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Ziel dieser Arbeit ist die Einfiihrung einer
Sprithaushdrtungs-Methode unter Verwendung
eines lipid-basierten Hartebads. Ein wasser-
freies System kann direkt in Kapseln abgefiillt
und somit zu einer Darreichungsform verarbei-
tet werden.

Bei der Sprithaushértung («Prilling») werden Losun-
gen aus aktiven pharmazeutischen Substanzen und
Polymeren in ein Hartebad getropft, wo die Polymere
durch Quervernetzung aushirten [1]. Dadurch ent-
stehen Mikrogele in denen die aktive Substanz ein-
geschlossen wird. Die klassische Sprithaushirtung
kann durch den Einsatz einer vibrierenden Diise
(Abbildung 1) verbessert werden [2]. Durch die Vib-
ration wird der Fliissigkeitsstrahl in gleichméssige
Tropfen unterteilt, wodurch eine enge Partikelgrossen-
verteilung bei den hergestellten Mikrogelen erreicht
wird. Um letztendlich eine Arzneiform herzustellen,
miissen die Partikel von dem Hértebad getrennt wer-
den. Dieser Schritt kann jedoch die eingeschlosse-
nen Makromolekiile schadigen [3].

Abbildung 1. Darstellung der vibrierenden Dise.
1 Pumpensystem (Spritze), enthalt Polymerldsung;
2 Vibrationseinheit; 3 DUse; 4 Elektrodenring; 5 Hirtebad.

Materialien und Methoden

Eine Lésung aus Rinderalbumin (BSA) und mono-
N-Carboxymethylchitosan (MCC) wurde unter der
Verwendung efner vibrierenden Diise in wasserfreie
Aushértungsbéader getropft. Durch den Zusatz von
Calciumchlorid wurde eine ionotropische Gelbil-
dung erreicht. Die Hirtebdder bestanden ausserdem
aus einem Glycerid und einem komplementiren
Hilfsstoff.
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Tabelle 1

‘Hartebad

usammensetzung
EtOH Ethanol
HBA Transcutol® HP
HBB Transcutol® HP
Imwitor 742
Propylencarbonat
HBC Transcutol® HP
Capmul MCM-C8
Proyplencarbonat
HBD Transcutol® HP 2:1:1
Capmul MCM
PEG 600
HBE Transcutol® HP 1:1:1

Labrafil M2125CS
Pfefferminzél

Die Partikelgrossen und -Formen der Mikrogele wur-
den mittels dynamischer Bildanalyse und Mikroskopie
ermittelt. Mittels des Lowrys-Protein-Assays wurde
quantifiziert, wie effizient das BSA in den Mikrogelen
eingeschlossen wurde {«encapsulation-efficiency»).
Untersucht wurde die Freisetzung von BSA mit einer
USP2-Apparatur (Blattrithrer, 37°C und 100 upm) in
Phosphatpuffer bei pH 6.8. Zur Untersuchung der
Stabilitit wurden die Mikrogele tiber vier Wochen bei
Raumtemperatur im Hértebad gelagert. Das Heraus-
diffundieren des Wirkstoffes {(«leakage») der Mikro-
gele wurde in Bezug auf die Verkapselungs-Effizienz
bestimmt. Ausserdem wurde die Denaturierung von
BSA iiber einen Zeitraum von vier Wochen mittels
Zirkulardichroismus und SDS-PAGE gemessen.

Abhéngig von der Zusammensetzung des genutzten
Hértebades war die Form der erhaltenen Mikrogele
sphérisch bis toroidal (Abbildung 2). Der Durch-
messer lag jedoch bei allen Hértebadern um 300 pm.
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Abbildung 2. Mikroskopbilder der mit BSA gefiillten Mikrogele mit EtOH (links),

HBA (mitte), HBE (rechts). Massstab entspricht T mm.
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Die Bildanalyse (Abbildung 3) zeigt den Zusammen-
hang zwischen gemessener Grésse und Form der
Partikel. Alle Mikrogele aus wasserfreien Aushér-
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tungsbddern zeigten eine hohe Effizienz bei dem
Einschluss von BSA (Verkapselungs-Effizienz >85%)
und der Verlust von BSA aus den Mikrogelen zeigte
keine signifikanten Unterschiede mit Ausnahme des

EtOH-Batches. (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Verkapselungs-Effizienz unmittelbar nach der

Herstellung (rot) und nach vier Wochen (gelb). * p =0.05.

Die Mikrogele setzten schnell das BSA frei (>75% in

den ersten 15 Minuten — Abbildung 5). Stabilitéts-

untersuchungen mit SDS-PAGE (Abbildung 6) und
zirkularem Dichroismus (Abbildung 7) zeigten nach
einem Monat keine Denaturierung der Proteine mit
Ausnahme des HBE-Systems.
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Abbildung 5. Freisetzung von BSA in Phosphatpuffer bei
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Abbildung 6. SD5-PAGE von BSA aus Mikregelen. Die Refe-
renz fiir BSA (67 kDa) ist mit dem roten Kreis markiert.
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Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es
méglich ist, makromolekiil-enthaltende Mikrogele in
nicht-wassrigen Medien mittels Sprithaushirtung
herzustellen. Zur Verbesserung der Formulierung
sind jedoch weitere biopharmazeutische Untersu-
chungen in Bezug auf die orale Verfiigbarkeit von
Proteinen notig. i
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Le but de ce travail est de développer une mé-
thode d’extrusion utilisant un bain de trempe a
base de lipides. Cette technique permet d’en-
capsuler des macromolécules biologiques dans
des microgélules.

Au cours de la technique d’extrusion («prilling»), des
solutions contenant a la fois des substances pharma-
ceutiques actives et des polymeres tombent goutte &
goutte dans un bain de trempe dans lequel les poly-
meres se solidifient par réticulation transversale [1].
Des microgélules renfermant la substance active sont
ainsi générées. La technique d’extrusion classique
peut étre améliorée par I'emploi d"une buse vibrante
(fig.1) [2].

Sous l'effet des vibrations, le jet de liquide se
divise en gouttelettes uniformes, ce qui permet
d’obtenir une distribution relativement étroite de la
taille des microgélules fabriquées. Les particules
doivent ensuite étre séparées du bain de trempe si
I'on veut obtenir une forme galénique. Cette étape
comporte cependant le risque d’endommager les
macromolécules encapsulées [3].

Fig. 1. Représentation de la buse vibrante.

1 Systéme de piston (seringue), qui contient la solution
polymeére, 2 Unité générant les vibrations. 3 Buse.

4 Anneau d‘électrodes. 5 Bain de trempe,

Matériel et méthodes
Une solution d’albumine de sérum bovin (BSA) et de
mono-N-carboxyméthyle chitosane (MCC) a été
versée goutte a goutte au moyen d'une buse vibrante
dans différents bains de trempe nen aqueux (voir
tableau 1). L'adjonction de chlorure de calcium a
permis d’obtenir une gélification ionotropique. Les
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bains de trempe étaient composés par ailleurs de
glycérol et d'un adjuvant complémentaire.

Tableau 1
‘Bainsde  Composition  Rapport
trempe
EOH ‘Ethanol -
HBA Transcutol® HP B
‘HBB Transcutole WP 1]
Imwitor 742
Carbonate de propylén
HBC Transcutol® HP e~ 2:141
Capmul MCM-C8
Carbonate de propyléne
HBD  Transcutol® HP 2:1:1
Capmul MCM
PEG 600
et R et : ” ......

Labrafil M2125CS
Huile essentielle de
menthe poivrée

La taille et la forme des particules des microgélules
ont été examinées par microscopie et par systéme
dimagerie dynamique. Lefficacité avec laquelle le
BSA était incorporé dans les microgélules («encapsu-
lation-efficiency») a été quantifiée par la méthode de
Lowry. Le BSA libéré a été examiné avec un appareil
USP-2 (agitateur a pales, 37°C et 100 upm) conte-
nant un tampon phosphate de pH 6,8.

Pour examiner la stabilité des microgélules, ces
dernieéres ont été entreposées dans le bain de trempe
durant quatre semaines & température ambiante. La
diffusion du principe actif («leakage») contenu dans
les microgélules a ensuite été déterminée par rapport
a l'efficacité de l'encapsulation. En outre, la dénatu-
ration du BSA a été mesurée sur une période de
quatre semaines par dichroisme circulaire et SDS-
PAGE.
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EtOH (2 gauche), HBA (au milieu) et HBE (a droite). La régle correspond a 1 mm.
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Résultats

La forme sphérique a torcidale des microgélules ab-
tenues dépendait de la composition du bain de
trempe utilisé (Fig. 2}. Leur diameétre était cependant
d’environ 300 pm pour tous les bains.

Lanalyse d'image (voir Fig. 3) montre le rapport
qu'il y a entre la taille mesurée et la forme des parti-
cules. Toutes les microgélules fabriquées dans les
bains de trempe non aqueux ont montré une grande
efficacité (>85%) dans I'encapsulation du BSA («en-
capsulation-efficiency»). Par ailleurs, il n'y a pas eu
de différence significative en matiére de pertes de
BSA entre les différentes microgélules, a I'exception
du systéme EtOH (voir Fig. 4).
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Fig. 3. Diagramme de dispersion représentant le rapport entre
la taille et la forme des particules issues du systéme HBA.
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Fig. 4. Efficacité de l'encapsulation immédiatement aprés la fa-
brication (en rouge) et aprés 4 semaines (en jaune). * p =0.05.

Les microgélules liberent le BSA rapidement (>75 %
dans les 15 premigres minutes, voir Fig. 5). Les tests
de stabilité effectués par SDS-PAGE (voir Fig. 6) et
dichroisme circulaire (voir Fig. 7) n‘ont révélé aucune
dénaturation des protéines aprés un mois, a I'excep-
tion du systéme HBE.

Résumé

Par ce travail, il a été montré qu‘il est possible de
fabriquer des microgélules contenant des macro-
molécules biologiques dans des milieux non aqueux
au moyen de la technique d’extrusion. Pour améliorer
la formulation, d’aufres analyses biopharmaceu-

tiques en lien avec la disponibilité orale des protéines

sont cependant nécessaires. |

100 + : i

sga 8 8 ¥ 8§
oga® t 8
g 80 + 2 o

604 = o EtOH
2 2 =HBA
< 40 1 HBB
m HBC
20 + ZHBD

1] S, - -
0 20 40 60 80 100 120

Durée (min)

Fig. 5. Libération du BSA dans le tampon phosphate, de pH 6,8.
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Fig. 6. Analyse par SDS-PAGE du BSA libéré par les microgels.
La référence du BSA (67 kDa) est indiquée par un cercle rouge.
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Fig. 7. Spectres du dichroisme circulaire des systemes HBE
(en haut) et EtOH (en bas).



