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RESUMEN

Se prepararon microesferas de gelatina con elevada eficiencia de captura mediante el método de reticulacién
quimica por emulsificacién, utilizando polietilenglicol como agente antiagregante. Para la reticulacién de
la gelatina se utilizaron dos agentes de reticulacién diferentes: formaldehido y glutaraldehido. Las
microesferas preparadas se caracterizaron mediante microscopia electrénica de barrido segin la eficiencia
de captura, el tamafio de las particulas, la liberacién de firmaco in vitro y la morfologia. Los estudios
de espectrometria FTIR indicaron la ausencia de interaccién quimica entre la gelatina y el PEG. El PEG
actia dnicamente como barrera para impedir la agregacién de las microgotas de gelatina presentes en la
fase interna de la emulsién durante la preparacién. Los estudios de liberacién de firmaco in vitro
indicaron que las microesferas reticuladas mediante glutaraldehido presentaban un indice de liberacién
inferior a las reticuladas con formaldehido La liberacién repentina se observé en ambos casos. En
general, aproximadamente un 40% del firmaco se libera en la primera hora, seguido de una liberacién
lenta durante unas 96 horas en el caso de las microesferas reticuladas con glutaraldehido.
PALABRAS CLAVE: Agente antiagregante. Microesferas de gelatina. Polietilenglicol.

ABSTRACT

Gelatin microspheres with high entrapment efficiency were prepared using emulsification chemical cross-
linking method using polyethylene glycol as a de-aggregating agent. Two different cross-linking agents
viz. formaldehyde and glutaraldehyde were used for cross-linking gelatin. The prepared microspheres
were characterized for entrapment efficiency, particles size, in-vitro drug release and the morphology
was studied by scanning electron microscopy. The FTIR studies indicated that there is no chemical
interaction between gelatin and PEG. PEG acts only as a barrier to the aggregation of the gelatin
microdrops present in the internal phase of the emulsion, while preparation. In-vitro drug release studies
indicated that the microspheres cross-linked using glutaraldehyde showed slower release rate than those
cross-linked with formaldehyde. Burst release was observed in both the cases. In general, about 40%
of the drug is released in the first hour followed by a slow release for about 96 hours for glutaraldehyde
cross-linked microspheres.

KEY WORDS: De-aggregating agent. Gelatin microspheres. Poly-ethylene glycol.
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1. INTRODUCCION

La gelatina es una proteina desnaturalizada
y biodegradable que se obtiene mediante el
tratamiento acidico o alcalino del coldgeno'.
La gelatina se ha utilizado ampliamente en las
industrias farmacéutica y alimentaria. En el
sector farmacéutico, no sélo se utiliza para
formulaciones de farmacos convencionales,
como cédpsulas de gelatina blandas y duras,
sino también para la liberacién controlada del
farmaco?. Existen numerosos informes sobre
el uso de gelatina para la microencapsulacién
de diversos farmacos. Como transporte de
farmaco, la gelatina tiene la ventaja de ser
biocompatible y biodegradable®*. Y no es
toxica, tiene una antigenicidad baja y es rela-
tivamente barata’. Ademads, admite diversos
grados de reticulacién para conseguir una li-
beracién controlada del firmaco. Las microes-
feras de gelatina se han preparado mediante
coacervacion simple®’, coacervacion comple-
ja®? y mediante el método de reticulacién por
emulsificacion'™!''. Los métodos mencionados
anteriormente son simples, pero las microes-
feras producidas tienden a adherirse entre si y
sus propiedades de fluidez son bajas'*!® . Para
evitar el problema de la agregacién de las
microesferas se agregan diversos agentes an-
tiagregantes insolubles, como el triestearato
de aluminio' y el estearato de magnesio'’.
Estos agentes actian como barrera frente a la
agregaciéon de las gotitas de la fase interna.
Pero el uso de estos agentes antiagregantes
no estd permitido en formulaciones destina-
das al uso por via parenteral'®. Ademds, estos
agentes alteran las caracteristicas de libera-
cion de farmaco de las microesferas'’. Por tanto,
seria deseable utilizar un material aceptable
para uso parenteral y que no influya en las
caracteristicas de las microesferas para conse-
guir un flujo de microesferas libre. Al agregar
un surfactante en la fase externa de la emul-
sién se reduce la coalescencia de las gotitas
de la fase interna. Estos emulsificantes po-
seen por lo general una fraccién hidrofilica y
una lipofilica, de forma que, al producirse la
absorciéon en las microgotas de la fase inter-
na, se reduce la aglomeracién de particulas
debido a que las particulas con revestimientos
similares no se atraen entre si. El poli (etileno
glicol) es un surfactante no idnico utilizado
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1. INTRODUCTION

Gelatin is a denatured and biodegradable
protein obtained by acidic or alkaline treat-
ment of collagen'. Gelatin has been widely
used in pharmaceutical and food industry. In
the pharmaceutical field, it is not only used
for conventional drug formulations such as
hard and soft gelatin capsules, but also for
controlled drug delivery?. There are many
reports on using gelatin for the microencap-
sulation of various drugs. As a drug carrier,
gelatin has the advantages of being biocom-
patible, biodegradable®#*. In addition it is non-
toxic having low antigenicity and relatively
inexpensive’. Moreover, it can be cross-linked
to various degrees to achieve controlled re-
lease of the drugs. Gelatin microspheres have
been prepared by simple coacervation®’, com-
plex coacervation®’ and emulsification cross-
linking method'’!'". The methods stated abo-
ve are simple but the microspheres produced
tend to adhere together and show poor flow
properties'>!® . Various insoluble anti-tacking
agents like aluminium tristearate'* and Mag-
nesium stearate'® are added to avoid the pro-
blem of aggregation of the microspheres. These
agents act as a physical barrier to the aggre-
gation of the droplets of the internal phase.
But the use of these anti-tacking agents is not
permitted in the formulations to be used pa-
renterally'®. Moreover, these agents alter the
release characteristics of the drug from the
microspheres'®. So, a material which is paren-
terally acceptable and which does not influence
the characteristics of the microspheres is desi-
rable to be used for achieving free flowing
microspheres. Addition of a surfactant in the
external phase of the emulsion reduces the
coalescence of the droplets of the internal phase.
These emulsifiers generally possess a hydro-
philic moiety and a lipophilic moiety, such
that, upon absorbing to microdrops of the
internal phase, they reduce particle agglome-
ration because the similarly coated particles
do not attract each other. Poly (ethylene glycol)
is a non-ionic surfactant used as an anti-tac-
king agent in the manufacturing of tablets.
So, it was hypothetized that the addition of
poly (ethylene glycol) in the process of mi-
crosphere preparation would reduce the agglo-
meration between the gelatin microdrops pre-
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como agente antiagregante en la fabricacion
de comprimidos. Por tanto, se plante6 la hi-
potesis de que la adiciéon de poli (etileno gli-
col) en el proceso de preparacién de las mi-
croesferas reduciria la aglomeracion entre las
microgotas de gelatina presentes en la fase
interna de la emulsion, al reducir la atraccion
entre las particulas. Este informe describe los
resultados de la produccién de microesferas
de gelatina utilizando un agente antiagregante
aceptable para uso parenteral. El polietilengli-
col es un surfactante no i6nico que ha sido
utilizado en formulaciones para uso parente-
ral y ha demostrado no ser téxico's. Por esta
razén, el polietilenglicol se utilizé en el pre-
sente estudio como agente antiagregante para
preparar microesferas de gelatina. La artritis
es una enfermedad del sistema musculoesque-
lético que afecta a diversas articulaciones del
cuerpo produciendo dolor, inflamacién e hin-
chazén'’. Los farmacos mds utilizados en el
tratamiento de la artritis son los antiinflamato-
rios no esteroideos, que inhiben la actividad
de la enzima ciclooxigenasa responsable de
la conversion de 4cido araquidénico en pros-
taglandinas. Existen dos formas de ciclooxi-
genasa: una enzima constitutiva (COX-I),
importante para la protecciéon homeostdtica de
la mucosa gastrica y los rifiones, y una enzi-
ma inducible (COX-II) que genera prostaglan-
dinas antiinflamatorias'®. La inhibicién no
especifica de ambas formas de la ciclooxige-
nasa en el organismo es la responsable de
efectos secundarios como el sangrado gastro-
intestinal, dlceras y la inhibiciéon de la forma-
cién de plaquetas. Ni siquiera los inhibidores
selectivos COX-II como celecoxib carecen de
efectos secundarios, ya que la COX-II estd
presente como constituyente en algunos Orga-
nos y puede ser inducida en otros. Por ello,
celecoxib estd asociado a efectos secundarios
cardiovasculares " y renales®. Una forma de
evitar los efectos secundarios asociados al uso
del fiarmaco consiste en inyectar el farmaco
por via intraarticular. Pero la inyeccién intraar-
ticular de la solucién farmacolégica se com-
plica por el hecho de que pasa rdpidamente
de la articulacién a la circulacién sistémica.
La captura del firmaco en un transporte par-
ticulado aumentaria la capacidad de retencién
en la articulacion. Ademas, la liberacion con-
trolada del farmaco a partir de las particulas

sent in the internal phase of the emulsion by
reducing the inter-particle attraction. This re-
port gives an account of producing gelatin
microspheres using a de-aggregating agent,
which is parenterally acceptable. Polyethyle-
ne glycol is a non-ionic surfactant which has
been used in the parenteral formulations and
has been found to be non-toxic'®. So polye-
thylene glycol is used in the present study as
a de-aggregating agent to prepare gelatin
microspheres. Arthritis is a disease of muscu-
loskeletal system where various joints in the
body are affected leading to pain, inflamma-
tion and swelling!”.The most widely used drugs
for the treatment of arthritis are the Non-ste-
roidal Anti-inflammatory drugs which act by
inhibition of cyclo-oxygenase enzyme respon-
sible for conversion of arachidonic acid to
prostaglandins. There are two forms of cyclo-
oxygenase: a constitutive (COX-I) enzyme
important for homeostatic protection of gas-
tric mucosa and kidney and an inducible (COX-
I) enzyme which generates inflammatory pros-
taglandins'®. The non-specific inhibition of both
the forms of cyclo-oxygenase throughout the
body is responsible for producing side effects
like gastrointestinal bleeding and ulcers and
inhibition of platelet aggregation. Even selec-
tive COX-II inhibitors like celecoxib is also
not devoid of side effects since COX-II is
constitutively present in some organs and can
be induced in other organs. Thus, celecoxib
is associated with cardiovascular' and renal
side effects®. One way to avoid the side effects
associated with the use of the drug is to inject
the drug intra-articularly. But the intra-articu-
lar injection of the drug solution is complica-
ted by the fact that it is rapidly cleared from
the joint into the systemic circulation. Entra-
pment of the drug in a particulate carrier would
lead to its enhanced retention in the joint.
Moreover, the controlled release of the drug
from the polymeric particles would avoid the
exposure of cartilage to significant amounts
of the drug. So here an attempt has been made
to prepare controlled release gelatin micros-
pheres suitable for intra-articular injection.
Reduction in troublesome side effects or the
elimination of inconvenient dosage regimens
coupled with increased efficacy of the drug
render the development of controlled release
drug delivery systems an attractive area of
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poliméricas evitaria exponer al cartilago a
cantidades de farmaco significativas. Por ello,
en el presente estudio se ha intentado prepa-
rar microesferas de gelatina de liberacion
controlada adecuadas para la inyeccidn intraar-
ticular. La reduccion de efectos secundarios
problemadticos o la supresion de regimenes de
dosificacién incémodos, junto con un aumen-
to en la eficacia del farmaco, hacen que el
desarrollo de sistemas de liberacién controla-
da de farmacos sea un 4rea de investigacidn
atractiva®'. Por esta razén, en la presente in-
vestigacion se ha intentado desarrollar microes-
feras de gelatina con contenido de celecoxib
para estudiar el efecto de distintas variables
en las caracteristicas de las microesferas.

2. MATERIALES Y METODOS

El farmaco Celecoxib fue regalado por Sun
Pharmaceutical Advanced Research Centre. La
gelatina de tipo B fue amablemente donada
por Sterling Gelatin Limited. El tween-80 se
adquirié a la empresa S.d.fine chem. Ltd, de
Bombay. El polietilenglicol 400 se adquirié a
la empresa S.d.fine.chem. El glutaraldehido
(25% p/v en solucién acuosa) se adquiri6 a la
empresa E. Merck (India) Limited, el formal-
dehido (37% p/v en solucién acuosa) se ad-
quirié a Qualigens fine chemicals limited, India.
Todos los demds productos quimicos y disol-
ventes eran de grado analitico y se utilizaron
sin una posterior purificacién.

Preparacion de las microesferas

Las microesferas de gelatina se prepararon
mediante el método de reticulaciéon por emul-
sificacion. La cantidad pesada de gelatina se
disolvio en 10 ml de agua destilada mediante
calentamiento a 55 °C. Se agregaron 0,2 ml
de tween-80 y se mezcl6 adecuadamente en
un agitador magnético. La cantidad designa-
da de PEG-400 se agregdé a la solucion de
gelatina o en la fase externa compuesta de
parafina liquida y span-85. El celecoxib se
moli6 fino en un mortero de dgata. A conti-
nuacién se pasé por un tamiz del n° 400. La
cantidad pesada de celecoxib se dispersé en
solucién de gelatina y se sonicé para obtener
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research?'. Hence in the present investigation,
an attempt has been made to develop contro-
lled release celecoxib loaded gelatin micros-
pheres and to study the effect of the different
variables on the characteristics of the micros-
pheres.

2. MATERIAL AND METHODS

The drug Celecoxib was gifted by Sun Phar-
maceutical Advanced Research Centre. Gela-
tin type B was kindly gifted by Sterling Ge-
latin Limited. Tween-80 was purchased from
S.d.fine chem. Ltd, Mumbai. Poly-ethylene
glycol-400 was purchased from S.d.fine.chem.
Glutaraldehyde (25%w/v aqueous solution) was
purchased from E. Merck (India) Limited, for-
maldehyde (37%w/v aqueous solution) was
purchased from Qualigens fine chemicals Ii-
mited, India. All other chemicals and solvents
were of analytical grade and used without
further purification.

Preparation of microspheres

Gelatin microspheres were prepared by emul-
sification cross-linking method. Weighed amount
of gelatin was dissolved in 10 ml of distilled
water by heating at 55° C. 0.2 ml of tween-80
was added and mixed properly by stirring on
a magnetic stirrer. Designated amount of PEG-
400 was added either to the gelatin solution
or in the external phase comprising of liquid
paraffin and span-85. Celecoxib was finely
ground using an agate mortar. It was then
passed through sieve no. 400. Weighed amount
of celecoxib was dispersed in gelatin solution
and sonicated to obtain a uniform dispersion.
One ml of this dispersion was then injected
into a mixture of 20 ml Liquid paraffin (Hea-
vy fraction) containing span-85 and maintai-
ned at 60°C and emulsified by propeller sti-
rrer at the speed of 2500 RPM for 10 minutes.
Glutaraldehyde (25% w/w) or Formaldehyde
(37%w/w) was then added to stabilize the
particles. Stirring was continued for 3 hours.
Microspheres formed were separated by cen-
trifugation and washed with 30 ml petroleum
ether. The microspheres were then stirred on
a magnetic stirrer with 10 ml of 5% sodium
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una dispersion uniforme. Se inyecté 1 ml de
esta dispersiéon en una mezcla de 20 ml de
parafina liquida (fracciéon pesada) que conte-
nia span-85, se mantuvo a 60 °C y se emul-
sific6 mediante un agitador helicoidal a una
velocidad de 2500 r.p.m. durante 10 minutos.
A continuacién, se agregé glutaraldehido (25%
p/p) o formaldehido (37% p/p) para estabili-
zar las particulas. La agitacién se prolongd
durante 3 horas. Las microesferas formadas
se separaron mediante centrifugaciéon y se
lavaron con 30 ml de éter de petréleo. Segui-
damente, se agitaron las microesferas en un
agitador magnético con 10 ml de bisulfito
sodico al 5%. Por ultimo, se lavaron las mi-
croesferas con agua destilada y se liofilizaron
para obtener un polvo fino.

Eficacia de captura

Se disolvié una cantidad pesada de microes-
feras en hidréxido sédico 2N. Posteriormente,
se extrajo la solucién con cloruro de metileno
para extraer el celecoxib. A continuacion, se
evapord el extracto hasta desecarlo y el resi-
duo se disolvi6 en metanol. Seguidamente, se
diluy6 adecuadamente y se midié la absor-
bencia de la solucién resultante a 250 nm en
un espectrofotémetro Shimadzu UV-VIS para
determinar la cantidad de celecoxib presente
en las microesferas.

Tamafo de las particulas

La distribucién de tamaifio de las microes-
feras se determindé mediante dispersion de luz
laser en un analizador de tamafios de particu-
las Malvern (Malvern Master Sizer 2000, SM,
Reino Unido). Las microesferas se agregaron
a la unidad de dispersién de muestra que
contenia el agitador y se agité para reducir la
agregacion entre las microesferas, y el rango
de oscurecimiento ldser se mantuvo entre 15-
20%. El tamafio de particula medio se midio
tras realizar el experimento por triplicado.

Microscopia electrénica de barrido

Se realizé una microscopia electréonica de

bisulphite. Finally, the microspheres were
washed with distilled water and lyophilized to
obtain a fine powder.

Entrapment efficiency

Weighed amount of microspheres were
dissolved in 2N sodium Hydroxide. The solu-
tion was then extracted with methylene chlo-
ride to extract celecoxib. The extract was then
evaporated to dryness and the residue was
dissolved in methanol. It was then diluted
suitably and the absorbance of the resulting
solution was measured at 250 nm on a Shima-
dzu UV-VIS spectrophotometer to determine
the amount of celecoxib present in the mi-
crospheres.

Particle size

The particle size distribution of the micros-
pheres was determined by Laser light scatte-
ring on a Malvern Particle Size Analyzer
(Malvern Master Sizer 2000, SM, UK). The
microspheres were added to the sample dis-
persion unit containing the stirrer and stirred
in order to reduce the aggregation between
the microspheres and laser obscuration range
was maintained between 15-20%. The avera-
ge volume-mean particle size was measured
after performing the experiment in triplicate.

Scanning electron Microscopy

Scanning electron Microscopy of the gela-
tin microspheres was carried out to examine
the surface morphology. The Microspheres were
mounted on metal stubs and coated with a
150A layer of gold. Photographs were taken
using Jeol Scanning Electron Microscope (Jeol.
JSM-5610LV SEM).

Drug release
Drug release from the microspheres was
determined using Phosphate buffer pH-7.4

containing 2%w/w tween-80 as the release
medium. Microspheres were suspended in 50
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barrido de las microesferas de gelatina para
examinar la morfologia de la superficie. Las
microesferas se montaron sobre portamuestras
metdlicos y se revistieron con una capa de
oro de 150A. Se tomaron fotografias utilizan-
do un microscopio electrénico de barrido Jeol
(Jeol. JSM-5610LV SEM).

Liberacion de farmaco

La liberacién del farmaco de las microes-
feras se determino mediante tampén fosfato
pH-7.4 con un contenido del 2% p/p de tween-
80 como medio de liberacién. Las microesfe-
ras se suspendieron en 50 ml del medio de
disolucién en un vial de cristal de 100 ml y
se agitaron en un agitador magnético a 50
r.p.m. en un bafio termostdtico a 37°C. Se
extrajeron muestras de 2 ml a intervalos de
tiempo apropiados y se centrifugaron a 5000
r.p.m. Los sobrenadantes se diluyeron ade-
cuadamente y se midié la absorbencia de la
solucion resultante a 250 nm utilizando el medio
de disolucién como blanco. El residuo se volvié
a dispersar en 2 ml de disolucién de medio
fresca y se volvié a colocar en el vial.

Mediciones de espectrometria infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR)

Las mediciones espectrales FTIR se reali-
zaron con un espectrometro FTIR Shimadzu
8300. Las microesferas se molieron con KBr
y se realizaron mediciones espectrales FTIR
en el rango de 4500-500cm™'.

3. RESULTADOS

Se estudi6é el efecto de las distintas varia-
bles en las caracteristicas de las microesferas
preparadas. Las microesferas se caracteriza-
ron segln su eficacia de captura, tamafio de
particula, liberacién de farmaco in vitro y
morfologia de la superficie. Las microesferas
de gelatina producidas mediante este método
presentan una fluidez libre y no tienen ten-
dencia a la agregaciéon. No se produjeron
microesferas en ausencia de PEG-400. En su
lugar se obtuvo un material gelatinoso en la
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ml of the dissolution medium in a 100 ml
glass vials and stirred on a magnetic stirrer at
50 rpm in a thermo stated bath at 37°C. 2ml
samples were withdrawn at appropriate time
intervals and centrifuged at 5000 rpm. Super-
natants were diluted suitably and absorbance
of the resulting solution was measured at 250
nm using the dissolution medium as blank.
The residue was redispersed in 2 ml of the
fresh dissolution medium and replaced back
into the vial.

Fourier Transform Infra-Red

measurements

(FTIR)

FTIR spectral measurements were perfor-
med using a Shimadzu 8300 FTIR spectrome-
ter. Microspheres were ground with KBr and
FTIR spectra were taken in the range 4500-
500cm™.

3. RESULTS

The effect of the different variables on the
characteristics of the microspheres prepared
was studied. The microspheres were characte-
rized for entrapment efficiency, particle size,
in-vitro drug release and surface morphology.

The gelatin microspheres produced by this
method are free flowing and shows no ten-
dency to aggregate. No microspheres were
produced in the absence of PEG-400. Instead
a jelly like material was obtained on filtration,
which could not be separated in the form of
microspheres. Microspheres were obtained as
a fine powder when PEG-400 was added ei-
ther in the external phase or in the internal
phase of the emulsion. From the preliminary
studies, it was confirmed that the entrapment
efficiencies of the batches prepared by adding
PEG-400 in the external phase of the emul-
sion were significantly lower (p<0.05) than
the batches in which PEG-400 was added in
the internal phase of the emulsion. Moreover,
a significant decrease (p<0.05) in the entrap-
ment efficiency with an increase in the PEG
concentration in the external phase was also
observed. The formulations in which PEG-400
was added in the external phase of the emul-
sion had entrapment efficiency of only about
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filtracion, que no se pudo separar en forma
de microesferas. Las microesferas se obtuvie-
ron como un polvo fino cuando se afadid
PEG-400 en las fases externas o externas de
la emulsion. A partir de los estudios prelimi-
nares, se confirmé que la eficiencia de captu-
ra de los lotes preparados afiadiendo PEG-
400 en la fase externa de la emulsidon era
significativamente inferior (p<0,05) a la de los
lotes en los que se agregé PEG-400 en la fase
interna de la emulsion. Ademas, también se
observé un descenso significativo (p<0,05) en
la eficiencia de captura con un aumento de la
concentracion de PEG en la fase externa. Las
formulaciones en las que se agreg6é PEG-400
en la fase externa de la emulsién tuvieron una
eficiencia de captura de tan sélo el 30-35%
aproximadamente. Por tanto, se realizaron
estudios adicionales agregando PEG-400 en
la fase interna de la emulsion. Se estudi6 el
efecto de las distintas variables en las carac-
teristicas de las microesferas preparadas utili-
zando PEG-400 en la fase interna. Como
muestra la tabla I, un aumento de la concen-
traciéon de gelatina de 15% p/p a 25% p/p
produjo un aumento en la eficiencia de cap-
tura de entre un 75% y un 86%. Al aumentar
la concentraciéon de span-85 se redujo la efi-
ciencia de captura. Este efecto fue mds pro-
nunciado con concentraciones de gelatina bajas.
La concentraciéon de PEG-400 y la velocidad
de agitacién no influyen en la eficiencia de
captura. El volumen de agente de reticulacién
y la duraciéon de la misma no tuvieron ningin
efecto significativo en la eficiencia de captura
de las microesferas. No se observo ninguna
diferencia significativa (p<0,05) en la eficien-
cia de captura de las microesferas preparadas
con formaldehido o glutaraldehido.

30-35%. Thus, further studies were carried out
by adding PEG-400 in the internal phase of
the emulsion. The effect of different variables
on the characteristics of the microspheres pre-
pared using PEG-400 in the internal phase were
studied. As shown in Table I, an increase in
the gelatin concentration from 15% w/w to
25% w/w led to an increase in the entrapment
efficiency from 75% to 86%. There was a
decrease in the entrapment efficiency with an
increase in the span-85 concentration. This
effect was more pronounced at lower concen-
tration of gelatin. The concentration of PEG-
400 and stirring speed has no influence on
the entrapment efficiency. The volume of the
cross-linking agent and duration of cross-lin-
king had no significant effect on the entrap-
ment efficiency of the microspheres. No sig-
nificant difference (p<0.05) was observed in
the entrapment efficiencies of the microsphe-
res prepared using formaldehyde or glutaral-
dehyde.

Ars Pharm 2005; 46 (1): 19-34



26

THAKKAR H, MURTHY RSR

TABLA 1: Efecto de las concentraciones de gelatina, span-85 y PEG-400 en la eficiencia de captura y el
tamarfio de particula.

TABLE 1: Effect of gelatin concentration, span-85 concentration and PEG-400concentration on the
entrapment efficiency and particle size.

c o Tamario de
oncentracion c . c . rticula®
de gelatina oncentracion oncentracion - particula
o % o/ de Span-85 de PEG-400 Eficiencia de (diametro
Codigo de lote o PP % plp % plv captura* geométrico medio,
Batch code Gelati Span-85 PEG-400 Entrapment um)
elatin - . - - ! -
. concentration concentration efficiency*% Particle size
concentration = o ;
5 WA AWAY (Geometric mean
WA ;
diameter- ym)
A 15 2 1 74,12+1,52 14,30+1,79
B 15 2 2 72,18+1,41 15,25+1,27
Cc 15 5 1 65,18+2,12 11,33+2,41
D 15 5 2 67,53+2,09 10,52+1,20
E 25 2 1 86,82+2,39 20,51+0,96
F 25 2 2 85,12+3,08 22,161,115
G 25 5 1 79,72+2,26 17,94+2,11
H 25 5 2 77,21£2,14 20,64+1,61

*Cada uno de los valores se expresa como media + D.E. (n=3)

*Each value is expressed as meantS.D (n=3)

Se observo que el tamafo de particula de
las microesferas dependia de variables como
la concentracidn de gelatina, la concentracion
de span-85 y la velocidad de agitacion. La
concentracion de PEG-400 no influyd en el
tamafio de particula. Al aumentar la concen-
tracion de gelatina, se produjo un aumento en
el tamafio de particula de las microesferas,
mientras que se observo una disminucidn en
el tamafo de particula al aumentar la concen-
tracion de span-85. Como muestra la tabla 11,
al aumentar la velocidad de agitacion de 1500
a 2500 r.p.m. se redujo el tamafio de particula
de 25,78 pm a 20,51 pm. Con un aumento
mayor en la velocidad de agitacion no se
produjo ningun descenso significativo (p>0,1)
en el tamafio de particula. Por tanto, como
velocidad 6ptima de agitacién para la prepa-
racion de microesferas se seleccion6 2500 r.p.m.

The particle size of the microspheres was
found to be dependent on the variables like
concentration of gelatin, concentration of span-
85 and stirring speed. PEG-400 concentration
did not influence the particle size. There was
an increase in the particle size of the micros-
pheres with an increase in the gelatin concen-
tration whereas a decrease in the particle size
was observed with an increase in the span-85
concentration. As shown in Table 11, with an
increase in the stirring speed from 1500 rpm
to 2500 rpm, there was a decrease in the particle
size from 25.78um to 20.51um. With further
increase in the stirring speed, there is no sig-
nificant decrease (p>0.1) in the particle size.
So, 2500 rpm was selected as an optimum
stirring speed for the preparation of micros-
pheres.

TABLA 2: Efecto de la velocidad de agitacion en la eficiencia de captura y el tamafio de particula
TABLE 2: Effect of stirring speed on the entrapment efficiency and particle size

Eficiencia de =
. . Tamano de
Cadigo de lote Vealoi(;f;gnde Er(:?rgtur:]aent particula*
Batch code ag rap . Particle size*
Stirring speed efficiency
% Hm
F 1500 85,914+2,35 25,78+2,22
E 2500 86,82+2,39 20,51+0,96
G 4000 84,39+2,02 18,78+1,10

*Cada uno de los valores se expresa como media + D.E. (n=3)

*Each value is expressed as meantS.D (n=3)
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TABLA 3: Efecto del volumen de glutaraldehido (GA) o formaldehido (FA) y de la duracién de la
reticulacion en la eficiencia de captura y el tamafio de particula

TABLE 3: Effect of volume of glutaraldehyde (GA) or formaldehyde (FA) and duration of cross-linking
on the entrapment efficiency and particle size

VBRI €2 Duracion de la Eficiencia de
SOUEI EE EREmiE reticulacion captura Tamarfio de
Cadigo de lote reticulante*(ml) p o
Batch code Volume of Cross lieres) AT PENTENE
S Duration of cross- efficiency® Particle size®
linking agent linki
o inking pum
solution
%
H GA-0,5 1 84,78+1,80 22,62+1,72
I GA-0,5 3 82,60+1,57 21,58+1,37
J GA-1,0 1 84,80+2,58 22,65+1,09
E GA-1,0 3 86,82+2,39 20,51+0,96
K FA-0,5 1 85,30+1,74 28,94+1,40
L FA-0,5 3 83,74+1,82 27,32+2,33
M FA-1,0 1 86,77+1,91 27,60+£1,15
N FA-1,0 3 87,53+1,30 28,85+1,11

*GA= solucién de glutaraldehido al 25% p/p. *GA= 25%w/w glutaraldehyde solution.
*FA=solucién de formaldehido al 37% p/p. *FA=37%w/w formaldehyde solution.
*Cada uno de los valores se expresa como media + D.E. (n=3). Each value is expressed as mean+S.D.(n=3)

Como muestra la tabla 3, la concentracidon
de glutaraldehido o formaldehido no tiene una
influencia significativa en la eficiencia de captura
ni en el tamafio de particula. No obstante, se
observé que el tamafo de particula de las
microesferas reticuladas con glutaraldehido era
significativamente menor (p<0,05) que el de
las microesferas reticuladas con formaldehi-
do.

Los estudios de microscopia electrénica de
barrido revelaron que las microesferas tenian
una superficie rugosa con cristales de farma-
co en la superficie (Figura 5).

As shown in Table 3, the glutaraldehyde
or formaldehyde concentration does not have
a significant influence on the entrapment effi-
ciency or the particle size. However, the par-
ticle size of the microspheres cross-linked using
glutaraldehyde was found to be significantly
lower (p<0.05) than that of the formaldehyde
cross-linked microspheres.

The scanning electron microscopy studies
revealed that the microspheres had a rough
surface with drug crystals on the surface (Fi-
gure 5).

FIGURA 5: Micrografia electronica de barrido de las microesferas de gelatina reticuladas con glutaraldehido.

FIGURE 5: Scanning Electron micrograph of glutaraldehyde Cross-linked gelatin microspheres.
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Los estudios de liberacion de farmaco in
vitro indicaron que los factores principales que
afectan a la liberacion de farmaco eran la
concentracion de gelatina, el volumen de agente
reticulante y la duracién de la reticulacién. La
velocidad de agitacién, la concentraciéon de
emulsificante y la concentracién de PEG no
tuvieron una influencia significativa en la li-
beracion del farmaco. Como se muestra en
las figuras 1 y 2, al aumentar el volumen de
agente reticulante (glutaraldehido/formaldehi-
do) se redujo la velocidad de liberacion del
farmaco. Las microesferas preparadas utilizando
1,0 ml de agente reticulante liberaron el far-
maco lentamente, en comparacién con las
microesferas en las que se utilizé 0,5 ml de
agente reticulante. No obstante, se observé un
efecto de liberacién repentina en todas las
formulaciones. En general, aproximadamente
un 40% del farmaco se libera en la primera
hora, seguida de una liberaciéon mas lenta del
farmaco restante durante un periodo de 96
horas en el caso de las microesferas reticula-
das con glutaraldehido, mientras que en el caso
de las microesferas reticuladas con formalde-
hido en la primera hora se libera aproximada-
mente el 55%, seguida de una liberaciéon con-
trolada durante un periodo de 72 horas (figura
2).

FIGURA 1: Efecto del volumen de glutaraldehido
(25% pl/p) y de la duracién de la reticulaciéon en
la liberacién del farmaco

FIGURE 1: Effect of volume of glutaraldehyde
(25%w/w) and duration of cross-linking on the
drug release

THAKKAR H,MURTHY RSR

The in-vitro drug release studies indicated
that the main factors affecting the drug relea-
se were the concentration of gelatin, volume
of cross-linking agent and the duration of cross-
linking. The stirring speed, emulsifier concen-
tration and PEG concentration had no signifi-
cant influence on the drug release. As shown
in figure 1 and figure 2, an increase in the
volume of the cross-linking agent (glutaralde-
hyde/formaldehyde) led to a decrease in the
rate of drug release. Microspheres prepared
using 1.0 ml of the cross-linking agent relea-
ses the drug slowly compared to the micros-
pheres in which 0.5 ml of the cross-linking
agent was used. However, a burst effect was
observed in all the formulations. In general,
around 40% of the drug is released in the first
hour, followed by slower release of the re-
maining drug over a period of 96 hours in
case of glutaraldehyde cross-linked microspheres
while about 55% of the drug is released in the
first hour followed by a controlled release for
a period of 72 hours in case of formaldehyde
cross-linked microspheres (figure 2).

FIGURA 2: Efecto del volumen de formaldehido
(37% pl/p) y de la duracién de la reticulacién en
la liberacion del farmaco

FIGURE 2: Effect of volume of formaldehyde
(37%w/w) and duration of cross-linking on the
drug release
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Hay una diferencia significativa (p<0,05)
en las velocidades de liberacion de farmaco
entre las microesferas reticuladas con formal-
dehido y las reticuladas con glutaraldehido.
Las velocidades de liberaciéon de las microes-
feras reticuladas con formaldehido fueron sig-
nificativamente mayores (p<0,05) que las de
las microesferas reticuladas con glutaraldehi-
do.

La duracién de la reticulacion también afect6
a la liberacion del farmaco. Al aumentar la
duracion de la reticulacion de 1 a 3 horas, se
redujo la liberacién del farmaco, como mues-
tran las figuras 1 y 2 para las microesferas
reticuladas con formaldehido y glutaraldehi-
do respectivamente. Sin embargo, la duracién
de la reticulacién tiene una influencia menor
en la liberaciéon del fairmaco en comparacion
con el volumen de agente reticulante.

Al aumentar la concentracién de gelatina
se redujo la liberacién del farmaco. Como
muestra la figura 3, las microesferas prepara-
das utilizando un 25% de gelatina liberan el
farmaco lentamente, en comparacién con las
preparadas utilizando un 15% de gelatina.

Los estudios de FTIR confirmaron que no
existe interaccién quimica entre la gelatina y
el polietilenglicol, y que el PEG actia como
barrera fisica frente a la coalescencia de las
gotitas de gelatina presentes en la fase interna
de la emulsion.

FIGURA 3: Perfiles comparativos de liberacion
de microesferas reticuladas con formaldehido y
glutaraldehido

FIGURE 3: Comparative release profiles of
formaldehyde and glutaraldehyde cross-linked
microspheres
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There is a significant difference (p<0.05)
in the drug release rates of the formaldehyde
cross-linked microspheres and the glutaralde-
hyde cross-linked microspheres. The formal-
dehyde cross-linked microspheres showed sig-
nificantly higher (p<0.05) release rates than
the glutaraldehyde cross-linked microspheres.

The duration of cross-linking also had an
effect on the drug release. An increase in the
duration of cross-linking from 1 hour to 3
hours led to a decrease in the drug release as
shown in Fig 1 & 2 respectively for glutaral-
dehyde and formaldehyde cross-linked micros-
pheres. However, the duration of cross-lin-
king has a lower influence on the drug release
as compared to the volume of cross-linking
agent.

There was a decrease in the drug release
with an increase in the concentration of gela-
tin. As shown in figure 4, the microspheres
prepared using 25% gelatin releases the drug
slowly compared to the microspheres prepa-
red using 15% gelatin.

The FTIR studies confirmed that there is
no chemical interaction between gelatin and
Poly-ethylene glycol and PEG acts as a phy-
sical barrier to the coalescence of the gelatin
droplets present in the internal phase of the
emulsion.

FIGURA 4: Efecto de la concentracién de gelati-
na en la liberacion del farmaco
FIGURE 4: Effect of gelatin concentration on the
drug release
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4. DISCUSION

Para la preparaciéon de las microesferas se
eligié gelatina debido a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y naturaleza no téxica, asi
como a su ficil disponibilidad. En ausencia
de polietilenglicol no se formaron microesfe-
ras discretas. Se obtuvo un material gelatino-
so delgado, que al secar se convirtié en terro-
nes duros irrompibles. Esto indica que se
produce una aglomeraciéon de las microgotas
de gelatina presentes en la fase interna de la
emulsion. Esto puede deberse a que, tras la
adicién de agente reticulante, se produce una
reticulacién tanto interparticular como intra-
particular de las gotitas de gelatina que oca-
siona la aglomeraciéon de las microparticulas.
La reticulacién interparticular se puede evitar
mediante el uso de agentes antiagregantes, que
sirven de barrera frente a la coalescencia de
las particulas. En la preparaciéon de las mi-
croesferas se han utilizado diversos agentes
antiagregantes, como el estearato de magne-
sio'® y el triestearato de aluminio'. La des-
ventaja de utilizar estos agentes es que no se
pueden eliminar de la formulacién final, no
son aceptables para uso parenteral y se sabe
que alteran las propiedades de disolucién del
farmaco. Por tanto, para la preparacion de las
microesferas es deseable utilizar un material
aceptable para uso parenteral, que actie como
agente antiagregante y que se pueda eliminar
del producto final. EIl polietilenglicol se uti-
liza como agente antiagregante en la prepara-
ci6on de comprimidos. Es un surfactante no
iénico aceptable para uso parenteral. También
se utiliza como adyuvante en la microniza-
cién de proteinas para la preparaciéon de mi-
croesferas de gelatina?® y albimina® . Por tanto,
se propuso la hipétesis de que el PEG-400
podria actuar como agente antiagregante en
la preparacion de las microesferas. La elec-
cién de este grado concreto de polietilengli-
col (PEG-400) se debe a la miscibilidad del
PEG-400 tanto en la fase externa como en la
interna de la emulsién. Ademds, al poderse
mezclar con agua se puede eliminar facilmen-
te del producto final mediante lavado con agua.
Cuando se agregd polietilenglicol-400 en la
fase externa de la emulsidén, se obtuvieron
microesferas en forma de polvo fino, pero su
eficiencia de captura fue muy inferior. Esto se
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4. DISCUSSION

Gelatin was chosen as a matrix material for
the preparation of microspheres because of its
biocompatibility, biodegradability its non-toxic
nature as well as its easy availability. In ab-
sence of polyethylene glycol, no discrete mi-
crospheres was formed. A thin jelly like ma-
terial was obtained, which on drying were
converted into hard unbreakable lumps. This
indicated that there is an agglomeration of the
gelatin microdrops present in the internal phase
of the emulsion. This may be because, after
the addition of the cross-linking agent, there
is an inter-particle as well as intra-particle cross-
linking of the gelatin droplets leading to agglo-
meration of the microparticles. The inter-par-
ticle cross-linking can be avoided by the use
of de-aggregating agents, which provide a
barrier to the coalescence of the microparti-
cles. Various de-aggregating agents like mag-
nesium stearate'” and aluminium tri-stearate'
have been used in the preparation of micros-
pheres. The disadvantage of using these agents
is that they cannot be removed from the final
formulation, they are not parenterally accep-
table and they are known to alter the dissolu-
tion properties of the drug. Hence, a parente-
rally acceptable material which acts as a
de-aggregating agent and which can be remo-
ved from the final product is desirable to be
used for the preparation of microspheres.
Polyethylene glycol is used as an anti-tacking
agent in the preparation of tablets. It is a non-
ionic surfactant parenterally acceptable. It is
also used as a protein micronization adjuvant
in the preparation of gelatin® and albumin
microspheres® . Thus it was hypothesized that
PEG-400 may act as a de-aggregating agent
in the preparation of the microspheres. The
choice of this particular grade of polyethyle-
ne glycol (PEG-400) is because of the misci-
bility of PEG-400 in the external phase as well
as internal phase of the emulsion. Moreover,
being water miscible, it can be easily remo-
ved from the final product by water washing.
When polyethylene glycol-400 was added in
the external phase of the emulsion, micros-
pheres were obtained as a fine powder, but
the drug entrapment efficiency of the micros-
pheres was very less. This is because of the
solubility of celecoxib in PEG-400. Though
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debe a la solubilidad del celecoxib en PEG-
400. Aunque la concentracion de PEG-400
empleada s6lo fue del 1-2%, tuvo un efecto
sinérgico con el SPAN-85 en la solubilizacion
de celecoxib en la fase externa de la emul-
sién. Por tanto, la eficiencia de captura obte-
nida fue muy inferior. Esto también se confir-
moé por la presencia de celecoxib solubilizado
en la fase externa de la emulsion. Por tanto,
se agregd PEG-400 en la fase interna de la
emulsiéon como agente antiagregante. La adi-
ciéon de PEG-400 en la fase interna de la
emulsion confirié a las microesferas la forma
de polvo fino con fluidez libre. Como la so-
lubilidad del celecoxib en la fase externa for-
mada por parafina y span-85 es muy baja, se
obtuvieron eficiencias de captura elevadas tanto
en las microesferas reticuladas con formalde-
hido como en las reticuladas con glutaralde-
hido. Se estudiaron los efectos de diversos
factores en las caracteristicas de las microes-
feras. El aumento de la eficacia de captura al
aumentar la concentraciéon de gelatina se de-
bié a la formacién de soluciones mds visco-
sas. En trabajos anteriores se habian obtenido
resultados similares'!. Al aumentar la viscosi-
dad, se asocia una mayor cantidad de farma-
co a la gelatina y la cantidad libre presente es
menor. A concentraciones mds bajas de gela-
tina, la cantidad de farmaco presente en esta-
do libre es mayor. La disminuciéon de la efi-
ciencia de captura al aumentar la concentracién
de SPAN-85 se debe a un aumento en la so-
lubilidad del celecoxib en la fase externa de
la emulsion. Este efecto es mas pronunciado
en concentraciones mas bajas de gelatina, lo
que indica que las soluciones de menor vis-
cosidad son menos eficaces para impedir la
disolucion del farmaco en la fase externa. La
concentracion de PEG-400 en la fase interna
no tuvo ninguna influencia significativa en la
eficiencia de captura. El aumento en el tama-
fo de particula de las microesferas al aumen-
tar la concentracion de gelatina se debe a la
formacién de gotitas de mayor tamafio en la
fase interna del paso de emulsificacién en la
preparacién de microesferas, debido al aumento
de la viscosidad. Al aumentar la concentra-
cion de SPAN-85 se produce un descenso en
la tension interfacial entre la fase interna acuosa
y la fase externa oleosa. Esto provoca un
descenso en el tamafo de particula, con un

the concentration of PEG-400 employed was
only 1-2%, it has a synergistic effect with SPAN-
85 in solubilising celecoxib in the external
phase of the emulsion. Thus very less entra-
pment efficiency was obtained. This was also
confirmed by the presence of solubilized ce-
lecoxib in the external phase of the emulsion.
So, PEG-400 was added in the internal phase
of the emulsion as a de-aggregating agent.
Addition of PEG-400 in the internal phase of
the emulsion gave microspheres in the form
of fine free-flowing powder. Since the solubi-
lity of celecoxib in the external phase compri-
sing of liquid paraffin and span-85, is very
less, high entrapment efficiencies were obtai-
ned for both formaldehyde and glutaraldehyde
cross-linked microspheres. The effects of va-
rious factors on the characteristics of the mi-
crospheres were studied. The increase in the
entrapment efficiency with an increase in the
gelatin concentration was due to the forma-
tion of more viscous solutions with an increa-
se in gelatin concentration. Similar results were
obtained by previous workers!'. With an in-
crease in the viscosity, more amount of drug
is associated with the gelatin and less is pre-
sent as free drug. At lower concentration of
gelatin, more amount of drug is present as
free drug. The decrease in the entrapment
efficiency with an increase in the SPAN-85
concentration is due to increase in the solubi-
lity of celecoxib in the external phase of the
emulsion. This effect is more pronounced at
lower concentration of gelatin, which indica-
tes that the solution with less viscosity can
less efficiently prevent the dissolution of the
drug in the external phase. The PEG-400 con-
centration in the internal phase had no signi-
ficant influence on the entrapment efficiency.
An increase in the particle size of the micros-
phere with an increase in the gelatin concen-
tration is due to the formation of bigger dro-
plets of the internal phase in the emulsification
step for the preparation of microspheres, be-
cause of increase in the viscosity. There is a
decrease in the interfacial tension between the
aqueous internal phase and the oily external
phase with an increase in the SPAN-85 con-
centration. This leads to a decrease in the
particle size with an increase in the SPAN-85
concentration. The decrease in the particle size
with an increase in the stirring speed is be-
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aumento en la concentraciéon de SPAN-85. La
disminucién del tamafio de particula al au-
mentar la velocidad de agitacién se debe a
que una velocidad més alta proporciona la
energia necesaria para que la soluciéon de
gelatina se disperse como pequefias gotitas en
la fase externa oleosa, dando lugar a una ta-
mafio menor de particula con una distribucién
de tamafios mas uniforme. El tamafio de par-
ticula de las microesferas reticuladas con for-
maldehido fue significativamente menor al de
las microesferas reticuladas con glutaraldehi-
do. Esto puede deberse a que la reticulacién
con glutaraldehido produce reticulaciones mads
densas que el formaldehido®. Esto también se
refleja en el estudio de liberaciéon de farmaco
in vitro, que muestra unas velocidades de li-
beracién significativamente mas bajas en las
microesferas reticuladas con formaldehido. Se
ha comunicado que la reticulaciéon con for-
maldehido produce reticulaciones mds esta-
bles y en mayor nimero que con formaldehi-
do. En ambos casos, en un aumento de volumen
de agente reticulante y de la duracion de la
reticulacién, se redujo la liberacién del farma-
co. Sin embargo, el volumen del agente reti-
culante tiene una influencia mas significativa
en la liberacion del fairmaco en comparacién
con la duracién de la reticulacién. Tanto en
las microesferas reticuladas con formaldehido
como en las reticuladas con glutaraldehido se
observo una liberacién repentina. Esto puede
deberse a la presencia de cristales del farma-
co en la superficie de las microesferas. En
trabajos anteriores se habian obtenido resulta-
dos similares®. Esto se ha confirmado me-
diante micrografias electrénicas de barrido, que
muestran que la superficie de la microesfera
es en cierto modo rugosa. La concentracion
de polietilenglicol en la fase interna no influ-
ye significativamente en el tamafo de parti-
cula ni en la liberaciéon del farmaco. Los es-
tudios de FTIR confirmaron que no existe
interaccion quimica entre la gelatina y el po-
lietilenglicol y que sélo actia como barrera
fisica frente a la agregacion de las microesfe-
ras. La ausencia de la banda de absorcion
caracteristica alrededor de 1700 cm™ indica la
ausencia de agente reticulante residual, cuya
toxicidad es una de las principales preocupa-
ciones. El polietilenglicol empleado se puede
eliminar mediante lavado con agua, por lo que
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cause higher stirring speed provides the re-
quired energy to the gelatin solution to be
dispersed as fine droplets in the external oily
phase thus giving smaller particle size with
narrower size distribution. The particle size of
the formaldehyde cross-linked microspheres
was found to be significantly higher than the
glutaraldehyde cross-linked microspheres. This
may be because cross-linking with glutaralde-
hyde is reported to produce denser cross-links
than with formaldehyde®. This is also reflec-
ted in the in-vitro drug release study which
shows significantly slower drug release rates
from microspheres cross-linked with glutaral-
dehyde. Glutaraldehyde cross-linking is reported
to produce greater number and more stable
cross-links than with formaldehyde. In both
the cases, an increase in the volume of cross-
linking agent and the duration of cross-lin-
king, there was a decrease in the drug release.
However, the volume of cross-linking agent
had a more significant influence on the drug
release compared to the duration of cross-lin-
king. A burst release was observed in both
formaldehyde and glutaraldehyde cross-linked
microspheres. This may be due to the presen-
ce of drug crystals on the surface of the mi-
crospheres. Similar results were obtained by
previous workers*. This has been confirmed
by the scanning electron micrographs which
show that the surface of the microsphere is
somewhat rough. Polyethylene glycol concen-
tration in the internal phase has no significant
influence on the particle size as well as drug
release. FTIR studies confirmed that there is
no chemical interaction between gelatin and
polyethylene glycol and it acts just as a phy-
sical barrier to the aggregation of the micros-
pheres. The absence of the characteristic ab-
sorption band around 1700 cm indicates that
the absence of residual cross-linking agent, the
toxicity of which is of major concern. The
polyethylene glycol employed can be remo-
ved by water washing and thus is not present
in the final product. Thus, Polyethylene glycol
proved to be a de-aggregating material which
does not affect the characteristics of the mi-
crospheres and is not present in the final for-
mulation as it is removed by water washing.
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no estd presente en el producto final. Por tan-
to, el polietilenglicol ha demostrado ser un
material antiagregante que no afecta a las
caracteristicas de las microesferas y no estd
presente en la formulacion final, ya que se
elimina mediante lavado con agua.

CONCLUSION

Se prepararon microesferas de gelatina con
elevada eficiencia de captura mediante el
método de reticulacién quimica por emulsifi-
cacion, utilizando polietilenglicol 400 como
material antiagregante. El polietilenglicol no
interactdia quimicamente con la gelatina y no
tiene ningin efecto en las caracteristicas de
las microesferas preparadas. El glutaraldehido
ha demostrado ser un mejor agente antiagre-
gante que el formaldehido, debido a que pro-
duce un tamafio de particula y una velocidad
de liberacién menores.
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CONCLUSION

Gelatin microspheres with high entrapment
efficiencies were prepared using the emulsifi-
cation chemical-cross linking method and uti-
lizing polyethylene glycol-400 as a de-aggre-
gating material. Polyethylene glycol does not
chemically interact with gelatin and has no
effect on the characteristics of the prepared
microspheres. Glutaraldehyde proved to be a
better cross-linking agent than formaldehyde
due to the smaller particle size and slower
release rates obtained with glutaraldehyde cross-
linking.
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