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Sammendrag

Sammendrag

Malstyrt frisetting til tykktarmen kan forbedre behandlingen av lokale lidelser i tarmen
samt enkelte systemiske lidelser. Doseringen kan reduseres og bivirkninger vil
dermed ogsa antagelig bli redusert. Pellets har flere fordeler fremfor tabletter,
hovedsakelig at de har en mer forutsigbar fordeling og transittid i tarmen. En mulighet
for & oppna malstyrt frisetting i tykktarmen er a coate pellets. Coatinglaget ma veere
intakt til den nar tykktarmen for sa & bli lgst opp eller brutt ned der. Naturlige
polymerer som pektin og alginat brytes ned av bakterielle enzymer som kun finnes i
tykktarmen, men de er vannlgselige og fungerer derfor darlig alene i en formulering.
For & unnga at de Igses opp og at virkestoffet frisettes for tykktarmen kan de
komplekseres med motsatt ladde ioner. Bade kitosan og kalsium har gitt gode
resultater nar de har blitt benyttet som motioner. Komplekset vil beskytte
formuleringen og kun slippe ut sma menger virkestoff far det ankommer tykktarmen. |

tykktarmen blir formuleringen brutt ned og virkestoffet frisatt.

Tre forskjellige pelletkjerner ble produsert, med 10 % kalsium og/eller 10 % kitosan i
kiernen. Pelletene med 10 % kitosan i kjernen var for svake til & tale
coatingprosessen. De andre to pellettypene ble coatet med to forskjellige
biopolymerer; pektin og alginat. Pektin og alginat ble kompleksert med kitosan eller
kalsium (CaCl,). To forskjellige coatingmetoder ble undersgkt; spraycoating og
immersjonscoating. Spraycoating viste seg a vaere uegnet fordi pelletene aggregerte
samt at spraydysen gikk tett. Frisetting av modellsubstansen riboflavin fra pelletene
ble testet i 1 time i 0,1 M HCI etterfulgt av 4 timer i fosfatbuffer pH 6,8. Samtlige
coatingkomplekser senket frisettingen sammenlignet med de respektive ucoatede
pelletkjernene. Pelletene som var blitt immersjonscoatet reduserte frisetttingen mer
enn pelletene som hadde blitt spraycoatet. Coatinglaget som ga den laveste
frisettingen bade i 0,1 M HCI og fosfatbuffer pH 6,8 bestod av en kombinasjon av 1 %
alginat og 0,1 % kitosan og ble pafart ved immersjonscoating pa pellets med 10 %

kalsium i kjernen.

Multivariat dataanalyse ble benyttet for & undersgke hvilke faktorer som hadde sterst
effekt pa mengde frisatt virkestoff. Den statistiske evalueringen viste at pellets med
10 % kalsium i kjernen frisatte mindre virkestoff enn pellets med 10 % kalsium + 10
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% kitosan i kjernen etter fire timer i frisettingsmedium som etterlignet miljget i mage
og tynntarm. Det ble ogsa funnet at alginat hadde en lavere frisetting enn pektin,
uavhengig av motion. Type motion hadde stgrre betydning for frisettingen fra
pektinkomplekset enn frisettingen fra alginatkomplekset. Arsaken er at alginat, i
motsetning til pektin mest sannsynlig danner et kompleks med kitosanet i kjernen til
pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan. Av motionene ga kitosan generelt lavere
frisetting enn kalsium, uten at det ble funnet signifikante forskjeller i de to

kitosankonsentrasjonene som ble undersakt.



Innledning

1. Innledning

1.1 Bakgrunn

Det er mange fordeler knyttet til tykktarmspesifikk frigjgring av virkestoff. Ved lokal
behandling vil det veere mulig & oppna en hgyere konsentrasjon av virkestoffet lokalt
samtidig som det blir lavere systemisk konsentrasjon. Doseringen kan dermed
reduseres, noe som fgrer til feerre bivirkninger. Ved gnske om systemisk behandling
kan man beskytte labile virkestoffer ved malstyring til tykktarmen, som proteiner og
peptider, slik at de unnga det fiendtlige og nedbrytende miljget i magen og
tynntarmen [1]. Det er i tillegg en del virkestoffer som har darlig absorpsjon i
tynntarmen. Disse kan teoretisk fa bedre opptak i tykktarmen som fglge av den lange
transittiden der [2].

For & oppna tykktarmsspesifikk frisetting har ulike metoder veert undersgkt.
Konvensjonelle orale doseringsformer er ineffektive til dette formal fordi den aktive
komponenten degraderes eller absorberes i gvre gastrointestinaltrakt (Gl). De mest
lovende resultatene er oppnadd ved coating eller inkorporering av ulike biopolymerer

i formuleringene. Disse stoffene blir fgrst brutt ned nar de ankommer tykktarmen [3].

Coating med pektin [4, 5] og alginat [6, 7] er mye undersgkt for & oppna
tykktarmspesifikk frisetting [4, 5]. Disse polymerene er i utgangspunktet vannlgselige,
men hvis de kombineres med divalente kationer, som kalsium, vil det dannes
komplekser og Igseligheten reduseres [8, 9]. En videre senkning av vannlgseligheten
kan oppnas ved a kombinere pektin [10] og alginat [11] med kitosan. | kombinasjon
med kitosan vil de danne et kompleks som i liten grad Igses i det sure miljget i
magen og i tynntarmen. Disse polymerkompleksene degraderes i tykktarmen av
enzymer som skilles ut av bakterier som naturlig finnes der. Virkestoffet vil som falge
av dette da bli frisatt [12].



Innledning

1.2 Malsetting

Hovedmalet med oppgaven var a finne den formuleringen som ga lavest frisetting i et
miljg som etterlignet mage og tynntarm og som dermed er best egnet for

tykktarmspesifikk frisetting.

Malet med oppgaven var & produsere tre ulike typer pellets som inneholdt 10 %
kalsium, 10 % kitosan eller 10 % kalsium og 10 % kitosan (heretter kalt 10 % kalsium
+ 10 % kitosan) i kjernen. Pelletene skulle bli coatet ved to forskjellige metoder;
spraycoating og immersjonscoating. Det skulle i disse prosessene bli pafort
forskjellige polymerer og motioner. Polymerene som ble undersgkt var pektin og
alginat. Kalsium og kitosan ble brukt som motioner. Konsentrasjonen av bade pektin
og kitosan ble variert i noen av forsgkene. Det skulle deretter utfagres frisettingsforsgk
i et miljg som etterlignet mage og tynntarm for a studere effekten av de ulike
variablene. Pelletene skulle i tillegg karakteriseres med hensyn til form, starrelse og

svelling.



Teori

2. Teorli

2.1 Malstyrt frisetting til tykktarmen

2.1.1 Hvorfor malstyrt frisetting til tykktarmen?

Malstyring av legemidler til spesifikke organer som for eksempel tykktarmen har
mange fordeler. Farst og fremst kan doseringen senkes og dette fgrer ofte til feerre

bivirkninger [3].

De fleste tykktarmssykdommer behandles mer effektivt nar virkestoffet leveres lokalt,
som Crohn's sykdom, ulcergs kolitt, forstoppelse, tykktarmskreft, spastic colon og
irritable bowel syndrome. Markmidler og diagnostiske stoffer vil ogsa veere mer
effektive hvis de plasseres direkte i det affekterte omradet. Som en konsekvens av
dette kan doseringen reduseres. | tilfeller hvor det er @nskelig med forsinket
absorpsjon, som for eksempel pa natten eller om morgenen, vil en ogsa kunne ha
utbytte av malstyring til tykktarmen. Sykdommer hvor dette vil veere en fordel er
angina, astma og artritt [3]. Proteiner og peptider, som insulin og vaksiner, brytes i
mindre grad ned i tykktarmen enn tynntarmen fordi det er lavere enzymaktivitet. Flere
studier har blitt utfert for & se om en kan benytte oral administrasjon for slike stoffer
[13, 14].

Selv om oral levering av legemidler er den mest brukte administrasjonsveien er det
ikke en problemfri mate & administrere legemidler pa. Gl inneholder flere barrierer
som vanskeliggjer absorpsjonen. Surfaktanter som gallesalter, enzymatisk aktivitet
og varierende pH kan @delegge eller kompleksere virkestoffet. Disse parametrene
kan i tillegg variere, bade inter- og intraindividuelt. Det kan fore til uakseptable

variasjoner i opptaket selv for stabile molekyler [15].

Malstyring til tykktarmen er interessant bade pa grunn av tykktarmens begrensede
enzymatiske aktivitet og den lange transittiden. Dette kan utnyttes ved at virkestoffet

holdes intakt i tykktarmen over en mye lengre tidsperiode enn det som er mulig i
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tynntarmen. Det er i tilegg mindre intensitet og variasjoner i den enzymatiske

aktiviteten i tykktarmen enn i magen og tynntarmen [15].

De fleste virkestoff absorberes darligere i tykktarmen enn i tynntarmen, med noen
kjente unntak [3]. Spesielt for peptider og proteiner er permeabiliteten utilstrekkelig til
at ngdvendig mengde virkestoff kan absorberes. Inkorporering av
absorpsjonsgkende stoffer, eller enhancere i formuleringen kan bedre dette. Flere
studier viser at enhancere kan gke absorpsjonen dramatisk [16, 17]. Det er ogsa vist
at disse virker spesielt godt i tykktarmen [18-20]. Problemet med slike stoffer er at de
gjer tarmepitelet mer permeabelt for flere stoffer enn bare virkestoffet. Usikkerheten
rundt varigheten til gkningen av tarmepitelets permeabilitet og konsekvensen av

dette, gjor at flere studier ma utfgres for enhancere kan benyttes i formuleringer [15].

Det er flere ulemper knyttet til a levere virkestoff til tykktarmen. Bakterielle enzymer,
toksiner og sammenpressing av feces er hindre som ma tas hensyn til. Likevel mener
mange at disse hindrene lettere kan overvinnes enn de hindringene som finnes i
magen og tynntarmen [15]. Rektal administrasjon er en alternativ behandlingsform,
men denne er lite foretrukket. Det er i tillegg sjeldent at denne administrasjonsveien

lykkes med a fa virkestoffet h@yere opp enn ascending colon [3, 21].

2.1.2 Fysiologiske og anatomiske forhold i gastrointestinaltrakten

Gl-trakten kan deles inn i mage, tynntarm og tykktarm. Tykktarmen kan igjen deles
inn i colon, rektum og analkanalen. For malstyring til tykktarmen er det spesielt to
hensyn som er viktige, pH-verdien i de forskjellige delene av tarmen samt

passasjetiden. Dette er oppsummert i tabell 1 [3].

Som det gar frem av tabellen har tykktarmen mye mindre overflate enn tynntarmen.
Det er fordi tykktarmen mangler villi, som er sma utvekster som mangedobler
overflaten og dermed absorpsjonsevnen til tynntarmen. | tillegg er viskositeten il
tarminnholdet hgyere i tykktarmen, noe som gjar virkestoffets diffusjon inn til
tarmoverflaten vanskeligere [3]. Det er ogsa redusert permeabilitet for polare
substanser i tykktarmen pa grunn av tight junctions. Det vil si at epitelcellene ligger
veldig tett slik at stoffer ma absorberes gjennom de lipofile cellene. | tillegg til disse

faktorene er det flere fysiologiske forhold som hemmer absorpsjonen fra tykktarmen.
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Disse blir omtalt i en artikkel av Mrsny [15]. Til tross for flere ugunstige faktorer, som

binding til feces eller det anioniske mucus-laget pa tarmveggen, har det vist seg at

flere virkestoff har god absorpsjon fra tykktarmen bade med og uten enhancere [15,

22]

Tabell 1 Oversikt over fysiologiske forhold gjennom gastrointestinaltrakten.

Omréade Lengde | Overflate Passasjetid | pH Mikroflora
Magesekk | 0,65 m 1-10 timer 1,5-2 (fastende) | >10*
(avhengig av CFU/ml
, 3-5 (ikke
matinntak)
fastende)
Tynntarm |5-8 m | 150-200 m* | 3-4 timer 5-7,5 >10*
CFU/ml
Tykktarm [1,5m [0,13 m? 20-30 timer | 6,0-7,6 10™-10"
CFU/ml

2.1.3 Hvordan oppna malstyrt frisetting til tykktarmen?

Flere fremgangsmater for a levere virkestoff spesifikt til tykktarmen, utover rektal

administrasjon, er blitt undersgkt [21]. Forelgpig er felgende metoder prgvd for oral

levering:

Prodrugs

Prodrugs er molekyler som ma gjennom en biotransformasjon for a bli
farmakologisk aktive [3]. Et prodrug bestar av en aktiv komponent som ved
hjelp av en spesifikk binding er bundet sammen med en inaktiv komponent.
Det er bindingen mellom aktiv og inaktiv komponent som fungerer som
malstyringsenhet. Enzymer som produseres av bakterier i tykktarmen bryter
ned bindingen og den aktive komponenten frigjgres. Et eksempel er
Sulphasalazine (SAS) som blant annet brukes i behandlingen av Crohn's
sykdom og ulcergs kolitt. SAS bestar av 5-aminosalisylsyre (5-ASA) (aktiv del)
bundet sammen med sulfapyridin (SP) (inaktiv del) vha en azo-binding. Kun en

liten del blir brutt ned eller absorbert fgr legemidlet nar tykktarmen. |
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tykktarmen spaltes azo-bindingen slik at den aktive delen frigjgres og kan virke

3].

Coating med pH-sensitive polymerer

Som beskrevet i tabell 1 gker pH-verdien nedover i Gl-trakten. For a utnytte
dette kan man coate formuleringer med pH-avhengige polymerer som er
ulgselig i lav pH, men Igselig ved ngytral eller alkalisk pH. Virkestoffet vil da
frigis i nedre del av tynntarmen eller i tykktarmen. Det er to hovedproblemer
knyttet til denne tilneermingen. For det forste er pH-verdien i siste del av
tynntarmen hgyere enn i tykktarmen og for det andre er pH-verdien i tarmen
ustabil [3, 23]. Den influeres av matinntak, sykdommer og tilstedeveerelsen av
fettsyrer, karbondioksid og andre fermenterende produkter. Dette fgrer til at

virkestoffets frigivelsessted varierer, bade intra- og interindividuelt [3].

Tidsavhengige formuleringer

Formuleringer med tidsavhengig malstyring har en ytre coating som er
magesyreresistent. Under dette coatinglaget er formuleringen designet til &
tale en viss tid i tarmen fgr den brytes ned og frigjer virkestoffet. Lengden pa
denne fasen bestemmes ut fra transittiden gjennom Gl (se tabell 1). Et
problem med denne teknologien er at formuleringer midlertidig kan sette seg
fast i overgangen mellom tynntarmen og tykktarmen. Dette vil fgre til en for
tidlig frigivelse av virkestoffet [3]. | tillegg kan transittiden gjennom Gl variere

slik at lokaliseringen til virkestoffets frisetting kan variere [8].

Bakterielt nedbrytbare systemer

o0 Bakterielt nedbrytbare coatinger

Enkelte polymerer og bindinger brytes ned av enzymer produsert av bakterier
som kun finnes i tykktarmen. Azo-bindinger, som er nevnt over, samt en del
polysakkarider er eksempler pa stoffer som spaltes av disse enzymene. De
kan dermed brukes i coatinger for a hindre nedbryning og/eller absorpsjon i
mage og tynntarm. | og med at det er bakterielle enzymer som kun er tilstede i
tykktarmen som er ansvarlige for spaltingen fgrer dette til en selektiv
malstyring av virkestoffet. Det er vist at hydrofilisiteten til polymeren er viktig
siden vann ma kunne trenge inn for at polymeren skal svelle. Hydrofilisiteten

ma ikke veere for hgy fordi den da ogsa vil frigi virkestoff fgr den nar
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tykktarmen. Siden denne teknologien baserer seg pa forhold som er spesifikke

for tykktarmen er den ansett som den mest lovende [3, 24].

0 Biodegraderbar matriks- og hydrogelsystemer

En annen mulighet er a blande virkestoffet med en enzymatisk degraderbar
eller svellende polymer. Produktet kalles enten monolitt eller multipartikuleer
fast doseringsform, hvor virkestoffet blandet sammen med polymeren.
Problemet med monolittproduktet er starrelsen som tilsvarer en vanlig tablett.
Monolitt doseringsformen er avhengig av mageteammingshastigheten siden de
er for store til a slippe ut av en lukket pylorus, som er porten mellom magen og
tynntarmen. | tillegg kan det midlertidig sette seg fast i overgangen mellom
tynntarmen og tykktarmen, og dermed frigi en del av virkestoffet for tidlig.
Dette kan bedres ved a benytte multipartikulaere doseringsformer, som pellets,
da disse er mindre og dermed ikke har de samme problemene [3]. Et
eksempel pa et slikt multipartikulaert system er pektin som er blitt kryssbundet
med CaCl, [25]. Hovedproblemet med slike matrikser og hydrogelsystemer er
at kun en begrenset mengde virkestoff kan inkorporeres fordi en stor mengde

av formuleringen ma besta av polymeren [3].

e Trykkstyrte formuleringer
| tarmen gar det regelmessig peristaltiske bglger og disse er sterkere i
tykktarmen enn i tynntarmen. Sammen med absorpsjonen av vann fgrer dette
til et @kt Iluminalt trykk i tykktarmen og dette utnyttes i denne
formuleringstypen. Formuleringen er designet slik at den gdelegges sa snart
trykket overgar en viss grense og virkestoffet vil da frigjeres [26, 27]. Et
problem ved dette prinsippet er at reproduserbarheten og varigheten av

haytrykkfasen er usikker [28].

2.2 Pellets

2.2.1 Generelt

Pellets er sma sfeeriske enheter som fremstilles ved en agglomerasjonsprosess. |
produksjonsprosessen fuktes pulveret slik at det blir en frittflytende, stevfri masse, far
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det ekstruderes og sfeeroniseres. Ferdigproduserte pellets ligger normalt i

starrelsesomradet 0,7-2,0 mm [29].

2.2.2 Fremstilling av pellets

Pellets kan fremstilles pa flere ulike mater. De to mest vanlige matene er ved
ekstrudering og pafglgende sfeeronisering og ved spraygranulering, hvor en vaeske

med opplast virkestoff og hjelpestoff sprayes pa en non-pareil kule [29].

Ved ekstrudering og sfeeronisering blandes forst de forskjellige bestanddelene til en
homogen blanding fer det blir tilsatt granuleringsvaeske. Pulveret aggregerer da til en
fuktig masse. Granuleringsvaesken ma veere flyktig slik at den lar seg fierne ved
terking og den ma ikke veere toksisk [30]. Massen kalles na granulat og dette blir
overfart til en ekstruder. Det finnes flere ulike typer ekstrudere, men likt for dem alle
er at det utgves et trykk mot granulatet slik at det flyter giennom sma hull. Det
dannes dermed sma sylindere som samles opp. Det er dette som er ekstrudatet og
det har samme diameter som hullene granulatet ble presset gjennom [31].
Ekstrudatet overfares sa til en roterende friksjonsplate hvor sylindrene brytes opp og
sfeeroniseres til sma pellets med en diameter omtrent tilsvarende ekstrudatets [32].
Pelletene ma deretter tarke slik at granuleringsveesken fordamper, far de er klare til
bruk.

2.2.3 Farmasgytiske fordeler ved bruk av pellets

Pellets er et sakalt multipartikulaert doseringssystem siden en dose bestar av flere
pellets. Disse fylles oftest i en kapsel for & lette administrasjonen [33]. Fordelen med
a bruke et multipartikulzert doseringssystem (MUPS) er at det er en palitelig
formulering som har alle fordelene til en single unit (SU)-formulering, dvs en
konvensjonell tablett, samtidig som den er fri for en del av SU-formuleringens
begrensende faktorer som store variasjoner rundt magetemmingshastigheten og
enhet til enhet variasjon [34, 35]. Et generelt akseptert syn er at multipartikulaere
systemer fungerer bedre in vivo enn en SU-formulering siden de spres ut over et
stort omrade i tarmen og dermed skaper mindre irritasjon, har en lengre transittid og

gir en mer reproduserbar frisetting av virkestoffet [35].
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Arsaken til at magetgmmingshastigheten varierer i mye stgrre grad med SU-
formuleringer er blant annet at pylorus er 12 + 7 mm. Pelletene vil dermed slippe
igiennom uten opphold, mens tabletter kan fa et midlertidig stopp. Det gjor at
virkestoffet kan bli frisatt for tidlig [36, 37]. | tillegg har bade Adkin et al. og Hebden et
al. vist at starre tabletter beveger seg raskere gjennom ferste halvdelen (proksimale
og midtre del) av tykktarmen samt har et hayere standardavvik pa hastigheten, enn
mindre tabletter og pellets [38, 39]. Pellets er derfor foretrukket fremfor tabletter da
de har en mer reproduserbar transittid giennom GIl. De beveger seq i tillegg saktere

gjennom farste del av tykktarmen hvor det er gnskelig at virkestoffet skal frigjares [3].

Det er ogsa mulig & produsere avanserte frigivelsesmgnstre med multipartikulaere
systemer ved at pellets med forskjellige starrelser og/eller egenskaper blandes i en
doseringsenhet. Forskjellige virkestoff som ikke er kompatible med hverandre kan i
tillegg blandes i en multipartikuleer formulering, i motsetning til en SU-formulering, sa

lenge virkestoffene produseres i forskjellige pellets. [40].

2.3 Coating

2.3.1 Hvorfor coate?

Det er ulike arsaker til at en velger a coate en formulering. De vanligste grunnene er
for & beskytte virkestoffet, for eksempel fra lys eller fuktighet samt for a lette svelging
eller maskere eventuell vond smak. Fargede coatinger kan ogsa brukes for a
maskere fargenyanser eller som et ledd i markedsfaringen. Coatinglaget kan i tillegg
forsterke formuleringer og eliminere stgv og krysskontaminering slik at produksjons-
og pakkeprosessen blir enklere. | tillegg kan coating benyttes for a oppna kontrollert
frisetting [41].

2.3.2 Coatingmetoder

De tre vanligste coatingprinsippene er filmcoating, sukkerdrasjering og presscoating.
Sukkerdrasjering er den eldste teknikken, mens filmcoating na er det vanligste

coatingprinsippet [41]. Presscoating benyttes for eksempel hvis noen av stoffene
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som brukes ikke taler fuktighet eller har darlig lgselighet [42]. En annen metode er

immersjonscoating, hvor formuleringen blir senket ned i coatingmediet [43].

Immersjonscoating skiller seg ut fra de andre metodene siden coatinglaget blir pafart
ved at den adherer til formuleringen fra en vaeske, ved en Kkjemisk
kryssbindingsreaksjon mens de andre coatinglagene presses eller sprayes pa. For &
fa immersjonsprosessen til & fungere ma det benyttes stoffer med motsatt ladning,
for eksempel Ca®" i pelletkjiernen og en anionisk polymer som pektin i
immersjonsvaesken. Kalsiumsaltet i kjernen vil bli Igst opp av vaesken og diffundere til
overflaten, hvor det kryssbinder pektin, som er lgst i vaesken, slik at det blir dannet et

kalsium-pektinkompleks pa overflaten av pelleten [43].

2.3.3 Coatingformuleringer

Det finnes en rekke forskjellige polymerer som egner seg som coating, bade naturlige
og syntetiske. En ulempe med syntetiske polymerer er at de ma gjennom detaljerte
toksikologiske studier fgr de kan tas i bruk. Det vil derfor i denne oppgaven bli
fokusert pa de naturlige polymerene. Disse har sitt opphav fra et stort mangfold av
kilder som alger (alginat), planter (pektin), mikroorganismer (dextran) og dyr
(kitosan). | tillegg til & veere substrater for bakteriene i tykktarmen har de ogsa andre
gnskede egenskaper som filmdannende, svellende, stabile, rimelige, ikke-toksiske og
geldannende samt at de er biokompatible og biodegraderbare. De kan ogsa lett
modifiseres kjemisk og biokjemisk, med forbehold om at de eventuelt ma gjennom

omfattende toksikologistudier [44].

2.3.4 Frisettingsmekanismer for coatede formuleringer

Frisetting av virkestoff fra coatede formuleringer kan beskrives ved to mekanismer,
poremekanismen og Igselighetsbarrieremekanismen [45]. Nar coatinglaget
eksponeres for frisettingsmediet vil polymernettverket absorbere vann slik at det

dannes en gel rundt formuleringen [46].

| poremekanismen dannes det porer i coatinglaget slik at virkestoffet kan diffundere
ut gjennom coatinglaget. Frisettingshastigheten bestemmes hovedsakelig av

porestgrrelsen og stgrrelsen pa virkestoffet. | lgselighetsbarrieremekanismen lgses
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virkestoffet opp av det absorberte vannet, inne i polymernettverket. Herfra diffunderer
stoffet ut gjennom gelen. | praksis skjer sannsynligvis frisettingen som falge av en
kombinasjon av begge mekanismene hvor den ene dominerer [45]. Faktorer som er
med pa a avgjere permeabilitetshastigheten er tykkelsen pa den hydrerte gelen, om
den eroderer, virkestoffets ioniseringsgrad samt graden av kryssbinding og andre
interaksjoner i polymeren [47]. Permeabiliteten er ogsa avhengig av hvor hydrofil
filmen er. En hydrofil film vil fuktes og frisette virkestoffet raskere enn en mer
hydrofob film [48].

2.4 Pektin

2.4.1 Opprinnelse og struktur

Pektin er en familie komplekse polysakkarider som finnes i den primeere celleveggen
til planter. Kommersielt isoleres de oftest fra sitrusskall, epler eller skallet til
belgfrukter. Hovedstrukturen er lineser og bestar av a-(1-4)- D-galakturonsyre som i
varierende grad er esterifisert med metylgrupper (Figur 2.1). Galakturonsyrekjeden er
tilfeldig avbrutt av sma mengder (1-2)- L-rhamnose, som pa grunn av (1-2)-bindingen
forarsaker en knekk i kjeden. Kjedene inneholder ogsa en liten mengde ngytrale

glykaner [49]. Det gjor at pektin er et heteropolysakkarid [50].

COOH COOCH,
J O H/ATD H
T OH CI"‘-H OH . ___.f"'fi
H H \\‘\J 0
G OH
n

Figur 2.1 Strukturformel for pektin [51].

D-galakturonsyreenhetene har karboksylgrupper, hvor en del av dem naturlig er
metylestere. Graden av metoksylering (DM), som omtales som prosent, har stor
innvirkning pa egenskapene til pektinet. DM 50 % deler kommersielt pektin inn i
hgymetoksylert (HM) DM>50 % og lavmetoksylert (LM) DM<50 % pektin [51]. Kjeden

18



Teori

av galakturonsyreenheter blir na og da brutt av rhamnose-rike regioner som kan

veere hgysubstituert med ngytrale sukkerrike sidekjeder [52].

2.4.2 pKy-verdi og lgselighet

Pektin er negativt ladet ved ngytral pH og pKa-verdien er ca 3,5 [53], og influeres av
metoksyleringsgrad [47].

Vandige pektinlgsninger har relativ hgy viskositet allerede ved konsentrasjoner pa 1-
2 %. Viskositeten pavirkes av metoksyleringsgrad, ionestyrke, pH og temperatur i

tillegg til at den er proporsjonal med molekylmassen til pektinet [54].

Metoksyleringsgraden har stor innflytelse pa lgseligheten og dermed pektins evne til
a danne gel, siden det er direkte proporsjonalt med Igseligheten. | tillegg danner LM
og HM-pektin geler pa forskjellige mater og det er kun LM-pektin som kan danne gel
med kalsium. Det skyldes at LM-pektin danner en passende apning mellom D-
galakturonsyreenhetene slik at kalsium kommer til og kryssbinder med de

elekronegative gruppene pa molekylene [51].

Haymetoksylert pektin danner gel ved hydrogenbindinger og hydrofobe interaksjoner.
Det er et seertrekk HM-pektin har i forhold til de fleste andre naturlige polymerer.
Tilsetning av sukker gker de hydrofobe bindingene fordi vannaktiviteten i lasningen
senkes. | tillegg til tilsetningen av sukker ma pH ligge rundt 3 for at geldanning skal
skje fordi de hydrofobe kreftene innad i molekylet da er store nok til @ danne
bindinger [55]. Lavmetoksylert pektin er avhengig av en kontrollert mengde kalsium-
ioner for geldannelse og trenger verken sukker eller syre. Lavmetoksylert pektin har

mange av de samme egenskapene som alginat [51].

2.4.3 Hvorfor egner pektin seg for malstyring til tykktarmen?

Pektin er et naturlig polysakkarid og ansees som trygt. Det degraderes sa og si

fullstendig av de bakterielle enzymene i tykktarmen [51].

Lagseligheten i vann er god, noe som er et problem i utviklingen av tykktarmsspesifikk
malstyringsformuleringer. Dersom det benyttes alene vil det svelle nar det kommer i
kontakt med vandige veesker i Gl. Virkestoffet vil dermed diffundere ut av
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formuleringen. En mate & begrense svellingen pa er & kryssbinde pektinet med et

motion, for eksempel kalsium [51].

Dersom pektin benyttes som coating er det vanlig a tilsette en mykgjgrer, for & unnga
sprekkdannelser. Mykgjarere bedrer strekkbarheten og senker elastisiteten og
spenningen i polymeren ved a senke glasstransisjonstemperaturen. Om en
mykgjarer er egnet til en spesifikk polymer avhenger av dens evne til & reagere og

pavirke polymerkjedene. Glyserol er en mykgjgrer som egner seg godt til pektin [29].

2.5 Alginat

2.5.1 Opprinnelse og struktur

Kommersielt alginat utvinnes fra spesielle brunalger, hvor alginatinnholdet er opp mot
40 % av tgrrvekten. Det forekommer som et blandet salt av varierende kationer som

finnes i sjgvann [56].

Det er et vannlgselig lineeert polysakkarid som hovedsakelig bestar av alternerte
homopolymeriske blokker av (1-4)-a-L-guluron (G)- og B-D-mannuron (M)
syreenheter. Disse to syreenhetene er isomerer, slik at eneste forskjellen er
konfigurasjonen i C-5 posisjon. Enhetene har derfor forskjellig form, noe som fgrer til
at geometrien i G-blokkregionene er forskjellige fra M-blokkregionene og regionene
med alternerende enheter (MG-regioner) (figur 2.2). G-blokkkene er vridde, mens M-

blokkene har form som et utstrakt band [56].
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Figur 2.2 De forskjellige alginatblokkene: A= guluronsyreblokk, B= alternerende blokk, C=

mannuronsyreblokk [7].

2.5.2 pKa-verdi og lgselighet

G-blokkene er stivere enn M- og MG-blokkene som fglge av maten
monosakkaridenhetene er koblet sammen pa. De har ogsa bedre Igselighet ved

lavere pH [57]. pKa-verdiene for M- og G-enhetene er henholdsvis 3,38 og 3,65 [58].

Alginat kan foredles i en rekke forskjellige molekylvekter (My, 50-100000 kDa) og
vandige lgsninger har en ikke-Newtonsk karakteristikk, dvs. at viskositeten minker
med gkende skjeerkrefter. Viskositeten avhenger av alginatkonsentrasjonen samt My
-distribusjonen. Alginat danner gel ved & kryssbinde divalente kationer [57].
Geldannelsen eller kryssbindingen skjer som fglge av at kationene passer inn i det
diamantformede hullet som dannes nar to G-blokker ordnes side om side. Kationet
danner Van der Waals-bindinger med de elektronegative gruppene rundt
bindingssetet [51, 56]. Hvor lett et alginat danner gel avhenger derfor av mengden G-
blokker i alginatet [59]. Stivheten til gelen avhenger av M/G-forholdet og
stogkiometrien til alginat og det chelaterende kationet [57]. Det har ogsa blitt foreslatt

at ogsa MG-blokker kan danne assosiasjoner med GG-blokker i alginatgeler [60].

Det er vist at forskjellige kationer danner geler med ulik stivhet. Det har sammenheng
med hvilke kationer som har best affinitet for chelateringssetet: Pb?* > Cu®* = Ba** >
Sr** >Ca*" > zZn** > Co?* [59].

Pa grunn av hoy toksisitet er det kun et fatall av disse som kan benyttes. Det er Ca**
som benyttes mest. Alginat danner i tillegg sterke komplekser med polykationer som

kitosan eller polypetider. Disse kompleksene lgses ikke opp av Ca?*-chelatorer eller
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antigelingskationer som Na* eller Mg®*, slik som geler basert pa ionene nevnt over

kan. Polykationer er derfor godt egnet til & stabilisere alginatgeler [59].

2.5.3 Hvorfor egner alginat seg for malstyring til tykktarmen?

Alginat brukes mye i neeringsmiddelindustrien som fortykningsmiddel, emulgator og
stabilisator. Det er av amerikanske Food and Drug Administration (FDA) inkludert i en
gruppe stoffer som generelt er regnet for a veere trygge a spise, den sakalte GRAS-
listen. Alginat er biodegraderbart nar det gis oralt. Det har heller ikke vist a utlgse

noen immunrespons [56].

Studier har vist at polymerer med hgy ladningstetthet har gode mucoadhesive
egenskaper. Det er ogsa vist at polyanioner er mer effektive enn polykationer eller
uioniske polymerer. Siden alginat er en anionisk polymer med karboksyl-endegrupper
har det gode mucoadhesive egenskaper. Det er vist at alginat er mer mucoadhesivt
enn blant andre kitosan og polymelkesyre [61, 62]. Mucoadhesjonen kan gi

formuleringene en lengre transittid og dermed potensielt gke biotilgjengeligheten [56].

Frigivelsen av makromolekyler fra alginatperler i lav pH er signifikant redusert i
forhold til ved hgyere pH. Dette skyldes at alginatets porestgrrelse, som i
utgangspunktet er relativ stor, krymper ved lav pH (i magen). Det dannes et syreskall
utenpa formuleringen, som gjgr at det innkapslede virkestoffet vanskeligere slipper
ut. Nar formuleringen utsettes for hgyere pH, lenger ned i Gl blir syreskallet til et
lgselig viskast lag. Den raske svellingen av alginat ved hgyere pH kan forarsake en
plutselig frigivelse. Modifikasjoner i de fysikalsk-kjemiske egenskapene er derfor
ngdvendig for & skape en forlenget frigivelse. Et eksempel er & kryssbinde alginat
med et divalent kation. Alginat-kation komplekset blir tettere og far mindre porer enn
Na“-alginat. Det blir mindre reaktivt med andre kationer som finnes i Gl, noe som vil

gjore formuleringen mer stabil [56].
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2.6 Kitosan

2.6.1 Opprinnelse og struktur

Kitosan finnes i liten grad naturlig, men er en bestanddel i enkelte sopparter. Det
fremstilles for det meste fra kitin som er et lineaert monopolysakkarid bestaende av -
(1-4)-bundet N-acetyl-D-glukosamin (Figur 2.3A). Kitin er naturens mest utbredte
polysakkarid, etter cellulose og opprenses fra skaldyrskall. Kitosan fremstilles ved a
deacetylere kitin slik at det blir et heteropolysakkarid bestaende av tilfeldig
distribuerte (3-(1-4)-bundet D-glukosamin (deacetylerte enheter) i kjeden av B-(1-4)-
bundet N-acetyl-D-glukosamin (acetylerte enheter) (Figur 2.3B og C) [56].

Al OH 1 B[ OH
0 0
HO 0— HO o—
I NHAc | | NH, |

C OH NH, OH
“O’ﬁ,“c’ 0N
HO O O HO O—
NH, oH NH,

Figur 2.3 A: kitinmonomer, B: kitosanmonomer, C: en sekvens 100 % deacetylert
kitosan [63].

Begrepet kitosan brukes for & beskrive flere polymerer med ulike molekylvekter (10-
1000 kDa) og grader av deacetylering (40-98 % DD eller Dda). Grad av deacetylering
oppgis i prosent og benyttes som hovedklassifisering av kitosan [56, 64]. Ved gkt
grad av deacetylering gker viskositeten til kitosan fordi konformasjon til molekylet
endres. Ved hgy deacetylering er molekylet ladet og har en utstrakt konfirmasjon
med flere fleksible kjeder, mens ved lavere deacetyleringsgrad inntar molekylet en

stav- eller spirallignende form som falge av den lave ladningen.[65]
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2.6.2 pK,-verdi og lgselighet

Kitosan er en svak base, hvor D-glukosaminenhetene har en pK, pa 6,2-7,0 [64] og

influeres av acetyleringsgrad [47].

| surt miljg er amingruppene protonerte slik at stoffet blir et Igselig, kationisk
polysakkarid med hgy ladningstetthet (en ladning for hver deacetylerte D-
glukosaminenhet). Kitosansalter er lgselige i vann og lgseligheten avhenger av
deacetyleringsgraden og pH i Igsningen. Kitosan med lav deacetyleringsgrad (<40 %)
er Igselige opp til pH 9, mens hay-deacetylerte kitosaner (=85 %) kun er lgselige opp
til pH 6,5. Tilsetning av salt til lasningen interfererer med lgseligheten. Jo hgyere
ionestyrken er, jo lavere blir kitosans Igseligheten, da ladningsngytralisering skjer.
@Jkning av deacetyleringsgraden gker viskositeten pga antall hydrogenbindinger i
kitosankjedene. Ved lav pH dissosierer hydrogenbindingene pga protonering av

amingruppene i kitosankjedene, noe som farer til raskere svelling [64].

2.6.3 Hvorfor egner kitosan seg for malstyring til tykktarmen?

Kitosan er mye brukt i matindustrien og har i tillegg blitt markedsfgrt som en
fettbinder i ikke-medisinske produkter som kolesterolsenkende- og slankeprodukter
[56]. Det er undersgkt biomedisinsk og ble funnet & vaere sveert biokompatibelt [66].
Kitosan degraderes av humane enzymer, spesielt lysozymer og regnes som

biodegraderbart. Monografien ble inkludert i den europeiske farmakope i 2002 [56].

Enzymene i gvre Gl kan ikke bryte ned kitosan. Kitosan brytes derimot ned i
tykktarmen av en gruppe bakterielle enzymer som spesifikt bryter ned

glykosidbindingene som binder monomerene sammen [51].

Kitosan har vist mukoadhesive egenskaper in vitro, da det adherer til negativt ladede
overflater. Det er dermed mulig at det kan bli oppnadd en forlenget residenstid i Gl.
Det har vist seg & veere mest mukoadhesivt i sure Igsninger, nar kitosanet er

protonert samt ved lav kryssbinding, nar det er flest frie, ladede grupper [56].

Ulike studier har vist at kitosan har enhancer-effekt ved at det kan apne tight
junctions i epitelet [67, 68]. Det kan dermed gke paracelluleert opptak av stoffer.
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Dette gjelder spesielt hydrofile stoffer da lipofile stoffer hovedsakelig gar

transcellulaert [56].

For & unnga at kitosan lgses opp av magesyren ma det beskyttes frem til det
ankommer tynntarmen. Det kan gjgres ved a ha et syreresistent lag utenpa
formuleringen, som lgser seg opp i tynntarmen. Et annet alternativ er & kryssbinde
kitosan [56]. Nar kitosan kommer i kontakt med polyanioner som pektin, alginat og
tripolyfosfat (TPP) danner det et kompleks som er lite vannlgselig [56, 69].
Kryssbundete kitosanperler kan dermed produseres med virkestoff inkorporert eller
det kan dannes en kryssbundet kitosangel rundt en kjerne. Kitosan danner et mer
stabilt nettverk nar det blir kryssbundet og far dermed bedre kjemiske og mekaniske
egenskaper [56]. | tykktarmen frisettes virkestoffet ved at kitosan enten brytes ned av
enzymer eller ved at bakteriell fermentasjon har redusert pH-verdien til et niva der

kitosan er Igselig [44].

2.7 Kryssbinding og geldannelse

En gel karakteriseres som et kontinuerlig tredimensjonalt nettverk av fast materiale,
ofte polymerer, omgitt av et flytende medium. Pa molekylniva bestar en polymergel
av tre elementer: Bindingsseter hvor polymermolekyler er bundet sammen,
polymersegmenter mellom disse setene som er relativt mobile og vann som er fanget

inne i nettverket [70].

"Egg-box’-modellen ble farst beskrevet av Grant et al. [71] og beskriver interaksjonen
mellom kationer og bindingssetet, som dannes i den bglgede polymerkjeden til G-
blokkene i alginat (Figur 2.4). Hulrommet som dannes har riktig sterrelse for & binde
kalsium-ioner [72]. | tillegg sa farer den bglgede strukturen til at flere oksygenatomer
blottlegges. Disse kan danne bindinger til kationer [73]. Ved at Ca?* bindes parres to
polymerkjeder slik at det dannes dimerer. Disse danner nye koblinger til andre kjeder
og det dannes en gel [72]. Alginatgeler kan holde pa 99-99,5 % fuktighet [56].
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Figur 2.4 Skjematisk illustrasjon av egg-box modellen hvor kalsium ligger i guluronkjedens
bindingsseter. Svarte sirkler representerer oksygenatomer som er involvert i koordineringen

av kalsium-ionet [72].

Polyguluronsyre (alginat) og polygalakturonsyre (pektin) er speilbilder av hverandre
hvis man ser bort fra hydroksylgruppen i C-3. Posisjonen til denne gruppen har stor
innvirkning pa stivheten til kjieden. Undersgkelser har vist at polyguluronenheter og
polygalakturonenheter binder kalsium sterkere enn polymannuronenheter (alginat)
[74]. Det kan forklares ved at polymannuronkjeder danner lineaere konformasjoner,
som ikke har noen egnede bindingsseter [73]. Figur 2.5 viser van der waals-
fremstiling av egg-box-modeller. Her kommer det tydelig frem at posisjonen til
hydroksylgruppen i C-3 har mye a si for konfigureringen i kryssbindingskompleksene
[72].

Den sterkeste bindingen skjer sannsynligvis der hvor oksygenatomene i
karbohydratet har passende avstand og geometri slik at kalsium far bedre affinitet
enn vann i bindingssetet. Pa grunnlag av dette ble det sett at aksial-ekvatorial-aksial
sekvensen til hydroksylgrupper pa ringer av seks karboner var et veldig effektivt
menster for kalsiumbinding. Guluronsyre har dette mgnsteret [73]. P& grunn av
likheten mellom alginatkjedens guluronenheter og pektins galakturonenheter, ble

egg-box-modellen ogsa overfart til bindingssetene i pektingeler [72].
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a) b)
Figur 2.5 van der Waals fremstilling av den beregnede egg-box modeller for (a) guluronsyre-

og (b) galakturonsyrekjedene. Mgrke kuler representerer kalsiumioner [72].

Det er nevnt i punkt 2.5.2 at flere forkjellige divalente kationer har blitt undersgkt for
kryssbinding. Kalsium er det mest brukte [43, 75], men Dupuis et al. [76] viste i en
studie at sink-pektin senket frisettingen mer enn kalsium-pektin. Forklaringen kan
veere at sink dannet et sterkere nettverk enn kalsium, noe som farte til mindre

svelling og mindre vaeskeinntrengning i formuleringen [76].

Analyse av konformasjonen til sakkaridenheter indikerer at i tillegg til type
glykosidbinding, som hovedsakelig bestemmer den tilgjengelige plassen i
konformasjonen, sa har ogsa posisjonen til de sekundaere hydroksylgruppene
innflytelse pa molekylets konformasjon. | aksial posisjon kan det destabilisere balge-
konformasjonen og favorisere den utstrakte konformasjonen. Denne effekten sees i
polyguluronsyre som har en hgy stivhet sammenlignet med dens kvasispeilbilde,
polygalakturonsyre. Det har vist seg at polysakkarider med a -(1-4)-binding har hay
interaksjon med Ca®* pga tilstedevaerelsen av veldefinerte chelateringsseter langs
kieden, i motsetning til B-(1-4)-lenkete polysakkarider som har en svak

kalsiuminteraksjon uten gode bindingsseter [73].

Ogsa kitosan er brukt for & kryssbinde alginat [77] og pektin [78]. Nar en polymer

brukes for & kryssbinde en annen kalles resultatet polyelektrolyttkomplekser (PEC).
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Det er gkt interesse for a studere kitosan som kryssbindende stoff. Flere faktorer
pavirker egenskapene til kitosan-alginatkomplekset. Blant disse er strukturen til
alginatet samt molekylvekten og deacetyleringsgraden til kitosan [56]. Det er vist at
interaksjonene mellom alginat og kitosan ble gkt ved & senke andelen kitosan som
hadde en vekt under 20,000 Da. | tillegg hjalp det & gke pH fra 4 til 6 [77]. Pektins
viktigste faktorer i PEC-dannelsen er pH og esterifiseringsgrad. DM 36 dannet
raskest gel [78].

2.8 Multivariat dataanalyse

2.8.1 Generelt

Multivariat dataanalyse er en metode for a evaluere resultater eller data, hvor det er
mulig & analysere flere variabler samtidig. Det lages modeller som prgver & beskrive
responsene i datasettet vha variablene som er variert. Det er spesielt nyttig for &
oppdage interaksjoner mellom to eller flere variabler. Selve modelleringen deles opp i
kalibrering og validering. Kalibrering vil si at det lages en modell som beskriver
sammenhengene i datasettet, ogsa kalt regresjon. En modell skal forklare
systematisk variasjon og luke ut mest mulig stay. For a se hvor god modellen er ma
den valideres. Da predikeres nye responser ved a teste modellen pa et nytt datasett.

Dersom modellen beskriver mye stay vil den predikere responsen darlig [79].

Det finnes flere forskjellige analysemetoder. Hvilken som er mest fornuftig a bruke
avhenger av hvordan en har designet forsgket. Siden forsgkene i denne oppgaven
ikke bygger pa et sakalt faktorielt design, benyttes PLS og det vil derfor bli fokusert

pa denne metoden.

2.8.2 Partial Least Square — PLS

I PLS blir responsen (Y) satt i sammenheng med variablene (X) og det lages en
modell som beskriver denne sammenhengen. Modellen lages ved at de variablene
som er variert projiseres ned pa et mindre antall underliggende variabler som

beskriver sammenhengen. Disse kalles prinsipalkomponenter, PC. PC 1 legges i
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retningen med mest variasjon i forhold til responsen. PC 2 ligger vinkelrett pa PC 1
og i den retningen med nest mest variasjon, osv. De fgrste PCene som genereres er
sannsynligvis strukturdeler, mens de videre PCene vil forklare mer og mer stagy. Det
er derfor viktig a finne riktig antall PCer som skal benyttes. Ved a plotte
prinsipalkomponentene mot hverandre er det mulig & studere grupperinger av
prgvene og responsene, avslgre uteliggere det vil si praver som skiller seg ut fra de
andre, og undersgke om variasjoner i en variabel faktisk gir forandringer i responsen.
Hvis det undersgkes mot en respons benyttes PLS1, mens hvis det undersgkes mot

flere responser sa benyttes PLS2 [79].
De mest brukte plottene i PLS er (Figur 2.6):

Regresjonskoeffisient — Viser hvilke variabler som har stgrst betydning for
responsen. Ved valideringen ser en ogsa hvilke av disse som har signifikant (p<0,05)

pavirkning. Det vil si at det er <5 % sannsynlighet for at det er tilfeldig.

Influenceplott — Leverage plottes mot residualverdi. Prgver med hgy leverage
pavirker modellen mye, mens prever med hgy residualverdi passer darlig inn i

modellen. Prgver som ligger hgyt pa begge kan veere outliere.

Predikert mot malt Y — Viser hvor godt modellen kan beskrive resultatene. Ved &
kryssvalidere sa ser en her hvor god modellen er til & predikere nye responser. Det

er ogsa mulig a se grupperinger i prgvene som har samme innvirkning pa responsen

Forklart varians plott — Viser hvor mange prinsipalkomponenter det er fornuftig a
benytte ved & studere hvor mye av den validerte variansen som forklares ved hver

prinsipalkomponent.

Ladningsplott — Variabler med stor systematisk variasjon har hgy ladning, dvs. at de
er langt fra origo. Variabler som sannsynligvis har liten betydning ligger naerme origo.
Ladningsplottet viser i tillegg om variabler er korrelerte. Variabler som ligger naer
hverandre er positivt korrelerte, mens variabler som ligger diagonalt pa hver sin side

av origo er negativt korrelerte.
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3. Materiale

3.1 Materialer

Materiale

Materiale:

Distributgr:

Alginat, Protanal © LF 10/60 Natriumalginat
Destillert vann

Etanol 96 %

Glyserol

Kalsiumacetat monohydrat

Kalsiumklorid dihydrat

Kitosan, Chitoclear fg 95 (Dda 95 %)
Kitosan, Seacure CL213 (Dda 89 %)
Mikrokrystallinsk cellulose, Avicel PH-101
Natriumhydroksid

Pektin, Classic CU 701 (36 % DE)
Riboflavin

Saltsyre, dampende 37 %
Tri-natriumfosfat-dodecahydrat

FMC Biopolymer (USA)

Arcus (Norge)

NMD (Norge)

Sigma-Aldrich (Tyskland)

Merck (Tyskland)

Primex (Island)

Pronova, Biomedical AS (Norge)
FMC Biopolymer (Irland)

Merck (Tyskland)

Herbstreith & Fox KG (Tyskland)
Merck (Tyskland)

Merck (Tyskland)

VWR International (Belgia)

3.2 Lasninger

3.2.1 0,1 M saltsyre

50,61 g konsentrert HCI ble innveid og tilsatt destillert vann til 5 liter.

3.2.2 0,2 M natriumfosfat

152 g NasPO4(H20)+2 ble innveid og Igst i destillert vann til 2 liter.

3.2.3 2 M saltsyre

202,44 g konsentrert HCI ble innveid og tilsatt destillert vann til 1 liter.
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3.2.4 2 M natriumhydroksid

80 g NaOH ble innveid og lgst i destillert vann til 1 liter.

3.3 Utstyr

3.3.1 Fremstilling av pellets
Vekt, Mettler PM 3000, Sveits.
Kenwood electronic major blandemaskin, England.

NICA extruder, modell E140, Nica-system, Sverige.

NICA spheronizer, modell S320, Nica-system, Sverige.

Ristemaskin, Firtsch, Tyskland.

3.3.2 Coating av pellets

Spraycoater, MLF 01, Wector corporation, USA.

Magnetrgrer med termostat, Heidolph MR3001K, Tyskland.

Analysevekt, Mettler AE 200, Sveits.

Vekt, Mettler PE 3600, Sveits.

3.3.3 Frisetting av pellets
Frisettingsbad, Sotax AT7, Sotax AG, Sveits.
Spektrofotometer, Shimadzu UV-160A, Japan.

Sentrifuge, MSE Super-minor, England.

Materiale
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3.3.4 Karakterisering av pellets

Bruddstyrke:

TA-XT2 teksturmaler, Stable Micro Systems, England.
Aspect-ratio og svellingsstudier:

Mikroskop, Leica MZ16 med Leica DFC 320 kamera.
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4. Metode

4.1 Fremstilling av pellets

4.1.1 Fremstilling av granulat til pellets

Riboflavin ble benyttet som modellsubstans. Det er et tungtlgselig stoff med en
vannlgselighet pa 8,25 x 10° g/ml (0,219 mM) [80]. Sammensetningen til pelletene

var:

1. 89 % MCC, 1 % riboflavin, 10 % kalsiumacetat,

2. 89 % MCC, 1 % riboflavin, 10 % kitosan

3. 79 % MCC, 1 % riboflavin, 10 % kalsiumacetat, 10 % kitosan
Innholdsstoffene ble blandet volumetrisk med pistill i morter, fgr de ble blandet i 10
minutter ved hastighet 2 i Kenwood mikser. Passende mengde destillert vann ble sa
tilsatt ved hastighet 1,2 i Igpet av 2 minutter. Blandingen ble grovt blandet med
kortblad far den til slutt ble rgrt i 1 minutt ved hastighet 1,2. Granulatet ble deretter
overfgrt til en plastpose og oppbevart i minst et dagn for & fa jevn fuktighet. Det ble

produsert batcher av 300 gram tarrstoff.

Mengden granuleringsveeske ble bestemt ved preoving og feiling der kvaliteten til
pelletene, med tanke pa rundhet og stgrrelsesfordeling var avgjgrende.
Vannmengden som ga flest pellets innenfor stgrrelsesomrade 0,7-1 mm med best
aspect ratio, med en gvre grense pa 1,2 ble brukt. 100 pellets ble benyttet for a
beregne gjennomsnittlig aspect ratio. Mengden granuleringsvaeske er oppgitt som

vektprosent av totalvekten, etter ligningen:

X % granuleringsveeske =

((g granuleringsvaeske)/ ((g tarrstoff)+(g granuleringsvaeske)))* 100
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4.1.2 Pelletsfremstilling

Ekstruderen ble satt pa laveste hastighet i 10 minutter for at den skulle bli varm fgr
det fuktede granulatet ble overfgrt. Granulatet ble ekstrudert gjennom sikt 1,2 mm.

Dette forgikk ved feederhastighet 105 rpm og agiatorhastighet 100 rpm.

Ekstrudatet ble deretter sfeeronisert i 5 minutter ved hastighet ca 800 rpm. Begge
prosessene ble utfgrt batchvis. Pelletene ble overfart til en egnet beholder og tarket i

ca 2 dagn ved romtemperatur.

4.1.3 Sikting

Etter tarking ble pelletene siktet i et siktetarn som bestod av siktene; 0,7 mm, 1 mm
og 1,7 mm. Siktetarnet stod pa ristemaskinen i 15 minutter hvor pelletene ble ristet i
intervaller. Starrelsesfordelingen ble bestemt og pelletene i starrelsesomradet 0,7-1,0

mm ble brukt videre i produksjonen.

4.2 Coating av pellets

4.2.1 Spraycoating

Felgende parametrer ble benyttet pa samtlige polymerer og pellets: temperatur 70
°C, nozzle air 6.5 og Airflow 160. Pumpehastigheten og terketiden matte derimot
varieres med de ulike pellettypene og polymerene. Dette skyldes at pelletene trengte
ulike toketider. Det ble benyttet en polymerkonsentrasjon pa 0,5 % og det ble
etterstrebet & pumpe Igsningen kontinuerlig. Der dette ikke var mulig matte det

legges inn intervaller med pauser.

4.2.2 Immersjonscoating

Immersjonscoatingen ble utfert med utgangspunkt i metode av Sriamornsak et al.
[43], og er illustrert i figur 4.1. 7,5 g pellets ble satt til 450 g polymerlgsning (1 eller 2
% wiw) som var 72 £ 1 °C. Dette stod pa kraftig raring i 10 minutter. Rerehastigheten
var 500 rpm og 850 rpm pa henholdsvis 1 % w/w og 2 % w/w pektin og 500 rpm for 1
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% w/w alginat. Polymerlgsningen med pellets ble sa fortynnet med 150 ml renset
vann som holdt 72 £ 1 °C, fgr det ble filtrert og vasket med romtemperert, renset
vann. De coatede pelletene ble deretter enten satt til 450 g 10 % CaCl,-lgsning eller
til 450 g kitosanlgsning (0,1 eller 1 %). CaClz-lasningen hadde romtemperatur mens
kitosanlgsningen holdt 72 + 1 °C for a oppna en lavere viskositet. | disse Igsningene
stod pelletene pa rgring i 5 minutter pa rgrehastighet 500 rpm. Pelletene ble sa filtrert
og vasket med romtemperert, renset vann fgr de ble satt til 150 ml 96 % etanol.
Denne Igsningen hadde romtemperatur og det ble benyttet en rgrehastighet pa 350
rom. Her stod pelletene i 5 minutter fgr de ble filtrert og vasket med romtemperert 96
% etanol. Pelletene ble til slutt tgrket i egnet beholder i romtemperatur i 2-4 dggn. De

coatede pelletene ble oppbevart mgrkt for & beskytte riboflavinet mot lys.

Pellets

immersjon

v

Varm polymerlgsning (72 °C, 10 min.)

Filtrering og vasking

immersjon

CaCl2-lgsning Varm kitosanlgsning
(5 min.) (72 °C, 5 min.)

Filtrering og vasking

immersjon

Etanollgsning (5 min.)

Filtrering og vasking

terking
Kalsiumpolymer Kitosanpolymer

coatede pellets coatede pellets

Figur 4.1 Flytskjema over immersjonscoatingprosessen av pellets. Basert pa
illustrasjon av [10].

4.2.3 Bestemmelse av innkapslingseffektivitet

Immersjonscoatingprosessen forte til at en del virkestoff migrerte ut av pelletene
mens de var i immersjonslgsningene. For a finne ut hvor mye virkestoff som forsvant
i lgpet av prosessen ble de immersjonscoatede pelletene sammenlignet med

ucoatede pellets.
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200 pellets ble lgst i 200 ml 0,1 M HCI. Det ble gjort to paralleller for 10 %
kalsiumpellets og to paralleller for pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen
samt en gang for de samme pellettypene etter immersjonscoating. Pelletene ble
knust i Igsningen ved hjelp av ultralyd og glasstav. Etter ca et dggn ble det tatt ut
prever av lgsningene. Disse ble sentrifugert fgr det ble malt absorbans ved hjelp av
spektrofotometer. Bglgelengde 444 nm ble benyttet da dette er riboflavins
absorpsjonsmaksimum. Gjennomsnittlig absorbans ble beregnet og virkestofftapet

ble uttrykt i prosent. Fglgende ligning ble benyttet:

((absorbans etter coating/ absorbans far coating)*100) = Innkapslingsgrad i %

4.3 Studier av pelletenes svellingsegenskaper

Tarre coatede pellets ble plassert i petriskal hvor det ble tilsatt 0,1 M HCI til tre pellets
og 0,125 M fosfatbuffer pH 6,8 til tre pellets. Det ble valgt a ikke utfgre kontinuerlige
svellingsstudier i syre og base da dette ble ansett som problematisk. Veeskene holdt
romtemperatur. Pelletene ble plassert under en lupe og det ble tatt bilder fagr
tilsetningen av veeske og etter 60 minutter i begge miljgene. Arealet ble beregnet ut
fra bildene som ble tatt. Kjernens og coatinglagets svelling ble beregnet og
gjennomsnittet av de tre replikatene ble benyttet som sammenligning. Det var ikke
mulig a skille mellom det uhydrerte coatinglaget og selve pelletkjernen pa 0-bildene.
Coatinglaget er derfor regnet med som areal pa disse malingene. Det var derfor
heller ikke mulig @ male coatingtykkelsen i O-prgven. For kjernens svelling ble
pelletsarealet malt for (Apeieto) 0g etter (Aweme-s0) €n time i svellingsmedium.
Polymersvellingen ble beregnet ved at den svellede kjernens areal (Agjemes0) ble
trukket fra totalarealet som bestod av kjernen og coatinglaget (Acwtar-60). Forklart ved

ligningene under:
Grad av kjernesvelling (i %) = (((Axjeme-60) - (Apeliet-0))/ Apeliet-0) X 100

Grad av polymersvelling (i mm?) = (Aotai60) - (Axjerne-60)
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4.4 Bestemmelse av bruddstyrke

50 pellets av hver av de tre pelletkjernetypene ble knust med en teksturmaler.
Metoden som ble benyttet er beskrevet i "SOP for determination of hardness and
tensile strength of pellets” og er vedlagt som vedlegg 2. Far pelletene ble testet ble
de sikret & holde en fuktighet pa 22,5 % ved at de |a i eksikator i ca 1 dggn over en
mettet kalsiumacetat-lgsning. Stempelet til teksturmaleren ble beveget med en fart
pa 1 mm/s ned pa pelleten. Resultatet fra teksturmaleren kom ut som knusestyrken
(cs). For a finne bruddstyrken (ts) ble det tatt hensyn til den opprinnelige
pellethgyden (d). Det ble estimert en gjennomsnittlig pellethgyde til 0,85 mm.
Bruddstyrken ble kalkulert ut fra ligningen [81]:

ts = (4 * cs)/ (m * d?)

4.5 SEM-bilder

Det ble tatt scanning-elektronmikroskop (SEM)-bilder av noen utvalgte pellets og
coatingkombinasjoner. Preparatene ble festet til aluminiums-stubs med dobbelsidig
carboncoated tape, og belagt med Au/Pd (40/60) i en Polaron Sputter Coater, model
E 5000. De ble deretter mikroskopert i et Jeol scanning elektron mikroskop (SEM),
model JSM 6400, Acc.volt 5kV. Arbeidet ble utfert ved Elektronmikroskopisk
laboratorium for biologiske fag, Institutt for molekylaer biovitenskap (IMBV), UiO.

4.6 Frisetting

Paddleapparatet som ble brukt under frisettingsforsgkene bestod av et vannbad med
flere frisettingskar. Hvert kar rommet 1 liter vaeske og hadde en tilhgrende paddle
med motor. Vannbadet ble tildekket under forsgket for & unnga at riboflavin ble
nedbrutt som fglge av lyseksponering. | hvert forsgk ble det testet tre paralleller av
hver pellettype. Vannbadet holdt en temperatur pa 37 + 0,5 °C og det ble benyttet en
rerehastighet pa 100 rpm.

Det ble veid inn 0,5 gram pellets, enten de var coatet eller ikke, da det ble antatt at

coatinglaget utgjorde en liten vektendring. | tillegg ble pelletene knust etter endt
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frisettingsstudie og absorbansen av Igsningene malt etter 24 timer. Frisettingen ble i
hvert enkelt tilfelle sett i forhold til 24-timersprgven som ble regnet som 100 %.

Variasjoner i virkestoffmengden i de ulike pelletene ble pa den maten tatt hgyde for.

Pelletene ble lagt i frisettingskar med 750 ml 0,1 M HCl-lgsning (pH= ca. 1) i en time
under omrgring. pH ble deretter endret til 6,8 ved & tilsette 250 ml 0,2 M fosfatbuffer
(NasPQO4) pH 6,8. Sma mengder 2 M HCI eller 2 M NaOH ble eventuelt tilsatt for
finjustering av pH. 1 time i pH 1 etterfulgt av 4 timer i pH 6,8 med nevnte

karinnstillinger vil heretter bli omtalt som standardbetingelser.

3 ml veeske ble tatt ut fra hvert frisettingskar etter 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150,
180, 210, 240, 270 og 300 minutter. Prgvene ble deretter sentrifugert i 10 minutter
for totalt mengde virkestoff frisatt ble bestemt ved & male lysabsorbansen. Det ble
korrigert for konsentrasjonsendringen etter en time. Etter 300 minutter ble pelletene i
frisettingskarene knust med en glasstav. Standardbetingelser ble oppretthold natten
over slik at alt virkestoff skulle veere frisatt for det ble tatt ut praver morgenen etter.
Disse proveresultatene ble brukt som mal pa totalmengde virkestoff i pelletene og de

tidligere prevene ble utrykt som prosent i forhold til dette.

Som en del av metodevalideringen ble det produsert en standardkurve for & se at

responsen var lineser med riboflavinkonsentrasjonen.

4.7 Eksperimentelt design

Det ble i utgangspunktet satt opp et design hvor frisettingen fra tre forskjellige
pellettyper skulle bli sammenlignet; pellets med 10 % kalsium og/eller 10 % kitosan i
kjernen. Disse skulle i tillegg coates ved hjelp av spraycoating og immersjonscoating

for @ sammenligne og finne den beste av disse prosessene.

Pelletene skulle bli coatet med 1 % eller 2 % pektin, i tillegg til enten 5 % CacCl eller
kitosan i konsentrasjonene 0,1 % eller 1 %. De coatede pelletene skulle deretter

testes for frisetting for & finne den beste kombinasjonen av pellet, polymer og motion.
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4.7.1 Valg av stoffer og konsentrasjoner

Pektin har veert mye undersgkt ved avdelingen, og det var gnskelig & undersgke det
ytterligere, samt a undersgke egnetheten av pektin ved spraycoating. DM 36 hadde
tidligere vist best resultater med tanke pa & redusere frisetting i et miljg som

etterlignet mage og tynntarm og denne ble derfor valgt [10, 82].

Det var gnskelig & undersgke og sammenligne pektin med en ekstra polymertype.
Alginat har veert undersgkt i flere studier og har vist lovende resultater [75, 83]. | en
studie av Ampol Mitrevej et al. ble det sammenlignet coatinger av alginat og pektin,
med kitosan som motion, hvor alginat senket frisettingen mer enn pektin [69]. Det ble
derfor besluttet & forsgke a coate pelletene med alginat. Det ble valgt a utelate 1 %
kitosan som motion og kun benytte 0,1 % kitosan og CaCl,. Dette ble gjort for a
redusere antall forsgk og pa bakgrunn av tidligere studier av Hiorth et al., hvor
kitosankonsentrasjonen pa 0,1 % senket frisettingen mest [10]. Denne studien
omfattet kun pektin men det er mulig at dette resultatet ogsa vil gjelde for alginat.
Arsaken til at dette resultatet ble oppnadd ble forklart ved at en kitosanlgsning pa 1
% ble for viskgs slik at det ble dannet kitosanaggregater i coatinglaget, hvor pektin
ikke vil kunne kryssbindes og slik at coatinglaget blir svakere. Dette ble sett i
sammenheng med at terketiden til pellets coatet med 0,1 % kitosan var lang.
Polymerkjedene fikk dermed lengre tid til a rearrangere seg og dermed danne et
tettere nettverk. Pasparakis et al. har tidligere vist at alginatperler coatet med kitosan
frigir signifikant mer virkestoff enn perler som inneholder kompleksert alginat-kitosan
[84]. Det skyldes at polymerkjedene ma veere viklet inn i hverandre for & oppna
optimal interaksjon, noe som farer til et tettere nettverk og dermed mindre svelling.
Det var gnskelig & benytte 2 % alginatlgsning ved immersjonscoatingen siden
Sriamornsak et al. har vist at det senket frisettingen mer enn 1 % lgsning, men etter
at forforsgk viste at 2 % ble for viskgs for metoden ble det besluttet & benytte 1 %

alginatlgsning [9].

Kitosan har ogsa tidligere veert undersgkt ved avdelingen, men kun i coatinglaget, for
a kryssbinde pektin. Det har vist & danne et godt kompleks med pektin sammenlignet
med kalsium [10, 82]. | tillegg var det @nskelig a studere om kitosan inkorporert i
kjernen ville bedre egenskapene til pelleten. Dda 89 har vist best resultater i

coatinglaget og det ble derfor besluttet a benytte den i to konsentrasjoner som

40



Metode

tidligere har vist gode resultater; 0,1 % og 1 %. | kjernen ble det valgt a benytte
kitosan med Dda 95. Kalsium ble ogsa valgt ut som kryssbindende stoff, bade i
kjernen og som coating. | kjernen ble det benyttet 10 % kalsiumacetat mens det som
coating ble benyttet 5 % kalsiumklorid. Begge stoffer ble valgt pa grunnlag av gode

resultater fra tidligere studier ved avdelingen [10].

4.7.2 Begrensninger

Det var gnskelig @ sammenligne coating i fluid bed med immersjonscoating, men
spraycoating i fluid bed var vanskelig a utfgre, blant annet pa grunn av at den hgye
viskositeten til pektinlasningen tettet spraydysen. Spraycoating ble av den grunn

utelatt av hoveddesignet.

Pa bakgrunn av at det ikke var forsgkt & inkorporere kitosan i kjernen tidligere ble det
gjort et forforsgk hvor de tre pellettypene ble forsgkt immersjonscoatet. Det viste seg
da at pellettypen som inneholdt 10 % kitosan i kjernen disintegrerte. Det ble derfor

besluttet & utelate denne pellettypen fra forsgksdesignet.

4.7.3 Eksperimentelt design

Pa grunnlag av begrensningene ble det bestemt & konsentrere forsgkene rundt
immersjonscoating, og kun pa pelletene med 10 % kalsium i kjernen og pelletene
med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen. Det ble fgrst laget et fullt design som

senere delvis ble utvidet med alginat . Det endelige designet er vist i figur 4.2

Det ble kun utfgrt tre forsgk i fluid bed; coating med 0,5 % pektin pa pelletene med
10 % kalsium i kjernen samt pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen og

i tillegg et lag med 10 % kalsiumklorid pa sistnevnte pellettype.
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Immersjonscoating

| ]
Pelletkjerne:

10% kalsium + roeol/le:glzri:z
10% kitosan °

1% alginat 1% pektin 2% pektin

5% CacCl 0,1% kitosan 1% kitosan

Figur 4.2 Forsgksdesign for immersjonscoating som inkluderer alginat

Kategorivariabler som blir benyttet kodes som hgye og lave verdier nar det
modelleres pa dem. Det betyr at hvis det blir signifikant positivt utslag for en
kategorivariabel for en gitt respons, har kategorivariabelen som er kodet med hay
verdi positiv korrelasjon med responsen og vice versa. | det eksperimentelle designet

i figur 4.3 er det tre kategorivariabler. Disse er vist i tabell 2.

Tabell 2 Oversikt over koding av kategorivariablene

Kategorivariabler Lav koding Hgy koding
Pellettype 10 % kalsium + 10 %

10 % kitosan kalsium
Polymertype Pektin Alginat
Motiontype Kitosan Kalsium
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5. Resultat & Diskusjon

5.1 Fremstilling av pellets

5.1.1 Pellets med 10 % kalsium i kjernen

Ved tillaging av pellets er det viktig & finne mengden granuleringsveeske som fukter
pulveret slik at pelletene som produseres har riktig stgrrelse og en tilfredsstillende
aspect ratio. Det ble i denne studien satt en gvre aspect ratio-grense pa 1,2. Det er
kijent at mengden granuleringsvaeske som tilsettes har signifikant innvirkning pa
starrelsesdistribusjonen til de produserte pelletene. Nar veeskemengden gker sa gker

starrelsen pa pelletene [43].

Vaeskemengden som ga flest pellets i starrelsesomradet 0,7- 1,0 mm for pelletene
som inneholdt 10 % kalsium i kjernen var 47 % w/w granuleringsveeske (figur 5.1).
Disse hadde gjennomsnittlig aspect ratio pa 1,13+0,09.
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<0,7 0.71 11,7 >1,7

@44 % w/w renset vann

® 47 % w/w renset vann

049 % w/w renset vann

Starrelsesfordeling i %

Siktstagrrelse i mm

Figur 5.1 Starrelsesfordeling i vektprosent for pelletsbatcher som inneholdt 10 % kalsium i

kjernen, tilsatt ulike mengder renset vann ved fremstilling.

Figur 5.1 viser at en gkning i granuleringsveeske ga starre pellets. Det ble dannet

flest pellets i stgrrelsesomradet 0,7-1,0 ved bruk av 44 % w/w granuleringsveeske
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men disse pelletene hadde en hgyere aspect ratio (>1,2) samt at de hadde en mer
ujevn overflate enn pelletene fuktet med 47 % w/w granuleringsveaeske. Pelletene

fuktet med 47 % w/w granuleringsvaeske ble derfor benyttet.

5.1.2 Pellets med 10 % kitosan i kjernen

Mengden granuleringsveeske som ble benyttet ved produksjon av 10 %
kitosanpellets, ble pa bakgrunn av erfaring titrert opp til passende utseende og
konsistens i kenwood mikseren. 51 % w/w granuleringsvaeske ga et tilfredsstillende
fuktet granulat og dette ga ogsa fine pellets med en aspect ratio pa 1,15 £0,08 hvor

hovedfraksjonen hadde onsket stgrrelse (figur 5.2).

80

70

60
50

40 @ 51 % w/w renset vann

30 -

Starrelsesfordeling i %

20

10

<0,7 0.7-1 11,7 >1,7

Siktstagrrelse i mm

Figur 5.2 Starrelsesfordeling i vektprosent for pelletsbatcher som inneholdt 10 %
kitosan i kjernen.

Siden disse pelletene hadde de gnskede egenskapene ble det benyttet 51 % w/w
granuleringsvaeske for a fukte pulveret. Andre mengder granuleringsvaeske ble ikke

undersakt.

5.1.3 Pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen

For a finne riktig mengde med granuleringsveeske for pellets med 10 % kalsium + 10
% kitosan i kjernen ble det tatt utgangspunkt i mengden granuleringsvaeske som ble

benyttet til pelletene som kun inneholdt enten 10 % kalsium eller 10 % kitosan i
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kiernen. Det ble forventet at mengden granuleringsvaeske som skulle til for a fa et
tilfredsstillende fuktet pulver 1a mellom disse to. Farst ble det forsgkt med 50 % w/w.
Da ikke dette ga gnsket resultat ble det forsgkt med 49 % w/w renset vann for
akseptable pellets ble produsert ved 47 % w/w renset vann (figur 5.3). Pelletene som
ble dannet hadde en jevn, rund overflate med en aspect ratio pa 1,18+0,11. Det ble
ansett som tilfredsstillende og det ble derfor besluttet & benytte 47 % w/w renset

vann.
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30 050 % w/w renset vann
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Siktstagrrelse i mm

Starrelsesfordeling i %

Figur 5.3 Stgrrelsesfordeling i vektprosent for pelletsbatcher som inneholdt 10 %
kalsium + 10 % kitosan i kjernen tilsatt ulike mengder renset vann ved fremstilling.

Det var tidligere produsert samme type pellets ved hjelp av den samme apparaturen.
Det ble benyttet samme MCC-batch ved begge tilfellene, og i studien utfert av Hiorth
et al. ble det benyttet 54 % w/w renset vann for a produsere akseptable pellets med
10 % kalsium i kjernen [10]. Det relativt lille avviket fra 54 % til 47 % w/w kan
sannsynligvis forklares av forskjeller i luftfuktighet og fuktigheten til de anvendte
stoffene. MCC var hovedkomponenten i pelletene og utgjorde fra 79 til 89 % w/w av
torrstoffet. | tillegg ble det benyttet en ny batch med kalsiumacetat. Avvikende
vannmengde i forhold til den tidligere studien har sannsynligvis sitt opphav i
fuktighetsforskjeller i disse to stoffene. Luftfuktigheten under produksjon ble ikke

logfart.

45



Resultat & Diskusjon

5.2 Pelletkjernenes bruddstyrke

Bruddstyrken til de tre pellettypene uten coating ble malt. Under malingen var det
21,7 °C og en luftfuktighet pa 22,4 % Rf. Resultatet med standardavvik er gjengitt i
tabell 3.

Tabell 3 Resultater etter malinger av pelletenes bruddstyrke, med standardavvik.

Pellettype Bruddstyrke i N'mm?  Standardavvik

10 % kalsium 28,0 +3,5
10 % kitosan 23,0 + 3,7
10 % kalsium + 26,9 + 3,2

10 % kitosan

Etter a ha utfert parvise t-tester pa bruddstyrkeresultatene viste det seg at pelletene
med 10 % kalsium i kjernen og pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen
hadde en signifikant (p<0,05) hgyere bruddstyrke enn pelletene med 10 % kitosan i
kijernen. Det var ikke signifikant forskjell (p>0,05) mellom pelletene med 10 %
kalsium i kjernen og pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen.
Forskjellen i bruddstyrke forklarer sannsynligvis hvorfor pelletene med 10 % kitosan i
kjernen disintegrerte i immersjonscoatingprosessen, mens de andre pellettypene
holdt seg inntakt gijennom hele coatingprosessen. MCC-pellets har generelt en hagy
bruddstyrke sammenlignet med pellets produsert av andre stoffer pa grunn av de
sterke bindingsegenskapene til MCC. MCC-pelletene krymper under tgrking slik at
porositeten reduseres [85]. Dette er viktig siden porositeten har direkte sammenheng
med bruddstyrken [86]. Dette fagrer til at pellets produsert av MCC har en lavere
frisetting sammenlignet med pellets produsert av andre typer hjelpestoffer siden
nettverket fanger virkestoffet inne i pelleten [69]. Det er ogsa funnet at det
hovedsakelig er mengdeforholdet MCC i MCC-pellets som bestemmer bruddstyrken,

og ikke variasjoner i produksjonsvariabler [87].

Siden det ikke var signifikante forskjeller mellom de to pellettypene med hgyest
bruddstyrke kan kun trenden tolkes, og den tyder pa at pelletene med 10 % kalsium i
kjernen hadde hgyest bruddstyrke. Sammen med at pelletene med 10 % kitosan i
kjernen er signifikant svakest kan det dermed virke som om kitosan gjer pelletene

svakere eller at kalsium gjor dem sterkere eventuelt at resultatet er en kombinasjon

46



Resultat & Diskusjon

av disse parametrene. Det er i tidligere studier konkludert med at det hovedsakelig er
MCC-nettverket som bestemmer bruddstyrken, og dermed mengdeforholdet av MCC
[85, 87], noe som skulle tilsi at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen
skulle hatt den laveste bruddstyrken. Det er ogsa sett at pelletenes bruddstyrke gar
ned hvis mengdeforholdet av kitosan gkes [86]. Det er derfor ikke usannsynlig at
pelletene med kitosan har en lavere bruddstyrke enn pellettypen uten. SEM-bildene
av pelletkjernene i figur 5.4 viser at det s& ut til at det var liten variasjon i

overflatestrukturen blant de forskjellige pelletkjernene.

5.3 SEM-bilder av pelletkjernene

Det ble tatt SEM-bilder av de tre forskjellige pellettypene som hadde ulik
kjernesammensetning. Bilder av hele pellets (75x forstarrelse) og overflatestrukturen
(500x forstarrelse) er vist i figur 5.4. Det var ikke mulig @ se noen store forkjeller i
strukturen i overflaten til pelletene, men pelleten produsert med 10 % kalsium i
kijernen (E-F) sa ut til & ha en litt jevnere overflate enn pelletene med 10 % kitosan i
kjernen (A-B) og pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen (C-D). Det var
pa grunnlag av bildene ikke mulig a forutsi hvilke pellets som ville ha den laveste

frisettingshastigheten.
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Figur 5.4 SEM-bilder av pelletkjerner med 75x forstarrelse (A, C og E) og 500x
forstarrelse (B, D og F). A og B: 10 % kitosan, C og D: 10 % kalsium + 10 % kitosan,
E og F: 10 % kalsium.

5.4 De ucoatede pelletkjernenes frisetting

Figur 5.5 viser frisettingen av modellsubstansen fra de ucoatede pelletene med 10 %
kalsium i kjernen og pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen.

Pelletkjernene som inneholdt 10 % kitosan ble ikke testet siden de ble fjernet fra det
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eksperimentelle designet. Figuren viser at det var store forskjeller i pelletkjernenes
frisetting i standard betingelser.

100 /z/i/i/I?J
% //i
60

B
% 4
2 ///ai
L a0
(@)]
c
% /

20 —=— 10 % kalsium og 10 % kitosan

— Yo g10 %
—— 10 % kalsium
0 ; ; ; ; ;
0 50 100 150 200 250 300

Tid/min

Figur 5.5 Frisettingsprofilen for ucoatede pellets med 10 % kalsium i kjernen og
ucoatede pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen, med

usikkerhetsgrenser (min/maks) under standardbetingelser

Pelletene som inneholdt 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen frisatte over 44 %
virkestoff i lgpet av de 15 fgrste minuttene under standard betingelser, mens
pelletene med 10 % kalsium i kjernen kun frisatte 14 %. Denne store forskjellen
skyldes trolig forskjellen de to pellettypene viser i tendensen til svelling. Det ble i
svellingsstudiene (punkt 5.6.2) funnet at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan
i kiernen svellet signifikant mer i syre enn pelletene med 10 % kalsium i kjernen. Det
skyldes sannsynligvis at kitosan er en svak base som blir protonert i syre. Det far en
hgy ladningstetthet og vil bli vannlgselig. Det fgrer dermed til at pelleten sveller og

l@ser seg opp.

Det andre som er karakteristisk for kurvene er forskjellene i overgangen mellom syre
og fosfatbuffer pH 6,8. Pelletene med 10 % kalsium i kjernen hadde en jevn
frisettingskurve uavhengig av frisettingsmedium, mens pelletene med 10 % kalsium +
10 % kitosan i kjernen fikk en kraftig knekk i overgangen, hvor frisettingskurven gar
fra 76 % ved 60 minutter til over 94 % ved 75 minutter. Det tyder pa at kalsium i
motsetning til kitosan ikke pavirkes av mediets pH. Grunnen til at pelletene med 10 %

kalsium + 10 % kitosan i kjernen slapp ut s& mye virkestoff i overgangen fra syre til
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fosfatbuffer pH 6,8 kan veaere at den svellede pelleten krympet. Kitosanet blir delvis
deprotonert nar det kommer over i fosfatbufferen (pK, 6,2-7,0). Pelleten krymper fordi
kitosanet blir mindre hydrofilt og den hgye konsentrasjonen av virkestoff som er Igst i
vaesken inne i pelleten blir presset ut. Det blir dermed en plutselig gkning i

frisettingen, far den igjen stabiliserer seg.

De ucoatede pelletene hadde overraskende lav frisetting sammenlignet med studier
utfgrt av Hiorth et al [10]. Deres studier ble utfert med mange av de samme ravarene
samt at pelletene ble produsert ved bruk av det samme utstyret. Disse pelletene viste
en frisetting pa hele 80 % fra de ucoatede pelletene etter fem timer i standard
betingelser. En del av forklaringen kan veere holdbarheten til de av ravarene som er
de samme (MCC og riboflavin) samt forskjeller i ravaren som avviker (kalsiumacetat).
Det ble benyttet pellets i stgrrelsesintervallet 0,7-1,7 mm i Hiorth et al. sine studier
mens det her ble benyttet 0,7-1,0 mm store pellets. Stgrre pellets skulle tilsi lengre
diffusjonsvei for virkestoffet og dermed mindre virkestoff som ble frisatt i Igpet av fem
timer. Det burde dermed blitt frisatt en h@yere mengde virkestoff i denne studien. Det
stottes ogsa opp av en sammenlignbar studie utfert av Sriamornsak et al. hvor de
sammenlignet sma (0,7-1,0 mm) og store (1,2-1,7 mm) pellets [43]. De konkluderte
med at de store pelletene frisatte virkestoffet signifikant senere enn de sma grunnet
lengre diffusjonsvei. Arsaken til den observerte lave frisettingen kan ikke fullt ut
forklares, men en del av forklaringen kan skyldes forskjell i bruddstyrken. Hiorth et al.
har ikke oppgitt pelletenes bruddstyrke, men hvis pelletene hadde en lavere
bruddstyrke vil de mest sannsynlig fa en raskere frisetting som falge av dette [10,
88].

5.5 Spraycoating

To forskjellige typer pellets ble sprayet med pektin i en fluid bed spraycoater.
Pektinkonsentrasjonen kunne ikke veere hoyere enn 0,5 %. Ved hayere
konsentrasjon gikk spraydysen tett. | tillegg ble det i noen tilfeller lagt inn
tarkeintervaller for & unnga at pelletene skulle aggregere med hverandre og feste seg
til spraycoateren. Dette fgrte til en lang prosesstid for & oppna et heldekkende

polymerlag utenpa kjernen.
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5.5.1 SEM-bilder av spraycoatede pellets

Figur 5.6 viser bilder av de spraycoatede pelletene. Bilde A-C viser spraycoatede
pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen. | tillegg til pektin er det ogsa
sprayet et lag med kalsiumklorid pa disse. Bilde D-E viser pellets med 10 % kalsium i

kjernen som er sprayet med pektin.

1 4

A, B og C = 10 % kalsium + 10 %
kitosanpellet, med pasprayet 3,5 g pektin og
3,5 g CaCl,

D og E = 10 % kalsiumpellet med pasprayet
2,9 g pektin

75x 500x
75x
75x 500x

Figur 5.6 SEM-bilder av spraycoatede pellets. A-C er pellets med 10 % kalsium + 10
% kitosan i kjernen coatet med 3,5 g pektin og 3,5 g kalsiumklorid, mens D-E er
pellet med 10 % kalsium i kjernen coated med 2,9 g pektin. A,C og D er 75x
forstarret, B og E er 500x forstgrret.
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Arsaken til at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan fikk en ujevn form skyldes
sannsynligvis kjerneinnholdet og ikke det ekstra laget med kalsiumklorid. Det ble
observert at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan svellet under sprayingen.
Det forte sannsynligvis til at pelletene delvis sprakk opp under sprayingen og
coatingen la seg i sprekkene slik at det ble dannet en glatt overflate til tross for den
ujevne formen. Pelletene med 10 % kalsium i kjernen (D-E) er til sammenligning
runde med en jevn og glatt overflate. Det ble ikke observert at disse svellet under
coatingprosessen. Sammenlignet med SEM-bildene av de ucoatede pelletene (Figur
5.4) er det tydelig at det har kommet pa et lag med coating utenpa kjernen slik at

pelletene har fatt en glattere overflate.

5.5.2 Frisetting fra spraycoatede pellets

Spraycoating av pellets med 10 % kalsium i kjernen

Figur 5.7 viser at de coatede pelletene frisatte 48,3 % av virkestoffet i lgpet av fem
timer under standard betingelser sammenlignet med 50,7 % for batchen som ikke var
coatet. Forskjellen i frisettingshastighet er sveert liten og skyldes trolig at pektinlaget
er for tynt eller at det ikke er heldekkende. Det var ikke mulig a spraye pa mer pektin
utover dette fordi pelletene aggregerte mer og mer, jo lengre prosesstiden varte.

Pelletene aggregerte bade til hverandre og til innerveggene av spraycoateren.
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Figur 5.7 Frisettingsprofilen under standardbetingelser for ucoatede og spraycoatede
pellets som inneholdt 10 % kalsium i kjernen med usikkerhetsgrenser (min/maks)

For & undersgke om coatingprosessen i seg selv farte til raskere frisetting ble det
forsgkt & utsette ucoatede pellets for samme pakjenning som de coatede pelletene
fikk. Dette ble gjort ved a kjgre ucoatede pellets i fluid bed i ca to timer uten &
aktivere sprayen. Frisettingsforsagk (ikke illustrert) viste at de ucoatede pelletene talte
pakjenningen de fikk i fluid bed og frisettingshastigheten var uendret. Den toffe
behandlingen de coatede pelletene far under spraycoatingen kan dermed ikke

forklare hvorfor det ikke blir oppnadd en stgrre reduksjon i frisettingshastigheten.

Spraycoating av pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen

Figur 5.8 viser frisettingsresultatene fra spraycoatede pellets med 10 % kalsium + 10
% kitosan i kjernen sammenlignet med ucoatede pellets. Det var enklere & spraye
disse pelletene enn 10 % kalsiumpelletene. Som det gar frem av figur 5.8 var det
starre forskjell i mengde frisatt virkestoff etter fem timer i standard betingelser (86,7
% mot 103 %), enn det som ble oppnadd ved spraying av 10 % kalsiumpellets (Figur
5.7). Arsaken var sannsynligvis forskjellen i coatingmengden som ble sprayet pa
pelletene. Det viste seg at det var mulig a spraye til et visst punkt far pelletene startet
a aggregere. Da dette inntraff var det sprayet ca 3,5 g pektin pa 15 g pellets. Dette

var 0,4 g mer enn det som var mulig a fa pa 10 % kalsiumpelletene. Det kan indikere
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at pelletene med 10 % kalsium i kjernen ikke ble helt dekket av pektin. Selv om det
lille utvalget som ble studert i SEM viste en fin og jevn overflate med et uniformt
coatinglag sa kan dette ha veert veldig tynt (Figur 5.6). Det vil da veere steder hvor
virkestoffet frigis i like stor grad som ucoatede pellets, og det vil sannsynligvis til en
viss grad oppveie for de coatede omradene. Det kan vaere en mulig forklaring pa at

nedgangen i frisettingshastighet er mindre for pelletene med 10 % kalsium i kjernen.
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Figur 5.8 Frisettingsprofilen under standardbetingelser for ucoatede og spraycoatede
pellets som inneholdt 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen, med
usikkerhetsgrenser (min/maks)

Pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen kunne bli sprayet kontinuerlig
uten terkeintervaller. Arsaken til at disse pelletene taorket fortere enn 10 %
kalsiumpelletene er ukjent, men det kan komme av at pelletene med kitosan +
kalsium svellet under sprayingen. Det ble under svellingsforsgkene, som er
beskrevet i punkt 5.6.2, observert at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i
kjernen svellet signifikant mer i syre enn pelletene med 10 % kalsium i kjernen. Siden
pKj, for pektin er ca 3,5 er det grunn til & tro at pasprayingen vil fa pelletene med 10
% kalsium + 10 % kitosan i kjernen til & svelle. De vil da absorbere litt vaeske
samtidig som overflaten gker. Vannet i pektinlgsningen kan dermed fordampe fortere
samt trekke inn i kjernen. Denne effekten forsvant antageligvis nar hele pelleten var

dekket av pektin. Pelletene ble da klissete og begynte a aggregere.

Etter at det var blitt sprayet ca 3,5 g pektin pa pelletene ble det forsgkt a spraye et

lag med CaCl, utenpa. Det ble forsgkt for & se om coatinglaget ble tettere hvis
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pektinet ogsa ble kryssbundet fra utsiden av coatinglaget. Tanken var & etterligne
immersjonscoatingen og for & se om det ville senke frisettingen ytterligere. Det ble
benyttet en vandig Igsning med 10 % CaCl,. Dette forte til at pelletene aggregerte
med hverandre i stor grad. Det skyldes mest sannsynlig at CaCl, kryssbinder
pektinet, noe som igjen kan fgre til at pelletene kryssbinder til hverandre og at det
dermed dannes store aggregater. Arsaken til at disse pelletene ga hayere frisetting
enn de som hadde maks pektin kan vaere at coatinglaget ble mindre fleksibelt og
dermed talte pakjenningene i spraycoateren darligere. Det kan ha fort til at det ble
slatt sprekker i pektinlaget og at det delvis falt av. Det underbygges av at det ble

funnet litt stev i spraycoateren etter endt spraying med CacCl,.

5.5.3 Evaluering av spraycoating

Spraycoating ble forsgkt siden prosessen har flere positive sider, blant annet med
tanke pa oppskaleringspotensiale og sannsynligvis bedre innkapslingseffektivitet enn
immersjonscoating. Innkapslingseffektiviteten ble ikke malt for de spraycoatede

pelletene, men var trolig minimal sammenlignet med immersjonscoatingen.

Det var overraskende vanskelig a coate pelletene ved bruk av fluid bed. De stgrste
utfordringene feor det blir en brukbar coatingmetode er (a) a kunne gke
konsentrasjonen pa coatinglgsningen slik at prosesstiden kan reduseres og (b) a
optimalisere prosessvariablene slik at aggregering minimaliseres. A redusere
aggregering er en essensiell utfordring siden coatinghastigheten ikke kan gkes for

tarkingen forbedres.

5.6 Immersjonscoating

5.6.1 Innkapslingseffektivitet

Fra tidligere studier er det kjent at en del av virkestoffet migrerer ut ved

immersjonscoating [43, 75]. Resultatet fra undersgkelsen er vist i tabell 4.
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Tabell 4 Oversikt over sammenligningsgrunnlaget og resultatet av
innkapslingseffektivitetsundersgkelsen

Far

innkapsling: Gjennomsnitt Maks Min
10 % kalsium 0,19 0,20 0,18
10 % + 10 % 0,18 0,18 0,17

Etter innkapsling

10 % kalsium 0,13 (med 2 % pektin og 5 % CaCl,)
10 % +10 % 0,13 (med 2 % pektin og 5 % CaCly,)

Dette gir innkapslingsgrad pa:
10 % kalsium 67,0 %
10% +10 % 72,7 %

Resultatene er sveert like for de to pellettypene og siden undersgkelsen ble foretatt
med begrenset mengde replikater er det ikke grunnlag til a skille mellom dem.
Innkapslingseffektiviteten ligger pa ca 70 %. Det vil si at ca 30 % av virkestoffet
forsvinner ut i lgsningen i lgpet av immersjonscoatingprosessen. For a kunne
sammenligne dette resultatet med andre studier ma virkestoff med samme lgselighet
som riboflavin, det vil si tungtlgselig, veere brukt. Det er funnet en annen studie hvor
det er benyttet riboflavin med sammenlignbart forsgksoppsett, hvor
innkapslingseffektiviteten var 58,114,5 % [89]. | den nevnte studien er det brukt
pellets med starrelse 0,7-1,7, noe som skulle tilsi lengre diffusjonsvei og hoyere
innkapslingseffektivitet. Arsaken til avviket er usikkert men kan skyldes forskjell i

pelletenes porositet samt coatinglgsningenes viskositet.

5.6.2 Pelletenes svellingsegenskaper

Det ble pa et utvalg pellets undersgkt hvor mye pelletkjernen og coatinglaget svellet
etter en time i 0,1 M HCI samt en time i fosfatbuffer pH 6,8. Noen eksempler er vist i
figur 5.9. Det ble ikke foretatt en kontinuerlig svellingsstudie og alle bildene er derfor

uavhengige og av individuelle pellets.
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~ 1timeisyre 1 time i fosfatbuffer pH 6,8

Figur 5.9 Bilder av pellets far svelling samt etter 1 time i 0,1 M HCI og etter 1 time i
fosfatbuffer pH 6,8. A =10+10-pellet med 1 % alginat og 0,1 % kitosan, B =
10%kalsium-pellet med 1 % pektin og 0,1 % kitosan, C =10+10-pellet med 1 %
pektin og 0,1 % kitosan.
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Figur 5.9 viser at samtlige coatinger viste en pH-avhengig svelling, hvor de svellet
mer i fosfatbuffer pH 6,8 enn i syre, pH 1. Det er i tidligere studier vist at dette
skyldes bade anionene (alginat [84, 90] og pektin [91]) og kationene (kitosan [92] og
Ca?* [43, 77]). Arsaken til den observerte forskjellen mellom svelling av
alginatcoatinger i syre og fosfatbuffer pH 6,8 er mest sannsynlig at den hydrerte
coatingen sveller mindre i syre (pH <4) pa grunn av at syregruppene protoneres og
blir mindre hydrofile [90]. Siden pKa-verdiene til alginat og pektin er tilnesermet like (ca
3,5) er det trolig at det samme skjer med pektincoatingene. Dette kan dermed

forklare hvorfor polymerkompleksene svellet mindre i syre en i fosfatbuffer pH 6,8.

Det er ogsa vist at svelling av polymer-kitosankomplekser i fosfatbuffer pH 6,8 delvis
kan forklares ved pKs-verdien til kitosan [84]. pKs-verdien gjgr at kitosanet blir
deprotonert og mer hydrofobt i fosfatbuffer pH 6,8 slik at bindingene mellom

polymerene og kitosan delvis lgsner.

Macleod et al. har tidligere vist at det ikke dannes PEC ved pH 1,3 og at det er en
lineaer sammenheng mellom svellingen og andelen fritt pektin i polymerkomplekset
[47]. Siden coatinglagene generelt svellet mer i fosfatbuffer pH 6,8 enn i syre pH 1
ma det bety at det har blitt dannet et sterkt PEC under immersjonscoatingprosessen

som holdt coatingkomplekset sammen ogsa i syre.

Svellingsforsgkene viste ogsa tilfeller hvor coatingen Igsnet fra pelleten. Dette
skjedde ved noen tilfeller for coatinglagene med pektin, bade ved bruk av kitosan og
kalsium som motion. Coatinglaget har i disse tilfellene sannsynligvis begrenset effekt
og vil raskt bli fiernet fra pelletene i Gl nar pelleten kommer over i en pH som naermer

seg pKa-verdien til pektin (pKj ca 3,5).

Resultatene fra svellingsforsgkene er vist i tabell 5. Det ble modellert pa disse med
PLS1 for & identifisere eventuelle forskjeller. Siden pelletene som inneholdt 10 %

kitosan ikke ble coatet var de ikke med i forsgket.
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Tabell 5 Oversikt over utvalget av coatede pellets som ble testet for svelling samt
resultatene. Kit = kitosan, CaCl, = kalsiumklorid, buffer = fosfatbuffer pH 6,8, syre =

0,1 M HCI.
Pelletssammensetning Resultater
. Kjerneareal Coating- . .
Kierne Polymer Svel!lngs- Pel]etgrealz 60 min, i svelling i _kjoerne(aknlng
medium 0 min, i mm 2 2 . i %
mm mm°®, 60 min
10 % kalsium + o : o/ Li Buffer 0,87 0,96 3,19 10,66
10 % kitosan | | alginat | 0. 1% kit =g 1,01 1,38 1,61 37,65
. : . Buffer 1,11 1,14 3,99 3,20
o, 0, 0, 1) 1 ) 3
10 % kalsium 1 % alginat | 0,1 % kit Syre 132 142 180 7.28
10 % kalsium + 1% alqinat Buffer 0,87 1,06 3,34 21,63
10 % kitosan o a9 Syre 0,80 1,20 1,33 51,04
. . . Buffer 1,06 1,23 4,77 17,30
o, 0, o, 3 H ) )
10 % kalsium 1 % pektin 0,1 % kit Syre 0.88 103 156 17.31
. . . Buffer 0,96 1,08 4,70 12,68
o, 0, o, 3 H ) )
10 % kalsium 2 % pektin 0,1 % kit Syre 0.85 104 169 21.62
10 % kalsium + o : o/ Li Buffer 0,85 0,87 4,10 1,99
10 % kitosan | | 7 Pektin | 01 %Kit g o 0.90 147 2.37 62,00

Pelletkjernenes svelling
Det ble analysert pa kjernenes svelling i enten syre eller fosfatbuffer pH 6,8 ved &

modellere pa kjernegkningen i % etter en time. Resultatet viste at det ikke var noe

korrelasjon mellom kjernesammensetningen og svellingsgrad i fosfatbuffer pH 6,8

(resultater

ikke vist).

Det ble derimot

funnet

korrelasjon mellom kjerne-

sammensetningen og svellingsgraden i syre. T-test viste at korrelasjonen var

signifikant (p<0,05). Korrelasjonen er vist i figur 5.10 som et scatterplott.
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Figur 5.10 Korrelasjonen mellom kjernesammensetningen og kjernenes svellingsgrad etter
en time i syre, vist ved scatterplott (10+10 = pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i
kjernen, 10%ca = pellets med 10 % kalsium i kjernen)
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At pelletene med 10 % kalsium i kjernen far de laveste verdiene betyr at disse
pelletene svellet minst. Nar en formulering sveller er det to hovedfaktorer som
pavirker frisettingen i motsatte retninger. For det fgrste blir diffusjonslengden gkt slik
at virkestoffet ma diffundere lengre for a komme ut av formuleringen. For det andre
er svelling ensbetydende med en hgyere vaeskestram gjennom formuleringen, noe
som gjar at frisettingen gker. Hvilken av disse to faktorene som har stgrst innflytelse
kan variere [93, 94], men i hydrerte coatinger gker vanligvis frisettingen ved gkt
svelling pa grunn av at vaeskestrgmmen har starst innflytelse pa frisettingen [95].
Bilde C i figur 5.9 viser i tillegg at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i

kjernen delvis disintegrerte i syre. De far dermed i tillegg en mye starre overflate.

Coatinglagets svelling

Det ble analysert pa coatinglagets svelling etter en time i bade syre og fosfatbuffer
pH 6,8 ved & modellere pa coatingsvelling i mm?. Verken polymertype eller pellettype
viste signifikant korrelasjon med coatinglagets svellingsgrad i syre, men
interaksjonen viste en sterk trend, uten a veere signifikant (figur ikke vist). For a se
hva interaksjonen innebar ble variablene plottet mot hverandre i et 3-D stolpediagram
(figur 5.11) etter fglgende tabell:

Tabell 6 Verdiene som ble benyttet for stolpediagram i figur 5.11(* = gjennomsnitt av
to typer motion).

10 % +10 % kjerne 10 % kjerne
Pektin 2,37 1,62
Alginat 1,47* 1,80

Stolpediagrammet viser pelletkjernenes pavirkning pa de to forskjellige coating-
polymerenes svelling. Stolpene som representerer pelletkjernene med 10 % kalsium
+ 10 % kitosan viste stgrre variasjon overfor coatingens polymertype enn det
kjernene med 10 % kalsium gjorde. Tre av stolpene i diagrammet er relativt jevne,
mens stolpen som representerer kombinasjonen pektincoating pa pellets med 10 %

kalsium + 10 % kitosan i kjernen skiller seg ut med en uttalt svelling.
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O 10%+10% kjerne
m 10% kjerne

10% kjerne

10%+10% kjerne

Alginat

Figur 5.11 3-D stolpediagram av variablene som viste interaksjon ved coatinglagets
svelling i syre.

Det er utfgrt for fa forsgk til & vite om trenden er tilfeldig, men det kan indikere at
pelletkjernene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen har en induserende
svellingseffekt pa pektincoatingen, i syre, og at det dermed er en darlig kombinasjon,

eller at pelletene med 10 % kalsium i kjiernen hemmer pektinets svelling.

Svellingsgraden til coatinglaget i fosfatbuffer pH 6,8 viste signifikant korrelasjon
(p<0,05) med bade polymertype og pellettype, som vist i figur 5.12. Designet er kodet
slik at negativ polymertrend betyr at coatinglagene med pektin svellet mer enn de
med alginat og positiv pellettrend betyr at pelletkjernene med 10 % kalsium hadde et
coatinglag som svellet mer enn coatinglaget til kiernene som inneholdt 10 % kalsium
+ 10 % kitosan (koding punkt 4.7.3). Arsaken til at coatinglagene med pektin svellet
mer enn coatinglagene med alginat skyldes sannsynligvis at alginat er mindre lgselig
ved pH 6.8 samt at alginat danner et tettere kompleks med kitosan enn det pektin
gjer. Dette er videre diskutert under "Sammenligning av immersjonscoating med

pektin og alginat pa pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen”.

Arsaken til at coatinglaget pa pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen
svellet mindre enn coatinglaget pa kjernene med 10 % kalsium i kjernen var
sannsynligvis at kitosanet i kjernen interagerte med coatinglaget. Dette farte til en

ytterligere forsterking av coatingnettverket.
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Figur 5.12 "Regresjonskoeffisienter” og "Predikert mot malt Y” fra PLS1-analyse av
coatinglagets svelling i fosfatbuffer pH6,8.

En studie utfgrt av Pasparakis et al. viste at kitosancoatede kalsium-alginatperler
svellet ca fire ganger mindre enn ucoatede kalsium-alginatperler i fosfatbuffer pH 7,4
[84]. | denne studien var det ikke mulig a studere eventuelle forskjeller pa motionene
fordi utvalget av pellets til svellingstudien var for lite, men en slik effekt vil
sannsynligvis pavirke frisettingen. Grunnen til den store forskjellen ble forklart med at
det ble dannet et tettere coatinglag nar alginat komplekserte med kitosan. Det ble da
dannet PEC rundt kalsium-alginatperlene som forhindret vannet & penetrere i like stor

grad som i kalsium-alginatperlene uten kitosancoating.
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5.6.3 SEM-bilder avimmersjonscoatede pellets

Det ble tatt SEM-bilder av noen utvalgte immersjonscoatede pellets. Figur 5.13 viser
noen av disse bildene. Bilde A (75x) og B (500x) viser hvordan coatinglaget med
alginat krgller seg nar den terker pa pelleten etter at den er kryssbundet med kitosan
pa pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen. Dette star i sterk kontrast til
bilde E og F hvor alginat er kryssbundet med CaCl, pa samme pellettype. Pelleten pa
bildene E-F har en jevnere coating uten folder. Dette kan skyldes at alginat enten
danner et tynnere coatinglag med CacCly, eller at coatinglaget er mer elastisk under
terkingen slik at det trekker seg bedre og jevnere sammen enn det som er tilfelle
med kitosan. Bildene C-D og G-H viser pektincoating pa de to forskjellige
pellettypene. Pektinet hadde forskjellig konsentrasjon men begge er kryssbundet
med kitosan. Resultatet ble to relativt like overflater som er mer ruglete enn
alginatcoatingen pa E-F. Om det skyldes at coatinglaget er tynnere slik at strukturen
til kjernen er synlig igjennom eller at pektincoatingen danner en slik overflate er

ukjent.
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Figur 5.13 SEM-bilder av forskjellige immersjonscoatede pellets. A-B er 10+10 med
1% alg, og 0,1% kit, C og D = 10+10 med 1 % pektin og 0,1% kit, E og F = 10+10
med 1% alg og 5 % CaCl,, G og H = 10% Ca med 2% pektin og 0,1% kit (10+10 =
pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen, 10% Ca = 10 % kalsium i
kjernen, 1% alg = 1 % alginat, 0,1% kit = 0,1 % kitosan, 1% alg = 1 % alginat).A, C,
E og G er tatt med 75x forstgrrelse og B, D, F og H er tatt med 500x forstarrelse.
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5.6.4 Effekt avimmersjonscoating med pektin

Immersjonscoating ble utfgrt pa pelletene med 10 % kalsium i kjernen samt pelletene

med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen. Det ble utfgrt en PLS1 analyse med

frisetting etter 4 timer som respons for a tolke resultatene, men som figur 5.14 viser

ble det dannet to grupperinger (grenne ringer) pa grunnlag av de to pellettypene i

"predikert mot malt Y”-plottet. Det var derfor vanskelig a se effektene av de andre

faktorene som ble undersgkt. Pa grunnlag av dette ble det valgt a se pa resultatene

til pellettypene hver for seg.
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u_ﬁ e
] Pellet*Motion
0 — —Pehet
_u_ﬁ e ...............
] Mot-kons
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Figur 5.14 "Predikert mot malt Y” og "X- og Y-loading” fra PLS 1 av begge
pellettypene med frisetting etter 4 timer under standardbetingelser som respons.

65



Resultat & Diskusjon

Immersjonscoating av pellets med 10 % kalsium i kjernen

Ucoatede pellets frisatte ca 51 % virkestoff i lgpet av 5 timer under
standardbetingelser. De coatede pelletene frisatte til sammenligning mellom 31 % og
50 % avhengig av coatingsammensetning. Figur 5.15 viser frisettingsprofilen til de
ucoatede pelletene sammen med de undersgkte coatingsammensetningene.
Mengde virkestoff som ble frisatt fra pelletene etter 5 timer ved standardbetingelser

ble redusert ved a coate pelletene.
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Figur 5.15 Frisettingsprofilen til ucoatede og immersjonscoatede 10 % kalsiumpellets
med usikkerhetsgrenser (min/maks) under standard betingelser

Det ble foretatt en PLS1 analyse av samtlige coatingkombinasjoner pa pellets med
10 % kalsium i kjernen hvor det ble undersgkt om polymerkonsentrasjon eller type
motion hadde korrelasjon med frisettingen etter 4 timer (resultater ikke vist). Det ble
kun funnet signifikant korrelasjon (p<0,05) mellom type motion og mengde virkestoff
frisatt. Resultatet er gjengitt som scatterplot i figur 5.16. Siden CaCl,-
konsentrasjonen ikke ble variert var det ikke mulig & analysere effekten av

konsentrasjonsvariasjonen for kitosan.

De plottede punktene som representerer kitosan som motion ligger lavere enn de
med kalsiumklorid. Det viser at formuleringene med kitosan som motion hadde lavere
frisetting enn formuleringene med kalsiumklorid. Det samsvarer med grupperingene
som kan sees i figur 5.15 hvor pelletene med kitosan som motion hadde lavere
frisetting enn pelletene med kalsium som motion. Det ble ikke dannet noen
undergrupperinger i figur 5.16. Det vil si at de to hovedgruppene inneholder bade 1 %
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og 2 % pektin og kitosangrupperingen inneholder 0,1 % og 1 % kitosan. Det var
dermed ikke mulig & se noe forskjell i frisetting pa grunnlag av pektin- eller

kitosankonsentrasjon.

50
48
46
44 -

42 + CaCl

40 - ¢ = kitosan
38
36 -
34 -
32 -
30

frisatt virkestoff i %

Motiontyper

Figur 5.16 Scatterplott av korrelasjonen mellom type motion og mengde frisatt virkestoff etter
4 timer under standardbetingelser.

Figur 5.15 viser at frisettingen gikk fra a ligne 1.-ordenskinetikk for ucoatede pellets til
a bli tilneermet lineaer nar pelletene ble coatet. Denne effekten var mest tydelig for
pelletene med kitosan som motion hvor frisettingen sa ut til & falge 0.-ordenskinetikk.
Det er vanskeligere a se om pelletene med kalsiumklorid som motion fulgte 0.-
ordenskinetikk, men hvis det var tilfelle var det kun stigningstallet til kurvene som ble
pavirket av coatingsammensetningen. Sriamornsak et al. har tidligere vist at pellets
med pektin-kalsiumcoating fikk 0.-ordens frisetting som var uavhengig av de ulike
pH-verdiene i Gl [43].

Immersjonscoating av pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen
Figur 5.17 viser frisettingsprofilen til de ucoatede og coatede pelletene som bestod
av 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen. De ucoatede pelletene disintegrerte i lgpet
av de forste tre timene og frisatte 76 % virkestoff etter en time. Alt virkestoffet (100
%) var frisatt for det var gatt 3 timer. Samtlige coatingkombinasjoner forhindret
disintegrasjon av kjernen og reduserte og kontrollerte frisettingen, men i varierende

grad. | lgpet av den farste timen frisatte de coatede pelletene mellom 25 % og 35 %
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og etter fem timer under standardbetingelser frisatte de mellom 54 % og 82 % av
virkestoffet.

100
80
O\D
= 60 -
<
o —
° -
T 40 i T L
5 S L
= / L -=— Ucoatede 1% pektin + 0,1 % kitosan
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20 % - —— 1% pektin + 5 % kalsium  —— 2 % pektin + 5 % kalsium |
/ 1 % pektin + 1 % kitosan 2 % pektin + 0,1 % kitosan
- 2 % pektin + 1 % kitosan
O T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
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Figur 5.17 Frisettingsprofilen til ucoatede og immersjonscoatede 10 % kalsium + 10 %
kitosanpellets, med usikkerhetsgrenser (min/maks) under standard betingelser.

Det ble foretatt en PLS1 analyse for & se om det var mulig & finne noe sammenheng
mellom frisettingen etter fire timer i standard betingelser og pelletenes
polymerkonsentrasjon eller motiontype, men det ble ikke funnet signifikant
korrelasjon (resultat ikke vist). Interaksjonen ble ogsa undersgkt men heller ikke her
ble det funnet Kkorrelasjon. Det gjenspeiler figur5.17 hvor samtlige av
frisettingsprofilene ligger relativt tett uten generelle grupperinger med hensyn til
polymerkonsentrasjon eller motion. Pelletene som ble coatet med 1 % pektin og 0,1

% kitosan fikk den laveste frisettingen.

Det ble dannet en knekk i samtlige av frisettingskurvene i overgangen mellom syre
og fosfatbuffer pH 6,8, siden frisettingshastigheten for disse var hgyere i syre enn i
buffer. Frisettingen var tilneermet lineser bade far og etter denne knekken men med
hgyere stigningstall i syre enn i buffer. Denne frisettingsprofilen fglger til dels profilen
til de ucoatede pelletene, men coatingen har redusert frisettingen i syre kraftig.
Arsaken til at disse pelletene har en lavere frisetting i fosfatbuffer pH 6,8 skyldes
sannsynligvis pKa-verdien til kitosan (6,2-7,0). Kitosanet i kjernen vil delvis bl
deprotonert nar pelleten kommer over i fosfatbuffer pH 6,8 slik at kjernen blir mindre
hydrofil. Vann vil da ha vanskeligere for & trenge inn i kjernen og frisettingen vil ga
ned.
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5.6.5 Sammenligning avimmersjonscoating med pektin og alginat

Coating med alginat ble foretatt pa de to ulike pelletkjernene. Det ble coatet med 1 %
alginat i kombinasjon med 5 % kalsium som motion eller 0,1 % kitosan som motion
(se Figur 4.2 for design)

Sammenligning av immersjonscoating med pektin og alginat pa pellets
med 10 % kalsium i kjernen

Resultatene av samtlige frisettingsforsgk under standardbetingelser fra pelletene
som inneholdt 10 % kalsium i kjernen er plottet i figur 5.18. Figuren viser at
frisettingskurven ble mer lineaer ved bruk av alginat i coatinglaget og det ser ut som
om det blir tiineermet 0.-ordens frisetting. Det gar ogsa frem av figuren at pelletene

som ble coatet med alginat ga den laveste frisettingen, uavhengig av motion.

—— Ucoatede —— 2% pektin + 0,1 % kitosan
50 1| —— 2% pektin + 5 % kalsium = 2 % pektin + 1 % kitosan

1 % pektin + 0,1% kitosan ——1 % pektin + 5 % kalsium :
1 % pektin + 1 % kitosan  —=+—1 % alginat + 5 % kalsium /E

« | =1 % alginat + 0,1 % kitosan

w
o
L

N
o

Mengde frisatt/%

0 50 100 ) . 150 200 250
Tid/min

Figur 5.18 Frisettingskurvene til ucoatede og immersjonscoatede 10 %
kalsiumpellets med samtlige coatingkombinasjoner, med usikkerhetsgrenser
(min/maks) under standardbetingelser

Det ble utfgrt en PLS1 analyse pa samtlige pellets med 10 % kalsium i kjernen med
frisatt virkestoff etter 4 timer som respons, for & se om trendene i figur 5.18 var
signifikante og for & se om det var korrelasjon mellom andre variabler og reduksjonen

i frisettingen. Resultatene av analysen er gjengitt i figur 5.19.
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Regression Coefficients (BW)
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Figur 5.19 "Regresjonskoeffisienter” og "Predikert mot malt Y” fra PLS1-analyse av
samtlige coatingkombinasjoner pa pellets med 10 % kalsium i kjernen. Responsen
var % frisatt modellsubstans etter 4 timer under standardbetingelser.

Pa bakgrunn av analysen og grupperingene i figur 5.19 kan det slas fast at
alginatkompleksene senket frisettingen signifikant mer enn pektinkompleksene (se
tabell 2 for koding). Det kan forklares med lgseligheten, siden pektin er mer lgselig
enn alginat i fosfatbuffer pH 6,8 [69], noe som ogsa kommer frem i svellingsforsgket i
punkt 5.6.2. Pektincoatingen svellet signifikant mer enn alginatcoatingen, og hadde

dermed en gkt vaeskestram gjennom coatinglaget slik at frisettingen okte. Mitrevej et
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al. viste ogsa at alginat-kitosankomplekset senket frisettingen mer enn pektin-
kitosankomplekset [69].

Type motion ble ogsa signifikant, noe som betyr at det ble frisatt mindre virkestoff nar
bade alginat og pektin ble kompleksert med kitosan i forhold til kalsium. Det er ikke
publisert noen studier som har sammenlignet Igselighetsforskjellen eller frisettingen
fra disse fire kompleksene direkte, men det er tidligere funnet at kitosan-pektin
senker frisettingen mer enn kalsium-pektin [10]. Det er ogsa vist at kitosan-
kompleksert alginat har signifikant lavere frisetting enn kalsiumkompleksert alginat

[84, 96, 97]. Dette stemmer godt overens med trendene i dette forsgket.

Sammenligning av immersjonscoating med pektin og alginat pa pellets
med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen

Samtlige coatingsammensetninger pa pelletene som inneholder 10 % kalsium + 10
% kitosan i kjernen er samlet i figur 5.20. Figuren viser at begge coatinglagene med

alginat, uavhengig av motion, ga den laveste frisettingen.
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Figur 5.20 Frisettingsprofilen til ucoatede 10 % kalsium + 10 % kitosanpellets
sammenlignet med samtlige immersjonscoatede, med usikkerhetsgrenser
(min/maks) under standardbetingelser

Det er sveert interessant at coatinglaget med alginat fagrte til at frisettingen sa ut til &
folge 0.-ordenskinetikk, uavhengig av om pelleten var i syre eller fosfatbuffer pH 6,8,

mens pelletene som var coatet med pektin fikk en knekk i overgangen fra syre til
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fosfatbuffer pH 6,8. Dette fenomenet er diskutert under punkt 5.6.4. Resultatet kan
tyde pa at coatinglagene med alginat fullstendig styrer vannpenetreringen inn og ut
av pelletene, i motsetning til coatinglagene med pektin som ikke fullt ut styrer

vannpenetreringen.

Det ble foretatt en PLS1 modellering av resultatene i figur 5.20 hvor det ble
undersgkt om polymertype, motiontype eller interaksjonen hadde korrelasjon med
mengde frisatt virkestoff (i %) etter fire timer (ikke vist). Polymertype ble signifikant
(p<0,05) og korrelasjonen er vist ved scatterplott i figur 5.21. Det ble ikke funnet
korrelasjon mellom type motion og mengde frisatt virkestoff etter fire timer. Det
reflekterer ogsa resultatet i Figur 5.20 hvor samtlige motioner ligger i en relativt tett

gruppe uten a vise noe spesielt mgnster.
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Figur 5.21 Scatterplott av polymertype mot frisettingen av virkestoff etter 4 timer
under standard betingelser fra pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen.

Figur 5.21 viser at pelletene coatet med alginat ga en lavere frisetting enn pelletene
coatet med pektin. At denne effekten ble signifikant var ikke overraskende etter
frisettingsresultatene i figur 5.20. Det gjenspeiler sammen med resultatene i figur
5.19, resultatene fra svellingsundersgkelsen hvor coatinglagene med alginat svellet
signifikant mindre i fosfatbuffer pH 6,8 enn coatinglagene med pektin (Figur 5.12).
Arsaken til at coatinglagene med alginat svellet mindre kan vaere at alginat danner et
tettere og mindre Igselig kompleks sammenlignet med coatinglagene med pektin. Det
er kjent at alginat har lavere Igselighet enn pektin, men i hvor stor grad dette kan
overfgres til komplekserte coatinger er usikkert [69], men det er ogsa i tidligere
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studier ment at lgseligheten er forklaringen pa at frisettingen fra pektin-
kitosankomplekset er hgyere enn fra alginat-kitosankomplekset i syre, da begge
polymerene protoneres slik at coatinglaget blir lasere, men pga alginatets darligere
lgselighet blir alginat-koitosanlaget mer hydrofobt og far dermed en mindre

vannpenetrering og svelling [98].

En annen forklaring kan vaere at alginat danner et tettere kompleks med motionene
enn det pektin gjer. Egg-box-modellens anvendelse for pektin har aldri veert
rapportert ved direkte strukturinformasjon. Arbeider utfgrt av Braccini et al. indikerer
at til tross for strukturelle likheter mellom polyguluron- og polygalakturonkjeder, kan
ikke egenskapene til alginat direkte overfares til pektin [72]. Dette understrekes av de
store forskjellene i formen til de to chelateringsmodellene i figur 2.5. Selv om egg-
box-modellen ser ut til & gjelde for alginat kan den ikke overfeores til pektinets
bindingsseter. Modeller indikerte derimot at pektingeler hadde sterkere interne
hydrogenbindinger enn det som var tilfelle for alginatgeler. Hydrogenbindinger og van
der Waals-bindinger er uspesifikke og svakere, og supplerer Ca®*-polymerbindingen
[72].

Det er derimot vanskelig a se noen klare sammenhenger mellom frisettingskurvene i
figur 5.20 hvor pelletene coatet med pektin har hgyest frisetting i syre, og
coatinglagenes svellingsgrad i syre og fosfatbuffer pH 6,8, hvor bade alginat- og
pektincoatingene sveller signifikant mer i fosfatbuffer pH 6,8 enn i syre. Dette gjelder
ogsa til en viss grad alginat som hadde lik frisetting i syre og fosfatbuffer pH 6,8. Hvis
svellingsgraden til coatinglagene var direkte korrelert med frisettingen skulle
frisettingen veert hgyest i fosfatbufferen pH 6,8. Det betyr at det sannsynligvis var
andre faktorer som hadde stor innvirkning pa frisettingen fra de coatede pelletene,
men det ma poengteres at svellingstudiene ikke ble gjort kontinuerlig. Det er dermed
mulig at resultatene fra svellingsundersgkelsene hadde blitt annerledes hvis

svellingen i fosfatbuffer pH 6,8 hadde blitt studert etter farst en time i syre.

Det er interessant at pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen coatet
med de to ulike alginatkompleksene (kalsium og kitosan) gir en tilnaermet lik frisetting
under standard betingelser (Figur 5.20). Dette er i kontrast til pelletene med 10 %
kalsium i kjernen coatet med alginat som viste signifikant forskjell i frisetting etter 4

timer under standard betingelser avhengig av om alginatet var kryssbundet med
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kitosan eller kalsium (Figur 5.18). Arsaken til dette er sannsynligvis at alginat
kryssbinder kitosanet som befinner seg i kjernen til pelletene med 10 % kalsium + 10
% kitosan. Resultatet blir at det ikke er mulig & se forskjell om alginat har
kryssbundet med coatet kitosan eller med kitosanet som er i Kkjernen.
Frisettingsresultatene fra alginatcoating av pelletene med 10 % kalsium + 10 %
kitosan i kjernen underbygger dermed resultatene fra alginatcoatingen av pelletene
med 10 % kalsium i kjernen hvor det ble vist at ogsa alginat danner et tettere

kompleks med kitosan enn med kalsium.

Det ser ut til at coatinglagene med alginat, ifglge figur 5.18 og figur 5.20 ga en
tilneermet lineaer frisetting uavhengig av kjernetype, mens coatinglagene med pektin
kun hadde tilneermet linezer frisetting for pelletene med 10 % kalsium i kjernen. Det
gjenspeiler resultatene i svellingsforsgkene som er vist i figur 5.11, hvor coating-
kompleksene med alginat var mindre @gmfintlig for pelletkjernetype enn det

coatingkompleksene med pektin var.

5.6.6 Sammenligning av frisetting i fosfatbuffer for de to
pellettypene

Figur 5.15 og figur 5.17 viser at bade pelletene med 10 % kalsium i kjernen og
pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen som ble coatet med 2 % pektin
og 0,1 % kitosan hadde tilnaermet 0.-ordens frisetting i fosfatbuffer pH 6,8. Det ble
derfor besluttet a foreta et frisettingsforsgk hvor disse to pelletkombinasjonene ble
sammenlignet over lang tid. Det ble gjort for a se hvilken pellettype som hadde lavest
frisettingshastighet og hvilken som hadde 0.-ordens frisetting lengst. Forsgket
foregikk under samme betingelser som fosfatbufferdelen av standardbetingelsene.

Resultatet av forsgket er vist i figur 5.23.
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Figur 5.22 Frisettingsprofilen til pellets med 10 % kalsium i kjernen og pellets med 10
% kalsium + 10 % kitosan i kjernen, i fosfatbuffer pH 6,8 med usikkerhetsgrenser
(min/maks)

Resultatene var sveert overraskende (Figur 5.22). For det forste var det veldig liten
forskjell i frisettingen til de to pellettypene. De fulgte hverandre gjennom hele
forsgket. Det var derfor sannsynlig at det er den fgrste timen i pH 1 som kun gir
forskjellige utgangspunkt nar pelletene gar fra surt miljg til pH 6,8. Dette kan skyldes
at kitosan er en svak base med pKs-verdi 6,2-7,0 [64]. NH.-gruppene blir dermed
protonert i syre og kitosanet i kjernen til pelletene med 10 % kalsium + 10 % kitosan
som ikke var kryssbundet ble Igselig og svelte, noe som fagrte til at pelleten
disintegrerte. | pH 6,8 vil ikke dette skje i like stor grad. Kjernen med 10 % kalsium +
10 % kitosan forble dermed integrert og frisettingen var mer avhengig av

coatinglaget, som i dette tilfelle var lik for begge pelletene.

Det andre som var uventet med dette forsgket var at pelletene opprettholdt 0.-
ordenskinetikk overraskende lenge. Den linezere trendlinjen, som er basert pa
frisettingskurven til pelletene med 10 % kalsium i kjernen, viser en R? pa 0,9929, hvor
1,0 er en rett linje. Forsgket varte i 13 timer og pa den tiden ble det frisatt ca 70 %
virkestoff fra pelletene, og enda kan det se ut som om frisettingen var lineeer.
Sriamornsak et al. har ogsa vist 0.-ordens frisetting for coatede MCC-pellets inntil 75-
80 % av virkestoffet var frisatt. Det ble vist for flere medier, men pelletene frisatte

virkestoffet innen 6 timer i de testede mediene [43]. Arsaken til den sene frisettingen
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har tidligere veert diskutert, hvor det ble foreslatt at det skyldes forskjell i pelletenes
bruddstyrke.

5.6.7 Evaluering av coatingmetoder

Det er i denne studien blitt vist at immersjonscoating gir lavere frisetting under
standard betingelser enn spraycoating. Det skyldes sannsynligvis hovedsakelig
problemene med spraycoatingprosessen som er nevnt under 5.5.3, men det er ogsa

andre momenter som kan ha innvirkning pa forskjellen.

Det kan tenkes at immersjonscoating kryssbinder polymerene bedre enn det
spraycoating gjgr siden polymerkjedene ma vikles inn i hverandre for & kunne danne
bindinger. Dette illustreres av resultatene fra en studie av Pasparakis et al. hvor
alginatperler som var spraycoatet med kitosan hadde en signifikant hgyere frisetting
enn perler som bestod av kompleksert alginat-kitosan [84]. Det ble forklart ved at
polymerene hadde fatt mindre mulighet for a interagere nar kitosan ble sprayet pa.
Sannsynligvis skyldes det at polymerene tarker fast til formuleringen i en fluid bed,
for neste polymerdrape treffer samme stedet. Polymerkjedene har begrenset
mulighet til & interagere nar de ikke er fullstendig hydrerte, slik som er tilfelle i
immersjonscoatingprosessen. Det er derfor sannsynlig at det vil bli et tettere
coatinglag ved & immersjonscoate. Pa grunn av problemer med spraycoate-

prosessen var det ikke mulig & undersgke det tilstrekkelig.
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6. Konklusjon

Denne studien har vist at det er mulig & produsere 0,7-1,0 mm store MCC-pellets
med en akseptabel aspect ratio (<1,2) som inneholder 10 % kalsiumacetat og/ eller
10 % kitosan i kjernen. Studien har ogsa vist at frisettingen kan senkes ved & coate

pelletene, bade ved immersjonscoating og spraycoating.

Pelletene med 10 % kitosan i kjernen kunne ikke bli immersjonscoatet, fordi de
disintegrerte i Igpet av produksjonsprosessen. Immersjonscoating viste seg a veere
den prosessen som ga lavest frisetting i 0,1 M HCI etterfulgt av fosfatbuffer pH 6.8.
Flere av produksjonsvariablene i spraycoatingprosessen var vanskelige a
optimalisere. Blant annet matte polymerkonsentrasjon holdes pa et veldig lavt niva og

dette ga en lang sprayetid.

Immersjonscoating ga lavest frisetting under standard betingelser og pelletene med
10 % kalsium i kjernen hadde lavere frisetting enn pelletene med 10 % kalsium + 10
% kitosan i kjernen. Ved & immersjonscoate med alginat ble det oppnadd 0.-ordens
kinetikk og det var denne polymeren som ga den laveste frisettingen under standard
betingelser. Av de undersgkte coatingkombinasjonene ga 1 % alginat kryssbundet
med 0,1 % kitosan den laveste frisettingen for pelletene med 10 % kalsium i kjernen.
Alginat ga ogsa den laveste frisettingen for pelletene med 10 % kalsium + 10 %
kitosan i kjernen uten at det var mulig a skille mellom motionene, 0,1 % kitosan og 5

% kalsium.

Svellingstudiene viste at det var en viss sammenheng mellom svelling av bade
pelletskjernen og coatinglaget, og mengde frisatt virkestoff. Coatinglagene med
pektin svellet mer enn de med alginat, samt at coatingene som var kompleksert med
kalsium svellet mer enn de som var kompleksert med kitosan. Det var derimot ikke
mulig & se noe direkte sammenheng mellom svellingsgraden i syre og fosfatbuffer pH

6,8 og frisettingen i disse mediene.

Den laveste frisettingen som ble oppnadd var 29 % etter fem timer under standard
betingelser. Det ble oppnadd ved a coate pellets med 10 % kalsium i kiernen med 1

% alginat + 0,1 % kitosan.
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Vedlegg 1: Matrise over faktorene som ble variert i forsgkene, med resultater
Vedlegg 2: “SOP for determination of hardness and tensile strength of pellets”

Vedlegg 3: PLS1 analysene i kronologisk rekkefalge
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Vedlegg 1
Poly  Poly-kons Pellet Motion Mot-kons 4 timer buffer % syre % coat buffer coat syre
10alg0,1 Alginat 10 |kitosan 0,1 26,41 3,20 7,28 3,99 1,80
10alg5 Alginat 10 CacCl 29,21
102pek0.1  [Pektin 2[10  |kitosan 0,1 34,28 12,68| 21,62 4,70 1,69
102pek5 Pektin 2[10  |CaCl 40,21
102pek1 Pektin 2|10 kitosan 35,17
101pek0.1  [Pektin 1110 [kitosan 0,1 33,00 17,30 17,31 4,77 1,56
101pek5 Pektin 110 CaCl 42,68
101pek1 Pektin 1110 kitosan 34,61
1010alg0,1  |Alginat 10+10 |kitosan 0,1| 47,17 10,66| 37,65 3,19 1,61
1010alg5 Alginat 10+10|CaCl 47,18 21,63 51,04 3,34 1,33
10101pek0.1 |Pektin 1|10+10|kitosan 0,1] 55,36 1,99 62,00 4,10 2,37
10101pek5 |Pektin 1{10+10(CaCl 69,90
10102pek5 |Pektin 2[10+10|CaCl 62,31
10101pek1  |Pektin 1|10+10]kitosan 73,63
10102pek0.1 [Pektin 2[10+10|kitosan 0,1 65,12
10102pek1 |Pektin 2|10+10]|kitosan 1 71,53
Forklaringer:
Tabelltekst  Forklaring
Poly Polymertype
Polykons polymerkonsentrasjon
Pellet Pellettype
Motion type motion
Mot-kons kitosans konsentrasjon som motion
4 timer Resultatene ble malt etter 4 timer
buffer % kjernens svelling i buffer
syre % kjernens svelling i syre
coat buffer  coatinglagets svelling i buffer (i mm?)
coat syre coatinglagets svelling i syre (i mm?)

87




Vedlegg

Vedlegg 2
I. Tho, July 2002

SOP for determination of hardness and tensile
strength of pellets

Product: Pellets (spherical particles, aspect ratio < 1.2)
Accessory: 7 mm cylinder probe (from the work shop)

Get started: Calibrate the force by selecting T.A and CALffiRATE FORCE from the
menu and follow the instructions.

Open a new PROJECT (and name it). Open a new GRAPH WINDOW
and set the TA-SETTINGS as listed below. Selecting the RUN A TEST
or QUICK TEST RUN runs a test.

TA-XT2 Settings:

Mode: Measure Force in Compression

Option: Return To Start

Pre- Test Speed: 1.0 mm/s

Test Speed: 0.5 mm/s

Post-Test Speed: 1.0 mm/s

Strain: 50%

Trigger Type: Auto - 0.05 N

Data Acquisition Rate: 200pps

Units: Force: Newton Distance: % Strain

Probe Calibration:

Before carrying out compression tests in strain one must calibrate the
probe to acknowledge the bed surface. Lower the probe, so that it is
close to the bed surface. Click on T.A. (in the menu bar) then CALffiRA
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TE PROBE and specify the distance that you want the probe to return
to after sample compression for each test - e.g. 5 mm is suitable.

Sample Preparation:

Test Set-Up:

The hardness is dependent on the size, the shape and the moisture
content. The pellets are therefore conditioned at 22.5 % relative
humidity (in a container above a saturated solution of calcium acetate)
prior to testing.

Pellets are spread out on a glass plate, placed in the gap between the
plate and the probe, one at the time, and crushed in separate tests.

The probe is moved with a speed of Imm/s down on the pellet. The
pellet height (d) is determined as a trigger force of 0.05 N. Following
this, the strain is 50 % of the pellet height while measuring the force as
the crushing strength (cs). The tensile strength (ts) can be calculated
for each individual pellet according to the equation:

ts = (4 * cs)/ (1t * d?)

Due to large variations, at least 50 pellets should be measured
individually.
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Typical Texture Expert™ plots:

Force (N)
12,001

10,001
8,004
6,004
4,004

2,00

onw T 1 L 1 I 1
ao 10 20 30 40 5.0 6,0

-2,004 Time (sec.)

Observations:

Macro:

Note:

Once the trigger force is attained the graph proceeds to plot the effect
on the pellet under compression. The first peak force is taken as the
crushing strength of the pellets. This is determined by the use of a
macro (se below).

Macros can be created by selecting new MACRO DEFINITION
WINDOW. Select the following functions:

Clear Graph Results
Redraw

Go to Min. time
Search Forwards
Drop Anchor 1

Peak Force +

Drop Anchor 2

Mark Force

Sometimes the pellets are not crushed, only deformed (mostly seen
with MCCCpellets). If this is the case the force will increase
continuously through the whole test and there will not be a first peak.
For this particular pellet it is not possible to determine a crushing
strength. Testing of more than 50 pellets is then required.

90



Vedlegg 3

Vedlegg

svelling-base1, (Y-var, PC): (buffer % ,2) BOW = 1109792

i Regression Coefficients ¢8W) 10 PC2 X and Y-loadings
3 : : I - + |Pellet
03 : = 1
"15_5 - Wi
1.0 4 i ey S 1 .
4 <+ L o — buffer %
- @ -3 el + Polymer*Pellet - : i
- T < ]
3 2 Fi 3 ; i
2 2 = : k
3 05 —] W
g Polymer pei
E T T T T T
-1.0 -0.5 1] 0.5 1.0
svelling-basel, X-expl: 33% 42% Y-expl: 76%,0%

5 ¥-variance

L
[IFTRRTHIN ITTRATan:

-

P Predicted ¥
x| Slope Offzet RMSE R-Square .
ap ] 0761456 2681607 3.439240 0761457 | 0 e
7 0.097097 1257311 B.O70765 0.087764 1 .
jgied ~ToTTaEy - - 1010alg5
o i : 3 + 101pekd_1 i
10 3 coe ADARRRRI T .+ .101.0alg5
3 + 1To139plakhYy
o —
Measured ¥

T T T T
o 5

T
20 25

svelling-base1, Yariable: v.7olar

svelling-basel, (¥Y-var, PC): (buffer %,2) (buffer %.2)

PLS1 analyse av pelletskjernenes svellingsgrad etter 1 time i fosfatbuffer pH 6,8 som

respons, med regresjonskoeffisient plott, loadingplot, forklart varians-plott og

predikert mot malt Y plott.

0 —| Regression Coefficients {Bllf) o PC2 X- and Y-foadings
| ; ] syre %+ -
0.5 — ]
1 : : 0] G Pellet
L0 B T ) X-Variables 1
g g g 0.5 — P |
) 5 - i
Fl 2 5 ]
g g B :
) 10 — il @ Polymer -
3 i, Pty PC1
=z T T T T T
A 1.0 0.5 0 05 1.0
svelling-syre, (Y-var, PC): (syre %,1) BOW = 2 448506 svelling-syre, X-expl: 54% 46% Y-expl 85% 10%
Y-variance i idatii Predicled ¥
: i 4 Slope Offset RMSE R-Square big
< - 0.846222 5046330 7.551318 0.846222 plgl ,‘1-11]
1.0 LR R R RN 40 B 0377157 2042727 1665318 0480626 t+ 10104l
: ; o : 3 10101pek01. -
0.5 B T 1 - 1Dalg0d - . > .
: 20 —|
. @ | — ] g1 151Bellibio 1
PCs ] 3
3 3 E i :
il A = Measured ¥
=] = ] T T T T T T T
= - N o 10 20 30 40 a0 60 70

svelling-syre, Yariable: v Fotar

svelling-syre, (Y-var, PC): (syre %,1) (syre %,1)

PLS1 analyse av pelletskjernenes svellingsgrad etter 1 time i syre som respons, med

regresjonskoeffisient plott, loadingplot, forklart varians-plott og predikert mot malt Y

plott.
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Regressian CocfliclentsdBW): o ovvonvomnm

X-Varigbles

s o
th o w oo

1awijo g
BIag
BlIadJawiog] .. .

PC2?

b 7 coat syre + -
- + Polymer - "

| . Polymer*Pellet -

X- and Y-foadings

06 —]

] + Pellet

42 el
PC1

T T
-0.5 0 05 1.0

coat-svelling s._., (Y-var, PC): (coat syre,2) BOW = 5 921346

coat-svelling s_.., X-expl: 33%,32% Y-expl 89% 3%

15 | Y-variance Residu.a.l' Validation Variance
g I S — vee

00" Dd
10 e
0 Do
£0 D

a4 Predicted ¥
S Slope Offset RMSE R-Square T0TPeKT:
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coat-svelling =._., Variable: v.Tolafl

coat-svelling ..., (¥-var, PC): (coat syre 2) (coat syre 2)

PLS1 analyse av coatinglagets svellingsgrad etter 1 time i syre som respons, med

regresjonskoeffisient plott, loadingplot, forklart varians-plott og predikert mot malt Y

plott.

10 Regression Coefficients (BW) 0 PC2 X- and Y-foadings coat buffer -
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0.5 — T :
] 0.3 —| :
0 — :
3 06 — T
0.5 — i &) Polymer 3
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1.0 3 ] . 0.9 —| 3
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T T T T T T T T
Polymer Pellet Polymer*Pellet -1.0 -0.5 [1] 0.5 1.0
RESULT3, (Y-var, PC). (coat buffer,1) BOW = 6128816 RESULT3, X-expl: 67%,33% Y-expl 99% 0%
Y-variance i idatii Predicted ¥
1.2 — 50 R
ot | Slope Offset RMSE R-Square
- ] 0991536 0.033987 0055425 0991536
09 — 1.5 — 0985053 0061546 0095322 0982615 | - - .
0.6 —| 4.0 3 ~{Baljf 11 peks.i
0.3 —| 35 - .
o —| 30 — i ——
PCs Measored ¥
T T T T

T T T
PC_00 PC_01 PC_02

T
3.0 3.5 40 45 5.0

RESULT3, Yariable: v.7Tolal

RESULT3, (Y-var, PC): (coat buffer 1) (coat buffer 1)

PLS1 analyse av coatinglagets svellingsgrad etter 1 time i fosfatbuffer pH 6,8 som

respons, med regresjonskoeffisient plott, loadingplot, forklart varians-plott og

predikert mot malt Y plott.
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& PC2 Scores 10 PC2 X- and Y-foadings
-1 DZpekS E + Motion*Mot-kons
3 . i ) 1bipers R équ .k.u.1 e 05 - R RS
+ 10101 | H2pekl. ]
- B .+ 101pekd92pek0d LAl % o o ..
o 3 X < THFIpaid B 2
C e AR : 2 S %
3 Coeee [ 01 02pekS ¢ O e 4
: : © 10101peks E Mot-kens
6 —| 1.0
PCY Pcl
T T T T T T T T T T T T
-1.5 -1.0 0.5 o 05 1.0 15 -1.0 0.5 o 05 1.0

RESULT11, X-expl: 11%,25% Y-expl: 98%,1%

RESULT11, X-expk 11%,25% Y-expl: 98%,1%

1p | Yveriance  ResiduaiValidstion Variance ap | Predicted ¥ o
) fi Slope Offset RMSE R-Square
B 0939778 3157439 1.771973 0987196 S ¥ ekl
P = 0.765903 1192612 8599669 0746601 g 4 i
R ——
=0 __ ’ .Méa.'su.réd ¥
PC_DD PC_02 PC_0D4 PC_06 PC_08 PC_10 2‘0 Sh 4=] Sll] Ell] 7h Bh
RESULT11, Variable: v Totafl RESULT11, (¥-var, PCY: (4 timer 4) (4 timer 4)
PLS1 analyse av samtlige pellets med pektincoating, med frisetting etter 4 timer i
standard betingelser som respons, med regresjonskoeffisient plott, loadingplot,
forklart varians-plott og predikert mot malt Y plott.
5 Regression Coem‘ci_en?s_ (B_l_i’) o 0 — PC2 X- and Y-foadings
_ ]
] — 5 |
L= - ]
_1_5 ™ _w_"PO!vmer.kons-;.................:.........:.......:
X-Variables PCt
Pnlymelrknns, ' [II I],|2 I],‘4 l]fﬁ l],lﬁ 1 ,Il]

10%kalsiumpelle_.., (Y-var, PC): (4 timer,2) BOW = 8 964756

10%kalsiumpelle_.. | X-expl: 50% ,50% Y-expl: 93% 0%

Y-variance Residual Validation Variance

PC_00

PC_01 PC_02

PCs

Predicted ¥

45

| Slope Offset RMSE R-Square

B 0925435 2733475 0961559 0925435 3
42 — 0377691 2230184 2609408 0618665 1055ekE-"T 101 pekS
39 —

4 ] + 101péks
36 — S e M peKDA - e

] + 101pé
33 — = IR, .

Measored ¥

T T T T
32 34 36 38 42 44

10%kalsiumpelle._.., Yariable: v.7oial

10%kalsiumpelle_. , (Y-var, PC): (4 timer 1) (4 timer,1)

PLS1 analyse av pellets med 10 % kalsium i kjernen coatet med pektin, med

frisetting etter 4 timer i standard betingelser som respons, med regresjonskoeffisient

plott, loadingplot, forklart varians-plott og predikert mot malt Y plott.

93



Vedlegg

i Regression Coefficients (BW) i pc2 el X- and Y-Iloadings
07 — = otion
Il 0.5 —
0.4 — W
] : ] _t.Polymerkons.
X-Variables PCI
T T T T T T
Polymerkons. -1.0 -0.5 [1] 05
10+10%kalsiumpe._., (Y-var, PC): (4 timer, 1) BOW = 9. 767500 10+1 0%kalsiumpe...., X-expl: 33%,33% Y-expl 19% 0%
a0 Y-variance Residaal Validation Variance 75 Predicted ¥
- | Slope Offset RMSE R-Square
3 4 0188819 5378893 5587462 0188819 |y |
60 — 70 — -0.753545 1164140 11.32225 -1.313082 |- - - -+ -10101peks
7 T < ~ 10102
40 — 85 .
20 - 60 3 :
o — 55 § oo Aviopekt | .
PCs Measuvred ¥
T T T T T T T T T
PC_00 PC_M PC_02 PC_03 55 60 65 70 75

10+10%kalsiumpe..., YVariable: v.Tolal

10+1 0% kalsiumpe ..., (Y-var, PC): (4 timer 1) (4 timer 1)

PLS1 analyse av pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i kjernen coatet med

pektin, med frisetting etter 4 timer i standard betingelser som respons, med

regresjonskoeffisient plott, loadingplot, forklart varians-plott og predikert mot malt Y

plott.

Regression Coefficients (BW) pc2 X- and Y-foadings
1_E o9 — i e e -
i Wz % N :
= . . g (*) Polymer 2
4 4 FrT R .. 03 —
2 g : o i 4 timer .+
B X-Variables PCt
T T T T T T T T
Polymer Motion Polymer*Motion -1.0 -0.5 [1] 05 1.0

samtlige10%kals_.., (Y-var, PC): (4 timer, 1) BOW = 6.612247

samtlige1 0%kals... , X-expl: 44% 56% Y-expl 93% 0%

12 Y-variance Residual Validation Variance
o - i
i ; N

PCs

Predicted ¥

50
= Slope Offset RMSE R-Square
J 0935715 2214367 1.254485 0935715
4p 3 0921098 2638594 2648133 0780680
30 3
E ~ 10alg0.1 -
E - 10alg0,1
20 3

Measured ¥
T

T T
PC_00 PC M

T
PC_02

T T T T
20 25 30 35

45

samtlige10%kals..., Variable: v Total

samtlige1 0%kals..., (Y-var, PC): (4 timer 2) (4 timer 2)

PLS1 analyse av samtlige coatede pellets med 10 % kalsium i kjernen, med frisetting

etter 4 timer i standard betingelser som respons, med regresjonskoeffisient plott,

loadingplot, forklart varians-plott og predikert mot malt Y plott.
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i Regression Coefficients (BW) 5 pc2 X- and ¥-foadings
] : o8 b . Motion
3 : 0.6 —
0.5 — 7
] - : 0.3 —| s
1.0 0£ + 4 timer
3 ; ] & Polymer
X-Variables PC1
T T T T T T T T
Polymer Motion Polymer*Motion -1.0 -0.5 [1] 0.5 1.0

samilige 0+10%k__, (¥-var, PC): (4 timer 1) BOW = 6 355351

samilige1 0+10%k__, X-expl: 53% 47% Y-expl 69%, 1%

Y-variance

PC_00 PC_ 1

PCs

e Predicted ¥

3 Slope Offget RMSE R-Square

E 0704044 1820914 5371609 0704044 :
70 0602545 2445965 7.254514 0.586713

I— " oo Td g
T R R A (VO ...o0 i
50 —3

3 + 1010aig8.1 :
P : e

Measared ¥
T T

PC_D2

T T T T T
45 50 55 60 65 70 75

samtlige10+10%k_. , Yariable: v Total

samtlige1 0+10%k_.. , (Y-var, PC): (4 timer,2) (4 timer 2}

PLS1 analyse av samtlige coatede pellets med 10 % kalsium + 10 % kitosan i

kjernen, med frisetting etter 4 timer i standard betingelser som respons, med

regresjonskoeffisient plott, loadingplot, forklart varians-plott og predikert mot malt Y

plott.
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