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Sammendrag

Mikropartikler av amidert pektin med inkorporergéamiddel ble laget ved hjelp av
spraytarkingsteknikk. Det ble brukt tre forskjedigonsentrasjoner av paracetamol,
33,33 %, 23,08 % og 13,04 %. Mikroskopbilder awgimakede prgvene viste at
partiklene var sfeeriske i form. Paracetamol inntiglgraytarket pulver ble malt og

ladingseffektivitet viste seg til & veere hay (ca280

For & kunne velge gode kryssbindingsmidler for wanket pektin ble det laget kuler
av amidert pektin uten virkestoff ved ionotropisieaying. Salter som ble brukt var:
AgNOQO;, ZnClh, FeCk, MgCl,, NiCl, og CaC}. Svellings- og opplgsnings
egenskapene av de kryssbundne kulene ble underfsgkatbuffer pH 6,8. Kuler

med Fe holdt seg lenge, mens kuler med Ag fikk @ergvelling eller opplgsning selv
etter et langt opphold i fosfatbuffer. Genereltd@étulene en diameter pa 1-2 mm og

var stort sett runde i form.
Ag*, Zrf* og Fé" ble valgt som kryssbindingsmiddel for spraytaeiktin.

Frisetting av paracetamol ble undersgkt fra bakle-kryssbundet og kryssbundet
pulver i fosfatbuffer pH 6,8. Det viste seg at vglliken mengde paracetamol var
tilstede i de kryssbundne pulverne. Kryssbundetipei& generelt ut til & gi en

forsinket frisetting i forhold til ikke-kryssbundpektin.

Starrelsesmaling med FBRM (Focused Beam Reflectiste@surement) ble foretatt
for samtlige batcher. Starrelsen var 20-25 pmKke-kryssbundet og varierende for

de forskjellige kryssbundne prgvene.

lon innhold i de forskjellige kryssbundne prgvetealt ved atomabsorpsjon.

Pulver med Ag hadde stgrst og pulver med Fe hadidgt ron innhold.
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Innledning

1. Innledning

1.1 Bakgrunn

Mange protein og polypeptid legemidler kan ikke adstreres oralt pa grunn av
deres sensibilitet mot fordgyingsenzymer i Gastesitinal trakten (Gl-trakten) og far
darlig absorpsjon. For a gke deres biotilgjengelidan mucoadhesive formuleringer

brukes.

Mucoadhesjon oppstar nar en legemiddelformulersgelr seg til mucinlaget til et
biologisk vev i kroppen. En formulering med muclesive egenskaper vil kunne
feste seg pa kroppens slimhinner. Ved a inkorpgrestein og polypeptid legemidler
| en slik formulering vil deres absorpsjon muligenke ved at formuleringen holdes
pa den biologiske overflaten og legemidlet frisettaserheten av den absorptive

membranen.

Pektin er et naturlig polysakkarid som er surt agnigselig. Det er vist til & ha
bioadhesive egenskaper og kan derfor brukes i nalnesave formuleringer [1, 2].
Pektin brytes ikke ned av kroppens egne enzymar,bakterier i tykktarmen er i
stand til & bryte det ned. En vil dermed kunne épykktarmspesifikk
legemiddelfrigjaring ved & inkorporere legemiddpektin slik at det farst frisettes i
tykktarmen. Innkapsling av virkestoff i pektin kghmucoadhesjons- eller colon

delivery system. Formuleringen vil veere ulik om nearsker det ene eller det andre.

Spraytarket pektin er sma kuler og pa grunn aveisan pa disse kulene vil
bioadhesiviteten til pektinet gke. Dersom et vitkEsspraytgrkes sammen med en

pektinlgsning vil dette fare til inkorporering awvkestoffet i partiklene.

Kryssbinding av pektin vil nedsette dets Igselighe&tnn og vil dermed gjgre det mer
egnet til & overleve den lange passasjen gjennagemag tynntarmen. | tillegg vil

det redusere frisetting av legemidlet inkorporgraitiklene.

1



Innledning

1.2 Malsetting

Hensikten var a lage kryssbundne pektinbaserteopéktikler med inkorporert
legemiddel. Det var gnskelig a krysshinde spragdekpektin partikler med
forkjellige ioner og se om krysshindingen blir bedqg i hvor stor grad frisetting av
legemiddel retarderes. | tillegg var det gnskeliméersgke virkestoff innhold i

mikropartiklene og bestemme deres form og starrelse
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2. Forkortelser

ANOVA

c25

c75
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FBRM
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IQR
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LM
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Partiell Least Squares regression
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Teori

3. Teori

3.1 Tykktarmspesifikk legemiddelfrigjgring

Tykktarmspesifikk legemiddelfrigjaring vil si at éarmulering skal inntas oralt og at
frigivelse av legemiddel skal forsinkes til tykktaen. Tykktarmen kan brukes bade
for lokal og systemisk administrasjon av legemidleroen tilfeller kan legemidler
veere ustabile i mage og gvre tynntarm bl.a. pargavrhydrolyse av for eksempel
peptid og protein legemidler av proteasene i gymatarmen. | tillegg til stabilitets
problemer absorberes disse i veldig liten gradrpamav deres molekylstarrelse og
den hgye peptidase aktiviteten i tarmen. Ved ayliesgeptid og protein legemidlene
fra hydrolyse i gvre tynntarmen og fa de til adties i tykktarmen kan deres
systemiske tilgjengelighet gkes. Flere systemerftimmkes for & oppna gkt
systemisk tilgjengelighet, bl.a. tidsaktiverte syser, pH avhengige systemer,

prodrugs og mikroflora aktiverte systemer [3].

3.1.1 Fysiologiske og mikrobiologiske forhold i hum an
gastrointestinaltrakt (Gl-trakt)

Gl-trakt bestar av fire hovedomrader: Munn, magentarm og tykktarm.

Hovedfunksjon til fordgyelsessystemet er & nedistgee molekyler fra maten til sma

molekyler slik at de kan absorberes i blod ellenfly.

Magen er en slags reservoar for maten der fragmegtgjares ferdig og fordgyelsen
begynner. Tid det tar for magetemming pavirker bdaktighet og mengde av
legemiddel absorpsjon fra tynntarmen fordi mat &aten lage komplekser med
legemiddel molekylene eller gjgre omgivelsene m&kas enn det er ved tom mage. |
tynntarmen skjer det videre fordgying av maten ag@syren og pepsin ngytraliseres.

Tynntarm har en stor overflate som gjgr at absonsseffektivitet er stor.



Teori

Hovedfunksjoner til tykktarmen er & absorbere vagrelektrolytter og lagre og

eliminere avfallstoffer [4].

De fysiologiske endringene langs Gl-trakt er nedgaentall fordgyingsenzymer,
motilitet og vaeskeinnhold samt gkning i pH. Taldeliiser oversikt over pH og

residenstid i Gl-trakten.

Tabell 1: Variasjoner i pH og residenstid i GI-Trakten [3]

Sted pH Residenstid

Mage 1-3,5 5min-2timer
Tynntarm 5-7 3-6 timer
Tykktarm 5,5-7 ca 1 time-20 timer

Den humane Gl-trakten bestar av et komplekst gkesyav bade aerobe og anaerobe
mikroorganismer. Antall mikroorganismer gker nedawgnntarmen og tykktarmen.

Populasjonen av mikroorganismer er stort i tykkemmg er minst Y6 CFU/g [5].

gallbladder!
{

pancreas

stomach

large
intestine

=rnall
intestine

appendix

recturn

ANUE

2) 2003 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figur 1: Gastrointestinal trakt [6]



Teori

3.2 Hvorfor mikropartikler?

Det er viktig & bruke mikropartikulzere mucoadhegorenuleringer. Etter adhesjon til
mucin vil partiklene skylles vekk av de hydrodynake kreftene til tarmen. Dette vil
rulle ut de adhesive partiklene slik at de mistamtlkten med mucinlaget. Ved a
bruke mikropartikler vil effekten av disse hydrodyniske kreftene reduseres og

formuleringen vil ha en lengre residenstid.

Ved a redusere partikkelstgrrelsen vil arealejetiigelig for mucoadhesjon gke og

formuleringen vil dekke en mye stgrre mucus ovesfl&].

3.3 Pektin

Pektin er et kompleks som ekstraheres fra cellesteigglanter. Et pektinmolekyl
bestar hovedsakelig av galakturonsyre enheter ager en lineger polysakkarid

kiede. Generelt deles molekylet i 3 omrader [8]Riggur 2):

1. Glatt omrade: Bestar aw(1—4)- koblede D-galakturonsyre enheter. Disse

kan veere metylesterifisert pa C-6 og kan ha acetyjwer pa C-2/C-3.

2. Harete omrade (RGI): Bestar av alterneremdg—4) koblede D-
galakturonsyre og-(1—3) koblede L-rhamnose enheter. Dette er et hgyt
forgrenet omrade. Kan ha arabinaner, arabinogalekiaade | og Il i
sidekjedene. Det kan vaere mange variasjoner i dettddet nar det gjelder

sidekjedene.

3. RGII: Ryggraden bestar av(1—4) koblede D-galakturonsyre enheter.
Ryggraden har 4 sidekjeder som bestar av sjelckieeseisom bl.a. DHA,
KDO, aceric acid, 2-metyl-O-fucose, 2-metyl-O-xydogapiose [9].
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a)
Schematic structure of pectin
Rhamnogalacturonan | Xylogalacturonan Homogalacturonan Rhamnogalacturonan Il

& = D-Galacturonic acid

= L-Rhamnose

& - D-Glucuronic acid = L-Aceric acid = D-Xylose B = Borate

0 & 0o
0O 0e

& — Kdo D-Dha

Figur 2: pektin struktur: a) pektinryggrad (galakturonsyre enheter) b) viser de
forskjellige omradene [10].

Pektin klassifiseres vanligvis av esterifiseringgrEgenskaper til pektin er avhengig
av denne esterifiseringsgraden. Det naturlige peker hgyt metoksylert (HM). HM
pektin er >50% esterifisert. Lav metoksylert (LMkpin oppnas ved & la HM pektin
underga deesterifisering. De-esterifisering kamagpred a la HM-pektin reagere
med syre i alkohol, vanligvis metanol [11]. LM pigkér <50% esterifisert.
Deesterifisering av pektin med ammoniakk gir eneanslags pektin. | dette pektinet

er noen av karboksylsyre gruppene blitt amiderkaltes da amidert LM pektin. En

8



Teori

god egenskap av LM pektin er at det kan lage kiggsiiger med divalente kationer
som for eksempel kalsium. Kryssbinding gjer at pektblir mer ulgselig i vann og
induserer ikke-kovalente assosiasjoner i karbollggidene. Disse assosiasjoner er
mest stabile i hay pH men er ganske stabile ogsagH. | tillegg har de evne til &

motsta hydratiseringen in- vivo i Gl-trakt [12].

Krysshinding skjer trolig ved at pektin kjedeneasssres side ved side, slik at de
spesifikke sekvensene av galakturonsyre monomgee &n slags hull eller plass. |
disse "hullene” kan divalente kationer sette sedpiage disse kjedene sammen ved
elektrostatiske og ioniske krefter. "Egg-boks mdded en fin modell for & kunne se
for seg dette siden etter at kryssbindingen emdskjigner molekylet pa egg-boks.
Mganster pa kryssbhinding er avhengig av esterifigeag rhamnosyl grupper tiltede i
pektinkjede, se Figur 3. Dersom rhamnosyl- ell¢éerggupper kommer rett etter en
lang rekke med karboksylsyre grupper vil krysshigdstoppe opp og lage en

"knekk” (kink) og deretter fortsette videre.

Egg box m\ :
M. HO na
;
Gl u
i

& 4
H;

Epg-bax cavity

Terminated by rhamnosyd "Kinks®

Or by highhyr esterified
chain seguences .‘

Figur 3: Skjematisk bilde for egg-boks struktur][13
9
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Det er funnet ut at det trengs ca 14-20 frie kaslgtdyre grupper i rekkefglge for at
denne egg-boks strukturen kan oppnas. Resulatetssbinding er en gelingsprosess
[14].

Denne gelingen av LM pektin er bl.a. avhengig aniagsfordelingen i molekylet,
molekylvekt, ionestyrke, pH og temperatur. Meningasd kryssbinding er at
loseligheten til pektinet reduseres og dermedigéfting av legemidlet inkorporert i
pektin partikler retarderes. En annen egenskajpektin er at det degraderes ikke av
enzymer i mage og tynntarm. Det vil farst degraslef®lon av pektinolytiske

enzymer som fins i tarmen [15].

3.3.1 Amidert pektin

Amidering av LM pektin pavirker dets egenskaper. &&ontrollere rheologiske og
fysiske egenskapene til pektin er det ofte derpeatitil amidert pektin. Her er OGH
gruppen pa C-6 byttet ut med —Mgruppe [16]. Nar pektin er amidert trenger det
mindre kalsium til & kunne gele enn ikke-amidert pbktin [17].
Gelingsegenskapene vil bli sterk pavirket av aritalkarboksylsyre grupper
tilgjengelige for kryssbhindingen [14]. Siden amideM pektin (DE<50%) lager en
rigid gel med divalente kationer, har det blitt kirued kontrollert-frisetting av

legemidler og er ogsa blitt pravd i colon deliveygtem [18].

Jo mer amidert et pektin er desto mer hydrofolleilveere i forhold til LM pektin.
Det kan veere pa grunn av amidgruppene som fgnekttilannelse av intra- og inter
molekyleere hydrogen bindinger. Hvis man stoler @dn@ hypotesen vil
tilstedeveerelse av amid gruppene pa pektinkjedemmkigheten for sterkere inter-
og intra molekyleere hydrogen bindinger, som vikrgjpektinet mer hydrofob enn

LM-pektin. Et hgyt antall amidgrupper vil resultedavere Igselighet [14].

10



Teori

3.3.2 Kjemiske egenskaper og stabilitet til pektin

Pektin er vannlgselig og negativt ladd ved ngyikal pK,for syregruppen er omtrent
3,5. pKyer lavere med lavere DM-grad. Pektin med lavereokssteringsgrad har

hgyere vannlgselighet i forhold til HM-pektin.

Viskositet til en pektinlgsning vil blant annet \eavhengig av Mw, grad av

metokylering (DM), pH, ionestyrke i lgsningen ogieeratur.
Amidert pektin er mer tolerant ovenfor pH variagoong mengde kalsium tilsatt.

Ved hgy temperatur blir pektin depolymerisert. fesyil pektin kunne underga
hydrolyse og deesterifisering. | basisk miljg \éktin underga-eliminasjon hvis

nabosukkeret er metoksylert. HM-pektin degradesiskare enn LM-pektin [19].

3.3.3 Bruk

Pektin har lenge blitt brukt i matlaging. Den bralseam stivelsesmiddel i bl.a.
syltetay og som fortykningsmiddel i mange matvalmmen farmasi har mange
forskere pravd a bruke pektin i "Drug delivery” smmer for & oppna kontrollert

frisetting av legemidler [20].

11
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3.4 Spraytarking

30-06 Laboratorny Scale Spray Diver

| = Jetdyseoppsett, Il = Tarkekammer, Il = Disptay/kontrollenhet,

IV = Peristaltisk pumpe, V = Eksosutgang, VI = Sykloh, % Oppsamlingsbeholder
[21]

Spaytarking teknikk kan brukes til & produsereggulvere eller granuler fra
lgsninger og suspensjoner. Partikkelstgrrelsenikropartiklene laget ved
spraytgrking er avhengig av dysestgrrelsen. Omstiygelsen gkes fra 1,5-2,0mm,
farer det til en gkning i partikkelstarrelse pa @t 35-55 % [22]. Partikkelstarrelse
mindre enn ca. 4 um er vanskelig & oppna pa gruniea lave evnen av syklonen til

a kunne samle pulveret [23]. Prosessen involveeesteg:

1. Atomisering: her blir lgsningen atomisert gjennamferstgver ved hgy
inngangstemperatur.

2. Terking: dette skjer i et tarkekammer

3. Oppsamling av pulveret: Dette oppnas ved en sységarator [23].
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Dysen overfarer vaesken til sma draper. Disse deifmkes i en bglge av varmiuft,
slik at hver drape tgrkes til en enkel fast paglkEn spraytarker bestar av
tarkekammer, pumpe, eksos og oppsamlingsbeholdekekammer har en slags
syklon som forsikrer god luft sirkulering og sepdaerdig tarkede partikler fra
bevegende luft ved en sentrifugal virkning. Partikikgenskaper bestemmes av
drapestgrrelse. Luft kommer inni kammeret og rotdectarkede drapene rundt i

kammeret for & gke deres residenstid og dermedttde.

Spraytgrkede partikler kan lett gjenkjennes ogkerilutseendet. Partiklene har en
hul mikrosfeere. Dette fordi nar drapene kommeftitimrkes de fgrst pa utsiden mens
vaesken enna befinner seg pa innsiden. Vaeskenatdmtiampes og dette gjor at

disse partiklene har hul kjerne [24].
Fordeler ved spraytgrkingsprosess:
1. Kort tgrkingstid pa grunn av sma draper og storfiateareal.
2. Egnet for termolabile stoffer siden tarking skjeskt og drapene far ikke hay

temperatur pa grunn av fordampning og den kortie@astiden i

tarkekammeret [25].

3. Den karakteristiske partikkelformen gir produktettbulktetthet og dermed
rask opplgsning (stor overflate areal). Bulkte#etil spraytarket produkt
avhenger av om partiklene har utblasningshull édee. Er partiklene hele blir
bulktettheten lavere [22].

4. Partiklene vil ha uniform stgrrelse, gitt at dyserstabil.

5. Siden partikler er sfaeriske vil de gi god flyt. etil veere fordelaktig ved
tablettproduksjon.

6. Reproduserbar, rask og lett & oppskalere. [24]
13
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Ulemper:

Det er ikke mange ulemper ved spraytgrking av lagrik. Den stgrste ulempen er at
utbytte er lav, siden en del av pulveret gar utekisosen og noe avlegges rundt
glasset i spraytarkeren. Andre ulemper kan vaedetagr stort utstyr og at luften ma
veere varm nok nar den gar ut av tgrkeren for a akongdensering [24]. | tillegg er

metoden tidkrevende og trenger mye energi.

3.5 Molekylvektbestemmelse

Molekylvekt er en av de viktigste egenskapene foestemme funksjonell oppfarsel
til pektin. Pektin er polydispers nar det gjeldeslekylvekt siden molekylvekten kan
variere avhengig av hvilken plante pektin er hefiteebg modningsstadiet til planten
ved ekstraksjon. Ngyaktige molekylvektbestemmedsamanskelig spesielt pa grunn
av de store forskjellene i strukturen og fordi kdat tendens til & aggregere i lgsning.
Den gjennomsnittlige molekylvekten til pektin eledtert fra forskjellige frukt er
vanligvis 14-10° g/mol [26].

Det fins mange ulike metoder for & kunne ansléjenrg)msnittsmolekylvekt_(MW)
for polymere. Den kan blant annet bestemmes vedaoreamosmometri, statisk

lysspredning, sedimenteringsmetoder og viskom2ij. [

3.5.1 Viskometri

Viskositet til en polymer lgsning er direkte relatd den relative starrelsen og
formen til polymer molekyler. Viskometri er en a&@ thest brukte metodene for
karakterisering av polysakkarid molekylvekt sidex itkke trenger mye
instrumentering. Gjennom denne metoden bestemnewisgositet til polymeren.

Egenviskositet kan relateres til molekylvekt gjermilark-Houwink likningen:

[n] = kM,”
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hvor k oga er konstanter som ma oppgis for et spesifikt pelyhasemiddel system,

ved en gitt temperatur.

For polysakkarider er parametre k@gvhengige av geometrien til bindingene i
polymerkjedene. Polysakkarider med utstrakte kjeidetrgodt lgsemiddel, gir lave k
verdier. Eksponentemligger pa en skala fra 0.5-0.8 for en lineeer [tiliig kveilet

kiede og gker med gkende stivhet. Bade egenviskasjt. vil vaere forskjellig i
forskjellige lgsemidler. | et godt lgsemiddel viédlen veere lett utstrakt og dermed ha
hay egenviskositet og hay | motsetning vil bade egenviskositetogeere lav i et
darlig lgsningsmiddel for da vil intramolekyleer¢draksjoner veere sterkere enn
interaksjon mellom polymer og lgsemiddel molekylegepolysakkaridet vil ha en

kompakt konformasjon [27].

3.5.2 Betemmelse av egenviskositet

Det brukes Ostwald viscometer for bestemmelse amdgkositet. Metoden gar ut pa
at det lages flere Igsninger av polymeren i et elgrsemiddel, gjerne fortynnede, og
tiden de bruker for & komme seg gjennom kapillaades. Deretter regnes det ut

relativ viskositei(n,e):

Nrel = nh]s

Her em viskositeten til polymerlgsning ag for lgsemidletn, kan lett regnes ut ved
a dele tiden Igsningene bruker for & ga gjennoniléet (t) pa tiden lgsningsmidlet

bruker for & ga gjennom kapilleere) (e = t/ t
Deretter regnes det ut spesifikk viskositg) Nsp= Nrel -1

Av spesifikk viskositet kan det beregnes redusiskositet {)req): Nrea= Nsp/C, der C

er konsentrasjon av polymer.

Ved fortynnede polymerlgsninger kan redusert viggbsaere linesert avhengig av

polymerkonsentrasjon. Formelen for dette er:
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Nsp/C = [mlc + K'[n]°¢?

Denne ligningen kalles Huggins likning og K™ er Kt konstanten. Ut i fra denne

likningen ser man dt)] er lim G-0 ng/C

1nspic

[1]

Figur 4: Plott som brukes for & finne egenviskositet

Den linezere sammenhengen mellom polymerkonsemntersjogns,/C vil gi en
likning y = ax+b. Det lages en graf med konsentragC) pa x-aksen og den
beregnede reduserte viskositeten pa y-aksen dligrdast i Figur 4. K som er
Hugginskonstant kan ogs& uttrykkes sonf afpgir informasjon om interaksjon
mellom polymer og Igsemiddel [27, 28]. Et bra |gi&ktal kan gi en K* pa ca. 0,4.
Her er det hgyest viskositet. Ved K* pa ca. 0,8etiike mye frastgtning som

tiltrekning i systemet, og man h@betingelser.
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3.6 Stagrrelsesmaling

Det finnes mange forskjellige metoder for & maldikkelstarrelse, blant annet: Laser
diffraksjon, sikting, mikroskopiske metoder og Geulcounter (Electric stream

sensing zone method) [29].

3.6.1 Laser diffraksjon ved Lasentec

Figur 5: Lasentec®

Lasentec® bruker en FBRM (Focused Beam Reflectbfesurement) probe.

Proben bestar blant annet av laserstrale somdsiiitggjennom et safir vindu og
stralen er godt fokusert akkurat ved vindusovegfiaStralen blir sa beveget slik at
den falger en vei ved omkretsen av vinduet og beweg raskt (2-6m/s) at
partikkelbevegelse blir veldig liten i forhold. N@artiklene passerer forbi overflaten
av vinduet vil laserstralen spredes pa partiklenesflate. Denne reflekteringen
registreres helt til laserstralen nar den andrersal partikkelen. Refleksjonen samles

av FBRM linser og overfares til et elektronisk sgn
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| &
[

= High Velocicy
Scanning Laser Beam
—

Duration of Reflection
Measured = Chord

Figur 6: Registrering av kordlengde mens laserstralen treffer partiklene

Programvaren vil male den tiden refleksjonen varegange det med hastigheten pa
skanningen og slik beregne at avstand. Denne alestaialles kordlengde.
Kordlengde er en rett linje mellom to punkter pélken som helst side av partikkelen
(se Figur 6). FBRM maler hundretusener korder pkusd og dermed gir en robust
kordfordeling [30].

3.6.2 Stgrrelsesmal

For & definere en stgrrelsesfordeling eller samigealpulvere som bestar av
partikler med forskjellige diametre, kan fordelinggeles inn i forskjellige

stgrrelsesomrader.

Median (Q) er den midterste malingen og vil dele en steefelslelingskurve i to
like store deler. 25 percentil (c25) er den mideerdien i malingene pa venstre
siden av median. 75 percentil (c75) er den mitkersrdien i malingene pa hayre
siden av median. 25 percentil og 75 percentil kadlgsa Q@og Q; henholdsvis. Mean
er gjennomsnittet og Mode er den starrelsen deedeidlt flest partikler. IQR
(Interquartile Range) er avstanden mellogo@ Q. IQR = Q@ — Q [31].

IQCS (Interquartile coefficient of skewness) emét pa skjevhet og kan beregnes
slik: IQCS = ((c75 - median) — (median - ¢25))d7® - median) + (median - c25)).
Det kan ha alle verdier mellom -1 og +1. Hvis IQ&Shull vil fordelingen veere

symmetrisk mellom percentilene [29].
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3.7 Statistisk forsgksplanlegging

Statistisk forsgksdesign innebaerer a legge opprepksdesign, for deretter a
modellere matematisk pa resultatene ved hjelpatisskk. Disse to operasjoner er
ikke uavhengige av hverandre siden forsgksdesaymgbr hvilke effekter som kan

beregnes.

3.7.1 Forsgksdesign

Et forsgksdesign legges ut etter hva som er gistalia fa ut av forsgkene. Malet
med dette er & f& mest mulig informasjon fra minstig forsgk samtidig som det
gjgr enklere a bestemme samspillseffekter. Sarasffitlkter forteller om faktorer

endrer sin innflytelse pa system avhengig av nvamdre faktorer.

Faktorielt design
| et faktorielt design undersgkes det et bestespaikmentelt omrade for & se om en

endring i designvariabel har effekt pa responseeritdesignvariabel studeres bare pa

fa nivaer, vanligvis to, og varierer fra hay tiVl&aktorielt forsgk kan veere av to

typer:

a) Fullfaktorielt forsgk
Et fullfaktorielt forsgk pa to nivaer vil gi"Zksperimenter. n star for antall

designvariabel. Dersom det er tre designvariabl2 pi&aer vil det gi 2= 8 forsgk.
Fordelen med fullfaktorielt forsgk er at alle hog&dktene og interaksjonseffekter

kan undersgkes.

b) Redusert faktorforsgk
| et fullfaktorielt forsgk vil antall forsgk fortke nar det er mange designvariabler og

ofte vil det ikke vaere lett & utfgre sa mange fois@de tidsmessig og gkonomisk.
Ofte vil flere av de valgte variablene ikke ha mdfekt pa responsene og mange av

interaksjonene vil veere usannsynlige. Derfor viilgelpe a redusere slik at
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hovedeffektene kan bestemmes, men ikke for eksetmg&ktor samspill. Et
redusert faktorforsgk pa 2 nivaer vil di*2antall forsgk, der k er en
reduseringsfaktor. Her vil man i stedet for & kamelé faktorene i alle mulige
kombinasjoner kombinere bare de av faktorer ogaksfoner man antar vil pavirke

effekten. Dataprogrammet tar seg av beregningesamspill [32].

%

Figur 7: Fult og redusert faktorforsgk pa 2 nivder med 3 designvariable.
Ved et fultfaktorielt forsgk vil alle hjgrner benyttes, mens ved redusert vil
det bare brukes de gra hjgrnene.

X1

Hva som kan beregnes ut fra designet er avhengnyiéken opplgsning design har.
Opplgsning bestemmes av hvor redusert faktorfotsrkdo hgyere opplgsning desto

mer sammenblandet er effektene.
Opplasning VI: Alle hoved- og samspillseffekterudtandet
Opplasning V: Alle hovedeffekter og 2-faktorsamispilublandet.

Opplasning IV: Hovedeffekter er blandet sammen Bwaktorsamspill og 2-

faktorsamspill er blandet med andre 2-faktorsarhspil

Opplagsning lll: Hovedeffekter er blandet sammen 2ddktorsamspill [33].
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Ulempen med redusert faktorforsgk er at nar toofaktfarst er sammenblandet med
hverandre kan de ikke separeres matematisk. Deagjman ikke vet om en eventuell
variasjon i respons er forarsaket av enkel varialbet interaksjon mellom to

variablene.

3.7.2 Hvordan velge design?

Flere typer design kan velges avhengig av hva mesmgér a vite og hvordan man pa
forhand tror at responsen henger sammen med faleobBesign en kan velge mellom

er:
1. Screening design: Undersgke mulige hovedeffekter

2. Optimaliseringsdesign: Finne de nivaene av desagiablene som gir

optimum respons verdi.

3. Mixture design: Brukes nar nivaet av alle variakléhsammen skal utgjgre

noe bestemt.

4. Mixed level: Brukes nar de ulike variablene skadlersgkes pa ulikt antall

nivaer.

5. D-optimaliserings design: Brukes nar det er begrigiger pa hvordan

variablene kan variere.
Vil man utfgre en screening eller man tror at saeinemgen er lineaer, velger man et

to- nivas design, tror man ikke det trenger mareflava. [32]

3.7.3 Multivariat modellering

MLR
| “Multiple Linear Regression” lages det en modsglm predikerer variasjonen i Y fra

variasjonen i X slik at det kvadrerte avviket foppene fra linja til sammen blir minst
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mulig (minste kvadraters metode). Viktige plott LM er predikert verdi av prgvene
plottet mot malt verdi, regresjonskoeffisienter nogduten p-verdi (som angir
sannsynligheten til for at O er med i konfidensimédler) og t-verdi (som angir hvor
stor effekten er i forhold til standardavviket)verdi og t-verdi er egentlig to sider av
samme sak siden p-verdien fglger direkte av t-eerdViktige parametre er stgrrelsen
pa regresjonskoeffisienten, standardavvik fra fpertlimot malt og antall forsgk.

MLR brukes pa designede forsgk nar det er full @pping mellom variablene.
Metoden forutsetter at X-variablene er uavhengagielet er lite stgy i X-matriks og at

det er flere variabler enn pragver [34].

Prinsipalkomponentanalyse (PCA)
PCA er en bilineaer modellerings metode som ginaarkt over informasjonen i en

flerdimensjonell data. Meningen med all multivadata analyse er & dekomponere
dataene slik at ikke-observerbare trender og fenemiean detekteres. Informasjonen
i de originale variablene projekteres pa feerre tigtende variabler som kalles
Principal Component (PC). Variansen er veldig gkben farste PC dekker den
maksimale variansen og vil ga i den retningen lspoedningen pa objektene er starst
mulig. Den andre PC-en vil legge seg ortogonattdih farste og i den retningen der
det fins starste parten av resterende varians. giC#&n oversikt over forhold mellom
forskjellige variabler og mulighet for @ oppdagensiwe, grupperinger, likheter og
ulikheter mellom prgvene. Her skilles det ikke romllresponser og faktorer.

Metoden kan benyttes pa alle datamatriser. Viktigéott i PCA er:

« Loadings: To PC-er er plottet mot hverandre. Visdrag fra en variabel pa
prinsipal komponeneten. PC-1 og PC-2 vil veere detiingene som forklarer
mest varians i variablene. Loadings gir oversilgrantervariable
sammenhenger. To variable som er plassert neerridrergeometrisk vil

kovariere positivt.

« Scoreplott: Her plottes ogsa to PC-er mot hverandaeligvis PC-1 og PC-2

siden de forklarer mest varians i tallmaterialéseVv vekten til en prgve pa
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prinsipalkomponenten. Brukes for & identifiseradier og grupper, uteliggere,

sammenligning av replikater osv.

» Forklart varians: Gir oversikt over hvor mye aviagajonen i datamatrisen som

forklares ved det valgte antall prinsipal kompoeent

[35]

PLS
| Multivariat kalibrering relateres det to datasettog Y. PLS er en

projeksjonsmetode hvor variasjonen i Y-varianserkés direkte til & finne y-relevant
struktur i X. Her fokuseres det bade pa X-variap&evarians siden man er mest
interessert i de kovarierende omradene i dissBdtie gir en modell som kan brukes
til & tolke de ulike faktorenes effekt pa Y, sanuréddikere nye Y-verdier. Det er to
typer av PLS. PLS1 modellerer fra en Y-variabelnsmBLS 2 modellerer flere Y-

variabler samtidig [36].
Viktige plott i PLS er:

* Regresjonskoeffisienter (RK) viser hvilke X-vail@tbsom har betydningsfull
effekt pa Y-variablen. Den relative starrelsemlélvektede RK-ene viser
hvilken variabel som har starst betydning. For gj@e hvilke RK ikke bar tas

med benyttes Marten’s Uncertainty-test [37].

« Influenceplott benyttes til & finne uvanlige ellarormale praver som kan ha
en uheldig effekt pA modellen. Dette plottet visdativt sett hvilke praver
som har stor innflytelse pa modellen og om de twt sesidual som viser at de

er darlig tilpasset modellen.

 Forklart varians kan brukes til & avgjgre hvor ne@Rg-er modellen bgr besta
av. Dette plottet viser bade kalibrert forklart ¥rians og validert forklart Y-

varians som funksjon av antall PC-er.
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 Loadings viser bidrag fra en faktor pa en PC.
 Scoreplott angir vekten til en pragve pa en PC.

 Plottet som viser malt Y mot predikert Y angir mibeles presisjon.
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4. Materialer og utstyr

4.1 Materiale

STOFF OG KJEMIKALIER

DISTRIBUT@R

Amidert pektin: Genu pectin type LM-102 AS.
Batch nr: SK81001

CP Kelco, Danmark

Natriumhexametafosfat; Batch nr: 1.3282-250

KEB®A.AB, Sverige

Destillert vann

lonebyttet vann

Paracetamolum; Batch nr;: 315788

Apotekproduksjon@sio

Jern(ll)klortid anhydrous; Batch nr: 12321;
LOT: 70600

Riedel-de Haen®, Tyskland

Nikkel (I1) klorid hexahydrat; Batch nr: 72247,
LOT: 1366629 51108078

Fluka Analytical, Sigma
Aldrich, Frankrike

Salvnitrat; Batch nr: 85228;
LOT: 1396970 13008052

Fluka Analytical, Sigma
Aldrich, England

Kalsiumklorid-2-hydrat; LOT: A835382 736

Merck, kland

Sinkklorid; LOT: B0115916747

Merck, Tyskland

Magnesiumklorid hexahydrat; LOT: TA576033 O

25

BWlerck, Tyskland




Materialer og utstyr

STOFF OG KJEMIKALIER DISTRIBUTGR
Kaliumdihydrogenphosphat; LOT: A837073 70Y  Mertiskland
Natriumhydroksid; Batch nr: 71690 Sigma Aldrich Chemie
LOT: 70800 42407C04 GmbH, Sveits
Methanol; LOT K38629709 827 Merck, Tyskland

37 % saltsyre; LOT: K33616217 432 Merck, Tyskland
Silikonolje; Batch nr: 1.8260-500 KEBO Lab AB, Swkgy
Salpetersyre 65 %; LOT: 743 K02271956 Merck, Tk
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4.2 Utstyr

4.2.1 Til opprensing av pektin
Sentrifuge: Centra-MP4, OM 2438 fra Internationgipment company, USA
Shimadzu UV-160 A, Japan
Vekt: Sartorous ME235S, Lab instruments, Tyskland

Spectra/Por ® Dialysis membrane. Flat width 50mpec&um Laboratories,
USA.

Kapilleer viskosimeter Type nr: 51613, Schott, Tgskl
Bath thermostat CT 050/2, serie nr 141821, Schettate, Tyskland

Viscosity measuring Unit AVS 310, serie nr: 10863thott Garate, Tyskland

4.2.2 Til spraytgrking

SD-06 Laboratory scale spraydryer, LabPlant

4.2.3 Til pektinkuler

Standard fin pipette fra 200-1000 uL

4.2.4 Til krysshinding
Sikt 0,30 mm, kortblad
Freeze dryer Alpha-2-4. Serie nr: 10249 med caetraDC-1M

Martin Christ Gefriertrockmungsanlagen GmbH fragdstle med

vakumpumpe: Edwards modell RV8 serie nr: 066390883 Edwards England
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Quantitive Filter paper O0K. Batch nr: 1998. Std:1@mm. Art.no. 114004.
Munktell Filter AB, Sverige

Filterpapir til frysetagrker rar: Rundfilter @47minot EV0224-1. Batch 09609.
Fra Whatman Schleider & Schuell Microscience, Tagskil

Metanolbad: Hetofrig Serie nr: 9002097 Type CBA6to Birkergd, Danmark

4.2.5 Til maling av mengde virkestoff

Shimadzu UV-160 A, Japan

4.2.6 Til lysmikroskopbilder
« Til pektin kuler
Leica MZ-16 lysmikroskopet

Dataprogram: Leica application Suite versjon 210 Leica

Microsystems limited CMS GmbH, Sveits.
» Til spraytgrketpektin:

Nikon Eclipse TE 300 DV Fluorescensmikroskop

4.2.7 Til starrelsesmaling
Lasentec D600VL (control interface for FBRM-Focu&mhm Reflectance
Measurement). Laser Sensor technology, Inc. USAN@&814-0140

4.2.8 Til frisettingsforsgk
Frisettingsapparat med standard gjennomstrgmnilgs&atax dissotest CE 6,

Sveits.
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UV-apparat: Pharmacia LKB. Ultrospec IlI
Pumpe: Ismatec sa, type IPS-16, Sveits

Apparatet var koblet sammen med Solwaflex pumpgsiamed indre diameter
0,110 inch. Elkay standard tubing. LOT.no. X229%@a5ge:lilla og hvit.

Programmet: LKB Tablet Dissolution software fra Phacia LKB

4.2.9 Til bestemmelse av ionmengde

Varian atom absorpsjon spektrofotometer, ModelleGpAA-10".

En acetylen-luft flamme ble brukt for alle malingen

4.3 Lasninger

4.3.1 0,1 M HCI

9,87 g 37% saltsyre ble Igst i destillert vann aliklet ble 1 liter til sammen. pH ble

kontrollert.

4.3.2 1,0 M NaOH

80 g NaOH kuler ble lgst i destillert vann slikdet ble 2 liter til sammen.

4.3.3 Fosfatbuffer pH 6,8

94,04 g kaliumdihydrogenfosfat (KRO,) og 309 mL 1,0 M NaOH ble lgst i

destillert vann slik at det ble 10 L til sammehl ble kontrollert og var 6,8.
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4.3.4 Na-hexametafosfatlasning

10,0 g Na-hexametafosfat ble lgst i ionebyttet viamiriL. pH ble justert til 4,45 med
37% HCI.

4.3.5 ZnCl, lgsning 0,5 M

68,155 g ZnGlble lgst i ionebyttet vann til 1L. Ved blakkheellet tilsatt noen
draper sterk saltsyre til Igsningen ble klar. Sadtble tilsatt med forsiktighet slik at
pH holdt seg over 5. pH ble kontrollert.

4.3.6 FeCls lgsning 0,5 M

81,1 g FeG ble lgst i ionebyttet vann til 1L. Det var en ratfiklar lgsning.

4.3.7 AgNO; lgsning 0,5 M

84,94 g AgNQ ble Igst i ionebyttet vann til 1L. Malekolbe blekiet med

aluminiumsfolie for & beskytte lgsningen mot lys.

4.3.8 CacCl, lgsning 0,5 M

7,35 g kalsiumkloriddihydrat ble lgst i ionebytiginn til 200 mL.

4.3.9 MgCl; lgsning 0,5 M

10,16 g magnesiumkloridhexahydrat ble Igst i iotibyann til 200 mL.

4.3.10 NiCl; lgsning 0,5 M

11,89 g nikkelkloridhexahydrat ble lgst i ionebyttann til 100 mL.
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5. Metode

5.1 Opprensing av pektin

5.1.1 Innledende forsgk — for a bestemme sentrifuge  tid

Det ble gjort forsgk for a finne den korteste séngeringstiden som fjernet de fleste
forurensningene. Metoden for opprensing av pekdinsveert tidkrevende og

meningen var & effektivisere denne.

Utrenningstid og turbiditetsmalinger ble brukt sorél pa eventuelt tap av lange
polymerkjeder og reduksjon i forurensning. Meninganat en mer forurenset
pektinlgsning vil spre lyset mer pa grunn av fleagtikler enn en mindre forurenset
pektinlgsning. Tap av store molekyler vil gi enuseért viskositet og dermed nedgang

| utrenningstid.

Det ble laget 1,5 % (w/v) lgsning av amidert pekuiestillert vann. Lagsningen ble
sentrifugert i 1 time og 3 timer. Viskositet ogHiditet ble malt etter bade 1 time og 3

timers sentrifugering. Sentrifugen ble stilt inn4&00 rpm (rotasjoner per minutt).

Turbiditetsmaling
UV-spektrofotometer ble brukt for turbiditetsmalirgpektrofotometeret ble stilt inn

pa 350 nm. Denne bglgelengden ble valgt pa bakgaunuivV-spekter tatt av amidert

pektin lgsning, og det viste seg at absorbans grgest ved 350 nm.
| tillegg ble absorbansen til alle pravene scanoetradet 200nm-800nm.

Absorbansen ble malt rett etter sentrifugeringegeleétter 1 time og 3 timers
sentrifugering. Pektinlgsning etter 1 times seag&ring ble satt til side for 2 timer og

deretter ble det malt absorbans en gang til fa& @ns henstand endrer absorbansen. |
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tillegg ble det ogsa malt UV-absorbans pa pektitibaguten sentrifugering for a

kunne sammenligne absorbansene.

Maling av utrenningstid

Det ble brukt Micro-Ostwald kapilleer for & maleartningstider til pektinlgsningene
bade fgr og etter sentrifugeringene. Lasningenédotgnnet 1:1 til totalt 4 mL med
destillert vann. Viskosimetret ble stabilisert @8Q og innstilt til 4 repetisjoner far
malingene ble gjort. Det ble overfart 2mL Igsniiidcapillaeret. Lasningen tempererte
seg i vannbadet far malingene ble startet. Prosedyle sa fulgt for bade den
usentrifugerte prgven og prgvene sentrifugerimé g 3 timer. Mellom hver prgve
ble kapilleeret vasket 2 ganger med destillert vag2 ganger med aceton for deretter

tarket med nitrogen.

5.1.2 Hovedforsgk

Det ble laget 1,5 % (w/v) lgsning av amidert pekuiestillert vann. Dette ble
sentrifugert ved 4600 rpm i 2x60 minutter. Ettenstg 60 min ble supernatanten
overfart til nye sentrifugerar for deretter en eyifugering pa 60 minutter. Etter
sentrifugering ble supernatanten overfart til ddaglange som ble lagt til blgt i
destillert vann i en halv time far overfgring apstnatanten. Dialyseslange bestod av
en semipermeabel membran der alle molekyler meékyiviekt under 8000 D kunne
fritt diffundere over membranen og ut av slangdan&en ble satt i destillert vann og
for & holde diffusjonsgradienten over slangen lalenet skiftet 7 ganger. Etter dialyse
ble pektinlgsning overfart til frysetarkerkolberge medfrosset ved rotering i
metanolbad pa ca -40°C. Dette ble tarket i latktiya en frysetagrker i minimum 48

timer.
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5.2 Karakterisering av pektin

Renset amidert pektin ble brukt til dette forseiit at tilstedeveerelse av

forurensninger ikke pavirket bestemmelsen av mdveky.

5.2.1 Molekylvektbestemmelse

50mL 0,5 % (w/v) amidert pektin lgsning ble lagéta-hexametafosfat lgsning, siden
det reduserer tendens til aggregatdannelse i fotilokent vann [38]. Det ble benyttet

et Micro-Ostwald viskosimeter med vannbad og tidem# pparatet ble innstilt pa:
» 25°C
* nMeas.: 3
 Temp.cond.: 5 min

Temp.cond. som ble satt til 5 minutter betyr atikagoet med lgsningen stod |
vannbadet for 5 minutter slik at den fikk rett méhaperatur. nMeas ble satt til 3, dvs
at tiden lgsningen trengte a renne mellom to purgdekapillzeret ble malt 3 ganger.
Vannbadet ble innstilt pa 25°C.

Ved hver maling ble det tilsatt 2 mL Igsning tiindigkkeste delen av kapillzeret.
Pektinkonsentrasjonene ble valgt pa bakgrunn &rlavldet mellom utrenningstiden
til den hgyeste pektin konsentrasjonen og renthaidel skal veere mellom 3 og 4.
Utrenningstiden til rent Igsningsmiddel, Na-hexaafegfat Igsning, ble malt farst og
deretter ble det malt utrenningstid til de forslge pektinkonsentrasjonene.
Kapilleeret ble vasket 2 ganger med destillert vagi2 ganger med aceton og ble

terket med nitrogen mellom hver maling.

Konsentrasjoner som ble brukt er vist i Tabell 2:
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Tabell 2:Konsentrasjoner brukt ved maling av utrenningstider

Pektin type Konsentrasjon (w/v)

Amidert 0,25% 0,2% 0,15% 0,10%

Konstantene som ble brukt for & beregne molekylvektMark-Houwink likningen

var K= 4,7*10° ogo = 1 ndr konsentrasjonen er oppgitt i g/200mL [39].
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5.3 Pektinkuler

Hensikten med dette var & prgve ut forskjelligedkasr som kryssbindingsmiddel for

amidert pektin og se hvilke krysshinder pektin Istiktat det holder ut lenge i buffer.

5.3.1 Tillaging av kulene

Figur 8:Tillaging av pektinkuler. a) metoden og utstyret,saltlgsning i
begerglass (NiCl,) og pektinlgsning i pipette b) pektinkuler under
krysshinding (her i AgNO; lgsning)

En standard ionotropisk geldanningsteknikk ble bfaktillaging av pektinkuler, se

Figur 8.

3,0 % (w/v) amidert pektin lgsning ble dryppet 080 mL av forskjellige
saltlzsninger med konsentrasjon pa 0,5 M. Salthagmible laget i renset ionebyttet
vann. Det ble dryppet en drape per sekund undergglik at kulene ikke gikk
sammen under drypping og kryssbinding. Til dryppahgdet brukt en pipette med
gummikork (indre diameter var 1,0 mm). 100 draderdsyppet i hver saltlgsning.
Kulene som var laget fikk lov til a ligge i krysshlingslgsningen i 1 time under sakte
magnetrgring. Etter 1 time ble kulene filtrert ed hjelp av filterpapir. De
kryssbundne partiklene ble deretter vasket to gamgel 50 mL ionebyttet vann for &
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fa vekk overskudd av positive ioner og de restezamehative ionene. Partiklene ble
tarket i 24 timer pa labbenk ved romtemperaturtiltane ble snudd en gang under

tarkingsprosessen slik at de ikke ble flate paatensiden.

Det ble brukt klorid salter av forskjellige iondiksat det var lettere & kunne
sammenligne kulene. loner som ble brukt var: Mg, Fe*, Ni?*, C&*, Ag".

Siden kloridsaltet av sglv feller ut i vann ble tetyttet sglvnitrat i stedet for

sw@lvklorid.

0,5 M ZnC}, lgsning var blakket. For a fa en klar lgsningde¢ tilsatt noen draper
0,2 M HCI helt til pH ble 5 eller Igsningen ble kla

Sglvi AgNO; er et enverdig kation. For a forsikre at det iklke forurensninger eller
andre metaller tilstede i pektinet som fikk kryssbingen til & skje ble pektinet renset
og deretter kryssbundet med Aghén gang til. Kryssbindingsmetoden var den

samme som med ikke-renset amidert pektin.

5.4 Karakterisering av pektinkuler

5.4.1 Opplasning av kulene i fosfatbuffer

Hensikten var a se hvor lenge kulene holdt segsfdtbuffer pH 6,8 under omraring.

Etter tarking ble de tarkede pektinkulene lagt0 biL fosfatbuffer pH 6,8 og dette
ble holdt under sterk magnetrgring til kulene Iastg helt. Opplgsning av kuler ble
bestemt ved visuell observasjon. | avsnitt 5.3elddt laget 100 kuler. Her ble 95

kuler tilsatt i buffer og resten ble oppbevart vatere forsgk.

5.4.2 Mikroskopbilder

Mikroskopbilder ble tatt for & fa en visuell ovéatsbver kulene. Hensikten var a se
hvor lang tid det tok far kulene svellet og lostg 8g hvordan de s& ut under hele
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prosessen. Det ble fgrst tatt et bilde av en kmtelén ble satt i buffer, for & se
hvordan det sa ut og for @ kunne sammenligne kuieneg etter tilsetting i buffer.
Det ble brukt en liten petriskal som ble halvfylkednbuffer og en kule ble lagt i slik at
kulen var helt dekket av buffer under hele prosesBet ble tatt bilder etter bestemte
tidsintervaller helt til kulen hadde Igst seg. Tidisrvallene ble bestemt etter tiden

kulene brukte pa a bli opplgst i buffer under stening, se avsnitt 5.4.10g 6.4.1.
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5.5 Spraytgrking

5.5.1 Innledende forsgk

Hensikten med dette forsgket var & bli kjent medygprkeren og se om

innstillingene funnet ut i [19] kunne brukes.

750mL 3,0 % (w/v) lgsning av amidert pektin bledagdestillert vann.
Konsentrasjon pa 3,0 % ble brukt fordi det har sef & gi finest pulver tidligere
[19]. Far spraytarking ble spraytarkeren vasket math pa hgy pumpehastighet for

a veere sikker pa at det var rent. Innstillingera bte brukt under spraytgrking var:
Deblokkerings hastighet: Slow (10 ganger/minutt)

Pumpehastighet: 3 (205 mL/time)

Inntemp: 200 °C

Ut-temp: 100 °C

Viftehastighet: 30 (3,5 m/s)

Dysestgrrelse: 0,5 mm

For & holde temperaturen hayt i tarkekammeret ndrhiat det gar ned pa grunn av
romtemperatur ble det pakket inn med aluminiumfdli@sningen ble holdt i raring

med en magnetrgrer under hele spraytgrkingsprasesse

5.5.2 Hovedforsgk

Hensikten med dette var & spraytgrke amidert peisiiinger sammen med et

virkestoff.
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Det ble valgt 3 % (w/v) lgsninger med amidert pelsiden tidligere erfaringer har
vist at det er vanskelig a jobbe med pektinkonssitner hgyere enn 3,0 % under
spraytarking. Lasningene med en hgyere pektinkdraston har tendens til a stivne i
slangen pa vei til pumpen [19]. Pektinlgsningeretitdatt forskjellige mengder
virkestoff. Virkestoffet som ble valgt var Paragcetd. Lgsningene ble laget ved at
pektin ble lgst i destillert vann over natt pa kmafgring. Dagen etter da pektinet var
lgst i vann, ble det tilsatt paracetamol slik atkat konsentrasjon ble oppnadd. Dette
sto pa kraftig raring i 3-4 timer til alt var lg8et ble laget ny pektinlgsning for hver
legemiddelkonsentrasjon. Da paracetamol-pektinihgen var klare ble lgsningene
spraytgrket i en spraytgrker under konstant omgasmoppvarming (50°C).
Tarkekammeret ble pakket inn i aluminiumsfolie. 8perkeren ble innstilt slik det er
skrevet i 5.5.1.

Paracetamol mengder og den eksakte sammenster@ngesningene var som Vist i
Tabell 3.

Tabell 3: Sammensetningen av lgsninger som ble benyttet for spraytarking

Mengde amidert

Mengde paracetamol

Lgsningsvolum

Paracetamol mengde

pektin (g) (9) (L) (%) *

00 |10 |1 | 83 |
30,0 9,0 1 23,08
30,0 4,50 1 13,04

* Prosentene er regnet ut av den totale tarrstefigden.

Etter at spraytarking var ferdig ble det tarkedvgret overfart til en plast beholder

med lokk, merket og oppbevart i kigleskap. Det eEes flere batcher av alle

prgvene underveis i oppgaven med samme sammergstrmoppgitt i Tabell 3.
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5.6 Maling av mengde virkestoff i ikke-kryssbundet pektin

Hensikten var a finne ut hvor mye paracetamol dendig var i de ikke-kryssbundne
pulverne. De teoretiske mengdene var 33,33 %, 28,08 13,04 %.

Foarst ble det laget standardkurve med paracetafostatbuffer pH 6,8.

For & lage standardkurve ble 200 mg paracetamiol 189 mL buffer slik at
konsentrasjonen ble 2mg/mL. Det ble laget en fontygsrekke med disse

konsentrasjonene av paracetamol:

1. 0,5 ug/mL

N

. 1 pg/mL

w

. 2 ug/mL
4. 4 pg/mL

5. 6 pg/mL

(o))

. 8 ug/mL

Det ble brukt et UV-apparat og absorbansen ble ve@lt243 nm. Denne absorbansen

er i samsvar med det som er brukt i litteratured) f].

For maling av paracetamol mengde ble 3,1 + 0,1(®uhger veid opp og l@st i 50 mL
buffer til alt var lgst. Hver maling ble gjort iréplikater. Buffer ble valgt som
blindprgve under malingene. Kvartskyvetter ble sBy ganger med vann og 1 gang

med buffer mellom hver maling.
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5.7 Lysmikroskopbilder av ikke-kryssbundet pektin

Hensikten var a se pa starrelsen pa pragvene og saligme de med hverandre. |

tillegg var det ogsa meningen a se hvordan pantkk& ut og hvilken form de hadde.

Til dette forsgket ble det brukt spraytegrket pektien virkestoff fra avsnitt 5.5.1 og

pravene med forskjellige konsentrasjoner av viddés$ta avsnitt 5.5.2.

Mikroskopering ble utfart med 1000 gangers for&isg. Bildene ble tatt med
fasekontrast, fra undersiden av prgvene. Prgvensusipendert i silikonolje pa et
objektglass og suspensjonen ble straket utovektigesset for & fordele partiklene.

Dekkglasset ble lagt forsiktig pa for & unnga laofiter.
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5.8 Krysshinding

5.8.1 Innledende forsgk

Hensikten med forsgket var & komme frem til denskmirasjon av saltlasninger som

gir god ladingseffektivitet og starst utbytte.

Forsgk ble gjort pa spraytgrket pektin med virkiéstengde pa 33,33 % og salt som
ble brukt var ZnGl

Tre konsentrasjoner av Znile provd:
1. 0,2M
2. 05M
3.1M

Det ble laget 100 mL Igsninger i ovennevnte komrsesfdner. Lgsningene ble laget i
ionebyttet vann. For & fa klare lgsninger av siokil ble 0,5 M og 0,2 M Igsningene
tilsatt noen draper saltsyre. 1M lgsning var kigtrengte ikke tilsetting av saltsyre.
1,0 g spraytarket amidert pektin ble siktet medryBsikt over sinkklorid lgsninger
som sto pa rgring slik at det ble en jevn suspengjeretter ble dette kryssbundet
under svak rgring i 10 minutter. Kryssbindingstédi® minutter ble valgt fordi det

var i samsvar med [19, 42].

Etter kryssbhindingsperioden ble kryssbundet pdidtiert fra. Filtratet ble suspendert
I 100 mL ionebyttet vann og kryssbundet pektinigjen filtrert fra. Prosedyren ble
gjentatt 2 ganger. Denne vaskeprosedyren ble fgjoé skylle vekk overfladige

sinkioner.
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Til slutt ble filtratet suspendert i 100 mL ionetagtvann. Dette ble deretter nedfrosset
i en rundkolbe under rotering pa et bad av metpaala -40°C og frysetarket til

produktet var tart og i pulver form.

Maling av mengde virkestoff
Hensikten var a male virkestoff mengde i kryssbuiadeidert pektin (33,33 %

virkestoff) med ZnGJ og se hvilket av de tre produktene hadde stem$ioial av

virkestoffet paracetamol.

3 mg kryssbundet pulver ble overfart til 10 mL nkaléer. Deretter ble dette last i
fosfatbuffer pH 6,8. Lgsningene ble holdt undemgtil alt pulver var Igst. Det tok

ca 3 timer.

UV- apparatet ble slatt pa ca 2 timer far malingeleegjort. Apparatet ble stilt inn pa
243 nm. Fosfatbuffer ble brukt som blindprgve. Adeningene ble holdt under
rering fer absorbans ble malt. Det ble tatt ut cal5av en og en lgsning (mens de
andre fortsatt var pa rgring) og ble overfart tilkvartskyvette. Deretter ble det lagt
inn i UV-apparatet for absorbansmaling. Kvartskiedie skylt 2 ganger med vann

og 2 ganger med buffer for deretter tarket medrpaphpa mellom hver maling.
Forsgket ble gjort i flere paralleller. Antall pletier for de tre produktene var:
» Pulver kryssbundet med 0,2 M sinkklorid: 4
» Pulver kryssbundet med 0,5 M sinkklorid: 6

* Pulver kryssbundet med 1 M sinkklorid: 4

5.8.2 Hovedforsgk

2,0 g spraytarket pulver med virkestoff ble veigh @y siktet 0,3mm over 200mL
saltlgsning. Pulver ble siktet under omrgring. Béte kryssbundet i 10 min. Etter

kryssbinding ble det kryssbundet pulveret filtfeat og vasket 3 ganger med 100 mL
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ionebyttet vann. Deretter ble filtratet suspend2@0 mL ionebyttet vann. Dette ble
fryst ned ved -40°C under rotering i metanolbadlegtter frysetarket til produktet
var tart og i pulver form. Det ble lagt inn etditpapir i lokket til kolbene slik at

pulveret ikke forurenset frysetarkeren og for &héntap av stoffet.

Alle batcher med spraytarket pulver ble kryssbupdesamme mate. Salter som ble
brukt var: ZnC}, FeCk AgNO;.

Design for krysshinding var som vist i Tabell 4:

Tabell 4: Design for kryssbinding (viser ogsa antall replikater som ble laget av hver
batch.)

Spraytarket pulver med forskjellige mengder paraceamol
Salttype 33 % 23 % 13 %
ZnCh 1 1 1
FeCk 3 3 3
AgNO; 1 1 1

Til sammen ble det laget 15 prgver.

Etter frysetegrking ble samtlige pregver veid innrkes og ble lagt i kjgleskap.

5.8.3 Modellering

Siden utytte var forskjellig for de forskjelligeguene ble det foretatt en PLS 1
modellering hvor det ble undersgkt om noen av ypesie eller
legemiddelkonsentrasjon i de forskjellige prgveadde korrelasjon med utbytte etter
krysshinding (mg). Det var gnskelig & se om noedeamevnte variablene farte til gkt

eller redusert utbytte. Her ble bare kryssbundnehea brukt som sample set.

Alle dataene ble vektet 1/STDev. Samspillsledddgjsa tatt med og det ble kjgrt med

full kryssvalidering og usikkerhetstest ("jack keiif.
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5.9 Bestemmelse av ion-mengde
Hensikten med dette forsgket var & male ion-mengddekryssbundne pravene.
lon-innhold ble bestemt i alle prgvene ved hjelmtomabsorpsjon.

100 mg prave ble veid inn og tilsatt 5 mL konsemtsalpetersyre i et begerglass.
Begerglasset ble dekket med urglass og satt pébeartil det sluttet & reagere og
lgsningen ble klar. Lasningene var gule. Innholdetoverfart til en malekolbe og ble
fortynnet til 50mL med destillert vann. Begergldadsle skylt godt slik at alt ble

overfart til malekolben.

Samtlige praver ble fortynnet i gnsket mengde ognahold ble bestemt.
Baglgelengdene som ble brukt for Ag, Zn og Fe varhloddsvis 328,1 nm, 213,9 nm
0g 248,3 nm.

5.9.1 Modellering

Det ble utfgrt en PLS 1 analyse for a se om ioertylegemiddelkonsentrasjon eller
samspill mellom disse hadde noen sammenheng medeoigde. MLR var litt
vanskelig a bruke siden det var for mange kategdebler og analysen ble litt

ubalansert pa grunn av dem.

Alle dataene ble vektet 1/STDev. Samspillsledddgjea tatt med og det ble kjgrt med
full kryssvalidering og usikkerhetstest ("jack keiif.
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5.10 Starrelsesmaling ved Lasentec®

Det ble brukt en Lasentec ® med software og heasikar & bestemme
starrelsesfordeling pa pravene. Malingene skjer &nled en probe i en suspensjon
som er under rgring. Prgven ma veaere i raring umddingen for a hindre

sedimentering av partiklene og for & ha flest mphgtikler tilgjengelig for maling.

5.10.1 Starrelsesmaling av ikke-kryssbundet pektin

200 mg ikke-kryssbundet pektin med inkorporert patamol ble suspendert i 100
mL metanol. Metanol ble brukt i stedet for vanndispraytarket pektin er lett lgselig
i vann. Siden meningen var & male partikkelstgerets det viktig at praven var i
suspensjon. Far maling ble suspensjonen sattiratydbad for & sl opp aggregater.
Proben og rareverket ble deretter satt ned i ssgmeEn. Suspensjonen satt pa ragring

i 30 sekunder far malingene ble startet.

Dataprogrammet var innstilt pa at en maling skt#l80 sekunder og det totalt skulle

tas 10 malinger kontinuerlig. Starrelsen pa paetikl ble malt under kraftig omraring.

Relevante mal var ¢25, median, c75, gjennomsnithode. Etter at malingene var
ferdige ble IQCS og IQR beregnet. Det ble beregjetnomsnitt og standardavvik

for hver prgve. Beregningen ble gjort med Microgofiice Excel 2007.

5.10.2 Starrelsesmaling av kryssbundet pektin

Starrelsesmaling av kryssbundet pektin ble gjdestillert vann. 100 mg prave ble
suspendert i 100 mL destillert vann siden kryssketpéktin er mindre Igselig i vann
enn ikke-kryssbundet pektin. Resten av metodenl#asamme som i avsnitt 5.10.1.

Det ble brukt de samme relevante mal ogsa.

46



Metode

5.10.3 Modellering

Hensikten var a fa bedre oversikt over prgveneeofpskjellige

stzrrelsesparametrene.

PCA pa stgrrelsesmal
For a finne grupperinger, likheter og forskjelleellom pravene og for & fa en

oversikt over forhold mellom de forskjellige variabe, ble det gjennomfgrt en PCA

analyse pa starrelsesmalene.

Alle variablene ble vektet 1/STDev fgr modellerogvalidert med full

kryssvalidering.

PLS 1 med partikkelstarrelse som respons
Det ble utfgrt en PLS 1 analyse pa designvariatfiena& se om noen av de hadde

signifikant effekt pa partikkelstarrelsen. MLR ke mulig a bruke siden X-

variabler brukt var ikke uavhengige av hverandre.

Designvariablene som ble brukt under PLS 1 var:

Kryssbundet (1 for ikke-kryssbundet pulver og OKorssbundet pulver)

lontyper (Ad, Zr*, Fe&™)*

Legemiddel konsentrasjon

lonmengde

* Det ble laget en kolonne for hvert motion | d&tihst | stedet for en felles kolonne
for & unnga a ha for mange kategoriske variablge. forskjellige kolonnene for

motioner ble prgver med det enkelte ionet defisenh 1 og de andre som O.

Alle dataene ble vektet 1/STDev. Samspillsledddgisa tatt med og det ble kjart med
full kryssvalidering og usikkerhetstest ("jack keiif.
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5.11 Frisettingsforsgk

Hensikten var a undersgke frisetting av paracetgioihom ikke-kryssbundet og
kryssbundet pektin. | tillegg skulle dette forsgkigsa gi oversikt over paracetamol
innhold (ladingseffektivitet) i de kryssbundne pege. Det var ogsa meningen a se
om krysshinding ga langsommere frisetting av vit#s forhold til ikke-

kryssbundne prgvene.

Til frisettingsforsgk ble det brukt et frisettinggearat med gjennomstrgmningsceller.
Apparatet bestod av 6 gjiennomstrgmningscelleruampe, UV spektrofotometer og

6 begerglass plassert pa magnetrgrer. Disse véetlsgbnmen via plastslanger. Det
|4 en slange i hvert begerglass som farte veeslkgidsaet til spektrofotometeret og
giennomstrgmningscellene og deretter tilbake tiékaApparatet var koblet slik det er

vist i figuren nedenfor:

Begerglass med UV- spektrofotometer

frisettingsmedium

Gjennomstrgmnings pumpe

celler med prove

UV-spektrofotometeret var koblet til en datamasiik at alle malingene ble overfart
dit. Dataprogrammet som ble brukt var Tablet Digsoh System (TDS) versjon
2.30. Programmet styrte pumpen og spektrofotometeder selve malingene. Via
dette programmet bestemte man hvordan pumpen ogppdratet jobbet. Pumpen
pumpet med en hastighet pa 8 mL/min. Forsgkspaesnmesom kan innstilles er:
antall prgver, omlgpstid, antall malinger og batgelde. Dataene fra

spektrofotometeret ble lagret automatisk i TDS.
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5.11.1 Frisetting av paracetamol

Det ble laget en standardkurve for paracetamol.i2g@aracetamol ble veid inn og
lgst i 250 mL fosfatbuffer pH 6,8. Denne lgsningdm fortynnet med buffer slik at
konsentrasjonene ble: 4 pg/mL, 6 pg/mL, 8 pg/mL@OnL og 20 pg/mL. Deretter
ble det malt absorbans ved 243 nm. En kyvette rnadkiffer ble brukt som

referansecelle.

Frisetting fra Ikke-kryssbundet amidertpektin
10 mg prave ble plassert i gjennomstrgmningscetidrisetting ble malt. Malingene

ble gjort i 6 paralleller. Frisettingsmedium val®L fosfatbuffer med pH 6,8 for &
etterligne tykktarmsmiljg. Fgr malingene ble UV-amtet nullstilt ved & kjgre buffer
gjennom systemet. Frisetting ble malt ved 37°C migdlengde var 243nm. TDS
programmet ble innstilt slik at frisetting skullgtes i totalt 30 min. Absorbans ble

automatisk malt hvert minutt.

Dette ble gjort med alle tre spraytgrkede provémesKjellig paracetamol innhold).

Frisetting fra kryssbundet amidertpektin
Samme metode som frisetting fra ikke-kryssbundétgoble brukt. Programmet ble

stilt inn slik at frisettingen ble malt i 2 timeg@bsorbans ble malt hvert minutt.

Totalt ble det 120 malinger.

Etter at alle malingene var gjort ble absorbareteet til mengde paracetamol frisatt

etter standardkurven ved hjelp av Excel.
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6. Resultat

6.1 Opprensing av amidert pektin

6.1.1 Turbiditetsmaling

For absorbansmalingene se Tabell 5:

Tabell 5: Absorbansmalinger

Usentrifugert | Sentrifugert | Sentrifugerti 1 time | Sentrifugerti 3
i 1time (med 2 timers timer
henstand)
Absorbans| 1,307 1,191 1,225 1,222

Liten forskjell pa absorbans verdiene viser atiklet er stor forskjell pa klarheten til

lgsningen etter 3 timer enn det var etter 1 tinmrgagering. Absorbans gker litt

etter 3 timers sentrifugering og det kan skyldeso&n av polymere feller ut.

Absorbansen etter sentrifugering i 1 time var meneinn det var uten sentrifugering,

noe som tyder pa at pektin lgsning er mindre forsee etter sentrifugering. Det er

vanskelig a si om denne forskjellen er signifiksiden det ikke ble laget noen

replikater for & bekrefte dette.

Figur 9 viser spektrene som ble tatt vha UV spé&tameter. Spektre ble brukt som

mal pa turbiditet til lasningene.
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Figur 9: UV-spektre for amidert pektin uten sentrifugering (a) og etter
sentrifugering, 1 times sentrifugering (b) og 3 timers sentrifugering (c).

Spektre tatt opp ved de ulike sentrifugeringstideste ingen forskjell. Spekter for
usentrifugert amidert pektin viste derimot en hgyapsorbans enn de sentrifugerte

pravene (se Tabell 5).

6.1.2 Maling av utrenningstider
Se Tabell Gor utrenningstider til pektinlgsning bade fgr dtgesentrifugering.

Tabell 6: utrenningstider

Sentrifugeringstid Utrenningstid (s)

Uten sentrifugering 173,38 173,3873,48 | 173,50

1 time 210,35| 210,41210,63 | 210,88

3 timer 203,77 203,96204,05 | 204,03

@kt sentrifugeringstid har ikke blitt funnet tilghnedgang i utrenningstider i forhold
til uten sentrifugering. Forskjellen mellom utremgstider pa 1 times- og 3 timers
sentrifugering er liten. Siden viskositet til enypoer er avhengig av bl.a. stgrrelsen
til polymerkjedene ville en mindre utrenningstidéypa gdeleggelse av noen av de
lengre polymerkjedene. Utrenningstider er stgrier sentrifugering enn det var uten
sentrifugering, noe som kan skyldes gkt viskogifegrunn av bedre utstrakte kjeder

ved fraveer av forurensninger.
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Konklusjon for dette forsgket var at det ble vagentrifugere ved 1 time 2 ganger.
Det ble valgt en sentrifugering pa 2 timer totatt@kgrunn av at utrenningstider var
litt mindre ved sentrifugering pa 3 timer og fovaére sikker pa at all forurensning ble
flernet. Etter 1 time ble de sentrifugerte pektmimgene overfoart forsiktig til et nytt

sentrifugergr for ny sentrifugering pa enda 1 time.

6.2 Molekylvektbestemmelse

Pektin er et naturprodukt og kan derfor ha varideemolekylstarrelse, bade innenfor

og mellom batcher.

6.2.1 Amidert pektin

Viskositet til de ulike konsentrasjonene som erigiabell 2i avsnitt 5.2.1 ble malt.
Molekylvekt ble bestemt ved a plottgC mot konsentrasjon (C). Konsentrasjon var i
g/dL, se Figur 10.

Redusert viskositet plott for amidert pektin

5
//
4 .

go)
Q3
c y =6,9734x + 3,2413
2

) R?=0,9168

1

0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

kons. g/dL

Figur 10: Redusert viskositet plott for amidert pektin
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Beregning av Molekylvekt:
Mw = 3,24/4,7*10° ~ 69000 Da.
Hugginskonstant: 6,97/3,24 0,66

Lasningsmidlet ga en Hugginskonstant pa 0,66. Detsanstanten er 0,50 er det like
mye frastatning som tiltrekning i systemet. Huggorsstant pa 0,66 vil si at
molekylet ikke var fullstendig utstrakt i lgsemitidler at det var polymer aggregater

ved de hgyeste konsentrasjonene. Molekylvekteddlmuligens underestimert.
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6.3 Pektinkuler

Alle saltlgsningene var klare uten noen tegn pkkblat unntatt ZnGllgsningen. Det
er fordi Zrf*kan reagere med vann og lage Zn(@ette er basisk og pH i
lgsningen gker. Dersom pH blir starre enn 6 vil@H}, felle ut og gjere lgsningen
blakk. Dette kan hindres ved a tilsette litt saksiyelt til blakkhet blir borte. Det er
viktig at pH ikke blir for lav for da vil pektin kune underga hydrolyse og
deesterifiseres siden pektin ikke er stabil i siryssbindingen vil ogsa bli darligere

ved lav pH.
0,2 M HCI ble dryppet ned i Igsningen til den blarkDet ble tilsatt 16 draper HCI.

Med en gang pektinlgsning ble dryppet ned i saitgene ble drapene kryssbundet
og lignet sma kuler. Kulene fikk samme fargen saiti@gsning de ble dryppet i.
Pektinkuler kryssbundet med Fg@kk rgd farge. Kulene laget i Niglgsning fikk
grenn farge. Kulene laget i AgN@kk svak grgnn farge. Siden resten av

saltlgsningene var klare resulterte det i hviteekul

Da pektinlgsningen ble dryppet ned i MgGle det ikke dannet noen kuler og pektin

lgste seg i MgGllgsningen.

Kulene generelt hadde en rund og fin form.

AgNO3; som kryssbindingsmiddel for renset amidert pektin
Kulene var lysegrgnne og var lik de som ble lagakke-renset amidert pektin. Dette

viste at selv om Ager et enverdig kation kan det kryssbinde amidektip og at
forurensningene i ikke-renset amidert pektin ikkidts sa stor rolle under

kryssbindingen av amidert pektin.
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6.4 Karakterisering av pektinkulene

6.4.1 Opplasning av kulene i fosfatbuffer

De tarre pektinkulene ble satt i buffer under stemkng med magnet. Tid for svelling
av kulene som star under i tabellen er blitt bestead det blotte gyet og er bare en
vurdering. Tiden som er angitt for svelling i deroppgaven er tidspunktet for
maksimal svelling. Etter dette tidspunktet gkteck ikke mer i stagrrelse og begynte
og bli mindre pa grunn av opplgsning. Tid for omwlimg var den tiden de brukte for

a lgse seg helt i bufferen.

Tabell 7 viser tid det tar for svelling og opplasmiav kulene i fosfatbuffer.

Tabell 7: Tid det tar far pektinkuler kryssbundet av forskjellige ioner er svellet og
opplast

Salt Tid det tar far svelling Tid det tar for opplgsning

ZnCl, ca. 15 min 58 min

NiCl, ca. 4 timer 10 timer 16 min

FeCk ca. 2 timer 8 timer 40 min

CaCb ca. 20 min 1 time 20 min
AgNO;"

*Laget av urenset pektin. Kulene & under omrgiiAg timer. Det skjedde ingen
svelling og heller ingen oppl@sning av kulene. Dediter hvert om til sma ulgselige
partikler (smuler) og falt ned i bunnen. Etter cdan skjedde det ingen endringer i
tilstanden. Da det viste seg at kulene ikke valagipselv etter 2 dggns magnetrgring

ble forsgket avsluttet.
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6.4.2 Mikroskopbilder

Resultater fra opplgsning av pektinkuler i buffexddromregring (avsnitt 6.4.1) ble
brukt for valg av tidsintervaller for mikroskopbéde. Bildene ble tatt etter gitt

tidsintervall avhengig av om kulene brukte langelort tid for de lgste seg helt opp.

Kulene kryssbundet med ZnQig CaC} lgste seg raskere enn de andre og derfor ble
bilder tatt etter kortere tidsintervaller slik at leedre oversikt over deres oppfarsel

kunne oppnas.

Under mikroskopfotografering ble ikke kulene haldder rgring og av den grunn tok

de lengre tid for a lgse seg opp i fosfatbuffer éende brukte under avsnitt 6.4.1.

Bilder ble tatt bade etter tgrking og etter at ledatt inn i fosfatbuffer for & kunne

sammenligne endring i starrelse og form av kulene.

Mikroskopbilder av ferdigtarkede pektin kuler lag@tamidert pektin er vist i Tabell

8 (se neste side)
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Tabell 8: Mikroskopbilder av pektinkuler (tarket)

Kryssbindingsmiddel | Mikroskopbilder av tgrre kuler

AgNO;

FeC|3

ZnC|2

CaC|2

NiCl,
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Mikroskopbilder der kulene er tilsatt i buffer (v@dminutter) og bilder ved

tidspunktet for svelling og opplgsning av kulenédinne i vedlegg 1.
Kulenes oppfarsel i buffer er forskjellig for fodkige ioner (jfr. bilder i vedlegg 1).

Kuler laget med AgN®@Ilgser seg ikke i buffer men fordeler seg i sma&ildselige
partikler. Det skjedde heller ingen svelling avdag. Etter 37 timers opphold i buffer
fikk kulen smuldret form. | bildet etter 37 timeahhele kulen blitt til sma partikler
(se vedlegg 1). Det ble tatt bare et bilde ettei(\d=d 39 timer). Siden det ikke
skjedde noe mer med kulene farst etter & ha bltruldrer i avsnitt 6.4.1 ble det

ikke tatt flere mikroskopbilder etter 39 timer.

Kuler laget med ZnGlog CaCj oppfarer seg nesten likt (jfr. Vedlegg 1). Detser
som om CaGlkulene er ferdig svellet etter ca 30-35 min ogetter begynner de a bli
borte eller lgse opp. Kulene lgser seg helt etten@r og 30 minutter. Kulen med
sink er ferdig svellet etter ca 30 minutter ogretiet begynner den a bli borte litt etter

litt. Nar det er gatt ca 2 timer og 30 minutter kalen lgst seg helt i fosfatbuffer.

Kuler med FeGlsom kryssbhindingsmiddel ser ut til & vaere mer kditgoann de
andre kulene (se Vedlegg 1). De holder mye lenémhpld til de andre kulene og
begynner ikke & svelle far det har gatt ca. 2 tiBgellingsprosessen tar lengre tid
enn de andre kulene og som det er vist i bildeméidnan stadig svellet fram til det
har gatt 6 timer. Det er mulig at kulen sveller @nder etter den tiden siden neste
bildet ikke ble tatt etter at det hadde gatt 24etinh bildet ved 24 timer hadde kulen
begynt a lase seg pa overflaten. Kulen er heleldstldet tatt etter 2 dagn og 21

timer. Det viser at kulen kryssbundet med sink aBokkg i ca 3 dagn.

| bilder for kuler med nikkel er kulen ferdig swalletter ca 3 timer og deretter
begynner det lgse seg i buffer. Kulen er helt better ca 7 h. Kulen holdt seg lengre
under forsgket i avsnitt 6.4.1 enn kulen med jmsaken kan vaere hastighet pa
magnetrgring. For opplgsning av Ni®Uler ble det brukt en annen type magnetrgrer

enn til opplgsning av de andre kulene.
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6.5 Spraytgrking

6.5.1 Innledende forsgk

Innstillingene som er blitt brukt far i [19] og keskrevet i avsnitt 5.5.1 ble brukt.

Disse innstillingene fungerte fint og ble brukterd i oppgaven.

6.5.2 Hovedforsgk

Spraytgrking av amidert pektin lgsninger sammen wirkéstoff gikk fint.
Lasningene med 13,04 % paracetamol satte se@ lgtgssveggene i spraytarkeren.
Dette gjorde at det matte skrapes litt i veggemé@funne fa all pulveret ut av
syklonen ellers var pulveret tart. Pulveret me®33/ paracetamol satte seg minst i

veggene og var minst elektrostatisk.

Utbytte etter spraytgrking av de forskjellige Iagyene er visti Tabell 9. | denne
tabellen er det oppgitt mengde spraytgrket pulgentbytte for alle batcher som ble
laget av spraytarket pektin underveis i oppgaven.

Tabell 9: Utbytte etter spraytarking (n=3 for 33 %, n=2 for 23% og 13 %) med
(max- min)/2 verdier.

Mengde Mengde pektin (g/L) | Mengde spraytgrket | Prosent utbytte
Paracetamol pulver (g) (%)

23,08% 30 13,75+ 0,43 33,78+1,1
13,04% 30 11,18 + 0,20 32,41 £ 0,58

Det var ikke sa stor forskjell pa utbyttet til dedkjellige pulverne. Men en kan se at

pulveret med mest paracetamol konsentrasjon gstatghytte. Det kan skyldes at det
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satte seg minst pa veggene til spraytgrkeren otgtta fa ut av

oppsamlingsbeholderen.

6.6 Maling av mengde virkestoff i ikke-kryssbundet pektin

6.6.1 Standardkurve av paracetamol

Absorbans til alle konsentrasjoner i fortynninggeak gitt i avsnitt 5.6 ble malt ved

243 nm. Nedenfor er det oppgitt en tabell over gimtsene (se Tabell 10)

Tabell 10: Standardkurve for paracetamol

Konsentrasjon Absorbans
(mg/ml)

00005 0,036
0.001 0.069
0,002 0.13
0.004 0.262
0.006 0,395
0.008 0.523

Disse verdiene ga en rettlinjet standardkurve:

Standardkurve for paracetamol

=
wn
L

Figur 11: Standardkurve for
paracetamol

=
S
L

=
L
L

Absorbans

Ligning for regresjon: y = ax+b

oo
=2
L

o
iy

y = 65,114x + 0,00251

D'n o T T T T T T T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008
Konsentrasjon (mg/mL)

Denne kurven ble brukt til & beregne paracetamosé&ntrasjon.
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6.6.2 Maling av mengde paracetamol

Alle malinger ble gjort i 4 replikater. De maltesaibbansverdiene var som vist i

Tabell 11. Konsentrasjonen ble regnet ut etteiiigen fra standardkurven.

Tabell 11: Resultat for maling av paracetamol mengde i spraytarket batch med
(max-min)/2 verdier for spredning. Gjennomsnitt av n=4

Absorbans Konsentrasjon | Mengde Im (mg) | Mengde Im i %

(mg/mL)
23 % 0,819 0,0125 0,627 + 0,03 90,82 + 3,72
13% 0,536 0,00812 0,406 £ 0,04 104,10 + 10,1

Av tabellene ovenfor kan man se at av 33,33 %,82%Mmg 13,04 % virkestoff ble

det funnet henholdsvis ca. 95 %, 91 % og 104 %fedthg spraytgrkede pulverne.

Den siste batchen har hgyere virkestoff innhold gdgmberegnede teoretiske

mengden. Figur 12 viser oversikt over de teroetmkendlte verdiene i batchene.

Figur 12: Paracetamol innhold i spraytgrket pulver. x-aksen viser de forskjellige
batchene, Batch 1= 33,33 %, Batch 2=23,08 % og Batch 3=13,04 %, og y-aksen
viser % paracetamol innhold.

0,00%

35.00%
30,00% 1
2500% 4
2000% 1
15,00%
10,00%

500% 1

C RN

B Teoretisk

Batch 1 Batch 2 Batch 3
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6.7 Lysmikroskopbilder av ikke-kryssbundet pektin

Silikonolje er upolar og spraytarket pektin skargaelgselig i dette. Mikroskopbilder
ble fine, men det var vanskelig a si noe om fortilgrartiklene. De fleste partiklene

hadde en lys ring rundt seg som gjorde at de sderunh Bilder er & finne i Vedlegg 2.
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6.8 Krysshinding

6.8.1 Innledende forsgk

Nar spraytgrket pektin ble siktet over en Zni@kning ble det observert en homogen

suspensjon raskere nar konsentrasjon av sink yarég

Under filtrering, etter kryssbindingsperioden oglenvasking, ble det farst brukt et
filterpapir med porestgrrelse 0,8 mm. Det gjordgltaeringen gikk veldig sakte og
det ble umulig & kunne fullfare forsgket. Derfoe bbrsgket gjort pa nytt med et

annet filterpapir som var grovere. Da gikk filtregen raskere.

Frysetgrring ga et fint produkt for alle Zn®&bnsentrasjonene. Utbyttet var lite siden
noe av pulveret la igjen i frysetarrer etter asétgrking var ferdig. Utbytte av

kryssbundet amidert pektin med de forskjellige Zrk@insentrasjonene var fglgende:

Tabell 12 : Utbytte etter kryssbinding med ZnCl,

ZnCl, konsentrasjon | Utbytte (%)

0,2M 6,90
0,5M 35,8
1M 13,35

Kryssbinding av amidert pektin ga sterst utbyttd 05 M ZnC}.
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Resultater fra maling av virkestoffmengde i depuérerne er oppfert i Tabell 13

Tabell 13:Virkestoffmengde (teoretisk innhold av paracetamol: 0,999 mg)

ZnCl -konsentrasjon

0,2M 05M 1M
Paracetamol kons.| 0,0056 0,0048 0,0062
(mg/mL)
Mengde 5,66 4,87 6,30

Paracetamol i %

Mengde paracetamol (%) i tabellen over er berefyaatet teoretiske paracetamol

innholdet i pravene.

Standardkurven som ble brukt til & beregne parawgtkonsentrasjon var slik:

Tabell 14: Standardkurve for paracetamol

Standardkurve for paracetamol
Konsentra g on
Absorbans 06
{mg/mL) '
0,5 P
0,005 0,017
0,001 0,054 04
0.002 0.126 £ 03
0,004 0,248 0,2
/ y = 64,247 - 0,0087
0,006 0,388 01 R2=0.9984
0,008 0,4 96 0 ¢/
i} 0001 0002 0003 0004 0005 0006 0007 0008 0009
kons. (mg/mlL)
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Resultat for maling av virkestoff mengde viser adligover 90 % av virkestoffet er

blitt borte under kryssbindingsprosessen.

Siden det ikke var stor forskjell mellom mengdegeatamol i pulver kryssbundet
med de tre ZnGlkonsentrasjonene ble det tatt utgangspunkt i igtog
konsentrasjonen 0,5 M ble brukt videre i oppga¥em.a hindre at pulver 13 igjen i
frysetgrker og av den grunn farte til lav utbyttekayssbundet pulver under
frysetgrking, ble det besluttet & sette et filtpipafrysetarker kolbene under

hovedforsgket.

6.8.2 Kryssbinding hovedforsgk

Etter frysetgrking hadde alle produktene homogesegande og var i pulver form.
Pulver kryssbundet med ZnQig AgNG; var hvitt mens de som ble kryssbundet med
FeCk hadde gulbrun farge. Etter utfgrt forsgk ble hwave veid. Tabell 15 viser en

oversikt over utbytte etter krysshindingsforsgk.

Tabell 15: Utbytte etter kryssbinding (hovedforsgk)

Salttype Utbytte (%)
33 % 23 % 13 %
FeCk
1 28,75 31,25 38,5
2 29,0 31,3 37,6
3 29,95 32,15 38,95
AgNG; 32,5 37,35 43,5
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Av tabellen ovenfor kommer det fram at det varsitatbytte av kryssbundet pulver i
batchene med minst paracetamol mengde. Batch mest paracetamol mengde

hadde minst utbytte.

6.8.3 Modellering pa utbytte etter kryssbinding

For & se om noen av variablene, motioner og legéetidnsentrasjon eller samspill
mellom disse, hadde sammenheng med utbytte eytestindingen ble det forsgkt &
modellere disse variablene sammen ved hjelp av PH&ble bare de kryssbundne
prgvene brukt som sample sett. Alle tre ioner ggteiddel konsentrasjon ble brukt
som X. Man far da en modell med hay forklarings@®21%) med 2 PCer (se

vedlegg 5)

Ingen av de samspillsleddene var signifikante.

05_REQFESSJ-UHCuemc'-en.ts(ﬂm..... 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 5 5 5 5

-05 —

45 : : 7
X-Variables

Gy

EER

uz-
o, SUOY W

9, SU0Y wWi,By.
% SU0 Wi,84
9, SUOY W], U7

RESULTS, (Y-var, PC}): {utb. Kryss,3) BOW = 9.006528

Figur 13: Signifikante regresjonskoeffisienter, med regresjonskoeffisienter for Fe og
Zn, i en PLS 1 analyse pa designvariable og utbytte etter krysshinding
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b:d Residual Y-variance Influence
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Figur 14: Influenceplott for modellering av designvariable og utbytte etter kryssbing

Figur 13 viser at legemiddelkonsentrasjon og sphignifikante faktorer. Figur 14
viser influenceplottet for modelleringen. | dettetet ligger Batch 6 (Zn med
13,04% paracetamol) langt ute i bade x- og y rethjplottet. Det ser ut som om
denne praven er en uteligger. Hvis denne batchsevetek, blir bade’i predikert vs.
malt og forklaringsgraden til modellen bedre. IEtilg blir motion Zn signifikant
dersom batch 6 tas vekk fra modellen. Etter a tiaitdatch 6 var forklaringsgraden
96 % ved bruk av 2 PCer ogwar 0,95 (se vedlegg 5).

At Zn blir signifikant nar Zn med den laveste legédelkonsentrasjon tas ut kan tyde
pa at en interaksjon mellom legemiddelkonsentrasg#n er til stede, men som ikke
er stor nok til & veere signifikant. Modelleringeser at Zn er darligere enn Fe siden

den gir mindre utbytte (starre regresjonskoeffiseam Fe).

Regresjonskoeffisient for sglv viser at dets effksignifikant og har en positiv

effekt pa utbytte etter krysshindingen

Generelt viser modelleringen at jo hgyere legenmikdesentrasjon det er desto
lavere blir utbytte. Grunnen til det er muligengaainer legemiddel innhold det er i
partiklene desto lavere blir forholdet mellom pogmog legemiddel. Dersom

legemiddelmengde gkes vil partiklene ha makropora$ologi og i tillegg vil
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partiklene fa sprekker i overflaten [15, 43]. Desére nettverket og tilstedeveerelse av
sprekker i overflaten kan veaere grunnen til at udtyilir lavere for partikler med gkt
legemiddelkonsentrasjon. En annen mulig forklakag veere at paracetamol lgser
seg raskere enn pektin og nar det er mye parackté@ndet forsvinne mye under

kryssbindings- og vaskeprosessen og dermed fdewdite utbytte.

6.9 Bestemmelse av ion-mengde

Oversikt over ion-innhold i de forskjellige pravesiegitt i Tabell 16. Resultatet er

gitt i mg per 100 mg pulver (se avsnitt 5.9).

Tabell 16: lon-innhold i de forskjellige prgvene

Type ion Mengde ion (mg)
33 % 23 % 13 %
Zn** 6,25 6,25 6,25
Fe'* 1 2,58 2,96 3,64
2 3,16 2,91 3,20
3 3,21 4,40 2,72

6.9.1 Modellering pa ionemengde som respons

Det ble laget en modell pa motioner, Fe, Ag ogatnlegemiddelkonsentrasjon for a

se om de hadde noe effekt pa ionemnegde i batchbendle tatt med samspill i

analysen og det viste seg at alle tre ioner haidghifikant effekt pa ionemengden.
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Verken samspill eller Legemiddel konsentrasjon leagignifikant effekt og modellen

antyder at disse pavirker ikke ionemengden i knysslet pektin.

Modelleringen antydet at Ag, Eeog Zrf" har signifikant forskjellig ionemengde og
for & se mer pa akkurat dette ble det utfart es-#&IOVA. ANOVA er en metode
som beregner signifikans av effekter ved & sammeali/ariasjonen som falge av en
effekt med tilfeldig variasjon. ANOVA ble utfgrt f@ sammenligne alle tre ioner og
deretter ble det gjort en t-test for & vise forb&emellom sink og jern innhold. t-

testen ble utfart for & bevise at ionemengde foo@ifre var forskjellig.

Anova: Single Factor

SUMMARY
Groups Count Sum Average Variance
Zn 3 18.75 6.25 0
Fe 9 28.78000045 3.197777828 0.298969484
Ag 3 73.69000053 24.56333351 0.6256341
ANOVA
Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Between 1.8125E-
Groups 1039.672364 2 519.8361822 1712.323077 15 3.885293835
Within
Groups 3.643024071 12 0.303585339
Total 1043.315388 14

t-Test: Two-Sample Assuming Equal

Variances
Zn Fe

Mean 6.25 3.197777828
Variance 0 0.298969484
Observations 3 9
Pooled Variance 0.239175587

Hypothesized Mean Difference 0

df 10

t Stat 9.361576219

P(T<=t) one-tail 1.44999E-06

t Critical one-tail 1.812461102

P(T<=t) two-tail 2.89997E-06

t Critical two-tail 2.228138842
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De lave p-verdiene, p < 0,05, viser at disse effie&t signifikante. ANOVA-testen

viser at Ag har mye stgrre effekt enn Fe og Zest-viser ogsa at null-hypotesen kan

forkastes ved p< 0,05 og at Zn har stgrre effektfempa ionemengden. Det stemmer

med teorien om at Zn er et to-verdig kation ogbinlde seq til to karboksylsyre

grupper, mens Fe er tre-verdig og vil binde setyeikyregrupper. Det vil dermed

veere plass til flere Zn-ioner enn Fe-ioner i lommé&hpektin og flere Zn-ioner vil

veere med for a kryssbinde pektin.

6.10 Starrelsesmaling ved Lasentec ©

Starrelsesfordelingene viste starre partikkelstegrenn det som ble observert pa

bildene tatt med lysmikroskopet.

Generelt var det vanskelig a lage en fin suspersjdkryssbundne prgvene i vann.

Noen av pragvene inneholdt ganske mange aggregaisom pavirket

starrelsesfordelingene samtidig som standardavfdketoen av malingene ble

ganske store. Starrelsesfordelinger for samtligehiaa er & finne i vedlegg 3.

6.10.1 Starrelsesmaling av ikke- kryssbundet pulver

Tabell 17: Starrelsesparametre for spraytarket pektin (n = 10)

Spraytgrket | ¢ 25 (um) Median Mean (um) | ¢ 75 (um) IQCS (um)
pektin med (um)

paracetamol

mengde i %

33% 10,67 +0,16 21,74+0,14 30,86+0,1 41,1834 0,29 + 0,008
23 % 19,79 + 0,06 30,67 + 0,01| 29,80 + 0,06| 33,7 + 0,11 | -0,56 + 0,009
13 % 17,21 + 0,04 25,32 + 0,03| 28,01 + 0,03 37,36 £ 0,10| 0,19 + 0,003
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Mean ser ut til & veere like stor for de forskjadligatchene. 33 % har en hgyere

spredning enn de andre og 23 % ser ut til & harhgyedian enn de andre.

IQCS for batch med 23,08 % paracetamol er negagvsom betyr at fordelingen er

skjevfordelt og har hale mot venstre.

Fordelinger for 23 % viser en enorm topp ved 3Iyb(ge vedlegg 3). Denne toppen
var tilstede i alle 10 malingene. Det er uklart tiwodenne toppen er til stede.
Kanskje det var pa grunn av en flekk eller noe sathfast pa safir vinduet til proben
og derfor ble malt under starrelsesmalingen. Déoppen kan muligens veere
grunnen til den hgye medianen siden median erugditpt som deler arealet under
kurven i to like deler. I tillegg kan den negati@CS ogsa skyldes toppen ved 31,5

pm.

6.10.2 Starrelsesmaling av kryssbundet pektin

Tabell 18: Starrelsesparametre for batch med 33,33 % paracetamol (n=10)

Salt c 25 (um) Median (um)| Mean (um) | ¢ 75 (um) IQCS (um)

ZnCl, 19,63 £ 0,13 30,44 £ 0,13 | 34,58 +0,2843,83+ 0,44| 0,11 + 0,02

FeCk 1 22,74+2,7 | 49,42+0,13 57,95+2,/8494+3,6 | 0,14 +0,03

2 22,62+0,2143,84+0,49 | 61,14+0,4| 90,43 +1,90,37 +0,005

3 2482+0,3| 47,40+146 56,93+0,41,4+1,29| 0,20+0,03

AgNQO;3 21,23 +£0,38| 35,62 +£0,21 | 41,24 +£0,2Y53,15 + 0,48 0,98 + 0,004

IQCS er starre enn O for alle batcher. Alle fondgdr er hgyreskjeve.
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Variasjon mellom batch kryssbundet med R&Cikke sa stor nar forskjellige

parametre sammenlignes.

Tabell 19: Stagrrelsesparametre for batch med 23,08 % paracetamol (n=10)

Salt c 25 (um) Median (um) Mean (um) | ¢ 75 (um) IQCS (um)
ZnCl, | 13,96 +0,25 23,73+0,39 | 28,87 +3,0437,52 + 0,39 0,17 £ 0,02
FeCk1|13,13+0,24 22,60 +0,18 | 27,33 +0,3235,39 +0,42 0,15 + 0,01
2/ 18,39+0,71 37,83 +£2,52 | 64,53 +£2,30155,2 +7,33 0,55+ 0,01
3/6,1+0,09 | 9,68+0,41 11,11 +0,112,78 + 0,34 -0,07 + 0,07
AgNOQO; | 14,11 + 0,19 23,86 + 0,16 | 31,32 +0,3137,23 + 0,41 0,16 + 0,14

Ifalge tabellen er stagrrelsen pa partiklene nelterstor uansett om det er

kryssbundet med jern, sink eller sglv. Replikatgs&bundet med jern viser stor

variasjon.

Suspensjonen for Fe (replikat 3) hadde mange agtgegg det var ikke mulig & sla

de ut selv etter a ha lagt prgven i ultralydbaddElingen har derfor sma tall for

samtlige starrelsesmal, og den negative IQCS musiggsa skyldes tilstedevaerelse

av aggregatene (se vedlegg 3)
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Tabell 20: Starrelsesparametre for batch med 13,04 % paracetamol (n=10)

Salt c 25 (um) Median (um) | Mean (um)| ¢ 75 (um) IQCHumM)
ZnCl, 14,34 £ 0,58/ 29,69 + 2,21 | 47,56 + 3,2164,66 + 8,46 0,38 + 0,046
FeCk 1 10,21 £ 0,13 23,84 + 0,13 | 24,29 +0,2%99,69 + 0,10 -0,39 £ 0,016
2 14,02 £ 0,1023,17 £ 0,34 | 28,80 * 0,4235,39 + 0,30 0,14 £ 0,007
3 16,2+0,17| 26,58+0,34 29,55+0,89,79+0,5| 0,12 +0,04
AgNO; 10,80 £ 2,79/ 19,86 + 3,02 | 25,50 + 2,5333,43 + 2,33 0,20 + 0,048

Det er stor variasjon mellom replikatene kryssbamaled jern. Den ene replikaten har

negativ IQCS mens de andre har positiv. Dersonokjellige batchene

sammenlignes etter median er det ikke stor forsikpelrtikkelstarrelse.

Fordelingen for Fe (replikat 1) har en mistenkétigp ved 28,5 um (se vedlegg 3) og

denne toppen var tilstede i alle 10 malingene.VRaetvanskelig a lage en fin

suspensjon av prgven for Fe (replikat 3) og deséorfordelingen ikke helt jevnt ut

(se vedlegg 3).
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6.10.3 Modellering pa partikkelstgrrelse

PCA pa stgrrelsesmal

PC2 Bi-plot
1.0 — - Batch 2 - Mode umy" "
‘- Batch 9
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-0.8
RESULT24, X-expl: 63%,31%

Figur 15: Scoreplott og Loadingsplott av starrelsesmalene og pravene

Her er Batch 1-3 spraytgrket pulver med legemiduiedentrasjon pa henholdsvis
33,33 %, 23,08 % og 13,33 %. Batch 3-18 er krysdbymer 3-6 er kryssbundet med
ZnCl,, 7-15 er kryssbundet med Fg@h 16-18 med AgN® Modellen forklares av 2
PCer (se vedlegg 5). Ut fra biplottet kan man deoteedtrender: Gjennomsnitt og
IQR ser ut til & veere korrelerte langs PC1, menddvitefinerer PC2. Median og
IQCS defirneres av bade PC1 og PC2. Dette komnss fsgm av forklart varians

plottet vist i vedlegg 5.

Langs PC1 kan det antydes tre grupperinger ogakist noe om Gjennomsnitt og

IQR. Batch 2, 9 og 14 ser ut til & veere en grupaéch 14 hadde veldig lave verdier

for samtlige starrelsesmalene (antagelig pa gruraggregatene). Batch 2 hadde lave

verdier for IQR og IQCS (mest negativ) noe som lemdr dens plassering i biplottet.
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Den negative IQCS kan skyldes den hgye topperdefimgen (se vedlegg 3 for ikke-
kryssbundet batch med 23 %). Batch 9 har ogsareelfog som viser en mistenkelig
topp ved 31,5 um, noe som kan skyldes dens plagsebiplottet. Unntatt disse tre

batchene hadde alle andre batcher en hgyreskjeelstsfordeling.

Langs PC2 er ikke grupperingene like tydelige amnetat Batch 2 har hgy Mode og
Batch 1 har lav.

Batch 7, 10, 11 og 13 hadde haye verdier for sgmtitarrelsesmalene unntatt Mode.

PLS pa designvariablene og partikkelstgrrelse
| denne PLS 1 analysen er alle designvariablemievialigt som X og median som Y

(respons). For a finne ut om det skulle brukes arediler gjennomsnittsverdier som
Y ble det laget et scatterplott. ScatterplotteigulF 16 viser en korrelasjon pa 0,91,
noe som stemmer med at median og gjennomsnittrliggge hverandre i PCA. En
korrelasjon pa 0,91 er ganske hgy og viser atitletdet veere det samme om median
eller giennomsnitt ble brukt som Y-respons. En ardisak til bruk av median som Y
var at det er et bedre mal enn gjennomsnitt siddgeive fordelinger vil giennomsnitt

veere forskjellig avhengig av skjevheten til en &inlg.

10 | clennomsnitt gy ... . PDScallerPlof SR

1 Elements: 18

1 Slope: 1323579 i &

1 Offset: -1.994046 : : . Batch 11

- Correlation: 0912627 : : :

60 —1 RMSED: 1003871 | ... ... S SR e Batg
1 SED: 6.924880 : ; E

1 Bias: 1.448889

50_: ...... S

- Batch 16

40 3

- Batch 4

setCh 17 i S—
- atcl # atcl
- BaEE?H n§atch3

+ Batch 9

30
20_: ...... T —— T ——— L —— S

atch 14

10 :

Median (um)
T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50
(Median {um).Gjennomsnitt (umy})

Figur 16: Scatterplott for median- og gjennomsnitts verdier

76



Resultat

Figur 17 viser de signifikante effektene, legemidamsentrasjon og samspill
mellom Fe og legemiddel konsentrasjon. Modelleeméorklaringsgrad pa 50 % ved
bruk av to PCer. Det er en lav forklaringsgraditgdv variansen ble forklart.

Predikert vs. mélt viser efp& 0,49 (se vedlegg 5).
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Figur 17: Signifikante regresjonskoeffisienter i en PLS 1 analyse pa alle
designvariable som X og Median som Y

Ut fra Figur 17 kommer det fram at gkt legemiddel@ntrasjon vil gi starre
partikler. Interaksjonen mellom jern og legemidaeigentrasjon viser seg ogsa til &

veere signifikant.

For & se litt mer pa samspill mellom ion typer egdmiddelkonsentrasjon ble det
laget et kryssplott mellom legemiddelkonsentragjgmnmedian, se Figur 18. | plottet
er det vist effekten av de forskjellige ionene pétigkelstarrelse og deres eventuelle
effekt pa legemiddelkonsentrasjon. En skra "traénd-lviser at en interaksjon med
legemiddelkonsentrasjon er tilstede. Kryssplotietvat den brukte konsentrasjonen
(0,5 M) har en effekt pa partikkelstarrelse fordeeAg (ikke sa stor som jern), mens
for Zn har den ingen effekt. Trend-line til Fe ofiet har starre vinkel enn Ag og er
dermed signifikant. Interaksjonen mellom Ag og Ieg#delkonsentrasjon er

muligens til stedet men det er ikke stor nok tili &n signifikant effekt pa
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partikkelstarrelsen, se ogsa Figur 17. Sink hateme®tt linje og synes ikke & ha noe

effekt pa legemiddelkonsentrasjon.

Kryssplottet viser ogsa at partikler med jern \élstarre partikkelstarrelse nar
legemiddelkonsentrasjon er hgy. Det samme vil \tiéetle for sglv ogsa men

effekten vil ikke veere stor nok til & vaere sigrdiit.
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10,00 \ \ \ \ \
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Figur 18: Kryssplott for samspill mellom legemiddelkonsentrasjon og ionetype og
deres effekt pa median
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6.11 Frisettingsforsgk

Standardkurven for paracetamol brukt for a bergmaracetamol mengde frisatt er

vist i Figur 19. Den viser at det er lite sprednmgllom de ulike cellene.

Figur 19: Standardkurve for paracetamol (frisettingsforsgk)

Standardkurve for paracetamol
14 ——Celle 2
12 - —=—Celle 3
” 17 Celle 4
o 82 | Celle 5
< 0’4 | ——Celle 6
02 - —x—Celle 7
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
ug/mL

6.11.1 Frisetting fra ikke-kryssbundet pektin

Nedenfor er det vist to kurver (Figur 20 - Figui) #dr paracetamol frisetting i % og i
mengde for ikke-kryssbundet amidert pektin sometsik inneholdt 33,33 %
paracetamol. Figurene viser malingene for aller@lfgler. Alle kurver er justert for
de 5 minuttene apparatet brukte for a fylle systamed buffer. For & se pa malinger

for alle tre batcher med 6 paralleller henvisestitigedlegg 4.
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Figur 20: Frisettingskurve for ikke-kryssbundet pektin med 33,33% virkestoff (mengde).

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra ikke-
kryssbundet pektin

3,5 T
3 _
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S 1 —e—beger 6
0,5
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Figur 21: Frisettingskurve for ikke-kryssbundet pektin med 33,33% virkestoff (%)

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra ikke-
kryssbundet pektin
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Frisettingskurver for de forskjellige batchene kaes i figurene nedenfor. | disse er
det rapportert gjennomsnittsmalinger av 6 paraielParacetamol frisettingsprofiler
for ikke-kryssbundet pektin er vist bade i mengdé®frisatt. Kurver som viser

mengde paracetamol frisatt har enhet mg.

Frisetting fra ikke-kryssbundet pektin

100 % -
90 % -
80 % -
70 % -
60 % -

b= —-33,33%
2 50% —=-23,08%
S 40% - 13,04 %

30 % -

20 % -

10 % -

0% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.1 0.2 0.3 04 05

Tid (h)

Figur 22: Paracetamol frisetting (%) fra ikke-kryssbundet pektin. Figur viser
frisetting for pulvere med 3 forskjellige paracetamol mengder.

Frisetting fra ikke-kryssbundet pektin
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2 -
= ~-33%
215 =23 %
o +13%
£ ;.
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Figur 23: Paracetamol frisetting (mg) fra ikke-kryssbundet pektin. Figur viser
frisetting for pulvere med 3 forskjellige paracetamol mengder.
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Den totale frisatte mengden fra 33 %, 23 % og 13a%hene var henholdsvis 2,7mg,
1,75mg og 1,19mg. Disse mengdene er lavere enggeetlige paracetamol
innholdet i batchene (se avsnitt 5.6). Arsakeattiet ikke frisettes alt er den korte
frisettingstiden. Dersom frisetting hadde blitt trdéhgre enn 30 minutter hadde all
paracetamol trolig blitt frisatt. At kurvene oventrar ikke flatet ut etter 30 minutters

frisetting viser ogsa at prgvene ikke er blitt toenfor paracetamol innen 30 minutter.

Ved utregning av prosent ble den malte mengdesnit6.6.2 satt til 100 %. Figur
22 viser at frisetting fra 33 %, 23 % og 13 % batatr henholdsvis 85%, 84% og
88% noe som ogsa viser at all paracetamol ikkditefrisatt. Gjennomsnittet av
batch med 23,08 % paracetamol er blitt regnet (& paralleller. Arsaken er at
slangene inntil celle 1 ble tette under forsgketiegned kunne frisettingsmediet ikke
komme til pragven. Generelt frisettes paracetansktriia spraytarket pektin og
allerede etter 10 minutter er det blitt frisattdt60 % av det totale paracetamol

innholdet i batchene.

6.11.2 Frisetting fra kryssbundet pektin

Kurver for paracetamol frisetting fra kryssbundekiin viser ogsa gjennomsnitt av
malingene for alle paralleller. Paralleller der mgéne ikke kan brukes enten pa
grunn av feil i utstyret eller manuell feil er ikkdtt tatt med i utregningen av
giennomsnittet. Frisettingskurver for alle 6 patdir er a finne i vedlegg 4. | bildene
nedenfor viser kurvene for Fe 1, Fe 2 og Fe 3ttimsgfra de tre forskjellige
replikatene for pektin kryssbundet med Fe®lurvene er blitt justert for de 5
minuttene apparatet brukte for a fylle systemet imfter. Frisettingskurver fra
kryssbundet pektin blir bare vist i mengde frigkttparacetamol innhold i pulverne
var veldig lav i forhold til den teoretiske mengd®ted a oppgi kurvene med mengde
(mg) pa y-akse blir det lettere & se hvor mye peanol blir frisatt. | kurver med %

frisatt ville ikke det komme frem, men disse eelikl vist i vedlegg 4.
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Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet

pektin

0,8

0,7 -

0,6 -
+ 0,5 A ——Ag
8 04 -=-7Zn
= —+Fel
=2 Fe 2
= —*—Fe 3

0 0,5 1 15 2 2,5

Tid (h)

Figur 24: Paracetamol frisetting (mg) fra kryssbundet pektin med forskjellige ioner,
(33,33 % paracetamol).

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet
pektin

—— Ag
—=—7n
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Fe 2
—*Fe 3
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Figur 25: Paracetamol frisetting (mg) fra kryssbundet pektin med forskjellige ioner,
(23,08 % paracetamol)
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Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet

pektin
c:s ——Ag
L —=-7n
‘;) —+Fel
£ Fe 2
—*—Fe 3
2 2,5

Tid (h)

Figur 26: Paracetamol frisetting (mg) fra kryssbundet pektin med forskjellige ioner
(13,04 % paracetamol). Kurven for Zn viser gjennomsnitt av 5 paralleller

Figurene viser at det er stor forskjell mellomdtte mengder og dermed paracetamol

innhold i de forskjellige Fe-replikatene.

Standardavvikene mellom paralleller var store egddrfor ikke tatt med i figurene

ovenfor, for mer oversikt henvises det til vedlegg

For & kunne se naermere pa om kryssbundet pektisKajir saktere frisetting enn
ikke-kryssbundet pektin er det blitt laget en taldelabell 21 er det oppgitt % frisatt
paracetamol fra bade kryssbundne og ikke-krysskeibdicher etter 15 minutter. Det
ble valgt a bruke frisatt mengde etter 15 minutiedi etter det tidspuktet begynner
kurvene for kryssbundet pektin a flate ut mer eiémdre. Det sa ut som om meste
parten av paracetamol ble frisatt i farste 15 mene. Ikke-kryssbundet pektin viste
ogsa hgy frisetting av paracetamol i lgpet av deitles. Det var gnskelig &
sammenligne frisetting fra kryssbundet og ikke-kbgsndet pektin i det tidspunktet

der meste parten av paracetamol blir frisatt.
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Tabell 21: % frisatt fra de forskjellige batchene etter 15 minutter

% frisatt fra de ikke-kryssbundne og kryssbundne pmvene

Ikke-

Kryssbundet
kryssbundet

Fel |[Fe2 |Fe3 |Zn |Ag

33 % 75 44 40 49 35 55
23 % 71 41 42 55 29] 30
13 % 73 73 57 49 34| 74

Av tabellen ser kryssundet pektin ut til & genegehioe forsinket frisetting men det er
vanskelig a si om det skyldes det lave legemiddalifdet i de kryssbundne pravene

eller selve krysshindingen.

Hvilket ion retarderer frisetting mest er vanskéligite siden det ikke er nok
replikater til & kunne antyde det. For 13 % batislevFe (replikat 1) og Ag like stor
frisetting av paracetamol som fra ikke-kryssburmiktin. Hvis man ser bort fra Fe
(13%, replikat 1) viser de to andre replikatendrisetting pa 49 og 57 %, noe som er
mindre enn frisetting fra ikke-kryssbundet pekEnisetting fra Ag viser stor

variasjon pa frisatte mengder fra samtlige prev@m.Ag gir saktere frisetting enn
Fe er vanskelig a vite siden kurven for Ag fallédimellom Fe-replikatene (se Figur
24-Figur 26). Prgver kryssbundet med sink kan digakke sammenlignes med de to
andre ionene siden forskjellen pa paracetamol ildndiostor i forhold. Pulver

kryssbundet med Zn inneholder minst mengde panacéta

Figur 25 viser at kurven for sglv ikke begynnett lpél null. Arsaken er at apparatet
hadde problemer med nullstillingen slik at detdateufullstendig innpumping av

buffer i kyvettene, og lag-tid var dermed stgrra Brminutter (5 minutter er den lag-
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tiden alle kurver er blitt justert for, se tidligeravsnittet). Figur 27 viser de 6
parallellene for Ag kurven som er vist i Figur Paguren er ikke justert for de 5
minuttene som apparatet bruker for a fylle systemed buffer slik at det blir lettere &

se hvordan kurven ser ut ved tid O.

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet
pekton med Ag

——beger 1
-=—beger 2
beger 3
beger 4
-+ beger 5
—e—beger 6

2,5

Tid (h)

Figur 27: Frisettingskurve for Ag (n=6) uten justert for de fgrste 5 minuttene

| Figur 27 er det lettere & se at lag-tiden i dfsitegket er stgrre enn 5 minutter (rundt
12 minutter). | tillegg begynner ikke kurvene hgdt null og ca 0,05-0,1 mg
paracetamol er blitt frisatt ved 0 timer. Arsakiéat frisatte paracetamol mengder

blir malt ved 0 timer kan muligens veere pa grunmester av paracetamol i slangene
I apparatet. Slangene ble skylt med vann ettertlinsettingsforsgk slik at eventuelle
rester fra prgvene ble skylt vekk, men siden aj@@lleller fra dette forsgket viser
liten mengde paracetamol frisatt ved tid O er deligens pa grunn av paracetamol

rester i systemet

Selv om de fleste kurver er flate etter 2 timedetrveldig lite paracetamol som er

blitt frisatt fra de forskjellige batchene. Tab2# viser mengder i % som er blitt
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frisatt fra de kryssbundne prgvene i forhold til thoretiske innholdet av

paracetamol.

Tabell 22: Mengde paracetamol frisatt fra de forskjellige kryssbundne batch

Kryssbindingsmiddel Frisatt mengde (%)

33% | 23% | 13%
FeChk * 8,74 | 15,56 | 28,38
ZnCl 0,76 | 1,75 | 3,44

* Paracetamol mengder i tabellen er gjennomsnitilkevtre replikatene.

Tabellen viser at innholdet av paracetamol i ds$ioyndne prgvene er veldig liten i

forhold til den teoretiske mengden.
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7. Diskusjon

7.1 Molekylvektbestemmelse

Pektin har en tendens til & aggregere i vandiggingsr og fullstendig dispersjon av
molekylene er vanskelig a fa til. Av den grunn estemmelse av molekylvekt en
vanskelig sak i seg selv. Pektin er i tillegg padpers nar det gjelder molekylvekt
siden molekylvekten kan variere avhengig av hvilg&ante pektin er hentet fra og
modningsstadiet til planten ved ekstraksjon. Disgé&orene bidrar til
uoverensstemmelse mellom de rapporterte verdiepeldinets molekylvekt. Den
gjennomsnittlige molekylvekten til pektin fra fojekige frukt kilder ligger typisk
mellom 13 ~ 1& g/mol. Verdier som 4,2*100g 1,2*1¢ g/mol er ogsa blitt rapportert
for pektin ekstrahert fra presserester av mos{@gle Molekylvekt som ble beregnet

her var ca 6,9*1Dg/mol og ligger i det omradet som er typisk fokfire

7.2 Spraytgrking

Paracetamol ble valgt som virkestoff fordi det evedkjent stoff. Det er blitt brukt

flere ganger som inkorporert virkestoff i pektin lgnende polymere [40, 44].

Legemiddelmengde i spraytarket pektin vil pavirkendorfologiske egenskapene til
spraytgrkede partiklene. E.Gavini et al. fant undtropartikler laget av kitosan og
metoclopramid hydroklorid fikk irreguleer overflabg mistet den sfaeriske formen
dersom Im:polymer forhold ble stagrre enn 1:2 (Wj&5]. Dette var utgangspunkt for

valg av paracetamol innhold i spraytgrkede prgwvemnine oppgaven.

Tabell 9 i avsnitt 6.5.2 viser at utbytte etteresperking var lavere for en lavere

legemiddelkonsentrasjon. Forklaringen kan muligeseese den lave tarrstoff

mengden. | en batch med lav legemiddelmengde wiltdiale tarrstoff mengden vaere

lavere enn de andre lgsningene der legemiddelmesrgsterre. Siden alle Igsninger
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ble laget i samme volum, 1L, bestod lgsninger ragdre paracetamol mengde av et
hayere vaeskevolum. For a tarke en lgsning med dgygemmengde vil det veere lurt
a gke temperaturen slik at produktet kan bli tekt og alt vann fordamper. Dersom
noe vann er igjen i pulverproduktet vil det gi opphil kapilleer krefter. Disse
kreftene er relatert til porestgrrelsen mellomikkat og overflate spenning pa grunn
av hydrogenbindings egenskapene til vann. En déatigingsprosess vil resultere i

brodanning pa partikkel overflate gjennom kryssaitingsfenomen [46].

At pulver ikke ble tart nok og satte seg pa glaggeee i spraytgrker kan veere
arsaken til at spraytarket pulver med mindre vird&geller mindre pulver innhold)
var vanskeligere a fa ut og resulterte i lavergrtteb Det kan muligens hindres ved a
ke temperatur under tgrkingsprosessen for pravenklavere
legemiddelkonsentrasjon. Pilcer og kollegaer faysdout at ved a gke temperaturen i
lzsninger med hayere vannmengde forbedret uthigiba pulver ikke satte seg pa
glassveggene og var tgrrere [47]. Det er viktigye den temperaturen som er sa
hay som mulig for & fa best mulig tarkeprosess, memok til a ikke gdelegge

pektin siden det blir depolymerisert ved hgy teraper(se avsnitt 3.3.2).

Utbyttet etter spraytarking var lav generelt. Danhse er blitt bevist av P. Giunchedi
et al. Her fikk de 41-46 % utbytte da pektin bleasparket med piroxicam [48]. Z.
Orhan et al. fant ut at utbyttet etter spraytgrlangiprofloksacin lastet kitosan og
pektin mikrosfeerer var mellom 46-48 % [49] og Gaenal. fikk 30-50 % utbytte
[45]. Utbytte etter spraytgrking av amidert pektdenne oppgaven var ca. 32-34 %.
Tap av sma og lette partikler gjennom eksosutgakgarveere en grunn til et sa lavt
utbytte. Tidligere erfaringer har vist at viftehigbet har mye a si for tap av stoff i
eksosen. Antagelig vil en lavere viftehastighathgidre tap og dermed gke utbytte,
men ifglge [19, 50] vil ikke reduksjon i viftehagiiet hjelpe siden en viftehastighet
pa 30 viste seg til & gi minst mulig tap ved brukpaktinlgsninger med konsentrasjon
pa 3,0 % (w/v). En lavere viftehastighet fartarije avsetning av pektinlgsning pa

veggene i tarkekammeret.
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Ladingseffektivitet til de spraytgrkede prgvene vay. Flere av artiklene som er blitt
trykt om dette emnet viser ogsa en hgy ladingséffiegdt [49, 51]. | denne oppgaven
ble mengde virkestoff i spraytarket pektin malotier 90 % (se Tabell 11). Denne
effektiviteten blir drastisk redusert under krysghing, se avsnitt 7.5 og 7.6.2.

7.3 Lysmikroskopbilder av spraytarketpektin

Utseende for spraytgrket pektin er beskrevet sotmuésfeere, noen ganger med et
lite hull i overflaten [24]. Bilder av spraytgrkeektin viser at de fleste partiklene har
hull i overflaten. De fleste partikler ser ut tiha sfeerisk form. De lyse ringene rundt
partiklene kan ogsa vaere arsaken til den tilsyapti sfeeriske formen (se vedlegg
2).

Mikroskopbildene var litt uklare og vanskelig akiel Bilder viser at partiklene har
liten starrelse, noe som er bra for mucoadhesivaifteringer. Sma partikler
prioriteres framfor store partikler siden stgrralséd muliggjgre deres kontakt med en

stgrre mucosa overflate [52].

7.4 Kryssbhinding

Under kryssbindingsprosess blir det dannet inteekydéere bindinger mellom

negativ ladede karboksylgrupper i pektin og posdtede motioner.

Amidert pektin ble brukt fordi det er kjent til &e gkt sensitivitet mot geldannelse
med CaCd [53] og redusert diameter er blitt observert fanidert pektinkuler i
forhold til de andre pektin typene [54]. Denne atsasjonen er blitt forklart med
redusert hydrofilisitet og hydrogenbindinger mellamidgrupper som gir en mer

kompakt form.

Under avsnitt 6.4 kan man se at noen kuler lgsperaskere enn de andre under

opphold i fosfatbuffer. Den forskjellige oppferseld kuler kryssbundet med to-
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verdige kationer kan forklares med forskjellerydtalistrukturen til saltene og de
forskjellige koordinasjonstallene til ionene. Jormgid og stor krystallstruktur (stor
ione- radius og atom-volum) ioner har, jo darligeitele passe i de tre-dimensjonale
lommene til polymerkjedene og dermed gi svakersdtinding [55], se Figur 28.
Hydrering av ioner vil ogsa pavirke volumet til @me og dermed deres evne til &
passe i pektinlommene. Et ion med lavere koordimessgll vil ha lavere tendens til &
trekke til seg vann enn et ion med hgyere koorgnasall. Redusert hydrering vil gi
okt grad av polymer kryssbinding pga reduksjonluneet og dermed bedre plass i
"polymer-lommer”. Hvor mange ioner som sitter isik lomme vil ogsa veere

avhengig av frastgtning mellom de positiv ladedeice.

Figur 28: a) Kalsiumioner (ioneradius 114 pm), b) Sinkioner (ioneradius 88 pm), en
modell av polymerkjedens lommer og plassering av ionene avhengig av
krystallstruktur.

Tarkingsprosessen kan veere arsaken til at noenlameéikke er runde i form. Kuler
ble snudd bare en gang under tagrking. De burdditharudd flere ganger slik at den

ene siden ikke fikk mer trykk enn den andre.

Kuler med Fe (ll) klorid s& mer kompakte ut ennathelre kulene. Overflaten var
ujevn og ruglete i forhold til de andre kulene, soen muligens kan tyde pa en
sterkere kryssbhinding. Dette er i samsvar med {@8]det star at bruk av et hayere
valens kation som Fe (lll) vil resultere i en irgedryssbinding av hydrogel og
resulterende kryssbinding vil redusere gelens vppiadks kapasitet. Dette kan ogsa
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forklare den lange tiden kuler laget med Fe(llljiddoruker far de sveller og lgser

seg i buffer (se avsnitt 6.4.2).

Opplgsning og svelling av kulene i buffer vil vaardengig av hvor stor affinitet
ionene har til karboksylionene, krysstallstrukildé positive ioner og hvordan de
legger seg i "lommene” i pektin kjeder.*Fer metallion som har stor affinitet til
karboksylioner og vil dermed gi en sterkere krysding [57], noe som stemmer med

opplasningstid pa ca 3 dggn (se avsnitt 6.4.2).

Forsgk pa a lage pektinkuler med magnesium vanikKgkket. Grunnen til det kan
veere svake bindinger mellom pektinkjede og magnasioer. Magnesiumioner er
kjent til & veere "ikke-gelende” kationer. Bindingaellom pekinkjede og

magnesiumioner er sa svake at det ikke vil bli éaem rigid gel [58].

Pektin kuler kryssbundet med®holder seg lengre enn kuler kryssbundet med jern
under omrgring i fosfatbuffer (se avsnitt 6.4.1ndtsetning under avsnitt 6.4.2, der
kuler ikke er under omrgring, lgser nikkel-kuleleg snye raskere enn jern-kuler.
Bruk av forskjellig typer av magnetrgrer kan muligeveere arsak til dette. For de fire
andre pektinkulene ble det brukt en magnetrgresaavme type. Magnetrgreren der
begerglass med nikkelkuler ble plassert rgrte rkkel samme hastighet som den
andre magnetrgreren. Siden hastigheten pa omneminfgrskijellig, og saktere for

nikkel-kuler, lgste de seg saktere.

7.4.1 Geldannings mekanisme

Det ble valgt jern, sink og sglv for kryssbindingspraytgrket pulver. Jern viste seg
til & gi en sterk kryssbinding (lang opplgsningstgink er kjent til & gi sakte frisetting
(sammenlignet med kalsium pektinat) av pakket laddet [43] og s@lv ble valgt

fordi det var interessant & se hvordan det oppfddere i oppgaven. En annen grunn
til at Ag®, Zn** og FE" ble brukt var at de har forskjellig valens og ampé seg
forskjellig da deres svelling og lgselighet ble erswkt i buffer (se avsnitt 6.4).
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Kryssbinding av amidert pektin med Zwil trolig skje ved at sink binder seg til to
karboksylsyre grupper og slik fgre til kryssbindipdy samme mate som kalsium eller
de andre geldannenede bivalente ioner [59-61]gefegg-boks teori kan et hvert
polyvalent kation som kan passe inn i pektin nektwél ha evne til & danne

kryssbindinger [62].

Fe** vil trolig binde seg til tre syregrupper siden deet tre-verdig kation og p&
denne maten gi en mer rigid og kompakt struktur detrer blitt nevnt i litteraturen
[56]. Resultater etter bestemmelse av ionmenggsriid 6.9 viser at mengde £er
mindre enn mengde Zh Dette kan stemme med at Fe (lI1) vil binde ségé
karboksylsyre ioner og er derfor tilstede i mindrengde enn sink som vil binde seg

til to karboksylsyre grupper.

| denne oppgaven har sglv kryssbundet amidertipdRet viser seg at sglv gir en

sterk kryssbinding da det ikke lgser seg i buffgbbr liggende i form av smuldrer,
se avsnitt 6.4.10g 6.4.2. Sglv skal etter teo&r kryssbinde pektin i det hele tatt
siden det er et enverdig kation. Det er vanskefigrée arsaken da det ikke er blitt

funnet noe litteratur om det.

Salv er et enverdig kation og vil trolig binde $g@n karboksylsyre gruppe og
dermed ikke binde pektinkjeder sammen slik et #i&mt kation ville gjort. Siden et
sglv ion vil binde seg til en karboksylsyre grumdaon innhold i kryssbundet pektin
med sglv vaere hgy. Bestemmelse av ion mengde ited$hviser at mengde Ag er
ca 3 ganger hgyere enn Zn og ca 8 ganger hgyereesimmhold i de kryssbundne

partiklene.

Siden binding til en enkel karboksylsyre gruppelkike binde pektinkjeder sammen
ma andre bindinger eller mekanismer til slik akeyssbinding kan oppsta. Det er vist

at Ag" kan lage kompleks med to amin grupper og dann¢NAg),]" kompleks [63]

Ag'+2NH; —> [Ag(NHa),]"

94



Diskusjon

Amidert pektin inneholder amidgrupper. Ag kan ddigans binde seg til N i
amidgruppen pa nesten samme mate som gitt i reaksjovenfor og lage kompleks
slik at kryssbinding kan skje. | motsetning harAfibi og kollegaer vist at sglv vil
binde seg til karbonyloksygen i amid gruppen i stddr nitrogen [64] og dette vil da
ikke vaere mekanismen til krysshinding av amidektipe For a vaere sikker pa at
binding av sglv med N ikke er en mulig mekanisneedst prgvd a lage pektinkuler
ved & bruke Ag og LM-pektin. Dersom mekanismerkfyssbinding involverer
nitrogenatomet ville det ikke vaere mulig & lageskuv LM pektin. Forsgket viste at
Ag” kan kryssbinde LM-pektin og danner gel. Dermedkkie teorien om

sglvkompleks med N gjelde i dette tilfelle.

Andre grupper som kan tenkes til & skyldes en kigséng er alkohol grupper som er
tilstede i amidert pektin. Disse kan heller ikkgd&kompleks eller binding med sglv
siden El-Aribi og kollegaer har vist at Ag+ kan @énseqg til oksygenet i alkoholer
[64]. Dermed kan ikke det heller vaere en mulig nméskae siden her vil det ogsa skje

binding med en enkel —OH gruppe.

At sglv kryssbinder pektin er en spennende obsgmag trenger videre forskning

for & finne mekanismen til krysshindingen.

7.5 Legemiddel innhold etter kryssbinding

Under avsnittet for frisetting ble det vist at ksgsindet pulver inneholdt en veldig

liten mengde paracetamol i forhold til den teokatismengden. Geldannings prosessen
under krysshinding kan veere en mulig arsak tiledgb]. Ladingseffektivitet til
kryssbundne partikler vil muligens vaere lav pa gram geldannings prosess. Det er
antatt at geldanningen begynner pa overflaten &/partikkel og jobber seg videre
innover mot kjernen. Etter som prosessen fortsett@annet drives ut pa grunn av
utvikling av krysshindinger og konsentrasjon awgéim. Av den grunn vil en mer
kryssbundet struktur vise stgrre vanntap. Opplasiqetamol vil da komme ut med

vannet som drives ut og fare til stor tap av paeanel molekyler [65].
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Paracetamol kan antakelig ogsa ha blitt tapt undskeprosessen etter kryssbinding
og under frysetgrkings prosess. | fglge [66] wik&tarking av en pektin lgsning
resultere i partikler bestdende av et porgst peiditverk. Arsaken er at det trolig blir
dannet hulrom med Igsemidlet fanget i pektinstruktuder opplgsning/svellings
prosess. Nar dette lgsemidlet blir tarket undesefigrking vil det forlate porer i
nettverket. Nar spraytarket pektin med paracetdoinosiktet i krysshindingsmiddel
(saltlgsning) vil noe av lgsningsmidlet, som dawaarn, bli fanget i pektinstruktur
under kryssbindingsprosess. Under frysetgrkingefite vannet bli tarket og forlate

sma porer i nettverket. Antakeligvis vil disse pwrdgre til tap av paracetamol.

Under avsnitt for frisetting fra kryssbundet pekinll.2) viser det seg at batch med
Zn inneholder minst mengde paracetamol i forhadldditre andre ionene. Grunnen til
det kan trolig veere at 10 minutter var for kortfod kryssbinding med Zn og dermed
farte til darligere kryssbinding av pektin slikggracetamol lett kan komme ut av

nettverket og bli tapt.

Pillay med kollegaer [55] fant ogsa at pektin kbyasdet med Zii fanget mindre
mengde legemiddel. De kom fram til at dette skydte* som opptar plassen til
legemidlet. De mente at pa grunn av den lave atkrawdil Zn i forhold til

virkestoffet brukt (i det tilfellet ibuprofen) vl Zn oppna forrang for a fylle opp
pektin matrisen. Dette vil ogsa veere tilfellet nde oppgaven der paracetamol er blitt
brukt og har en relativ stgrre molekylvekt i forthdll kryssbindingsionene og vaere en

mulig forklaring for den lave paracetamol mengden.

Ladingseffektivitet til kryssbundet pektin kan ngdns gkes ved a bruke
krysshindingsmiddel som er mettet med virkestolik @l flere virkestoff molekyler
trolig bli pakket inn i pektinpartikler under krysadingsprosessen. El-Gibaly og
kollegaer fant ogsa ut at gkning i mengde virkddtmte til signifikant gkning i
ladingseffektivitet til partiklene [43]. Men jo mé&gemiddel det er i forhold til pektin
desto mer porgse vil partiklene vaere og vil hasete nettverk i forhold til partikler

med en lavere mengde legemiddel. | falge PLS 1 tevdey i denne oppgaven under
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avsnitt 6.8.3 vil dette igjen fare til et laverdyte etter kryssbinding (jfr. PLS 1

modellering i avsnitt 6.8.3).

Mengde legemiddel i de kryssbundne partiklene &iligke partikkelstarrelse. Figur
17 i avsnitt 6.10.3 viser at jo hgyere legemiddeidentrasjon det er desto starre vil

partiklene veere. Dette er i samsvar med [43].

7.6 Frisetting av paracetamol

Frisetting av paracetamol ble malt i fosfatbuffer 8. Denne pH ble brukt for &
imitere miljg i tarmen. | pH 6,8 vil karboksylsymegper veere ionisert. Kryssbundne
partikler vil svelle pa grunn av elektrostatisksfi@ning mellom negativiadede COO
- ioner. Her vil graden av kryssbhinding og svelllmgstemme hastighet pa
legemiddelfrisetting. | tillegg vil Izselighet tilet inkorporerte legemidlet ogsa spille
en rolle. Jo mer lgselig virkestoffet er i vaesketa@men desto raskere vil frisetting

skje [67].In vivovil enzymatisk nedbrytning av partiklene ogsa vesreviktig faktor.

7.6.1 Frisetting fra spraytgrket pektin

Frisetting for paracetamol fra spraytarket pektiblét malt over en halv time. Denne
tiden er for kort siden kurvene ikke er flate vadten av 30 minutter. Figur 23 viser
at det er blitt frisatt ca 85 %, 84 % og 88 % feamholdsvis 33%, 23% og 13% batch.
En frisettingslengde pa hayere enn 30 minuttee yjilfrisetting av all innholdet og

kurver ville bli mer flate.

7.6.2 Frisetting fra kryssbundet pektin

A lage en formulering som beskytter legemidlet ggighnom de pH og enzymatiske
endringer pa vei til tarmen er et stort problemt &eblitt rapportert tidligere i
litteratur at geldanning med kalsium vil kunne bgtklegemiddel fra omgivelser i

mage og tynntarm. Dette kan veere riktig for stootekyler for eksempel protein
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legemidler som ikke kan diffusere gjennom porepartikkel matrisen, men kan
frisettes ved enzymatisk frisetting [68]. Men nat djelder sma legemiddel
molekyler (blant annet paracetamol) vil legemiddabRrylene lett kunne passere
gjennom porene. | sure omgivelser vil det bli danaselige og mer permeable
pektinsyre omrader i partiklene i tilstedeveerels@ydrogenioner og fare til gkt
permeabilitet for det inkorporerte legemidlet [4Siden pKa for syregrupper i pektin
er ca 3,5 vil ikke alle karboksylsyre grupper vdadet i sure omgivelser i magen og
partiklene vil dermed ha liten svelling. Da vil g liten mengde paracetamol bl

frisatt far formuleringen kommer til tykktarmen [639].

Det er litt vanskelig a si om kryssbinding av peldir saktere frisetting enn ikke-
kryssbundet pektin. | Tabell 21 viser prgvene medrEplikat 1) og Ag som
inneholder 13% virkestoff like stor mengde frisatter 15 minutter som fra ikke-
kryssbundet pektin. Siden frisetting fra de anémikatene til Fe er mindre enn ikke-
kryssbundet pektin kan det antas at Fe gir langsenafisetting. A ha en slik
konklusjon for Ag vil veere vanskelig siden frisaegibare er blitt malt i 1 replikat og
de forskjellige sglv batchene viser stor variasjorengde frisatt paracetamol. Hvis
en ser bort fra de to pravene (Fe replikat 1 ogfAg)l3% kan det muligens sies at
frisetting fra kryssbundet pulver generelt vistefresetting som var langsommere enn
frisetting fra ikke-kryssbundet pulver, men om slegldes den lave virkestoff

mengden i de kryssbundne prgvene eller selve kndisigen er vanskelig a vite.

A sammenligne de tre ionene med hverandre er agysskelig pa grunn av den lave
virkestoffmengden inkorporert. Pulver med Zn haekt ladingseffektivitet i forhold
til de andre kryssbundne prgvene og det er stekjt i mengde virkestoff i pulver
med Zn og pulvere med Ag og Fe. Siden frisettingsbhet er avhengig av mengde
virkestoff som er inkorporert vil det veere vansigelisammenligne frisetting fra Zn
sammen med Fe og Ag. Jo stgrre pektin mengdeoemnolfl til mengde virkestoff,
desto langsommere vil frisetting skje. Selv om jyektyssbundet med Zfer blitt
rapportert til & gi lavere legemiddelfrisetting saemlignet med pektin kryssbundet

med et lignende motion, €443] er det vanskelig & se om den gir sakteretiisg i
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forhold til Fe og Ag i denne oppgaven siden derehwider en veldig lav mengde

virkestoff.

| folge frisettingskurver for kryssbundet pektigder kurven for Ag alltid midt

mellom Fe-replikatene (se figurene 24-26) som gjatet ikke er mulig &
sammenligne frisetting fra Ag sammen med Fe. Detissom om prgver med Fe og
Ag inneholder nesten like stor mengde paracetagébo derfor sammenlignes med
hverandre av den grunn. For & kunne se forskjditigétting fra Ag og Fe er det blitt
laget kurver som viser mengde frisatt i % for #leFe-replikatene og Ag (se Figur
29 pa neste side). | denne figuren ligger Ag-kureeer Fe-replikatene og viser at
frisetting skjer raskere for bade 33%, 23% og 12¥Ay er kryssbindingsmiddel.
Det var ingen statistisk signifikant forskjell sitede, men det kan se ut til at det er en

tendens til langsommere frisetting fra Fe nar mateyer for ulik mengde virkestoff.
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Figur 29: % frisetting fra Fe og Ag (prosentene er regnet ut fra starste
mengde frisatt under frisettingsforsgkene). a viser frisetting fra 33%, b fra
23% og c fra 13%

a Paracetamolfrisetting fra kryssbundetpektin b Paracetamolfrisetting fra kryssbundetpektin
(33,33% paracetamol) (23,08% paracetamol)
100 % 100 %
=80% —Ag z 80% he
.250% - Fel .250% e Fel
+ +Fe2 = ~+Fe2
®40% Fe3 0% | Fe3
20% 20% |4
0% & 0%
0 05 1 15 2 25 0 0,5 1 15 2 25
tid () tid (h)

c Paracetamol frisetting fra kryssbundet pektin med
Ag (13,04% paracetamol)

120 %

100 %
= 80% ~Ag
:i::
=40% Fe3

20%
0% *

tid (h)

Avsnitt 6.11.2 viser at de kryssbundne prgveneholder veldig liten mengde
paracetamol i forhold til den teoretiske mengderur@en til det kan veere tap av

paracetamol under kryssbindingsprosessen (for anklafing se avsnitt 7.5).

| Tabell 21 er prosentene for ikke-kryssbundet ipeliéregnet ut fra den mengden
paracetamol som er blitt malt i avsnitt 6.6.2, merusentene for de kryssbundne
prgvene er blitt beregnet ut av den stgrste menfytatt. Det vil egentlig ikke veere

helt riktig for de av kurvene som ikke blir flatdtex 2 timers frisetting. Men dette var
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antakelig det beste estimatet som kunne brukes sidmgde virkestoff ikke ble malt

i de kryssbundne prgvene.

Frisetting for kryssbundet pulver ble bare maltin2er selv om forskjellig litteratur
har vist starre frisettingsprofiler [40, 43]. Arsaker at det ikke ble frisatt mer og de

fleste kurver var flate ved 2 timer.

Prgver med sink som er blitt brukt i frisettingsiek har mye mindre paracetamol enn
prgvene fra innledende forsgk (se avsnitt 6.8.4pell 13 viser at pracetamol innhold
var 4,87 % ved bruk av 0,5 M sinkklorid Igsning sknyssbindingsmiddel. Denne
forskjellen viser at reproduserbarheten ikke er bo& som ogsa kommer fram av Fe-
replikatene (se frisettingskurver for Fe-replikateedlegg 4). Ladingseffektivitet til

de forskjellige Fe-prgvene er ganske forskjellig.

Frisettingskurver for Zn-prgvene var ikke helthikrvene for prgver med Fe og Ag.
Zn kurvene var mer hakkete i forhold til de andueviene (jfr. vedlegg 4) noe som

kan veere pa grunn av det ekstrem lave innholdpasacetamol.

Noen av parallellene i de forskjellige bildene diegyg 4 viser seg til & frisette starre
mengde paracetamol i forhold til resten av paielte. Eksempler for slike kurver er
Fe 33,33 % (replikat 3), Fe 23,08 % (replikat 29gDet kan muligens veere pa

grunn av ufullstendig vasking av slangene slikeater av paracetamol ble liggende i

noen av slangene og resulterte i hgyere absorbans.
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7.7 Stgrrelsesmaling av pravene

Starrelsesfordeling av ikke-kryssbundne partikléitrmed Lasentec var ikke i
samsvar med bilder tatt med lysmikroskopet. Baddiameog gjennomsnitt var langt
hgyere enn verdier observert i lysmikroskopbildé€aeinnen kan veere

aggregatdannelse.

Lasentec ble ikke kalibrert fgr den ble tatt i bogdette kan kanskje veere grunnen
til hgye verdiene. De aller minste partiklene kikeé kunne komme med pa

stgrrelsesfordelingsgrafen ettersom Lasentec haedre deteksjonsgrense pa 1 um.

Tabell 17 viser at mengde legemiddel ikke har $digenye a si for partikkelstarrelse
etter spraytgrking. Giunchedi med kollegaer fargpatiytarket partikler hadde glatt
overflate og en stgrrelse mindre enn 10 um (dysendn). De fant samme resultater
for bade partikler med og uten legemiddel og heatigblymer:legemiddel forhold
ikke pavirker de morfologiske egenskapene til syt pektin [48]. E.Gavini et. al
fant derimot at nar legemiddel:polymer forhold &t (w/w) eller starre vil det

pavirke de morforlogiske egenskapene til sprayiekeartiklene. Under dette

forholdet vil partiklene laget ved spraytgrkingdrasfaerisk form [45].

Noen av fordelingene, spesielt for pulver krysstaimded jern (replikat 3) med 23,08
% og 13,04 % paracetamol innhold, ser ikke finésatvedlegg 3). Arsaken kan veere
tilstedeveerelse av klumper i lgsningen og ikkestaldig suspensjon av partiklene i
vann. Klumper var generelt vanskelig & sla nedritége praver og derfor ble det

ogsa brukt ultralyd-bad for & sla de ned.

De fleste fordelingene har en positiv skjevhet agderfor hgyere

gjennomsnittsverdier.
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Konklusjon

Det er mulig & lage mikropartikler med virkesto#fdert pa amidert pektin ved
spraytarking. Stgrrelsen til mikropartiklene makdrFBRM var mellom 20-30 pm.

Partiklene var stort sett runde i form.

Av de seks forskjellige ioner som ble prgvd ut &ta av de & kryssbinde amidert
pektin. Disse var: Ag Zr?*, C&*, Ni**, F€". Sglv ga en sterk kryssbinding og kuler
var ulgselig i buffer selv etter 2 dagers sterkanmg med magnet. Kuler
kryssbundet med Beholdt seg lengre enn de andre ionene (unntati Ag)

fosfatbuffer. Det var ikke mulig & kryssbinde anmtdeektin med M§'-ioner.

Kryssbinding av spraytgrket pulver ga et fint pulweed partikkelstgrrelse pa 20-40
pum. Utbytte etter kryssbinding var ganske lav ognegativt korrelert med mengde

virkestoff i partiklene.

De forskjellige PLS 1 analyser av resultater vetpartikkelstarrelse gkte med
gkende legemiddelkonsentrasjon. lonemengde i pemttker ikke pavirket av

legemiddelkonsentrasjon.

Frisettingsforsgket viste at kryssbinding av sppeiat pektin generelt forsinket
frisetting noe, om det skyldtes den lave ladingddiviteten eller selve frisettingen er
vanskelig a vite. Det var ikke mulig & konkludere noen av ionene forsinket
frisetting mer enn de andre pa grunn av den foltglgdadingseffektiviteten til

prgvene.

Ladingseffektivitet til kryssbundet pektin vistegsé veere veldig lav og selve

krysshindings prosessen er antatt til & veere eigratdak til tap av virkestoffet.
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Vedlegq 1:Mikroskopbilder for pektinkuler fra 6.4.2 "Mikroskbilder”

Krysshin _ _ _
_ _ 0 min Maks svelling Oppl@sning
-dings ion
CaC},
30 min 150 min
ZnC|2
30 min 160 min
= s ; (- .
1 s .
‘l >‘\‘ \\
-3 . A
NiCl, - .
3 timer Ttimer
FeCk .
112 6 timer 2 dggn og 21 timer




Vedlegg

Flere bilder for kuler med Feglor & ha bedre oversikt over hvordan de oppfeegr s

1 dagn og 2 timer 2 dggn og 1 time

Siden AgNQ kuler verken viste svelling eller opplgsning gigomikroskopsbilder

nedenfor :

0 minutter 3 timer

37 timer (smuldrer) 39 timer (smuldrer)
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Vedlegqg 2 Bilder for spraytagrket pektin med og uten virkeésfra 6.7
"Lysmikroskopbilder av ikke-kryssbundet pektin”

Mikroskopbilder for ikke-kryssbundet pektin uterraeetamol
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Mikroskopbilder av ikke-kryssbundet pektin med patamol

33,33 % paracetamol

25.04.2008, 15:46

()

33,33% Im
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23,08 % paracetamol

4;1111 I

03.05.2008, 18:18

23.08% Im
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13,04 % paracetamol

4 um o~ 4 e e
| | &7 .L‘O.».Gﬁ_.ztms_ 19:36

~ - —

13.04% Im

03.05.2008, 19:37
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Vedlegg 3:Starrelsesfordeling for spraytgrket og kryssbupeétin fra 6.10

"Starrelsesmaling ved Lasent&t

Stgrrelsesfordelinger for spraytarket pektin med paacetamol

paracetamol

. \ Spraytarket pulver med 33,33 %

=, ] ...-.__n-_—l—- - -

[ [ "
00 1500 750 by} 250 2500 Z730

000

b Vil !L_Inn.wluh‘ﬂ.lj tumberfSecond 1

Chennel Grouping: [100 Linear Chanrals hatwaen 0.0 and %030 Mrons

X Asis: [Chord Langth i Micrens B

e e S e —— S— SR e - S —

Spraytarket pulver med 23,08 %

paracetamol

1 -I|||II|| |II|II|I.I|---—-—_______ — i - ¢ ———

[ [
o bLI ¢] r‘5 Q 1259 150,0 1750 ?(\Oﬂ 92‘.“.11 "300 )'1‘50

NG00

Y-Axig: [Jn\-\aghcc M t r/Sacand Channel Grouping. [100 Linear Channels batween 0,0 and 3000 '\vh{..orrs

H-Axls |Chun Length in Miciuas 5

118




Vedlegg

ki

-
-

H
L

umlhm,,

0.0

50,0

.II |
75.0

Spraytarket pulver med 13,04 % paracetamol

100,0 1250

1 1 I e ) 1 T ™
1500 1750 200,0 2250 2500 2750 3000

¥-Axis: |k|nwe;ghted Number/Second

Channel Grouping: |100 Linear Channels between 0,0 and 00,0 Micrans

X=Axis: {Em'c' Length in Microns
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Stgrrelsesfordelinger for krussbundne partikler medforskjellige ioner

Batch kryssbundet med Ag, 33,33 % paracetamol

d\t‘ ...

?SU IBUO 1250 150,0 175,0 }Ui]ﬂ 2250

0 v 1
50,0 2750 300,0

=P |Unw\_|gr' ted Number/Second Channel Grouping: [ 0 Linear Channels between 0.0 and 300(. Microns.
*®-Axis: |Chord Length in Microns |

|
|
I
|

Batch kryssbundet med Ag, 23,08 % paracetamol

|| ‘||||‘III'llll'Illl.-nl-.ln.-nln | I— VR

1 [ [
350 ‘.rDU ISU 'lDDCI 1350 1500 1750

200.0 2250 250,0 75,0 300,0
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Batch kryssbundet med Ag, 13,04 %
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Batch kryssbundet med Zn, 33,33 %
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Batch kryssbundet med Zn, 23,08 %
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Mﬂ!

Batch kryssbundet med Fe, 33,33 % paracetamolkatdl
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Batch kryssbundet med Fe, 23,08 % paracetamolkatdl
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’ L Batch kryssbundet med Fe, 13,04 % paracetamoljkaen
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Batch kryssbundet med Fe, 23,08 % paracetamolka¢@
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Batch kryssbundet med Fe, 33,33 % paracetamolkat3
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Batch kryssbundet med Fe, 13,04 % paracetamolka¢ @
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Vedlegq 4 Frisettingskurver fra avsnitt 6.11 "Frisettingsioks

Frisettingskurver for paracetamol fra ikke-kryssbundet pektin

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra ikke-
kryssbundet pektin

351
3
254 ——beger 1
% -= beger 2
0 27 beger 3
=
= 15 beger 4
j=2 - beger 5
=S 14 —=—beger 6
0,54
0 T T T T 1
0 01 0,2 03 0,4 05
Tid (h)

Fristtingskurve for spraytgrket pektin me

33,33 % paracetamol i mengde (n=6)

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra spraytgrket pektin

—+—Begerl
——Beger2
—&—Beger3
- Begerd
- Beger5
+—Begerb

% frisatt

03 04 0,5 0,6

Tid (h)

14

L

Fristtingskurve for spraytgrket pektin me
33,33 % paracetamol i % (n=6)

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra ikke-kryssb  undet
pektin
3,51
3
2,54 ——beger 1
E=1 —=—beger 2
3 27 beger 3
= 1 beger 4
E‘ 15 —*-beger 5
14 —=—beger 6
0,5 - e -
0 : - - : !
0 0,1 0,2 03 0.4 0,5
Tid (h)

Fristtingskurve for spraytgrket pektin mec

23, 08 % paracetamol i mengde (n=6)

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra spraytgrket pektin

—— Begerl
—#— Beger2
—— Beger3
—#- Begerd
- Beger5
Beger6

% frisatt

03
Tid (h)

0,4 05 06

Fristtingskurve for spraytgrket pektin me
23, 08 % paracetamol i % (n=6)

Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra ikke-krysbu  ndet
pektin
3.5
34
251 ——beger 1
= —=—beger 2
g 29 beger 3
;a 151 beger 4
£ ~ - —*-beger 5
L e —=—beger 6
-
0,5
0 T T T T 1
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5
Tid (h)

Fristtingskurve for spraytgrket pektin me

13, 04 % paracetamol i mengde (n=6)

Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra spraytgrket pektin

——Begerl
—=—Beger2
—*— Beger3
—=— Begerd
- Beger5
Beger6

% frisatt

Tid (h)

Fristtingskurve for spraytgrket pektin me
13,04 % paracetamol i % (n=6)

d
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Frisettingskurver for paracetamol fra kryssbundet pektin med Zn

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet pektin
med Zn
0,05 ¢
0,045 -
0,041 ——beger 1
0,035 -=—beger 2
£ 0,031 beger 3
g 9 S
£ 0,025 4 = m— beger 4
1\
2 0024 A 17 T N\ . - beger 5
E Wl —=—beger 6
0,015 4 Low—|
0,01 4
0,005 ]
0 ! ! ! :
0 05 1 15 2 25
Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Zn. 33,33 %
paracetamol.

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet pektin med Zn
120%
9 [ 1
100 % ‘ nn,‘MY : L
P
b= 80% ® —+Begerl
© s
© 60% i % Beger2
w‘i -t -+ Beger3
=S 20% | » -= Begerd
= Beger5
20% Beger6
o
0% /|
0,5 1 15 2 2,5
tid (h)

—F

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbunde
pektin med Zn. 33,33 % paracetamol

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet
med Zn

pektin

——beger 1
—=—beger 2
beger 3
beger 4
—*—beger 5
—e—beger 6

Tid (h) *
Frisetting av paracetamol i mengde fra

kryssbundet pektin med Zn. 23,08 %
paracetamol

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet
pektin med Zn

120 %
100 %
£ 80% —+ Begerl
° —#-Beger2
= 60 % —+- Beger3
NI —= Beger4
° 40% = Beger5
20% Beger6
0% &
0 0,5 1 1,5 2 2,5
tid (h)

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbunde
pektin med Zn. 23,08 % paracetamol

—F

Frisatting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet pektin
med Zn
0,06
0,05 =
[
0.04 4 —+beger 1
= ' —=-beger 2
:g 0,03 beger 3
E’ Eegerg
1 —beger
002 ——beger 6
0,01
0 T
0 05 1 15 2 25
Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Zn. 13,04 %
paracetamol

Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet
pektin med Zn

120%

100%

o —+Begerl

E = Beger2
2 —+ Beger3
“\; -=- Beger4d
e =~ Beger5
Beger6

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbundet
pektin med Zn. 13,04 % paracetamol
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Frisettingskurver for paracetamol fra kryssbundet pektin med Ag

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet ~ pektin Frisetting av 133,33 %) fra kryssbundet pektin med Ag
med Ag o
0,8
0,7
0,6
—beger 1 —4—Seriel
= 051 —=-beger 2 B—Serie2
_8 04 beger 3 —i—Serie3
= - Seried
= beger 4 Serie5
£ 0,31 —*-beger 5 Serie6
= —*—beger 6
0,2 g
0,1
0 ! ! ! i 1 0% |
0 0,5 1 1,5 2 2,5 0 05 1 15 2 25 3
Tid (h) T

. . . i i i 0
Frisetting av paracetamol i mengde fra kryssbun&éiie_’tt'ng av paracetar(')nol | % fra kryslsbund
pektin med Ag. 33,33 % paracetamol. pektin med Ag. 33,33 % paracetamol.
Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet ~ pektin Frisenting av paracetamol (23,08 %) fra Krysshundet pekein
med Ag .
0.8
07
0,6 ——beger 1 5
£ 051 -+~ beger 2 " s
I beger 3 § i Serie3
E 04 beger 4 ¥ --seried
g’ 0,3 —*beger 5 B-Serie5
02 e beger 6 o Serie6
01
0 : : ‘ ‘ ‘
0 05 1 15 2 25

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra kryssbundtsetting av paracetamol i % fra kryssbund
pektin med Ag. 23,08 % paracetamol. pektin med Ag. 33,33 % paracetamol.
Frisetting av paracetamol (13,04%) fra kryssbundet ~ pektin Frisetting av i 113,04 %) fra kryssbundet pektin med Ag
med Ag .
OY8 100 %
0,7
0,6 q —+-beger 1 80%
—=-beger 2 3 -1
beger 3 H -2
beger 4 e ::
e - ——beger 5 H - 55
—e—beger 6 W 6
1 1,5 2 2‘,5 " 0 05 1 15 2 s
Tid (h) Tid ()

Frisetting av paracetamol i mengde fra kryssbumlj:é setting av paracetar;nol | % fra kryssbund
pektin med Ag. 13,04 % paracetamol. pektin med Ag. 33,33 % paracetamol.
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Frisettingskurver for paracetamol fra kryssbundet pektin med Fe (33,33 % paracetamol)

Replikat 1

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet pektin
med Fe 1

0,7

0,6

0,51 ——beger 1
- -=-beger 2
§ 0,4 beger 3
E beger 4
g’ 031 ——beger 5

02 —*—beger 6

0,1

0 ! ! ! ! :
0 05 1 15 2 25

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Fe. 33,33 %
paracetamol.

Replikat 2
Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet
pektin med Fe
0,7
0,6
——beger 1
05 —=-beger 2
% beger 3
K% beger 4
“; —beger 5
£ —=—beger 6
0 05 1 15 2 2,5

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra

kryssbundet pektin med Fe. 33,33 %
paracetamol.

Replikat 3
Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet ~ pektin
med Fe 3
0,7
0.6 ——beger 1
0,5 —=—beger 2
b=1 beger 3
I
2 0.4 beger 4
> 03 * l;eger 5
I 02 eger 6
01
o B !
25

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Fe. 33,33 %
paracetamol.

Frisetting av paracetamol (33,33 %) fra kryssbundet pektin med Fe

% frisatt

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbund 3

pektin med Fe 33,33 % paracetamol

)

Frisetting av (33,33 %) fra kr pektin med Fe

——Begerl
-=-Beger2
4 Beger3
- Begerd
- Beger5

Begert

% frisatt

Tid (h)

Frisetting av paracetamol {33,33 %) fra kryssbundet pektin med Fe

—o—Begerl
-m-Beger2
——Beger3
- Begerd
- Beger5
Beger6

% frisatt

0 05 1 15 2

2,5
Tid (h)

risetting av paracetamol i % fra
kryssbundet pek8m med Fe. 33,33 %
paracetamol

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbun
pektin med Fe. 33,33 % paracetamol
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Frisettingskurver for paracetamol fra kryssbundet pektin med Fe (23,08 % paracetamol)

Replikat 1

Replikat 2

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet pektin
med Fe 1

0,9
0.8
0,7

0.6 . ——beger 1

—=- beger 2

ﬁ 05 beger 3

5 04 beger 4

3 —beger 5

0.3 —e—beger 6
0,2
0,1

o+
o 05 1 15 2 25

Tid ()

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Fe. 23,08 %
paracetamol.

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet
pektin med Fe 2

0,9

0,8

07 ——beger 1

0,6 —=-beger 2
§ 0,5 beger 3
E beger 4

0,4
g —*-beger 5

03 —=—beger 6

0,2

01

o T 1
o 0,5 1 15 2 2,5

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Fe. 23,08 % paracetar

Frisetting av paracetamol (23,08%) fra kryssbundet pektin
med Fe 3

——beger 1
~= beger 2

beger 3

beger 4
——beger 5
——beger 6

o 05 1 15 2 25

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Fe. 23,08 %
nefracetamol.

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet pektin med Fe

Ie%

XX
FRESE

ARERRR
ERLE AV

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbunde

pektin med Fe 23,08 % paracetamol

Frisetting av

(23,08 %) fra pektin med Fe

% frisatt

Tid (h)

tFrisetting av paracetamol i % fra kryssbundet
pektin med Fe 23,08 % paracetamol

Frisetting av paracetamol (23,08 %) fra kryssbundet pektin med Fe

% frisatt

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i % fra
kryssbundet pektin med Fe 23,08 %
paracetamol
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Frisettingskurver for paracetamol fra kryssbundet pektin med Fe (13,04 % paracetamol)

Replikat 1
Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet ~ pektin
med Fe 1

0,8
0,7
0,6 -

——beger 1

o f: !

_ﬁ 1 i beger 3

; o beger 4

£ —*-beger 5

——beger 6

0 . . . . :
0 05 1 15 2 25

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra kryssbun

pektin med Fe. 13,04 % paracetamol.

Replikat 2
Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet pektin
med Fe 2
0,7
0,6
0,5 ——beger 1
E=1 —=—beger 2
8 047 beger 3
= 03 beger 4
E’ ’ ——beger 5
0.2 1 —=—beger 6
?
0144
0+ ! ! ! ! :
0 05 1 15 2 2,5

Tid (h)

Replikat 3
Frisetting av paracetamol (13,04%) fra kryssbundet pektin
med Fe 3
0,7
0,6 -
—beger 1
05 -=beger 2
§ 041 beger 3
E 034 beger 4
g" e~ DEGET'5
02 -=beger 6
01
0 . ! . :
0 02 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Tid (h)

Frisetting av paracetamol i mengde fra kryssbundet
dp%ktin med Fe. 13,04 % paracetamol.

Frisetting av paracetamol i mengde fra
kryssbundet pektin med Fe. 13,04 %
paracetamol.

Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet pektin med Fe

—o—Begerl
= Beger2
—&—Beger3
B Begerd
- Begers
Beger6

% frisatt

Tid (h)

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbundet
pektin med Fe 13,04 % paracetamol

% frisatt

Frisetting av paracetamol (13,04 %) fra kryssbundet pektin med Fe

®
dAiUN

Tid (h)

ing av (13,04 %) fra kr

pektin med Fe

—o—Begerl
-m-Beger2
—4—Beger3
- Begerd
B Beger5

Beger

% frisatt
g

Tid (h)

Frisetting av pa
pektin med Fe

tamol i % fra kryssbundet
,04 % paracetamol

Frisetting av paracetamol i % fra kryssbundet
pektin med Fe 13,04 % paracetamol




Vedlegg

Vedlegg 5

| kurvene nedenfor viser Batch 1-3 spraytgrket @uimed legemiddelkonsentrasjon
pa henholdsvis 33,33 %, 23,08 % og 13,33 %. Batt8 8r kryssbundet, der 3-6 er
kryssbundet med Zngl7-15 er kryssbundet med Fge@h 16-18 med AgN©®

Modellering fra 6.8.3 "Modellering p& utbytte ettgyssbinding”

s Residual Y-variance Influence - PC2 X- and Y-loadings
Batth6 © : + Fe :
03 : [PPSR O s SEssEERS S e S
utb_ Kryss -
02 - Batdh 13 0]
+ Baleh ?1 i : g + Im kons % zh :
0.1 e e SRt B cgie  Hesosom i e il snes
. : + Batch 10 Halel = :
© - Batch14 i Ba"’é‘ {3
od : : Bl : SOUG N FO S
Leverage PCT
T T T T T T T T T T T T T
0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 -1.0 -0.5 1] 0.5 1.0
RESULT3, PC: 3.3 RESULT3, X-expl: 28%,39% Y-expl: 90%,2%
e Regression Coefficients (BW) 900 Predicted ¥
) 2 3 Slope Offset RMSE R-Square
0918832 55.02077 2837457  0.918832 Bateh 18
0 0. B51666 98895225 41 46661 0.848994
L : 800
05 : > E #h el 16aten 6
o : B S .. . Balch®
: : E g
15 : 5 e e ; . ) 1
X-Variabies  gop = ...l e oo
T T T T T T T : . 4 -~ E
] - N S = - B i - e :
L E 3 @ 5 . Batel
© = E a i gatcn 4 0 EMIBEE: 19
g 3 3 3 E - :
@ = = = E : . f
® 3 % % s00 Measured ¥
9 R R T T T T T T T T T
L 500 550 600 650 700 750 800 850 900

RESULT3, (¥-var, PC): (utb. Kryss,3) BOW = 9.006528

RESULT3, (Y-var, PC): (utb. Kryss,3) (utb. Kryss,3}

Modellering mot utbytte etter kryssbinding med utel igger
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PC2 Scores PC2 X- and Y-loadings
2 L Bateh'E e 1_0_‘ : Lt
<4 « n
1 + . Batch 4 0.5 —
+ Patch 93 1
5 1 utb. Kryss +
- Baich 18 1
g " Batch #1 e
J - Ke
E + Batch 17 1 A8
3 < .Baich. 18 = —
1 : 05 *im Kons %
+ Batch 16 ]
2 & 40— .
PCA PCA
T T T T T T T T T T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
RESULTY, X-expl: 32%,23% Y-expl: 93%,3% RESULT4, X-expl: 32%,23% Y-expl: 93%,3%
i Regression Coefficients (BW) s Predicted ¥
T : 1 Slope Offset RMSE  R-Square
1 E 0955270 29.87615 2022632 0.955271
] 1 0.932898 45.05183 27.00843 0931232
0 so0 o
0.5 1T I T o UL NRRRE,
X-Vanables  gpp 4 ool T Eg}:ﬂg ...............
T T T T T T T p
-3 bl =l S > o N 1
& s £ 35 & 3 5 ] " I 13
= 3 3 3 1
2 z 3 B T B R S DR T S " o
2 7 o Measured ¥
T T T T T T T T T
*® R # 500 550 600 650 700 750 800 850 900

RESULTA, (Y-var, PC). (ulb. Kryss,7) BOW = 8 070001

Modellering mot utbytte etter kryssbinding uten ute

RESULT4, (Y-var, PC): {utb. Kryss,2) (ulb. Kryss,?)

ligger

Modellering fra avsnitt 6.9.1 "Modellering pa ionengde som respons”

0.02 < Resjdqalﬁymiﬂte Infiuence 10 — PC2 X- and Y-ioadings
1 : 1 % 'Fg
4 paeE  ieememeasd Sesswsusslusnies [mrees sesdmeemenies i 5
] i 1 lonmengde {mghg - *
1 Batch 18 1
S N S— 0
4 + Batch 7 : S rsmpieess estmmmekassssens b ssalppeeesseissons
1 : : Balehd® Patch 16 - 1
1 1 <] Zn
1 : Bajfp ! ¥ 1
o Bl — 10
Leverage PCY
T T T T T T T T T T T T T T
0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 -0.6 -0.4 -0.2 1] 0.2 0.4 0.6 0.8
RESULTS, PC: 3,3 RESULTS, X-expl: 46%,34% Y-expl: 85%,8%
i Regression Coefficients (BW) 20 Predicled ¥
T4 — 1 Slope Offset RMSE R-Square
1 4 0.937421 0421436 2.048131 093741
b ] 0.899887 0827281 2792814 0896204 lma
1 -Bate
05 ] : Bifth 14
1 20 _: .............
0 ]
05 - . ) 10 = | T
X-Variables 1
I I 5 z I I I ]
¥ Iy g 3 g E ) 1 ga:ah 3
= & 2 2 ] atc|
g 5 3 3 ] B fihich B
5 g 5 g 0 —
*® 2 2 2 Measured Y
T T T T T T
® ® ® i 10 15 20 25
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Vedlegg

Modellering fra 6.10.3 "Modellering pa partikkelstelse”

00 Xwariance FExplained Calibration Variance

Pis

T T T
1 2 3

RESULT2, Variable: ¢, Tota! ¢.Median (um) c.Giennomsnitt (um) ¢.IQR {um})

X-variance Explained Validation Variance

PCs

T T T
1 2 3

RESULT2, Yariable: v.7otal v Median (um) v.Gjennomsnitt (um) v.IQR (um)

Forklart varians plott fra PCA pa starrelsesmal

. Residual Y-variance Influence - PC2 X- and Y-ioadings
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RESULTZ, (Y-var, PC): (Median {um),1) BOW = 1122174 RESULTZ, (Y-var, PC): (Median {um}),1) {Median {um} 1}

Modellering pa designvariabler og partikkelstarrels e (Median)
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