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Resumo

Neste trabalho foi realizado um estudo de micronizagcdo com anti-solvente supercritico
do &cido fusidico, um antibidtico utilizado em formulacdes topicas e oftalmicas. A
micronizacdo do acido fusidico tem como objetivo o0 aumento da sua biodisponibilidade,
bem como a alteracdo do seu tamanho de particula de forma a ser utilizado nas
diferentes formulagoes.

O processo foi realizado num aparelho de micronizagdo supercritica, onde o fluido
supercritico, CO», é utilizado como anti-solvente e a acetona € utilizada como solvente.
Neste processo foi estudado os efeitos das diferentes condi¢cdes no tamanho médio de

particula utilizando o desenho experimental.

Numa primeira fase foi utilizado o Fractional Factorial Design com quatro fatores de
estudo, a temperatura com valores entre 40 °C e 60 °C, a pressao entre 100 bar e
200 bar, a concentragdo entre 10 mg/mL e 40 mg/mL e o caudal de injecdo de solvente
entre 0,5 mL/min e 3 mL/min, e um fator de resposta, o tamanho médio de particula. A
analise estatistica do FFD mostrou que a temperatura e o caudal sdo os fatores

significativos deste processo.

Com os resultados do estudo estatistico € possivel realizar a otimizacdo do sistema
utilizando o Central Composite Design onde a presséao foi estabelecida a 100bar e a
concentragéo da solugéo foi mantida a 40 mg/mL, e fez-se variar a temperatura e o
caudal de injecdo entre 40 e 60 °C e de 0,5 a 3 mL/min, respetivamente. Numa segunda,
e Ultima, fase a otimizacdo do processo € efetuada de forma a obter a previsdo das
condi¢cdes experimentais para minimizar o tamanho médio de particula. A previsdo
obtida pela otimizacdo estimou que o menor tamanho médio de particula seria de
0,223 um as condic¢des de trabalho de 40 °C, 100 bar, 40 mg/mL e 0,5 mL/min. Através
desta otimizacéo foi possivel, também, obter a previsdo das condi¢des de trabalho para
tamanhos médios de particula entre 1 e 3 pm, valores necessarios para produzir
formulagbes oftalmicas, onde estas variam entre 40 e 45,08 °C e de 0,560 a

2,552 mL/min, mantendo a pressao a 100 bar e a concentracdo a 40 mg/mL.

Palavras-chave: Acido fusidico: micronizagdo; fluidos supercriticos; anti-solvente;

dioxido de carbono; desenho experimental.



Abstract

A micronization study with supercritical anti-solvent of fusidic acid, which is an antibiotic
used in topical and ophthalmic formulations, was carried out in this work. The fusidic acid
micronization aims at increasing its bioavailability, as well as the change of the particle

size in order to be used in the various formulations.

The process was carried out in a supercritical antisolvent micronization (SAS) apparatus
where supercritical fluid, COZ2, is used as antisolvent and acetone is used as the solvent.
In this process the effect of different conditions on the mean particle size was studied,
using the design of experiments.

Initially a Fractional Factorial Design was used with four study factors, the temperature,
with values between 40 °C and 60 °C, the pressure, varied between 100 bar and 200 bar,
concentration ranging between 10 mg/ml and 40 mg/ml and the solvent injection flow
rate with values between 0.5 mL/min and 3 mL/min, being the mean particle size the
response factor. The statistical analysis of FFD showed that temperature and flow were

the significant factors of this process.

With the results of the statistical study and using the Central Composite Design it was
possible to perform the optimisation of the system where the pressure was established
at 100 bar and the concentration of the solution was maintained at 40 mg/mL and the
temperature and the injection flow rate were varied between 40 to 60 °C and 0.5 to
3 mL/min, respectively. In a second and final stage a process optimisation was
performed to obtain the prediction of the experimental conditions in order to minimize the
mean particle size. The prediction obtained by the optimisation estimated that the
smallest mean particle size would be 0.223 ym at the working conditions of 40°C,
100 bar, 40 mg/mL and 0.5 mL/min. Through this optimisation was also possible to obtain
the expected working conditions to obtain a mean patrticle size between 1 and 3 um,
values that are required to produce ophthalmic formulations, which were temperature
ranging from 40 to 45.08 °C and concentration from 0.560 to 2.552 mL/min, maintaining

the pressure at 100 bar and the concentration at 40 mg/mL.

Keywords: Fusidic acid; micronization; supercritical fluids; anti-solvent; carbon dioxide;

design of experiments.
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1. Objetivo

O objetivo deste trabalho final de mestrado € utilizar o processo de micronizagdo por
anti-solvente supercritico (SAS) para obter particulas de um ingrediente farmacéutico
ativo com tamanho e morfologia adequados ao seu uso em formulagdes oftalmicas. Para
tal, é utilizado o desenho experimental de forma a perceber que condi¢cdes sao mais
favoraveis para a obtencdo das particulas com tamanho e morfologia pretendidas.

O composto a estudar, &cido fusidico, € um antibittico utilizado no tratamento de
infecbes dos olhos, pele e 0ssos. A sua utilizacdo em colirios e suspensdes para uso
oftdlmico exige que as particulas tenham tamanho inferior a 3 micron.



2. Introducéo

2.1 Engenharia de Particulas

A engenharia de particula € uma importante area uma vez que permite incorporar nas
particulas dos ingredientes farmacéuticos ativos (API) especificacdes necessarias a
formulacdo de farmacos como a estreita distribuicdo do tamanho de particula, a
dispersibilidade e biodisponibilidade otimizada, a ndo toxicidade e estabilidade, levando
sempre em conta as especificacdes dos requisitos dos farmacos. E possivel aumentar
a biodisponibilidade do farmaco através da micronizacdo do ingrediente farmacéutico
ativo puro, modificando as caracteristicas deste, como o0 tamanho e a sua natureza
polimérfica. Um processo pratico de engenharia de particulas tem que ser vantajoso
para o farmaco final, economicamente viavel na escala industrial requerida. Idealmente,
a engenharia de particulas deve ser apta para reduzir a complexidade de manufatura e
0S custos associados a sua fabricacdo, bem como fornecer novas oportunidades para
a produgéo continua e sustentavel ambientalmente [1, 2].

A particulas de ingredientes farmacéuticos ativos e ndo ativos existem na grande
maioria dos produtos farmacéuticos sobre a forma de pd seco, disperséo liquida e
semissélida, podendo variar entre nanocoloides e granulos de tamanho milimétricos.
Esta forma depende da dosagem e da via de administracdo do produto farmacéutico. O
tamanho de particula, a distribuicdo do tamanho e a sua morfologia definem algumas
das principais caracteristicas do produto e a sua andlise é necessdria para assegurar a

qualidade do farmaco [3, 4].

O tamanho e a forma das particulas influenciam uma grande variedade de propriedades

fisicas importantes, a manufatura e a qualidade, incluindo,

1) Taxa de dissolugéo e biodisponibilidade do ingrediente farmacéutico ativo;

2) Libertacdo controlada e sustentada do farmaco;

3) Taxa de absorcdo e tempo de permanéncia, especialmente para aerossois e
sistemas coloidais projetados para a libertagédo direcionada de farmacos;

4) Propriedades relacionadas a estabilidade fisico-quimica, bem como a
uniformidade da composi¢ao;

5) Desempenho de formulagdes respiratorias;

6) Propriedades de fluxo, mistura e segregacao de pos;

7) Granulosidades de particulas solidas em formulacbes mastigaveis, topicas e

oftalmicas [3].



A baixa solubilidade do farmaco e a sua taxa de dissolu¢ao inadequada sao fatores
desafiadores no desenvolvimento de drogas, juntamente com o facto de alguns
farmacos também poderem apresentar baixa permeabilidade, absorcao imprevisivel e
rapida metabolizacdo ou excrecdo do metabolismo. Estes fatores levam a uma
biodisponibilidade muito baixa que limitara a eficicia terapéutica dos produtos
farmacéuticos comercializados. A utilizacdo de diferentes tipos de nano-sistemas, como
lipossomas, nanoemulsdes, nanocomplexos e nanocristais, melhoram a solubilidade de
farmacos pouco sollveis em agua, de forma a direcionar os farmacos para o local
desejado com maior precisdo, controlar a sua libertacdo, melhorar o seu transporte
através de barreiras biol6gicas, bem como permitir a utilizagéo de vias de administragédo

menos invasivas [5, 6, 7].

O desempenho das particulas é fortemente dependente das suas caracteristicas, tendo
o tamanho de particula um papel importante. Normalmente, particulas entre 0,1 € 0,3 um
sdo utilizadas para formulagdes intravenosas, entre 3 a 10 um séo utilizadas para
formulacdes topicas, entre 1 e 3 um para formulacdes oftalmicas, entre 1 e 5 um para
formulacéo pulmonar e entre 0,1 a 100 um para formulagéo oral [7].

A maioria das formulag@es intravenosas sdo produtos a base de solu¢gdes onde a andlise
de tamanho de particula é efetuada tendo em conta o principal objetivo destas solucdes,
a detecdo de contaminacdes, a precipitacdo do farmaco e a incompatibilidade de
formulacdes. As particulas de tamanho superior a 1 um devem ser excluidas das
formulacdes intravenosas, uma vez que poderdo provocar embolia pulmonar e ocluséo
vascular, para além de diminuir a injetabilidade do farmaco. Particulas de maior tamanho
ou a agregacéo destas pode levar a que ocorra um entupimento da agulha, desta forma
o tamanho de particula devera ser, aproximadamente, um terco do didmetro interno da
agulha. O tamanho de particulas e a distribuicAo do tamanho das nanoparticulas
apresenta um papel fundamental na determinacdo da area de deposi¢céo e os efeitos
terapéuticos apés a administragdo do farmaco e a sua interagdo com a membrana

celular e a penetracdo através das barreiras fisiologicas [3].

Na administracdo de medicamentos topicos o tamanho das particulas é bastante crucial
em formulagbes tdpicas. Se o ingrediente farmacéutico ativo estiver suspenso o
tamanho de particula torna-se um regulador de fluxo, se o API tiver uma baixa
solubilidade no veiculo de suspensdo a diminuicdo do tamanho de particulas pode

promover o fornecimento do APl aumentando a taxa de dissolucdo das particulas.

O tamanho de particula influéncia significativamente as vias de penetracdo cutanea,

particulas com um tamanho maior a 10 um permanecem na superficie da pele,
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particulas com tamanho entre 3 e 10 um conseguem penetrar os foliculos capilares,
apresentando uma maior concentracdo nessa regiao, e particulas com tamanho menor

que 3 um conseguem penetrar os foliculos capilares e a camada cérnea da pele [3].

O tamanho de particula para formulagcbes 6ticas € essencial para o equilibrio entre a
taxa de libertacdo de farmaco, a melhoria da biodisponibilidade, o conforto do paciente
e a facilidade de utilizacdo. Quando sédo formuladas corretamente, as particulas sdo
retidas no canto do olho onde o farmaco € libertado a uma velocidade que ndo € nem
muito rapida nem muito lenta, de forma a permitir a penetracdo nos tecidos oculares. As
nanoparticulas, de aproximadamente de 300 nm, sem bioadesdo sdo eliminadas do
local pré-corneano a uma velocidade muito elevada. As micropatrticulas, entre 1 e 3 um,
sdo mais adequadas para que ocorra a libertacdo controlada do farmaco e a presenca
de particulas com tamanho superior a 25 um torna o farmaco menos toleravel podendo
causar irritacdo no olho. O desenvolvimento destas formulacBes apresenta a
desvantagem de a sua fabricacdo ser bastante complexa uma vez que o controlo de
tamanho de particula em larga escala € um grande desafio [3].

O desempenho dos dispositivos de inalagédo depende principalmente das caracteristicas
geométricas e aerodindmicas da distribuicdo do tamanho de particulas, forma das
particulas e dispersdo do pé. Existem trés mecanismos principais de deposi¢cdo de
aerossois para a libertacdo pulmonar dos farmacos, a dissolucdo, a sedimentacéo e a
depuragdo. As particulas abaixo de 5 um podem ser distribuidas nas vias aéreas
menores e essa penetracao correlaciona com a resposta clinica para o tratamento desse
local. A fracdo de particulas com tamanho entre 1 e 2 um é a mais eficiente na deposicao

Nnos espacos aéreos alveolares ricos em capilares.

Embora particulas de menor tamanho apresentem maior deposi¢cdo pulmonar, maior
penetracdo das vias aéreas e maior deposicdo, as particulas de maior tamanho séo
mais eficazes e apresentam maior broncodilatacdo, indicando que as particulas
variando entre 1 e 5 um conseguem depositar nas regides bronquica e alveolar por
sedimentacgdo e apresentam uma maior penetragdo pulmonar [1, 3]. Particulas com um
tamanho maior que 5 pum colidem com as paredes das vias aéreas superiores ficando
retidas na faringe ou na boca. A particulas de tamanho menor a 1 um podem
permanecer suspensas no ar inspirado e expirado ndo chegando a atingir os

pulmdes [8].

Aerossoéis extra finos, entre 1,1 e 2,1 um, tém melhor acesso ao pulméo distal, com

menos deposi¢do na orofaringe, e produzem mudancas benéficas na funcéo pulmonar
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distal. Os compostos de inalacdo devem ser direcionados para esta regido distal da via
aérea, sendo que as particulas de tamanho inferior a 1 e 5 um sao mais desejaveis para
o controlo anti-inflamatério. As nanoparticulas séo promissoras na libertacdo pulmonar
devido a homogeneidade, ao aumento da eficacia das nano-suspensfes e é possivel
depositar as nanoparticulas em maior concentracdo levando a que a depuracao
fagocitica seja retardada. As nanoparticulas de farmacos pouco sollveis em agua tém
uma taxa de dissolu¢do mais alta e podem ter uma via de interagdo muito especifica na

tragueia e nas regides alveolares [1, 3].

Para os sprays hasais 0s requisitos do tamanho de particula sdo menos rigorosos e nao
estdo bem estabelecidos. O tamanho ideal para a deposi¢éo na cavidade nasal € 10 um,

contudo podera variar entre 4,8 e 23 um [3].

O tamanho das particulas para formulagbes orais encontra-se entre 100 e 200 um,
devido ao comportamento de compactacdo associado aos comprimidos e as
propriedades de transporte de p6. As particulas com um tamanho menor, entre 20 e
50 um, sdo utilizadas para comprimidos mastigaveis e para desintegracfes rapidas,
onde as caracteristicas de dissolu¢des controladas e a moagem sao importantes. A
melhoria da biodisponibilidade de formulagfes orais com farmacos insollUveis em agua
pode ser conseguida através da utilizacdo de nanoparticulas, através da sua maior

eficiéncia de libertagdo e do aumento do tempo de residéncia [3].

2.2 Micronizagao

A preparacdo de particulas para aplicacbes farmacéuticas é realizada por moagem,
evaporagdo, spray drying, técnicas que utilizam dioxido de carbono supercritico,

tecnologias criogénicas e nanomilling [7, 9].

A moagem utiliza forga mecanica para formar as particulas de menor tamanho,
normalmente entre 1 e 100 um. Este método é bastante econémico, contudo néo é
possivel controlar o tamanho de particula, forma e morfologia, levando a que exista uma
larga distribuicdo do tamanho médio de particula. O método de evaporacao de solvente
apresenta duas grandes desvantagens, a larga distribuicdo do tamanho de particula
obtidas e a possibilidade de existir solvente residual nas particulas podendo levar a

toxicidade do farmaco.

A técnica de spray drying produz pés através da geragéo de gotas atomizadas que séo
secas por ar quente. Esta é uma técnica rapida que alcanga facilmente estreitas

distribuicbes de tamanho de particula entre 0,1 e 1000 um, contudo as elevadas
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temperaturas utilizadas para efetuar a secagem poderdo levar & degradacdo do

ingrediente farmacéutico ativo.

As tecnologias criogénicas dependem da sublimacao para produzir os produtos secos,
através de condicdes de trabalho relativamente suaves, contudo neste processo nao é
possivel controlar o tamanho de particula, consome bastante energia e € um processo

bastante demorado [7].

2.2.1 Fluidos Supercriticos

Os fluidos supercriticos apresentam caracteristicas Unicas que tornam estes fluidos
solventes atraentes em muitos processos quimicos, devido as propriedades

termofisicas que apresentam, como a difusividade, tensao superficial e viscosidade.

A densidade do fluido supercritico € idéntica a densidade dos liquidos, desta forma o
poder solvente do fluido supercritico €, também, semelhante ao dos liquidos e pode ser
ajustado pelo controlo da presséo e da temperatura. Por outro lado, a difusividade e a
viscosidade, dos fluidos supercriticos assemelham-se a valores observados entre gases
e liquidos, como é demonstrado na tabela 1 [10, 11].

Tabela 1 — Ordens de grandeza das propriedades termofisicas dos fluidos supercriticos [10].

Estado Densidade Coeficiente de Viscosidade
(kg/m?) Difusdo (m?/s) (N s/m?)
Géas 1-100 10%-10° 10%-10"°
Fluido 250-800 107— 108 103— 10
Supercritico
Liguido 800-1200 108-10° 102-10°3

O fluido supercritico caracteriza-se pela sua temperatura e pressao acima do ponto
critico. Para uma substancia pura, o ponto critico corresponde a temperatura e pressao
mais alta a que um gas pode ser liquefeito. Acima deste ponto critico, ndo ocorre
separacao de fases, deixando de haver tenséo superficial. Os valores de temperatura
critica, T¢, e de pressdo critica, P, definem o ponto critico que € caracteristico de cada
substancia [11, 12].

Na tabela 2 encontra-se representado as temperaturas e pressdes criticas de alguns
fluidos supercriticos.
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Tabela 2 — Temperatura e presséo critica de diversos fluidos supercriticos [10].

Fluido Te (K) Pc (bar)
Etileno 282,4 50,4
Dioxido de carbono 304,1 73,8
Etano 305,4 48,8
Oxido nitroso 309,6 72,4
Propano 369,8 42,5
Etanol 513,9 61,4
Benzeno 562,1 48,9
Tolueno 591,8 41,0
Agua 674,3 221,2

A figura 1 ilustra o diagrama de fases do diéxido de carbono, com a representacao do

ponto critico. O diéxido de carbono é a substancia mais utilizada para trabalhar em

condi¢des supercriticas devido as suas caracteristicas.
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Figura 1 — Diagrama e fases do di6xido de carbono [9].

Os fluidos supercriticos possuem a particularidade de se comportarem como um meio
hipercompressivel perto do ponto critico, 0 que leva a que pequenas alteracdes na
presséo originem grandes alteracdes na densidade. Contudo, ao aumentar a pressao a

uma temperatura constante, ao longo de uma isotérmica critica, verifica-se que a
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densidade apresenta valores melhorados comparando a densidade aparente do fluido
homogéneo correspondente. A solubilidade de um soluto num solvente é influenciada
pela interacdo entre moléculas, logo é influenciada pela densidade do solvente. Desta
forma, deve-se esperar que um fluido supercritico seja um mau solvente a densidades

mais baixas e seja um bom solvente para densidades mais elevadas [10, 13].

O diéxido de carbono supercritico € o fluido supercritico mais utilizado, uma vez que é
um solvente inerte, barato, facilmente disponivel e ndo toxico. Para além destas
vantagens o didxido de carbono supercritico apresenta uma temperatura critica (31 °C)
e uma pressao critica (73 bar) relativamente baixas, o que torna este fluido supercritico
ideal para o processamento de compostos termolabeis e torna, também, o processo
economicamente mais viavel, uma vez que o estado supercritico € atingido sem ser

necessario utilizar uma grande quantidade de energia [10, 11].

O diéxido de carbono esta disponivel em grande abundéancia, e apesar das grandes
preocupacdes ambientais e do efeito de estufa associados ao CO,, a sua utilizacdo é
considerada uma alternativa ambientalmente viavel. O diéxido de carbono utilizado
nestes processos é reciclado, ou seja, a carga de CO, presente na atmosfera
permanece inalterada [11, 12].

Devido ao seu comportamento ndo polar, o diéxido de carbono apresenta baixa
afinidade para compostos polares. No entanto, é possivel contornar esta baixa
solubilidade adicionando um co-solvente, como a agua, o etanol ou o metanol, de forma

a conseguir aumentar o poder solvente do CO2 em compostos polares [10].

O diéxido de carbono supercritico pode ser utilizado como solvente, anti-solvente, soluto
e um agente de dispersao, dependendo da pressao e temperatura que proporcionam ao

fluido supercritico propriedades diferentes [7].

2.2.1.1 Expansdao rapida de soluc¢des supercriticas (RESS)

Quando o diéxido de carbono supercritico é utilizado como um solvente as particulas
formam-se através da reducdo de pressdo pelo processo de expansado rapida de

solugdes supercriticas (RESS) [7].

Para que este processo possa ser aplicado é necessario garantir que o farmaco seja
solavel no fluido supercritico, sendo mais adaptado para pequenas moléculas e
compostos apolares. Devido a baixa solubilidade em gases densos a pressdes e
temperatura mais baixas €, também, necessario garantir neste processo que a pressao
8



e a temperatura de trabalho s&o bastante elevadas. Uma vez que existem muitos
polimeros e compostos farmacéuticos que sao insoliveis em CO. supercritico, o
processo de RESS nem sempre é uma boa op¢éo. Nestes casos, para aumentar a
solubilidade do farmaco ou do polimero no fluido supercritico é necessario adicionar um
co-solvente organico, o que leva a que possam permanecer vestigios deste solvente

nas particulas exigindo que se utilize um passo de secagem adicional [2, 9].

A solubilizacdo do composto farmacéutico no fluido supercritico é efetuada numa célula
de alta pressao, onde o dioxido de carbono supercritico entra no sistema em fluxo
continuo. A solucdo homogénea, entre o composto e o fluido supercritico, sofre uma
despressurizagdo apos a passagem pelo nozzle. Se a fase rica no fluido supercritico
estiver saturada, a supersaturacdo obtida apds a despressurizagdo sera maior, 0
consumo total de fluido supercritico serd menor e a produtividade do processo
aumenta [2, 9].

No RESS as particulas obtidas sdo muito finas com uma distribuicdo de tamanho de
particula bastante uniforme. A morfologia do material sélido resultante é dependente da
temperatura, da queda de pressédo e da geometria do nozzle, uma vez que o fluxo do
fluido supercritico € alterado por estes parametros [14, 15].

O processo RESS apresenta varias vantagens. Como a produc¢éao de particulas finas, o
controlo da distribuicdo do tamanho de particula através dos parametros operacionais
variaveis e € um processo gue nao necessita de utilizar solventes. Contudo apresenta
uma limitacdo visto que é necessério que o composto a micronizar seja soluvel no
diéxido de carbono supercritico, e grande parte dos compostos de interesse médico

apresentam uma solubilidade muito baixa no CO; supercritico [9, 15].

2.2.1.2 Precipitacdo de solugdes saturadas em gés (PGSS)

A precipitacdo de solugfes saturadas em gés (PGSS) é utilizada para micronizar sélidos
gue séo ndo misciveis no dioxido de carbono supercritico. O principal requisito do PGSS
€ que a substancia ou a mistura de substancias a micronizar se apresentem numa forma

pulverizavel, que podera ser alcancada por dissolucao [9, 14].

No processo de PGSS o diéxido de carbono supercritico é saturado no composto, esta
solucao contendo o gas é rapidamente expandida numa unidade de expansao e o gas
€ evaporado. Devido a esta evaporacao e expansao do gas a solucéo arrefece a uma

temperatura abaixo da temperatura de solidificacdo do soluto [9, 16].



Neste processo 0 gas é mais soluvel no liquido, por esse motivo € necessaria uma
gquantidade menor de diéxido de carbono supercritico para ser possivel precipitar as
particulas, sendo bastante importante estudar o equilibrio sélido-liquido-gas para

compreender a influéncia da alta pressao na temperatura de fuséo soélida [14].

Comparando com o processo de expanséo rapida de solugdes supercriticas (RESS) o
PGSS apresenta véarias vantagens, como a utilizacdo de temperatura e pressado de
trabalho moderadas, o consumo baixo de CO; e facil separacdo de particulas sélidas
formadas na corrente de gas. No processo de PGSS existe um aumento da viabilidade
econdmica devido aos baixos custos de investimento e baixo custos operacionais.
Contudo, apresenta algumas desvantagens como a limitagéo de produzir particulas de

tamanho micrométrico e a impossibilidade de produzir particulas submicrométricas [9].

2.2.1.3 Atomizacdo Assistida Supercritica (SAA)

No processo de atomizacao assistida (SAA) a solucdo organica ou aquosa e o diéxido
de carbono supercritico formam um liquido expandido e a subsequente atomizacao leva
a producdo de nano-goticulas que dao origem, apdés secagem, a nanoparticulas.
Dependendo da temperatura do processo e das caracteristicas do composto a

micronizar, o processo SAA produz particulas amorfas ou cristalinas [15].

O objetivo deste processo é saturar a mistura com CO; supercritico, adicionando assim
um excesso de didxido de carbono, em condi¢des acima do ponto critico da mistura. O
CO, age como co-soluto melhorando a atomizacdo que ocorre a pressao atmosférica

num precipitador aquecido por N2, de forma a evaporar as goticulas formadas [14].

O mecanismo do processo de atomizag&o assistida pode ser explicado de duas formas
distintas, (1) a sequéncia de dois processos de atomiza¢éo, onde o primeiro forma gotas
primarias a saida do nozzle por atomiza¢cdo pneumatica e no segundo processo ocorre
a quebra dessas gotas através da libertagédo rapida de CO- do interior das gotas; (2) A

expansao do liquido antes da atomizacdo é caracterizada pela reducdo da tensédo

superficial e da reducéo de viscosidade [14, 15].

Este processo apresenta algumas vantagens, sendo que é possivel ter um melhor
controle da distribuicdo do tamanho das particulas e a possibilidade de produzir
particulas de menor dimens&o. No entanto é necessario considerar a limitacdo deste
processo em relacdo a temperatura elevada que é exigida, ndo sendo possivel utilizar

compostos termolabeis [14, 15].
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2.2.1.4 Anti-solvente Supercritico (SAS)

O tamanho de particula e a distribuicdo do tamanho de particula sdo parametros criticos
na determinacdo da dissolu¢cdo do composto farmacéutico em fluidos biolégicos e
apresentam um efeito significativo na biodisponibilidade dos compostos que possuem
baixa solubilidade em agua, para os quais a dissolucdo é o passo limitante para o

processo de absorcao.

A micronizacdo com anti-solvente supercritico (SAS) tem sido amplamente utilizado na
precipitacdo de micro e nanoparticulas de ingredientes farmacéuticos ativos e na

coprecipitagdo de polimeros e substancias ativas [17, 18].

No processo de anti-solvente supercritico uma solucgéo liquida, constituida por solvente
organico no qual esta dissolvido o soluto a precipitar, € pulverizada através de um nozzle
de forma a gerar gotas. Este processo que favorece a rapida difusdo do fluido
supercritico nessas gotas, que por sua vez se dissolve no solvente, levando a uma
elevada e rapida supersaturagdo do soluto e consequente precipitacdo como poé
micronizado. Neste processo € necessario respeitar duas condi¢coes,

1) O solvente organico e o dioxido de carbono tém de ser misciveis nas
condicbes de trabalho;

2) O soluto a ser micronizado, o ingrediente farmacéutico ativo, tem de ser
soltvel no solvente organico e insolivel na mistura formada pelo solvente

organico e o dioxido de carbono [18, 19].

Devido a estas condi¢fes, o processo SAS ndo podera ser aplicado a precipitagdo de
compostos solaveis em agua, devido a baixa solubilidade da agua no diéxido de
carbono [20].

No final da inje¢do da solugéo liquida, o CO, supercritico puro continua a fluir para
lavar/secar a camara do vaso de precipitagdo, eliminando a solu¢do formada pelo
solvente orgénico e o anti-solvente supercritico. Este passo é fundamental para evitar
que ocorra condensacéo da fase liquida dentro do vaso de precipitacdo, que poderia

levar a solubilizacdo ou a alteragéo do pé micronizado [20, 21].

O poder solvente do anti-solvente supercritico é dependente da pressao, o0 que permite
gue o solvente organico e o fluido supercritico sejam completamente separados por

despressurizacdo, que provoca a sua passagem ao estado gasoso [22].

O processo de anti-solvente supercritico apresenta diversas vantagens como processo
de micro e nanoprecipitacdo, uma vez que a utilizacéo de fluidos supercriticos promove

uma maior qualidade do produto em termos de pureza e de caracteristicas dimensionais,
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uma maior sustentabilidade ambiental e a possibilidade de ajustar as suas propriedades

alterando as condi¢Bes experimentais [19, 23].

A utilizacdo de diéxido de carbono supercritico como o anti-solvente permite que os
produtos sejam obtidos em condi¢cdes de trabalho moderadas, uma vez que a sua
temperatura e pressao critica sdo relativamente baixas, Tc = 31 °C e Pc = 73 batr,
permitindo a micronizacdo de compostos termolabeis. O diéxido de carbono apresenta
ainda a vantagem de ser ndo-inflamavel, néo tdxico, inerte e ser um composto de baixo

custo.

As vantagens da utilizacdo dos fluidos supercriticos para a micro e nanoprecipitagéo
séo bastante aliciantes para a industria farmacéutica, onde a producédo de produtos de

alto valor acrescentado poderd tornar-se economicamente viavel [19, 23].

2.2.1.4.1 Morfologias

Como referido anteriormente, é possivel obter diferentes tipos de morfologias através
do processo de micronizacao por anti-solvente supercritico. O processo SAS promove
a rapida difuséo do fluido supercritico na solugdo do composto a micronizar dissolvido
no solvente organico, levando a um elevado grau de saturacdo que promove a

precipitacao de micro e nanoparticulas [24].

As obtencdes das diferentes morfologias no SAS podem ser explicadas pela interagédo
entre a transferéncia de massa e a dinamica de fluidos comparando duas
caracteristicas, (1) o tempo de rutura do jato no nozzle, formag&o de goticulas seguida
da secagem por CO, supercritico e (2) o tempo de desaparecimento da tensao
superficial dindmica criada na difusdo do anti-solvente supercritico com o solvente

organico [18, 21].

llustrando estes dois tempos, o tempo de rutura do jato no nozzle e o tempo de
desaparecimento da tensdo superficial dindmica, verifica-se que quando a quebra do
jato prevalece, ou seja quando o tempo de rutura é superior ao tempo de
desaparecimento da tensdo superficial, formam-se gotas liquidas que produzem
particulas micrométricas apés a extracdo do solvente organico do vaso: Por outro lado
guando a mistura de gas se desenvolve a saida do nozzle, sem ocorrer a quebra do
jato, ou seja, quando o tempo de rutura € inferior ao tempo de desaparecimento da

tensdo superficial, ocorre a precipitacdo de particulas nanométricas [21].
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As gotas liquidas formadas quando o tempo de rutura é superior ao tempo de
desaparecimento da tensdo superficial apresentam um didmetro dependente,
principalmente, do nimero de Reynolds, da viscosidade, da tensédo superficial e das
condicGes de operacdo do processo, como a pressdo e a temperatura. As particulas
esféricas micrométricas derivam de gotas liquidas micrométricas. A rapida difusdo do
fluido supercritico na fase liquida produz a precipitacdo do sélido micronizado, que
apresentam uma morfologia esférica amorfa de didmetro idéntico ao da gota formada

Y

originalmente. As gotas liquidas estdo sujeitas a um aumento de volume devido a

[}

difusdo do fluido supercritico no interior dessa gota, contudo a sua forma e volume

mantida devido a sua tensao superficial.

A mistura de gas formado no jato a saida do nozzle ocorre quando condi¢cdes
completamente misciveis para o sistema solvente-anti-solvente sédo atingidas, nunca
ocorrendo formacao de gotas liquidas, uma vez que, a tenséo superficial desaparece
antes que ocorra a quebra do jato. Nesta mistura de gas ocorre a nucleacao dos sélidos

a micronizar e o seu possivel crescimento [21, 25]. A figura 2 mostra em sintese os

l injection

mecanismos mencionados.

jet break-up

gas mixing

;

condensation

300 1

nanoparticles

microparticles

Figura 2 - Sintese dos mecanismos de precipitacao de particulas amorfas. EMP — Microparticulas
expandidas [25].

Estes diferentes mecanismos de obtencédo de micro e nanoparticulas séo afetados pela
variacdo de pressado e temperatura de trabalho, uma vez que a quebra do jato depende,

néo soO da pressdo, mas também da densidade, viscosidade e tensdo superficial.
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O desaparecimento da tensdo superficial dindmica depende do seu valor inicial na
solucdo, com o0 composto a micronizar, a injetar no sistema e da sua evolucdo durante
a difusdo entre solvente com o anti-solvente supercritico. Durante este processo de
difusdo ocorre a formacdo de gradientes de concentra¢do na fase liquida que podem
condicionar o tempo de desaparecimento da tensao superficial. Esta evolucdo dindmica
esta diretamente relacionada com a pressao do processo, sendo mais rapida quando o

processo se encontra a uma maior pressao.

A temperatura do processo, por outro lado, apresenta um efeito contrario ao verificado
pela pressdo. O ponto critico da mistura anti-solvente supercritico-solvente liquido
move-se para pressfes mais altas & medida que a temperatura aumenta, fazendo com
que a distancia, em pressao, entre o ponto critico da mistura e o ponto de operagéo do
processo diminua. Assim sendo, os resultados relacionados a pressao e a temperatura
podem ser explicados através da alteracdo da posicdo do ponto de operagdo do
processo e do ponto critico da mistura no diagrama de equilibrio vapor-liquido devido
ao aumento da temperatura. Estas alteragfes levam a consequentes mudangas nos
tempos de quebra do jato a saida do nozzle e no tempo de desaparecimento da tenséo
superficial dinamica [21].

A formacado de microparticulas cristalinas com uma variacao alargada de tamanhos na
casa dos micrometros, pode ser explicado por dois métodos diferentes, (1) solutos com
uma cinética de cristalizacdo muito rapida e (2) um mecanismo idéntico a cristalizagéo

liquida.

No caso dos solutos com uma cinética de cristalizagdo muito rapida, normalmente
caracterizados pelo seu baixo peso molecular, verifica-se, durante o processo de
secagem das gotas liquidas e a formacdo do solido micronizado, que o processo de
cristalizacdo se sobrepbe a precipitacdo, criando microparticulas cristalinas. Estas
particulas apresentam a particularidade de manter a sua forma esférica, contudo é

formada uma superficie rugosa ou uma estrutura cristalina mais complexa.

No mecanismo idéntico a cristalizacao liquida, verifica-se que o soluto, que inicialmente
ndo é soltvel do fluido supercritico, pode tornar-se parcialmente solivel na mistura
formada no vaso de precipitacao pelo fluido supercritico e o solvente organico. Como
consequéncia o equilibrio liquido vapor do sistema binario anti-solvente-solvente podera
alterar-se, uma vez que a presenca de um terceiro componente ndo podera ser
desprezada. Desta forma, a presenca do soluto pode resultar na alteracdo do ponto

critico da mistura para pressdes mais elevadas.
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Neste caso, 0 soluto precipita-se por supersaturacao, formando nucleos, nos quais 0s
cristais podem crescer, de acordo com o mecanismo de cristalizacdo liquida que é
caracterizado pelo crescimento de cristais devido a difusdo das moléculas de soluto da

fase fluida e da sua migracéo na superficie dos cristais [25].

O comportamento geral do processo de anti-solvente supercritico € condicionado pelo
equilibrio de fases do sistema solvente-soluto-anti-solvente. O comportamento de
solubilidade de um sistema binario pode ser frequentemente alterado pela adicdo de um
terceiro componente, ou seja, a adicdo deste terceiro componente ira mover 0 ponto
critico da mistura do sistema ternario para pressdes mais elevadas, comparando com o
sistema binario [18, 26]. O equilibrio liquido vapor de um sistema binario e a sua
alteracdo apoés a adicdo de um terceiro componente, encontra-se representado na figura
3.

MCP (ternary system); Z = const.

MCP (binary system); Z=0, \_
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Figura 3 - Representacao da mudanca do equilibrio liquido vapor de um sistema binario (linha continua),
quando um terceiro componente (Z) € adicionado (linha tracejada) em uma determinada
concentragao [26].

No entanto, para simplificar o mecanismo a presenca do soluto foi quase sempre
negligenciada durante a andlise dos equilibrios de fase associados ao processo SAS,

ou seja, foi considerado que a presenca do soluto ndo modifica 0 comportamento vapor-
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liquido do sistema binério solvente-anti-solvente, considerando assim um sistema

pseudo-binario [18].

2.2.1.4.2 Estado de arte da micronizagdo SAS

A técnica de anti-solvente supercritico é altamente verséatil e por esse motivo € bastante
procurada para a realizacdo de micronizacdo de compostos insolaveis em CO;
supercritico. Este processo é utilizado na micronizacdo de ingredientes farmacéuticos
ativos e demonstra que 0s compostos micronizados por SAS apresentam uma melhoria
significativa na biodisponibilidade através da reducao do tamanho de particula e controlo

da morfologia [27].

Na ultima década tém sido realizados diversos trabalhos que incidem sobre o estudo do
processo de micronizagdo com anti-solvente supercritico. Reverchon et al. [25] estudou
o efeito das interacdes entre o equilibrio liquido-vapor, as variacdes de tensdo
superficial, a transferéncia de massa e a nucleacdo na formacgdo das diferentes
morfologias obtidas no processo SAS. De Marco et al. [21] utilizou acetato de gadolinio
dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) para estudar a dependéncia do tamanho e
morfologia das particulas nos parametros do processo como presséao, temperatura e
concentracdo da solugcdo. Em ambos o0s estudos, 0s autores verificaram que as
diferencas entre os tamanhos e morfologias das particulas obtidas resultavam de duas
caracteristicas que conseguem controlar o processo de precipitacdo, o tempo de rutura
do jato no nozzle e o tempo de desaparecimento da tensao superficial dinamica. Marra
et al. [28] considerou estas duas caracteristicas e propds um modelo matematico de

forma a ser possivel explicar as diferentes morfologias obtidas pelo SAS.

Campardelli et al. [18] estudou a influéncia do sistema ternario na morfologia das
particulas obtidas por micronizagdo com anti-solvente supercritico e foi testado os

limites do sistema pseudo-binario.

Recentemente, Prosapio et al. [29] analisou os mecanismos envolvidos na co-
precipitacdo através da realizagdo do processo SAS e verificou que o processo é
bastante complexo, uma vez que as intera¢des entre o polimero e o principio ativo a

pressdes elevadas podera alterar a forma como os compostos serao processados.

O processo de micronizagdo com anti-solvente supercritico pode ser aplicado a varios

tipos de produtos, desde explosivos a farmacos, e o trabalho de investigacdo associado
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a sua aplicabilidade recai na influéncia das condi¢des operatérias nas caracteristicas do

produto final obtido.

Reverchon et al. realizou ao longo dos ultimos anos diversos estudos de investigacao
na area de precipitacdo através da técnica SAS, como o0 estudo de percursores de
supercondutores [30, 31, 32], biopolimeros [33] e antibidticos [34, 35, 36].

Kim et al. [37] estudou a os efeitos do processo SAS na micronizacéo de Cilostazol, um
farmaco que inibe a agregacao de plaquetas e atua como um vasodilatador. Devido a
baixa solubilidade e biodisponibilidade do farmaco o seu uso na industria farmacéutica
é bastante limitado, através da micronizacdo do Cilostazol foi possivel melhorar a sua
taxa de dissolugéo e consequentemente a sua biodisponibilidade. Durante o estudo, o0s
autores verificaram que o tamanho e a distribuicdo das particulas foram influenciados
pela concentracdo da solucdo de Citostazol, contudo ndo ocorreu alteracdo da sua

forma cristalina.

Tenorio et al. [17] e Montes et.al [24] utilizaram o desenho experimental para identificar
os fatores significativos na precipitagdo de Amoxicilina com anti-solvente supercritico. O
desenho experimental foi efetuado com 7 fatores de estudo e 2 fatores de resposta,
contudo os autores estudaram valores diferentes para cada um dos fatores. Apos
aplicado o desenho experimental as conclusdes obtidas foram concordantes, ambos os
autores verificaram que os fatores mais significativos para o processo sdo a

concentracdo da solucéo inicial e o caudal de liquido a injetar no sistema.

Tenorio et al. [4] e Montes et.al [38] estudaram também a micronizacdo e Ampicilina
através do método SAS. Analogo ao estudo da Amoxicilina, neste o desenho
experimental também foi utilizado para a obtencdo dos fatores significativos do
processo, utilizando o mesmo namero de fatores de estudo e de resposta. Ambos os
autores verificaram que a concentracdo da solucao inicial era o fator mais significativo
do processo, contudo Tenorio et al. otimizou os fatores em estudo e concluiu que para
obter particulas de menor dimensdo € necessario utilizar baixos valores de
concentracdo e de caudal de injecao da solucgéo liquida e valores relativamente altos de

pressdo e de temperatura.

Montes et.al [19] aplicou o desenho experimental & micronizacdo de Quercetina. As
pressdes e temperaturas mais elevadas e as concentracdes mais baixas favorecem a
precipitacao de particulas menores. Férnandez-Ponce et al. [39] estudou a micronizagéo
a Quercetina utilizando como solvente organico o acetato de etilo e a coprecipitacdo
com um polimero biocompativel. A micronizacdo com anti-solvente supercritico deu

origem a uma diminuicdo de particula bem como a uma diminuicdo da estrutura
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cristalina da Quercetina. A coprecipitacdo apresentou resultados mais promissores,
onde as particulas apresentavam formas quase esféricas com tamanhos de particula

inferiores aos obtidos no processo de micronizacdo e rendimentos superiores.

Montes et.al [40] utilizou uma mistura de acetona com DMSO para dissolver a
Quercetina na precipitacdo por anti-solvente supercritico, onde se estudou a influéncia
dos diferentes parametros no tamanho e distribuicdo das particulas. A conclusdo obtida
através deste estudo afirma que as particulas de menor tamanho séo obtidas a pressao

e temperaturas elevadas e a concentra¢cdes de solucao liquida baixas.

Vorobei et al. [41] estudou o efeito do tipo de solvente e da concentragdo no tamanho
de particula e na morfologia de Arbidol. Foi verificado que o tamanho de particula
diminuia a medida que a concentragdo aumentava até a um certo valor limite, a partir
desse limite os resultados invertem, esta inversdo no tamanho de particula é

dependente do tipo de solvente orgénico utilizado no processo.
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3. Técnica Experimental

3.1 Materiais

Os ensaios de micronizacado foram realizados utilizando &acido fusidico fornecido pela
Sigma-Aldrich (grau de pureza superior a 98%) e &cido fusidico fornecido pela TCI
Chemicals (grau de pureza superior a 97%). O solvente utilizado para a realizacdo dos
ensaios foi a cetona pro-andlise da Sigma-Aldrich. O CO- utilizado foi fornecido pela Air
Ligquide (pureza de 99,998%).

3.1.1 Acido Fusidico

O acido fusidico (figura 4) € um composto de origem flngica, que apresenta uma
estrutura semelhante a um esteroide, e € 0 Unico antibiético comercializado da familia
dos fusidanos [42, 43].

HO™"

CHj

Figura 4 — Estrutura quimica do Acido Fusidico.

O &cido fusidico é derivado da fermentacdo do Fusidium coccineum e é um antibiético
terapeuticamente (til, tendo alta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas, principalmente causadas por Staphylococcus resistentes a meticilina, uma vez
que apresenta uma baixa toxicidade. Quando o &cido fusidico se encontra em
concentracdes clinicamente relevantes apresenta um efeito bacteriostatico, contudo
pode funcionar como bactericida a concentra¢cdes muito elevadas [42, 44]. Para além
destes efeitos, o acido fusidico tem também uma ac¢éo quimioterapéutica devido a sua

estrutura, similar a um esteroide, capaz de bloquear sinteses de proteinas [43, 45].
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O acido fusidico € um antibiético frequentemente prescrito para infecbes topicas e
oftalmicas e devido a alta resisténcia aos antibiéticos, que as bacterias tém vindo a

apresentar, o acido fusidico transforma-se, assim, num antibiético bastante valioso [46].

3.2 Descricdo do Equipamento

Os ensaios de micronizagao foram realizados num equipamento que se encontra no
Instituto Superior Técnico. O aparelho representado na figura 5 e 6 encontra-se descrito
na literatura [47, 48].

Figura 5 — Diagrama esquemaética do aparelho SAS. G, garrafa de CO2 com tubo prolongador; S, bureta;
C, condensador; B1 e B2, bombas de alta presséo; BP1 e BP2, reguladores de presséo; DR1, DR2 e
DR3, discos de rutura; BT, banho termostatico; VP, vaso de precipitagdo; VM, valvula micrométrica; VS,
vaso de recolha de solvente; V1 e V2, valvula; Q, medidor de caudal; CG, contador de gas; T, indicador
de temperatura; P, indicador de presséo.
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Figura 6 — Aparelho de micronizagdo supercritica.

O aparelho é constituido por um vaso de precipitacdo de alta pressdo de ago inoxidavel
(figura 7) (VP), de 300mL de volume imerso num banho termostatico (BT). O fundo do
vaso de precipitagdo esta equipado com um filtro de ago inoxidavel, que permite a
recolha do produto micronizado. Este vaso € alimentado por uma corrente de COz e
outra de solucéo liquida com a substancia a micronizar, ambas mantidas a temperatura
do vaso através da passagem pelo banho termostatico. A temperatura do vaso €&
mantida por um termastato (Tectron Bio, modelo Selecta) e medida, em conjunto com a
pressdo, através de um termopar e de um mandémetro digitais (Omega Engineering,
Inc.).
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Figura 7 - Vaso de precipitacédo de alta presséo de aco inoxidavel.

A corrente de gas provém de uma garrafa de CO, (G) e é refrigerada num banho de
gelo antes de ser alimentada a bomba (Gilson) (B1), de forma a manter o CO- no estado
liquido. A pressao é controlada por uma valvula reguladora de pressao (Tescom) (BP1),
gue permite manter a pressdo contante através da recirculacdo de CO;, e medida por

um mandémetro analdgico (Omega Engineering, Inc.).

A corrente da solucdo liquida provém de uma bureta (S) de onde ¢é efetuada a injecédo
na bomba (Gilson) (B2) que pressuriza a solucao até ao vaso, a pressao a saida da
bomba é medida por um mandémetro analdégico (Omega Engineering, Inc.). A solucao é
injetada no topo do vaso através de um restritor de aco inoxidavel com 125um de

diametro interno.

A corrente de saida do vaso de precipitacdo passa por uma valvula micrométrica (Hoke)
(VM), aquecida através de uma fita de aquecimento, que permite controlar o caudal de
saida e onde ocorre a expansdo da mistura supercritica e a separagdo do CO- e do
solvente, que é recolhido no vaso de recolha do solvente (VS). Aqui 0 solvente é
recolhido através da abertura da valvula do vaso (V2). A pressdo é medida por um
manometro analdgico (Omega Engineering, Inc.) e regulada por uma segunda valvula

reguladora de presséo (Tescom) (BP2).

A corrente gasosa passa por um medidor de caudal (Omega Engineering, Inc.) (Q) e por
um contador de gas (AMC) (CG).
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3.3 Procedimento Experimental

Os ensaios iniciam-se com o0 bombeamento do CO., cujo caudal se mantém a 25 mL/min
para todos 0s ensaios, até atingir a pressao de trabalho regulada pela valvula BP1. A
pressdo no vaso de expansdo €, previamente, estabelecida a 30 bar através da

regulagéo da valvula BP2.

Apo0s estabilizar a pressdo estabelece-se o caudal de saida pretendido por regulacéo
da vélvula micrométrica. Inicia-se, entdo, a inje¢cdo de uma quantidade previamente
calculada de solvente organico, de forma a garantir o estado estacionario, seguida da
injecdo da solucdo com o composto a micronizar e, por fim, ocorre a injecdo de um

volume de solvente igual a tubagem (cerca de 19 mL).

Apos finalizar a injecdo o CO; continuard a passar pela célula, durante cerca de 75
minutos, de forma a permitir que todo o solvente ainda presenta na célula seja arrastado,

sobrando apenas o produto micronizado seco.

3.4 Caracterizacdo das Amostras

3.4.1 Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

As amostras em pé sdo cobertas com 250 A de ouro e foram observadas por um
microscopio eletrénico de varrimento Analytical JEOL 7001F FEG-SEM equipado com
um difrator de eletrbes da Oxford do modelo INCA 250 PREMIUM EBSD.

3.4.2 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

A andlise do tamanho de particula para as amostras que apresentavam particulas de
tamanho mais pequeno foram realizadas utilizando o NanoSight LM10 com o auxilio do

software NTA versao 3.1 Build 3.1.45, fornecido pela Nano Sight.

NanoSight LM10 permite medir particulas com um didmetro compreendido entre 10nm
e 2000nm. As medidas foram efetuadas através da injecdo de uma suspensdo em agua

Milipore com a amostra a analisar.

3.4.3 Espetroscopia de Infravermelhos (FTIR)

Os espectros de infravermelhos efetuados a cada uma das amostras obtidas por SAS
foram realizados com recurso a um espectrofotometro Bruker, modelo Tensor27, com o

auxilio do software OPUS versao 5.5, fornecido pela Bruker.
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A pastilha a ser analisada no espectrofotometro € composta por uma quantidade minima
do produto a analisar que € misturada com brometo de potassio, KBr. A mistura dos dois
compostos € moida e prensada para formar a pastilha que serd inserida no

espectrofotémetro.

3.4.4 Difracédo por Raio-X

Os difratdmetros de Raio-X de cada amostra foram efetuados com recurso a um
difratbmetro Bruker D8 ADVANCE Powder Diffractometer com radiacdo de cobre na
geometria de Bragg Brentano.

As amostras para serem analisadas tém de passar por um processo de uniformizacdo
utilizando um almofariz de 4gata. ApGs este processo a amostra é depositada num porta

amostras de vidro, que é introduzido no difratdbmetro.

3.5 Desenho Experimental (DOE)

O desenho experimental (DOE) € uma técnica que permite minimizar o trabalho
experimental apresentando uma elevada eficacia no campo de fluidos supercriticos

utilizados como anti-solventes [17].

O DOE ¢é adequado para estimar os efeitos de todas as condi¢des operacionais (fatores)
nos resultados do processo (respostas). Assim, para um determinado sistema (API-
solvente-CO, supercritico) é possivel identificar os principais fatores do processo SAS

com o objetivo de controlar as caracteristicas do produto final [4, 49].

O método “convencional” consiste em identificar os efeitos de um fator enquanto os
restantes fatore sdo mantidos constantes, ou seja, € um processo onde se altera apenas
um fator de cada vez verificando o seu efeito nas caracteristicas do composto final.
Embora este método apresente a vantagem de ser simples, exige que sejam realizados
um grande nimero de ensaios experimentais. Por outro lado, o desenho experimental
consiste em alterar simultaneamente os varios fatores, reduzindo o nimero de ensaios

experimentais necessarios e permitindo o estudo de um maior numero de fatores [4, 49].

O desenho experimental € necessario para examinar os efeitos do processo e para obter
uma maior precisdo, neste método a grande vantagem é considerar os fatores
responsaveis como um todo, sendo combinados uns com os outros. Levando em
consideracdo o equipamento utilizado e os fatores que afetam o processo, escolheu-se
24
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quatro fatores que influenciam os resultados experimentais: a temperatura, a presséo,

a concentracao da solucao liquida e o caudal de injecédo da solugdo liquida [2, 49].

O Fractional Factorial Design (FFD) IV (2*) é utilizado na fase inicial do trabalho
experimental, com 0 objetivo de obter os fatores mais significativos para o sistema.
Utilizando o desenho fatorial de dois niveis é possivel obter uma matriz experimental de
8 ensaios (que ao efetuar o duplicado de cada ensaio e repetindo cinco vezes o ponto
central origina 21 ensaios) ao contrario do método convencional, onde seria necessario

realizar 16 ensaios (considerando as repeticdes no final seriam 32 ensaios).

O esquema de codificagdo (tabela 3) utilizado para descrever os niveis dos fatores é

o

baseado nos sinais “+” e “-“, onde o sinal positivo representa o valor maximo e o sinal
negativo representa o valor minio associado a esse fator. Os valores centrais de cada

um dos fatores € descrito utilizado o nimero 0 (zero).

Tabela 3 — Esquema de codigos para o FFD do Acido Fusidico.

Temperatura  Pressio Concentracdo Caudal da

o Mg ow) dasouci  solucko
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +
9 0 0 0 0

Numa segunda fase, apés ter conhecimento dos fatores significativos obtidos por FFD,
€ necessario realizar o Central Composite Design (CCD) onde se faz variar os fatores
significativos mantendo constantes, num valor predefinido, os outros fatores do sistema.

Através deste € possivel otimizar os fatores através do Response Surface Methodology.
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4. Resultados

4.1 Desenho Experimental

O desenho experimental é realizado com o auxilio do software estatistico Design Expert
10, no qual é efetuado primeiramente o Fractional Factorial (FFD) onde sera explorado
o intervalo experimental dos fatores, que influenciam a micronizacdo do &cido fusidico
através do processo SAS, sendo possivel determinar quais os mais significativos. De
seguida, estes fatores serdo transferidos para o Central Composite Design (CCD) onde
serdo otimizados por Response Surface Methodology de forma a determinar as
melhores condi¢Bes experimentais para a resposta pretendida, o minimo de tamanho
de particula. Os fatores que influenciam a micronizagdo por anti-solvente supercritico
séo a temperatura (T), a pressao (P), a concentragédo da solugdo com o acido fusidico

(C) e o caudal de injecao do solvente (Q).

4.1.1 Fractional Factorial Design (FFD)

O Fractional Factorial Design (FFD), para determinar os fatores mais significativos que
influenciam o tamanho de particula do acido fusidico micronizado, é efetuado com os
quatro fatores de estudo, apresentados anteriormente, e com um fator de resposta, o
tamanho médio de particula. Para cada um dos fatores de estudo foi selecionado um
valor maximo e minimo, que foram escolhidos com bastante cuidado, tendo em conta o
estado supercritico do CO- e o caudal fixo de injecdo deste no sistema. De acordo com
outros estudos experimentais e com o equipamento utilizado a temperatura foi fixada
entre 40 °C e 60 °C, a presséo entre 100 bar e 200 bar, a concentracéo entre 10 mg/mL

e 40 mg/mL e o caudal de injecao de solvente entre 0,5 mL/min e 3 mL/min.

Para escolher estes valores € necessario ter em atengdo o estado supercritico do
diéxido de carbono, umavez que a Tc=31°C e a Pc=73 bar. Assim sendo, a temperatura
e a pressao a escolher, para realizar as medidas de micronizagéo, teria de ser elevada
o suficiente para garantir o estado supercritico do anti-solvente, na mistura binaria
CO./acetona, dentro do vaso, dai a escolha prevalecer sobre os 40 °C e os 100 bar. O
valor maximo de temperatura é estabelecido de forma a preservar o acido fusidico e
prevenir a sua degradacdo enquanto que o valor maximo de pressao é escolhido com
base em estudos anteriores [47, 48]. O caudal de injecdo do solvente é selecionado
consoante a fragdo molar de acetona existente na sua mistura com o CO; supercritico
dentro do vaso de precipitacdo. O caudal de injecdo de CO; é mantido constante durante
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as diferentes medidas, desta forma, para alterar as fracdes molares entre o diéxido de
carbono e a acetona o caudal desta Ultima varia entre 0,5 e 3 mL/min de forma a obter

uma fracdo molar minima e maxima em relacdo ao anti-solvente supercritico.

O desenho experimental por Fractional Factorial gerado pelo Design Expert 10 originou
uma matriz experimental com 9 medidas, sendo que cada uma é realizada em duplicado

a excecdo do ponto central que € repetido cinco vezes, originando no total 21

experiéncias, demonstrado na tabela 4.

Tabela 4 — Matriz FFD com 4 fatores de estudo e 1 fator de resposta obtido pelo Design Expert 10,
tamanho médio de particula e respetivo desvio padréo.

Tamanho

Concentracdo Caudal da médio de Desvio

Temperatura Presséo

Ensaio o da solucéo solugéo . ~
(°C) (bar) (mg/mL) (mL/min) particula Padréo
(um)

1 40 100 10 0,5 0.158 0,061
' 0,222 0,114
2 60 100 10 3 4,937 7,268
9,008 7,928

3 40 200 10 3 Néo ocorreu

micronizagao
5,939 4,493
4 60 200 10 0,5 4,350 2483
5,202 7,527
5 40 100 40 3 4377 6.342
13,987 22,058
6 60 100 40 0,5 15 462 25 453
0,175 0,077

7 4 2 4

0 00 0 0.5 0,193 0,116
5,366 23,196
8 60 200 40 3 4.618 26 585
3,245 21,172
5,545 22,203
9 50 150 25 1,75 4,655 4,627
4,620 5,435
5,571 6,790
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4.1.1.1 Andlise macroscopica

O acido fusidico micronizado a saida do vaso apresenta, principalmente, dois tipos de
aparéncia, cristais visiveis macroscopicamente e um pd branco bastante uniforme,
figura 8. Quanto a sua distribuicdo no copo de precipitacdo, verifica-se que nos ensaios
cujo rendimento € maior o p6 encontra-se distribuido por toda a célula enquanto que

nos experimentos cujo rendimento € menor 0 pd encontra-se principalmente

concentrado no fundo da célula de precipitacéo, figura 9.

Figura 8 — Recolha do &cido fusidico micronizado: Aspeto do produto obtido, a) Ensaio
1; b) Ensaio 8

Figura 9 - Recolha do acido fusidico micronizado: diferentes formas de precipitagédo no
vaso, a) Ensaio 1; b)Ensaio 4
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O rendimento obtido para cada uma das medidas estudadas afeta a distribuicdo e
uniformizacdo do &cido fusidico dentro do sistema de recolha. O rendimento do
processo depende da solubilidade do &cido fusidico na mistura supercritica CO-
+acetona nas condicdes de pressdo e temperatura pretendidas, ou seja, se a
solubilidade do acido fusidico no soluto que sai do precipitador for alta, significa que o
soluto encontra-se dissolvido na corrente de saida ndo sendo possivel precipitar e
recolher o sélido, pois o sistema supercritico CO, +acetona forma uma mistura na qual

o acido fusidico & muito soltvel.

Durante a realizacdo desta matriz verificou-se que para os caudais de 0,5 mL/min o
rendimento obtido varia entre 25% e os 38%, sendo possivel observar um rendimento
superior quando os ensaios sao efetuados as condi¢cdes minimas, 40 °C, 100 bar,
10 mg/mL e 0,5 mL/min, atingindo valores de aproximadamente 60%. Para os caudais
de 3 mL/min verifica-se rendimentos muito menores podendo variar entre 0,52% e 30%

e para o caudal intermédio, 1,75 mL/min, o rendimento obtido é de cerca de 30%.

E de salientar que no ensaio 3, a 40 °C, 200 bar e com um caudal de 3 mL/min n&o foi
possivel obter produto micronizado. Como referido, o rendimento do processo depende
da solubilidade do acido fusidico na mistura supercritica CO +acetona. Por sua vez, a
solubilidade depende, também, da fracao de co-solvente e da densidade do fluido, que
se encontra relacionada com a temperatura e presséo de trabalho. Com o caudal de
solucdo de 3 mL/min a fragdo de acetona na mistura supercritica é elevada, cerca de
10%, levando a que a acetona desempenhe o papel de co-solvente o que resulta num
aumento da solubilidade do &cido fusidico no fluido dentro do precipitador. Por outro
lado, a densidade do CO; aumenta com a pressao e consequentemente a solubilidade
do soluto também aumenta. Assim, a 200 bar a solubilidade do acido fusidico na mistura
supercritica € superior a solubilidade verificada a 100 bar, levando a que o rendimento

seja menor a 200 bar.

Uma vez que o caudal e a pressdo deste ensaio sdo bastante elevados, podera
considerar-se que o rendimento associado a estas condicfes sera muito baixo e por
essa mesma razao seria mais dificil verificar a precipitacdo do composto no vaso. Em
estudos futuros poderia ser vantajoso verificar se de facto a esta condi¢cdo ndo ocorre a
micronizacdo, aumentando a quantidade do ingrediente farmacéutico ativo a injetar e

verificando a viabilidade de obter produto micronizado.
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4.1.1.2 Anélise microscépica

A analise microscopica do acido fusidico micronizado e néo processado foi efetuada por
microscopia eletrénica de varrimento, SEM. Realizou-se a analise do acido fusidico
inicial de forma a possibilitar uma melhor compara¢do com os produtos micronizados e
0 produto inicial utilizado. Uma vez que as medidas foram realizadas com acido fusidico
de fornecedores diferentes, teve-se a necessidade de realizar esta analise aos dois

produtos iniciais utilizados, figuras 10 e 11.

I 10m MicroLab
15.0kV SEI SEM

10pm Microla
15.0kV SEI SEM

Figura 11 — Imagem SEM do &cido fusidico fornecido pela TCI com ampliacéo de 1000 vezes.
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Observando as figuras, é possivel observar que o tamanho e a morfologia das particulas
sdo bastante diferentes nos dois fornecedores. O acido fusidico fornecido pela Sigma
Aldrich apresenta um tamanho de particula muito superior e a sua forma cristalina de
arestas bem definidas, enquanto que o acido fusidico fornecido pela TCI apresenta um
tamanho de particula menor, com uma distribuicdo mais uniforme, contudo a sua forma
cristalina ndo apresenta as arestas bem definidas, existindo particulas arredondadas de

aspeto rugoso.

O acido fusidico micronizado €, também, analisado pelo SEM onde se verifica que as
suas particulas apresentam morfologias bastante distintas, podendo ser particulas de
dimensao muito pequena sem forma definida ou particulas com um maior tamanho que
apresentam uma forma de arestas bem definidas. E de salientar que as particulas de
menor dimensdo e com forma néo definida apenas foram verificadas nos ensaios 1 e 7,

onde a temperatura e o caudal eram mais baixos.

De seguida serdo apresentadas as imagens de SEM (figura 12) e respetivos tamanho e
distribuicdo de particulas, de forma a simplificar, tendo em conta que o tamanho de
particula ndo difere significativamente entre repetices, sera apenas demonstrado as
imagens e as distribuicbes para uma das repeticdes estando a outra representada nos
Anexos.
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Figura 12 — Imagens SEM dos produtos micronizados obtido: a) Ensaiol; b) Ensaio 2; c)
Ensaio4; d) Ensaio 5; e) Ensaio 6; f) Ensaio7; g) Ensaio 8; h) Ensaio 9.
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Ensaio 1 —40°C 100 bar 10 mg/mL 0,5 mL/min

No primeiro ensaio da matriz FFD estudaram-se os fatores minimos associados ao

Desenho Experimental. Na figura 13 encontra-se representado as imagens
microscopicas das particulas obtidas. Estas apresentam uma forma arredondada, sem
arestas definidas, e uma distribuicdo de tamanho uniforme, comparando com o acido
fusidico ndo processado verifica-se que o tamanho de particula é bastante inferior, e a
distribuicdo de tamanho de particula é estreito. O composto micronizado apresenta
maior uniformidade de tamanhos e de morfologia das particulas. Esta Gltima €, também,
muito diferente do acido fusidico ndo processado, permitindo concluir que durante o
processo de micronizagdo por anti-solvente supercritico a morfologia do acido fusidico

é alterado.
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Figura 13 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢6es do Ensaio 1: a)
Ampliacdo de 100x e b) ampliagdo 3000x.
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Na figura 13a) a ampliacdo de 100x permite mostrar com bastante detalhe a
uniformidade do tamanho de particula enquanto que a figura 13b) com a ampliacédo de

3000x permite compreender com melhor detalhe a morfologia da prépria particula.

De forma a determinar o tamanho de particula e a distribuicdo de tamanhos de particula

para este ensaio foi utilizada a técnica Nanoparticle Tracking Analysis (NTA).

Este método permitiu obter o tamanho médio de particula e o0 desvio padrao para esta
condicbes experimentais, 0,158 um e 0,061 um respetivamente. A representacao grafica
das contagens de particulas e respetivo tamanho, obtido pelo NTA, encontra-se

representado na figura 14.
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Figura 14 — Representacédo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

As imagens de SEM e respetiva distribuicdo de tamanho de particulas do duplicado

efetuado para este ensaio da matriz encontra-se representado no Anexo A.

Ensaio 2 —60°C 100 bar 10 mg/mL 3 mL/min

No segundo ensaio da matriz FFD, em detrimentos do primeiro ensaio, alterou-se

apenas a temperatura e 0 caudal para os valores maximos dos fatores. Na figura 15
encontra-se representado as imagens microscopicas das particulas obtidas. Estas

apresentam uma forma com arestas bem definidas bastante semelhante ao acido
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fusidico ndo processado, e uma distribuicdo de tamanho uniforme. Comparando com o
acido fusidico ndo processado verifica-se que o tamanho de particula é inferior, sendo
gue apo6s ser micronizado a estas condiges é obtida uma maior uniformidade entre os

tamanhos.

100pm MicroLab
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Figura 15 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢8es do Ensaio 2: a) Ampliagéo
de 100x e b) ampliagdo 3000x.

Na figura 15a) a ampliagdo de 100x mostra a uniformidade do tamanho de particula
enquanto que a figura 15b) com a ampliacdo de 3000x permite verificar a dimenséo e a
morfologia da prépria particula.

De forma a determinar o tamanho de particula e a distribuicdo de tamanhos de particula
para este ensaio utilizou-se o software de analise de imagens ImageJ. Na andlise de
imagem realizada, dado que as particulas obtidas ndo séo esféricas, aproximando-se
de uma forma quadrangular ou retangular, considerou-se como medida do tamanho de

particula o diametro de ferret (a distancia entre os dois pontos mais distantes de cada
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particula). Assim, o tamanho médio de particula e o desvio padrao associado a estas
condicbes experimentais sdo de 4,937 um e 7,268 um respetivamente. A representacao

grafica das contagens de patrticulas e respetivo tamanho encontra-se representado na

figura 16.
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Figura 16 — Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

A representacédo da distribuicdo confirmou que a distribuicdo do tamanho de particula é

bastante uniforme. A repeticdo deste ensaio encontra-se representada no Anexo B.

Ensaio 4 — 60 °C 200 bar 10 mg/mL 0,5 mL/min

No quarto ensaio estudou-se os fatores maximos de temperatura e pressdo em

conjugacéo com os valores minimos dos fatores de concentragéo e caudal. Nas figuras
17 e 18 encontram-se representadas as imagens microscépicas das particulas obtidas.
Estas apresentam, também, uma forma com arestas bem definidas bastante

semelhante ao acido fusidico ndo processado, e uma distribuicdo de tamanho uniforme.

Uma caracteristica desta amostra, que se verifica pelas imagens de SEM, é que estas
tém tendéncia a aglomerar, ou seja, apesar de visualmente as particulas apresentarem
um tamanho semelhante as particulas obtidas no ensaio anterior, na imagem de SEM
com menor ampliacdo o tamanho parece significativamente maior, devido a

aglomeracédo das particulas e ao elevado niumero de aglomerados.
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Figura 17 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢cdes do Ensaio 4: a) Ampliacédo
de 100x e b) ampliagdo 500x.
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Figura 18 — Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 4 a uma ampliacdo de 3000x.

Na figura 17a) a ampliacdo de 100x mostra os aglomerados de particulas e na figura
17b) com a ampliagdo de 500x é possivel compreender melhor como as particulas
aglomeram. Na figura 18 com a ampliacdo de 3000x permite verificar a dimenséo e a

morfologia da prépria particula.

O tamanho de patrticula e a distribuicdo de tamanhos de particula para este ensaio foram
obtidos por analise de imagem. Chegou-se, assim, a um tamanho médio de particula de
5,939 um e um desvio padrdo de 4,493 um. Os resultados obtidos através do ImageJ
estao representados na figura 19. No anexo C encontram-se os dados referentes a

repeticao.
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Figura 19 — Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Ensaio 5 —40°C 100 bar 40 mg/mL 3 mL/min

No quinto ensaio estudou-se os fatores minimos de temperatura e pressdo e os valores

méximos dos fatores de concentragdo e caudal. Nas figuras 20 e 21 encontram-se
representadas as imagens microscopicas das particulas obtidas. Estas apresentam uma
forma laminada com arestas bem definidas. A amostra apresenta, tal como a anterior,
bastantes aglomerados, contudo neste caso existe também uma menor uniformidade

entre as particulas.

- 4
100pm Hicraolabh
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Figura 20 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 5 a uma ampliagéo
de 100x.

39



LY
- nm
5. 0kV SEL aEM

5. 0kVv JEL SEH

Figura 21 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢@es do Ensaio 5 com uma
ampliacdo de 3000x em zonas distintas.

Na figura 20 a ampliacdo de 100x mostra os aglomerados de particulas bem como a
uniformidade de tamanho existente na amostra, a figura 21a) com a ampliagcdo de 3000x
mostra um plano mais aproximado de um desses aglomerados dando, também, para
verificar com maior detalhe o aspeto laminado das particulas. Na figura 21b) com a

ampliacdo de 3000x permite verificar as diferentes dimensdes entre particulas.

O tamanho de particula e a distribuicdo de tamanhos de particula para este ensaio foram
obtidos através do ImageJ, apresentando um tamanho médio de particula de 5,202 pm
e com um desvio padrdo de 7,527 um. Os dados obtidos através do ImageJ estédo

representados na figura 22. Em anexo D encontra-se os dados referentes a repeticao.
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Figura 22 — Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Ensaio 6 — 60 °C 100 bar 40 mg/mL 0,5 mL/min

No sexto ensaio estudou-se os fatores minimos de pressdo e caudal e os valores

méximos dos fatores de temperatura e concentracdo. Na figura 23 encontra-se
representado as imagens microscoépicas das particulas obtidas. Estas apresentam uma
forma e tamanho bastante distintos das amostras analisadas anteriormente, a partida
essa diferenca € resultado da formacgéo de cristais, identificados a olho nu, que visto a
microscopio dao origem a particulas com um tamanho de particula muito superior.
Comparando com o acido fusidico ndo processado é possivel afirmar que a estas
condi¢Bes verifica-se que o composto micronizado apresenta um tamanho de particula

superior ao acido fusidico ndo processado.
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Figura 23 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢gdes do Ensaio 6: a) Ampliacdo de
75x e b) ampliagdo 1000x.

Na figura 23a) a ampliacao de 75x mostra os diferentes tamanhos de particulas desta
amostra, sendo possivel verificar que as particulas de maior tamanho apresentam uma
superficie porosa. A figura 23b) com a ampliacdo de 1000x mostra um plano mais
aproximado das particulas de menor dimensdo que apresentam uma morfologia
semelhante aos anteriores ensaios. O tamanho de particula e a distribuicdo de
tamanhos de particula para este ensaio foram obtidos por tratamento de imagem pelo

software ja referido, tendo 13,987 um e 22,058 um, respetivamente. A distribuicdo do
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tamanho de particula esta representada na figura 24. Em anexo E encontra-se os dados

referentes a repeticao.
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Figura 24 — Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Ensaio 7 — 40 °C 200 bar 40 mg/mL 0,5 mL/min

No sétimo ensaio estudou-se os fatores minimos de temperatura e caudal em conjunto

com os valores maximos dos fatores de presséo e concentragao.

Nas figuras 25 e 26 encontram-se representadas as imagens microscopicas das
particulas obtidas. Estas apresentam uma forma e tamanho bastante semelhante ao
primeiro ensaio da matriz FFD, ndo tendo uma forma arestas definidas. Comparando
com o &cido fusidico ndo processado é possivel afirmar que a estas condigbes o

tamanho e a morfologia das particulas alteram consideravelmente.

43



44

H 5 1 15 SEL SEH

Figura 25 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢gfes do Ensaio 7: a) Ampliagédo
de 1000x e b) ampliacdo 5000x.
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Figura 26 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 7 com uma
ampliagdo de 5000x.

Na figura 25a) a ampliagdo de 1000x permite mostrar que a amostra € bastante uniforme
enquanto que as figuras 25b) e 26 com a ampliagdo de 5000x mostram em grande
detalhe a morfologia e o tamanho das particulas.

De forma a determinar o tamanho de particula e a distribuicdo de tamanhos de particula
para este ensaio foi utilizado o Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), sendo a amostra
suspensa em agua. Este método permitiu obter o tamanho médio de particula e o desvio
padrdo associado, 0,175 um e 0,077 um respetivamente. A representacao grafica das
contagens de particulas e respetivo tamanho, obtido pelo NTA, encontra-se

representado na figura 27. No anexo F encontra-se os dados referentes a repeticdo.
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Figura 27 — Representacao gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Ensaio 8 — 60 °C 200 bar 40 mg/mL 3 mL/min

No oitavo ensaio estudou-se os fatores maximos dos fatores da matriz FFD. Nas figuras

28 e 29 encontram-se representadas as imagens microscopicas das particulas obtidas.
Estas, de forma semelhante com o ensaio 6, apresentam um tamanho de particula

superior devido a formacé&o de cristais de grande dimens&o no copo de precipitacao.

10pm Microlah
SEH

Figura 28 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 8 com uma ampliagéo de
400x.
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Figura 29 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 8: a) Ampliacdo de
1000x e b) ampliagdo 3000x.

Na figura 28 a ampliacdo de 400x mostra os diferentes tamanhos de particulas desta
amostra. As figuras 29a) e 29b) com a ampliagcdo de 1000x e 3000x mostra um plano
mais aproximado das particulas de menor dimensdao. O tamanho de particula e a
distribuicdo de tamanhos de particula para este ensaio foram obtidos por tratamento de
imagem, tendo a amostra um tamanho médio de particula de 5,366 um e um desvio
padrao de 23,196 um. A distribuicdo do tamanho de particula esta representada na

figura 30. No anexo G encontram-se 0s resultados referentes a repeticéao.
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Figura 30 — Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Ensaio 9 — 50 °C 150 bar 25 mg/mL 1,75 mL/min

No nono ensaio da matriz FFD estudou-se os efeitos dos valores médios dos fatores no

tamanho e morfologia das particulas. Nas figuras 31 e 32 encontra-se representado as
imagens microscopicas das particulas obtidas. Estas, de forma semelhante com o
ensaio 6, apresentam um tamanho de particula superior devido a formacéo de cristais

de grande dimenséo no copo de precipitagdo.

.
1dpe Hicrolahb
£ TS0 . O HER
Figura 31 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢6es do Ensaio 9 com uma ampliagédo
de 750x.
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Figura 32 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢cdes do Ensaio 9 com uma ampliacéo de
3000x.

Na figura 31 a ampliacdo de 750x mostra a uniformidade desta amostra. A figura 32 com
a ampliacdo de 3000x mostra um plano mais aproximado das particulas permitindo ter
uma melhor nocao sobre as suas dimensdes. O tamanho de particula e a distribuicao
de tamanhos de particula para este ensaio foram obtidos por tratamento de imagem,
tendo a amostra um tamanho médio de particula de 3,245 pm e desvio padrao de
21,172 ym. A distribuicdo do tamanho de particula esta representada na figura 33. No
anexo H encontram-se os dados referentes a repeticao.

80 -

60

Frequéncia
N
o
1

20+

0 SN NV S

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1
Tamanho de Particula (um)

Figura 33 — Representacéo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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4.1.1.3 Anélise da pureza — Espectroscopia de Infravermelhos (FTIR)

Os produtos micronizados obtidos foram analisados por espectroscopia de

infravermelhos, onde foi testada a pureza do composto e confirmado se ocorreu

degradacdo do composto.

A espetroscopia de infravermelhos ao acido fusidico comercializado (figura 34) foi

utilizada como referéncia e comparacédo entre o produto micronizado e o produto nao

processado.
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Figura 34 — Representagdo do espectro de infravermelho do &cido fusidico fornecido pela Sigma e pela
TCI.

Analisando os espectros de FTIR do &cido fusidico ndo processado, verifica-se uma
diferenca entre o acido fusidico fornecido pela Sigma e o produto fornecido pela TCI, na
regido dos 1650 e 1750 cm™. Os espectros obtidos apresentam as bandas
caracteristicas do acido fusidico, a aproximadamente 3460 cm™ encontra-se a banda
associada a ligacdo O-H, a cerca de 2950 cm? encontra-se vibragdo stretching da
ligacdo C-H, a 1720 cm encontra-se a vibracéo stretching da ligacdo C=0 do grupo
carbonilo e acetilo, e por fim a 1377 cm™® e 1260 cm™ estéo representadas as bandas
correspondentes as vibracbes bending C-H e stretching da ligacdo C-O do grupo

carbonilo, correspondentemente.
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Na regido dos 1650 e 1750 cm encontra-se a grande diferenca entre os dois acidos
utilizados, no acido fusidico fornecido pela TCI existe a formac¢édo de um pico duplo a
1718 cmte 1687 cm?, enquanto que o acido fusidico fornecido pela Sigma apresenta
apenas um pico a 1718 cm™. Esta diferenca foi estudada por Guo et al. [50] e por Byrne

et al. [42] e deve-se ao polimorfismo associado ao acido fusidico.

O polimorfismo € um fendmeno que caracteriza compostos quimicos com mais do que
uma forma cristalina, e cada forma é denominada de polimorfo. Os diferentes polimorfos
de um determinado composto podem apresentar propriedades fisico-quimicas
diferentes, como solubilidade, ponto de fusdo e densidade. Estas diferencas nas
propriedades fisico-quimicas podem ter um impacto na estabilidade do composto, na
sua biodisponibilidade e na forma como serd processado na industria farmacéutica.
Devido a estas implicacdes na qualidade e desempenho dos produtos farmacéuticos, é
necessario verificar a existéncia de polimorfismo de forma a garantir produtos de alta

qualidade.

O &cido fusidico existe numa unica forma amorfa e em quatro formas cristalinas,
denominadas como I-1V. A forma polimérfica lll é a utilizada em produtos farmacéuticos,
uma vez que representa uma forma polimorfica termodinamicamente mais estavel. Esta
forma polimoérfica, estudada por Guo et al. [50] e por Byrne et al. [42], é caracterizada
pelo pico duplo na zona entre 1650 e 1750 cm™, enquanto que a forma polimérfica | é
caracterizada pela presenca de um Unico pico nessa mesma zona. Assim, é possivel
concluir que o acido fusidico fornecido pela Sigma é um polimorfo | enquanto que o

acido fusidico fornecido pela TCI é um polimorfo do tipo Ill.

Os compostos micronizados foram, também, sujeitos a espetroscopia de
infravermelhos, de forma a comprovar que ndo ocorreu degradagéo do principio ativo
durante o processo de micronizagdo por anti-solvente supercritico, mas também para

determinar que tipo de polimorfo foi obtido apos o &cido fusidico ser processado.

Na figura 35 encontram-se representados os espetros de infravermelhos obtidos para
todos os ensaios efetuados, as representacbes correspondem apenas a uma das

repetices ndo sendo necessario demonstrar ambas visto que sao iguais entre si.
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Figura 35 — Representacéo dos espectros de infravermelho do &cido fusidico micronizado obtido para
cada ensaio FFD efetuado.

Para compreender mais detalhadamente as diferencas entre os picos de cada ensaio,

sera apresentado, nas figuras 36, 37 e 38, 0s espetros divididos por polimorfos ja

conhecidos.
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Figura 36 — Comparacéo entre os espectros de infravermelho do acido fusidico micronizado obtido no
ensaio 1 e no ensaio 7.
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Figura 37 — Comparacéo entre os espectros de infravermelho do &cido fusidico micronizado obtido no

ensaio 2, ensaio 5, ensaio 6 e no ensaio 9.
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Figura 38 — Comparacéo entre os espectros de infravermelho do &cido fusidico micronizado obtido no

ensaio 4 e no ensaio 8.
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Os ensaios 4 e 8 foram analisados separadamente, uma vez que a sua concentracao
na pastilha analisada era menor, levando a que a intensidade dos picos fosse, também,
menor e comparando com 0s espetros cuja intensidade era superior tornava a sua

analise mais dificil e 0 seu espetro menos intenso e visivel.

Analisando os espetros de infravermelhos obtidos € possivel concluir que o produto
micronizado ndo sofreu degradacdo apresentando 0s picos caracteristicos das
diferentes ligacdes do &cido fusidico. Verifica-se, também, que maioritariamente foi

obtido acido fusidico na forma polimérfica Ill.

O produto micronizado obtido nos ensaios 1 e 7 sdo da forma polimorfica |, estes ensaios
correspondem a um tamanho de particula menor e uma morfologia diferente dos
restantes produtos micronizados. Os ensaios 2, 4, 5, 6, 8 e 9 correspondem ao acido
fusidico de forma polimérfica Ill, estes ensaios estdo também associados a uma
morfologia de forma mais quadrada com as arestas muito bem definidas e a um tamanho

de particula superior, comparando com os ensaios 1 e 7.
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4.1.1.4 Andlise de pureza — Difragdo por Raio-X

A analise das formas polimdrficas do acido fusidico foi efetuado por difracédo de raio-X,

onde é possivel ter uma melhor compreenséao sobre os polimorfos obtidos.

Novamente, o estudo da difracdo por raio-X inicia-se com a analise do espetro do
composto ndo processado. Neste caso, efetuou-se apenas a difracdo de raio-X para o

acido fusidico fornecido pela TCI (figura 39).
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Figura 39 — Representacédo do difratograma de raio-X obtido para o acido Fusidico fornecido pela TCI.

Gilchrist et al. [46] caracterizou as quatro formas polimorficas do acido fusidico por
difracdo de raio-X. Onde a forma | possui picos de maior difragcéo a 7,23°, 12,67°, 13,12°
e 18,18°, a forma Il possui maior difracdo a 11,18°, 13,7°, 15,82°, 17,4° e 18,19°, a forma
[Il € caracterizada por picos de maior difragdo a 7,18°, 13,7°, 15,99°, 16,42° e 17,91°,
por ultimo a forma polimorfica IV apresenta picos em 11,78°, 13,1°, 15,12°, 16,44° e
18,11°.

Analisando o espetro de difracdo de raio-X do &cido fusidico fornecido pela TCI e
comparando com o estudo do Gilchrist et al. [46] foi possivel confirmar a forma

polimorfica deste &cido € a lll.

Os compostos micronizados foram, também, caracterizados por difracdo de raio-X
(figura 40, 41, 42 e 43) e recorreu-se ao estudo realizado por Gilchrist et al. [46] para

determinar a que forma polimorfica corresponde cada um dos produtos micronizados.
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Figura 40 — Representacéo do difratograma de raio-X do &cido fusidico micronizado obtido para cada

ensaio FFD efetuado.

De forma a ser possivel analisar mais detalhadamente as diferengas de cada ensaio, e

concluir a que polimorfo corresponde cada um, nas figuras encontram-se representados

0s espetros divididos para conseguir uma melhor percec¢éo de cada.
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Figura 41 — Comparacéo entre difratogramas de raio-X do acido fusidico micronizado obtido no ensaio 1
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Figura 42 — Comparacéo entre difratogramas de raio-X do acido fusidico micronizado obtido no ensaio 2,
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Figura 43 — Comparacéo entre difratogramas de raio-X do &cido fusidico micronizado obtido no ensaio 5,

ensaio 6 e no ensaio 8.
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E de salientar que a difrac&o de raios-X fornece informagées estruturais essenciais para
identificar os diferentes polimorfos, contudo a aparéncia dos padrdes de difracdo pode

ser afetada pelo tamanho de particula e pela orientagcéo preferencial da amostra [50].

Iniciando pelos ensaios 1 e 7, que correspondem as amostras com um menor tamanho
de particula, verifica-se que estas possuem menor cristalinidade, devido a presenca de
poucos picos com uma baixa intensidade presentes nos difratogramas. Os ensaios 2, 4,
8 e 9, apresentam picos de difracdo intensos a valores de 28 idénticos. Sendo o pico a
14,3° 0 mais intenso e 0 mais caracteristico. Novamente comparando com os resultados
obtidos por Gilchrist et al. [46] verifica-se que este pico, bastante intenso, é caracteristico
da forma polimérfica I. Nos ensaios 5 e 6, apesar de este pico existir no difratograma,
verifica-se que este encontra-se em menor intensidade, tendo uma intensidade

semelhante ao pico seguinte que ocorre a aproximadamente 15,5°. Contudo, nestes

-

dois ensaios verifica-se um pico mais intenso a 12,1°. Este pico de difracdo

-

caracteristico da forma polimérfica IV, contudo o pico mais intenso a 15,5°
caracteristico da forma .

4.1.1.5 Anédlise Estatistica — FFD

A andlise estatistica do Fractional Factorial Design foi efetuada pelo software Design
Expert 10, apesar de inicialmente a matriz apresentar 21 pontos a analise estatistica foi
realizada a apenas 19 pontos, uma vez que nao foi possivel obter produto no ensaio 3
e que a repeticdo do ensaio 2 foi considerada ndo representativa e retirada da matriz. A
andlise estatistica teve inicio na avaliacdo do modelo. Esta avaliag&o foi realizada com

um modelo polinomial de ordem linear onde sdo avaliados os efeitos dos fatores.

A avaliagdo do modelo foi validada pelo grau de liberdade associado a matriz FFD que
é suficiente para determinar o lack of fit (falta de ajuste do modelo). Para garantir um
teste valido € necessario um minimo de 3 graus de liberdade para o lack of fit e de 4
graus de liberdade para o erro. No modelo obtido obteve-se 3 e 12 graus de liberdade,
respetivamente. Outro termo que determina a validacado do modelo é a Eficiéncia G, que
estd relacionada inversamente com a méaxima variancia e tende a reduzir com as

repeticbes. Para a avaliacdo do modelo a Eficiéncia G obtida foi de 80%.

Apo6s efetuada a avaliacdo do modelo é necessario realizar a analise de variancia
(ANOVA) ao fator de resposta da matriz FFD de forma a conseguir obter os principais

fatores. Uma vez que o pretendido desta andlise estatistica é determinar quais sao 0s
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fatores em estudo mais significativos no processo ndo é necessario, na ANOVA, recorrer

a uma transformacao para o tratamento de dados.

A tabela 5 apresenta a analise ANOVA para o fator de resposta, tamanho de patrticula,

cuja ordem é Design Model.

Tabela 5 — Resultados obtidos na analise ANOVA para o fator de resposta tamanho de particula.

Somados Grausde Médiados

quadrados liberdade quadrados Fvalue P-value
Modelo 282,20 7 40,31 61,18 2,074%x 1077
A-Temperatura 27,53 1 27,53 41,78 7,224% 1077
B-Presséo 0,97 1 0,97 1,48 0,252
C-Concentracéao 0,96 1 0,96 1,45 0,256
D-Caudal 9,13 1 9,13 13,86 0,004
AB 2,74 1 2,74 4,16 0,069
AC 2,61 1 2,61 3,95 0,075
AD 12,95 1 12,95 19,65 0,001
Erro 6,59 10 0,66
Cor Total 288,79 17

O f-value do modelo é 61,18 o que significa que 0 modelo é significante. Os fatores cujo
p-value é inferior a 0,05 sdo considerados termos significantes do modelo. Assim, é
possivel concluir que a temperatura, o caudal e a interagdo entre o fator temperatura
caudal sao termos significativos deste modelo. Na tabela 6 encontra-se os valores do

modelo.

Tabela 6 — Valores do modelo apds a analise ANOVA.

Desvio padréo 0,81
Média 4,92
CV.% 16,48

R? 0,9772
Precisao 26,869

O R? obtido para este modelo é de 0,9772 e o valor da precisdo mede o sinal do ruido,
uma vez que este valor é superior a 4 indica que o sinal € adequado e o modelo € valido

e pode ser utilizado na analise ANOVA.
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A equacao do modelo é obtida pelo Design Expert 10 e na tabela 7 estéo representados

os coeficientes relacionados a cada fator em estudo e o erro associado.

Tabela 7 — Coeficientes de cada fator em estudo e o erro associado.

Fator Coeficiente Erro
Intercecéo -27,723 5,964
A-Temperatura 0,696 0,108
B-Presséao 0,066 0,054
C-Concentracéao -0,225 0,186
D-Caudal 8,324 2,236
AB -0,002 0,001

AC 0,006 0,003

AD -0,172 0,039

Assim a equacéo final (Eq.1) dos fatores para a analise ANOVA do tamanho de particula
é dada por:

Tamanho de particula = —27,723 + 0,696 X Temperatura + 0,066 X Pressdo — 0,225 X
Concentracdo + 8,324 x Caudal — 0,002 X Temperatura X Pressdo + 0,006 X

Temperatura X Concentra¢do — 0,172 X Temperatura X Caudal (Eq.1)

Tendo em conta estes resultados obtidos pela analise ANOVA fixaram-se dois fatores
(pressao e concentracdo) para prosseguir a otimizacéo do processo e realizar o Central
Composite Design. Os valores fixos selecionados foram 100 bar e 40 mg/mL, esta
selecdo teve como maior objetivo a viabilidade do processo, e desta forma é possivel
estudar os valores dos fatores que tornariam o processo economicamente mais viavel,
utilizando uma menor presséo associada a uma maior concentragdo. Por outro lado, a
temperatura sera variada entre 40 °C e 60 °C enquanto que o caudal varia entre 0,5 mL
e 3 mL.
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4.1.2 Central Composite Design (CCD)

Com os fatores mais significativos, que influenciam o tamanho de particula do acido
fusidico, obtidos pelo Fractional Factorial Design (FFD) construiu-se a matriz Central

Composite Design (CCD) através do software Design Expert 10.

A matriz foi desenhada com dois fatores de estudo, temperatura e caudal, e com um
fator de resposta, tamanho de particula. Como foi referido anteriormente, a temperatura
ir variar entre 40 °C e 60 °C, e o caudal entre 0,5 e 3 mL/min. Enquanto que a pressao
serd mantida em 100 bar e a concentracao sera 40 mg/mL de forma a tornar o processo
economicamente mais vantajoso, gastando menos CO; por medida a uma maior

concentracdo, ou seja, utilizando uma maior quantidade de composto por medida.

Na tabela 8 encontra-se a matriz CCD obtida pelo Design Expert, com os valores

mencionados acima.

Tabela 8 — Matriz CCD com 2 fatores de estudo e 1 fator de resposta obtido pelo Design Expert 10,
tamanho médio de particula e respetivo desvio padrao.

Tamanho

. Temperatura Pressdo Concentracdo Caudal de Desv~|o
Ensaio : . Padréao
(°C) (bar) (mg/mL) (mL/min) particula
(Hm)
(Lm)

CCD1 60 100 40 3 14,779 55,178
CCD2 50 100 40 3 28,840 22,142

CCD3 60 100 40 1,75 7,382 6,973

CCD4 40 100 40 0,5 0,187 i

CCD5 40 100 40 3 5,202 7,527
CCD6 60 100 40 0,5 13,987 22,058
21,620 24,734
8,260 15,725

CCD7 50 100 40 1,75

23,805 23,336

24,246 25,570

Os ensaios CCD5 e CCD6 sao comuns em ambas as matrizes, FFD e CCD. Estes

correspondem aos ensaios 5 e 6, respetivamente, na matriz FFD.

E de notar, também, que por motivos de avaria de uma parte do equipamento n&o foi
possivel realizar o ensaio CCD4 em tempo util de entrega da dissertacdo de mestrado.

Por esse motivo, e de forma a ser possivel concluir a analise da matriz, assumiu-se que
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o tamanho médio de particula nas condicdes do ensaio CCD4 se encontraria no
intervalo de valores obtidos nos ensaios 1 e 7 da matriz FFD. Esta consideracdo foi feita
tendo por base os resultados obtidos para o Fractional Factorial Design. Assim, tendo
em conta que os ensaios 1 e 7 da matriz FFD apresentam valores similares e que a
analise estatistica mostrou que a pressdo e a concentracdo ndo sdo parametros
significativos, foi assumido que nas condi¢cdes do ensaio CCD4 o tamanho médio de
particula esperado se encontraria dentro do intervalo de valores obtidos para os

referidos ensaios do Fractional Factorial Design.

4.1.2.1 Andlise Microscopica

Como referido anteriormente os ensaios CCD5 e CCD6 sdo comuns a matriz FFD e por
tal, foram analisados microscopicamente na seccdo 3.1.1.2, de forma a néo tornar a
analise repetitiva estes dois ensaios serao omitidos da analise microscopica aos ensaios
da matriz CCD.

Ensaio CCD1 — 60 °C 100 bar 40 mg/mL 3 mL/min

No primeiro ensaio da matriz CCD estudou-se os fatores minimos associados ao
Desenho Experimental. A andlise macroscépica ao produto micronizado foi efetuada
logo apdés a extracdo deste do copo de precipitacdo, verificou-se a presenca de
bastantes cristais 0 que indica, por conclusdes tiradas das analises anteriores ao acido
fusidico micronizado, que as particulas, por analise microscépica, apresentardo uma
distribuicdo de particula muito alargada, contendo particulas com grande tamanho
misturado com particulas de menor tamanho. Apés a analise das imagens de SEM,
figuras 44, 45 e 46, esta distribuicdo de particulas € confirmada e desta andlise é
possivel, ainda, verificar que as particulas apresentam formas bem definidas, sendo que
as de maior tamanho tém as arestas mais bem definidas que as particulas de menor

tamanho.
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Figura 44 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢cdes do Ensaio CCD1 com
uma ampliacdo de 50x.

Figura 45 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD1 com uma
ampliagéo de 50x.
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Figura 46 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD1: a) Ampliacdo de 2000x e b)
ampliagdo 1000x.

Na figura 44 e 45 é possivel ver os diferentes tamanhos de particula presentes nesta
amostra. A figura 46a) e 46b) com a ampliacdo de 2000x e 100x, respetivamente, mostra
um plano mais aproximado das particulas permitindo ter uma melhor nogéo sobre as
suas dimensdes e formas. O tamanho de particula e a distribuicdo de tamanhos de
particula para este ensaio foram obtidos por tratamento de imagem utilizando o ImageJ,
tendo a amostra um tamanho médio de particula de 14,779 um e um desvio padrao de
55,178 um. A distribuicao do tamanho de particula esta representada na figura 47.
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Figura 47 — Representacéo grafica da distribuicido dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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Ensaio CCD2 — 50 °C 100 bar 40 mg/mL 3 mL/min

No segundo ensaio da matriz CCD conjugou-se o valor médio de temperatura com o
valor maximo de caudal de solugdo a injetar. A analise macroscopica ao produto
micronizado foi efetuada logo ap0ds a extracdo do copo de precipitacdo do vaso, neste
0 &cido fusidico micronizado encontrava-se em grande quantidade disperso por todo o
copo. Apods a andlise das imagens de SEM, figuras 48 e 49, verifica-se que as particulas

apresentam formas bem definidas.

.
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Figura 48 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD2 com uma
ampliagdo de 100x.
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Figura 49 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD2 com uma
ampliacdo de 3000x.
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Na figura 48 a ampliacdo de 100x mostra os diferentes tamanhos de particulas presente
na amostra. A figura 49 com a ampliagcdo de 3000x mostra um plano mais aproximado
das particulas permitindo ter uma melhor nocdo sobre as suas dimensfes e a sua
morfologia. O tamanho médio de particula e a distribuicdo de tamanhos de particula
para este ensaio foram obtidos por tratamento de imagem utilizando o ImageJ, tendo a
amostra um tamanho de particula de 28,840 um e desvio padrdo de 22,142 um. A

distribuicdo do tamanho de particula esta representada na figura 50.
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Figura 50 — Representacéo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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Ensaio CCD3 — 60 °C 100 bar 40 mg/mL 1,75 mL/min

No terceiro ensaio da matriz CCD3 conjugou-se o valor maximo de temperatura com o
valor médio de caudal de solucdo a injetar. A andalise macroscoOpica ao produto
micronizado foi efetuada logo apds a extracdo do copo de precipitacdo do vaso, neste
0 &cido fusidico micronizado encontrava-se em grande quantidade disperso por todo o
copo. Apds a andlise das imagens de SEM, figuras 51 e 52, verifica-se que as particulas

apresentam formas bem definidas.

& |

Figura 51 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD3 com uma
ampliagdo de 650x.
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Figura 52 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢cdes do Ensaio CCD3 com uma
ampliagédo de 1500x.
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Na figura 51 a ampliacdo de 650x mostra a uniformidade desta amostra. A figura 52 com
a ampliacdo de 1500x mostra um plano mais aproximado das particulas permitindo ter
uma melhor nocdo sobre as suas dimensdes e morfologias. O tamanho médio de
particula e a distribuicdo de tamanhos de particula para este ensaio foram obtidos por
tratamento de imagem, tendo 7,382 um e 6,973 um, respetivamente. A distribuicdo do

tamanho de particula esta representada na figura 53.
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Figura 53 — Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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Ensaio CCD7 — 50 °C 100 bar 40 mg/mL 1,75 mL/min

No sétimo ensaio da matriz CCD7 conjugou-se os valores médios dos dois fatores em
estudo. A andlise macroscoOpica ao produto micronizado foi efetuada logo apoés a
extracao deste do copo de precipitacdo, verificou-se a presenca de bastantes cristais na
amostra. Apés a andlise das imagens de SEM, figuras 54 e 55, verifica-se a existéncia
de diversos tamanhos de particula, correspondente a formagéo dos cristais, e verifica-
se, também, que as particulas apresentam formas bem definidas, tendo as particulas
de maior tamanho um aspeto laminado enquanto que as particulas de menor tamanho

apresentam uma forma com arestas mais bem definidas.

_
100w MHicrolah
Figura 54 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD7 com uma
ampliacdo de 100x.
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Figura 55 - Imagem de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio CCD7 com uma
ampliacdo de 3000x.
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Na figura 54 a ampliacdo de 100x mostra o tipo de particulas existentes na amostra bem
como uma percecdo dos diferentes tamanhos presentes nesta. A figura 55 com a
ampliacdo de 3000x mostra um plano mais aproximado das particulas permitindo ter
uma melhor nocdo sobre as suas dimensdes e morfologias. O tamanho médio de
particula e a distribuicdo de tamanhos de particula para este ensaio foram obtidos por
tratamento de imagem, sendo 21,620 um + 24,734 um. A distribuicdo do tamanho de

particula esta representada na figura 56.
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Figura 56 — Representacédo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

4.1.2.2 Andlise da pureza — Espectroscopia de Infravermelhos (FTIR)

A analise do acido fusidico micronizado obtido a partir das condi¢fes da matriz CCD foi
efetuada por espectroscopia de infravermelhos, onde, a semelhanca da anterior, foi
testada a pureza do composto, podendo ser possivel confirmar que o processo SAS nao

degrada o acido fusidico.

Na figura 57 encontram-se representados os espetros de infravermelhos obtidos para

todos os ensaios efetuados na matriz CCD.
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Figura 57 - Representacgdo dos espectros de infravermelho do acido fusidico micronizado obtido para

cada ensaio CCD efetuado.

Na figura 58 encontra-se representado os espetros de CCD5 e CCD6, ensaios comuns

nas duas matrizes efetuadas.
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Figura 58 - Comparacgéo entre os espectros de infravermelho do &cido fusidico micronizado obtido no

ensaio CCD5 e CCD6.
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Analisando os espetros de infravermelhos obtidos é possivel concluir que o produto
micronizado ndo sofreu degradacdo apresentando 0s picos caracteristicos das
diferentes ligacdes do acido fusidico, a aproximadamente 3430 cm™? encontra-se a
banda associada a ligagdo O-H, a cerca de 2930 cm™ encontra-se vibracéo stretching
da ligacdo C-H, a 1720 cm encontra-se a vibracéo stretching da ligacdo C=0 do grupo
carbonilo e acetilo, e por fim a 1377 cm? e 1255 cm™ estéo representadas as bandas
correspondentes as vibracdes bending C-H e stretching da ligagdo C-O do grupo
carbonilo, correspondentemente. Desta analise € possivel concluir que o acido fusidico
micronizado as condi¢des dos ensaios CCD1, 2, 3, 5, 6 e 7 correspondem a forma
polimérfica Il uma vez que estes séo caracterizados por um pico duplo na zona entre
1650 e 1750 cm™.
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4.1.2.3 Anéalise Estatistica— CCD

A andlise estatistica do Central Composite Design, a semelhanca da andlise estatistica
efetuada anteriormente, foi realizada pelo software Design Expert 10. A matriz CCD é
composta por 7 ensaios, cujo ponto central da matriz foi repetido cinco vezes, contudo
uma dessas repeticdes ndo foi contabilizada pois através da andalise de imagem
verificou-se que esta ndo era semelhante as restantes repeticdes. A andlise estatistica
teve inicio na avaliacdo do modelo, que foi realizada utilizando um modelo polinomial de

ordem quadratica.

A avaliacdo do modelo foi validada pelo grau de liberdade associado a matriz CCD que
€ suficiente para determinar o lack of fit. Para garantir um teste valido de lack of fit é
necessario um minimo de 3 graus de liberdade para o lack of fit e de 4 graus de liberdade
para o erro. Na avaliacdo do modelo obteve-se 3 e 4 graus de liberdade, respetivamente,
0 que sao valores suficientes para afirmar que o modelo é valido. Outro termo que
determina a validagdo do modelo é a Eficiéncia G, que esta relacionada inversamente
com a maxima variancia, 0,790, e tende a reduzir com as repeticdes. Para a avaliacdo
do modelo a Eficiéncia G obtida foi de 58,4%, que foi o valor mais alto que se conseguiu
obter, comparando com as diferentes ordens e modelos que se podem aplicar na

avaliacao.

Com a avaliacdo do modelo concluida é necessario realizar a analise de variancia
(ANOVA) ao fator de resposta da matriz, o tamanho médio de particula, que necessita

gue uma transformacao logaritmica para ajustar de melhor forma o modelo.

A tabela 9 apresenta a analise ANOVA para o fator de resposta, que foi efetuada ao
com uma ordem quadratica para o modelo, que foi sugerida pelo software Design

Expert.
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Tabela 9 - Resultados obtidos na analise ANOVA para o fator de resposta tamanho de particula.

Somados Graus de Média dos

quadrados liberdade quadrados ' value P-value

Modelo 18,65 4 4,66 19,52 0,003
A-Temperatura 7,9 1 7,9 33,05 0,0022
B-Caudal 3,68 1 3,68 15,39 0,0112
AB 2,67 1 2,67 11,2 0,0204
A2 6,22 1 6,22 26,03 0,0038
Lack of fit 0,39 2 0,19 0,72 0,5556

Erro 0,81 3 0,27

Cor Total 19,84 9

Para a realizacdo deste modelo, foi removido o termo correspondente ao quadrado do
caudal por sugestdo do software. O f-value do modelo é 19,52 o que significa que o
modelo é significante, uma vez que existe apenas uma probabilidade de 0,30% deste
valor depender do ruido do modelo. Os fatores cujo p-value é inferior a 0,05 séo
considerados termos significantes do modelo. Assim, verifica-se que a temperatura, o
caudal, a multiplicacdo entre os fatores e o quadrado da temperatura sado termos

significativos deste modelo. Na tabela 10 encontra-se os valores do modelo.

Tabela 10 - Valores do modelo ap6s a analise ANOVA.

Desvio padréao 0,49
Média 2,22
CV.% 22,01

R? 0,9398
Precisao 15,114

O R? obtido para este modelo é de 0,9398 e o valor da precisédo, que mede o sinal do
ruido, é 26,015. Uma vez que este valor é superior a 4 indica que o sinal é adequado e

o modelo é vélido e pode ser utilizado na analise ANOVA.

A equacédo do modelo é obtida pelo Design Expert 10 e natabela 11 estdo representados

os coeficientes relacionados a cada fator em estudo e o erro associado.
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Tabela 11 - Coeficientes de cada fator em estudo e o erro associado.

Fator Coeficiente Erro
Intercecéo -50,38 8,11
A-Temperatura 1,85 0,32
B-Caudal 3,90 0,99
AB -0.07 0,02

A2 -0,02 3,16x 10743

Assim a equacao final, equacédo 2, dos fatores para a analise ANOVA do tamanho de
particula. A equacdo pode ser utilizada para prever a variagdo do tamanho médio de
particula.

In(Tamanho de particula) = —50,38 4+ 1,85 X Temperatura — 3,90 X Caudal —
0.07 x Temperatura X Caudal — 0,02 X Temperatura 2 (Eq.2)

A otimizacdo dos fatores pode ser efetuada numericamente ou graficamente com o
auxilio do Design Expert 10. A otimizagdo numérica analisa as combinacdes de fatores
que satisfazem simultaneamente os requisitos pretendidos para o fator de resposta,

neste caso o pretendido € minimizar o tamanho médio de particula.

Para iniciar a otimizacao numérica é necessario definir os limites para os dois fatores de
estudo. A temperatura ira variar entre 40 °C e 60 °C, enquanto que o caudal varia entre
0,5 mL/min e 3 mL/min. A otimizacdo da origem a 9 solu¢@es, representadas na tabela
12, sendo a primeira solugcdo obtida a que apresenta um valor mais perto do minimo

enquanto que a solucéo 9 apresenta um valor mais elevado.

75



Tabela 12 - Solugdes obtidas através da otimizacdo do modelo.

Solugéo Temperatura Caudgl Tan)anho de

(°C) (mL/min)  particula (um)
1 40,00 0,500 0,223
2 40,00 0,513 0,226
3 40,16 0,500 0,242
4 40,00 0,682 0,281
5 40,64 0,500 0,310
6 40,00 0,938 0,390
7 40,00 1,938 1,404
8 40,00 2,188 1,934
9 60,00 3,000 12,457

O poés-andlise do Design Expert 10 permite inserir as condigbes de trabalho desejadas,
para minimizar o tamanho médio de particula, e determinar o valor de resposta previsto
com intervalos de confianca. Permite, também, comparar o resultado previsto pelo
modelo com o resultado obtido na realizacdo da matriz CCD. Pela andlise do modelo,
verifica-se que a solucdo 1 apresenta o0 minimo tamanho médio de particula,
aproximadamente 0,223 um. As condicbes para obter este valor de resposta
correspondem aos fatores minimos dos fatores de estudo, ou seja, 40 °C e 0,5 mL/min,
estas condicbes estdo presentes na matriz inicial do Central Composite Design,
correspondendo ao ensaio CCD4, onde se assumiu um tamanho de particula de
0,187 um. Este valor encontra-se inserido no intervalo de previsdo obtido pelo p6s-
andlise, entre 0,034 um e 1,154 um, o que significa que a previsdo do modelo efetuada

pelo software foi eficaz.

Como referido anteriormente, as microparticulas entre 1 e 3 um sdo mais adequadas
para que ocorra a libertacdo controlada do farmaco nas formulagfes oftalmicas. Sabe-
se, também, que a forma polimérfica Il é a mais estavel do acido fusidico em produtos
farmacéuticos e pela observacao dos espetros de 1V obtidos anteriormente verificou-se
gue 0s compostos que apresentavam um tamanho de particula na ordem dos

micrometros correspondiam a forma polimérfica 1ll, assim, realizou-se uma segunda
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otimizagdo do modelo de forma a conseguir obter os valores dos fatores que permitem

obter uma resposta favoravel ao uso do acido fusidico em formulacfes oftalmicas.

A otimizacdo numérica foi efetuada de foram a obter os valores de resposta
compreendidos entre 1 e 3 um, deixando os fatores de estudo com os valores que foram
previamente estabelecidos. Esta otimizacdo da origem a 75 solucdes, onde a
temperatura varia entre 40 °C e 45,08 °C e o caudal de solucéo a injetar varia entre
0,560 mL/min e 2,552 mL/min.
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5. Conclusao

Com o trabalho terminado é possivel chegar a diversas conclusdes sobre o processo de

micronizagdo do acido fusidico.

A micronizag&o com anti-solvente do acido fusidico foi realizada com sucesso utilizando
a acetona como solvente e o dioxido de carbono supercritico como anti-solvente, sendo

possivel formar particulas micrométricas e nanométricas.

No Fractional Fractorial Design (FFD) foram conseguidas particulas com diferentes
tamanhos médios, entre 0,158um e 15,462um, e diferentes morfologias, podendo ser
cristais bem definidos, que podem formar aglomerados de particulas, ou particulas com
um formato menos definido. O menor tamanho médio de particula foi obtido nas
condigdes 40 °C, 100 bar, 10 mg/mL e 0,5 mL/min e o maior tamanho médio de particula
foi obtido nas condic¢des de 60 °C, 100 bar, 40 mg/mL e 0,5 mL/min.

Apbs o estudo estatistico do Fractional Fractorial Design foi possivel concluir que a
temperatura e o caudal sdo fatores significativos da micronizagéo do acido fusidico, o
que permitiu realizar o Central Composite Design (CCD) a partir dos fatores

significativos obtidos.

A otimizacgéo realizada ap6s o CCD mostrou que as condi¢des de 40 °C e 0,5 mL/min
dé&o origem ao menor tamanho médio de particula, por outro lado para obter valores de
resposta na ordem dos 1 e 3 um, tamanhos mais adequados para a utilizacdo do acido
fusidico em formulagBes oftalmicas, € necessario variar a temperatura entre 40 °C e

45,08 °C e o caudal de solucéo a injetar entre 0,560 mL/min e 2,552 mL/min.

A analise das particulas foi efetuada por espetroscopia de infravermelho e difragcao por
raios-X. Uma analise inicial demonstrou que o produto obtido, tanto na matriz FFD como
na matriz CCD, ndo sofreu degradacdo apresentando 0s picos caracteristicos das
diferentes ligagdes do &cido fusidico. Verificou-se, também, que existem dois tipos de
polimorfos associados ao acido fusidico a forma polimérfica | e a Ill. Nos ensaios
efetuados verificou-se que a forma polimorfica Il € a mais verificada, correspondendo
as particulas com uma morfologia mais bem definida e com formato retangular. Apenas
0S ensaios com as particulas que apresentavam um formato menos definido, com

formas arredondadas, eram da forma polimorfica |.

A difracdo de raios-X demonstrou que os ensaios identificados como serem da forma
polimorfica Il apresentavam picos de cristalinidade mais intensos, ao contrario dos
ensaios identificados como formas polimérficas | onde os picos eram menos intensos e
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em menor quantidade. Contudo, ao analisar os picos de difragdo e ao associar a formas
polimérficas do 4cido fusidico ja conhecidas encontraram-se algumas contradicbes com
a informacéo obtida pela espetroscopia de infravermelhos, o que pode ser explicado
pelo facto dos padrbes de difracdo poderem ser afetados por diferentes variaveis como
o tamanho de patrticula e a orientacdo da amostra, que podera alterar com a variacao

do tamanho de particula.

As perspetivas para trabalhos futuros na micronizacdo com anti-solvente do &cido
fusidico recaem narealizacdo do Central Composite Design. Neste processo foi possivel
estudar a influéncia das condi¢ces experimentais no tamanho médios das particulas,
através da utilizacdo do desenho experimental. O objetivo do Central Composite Design
€ estudar detalhadamente os efeitos das condicdes mais significativas no tamanho
médio de particula de forma a ser possivel realizar a sua otimizacdo determinando as
condicbes 6timas do processo para obter particulas mais pequenas. Contudo, as
condic¢des utilizadas para a realizacdo do CCD neste trabalho ddo origem a tamanhos
de particula muito elevados, o que dificulta a otimizagdo posterior do processo. Para
futuros trabalhos seria importante realizar uma nova matriz CCD onde o caudal de
solucdo a injetar ndo atingisse valores tdo elevados, uma vez que se verificou que era
possivel atingir tamanhos de particula mais pequenos com caudais de injecao mais
baixos. E importante avaliar, também, o ensaio 3 da matriz FFD, de forma a
compreender se as condi¢cdes associadas a esta medida ndo permitem que ocorra a

micronizagdo do &cido fusidico.

E de notar, também, que a matriz CCD realizada neste trabalho apresentou alguns
problemas associados ao equipamento experimental, nomeadamente a algumas
avarias nas bombas que prolongou os ensaios laboratoriais e que impossibilitaram a
realizacdo correta desta matriz, sendo que por questdes temporais do trabalho néo foi
possivel finalizar o mesmo. Desta forma, seréd bastante importante em ensaios futuros
realizar a nova matriz CCD com caudais de inje¢cdo mais baixos de forma a ser possivel

verificar melhor a viabilidade do processo e a sua aplicacao.

79



Bibliografia

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

80

A. H. L. Chow, H. H. Y. Tong, P. Chattopadhyay, and B. Y. Shekunov, “Particle
engineering for pulmonary drug delivery,” Pharm. Res., vol. 24, pp. 411-437,
2007.

E. Badens, Y. Masmoudi, A. Mouahid, and C. Crampon, “Current situation and
perspectives in drug formulation by using supercritical fluid technology,” J.
Supercrit. Fluids, vol. 134, pp. 274-283, 2018.

B. Y. Shekunov, P. Chattopadhyay, H. H. Y. Tong, and A. H. L. Chow, “Particle
size analysis in pharmaceutics: Principles, methods and applications,” Pharm.
Res., vol. 24, pp. 203-227, 2007.

A. Tenorio, M. D. Gordillo, C. M. Pereyra, and E. J. M. De La Ossa, “Relative
importance of the operating conditions involved in the formation of nanoparticles
of ampicillin by supercritical antisolvent precipitation,” Ind. Eng. Chem. Res., vol.
46, pp. 114-123, 2007.

D. Liu, P. Figueiredo, J. T. Hirvonen, H. A. Santos, F. Fontana, and P. Zhang,
“Production of pure drug nanocrystals and nano co-crystals by confinement
methods,” Adv. Drug Deliv. Rev., vol. 131, pp. 3-21, 2018.

L. Padrela, M. A. Rodrigues, A. Duarte, A. M. A. Dias, M. E. M. Braga, and H. C.
de Sousa, “Supercritical carbon dioxide-based technologies for the production of
drug nanoparticles/nanocrystals — A comprehensive review,” Adv. Drug Deliv.
Rev., vol. 131, pp. 22-78, 2018.

O. Nuchuchua, M. R. Nejadnik, S. C. Goulooze, N. J. LjeSkovi¢, H. A. Every, and
W. Jiskoot, “Characterization of drug delivery particles produced by supercritical
carbon dioxide technologies,” J. Supercrit. Fluids, vol. 128, pp. 244-262, 2017.

E. Reverchon and G. Della Porta, “Micronization of antibiotics by supercritical
assisted atomization,” J. Supercrit. Fluids, vol. 26, pp. 243—-252, 2003.

Z. Knez, M. Knez Hrn&i¢, and M. Skerget, “Particle Formation and Product
Formulation Using Supercritical Fluids,” Annu. Rev. Chem. Biomol. Eng., vol. 6,
pp. 379-407, 2015.

R. L. Mendes, B. P. Nobre, M. T. Cardoso, A. P. Pereira, and A. F. Palavra,
“Supercritical carbon dioxide extraction of compounds with pharmaceutical

importance from microalgae,” Inorganica Chim. Acta, vol. 356, pp. 328-334, 2003.



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

J. N. Hay and A. Khan, “Environmentally friendly coatings using carbon dioxide as
the carrier medium,” J. Mater. Sci., vol. 37, pp. 4743-4752, 2002.

M. Mukhopadhyay, Natural Extracts Using Supercritical Carbon Dioxide, 1st ed.
Florida: CRC Press, 2000.

M. I. Cabaco, S. Longelin, Y. Danten, and M. Besnard, “Local density
enhancement in supercritical carbon dioxide studied by Raman spectroscopy,” J.
Phys. Chem. A, vol. 111, pp. 12966-12971, 2007.

A. Tabernero, E. M. Martin del Valle, and M. A. Galan, “Supercritical fluids for
pharmaceutical particle engineering: Methods, basic fundamentals and

modelling,” Chem. Eng. Process. Process Intensif., vol. 60, pp. 9-25, 2012.

R. Campardelli, L. Baldino, and E. Reverchon, “Supercritical fluids applications in
nanomedicine,” J. Supercrit. Fluids, vol. 101, pp. 193-214, 2015.

N. Esfandiari, “Production of micro and nano particles of pharmaceutical by
supercritical carbon dioxide,” J. Supercrit. Fluids, vol. 100, pp. 129-141, 2015.

A. Tenorio, M.D. Gordillo, C.M. Pereyra, and E. J. M. De La Ossa, “Screening
design of experiment applied to supercritical antisolvent precipitation of
amoxicillin,” J. Supercrit. Fluids, vol. 44, pp. 230-237, 2008.

R. Campardelli, E. Reverchon, and |. De Marco, “Dependence of SAS particle
morphologies on the ternary phase equilibria,” J. Supercrit. Fluids, vol. 130, pp.
273-281, 2017.

A. Montes, C. Pereyra, and E. J. M. De La Ossa, “Screening design of experiment
applied to the supercritical antisolvent precipitation of quercetin,” J. Supercrit.
Fluids, vol. 104, pp. 10-18, 2015.

E. Reverchon and G. Della Porta, “Particle Design Using Supercritical Fluids,”
Chem. Eng. Technol., vol. 26, pp. 840-845, 2003.

I. De Marco and E. Reverchon, “Influence of pressure, temperature and
concentration on the mechanisms of particle precipitation in supercritical

antisolvent micronization,” J. Supercrit. Fluids, vol. 58, pp. 295-302, 2011.

J. O. Werling and P. G. Debenedetti, “Numerical modeling of mass transfer in the
supercritical antisolvent process: miscible conditions,” J. Supercrit. Fluids, vol. 18,
pp. 11-24, 2000.

J. O. Werling and P. G. Debenedetti, “Numerical modeling of mass transfer in the
supercritical antisolvent process,” J. Supercrit. Fluids, vol. 16, pp. 167-181, 1999.
81



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
82

A. Montes, A. Tenorio, M. D. Gordillo, C. Pereyra, and E. J. M. De La Ossa,
“Screening design of experiment applied to supercritical antisolvent precipitation
of amoxicillin: Exploring new miscible conditions,” J. Supercrit. Fluids, vol. 51, pp.
399-403, 2010.

E. Reverchon and |. De Marco, “Mechanisms controlling supercritical antisolvent

precipitate morphology,” Chem. Eng. J., vol. 169, pp. 358-370, 2011.

E. Reverchon, I. De Marco, and E. Torino, “Nanoparticles production by
supercritical antisolvent precipitation: A general interpretation,” J. Supercrit.
Fluids, vol. 43, pp. 126-138, 2007.

S. H. Soh and L. Y. Lee, “Microencapsulation and nanoencapsulation using

supercritical fluid (SCF) techniques,” Pharmaceutics, vol. 11, pp. 1-17, 2019.

F. Marra, |. De Marco, and E. Reverchon, “Numerical analysis of the characteristic
times controlling supercritical antisolvent micronization,” Chem. Eng. Sci., vol. 71,
pp. 39-45, 2012.

V. Prosapio, I. De Marco, and E. Reverchon, “Supercritical antisolvent

coprecipitation mechanisms,” J. Supercrit. Fluids, vol. 138, pp. 247-258, 2018.

E. Reverchon, G. Della Porta, D. Sannino, and P. Ciambelli, “Supercritical
antisolvent precipitation of nanoparticles of a zinc oxide precursor,” Powder
Technol., vol. 102, pp. 127-134, 1999.

E. Reverchon, G. Della Porta, A. Di Trolio, and S. Pace, “Supercritical Antisolvent
Precipitation of Nanoparticles of Superconductor Precursors,” Ind. Eng. Chem.
Res., vol. 37, pp. 952-958, 1998.

E. Reverchon, |I. De Marco, and G. Della Porta, “Tailoring of nano- and micro-
particles of some superconductor precursors by supercritical antisolvent

precipitation,” J. Supercrit. Fluids, vol. 23, pp. 81-87, 2002.

E. Reverchon, G. Della Porta, |I. De Rosa, P. Subra, and D. Letourneur,
“Supercritical antisolvent micronization of some biopolymers,” J. Supercrit. Fluids,
vol. 18, pp. 239-245, 2000.

E. Reverchon and G. Della Porta, “Production of antibiotic micro- and nano-
particles by supercritical antisolvent precipitation,” Powder Technol., vol. 106, pp.
23-29, 1999.

E. Reverchon and |. De Marco, “Supercritical antisolvent micronization of



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Cefonicid: Thermodynamic interpretation of results,” J. Supercrit. Fluids, vol. 31,
pp. 207-215, 2004.

E. Reverchon and I. De Marco, “Supercritical antisolvent precipitation of
Cephalosporins,” Powder Technol., vol. 164, pp. 139-146, 2006.

M. S. Kim, S. Lee, J. S. Park, J. S. Woo, and S. J. Hwang, “Micronization of
cilostazol using supercritical antisolvent (SAS) process: Effect of process

parameters,” Powder Technol., vol. 177, pp. 64-70, 2007.

A. Montes, A. Tenorio, M. D. Gordillo, C. M. Pereyra, and E. J. M. De La Ossa,
“Supercritical antisolvent precipitation of ampicillin in complete miscibility
conditions,” Ind. Eng. Chem. Res., vol. 50, pp. 2343-2347, 2011.

M. T. Fernandez-Ponce, Y. Masmoudi, R. Djerafi, L. Casas, C. Mantell, E. M. de
la Ossa, and E. Badens, “Particle design applied to quercetin using supercritical
anti-solvent techniques,” J. Supercrit. Fluids, vol. 105, pp. 119-127, 2015.

A. Montes, L. Wehner, C. Pereyra, and E. J. Martinez de la Ossa, “Precipitation
of submicron particles of rutin using supercritical antisolvent process,” J. Supercrit.
Fluids, vol. 118, pp. 1-10, 2016.

A. M. Vorobei, O. I. Pokrovskiy, K. B. Ustinovich, L. I. Krotova, O. O. Parenago,
and V. V. Lunin, “Effect of solvent type and concentration on size and morphology
of arbidol microparticles obtained by supercritical antisolvent precipitation,” Russ.
J. Phys. Chem. B, vol. 10, pp. 1072-1077, 2016.

J. Byrne, R. Reinhardt, and T. Velasco-Torrijos, “Polymorphism in Commercial
Sources of Fusidic Acid: A Comparative Study of the In Vitro Release
Characteristics of Forms | and Il from a Marketed Pharmaceutical Cream,” J.
Anal. Methods Chem., vol. 2017, pp. 1-7, 2017.

P. P. Wu, H. He, W. D. Hong, T. R. Wu, G. Y. Huang, Y. Y. Zhong, B. R. Tu, M.
Gao, J. Zhou, S. Q. Zhao, D. L. Li, X. T. Xu, Z. J. Sheng, S. A. Ward, P. M. O’neill,
and K. Zhang, “The biological evaluation of fusidic acid and its hydrogenation
derivative as antimicrobial and anti-inflammatory agents,” Infect. Drug Resist., vol.
11, pp. 1945-1957, 2018.

M. J. Perry, L. M. Stacey, M. W. Adlard, and W. C. Noble, “Fusidane Antibiotics
Produced By Dermatophytes,” J. Antibiot. (Tokyo)., vol. XXXVI, pp. 1659-1663,
1983.

E. Marian, N. Duteanu, L. Vicas, B. Tita, P. Sfirloaga, and T. Jurca, “Purity

83



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

84

determination of fusidic acid using physico-chemical methods,” Rev. Chim., vol.
68, pp. 1435-1437, 2017.

S. E. Gilchrist, K. Letchford, and H. M. Burt, “The solid-state characterization of
fusidic acid,” Int. J. Pharm., vol. 422, pp. 245-253, 2012.

M. A. T. Cardoso, S. Antunes, F. van Keulen, B. S. Ferreira, A. Geraldes, J. M. S.
Cabrala, and A. M. F. Palavra, “Supercritical antisolvent micronisation of synthetic
all-trans-B-carotene with tetrahydrofuran as solvent and carbon dioxide as
antisolvent,” J. Chem. Technol. Biotechnol., vol. 84, pp. 215-222, 2009.

J. M. F. Figueiredo, T. J. V. Prazeres, J. M. S. Cabral, J. M. G. Martinho, J. P.
Cardoso, M. A. T. Cardoso, G. A. Monteiro, and A. M. F. Palavra, “Supercritical
antisolvent micronization of minocycline hydrochloride,” J. Supercrit. Fluids, vol.
44, pp. 238-244, 2007.

P. Subra and P. Jestin, “Screening Design of Experiment ( DOE ) Applied to
Supercritical Antisolvent Process,” Ind.Eng.Chem.Res, vol. 39, pp. 4178-4184,
2000.

C. Guo, X. Luo, X. Zhou, B. Shi, and J. Wang, “Quantitative analysis of binary
polymorphs mixtures of fusidic acid by diffuse reflectance FTIR spectroscopy ,
diffuse reflectance FT-NIR spectroscopy , Raman spectroscopy and multivariate
calibration,” J. Pharm. Biomed. Anal., vol. 140, pp. 130-136, 2017.



Anexo A

Repeticdo do ensaio 1 —40 °C 100 bar 10 mg/mL 0,5 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padrdo associado, 0,222 ym e 0,114 pm
respetivamente. Na figura 59 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e
a figura 60 corresponde a representacdo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de
particula.
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Figura 59 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢gfes do Ensaio 1: a) Ampliacdo de 1000x e b) ampliacéo
5000x.
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Figura 60 - Representacgéo gréafica da distribui¢do dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.



Anexo B

Repeticdo do ensaio 2 — 60 °C 100 bar 10 mg/mL 3 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padréo associado, 9,008 um e 7,928 um
respetivamente. Na figura 61 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e

by

a figura 62 corresponde a representagdo gréfica da distribuicdo dos tamanhos de

particula.

100 crolab N 1pm Miczolab
3 198 Er  gE X 3,000 1% 0ky SEI_ SEM

Figura 61 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢8es do Ensaio 2: a) Ampliacdo de 100x e b) ampliacdo
3000x.
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Figura 62 - Representagdo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.



Anexo C

Repeticdo do Ensaio 4 — 60 °C 200 bar 10 mg/mL 0,5 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padréo associado, 4,350 um e 2,483 um
respetivamente. Na figura 63 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e

by

a figura 64 corresponde a representacdo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de

particula.
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% 100 18.0kvV SEI__ SEM x 3,000 1 SEI  oEM

Figura 63 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 4: a) Ampliagdo de 100x e b) ampliacéo
3000x.
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Figura 64 - Representagdo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.



Anexo D

Repeticdo do Ensaio 5 — 40 °C 100 bar 40 mg/mL 3 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padrdo associado, 4,377 pm e 6,342 um
respetivamente. Na figura 65 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e

by

a figura 66 corresponde a representacdo grafica da distribuicdo dos tamanhos de

particula

e % oxw 3 3 3, 000 1%.0kV SED SEM

Figura 65 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢bes do Ensaio 5: a) Ampliagdo de 100x e b) ampliacéo
3000x.
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Figura 66 - Representagdo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.



Anexo E

Repeticdo do Ensaio 6 — 60 °C 100 bar 40 mg/mL 0,5 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padrdo associado, 15,462 um e 25,453 pm
respetivamente. Na figura 67 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e

by

a figura 68 corresponde a representacdo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de

particula.
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Figura 67 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢8es do Ensaio 6: a) Ampliagdo de 75x e b) ampliacéo
1000x.
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Figura 68 - Representagdo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.



Anexo F

Repeticdo do Ensaio 7 — 40 °C 200 bar 40 mg/mL 0,5 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padréo associado, 0,193 um e 0,116 um
respetivamente. Na figura 69 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e

by

a figura 70 corresponde a representacdo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de

particula.

10pm Microlab — ipm Microlab
X 1,500 15.0kV 3EI SEM X 3,000 15.0kV 3EI SEM

Figura 69 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢Bes do Ensaio 7: a) Ampliacao de 1500x e b) ampliacdo
3000x.
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Figura 70 - Representacgéo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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Anexo G

Repeticdo do Ensaio 8 — 60 °C 200 bar 40 mg/mL 3 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padrao associado, 4,618 um e 26,585 um
respetivamente. Na figura 71 encontra-se representado as imagens SEM da amostra e

a figura 72 corresponde a representagdo gréfica da distribuicdo dos tamanhos de
particula.

Figura 71 - Imagens de SEM da amostra obtida nas condi¢des do Ensaio 8: a) Ampliacéo de 750x e b) ampliagcdo 1000x.
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Figura 72 - Representagdo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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Anexo H

Repeticdo do Ensaio 9 — 50 °C 150 bar 25 mg/mL 1,75 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padrdo associado a cada uma das quatro
repeticdes estdo representadas na tabela 13.

Tabela 13 - Tamanhos de particula e desvio padréo associado a cada uma das repeti¢des do ensaio 9.

Repeticéo Tamanho de Desvio padrédo
particula (um) (um)
1 5,545 22,203
2 4,655 4,627
3 4,620 5,435
4 5,571 6,790

Na figura 73 encontra-se representado as imagens SEM da repeticdo 1 e a figura 74

corresponde a representacao grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula.

X 750 15.0kV 3EL SEM X 3,000 15.0kV 3EIL 8EM

Figura 73 - Imagens de SEM da amostra obtida na repeticdo 1: a) Ampliacdo de 750x e b) ampliacdo 3000x.
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Figura 74 - Representagao gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Na figura 75 encontra-se representado as imagens SEM da repeticéo 2 e a figura 76

corresponde a representagéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula.

o Men ‘ 4 ~ <
e— 10pm Microlad — ipm Microlad
X 750 15.0xV SEL SEM X 3,000 15.0kV SEI SEM

Figura 75 - Imagens de SEM da amostra obtida na repeticdo 2: a) Ampliacdo de 750x e b) ampliacdo 3000x.
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Figura 76 - Representacéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Na figura 77 encontra-se representado as imagens SEM da repeticdo 3 e a figura 78

corresponde a representagéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula.

X 750 15.0kV 3EI SEM X 3,000 15.0kV SEL 8EM

Figura 77 - Imagens de SEM da amostra obtida na repetigdo 3: a) Ampliagdo de 750x e b) ampliagdo 3000x.
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Figura 78 - Representagao grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.

Na figura 79 encontra-se representado as imagens SEM da repeticéo 4 e a figura 80

corresponde a representagéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula.

Figura 79 - Imagens de SEM da amostra obtida na repeticdo 4: a) Ampliagdo de 1000x e b) ampliacdo 3000x.
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Figura 80 - Representacao gréfica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem.
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Anexo |

Repeticdes do ensaio CCD7 — 50 °C 100 bar 40 mg/mL 1,75 mL/min

O tamanho médio de particula e o desvio padrdo associado a cada uma das trés
repeticdes estdo representadas na tabela 14.

Tabela 14 - Tamanhos de particula e desvio padrédo associado a cada uma das repeticdes do ensaio
CCD7.

Repeticio Tamanho de Desvio padréo
et particula (um) (um)
1 8,260 15,725
2 23,805 23,336
3 24,246 25,570

Na figura 81 encontra-se representado as imagens SEM da repeticdo 1 e a figura 82

corresponde a representagéo grafica da distribuicdo dos tamanhos de particula.
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Figura 82 - Representacgéo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem
para a repeticdo 1.

Na figura 83 encontra-se representado imagens SEM da repeticdo 2 e a figura 84

corresponde a representacdo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula para

esta repeticao.

X 100 15.0kV 3EI S EM X 1,500 15.0kV SEL SEM

Figura 83 - Imagens de SEM da amostra obtida na repeticdo 2: a) Ampliacdo de 100x e b) ampliagcdo 1500x.
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Figura 84 - Representacgao gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem
para a repeticdo 2.

Na figura 85 encontra-se representado as imagens SEM correspondentes a repeticao 3
e a figura 86 corresponde a representacdo gréfica da distribuicdo dos tamanhos de

particula.

100pm Microlab
sEM

Figura 85 - Imagens de SEM da amostra obtida na repeticdo 3: a) Ampliacdo de 100x e b) ampliacdo 1500x.
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Figura 86 - Representacgéo gréafica da distribuicdo dos tamanhos de particula contabilizada por contagem
para a repeticao 3.
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