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Abstract

The purpose of this study was to investigate effect of solvent type on solidification rate of ethyl cellulose
(EC) microparticles and particle size/distribution of emulsion droplets/hardened microparticles
during solvent evaporation process using focused beam reflectance measurement (FBRM). EC
microparticles were prepared by an O/W-solvent evaporation method using various solvents, including
dichloromethane, dichloromethane:methanol (1:1), ethyl acetate and chloroform. The particle size/
distribution of emulsion droplets/hardened microparticles was monitored by FBRM. The morphology
of EC microparticles was characterized by scanning electron microscopy (SEM). The transformation
of emulsion droplets into solid microparticles for all solvents occured within the first 10-60 min. The
square weighted mean chord length of EC microparticles which were prepared using chloroform was
smallest, but the chord counts was no the highest. The chord length distribution (CLD) measured by
FBRM showed that a larger particle size mean gave longer CLD and a lower peak of particle number.
SEM data revealed that the morphology of microparticles was influenced by type of solvent. FBRM
can be employed for online monitoring of the shift in the microparticle CLD and detect transformation
of emulsion droplets into solid microparticles during solvent evaporation process. The microparticle
CLD and transformation process was strongly influenced by solvent type.

Keywords: chord length distribution, ethyl cellulose, FBRM, microparticle, solvent.

Studi Pengaruh Jenis Pelarut pada Pembuatan Mikropartikel Etil Selulosa

Abstrak

Penelitian” ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis pelarut terhadap laju pengerasan
mikropartikel. etil selulosa (EC) dan ukuran partikel/distribusi tetesan emulsi/mikropartikel
keras selama proses penguapan pelarut menggunakan focused beam reflectance measurement
(FBRM). Mikropartikel EC dibuat dengan metode penguapan pelarut (O/W), menggunakan pelarut
diklorometana, diklorometana:metanol (1:1), etil asetat dan kloroform. Ukuran partikel/distribusi
tetesan emulsi/mikropartikel keras dimonitor oleh FBRM. Morfologi mikropartikel EC dikarakterisasi
dengan scanning electron microscopy (SEM). Transformasi tetesan emulsi menjadi mikropartikel
padat untuk semua pelarut terjadi dalam waktu 10-60 menit pertama. Square weighted mean chord
length mikropartikel EC yang dibuat dengan kloroform memiliki nilai terkecil, tetapi chord counts-
nya tidak yang tertinggi. Chord length distribution (CLD) yang diukur dengan FBRM menunjukkan
mikropartikel yang ukuran diameternya lebih besar memberikan CLD yang lebih lebar dan puncak
jumlah partikel lebih rendah. Data SEM menunjukkan morfologi mikropartikel dipengaruhi oleh jenis
pelarut. FBRM dapat digunakan untuk memonitor perkembangan CLD mikropartikel secara online
dan mendeteksi transformasi tetesan emulsi menjadi mikropartikel padat selama proses penguapan
pelarut. CLD mikropartikel dan transformasi proses dipengaruhi oleh jenis pelarut.

Kata Kunci: chord length distribution, etil selulosa, FBRM, mikropartikel, pelarut.
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1. Pendahuluan

Pembuatan mikropartikel dengan teknik
penguapan pelarut banyak digunakan dalam
industri farmasi. Teknik atau metode ini
dapat diterapkan untuk enkapsulasi berbagai
bahan atau zat aktif, dari obat sederhana
hingga protein dan DNA'’. Ada beberapa
variasi teknik penguapan pelarut yang telah
dikembangkan untuk mendapatkan efisiensi
enkapsulasi obat yang tinggi untuk obat-obat
yang bersifat hidrofilik dan hidrofobik!®-',
Untuk obat yang tidak larut dalam air,
metode oil-in-water (O/W) sering digunakan,
sedangkan untuk obat yang larut dalam air,
metode water-in-oil-in-water (W/O/W) lebih
disukai'>!.

Dalam  pembuatan  mikropartikel
dengan teknik penguapan pelarut, laju
pengerasan mikropartikel merupakan faktor
penting dalam mempengaruhi perilaku
pelepasan obat**?*. Pengerasan droplet atau
tetesan emulsi yang sangat lambat akan
menyebabkan difusi zat obat dari droplet
dan efisiensi enkapsulasi menjadi rendah*-2%,
Laju pengerasan mikropartikel selama proses
penguapan pelarut dipengaruhi kelarutan
polimer dalam pelarut organik dan kelarutan
pelarut organik dalam air,” yang pada
gilirannya mempengaruhi sifat mikropartikel
seperti ukuran partikel, jumlah obat yang
di enkapsulasi, porositas. matriks, residu
pelarut dan pelepasan awal obat**-*. Berbagai
jenis pelarut dengan sifat fisik yang berbeda
(seperti miscibility, “kelarutan, volatilitas,
titik didih, reaktivitas, viskositas, dll) telah
digunakan “untuk” membuat mikropartikel.
Sebelumnya ™ kloroform sering digunakan,
namun karena toksisitas dan tekanan uap
yang rendah, secara bertahap diganti dengan
diklorometana®.  Diklorometana  adalah
pelarut yang paling umum digunakan untuk
enkapsulasi menggunakan teknik penguapan
pelarut karena volatilitas yang tinggi, titik
didih rendah dan immiscibility tinggi dengan
air”*2. Etil asetat menunjukkan potensi
sebagai pengganti diklorometana, karena
sifatnya yang kurang beracun. Tetapi etil
asetat memiliki kelarutan yang tinggi dalam
air, menyebabkan hilangnya obat selama
proses, sehingga akan menghasilkan efisiensi
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enkapsulasi yang rendah. Selain itu, pelarut
organik yang larut dalam air seperti metanol
dan etanol sering digunakan sebagai co-
solvent. Pelarut-pelarut ini digunakan untuk
melarutkan obat yang tidak benar-benar
larut dalam pelarut pada fasa terdispersi®*-2.
Informasi tentang kecepatan pengerasan
mikropartikel dari pelarut-pelarut ini belum
tersedia. Untuk itu perlu diketahui pengaruh
sifat pelarut terhadap kecepatan pengerasan
mikropartikel.

Etil selulosa merupakan  polimer
turunan selulosa tidak larut/dalam air tetapi
larut dalam beberapa pelarut organik®. Etil
selulosa secara luas telah digunakan dalam
pembuatan bentuk sediaan sustained release
dari obat yang larut dalam air**. Dalam
penelitian ini, etil selulosa digunakan sebagai
pembentuk” matriks mikropartikel, sebagai
pelarutnya kloroform, diklorometana,
diklerometana/metanol (1:1), dan etil asetat.
Berdasarkan sifat kelarutannya, etil selulosa
paling tinggi kelarutannya di dalam kloroform
diikutir diklorometana, ectil asetat dan
diklorometana/metanol (1:1)'22. Sedangkan
sifat  ketercampuran (miscibility) pelarut-
pelarut ini dengan air sangat mempengaruhi
laju  pengerasan  mikropartikel  yang
dibuat. Etil asetat memiliki ketercampuran
(miscibility) dengan air adalah tinggi (sekitar
8,7%) dibandingkan dengan kloroform
(sekitar 0,8%), diklorometana (sekitar 1,3%)
dan diklorometana/metanol (1:1) (sekitar
1,3%:bercampur sempurna)’->+3+2,

Teknik untuk memonitor secara on
line proses pembuatan mikropartikel dengan
metode penguapan pelarut adalah Focused
Beam Reflectance Measurement (FBRM).
Prinsip kerja dari FBRM didasarkan pada
pengukuran refleksi dan sangat tergantung
pada sifat optik dari partikel>**'. Penggunaan
FBRM tidak memerlukan pengambilan
sampel yang dapat mempengaruhi distribusi
ukuran partikel yang sebenarnya karena
kerusakan atau agregasi®-**. FBRM
mengukur dan memonitor Chord Length
Distribution (CLD), ukuran diameter partikel
dan chord count mikropartikel secara real
time, yang dipengaruhi oleh geometri, ukuran,
dan jumlah partikel yang dianalisis®*->-%.



Pemantauan secara online pembentukan
mikropartikel dengan pelarut yang berbeda
menggunakan FBRM belum pernah dilakukan.
Berdasarkan fakta ini, penelitian ini bertujuan
untuk menggunakan FBRM dalam memonitor
secara online laju pengerasan mikropartikel
dan ukuran partikel/distribusi droplet emulsi/
mikropartikel keras yang dibuat dengan
metode O/W menggunakan berbagai pelarut.

2.
2.1.

Metode

Bahan Kimia

Etil selulosa (EC) 4 cP (Colorcon Ltd,
Kent, UK), polivinil alkohol (PVA, Mowiol
40-88, Kuraray Europe GmbH, Frankfurt,
Germany), sedangkan diklorometana,
kloroform, etil asetat dan metanol (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany).
Semua bahan yang digunakan dalam
penelitian ini memiliki kapasitas pro analisis
(p-a).

2.2. Pengukuran Viskositas

Emulsi W/O dari larutan EC 4 cP
(7,5% b/v) dengan pelarut diklorometana,
diklorometana:metanol (1:1), kloroform, dan
etil asetat dianalisis menggunakan viskometer
jenis Ostwald tipe 50111/Ia, dengan nilai’ K
0,05152 mm?s? (Schott-Gerite-«GmbH,
Hofeim, Germany) pada temperature 25°C (n
= 3) 1,4. Viskositas dihitungsebagai berikut:
v=K.t
v : viskositas kinematik (mm?/s atau cSt)
K : konstanta/instrumen (mm2/s2)
t : waktu alir (s)

2.3, “ Penentuan kelarutan

Kelarutan etil selulosa 4 cp ditentukan
dalam | empat pelarut yang berbeda
(diklorometana, diklorometana:metanol
(1:1), kloroform dan etil asetat) dengan
menambahkan etil selulosa 4 cp dalam tabung
reaksi yang berisi 1 mL pelarut. Tabung
reaksi ditutup dan digoyang pada suhu 37°C
dengan kecepatan 75 rpm (horizontal shaker
GFL 3033, Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel, Germany) selama
24 jam (n=3) untuk memastikan saturasi.
Sebanyak 1 mL larutan jenuh disaring dan
pelarut diuapkan pada suhu kamar. Setelah

129

penyaringan, massa etil selulosa ditentukan
dengan neraca analitik (Analytical Balance
Sartorius Research A200S, Sartorius GmbH,
Gottingen, Germany)'*.

2.4. Pembuatan mikropartikel

Pada metode O/W, larutan
polimer EC (7,5% b/v) dalam pelarat
diklorometana, kloroform, etil asetat “atau
diklorometana:metanol (1:1) didispersikan
ke dalam fasa air (larutan PVA' (0,25%),
800 ml). Emulsi diaduk selama .4 jam
dengan kecepatan 500 rpm menggunakan
propeller stirrer (Heidolph' Elektro GmbH
& Co. KG, Kelheimy Germany). Setelah 4
jam, mikropartikel-dipisahkan dari fasa air
dengan kertas saring dan dicuci dengan 200
ml akuades, dikeringkan selama 24 jam dan
disimpan dalam desikator'*%2.

2.5.< Analisis “Chord Length Distribution

secara Online

Probe Focused Beam Refectance
Measurements atau ~ FBRM (Lasentec®
EBRM D600T, Mettler Toledo AutoChem,
Inc., Redmond, WA, USA) direndam dan
diposisikan di dalam bejana emulsifikasi.
Ini untuk memastikan aliran baik terhadap
probe window dan sampel yang mewakili
dari sistem mikropartikel akan diukur dengan
baik. Rentang pengukuran partikel dari
FBRM D600T adalah 0,25-4000 um. Sebuah
propeller stirrer (Heidolph Elektro GmbH &
Co. KG, Kelheim, Germany) dipekerjakan
di samping probe dengan kecepatan 500 rpm
selama 4 jam. FBRM melakukan pengukuran
dalam setiap 10 detik, selama periode 4 jam.
Semua batch diukur sebanyak tiga kali.
Informasi ukuran mikropartikel dianalisis
menggunakan IC FBRM® 4.0 software*>*,

2.6. Karakterisasi Mikropartikel

Untuk melihat bentuk dari
mikropartikel yang dihasilkan dilakukan
dengan menggunakan mikroskop optik dan
penampakan diambil dengan menggunakan
kamera digital yang langsung terhubung
dengan mikroskop dilengkapidengan software
EasyMeasure® (versi 1.4.1), sedangkan
morfologi permukaan mikropartikel dianalisis



dengan Scanning Electron Microscopy (SEM)
((S-4000, Hitachi High-Technologies Europe
GmbH, Krefeld, Germany).

3.  Hasil dan Pembahasan
3.1. Morfologi dan Ukuran Mikropartikel
Foto hasil mikroskop optik dan SEM
dari mikropartikel Ethyl Cellulose (EC) yang
dibuat dengan metode single emulsion (O/W)
ditunjukkan pada Gambar 1. Mikropartikel EC
yangdibuatdenganmetode O/W menghasilkan
mikropartikel translucent dan transparan
(Gambar 1. al, bl, c1, dan d1). Mikropartikel
EC berbentuk bulat dengan permukaan
halus, tidak berpori dan tidak aglomerasi.
Mikropartikel memiliki permukaan
halus didapat dari penggunaan pelarut
diklorometana dan diklorometana:methanol
1:1 (Gambar 1.a2 dan a3 serta 1.b2 dan b3),
sedangkan mikropartikel dengan permukaan
kasar diperoleh dari pelarut kloroform
(Gambar 1.c2 dan c3). Penggunaan etil asetat
menghasilkan mikropartikel yang memiliki
permukaan halus dengan bentuk seperti donat
(Gambar 1.d2 dan d3). Kelarutan pelarut
organik dalam air mempengaruhi morfologi

dari  mikropartikel. Rata-rata *~ diameter
mikropartikel yang dihasilkan berkisar 5992
um (FBRM) (Tabel 2).

struktur eksternal

Perbedaan

Gambar 1. Foto hasil

mikropartikel ~ dapat  dijelaskan  dengan
perbedaan kecepatan pengendapan dari
polimer. Etil asetat memiliki kelarutan air yang
tinggi (sekitar 8,7%) dibandingkan dengan
kloroform (sekitar 0,8%), diklorometana
(sekitar 1,3%), dan diklorometana/metanol
1:1 (sekitar 1,3%:bercampur sempurna)'->*32,
Sehingga etil asetat akan berdifusi
dengan cepat ke fasa air eksternal yang
menyebabkan pengendapan polimerpada
permukaan droplet dan pembentukan shell
polimer dengan jumlah pelarut.masih besar.
Permukaan padat pada droplet menghambat
penyusutan droplet lebih lanjut, akibatnya
sisa pelarut diekstraksi dengan penetrasi
eksternal untuk fasa air didalam embrio

mikropartikel, schingga ‘membentuk pori
dan rongga pada ‘mikropartikel. Karena
ketercampuran . (miscibility)  kloroform,

diklorometana dan diklorometana/metanol
(1:L)ydalam airadalah rendah, droplet polimer
cair dengan lambat menyusut, pelarut internal
berdifusi keluar dalam siklus berulang dan
tidak diganti penetrasi fasa eksternal. Droplet
merupakan prekursor dan merupakan embrio
mikropartikel dalam fasa organik selama
pengerasan mikropartikel.

3.2. Pemantauansecara OnlinePembentukan
Mikropartikel Ethyl Cellulose

mikroskop optik (1) dan Foto SEM (2) dan (3) (2: Pembesaran 100X dan 3:

Pembesaran 1000X). (a.diklorometana; b. diklorometana:metanol (1:1); c. kloroform;

d. etil asetat)

130



—dichloromethane
seseeeees dichloromethane
----- ethyl acetate

— —chloroform

‘methanol (1:1)

Mean chord length
(square weighted), pm

o 30 60 90 120

180

@
e

140

Hean chord length {square weighted), pm

o 10 20 30 a0 50 60 70 80

Gambar 2. Pengaruh jenis pelarut terhadap square weighted mean chord length selama pembentukan
mikropartikel EC [(a) seluruh proses dan (b) waktu pengerasan mikropartikel, panah (| ):

waktu mulai pengerasan mikropartikel]

Pembentukan Mikropartikel dan
Laju Pengerasan: FBRM digunakan untuk
memonitor secara online perubahan chord
length distribution pada berbagai tahap
pembentukan mikropartikel dan pematangan
pada kecepatan pengadukan tertentu. Chord
length berkorelasi dengan perubahan pada
ukuran partikel, laju pengerasan, dan sifat
partikel. Pengukuran mikropartikel dilakukan
selama pengadukan dan penguapan pelarut
terhadap empat batch mikropartikel dengan
kecepatan pengadukan 500 rpm selama 4 jam.
Kurva square weighted mean chord.length
mikropartikel yang dibuat dengan metode
O/W menunjukkan sebagai fungsi  waktu
(Gambar 2a).

Jenis pelarut menyebabkan perbedaan
profil square weighted mean_chord length
selama proses penguapan pelarut. Mula-mula,
emulsifikasi larutan polimer didalam fasa air
eksternal, FBRM mendeteksi rata-rata ukuran
droplet lebih besar untuk semua jenis pelarut,
dengan bertambahnya waktu, ukuran partikel
mengecil ditkuti oleh periode dimana ukuran
partikel“tetap dan square weighted mean
chord'length untuk semua jenis pelarut adalah
konstan.

Laju pengerasan mikropartikel
dipengaruhi laju penguapan pelarut dan
miscibility pelarut. Metanol dan etil asetat
dapat bercampur dengan air, sementara
diklorometana dan kloroform tidak bercampur
air. Penyusutan droplet dapatdipisahkan dalam
dua fase ketika menggunakan diklorometana,
diklorometana/metanol (1:1) dan etil asetat
sebagai pelarut. Sebuah fase penyusutan yang
cepat di mana ukuran droplet awal menurun
tajam dalam 9 menit, diikuti oleh fase
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penyusutan dihentikan atau lambat sehingga
tidak ada penyusutan lebih lanjut’ (Gambar
2a). Hal ini menunjukkan-bahwa pelarut
dengan cepat diekstraksi pada fase pertama
(fase cepat) dan fase kedua merupakan fase
lambat atau-fase pemadatan droplet embrio
mikropartikel menjadi mikropartikel padat.
Untuk™ kloreform, redusi ukuran droplet
berlanjut sampai menit ke 60 sehingga droplet
embrio mikropartikel menjadi mikropartikel
padat antara 50-60 menit (Gambar 2a).
Tahap-tahap pembentukan mikropartikel
setelah emulsifikasi emulsi pertama kedalam
fasa air eksternal terdiri dari (1) difusi
pelarut dari permukaan droplet ke fasa air
eksternal serta (2) paparan dari permukaan
droplet menuju air dan penetrasi parsial air
ke dalam droplet. Laju difusi pelarut organik
tergantung pada kelarutannya dalam fasa air.
Kehilangan pelarut dari permukaan droplet
menghasilkan ~ peningkatan  konsentrasi
polimer di permukaan. Hilangnya pelarut dari
droplet meningkatkan viskositas droplet yang
menurunkan laju perpindahan massa'**!%
23139 Pengendapan berhenti ketika inti

droplet terbentuk.
Untuk semua pelarut, ketika lapisan
kulit pada  permukaan  mikropartikel

terbentuk. Di dalam droplet mulai terjadi
proses pembentukan embrio mikropartikel
sehingga terjadi pemisahan fase sifat optik
dari droplet emulsi yang sebelumnya
transparan berubah menjadi buram. Sehingga,
peningkatan sinyal FBRM berkorelasi dengan
perubahan tingkat keburaman mikropartikel
dan pemadatan mikropartikel. Konversi
droplet cairan menjadi mikropartikel padat
adalah cepat. Waktu yang diperlukan
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Gambar 3. Pengaruh jenis pelarut terhadap (a) jumlah chord counts (square weighted) selama proses
penguapan pelarut dan (b) square weighted chord length distributions [pada waktu

pengadukan 4 jam]

sekitar 10-12 menit setelah emulsifikasi
larutan polimer ke dalam fasa air eksternal,
dimana square weighted mean chord length
mencapai nilai konstan dalam rentang waktu
tersebut ketika menggunakan diklorometana,
diklorometana:metanol (1:1) dan etil asetat.
Proses pada periode ini memberikan pengaruh
terbesar pada morfologi mikropartikel yang
dihasilkan dan terhadap sifat mikropartikel itu
sendiri. Berdasarkan data FBRM, transformasi
droplet emulsi menjadi mikropartikel padat
terjadi pada 10,5 menit (diklorometana), 10
menit (diklorometana/metanol (1:1)), " 60
menit (kloroform) dan 12 menit (etil asetat)
(Gambar 2b).

Selanjutnya data pada  Tabel” 1
menunjukkan pengaruh jenis pelarut pada
kelarutan EC dan visKositas larutan EC,
sedangkan Tabel 2.memperlihatkan data
pengukuran rata-rata diameter mikropartikel
EC yang diukurdengan mikroskop optik dan
dengan FBRM. Data pengukuran rata-rata
diameter <mikropartikel dengan mikroskop
optik adalah.mirip dengan data pengukuran
dengan FBRM.

3.3. Profil Chord Count Selama Proses
Penguapan Pelarut dan Chord Length
Distributions
Kurva chord count mikropartikel

menunjukkan sebagai fungsi waktu (Gambar

3a). Pada saat larutan polimer organik
diemulsikan ke dalam.fasa. air /eksternal
(untuk pelarut diklorometana, diklorometana/
metanol (1:1) dan  etil. asetat), FBRM
mendeteksi chord' count’ rendah dengan
bertambahnya waktu " nilai chord count
meningkat diikuti oleh fase datar di mana nilai
chord ~«count.konstan untuk semua pelarut.
Sedangkan, untuk pelarut kloroform, setelah
emulsifikasi larutan polimer organik, FBRM
mendeteksi peningkatan chord count diikuti
oleh fase penurunan dimana nilai chord count
berkurang. Tahap pengurangan ini mungkin
mencerminkan aglomerasi atau peleburan dari
droplet atau mikropartikel kecil menjadi yang
lebih besar. Sebuah fase datar mengikuti fase
penurunan menunjukkan tidak ada perubahan
ukuran mikropartikel lebih lanjut. Fase datar
ini mengindikasikan telah terjadi pengerasan
shell polimer pada mikropartike]'¢-2230-33-38,
Square weighted mean chord length
mikropartikel EC yang dibuat dengan
kloroform memiliki nilai terkecil, tetapi
chord counts nya tidak yang tertinggi.
Hal ini disebabkan karena mikropartikel
EC yang dibuat dengan kloroform lebih
translucent dibandingkan pelarut lain. CLD
yang diukur dengan FBRM menunjukkan
mikropartikel yang ukuran diameternya lebih
besar memberikan CLD yang lebih lebar dan
puncak jumlah partikel lebih rendah (Gambar

Tabel 1. Pengaruh jenis pelarut pada kelarutan EC dan viskositas larutan EC

Pelarut Kelarutan (g/ml) (+ SD) Viskositas (cSt) (= SD)
diklorometana 0.86 (= 0.03) 10.31 (£ 1.14)
diklorometana/metanol (1:1) 0.64 (= 0.06) 13.92 (= 1.03)
kloroform 1.06 (= 0.04) 9.08 (£ 0.94)
etil asetat 0.79 (= 0.02) 11.45 (= 1.06)
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Tabel 2. Pengaruh jenis pelarut pada rata-rata diameter ukuran mikropartikel EC

Rata-rata diameter mikropartikel (um) (= SD)

Pelarut

FBRM

Mikroskop Optik

diklorometana
diklorometana/metanol (1:1)
kloroform
etil asetat

83.24 (+ 5.28)
92.17 (£ 4.15)
59.31 (& 6.47)
73.11 (£ 5.13)

88.78 (+ 7.64)
95.06 (+ 8.57)
61.39 (£ 5.18)
77.46 (& 8.25)

3b). Peningkatan viskositas larutan polimer
akan membuat square weighted mean chord
length mikropartikel bertambah besar dan
jumlah partikel berkurang. Data FBRM
sangat tergantung pada sifat optik material dan
opacity level mikropartikel yang dihasilkan.
Jika sinar laser menembak mikropartikel
buram, sinyal yang di hamburkan ke detektor
intensitasnya lebih tinggi dari mikropartikel
translucent dan transparan®®3-373  Efek ini
terlihat pada data rata-rata dari CLD dan
chord counts.

4. Kesimpulan

FBRM dapat memonitor perkembangan
CLD mikropartikel secara online dan
mendeteksi transformasi droplet atau tetesan
emulsi menjadi mikropartikel padat-selama
proses penguapan pelarut. Transformasi
droplet atau tetesan emulsi. menjadi
mikropartikel padat untuk “semua. pelarut
terjadi dalam waktu 10-60°menit_pertama.
Berdasarkan data FBRM, transformasi droplet
emulsi menjadi mikropartikel padat terjadi
pada 10,5 menit (diklorometana), 10 menit
(diklorometana/metanol.'(1:1)), 60 menit
(kloroform) dan 12 menit (etil asetat). Data
SEM menunjukkan” morfologi mikropartikel
dipengaruhi.oleh jenis pelarut.
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