o meio de dissolu¢do ndo esteja saturado pelo
composto de interesse. Dessa forma, garante-se que durante o ensaio, a liberagdo nao ¢

prejudicada por fatores termodinamicos.

Apo6s o término do tempo estipulado de 24 ou 48 h, 7 mL do meio de liberacao
foram vertidas na membrana de 300 kDa e submetidas a centrifuga¢do a 4000 rpm por
20 min. As amostras recolhidas do filtrado foram analisadas pelo Método de Bradford.

O célculo da quantidade liberada de BSA no meio de liberagdo ¢ dada pela Equacao 7:

%EE . Mfpsa

M;j Bsa

%Lib = 100 . (7)

sendo que a %EE ¢ a eficiéncia de encapsulamento da respectiva amostra e calculada
através da Equacao (6); Misa ¢ a massa inicial de BSA para ser liberada, de valor igual
a 0,002g; e a MrBsa € a massa final de BSA detectada no filtrado. A Mrgsa foi calculada

com a diferenga de massas entre as leituras da amostra com BSA ¢ sem BSA (branco).

56



3.3 CARACTERIZACOES

3.3.1 Tensdo Superficial e Interfacial dos Oleos (Diesel, Heptano e MMA)

As tensdes superficiais do heptano e MMA foram determinadas pelo gonidmetro
por meio do método da gota pendente. Neste equipamento, a amostra ¢ colocada em
uma agulha automatica que despeja volumes fixos do liquido suspenso por meio de uma
bomba de injecdo. A tensdo superficial ¢ entdo medida por meio da captura da curvatura
da gota momentos antes da gota se desprender da ponta da agulha. O experimento foi

feito em triplicata.

As tensodes interfaciais do heptano e MMA com a dgua também foram calculadas
com auxilio do gonidémetro, empregando a metodologia similar a usada para caracterizar
a tensdo superficial, exceto pelo fato da fase leve (liquido suspenso) ser injetada
diretamente na fase pesada presente em uma cubeta de quartzo. Foram feitos brancos
para cada 6leo (amostras de agua e 6leo sem surfactante), em triplicata, nas quais a fase
leve foi o oleo e a fase pesada a agua Milli-Q. Para as amostras com adicdo de
surfactante Span 80 a fase oleosa, nas propor¢des de 1, 3 e 5% m/m, a fase leve e

pesada foram invertidas, isto €, a dgua ficou na agulha e a fase oleosa na cubeta.

A tensdo superficial do 6leo diesel e a tensdo interfacial do diesel com a agua
foram medidas no aparelho tensiometro pelo método do anel de Du Noiiy. Este
equipamento permite obter uma leitura direta da méxima forca aplicada para remover
um anel de platina sobre um liquido, sendo medida um pouco antes da ruptura do filme
de liquido, permitindo o calculo da tensdo superficial e interfacial (ADAMSON e
GAST, 1997). No caso da tensao interfacial, a fase oleosa continha apenas o diesel para
os brancos e diesel mais surfactante (proporgdes de 1, 3 e 5% m/m) para as demais
amostras. Para fins de validagao, foi realizada também a medida da tensao interfacial da

amostra sem surfactante do diesel usando o gonidometro.

E importante mencionar que para as amostras com surfactantes, a troca das fases
leve e pesada no teste de tensao interfacial no gonidmetro foi necessaria devido a grande
aglomeracdo de surfactantes em uma pequena area superficial ao entrar em contato com
a agua, desestabilizando a gota e impossibilitando a captura de sua circunferéncia. Além

disso, para o diesel, mesmo fazendo a alteragdo das fases, o sistema ainda formava gotas
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muito instaveis que se desprendiam rapidamente, sendo preciso a mudanca do ensaio no

goniometro para o tensiometro.

Todas as andlises de tensdo superficial e interfacial foram efetuadas no GRIFIT.

3.3.2 Analises Morfolégicas

3.3.2.1 Microscopia Optica

As emulsdes primarias e secunddrias e as nanoparticulas sem BSA foram
analisadas por microscopia Optica para observagao da formagdo das gotas, utilizando o
Microscopio Optico Invertido (Carl Zeiss, modelo Axiovert 40 MAT) do Laboratério
Engecol, em condi¢gdes de luz transmitida e campo claro. As aliquotas foram gotejadas

em laminas e levadas ao microscépio.

Na tentativa de observar a estrutura interna das nanoparticulas poliméricas, a
amostra NP _2E3 foi replicada, porém agora encapsulando um corante comercial azul da
marca Xadrez (5% m/m com relagdo a fase aquosa interna), para verificar o contraste de
pigmentacdo entre a nanoparticula e o corante azul. Dessa forma, a amostra NP_2E3
(branco) e a amostra com corante, denominada NP 2E3 CorA, foram submetidas a
anélises de microscopia no Microscopio Optico da marca Zeiss (modelo Imager.M2,
AxioCam HRC) do Laboratério de Neuroquimica, Centro de Ciéncias da Saude,
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ. A analise foi feita em campo claro

usando contraste de interferéncia.

3.3.2.2 Microscopia Eletronico de Varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para
visualizacdo da superficie das nanoparticulas poliméricas obtidas. Antes da analise, as
NPPs foram secas em estufa e maceradas e depois sofreram um tratamento de
metalizacdo por recobrimento com ouro. As condi¢des de operagdo para a aquisi¢ao das
imagens, como tamanhos de “spot”, distancia de trabalho (WD) e as ampliagdes das
regides fotografadas, podem ser observadas nas legendas das micrografias que serdo

apresentadas no Capitulo 4.
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As amostras testadas foram as particulas NP 2E2, NP_2E3, NP 2E4, H NP 1la
e H NP _1b e as andlises foram obtidas pelo MEV da marca FEI Company (modelo
Quanta 400 FEG) do Nucleo de Catalise (NUCAT). Essas amostras também foram
submetidas ao MEV no equipamento da marca Tescan (modelo MEV Vega 3LMU) do
Nucleo Multiusudrio de Microscopia. Além da andlise dessas amostras em pd, as
particulas também foram tratadas por um processo de criose¢do para posterior teste de
morfologia, no qual foi utilizado com o intuito de observar a estrutura interna das NPPs,
de modo a confirmar a formagdo da dupla emulsdo. A criose¢do se baseou nas etapas
seguintes: (1) imersao das NPPs em um molde formado por uma mistura de resina Epoxi
e endurecedor jef, (ii) descanso ao ar livre das amostras por aproximadamente 17 h, (iii)
desinformacdo e corte de lascas bem finas com auxilio de uma lamina metalica, (iv)

metalizacao das amostras, e (v) analise no MEV.

3.3.3 Analise de Conversao

Para a analise ¢ calculo da conversao, foram retiradas diretamente do reator 6
aliquotas de 2 mL de solugdo reacional durante o periodo de 2 horas. Os tempos de
retirada das aliquotas foram de 1, 5, 15, 30, 60 e 120 min apds a adi¢cao do iniciador
KPS na solucdo reacional. Para cessar a reacdo de cada medi¢do, foram utilizadas 5
gotas de solu¢do de hidroquinona 1% m/m em 2 mL da fase reacional. Todas as
amostras foram pesadas em balanga analitica imediatamente apos a retirada. Em
seguida, as aliquotas foram postas em estufa a vacuo a 50 °C para secagem até¢ peso

constante. O célculo de conversao (%X) foi dada pela Equagao 8.
Mg

Ma Mo (8)
Mt

%X = 100.

em que, Mr é a massa final do polimero; M, ¢ a massa inicial da aliquota; Mm ¢ a massa

inicial do monémero e Mt a massa inicial total da soluc¢ao reacional.

A curva normalizada de conversdo contra o tempo foi feita para as corridas

N _2E3; H NP la; H NP 1b; NP 2E3 BSA; H NP la BSAeH NP 1b BSA.
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3.3.4 Diametro Médio e Distribuicio de Tamanho das Particulas

A determina¢do do didmetro médio e distribui¢do de tamanhos de particulas foi
feita por meio da técnica de espalhamento dindmico de luz, utilizando um analisador de
tamanhos de particula da marca Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS. Esta
analise se baseia no espalhamento dindmico da luz (DLS — Dynamic Light Scattering),

associado ao movimento das particulas em um meio sujeito a0 movimento browniano.

Para a realizagdo da anélise, foram utilizadas cubetas de quartzo. Uma gota da
amostra a ser analisada era depositada na cubeta e o restante do volume era preenchido
com agua destilada. Com o auxilio da pipeta pasteur, a dispersao era homogeneizada e
levada ao equipamento. Foram feitas analises com aliquotas de todas as amostras
polimerizadas nos tempos de 10 e 120 min de reacdo, utilizando a distribui¢do de

intensidades para fins de célculo das distribui¢cdes de tamanho.

3.3.5 Distribuicao de Massas Molares

A distribuicdo das massas molares das NPPs formadas foram aferidas pela
técnica de cromatografia de permeagcdo em gel (GPC), conhecida também por
cromatografia por exclusio de tamanho (SEC). Foi utilizado para andlise o
cromatografo Viscotek, modelo GPC Max VE2001, do Laboratério de Engenharia de
Polimeros (Engepol), com coluna linear KF-804L e KF-805L, fornecidas pela Shodex,
com tamanho maximo de poro de 1,5.10° A e 5.10° A, e com detector refratométrico

Viscoteck, modelo VE3580, operando a 40 °C.

Nessa técnica, uma solugdo com o polimero ¢ bombeada através de uma coluna
recheada com um gel poroso heterogéneo. As cadeias menores penetram os poros dos
gel e, por isso, percorrem um caminho maior que as cadeias maiores, a0 passo que as
cadeias maiores sdo eluidas primeiro, havendo uma separacdo gradual e continua de

massas molares da amostra polimérica (CANEVAROLO JR., 2006).

Para realizagdo da analise, pesaram-se 6 mg das NPPs secas e maceradas,
dissolvendo as amostras em 3 mL da fase modvel composta pelo solvente

tetrahidrofurano (THF) e foi feita a medida no cromatdgrafo.
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3.3.6 Estabilidade Térmica

3.3.6.1 Analise Termogravimétrica (TGA)

Para quantificagdo de perdas de massa sob aquecimento dos polimeros, a analise
termogravimétrica (TGA) (Perkin-Elmer, modelo TGA Pyris 1) foram realizadas. As
amostras submetidas ao teste de estabilidade térmica foram as particulas NP 2E2,
NP_2E3, NP 2E4 e NP _2E3 BSA, além do surfactante PVA. Utilizaram-se 10 mg de
cada amostra em poé para o ensaio. O intervalo de temperatura usado foi de 40 a 700 °C,
com rampa de aquecimento de 10 °C/min. As andlises foram conduzidas em atmosfera
inerte com fluxo constante de nitrogénio a 20 mL/min e feitas no Laboratorio de

Processos com Membranas (PAM).

3.3.6.2 Calorimetro de Varredura Diferencial (DSC)

Quando uma substancia sofre alguma transformacao fisica ou quimica, ocorre
liberacdo ou absorcdo de uma determinada quantidade de calor. A técnica de DSC
mede, por meio de uma programagdo controlada de temperatura (aquecimento ou

resfriamento), a energia envolvida nessa transformagao (ODIAN, 2004).

A determinacdo de temperaturas caracteristicas das transigdes térmicas das
particulas poliméricas foram feitas no equipamento Calorimetro de Varredura
Diferencial (Perkin-Elmer,modelo DSC-7 Diamond) do laboratéorio PAM. Foram
pesados aproximadamente 10 mg da amostra em cadinhos de aluminio fechados. Os
termogramas foram obtidos no segundo ciclo de aquecimento/resfriamento, empregando
taxa de aquecimento/resfriamento constante de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio e
em um intervalo de temperatura de 0 a 250 °C. O primeiro ciclo teve como objetivo a

padronizagdo da historia térmica das amostras.

As amostras submetidas ao teste de estabilidade térmica foram as NP 2E2,

NP 2E3, NP 2E4 e NP 2E3 BSA, além do surfactante PVA.
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Capitulo IV

Resultados e Discussdao

4.1 TESTE PRELIMINAR DE ESTABILIDADE DA 12 EMULSAO (1E)

Como o projeto proposto ¢ inovador tanto nos grupos de pesquisas em que o
trabalho foi desenvolvido quanto na literatura, fez-se necessario conduzir ensaios
preliminares de estabilidade, a fim de encontrar uma condi¢do apropriada para o
processo, bem como investigar o comportamento com diferentes Oleos. Assim, em
primeira instdncia, foram realizadas andlises de caracterizacdo dos oOleos e um
planejamento experimental de estabilidade da primeira emulsdo (A/O), utilizando, além
do monomero MMA, os Oleos diesel e heptano como fragdes majoritarias da fase
continua. Foram escolhidas a carga de fase dispersa, a carga de surfactante ¢ a
velocidade de rotacdo do turrax como varidveis de entrada. Foi possivel selecionar
formulagdes que permitiram a obtencdo de emulsdes com estabilidade adequada. As
etapas seguintes envolveram a producdo de emulsdes no homogeneizador de alta
pressao utilizando o mondémero MMA como fase continua e a obten¢ao das emulsdes
duplas para posterior polimerizag¢do. Por fim, foi investigado o encapsulamento da BSA
como biomolécula-modelo nas nanoparticulas produzidas por polimerizacdo em

miniemulsdo dupla.

4.1.1 Caracterizacao dos Oleos (Diesel, Heptano e MMA)

A caracterizacdo dos Oleos teve por finalidade analisar e comparar as
propriedades de tais Oleos e entender os comportamentos em relacdo a adigdao de

surfactantes e a formagao da emulsdao A/O.

Com relagdo ao 6leo diesel, tendo em vista que ndo estava disponivel qualquer
especificacdo detalhada do material, foram medidas a porcentagem de agua, as
viscosidade cinematica e dinamica e a densidade do 6leo a fim de melhor caracteriza-lo.
A quantidade presente de agua foi determinada pela titulacio de Karl Fischer em

triplicata, na qual se constatou o percentual de 0% de dgua no diesel nas trés tentativas.
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Esse resultado indica que nao haverd adgua presente na fase organica nos ensaios de
emulsdo, ndo alterando portanto a propor¢do de fases presentes. A densidade e
viscosidades cinematica e dindmica foram feitas em triplicata no viscosimetro (Anton
Paar, Modelo SVM 3000), obtendo valores iguais a 0,8499 g/cm?; 5,9593 + 0,0012

mm?/s e 5,0651 £ 0,0011 mPa.s, respectivamente.

Como a estabilidade das emulsdes obtidas influencia a morfologia final das
particulas apo6s a polimerizagdo, ¢ importante avaliar as caracteristicas dos sistemas
biféasicos selecionados. Desta forma, uma das propriedades mais relevantes ¢ a energia
de superficie das fases, que foi caracterizada pela medida da tensdo superficial e
interfacial. Os valores encontrados estdo contidos nas Tabelas 11 e 12. Os o6leos puros
sdo as amostras representadas com 0% e as demais com a referente fragdo m/m de
surfactante presente na fase oleosa, em porcentagem.

Tabela 11 - Tensdo Superficial realizada no gonidometro para o heptano e MMA e no tensidmetro para o
oleo diesel.

Amostra Tensao Superficial [ mN/m] Erro do aparelho [mN/m]

Heptano 0% 1 20,44 0,73
Heptano 0% 2 20,49 0,66
Heptano 0% 3 20,44 0,75

Média 20,457 Desvio Padrio 0,029
MMA 0% 1 26,68 0,79
MMA 0% 2 26,82 0,84
MMA 0% 3 26,82 0,84

Média 26,773 Desvio Padrao 0,081
Diesel 0% 27,261 0,017

A tensdo superficial do heptano resultou em média de 20,457 +0,029 mN/m,
valor condizente com o encontrado na literatura, de 20,53 mN/m (ROLO et al., 2002).
Da mesma forma, o monomero MMA teve tensdo superficial média de 26,773 + 0,081
mN/m, parecido com o valor encontrado na literatura de 28 mN/m (CAMEO
Chemicals, 1999). Por fim, embora o diesel apresente uma composi¢do complexa e
variavel, a tensdo superficial de 27,261 mN/m foi similar a retratada por Chen e Chen

(2006), 28,25 mN/m, e Wang et al. (2006), de 28,75 mN/m. Portanto, as medidas sdo
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confidveis. Observa-se que as tensdes superficiais das fases oleosas sdo parecidas, a

despeito das significativas diferencas moleculares entre as espécies.

Tabela 12 - Tensdo Interfacial realizada no gonidometro para o heptano e MMA e no tensidmetro para o

oleo diesel.
Amostra Tensao Interfacial [ mN/m]  Erro do aparelho [mN/m]
Brancos
Heptano 0% 1 50,77 0,31
Heptano 0% 2 50,9 0,21
Heptano 0% 3 50,39 0,18
Média 50,687 Desvio Padrao 0,265
MMA 0% 1 14,96 1,4
MMA 0% 2 15,03 1,18
MMA 0% 3 15,06 1,23
Média 15,017 Desvio Padrio 0,051
Diesel 0% 1* 14,20 0,57
Diesel 0% 2* 14,76 0,45
Diesel 0% 3* 14,45 0,68
Média 14,470 Desvio Padrio 0,281
Diesel 0% 4+ 14,086
Amostras com surfactante
Heptano 1% 6,99 0,16
Heptano 3% 5,93 6,5
Heptano 5% 3,69 6,21
MMA 1% 2,29 5
MMA 3% 0,54 0,61
MMA 5% Nao detectavel
Diesel 1% 2,135
Diesel 3% Nao detectavel
Diesel 5% Nao detectavel

* Triplicata do experimento da tensdo interfacial do diesel feito no gonidometro. ** Medida foi feita no

tensiometro de anel.

Observa-se em particular que o heptano ¢ muito mais hidrofébico que o MMA e
o 6leo diesel, como indicado pela maior tensdo interfacial em agua. E surpreendente o

menor valor de tensdo interfacial do 6leo diesel em relagdo ao MMA e ao heptano, o

que provavelmente ¢ devido a presenca de aditivos no 6leo.

64



Com relagdo as amostras que continham surfactante na fase organica, a tensao
interfacial diminuiu consideravelmente quando comparadas a tensdo interfacial dos
6leos puros, ao ponto que ndo foi possivel detectar sua medida. Ademais, com o
aumento da concentragdo de surfactante, o decaimento da tensdo foi ainda mais
significativo. Tal fenomeno ocorre devido ao carater anfifilico do surfactante, que
possibilita a diminui¢do da tensdo na interface entre as fases aquosa e oleosa (MYERS,
1999). Vale ressaltar que o decaimento da tensdo interfacial ¢ indicativo da maior
facilidade para formar uma emulsdo, porém nao necessariamente garante que a
estabilidade das grandes areas interfaciais associadas a emulsdes sera prolongada. De
qualquer forma, os dados mostram que o surfactante proposto (Span 80) ¢ ativo nos trés
sistemas analisados, justificando a execu¢do da proxima etapa, que consiste em estudar
a cinética da desestabilizacdo da emulsdo dgua em Oleo na presenga de diferentes

quantidades de surfactantes.

4.1.2 Efeito da Formulacao sobre a Estabilidade das Emulsoes

Com o intuito de extrair o maximo de informacdes a respeito da estabilidade do
sistema de emulsdo A/O, usando menor numero de experimentos possivel, foi
empregado um plano experimental fatorial completo a dois niveis (2°) e andlise
estatistica, admitindo-se distribui¢do normal de probabilidades, com um intervalo de

confianc¢a de 95% (SCHWAAB e PINTO, 2007).

A proposta do planejamento também visou a determinacdo de uma condigdo
Otima para a estabilidade da emulsdo primaria A/O para posterior uso na formagdo da
dupla emulsdo, polimerizagdo por miniemulsdo e encapsulamento de firmacos. Dessa
forma, todos os intervalos propostos tiveram embasamento e coeréncia com os dados do

grupo de pesquisa, bem como da literatura.

A escolha do surfactante baseou-se nos estudos de Griffin (1949), que
descrevem sobre a faixa de HLB do surfactante para cada tipo de emulsdo; no caso de
emulsdo do tipo agua em o6leo, o HLB deve estar entre 4 a 6, logo como o Span 80 tem
HLB igual a 4,3, pode ser utilizado como o estabilizante lipofilico. Além desse
argumento, o Span 80 ndo ¢ uma substancia ou mistura perigosa de acordo com o

Regulamento (CE) n°® 1272/2008 (ACOFARMA, 2010), sendo permitido como
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adjuvante farmacotécnico pela ANVISA (ANVISA, 2006). Por isso, o Span 80 ¢ usado
com alta frequéncia em trabalhos cientificos, em especial aqueles relacionados a
farmacos e inclusive para dupla emulsdes (BAI et al., 2015; FICHEUX et al., 1998;
PAYS et al., 2002; SCHMIDTS et al., 2009, 2010; ZHU et al., 2005), sendo usado com
sucesso como surfactante na primeira etapa de emulsificacao agua-em-6leo (HUNTER,
BENNETT, 1997). Ademais, Zhu et al. (2005) relatou que o fato do Span 80 apresentar
uma liga¢do dupla na parte da cauda apolar (Figura 18), resulta em uma cadeia mais
flexivel, de maneira que a interface estaria mais propensa a se curvar, gerando menores
tamanhos médios de particula. O Span 80 ¢ um surfactante nao-idnico, de forma que o
mecanismo de estabilizacdo ¢ devido principalmente ao impedimento estérico

(AMERICAS, 1980).
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Figura 18 - Estrutura quimica do Span 80

4.1.2.1 Analise das Amostras e das Variaveis de Saida

O aspecto geral das amostras geradas nos ensaios do planejamento e os valores
das variaveis de saida, porcentagem de sedimentagdo (%S) e indice de estabilidade do
turbiscan (TSI), obtidos nos ensaios de estabilidade estdo dispostos a seguir. Tais
resultados foram primeiramente analisados separadamente para cada fase oleosa

utilizada para entdo ser feita a comparagdo dos mesmos.

Diesel

O diesel foi escolhido nessa etapa inicial, pois possui caracteristicas distintas do
MMA, e portanto foi possivel observar comparativamente, os diferentes
comportamentos desses 6leos por meio do planejamento experimental, além disso, o
mesmo ¢ de facil aquisi¢do. Na Figura 19 ¢ mostrada a aparéncia da emulsdo de 6leo
diesel com span 80 e agua destilada. A Figura 19.a) representa as emulsdes antes de

serem submetidas ao processo de homogeneizacdo, na qual ¢ possivel observar a
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imiscibilidade dos liquidos em questao e na interface a presenga do surfactante, devido a
sua caracteristica anfifilica. A Figura 19.b) retrata o sistema ja emulsionado ap6s 20min,
em que sua coloracdo apresenta tom rosado leitoso, porém comecando a surgir regides
mais claras (proximas ao fundo e portanto, ricas em agua) e regides mais rosadas
(proximas ao topo, evidenciando a maior presenca da fase oleosa). Por conseguinte,
observa-se a ocorréncia dos fendmenos de clarificacdo e sedimentacdo. Por fim, a
Figura 19.c) expde a emulsdo apos 2 h do término da homogeneizagdo, onde ¢ visto
mais nitidamente o aparecimento de trés camadas, e consequentemente a prevaléncia
dos fendmenos de desestabilizacdo. As demais amostras do experimento obtiveram
aspecto visual similar ao da Figura 19, apresentando apenas algumas varia¢des de cor e
espessura das camadas, a depender da condicdo imposta pelo planejamento

experimental.

Figura 19 - Aparéncia da emulsdo de agua em 6leo diesel a) antes da homogeneizago no ultra-turrax; b)

20 min apds passagem no ultra-turrax; e ¢) 2 h ap6s passagem no ultra-turrax.

A Figura 20 mostra o perfil cinético do processo de desestabilizacdo das
emulsdes por meio do Turbiscan. Na abscissa encontra-se a altura da cubeta do fundo
até o topo, enquanto na ordenada encontra-se o valor da variagdo de backscattering
(%ABS). A partir desta figura ¢ possivel detectar mais fenomenos de desestabilidade e
com maior eficicia do que a olho nu. Por exemplo, se a regido do topo (lado direito do
grafico) estiver decaindo com o tempo, implica-se que houve clarificacdo nessa regido,
devido ao decréscimo da concentracdo de particulas nessa area, isto €, migracdo das
particulas do topo para as regides centrais ¢ inferiores. Vale relatar que utilizou-se de
trés amostras como modelo, os perfis associados as demais amostras encontram-se

presentes no Apéndice A.
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Figura 20 - Perfis qualitativos de estabilidade para emulsdo de agua em oleo diesel para trés amostras do

planejamento: a) amostra N_04; b) amostra N_06; e c) amostra sem surfactante.

Na Figura 20.a) observa-se que as curvas ao longo do tempo estdo quase se
sobrepondo na maior parte dos pontos da cubeta. Isso significa que ndo houve grande
variagdo de backscattering, e consequentemente a emulsdo ndo se alterou com o
decorrer do tempo, ndo havendo migracao ou aglomeragdo de particulas. Portanto, tal
comportamento representa uma emulsdo mais estavel. Deve-se mencionar que
geralmente ndo sdo observadas mudancas no tamanho de particula quando o BS se
encontra no intervalo de até 2% e que amostras estdveis possuem ABS menores que
10% (MENGUAL et al., 1999; OLEINIK, SCHROEDER ¢ NOWAK, 2015), como
ocorreu no caso da Figura 20.a). Entretanto, o equipamento conseguiu captar pequenas
alteragcdes no BS, sugerindo que houve um pouco de sedimentacdo (pico na area

esquerda do grafico) e clarificagdo (regido entre 40 e 45mm).

Um comportamento mais instavel pode ser constatado na Figura 20.b).
Primeiramente ¢ observada uma mudanga no backscattering ao longo de toda altura da
cubeta, em especial na regido mediana, a qual esta relacionada com o aumento do
tamanho das particulas, correspondente aos fendmenos de floculagdo e coalescéncia,
assim como reportado por Olejnik, Schroeder e Nowak (2015). Além disso, o
decaimento da porcentagem de BS no topo (parte da direita do grafico) esta relacionada
a reducdo da concentragdo de particulas no topo e portanto ocorreu clarificacdo. Por
outro lado, o pico no fundo da cubeta foi devido ao aumento da concentracdo de

particulas nessa area, com a ocorréncia de sedimentagdo (FORMULACTION, 2009).
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Por fim, a Figura 20.c) retrata outro exemplo de emulsdo instavel, uma vez que
as curvas ndo estdo sobrepostas por toda a altura da cubeta todo o tempo. Isso ¢ uma
caracteristica tipica de floculagdo e/ou coalescéncia, assim como mostrado na Figura
20.b); porém o tempo de analise foi menor, 20 min contra 1 h e meia da Figura 20.b), de
forma que a agregagao ocorreu muito mais rapidamente na auséncia do surfactante. Essa
acelerada aglomeragao j4 era esperada, pois a amostra ndo continha Span 80 e, portanto,
ndo continha estabilizante para diminuir a tensdo interfacial, promover a formagdo e a

estabilidade da emulsao (MYERS, 1999), evitando as desestabilizagdo irreversivel.

No entanto, para fins comparativos, apenas a analise qualitativa dos graficos de
cada experimento ndo ¢ suficiente para afirmar qual ou quais sistemas emulsionados do
planejamento foram os mais estaveis. Portanto, foram calculadas as varidveis de saida,
porcentagem de sedimentagdo (%S) e o indice de estabilidade do Turbiscan (TSI), de
forma a atender aos quesitos comparativos. A Tabela 13 resume os valores encontrados
das variaveis resposta apds o procedimento estatistico experimental para o tempo de 40
min, exceto para os brancos (sem surfactante), cujos experimentos foram conduzidos

por 20 min.

Sabe-se primeiramente que ambas varidveis respostas sdo inversamente
proporcionais a estabilidade da emulsdo, ou seja, quanto menores os seus valores, mais
estavel ¢ a emulsdo. Assim, de forma geral, os resultados foram pequenos para quase
todos os experimentos do plano fatorial, indicando boa estabilidade. As principais
justificativas podem estar atreladas ao fato do diesel ter composicdo complexa,
contendo outros aditivos que podem favorecer a estabilidade. Além disso, o diesel
possui uma viscosidade elevada, que dificulta a movimentagdo das particulas, evitando
a migracdo e a agregacao das mesmas (ADAMSON e GAST, 1997), e por ser
majoritariamente constituido por hidrocarbonetos com 15 a 18 atomos de carbono, ¢
bastante apolar, e por conseguinte tem boa afinidade com o surfactante lipofilico em

questdo (ADAMSON e GAST, 1997; SCHMIDTS et al., 2010).

Analisando ambas variaveis de saida para cada experimento, observa-se que para
ambos os casos, a melhor condi¢ao ocorreu no intervalo de maior carga de surfactante e
de menores carga de fase dispersa e velocidade, correspondente ao experimento 4. Ja a
pior situacdo aconteceu exatamente na condi¢do contraria a esta. Entretanto, observa-se

que o experimento 6, também obteve TSI baixo, o que indica que o efeito da velocidade
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de rotagdo deve ser o mais determinante para regido experimental estudada. Ademais,
reprodutibilidade também pode ser observada neste planejamento, pois os valores para o
ponto central (experimentos 9 ao 11) foram parecidos para as duas variaveis de saida.

Tabela 13 - Valores das variaveis de saida, porcentagem de sedimentagdo e indice de estabilidade do
Turbiscan, para o planejamento experimental com o diesel.

Variavel 1
Carga Variavel 11 Variavel 111
Experimento Surfactante Carga fase Velocidade do ultra- | %S TSI
na F.O. dispersa [%m/m]  turrax [rpmx10°]
[Y%om/m]
1 5 30 13 14,984 14,675
2 5 30 5 -2,355 5,558
3 5 10 13 8,953 6,537
4 5 10 5 0,637 4,745
5 1 30 13 41,580 25,392
6 1 30 5 -2,286 4,485
7 1 10 13 14,868 10,387
8 1 10 5 1,418 5,053
9 3 20 9 7,107 8,718
10 3 20 9 7,469 9,971
11 3 20 9 7,844 9,609
Branco 1 0 10 9 71,941 7,139
Branco 2 0 20 9 64,949 7,250
Branco 3 0 30 9 67,461 8,016

Além disso, a analise qualitativa feita para as amostras sem surfactante (Figura
20.c)) foi comprovada pelo alto valor obtido da porcentagem de sedimentagdo, mesmo
ocorrendo com a metade do tempo total do planejamento. O aumento do TSI dos
brancos ndo foi muito perceptivel quanto para a %S, porém foram maiores que o TSI
das amostras tratadas com surfactante para o mesmo tempo final de 20 min (dados ndo

mostrados).

Por meio das ferramentas de analise do Turbiscan, foi possivel tracar o perfil
dindmico do TSI para cada amostra (Figura 21). De maneira geral, todas os perfis
apresentaram comportamento linear ao longo do tempo, com exce¢do da amostra N_05,

que mostrou variacdo acentuada nos primeiros instantes e posteriormente linear. Isso
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mostra que o processo de desestabilizagdo ¢ continuo em todos os casos, definindo em
termos da velocidade com que ocorre. Portanto, existe um espaco de tempo finito que

permite a manipulagdo das emulsdes preparadas.

30
=o=N 01 diesel
25 —@=N (02 diesel
=t==N 03 diesel
20 —¢=N_04 diesel
= 15 =3=N_ 05 diesel
= —o—N_06_diesel
10 N_07_diesel
N _08 diesel
> N_09_diesel
9305 - N 10 diesel
5 45 N 11 diesel

Tempo (min)

Figura 21 - Perfil do TSI em fungdo do tempo para emulsdo de 4gua em 6leo diesel do planejamento
experimental. Erro = + 0,64.

Heptano

O heptano também foi escolhido nessa etapa inicial, por possuir, da mesma
forma que o diesel, caracteristicas distintas do MMA. Além disso, o heptano foi o dleo
mais hidrofobico, visto o valor da tensdo interfacial com a agua (Tabela 12), e assim foi

de interesse entender tal comportamento através do planejamento experimental.

O comportamento das amostras das emulsdes compostas por heptano, Span 80 e
agua ¢ exemplificado com a amostra N 10 na Figura 22. Na Figura 22.a) ¢ possivel
observar uma emulsdo visualmente homogénea apoés 1 min do término da
homogeneizagdo, ficando com uma coloracdo branca leitosa. A Figura 22.b) retrata o
sistema ja emulsionado ap6s 20min, com coloragdo ainda branco leitosa, porém ja
inicia-se uma diferenciacdo de cores nas regidoes do topo e fundo, ficando um pouco
mais transparente e branco acinzentado, respectivamente. O topo provavelmente ficou
mais rico em heptano, pois o hidrocarboneto apresenta aparéncia transparente e tem
densidade menor que da 4gua, de valor em torno de 0,680g/cm® (DYMOND et al.,
1988). Em contrapartida, a regido do fundo ficou mais rica em agua. A regido central
com uma aparéncia similar a vista nos momentos iniciais. Ap6os 2 h, a aparéncia descrita

para a Figura 22.b) ¢ mais real¢ada (Figura 22.c)), do mesmo modo que ocorreu com a
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amostra de diesel (Figura 19.c)), sendo possivel observar a presenca de trés camadas,

enfatizando a ocorréncia dos fenomenos de desestabilizacao.

Como a agua e o heptano sdo transparentes e a emulsdo formada era branca, as
mudancgas de coloracdo no decorrer do tempo foram mais dificeis e lentas de serem
identificadas, assim como os mecanismos de desestabilizacdo. Em contrapartida, as
analises com o Turbiscan evitam esse problema, de forma a reconhecer mais facil e

rapidamente o comportamento da emulsdo (Figura 23).

Figura 22 - Aparéncia da emulsdo de dgua em heptano a) 1min; b) 20min; e c) 2h ap6s passagem no
ultra-turrax.

A Figura 23.a) ilustra o comportamento de grande maioria das amostras do plano
de experimentos, na qual foi constatada a floculagdo e coalescéncia (curvas na regido
central ndo sobrepostas), além da clarificacdo no fundo e no topo da cubeta, devido a
presenca de bandas. A Unica excecao observada foi a amostra 5 (Figura 23.b)), na qual
além da ocorréncia da floculagdo e coalescéncia, observou-se larga area de

sedimentacao (intervalo entre 0 ¢ 18 mm).
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Figura 23 - Perfil qualitativo de estabilidade para emulsdo de 4gua em heptano para duas amostras do
planejamento: a) amostra N_02; b) amostra N_05.
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A Tabela 14 resume os valores encontrados das varidveis resposta apds o

procedimento experimental para o tempo de 40 min.

Tabela 14 - Valores das variaveis de saida, porcentagem de sedimentagao e indice de estabilidade do
Turbiscan, para o planejamento experimental com o heptano.

Variavel 1
Carga Variavel 11 Variavel 111
Experimento Surfactante Carga fase Velocidade do ultra- | %S TSI

naF.O.  dispersa [%m/m]  turrax [rpmx10°’]

[Yom/m]
1 5 30 20,5 19,581 9,245
2 5 30 11,5 15,733 6,545
3 5 10 20,5 19,207 5,632
4 5 10 11,5 12,404 2,230
5 1 30 20,5 48,072 8,961
6 1 30 11,5 30,678 5,235
7 1 10 20,5 25,195 3,540
8 1 10 11,5 20,687 1,985
9 3 20 14,5 21,821 6,222
10 3 20 14,5 17,036 4,760
11 3 20 14,5 20,202 6,493

Em relagdo a porcentagem de sedimentagdo, os valores foram sempre mais altos
que os alcangados com o diesel, provavelmente em virtude de varios fatores: (i) do mais
baixo valor de viscosidade, 0,389 mPa.s (DYMOND e O/YE, 1994), que facilita a
movimentagdo ¢ interacdo das particulas umas com as outras, com consequente
promocio de floculacio e coalescéncia; (i) da mais baixa densidade, 0,680g/cm?®, que
promove a separacao mais rapida da agua; (iii) da maior tensdo interfacial, com a agua,
que torna menos eficiente o uso do surfactante. No entanto, as condigdes de preparo das
amostras do heptano mais ¢ menos estaveis, N 04 e N _05 respectivamente, foram
também a melhor e a pior condi¢des encontradas no caso do diesel. Portanto, os efeitos

observados podem ser explicados de forma similar.

Os valores de TSI foram baixos quando comparados aos de %S, talvez pelo fato
do TSI levar em consideracao a soma de todas as mudangas ocorridas na regiao total da
cubeta durante periodo considerado de tempo, enquanto a %S ¢ calculada com os dados

da regido central do grafico apenas. Porém os melhores e piores resultados também
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foram a N 04 ¢ N 05, juntamente com a N 08 e N 01, respectivamente. Os baixos

valores de TSI podem ser devidos a variacdo lenta e continua do %ABS.

A Figura 24 mostra os perfis do TSI de todos os experimentos em relagdo ao
tempo. As curvas seguem padrdes similares, em que observa um aumento mais
acentuado nos 20 minutos iniciais € menos acentuado apds isso. Com excecdo das
amostras N 04 e N_08, que resultaram em perfis mais lineares ao longo do tempo. De
forma geral, a Figura 24 ¢ muito semelhante a Figura 21, indicando a similaridade entre
os processos de instabilidade das emulsdes preparadas com o diesel e heptano, a

despeito das diferengas ja relatadas.
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Figura 24 - Perfil do TSI em fung¢io do tempo para emulsdo de d4gua em heptano do planejamento
experimental. Erro = £ 0,93.

Metacrilato de metila

Dentre os trés oOleos analisados, o MMA foi aquele que apresentou
comportamentos mais variados, como ilustrado na Figura 25. As Figuras 25. a), b) e ¢)
sao amostras obtidas 1min apds a emulsificacdo, no qual observam-se duas camadas
apods pouco tempo do término em algumas amostras (Figura 25.a)), com aspecto branco
leitoso no centro e fundo e liquido turvo no topo; outras amostras com coloragdo
amarelada (Figura 25.b)); e acinzentada (Figura 25.c)) com topo um pouco mais
transparente. Com o decorrer do tempo, foram surgindo camadas com coloragdes
diferenciadas (Figuras 25.d) - 1)), em que as regides superiores eram constituidas
principalmente por MMA, devido a menor densidade em relagdo a dgua, e mais ricas em
agua no fundo. Na Figura 25.d) aparentemente ocorreu a decantagdo da emulsdo A/O,

ficando no topo o excesso de MMA, onde ¢ mais evidenciado em 2h apods a
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emulsificagdo (Figura 25.g)). Nas amostras compostas por trés camadas (Figuras 25.¢) e
h)), viu-se o aparecimento de uma camada inferior, provavelmente composta
majoritariamente por dgua, € apenas na regido intermediaria onde existiria o sistema
emulsionado e similar ao preparado durante a homogeneizacdo. Por fim, os
experimentos com carga de 1% de Span 80 na fase organica sdo representados na coluna
da direita, em que presumivelmente ndo tiveram composi¢do adequadamente suficiente
para formar uma emulsdo, uma vez que coloracdo ndo alterou muito depois da
homogeneizacao e houve aparentemente separacdo completa de fases apos 2 h (Figura
25.1)). Esses resultados sao surpreendentes, dada a polaridade do MMA e a maior
compatibilidade com a &4gua (quando comparado com o diesel e heptano) e
provavelmente indica a atuagdo menos eficiente do emulsificante. Esse exemplo mostra

a importancia de compatibilizar o meio disperso com o emulsificante usado.

Figura 25 - Aparéncia da emulsdo de agua em MMA a), b), ¢) 1min; d), e), f) 20min; g), h), i) 2h apos

passagem no ultra-turrax.
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Da mesma forma, os estudos qualitativos feitos no Turbiscan demonstraram
diferentes aspectos (Figura 26) para os experimentos do planejamento, além de mostrar
maior instabilidade, quando comparada com os ensaios conduzidos com dleo diesel e
heptano. Vale ressaltar que a apresentacdo do grafico de transmissao (AT) também foi
necessaria, porque as amostras apresentaram regioes transliicidas e parte da luz foi

transmitida.

A Figura 26.a) mostrou maior estabilidade comparando-se com as Figuras 26.b)
e ¢). Nota-se uma pequena banda de clarificagdo em Imm, indicando uma fina camada
rica em agua, porém ainda na regido inferior observou-se um pico largo, sugerindo a
existéncia de uma camada mais espessa de sedimentagdo da emulsdo A/O. O pico de

transmissdo provavelmente foi devido a clarificagdo, resultante da sedimentagao.

O perfil da estabilidade da Figura 26.b) representa as amostras que apresentaram
trés camadas, com decaimento expressivo no intervalo de 0 a 7 mm, seguido por um
largo pico, referente a sedimentagdo da emulsdo, seguida da clarificagdo
(FORMULACTION, 2009). O subito aumento na transmissdo (altura de 11 mm) ¢
indicativo da clarificagdo. Além disso, ocorreu um pequeno aumento no ABS,

caracterizando a ocorréncia de floculagdo ¢ coalescéncia.

Na Figura 26.c) também ¢ notdvel o aparecimento da floculagdo e coalescéncia,
devido ao acréscimo do AT e ABS ao longo de toda a altura da cubeta. Huck-Iriart,
Candal e Herrera (2011) alegam que um pronunciado aumento no BS ou ABS no topo

da cubeta sugere a migracao de aglomerados.

A fim de melhor retratar as diferengas observadas entre os experimentos, a

Tabela 15 apresenta os valores quantitativos referentes aos parametros de resposta.

Primeiramente, percebe-se que os valores de %S e TSI sdo muito maiores que os
do diesel e heptano, corroborando os resultados qualitativos (Figura 26) e as fotos
(Figura 25). Isso permite concluir que, as emulsdes com MMA foram mais complexas e
instaveis para o intervalo de variaveis de entrada adotado neste planejamento
experimental. Tal comportamento pode ser explicado pela baixa viscosidade do MMA,
0,63 mPa.s, e pela menor afinidade do MMA com o surfactante lipofilico, j4 que o
mondmero ¢ um éster e logo possui certa polaridade. Ademais, Adamson e Gast (1997)

afirmam que a maior estabilidade de compostos do petroleo esta associada a formagao
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de um rigido filme interfacial entre a gota da agua e a fase continua, formando um forte
complexo de ligagdes com as espécies presentes na fase oleosa. Além dessas
justificativas, o processo de instabilidade, conhecido como maturacdo de Ostwald, ¢é
mais propenso que ocorra com o MMA, pois este fendmeno consiste na difusdo das
gotas menores da fase dispersa na fase continua sem que haja contato entre elas,
ocorrendo mais rapidamente em emulsdes com Oleos mais polares (PEREIRA e

GARCIA-ROJAS, 2015).

AT (%)
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ABS(%)

AT (%)

ABS(%)

AT (%)
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|
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Altura (mm)

Figura 26 - Perfil qualitativo de estabilidade para emulsdo de 4gua em MMA para trés amostras do

planejamento: a) amostra N_03; b) amostra N_02; e ¢) amostra N_08.

Com relacdo a %S, os resultados ndo foram adequadas para andlises
quantitativas, dada a clara separacao das fases e os calculos limitados a regido central da
cubeta. J& em relagdo aos valores de TSI, as amostras com maior carga de surfactante e
menor de agua (N 03 e N 04) foram as mais estaveis, confirmando as avaliagdes

anteriores, a despeito das relevantes diferencas observadas.
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Tabela 15 - Valores das varidveis de saida, porcentagem de sedimentagao e indice de estabilidade do
Turbiscan, para o planejamento experimental com o MMA.

Variavel 1
Carga Variavel 11 Variavel 111
Experimento Surfactante Carga fase Velociade do ultra- | %S TSI

na F.O. dispersa [Y%om/m]  turrax [rpmx10°]

[Yom/m]
1 5 30 20,5 34,577 23,405
2 5 30 11,5 169,349 15,611
3 5 10 20,5 57,412 9,213
4 5 10 11,5 67,976 3,846
5 1 30 20,5 316,466 20,621
6 1 30 11,5 675,584 49,711
7 1 10 20,5 231,887 17,053
8 1 10 11,5 481,139 27,347
9 3 20 14,5 159,335 6,882
10 3 20 14,5 174,335 9,631
11 3 20 14,5 202,025 11,588

Por fim, os perfis do TSI em relagdo ao tempo sdo apresentados na Figura 27.
Observa-se mais uma vez o aumento continuo, sendo mais acentuado nos 40 minutos
iniciais para a N 06, N 07 e N_08 (amostras com menor carga de surfactante) e menos
acentuado apds isso. Para as demais amostras, o comportamento foi essencialmente

linear até¢ 20 min e depois teve uma tendéncia a um valor constante, resultante da

separagao.
100 +
90 & ——N_01_MMA
20 —=—N_02_MMA
70 —4=N_03 MMA
60 =>=N 04 MMA
E 50 =#=N_05 MMA
40 —o—=N_06 MMA
30 N 07 MMA
20 N 08 MMA
10 N_09 MMA
0 — N_10 MMA
140 N 11 MMA
Tempo (min)

Figura 27 - Perfil do TSI em fung¢do do tempo para emulsdo de 4gua em MMA do planejamento
experimental. Erro =+ 2,36.
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Com base no que foi descrito, observa-se que o preparo de emulsdes A/O ¢ mais
dificil na presenca de 6leos polares, quando surfactantes de baixo HLB sdo usados. E
conveniente, portanto, avaliar as estratégias para aumentar a estabilidade dessas

emulsoes, para viabilizar o uso pratico.

4.1.2.2 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados experimentais foi efetuada admitindo distribuicao
normal de probabilidades e um intervalo de confianga de 95%. Para a avaliacdo das
flutuagdes, utilizaram-se os testes estatisticos t de Student e Chi-Quadrado no ponto

central, no qual foi realizado a tréplica (experimentos 9, 10 e 11).

Optou-se por fazer a andlise estatistica apenas para a variavel de saida TSI, uma
vez que os resultados de %S ndo foram adequados para as faixas de variaveis adotadas
para o MMA. Possivelmente o intervalo de calculo descrito por (FRANCA et al., 2014)
nao se adequou aos resultados obtidos para 0 MMA por ndo englobar todas as regides

de instabilidade aparentes.

A média, a variancia e o desvio padrdo amostrais sdo referentes a variavel de
saida TSI para os trés 0leos nos pontos centrais do problema em estudo para o tempo de
40 min. Os valores estdo presentes na Tabela 16. Percebe-se, pelo desvio padrao, a
dispersao dos valores em relacdo a média foi relativamente alto, sendo maiores que
10%, mesmo assim, os desvios em relacdo as faixas de variacdo permitem a avaliagdo
quantitativamente segura dos efeitos. Ademais, o diesel mesmo possuindo média maior,
(possivelmente por causa do uso do turrax de menor rotagdo), ele se mostrou o mais

estavel, visto também pelo sua constancia comprovada pelo menor desvio padrio.

Tabela 16 - Média, variancia e desvio padrao do TSI no ponto central para os ensaios de estabilidade de

emulsdes de dgua em diesel, heptano e MMA.

TSIbiesel TSIHeptano TSImma
Ponto Central 1 8,718 6,222 6,882
Ponto Central 2 9,971 4,760 9,631
Ponto Central 3 9,609 6,493 11,588
Média 9,433 5,825 9,367
Variancia 0,416 0,869 5,589
Desvio Padrao 0,645 0,932 2,364
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Foram encontrados os valores das varidveis t e 2 a partir das curvas de
distribuicdo t de Student e Chi-quadrado. Foi considerado 95% de grau de confianga e
grau de liberdade igual a 2 em todos os casos, uma vez que a réplica do ponto central foi

realizada em triplicata. Os resultados estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Limites de distribui¢des de probabilidades para 95% de confianga.

Stadent t) -4,302653
=dytuaen t2 4’302653
2
. e 0,050636
hi-
Chi-quadrado P 7,377759

Desse modo, fazendo as substitui¢des de valores nas Equagdes 1 e 2, encontrou-
se o intervalo de confianga da média e da variancia para os TSI (Tabela 18). Por meio
dos intervalos de confianga calculados, percebe-se que a média verdadeira encontra-se
em um intervalo relativamente estreito, principalmente para o diesel, o que confirma a
capacidade de executar as analises quantitativas de forma apropriada. O intervalo da
variancia verdadeira ¢ bem mais extenso quando comparado ao da média, o que ja podia
ser esperado, uma vez que as incertezas existentes podem ser muito grandes quando N ¢
pequeno, como no caso estudado neste trabalho. Em especial para 0o MMA, devido a sua

maior instabilidade e comportamentos mais variados.

Tabela 18 - Intervalo de confianga da média e da variancia verdadeira para os TSI no ponto central.

Oleo Intervalo de Média Intervalo de Variancia
Diesel 7,831 < u<11,034 0,113 < 02 < 16,424
Heptano 3,509 < u<8,141 0,236 < 0?2 < 34,324
MMA 3,494 < u < 15,240 1,515 < 02 < 220,747

O processo usado para determinar a relacao existente entre as variaveis iniciou-
se com a definicdo de um modelo para aproximacao dos dados experimentais, utilizando
o software Statistica 7. Os dados experimentais estdo apresentados na Tabela 19, sendo
que os z;i representam as variaveis independentes normalizadas. O modelo empirico foi
desenvolvido baseado na Equacao 3, e teve por objetivo avaliar os efeitos principais das
variaveis de entrada, independentemente, e possiveis efeitos de sinergia, considerando

as varidveis em pares, sem ocorrer fusdo de efeitos (SCHWAAB e PINTO, 2007).
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Tabela 19 - Resultados obtidos do planejamento experimental para a variavel TSI.

Carga de Carga de Velocidade
Experimento  Span 80 F.D. Turrax  TSlIbieset TSIHeptano TSImma
(z1) (z2) (z3)
1 +1 +1 +1 14,675 9,245 23,405
2 +1 +1 -1 5,558 6,545 15,611
3 +1 -1 +1 6,537 5,632 9,213
4 +1 -1 -1 4,745 2,230 3,846
5 -1 +1 +1 25,392 8,961 20,621
6 -1 +1 -1 4,485 5,235 49,711
7 -1 -1 +1 10,387 3,540 17,053
8 -1 -1 -1 5,053 1,985 27,347
9 0 0 0 8,718 6,222 6,882
10 0 0 0 9,971 4,760 9,631
11 0 0 0 9,609 6,493 11,588

Inicialmente, foi calculada a matriz de correlagdes entre as variaveis do modelo
(Tabela 20). Por meio dela, ¢ possivel confirmar que as variaveis independentes (z1, z2 €
z3) encontram-se descorrelacionadas, uma vez que foi empregado um planejamento
fatorial que ¢ ortogonal. A matriz de correlagdes também pode indicar qual(is)
variavel(is) de entrada devem ser significativas no modelo. A correlagdo das varidveis
independentes com as variaveis dependentes em geral ¢ baixa, sendo estatisticamente
significativa apenas para os pares z3-TSIpiesel (valor em negrito/itdlico) e z2-TSIueptano-
Isso sugere que o TSI do diesel ¢ afetado principalmente pela velocidade do turrax (z3),
com correlagdo positiva, indicando que o aumento da velocidade prejudica a
estabilidade da emulsdo. O TSI do heptano ¢ influenciado principalmente pela carga de

fase dispersa, indicando que o aumento de carga prejudica a estabilidade de emulsao.

Ambos efeitos ja foram discutidos nas se¢des anteriores.

Tabela 20 - Matriz de correlagao entre variaveis normalizadas do plano experimental.

Correlations (Spreadsheet]) Marked correlations are significant at p <.05000 N=10
(Casewise deletion of missing data)

Variavel 71 72 73 TSIbiesel TSIHeptano TSIMmma
Z1 1,00 0,00 0,00 -0,25 0,19 -0,55
/5 0,00 1,00 0,00 0,43 0,78 0,45
73 0,00 0,00 1,00 0,68 0,54 -0,23
Para a estimacdo dos parametros da modelagem empirica, levou em

consideragdo primeiramente o efeito principal de todas as varidveis independentes e
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todas as combinagdes possiveis das varidveis em pares (efeito de sinergia) (Equagao 3).
Caso fosse notada a existéncia de parametros ndo significativos no modelo ajustado,
conforme valor de p-level > 0,05 (95% de nivel de confianc¢a requerido), foi necessario
proceder com a retirada gradativa dos pardmetros nao significativos, ja que podem
mascarar a significancia de outra variavel. No entanto, de forma a ndo comprometer a

qualidade do modelo, isto ¢, sem diminuir muito o coeficiente de correlagao R.

Diesel

A primeira tentativa de constru¢do do modelo empirico para o TSI das emulsdes
de 4gua em Oleo diesel esta presente na Tabela 21. Percebe-se que foi possivel aferir que
todos os parametros foram significativos, exceto bz, pois atingiram o nivel de confianca
requerido (95%) com um oOtimo valor de R, igual a 0,987. Dessa forma, pode-se
concluir que o TSI do diesel foi diretamente dependente da carga de fase dispersa, da
velocidade de rotacdo e da interacdo destas (valores numéricos positivos), e
inversamente proporcional a carga de surfactante e sua interagdo com a rotacdo do

turrax (valores numéricos negativos) para o intervalo de variaveis usado neste trabalho.

Tabela 21 - ParAmetros estimados para o TSI do diesel, tentativa n® 1.

Model: "TSI-di"=ao+al*z1+a2*z2+a3*z3+b12*z1*z2+ b13*z1*z3 + b23*z2*2z3 Final loss:
9.396238084 R=.98732 Variance explained: 97.480%

ay aj a;z as b1z b3 b2s

Estimate | 9.55723  -1.72528 2.923622 4.643907 -0.68567 -1.91652  2.862204
Std. Err. | 0.46212 0.54188  0.541879 0.541879  0.54188  0.54188 0.541879
t(4) 20.68146  -3.18389 5.395345 8.570013 -1.26536 -3.53681 5.282003
p-level 0.00003 0.03341  0.005710 0.001018 0.27443  0.02408 0.006162

O aumento do TSI, e consequentemente a reducdo na estabilidade, com o
aumento da quantidade de fase dispersa ¢ compreensivel, pois quanto maior ¢ a
quantidade de 4gua presente na fase continua oleosa, maior ¢ a taxa de colisdes e de
coalescéncia entre as gotas. Como ja relatado anteriormente, o surfactante proporciona o
abaixamento da tensdo interfacial entre as fases, garantindo um sistema mais estavel e
assim um menor valor de TSI. E por fim, sabe-se que em maiores rotagdes tem-se maior
homogeneizag¢do da emulsdo (YE, KIM e PARK, 2010), porém neste caso a velocidade
da rotagdo influenciou diretamente o TSI, possivelmente por que a velocidade era muito

alta e o tempo de agitagdo foi longo, o que aumentou muito as colisdes entre as
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particulas da fase dispersa, gerando agregacdo das mesmas e desestabilizacdo da

emulsdo. Além disso, o aumento excessivo de area superficial pode prejudicar a

estabilidade de emulsdes. Os pardmetros de sinergia bi3 e b2z mostram que o aumento

da velocidade acentua os efeitos da quantidade de surfactante e de fase dispersa sobre o

sistema.

Heptano

O desenvolvimento usado para estimar os parametros do planejamento

conduzido com o heptano fez uso de quatro tentativas para eliminacdo dos parametros

ndo significativos, conforme mostrados nas Tabelas 22 ao 25.

Tabela 22 - ParAmetros estimados para o TSI do heptano, tentativan® 1.

Model: "TSI-hep" = ao+al*zl+a2*z2+a3*z3+b12*z1*z2+ b13*z1*z3 + b23*z2*z3 Final
loss: 3.125172422 R=.97175 Variance explained: 94.430%

ap ai a as b1z b13 b23
Estimate 5.53167 0.491206 2.074714 1.422689 -0.092830 0.102545 0.183641
Std. Err. 0.26651 0312509 0.312509 0.312509 0.312507 0.312509 0.312509
t4) 20.75608 1.571815 6.638902 4.552480 -0.297051 0.328134 0.587635
p-level 0.00003 0.191093 0.002672 0.010398 0.781215 0.759269 0.588349

Tabela 23 - ParAmetros estimados para o TSI do heptano, tentativa n® 2.

Model: "TSI-hep"=ao+al*z1+ a2*z2+a3*z3 + b13*z1*z3 + b23*22*z3  Final loss:
3.194112278 R=.97112 Variance explained: 94.307%

ap ai a as b13 b23
Estimate 5.53167 0.491206 2.074714 1.422689 0.102545 0.183641
Std. Err. 0.24099 0.282582 0.282582 0.282582 0.282584 0.282582
t(4) 22.95420 1.738275 7.341979 5.034600 0.362882 0.649867
p-level 0.00000 0.142662 0.000735 0.003985 0.731529 0.544449

Tabela 24 - Parametros estimados para o TSI do heptano, tentativa n® 3.

Model: "TSI-hep"=ao+ al*z1+ a2*z2+ a3*z3 + b23*z2*z3 Final loss: 3.278235373
R=.97035 Variance explained: 94.157%

ap ai a as ba23
Estimate 5.53167 0.491206 2.074714 1.422689 0.183641
Std. Err. 0.22287 0.261336 0.261336 0.261336 0.261336
t(4) 24.82035 1.879594 7.938872 5.443906 0.702700
p-level 0.00000 0.109216 0.000212 0.001596 0.508575
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Tabela 25 - ParAmetros estimados para o TSI do heptano, tentativa n° 4.

Model: "TSI-hep"=ao+ al*z1+ a2*z2+ a3*z3 Final loss: 3.548027689 R=.96786
Variance explained: 93.676%

ap a1 a: as
Estimate 5.53167 0.491206 2.074714 1.422689
Std. Err. 0.21466 0.251709 0.251709 0.251709
t(4) 25.76961 1.951480 8.242497 5.652110
p-level 0.00000 0.091967 0.000075 0.000773

Mesmo com a eliminagdo de alguns pardmetros, os unicos efeitos significativos
foram relacionados a concentracdo de fase dispersa e a velocidade de rotagdo do turrax,
que revelaram comportamentos similares aos encontrados nas emulsdes de diesel. Além
disso, nado teve efeitos sinérgicos e o coeficiente de correlagdo permaneceu alto mesmo
ap6s a quarta tentativa. Isso indica que os aspectos mecanicos do processo de
emulsificagdo tendem a ser relativamente mais importantes quando a fase continua ¢
mais leve (menos viscosa € menos densa, como no caso do heptano em relagdo ao

diesel).

Metacrilato de Metila

A estimacao dos parametros para as amostras produzidas com o MMA ocorreu
da mesma maneira que nos demais casos sendo necessarias quatro tentativas (Tabelas
26 a 29). Verifica-se que ap6s a segunda tentativa ndo houve surgimento de novos
parametros significativos e que o coeficiente de correlagdo diminuiu consideravelmente.
Além disso, o coeficiente de correlacdo foi menor, quando comparado aos obtidos com
os outros fluidos organicos, em vista da maior instabilidade e comportamentos mais

variados observados com o MMA.

Tabela 26 - Parametros estimados para o TSI do MMA, tentativa n® 1.

Model: "TSI-mma" = ao+al*zl+a2*z2+a3*z3+b12*z1*z2+ b13*z1*z3 + b23*z2*z3 Final
loss: 355.21575866 R= .88563 Variance explained: 78.434%

ap a1 a2 a3 b1z b1 b23

Estimate | 717.71872 -7.83217 6.486153 -3.27800 0.003190  6.568122  -2.04624
Std. Err. | 2.84132 3.33174 3331740 3.33174  3.378393  3.331740 3.33174
t(4) 6.23609  -2.35078 1946776 -0.98387 0.000944 1.971379  -0.61416
p-level 0.00337  0.07845  0.123413  0.38088  0.999292  0.119980 0.57232
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Tabela 27 - ParAmetros estimados para o TSI do MMA, tentativa n® 2.

Model: "TSI-mma"=ao+al*z1+ a2*z2+a3*z3 + b13*z1*z3 + b23*z2*z3 Final loss:
355.21584004 R= .88563 Variance explained: 78.434%
ap ai az a3 b3 b23
Estimate 17.71872 -7.83217 6.486153 -3.27800 6.568122 -2.04624
Std. Err. 2.54135 2.98000 2.979999 2.98000 2.979999 2.98000
t(4) 6.97216 -2.62825 2.176562 -1.10000 2.204068 -0.68666
p-level 0.00093 0.04663 0.081466 0.32145 0.078690 0.52284

Tabela 28 - Parametros estimados para o TSI do MMA, tentativa n® 3.

Model: "TSI-mma"=ao+ al*z1+ a2*z2+ a3*z3 + b13*z1*z3 Final loss:
388.71258470 R= .87407 Variance explained: 76.400%

ag a2 a3 b13
Estimate 17.71872 -7.83217 6.486153 -3.27800 6.568122
Std. Err. 2.42685 2.84573 2.845730 2.84573 2.845730
t(4) 7.30113 -2.75225 2.279258 -1.15190 2.308062
p-level 0.00034 0.03319 0.062864 0.29318 0.060429

Tabela 29 - ParAmetros estimados para o TSI do MMA, tentativa n° 4.

Model: "TSI-mma"=ao+ al*z1+ a2*z2+ b13*z1*z3 Final loss: 474.67463425 R= .84369 Variance explained: 71.181%

ap a az b13
Estimate 17.71872 -7.83217 6.486153 6.568122
Std. Err. 2.48286 2.91141 2911414 2911414
t4) 7.13641 -2.69016 2.227836 2.255990
p-level 0.00019 0.03108 0.061166 0.058677

Com relagdo os parametros significativos, apenas a carga de surfactante foi
significativa para o nivel de confianca estatistica requerida, afetando negativamente o
TSI. Portanto, quanto maior foi a carga de surfactante, menor foi o TSI e maior foi a
emulsdo, confirmando o comportamento esperado. Morais et al. (2008) afirmaram que a
estabilidade e a morfologia de emulsdes sao influenciadas ndo apenas pela concentragao
de surfactante, mas também pela razdo agua/dleo. Para 0 MMA, apesar da carga de agua
ndo ter sido significativa em termos estatisticos, tal influéncia ja seria metade se o nivel

de confianca fosse reduzido para 90%.

Os resultados parecem indicar, quando olhados em conjunto, que o aumento do

teor de surfactante, a reducdo de quantidade de fase dispersa e a redugdo da velocidade
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do cisalhamento contribuem positivamente com a estabilidade das emulsdes A/O. Os
resultados parece também indicar que os aspectos mecanicos controlam a estabilidade
das dispersdes em meio hidrofobico e baixa viscosidade, e que os aspectos quimicos de
composi¢ao afetam mais as dispersdes em meio mais hidrofilico. Dessa forma, a partir
dos resultados, conseguiu-se analisar e comparar as propriedades dos 6leos e entender o

comportamento em relagdo a adicao de surfactante e a formacao da emulsiao A/O.

4.2 NOVA FORMULACAO DA 12 EMULSAO (1E)

Tendo em vista a baixa estabilidade da primeira emulsao (1E) obtido com o
MMA, foi necessario propor novas alternativas para a formulacao da fase continua (fase
oleosa), dado que ¢ importante obter uma estabilidade compativel com os tempos de

manipulacdo requeridos para a formag¢ao da dupla emulsdo.

4.2.1 Aumento na carga de surfactante

Por meio da andlise estatistica, apenas a carga do surfactante foi estatisticamente
significativa para explicar a estabilidade da emulsdao de forma que quanto maior a
quantidade de Span 80, menor o TSI e portanto maior estabilidade. Por isso, como
primeira alternativa de formulagdo, optou-se por alterar a carga de surfactante para 5,
7,5, 10, 12,5 e 15 % m/m. Fixou-se a velocidade de rotacdo em 20500 rpm, pois embora
nao significativa, a velocidade se mostrou inversamente proporcional ao TSI. A fracao
da fase dispersa foi mantida a 20% m/m, uma vez que os resultados no ponto central

também obtiveram valores baixos de TSI (Tabela 15).

Na Tabela 30 sdo mostrados os valores de TSI obtidos para as emulsdes

primarias com aumento na quantidade de surfactante.

Tabela 30 - TSI de emulsdes de agua em MMA preparadas com aumento na carga de Span 80.

Amostra Carga de Span 80 [%m/m] TSI (40 min)
N 5% 5 7,328
N_7,5% 7,5 6,531
N _10% 10 14,311
N 12,5% 12,5 27,297
N 15% 15 17,327
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Na Tabela 30 ¢ possivel observar primeiramente que a adicao de maiores cargas
de surfactantes ndo resultou necessariamente no aumento da estabilidade da emulséo,
fato retratado também na Figura 28.a). Além disso, ndo houve muita mudanca no valor
absoluto TSI ao aumentar a fragdo da fase dispersa de 10 para 20%. O mesmo raciocinio
procede ao comparar as amostra de 5 e 7,5% m/m de surfactante. Para as amostras com
quantidades maiores que 10% m/m de surfactante, observou-se inclusive o acréscimo no
TSI, o que pode estar atrelado a saturacdo da emulsdo por surfactante e formacdo de
grumos, como pode ser observado na Figura 28.b). Dessa forma, concluiu-se que a
menor fracdo de surfactante testada (5% m/m) foi a mais adequada e portanto, foi fixado
esse valor para os proximos experimentos. Portanto, parece claro que o simples
aumento do teor de surfactante ndo permite obter emulsdes de 4gua em MMA estaveis

para a manipulacao.

Figura 28 - Aparéncia da emulsdo primaria com o aumento de surfactante. a) instabilidade da emulsao; b)
formacdo de grumos.

4.2.2 Adicao do Polimero PMMA

Com base nos resultados observados na secao 4.2.1, buscou-se outra rota para
tentar estabilizar a emulsao primaria. A proposta foi adicionar ao monémero MMA uma
fracdo do polimero PMMA, previamente polimerizado via miniemulsdo direta, nas
proporgdes de 1, 3 ou 5% m/m. O PMMA apresentava massas molares numérica e
ponderal médias iguais a 5,63.10° Da e 1,47.10° Da, respectivamente, com indice de
polidispersdo igual a 2,61. Essa estratégia foi usada com o objetivo de tornar a fase

continua mais pesada e viscosa, como no caso do 6leo diesel.

O uso PMMA teve a finalidade de simular o uso de um espessante. De fato,

Hunter e Bennett (1997) e Yildirim, Sumnu e Sahin (2017) relataram que a adi¢do de
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polimeros nas emulsdes aumenta a rigidez e viscosidade do sistema. Lorca (2012) expds
que a escolha do PMMA para controle e manipulacdo da viscosidade do meio parece ser
bastante natural, por causa da facilidade de producao deste polimero pela mesma técnica
de miniemulsdo usada para produzir as particulas. A relacdo existente entre a
viscosidade e estabilidade de emulsdes ja foi mencionada em diversos trabalhos, nos
quais relatou-se que uma maior viscosidade confere maior estabilidade a emulsdo, uma
vez que a viscosidade da fase continua diminui a mobilidade das moléculas e das gotas
(e consequentemente a coalescéncia das mesmas), além de reduzir a difusdo das
moléculas de surfactante, reduzindo a tensdo interfacial Oleo-agua (HUNTER e
BENNETT, 1997; LIU, YANG e¢ WINSTON HO, 2011; YILDIRIM, SUMNU e
SAHIN, 2017).

As respostas experimentais obtidas quando se acrescentou 0 PMMA ao MMA
corroboram essas afirmagdes. A Tabela 31 confirma o decréscimo do TSI com a adigao
de PMMA em amostras do N 5%, em que o TSI caiu de 7 para 2 ou menos. Da mesma
forma, as Figuras 29 e 30 ilustram a preservacdo da aparéncia e de estabilidade iniciais

da emulsdo mesmo apos 40 min de terminado o processo de emulsificacao.

Tabela 31 - TSI das emulsdes de 4gua em MMA com adigdo de PMMA.

Amostra Carga de PMMA [%m/m] TSI (40 min)
N 5% 1%PMMA 1 2
N 5% 3%PMMA 3 1,7
N 5% 5%PMMA 5 1,4

M—';,—/

Figura 29 - Aparéncia da emulsdo primaria a) sem e b) com 1% m/m PMMA ap6s 40 min.
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Figura 30 - Estabilidade medida pelo Turbiscan da emulsdo primaria a) sem e b) com 1% m/m PMMA

ap6s 40 min.

Com relagdo as trés fragdes de PMMA usadas, concluiu-se que todas levaram a
resultados de aparéncia e de perfil de estabilidade bastante similares. Entretanto, a
amostra que continha apenas 1% m/m de polimero (N 5% 1%PMMA) mostrou-se a
mais adequada. Tal fato se deve primeiramente pelo almejo de uma satisfatéria
formulagdo utilizando menor quantidade do polimero. Além disso, as amostras com 3 e
5%m/m de PMMA apresentaram uma viscosidade muito alta, dificultando a mistura das
fases, observou-se em particular que partes da emulsao ficaram incrustadas na haste do

turrax, o que pode gerar problemas operacionais, principalmente em escala industrial.

Outro efeito decorrente do incremento da viscosidade foi o aumento no tamanho
das gotas e a provavel larga distribui¢do de tamanhos, em razdo da viscosidade
dificultar o fluxo das fases e a quebra das gotas em particulas menores. E possivel
visualizar esse efeito nas imagens de microscopia Optica (Figura 31). Esses aspectos

serdo considerados nas proximas secoes do trabalho.

Figura 31 - Micrografia 6ptica da emulsdo primaria a) sem e b) com 1% m/m PMMA.
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4.3 FORMULACAO DA EMULSAO DUPLA (2E)

Nesta etapa estudou-se a composicao das fases para formacgdo da emulsao dupla.
A fase dispersa escolhida, neste caso, foi a emulsdo priméaria N 5% 1% PMMA, tal
como discutido na se¢do anterior. A fase continua (fase aquosa externa) foi testada com
quatro formulacdes com diferentes surfactantes. A porcentagem madssica das fases
dispersa (A/O) e continua (A) foi de 20 e 80%, respectivamente. Foi mantida a
velocidade de rotacdo no meio e tempo de emulsificagdo em 9500 rpm por 4 min. Foi
definida a quantidade de 1% m/m de surfactante, pois estudos revelaram que a dupla
emulsdo ¢ favorecida em menores concentragdes do surfactante hidrofilico ou que este
esteja em menor propor¢ao que o tensoativo lipofilico (FICHEUX ef al., 1998). Além
disso, a interface externa tende a ser mais estdvel, j& que as gotas internas ficam
confinadas e mais proximas umas das outras, havendo tendéncia maior para se

coalescerem (KIM e CHEONG, 2016).

Os surfactantes selecionados para compor a fase aquosa externa foram o
polissorbato (Tween 80), o poli(alcool vinilico) (PVA) ou o lauril sulfato de sdédio
(LSS), que possuem HLB respectivamente igual a 15, 18 e 40 e, portanto, sdo
caracterizados como tensoativos hidrofilicos, com afinidade pela fase aquosa externa e
por conseguinte, podem ser empregados para o preparo de emulsdes de O/A. A escolha
dos surfactantes hidrofilicos baseou-se na frequéncia que os mesmos aparecem nos
estudos do proprio grupo de pesquisa e em trabalhos na literatura, incluindo ensaios de
dupla emulsdo e para polimerizagdo em miniemulsdo. O Tween 80 foi usado por
Schmidts et al. (2009) para produgao de emulsdes duplas com parafina, que utilizou o
Span 80 para a preparacdo de emulsdo primaria. Além disso, os autores concluiram que
a combinag¢do de ambos os surfactantes favorecem a emulsdo, por terem estruturas
parecidas. O PVA ¢ o tensoativo majoritariamente usado para a preparacao de emulsdes
duplas, principalmente quando ¢ associado a técnica de evaporacao de solvente. J& o
LSS ¢ bastante usado em estudos de emulsoes diretas e formagdao de NPPs por meio da
polimerizacdo em miniemulsdo. Kim e colaboradores (1999, 2000 e 2003) utilizaram o
LSS como surfactante para formacgao de dupla emulsdo, para posterior polimerizagao do
MMA. A Figura 32 mostra as estruturas quimicas desses surfactantes. O Tween 80 e o
PVA, por serem nao-idnicos, atuam principalmente por impedimento estérico ou
eletrostatico, enquanto o LSS ¢ uma molécula menor que age diminuindo a tensdo

interfacial, por ser um estabilizante anidnico.
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Figura 32 - Estrutura quimica dos surfactantes hidrofilicos a) Tween 80, b) PVA e ¢) LSS.

A Figura 33 apresenta os aspectos visuais das duplas emulsdes preparadas com
as quatro formulagdes testadas: usando Tween 80 (amostra 2E1), PVA (amostra 2E2),
LSS (amostra 2E3) e a combinacdo do PVA e LSS (amostra 2E4), apés 30 min do
encerramento da emulsificagdo. Percebe-se que a emulsdo 2E2 foi a mais estavel. O
PVA, assim como o PMMA, ¢ um polimero e, por isso, também contribuiu para o
aumento da viscosidade da fase continua e, consequentemente, da estabilidade. Além
disso, por ser hidrossoluvel, o PVA tem a capacidade de formar gel na regido da
interface, aumentando ainda mais a resisténcia das gotas (HUNTER e BENNETT,
1997). Nas demais amostras, observou-se a cremagdo da emulsdo primdria e a
sedimentacdo da fase aquosa externa por densidade. No entanto, nos primeiros instantes,
todas apresentaram estabilidade suficiente para dar seguimento e sustentabilidade para a
proxima etapa de reagdo, ja que esta ocorre rapidamente, de forma que a emulsdo ainda

encontraria-se estavel.

Figura 33 - Emulsgo dupla apds 30 min das amostras a) 2E1, contendo Tween 80; b) 2E2, contendo PVA;
c¢) 2E3, contendo LSS; e d) 2E4, contendo PVA e LSS.
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A morfologia das duplas emulsdes pode ser vista na Figura 34. Primeiramente,
atesta-se que as duplas emulsdes sdo polidispersas, assim como relatado por Igbal et al.
(2015). E notavel ainda que a mudanca de surfactante hidrofilico usado afetou o
comportamento das emulsdes secunddarias, de acordo com os diferentes tipos possiveis
descritos na Figura 8. Assim, as amostras contendo Tween 80 ou PVA (Figura 34.a) e
b), respectivamente) apresentaram predominancia de duplas emulsdes similares ao tipo
C, em que sdo encapsuladas numerosas goticulas de fase aquosa interna na fase oleosa e
normalmente resultam em maiores tamanho de gotas. Ao trocar esses surfactantes por
LSS (Figura 34.c)) ou adiciona-lo ao PVA (Figura 34.d)), constata-se a prevaléncia das
gotas do tipo A, em que uma Unica gota da fase aquosa interna parece estar presente em
cada gota oleosa. Esse resultado ¢ muito relevante, pois parece ser razoavel admitir que

o novo surfactante ¢ parcialmente absorvido pelas outras fases, mudando a estrutura das

emulsodes duplas formadas.

Figura 34 - Micrografias optica da emulsdo dupla apds 1 min do término da emulsificacdo das amostras

contendo a) Tween 80 (2E1); b) PVA (2E2); ¢) LSS (2E3); e d) PVA + LSS (2E4).
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Florence e Whitehill (1981) observaram que, dependendo do tipo de surfactante
hidrofilico, os trés diferentes tipos de emulsdo dupla ja mencionados poderiam ser
formados. Quando os autores utilizaram o Tween 80, 0 mesmo comportamento do tipo
C foi constatado. Quando usaram o surfactante brij 30 (lauril éter), obtiveram emulsdes
duplas do tipo A, assim como com LSS. Por serem menores, esses surfactantes
penetram as fases e formam gotas do tipo A. Zhang ef al. (2014) estudaram a estrutura
das emulsdes duplas com diferentes ions presentes e verificaram que, com um aumento
na carga negativa, mais gotas aquosas eram dispersas na gota oleosa, mudando o tipo de
A para C. Por isso presume-se que os resultados do presente trabalho corroboram essas
observagdes, pois amostras preparadas com os surfactantes Tween 80 e PVA foram do
tipo C; em contrapartida, o LSS resultou em emulsdes do tipo A, devido a presenca do

cation Na' e ao menor tamanho de cadeia.

4.4 POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

Apos a preparagdo bem sucedida da emulsao dupla, o processo de polimerizagao
em miniemulsdo deu prosseguimento a formacao das nanoparticulas poliméricas,

conforme descrito da Secao 3.2.4.

Os ensaios para essa etapa envolveram a comparagdo das amostras contendo os
surfactantes PVA (amostra NP_2E2), LSS (amostra NP_2E3) e a combina¢ao de ambos
(NP_2E4), em vista do melhor resultado de estabilidade da dupla emulsdo usando o
PVA, como também tendo em consideragdo diversos relatos da eficacia do LSS em
emulsoes diretas e formagao de NPPs por polimerizagdo em miniemulsdo. Para isso, os
experimentos contaram com as caracterizacdes quanto a morfologia, diametro médio e
distribui¢do do tamanho das particulas, conversdo, distribuicdo das massas molares e
estabilidade térmica. Adiante estdo listados os resultados das analises de caracterizagao

das nanoparticulas obtidas.
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4.4.1 Morfologia e Tamanho de Particula

A aparéncia do latex formado apds a polimerizagdo com as diferentes
formulagdes ¢ observada na Figura 35. Observam-se diferentes aspectos com relagao as

diferentes formulagdes, tanto apds a reagdo quanto depois da secagem.

Figura 35 - Latex formado das amostras a), d) NP_2E2; b), ) NP_2E3; c¢), f) NP_2E4. A linha de cima
sdo as amostras obtidas logo apds a reacdo. A linha de baixo s@o os respectivos latices depois da secagem
em estufa. O latex das Figuras 35.a) e d) possuem duas regides: I) camada menos densa e I1I) camada mais

densa.

As Figuras 35.a) e d) mostram a amostra NP_2E2 antes e apos a secagem do
latex. Apos 30 min de reagdo ja era possivel visualizar incrustacdo e formagdo de
coagulo na parede e na haste do reator (Figura 35.a)), como mostra a regido II.
Consequentemente, o processo gerou aglomerados e particulas maiores. O sobrenadante
(regido I) pareceu apresentar coloracdo e aspecto de um latex estavel, que
provavelmente continha particulas menores. A Figura 35.d) mostra as particulas apos a
secagem, tendo sido formado um filme polimérico transparente (regido I) ou
aglomerados de particulas (regido II). Em vista do aparecimento das duas regides, pode-
se dizer que a polimerizagcdo em miniemulsdo com o PVA ndo foi bem sucedida, uma
vez que produziu um latex heterogéneo e com particulas grandes. Como ja explicado, o

PVA possivelmente aumentou a viscosidade do meio, assim, provocou o aumento do
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tamanho das particulas. Além disso, por ser ndo-idnico, provavelmente atuou apenas no
impedimento eletrostatico e estérico, o que ndo foi suficiente para sustentar a formagao

das NPPs durante a reagao.

As particulas poliméricas de PMMA obtidas com o uso de LSS (NP 2E3)
apresentaram boa dispersdo em agua (Figura 35.b). O latex apresentou estabilidade em
suspensao aquosa muito superior a observada com o uso de PVA. A Figura 35.¢) ilustra
o latex seco como um solido quebradico e facil de ser macerado. O comportamento do
sistema com o uso do lauril se deve possivelmente por ser anionico, favorecendo

também a polimerizacao.

Myers (1999) sugeriu que os surfactantes, além de funcionalizarem como
estabilizantes na emulsificacdo dos monomeros, exercem fungdes diretamente
relacionadas com a polimerizagdao: 1) na solubilizagdo das cadeias oligoméricas de
radicais livres durante seu crescimento; ii) na estabilizacdo da formacdo das particulas
poliméricas em si. Dessa forma, como observado na amostra, a capacidade dos
surfactantes para se associarem nas cadeias de polimero também pode afetar
positivamente as propriedades finais e a estabilidade do polimero resultante,

especialmente quando a macromolécula exibe alguma afinidade com a dgua.

Ademais, os tensoativos anionicos e catidnicos, pela propria caracteristica de
conterem cargas verdadeiras na parte hidrofilica, sempre apresentam maior retencdo de
moléculas de 4gua que os tensoativos ndo i6nicos. Isso significa que a utilizagdo de um
grupo polar maior, que penetra mais profundamente no filme liquido atraindo mais
moléculas de agua, reduz a velocidade de drenagem da dgua para dentro da gota. Essa
menor drenagem diminui a velocidade de reducdo da espessura filme e aumenta o
tempo de vida da gota, o que ¢ Otimo para processos complexos, como uma
polimerizacdo. No caso do LSS, o efeito pode ser ainda mais acentuado, uma vez que
essa molécula apresenta uma carga negativa associada a presenga de quatro atomos de
oxigénio (o oxigénio ¢ muito eletronegativo), o que reforca a caracteristica de
polaridade negativa dessa parte da molécula e atrai mais fortemente as moléculas de

agua em sua vizinhanca (DALTIN, 2011; MYERS, 1999).

Percebe-se que a combinagdo dos dois surfactantes proporcionou um latex
homogéneo (Figura 35.c)), porém com uma viscosidade muito alta, comportando-se

como um gel. Pode ser que, neste caso, o LSS tenha atuado como o principal surfactante
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para a emulsdo e a polimerizagdo em miniemulsdo. Em contrapartida, o PVA
possivelmente agiu como um agente espessante do meio e reticulante nas moléculas de
MMA e 4gua presentes. Além disso, PVA pode ter promovido o efeito de inchamento
do material quando submetido ao meio aquoso, pois € um polimero hidrossoltvel. Apos
a secagem (Figura 35.1)), observou-se um aglomerado amarelado e mais rigido, o que

evidencia o desempenho do PVA como espessante e reticulante.

O aspecto dos latices formados (Figura 36) comprova a diferenca entre as
amostras, como ja comentado. Por essa andlise, ndo foi possivel observar a preservagao
da dupla emulsdo, devido a baixa resolucdo do equipamento. Porém, pode-se notar
algumas caracteristicas do latex final. Para a amostra NP 2E2, vé-se a menor
quantidade de particulas na regido do topo (Figura 36.a)) e os aglomerados formados na
regido do fundo (Figura 36.b)). Para a NP_2E3, as particulas ficaram dispersas no meio
aquoso € um pouco heterogéneas ou aglomeradas (Figura 36. ¢) e d)). Para a amostra
NP 2E4, nota-se a alta concentracao das particulas no meio aquoso, a proximidade uma

das outras e um pouco de heterogeneidade (Figura 36.¢) e f)).

A caracterizagdo morfologica por microscopia eletronica de varredura (Figura
37) confirmou a aglomeragdo das particulas apds a secagem (coluna da esquerda) e a
dimensdo submicrométrica das particulas (coluna da direita). Os resultados
corroboraram a melhor eficiéncia do LSS na polimerizagao e na diminui¢do do tamanho
das particulas, seguida da combinagdo dos surfactantes e por ultimo pelo PVA. Alias,
Peixoto et al. (2016) observaram que o LSS exerceu um fator preponderante sobre a
estabilidade da miniemulsdo. Em geral, quanto maiores sdo as quantidades de
surfactante, menores sdo as gotas formadas e mais rapida ¢ a reagdo, visto que a

nucleacao ¢ facilitada com maiores area e populagao de gotas.
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Figura 36 - Micrografias Opticas das amostras cotendo PVA ( NP_2E2) do a) topo e b) fundo; LSS
(NP_2E3) aumentada c) 20x e d) 50x; PVA + LSS (NP_2E4) aumentada e) 20x e f) 50x.
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Figura 37 - Micrografias por MEV das NPPs contendo PVA (NP_2E2) aumentada a)l5kx e b) 60kx;
LSS (NP_2E3) aumentada c) 15kx e d) 60kx; PVA + LSS (NP_2E4) aumentada e) 15kx e f) 60kx.

Além da andlise das amostras em p9d, as amostras também foram tratadas por um
processo de criose¢ao para posterior teste de morfologia, utilizado com o intuito de
observar a estrutura interna das NPPs, de modo a confirmar a permanéncia da dupla
emulsdo (Figura 38). Contudo, o processo de criofratura adotado ndo foi satisfatério
para atingir esse objetivo, pois ndo se observou o corte das particulas para visualizacdo
do seu interior. As micrografias mostraram o possivel desprendimento das NPPs da

resina Epdxi, assim como indicam as setas da Figura 38.a). Pelo fato das particulas
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possuirem dimensdao nanométrica, a lamina metalica pode ndo ter sido eficiente para

cortar as NPPs, que ficaram apenas aderidas a resina (Figura 38.b).

Figura 38 - Micrografias por MEV da criose¢do das NPPs mostrando possivel a) desprendimento das

NPPs e b) adesdo das NPPs na resina.

Por fim, o aspecto das particulas com os diferentes surfactantes testados foram
confirmados pela determinag¢do do diametro médio e pela distribuicdo do tamanho das

particulas.

Os valores dos didmetros médios das particulas obtidos para cada uma das
reacdes sdo apresentados na Tabela 32, que estdo condizentes com os testes de
morfologia analisados. E importante salientar que, para aplicagdes farmacoldgicas, é de
grande interesse que as nanoparticulas estejam entre 50 ¢ 300 nm (TIARKS,
LANDFESTER e ANTONIETTI, 2001). Além disso, as correntes intersticiais que
carregam os fluidos organicos entre as células fluem em estruturas porosas que tém
cerca de 100 nm de diametro. Portanto particulas menores que esse tamanho podem ser
absorvidas e circularem pelas correntes (BALOGH ef al, 2011). Partindo deste

principio, as amostras produzidas com LSS atenderam a essas necessidades.

Tabela 32 - Diametro médio das particulas com diferentes surfactantes.

Amostra Tempo [h] d [nm] Desvio [nm] PDI
0 3594 1838 0,262

NP _2E2
- 2 1048 129,3 0,889
0 2219 125 0,205

NP _2E3
- 2 54,72 0,344 0,387
0 1220 24,04 0,447

NP _2E4
- 2 285,4 7,93 0,429
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A Figura 39 ilustra as distribui¢cdes de tamanhos das particulas obtidas. Apos a
reacdo (tempo de 2h), as distribui¢cdes de tamanhos de particulas foram relativamente
estreitas e monomodais, com exce¢do da amostra NP_2E4. Ja as curvas no tempo inicial
de reagdo apresentaram picos nas regides micrométricas. Como nesses instantes, o
processo ¢ mais mutavel e instavel, principalmente por se tratar de polimerizacao via
emulsdo dupla, ¢ provavel que essas distribui¢cdes ndo reflitam a realidade do processo e
resultem do processo de aglomeracdo entre 0 momento de amostragem e o momento de
medicao. Essa hipotese ¢ refor¢ada pelos perfis iniciais similares em todas as reagoes e

a reducao sistematica dos tamanhos em todos os ensaios.
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Figura 39 - Distribui¢des de tamanhos de particula das amostras a) NP_2E4, b) NP_2E3 e ¢) NP_2E2 nos

tempos de 0 e 2h da reacéo.

Dessa forma, ¢ possivel notar que a estrutura inicial ndo ¢ preservada com a
polimerizacao, tendo ocorrido um deslocamento da curva de distribui¢ao para valores de
diametros menores ao final do processo. Esse fato se baseia em alguns efeitos
importantes. Primeiramente, como o PMMA ¢ mais denso que o MMA, ocorre
contracdo de volume das particulas. Em segundo lugar, as miniemulsdes possuem

interfaces flexiveis e flutuantes, que sofrem deformacdes faceis, bem como o proprio
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consumo dos monomeros da camada interfacial modifica a energia de curvatura da
interface. Além disso, ¢ mais dificil amostrar as miniemulsdes do que o latex, quando as
particulas ja estdo formadas e solidas (PAVEL, 2004; SALOMAO, 2016). Finalmente, a
dupla emulsao por si s6 geralmente ¢ instavel e polidispersa, e por isso pode contribuir

para mudangas durante a polimerizagao.

4.4.2 Analise de Conversio

A andlise de conversao foi feita apenas para a amostra NP_2E3, que resultou em
latex estavel e factivel para recolhimento das aliquotas durante o ensaio.No caso das
amostras com PV A, ndo foi possivel a retirada das aliquotas para analise de conversdo
devido a incrustacdo (amostra NP 2E2) ou ao alto grau de gelificacdo (amostra

NP _2E4), que dificultaram a obtencao dos pontos em diferentes tempos de amostragem.

A Figura 40 mostra que uma elevada conversdo (cerca de 90%) ¢ atingida nos
primeiros 15 min, alcangcando-se os 100% de conversdao em aproximadamente 20 min.
As altas taxas de reacdo sdo devidas ao pequeno didmetro das particulas, que facilitam a
nucleagdo das gotas monoméricas e a atuacdo do iniciador sobre elas. Além disso, mesmo
executando a etapa de dupla emulsdo antes da polimerizacdo, esse perfil ¢ bastante
caracteristico para a polimerizagdo do MMA, em que se atingem altas conversdes em
tempos curtos de reacdo (VRIGNAUD, BENOIT e SAULNIER, 2011b). Como também
mostrado em varios trabalhos da literatura (LORCA et al., 2012; PEIXOTO et al.,
2016).
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Figura 40 - Conversdo de mondmero no ensaio da amostra NP_2E3.
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4.4.3 Massa Molar

As andlises de GPC foram feitas conforme descrito no Capitulo II1, usando THF
como fase movel, a fim fornecer informagdes sobre a estrutura molecular dos polimeros

que constituem as nanoparticulas.

Canevarolo jr. (2006) afirmou que muitas propriedades fisicas sdo dependentes
do comprimento da molécula. Como polimeros normalmente envolvem largas faixas de
valores de massas molares, pode ocorrer grande variacdo das propriedades. Por isso, ¢
de grande importancia o conhecimento da distribuicdo de massas molares do polimero
estudado. Os parametros principais das distribuicdes de massas molares sdo a massa
molar numérica média (Mn), a massa molar ponderal média (Mw) e o indice de
polidispersao (PDI). O Mn relaciona-se diretamente as propriedades osmoticas do
polimero, enquanto o Mw esta relacionado principalmente com as propriedades
mecanicas. Ja4 o PDI ¢ a razdo entre 0 Mw e Mn e estd relacionado com a largura (ou
variancia) da distribui¢do. Materiais que apresentam baixo PDI apresentam moléculas

com massas molares semelhantes (CANEVAROLO JR., 2006).

No campo farmacéutico, Fonseca et al. (2013a) ressaltaram que deve ser dada
atencao ao peso molecular de polimeros sintéticos que ndo sao biodegradaveis. Como a
biodegrada¢do nem sempre ocorre, os polimeros sintéticos devem ser eliminados por
meio da excre¢do renal. Portanto, eles devem apresentar uma distribuicdo de massa

molar uniforme que se encaixe no limiar de excrecao.

Na Figura 41 sdo exibidas as distribuigdes de massas molares das amostras
NP 2E2, NP 2E3 e NP 2E4. Primeiramente, percebe-se claramente que as
distribuicoes de massas molares das particulas produzidas com LSS se sobrepdem
(amostras NP_2E3 e NP _2E4) e que ,portanto, o LSS exerceu maior influéncia que o
PVA sobre a distribui¢do de comprimentos das cadeias. Por outro lado, as particulas
produzidas apenas com PVA resultaram em distribuicdo mais larga e deslocada para
menores valores de massa molar. Esse fato ¢ condizente com o resultado do tamanho
particula (Tabela 32), que indicou o maior diametro encontrado para o PVA. Em geral,
quanto maior ¢ o tamanho médio de particulas, menor ¢ a massa molar e mais larga ¢ a
curva devido ao inchamento da particula, que neste caso foi causada pela presenca do
PVA. Esses resultados também parecem indicar a dispersao mais eficiente de emulsao

dupla pelo LSS.
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Figura 41 - Distribui¢do da massa molar normalizada por GPC das NPPs contendo PVA (NP_2E2), LSS
(NP_2E3) ou PVA + LSS (NP_2E4).

Os valores de Mn, Mw e PDI referentes a Figura 41 estdo expostos na Tabela 33.
As particulas de PMMA apresentaram massa molar concordante com a distribui¢dao de
massas molares para o PMMA obtidas por miniemulsdo (LORCA et al., 2012; PAIVA,
MELO E PINTO, 2016; PEIXOTO et al., 2016). Ademais, como esperado, todos os
polimeros apresentaram altas massas molares, em especial aqueles produzidos com
LSS, uma vez que polimerizagdes em emulsdo e miniemulsao geralmente proporcionam
taxas de propagagdo elevadas e taxas de terminacdo reduzidas por conta do efeito da

compartimentaliza¢do associado aos pequenos tamanhos (CANEVAROLO JR., 2006).

Tabela 33 - Massas molares médias das particulas produzidas com diferentes surfactantes..

Amostra Mn (Da) Mw (Da) PDI (Mw/Mn)
NP 2E2 1,38E+05 4,49E+05 3,253
NP _2E3 2,67E+05 7,88E+05 2,955
NP _2E4 2,47E+05 7,66E+05 3,096

4.4.4 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica dos polimeros foi avaliada por analise termogravimétrica
(TGA), que quantificou as perdas de massa sob aquecimento (Figura 42). De maneira
geral, todas as amostras resultaram em curvas semelhantes, de maneira que a presenca
do surfactante nao foi crucial para a estabilidade térmica do polimero. Constata-se ainda

que os perfis foram simulares ao encontrado por Martins (2017), que produziu
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particulas de PMMA via polimerizagdo em miniemulsao direta. Tal fato ressalta que a
dupla emulsdo ndo afetou a estabilidade térmica do PMMA quando comparado com
métodos mais convencionais de preparagdo. Isto se deve a manutengdo de estrutura

molecular de PMMA produzido.

Pode-se notar o surgimento de trés etapas de perda de massa, o que foi de fato
confirmada por Kashiwagi et al. (1986), que mostrou que a degradacao térmica do
PMMA oriundo de uma reacdo de polimerizacdo radicalar ocorre em trés etapas
principais. O primeiro estagio, por volta de 165 °C, estd relacionado a ruptura das
ligacdes H-H. Ja a segunda etapa ocorre por volta de 270 °C devido a quebra de
terminagdes  insaturadas  (provenientes da  etapa de  terminacdo  por
desproporcionamento) e cisao homolitica do grupo vinilico. Por fim, a ultima etapa
decorre da cisdo aleatoria das cadeias poliméricas, nas temperaturas entre 370 a 400 °C

(GALKA KOWALONEK e KACZMAREK, 2014).
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Figura 42 - Perfil de perda de massa por TGA das das NPPs contendo PVA (NP_2E2), LSS (NP_2E3) ou
PVA + LSS (NP_2E4), em comparacdo com a literatura (MARTNS, 2017).

Os ensaios de estabilidade térmica foram complementados com analises de
calorimetria de varredura diferencial (DSC), em que se determinaram a curva de DSC e

a temperatura de transi¢do vitrea das amostras.

A técnica de DSC avalia a energia envolvida em uma transformacdo fisica ou
quimica de um material por meio do controle de aquecimento e resfriamento. Em uma
curva de DSC tipica de materiais poliméricos, trés tipos basicos de transformacgdes

podem ser detectados: transformagdes endotérmicas (como a fusdo), transformagdes
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exotérmicas (como a cristalizagdo) e transi¢coes de segunda ordem (como a transi¢ao
vitrea) (ODIAN, 2004). A temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) ¢ detectada quando as
cadeias poliméricas adquirem certa mobilidade e ¢ associada as regides amorfas do
polimero. A temperatura de fusao (Tm) € associada a fusdo de regides cristalinas do

polimero (PINTO, 2013).

As curvas de DSC referentes as amostras do PVA puro, NP 2E2, NP 2E3 e
NP_2E4 encontram-se no Apéndice B. Por meio delas, foi possivel calcular os valores
da temperatura de transicdo vitrea das particulas, como mostrado na Tabela 34. As Tg
dos polimeros formados foram similares uma com as outras, indicando que os diferentes
surfactantes nao afetaram a transi¢do térmica, como constatado na analise do TGA.
Além disso, a Tg foi coerente ao valor disponivel na literatura de 105 °C (MANO e
MENDES, 2004), o que sugere que a metodologia de dupla emulsdo aplicada antes da
polimerizacdo nao modificou as propriedades térmicas do polimero formado, por conta

de manuten¢ao de estrutura molecular original do polimero.

Fez-se a analise de DSC do PVA puro a titulo de comparagao e para investigar
se a presenga do PVA poderia alterar a Tg dos polimeros finais, pois possui Tg bem
inferior ao do PMMA. No entanto, como mencionado, ndo foram observadas mudangas
significativas, possivelmente em virtude da pequena quantidade de PVA utilizada no

Processo.

Tabela 34 - Temperatura de transi¢ao vitrea dos polimeros produzidos.

Amostra Tg (°C)

PVA puro 70,88
NP _2E2 108,55
NP 2E3 107,92
NP _2E4 105,81

4.5 ENSAIOS COM O HOMOGENEIZADOR DE ALTA PRESSAO

Os experimentos feitos até essa etapa da pesquisa envolveram o estudo de
diferentes formulacdes, para adequar a técnica de dupla emulsdo e de polimerizagao

formacao das nanoparticulas de PMMA com caracteristicas desejaveis. Por isso foram
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executados com auxilio do ultra-turrax, que requer pouca quantidade de reagentes para
o preparo. Esta secdo aborda alguns testes conduzidos como o homogeneizador de alta
pressdo (Artepecas, APLAB-10) na emulsificagdo, para compard-lo com o turrax,
avaliando a viabilidade de escalonar o processo para escala industrial. Dessa forma,
serdo descritos ensaios de formulagao de primeira e segunda emulsdo, da reacdo de
polimerizacdo, bem como a caracterizagdo quanto a estabilidade de emulsdo,
morfologia, cinética de rea¢do, tamanho de particula e massa molar de produtos obtidos

com auxilio do homogeneizador de alta pressao.

4.5.1 Estudo da 12 Emulsao (1E)

Com base nas respostas experimentais obtidas nos ensaios usando o ultra-turrax,
decidiu-se manter as propor¢oes de 20 e 80% m/m das fases aquosa interna e oleosa,
respectivamente, utilizando o Span 80 (5% m/m) como surfactante. Ademais, optou-se
em estudar as formulagdes da primeira emulsdo com e sem PMMA presente na fase
oleosa, uma vez que o homogeneizador de alta pressdo geralmente promove emulsdes
mais estaveis e gotas menores (LAMPRECHT et al, 2000), além de testar duas

pressdes de operacao diferentes, de 200 e 350 bar.

A aparéncia (Figura 43) e a andlise por Turbiscan (Figura 44) das emulsdes
mostraram que apenas com a adi¢do de PMMA a emulsdo ficou estavel, da mesma
forma como verificado usando o turrax. Assim, a emulsdao sem PMMA (H_1E1, Figuras
43 e 44 a)) sedimentou nos primeiros instantes apos o processo de emulsificacao, ao

contrario das amostras H 1E2 e H 1E3 (Figuras 43 e 44 b) e ¢)).

Ao confrontar as emulsdes com PMMA nas pressoes de 200 e 350 bar, H 1E2 e
H 1E3, respectivamente, percebeu-se que uma melhor estabilidade prevaleceu na
amostra H 1E2. A pressao de 350 bar pode ter sido alta o bastante para quebrar as gotas
formadas e aumentar excessivamente a taxa de colisdo entre elas e a area especifica,
aumentando a probabilidade de coalescéncia e de ocorréncia de outros fendmenos de
instabilidade, tal como observado na Figura 44.c) e relatado nas se¢des anteriores. Esses
resultados corroboram os dados obtidos anteriormente e impdem a otimiza¢do do

processo de emulsificagao da emulsao primaria.
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Figura 43 - Aparéncia das amostras a) H 1E1, b) H 1E2 e ¢) H_1E3 nos tempo de 1min (linha acima) e

30 min (linha abaixo) ap6s a emulsificagéo.
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Figura 44 - Estabilidade medida com auxilio do Turbiscan das emulsdes primarias a) H 1E1,b)H 1E2 e
c)H 1E3.

As micrografias (Figura 45) obtidas com o auxilio de microscopio Optico

também confirmam os resultados alcan¢ados nos ensaios conduzidos com o turrax: em
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que o aumento da viscosidade promovida pela adigdo do PMMA causou aumento do
tamanho das gotas. Além disso, ao comparar as Figuras 45 b) e c), constatou-se que a
pressdo de 200 bar gerou gotas mais homogéneas e menores, indicando que pressdes

maiores podem ocasionar desestabilizacao da emulsdo, como mencionado.

Figura 45 - Micrografias Opticas das emulsdes primarias a) H 1E1,b)H 1E2 ec) H 1E3.

Em virtude dos resultados obtidos para a emulsdo primaria usando o
homogeneizador de alta pressdo, concluiu-se que a amostra H 1E2, produzido com
PMMA e usando pressdo de 200 bar foi a mais adequada para dar prosseguimento as
etapas de emulsdo dupla e polimerizagdo, com o objetivo de gerar as nanoparticulas

poliméricas.

4.5.2 Formacao das Nanoparticulas Poliméricas (NPPs)

Para a formagdao da dupla emulsdo foi utilizada a mesma propor¢ao que as
empregadas com o ultra-turrax, ou seja, 20% m/m da emulsdo primaria (H 1E2, neste

caso) ¢ 80% m/m da fase aquosa externa. Para a composi¢do da fase aquosa externa,
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optou-se por desenvolver a metodologia apenas para a melhor condi¢do estudada com o
turrax (2E3), que foi composta por 98% m/m de dgua e 1% m/m do surfactante LSS e
1% m/m do iniciador KPS, adicionado apods a acomodacdo da dupla emulsdo no reator e

a estabilizacao da temperatura.

Tendo em vista relatos abordados na literatura, de que o homogeneizador de alta
pressao pode desfazer a dupla emulsao mais facilmente, por ser mais robusto e fazer uso
de altas pressdes (SAHIN, SAWALHA e SCHROEN, 2014; VRIGNAUD, BENOIT ¢
SAULNIER, 2011a), foram adotadas duas estratégias: formar a dupla emulsdo no
homogeneizador (amostra H NP 1la) ou produzir a dupla emulsdo diretamente no
proprio reator pela adi¢ao da fase aquosa externa a emulsdo primaria, submetendo-se a

uma simples agitacdo mecanica (amostra H NP _1b), seguida da polimerizagao.

A aparéncia da dupla emulsdo produzida no homogeneizador, referente a
amostra H NP 1la, mostrou-se estdvel mesmo passados 20 min apds a emulsificagdo
(Figura 46. a)). Na Figura 46 ainda ¢ possivel observar o aspecto do latex das duas

amostras testadas depois da reagdao, muito semelhantes (Figura 46.b) e ¢)).

Figura 46 - Aspectos visuais da a) dupla emulsdo (A/O/A); e das nanoparticulas poliméricas b) H NP_la

ec)H NP 1b.

Os latices formados com uso do homogeneizador de alta pressdo sdo mostrados
nas micrografias da Figura 47. Nao foi possivel confirmar inequivocamente a formacgao
da dupla emulsdo no latex; porém, notam-se a presenca de particulas dispersas no meio,
onde possivelmente estdo aglomeradas em maior quantidade na amostra H NP 1b
(Figura 47.b)) do que na H NP_1la (Figura 47.a)). A explicagdo pode estar atrelada a
menor homogeneizagdo obtida durante a formagao da segunda emulsdo diretamente no

reator.
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Figura 47 - Micrografias das amostras de nanoparticulas a) H NP _laeb) H NP_1b.

A caracterizagdo morfologica por microscopia eletronica de varredura (Figura
48) confirmou a aglomeracdo das particulas apds a secagem (coluna da esquerda) e a
dimensdo submicrométrica das particulas (coluna da direita). Aparentemente, as

particulas ficaram menores que as NPPs obtidas com auxilio do turrax (Figura 37.d)).

Figura 48 - Micrografias por MEV das amostras de nanoparticulas a) H NP _laeb) H NP 1b.
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Para confirmar de fato os tamanhos das particulas e comparar os desempenhos
do homogeneizador e do turrax, as amostras foram analisadas no Malvern Instruments
ZetaSizer (Nano-ZS) para afericdo do didmetro médio e distribui¢do do tamanho de
particulas. Assim, as particulas alcangaram tamanhos nanométricos (Tabela 35) e com
PDI relativamente baixos, sendo que o didmetro médio da amostra H NP_1b foi maior
que da H NP 1la, como esperado. O perfil das distribuicdes de tamanhos de ambas
amostras ficou estreito e monomodal apds 2h de reacdo (Figura 49), o que potencializa a
viabilidade do uso do homogeneizador para aplicagdes farmacoldgicas. Acredita-se que
0 pequeno pico na regido de maiores tamanhos da Figura 49. a) foi causado por alguma
interferéncia na medicdo, pois o pico ndo ¢ acentuado e encontra-se na regido limite de

medi¢do do aparelho.

Tabela 35 - Didmetro médio das particulas usando o homogeneizador de alta presséo.

Amostra d [nm] Desvio [nm] PDI
H NP 1la 52.72 1.956 0.314
H NP 1b 110.3 7.169 0.195
a)
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Figura 49 - Distribuicdo do tamanho de particula das amostras a) H NP _1a; b) H NP_1b no tempo de 2h.
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A verificagdo da interferéncia do homogeneizador de alta pressao sobre a
cinética de conversao do PMMA ¢ mostrada no gréafico da Figura 50. Foi observado um
aumento de conversao consideravel nos instantes iniciais de reagdo ¢ a obtencdo de
conversdo de 100% apds cerca de 20 min. Tal resultado foi muito similar ao obtido em
escala laboratorial anteriormente (Figura 40), confirmando que o procedimento ndo

afeta a cinética de polimerizacdo em miniemulsao.

Além disso, as curvas estdo praticamente sobrepostas, o que sugere que as etapas
de emulsificagdo dupla, como homogeneizador ou no proprio reator, ndo constituiram
fator significativo para a cinética de polimerizagdo. Esta constatagdo confronta se ha
real necessidade de formar a dupla emulsio no homogeneizador, uma vez que,
eliminando esse estdgio, pode existir economia significativa de tempo e energia durante

0 processo, o que ¢ benéfico para a operagao.
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Figura 50 - Conversao de mondémero no ensaio das amostras a) H NP_lae b) H NP_1b.

Por fim, mediu-se a massa molar das amostras por analises de GPC. Novamente,
comprovou-se que as duas técnicas de dispersdo em estudo ndo resultaram em
diferencas significativas, como apresentado nas distribui¢des de massas molares da
Figura 51 e da Tabela 36, mostrando que a técnica utilizada ndo parece afetar as

propriedades intrinsecas do polimero.
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Figura 51 - Distribui¢do da massa molar normalizada por GPC das NPPs usando o homogeneizador

H NP laeH NP 1b;eaNP 2E3 (produzida com o uso do Turrax, como comparagdo).

Tabela 36 - Massa molar média das particulas produzidas usando o homogeneizador de alta pressdo e o

turrax para emulsificacao.

Amostra Meio de Mistura Mn (Da) Mw (Da) PDI (Mw/Mn)
H NP la Turrax 2,77E+05 6,75E+05 2,438
H NP 1b Homogeneizador 2,83E+05 7,45E+05 2,630
NP _2E3 Homogeneizador 2,6 7E+05 7,88E+05 2,955

Em suma, por meios das andlises realizadas, concluiu-se que os testes
conduzidos com o uso do homogeneizador de alta pressdo sdo propicios para o estudo e
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas obtidas por polimerizacio em
miniemulsdo via emulsdo dupla. Tal fato se baseia na obtencdo de resultados
condizentes com a literatura, bem como a proximidade com o estudo em escala de
bancada. Dessa forma, o presente trabalho retrata o potencial para a viabilidade do

processo em aplicagdes em escala industrial para fins farmacéuticos.

4.6 SINTESE DAS NPPs COM AGENTE ENCAPSULADO

Foi empregada a mesma metodologia aplicada que nos topicos anteriores, porém
esta etapa do trabalho também abordou testes de encapsulamento da proteina Albumina
de soro bovino (BSA) nas nanoparticulas poliméricas de PMMA. Como consequéncia,
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foram explanados ensaios de preparacdo de primeira emulsdo com BSA, para posterior
formacdo da dupla emulsio e polimerizacdo, utilizando o ultra-turrax ou o
homogeneizador de alta pressdo na etapa de mistura. O sistema foi entdo caracterizado
quanto a estabilidade da emulsdo, a cinética de reacdo, os tamanhos das particulas, as

distribuicdes de massas molares, a eficiéncia de encapsulamento e a liberagao da BSA.

Vale ressaltar que a inica mudanga feita diz respeito a substituicdo da agua
Milli-Q da fase aquosa interna pela solugdo tampao fosfato 0,1M e pH 7, condi¢des

essas mais adequadas a manutengdo da conformagao nativa da proteina.

Ao final, foi feita ainda a incorporagdao de um corante comercial no lugar da
BSA, como tentativa de observar a estrutura interna das nanoparticulas poliméricas por

meio de microscopia Optica Zeiss (modelo Imager.M2).

4.6.1 Aparéncia das Emulsdes e dos Latex com BSA

A Figura 52 apresenta as emulsdes primarias e secundarias obtidas a partir do
ultra-turrax ¢ do homogeneizador de alta pressdo, usando o Span 80 ¢ o LSS como
surfactantes das fases interna e externa, respectivamente. Ambas demonstraram-se
leitosas e esbranquicadas, além de similares as amostras preparadas sem a BSA. Assim,
aparentemente a BSA ndo afetou a estabilidade das emulsdes. De mesmo modo, na
Figura 53 ¢ apresentado o latex referente a cada amostra testada, NP _2E3 BSA,
H NP la BSA ¢ H NP 1b BSA, que tiveram o mesmo aspecto dos respectivos
brancos, embora um pouco mais amarronzadas, provavelmente devido a mudanga da

composicao de fase interna.
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Figura 52 - Aparéncia da primeira emulsgo (coluna a esquerda) e da dupla emulsdo (coluna a direita) das

amostras preparadas com BSA usando o a) e b) ultra-turrax ou ¢) ¢ d) homogeneizador de alta pressio.

Figura 53 - Aparéncia do latex das amostras preparadas com BSA a) NP_2E3 BSA (usando o Turrax), b)
H NP la BSA (usando o Homogeneizador) e c) H NP_1b BSA (usando o Homogeneizador) .

4.6.2 Diametro Médio e Distribuicao de Tamanho das Particulas

As amostras contendo BSA também foram submetidas a analise de tamanho de

particula e seus resultados encontram-se reportados na Tabela 37. Primeiramente,
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observa-se que o didmetro médio ndo se alterou significativamente em relacdo aos
meios de emulsdo utilizados. Ademais, todos os didmetros médios obtidos com BSA
encapsulada foram um pouco maiores que os seus respectivos brancos (Tabelas 32 e
35). Esse comportamento também foi observado no trabalho de Lamprecht ez al. (2000)
e provavelmente refletem a maior viscosidade do meio, além das caracteristicas elétricas

induzidas pelos sais do tampao.

Tabela 37 - Didmetro médio das NPPs produzidas com BSA.

Amostra Modo de Mistura Tempo [h] d [nm] PDI
0 9942 0,652
NP 2E3 BSA Ultra-turrax ’
2 167,6 0,441
H NP _la BSA Homogeneizador 2 1537 0,250
H NP 1b BSA Homogeneizador 2 142,1 0,198

Além da determinacao dos didmetros médios, a Figura 54 apresenta as
distribuicdes de tamanho das particulas. Apos a reacdo (tempo de 2h), as distribuigdes
de tamanhos de particulas foram relativamente estreitas e monomodais, assim como
para as amostras produzidas sem BSA. Vale lembrar que uma distribui¢do de tamanhos
estreita (monodispersa) proporciona melhor controle sobre a dose € o comportamento de
liberacdo do farmaco encapsulado, garantindo maior eficiéncia de encapsulamento e

melhor biocompatibilidade com células e tecidos do corpo (LIU et al., 2011).
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Figura 54 - Distribui¢des de tamanhos de particula das amostras produzidas com BSA a) H NP _1b BSA,
b) H NP_la BSA ec) NP _2E3 BSA no tempo de 2h.

4.6.3 Analise de Conversio

Verificou-se a possibilidade de interferéncia da BSA sobre a cinética de
polimerizacdo do PMMA por meio da andlise gravimétrica (Figura 55). Foi adicionada

também uma amostra sem BSA, para fins comparativos.

Para as amostras em que foi usado o homogeneizador, o perfil cinético ndo se
alterou muito com a adi¢do da BSA, observando-se crescimento significativo de
conversao antes dos 15 min de reagdo, seguindo-se uma cinética constante e sustentada.
Contudo, para a amostra usando o turrax (NP_2E3 BSA), nota-se um atraso importante
para iniciar a polimeriza¢do, o que ocorre somente apos 30 min. Neste caso, pode ter
acontecido alguma interferéncia ou interacdo da BSA com o iniciador, ocasionado
possivelmente pela quebra das nanoparticulas devido a rotagdo intensa do turrax, e
assim alguma fracdo de BSA pode ter escapado da fase aquosa interna. O efeito ¢ muito

significativo e ndo deve ser ignorado em operagdes reais.
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Figura 55 - Conversao de mondmero das amostras produzidas com BSA e sem BSA para comparacao.

4.6.4 Massa Molar das NPPs produzidos com BSA

O estudo foi complementado com a andlise de massas molares por meio do
GPC. Observa-se na Tabela 38 e Figura 56 que as massas molares ponderais médias
(Mw) foram um pouco menores e que as curvas apresentam um leve deslocamento para
a esquerda, quando comparadas com as amostras produzidas sem BSA. Isso indica que
pode ter ocorrido pequenas alteragcdes nas propriedades mecanicas do polimero e que o
deslocamento da curva corrobora ao aumento de diametro da particula, como ja

explicado.

As massas molares numéricas médias (Mn) ndo apresentaram mudangas
consideraveis, o que sugere que as propriedades osmdticas permaneceram as mesmas.
Os indices de polidispersdo indicaram que houve menor variancia da distribui¢do na
presenca de BSA. Todos esses fatores indicam que os sais afetam o andamento das
reacdes, possivelmente por conta da modificacdo das propriedades elétricas do meio e

modificacdo das taxas de captura e dessorcao de radicais pelas particulas.

Tabela 38 - Massas molares médias de NPPs produzidas com e sem BSA.

Amostra d [nm] Mn (Da) Mw (Da) PDI (Mw/Mn)
NP _2E3 BSA 167,6 3,17E+05 6,31E+05 1,989
H NP la BSA 153,7 2,83E+05 6,26E+05 2,207
H NP 1b BSA 142,1 2,98E+05 6,00E+05 2,012
Sem BSA 54,72 2,67E+05 7,88E+05 2,955
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Figura 56 - Distribuicdo da massa molar normalizada por GPC das amostras com e sem BSA.

4.6.5 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica dos polimeros formados com a incorporagao da BSA

foram analisados por TGA e DSC.

A Figura 57 mostra o perfil de perda de massa com a temperatura para os
polimeros produzidos com e sem BSA. Percebe-se que os perfis das amostras foram
semelhantes, com perdas de massa similares presentes em ambas as amostras e
originadas pela ruptura e cisdo de cadeia polimérica, como ja explanado no topico 4.4.4.
Entretanto, a queda referente a degradagdo térmica do polimero (terceiro estdgio) da
NP 2E3 BSA ocorreu um pouco antes, uma vez que a curva estad mais deslocada para a
esquerda. Esse fato sugere a presenca do BSA nas NPPs. Ademais, pode ter ocorrido
uma possivel interacdo, embora pequena e apenas fisica, entre a cadeia polimérica e a
BSA ou com os componentes da solu¢do tampao da fase aquosa interna. Além disso, a

redugdo das massas molares pode explicar os resultados obtidos.

Essa ligeira mudanga pode ser confirmada na pequena diferenca encontrada na
temperatura de transi¢ao vitrea por DSC (Tabela 39), a qual ainda ¢ condizente com a
literatura, que situa-se em torno de 105 °C (MANO e MENDES, 2004). A curva de
DSC da amostra NP_2E3 BSA est4 descrita no Apéndice B.
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Figura 57 - TGA das amostras produzidas com e sem BSA.

Tabela 39 - Temperatura de transi¢do vitrea das NPPs produzidas com ¢ sem BSA.

Amostra Tg (°C)
NP 2E3 107,92
NP 2E3 BSA 103,51

4.6.6 Eficiéncia de Encapsulamento e Liberacio da BSA

Uma vez formada as nanoparticulas poliméricas e executado o encapsulamento
da biomolécula, ¢ de grande importancia determinar a quantidade real que ficou
incorporada nas NPPs apds o processo, bem como a capacidade de liberagdo controlada
em meio fisioldgico. De fato, Ye, Kim e Park (2010) relataram que microparticulas
ideais deveriam apresentar alta eficiéncia de encapsulamento e capacidade de
carregamento, além de perfil de liberacdo sustentada para alcancar desejaveis efeitos
terapéuticos. Em vista disso, retrata-se a seguir o estudo da eficiéncia de

encapsulamento da BSA nas NPPs e da liberagdo de BSA in vitro.

Para a quantificacdo da eficiéncia de encapsulamento (%EE) e da liberacao
(%Lib), os ensaios fizeram uso da metodologia de Bradford (1976). A absorbancia foi
convertida em concentragao por intermédio de uma curva de calibracdo constituida por
padroes obtidos com solugdes de diferentes concentracdes de BSA, assim como
exemplificado por uma das curvas obtidas durante o teste (Figura 58). Por fim, a massa

de proteina era quantificada por balanco de massa e eram calculadas a %EE e a %Lib.
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Figura 58 - Exemplo de umas das curvas de calibracdo do BSA por Bradford feita durante o ensaio de

eficiéncia de encapsulamento e liberagao.

Desse modo, a Tabela 40 mostra a eficiéncia de encapsulamento alcangada nos
experimentos utilizando tanto o ultra-turrax quanto o homogeneizador de alta pressao.
Nota-se que as amostras que fizeram uso do homogeneizador resultaram em altas
eficiéncias de encapsulamento, o que ndo se observou quando foi utilizado o turrax,
indicando que o encapsulamento da BSA dependeu também de efeitos hidrodinamicos,

e nao apenas termodinamicos. Nesse caso, o homogeneizador resultou em melhor

desempenho.

Tabela 40 - Porcentagem de Eficiéncia de Encapsulamento da BSA nas NPPs.

Amostra Meio de Mistura %EE
NP _2E3 BSA Turrax 63,66 + 2,38
H NP la BSA Homogeneizador 93,67 + 4,74
H NP 1b BSA Homogeneizador 87,81 +5,25

Os resultados foram condizentes com os relatos de Wischke e Borchert (2006),
em que a eficiéncia de encapsulamento de uma BSA modificada com um fluoréforo foi
maior nas amostras emulsificadas pelo homogeneizador de alta pressdo do que pelo
ultra-turrax, 94,5 + 3,0 contra 78,7 + 5,0, respectivamente. Os autores justificam esse
resultado a diferente localizagio do BSA quando mudado o meio de mistura. Ao
utilizarem o ultra-turrax, as micrografias confocal a laser indicaram claramente que a
BSA se encontrava perto da superficie das NPPs. Em contrapartida, as proteinas
estavam totalmente dispersas nas cavidades do interior das nanoparticulas para o

homogeneizador. Consequentemente, a BSA tinha maior facilidade de se liberar quando
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localizado proximo a superficie, diminuindo a eficiéncia de encapsulamento ao usar o

turrax.

Além disso, a perda de proteinas durante a preparacdo das microparticulas pode
ser atribuida a dois principais fatores: ruptura mecanica das microparticulas durante a
homogeneizacao; e difusao resultante do gradiente de concentracdo, que pode ser
controlada mudando parametros como a carga da proteina, adigdo de excipientes, razao
entre as fases, método de emulsificacdo, pressdo osmdtica, taxa de polimerizagdo, entre
outros (YE, KIM e PARK, 2010). Neste caso, o turrax pode ter proporcionado maior
ruptura mecanica e, por isso, o ensaio resultou em menor eficiéncia de encapsulamento.
Por consequéncia, a parcela da proteina que escapou das NPPs pode ter interagido com
o iniciador ou outro componente durante a polimeriza¢do, causando o atraso na cinética

de conversao, como retratado na segdo 4.6.3.

Com relagdo a taxa de liberagdo da BSA, foram tiradas aliquotas nos tempos 24
e 48 h apods colocar o latex em meio tamponado de PBS a 37 °C. Assim foram
calculadas as porcentagens de liberacdo de BSA das amostras, conforme mostrada na
Tabela 41. Percebe-se que a liberacdo do BSA foi baixa para todas as amostras e para os

dois tempos medidos, sendo menores que 10% até para o tempo de 48 h.

Tabela 41 - Porcentagem de Liberagdo da BSA.

Amostra Meio de Mistura Tempo [h] %EE
+
NP_2E3 BSA Turrax 2 23270522
- 48 7,364 + 2,946
24 3,644 + 1,737
H NP la BSA Homogeneizador
48 5,426 £ 0,923
. 24 1,543 + 0,687
H NP 1b BSA Homogeneizador
- T T 48 3,664 + 0,851

Esse fato esta relacionado principalmente a dois fatores. O primeiro ¢ devido a
propria proteina modelo, pois a BSA ¢ uma molécula grande, de peso molecular em
torno de 66000 Da. Outras proteinas ou mesmo farmacos hidrossoluveis, como a
lisozima e a insulina, possuem massas molares bem menores, entre 5000 a 20000 Da.
Assim sendo, a BSA detém maior dificuldade para se difundir pela matriz polimérica
que constitui as particulas até atingir a superficie para ser liberada. O segundo motivo
consiste no polimero usado, PMMA. Por se tratar de um polimero sintético e de baixa

biodegrabilidade, ele ndo se degrada facilmente em meio fisioldgico e, portanto, a
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liberacdo se da majoritariamente por difusdo da BSA por entre as cavidades formadas
nas NPPs, ao contrario de polimeros biodegradaveis, que podem liberar também por
degradagdo e erosdo. Portanto, a liberagdo pode ter ocorrido apenas das proteinas mais

proximas a superficie das NPPs.

A nao-biodegrabilidade pode consistir em um ponto positivo quando se deseja
que as nanoparticulas circulem por longos periodos de tempo no sangue; em outras
palavras, quando se almeja obter uma liberagdo mais controlada e sustentada
(HOLZAPFEL et al., 2005). Além disso, evita-se um alto burst inicial de liberagdo, isto
¢, uma liberacdo imediata do encapsulado. Um alto burst inicial acarreta em uma
redugdo da vida 1til efetiva do dispositivo de administra¢do do farmaco, diminuindo sua
eficdcia tanto em termos terapéuticos como econdomicos. Se for excessivamente elevado,

0 burst pode resultar em niveis de drogas proximos ou superiores aos niveis toxicos

(ZHENG, 2009).

A respeito disso, os dados mostram que as taxas de liberagdo de BSA sdo
sustentadas, aumentando com o tempo de ensaio em todos os casos. Andlises mais
detalhadas devem ser realizadas por tempos maiores para identificar com maior precisao

os perfis de liberagdo.

4.6.7 Encapsulamento do Corante Azul nas NPPs

Essa andlise foi feita como tentativa de observar a estrutura interna das
nanoparticulas poliméricas. Para isso, a amostra NP_2E3 foi replicada; porém, neste
momento foi encapsulado um corante comercial azul no lugar do BSA, com a finalidade
de verificar o contraste de pigmentacao entre a nanoparticula e o corante. Espera-se uma
estrutura do tipo casca-nucleo; isto ¢, um nucleo formado pela fase aquosa interna e

uma casca composta pela matriz polimérica de PMMA.

A Figura 59 apresenta o latex formado quando foi encapsulado o corante azul
(amostra NP_2E3 CorA). A textura liquida do produto foi similar ao referente branco

(NP_2E3), porém com uma coloragdo azul intensa, como esperado.
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Figura 59 - Latex formado com corante azul encapsulado (amostra NP_2E3 CorA).

Na Figura 60 sdo mostradas as micrografias do branco (NP 2E3) e da
NP_2E3 CorA. Observa-se claramente a existéncia de gotas maiores, com gotas do
corante azul ou aglomerados aprisionados em uma fina camada, que supostamente seria
a matriz polimérica (Figuras 60.c) e d)), o que ndo se verifica na amostra sem o
encapsulado (Fguras 60.a) e b)). Isso pode ser um indicio da formag¢do casca-ntcleo e
confirmagdo da eficicia do procedimento de dupla emulsdo seguida de polimerizacao,
porém seriam necessarios outros testes, como a microscopia eletronica de transmissao,

para melhor visualizagdo em escala nanométrica.

Figura 60 - Micrografias optica das NPPs preparadas a) e b) sem e ¢) e d) com corante azul encapsulado.
A diferenca entre as colunas da direita e esquerda ¢ decorrente das condigdes de luz transmitida e dos
efeitos de edigdo.
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Capitulo V

Conclusdo e Sugestoes

5.1 CONCLUSAO

O presente trabalho abrangeu a obtencao um sistema de emulsao dupla A/O/A
estavel para manipulacdo, adequado a polimerizagdo em miniemulsdo do mondomero
metacrilato de metila (MMA) e a formagdo das nanoparticulas do polimero, visando ao
encapsulamento de farmacos hidrossoluveis. Desse modo, a etapa inicial envolveu o
planejamento experimental para estudo de estabilidade da primeira emulsdo (A/O),
comparando a atuacdo do MMA com a dos Odleos diesel e heptano. Os resultados
pareceram indicar que os aspectos mecanicos controlam a estabilidade das dispersdes
em meio mais hidrofébico e baixa viscosidade (diesel e heptano), e que os aspectos

quimicos de composi¢do afetam mais as dispersdes em meio mais hidrofilico (MMA).

A andlise estatistica revelou que a instabilidade das emulsdes contendo MMA ¢
inversamente proporcional a carga de surfactante presente. Além disso, foi possivel
selecionar formulagdes que permitiram a obten¢do de emulsdes com estabilidade
adequada quando o polimero PMMA foi adicionado ao MMA, proporcionando aumento

da viscosidade da fase oleosa.

Com relacdo aos testes para a producao de emulsdes duplas, utilizou-se o
mondmero MMA como componente majoritario na fase oleosa e diferentes surfactantes
na fase aquosa externa. Foram realizadas anélises de estabilidade cinética e térmica, de
morfologia por microscopia optica e eletronica de varredura, tamanho de particula e
massa molar, com a finalidade de encontrar uma formulagdo adequada para posterior
polimerizacdo em miniemulsdo. A amostra contendo o surfactante lauril sulfato de
sodio foi aquela que apresentou as melhores propriedades para formagao e uso do latex
polimérico. Com tal formulagao, a reacdao de polimerizagao alcangou conversao maxima
nos primeiros 20 minutos e um latex com tamanho de particula em torno de 55 nm,

massa molar de 8x10° Da e temperatura de transi¢do vitrea (Tg) de 108 °C.

Em seguida, foram estudadas metodologias de emulsificacdo e polimerizagdo

utilizando o homogeneizador de alta pressdo como meio emulsificante, a fim de
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viabilizar o processo em escala industrial. Os resultados de morfologia, estabilidade,
cinética, tamanho de particula e massa molar mostraram que as propriedades obtidas
foram semelhantes ou até melhores que as alcancadas quando usado o ultra-turrax.
Além disso, a amostra em que a dupla emulsdo foi formada no homogeneizador
apresentou menor tamanho de particula, como era esperado; entretanto, a amostra
produzida diretamente no reator também apresentou boas propriedades. Uma vez
eliminado o estagio de emulsificagdo dupla no homogeneizador, pode-se obter

significativas economias de tempo e de energia durante o processo.

A fim de investigar a incorporacao de agentes hidrofilicos no sistema proposto,
foi adicionada a proteina-modelo Albumina de soro bovino (BSA) a fase aquosa interna.
A comparagdo das amostras preparadas com e sem a insercdo da BSA foi auxiliada
pelas analises de estabilidade de emulsdo, cinética de reacdo, tamanho de particula e
massa molar. As particulas preparadas com a BSA apresentaram diametros
relativamente maiores (na ordem de 150 nm), o que justifica a ligeira queda na massa
molar ponderal encontrada. Em contrapartida, a cinética de conversdo também alcangou

valores proximos de 100% e a Tg foi igual a 103,51°C.

Quanto ao uso do ultra-turrax ou do homogeneizador de alta pressdo na
emulsificagdo, a cinética de polimerizacao e a eficiéncia de encapsulamento foram os
parametros que permitiram observar diferencas mais significativas. Para o turrax, houve
um atraso para iniciar a polimeriza¢do, indicando que pode ter ocorrido algum tipo de
interagdo entre a fase aquosa interna e os componentes reacionais. Tal fato foi
condizente com a porcentagem de encapsulamento obtida, em torno de 64% para o
turrax, contra 90% para o uso do homogeneizador, sugerindo que a fase aquosa interna
pode ter entrado em contato com a fase aquosa externa. Ja a taxa de liberagdo para todos
os casos foi muito pequena nos tempos medidos, decorrente em especial do alto peso
molecular da proteina usada, o que dificulta sua passagem pelas cavidades da matriz
polimérica, além da baixa biodegrabilidade inerente do préprio polimero, na qual torna
a liberagcdo mais lenta, devido apenas a difusdo. A respeito disso, observou-se uma lenta
e sustentada liberacdo de BSA das particulas, que incentivam o uso desses sistemas para

aplicagoes de liberagao controlada.

O resultado de microscopia da amostra contendo o corante azul mostrou a

existéncia de gotas maiores, onde gotas do corante azul ou aglomerados estdo
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aprisionados em uma fina camada, supostamente formada pela matriz polimérica. Isso
pode ser um indicio da formagdo das estruturas casca-nticleo e confirmagdo da eficacia

do procedimento de dupla emulsio seguida de polimerizacao.

Dessa maneira, as etapas fundamentais que compdem os objetivos do trabalho
foram executadas de maneira satisfatoria e o processo proposto (dupla emulsao A/O/A
seguida da polimerizagdo em miniemulsdo) para encapsulamento de uma molécula
hidrofilica mostrou-se eficaz e facilmente escaldvel, servindo como uma plataforma
para outros farmacos hidrofilicos. Entretanto, ¢ importante a implementacdo de outros
estudos complementares para comprovar e aprimorar a metodologia aplicada,
possibilitando o estudo e o emprego futuro deste procedimento para encapsulamento de

diversos tipos de medicamentos proteicos e agentes hidrossoluveis em geral.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ha um longo caminho pela frente para que estas nanoparticulas possam ser
enfim utilizadas pela industria farmacéutica. Para que isso acontega, sugerem-se como
possiveis trabalhos futuros a realizacao de testes tanto para a formulagdo, quanto para o

processo e caracterizagao.

Primeiramente, sugere-se o estudo da formulagdo da emulsdao primaria com uma
menor quantidade de Span 80, mas mantendo a adicdo do PMMA. De mesmo modo,
seria interessante fazer um planejamento experimental alterando as condi¢des de
formacdo da dupla emulsdo, como a mudanca nas propor¢des das fases dispersa e
continua. Um planejamento experimental com as condicdes do homogeneizador,

também pode ser relevante.

Com relagdo as nanoparticulas geradas, outros testes de caracterizagdes
poderiam ser considerados, como testes de microscopia eletronica de transmissao, para

confirmagdo da incorporagdo do ativo e formag¢ao da estrutura casca-nticleo.

Outra sugestdo baseia-se em alteracdes induzidas pelo agente encapsulado. Em
principio, poderia ser possivel abaixar a temperatura de reacdo para prevenir a nao
desnaturagdo das proteinas, mas sem prejudicar a polimerizagdo. Devido ao alto prego

de muitas proteinas e farmacos hidrofilicos, sugere-se o estudo com aumento da carga
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de BSA, além da avaliagdo de citotoxicidade e da preservacdo da sua estrutura
secundaria ap6s o procedimento de encapsulamento, como testes de dicroismo circular.
Por fim, podem ser realizadas de analises in vivo. Posteriormente, quando as condig¢des
ja estiverem estabelecidas, recomendam-se pesquisas com fairmacos comerciais, como a

insulina, e também a andlise da aplicagdo para diferentes vias administrativas.
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APENDICE A

A seguir, sdo apresentadas as demais curvas qualitativas da estabilidade de

emulsdes do planejamento experimental.
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Figura A.1 - Perfis qualitativos de estabilidade para emulsdo de 4gua em 6leo diesel para amostras do
planejamento experimental: a) N_01; b) N _02; c) N _03; d) N _05;¢) N _07; f) N_08.
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Figura A.2 - Perfis qualitativos de estabilidade para emulsdes de 4gua em 6leo diesel para amostras do
ponto central do planejamento experimental: a) N 09; b) N 10; ¢c) N_11.
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Figura A.3 - — Perfis qualitativos de estabilidade para emulsdes de d4gua em heptano para amostras do
ponto central do planejamento experimental: a) N 09; b) N _10; ¢) N_11.
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Figura A.4 - Perfis qualitativos de estabilidade para emulsdes de d4gua em heptano para amostras do
planejamento experimental: a) N_01; b) N_03; ¢c) N_04; d) N_06; e) N_07; f) N_08.
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Figura A.5 - Perfis qualitativos de estabilidade para emulsdes de 4gua em MMA para amostras do
planejamento experimental: a) N _01; b) N _04; c) N_05; d) N_06.
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Figura A.6 - Perfil qualitativo de estabilidade para emulsdo de 4gua em MMA para amostras do
planejamento experimental: a) N_07; b) N _09; c) N _10; d) N_11.
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APENDICE B

A seguir, estao apresentados os resultados de TGA e DSC do PVA, bem como

as analises de DSC das particulas formadas.
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Figura B.1 - Analises de a) TGA e b) DSC do PVA.
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Figura B.3 - DSC da amostra NP_2E3.
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Figura B.5 - DSC da amostra NP_2E3 BSA.
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