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RESUMO

O processo de cristalizagdo € uma operagao unitaria muito utilizada industrialmente, pois em uma
Unica etapa, pode-se obter cristais de alta pureza e isolados de outros possiveis subprodutos.
Porém, para que os cristais apresentem as caracteristicas finais adequadas, como habito cristalino
e dimensdes uniformes, o controle do processo de cristalizagédo se torna objeto de estudo continuo.
Alguns parémetros de controle sédo: velocidade de agitagdo, taxa de resfriamento, semeadura -
adicdo de monocristal para indugao da cristalizagao -, adicado de antissolvente etc. Diversos estudos
com metronidazol, derivado do nitroimidazol, farmaco classificado como anti-helminticos e anti-
protozoarios, mostram que ha dificuldade para sua compactagao e confecgdo dos comprimidos, o
que acarreta em problemas de desintegracao e dissolugao desses, afetando na biodisponibilidade
do farmaco; assim, o controle da etapa de cristalizacdo € uma etapa chave em todo o processo.
Foram preparadas solugdes supersaturadas em etanol e agua a 42°C, resfriadas nas taxas de 0,2,
0,4 e 0,6°C.min"" até a temperatura final de 5°C, obtendo dados para comparacédo da temperatura
de inicio de cristalizagcado, tamanho médio dos cristais e habito cristalino. O tamanho das particulas
foi avaliado por medicao de feixe focalizado — FBRM (Focused Beam Reflectance Measurement); o
habito cristalino por um video microscopio inline —PVM (Particle Vision and Measurement) e por
microscopia eletrénica de varredura dos cristais obtidos apds filtragéo a vacuo e secagem por 24 h
em estufa a 60°C. Por fim, a temperatura de inicio de cristalizagcdo foi avaliada por indice de
retroespalhamento (RBI) e analise de imagem, por alteragdo do sinal das componentes vermelho,
verde e azul (RGB), a qual, por utilizar uma camera como sensor, torna a analise de baixo custo e
de facil acesso. Também foi estudada a influéncia do posicionamento da camera no sistema, sendo
uma interna (inline) e outra externa (online) ao reator. Com o uso do PVM, pode-se avaliar inline os
diferentes habitos cristalinos influenciados pelas taxas de resfriamento e solventes, sendo
corroborados pelas imagens do MEV. No sistema em etanol, houve apenas a formag¢ao do habito
cristalino prismatico para as trés taxas; contudo, na cristalizagdo em agua, a taxa de 0,2°C.min""
formou cristais com habito cristalino prismatico; para as taxas 0,4°C e 0,6°C.min™", a primeira formou
uma mistura de cristais em formato de prisma com aciculares e a segunda cristais aciculares. Os
sistemas de cameras online e inline captaram o inicio da cristalizagcdo ao mesmo tempo, mostrando
que a técnica nao é influenciada pela posigcdo do sensor, contudo, a posicdo externa apresentou
menor capacidade de captacao do sinal RGB. Todas as técnicas de analise em tempo real utilizadas
detectaram o inicio da cristalizagdo em tempos estatisticamente iguais para uma mesma taxa de
resfriamento. Com bases nesses dados a condigdo mais indicada para produgao de comprimidos

de metronidazol é a cristalizacao a partir de solugdes aquosas a uma taxa de 0,2°C/min.



ABSTRACT

The crystallization process is a unitary operation widely used industrially, because in a single step,
high purity crystals and possible possible by-products can be obtained. However, for the crystals to
present the final selected characteristics, as there are crystals and uniform dimensions, or control of
the crystallization process becomes an object of continuous study. Some control parameters are:
agitation speed, cooling rate, seeding - addition of monocrystal for induction of crystallization,
addition of anti-solvent, etc. shows that there is difficulty in compacting and inspecting tablets, or in
problems of disintegration and dissolution of these, affecting the bioavailability of the drug; thus, the
control of the crystallization step is a key step in the process. Supersaturated solutions were
prepared in ethanol and water at 42 ° C, cooled at rates of 0.2, 0.4 and 0.6 ° C.min-1 to a final
temperature of 5 ° C, obtaining data for comparison of the starting temperature crystallization,
average crystal size and crystalline habit.

The sample size was assessed by a focused focus - FBRM (Focused Beam Reflectance
measurement); there is a lens by an inline microscope video - PVM (Particle Vision and
Measurement) and by scanning crystal electron microscopy after vacuum filtration and drying for 24
h in an oven at 60°C. Finally, the temperature of the beginning of crystallization was evaluated by
the backscatter index (RB/) and image analysis, by changing the signal of the red, green and blue
components (RGB), which, by using a camera as a sensor, low cost analysis and easy access. The
influence of the camera's positioning in the system was also studied, one being internal (online) and
the other external (online) to the reactor. With the use of PVM, it is possible to evaluate online the
different crystal habits influenced by the rates and solvents, being confirmed by the SEM images. In
the ethanol system, there was only one formation of the crystalline habit of hexagonal prism for three
rates, however, of crystallization in water, of 0.2°C/min from crystals with prismatic crystal habit with
an average size close to 100 ym; for rates of 0.4°C and 0.6°C/min, average size varying between
80 and 90 um, but the first forms a mixture of prismatic crystals with acicular and the second acicular
crystals. The online and inline camera systems captured the beginning of crystallization at the same
time, showing that the technique is not influenced by the position of the sensor, however, the external
position showed less capacity to capture the RGB signal. All the real-time analysis techniques used
detected the onset of crystallization at statistically equal times for the same cooling rate. Based on
these data, the most suitable condition for making metronidazole tablets is crystallization from

aqueous solutions at a rate of 0.2°C/min.
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1. INTRODUGAO

O processo em que ocorre a organizagao de atomos ou moléculas a uma estrutura cristalina
rigida e de menor estado energético € conhecido como cristalizacao e dentre as caracteristicas de
um solido cristalino esta o alto grau de pureza (PAUFLER, 1993). Os cristais possuem seus atomos,
ions ou moléculas em um arranjo periédico que se repete nas trés dimensdes, tendo como origem
uma unidade estrutural basica conhecida como célula unitaria, que define caracteristicas do cristal
formado.

O processo de cristalizagdo ocorre quando em uma solug¢ao a solubilidade de um soluto é
reduzida abaixo da sua concentracédo de solubilidade, o que torna a solugdo supersaturada neste
soluto e ocorre a formacgao dos respectivos cristais. O processo de cristalizagdo pode ser induzido

por meio de duas técnicas basicas:

a) Redugéo do volume de solvente com o uso de meios fisicos (evaporagdo e ebuli¢cdo),

aumentando a concentracéo dos solutos;

b) Diminuicdo da solubilidade do soluto em solugdo por meio agentes externos (temperatura,

antissolvente, etc).

Em si, o mecanismo de cristalizacéo pode ser explicado principalmente por dois estagios,
sendo eles a nucleagao e o crescimento (MULLIN, 2001, ROHANI, S, HORNE, et al., 2005).

a) Nucleagéao

O fendbmeno de nucleagao ocorre quando as particulas do soluto na solugédo supersaturada
se reunem e atingem um tamanho critico. A nucleacédo se divide em primaria e secundaria. A
nucleagdo primaria ocorre quando se formam nucleos diretamente da solugdo, enquanto na
nucleacéo secundaria ocorre a formacgao dos nucleos na presenca de outros solidos. Neste ultimo
caso, fragmentos dos primeiros cristais formados provocam a formagéo de novos nucleos (TER
HORST, SCHMIDT, et al., 2015). A taxa de nucleagao sofre influéncia da molécula que esta sendo
cristalizada: quanto mais irregular sua forma, mais demorada é a nucleacdo (especialmente
moléculas organicas grandes). A polaridade é outro fator relevante, quanto menos polar a estrutura,
mais dificil a nucleagdo. Parametros como tipo de solvente e nivel de supersaturagcdo também
podem ser usados para manipular da taxa de nucleagao (MULLIN, 2001). O controle da nucleagéo
também pode ser feito por meio da adicao de uma “semente” (cristais pequenos do mesmo material,
provenientes de uma operagao anterior). A semeadura possibilita a manipulagao da taxa de
nucleagao, uma vez que se tenha definido o tamanho e a quantidade (massa) de sementes no meio
(MULLIN, 2001).
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b) Crescimento do cristal

Etapa seguinte a nucleacdo, nela o cristalito ja formado tem aumento de volume. O
crescimento € um processo espontaneo que é responsavel pelo formato dos cristais (habito) na
escala macroscopica (TER HORST, SCHMIDT, et al., 2015). A velocidade de crescimento do cristal
e a caracteristica do produto final podem ser condicionadas a partir de certos parametros de
operagao tais como velocidade de agitacdo do meio reacional, grau de supersaturacao,
temperatura, etc. Por exemplo, uma solugdo que possui o0 grau de supersaturagdo demasiado
elevado se encontra em um equilibrio termodinadmico muito instavel, provocando uma velocidade
de nucleagao muito elevada e, por consequéncia, formam-se muitos nucleos simultaneamente. Por
fim, o produto final é formado por cristais muito pequenos, ja que o crescimento é limitado (TER
HORST, SCHMIDT, et al., 2015).

Além das etapas de nucleagao e de crescimento, a aglomeragao é outro evento que pode
ocorrer paralelamente na cristalizagdo. Os sitios de cristais ja formados agregam-se entre si,
provocando um distuRBlo (mudanga) no habito do cristal. A formagao de agregados pode diminuir
a cristalinidade do solido formado, prejudicando a pureza do material (MULLIN, 2001).

A cristalizacdo é um processo tanto natural quanto industrial. Na industria ela € usada
principalmente nas etapas de separagao e purificacdo de uma operacéo e possui aplicacdo em
diversas areas, como por exemplo nos setores alimenticio, quimico e farmacéutico. Os cristais
podem ser obtidos através de alguns métodos, os mais conhecidos sao resfriamento, adigdo de
antissolvente, evaporagao e reagao (precipitacdo). A finalidade do processo de cristalizacdo, a
solubilidade e a estabilidade do soluto no solvente escolhido sao fatores que influenciam na escolha
do método a ser empregado.

O processo de resfriamento, técnica empregada neste trabalho, consiste em diminuir a
temperatura de uma solugdo a uma taxa programada até o aparecimento dos cristais do soluto. O
valor da taxa pode influenciar no habito cristalino, que corresponde a aparéncia tipica do cristal
quanto ao tamanho e a forma. Quanto menor a taxa, maior o tempo de organizacao da estrutura
cristalina e por consequéncia maior o tamanho dos cristais.

O processo de resfriamento a uma taxa rapida, que resulta na cristalizagdo em tempo curto,
€ conhecido como precipitagao e geralmente resulta na formacgéao de solidos cuja estrutura € pouco
organizada ou cujos tamanhos dos cristais s&o menores do que num método utilizando uma taxa
lenta (TER HORST, SCHMIDT, et al., 2015).

A cristalizag&o aplicada na industria farmacéutica tem como um dos objetivos a preparacao

de Insumos Farmacéuticos Ativos (IFA) sdlidos, pois os IFAs na forma sélida sdo mais estaveis e
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econdmicos para distribuicdo de medicamentos. Os IFAs podem estar na forma de polimorfos,
solvatos, hidratos, sais, co-cristais e solidos amorfos. (ROHANI, Sohrab, 2010) Durante o processo
de cristalizagdo o farmaco pode cristalizar em mais de um arranjo cristalino diferente. Essas
estruturas, embora quimicamente iguais, sdo genericamente distintas e podem produzir efeitos
distintos no organimo. Esse fenébmeno € conhecido como polimorfismo e essa propriedade torna
necessario que haja uma avaliagdo cuidadosa da industria farmacéutica quanto as propriedades
que cada polimorfo pode apresentar (ROHANI, Sohrab, 2010).

O metronidazol, substancia alvo deste estudo, € um exemplo de IFA na forma soélida usado
na industria. Dentre os diferentes métodos de cristalizagdo, os de evaporacdo de solvente e
resfriamento sdo os mais usados na obtengado de metronidazol (DI MARTINO, Piera, CENSI, et al.,
2007, RAMUKUTTY, RAMACHANDRAN, 2012). Diversos estudos empregando esses dois
métodos em diferentes condicdes e com uso de solventes de polaridade variadas ja foram
realizados. Por consequéncia na mudanga de diversos parametros, diferentes habitos cristalinos
foram encontrados, porém nao se confirmou a presenca de estruturas polimorfas nos cristais
obtidos. Ou seja, ele possui somente um arranjo cristalino (DI MARTINO, P., CENSI, et al., 2007).

A industria tem interesse neste farmaco devido a sua atividade antiprotozoaria. Além disso,
este composto também possui atividade antibacteriana contra bacilos gram-negativos anaerébios,
contra bacilos gram-positivos esporulados e contra todos os cocos anaerébios. Ele é utilizado em
diversos tratamentos, dentre eles no combate contra a giardiase, a amebiase, a tricomoniase, e em
infeccdes causadas por bactérias anaerébias como Bacteroides fragilis, além do tratamento de
pacientes portadores de periodontite crénica refrataria (DHAND, SNYDMAN, 2009, FREEMAN,
KLUTMAN, et al., 1997).

A administragao de farmacos por via oral € a forma mais comum para efeitos sistémicos e
dentre os medicamentos administrados por via oral os comprimidos sdo as formas farmacéuticas
solidas mais empregadas em terapia, pois permitem administragcdo de uma dose Unica e exata do
farmaco, além de apresentarem alta produtividade e custos relativamente baixos. O metronidazol,
apesar de ser muito utilizado mundialmente, nao apresenta boa compressibilidade (propriedade de
um material ou substancia que, sob aplicacdo de uma pressdo externa, pode ter seu volume
reduzido) quando usado sozinho, o que dificulta a laminacao e revestimento de comprimidos. Em
funcéo disso, € comum que seja fabricado com quantidades de incipientes entre 40-60% m/m
(ITIOLA e PILPEL, 1986).

As propriedades do metronidazol podem ser obtidas a partir da caracterizagcdo do solido
(cristal) obtido no processo de cristalizacdo. Na literatura ha o relato do emprego de diversos

métodos, como os cristalograficos, os espectroscopicos, os térmicos e os microscopicos. Todos
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foram empregados como técnicas de analise para obter informacbdes quanto a presenca de
polimorfos, composigao, estabilidade térmica e morfologia (habito do cristal) a partir do metronidazol
cristalizado (BLATON, PEETERS, et al., 1979, DE SOUZA, DE SOUZA, et al., 2003, DI MARTINO,
Piera, CENSI, et al., 2007, SRAVANI, RAJA, et al., 2011).

Porém ha poucos estudos em que se registra 0 que ocorre durante o processo de
cristalizacao. Neste caso se faz necessario o uso de técnicas que permitam uma analise em tempo
real, ou seja, o registro de todo o fendmeno ao longo do tempo, desde a formagéo dos nucleos até
o crescimento total do cristal. O uso dessas anadlises torna-se necessario pois o tamanho e a
contagem de cristais afetam diretamente o desempenho no processo cristalizagdo. Ao monitorar o
tamanho e a contagem do cristal em tempo real é possivel entender, otimizar e ampliar os processos
com confianga.

Analise em tempo real define-se como qualquer medida analitica que pode ser monitorada
assim que entra em um sistema, imediatamente ou em até um minuto em que a medida foi coletada
(LAPLANTE, 1992). Mais do que isso, esta ligada a capacidade de analisar um evento na medida
em que ele ocorre, sejam eventos fisicos ou quimicos. Este tipo de medicao torna a técnica mais
vantajosa que as analises convencionais, pois o tempo de reposta é muito rapido.

Existem diferentes técnicas que possibilitam a analise em tempo real, elas podem ser
diferenciadas a partir de como sdo empregadas, por exemplo ha as analises inline e online. No
modelo convencional, a amostra é retirada do sistema para fazer a medigao especifica em outro
equipamento. Porém quando se adota as medi¢cbes inline e online isto ndo é necessario,
minimizando os erros de amostragem e possibilitando uma maior velocidade para deteccdo de
problemas (BOWLER, BAKALIS, et al., 2020).

Na medicao inline a amostragem é feita dentro do processo: o sensor/equipamento esta em
contato direto com o sistema, fazendo a aquisi¢ao dos dados de imediato. Ja a medi¢ao online nao
ha contato direto do equipamento com o sistema, mas a aquisi¢éo do resultado também ocorre em
um tempo curto. Em ambas as técnicas ndo ha perda ou dano da amostra, além disso, permitem
uma medicao continua, sem interrupgao do processo (CRESSER, 1999).

Técnicas inline e online podem ser usadas para monitorar o tamanho e até o habito de
particulas em um processo de cristalizacao de farmaco em tempo real. Desta forma, podem ser
usadas para ajustar parametros do processo, como agitagao, taxa de resfriamento, concentragéao
das espécies, etc (NAGY, FEVOTTE, et al., 2013). Neste trabalho, essas técnicas foram
empregadas para avaliar e otimizar a cristalizagdo do metronidazol, com o intuito de otimizar o
processo e definir condigdes que possibilitassem a obtengéo de cristais mais viaveis a fabricacéo

de comprimidos.
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2, OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a mudanga do habito cristalino do metronidazol no processo de cristalizagao por
resfriamento controlado a partir de solugbes aquosas e etandlicas deste farmaco, empregando
técnicas de analise em tempo real (andlise de imagem e microscopia inline), para caracterizar a

melhor condigao para obter cristais viaveis a compactagao e fabricacdo de comprimidos.

22  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a influéncia da taxa de resfriamento na modificagdo do habito cristalino do
metronidazol obtido a partir de solugdes aquosas e etandlicas;

b) Avaliar o tempo de resposta de webcams inline e online, de um video microscopio inline e
de uma sonda FRBM na determinacéo do inicio da cristalizagdo do metronidazol;

c) Observar, em tempo real, o habito cristalino obtido na cristalizacdo do metronidazol através
de um video microscopio e comparar com os dados obtidos off-line por microscopia eletrénica de
varredura;

d) Propor, com base nos habitos encontrados e parametros estudados, as melhores condigdes

de processo para reduzir a problematica compactacdo dos comprimidos de metronidazol.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 METRONIDAZOL

O metronidazol ou 1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol, Figura 1, é um agente
antibacteriano e antiprotozoario derivado do 5-nitroimidazol. Descoberto no final da década de 1950,
com indicagao original para o tratamento de infecgbes causadas pelo protozoario Trichomonas
vaginalis (tricomoniase) (DHAND, SNYDMAN, 2009, FREEMAN, KLUTMAN, et al., 1997), com o

tempo ganhou aplicagéo no tratamento de uma variedade de infec¢des bacterianas e protozoarias

(FITZGERALD, 2012).
Y

OH

Figura 1- Férmula estrutural do metronidazol.

O mecanismo de atuacao deste farmaco ainda nao é totalmente conhecido, mas acredita-
se que que sua agdo envolva 4 fases: (i) entrada na célula do microrganismo susceptivel; (ii)
reducao do grupo nitro por proteinas transportadoras de elétrons; (iii) efeito citotéxico do produto
intermediario, que se liga ao DNA, promovendo a sua degradacgao; (iv) liberacdo de produtos finais
inativos (FREEMAN, KLUTMAN, et al., 1997).

O metronidazol ¢ sintetizado como cristais amarelos claros, levemente solluveis em agua e
etanol. Preferencialmente € administrado na forma oral, via comprimidos ou como benzoato de
metronidazol em suspensao, o que garante biodisponibilidade superior a 90%, enquanto aplicacdes
topicas geralmente tem efeito reduzido. O metronidazol € bem absorvido pelo trato gastrointestinal
e altas concentragdes do farmaco séo alcancadas no plasma, osso, tecido periférico e no sistema
nervoso central, com meia-vida de aproximadamente 8 h em mamiferos (FITZGERALD, 2012).

O amplo espectro de atuagao contra bactérias e protozoarios anaeroébios, a disponibilidade
para dosagem oral e intravenosa, com rapida eliminagcao do agente infeccioso, a boa penetragéo
nos tecidos e custo relativamente baixo tornam essa droga bastante popular no tratamento de

inumeras infeccoes.

15



O comportamento mecanico dos cristais de um farmaco pode influenciar, por exemplo, na
sua resisténcia ao esmagamento, dificultando o processo de confecgdo de comprimidos
(RAMUKUTTY, JEYASUDHA, et al., 2013). Em particular, metronidazol possui propriedades que
dificultam a formacdo de comprimidos, sendo exigidos cristais com caracteristicas externas
apropriadas para melhorar o seu desempenho tecnologico.

Como uma das principais vias de administragcdo deste farmaco é a oral através de
comprimidos, suas propriedades mecanicas sdo particularmente importantes. Como durante a
cristalizacdo um grande numero de variaveis (presenga de impurezas, temperatura, agitagao,
método de cristalizagdo) pode modificar as propriedades mecanicas do cristal (DI MARTINO, Piera,
CENSI, et al., 2007), afetando suas propriedades, o conhecimento dos parametros de cristalizagao
é util para limitar essas alteracdes e garantir que as especificacdes do processo de formulagao dos
comprimidos sejam atendidas (DI MARTINO, Piera, CENSI, et al., 2007).

Neste sentido e sendo o foco deste trabalho, o tépico subsequente relata, brevemente,
importantes conceitos relativos a cristalizacdo de farmacos e contextualiza a sua influéncia nas

caracteristicas mecanicas dos cristais.

3.2 HABITO CRISTALINO, POLIMORFISMO E AMORFISMO

Habito cristalino é o formato dos cristais e dependendo do seu tamanho é possivel observa-
lo a olho nu, como cristais de agucar e de sal de cozinha. Basicamente, o habito € a resposta das
alteracOes feitas durante o processo de cristalizacao, ou seja, de fatores que podem favorecer ou
nao um sentido de crescimento das faces, como a taxa de cristalizagao, a interagcao do material com
o solvente, o processo de cristalizagao escolhido, etc (BERNSTEIN, 2002).

Com isso, mesmo que um material tenha somente uma morfologia, ele podera ter diversos
habitos. A Figura 2 indica exemplos de alguns habitos cristalinos (alguns nomes foram mantidos

em inglés para evitar perda de significancia na tradugéo e por ndo haver termo similar em

TP

portugués).
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Figura 2 - Habitos cristalinos: | - tabular; Il - platy; Il - prismatico; IV - acicular; V - bladed. Adaptado de
(BERNSTEIN, 2002)
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Os arranjos atémicos num solido cristalino podem ser descritos usando como referéncia os
pontos de intersegdo de uma rede de linhas nas trés dimensdes. Num cristal ideal, o arranjo desses
pontos em torno de um ponto particular deve ser igual ao arranjo em torno de qualquer outro ponto
da rede cristalina. Dessa maneira, € possivel descrever um conjunto de pontos ou posi¢des

atbmicas repetitivas, denominada célula unitaria (Figura 3) (MULLIN, 2001).

L Z 4 4
Z y4

7.4
T
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[
(SN
O"‘v"‘ Vel
s
Molécula Célula unitaria

Cristal

Figura 3 - Constituicao de um cristal por repeticdo de uma célula unitaria. Adaptado de MULLIN (2001).

O comprimento das arestas de uma célula unitaria e a medida dos angulos de suas faces,
como indicado na Figura 4, definem a célula unitaria (MULLIN, 2001). Assim, a partir da adogao de
valores especificos dos parametros axiais e angulos inter-axiais pode-se obter células unitarias de

diversas naturezas.

y

Figura 4 - Representagédo dos parametros de uma célula unitaria, em que a, b e ¢ indicam o comprimentos
dos trés eixos, enquanto a, B e y sdo os angulos existentes nos vértices da célula.

Ao todo, sete arranjos atdbmicos basicos podem representar as estruturas de todas as
substancias cristalinas conhecidas e, por isso, sdo chamados de sistemas cristalinos. Partindo
desses sistemas, A. J. Bravais derivou 14 células unitarias, que permitem descrever qualquer

estrutura cristalina, que em sua homenagem séo chamadas de redes de Bravais.
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As caracteristicas destes sistemas cristalinos estdo descritas na Tabela 1, enquanto a

Figura 5 indica os componentes das redes de Bravais (MULLIN, 2001).

Tabela 1 - Caracteristicas dos sete sistemas cristalinos.

GEOMETRIA DOS SISTEMAS CRISTALINOS
Sistemas Eixos Angulos axiais
Cubico a=b=c Todos os angulos iguais a 90°
Tetragonal a=b #c Todos os angulos iguais a 90°
Ortorrébmbico a#b #c Todos os angulos iguais a 90°
Monoclinico a#b #c Dois angulos iguais a 90° e um angulo diferente de 90°
Triclinico a#b #c Todos os angulos diferentes e nenhum igual a 90°
Hexagonal a1#ax# az#c Trés angulos iguais a 90° e um angulo igual a 120°
Romboédrico a=b=c Todos os angulos iguais, mas diferentes de 90°
B,y #90° B"'y*z"g;o l;.ry?g(;" azbsc azb=c asbzc  azbsc

N

S A 1.

5 c c C / F\. “‘ c
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Triclinico Monoclinico Ortorrébmbico
a, B,y #90° azc a#c a#c
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Figura 5 - Arranjos atdmicos de Bravais. Adapatado de (TOPPR WEBSITE, [S.d.])



O polimorfismo, frequentemente confundido com o habito cristalino, trata do arranjo cristalino
dos materiais, relacionado com os fendmenos termodindmicos de empacotamento das células
unitarias. Isto €, o habito cristalino esta relacionado a estrutura externa do cristal, enquanto o
polimorfismo esta relacionado a sua estrutura interna. Um mesmo material pode apresentar dois ou
mais polimorfos, mas somente o0s termodinamicamente estaveis sdo possiveis de serem
caracterizados (BERNSTEIN, 2002).

A titulo de exemplo, alguns polimorfos de carbonato de calcio sao: calcita (sistema cristalino
trigonal), aragonita (sistema cristalino ortorrdbmbico) e vaterita (sistema cristalino hexagonal)
(REDDY, NANCOLLAS, 1976). Por fim, quando os sistemas nao apresentam regularidade na sua
organizagao tridimensional, por sua vez, sdo chamados de amorfos.

Para determinar e caracterizar sistemas cristalinos € comum o emprego de técnicas como
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho, difracdo de raios X, analise
térmica, entre outras. Analises por imagens, como microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
video microscopios, por sua vez, podem ser especialmente Uteis para avaliar o habito cristalino
(LACHMAN, L. LIEBERMAN, H. KANIG, 2001).

3.3 CRISTALIZAGAO DE FARMACOS

A cristalizagdo geralmente ¢é a fase final da sintese de medicamentos sélidos e geralmente
é realizada para purificar o farmaco. Essa purificacdo pode ser realizada em uma Unica etapa,
produzindo um produto ndo apenas de alta pureza, mas também com caracteristicas ideais ao seu
manuseio (DI MARTINO, P., CENSI, et al., 2007). Este ultimo aspecto é importante porque a
cristalizacao pode promover alteragdes na estrutura interna (polimorfismo) ou nas propriedades
externas dos cristais (propriedades mecanicas) que influenciam na resisténcia ao esmagamento e
no preenchimento volumétrico da substancia no comprimido (RAMUKUTTY, JEYASUDHA, et al.,
2013).

Como durante a cristalizacdo um grande numero de variaveis (presenga de impurezas,
temperatura, agitagdo, método de cristalizagdo) pode modificar as propriedades mecénicas do
cristal (DI MARTINO, P., CENSI, et al., 2007), afetando suas propriedades, o conhecimento dos
parametros de cristalizacao sao uteis para limitar essas alteragdes e garantir que as especificacoes
do processo de formulacao dos comprimidos sejam atendidas (DI MARTINO, Piera, CENSI, et al.,
2007).
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Desta forma, a otimizagao dos processos de cristalizacdo de farmacos deve ser feita
considerando as caracteristicas intrinsecas dos produtos com atividade farmacéutica, a fim de se
evitar problemas durante a produg¢ao ou apoés, quando os farmacos ja estdo embalados e prontos
para consumo.

Alteragdes no habito cristalino e na distribuicdo do tamanho das particulas podem afetar nao
apenas a biodisponibilidade do farmaco, mas também impactam a filtragdo, escoamento, secagem,
compactacao, formacgéo de comprimidos (tableting) e encapsulamento. Com destaque, substancias
que tém baixa ou pouquissima solubilidade devem ter tamanho de particula reduzido para ter a
maxima area superficial e, com isso, possibilitar maior biodisponibilidade (KIM, LOTZ, et al., 2005).

Como exemplo, as formas ortorrdbmbica e monoclinica do paracetamol foram comparadas
por DI MARTINO, Piera, JOIRIS, et al. (1998) com a finalidade de definir qual a mais adequada no
processo de compactacao para formagao de comprimidos. Por analises de tamanho de particula,
densidade, compressdo e MEV concluiram que a forma ortorrémbica favorece a formagao de
comprimidos devido a sua capacidade de redugao de volume quando sob pressdo. A reducéo de
volume no processo de compressao ocorre pelo rearranjo interno das particulas, facilitado pelo
deslizamento dos planos paralelos, o que melhora a coesdo na compactagao.

Em especial, o polimorfismo é uma variavel importante ja que pode impactar a
biodisponibilidade do farmaco. Como exemplo, CSAKURDA-HARMATHY, THEGE (1997) indicam
que o palmitato de cloranfenicol apresenta 3 polimorfos, sendo a forma C instavel e dificil de ser
observada. A forma A é a mais estavel a temperatura ambiente, mas ndo apresenta atividade
farmacoldégica. Assim a forma B é a empregada como principio ativo.

Porém, a passagem da forma B para a forma A pode acontecer e se da por um processo
exotérmico irreversivel. Assim, as farmacopeias Hungara, Americana e BritAnica recomendam
analises de infravermelho e DSC para caracterizar os polimorfos durante a producéo.

Outro exemplo é relatado nos estudos executados por LEVY (1961), onde se levantou a
questao de que diferentes polimorfos do acido acetilsalicilico poderiam afetar as taxas de dissolugao
e absorgéo in vivo, tendo em vista que a absorgao inicial acontece no estdbmago e é proporcional a
quantidade que pode ser dissolvida pelo suco gastrico. Nas pesquisas executadas por TAWASHI
(1968) para o mesmo farmaco, péde-se observar que a dissolugado do polimorfo de Forma Il era

50% mais rapida que o da Forma |.
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3.3.1 ESTUDOS DE CRISTALIZAGAO DO METRONIDAZOL

O metronidazol, apesar de ser muito utilizado mundialmente, ndo apresenta boa
compressibilidade quando usado sozinho, o que dificulta a laminagdo e revestimento dos
comprimidos. Em funcao disso, € comum que seja fabricado com quantidades de excipientes entre
40-60% m/m (ITIOLA, PILPEL, 1986).

Apesar de possuir diversos habitos cristalinos, o metronidazol nao apresenta polimorfismo,
condicao caracterizada por analise de difracdo de raios X realizada por (DI MARTINO, P., CENSI,
et al., 2007). Nesse estudo, varias solugdes com 13 diferentes solventes foram empregadas em
processos de cristalizagdo por resfriamento controlado sob agitagdo e também por adicdo de
antissolvente (hexano e ciclohexano). Ao fim dos experimentos, os cristais foram analisados por
DRX, DSC e MEV, e os resultados mostraram que as diferentes polaridades dos solventes e
métodos de cristalizagdo nao trouxeram alteracao no sistema cristalino, apenas do habito.

A partir dos cristais secos, as analises em MEV possibilitaram definir o tamanho e o habito
dos cristais. Como resultado, foram encontrados os habitos indicados na Figura 6 para a
cristalizacao por resfriamento: agulhado, bastéo, isodimensional, poliédrico. Para cristalizagao por

método de antissolvente apenas nao foi encontrado o habito poliédrico, como indicado na Figura 7.
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Figura 6 - Habitos do metronizadol obtidos por meio de resfriamento. Adaptado de (DI MARTINO, P., CENSI,
et al., 2007)
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Figura 7- Habitos do metronizadol obtidos pelo método de antissolvente. Adaptado de (DI MARTINO, P.,
CENSI, et al., 2007).

Assim, pelos cristais obtidos por diferentes métodos e solventes, foi observado que a
polaridade do solvente influencia no crescimento do cristal, por consequéncia gera diferentes
habitos. A influéncia da polaridade dos solventes no habito pode ser explicado pela interagao entre
as moléculas do solvente e as diferentes faces do cristal, por meio de adsor¢do, como explicado
por BERKOVITCH-YELLIN (1985) e KHOSHKHOO e ANWAR (1993). Segundo esses
pesquisadores, a interagdo do solvente com faces especificas, acaba por retardar seus
crescimentos, favorecendo o crescimento das demais faces.

Ja BLATON, PEETERS, et al. (1979) propdem que o sistema cristalino do metronidazol é
monoclinico e que o arranjo de suas células unitarias comporta 8 moléculas, em que ao longo do
eixo “b” os anéis de imidazol sdo coplanares em faces opostas. Desta forma, na presenca de
solventes hidrofilicos (agua ou solugao acida), os grupos polares podem estabelecer liga¢des de
hidrogénio com as moléculas de agua, de modo que as moléculas de metronidazol se organizam
preferencialmente ao longo do eixo “b”, que é o mais hidrofébico devido a sobreposi¢cao de varios
anéis de imidazol. Assim, DI MARTINO, P., CENSI, et al. (2007) sugeriram que os solventes polares
sao absorvidos preferencialmente pelas faces polares e os solventes nao polares pelas faces nao

polares.
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No trabalho realizado por RAMUKUTTY, RAMACHANDRAN (2012), o estudo era voltado
também para observar os diferentes comportamentos de cristalizagdo do metronidazol. Assim,
solugdes aquosas de metronidazol a 0,06 mol/L foram utilizadas para obter cristais por método de
evaporacao de solvente, semeadura e mistura de solventes - metanol e agua 1:1.

Inicialmente, cristais de metronidazol foram obtidos por evaporagdo da agua a 27°C,
aproximadamente, formando um habito trapezoidal com dimensdes iguais a 1,0 mm x 1,5 mm x 0,5
mm. Esses cristais foram utilizados como sementes em outro processo de cristalizacdo e apés um
més de crescimento foi obtido um cristal de habito trapezoidal com dimensdo 8,0 mm x 6,5 mm x
2,0 mm. No sistema de mistura de solventes foi obtido um cristal piramidal com dimensdes 12 mm
x 7 mm x 5 mm. Em todos esses casos o solvente foi evaporado.

A Figura 8 indica os habitos encontrados para cada situagédo estudada por (RAMUKUTTY,
RAMACHANDRAN, 2012).
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Figura 8 - Cristais obtidos por (a) evaporagao da agua, (b) semeadura e (c) mistura de solventes.

Numa comparagao com o trabalho desenvolvido por DI MARTINO, P., CENSI, et al. (2007),
onde cristais agulhados (needle) foram obtidos em meio aquoso, vé-se uma forte alteragéo no habito
cristalino. Dessa forma, conclui-se que o habito do metronidazol € alterado nao sé pela mudanca
do solvente, mas também pelo método de cristalizacédo e grau de supersaturagéo da solugao.

3.4  ANALISE DE IMAGENS

Desde a década de 60 sdo encontrados trabalhos com o uso da analise de imagens como
ferramenta analitica, com o objetivo realizar uma descrigao detalhada dos objetos de interesse de
forma confiavel e mais eficiente que a visdo humana. Cameras digitais, tomografos, satélites e
scanners sao alguns exemplos de dispositivos usados na aquisicdo de imagens. Estes dispositivos
fazem a aquisi¢cao ou a captura da imagem e conversao para um formato adequado a visualizagao
(GELADI, BENGTSSON, et al., 1992).
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O tipo de sensor, as condi¢gdes de iluminagdo, o numero de tons de cinza ou cores da
imagem digitalizada sao aspectos que influenciam no processamento da imagem. Nessa, o
destaque se da as cameras digitais, que geralmente possuem como sensor o dispositivo de carga

acoplada, mais conhecido como CCD (Charge Coupled Device).

3.41 MEDIDAS RGB

Uma webcam, como a da Figura 9, € uma camera digital de baixo custo que capta imagens
e que as transfere para um computador (TECHTERMS, 2019). Estas caAmeras tém sido amplamente
utilizadas como ferramentas analiticas nos Ultimos anos em fungao da rapida captura de imagens,
background estavel e ¢tima linearidade (SILVA, DE OLIVEIRA, et al., 2013). Seu principio de
funcionamento se baseia no armazenamento, em tempo real, de informagdes sobre a intensidade
de luz que incide sobre a lente do equipamento. A resposta analitica, por sua vez, é obtida em
termos de um sistema de cor denominado RGB.

Sensor CCD

~

Figura 9 - Exemplo de webcam com destaque ao sensor CCD (DE OLIVEIRA, 2019).

O sistema de cor RGB, Figura 10, se baseia em um sistema de cores aditivas que tém como
cores principais o vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue). A combinagao destas trés cores de

varias formas possibilita reproduzir um largo espectro cromatico.
R
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Figura 10 - Sistema de cores RGB (DE OLIVEIRA, 2019).
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Em computacédo grafica, as componentes R, G e B sdo as quantidades de luz vermelha,
verde e azul que uma cor possui, medidas em valores que variam de 0 a 255 para sistemas que
representam cor utilizando 24 bits. O menor elemento que pode ser exibido e atribuido cor é
chamado de pixel e cada pixel tem seu proprio valor RGB representado geralmente por 3 bytes, um
para cada componente de cor (vermelho, verde e azul). Se cada componente for armazenado como
um byte, cada um podera representar 256 diferentes intensidades. Ou seja, pode-se trabalhar com
mais de 16,7 milhdes de cores (NISHAD, MANICKA CHEZIAN, 2013).

Sistemas contendo webcam com sensor CCD geralmente sao sistemas de baixo custo, que
ja foram, inclusive, usados na analise de processos cristalinos, como na deteccao do inicio do
processo de formacao de cristais. Dentre os trabalhos pode-se citar o desenvolvido por VENANCIO,
DO ROSARIO, et al.(2017), que a partir das imagens acompanharam todo processo de cristalizagdo
do carbonato de calcio, e o trabalho de BELATI, CAJAIBA (2018), que determinou a temperatura
inicial do aparecimento de parafinas num processo de resfriamento controlado.

Na area de quimica fina também ha relatos do uso de webcam, como no caso da sintese de
dimetilfumarato LIMA, FINELLI, et al. (2020) e na construgdo de curvas de solubilidade do
ibuprofeno SILVA, DE OLIVEIRA, et al., 2013). Em todos os casos, as cameras digitais possuem a
vantagem de monitorar uma grande area do processo, apesar de ndo haver ampliacao suficiente
para observar o formato dos cristais.

Essa desvantagem é facilmente superada com o uso de video-microscoépios, que fornecem
imagens com elevada resolugdo. Assim, esses instrumentos possibilitam o acompanhamento em
tempo real do habito cristalino e, assim, ajudam a determinar a influéncia da alteracao dos

parametros do processo no tamanho e forma das particulas.

3.4.2 MEDIDAS RBI

O Indice Relativo de Retroespalhamento (RB/) é uma medida baseada na andlise de
imagens que descreve com precisao a refletividade do sistema de particulas presentes no meio.
Em si, este indice descreve a relagao entre a luz detectada retroespalhada e a incidente (WERNER,
MUENZBERG, et al., 2017). Assim, a tendéncia em tempo real do RBI é fruto das mudangas no
tamanho, forma e concentragcdo das particulas, bem como do brilho e do indice de refracédo
(METTLER TOLEDO, 2015).

Combinado com imagens de microscopia em tempo real e outras variaveis do processo,
como temperatura e agitagdo, o RB/fornece informagdes que ajudam a otimizar e controlar sistemas

complexos de particulas. Algumas aplicagdes comuns da medida RB/ incluem a determinagao da
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solubilidade de compostos; a determinagao da largura da zona metaestavel; a caracterizacédo de
eventos como nucleagao secundaria, coalescéncia de goticulas ou quebra de particulas (METTLER
TOLEDO, 2015).

As medidas RGB e RBI se assemelham em relagao a capacidade de detectar alteragdes no
sistema particulado, como aumento no numero de particulas ou o crescimento de cristais. No
entanto, elas se baseiam em medidas fisicas distintas das imagens analisadas: enquanto o RGB
esta associado as mudancas nas componentes vermelho, verde e azul, o RB/ esta relacionado as

mudangas na refletividade.

3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A evolucéao na fabricacao de microscopicos possibilitou diversificar seu uso na aplicagao de
diversas areas, principalmente na analise de substancias. Anteriormente, a microscopia éptica era
a técnica de anadlise de superficie de materiais. Porém, o desenvolvimento de microscopicos mais
avancados tornou este método quase obsoleto devido a sua limitagdo no poder de resolugao frente
aos microscopios eletrdnicos.

O “poder de resolucao” indica, para um dado instrumento, a capacidade de resolver detalhes
de um material observado. Para uma amostra observada em um sistema optico, por exemplo, a
capacidade desse microscopio separar e quantificar detalhes da imagem obtida determina o seu
poder de resolugao (SCHMAL, 2018).

O microscopio optico pode obter um limite de resolugao maximo de 0,2 um. Porém, por mais
sofisticados que sejam, pouco pode ser feito para alterar esse limite: 0 comprimento de onda (A) é
um fator limitante, pois os humanos ndo enxergam a luz em comprimentos menores que o
correspondente a radiagao violeta (SKOOG, CROUCH, et al., 2008).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é um dos exemplos da melhoria da técnica.
Seu limite de resolugao esta associado a outros fatores que ndo sao cabiveis na microscopia optica.
A resolugao é muito maior ja que a técnica utiliza feixe de elétrons e ndo de radiagado luminosa como
microscopio optico. Assim, o comprimento do feixe de elétrons ira definir, juntamente com outros
fatores, o poder de resolugdo (SCHMAL, 2018).

Desta forma, considerando as propriedades ondulatérias do elétron, um fino feixe dessas
particulas interagindo com uma amostra em condigdes apropriadas define um alto poder de
resolucao: cerca de 10 nm para MEV convencional, podendo chegar a uma faixa de 1 a 2 nm para
os de alta resolugdo (SCHMAL, 2018, SKOOG, CROUCH, et al., 2008).
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Diferente do microscopico optico, que forma imagens de maneira direta, ou seja, raios
atravessam amostra gerando uma imagem real e ocular, no MEV isso ndo é observado, pois a
geracgao de imagens € indireta. No MEV nao existe caminho 6ptico, o que se observa é o resultado
da interagao entre os elétrons e a amostra. Ao incidir na amostra, o feixe de elétrons interage com
os atomos do material e provoca espalhamento e emissao de varios tipos de radiagao, dentre eles
raios X. Este tipo de radiacdo € normalmente de maior interesse nas analises de MEV e a maioria
desses equipamentos possui detectores capazes de coletar esses sinais (KLANG, VALENTA, et al.,
2013).

A microscopia eletrénica de varredura tem importante aplicagéo na area farmacéutica, como
ferramenta para caracterizacdo de farmacos. Nas ultimas décadas pesquisas farmacéuticas tém
focado no desenvolvimento de drogas em escala nano. Portanto, € necessario o uso de técnicas
que possibilitem o maximo de informacao a respeito da morfologia, cristalinidade e composi¢ao
elementar do sistema com o mais proximo de resolugao atdémica.

No processo de cristalizagdo, por exemplo, os farmacos podem apresentar mais de uma
forma cristalina (polimorfismo), que podem ter diferencas entre si em relacdo a estabilidade,
solubilidade etc. Um exemplo da aplicabilidade do MEV neste campo € indicado no trabalho de
CESUR, GOKBEL (2008), que estuda a cristalizacdo do acido mefendmico, uma droga anti-
inflamatéria usada como analgésico, principalmente no combate de cdlicas menstruais.

O acido mefenamico é altamente hidrofébico, além de ser propenso a aderir superficies, o
que pode causar problemas durante a granulagdo e no estagio final para fazer os comprimidos.
(CESUR, GOKBEL, 2008) realizou a cristalizagdo deste farmaco em diferentes solventes, a fim de
avaliar as caracteristicas dos seus diferentes polimorfos € minimizar os problemas na granulagao

do farmaco.

3.6 MEDIGAO DE REFLETANCIA POR UM FEIXE DE LUZ FOCALIZADO (FBRM)

O tamanho e a quantidade de particulas afetam o desempenho de muitos processos
multifasicos. Ao monitorar essas variaveis em tempo real € possivel determinar quais parametros
do processo afetam a cristalizagdo, precipitacdo, polimerizagcdo etc. Esse conhecimento é
importante, por exemplo, para otimizar processos e obter uma distribuicdo adequada do tamanho
de particulas. E o caso do controle da produgdo de farmacos, cujo tamanho de particula pode ter

grande influéncia na biodisponibilidade do medicamento.
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Uma das técnicas mais populares para monitorar o tamanho de particulas é o método inline
FBRM (Focused Beam Reflectance Measurement), que se baseia na medida do retroespalhamento
sofrido por um feixe de laser focalizado para determinar a distribuicdo do comprimento de corda das
particulas, que por sua vez é fungao da distribuigcdo real do tamanho dessas particulas (NASSER,
SALHI, 2015, TADAYYON, ROHANI, 2000).

A Figura 11 ilustra o principio de medigdo empregado pela técnica. Essencialmente, um
feixe se propaga em trajetoria circular através da janela de safira da sonda. Ao interceptar a
extremidade de uma particula, parte do laser é retroespalhado de volta a sonda e detectado. O
retroespalhamento somente cessa quando uma das extremidades opostas da particula é alcangada
(GREAVES, BOXALL, et al., 2008).

Fonte laser de diodo
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Visualizac&o da janela de safira

Figura 11 - Esquema de funcionamento da sonda FBRM. Adaptado de (METTLER TOLEDO, 2007).
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O comprimento de corda é obtido a partir da multiplicagéo do intervalo de tempo em que
ocorre o retroespalhamento pela a velocidade de escaneamento, V,. Desta forma, este parametro
equivale a distancia entre quaisquer dois pontos nas bordas da particula (Figura 12) (ABU BAKAR,
NAGY, et al., 2010). Em funcao disso, o comprimento de corda somente reflete o tamanho real das
particulas quando elas possuem simetria esférica. Ainda assim, essas medidas sao um valor
referencial do tamanho, ja que o comprimento de corda é influenciado pelo tamanho, além da

geometria e numero de particulas.
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Figura 12 - llustragdo da medida do comprimento de corda através de uma sonda FBRM. Adaptado de (ABU
BAKAR, NAGY, et al., 2010)

Num sistema que apresenta grande variabilidade do tamanho dos cristais, a distribuigdo do
tamanho de corda € um parametro de analise mais importante (Figura 13). Como milhares de
medidas sao realizadas por segundo, a distribuicdo do tamanho de corda fornece uma medida
sensivel a mudanga no tamanho e numero de particulas. Assim, a técnica FBRM pode ser usada
para estudar a cinética das mudancas de tamanho das particulas, como o crescimento de cristais
(BARRETT, GLENNON, 2002, CACIANO DE SENA, SOARES, et al., 2011).
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Figura 13 - Obtencgao da distribuigdo do comprimento de corda. Adaptado de (METTLER TOLEDO, 2007).
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4, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
41 MATERIAIS

Todas as analises foram reproduzidas com metronidazol doado pelo Instituto de Tecnologia
em Farmacos (Farmanguinhos/FIOCRUZ), de fabricagdo nacional pela Formil Quimica Ltda., lote
n°® 12.07.024.028. Os solventes empregados foram agua destilada e etanol absoluto, este ultimo
fornecido pela Vetec Quimica Fina.

4.2 EQUIPAMENTOS
421 Lansetec FBRM S400

O Lansetec FBRM S400 (Figura 14) € um instrumento baseado em sonda que possibilita
monitorar em tempo real alteragbes no tamanho e no nimero de particulas do meio avaliado a partir
da medicao de refletancia por feixe de luz focalizado (FBRM). O equipamento permite a analise do

tamanho de corda entre 0,20 ym a 2000 um em poucos segundos.

FBRM® S400

Figura 14. llustracdo do equipamento Lansetec FBRM S400 com tecnologia FBRM.
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O sistema inclui uma sonda, construida em agco C22 e capaz de operar na faixa de -80°C a
90°C, conectada a uma unidade de interface através de um cabo de fibra éptica. Esta unidade, por
sua vez, se comunica a um computador, a partir do qual é realizado o controle do equipamento e a

aquisi¢ao dos dados, que neste trabalho foram realizados através do software iControl FBRM.

4.2.2 Microscépio Eletronico de Varredura — Phenom ProX

O Microscoépio Eletrénico de Varredura de Bancada Phenom ProX foi utilizado para a
projecao bidimensional da imagem 3D dos cristais de metronidazol. Esse microscopio possui
ampliacado da camara optica entre 20 - 135 vezes, com magnificagao de 80 - 150.000 vezes e zoom
digital maximo de 12 vezes. O hexaboreto de cério (CeBs) € a fonte de elétrons empregada, com
possibilidade de ajuste dos feixes de elétrons para 5 kV, 10 kV e 15 kV. Com um detector de elétrons

retroespalhados, este MEV garante resolugao igual ou inferior a 10 nm.

Figura 15. llustracao do Microscoépio Eletronico de Varredura - Phenom ProX

4.2.3 Webcams

Duas webcams foram empregadas para realizar a analise de imagem por RGB do sistema
de cristalizacdo do metronidazol: webcam Microsoft LifeCam HD 720p e webcam Endoscope IP67
HD 720p (Figura 16). Esta ultima camara foi usada associada a uma sonda metalica. A partir das
imagens capturadas, o valor absoluto das componentes RGB (Red, Green e Blue) foi avaliado em
tempo real através do software mcView, desenvolvido pelo Nucleo de Desenvolvimento de
Processos e Andlises Quimicas em Tempo Real (NQTR/UFRJ), e o valor médio dessas

componentes foi usado como resultado final.
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Figura 16 - (a) Webcam Microsoft LifeCam HD 720p e (b) webcam Endoscope IP67 HD 720p.

4.2.4 Video-microscopio ParticleView V819 com tecnologia PV

O ParticleView V819 com tecnologia PVM (Particle Vision and Measurement) & video
microscopio inline de alta resolugao (superior a 2 um), que possibilita a aquisicdo de imagens de
cristais @ medida em que vao surgindo no meio monitorado (Figura 17). O sistema inclui uma sonda
conectada a uma unidade de interface através de um cabo de fibra 6ptica. Esta unidade, por sua
vez, se comunica a um computador, a partir do qual é realizado o controle do equipamento e a
aquisicao dos dados, que neste trabalho foram realizados através do software iControl PVM.

A sonda é construida em ago Alloy C22 e é capaz de operar na faixa de -80°C a 120°C. Ela
conta com fontes independentes para iluminar uma area fixa com um campo de visdo de 1300 ym
x 890 um. A transmissao da luz da sonda para o meio e vice-versa ocorre através de uma janela de
safira e a luz espalhada que retorna a sonda é usada por elemento CCD para produzir a imagem
na escala cinza com resolugao de 1500 x 1024 pixels.

A taxa maxima de aquisi¢ao é de 5 imagens por segundo, enquanto a profundidade da zona
focal é restrita a cerca de 50 um, o que garante que todos os objetos em foco resultem em imagens
com niveis de ampliacao idénticos. Com estas caracteristicas, este sistema possibilita coletar
imagens de alta resolugdo e em tempo real de particulas, goticulas e cristais, até mesmo em
suspensodes e emulsdes escuras e concentradas, além de fornecer medidas continuas do indice de

retroespalhamento automaticamente.
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Figura 17 - llustragéo do equipamento ParticleView V819 com tecnologia PVM.

4.2.5 OptiMax 1001

Todas as cristalizagbes foram realizadas no reator OptiMax 1001 da Mettler Toledo (Figura
18), equipado com um vaso de vidro borossilicato de 1000 mL, agitador mecanico do tipo propeller,
sensor de temperatura Pt100 e sistema Peltier para controle de temperatura, este ultimo auxiliado
por um criostato Huber UnichillerTM modelo 022-MPC, ajustado para operar a -10°C. Com estas
especificagdes, o reator era capaz de operar dentro dos limites de temperatura deste trabalho.

Convenientemente, este equipamento possibilita o controle da temperatura do meio segundo
uma programacao prévia, seja ela a manutencao de um perfil isotérmico ou o estabelecimento de
uma rampa de aquecimento/resfriamento. Além disso, uma janela fornece visibilidade para o vaso
iluminado, garantindo que alteragdes no meio sejam visiveis e possam ser capturadas por uma
camera que pode ser fixada nesta janela. Para a iluminagéo, o reator contava com 12 LEDs, 6
frontais e 6 traseiros.

Por fim, o controle do equipamento e a aquisicao dos dados de temperatura foram realizados

através do software iControl OptiMax 5.1.0.0.
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Figura 18 - llustragdo do equipamento OptiMax 1001.
5. METODOS

Todas as cristalizagbes foram realizadas no reator OptiMax 1001, cujo vaso estava acoplado
a trés sondas, descritas abaixo. Ainda, na janela de vidro do reator foi acoplada uma webcam
modelo Microsoft LifeCam HD para realizar o acompanhamento online do sinal RGB. A Figura 19

ilustra o aparato experimental empregado.

i. Sonda do video-microscépio PVM para visualizagdo em tempo real das particulas formadas
durante a cristalizacéo, bem como para medigao inline do sinal RBI,

ii. Sonda do FBRM para acompanhamento em tempo real das mudancgas na distribuicdo do tamanho

de corda das particulas;

iii. Sonda metalica contendo uma camera webcam Endoscope IP67 para realizar a medicao inline
do sinal RGB.
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Na prépria tampa do reator ja havia entradas especificas para o posicionamento das sondas,
sendo a camera externa a unica nao pré-definida. Em fungéo disso, ela foi instalada na janela de
vidro de forma que pudesse capturar imagens da coluna de liquido. Dessa forma, o menor volume
de solvente utilizado deveria ser 500 mL. Com esse volume também foi garantido que as fontes
luminosas do reator (12 LEDs) estivessem completamente submersas (Figura 20).

As cameras e a sonda PVM eram fixadas no inicio dos experimentos e somente retiradas ao
final, j4 que mudangas no posicionamento do sensor poderiam trazer alteragcbes nos dados
coletados, uma vez que a analise das imagens exige que o mesmo quadrante seja analisado.

Todas as medidas através da sonda FBRM foram realizadas com contagem de tamanho de
corda a cada 2 segundos, enquanto a aquisicdo de imagens através do video-microscépio e das
webcams ocorria numa taxa de 1 imagem por segundo. A agitagdo do vaso foi mantida constante a
300 rpm e sua tampa de vidro foi recoberta com papel aluminio para que a iluminagao externa nao

interferisse na aquisicdo dos dados com as cameras.
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Sonda da webcam
interna

Sonda PVM

Fibra 6ptica da sonda
FBRM

Webcam externa

Figura 19 - Aparato experimental usado no estudo da cristalizagdo do metronidazol. A sonda do FBRM néao
esta explicita na imagem. No entanto é destacada a sua fibra 6ptica, para nortear onde a sonda foi instalada.
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Fonte luminosa

.' Janela de vidro

Figura 20 - Detalhe interno do vaso do reator OptiMax 1001, indicando o sistema de iluminagao e a janela de
visualizagao de vidro.

5.1 CRISTALIZAGAO DO METRONIDAZOL

As solugdes de metronidazol foram preparadas com concentragao igual a 0,06 mol/L, valor
escolhido em referéncia aos trabalhos desenvolvidos por RAMUKUTTY, JEYASUDHA, et al. (2013)
e RAMUKUTTY, RAMACHANDRAN (2012), que realizaram a cristalizagdo do metronidazol a partir
da evaporagéao do solvente a temperatura ambiente (~ 27°C).

Desta forma, as solugdes de metronidazol foram obtidas por meio da dissolugdo completa
de 6 g do farmaco em 500 mL de solvente apropriado (etanol ou agua destilada), processo que
ocorreu a 42°C e sob agitagao constante de 300 rpm. Esta temperatura foi proxima da utilizada por
DI MARTINO, P., CENSI, et al. (2007), 40°C, que também preparam solugdes em agua e em etanol
para cristalizacdo do metronidazol por resfriamento controlado.

Todas as solugdes foram preparadas no inicio de cada experimento, no proprio reator, com
monitoramento por FBRM, que fornecia o sinal do numero de contagens por segundo para

particulas menores que 10 pm. Quando ndo havia mais sélido em suspensao, critério avaliado a
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partir da auséncia de particulas menores que 10 pym, as leituras dos demais equipamentos eram
acionadas e se iniciava o processo de resfriamento em taxas lineares de decaimento da
temperatura. As taxas selecionadas foram 0,20°C/min; 0,40°C/min e 0,60°C/min.

O resfriamento acontecia até a temperatura final de 5°C, quando a coleta dos dados era
interrompida. Entao, os cristais eram filtrados a vacuo, com papel de filtro qualitativo de porosidade
de 2 um, secos a 60°C numa estufa por 24 h e, posteriormente, analisados por microscopia
eletrénica de varredura, onde as imagens eram captadas com amplia¢cdes adequadas e fonte de
feixe de elétrons ajustada para 10 kV ou 15 kV, conforme a necessidade de nitidez.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 DETERMINAGAO DO METODO ANALITICO

Neste primeiro momento sera discutido o desenvolvimento da metodologia aplicada, a saber:
determinacdo das taxas de resfriamento, etapa de solubilizacdo e etapa de cristalizacdo do

metronidazol, conforme indicado nos tépicos subsequentes.

6.1.1 DETERMINAGAO DAS TAXAS DE RESFRIAMENTO

Com o proposito de realizar a cristalizagcdo do metronidazol foi necessario verificar a
capacidade de resfriamento do reator empregado, para garantir que as taxas de resfriamento
adotadas no trabalho pudessem ser reproduzidas. Efetivamente, o controle de temperatura no
reator do OptiMax 1001 ocorre por sistema Peltier, em que a aplicagdo de um potencial elétrico na
jaqueta do reator gera um gradiente de temperatura, que possibilita aquecer ou resfriar o conteudo
do vaso.

Desta forma, o calor removido do vaso pelo sistema Peltier deve ser transferido para outro
meio, para garantir a eficiéncia do processo de resfriamento (Figura 21). Caso contrario, o sistema
operara de forma ineficiente e baixas temperaturas nado serdo alcangadas, nem as taxas de
resfriamento selecionadas serdo atendidas. O meio inicialmente empregado para essa finalidade
foi agua corrente, em fungao da disponibilidade e para simplificar o aparato experimental.

No entanto, testes preliminares mostraram que o equipamento nao era capaz de resfriar o
sistema até temperaturas inferiores a necessaria para promover a cristalizagcdo do metronidazol.
Uma justificativa para esse fato seria a troca de calor ineficiente: a temperatura da agua corrente

(temperatura ambiente, geralmente alta) limitava a remocao de calor do vaso.

Jaqueta Meio

(Peltier) externo

Fluxo de calor

Figura 21 - llustragdo do processo de remogao de calor do vaso do reator OptiMax 1001.
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Assim, a agua foi substituida por uma mistura MEG/agua na proporc¢ao volumétrica 3:1,
proveniente de um criostato Huber UnichillerTM modelo 022-MPC, ajustado para operar a -10°C.
Desta maneira foi possivel assegurar o controle apropriado da temperatura do contetdo do vaso e
a manutencao das taxas de resfriamento previamente definidas.

Em seguida foi definido o intervalo de operagdo do reator em relagdo as taxas de
resfriamento. A partir de testes exploratorios percebeu-se que a faixa de trabalho deveria estar entre
0,20°C/min e 0,60°C/min. Fora desses limites, o OptiMax 1001 associado ao criostato ndo era capaz
de manter a taxa de resfriamento linear definida pelo usuario, pré-requisito para o estudo.

A Tabela 2 indica os resultados obtidos nessa avaliagdo exploratoria, em que 500 mL de
agua foram submetidos a diferentes programagdes lineares de resfriamento de 45°C a 5°C,
destacando as taxas de resfriamento selecionadas e as realmente obtidas. Como é possivel
observar, fora do intervalo de operagao do reator (0,20°C/min a 0,60°C/min) as taxas impostas nao

foram respeitadas.

Tabela 2 - Avaliagdo da capacidade de resfriamento do aparato experimental empregado (OptiMax 1001
associado a um criostato) utilizando 500 mL de agua como referéncia e diferentes taxas de resfriamento.

Taxa de resfriamento ajustada (°C/min) | Taxa de resfriamento real (°C/min)
0,20 0,20
0,40 0,40
0,60 0,56
0,80 0,69
1,00 0,71
1,50 0,69

Dentro da capacidade de resfriamento do sistema, as taxas tedricas selecionadas para o
estudo foram 0,20°C/min; 0,40°C/min e 0,60°C/min. Com esses valores, esperava-se obter dados
sobre o comportamento do processo de cristalizacdo quando o sistema era resfriado duas e trés
vezes mais rapido. A Figura 22 traz as equacdes das retas obtidas no processo de resfriamento
empregando essas taxas e agua como meio de teste, até a temperatura final de estudo usada na

cristalizacdo do metronidazol (5°C).
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Figura 22 - Regressao linear das curvas de resfriamento de cada taxa aplicada em experimentos usando agua
como meio de teste, com variagédo de 35°C a 5°C.

E possivel observar que as taxas selecionadas apresentaram boa linearidade, com valores
de R?20,99. O moédulo do coeficiente angular das curvas ajustadas corresponde ao o valor da taxa
de resfriamento real fornecida pelo sistema e apresentam boa concordancia com os valores

nominais selecionados de 0,20°C/min; 0,40°C/min e 0,60°C/min.

6.1.2 PREPARO DAS SOLUGOES - ETAPA DE SOLUBILIZAGAO

A Figura 23 traz um exemplo representativo do processo de solubilizacdo e posterior
cristalizacao do metronidazol a uma taxa de resfriamento de 0,2°C/min em agua como solvente. A
curva azul informa o numero de contagens de particulas por segundo medido pela sonda FBRM,
enquanto a laranja indica a temperatura do meio (T.).

Com a adicdo do soluto houve um aumento vertiginoso do paradmetro contagens/s,
alcangando o valor proximo de 2500 contagens/s, que diminuiu com o tempo a medida que o
farmaco solubilizava na agua. O processo de solubilizacao foi dado como completo quando o sinal

de contagens/s de particulas menores que 10 um retornava ao nivel “zero”.
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Figura 23 - Exemplo de dados coletados durante a solubilizagao e cristalizagdo do metronizadol em agua
como solvente, a uma taxa de resfriamento de 0,2°C/min.

A sonda FBRM empregada permite observar diversas faixas de contagens, com tamanhos
variando entre 2 um e 20000 um. A escolha do critério “particulas menores que 10 ym” para a
observagao se deu pela necessidade de se obter uma solugéo isenta de metronidazol sélido. Caso
contrario, o processo de cristalizagao seria afetado pela presenca do material ndo solubilizado. Por
isso, era importante garantir a inexisténcia de particulas menores que 10 ym no meio antes de

iniciar o processo de cristalizagao.

6.1.3 ETAPA DE CRISTALIZAGAO

Para o exemplo ilustrado na Figura 23, apds a completa dissolugdo do metronidazol, quando
o sinal de contagens retornou ao nivel préximo de zero, a temperatura do meio foi reduzida de 42°C
até 5°C sob uma taxa de resfriamento fixa de 0,2°C/min. Neste processo, o sinal da contagem/s
elevou-se apdés 150 min, indicando o inicio da cristalizagdo. Esse processo continuou até 200
minutos e, apos este tempo, ndo houve variagao significativa do sinal. Portanto, a cristalizagao havia
cessado.

Ao correlacionar o sinal da sonda FBRM com a temperatura do meio, a temperatura de inicio
de cristalizagéo foi em torno de 17°C. Analise similar pode ser feita ao avaliar os sinais RB/ e RGB,

como sera discutido no Topico 6.2. Portanto, essas trés técnicas possibilitam avaliar a temperatura
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inicial de cristalizagdo do metronidazol, parametro utilizado para validar a reprodutibilidade dos
experimentos.

Ainda, os valores de temperatura fornecidos por cada uma dessas técnicas possibilitam
compara-las no que diz respeito a identificagdo do inicio da formagao dos cristais pelos sensores
empregados, um dos objetivos especificos deste estudo.

Na literatura, os dois métodos mais usuais para avaliar o processo de cristalizagao escolhido
sdo: (1) escolher uma temperatura final e interromper o processo ou (2) parar os testes no inicio da
formacao dos primeiros cristais. Neste trabalho o critério foi a escolha de uma temperatura final,
método (1), o que possibilita a comparagao entre os ensaios empregados nas diferentes taxas.

Na taxa igual a 0,6°C/min vé-se que o inicio da cristalizacdo em agua se da em
aproximadamente 13°C (Figura 24). Entdo, a temperatura adotada para a finalizagdo dos
experimentos, 5°C, deveria ser suficiente para que fosse possivel comparar experimentos em taxas
menores, quando a temperatura de inicio de cristalizagdo € maior. Além disso, o limite final de 5°C
foi definido porque temperaturas menores poderiam iniciar o processo de cristalizacdo do solvente
concomitantemente com o metronidazol, o que atrapalharia o estudo.

DI MARTINO, P., CENSI, et al. (2007) definiram a temperatura final de seus estudos em
10°C, mas como observado que a temperatura de cristalizacdo para a maior taxa adotada no
presente trabalho (0,6°C/min) era préxima a esse valor, foi escolhida uma temperatura mais baixa

para que fosse possivel definir com seguranga a temperatura de aparecimento dos primeiros

cristais.
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Figura 24 - Taxa de 0,6°C/min mostrando a temperatura inicial de cristalizacdo e a estabilizacao do
crescimento antes de 5°C.
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Ao correlacionar os sinais obtidos pela sonda FBRM (contagem/s), pelas cameras inline e
online (RGB) e pelo video-microscoépio inline PVM (RGI) com a temperatura do meio é possivel
inferir a temperatura de inicio de cristalizagdo do metronidazol por cada uma dessas técnicas.
Essencialmente, o inicio da cristalizagdo € acompanhado do aumento desses sinais, que ocorre
num ponto chamado onset. Se esses equipamentos tiverem onset sobrepostos, esses sensores sao
capazes de detectar o inicio da cristalizacdo em tempos préximos ou iguais.

A Figura 25 ilustra esta correlagao para os sinais RB/ e RGB medidos quando o resfriamento
ocorre a uma taxa 0,6°C/min. Essa taxa € a que submete o sistema ao resfriamento mais rapido,
onde seria necessaria uma rapida percepgao do inicio da cristalizagdo. Como pode ser observado,
0s sensores tiveram tempos de resposta similares, percebendo o inicio da cristalizagao por volta de
35 min, momento em que os sinais subiram.

Assim, os valores de temperatura inicial de cristalizacao, Tonset, para as diferentes técnicas
foram calculados com base nos desvios dos valores médios das respectivas linhas de base dos
sinais de cada equipamento refletidos na curva de temperatura fornecida pelo reator, empregando

Teste t a uma significancia de 5%.
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Figura 25 - Medida dos sinais RBI, RGB, contagem/s e temperatura para o processo de cristalizagcdo do

metronizadol em agua como solvente, a uma taxa de resfriamento de 0,6°C/min.
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6.2 AVALIAGAO DA TEMPERATURA DE INiCIO DE CRISTALIZAGAO

Neste tépico serdo discutidas as informagdes obtidas por cada uma das técnicas
empregadas para avaliar a temperatura de inicio de cristalizagdo do metronidazol em agua como
solvente, enquanto a analise sobre o habito cristalino sera feita posteriormente. As solucdes
etandlicas apresentaram grande dificuldade de repetitividade, com grandes diferengas entre as
temperaturas de cristalizagao obtidas nas réplicas.

Tal fato pode ter acontecido porque, numa tentativa de se evitar o consumo excessivo de
solvente e descarte apds cada teste, ele era recuperado por destilagdo e reutilizado em outro
experimento. Este processo pode ter incorporado impurezas ao etanol - como agua - ou mesmo o
metronidazol pode ter sido carreado para o destilado. Assim, somente os dados de imagem do MEV

serdo incorporados na discusséo sobre o uso de etanol.

6.21  ANALISE POR FBRM

A Figura 26 indica os resultados obtidos na cristalizagdo do metronidazol em agua como
solvente a uma taxa de resfriamento de 0,2°C/min. Apds certo tempo o niumero de particulas com
tamanho de corda inferior a 10 um estabiliza, indicando que a quantidade maxima de cristais nesta
faixa de tamanho foi atingida. Neste caso, Tonset € 19,5°C £ 3,1°C (intervalo de confianga baseado

na distribuicao de Student, com 95% de confianga e resultados avaliados em ftriplicata).
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Figura 26 - Cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente com taxa de resfriamento de 0,2°C/min.
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Na Figura 27 e Figura 28 pode-se fazer a mesma interpretacéo para as outras duas taxas
de resfriamento empregadas. Nestes casos, Tonset fOi 16,1°C + 1,8°C para a taxa de 0,4°C/min e
14,1°C £ 0,6°C para a taxa de 0,6°/min. Todas essas medidas de Tonset foram realizadas baseando-
se na curva de tamanho de corda inferior a 10 um, para que fosse possivel detectar o inicio do
processo de cristalizagdo com maior exatidao. Os dados das replicatas usadas nos calculos de

intervalo de confianga de Tonset podem ser consultados no Apéndice A.
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Figura 27 - Cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente com taxa de resfriamento de 0,4°C/min.
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Figura 28 - Cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente com taxa de resfriamento de 0,6°C/min.
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A partir dos graficos € possivel notar que o tempo para estabilizacdo do crescimento
cristalino ficou em torno de 30 minutos para a taxa de 0,2°C/min. Isso indica que apods o inicio da
cristalizacao, apenas deveria ser aguardado esse tempo para finalizar o experimento. Ja na taxa de
0,4°C/min o tempo para o crescimento maximo cristalino ficou em torno de 15 minutos e na taxa de
0,6°C/min foi em torno de 10 minutos apds o inicio da cristalizagao. Esses valores refletem o tempo
ideal para a finalizacdo do processo.

Nos ultimos 5 minutos de analise na taxa 0,6°C/min (Figura 28 e Figura 29) € possivel
identificar um evento que promoveu a diminuicdo do numero de contagens de particulas inferiores
a 10 ym, concomitante com o aumento do numero de particulas entre 10-50 um. Este fenébmeno
ocorreu, possivelmente, devido a aglomeragao das particulas menores. Como indicado, apos 10
minutos do inicio da cristalizagéo tem-se a estabilizagao do crescimento cristalino (estabilidade dos
sinais). No entanto, como o processo de resfriamento foi mantido por mais tempo, até a temperatura

final de 5°C, a aglomeracgao das particulas existentes pode ter sido favorecida.
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Figura 29 - Contagens no processo de cristalizagdo de metronidazol em agua como solvente na taxa de
resfriamento de 0,6°C/min.

Nos trés casos analisados, cristais com tamanhos de corda superiores a 150 um quase nao
foram observados (contagens préximas de zero). Cabe ressaltar que as medidas realizadas néo
estdo associadas ao tamanho de particula, mas sim a uma faixa com distribuicdo do tamanho de
corda. Caso o habito seja esférico, entao & possivel afirmar qual o tamanho das particulas, tendo
em vista que a leitura do equipamento é influenciada pela posi¢ao do cristal que passa em frente
ao feixe do laser.
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Assim, se a face analisada for longa ou larga, o tempo de retorno do feixe refletido sera
maior, indicando que o tamanho da particula analisado era grande. Mas se a face for pequena ou
estreita, como em habitos agulhados, o tempo de reflexao sera curto, indicando que o tamanho da
particula era pequeno. Somente a partir da analise das imagens dos cristais obtidas por video-
microscopio PVM ou MEV é que sera possivel afirmar qual o habito do cristal e concluir algo sobre
a leitura do FBRM em relagao as faces.

A Tabela 3 retine as contagens obtidas em cada taxa de resfriamento por tamanho de corda,
obtidas apds a estabilizagdo dos sinais e antes de eventuais processos de aglomeragao, enquanto
a Figura 30 indica os graficos de contagens ao longo do tempo.
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Figura 30 - Contagens no processo de cristalizagdo de metronidazol em agua como solvente na taxa de
resfriamento de 0,4 e 0,2°C/min (A e B, respectivamente).
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Tabela 3 - Contagem das particulas para as trés taxas de resfriamento avaliadas.

Contagens por segundo
Tamanho de corda (um)
0,2°C/min | 0,4°C/min | 0,6°C/min
<10 1460 2420 2690
10 - 50 870 2310 2120
50 - 100 190 750 600

Pelas teorias classicas de cristalizagéo (DE YOREO, GILBERT, et al., 2015), espera-se obter
cristais menores e em maior quantidade conforme a taxa de resfriamento aumenta, ja que a
formacgao de novos nucleos é favorecida em detrimento ao crescimento das faces dos nucleos ja
formados. Na Tabela 3, ao observar apenas as contagens para cristais com tamanho inferior a 10
Mm essa premissa € respeitada. No entanto, o aumento da taxa de resfriamento também foi
acompanhado do aumento do numero de contagens de particulas com maior tamanho de corda,
especialmente na faixa de 10-50 ym.

Uma hipotese para isso ter ocorrido € que essas taxas de resfriamento sdo muito proximas
e nao possibilitam observar esse fendmeno. Essa hipétese ganha forga principalmente porque as
duas maiores taxas empregadas reproduziram contagens bastante semelhantes em todas as faixas
de tamanho de corda.

Além do mais, é importante frisar que pode ter havido a influéncia da taxa de agitagdo no
processo de formagao dos cristais, devido ao choque entre os cristais devido a superpopulacéo e
choque com o agitador mecénico e com as sondas inseridas no meio. Isso pode ter limitado o
crescimento de cristais na faixa de 50-100 um na taxa de resfriamento 0,2°C/min e favorecido a
predominancia de cristais de menor tamanho.

Nesta taxa de resfriamento, desde o inicio do processo de cristalizacdo até que a
temperatura final do processo fosse atingida (5°C), o tempo decorrido foi 70 min, enquanto para as
taxas 0,4°C/mi e 0,6°C/min esse tempo foi menor: 30 min e 20 min, respectivamente. Portanto, na
taxa de 0,2°C/min a formacao de cristais maiores pode ter sido limitada pela agitagdo associada ao

longo tempo em que os cristais ficaram submetidos a agitagao severa.
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6.2.2 ANALISE PELO PARAMETRO T, - T;

A cristalizaco é um processo exotérmico (LAKATOS, SZILAGY], 2015). Desta forma, se for
possivel detectar o momento em que se inicia a geragao de calor, € possivel definir o valor de Tonset
por correlagao. No caso deste estudo, o sistema de controle de temperatura do reator OptiMax 1001
segue uma programacao linear da temperatura da jaqueta (Tj), para atender a taxa de resfriamento
imposta (0,2°C/min, 0,4°C/min ou 0,6°C/min).

Havendo uma perturbagdo no sistema mediante o inicio da cristalizagdo, o reator deve
reduzir mais rapidamente a temperatura na jaqueta do vaso, para compensar a geragao anémala
de calor e manter a taxa de resfriamento previamente imposta. Isso significa que no momento do
inicio da cristalizagao deve haver um desvio na tendéncia de Tje T;- T;. Se os dados de T,- T;forem
derivados, inclusive, perturbagdes do sistema podem ser detectadas mais facilmente.

No entanto, em nenhum experimento reproduzido foi possivel avaliar a presenca desse
evento exotérmico a partir da avaliagéo de T; e T,- T;. Talvez, a quantidade de calor envolvida no
processo seja tdo pequena que o sistema de controle de temperatura nao foi capaz de identifica-la,

especialmente porque a quantidade de farmaco usado era reduzida.

6.2.3 ANALISE POR IMAGEM

Nas analises por imagem esperava-se observar alguns pontos importantes dos
experimentos, como a possibilidade de determinar o inicio da cristalizagéo (através dos sinais RB/
e RGB) e o habito cristalino ainda em solugao (através do video-microscopio PVM e das cameras
online e inline).

Com o intuito de observar o inicio da cristalizagdo do sistema com uso das cameras, fez-se
um comparativo entre o sinal de contagens/s de particulas menores que 10 um fornecido pela sonda
FBRM e o sinal RGB coletado pelos sensores das cameras inline e online. O sinal RGB era relativo
a média dos sinais das componentes vermelha, verde e azul, pois elas apresentaram intensidades
semelhantes nas anadlises. Esse comparativo esta representado na Figura 31 para o processo de

cristalizagao a 0,2°C/min.
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Figura 31 - Comportamento das curvas RGB das cameras inline e online e do sinal FBRM no processo de
cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente na taxa 0,2°C/min.

Na figura anterior, o sinal RGB aumentou no momento em que os cristais comegaram a ser
formados, indicando que havia algo espalhando a luz incidente no meio. O mesmo fenédmeno pode
ser observado pelo sinal de contagens/s, que aumentou. Interpretacédo similar é dada a Figura 32 e
a Figura 33, que comparam os sinais para as taxas de resfriamento de 0,4°C/min e 0,6°C/min,

respectivamente.
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Figura 32 - Comportamento das curvas RGB das cameras inline e online e do sinal FBRM no processo de
cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente na taxa 0,4°C/min.
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Figura 33 - Comportamento das curvas RGB das cameras inline e online e do sinal FBRM no processo de
cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente na taxa 0,6°C/min.

Apesar de as cameras coletarem informagdes do sistema ao mesmo tempo e com a mesma
concentragao de particulados, observou-se que a camera inline apresentou maior sinal que a
camera online nas trés taxas analisadas. O sinal obtido pela cAmera inline pode ser mais alto devido
ao contato direto com a luz espalhada, ja que a camera externa tinha um caminho 6ptico obstruido
pela presenca do vidro do reator e do vidro da janela de visualizagdo do sistema Optimax, onde
estava fixada.

As medidas RGB e RBI se assemelham em relagdo a capacidade de detectar alteragées no
sistema particulado, como aumento no numero de particulas ou o crescimento de cristais. No
entanto, elas se baseiam em medidas fisicas distintas das imagens analisadas: enquanto o RGB
esta associado as mudangas nas componentes vermelho, verde e azul, o RBI esta relacionado as
mudancas na refletividade.

Portanto, ha similaridade do comportamento desses dois sinais para a cristalizagdo do
metronidazol. Para efeitos de ilustragado, a Figura 34 e a Figura 35 fazem um comparativo entre o
sinal de contagens/s de particulas menores que 10 um fornecido pela sonda FBRM e o sinal RBI/

fornecido pelo video-microscépio PVM.
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Figura 34 - Comportamento da curvas RB/ e do sinal FBRM no processo de cristalizagdo do metronidazol em
agua como solvente na taxa 0,4°C/min.
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Figura 35 - Comportamento da curvas RBI e do sinal FBRM no processo de cristalizagdo do metronidazol em
agua como solvente na taxa 0,6°C/min.
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5.2.7 COMPARAGAO DAS TECNICAS

Quando se comparam os valores de Tonset para as diferentes técnicas (Tabela 4 e Figura 36)

nota-se que as técnicas apresentam o mesmo tempo de resposta para caracterizar o inicio da

cristalizacao em cada taxa aplicada. Isto é, dada uma taxa de resfriamento, embora haja aparente

diferenca entre as temperaturas de inicio de cristalizacdo observadas por cada equipamento,

estatisticamente elas s&o iguais entre si.

Tabela 4 - Comparagao dos valores de Tonset calculados em fungao da taxa de resfriamento e das técnicas de

medida usadas. Intervalos com 95% de confianga e Tonset Calculado como sendo a média de 3 replicatas.

30 14

25 4

Temperatura (°C)
[y N
[S,] o

=
o

Técnica Tonset
0,2°C/min 0,4°C/min 0,6°C/min
Camera online | 19,2°C +£0,5°C | 15,5°C+1,5 | 13,9°C+0,7°C
Camera inline | 19,6°C + 1,9°C | 15,3°C +1,1°C | 13,8°C £ 0,7°C
Sonda PVM | 20,8°C £5,5°C | 17,3°C £ 1,9°C | 14,4°C £ 2,9°C
Sonda FBRM | 19,5°C + 3,1°C | 16,1°C + 1,8°C | 14,1°C £ 0,6°C

FBRM

PVM

M 0,2°C/min

M 0,4°C/min

ONLINE

H0,6°C/min

INLINE

Figura 36 - Comparativo das temperaturas de cristalizagéo nas diferentes taxas e técnicas.
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E importante frisar que as cameras online e inline foram as Unicas técnicas que conseguiram
diferenciar a Tonset €m fungado da taxa de resfriamento. Os valores de Tonset Obtidos por FBRM, nas
trés taxas de resfriamento empregadas, sdo estatisticamente iguais. O mesmo ocorre para os
valores obtidos por PVM. No entanto, o valor de Tonset Obtido pelas cadmeras online e inline na taxa
0,2°C/min € maior que os valores obtidos nas taxas 0,4°C/min e 0,6°C/min.

Provavelmente, a grande variabilidade experimental nas medidas de contagens/s e de RBI/
limitou a sensibilidade dessas técnicas para captar essa diferenca nos valores de Tonset em fungao
da taxa de resfriamento. Inclusive, o video-microscépio PVM foi o equipamento que apresentou os
maiores desvios nos dados de temperatura, como mostra a Figura 36.

Esperava-se que o sistema da camera inline, por estar em contato direto com a solugéo,
apresentasse maior sensibilidade e conseguisse captar o valor de Tonset antes da cadmera online, o
que nao ocorreu. As cameras reproduziram os mesmos resultados. Comparando as quatro técnicas
empregadas, a camera online foi a que apresentou maiores vantagens pela simplicidade, por nao
ser uma técnica invasiva (ndo ha contato com a solugao) e por ter sido capaz de diferenciar a

temperatura de cristalizagdo em fungao da taxa de resfriamento empregada.

5.3 AVALIAGAO DO HABITO CRISTALINO

Na Figura 37 a seguir observa-se uma foto do solvente sob agitagcao e aquecimento retirada
pela camera online, no momento inicial dos testes. Nesta imagem é possivel observar as bolhas
formadas pela agitagdo, como ressaltado na figura por setas vermelhas. Porém, no inicio da
cristalizacao (Figura 38) nota-se que ha elementos com formatos diferentes da imagem anterior e
que se assemelham com o habito cristalino acicular/ agulhado (setas amarelas).

Pela experiéncia adquirida com testes anteriores, e principalmente pelo uso do video-
microscopio e do microscoépio eletrdnico de varredura, foi possivel comparar e entender que se
tratavam de possiveis cristais. No entanto, na imagem também ha elementos indistinguiveis, que
estdo indicados por setas azuis.

Nas Figura 37 e 38 é possivel observar o reflexo da fonte luminosa, a ponta da sonda da
camera interna a esquerda, o eixo do agitador no centro e a sonda do video-microscopio a direita.
A sonda FBRM estava posicionada atras da sonda do video-microscopio, por isso ndo aparece nas

imagens.
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Figura 37 - Imagem capturada pela camera online na etapa inicial do processo, sem adigéo de soluto, a 300
rpom e 42°C.

Figura 38 - Imagem capturada pela camera online durante o processo de formagéo dos primeiros cristais em
solugdo aquosa 0,06 mol/L, a 300 rpm e taxa de resfriamento de 0,4°C/mim.
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A principio, uma grande aplicagdo de webcans seria a observac¢ao do habito cristalino ainda
em solugdo. No entanto, apesar de as cameras apresentarem boa resolugdo e sensores capazes
de coletar o espalhamento da luz, elas ndo foram capazes de fornecer imagens com nitidez
suficiente para que fosse possivel avaliar o formato do habito sem gerar duvidas ao analista.

Como o processo de cristalizagdo por resfriamento controlado exige que o sistema
permanega com temperatura homogénea, é necessario o emprego de um agitador mecanico ou
magnético, que deixa o sistema em circulagao constante. Assim, mesmo que imagens possam ser
coletadas, torna-se dificil distinguir os elementos que ali estdo com total nitidez, como bolhas e
cristais.

Para ilustrar melhor essa dificuldade, a Figura 39 reune quatro imagens coletadas no inicio
da cristalizacdo do metronidazol, empregando a camera online fixada na janela de visualizagdo do
reator OptiMax 1001.

Figura 39 - Imagens obtidas no momento da cristalizacdo do metronidazol em agua como solvente na taxa
de resfriamento de 0,4°C/mim, para diferentes momento, usando a camera online.
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A camera inline conseguiu captar o inicio da cristalizagdo, assim como a camera online. No
entanto, desde o inicio dos experimentos, ela perdeu a capacidade de gerar imagens com boa
nitidez por estar inserida diretamente na solugdo através de uma sonda. Assim, apenas € possivel
avaliar momentos antes da cristalizagc&o e apds, como sequenciado nas imagens da Figura 40, ndo
sendo possivel perceber a existéncia de bolhas ou realizar suposicdo do habito para o sistema

estudado.

Figura 40 - Images capturadas pela caAmera inline).a) Etapa inicial, sem adigao de soluto, a 300 rpm e 42°C;
(b) momentos antes do inicio da cristalizagéo, (c) etapa de crescimento cristalino e formagéo de novos
cristais, a um resfriamento de 0,2 °C/min, (d) cristalizagado concluida.

Considerando a necessidade de se avaliar o inicio da cristalizacdo, as cameras inline e
online foram capazes de avaliar o inicio da cristalizagcdo em tempos similares aos obtidos pela sonda
FBRM e pelo video-microscopio PVM, cujos custos séo elevados, exigem maior treinamento do

operador e condi¢des especificas de operagao, como ar comprimido.
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Porém, o uso da camera inline, do video-microscopio PVM e FBRM exigem o emprego de
sonda, que se nao for bem limpa pode introduzir impurezas no sistema e caso possua ranhuras
pode gerar pontos de nucleagdo secundaria. Além do mais, o uso de sondas apresenta limitagdes
operacionais de temperatura, pressao e agitagao.

A camera externa, por sua vez, ndo oferece esses riscos, ja que realiza uma analise nao
invasiva (aquisigdo online dos dados). Além de ter possibilitado obter os valores de Tonset, €la se
mostrou capaz de captar alguma informagao sobre os cristais formados no meio. Este ja € um
indicativo de que a técnica de analise por imagem pode revelar o habito cristalino em tempo real.
Equipamentos de imagem com altissimas resolu¢des, como 4K e com sistemas slow motion, podem

trazer novas perspectivas para a técnica e melhorar a qualidade dos dados obtidos.

5.3.1 ANALISE DO HABITO CRISTALINO INLINE E OFF-LINE

O video-microscépio PVM pode gerar imagens do processo de cristalizagdo com foco nos
cristais. Assim, é possivel avaliar o habito cristalino em tempo real durante o processo de
cristalizacao e, posteriormente, comparar os resultados com os obtidos por MEV. A primeira analise
a ser feita € com relacdo ao habito do metronidazol obtido a partir de solugbes aquosas, como
indicado na Figura 41, que compara as imagens dos cristais obtidas pelo video-microscépio PVM e
pelo MEV.

Na taxa 0,2°C/min houve a formacao de cristais de habito prismatico, enquanto na taxa
0,4°C/min foram identificados cristais aciculares ou agulha, além de cristais prismaticos (alguns
destacados em vermelho). Por fim, na taxa 0,6°C/min os cristais apresentaram, majoritariamente,
formato acicular. A principio, ha uma relagao de transicéo entre os habitos conforme ha o aumento
da taxa de resfriamento empregada. Por limitagdes técnicas, taxas mais rapidas ndo puderam ser
aplicadas para verificar se outros habitos cristalinos poderiam se formar.

Desta forma, as imagens obtidas por video-microscopio PVM fornecem informagdes
similares as do MEV, independente da taxa de resfriamento empregada. Assim, com o intuito de se
controlar o processo de cristalizagdo, o emprego do video-microscopio oferece vantagens por

possibilitar uma analise em tempo real do processo, além de possibilitar estimar o valor de Tonset.
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Figura 41 - Imagens dos cristais obtidos por video-microscépio PVM e MEV (colunas da esquerda e direita,
respectivamente)).a) e (b) - cristais com habito prismatico obtidos a 0,2°C/min).c) e (d) - cristais com habito
prismatico e acicular obtidos a 0,4°C/min).e) e (f) - cristais com habito acicular obtidos a 0,6°C/min.

Ampliagdes no MEV de 265 vezes.
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A cristalizacdo do metronidazol em etanol 95% como solvente também foi estudada. O
objetivo era confrontar os dados obtidos com os do meio aquoso e verificar possiveis mudangas. A
conclusao é que nao houve mudanga no habito cristalino em fungao das taxas de resfriamento. O

habito permaneceu prismatico, ao contrario do que foi observado com a agua (Figura 42).

Figura 42 - Imagens dos cristais obtidos por MEV (ampliagdo de 440 vezes), em solugdes etandlicas de
metronidazol 0,06 mol/L).a), (b) e (c) - taxas de resfriamento de 0,2°C/min, 0,4°C/min e 0,6°C/min,
respectivamente.
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No estudo apresentado por DI MARTINO, P., CENSI, et al. (2007), os cristais de
metronidazol obtidos em solugdes aquosas foram aciculares/agulhados, enquanto em solugdes
etandlicas foram prismas (ndo ha informagdo sobre a taxa de resfriamento e concentragbes
usadas). Segundo os autores, ao longo do eixo b (eixo y) os anéis de imidazol sdo coplanares em
faces opostas, Figura 43, enquanto ao longo do eixo ¢ é pode ocorrer a interagédo entre a hidroxila
de uma molécula metronidazol e um anel imidazol de outra molécula.

Assim, quando o solvente é capaz de promover interagdes por ligagdo de hidrogénio, ele se
associa a essas hidroxilas e limita a interacdo (OH------ imidazol), dificultando o crescimento ao
longo deste eixo (eixo c). E o caso da &gua, que interage fortemente com as hidroxilas do
metronidazol, favorecendo o crescimento ao longo dos demais eixos. Em meio menos polar, por
sua vez, as interagdes entre o solvente e a hidroxila do metronidazol sdo menos intensas. Com isso,
o crescimento ao longo do eixo b também é favorecido.

Em resumo, fortes interagdes com o solvente hidrofilico impedem um sentido de crescimento
das faces e quanto menor a polaridade mais se favorece o crescimento igualitario das faces. Num
extremo, solventes apolares levam a formagao de habito isodimensional (DI MARTINO, P., CENSI,
et al., 2007).

Figura 43 - Representacao em 3D da célula unitaria do metronidazol.
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Como a agua é mais polar que o etanol, ela limita mais intensamente o crescimento em uma
das faces (ao longo do eixo b), levando a um habito agulhado. Ao contrario, o etanol limita menos
o crescimento ao longo deste eixo, 0 que possibilita a obtengao de habito prismatico, onde a face
associada ao eixo b cresce mais que nos cristais obtidos em agua.

Diante do exposto e por analise da Figura 42, se a redugado da polaridade desfavorece o
crescimento da face no eixo b, a redugcao da taxa de resfriamento também. O maior tempo para
formacao dos primeiros nucleos e para o crescimento cristalino, em decorréncia das menores taxas
de resfriamento, influenciam no crescimento das faces e os resultados encontrados no presente
trabalho indicam que é possivel obter cristais com habito prismatico tanto por mudanca da
polaridade do solvente como por resfriamento lento e controlado.

A Figura 44 compara o habito encontrado em agua e em etanol para a mesma taxa, embora

sejam prismas com 6 faces, ha uma diferenga nas extremidades dos cristais.

Figura 44 - Imagens dos cristais de metronidazol obtidos a 0,2°C/min para os solventes (a) etanol e (b) agua.

O prisma encontrado na solucdo etandlica possuia as faces terminais de seu comprimento
em plano inclinado, como pode ser visto em vermelho na Figura 44 (a). No cristal formado em meio
aquoso, sua extremidade ja tendia para um formato triangular, onde no vértice de encontro das

faces ha um angulo menor que 90°, vide Figura 44 (b).
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Nao foi encontrado na literatura nomes especificos para habitos em bastdo com diferengas
nas extremidades das faces, por isso, mesmo que haja leve diferenga, como pode ser visto pelas
imagens acima, foi considerado que o mesmo habito era encontrado nas duas solucgdes.

Ainda numa investigagdo sobre as possiveis mudangas no habito causadas pela taxa de
resfriamento, fez-se uma extrapolagao para resfriamentos ultralentos, sendo solugdes nas mesmas
concentragdes resfriadas em taxas de 0,01°C/min e 0,05 °C/min. A Figura 45 traz as imagens em

MEV para comparacéo.

Figura 45 - Imagens dos cristais obtidos por MEV (ampliacdo de 380 vezes), em solu¢cdes aquosas de
metronidazol 0,06 mol/L).a) e (b) - taxas de resfriamento de 0,01°C/min e 0,05°C/min, respectivamente.

Pela Figura 45 (a), vé-se que o longo tempo dado para o crescimento cristalino nao
favoreceu um eixo especifico-a, b ou c-, comisso, o habito isodimensional também foi encontrado
numa solucao altamente polar, o que confronta o estudo apresentado por DI MARTINO, P., CENSI,
et al. (2007). Na Figura 45 (b), os cristais foram produzidos numa condi¢ao de taxa de resfriamento
5 vezes maior que a anterior e ja apresentam definicdo de face com a presenca de vértices e
arestas, destacadas em vermelho.

A anadlise em tempo real por imagem e do FBRM foi prejudicada pelo longo tempo dos
experimentos, entre 40 e 60 h, decorrentes das taxas aplicadas 0,01 e 0,5°C/min. Os computadores
ficaram sobrecarregados com os dados e como desligaram de forma aleatéria, nao foi possivel um
cruzamento das informagdes sobre Tonset, RGB, contagens/s e RBI.

Segundo QIU, CHEN, et al. (2017), habitos aciculares dificultam o processamento e

compactacao para formagao de comprimidos, o que pode ser contornado pela reducédo do tamanho
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de particulas. No entanto, isso impacta no controle do peso médio dos comprimidos e pode causar
a obstrugdo dos equipamentos. Dessa forma, para a questdo da compactagcdo, os processos
reproduzidos neste estudo que permitiram a obtengédo de habito em formato de bastao sdo mais
adequados.

Sob o ponto de vista do solvente, 0 uso de agua pode trazer vantagens pela disponibilidade,
custo reduzido e menor grau de risco, ja que nao é inflamavel. Desta forma, dentre as condigdes
analisadas no presente trabalho, a condicdo 6tima para reduzir problemas na formacgao de
comprimidos seria a cristalizacdo de metronidazol em agua como solvente, numa taxa de
resfriamento de 0,2°C/min.

No entanto, é importante avaliar que as diferencas entre os cristais prismaticos obtidos em
agua e etanol podem influenciar a compactagao. Desta forma, essa é uma possibilidade de estudo
futuro: realizar testes de compactagao para verificar se essas pequenas diferencas sao capazes de
influenciar nas caracteristicas mecanicas dos comprimidos de metronidazol.

Por fim, o Apéndice B traz uma coletanea de imagens obtidas pelo video microscépio PVM
durante o processo de cristalizagdo do metronidazol e imagens de MEV dos cristais formados ao

final do processo, para enriquecer a parte textual deste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Os equipamentos apresentaram o mesmo tempo de resposta ao observar o inicio da cristalizagao,
quando comparados a uma significancia de 5%. Assim, a analise de imagem pode ser indicada

como substituinte das demais técnicas, devido ao menor custo e facilidade de operacao.

Dentre as cameras usadas, a online apresenta maiores vantagens para determinar a temperatura
do inicio de cristalizagao, pela simplicidade, por ndo ser uma técnica invasiva (ndo ha contato com
a solugao) e por ter sido capaz de diferenciar a temperatura de cristalizagdo em fungao da taxa de

resfriamento empregada.

Cameras online possuem grande potencial de serem usadas na determinagédo, em tempo real, do
habito cristalino. No entanto, os resultados reproduzidos neste trabalho indicam que a capacidade
da camera deve ser melhorada. Equipamentos de imagem com altissimas resolugdes, como 4K e
com sistemas slow motion, podem trazer novas perspectivas para a técnica e melhorar a qualidade

dos dados obtidos.

As imagens do habito cristalino fornecidas pelo video-microscopio PVM foram corroboradas pelas
imagens obtidas por MEV. Apesar das imagens do video-microscopio possuirem menores detalhes,
ja que a analise ocorre em meio agitado, o equipamento possibilita a distingdo de bolhas e cristais,

além de possibilitar a inferéncia sobre o habito em solugao.

O habito cristalino apresentou mudanca entre as taxas, para solugdes aquosas, mas nao foi
percebido o mesmo para as solugdes etandlicas. A polaridade do solvente facilita ou retarda o
crescimento de uma face em detrimento a outra. Conforme a taxa de resfriamento foi aumentando,

o habito cristalino encontrado passou de prisma para acicular.

Apesar da polaridade ser grande influenciadora do habito, foi obtido habito prismatico/bastao para
as solugoes etandlicas em todas as taxas de resfriamento, enquanto para as solugdes aquosas este

habito foi obtido apenas na taxa de resfriamento 0,2°C/min

O habito cristalino acicular ndo ¢é indicado para produgdo de comprimidos, pois dificulta o
processamento e a compactacado. Desta forma, das condi¢cdes estudadas, a mais indicada para
elaboracao de comprimidos de metronidazol é a cristalizagado a partir de solugdes aquosas a uma
taxa de 0,2°C/min. O uso de alcool possibilita o0 emprego das demais taxas de resfriamento para a
obtencdo do mesmo tipo de habito, mas este solvente apresenta maior custo e perigo
(inflamabilidade).
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APENDICE A

Tabela A1 - Temperaturas de inicio de cristalizagdo do metronidazol em agua como solvente, obtidas nas
replicatas de cada taxa de resfriamento

Temperatura (°C)
Taxa .

(°Clmin) Replicata Sonda Sonda Camera Camera
FBRM PVM online inline

1 18,1 18,3 19,4 18,9

0,2 2 20,6 21,7 19,2 20,4

3 19,8 22,4 19,0 19,6

1 15,9 16,9 15,4 15,2

0,4 2 17,0 16,9 16,2 15,8

3 15,5 18,2 15,1 14,9

1 13,9 13,8 13,7 13,4

0,6 2 14,4 15,7 14,2 14 1

3 14,0 13,6 13,8 13,9
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APENDICE B

- Dissolucao e cristalizacdo do metronidazol avaliadas pelo video microscépio PVM

Figura B1 - Imagens do video microscopio PVM no processo de solubilizagdo do metronidazol em solugéo
aquosa a 0,06 mol/L.

As imagens na Figura B1 foram obtidas através do video microscépio PVM no processo de
solubilizagdo do metronidazol em solugao aquosa 0,06 mol/L. A imagem A é uma fotografia do
processo antes da adigcdo de solido; as manchas presentes sao reflexo da luz de LED, sendo
observadas em todas as imagens obtidas pelo equipamento. Na imagem B, os pontos brancos s&o
os solidos de metronidazol que foram introduzidos no reator. As imagens C e D mostram a auséncia
de particulados no meio, sendo confirmado pela reducédo do sinal de contagens/s do FBRM para
particulas com tamanho de corda inferior a 10 um. Com isso, o solido adicionado ja se encontrava
totalmente solubilizado no meio. Em particular, a imagem D mostra a presenca de bolhas formadas

pela agitagdo, em destaque no quadrado vermelho.
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Figura B2 - Imagens do video microscopio PVM no processo de cristalizagdo do metronidazol a 0,2°C/min,
em solugéo aquosa a 0,06 mol/L.

As imagens na Figura B2 mostram a mesma solug¢éo indicada na Figura B1, porém durante
0 processo de cristalizacao. A imagem E mostra um dos primeiros possiveis cristais formados na
taxa de resfriamento de 0,2°C/min, mas ainda n&o é observavel o habito cristalino. Em sequéncia,
as imagens F, G e H mostram o crescimento cristalino conforme a temperatura diminuida. Na Figura
H, o habito de prisma ja comecga a ser bem determinado ainda em solugdo, como pode ser melhor

visto nas Figuras B3 e B4, representantes do final do processo de resfriamento.
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Figura B3 - Destaque do habito cristalino do metronidazol obtido através do video microscopio PVM ao final
do processo de cristalizagéo a 0,2°C/min, em solugdo aquosa a 0,06 mol/L.
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Figura B4- Destaque do habito cristalino do metronidazol obtido através do video microscépio PVM ao final
do processo de cristalizagédo a 0,2°C/min, em solugdo aquosa a 0,06 mol/L.
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- Cristalizagdo do metronidazol avaliado pelo video microscépio PVM a 0,4°C/min, em solugéo

aquosa a 0,06 mol/L

Figura B5 - Imagens do video microscopio PVM no processo de cristalizagdo do metronidazol a 0,4°C/min,
em solugéo aquosa a 0,06 mol/L.

Na imagem A tem-se o inicio do experimento, antes da cristalizacdo. Na imagem B ja
aparece o primeiro cristal, com habito cristalino acicular ou forma de agulha, mais alongado. Nas

imagens C e D aparecem dois habitos misturados na solugéo, prismatico e acicular.
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- Cristalizagdo do metronidazol avaliado pelo video microscépio PVM a 0,6°C/min, em solugéo

aquosa a 0,06 mol/L

Figura B6 - Imagens do video microscépio PVM no processo de cristalizagdo do metronidazol a 0,6°C/min,
em solugéo aquosa a 0,06 mol/L.

As imagens A, B e C mostram o processo de formagéo dos cristais de habito acicular, sendo
em A o momento antes da cristalizacdo, em B a imagem da formagéo de um dos primeiros cristais

em formato agulhado/acicular e em C a final do processo de cristalizagéo.
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- Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a diferentes taxas de resfriamento, em

solugdo aquosa 0,06 mol/L

BSD Full

Figura B7 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,01°C/min, em solu¢do aquosa 0,06
mol/L (habito isodimensional).
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Figura B8 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,05°C/min, em solug&o aquosa 0,06
mol/L (habitos primal e isodimensional).
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Figura B9 - Imagens MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,2°C/min, em solugdo aquosa 0,06 mol/L
(habito prismatico).
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Figura B10 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,4°C/min, em solugdo aquosa 0,06
mol/L (habito prismatico e acicular).
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Figura B11 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,6°C/min, em solugéo aquosa 0,06
mol/L (habito acicular).
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- Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a diferentes taxas de resfriamento, em

solugao alcoolica 0,06 mol/L

Figura B12 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,2°C/min, em soluc¢do alcéolica 0,06
mol/L (habito primal).
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Figura B13 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,4°C/min, em solugao alcoéolica 0,06
mol/L (habito primal).
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Figura B14 - Imagens de MEV dos cristais de metronidazol obtidos a 0,6°C/min, em solugéo alcéolica 0,06

mol/L (habito primal).
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