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RESUMEN

Microparticulas conteniendo paracetamol (PCT) han sido obtenidas por emulsificacion/gelificacion interna de una
solucion de alginato dispersada en un aceite vegetal. La morfologia y la distribucién de tamafio de particula fueron
determinadas. Se estudid la concentracion de io6n calcio resultando ser un parametro critico en la produccion de las
microparticulas. Se observo que el incremento en la concentracion de calcio produce un aumento en el rendimiento
total de microparticulas y en el encapsulacion de PCT. La técnica desarrollada permite obtener un sistema con
caracter isticas micrométricas 6ptimas y una mayor eficacia de encapsulacion de PCT.
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ABSTRACT

Microparticles containing paracetamol (PCT) were formed by emulsification/internal gelation of alginate solution dispersed
within vegetable oil. The morphology and size distributions of the microparticles were determined. The calcium ion
concentration was studied and it seemed to be a critical parameter in the production of microparticles. It was observed
that as the calcium ion concentration was increased, there was seen increased the total particle yield and the drug
loading of PCT. The technique allowed to obtain a system with ideal micromeritic characteristics and major entrapment

efficiency of PCT.
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INTRODUCCION

Los procesos de microencapsulacion son uti-
lizados para obtener sistemas de liberacion sos-
tenida o controlada de principios activos. Ade-
mas, ofrecen la ventaja de enmascarar olores y
sabores desagradables, proteger frente a la oxi-
dacion, volatilidad o fotosensibilidad, y reducir
la accion irritante gastrointestinal de algunos
farmacos.

En sus origenes las técnicas de microencap-
sulacion involucraban el uso de solventes orgé
nicos, lo cual no lo hacia apto para aplicaciones
biolégicas. En la década de los afios 80, sustan-
cias naturales comienzan a ser utilizadas, tales
como proteinas (colageno, gelatina) y polisacd

INTRODUCTION

Microencapsulation processes are widely used
to obtain sustained or controlled drug release
systems. In addition, it offers other advantages
such as masking unpleasant odors or tastes, pro-
tecting easily oxidizable, volatile or photosensi-
tive substances, and reducing gastro-intestinal
irritating action of some drugs.

In the beginnings, microencapsulation techni-
gues involved organic solvents and, therefore,
they were not suitable for biological application.
In the 80’s, natural substances started to be used,
such as proteins (collagen, gelatin) and polysac-
charides (agar, calcium alginate, carrageenan),
that had good biocompatibility and they allowed
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ridos (agar, alginato célcico, carragenano), los
cuales tienen buena biocompatibilidad y han
demostrado una rapida incorporacion de los prin-
cipios activos en |os sistemas.

Los alginatos son uno de los polimeros méas
utilizados en la microencapsulacién. Ellos son
extraidos primariamente de tres especies de al-
gas marrones. Estas incluyen Laminaria hyper-
borea, Ascophyllum nodosumy Macrocystis pyri-
fera. Otrasincluyen Laminaria japénica, Eclonia
maxima y Lesonia negrescens. Los alginatos son
una familia de polisacaridos lineales no ramifi-
cados, conteniendo cantidades variables de &ci-
do (1,4’) B-D-mannurénico y de &cido a-L-gulu-
rénico. La composiciéon y extension de las
secuencias y el peso molecular determinan las
propiedades fisicas de los alginatos’.

Las microparticulas de alginato célcico son
generalmente preparadas por dos metodos®. a —
por goteo de una solucion de alginato de sodio
en una solucién de una sal de calcio; b — por
gelificacion del alginato en una emulsion A/O.
Las particulas producidas por €l primer método
son generalmente grandes y el empleo de una
técnica de goteo por jeringa no es aplicable para
una escala industrial. La produccién de micro-
particulas por emulsificacion puede ser obtenida
por gelificacion externa o interna. La gelifica-
cion externa, donde una sal de calcio soluble es
agregada en el seno de una emulsion A/O, es la
mas estudiada. Sin embargo, el tamafio de parti-
cula no puede ser bien controlado y las particu-
las tienden a coagular en grandes masas antes de
adquirir la consistencia apropiada’.

La gelificacion interna se basa en la libera-
cion de ién calcio desde un complejo insoluble
en una solucién de alginato de sodio. Esto se
[leva a cabo por acidificacion en un sistema aceite—
acido soluble, con particién en la fase acuosa del
alginato.

Un ndmero de parametros ha sido estudiado
tales como el tiempo de agitacion con &cido acético
glacial, el tiempo de contacto con €l i6n calcio,
el efecto de ruptura de la emulsién con y sin
centrifugacion y la concentracién de ién calcio.

El objetivo de este trabajo ha sido microen-
capsular PCT en una matriz de alginato por una
metodologia simple, y estudiar la influencia de
los parametros antes mencionados en el encap-
sulacion de principio activo.
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to incorporate easily the active principles in the
systems.

Alginates are one of the most widely used
polymers in microencapsulation. They are ex-
tracted primarily from three species of brown
algae (kelp). These include Laminaria hyperbo-
rea, Ascophyllum nodosumand Macrocystis pyri-
fera. Other sources include Laminaria japénica,
Eclonia maxima and Lesonia negrescens. Algi-
nates are a family of linear unbranched polysac-
charides, which contain varying amounts of 1,4’ -
linked [B-D-mannuronic acid and a-L-guluronic
acid residues. The composition and extent of the
sequences and the molecular weight determine
the physical properties of the alginates?.

Calcium alginate microparticles are generally
prepared by two methods® a by dropping so-
dium alginate solution into a solution of calcium
salt; b- by gelification of alginate in W/O emul-
sion. The particles produced by the first method
are generaly large and the use of a syringe-dro-
plet technique is not suited for industrial scale-
up. The production of microparticles by emulsi-
fication can be achieved by external or internal
gelation. External gelation, where a soluble cal-
cium salt is added into a W/O emulsion, is the
most studied. However, the particle size cannot
be easily controlled and the particles tend to
coagulate into large masses before hardening
properly*.

Internal gelation is based on the release of
calcium ion from an insoluble complex, in the
sodium alginate solution. This is achieved by
acidification with an oil-soluble acid, which par-
titions to the agueous alginate phase.

A number of parameters were investigated such
as stirring time with glacial acetic acid, contact
time with calcium ion, effect of breaking the
emulsion with/without centrifugation and calcium
ion concentration.

The purpose of this research was to microen-
capsulate PCT in an alginate matrix by a simple
method and to study the influence of the para-
meters mentioned above in drug loading.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Alginic acid with 65-75 % guluronate and 25-
35 % mannuronate (Protacid F-120 NM, FMC
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Acido aginico con 65-75 % guluronato y 25-
35 % mannuronato (Protacid F-120 NM, FMC
BioPolymer); paracetamol, 99,74 % (Parafarm);
carbonato de calcio (Parafarm); monooleato de
sorbitan (Span® 80, Merck); monooleato de sor-
bitan polioxietilenado (Tween® 80, Merck); aceite
de Canola (Refinerias de Maiz S.A.I.S.F. Argen-
tina); hidroxido de sodio (Baker); acido acético
glacial (Merck); cloruro de calcio dihidratado
(Parafarm); fosfato de potasio monobasico (Ber-
na). Todos |os materiales fueron utilizados como
se recibieron.

Preparacion de las microparticulas de alginato

La solucién de aginato de sodio (40 ml) se
preparé de la siguiente manera: 3,0 g de acido
alginico (Protacid F-120 NM) se disperso en 25
ml de agua destilada. 1,0 g de hidréxido de so-
dio se disolvié en 15 ml de agua destilada y se
adicion6 a la dispersiéon de acido alginico bajo
agitacion. 6,0 g de PCT se dispersaron homogé-
neamente en la solucién de alginato. Finalmente,
0,4175 g de carbonato de calcio se dispersaron
uniformemente. La solucion de alginato resul-
tante se calenté a 60 °C y se adiciond a 200 ml
de aceite de Canola, conteniendo 4,84 g de Span®
80, precalentado a 60 °C. El sistema se agitd a
470 rpm durante 15 min (formacion de una
emulsion A/O). Con agitacion constante, se adi-
cionaron 40 ml de aceite de Canola conteniendo
1,7 ml de &cido acético glacial a la emulsion
para iniciar la gelificacién interna. Luego de un
tiempo determinado bajo agitacion, las micro-
particulas pregelificadas se separaron de la dis-
persién oleosa por mezclado con una solucion
de cloruro de calcio. Se separaron las fases dgjando
sedimentar las microparticulas (120 min). El
sobrenadante fue descartado, separando las mi-
croparticulas por centrifugacion. Las mismas se
filtraron y lavaron con 200 ml de una solucién
de Tween® 80 a 1% V/V bajo vacio, y secadas
hasta peso constante a 37 °C. Finamente, se
tamizaron para separar por tamafio de particula
(Tabla 1).
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BioPolymer); paracetamol, 99.74 % (Parafarm);
calcium carbonate (Parafarm); sorbitan monooleate
(Span® 80, Merck); polyoxyethylene sorbitan
monooleate (Tween® 80, Merck); Canola oil
(Refinerias de Maiz S.A.l.S.F. Argentina); so-
dium hydroxide (Baker); glacial acetic acid
(Merck); calcium chloride dihydrate (Parafarm);
potassium phosphate monobasic (Berna). All
materials were used as received.

Alginate microparticles preparation

Sodium alginate solution (40 ml) was prepa-
red as follows: 3.0 g alginic acid (Protacid F-
120 NM) was dispersed in 25 ml distilled water.
1.0 g sodium hydroxide was dissolved in 15 ml
distilled water and added to the alginic acid dis-
persion under stirring. 6.0 g of PCT was disper-
sed homogeneously in the alginate solution. Fi-
nally, 0.4175 g of calcium carbonate was uniformly
dispersed. The resulting alginate solution was
heated at 60 °C and added into 200 ml Canola
oil, containing 4.84 g Span® 80, pre-heated at 60
°C. The system was stirred at 470 rpm for 15
min (W/O emulsion formation). With continued
stirring, 40 ml Canola oil containing 1.7 ml gla-
cial acetic acid was then added to the emulsion
to initiate internal gelation. After a determinated
time under stirring, pregelified microparticles were
separated from the oil dispersion by mixing with
a calcium chloride solution. The phases were
allowed to separate and the microparticles were
allowed to settle (120 min). The supernatant was
discarded and the microparticles were centrifu-
gated. They were filtered and washed with 200
ml Tween 80 (1 % v/v) under vacuum, and dried
until constant weight at 37 °C. Finally, they were
sieved to separate by particle size (Table 1).
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TABLA 1.- Efecto de los procedimientos de preparacion en las caracteristicas de las microparticulas.

TABLE 1.- Effect of the preparation procedure on microparticles characteristics.

Tiempo de Tiempo de
Lote agitacién con contacto con Cloruro de Rendimiento Distribucién del PCT
acido acético ion calcio calcio (mM) total (g) tamafio de particula(%) (% wiw)
(min) (min) < 420 pm < 420 pm
Stirring time Contact Calcium Total Size distribution PCT
Batch with acetic time with chloride particle (%) (% wiw)
acid (min) calcium ion (mM) yield < 420 pm <420 pm
(min) (9)
A 5 120 157 4.3962 +/- 0.1256 31.9 +/- 15 4.8 +/- 0.1
B 50 120 157 4.0939 +/- 0.1543 445 +/- 0.7 135 +/- 0.1
C 50 120 157 4.6217 +/- 0.1326 43.9 +/- 0.6 13.7 +/- 0.1
D 50 15 157 4.8802 +/- 0.1023 62.3 +/- 0.9 215 +/- 0.1
E 50 15 314 5.1647 +/-0.1402 68.0 +/- 0.8 26.2 +/- 0.1
F 50 15 629 7.0851 +/- 0.1382 67.0 +/- 1.0 39.1 +/- 0.1

Determinacion del contenido de principio activo

Aproximadamente 100,0 mg de microparticu-
las fueron exactamente pesadas y diluidas a 100
ml utilizando buffer fosfato pH 7,4. La muestra
fue sometida a un bafio de agua ultrasonico €l
tiempo necesario para producir la ruptura de las
particulas. Se filtraron a través de un filtro de
045 um, y luego de diluciones apropiadas la
muestra se leyd espectrofotométricamente (Shi-
madzu 1603) a 243 nm. Controles consistentes en
microparticul as blanco fueron también ensayados.

Morfologia
Microparticulas desecadas fueron monitorea-
das mediante microscopia Optica (Arcano XSZ-

107 E, 100X; divisiéon minima del reticulo: 10
um) (Figura 1).
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Determination of drug content

Around 100.0 mg microparticles were accu-
rately weighed and diluted to 100 ml using phos-
phate buffer pH 7.4. The sample was placed in
an ultrasonic water bath for the time necessary
to brake the particles. After filtration through a
0.45 um filter, appropriate dilutions were carried
out and sample was assayed spectrophotometri-
cally (Shimadzu 1603) at 243 nm. Controls con-
sisting of blank microparticles were also assa-
yed.

Morphol ogy
Dried microparticles were monitored by opti-

cal microscopy (Arcano XSZ-107 E, 100X; mi-
nimum division of reticule: 10 um) (Figure 1).
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FIGURA 1.- Microparticulas de alginato de calcio por microscopia optica (aumento 100x).

FIGURE 1.- Calcium alginate microparticles by optical microscopy (magnification 100x).

Distribucion del tamafio de particula

Las microparticulas obtenidas fueron tamiza-
das seguin su tamafio (Zonytest mallaN° (ASTM)
40, abertura 420 um). Este procedimiento se re-
pitio tres veces para los diferentes lotes. Poste-
riormente, los didmetros equivalentes de Martin
de 300 particulas fueron determinados por mi-
croscopia Optica® (Figura 2).

Particle size distribution

Microparticles were sieved to separate by
particle size (Zonytest mesh N° (ASTM) 40, sieve
size 420 um). This procedure was repeated three
times for different batches.

Later, equivalent Martin’s diameters of 300
particles were determined by optical microsco-
py® (Figure 2).

FIGURA 2.- Distribucion de tamafio de particula (Lote F).

FIGURE 2.- Particle size distribution (batch F).
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Estudios de liberacién in vitro

Ensayos de liberacion in vitro fueron efectua-
dos utilizando un equipo Alycar ADS 650 de
seis vasos plésticos bajo las siguientes condicio-
nes:

— meétodo: aparato Il (paleta)

— medio de disolucion: agua destilada, 900

mi

— velocidad de agitacién: 50 rpm

— temperatura: 37 °C

— muestra & microparticulas equivalentes a

250 mg PCT (39,1 +/- 0,1 % P/P)
— muestra b: comprimidos PCT TAFIROL®
(LASIFARMA Sidus Division S.A.)

— muestra c: cépsulas conteniendo 250 mg

de PCT con Lactosa

Las muestras fueron analizadas mediante es-
pectrofotometria a 243 nm (Shimadzu 1603). En
cada caso, los resultados son el promedio de tres
determinaciones (Figura 3).
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In vitro release studies

Dissolution test in vitro was performed using
Alycar ADS 650 six-vessel dissolution equipment
under the following conditions:

— method: apparatus Il (paddie)

— dissolution medium: distilled water, 900

ml

— stirring speed: 50 rpm

— temperature: 37 °C

— sample a microparticles equivalent to 250

mg PCT (39.1 +/- 0.1 % w/w)
— sample b: PCT tablets Tafirol® (LASI-
FARMA Sidus Division S.A.)

— sample c: capsules containing 250 mg PCT

with Lactose

The samples taken were analyzed through
spectrophotometry at 243 nm (Shimadzu 1603).
In each case, the results are an average of three
determinations (Figure 3).

FIGURA 3.- Perfiles de disolucién de PCT desde comprimidos, capsulas y microparticulas de alginato (lote F).

FIGURE 3.- Dissolution profiles of PCT from tablets, capsules and alginate microparticles (batch F).
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Estudios de calorimetria diferencial de barrido

Un equipo de calorimetria diferencial de ba-
rrido (modelo 910, Du Pont, United States) fue
conectado a un sistema de andlisis térmico (Ther-
mal Analyst 2000, Du Pont) y calibrado con indio
(Du Pont). De 3 a5 mg de la muestra fue pesada
dentro de una cépsula de aluminio y la capsula
fue sellada no herméticamente, calentando en el
calorimetro diferencial de barrido de 60 a 145
°C a una velocidad de 10 °C por min. Los estu-
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Differential scanning calorimetric studies

A differential scanning calorimeter (model 910,
Du Pont, United States) was connected to ather-
mal analysis operating system (Thermal Analyst
2000, Du Pont) and calibrated with indium (Du
Pont). Typically, about 3 to 5 mg of the sample
was weighed into an aluminium pan and the pan
was crimped non-hermetically and heated in the
differential scanning calorimeter from 60 to 145
°C at arate of 10 °C per min. Differential scan-
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dios de calorimetria diferencial de barrido permi-
tieron determinar cualitativamente el estado fisi-
co de la droga en las formulaciones (Figura 4).
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ning calorimetry studies were able to qualita-
tively determine the physical state of the drug in
the formulations (Figure 4).

FIGURA 4.- Perfiles de DSC de (a) microparticulas vacias; (b) microparticulas de PCT (39,1% p/P) y (c) PCT puro.

FIGURE 4.- DSC profiles of (a) empty microparticles; (b) microparticles of PCT (39,1% W/W) and (c) pure PCT.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Preparacion de microparticulas de alginato

Basandonos en el trabajo de Fundueanu et al 3,
la solucion de alginato de sodio fue preparada a
partir de &cido alginico calentando a 60 °C para
obtener una parcial despolimerizacion. De esta
manera, fue posible trabajar con altas concentra-
ciones del polimero.

Durante la preparacién de microparticulas, fue
evaluada la influencia del tiempo de agitacion
con acido acético glacial (Tabla 1). Cuando el
tiempo de contacto fue incrementado 10 veces,
el encapsulacion del PCT aument6 3 veces. Esto
podria deberse a que se lleva a cabo una gelifi-
cacion mas completa debido a una mayor libera-
cion de iones calcio desde el complejo insoluble
carbonato de calcio.

A partir del lote C, después de 50 min de
agitacion con acido acético, la emulsion fue rota
por centrifugacion, separando las microparticu-

RESULTS AND DISCUSSION
Alginate microparticles preparation

Basing on Fundueanu et al. work?®, sodium
alginate was prepared from alginic acid and was
heated to 60 °C to get a partial depolymeriza-
tion. Therefore, it was possible to work with high
polymer concentrations.

During microparticles preparation, the influence
of stirring time with glacial acetic acid was eva-
luated (Table 1). When the contact time was
increased 10-fold, drug loading increased almost
3-fold. This could be originated by a more com-
plete internal gelation due to a more efficient
calcium release from the insoluble complex cal-
cium carbonate.

From batch C, after 50 min stirring with ace-
tic acid, the emulsion was broken by centrifuga-
tion, separating the microparticles. The micro-
particles were then incorporated to the calcium
chloride solution. Breaking the emulsion by cen-
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las. Las microparticulas fueron luego incorpora-
das ala solucion de cloruro de calcio. Rompien-
do la emulsién por centrifugacién se logré una
mayor recuperacion de microparticulas y, por lo
tanto, se vio incrementado el rendimiento total
de microparticulas.

A su vez, se evaluo el tiempo de contacto de
las microparticulas con la solucién de cloruro de
calcio. Si bien es necesario un tiempo de reac-
cion, el mismo no debe ser excesivo debido a
gue facilitaria la difusién del paracetamol por
gradiente de concentracion, por lo cual se obser-
vO que al disminuir el tiempo de contacto, se
obtuvieron mejores resultados en el encapsula-
cion y, consecuentemente, mayor rendimiento total
de microparticulas.

La concentracion de iones calcio parece ser
un pardmetro critico en la produccion de micro-
particulas. La influencia de la concentracion de
ion calcio fue evaluada con tres concentraciones
diferentes (157; 314; 629 mM). Se observé que
a medida que se incrementd la concentracion, se
vio incrementado el rendimiento total de micro-
particulas y el encapsulacion de principio activo.
Esto podria deberse a una menor difusion del
paracetamol hacia el exterior de la microparticu-
la por una disminucion de la solubilidad de la
molécula en el medio.

Morfologia y distribucién del tamafio de parti-
cula

Se observé un tamafio de particula entre 30
um y 350 pm. Las microparticulas exhibieron
una forma irregular.

Estudios de liberacion in vitro

Los estudios preliminares de liberacién in vitro
muestran la liberacion de PCT desde micropar-
ticulas de aginato (lote F), comprimidos y cép-
sulas. Se observo diferencias en sus perfiles (n =
3, P < 0,05).

A pesar de las diferencias observadas en sus
perfiles, estas microparticulas no serian adecua-
das para liberacion controlada.
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trifugation allowed a major recovery of micro-
particles and, therefore, the total particle yield
increased.

In turn, microparticles contact time with cal-
cium chloride solution was also evaluated. Even
though a reaction time is necessary, it must not
be excessive because this would promote PCT
diffusion by gradient of concentration. Therefo-
re, we observed that when the contact time de-
creased, drug loading increased and, consequen-
tly, total particle yield.

Calcium ion concentration appears to be a
critical parameter in the microparticle produc-
tion. The influence of calcium ion concentration
was evaluated with three different concentratio-
ns (157; 314; 629 mM). An increase in calcium
ion concentration increased total particle yield
and drug loading. This could be due to a lower
PCT diffusion towards the exterior of the micro-
particle because of a molecule solubility decrea-
se in the media.

Morphology and particle size distribution

Median sizes of the microparticles ranged from
30 pm to 350 um The microparticles exhibited
irregular shape.

In vitro release studies

Preliminary in vitro dissolution tests showed
the release of PCT from alginate microparticles
(batch F), tablets and capsules. In comparison,
it was observed difference between the profiles
(n =3, P <0.05). In spite of the differences
observed in its profiles, these microparticles would
not be suitable for controlled-drug release.

Differential scanning calorimetric studies

DSC studies (Shimadzu, model DSC-50)
showed small variations in the point of merger
of the pure PCT and the microparticles of PCT
indicating the possible existence of interactions
between the PCT and the constituent polymer of
the microparticles.
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Estudios de calorimetria diferencial de barrido

L os estudios de DSC (Shimadzu, modelo DSC-
50) muestran pequefias variaciones en los picos
del PCT puro y las microparticulas conteniendo
PCT, indicando la posible existencia de interac-
ciones entre el PCT y la constitucién polimérica
de las microparticulas.

Tratamiento estadistico de los datos

Los resultados obtenidos de los estudios de
PCT fueron analizados utilizando un programa
computacional con €l test det por pares de datos
(P =0,05) para comparar las diferentes formula-
ciones.

CONCLUSIONES

Las microparticulas de alginato fueron obte-
nidas por una emulsificacién/gelificacion inter-
na, mediante una metodologia simple y reprodu-
cible, la cual podria ser adecuada para escala
industrial. Se ha observado que la concentracion
de ion calcio es un pardmetro critico en la pro-
duccién de microparticulas de alginato.

Si bien las microparticulas obtenidas no se-
rian adecuadas para una liberacion controlada,
podrian ser utilizadas para enmascarar €l sabor
desagradable del PCT o para evitar incompatibi-
lidades del PCT con otros principios activos como
por ejemplo la aspirina®.—
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Statistical treatment of date

The results of the PCT study were analyzed
using a computer program by a paired t test (P
=0.05) to compare different formulations.

CONCLUSIONS

Alginate microparticles were obtained by
emulsification/internal gelation resulting a sim-
ple method, which would be suitable for scale
up. The calcium ion concentration seemed to be
acritical parameter in the production of alginate
microparticles.

Even though the obtained microparticles would
not be suitable for controlled-drug release, they
would be useful to mask the unpleasant taste of
PCT. Also, it would be of interest to avoid in-
compatibilities with other drugs such as aspirin®.
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