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POVZETEK

V okviru magistrske naloge smo spremljali vpliv izbranih pogojev na proces obarjanja
dipiridamola iz prenasic¢ene raztopine s potopno sondo z opti¢nimi vlakni. Dipiridamol je
Sibka baza, dobro topna v medijih z nizkimi pH vrednostmi. Ob zviSanju pH raztopine
dipiridamola lahko pride do stanja, v katerem je koncentracija raztopljenega dipiridamola
vecéja od njegove ravnotezne topnosti pri tem pH, posledica tega pa je obarjanje.
Dipiridamol smo raztopili v 0,01 M raztopini HCI, za dvig pH medija do 6,8 pa smo
uporabili raztopino fosfata z visoko koncentracijo. Analize vzorcev pri poskusih obarjanja
v delovni ¢aSi smo izvedli spektrofotometricno s pomocjo potopne sonde z opti¢nimi
vlakni. Velik vpliv na obliko spektrov in vrednosti absorbanc so imeli prisotni oborjeni
delci v disperziji. Njihovemu vplivu na rezultate smo se poskusali izogniti s filtracijo
VZOrcev.

Preko spreminjanja izhodne koncentracije dipiridamola, hitrosti mesanja disperzije v
delovni ¢asi in dodatkom polimerov, smo poskusali ovrednotiti njihov vpliv na proces
obarjanja dipiridamola. Ugotovili smo, da je obarjanje dipiridamola hitrejse v primeru visje
izhodne koncentracije. Na vec¢jo hitrost obarjanja dipiridamola lahko vplivamo tudi s
hitrejSim meSanjem disperzije. Pri poskusih z dodatkom polimerov smo, nasprotno,
pri¢akovali pocCasnejSe obarjanje dipiridamola. Ob dodatku HPMC smo upocasnitev
obarjanja dokazali, kar je v skladu z literaturnimi podatki, nepri¢akovano smo ob dodatku
PVP obarjanje dipiridamola pospesili.

Velikost oborjenih delcev v disperziji smo poskusali dolo¢iti z analizatorjem velikosti
delcev z lasersko difrakcijo. Spremljali smo spreminjanje velikosti delcev s ¢asom po
sprozitvi obarjanja dipiridamola z dvigom pH medija na 6,8. Ugotovili smo, da imamo v
prvih nekaj minutah po dvigu pH v disperziji prisotne oborjene delce velikosti 0-2 um,
nato pa se delci zvecajo in ve€ina oborjenih delcev v disperziji zraste do velikosti 30-
260 pm.

Kljuéne besede: dipiridamol, obarjanje, prenasicenje, hitrost obarjanja, potopna sonda



ABSTRACT

This master’s thesis presents the research of the influence of selected process conditions on
dipyridamole precipitation from the supersaturated solution, which was monitored with a
fiber optic dip probe. Dipyridamole is a weak base, freely soluble in low pH medium.
When increasing the pH of the dipyridamole solution, the concentration of dissolved
dipyridamole can be greater that its equilibrium solubility at this pH, which results in
precipitation.

Dipyridamole was dissolved in 0,01 M HCI solution, and then a high concentration of
phosphate was used to increase the pH of the medium to 6.8. For experiments of
dipyridamole precipitation in a beaker, the samples analyses were performed
spectrophotometrically with the aid of a fiber optic dip probe. The precipitated particles in
the dispersion have had a significant influence on the shape of the spectrum and on the
absorbance values. We tried to avoid their influence on the results by filtering the samples.
By changing the initial concentration of dipyridamole, the stirring rate of the dispersion in
the beaker and by the addition of polymers, we tried to evaluate their influence on the
process of dipyridamole precipitation. We determined that the precipitation of
dipyridamole is faster when its initial concentration is higher. A higher rate of
dipyridamole precipitation can also be influenced by faster stirring of the dispersion. In the
experiments with the addition of polymers a slower precipitation of dipyridamole was
expected. Our expectation was confirmed with the addition of HPMC, which is consistent
with the literature data, unexpectedly, the addition of PVP has accelerated dipyridamole
precipitation.

With particle size analyzer we tried to determine the size of precipitated particles in the
dispersion, by laser diffraction. The change in particle size with time was monitored, after
triggering the dipyridamole precipitation by increasing the pH of the medium to 6.8. We
determined that there are precipitated particles of size 0-2 um present in dispersion in the
first few minutes after raising the pH, then the particle size increases and most of the
precipitated particles in dispersion grow to size of 30-260 um.

Keywords: dipyridamole, precipitation, supersaturation, precipitation rate, fiber optic dip

probe



SEZNAM OKRAJSAV

DMB diluted Mcllvaine buffer; redéen Mcllvainov pufer
DPL dipiridamol

FT-IR Fourier-transform infrared spectroscopy; Fourierjeva transformacijska infrardeca

spektroskopija

HPMC hidroksipropil metilceluloza

PVP  polivinilpirolidon

RPM revolutions per minute; Stevilo obratov na minuto
RSD relativna standardna deviacija

ZU zdravilna uéinkovina



1 UVvOD

1.1 Lastnosti dipiridamola

Dipiridamol (v nadaljevanju DPL) je sSibko bazi¢na ucinkovina z antitromboti¢nim in
vazodilatacijskim delovanjem (1).

DPL po biofarmacevtski klasifikaciji zdravil uvrs¢amo
v razred Il, med slabo topne in dobro permeabilne
u¢inkovine. Monografija DPL v Evropski farmakopeji
navaja, da je DPL v vodi prakti¢no netopen (3), se pa
njegova topnost zviSuje z nizanjem pH vrednosti
medija. Klju¢no toc¢ko pri topnosti predstavlja pKa
vrednost DPL, ki se glede na literaturne podatke giblje
okrog 6,4 (4),(5),(6).

Absorpcija DPL poteka v tankem Ccrevesu, kjer je

Slika 1: Strukturna formula dipiridamola

topnost DPL nizka, posledi¢no pa je nizka tudi bioloska uporabnost DPL (2).

1.2 Izboljsanje topnosti dipiridamola

Na vecjo biolosko uporabnost slabo topnih zdravilnih u¢inkovin (v nadaljevanju ZU) lahko
vplivamo z izboljSanjem topnostnih lastnosti ZU. Z izboljSanjem topnosti ZU, ki doseZejo
stanje prenasi¢enja (podrobneje razlozeno v poglavju 1.3 S spremembo pH pogojeno
prenasicenje), lahko namre¢ vplivamo na hitrej$e raztapljanje ZU, s tem pa posledi¢no
vplivamo na podaljSanje stanja prenasiCenja in na povecanje bioloske uporabnosti.
Izboljsanje topnosti ZU lahko dosezemo s pretvorbo ZU v amorfno obliko, z zmanjSanjem
velikosti ZU, s tvorbo soli, s kompleksacijo ZU, z uporabo povrsinsko aktivnih snovi. V
nadaljevanju sta predstavljena dva Ze znana pristopa izboljSanja topnosti DPL.

Med enostavnejse pristope izbolj$anja topnosti uvrs¢amo pretvorbo DPL iz termodinamsko
ugodnejse kristaliniéne v amorfno obliko. Vora in sodelavci so izvedli $tudijo (6), v kateri
so dolocali topnost kristalinicne in amorfne oblike DPL v fosfatnem pufru s pH 6.8.
Ugotovili so, da pride v izbranem pufru do pretvorbe DPL iz amorfne v termodinamsko
ugodnejSo kristalinicno obliko. Zaradi vrednosti pH medija ima DPL namre¢ veliko

tendenco do kristalizacije. Topnost DPL v izbranem mediju je bila zato primerljiva med



obema oblikama DPL, tj. med amorfno in kristalini¢no obliko. Posledi¢no je stabilizacija
amorfne oblike DPL s pomoznimi snovmi v formulacijah nujna. Vora in sodelavci so delno
stabilizacijo dosegli ze s pripravo fizikalnih zmesi DPL z razli¢nimi polimeri, vendar pa se
je kot uspesnejSa izkazala priprava trdnih disperzij DPL s polimeri. Pripravljene trdne
disperzije DPL s polimeri hidroksipropil metilcelulozo (HPMC) in polivinilpirolidonom
(PVP) razli¢nih molekulskih mas so imele v primerjavi s samo fizikalno zmesjo bistveno
boljso topnost v fosfatnem pufru s pH = 6,8. Raziskovalci so boljSo topnost DPL pripisali
amorfni obliki DPL, ki je v trdni disperziji s polimernim matriksom, ki ga tvori HPMC ali
PVP, stabilizirana in ne prehaja v kristalini¢no obliko (6). Odsotnost prehoda iz amorfne v
kristaliniéno obliko DPL v trdnih disperzijah s polimerom HPMC oziroma PVP ter v
kompleksnejsih trdnih disperzijah DPL z vodotopnim polimerom hidroksipropil celulozo
(HPC-SSL) in z gastrorezistentnim polimerom hidroksipropil metilcelulozo acetat
sukcinatom (HPMC-AS) so v Studijah dokazali tudi s strukturnimi analizami (diferen¢no
dinami¢no kalorimetrijo in rentgensko praskovno difrakcijo) (6),(7).

Drugi pristop za izboljsanje topnosti DPL je uporaba ciklodekstrinov. Omenjen pristop so
opisali v $tudiji Box in sodelavci (8), ki so s pomo¢jo CheqSol instrumenta, prvotno
namenjenega dolocanju pKa vrednosti ionizirajocih uc¢inkovin s kislinsko-bazi¢no titracijo,
preiskovali vpliv B ciklodekstrinov na intrinzi¢no topnost in obarjanje DPL. DPL so skupaj
s ciklodekstrini raztopili v vodnem mediju s kislim pH, nato pa ga titrirali z bazo do pojava
oborjenih delcev. Ugotovili so, da se intrinzicna topnost DPL viSa z vecanjem deleza
ciklodekstrinov v zmesi. Pri visokih koncentracijah ciklodekstrinov v raztopini, tj. 14,9 %
masno-volumskega deleza, do obarjanja DPL, z njegovo izhodno koncentracijo 4,0 mM,

sploh ni prislo (8).

1.3 S spremembo pH pogojeno prenasicenje

Prenasicenje ZU predstavlja stanje, v katerem je ZU raztopljena v vi§ji koncentraciji kot je
njena ravnotezna topnost V izbranem mediju. V nadaljevanju se bomo osredotocili na
prenasicenje ZU, pogojeno s spremembo pH. Ta pristop je namre¢ pomemben za
razumevanje obnaSanja DPL v prebavnem traktu, saj DPL ob prehodu iz kislega
zelod¢nega medija v tanko ¢revo z visjo pH vrednostjo medija lahko doseze stanje
prenasicenja, temu pa sledi obarjanje DPL. Potek prenasicenja v prebavnem traktu je

podrobneje predstavljen v nadaljevanju.



Kot smo opisali ze v poglavju 1.1 Topnostne lastnosti dipiridamola, je DPL sibka baza, ki
je dobro topna v medijih z nizkimi pH vrednostmi. Za Sibke baze je pogosto znacilno, da se
v Zelodénem mediju popolnoma raztopijo, saj so v zelodcu prisotne v ionizirani obliki. Ob
prehodu v tanko ¢revo se pH medija drasti¢no zviSa, zaradi Cesar se ionizirana oblika ZU
pretvarja v neionizirano (6). Kljub slabsi topnosti neionizirane oblike v ¢revesnem mediju
do obarjanja ne pride takoj. Obarjanje je namre¢ odvisno od hitrosti nukleacije in rasti
kristalov. V vmesnem ¢asu do zacetka obarjanja je raztopina ZU torej v stanju
prenasi¢enja. Po dolo¢enem casu pride do nastanka nukleacijskih jeder in nadaljnje rasti
kristalov (9), kar povzroci izoboritev ZU vse do dosega njene ravnotezne topnosti. TO
povzro¢i pomembno zmanjsanje koli¢ine raztopljene ZU v tankem ¢revesu, namenjene
absorpciji. Posledi¢no se zmanj$a tudi bioloska uporabnost DPL (6). Kljub dejstvu, da
opisana lastnost predstavlja oviro pri absorpciji ZU v tankem ¢revesu, pa lahko hkrati z
razliénimi pristopi posredno ali neposredno vplivamo na stanje prenasicenja ter ga z njimi
podaljsamo. V poglavju 1.2 Izboljsanje topnosti dipiridamola smo predstavili dva pristopa
za izboljSanje topnosti DPL, s katerima lahko posredno vplivamo na stanje prenasicenja, v
nadaljevanju pa bomo predstavili Se nekaj pristopov za pripravo formulacij DPL z

razli¢nimi pomoznimi snovmi.

1.3.1 Vpliv polimerov na prenasic¢enje dipiridamola

Polimeri, poleg stabilizacije amorfne oblike ZU, predstavljajo enega izmed najpogostejsih
pristopov za zaviranje obarjanja oziroma podaljSevanje stanja prenasi¢enja ZU. Preko
razli¢nih mehanizmov vplivajo na zaviranje nukleacije in rasti kristalov v raztopini.
Mednje uvrs¢amo interakcije polimerov z ZU, spremenjeno gibljivost molekul in vpliv
polimerov na teznjo po rekristalizaciji ZU (11). Izbira ustreznega polimera za zaviranje
obarjanja je pogojena z njegovimi lastnostmi, prav tako kot tudi z lastnostmi same ZU.

Posamezni polimeri se med seboj poleg same sestave razlikujejo tudi v molekulski masi,
vplivu na viskoznost raztopine, v smislu interakcij pa je najpomembnej$a njihova
nagnjenost k tvorbi vodikovih vezi z ZU. Zaradi razli¢nih funkcionalnih skupin v strukturi
polimerov, sta si HPMC in PVP glede zadnjega povsem razli¢na, kar pomeni boljse ali
slabSe zaviranje obarjanja v kombinaciji z razli¢nimi ZU. Vpliv prostih hidroksilnih skupin
pri HPMC in karbonilnih skupin pri PVP na stabilizacijo prenasi¢enja DPL so preiskovali
Vora in sodelavci (6). Spremljali so binarne sisteme DPL s polimeri ob prehodu iz kislega

Vv bazi¢no okolje s pH = 6,8. Pri tem so zaznali signifikantno zaviranje obarjanja DPL ob



kombinaciji s HPMC, medtem ko pri sistemih s PVP niso opazili bistvenih sprememb v
primerjavi s samo ucinkovino. HPMC ima v svoji strukturi namre¢ ve¢ donorskih skupin,
zaradi Cesar z DPL tvori vodikove vezi, medtem ko zaradi vecjega Stevila akceptorskih
skupin v strukturi PVP ne pride do nastanka vodikovih vezi med DPL in PVP. Odsotnost
vodikovih vezi v omenjenem sistemu so dodatno dokazali $e s primerjavo FT-IR spektrov
vseh preiskovanih sistemov.

Nadalje so raziskovalci v isti Studiji spremljali tudi vpliv razlicnih molekulskih mas
polimerov HPMC in PVP na dosego steri¢ne oviranosti molekule DPL v fazi nukleacije in
rasti kristalov. Polimeri z vi§jo molekulsko maso imajo v svoji sestavi ve¢ daljsih verig,
med Kkaterimi pride v raztopini do medsebojnega prepletanja, kar posledi¢no zvisa
viskoznost raztopine. Zaradi omejene gibljivosti molekul ZU je nukleacija ovirana,
posledi¢no pa tudi rast kristalov. Pri¢akovali bi torej, da s polimeri vi§jih molekulskih mas
dosezemo bolj izrazito zaviranje obarjanja DPL v primerjavi z nizkomolekularnimi
polimeri, kar pa so dokazali le za primer trdnih disperzij DPL s polimeri HPMC.
Nasprotno med trdnimi disperzijami DPL s PVP dveh razli¢nih molekulskih mas niso
opazili bistvenih razlik (6).

Poleg enostavnejsih formulacij DPL s polimeroma HPMC ali PVP, s katerimi lahko v in
vitro sistemih delno zavremo obarjanje DPL v mediju s pH 6,8 po predhodnem
prenasi¢enju DPL, pa lahko polimere uporabimo tudi za nalrtovanje kompleksnejSih
formulacij s kombinacijami ve¢ vrst polimerov. Izhajamo iz Studije (7), v Kateri so
pripravili formulacije DPL z gastrorezistentnim polimerom HPMC-AS oziroma s
kombinacijo tega z dodatnim vodotopnim nizko viskoznim polimerom hidroksipropil
celulozo (HPC-SSL). S temi formulacijami so zeleli preveriti moznost ciljane
prenasi¢enosti DPL v mediju s pH nad 5,5, ki bi lahko pomenila tudi moZnost izboljSanja
bioloske uporabnosti DPL. VV omenjeni studiji, v kateri so kot preiskovano ZU uporabili
DPL, so uporabili gastrorezistenten polimer HPMC-AS, ki je zaradi acetat sukcinatne
skupine dobro topen Sele pri pH, vi§jem od 5,5. Pripravili so si amorfne ekstrudate DPL s
polimerom v razli¢nih razmerjih. Spremljali so sproS¢anje DPL ob prehodu iz kislega
medija v medij s pH = 5,5 in nadalje v bazi¢ni medij s pH 6,8, pri cemer so dokazali veliko
razliko v profilih spros¢anja v primerjavi s samim DPL. Prisotnost polimera je povzrocila
pocasnejSe spros¢anje DPL v kislem mediju, z dvigom pH medija pa je prislo zaradi
raztapljanja polimera do tvorbe prenasi¢ene raztopine DPL. Z nadaljnjim dvigom pH

medija na vrednost 6,8 se je DPL v formulaciji s polimerom HPMC-AS $e dodatno sprostil



in dosegel svoj vrh. Obseg obarjanja DPL, ki je sledil, je bil minimalen in je glede na
rezultate odvisen od deleza polimera HPMC-AS v formulaciji z DPL. Obseg prenasic¢enja
je bil ve¢ji v primerjavi s tistim, doseZzenim s samim DPL, saj so z izbranim polimerom
povecali omocenost in hitrost raztapljanja ZU, v tem primeru DPL. Visok deleZ polimera v
ekstrudatu, ki tvori polimerni matriks, pa je poleg vpliva na obseg obarjanja DPL v mediju
s pH 6,8 preprecil tudi sprosé¢anje DPL Ze v Zelodénem mediju.

V okviru iste Studije so pripravili tudi terciarni sistem DPL z dvema polimeroma, pri ¢emer
je prvi gastrorezistenten in drugi pH-neodvisen. Poleg ze prej uporabljencga
gastrorezistentnega polimera HPMC-AS v formulaciji z DPL so uporabili §e pH-neodvisen
vodotopen polimer HPC-SSL. Opazili so podobno obnasSanje trdne disperzije terciarnega
sistema v primerjavi s trdno disperzijo binarnega ekstrudata, predstavljenega zgoraj, pri
enakem delezu DPL v ekstrudatu. Razlika je bila v vrednosti sprosc¢enega DPL v kislem
mediju, ki je bila ob dodatni prisotnosti polimera HPC-SSL v formulaciji z DPL in
polimerom HPMC-AS visja kot pri formulaciji DPL samo s polimerom HPMC-AS. Tu je
Slo predvsem za vpliv vodotopnega polimera HPC-SSL, ki za razliko od
gastrorezistentnega polimera HPMC-AS v kislem mediju ne tvori netopnega ogrodja, paé¢
pa se le-ta raztopi skupaj z DPL. Terciarni sistemi z ve¢jim delezem HPC-SSL so v
opravljeni Studiji v kislem mediju privedli do popolne raztopitve DPL, z zviSevanjem pH
pa ni prislo do obarjanja DPL. Predvidevajo, da sta prisotna polimera HPMC-AS in HPC-
SSL stabilizirala prenasiceno stanje DPL. Pri naértovanju formulacij je torej bistvenega
pomena odlo€itev o razmerju polimerov in DPL, saj s tem bistveno vplivamo na njegovo

sproscanje in stanje prenasic¢enja (7).

1.3.2 Vpliv povrsinsko aktivnih snovi na prenasicenje dipiridamola

Poleg polimerov med zaviralce obarjanja ZU uvr$¢amo tudi povrSinsko aktivne snovi, Ki
so sicer manj raziskana skupina zaviralcev, vseeno pa se pogosto uporabljajo v
formulacijah. Najpogostejsa mehanizma, po katerih povrSinsko aktivne snovi zavirajo
obarjanje razli¢nih ZU sta spreminjanje lastnosti medija, natan¢neje sprememba povrsinske
napetosti in povecanje topnosti ZU. Znanih je Se ve¢ drugih mehanizmov, kot sta
izboljSanje hidratacije molekule ZU in adsorpcija pomoznih snovi na oborjene delce ZU,
kar upocasni rast kristalov. V $tudiji (5) so raziskovalci primerjali vpliv natrijevega
lavrilsulfata, poloksamera in polisorbata na zaviranje obarjanja DPL. Posameznega izmed

njih so v loCenih poskusih dodali simuliranemu Zelodénemu mediju, ki je poleg 0,01 M



HCI vseboval $e 0,2 % NaCl. Uporabljena koncentracija vseh povrsinsko aktivnih snovi je
bila pod njihovo kriticno micelarno koncentracijo, dodatno pa je bila pri vseh poskusih
povrsinska napetost vzorca enaka tisti v Zelodénem mediju na te$¢e. Z izbranimi
povrsinsko aktivnimi snovmi so v ve¢ji ali manjsi meri dosegli zaviranje obarjanja DPL.
Kot najuspesnejsi zaviralec obarjanja se je izkazal natrijev lavrilsulfat. Najverjetneje zaradi
adsorpcije na delce DPL in posledi¢nega elektrostaticnega odboja zunanjih sulfatnih

skupin natrijev lavrilsulfat vpliva na zaviranje rasti kristalov DPL (5).

1.4 Invitro sistemi za preucevanje prenasicenja dipiridamola

Spremljanje sproS¢anja oziroma obarjanja ZU, predvsem tistih, katerih topnost je odvisna
od pH, zahteva uporabo kompleksnejSih in vitro sistemov pri izvedbi poskusov. Zaradi
odvisnosti topnosti ZU od pH medija je za pridobitev ustreznih rezultatov klju¢nega
pomena ponazoritev pH gradienta, ki je v in vivo sistemu prisoten pri prehodu
farmacevtske oblike vzdolz prebavnega trakta. Z enostavnimi in vitro testi, kot je na primer
farmakopejska metoda za spros¢anje farmacevtskih oblik z zakasnjenim sprosc¢anjem (3),
dobimo le osnovne podatke o profilih sproscanja ZU. Z njimi namre¢ lahko le v grobem
ponazorimo spremembo pH vzdolz prebavnega trakta, ne moremo pa zraven vkljuéiti tudi
ostalih dejavnikov, na primer hidrodinamike medija v prebavnem traktu, pretoka
simuliranega Zelodénega medija iz Zelodénega prostora v crevesni medij in odtoka
Crevesnega medija iz Crevesnega prostora, ki imajo znaten vpliv na obnasanje ZU v in vivo
pogojih. Zaradi kompleksnosti ZU, z vidika odvisnosti topnosti ZU od pH medija in
moznosti dosega stanja prenasicenja, je zato smiselna uporaba veéprostornih sistemov, s
katerimi se lahko bolj priblizamo dejanskemu stanju v prebavnem traktu.

Bistvenega pomena pri preucevanju prenasicenja ZU, katerih topnost je mo¢no odvisna od
pH, je izbira ustreznega medija. Z ustreznim medijem lahko dobro ponazorimo dejanske
razmere v prebavnem traktu in posledi¢no dosezemo ustrezno in vitro-in vivo korelacijo (v
nadaljevanju IV-1V). Seveda je potreba po kompleksnosti izbranega medija odvisna od
samega namena raziskave. Pri pripravi medija moramo upostevati, da samo izbira pravega
pH ni merilo za njegovo ustreznost. Pozornost moramo nameniti tudi pufrski sestavi in
kapaciteti, povrSinski napetosti, prisotnosti Zol¢nih soli oziroma povrSinsko aktivnih snovi,
volumnu in pretoku medija ter hidrodinamiki tekocine (5),(4),(12). Z mediji, s katerimi
dosezemo ustrezno solubilizacijo ZU s tvorbo micelov, na primer, dosezemo bistveno

veéjo podobnost fiziolosSkemu mediju v primerjavi z enostavnimi pufrskimi raztopinami



(13), saj so zol¢ne soli, ki povzrocajo solubilizacijo ZU v prebavnem traktu, v manjsi ali
vecji meri vedno prisotne v prebavnem traktu.

V nadaljevanju bomo predstavili razli¢ne in vitro preto¢ne sisteme, ki so Ze bili uporabljeni
za namene preucevanja obnasanja DPL ob prehodu iz kislega v nevtralni medij, opisali

pomembnejsa opazanja in izpostavili njihove pomanjkljivosti.

1.4.1 Enostavni preto€ni sistem

Enostavnej$i dvo-prostorni preto¢ni sistem so pripravili Kostewitcz in sodelavci (4).
Sistem je vseboval prostora s simuliranim Zelodénim in s ¢revesnim medijem ter vmesno
peristalti¢no ¢rpalko. Natan¢nej$i opis poteka Studije je predstavljen v nadaljevanju.

DPL v obliki prahu so dodali simuliranemu Zelodénemu mediju in pocakali, da se je
popolnoma raztopil. Kot zelod¢ni medij so uporabili raztopino 0,01 M HCI, v kateri so
raztopili NaCl, s kon¢nim pH 2,1. S peristalti¢no ¢rpalko so nato simulirali razli¢ne hitrosti
praznjenja zelodca oziroma prehoda raztopljenega DPL v ¢revesni prostor z vi§jim pH
medija. Poskuse so izvedli s hitrostmi pretokov Zelodénega medija z DPL v obmodju od
0,5 do 9 mL/min. Odlo¢ili so se tudi za kompleksnejSo sestavo simuliranih ¢revesnih
medijev s simuliranjem komponent Zol¢a. Pri pripravi Crevesnega medija so namre¢
uporabili natrijev tavroholat in lecitin, za katerega so mnogi raziskovalci ze dokazali
ugoden vpliv na poveéanje in vitro hitrosti raztapljanja za ve¢ ZU (4). Z razlicnima
koncentracijama natrijevega tavroholata in lecitina v fosfatnem pufru s pH 6,5 oziroma v
acetatnem pufru s pH 5,0 so ponazorili ¢revesni medij na te$c¢e in po obroku hrane.

Studijo so zaklju¢ili s slede¢imi ugotovitvami. Obarjanja v simuliranem &revesnem mediju
po obroku hrane niso dosegli, kljub dosezenim zelo visokim koncentracijam DPL v
raztopini. Koli¢ine zol¢nih komponent v ¢revesnem mediju po obroku hrane so, glede na
literaturne podatke, namre¢ Ze v osnovi vi§je vV primerjavi s ¢revesnim medijem na tesce,
kar so avtorji raziskave tudi upostevali pri nacrtovanju poskusov. Zaradi omenjene razlike
pride v mediju po obroku hrane do ve¢je omocenosti in solubilizacije DPL ter posledi¢no
ugodnega vpliva na njegovo topnost in raztapljanje. Nasprotno pa je do obarjanja prislo v
simuliranem ¢revesnem mediju na teS¢e, pri cemer je bilo le-to hitrejSe pri hitrejSih
pretokih raztopine iz zelod¢nega prostora. Sklepali so torej, da je od dotoka Zelodénega
medija v ¢revesni medij odvisna hitrost obarjanja DPL v simuliranem ¢revesnem mediju s

pH 6,5, ne pa tudi obseg prenasicenja DPL, ki je bil enak pri vseh izbranih pretokih medija.



Glede na definicijo rasti kristalov, so predvidevali, da pri vi§jih hitrostih pretoka lahko
nastane ve¢ zametkov kristalov, zato je obarjanje poteklo hitreje (4).

Z omenjeno Studijo so torej kljub enostavnosti modela s kompleksnejSo zasnovo medijev
pridobili ustrezne podatke, kar potrjuje tudi njihova in vivo $tudija z aplikacijo 100 mg
DPL v obliki suspenzije, s katero so dokazali ve¢jo AUC vrednost pri aplikaciji 100 mg
DPL 30 minut po obroku hrane glede na aplikacijo suspenzije na tes¢e (14).

1.4.2 Vec-prostorni pretocni sistem

Z dodatnim prostorom v sistemu, s katerim ponazorimo praznjenje ¢revesnega prostora, se
lahko izognemo pretirani oceni obarjanja ZU v tankem c¢revesu. Primer take $tudije je
Studija Mitre in sodelavcev (5), v okviru katere so z dodatnim prostorom v sistemu dosegli
veliko prenasi¢enje DPL v 0,05 M fosfatnem mediju s pH 6,5, ki predstavlja simuliran
duodenalni medij, do padca njegove koncentracije na ravnotezno topnost pa je prislo Sele
po 120 minutah. Pri tem so za simulacijo zelodénega medija uporabili raztopino HCI z 0,2
% NaCl in 1,75 mM natrijevega lavril sulfata, s kon¢nim pH 2,0. Omenjen sistem je
nadgradnja zgoraj opisanega sistema Kostewicza (poglavje 1.4.1 Enostavni pretocni
sistem), ki poleg zelod¢nega in duodenalnega prostora simulira tudi neprestano izlo¢anje
njunih tekoc¢in. Dodatno pa so za dotokom simuliranega Zelodénega medija z DPL v
duodenalni prostor, v katerem pride nadalje do obarjanja DPL, v sistem vkljucili tudi
praznjenje vsebine duodenalnega prostora. S tem so zamejili kopicenje oborjenega DPL v
duodenalnem mediju. Pri nacrtovanju sistema so se z izbranimi procesnimi parametri, Kot
je hitrost praznjenja simuliranega Zelod¢nega medija iz Zelodénega v duodenalni prostor,
konstantno izlocanje simuliranega Zelod¢nega in duodenalnega medija v Zelod¢ni in
duodenalni prostor ter hitrost praznjenja vsebine simuliranega duodenalnega prostora,
zeleli ¢im bolj priblizati fizioloskim pogojem. Tako so pri dolocanju hitrosti praznjenja
Zelodénega medija upostevali njegovo kompleksnost v in vivo pogojih. Praznjenje Zelodca
v teS¢em stanju naj bi, glede na predhodno opravljene Studije drugih raziskovalcev, namre¢
potekalo po monoeksponentnem vzorcu, vse dokler volumen Zelodénega medija ne doseze
svoje bazalne vrednosti. Sele od tega trenutka dalje je predpostavka o konstantni hitrosti
praznjenja zelodca, ki so jo pri nacrtovanju Studije predpostavljali Kostewitcz in sodelavcei
(4), ustrezna. V nasprotju z ugotovitvami Kostewitcza in sodelavcev (poglavje 1.4.1
Enostavni pretocni sistem) je Mitra s svojimi sodelavci torej ugotovil, da je obarjanje DPL

v duodenalnem prostoru hitrejse pri po¢asnejsi hitrosti praznjenja Zelodénega medija. To je



posledi¢no pomenilo vi§jo koncentracijo raztopljenega DPL v duodenalnem prostoru pri
hitrejSem praznjenju zelodénega medija glede na koncentracijo raztopljenega DPL pri
pocasnejSem praznjenju zelodénega medija. Po 75-ih minutah trajanja poskusa pa so
opazili zvisanje koncentracije raztopljenega DPL pri poc¢asnejSem praznjenju V primerjavi
s hitrejSim praznjenjem. To so si razlagali s spremembo v hitrosti dotoka simuliranega
zelodénega medija z DPL v duodenalni prostor, ki je najprej potekal po
monoeksponentnem vzorcu, ob dosegu bazalne vrednosti volumna zelod¢nega medija, tj.
50 mL, pa je nadalje potekal s konstantno hitrostjo 1,7 mL/min. Sprememba v omenjeni
hitrosti dotoka simuliranega zelod¢nega medija z nizkim pH je povzrodila tudi spremembo
pH v duodenalnem prostoru, preko nje pa so sklepali na spremenjeno kinetiko obarjanja
DPL. Z opravljeno $tudijo so torej sklepali na velik vpliv nadina praznjenja zelodénega
medija, v smislu upostevanja monoeksponentnega vzorca praznjenja, in njegove hitrosti na

kinetiko obarjanja DPL (5).

1.4.3 Sistem z in vitro-in vivo korelacijo

Opisan vecprostorni sistem v studiji Mirte in sodelavcev (poglavje 1.4.2 Vec-prostorni
pretocni sistem), predvsem zaradi uposStevanja fizioloSkih pogojev, Ze zelo dobro ponazarja
dejansko stanje v prebavnem traktu. Kljub temu pa bi lahko s povezavo in vitro preto¢nega
sistem z in vivo komponento omogo¢ili predvidljivejso IV-1V Kkorelacijo, kar so raziskovali
Tsume in sodelavci (12). Z namenom $tudije absorpcije DPL v odvisnosti od prenasi¢enja
ucinkovine v duodenumu so in Vitro preto¢ni sistem s simuliranim zelod¢nim in
duodenalnim prostorom povezali z in vivo komponento, ki jo predstavlja misji jejunum.

Osnovni princip izvajanja poskusov v studiji Tsume in sodelavcev se od studije Mitre,
opisane v poglavju 1.4.2 Vec-prostorni pretocni sistem, ni bistveno razlikoval. Tsume in
sodelavci so pri poskusih uporabili enostavnejsi Zelodéni medij, raztopino 0,01 M HCI s
pH 2,0, medtem ko je bila sestava duodenalnega medija enaka v obeh Studijah. Prav tako
so ohranili tudi konstantno izlo€anje simuliranega Zelod¢nega in duodenalnega medija v
zelod¢ni in duodenalni prostor ter praznjenje simuliranega duodenalnega medija z DPL iz
duodenalnega prostora. Razliko med poskusi obeh skupin raziskovalcev je predstavljala
hitrost praznjenja zelod¢nega medija z DPL v duodenalni prostor, za katero so Tsume in
sodelavci predpostavili konstanten pretok z razpolovnim ¢asom 8 minut, dodatno pa so in
vitro sistem povezali z in vivo komponento. Simuliran duodenalni medij z DPL so v tretji

minuti po zacetku izvajanja poskusa v pretocnem sistemu injicirali v misji jejunum in



misim po 60 minutah vzeli vzorec krvi. VVzorec so analizirali in vrednost plazemske
koncentracije DPL primerjali z obsegom prenasi¢enja DPL v simuliranem duodenalnem
mediju v in vitro sistemu pred aplikacijo. Z dobljenimi rezultati so prikazali dobro
korelacijo prenasi¢enja DPL v duodenalnem mediju v in vitro sistemu z njegovo
plazemsko koncentracijo in vivo. Z visjo koncentracijo DPL v duodenalnem prostoru so
dosegli visje vrednosti plazemskih koncentracij DPL.

Ob nacrtovanju Studije so se odlo¢ili tudi za primerjavo stanja prenasi¢enja DPL v
simuliranem prostoru duodenuma, ki so ga dosegli ob aplikaciji raztopine DPL in ob
aplikaciji tablete DPL s takoj$njim spro$¢anjem v simuliran zelod¢ni prostor. Ugotovili so,
da sta koncentraciji DPL v simuliranemu duodenumu primerljivi ne glede na vrsto
aplikacije, kljub pri¢akovanemu veéjemu prenasi¢enju DPL v primeru aplikacije tablete. Z
njenim spro$¢anjem v zelodénem mediju so tam po nekaj minutah namre¢ dosegli visje
koncentracije DPL. Razlog odsotnosti razlik bi lahko bilo dejstvo, da je prenos DPL iz
zelod¢énega v duodenalni medij v primeru aplikacije raztopine potekel hitreje. Pri tem
opazimo podobnost s prej opisanimi ugotovitvami Mitre in sodelavcev (poglavje 1.4.2
Vec-prostorni pretocni sistem), da nacin in hitrost praznjenja Zelodénega medija vplivata
na kinetiko obarjanja DPL (5). Vpliv zgoraj nastetih dejavnikov, kot je hitrost raztapljanja
DPL, cas zadrzevanja DPL v zelodénem mediju in hitrost prehoda DPL iz Zzelod¢nega v
duodenalni medij, na prisotnost oziroma odsotnost neraztopljenih delcev ucinkovine in
posledi¢no tudi na hitrost obarjanja so v svoji $tudiji preucevali tudi Tsume in sodelavci, ki
pa ga zaradi neprimerne metode njenega doloCevanja, niso mogli potrditi. TeZzavo je
namre¢ predstavljal dinami¢en pretocen sistem, skupaj z obarjanjem DPL, zaradi katerega

je bil izracun hitrosti obarjanja zelo otezen (12).
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2 NAMEN DELA

V magistrski nalogi bomo spremljali potek obarjanja dipiridamola iz prenasicene raztopine
s potopno sondo z opti¢nimi vlakni. Glavni namen izvedbe poskusov je ovrednotiti vpliv
izhodne koncentracije dipiridamola, vpliv hitrosti meSanja disperzije in vpliv dodanih
polimerov (hidroksipropil metilceluloze in polivinilpirolidona) na potek obarjanja
dipiridamola.

Poskuse obarjanja dipiridamola bomo izvajali v delovni ¢asi, kamor bomo nalili raztopino
dipiridamola v raztopini HCI, njegovo obarjanje pa bomo sprozili z dodatkom
koncentrirane raztopine trinatrijevega fosfata, s katerim bomo dvignili pH medija do 6,8. S
pomocjo razli¢nih izhodnih koncentracij dipiridamola bomo poskusali ovrednotiti njihov
vpliv na hitrost obarjanja dipiridamola iz prenasi¢ene raztopine. Z meSanjem disperzije
dipiridamola pri razli¢nih hitrostih bomo preverili vpliv hitrosti meSanja disperzije tako na
hitrost obarjanja dipiridamola kot tudi na velikost oborjenih delcev, ki jo bomo okvirno
poskusili dolo¢iti s filtriranjem vzorcev. Preverili bomo tudi uspesnost razli¢nih polimerov
na zaviranje obarjanja dipiridamola.

Za potrebe ovrednotenja zgoraj opisanih vplivov na obarjanje dipiridamola bomo del
poskusov posvetili preuc¢evanju mozne variabilnosti rezultatov in virov napak, pogojenih z
izbiro metode za spektrofotometri¢no analizo vzorcev. Analize vzorcev bomo namred
izvajali s potopno sondo z opti¢nimi vlakni, za katero omejitve analiziranja disperzij s
prisotnimi trdnimi delci $e niso dobro poznane. S pomocjo zbranih podatkov bomo metodo
za analizo vzorcev z dipiridamolom tudi optimizirali.

Velikost oborjenih delcev dipiridamola pri obarjanju iz prenasi¢ene raztopine bomo
natan¢neje dolocili s pomocjo laserske difrakcije s poskusi na analizatorju velikosti delcev.
Dobljene rezultate bomo poskusili korelirati z rezultati velikosti oborjenih delcev,

dolocenih s filtriranjem vzorcev pri poskusih v delovni ¢asi.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

natrijev hidroksid, Titrisol® za pripravo 1 L 1 M NaOH, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

klorovodikova kislina, Titrisol® za pripravo 1 L 1 M HCI, Merck KGaA,
Darmstadt, Nemcija;

trinatrijev fosfat dodekahidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija,;

dinatrijev hidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

citronska kislina monohidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

dipiridamol, p.a., Sigma-Aldrich CO, St. Louis, ZDA,;

hidroksipropil metilceluloza - HPMC, Affinisol® HPMC HME 15LV, Dow
Chemical Co. Ltd., Bomlitz, Nemcija;

polivinilpirolidon — PVP, Kollidon® 17 PF, BASF SE, Ludwigshafen, Nem¢ija;
pufrska raztopina pH = 4,0 (20 °C), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

pufrska raztopina pH = 7,0 (20 °C), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija.

Cistota uporabljenih kemikalij je bila ve¢ja od 95 %.

3.1.2 Aparature in laboratorijski pribor

UV-Vis spektrofotometer s potopno sondo z opti¢nimi vlakni z dolzino poti 0,5 cm
Agilent Cary 60, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA,

UV-Vis spektrofotometer Agilent 8453 s kiveto z dolzino stranice 1 cm, Agilent
Technologies, Santa Clara, ZDA,

magnetno meSalo z elektriénim grelcem IKA® RET control, IKA®-WERKE
GmbH & Co. KG, Staufen, Nemcija;

vorteks stresalnik Lab Dancer, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG, Staufen,
Nemcija;

analizator velikosti delcev z lasersko difrakcijo Mastersizer S long bench z leco 300
RF, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Anglija;

termostatiran stresalnik VORTEMP 56 EVC, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;
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+ centrifuga Centrifuge 5415R, Eppendorf Research, Hamburg, Nemcija;

* aparat za testiranje sproscanja VanKel VK 7000 Series z veslastim mesalom (USP
I1), Vankel Technology, ZDA;

» digitalna tehtnica Exacta 300EB, Exacta, Zelezniki, Slovenija;

« analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,
Svica;

*  magnetno mesalo Rotamix 550 MMH, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

* ultrazvocna kopel Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija;

*  pH-meter Mettler Toledo Five Easyplus, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,
Svica;

» digitalna Stoparica Hanhart Stratos 2, Hanhart 1882 GmbH, Giitenbach, Nemcija;

* delovna ¢asa 150 mL (notranji premer 55 mm), Schott Duran, Nemcija;

* delovni magnet (dolzina 25 mm, premer 8§ mm);

« vodna kopel z obodom za ¢aso iz stiroporja;

*  pokrov za €aso z odprtinami iz stiropotja;

« membranski celulozno-acetatni filtri z velikostjo por 0,2 um, 0,45 pm in 0,8 pm,
Sartorius Stedim BiotechGmbH, Goettingen, Nemcija;

« valjasti polietilenski »full flow« filtri z velikostjo por 1,0 um, Quality Lab
Accessories LLC, Telford, Anglija;

+ avtomatske pipete Eppendorf research, Hamburg, Nem¢ija;

*  polnilne pipete razli¢nih volumnov, Blaubrand, Nemcija;

«  centrifugirke;

+ steklovina, magneti, pribor.
3.2 METODE

3.2.1 Priprava raztopin

« 1MHCI
V 1 1 merilno bucko smo nalili malo preciSc¢ene vode, nato pa vanjo kvantitativno prenesli
standardno raztopino klorovodikove raztopine Titrisol®. Bucko smo s preciséeno vodo

dopolnili do oznake.
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« 0,1 MHCI
V 1 1 merilno bucko, ki je bila do polovice napolnjena s pre¢is¢eno vodo, smo s polnilno
pipeto odmerili 100 mL 1 M HCI. Nato smo bucko s pre¢is¢eno vodo dopolnili do oznake.
+ 0,01 MHCI
V 2 | merilno bucko, ki je bila do polovice napolnjena s pre€is¢eno vodo, smo z
avtomatsko pipeto odmerili 20 mL 1 M HCI. Nato smo bucko s precis¢eno vodo dopolnili
do oznake.
+ 0,001 M HCI
V 250 mL merilno bucko, ki je bila do polovice napolnjena s precis¢eno vodo, smo z
avtomatsko pipeto odmerili 250 uLL 1 M HCI. Nato smo bucko s precis¢eno vodo dopolnili
do oznake.
* 0,2 M NazPOgy
Zatehtali smo 38,02 g NasPOsx12 H20 in ga kvantitativno prenesli v 500 mL merilno
bucko. Bucko smo do polovice napolnili s precis¢eno vodo ter s pomocjo magnetnega
mesala raztopili NazPOsx12 H20. Nato smo bucko s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.
* 0,4 M NazPOgy
Zatehtali smo 15,21 g NasPO4x12 H20 in ga kvantitativno prenesli v 100 mL merilno
bucko. Bucko smo do polovice napolnili s precis¢eno vodo ter s pomocjo magnetnega
mesala raztopili NazPO4x12 H20. Nato smo bucko s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.
* 0,6 M NasPOg4
Zatehtali smo 11,41 g NasPO4x12 H20 in ga kvantitativno prenesli v 50 mL merilno
bucko. Bucko smo do polovice napolnili s precis¢eno vodo ter s pomoc¢jo magnetnega
mesala raztopili NazPO4x12 H20. Nato smo bucko s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.
« 1M NaOH
V 1 1 merilno bucko smo nalili malo preciScene vode, nato pa vanjo kvantitativno prenesli
standardno raztopino natrijevega hidroksida Titrisol®. Bucko smo s preiséeno vodo
dopolnili do oznake.
* 50 mM fosfatni pufer, pH = 6,8
680 mg KH2PO4 smo kvantitativno prenesli v 100 mL merilno bucko in ga raztopili v
precisceni vodi. Z avtomatsko pipeto smo dodali 2,2 mL 1 M NaOH ter dodali Se toliko
preciS¢ene vode, da je bila merilna bucka napolnjena nekje do vratu. Raztopini smo

izmerili pH ter ga uravnali na 6,8 +/- 0,05, nato pa s pre¢is¢eno vodo dopolnili do oznake.
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* 0,25 M NaxHPO4
Zatehtali smo 3,55 g Na:HPOs in ga kvantitativno prenesli v 100 mL merilno bucko.
Bucko smo nekje do polovice napolnili s precis¢eno vodo in raztopili NazHPO4. Nato smo
bucko s precisc¢eno vodo dopolnili do oznake.

+ 0,125 M citronska kislina
Zatehtali smo 2,63 g citronske kisline monohidrata in jo kvantitativno prenesli v 100 mL
merilno bucko. Bucko smo nekje do polovice napolnili s precis¢eno vodo in citronsko
kislino raztopili, nato pa z vodo $¢ dopolnili do oznake.

» redceni Mcllvaineovi pufri
Pripravili smo S§tirikrat red¢ene Mcllvaineove pufre (v nadaljevanju DMB) iz osnovne
raztopine A (0,25 M Na2HPO4) in osnovne raztopine B (0,125 M citronska Kkislina).
Uporabljeni volumni osnovnih raztopin za pripravo posameznega pufra so predstavljeni v
preglednici 1, pri njihovi dolo¢itvi pa smo izhajali iz opisa priprave nered¢enih
Mcllvaineovih pufrov (15). V 100 mL merilno bucko smo s pomocjo avtomatskih pipet
odmerili ustrezno koli¢ino raztopine A, dodali ustrezno koli¢ino raztopine B in skoraj do
oznake napolnili s pre¢iS¢eno vodo. Tako pripravljeni raztopini smo izmerili pH in ga, ce
je bilo potrebno, s pomocjo nekaj kapljic ene izmed osnovnih raztopin uravnali na zeleno
vrednost. Dovoljena odstopanja so +/- 0,05 enote. Raztopino smo nato s pre¢is¢eno vodo

dopolnili do oznake.

Preglednica |: Potrebne kolicine osnovne raztopine A, ki predstavlja 0,25 M Na;HPOs, in osnovne raztopine
B, ki predstavlja 0,125 M citronsko kislino, za pripravo 100 mL Stirikrat redcenih Mcllvainovih pufrov z
razlicnimi pH vrednostmi.

pH pufra Vosnovne razt. A (mL) Vosnovne razt. B (mL)
3,0 34 16,6

4,0 7,3 12,7

5,0 9,8 10,2

6,0 12,05 7,95

6,8 15,1 4,9

7,5 17,9 2,1

3.2.2 Mediji, uporabljeni pri spremljanju obarjanja DPL iz prenasicene

raztopine

Za izvajanje poskusov obarjanja DPL smo modificirali medij, povzet iz metode za test
spros¢anja trdnih farmacevtskih oblik z zakasnjenim spros¢anjem iz Evropske farmakopeje
(3). Omenjena metoda predstavlja dvostopenjski test, pri katerem analizirano farmacevtsko
obliko najprej izpostavimo 0,1 M HCI, nato pa z 0,2 M raztopino trinatrijevega fosfata

(NasPOs) zvisamo pH medija na 6,8 +/- 0,05. Pri tem sta kisla in bazi¢na komponenta v

15



kon¢nem mediju v volumskem razmerju 3 + 1. Podobno spremembo pH medija smo Zeleli
ponazoriti tudi sami v zastavljenih poskusih, kjer smo pri izvedbi uporabili raztopine HCI
in NasPOjs razli¢nih molarnosti in v razliénih volumskih razmerjih. Koli¢ino dodanega
NazPOs smo prilagodili glede na Zeleni konéni pH medija, ki je bil 6,8. Dovoljeno
odstopanje pH vrednosti smo povzeli iz Evropske farmakopeje in znasa +/- 0,05 enote.

Za izvajanje poskusov smo uporabili 4 razliéne medije, vsi pa so vsebovali raztopini HCI

in NasPOj4 razliénih molarnosti. Sestava medijev je podana v preglednici II.

Preglednica I1: Sestava medijev, uporabljenih pri poskusih obarjanja DPL, vkljucno s preliminarnimi
poskusi. Koncen pH medijev znasa 6,8 +/- 0,05.

medij 0,1 M HCI 0,00MHCI 0,2M NasPOs 0,4 M NasPOs 0,6 M NasPO4

A 100 mL 33 mL

B 100 mL 3mL

C 100 mL 1,5mL

D 100 mL 1mL

Za pripravo medijev A-D smo si najprej posebej pripravili osnovni raztopini za pripravo
posameznega medija. Pripravljeno raztopino HCI smo hranili za ¢as uporabe enega tedna.
Raztopine NasPOs smo pripravljali v manjsih koli¢inah, v odvisnosti od trenutne porabe.
Tako pripravljene raztopine smo uporabljali priblizno tri dni. Ob vsaki pripravi nove
raztopine NasPO4 smo slepemu mediju A-D brez dodanega DPL preverili vrednost pH in v
primeru odstopanja od vrednosti 6,8 +/- 0,05 pripravili novo raztopino NazPOa.

3.2.3 Priprava umeritvene premice za DPL

Enacbo za umeritveno premico smo dolocali v mediju A z volumskim razmerjem 3 + 1 =
raztopine DPL. Natan¢no smo natehtali priblizno 40 mg DPL, ga kvantitativno prenesli v
100 mL merilno bucko ter z 0,1 M HCI dopolnili nekje do polovice. Raztopine smo za
nekaj minut postavili na ultrazvo¢no kopel, da se je DPL povsem raztopil. Nato smo z
0,1 M HCI dopolnili do oznake. Iz tako pripravljenih raztopin DPL z znano koncentracijo
smo z nadaljnjim redCenjem pripravili 14 raztopin s Kkoncentracijami DPL med
1-140 mg/l. Ustrezno koli¢ino osnovne raztopine smo z avtomatsko pipeto prenesli v
merilno bucko ter ji dodali ustrezno koli¢ino 0,1 M HCI, tako, da je skupni volumen kisline
v bucki predstavljal 75 % celotnega volumna kon¢ne raztopine. Tik pred merjenjem
absorbance s pomocjo potopne sonde z opti¢nimi vlakni Smo raztopino do oznake dopolnili
z 0,2 M NazPOs. Absorbanco smo odcitali pri obeh maksimumih za DPL, ki sta, glede na

dobljene spektre, pri 292 nm in 416 nm, ter jo skupaj s to¢no koncentracijo DPL v
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raztopini vnesli v graf. S pomocjo linearne regresije smo pri obeh omenjenih valovnih
dolzinah izracunali enacbi umeritvenih premic ter kvadrata Pearsonovega koeficienta

korelacije.

3.2.4 Priprava razred¢in natehte DPL v razli¢nih medijih

Za potrebe poskusov dolo¢anja "orientacijske topnosti" DPL (izraz je razlozen v poglavju
3.2.5 Dolocanje "orientacijske topnosti” DPL) v razlicnih medijih smo si pripravili
razredC¢ine ene natehte DPL v vseh uporabljenih medijih 1-10, ki so predstavljeni v
nadaljevanju v preglednici I11.

Za pripravo natehte DPL smo natanc¢no natehtali priblizno 20 mg DPL, ga kvantitativno
prenesli v 100 mL merilno bucko ter z 0,001 M HCIl dopolnili nekje do polovice.
Raztopino smo za nekaj minut izpostavili ultrazvoku, da se je DPL povsem raztopil. Nato
smo z 0,001 M HCI dopolnili do oznake. Tako pripravljeno raztopino DPL smo nadalje
red¢ili z mediji 1-10. Z avtomatsko pipeto smo v loc¢ene 50 mL merilne bucke prenesli po
5 mL raztopine DPL in do oznake dopolnili s posameznim medijem 1-5. Prav tako smo v
lo¢ene 50 mL merilne bucke z avtomatsko pipeto prenesli po 2,5 mL raztopine DPL in
bucke do merilne oznake dopolnili s posameznim medijem 6-10. Tako pripravljenim
razred¢inam ene natehte DPL v razlicnih medijih smo izmerili absorbanco z uporabo

Kivete in z uporabo potopne sonde z opti¢nimi vlakni.

3.2.5 Dolocanje "orientacijske topnosti* DPL

Preverjali smo vpliv pH in vpliv sestave medijev na "orientacijsko topnost® DPL. Z
izvedenimi poskusi dolocanja topnosti DPL nismo dolo¢ili prave ravnotezne topnosti DPL,
ampak imajo dobljeni rezultati le orientacijsko vrednost (podrobneje razlozeno v poglavju
5.2 "Orientacijska topnost" dipiridamola). V sklopu naloge zato za vrednost koncentracije
DPL v posameznem mediju po 24- oziroma 48-urnem stresanju vzorcev uporabljamo izraz
"orientacijska topnost" DPL.

Za izvedbo poskusov dolocanja "orientacijske topnosti" DPL smo si pripravili 10 razli¢nih
medijev, ki so predstavljeni v preglednici Ill. Poleg je podan tudi podatek o tem, v kaksni

obliki je bil prisoten DPL v vzorcu po kon¢anem stresanju.
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Preglednica I11: Mediji, uporabljeni pri dolocanju "orientacijske topnosti" DPL.

Oznaka .. Priblizna Redcenje po . .
medija Medij zatehta DPL centrifugiranju RCHEE OlZgiE
1 DMB pH =7,5 1 mg 3x oborina
2 fosfatni pufer pH = 6,8 1mg 3x oborina
3 DMB pH =6,8 1 mg 3x oborina
4 DMB pH =6 1 mg 3x oborina
5 DMB pH =5 1 mg 30x oborina
6 DMB pH =4 1 mg 30x oborina
7 DMB pH =3 3mg 30% VZOggi po48h raztopina
8 0,001 M HCI .
(pH priblizno 3) 2 mg 30x% oborina
9 0,01 M HCI 3m 30x%; vzorec po 48 h raztonina
(pH priblizno 2) g 60x P
10 0,1 M HCI 30x; vzorec po 48 h .
(pH priblizno 1) 3mg 60 raztopina

V 2 mL mikrocentrifugirke smo natehtali priblizno 1 mg DPL za medije 1-6, priblizno 2
mg za medij 8 ter priblizno 3 mg DPL za ostale uporabljene medije s pH < 3. Z avtomatsko
pipeto smo vanje dodali po 1,5 mL pripravljenega medija. Mikrocentrifugirke smo
postavili v predhodno ogret stresalnik na 37 °C. Nastavili smo frekvenco stresanja na
30 rpm ter amplitudo tresenja na 2. VVzorce smo na temperaturi 37 °C stresali 24 h in 48 h.
Ob koncu stresanja smo mikrocentrifugirke hitro prenesli v centrifugo, predhodno ogreto
na 37 °C. Centrifugirali smo 10 min na 10000 x g. Zaradi zelene preprecitve nadaljnjega
obarjanja oziroma raztapljanja DPL v izbranem mediju, ki bi lahko poteklo $e pred analizo
vzorcev, smo vzorce takoj po centrifugiranju red¢ili z istim medijem, kot je bil ze
uporabljen pri poskusu topnosti. Z avtomatsko pipeto smo v epruvete odmerili po 2 mL
medijev 1-4 ter po 4,35 mL medijev 5-10. V tako pripravljene epruvete smo z avtomatsko
pipeto takoj po centrifugiranju vzorcev odpipetirali po 1 mL supernatanta v medije 1-4 ter
po 0,15 mL supernatanta v medije 5-10 ter jih tako red¢ili 3-krat oziroma 30-krat. Red¢ene
vzorce smo analizirali spektrofotomeri¢no s pomoc¢jo potopne sonde z opti¢nimi vlakni.
Enak postopek red¢enja vzorcev smo ponovili tudi po 48-urnem stresanju vzorcev, vendar
pa so bile vrednosti absorbanc vzorcev v medijih 7, 9 in 10 visoke, zato smo se odlo¢ili za

dodatno 2-kratno red¢enje vzorcev z istim medijem.

3.2.6 Analiza vzorcev preliminarnih poskusov dolo¢anja "orientacijske

topnosti* DPL

Absorbanco DPL v preliminarnih poskusih dolo¢anja "orientacijske topnosti" DPL v

razlicnith  medijih smo dolo¢ali spektrofotometricno. Uporabili smo UV-VIS
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spektrofotometer Agilent 8453, pred analizo pa smo vzorce prenesli v 4 mL Kiveto z
dolzino stranice 1 cm. Pred vsako meritvijo absorbance vzorca smo najprej izbrisali ozadje
s slepo raztopino, tj. izbran medij brez DPL. Za vsak vzorec smo nato izmerili spekter v
obmocju 200 nm — 600 nm. Koncentracijo DPL v izbranih medijih smo izracunali s
pomocjo vrednosti absorbanc pripravljenih razred¢in natehte DPL pri izbranih valovnih

dolzinah.

3.2.7 lzvedba poskusov obarjanja DPL iz raztopine

Priprava raztopin DPL pri izvedbi poskusov obarjanja DPL iz prenasiCene raztopine je
potekala po naslednjem postopku. V 100 mL merilni valj smo odmerili 200 mL osnovne
raztopine HCI, prenesli priblizno 90 mL HCI v 150 mL ¢a$o z notranjim premerom 55 mm
in vanjo dodali magnet z dolzino 25 mm ter premerom 8 mm. Ca$o smo pokrili s
pripravljenim stiropornim pokrovom z odprtinami in jo namestili na vodno kopel, segreto
na 37°C. Pri tem smo ¢aso v kopel namestili s pomocjo pripravljenega oboda za ¢aso iz
stiropora. Pri vseh poskusih smo uporabili isto 150 mL ¢aso s stiropornim pokrovom in
obodom ter isti magnet. Nasteta oprema predstavlja nas delovni sistem, zato v nadaljevanju
¢aso imenujemo kar delovna ¢asa. Raztopino HCl v delovni ¢asi smo mesali pri 100 rpm.
Na tehtic¢ smo natehtali ustrezno koli¢ino DPL in ga, s pomocjo preostalega HCl v
merilnem valju, kvantitativno prenesli v delovno ¢aso s HCI. Zvisali smo hitrost mesanja
na 400 rpm in pocakali priblizno 10 — 15 min, da se je DPL v celoti raztopil. Nato smo
hitrost meSanja znizali nazaj na 100 rpm ter priceli poskus. Z avtomatsko pipeto smo hitro
dodali ustrezno koli¢ino NazPOs, s katero smo dvignili pH medija na 6,8 in zaceli z
merjenem ¢asa. Ob Casovnih tockah 1, 2.5, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 17, 20, 25, 30 in 40 min Smo
v preiskovani disperziji opravili meritev s potopno sondo z opti¢nimi vlakni oziroma tik
pred tem opravili e vzorcenje iz ¢ase (kot je podrobneje opisano v nadaljevanju v poglavju
3.2.8 Vzorcenje).

Shema izvedbe poskusov s predstavljenimi pogoji izvedbe je prikazana v preglednici IV,
pri ¢emer posamezna ¢rkovna oznaka poskusa predstavlja loCen sklop poskusov. Zaradi
kompleksnosti zasnove poskusov se je izvedba dolo¢enih sklopov poskusov razlikovala
glede na zgoraj opisan postopek. Vpeljane spremembe v postopku poskusov so opisane v

nadaljevanju tega poglavja.
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Preglednica 1V: Shema izvedbe poskusov, namenjenih analizi obarjanja DPL iz prenasi¢ene raztopine v odvisnosti od ¢asa ob naalkaljenju medija do pH = 6,8 +/- 0,05.
Oznake posameznih poskusov so sistematicno dolocene: Z-zacetek, K-koncentracija DPL, D-delci, F-filtracija, R-redcenje, M-mesanje disperzije, P-polimeri, S-sistem.
Podroben postopek izvajanja poskusov je opisan v sklopu poglavja 3.2.7 Izvedba poskusov obarjanja DPL iz raztopine.

X X X X X X
X X X X X X X
X 50 X X
X 75 X X
X 110 x X
X 65 X X X
X X X X X
X 100 X X X
X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X
X X X X X brez
X X X X X
X X X X X
““““ X X X X X X
X X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X X

L...poskus brez uporabe stiropornega oboda za delovno ¢aso

2...pri poskusih brez filtracije in redSenja vzorcev smo merjenje s potopno sondo izvajali neposredno v delovni posodi
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Pri poskusih z 0znako M1-M2 smo spremljali vpliv hitrosti meSanja raztopine disperzije na
potek obarjanja DPL. V skladu s tem se je disperzija namesto pri 100 rpm mesala pri
1200 rpm. Z izjemo smo pri poskusih M1-M2 zaradi bolj izrazitega meSanja disperzije
uporabili vi§jo 250 mL ¢aso z enakim premerom dna.

Prav tako se je potek izvedbe poskusov od zgornjega razlikoval pri poskusih P1-P2, pri
katerih smo spremljali spremembo v obarjanju DPL ob prisotnosti polimerov. V raztopino
HCI smo pred dodatkom DPL dodali priblizno enako koli¢ino izbranega polimera HPMC
oziroma PVP, tako, da sta bila DPL in polimer v kon¢ni raztopini v masnem razmerju 1+1.
Po nekaj minutnem meSanju pri 400 rpm smo v raztopino dodali Se natehtan DPL in
poskus nadaljevali po zgornjem opisanem postopku.

Najvecjo spremembo v izvedbi poskusov pa smo vpeljali pri poskusih S2, pri katerih smo
zamenjali celotno delovno napravo. Namesto delovne caSe smo uporabili aparat za
spros¢anje USP II z vesli. V 1000 mL merilni valj smo odmerili 900 mL 0,01 M HCI.
Skoraj celotno koli¢ino smo prenesli v posodo. Na tehti¢ smo natan¢no natehtali priblizno
48,5 mg DPL in ga s pomocjo preostalega HCI v merilnem valju kvantitativno prenesli v
posodo. Nastavili smo obrate meSanja na 100 rpm in pocakali, da se je DPL popolnoma
raztopil. Nato smo z avtomatsko pipeto hitro dodali ustrezno koli¢ino NasPOs, s katero
smo dosegli dvig pH medija na 6,8. Pri¢eli smo z merjenjem Casa in v enakih ¢asovnih
tockah, kot pri poskusih v ¢asi (1, 2,5, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 17, 20, 25, 30 in 40 min),
analizirali vzorce s potopno sondo z opti¢nimi vlakni. Aparat za spros¢anje USP II smo
uporabili tudi pri poskusih z oznako S3, pri katerih smo pred dodatkom DPL v raztopino
HCI dodali $e priblizno enako koli¢ino polimera HPMC. Nato smo poskuse nadaljevali po

enakem postopku kot poskuse S2.

3.2.8 Vzorcenje

Analizo vzorcev pri dolocenih poskusih smo izvedli s potopno sondo z opti¢nimi vlakni
neposredno v preiskovani disperziji. Poleg poskusov P1-P2 in S1-S3 smo tak nacin
merjenja uporabili Se pri poskusih K1-K6, pri katerih smo spremljali potek obarjanja DPL
v odvisnosti od njegove izhodne koncentracije, in pri poskusu D1, s katerim smo Zeleli
preveriti vpliv oborjenih delcev v disperziji na dobljene vrednosti absorbanc.

Nasprotno smo pri ostalih sklopih poskusov pred merjenjem absorbance s potopno sondo z
opti¢nimi vlakni opravili vzorcenje in filtracijo odvzetih vzorcev ter v vecini primerov tudi

red¢enje vzorcev. Vzorcenje in filtracijo vzorcev smo izvajali po naslednjem postopku. Iz
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preiskovane disperzije v delovni ¢asi smo ob ¢asovnih toc¢kah 1, 2,5, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 17,
20, 25, 30 in 40 min z 2,5 mL brizgo vzor¢ili priblizno 1,5 mL vzorca. S pomocjo razli¢nih
filtrov smo vzorec nato filtrirali v epruveto, Se pred tem pa smo prvi dve Kkapljici
filtriranega vzorca zavrgli. Filtracijo odvzetih vzorcev iz delovne ¢aSe v razli¢nih ¢asovnih
tockah smo izvajali s pomoc¢jo nastavkov s premerom 13 mm, v katere smo vstavili
celulozno-acetatne membranske filtre z velikostjo por 0,2 pm, 0,45 um ali 0,8 pm. Ti filtri
so hidrofilni in kompatibilni z vodnimi raztopinami pH od 4 do 8 (16). Isti filter smo
uporabili za filtracijo dveh casovnih tock. Po odstranitvi membranskega filtra smo
nastavek za filter sprali s priblizno 5 mL etanolom in nato $e z isto koli¢ino uporabljenega
medija brez DPL.

Po konéani filtraciji je sledilo reddenje vzorcev. Se pred zadetkom poskusa smo si
pripravili isti medij brez DPL, kot je bil tisti, v katerem smo izvajali poskus. Nato smo v
epruvete z avtomatsko pipeto odmerili po 2 mL medija. Vanje smo ob vzoréenju v
posamezni ¢asovni toc¢ki dodali 0,5mL filtriranega vzorca. Vzorec smo nato dobro
premesali in mu takoj pomerili absorbanco s potopno sondo z opti¢nimi vlakni. Na tak
nacin je analiza vzorcev potekala pri poskusih z oznako R1 in R3, pri sklopu poskusov z
oznako F1-F4, s katerim smo zeleli preveriti porazdelitev velikosti oborjenih delcev DPL v
raztopini s pomocjo razli¢nih velikosti filtrov in pri sklopu poskusov M1-M2.

Sklop poskusov z oznako R1-R4 je bil namenjen primerjavi dobljenih vrednosti absorbanc
pri razliénih nacinih red¢enja filtriranih vzorcev. V skladu s tem smo pri poskusu R2
vzorec namesto z medijem, s katerim smo dosegli kon¢ni pH vzorca 6,8, redcili z enako
koli¢ino 0,01 M HCI, pri ¢emer je bil koncni pH redcenega vzorca 2,48. Z namenom
preveritve ustreznosti red¢enja vzorca na vrednost rezultatov smo izvedli Se poskus R4
brez red¢enja vzorca. Tem vzorcem smo takoj po filtraciji pomerili absorbanco s pomo¢jo

potopne sonde z opti¢nimi vlakni.

3.2.9 Analiza vzorcev

Za analizo vzorcev smo uporabili spektrofotometer Agilent Cary 60, pri ¢emer smo
meritve izvedli s pomocjo potopne sonde z opticnimi vlakni z dolZino poti 0,5 cm. Za
merjenje absorbanc vzorcev smo uporabljali program Scan, s katerim smo dobili podatke
vrednosti absorbanc v celotnem spektru. Izbrane nastavitve programa so predstavljene v

preglednici V.
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Preglednica V: Nastavitve programa Scan pri merjenju spektra DPL v vzorcih.

Obmocje spektra 200 — 600 nm
Interval podatkov 2,0 nm

Cas merjenja signala pri eni valovni dolZini (»signal averaging«)  0,150s
Hitrost snemanja 800 nm/min

Predhodno smo preizkusili ve¢ razlicnih nastavitev merjenja in ugotovili, da so bili pri
zgornjih nastavitvah spektri vzorcev najbolj ustreznih oblik — krivulja je bila najbolj
gladka, hitrost snemanja spektrov pa primerna za izvajanje poskusov.

Tako red¢ene kot nered¢ene vzorce smo s sondo z opti¢nimi vlakni analizirali neposredno
v epruveti ali v delovni ¢asi.

Pri poskusih z izhodno koncentracijo DPL 145 mg/l in pri poskusih, pri katerih smo zeleli
preveriti vpliv red€enja vzorcev na dobljene rezultate smo opravili vzoréenje in filtracijo, s
¢imer smo se izognili vplivu delcev na rezultate meritev.

Pri analiziranju vzorcev smo pazili, da v rezo sonde ni bil ujet kak$en zra¢ni mehuréek, ki
sicer moti merjenje. Med vsakim merjenjem smo zaradi nabiranja delcev v reZi sonde, le-to
sprali najprej z etanolom in nato Se s prec¢is¢eno vodo. Sondo smo previdno obrisali in
nadaljevali z naslednjim vzorcem. Po zakljuCenih meritvah smo koncentracijo DPL v
vzorcih preko dobljenih vrednosti absorbanc izracunali s pomocjo prej pripravljene
umeritvene premice. Pri vseh vzorcih je bila skozi celoten spekter merjenja uposStevana

tudi vrednost bazne linije, posnete s slepim vzorcem.

3.2.10 Izvedba poskusov dolocanja velikosti delcev DPL z analizatorjem

velikosti delcev

Del poskusov je bilo usmerjenih v preucitev porazdelitve velikosti oborjenih delcev DPL
ob dvigu pH medija na 6,8. Za pridobitev rezultatov smo uporabili analizator velikosti
delcev Mastersizer s celico za majhne volumne teko¢ih vzorcev. Analizator velikosti
delcev s pomocjo laserskega zarka in nadaljnjih kotnih razlik v intenziteti razprSene
svetlobe prerac¢una velikost delcev v vzorcu, ki je izrazena z volumskim delezem vseh
delcev (17),(18). Le-ti se formirajo v pretocni celici in ves ¢as krozijo po cevkah. VVzorec
se v posodi celoten Cas trajanja poskusa meSa na Zelenih obratih. Premajhni ali preveliki
obrati meSanja so lahko vzrok za nastanek zracnih mehurckov, ki potujejo do vzoréne
celice in motijo merjenje. Omejitve predstavlja tudi koncentracija vzorca, ki mora biti
zadostna, da dosezemo minimalno vrednost zatemnitve (»obscuration«, OBS), to je

priblizno 10 % (17) (slovenskega termina za angleski izraz »obscuration« ni, zato v okviru
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naloge uporabljamo izraz zatemnitev kot prevod iz angleskega jezika). Pri izvedbi
poskusov na analizatorju velikosti delcev moramo upostevati, da omejitev predstavlja tudi
zgornja meja vrednosti zatemnitve. Proizvajalci naprave kot najprimernejSe vrednosti
zatemnitve priporo¢ajo obmoc¢je med 10 in 30 % (17). Vrednost zatemnitve predstavlja
frakcijo izgubljene svetlobe iz zarka, do katere pride zaradi prisotnosti delcev v disperziji
(18).

Nastavitve analizatorja velikosti delcev so podane v preglednici V1.

Preglednica VI: Nastavitve analizatorja velikosti delcev pri analizi velikosti oborjenih delcev DPL.

Oznaka lece 300RF
Obmocje snemanja 50 nm — 880 um

Izbran sistem refrakcijskih indeksov 1,5960; 0,1000; 1,3300

Analiza polidisperzna
Zarek 2,40 mm
Gostota 1,347 g/lcm?®

Pri pripravi vzorcev smo Vv tehti¢ najprej natan¢no zatehtali koli¢ino DPL, s katero smo
dosegli zeleno izhodno koncentracijo DPL v mediju. Kvantitativno smo ga prenesli v
100 mL merilno bucko, ga raztopili v 0,01 M HCI in bucko dopolnili do oznake. Koli¢ina
uporabljenega medija za pripravo vzorca je bila enaka kot v primeru priprave vzorcev za
spremljanje obarjanja DPL v delovni ¢asi. Na analizatorju velikosti delcev smo najprej
posneli slep vzorec, v naSem primeru je bila to pre¢is¢ena voda. Nato smo v posodo zlili
celotno raztopino DPL v HCI in nastavili obrate meSanja na 1000 rpm ali 1200 rpm.
Prepricali smo se, da vsaj v vidnem delu cevk ni bilo prisotnih zra¢nih mehurckov. Z
avtomatsko pipeto smo hitro dodali ustrezno koli¢ino NasPOgs ter zaceli z merjenem casa.
Ob casovnih to¢kah 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 5,6, 8, 10, 12, 15, 17, 20, 22, 25, 27 in 30
min smo opravili meritev porazdelitve velikosti delcev na napravi ter jih nadalje analizirali
v programu Excel.

Shema izvedbe poskusov na analizatorju velikosti delcev, skupaj s pogoji izvedbe, je

predstavljena v preglednici VII.

Preglednica VII: Shema izvedbe poskusov na analizatorju velikosti delcev, namenjenih analizi spremembe

velikosti delcev pri obarjanju DPL ob naalkaljenju medija do pH = 6,8 +/- 0,05.
Oznaka poskusa Bazi¢na komponenta medija Hitrost mesanja vzorca
0,2 M NasPO; | 0,4 M NasPOs | 0,6 M NasPO4 1000 rpm 1200 rpm
Ala-Ale X X
A2a-A2h X X
A3a-A3f X X
Ada-Adf X X

24



4 REZULTATI

4.1 Umeritvena premica za DPL v mediju z NasPOs s pH 6,8

V preglednici VIII sta predstavljeni enacbi umeritvenih premic v mediju s 75 % 0,1 M HCI
in 25 % 0,2 M NazPOa. Enacbi premic sta dolo¢eni za valovni dolzini 292 nm in 416 nm,
meritev absorbanc pa smo izvedli s pomocjo potopne sonde z opti¢nimi vlakni.

Preglednica VIII: Enacbi umeritvenih premic za vrednosti absorbanc pri valovnih dolzinah 292 nm in 416
nm.

Valovna Enacba umeritvene premice Konc. obmocje

ii 2
Medij doltina R (mg/l)
Azgznm - 0,012
292 Enacba 1: = T2ozmm - 2 1 1,02-71,
0.1 M HCI +0.2 M 92 nm nacba CopL 00237 0,999 0 33
=3+ A —0,0006
NasPOs=3+1  416nm | Enacba2: CopL = % 0,9993 1,02 - 60,36

4.1.1 Izracun koncentracij DPL z enacbama obeh umeritvenih premic

V preglednici IX je predstavljena primerjava vrednosti koncentracij DPL v disperziji,
izraGunanih z vrednostmi izmerjenih absorbanc pri 292 nm in 416 nm s pomocjo obeh
enacb umeritvenih premic.

Preglednica IX: Primerjava vrednosti koncentracij DPL v disperziji pri poskusu F3a. Azgnm in Asienm

predstavljata vrednosti absorbanc 5-krat redcenih vzorcev pri 292 nm in 416 nm v izbranih casovnih tockah,
C1 in ¢z pa koncentracijo DPL, izracunano s pomodjo obeh umeritvenih premic.

t (min) A292nm C1 (mg/l) As16nm C2 (mg/l)
1 0,336 68,39 0,093 67,93
2 0,330 66,99 0,092 66,91
4 0,328 66,57 0,090 65,55
6 0,216 4297 0,059 42,80
8 0,150 29,18 0,041 29,40
10 0,130 24,96 0,036 25,99
12 0,119 22,51 0,032 23,39
15 0,104 19,42 0,028 20,09
17 0,098 18,22 0,027 19,23
20 0,099 18,45 0,028 20,25
25 0,086 15,71 0,025 18,20
30 0,089 16,23 0,028 20,08
40 0,075 13,39 0,021 14,63

4.2 "Orientacijska topnost' DPL

V preglednicah X in XI so predstavljeni rezultati preliminarnih poskusov dolocanja
"orientacijske topnosti" DPL v razlicnih medijih. Preglednica X prikazuje rezultate dveh
paralel poskusa, pri katerih smo redCenje vzorcev in merjenje absorbance izvedli po

izpostavitvi vzorcev sobni temperaturi, preglednica XI pa rezultate dveh paralel poskusa,
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pri katerih so bili vzorci ves ¢as poskusa do redCenja vzorcev izpostavljeni temperaturi
37 °C. Meritve absorbanc pri izbranih valovnih dolzinah smo opravili na spektrofotometru
z uporabo kivete. V preglednicah so prikazani le rezultati vzorcev, v Kkaterih je bila po
kon¢anem 24-urnem stresanju prisotna oborina DPL.

Preglednica X: Vrednosti koncentracij DPL pri preliminarnih poskusih doloc¢anja "orientacijske topnosti"
DPL v razlicnih medijih, pri cemer smo vzorce pred redcenjem in meritvijo absorbance izpostavili sobni
temperaturi.

DMBpH=75 6,46 5,30 5,88 0,82 14,00
DMB pH =6,8 6,08 5,52 5,80 0,40 6,87
fosfatni pufer 4,68 5,56 512 0,62 12,17
pH=6,8

DMBpH =6 10,48 10,43 10,45 0,04 0,36
DMBpH=5 52,73 61,66 57,20 6,32 11,04
DMB pH = 4 310,01 343,73 326,87 23,85 7,30

Preglednica XI: Vrednosti koncentracij DPL pri preliminarnih poskusih dolocanja "orientacijske topnosti”

DPL v razlicnih medijih, pri cemer SMO VZOrce skozi celoten ¢as poskusa do redcenja vzorcev ohranjali pri
37°C.

DMB pH=7,5 4,42 4,44 4,43 0,012 0,28
DMB pH =6,8 5,51 5,18 5,35 0,235 4,39
fosfatni pufer 5,56 5,78 5,67 0,156 2,75
pH=6,8

DMB pH =6 /* 9,79 / / /
DMBpH=5 59,29 53,60 56,45 4,025 7,13
DMB pH = 4 332,35 341,90 337,12 6,757 2,00
0,001 M HCI 319,41 320,95 320,18 1,090 0,34

*... napaka pri red¢enju

V preglednici XII so predstavljeni rezultati ene paralele poskusa dolocanja "orientacijske
topnosti* DPL v razli¢nih medijih po 24- in 48-urnem stresanju vzorcev na 37 °C ter
nadaljnjem centrifugiranju in takoj$njem red¢enju supernatantov. Meritve absorbanc pri
omenjenem poskusu smo izvajali s pomocjo potopne sonde z opticnimi vlakni. V
preglednici so prikazani le rezultati vzorcev, v katerih je bila po kon¢anem 24- oziroma 48-

urnem stresanju prisotna oborina DPL.
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Preglednica XI1: Rezultati dolocanja "orientacijske topnosti" DPL v razlicnih medijih.

. koncentracija DPL po 24h koncentracija DPL po 48h stresanja
! stresanja (mg/l) (mg/l)
DMB pH=7,5 5,39 3,15
DMB pH = 6,8 5,74 4,93
fosfatni pufer pH = 6,8 6,59 4,05
DMB pH =6 9,59 8,41
DMB pH =5 56,25 59,99
DMB pH =4 478,84 482,54
0,001 M HCI 396,77 407,57

4.3 Poskusi obarjanja DPL v delovni ¢aSi

V preglednici XIIl so predstavljeni rezultati preliminarnih poskusov obarjanja DPL v
delovni ¢asi. Razlika med poskusi Z1 in Z2 je bila uporaba stiropornega oboda za ¢aso,
katerega smo uporabili pri poskusih Z2. Z njim smo omejili premik ¢ase po magnetnem
mesalu. Poskuse Z1 in Z2 z izhodno koncentracijo DPL 145 mg/l smo izvedli v 3 paralelah
in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

Preglednica XI11: Rezultati preliminarnih poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine.
Brez uporabe stiropornega oboda — poskus Z1

% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)
t (m;i\;l)ralela Zla Z1b Zlc povprecje
1 43,46 51,19 47,41 47,35 3,865 8,16
2 41,72 50,06 49,52 47,10 4,671 9,92
3 42,99 50,92 4835 | 47,42 4,043 8,53
4 42,13 46,65 45,32 44,70 2,325 5,20
6 28,38 |39,85 |26,33 |31,52 7,287 23,12
8 18,21 26,00 20,21 21,47 4,048 18,85
10 15,63 | 20,82 17,01 17,82 2,690 15,10
15 14,91 13,86 14,47 14,42 0,529 3,67
20 12,38 | 14,11 12,96 13,15 0,877 6,67
25 10,89 12,65 12,18 11,91 0,912 7,65
30 10,44 13,05 12,13 11,87 1,323 11,14
Z uporabo stiropornega oboda — poskus Z2
t (m'ri\s;'alela Z2a Z2b Z2c povpreéje
1 47,04 | 4553 | 47,40 | 46,66 0,993 2,13
2 47,75 | 4519 | 44,60 | 45,85 1,676 3,66
3 47,66 48,65 47,41 47,91 0,657 1,37
4 47,38 | 4545 38,64 | 43,82 4,590 10,47
6 37,97 |3506 |2618 | 33,07 6,138 18,56
8 25,64 24,35 18,16 22,71 4,000 17,61
10 20,11 19,48 17,57 19,05 1,327 6,97
15 14,77 15,14 14,37 14,76 0,384 2,60
20 12,18 12,87 12,22 12,43 0,385 3,10
25 10,36 12,15 10,58 11,03 0,975 8,84
30 10,34 | 12,20 | 9,45 10,66 1,406 13,19

V preglednicah XIV in XV so predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL v delovni
¢asi z razlicnimi izhodnimi koncentracijami DPL (50 — 110 mg/l). Pri poskusih,

predstavljenih v preglednici XIV (poskusi K1-K3), smo za raztapljanje DPL uporabili
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0,1 M HCI, pri poskusih, predstavljenih v preglednici XV (poskusi K4-K6) pa 0,01 M HCI.
Za naalkaljenje raztopine DPL v HCI do pH 6,8 smo pri vseh poskusih uporabili 0,2 M
NasPOs4. Poskuse smo izvedli v 2-3 paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali

povprecje, standardno deviacijo in RSD.

Preglednica XI1V: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine pri izhodnih koncentracijah
DPL 50 mg/L (poskus K1), 75 mg/l (poskus K2) in 110 mg/l (poskus K3).

% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)
t (mi rsralela Kla K1b Klc povpredje
0 99,69 97,09 96,49 97,76 1,701 1,74
2 101,34 97,18 96,64 98,38 2,572 2,61
5 101,22 97,80 94,86 97,96 3,181 3,25
10 99,66 96,35 92,20 96,07 3,737 3,89
13 98,08 94,34 86,71 93,05 5,795 6,23
15 97,34 92,85 84,65 91,61 6,431 7,02
17 94,45 89,22 80,71 88,13 6,934 7,87
19 92,62 84,77 88,70 5,553 6,26
20 91,87 81,81 74,69 82,79 8,632 10,43
22 89,95 78,76 70,04 79,58 9,981 12,54
25 84,59 74,60 67,93 75,70 8,383 11,07
27 82,65 69,83 60,39 70,96 11,170 15,74
30 79,75 66,89 55,49 67,38 12,134 18,01
35 74,18 60,66 48,46 61,10 12,863 21,05
40 66,40 53,85 43,87 54,71 11,288 20,63
45 61,32 49,85 40,61 50,59 10,372 20,50
50 54,03 44,39 36,33 44,92 8,864 19,73
60 50,95 39,01 32,09 40,68 9,545 23,46
70 46,67 36,27 29,95 37,63 8,442 22,44
140 34,81 26,18 21,15 27,38 6,912 25,24
aralela
t (min) K2a K2b
0 95,32 98,94 97,13 2,555 2,63
2 81,43 89,23 85,33 5,517 6,47
3 75,10 76,42 75,76 0,933 1,23
4 66,98 66,73 66,86 0,174 0,26
5 63,57 53,28 58,43 7,275 12,45
6 58,80 49,36 54,08 6,675 12,34
8 49,02 46,80 47,91 1,565 3,27
10 44,57 39,11 41,84 3,856 9,22
15 34,33 29,70 32,01 3,275 10,23
20 29,34 28,33 28,84 0,710 2,46
25 24,61 23,69 24,15 0,657 2,72
30 22,61 22,66 22,63 0,036 0,16
40 20,34 20,65 20,50 0,223 1,09
50 18,77 18,48 18,63 0,201 1,08
60 16,83 18,65 17,74 1,284 7,24
70 16,33 17,74 17,03 1,000 5,87
150 14,84
Izhodna koncentracija DPL 110 mg/l - poskusK3
aralela
t (min) K3a K3b
0 84,65 85,10 84,88 0,321 0,38
2 73,12 75,10 74,11 1,402 1,89
3 59,73 66,01 62,87 4,443 7,07
4 52,21 54,31 53,26 1,489 2,80
5 44,95 48,20 46,58 2,305 4,95
6 44,67 42,07 43,37 1,841 4,25
8 40,72 32,22 36,47 6,007 16,47
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% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)
aralela

t (min) K3a K3b

10 36,33 26,51 31,42 6,949 22,12
12 32,47 25,20 28,83 5,137 17,82
15 32,44 22,75 27,59 6,852 24,83
17 22,59 20,06 21,32 1,787 8,38
20 23,60 20,17 21,89 2,424 11,08
25 18,17 16,13 17,15 1,441 8,40
30 16,60 15,22 15,91 0,975 6,13
35 15,52 14,57 15,05 0,676 4,49

Preglednica XV: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine pri izhodnih koncentracijah
DPL 65 mg/L (poskus K4), 80 mg/l (poskus K5) in 100 mg/l (poskus K6).

% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)

t (mi nz;raIEIa Kda K4b povpredje
0 98,74 98,89 98,82 0,106 0,11
2 99,11 98,44 98,77 0,474 0,48
5 99,31 96,01 97,66 2,335 2,39
10 95,74 92,14 93,94 2,547 2,71
13 92,25 83,34 87,80 6,302 7,18
15 88,39 78,05 83,22 7,310 8,78
17 84,83 74,51 79,67 7,298 9,16
19 81,17 70,82 76,00 7,319 9,63
20 79,55 68,25 73,90 7,990 10,81
22 74,78 62,73 68,76 8,519 12,39
25 68,10 58,00 63,05 7,137 11,32
27 64,20 51,46 57,83 9,008 15,58
30 56,96 46,27 51,62 7,557 14,64
35 49,91 39,88 44,89 7,092 15,80
40 43,92 33,99 38,95 7,024 18,03
45 38,04 32,19 35,11 4,131 11,76
50 34,39 28,16 31,28 4,405 14,08
60 31,55 24,19 27,87 5,205 18,68
70 29,04 22,80 25,92 4,410 17,02
120 23,56 20,19 21,88 2,385 10,90
130 23,11 98,89
. (min)ra'e'a K5a K5b K5c
1 96,52 96,68 94,87 97,13 2,555 2,63
2 92,47 92,25 84,79 85,33 5,517 6,47
4 77,28 76,03 63,22 75,76 0,933 1,23
6 65,19 64,47 53,98 66,86 0,174 0,26
8 55,61 55,35 47,02 58,43 7,275 12,45
10 49,36 50,42 42,03 54,08 6,675 12,34
12 44,98 44,45 37,36 47,91 1,565 3,27
15 38,10 38,94 32,33 41,84 3,856 9,22
17 35,33 36,63 31,04 32,01 3,275 10,23
20 31,60 33,41 28,75 28,84 0,710 2,46
25 28,69 29,37 27,69 24,15 0,657 2,72
30 26,60 27,03 26,44 22,63 0,036 0,16
35 25,49 25,19 25,04 20,50 0,223 1,09
40 24,20 25,64 23,39 18,63 0,201 1,08

aralela
t (min) K6a K6b
0 93,24 88,37 90,81 3,443 3,79
2 76,83 86,91 81,87 7,128 8,71
3 65,51 83,96 74,74 13,046 17,46
4 56,38 76,57 66,47 14,279 21,48
5 50,00 71,46 60,73 15,174 24,99
6 45,83 64,00 54,92 12,847 23,39
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% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)
paralela

! K6a K6b
t (min)
7 39,64 56,16 47,90 11,686 24,40
10 34,10 44,92 39,51 7,649 19,36
12 32,79 38,82 35,80 4,263 11,91
15 24,71 33,70 29,20 6,352 21,75
20 23,01 24,03 23,52 0,718 3,05
25 20,23 21,97 21,10 1,230 5,83
30 19,82 20,41 20,12 0,414 2,06
35 18,06 22,40 20,23 3,069 15,17
40 18,33 19,39 18,86 0,748 3,97
45 18,36 17,07 17,72 0,913 5,15
60 16,24

V preglednici XVI so predstavljeni rezultati poskusa obarjanja DPL iz prenasicene
raztopine z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l (poskus D1). Poskus D1 se od poskusa K5,
prikazanega zgoraj, razlikuje le v molarnosti uporabljene raztopine NasPOa. Pri poskusu
D1 smo za dvig pH na 6,8 uporabili 0,4 M NasPOs. Poskus smo izvedli v 3 paralelah in iz
dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

Preglednica XVI: Rezultati poskusa obarjanja DPL iz prenasicene raztopine z izhodno koncentracijo DPL

80 mg/l.
merjenje s sondo neposredno v disperziji — poskus D1

% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)

. (mi":f;ra'e'a Dla D1b Dlc Povpregje

1 97,30 96,89 96,87 97,02 0,244 0,25
2 92,38 92,67 91,97 92,34 0,348 0,38
4 77,34 78,12 76,01 77,16 1,067 1,38
6 65,77 66,46 63,15 65,13 1,745 2,68
8 56,02 56,67 55,25 55,98 0,709 1,27
10 51,62 51,32 48,05 50,33 1,977 3,93
12 45,74 45,70 42,76 44,73 1,707 3,82
17 38,81 39,04 37,33 38,39 0,926 2,41
20 35,90 35,04 34,68 35,20 0,627 1,78
25 32,44 31,14 31,55 31,71 0,667 2,10
30 29,79 27,48 28,90 28,72 1,167 4,06
35 27,08 25,91 26,80 26,60 0,607 2,28
40 25,84 24,25 26,24 25,44 1,051 4,13

V preglednicah XVII-XIX so predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL iz
prenasicene raztopine z izhodno koncentracijo DPL 145 mg/l, pri katerih smo vzorce pred
merjenjem absorbance filtrirali skozi razli¢ne velikosti filtrov in red¢ili z medijem. Za
filtracijo vzorcev smo uporabili 0,2 um (poskus F2), 0,45 um (poskus F3) in 0,8 um
membranske filtre (poskus F1 in F4) ter 1,0 um valjaste filtre (poskus F5). Poskuse smo
izvedli v 3-5 paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo

in RSD.
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Preglednica XVI1: Rezultati prvih poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine s filtracijo vzorcev.

% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)

t (min)ralela Fla Fib Flc povprecje

1 46,88 51,45 51,16 | 49,83 2,558 5,13
2 49,13 51,12 53,15 51,13 2,011 3,93
3 46,61 51,85 50,86 | 49,77 2,784 5,59
4 4562 51,33 | 46,14 | 47,70 3,156 6,62
6 26,75 |40,01 |26,18 |30,98 7,825 25,26
8 19,11 | 2531 19,68 |21,37 3,428 16,04
10 17,10 | 20,57 |17,39 |18,36 1,927 10,50
15 14,04 16,26 14,91 15,07 1,123 7,46
20 12,03 | 14,22 | 1324 |13,16 1,099 8,35
25 12,23 | 1322 12,68 |12,71 0,499 3,93
30 10,78 | 13,31 | 12,12 |12,07 1,261 10,45

Preglednica XVIII: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine s filtracijo vzorcev skozi
razlicne velikosti membranskih filtrov: 0,2 um filter (poskus F2), 0,45 um filter (poskus F3) oziroma 0,8 um
filter (poskus F4).

% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)

. (min)ra'e'a Fa | F2b | Fc | F2d | F2e | povpregje
1 4728 | 47,18 | 43,16 | 47,22 | 4578 | 46,12 1,772 3,84
2 46,32 | 47,04 | 43,14 | 4433 | 46,53 | 4547 1,661 3,65
4 46,03 | 4516 | 37,60 | 39,44 | 4575 | 42,80 3,960 9,27
6 29,71 | 3516 | 20,77 | 2519 | 28,92 | 27,95 5,365 19,19
8 20,17 | 22,14 | 1473 | 19,67 | 20,59 | 19,46 2,803 14,40
10 17,26 | 19,23 | 13,06 17,52 | 15,78 3173 20,11
12 1557 | 16,51 | 11,36 | 11,81 | 1547 | 13,81 2,854 20,67
15 1343 | 14,44 | 10,42 | 10,14 | 14,35 | 12,39 2,377 19,19
17 12,60 | 13,60 | 9,65 | 9,29 | 13,27 | 11,60 2,169 18,69
20 12,75 | 11,88 | 829 | 891 | 1331 | 11,02 2,300 20,88
25 10,86 | 11,31 | 7,34 | 885 | 11,61 K 9,67 2,191 22,64
30 11,22 | 1042 | 7,08 | 7,25 | 10,92 | 9,02 2,588 28,68
40 926 | 951 | 549 | 546 | 857 | 821 1,854 22,59

paralela | oo Egp | psc
t (min)
1 45,05 | 4543 | 4545 4531 0,226 0,50
25 43,37 | 44,63 | 46,24 44,75 1,437 321
4 37,60 | 40,56 | 42,97 40,38 2,689 6,66
6 22,40 | 2528 | 2519 24,29 1,638 6,74
8 17,98 | 19,30 | 18,84 18,71 0,671 3,59
10 16,87 | 17,09 | 16,94 16,97 0,108 0,64
12 15,08 | 15,29 | 14,82 15,06 0,233 1,55
15 1347 | 1361 | 12,76 13,28 0,455 343
17 12,91 | 13,23 | 12,37 12,84 0,431 3,36
20 12,63 | 13,04 | 11,73 12,47 0,670 5,37
25 11,69 | 13,03 | 11,23 11,98 0,939 7,84
30 11,18 | 11,65 | 11,21 11,35 0,269 2,37
40 9,86 | 10,76 | 943 10,02 0,679 6,78

paralela | oy | Ry | Fac
t (min)
1 5301 | 49,59 | 50,70 51,10 1,742 341
2 49,73 | 46,90 | 48,83 48,49 1,443 2,98
4 38,80 | 42,36 | 41,14 40,79 1,762 432
6 2301 | 2421 | 2555 24,26 1,269 5,23
8 1846 | 17,25 | 19,73 18,48 1,242 6,72
10 1559 | 15,78 | 16,78 16,05 0,636 3,96
12 14,14 | 13,80 | 1523 14,39 0,745 5,18
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paralela

t (min)
15
17
20
25
30
40

% raztopljenega DPL

Faa

13,03
11,87
11,42
10,83
9,92
7,83

Fab

12,70
11,81
10,40
10,71
10,39
8,80

Fac

13,91
13,64
12,15
10,63
10,82
9,44

13,21
12,44
11,32
10,72
10,38
8,69

st. deviacija

0,626
1,036
0,876
0,102
0,450
0,815

RSD (%)

4,74
8,33
7,74
0,96
4,33
9,38

Preglednica XIX: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine s filtracijo vzorcev skozi
valjaste filtre z velikostjo por 1,0 um (poskus F5).

filtracija vzorca skozi 1,0 pm valjasti filter — poskus F5

paralela

t (min)
1
25
4

6

8
10
12
17
20
25
30
40

% raztopljenega DPL

F5a

49,30
38,16
27,72
14,78
7,87
6,99
6,45
2,23
2,47
2,39
2,13
0,94

F5b

45,39
29,36
18,60
9,55
5,73
4,66
3,06
2,51
0,52
0,17
-0,19
-0,77

F5¢

48,89
38,14
17,32
10,05
7,29
4,94
2,14
3,00
2,46
1,28
0,55
0,34

povprecje

47,86
35,22
21,22
11,46
6,96
5,53
3,88
2,58
1,82
1,28
0,83
0,17

st. deviacija

2,149
5,074
5,670
2,885
1,108
1,274
2,273
0,389
1,121
1,110
1,182
0,870

RSD (%)

4,49
14,40
26,72
25,17
15,01
23,04
58,55
15,05
61,71
86,51
142,50
508,45

V preglednici XX so predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasi¢ene

raztopine z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l, pri katerih smo vzorce po filtraciji skozi

0,2 um membranski filter 5-krat red¢ili z medijem, s kon¢nim pH redéenih vzorcev 6,8

(poskus R1), oziroma 5-krat red¢ili z 0,01 M HCI, pri ¢emer je bil kon¢ni pH redéenih

vzorcev 2,48 (poskus R2). V preglednici XXI je predstavljena primerjava rezultatov sicer

enakega poskusa z in brez red¢enja vzorcev, filtriranih skozi 0,8 um membranski filter, pri

c¢emer je bil kon¢ni pH redCenih (poskus R3) in neredCenih (poskus R4) vzorcev 6,8.

Poskuse smo izvedli v 3-6 paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje,

standardno deviacijo in RSD.

Preglednica XX: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine z razlicnimi uporabljenimi
mediji za redcenje vzorcev: redcenje vzorcev z medijem (poskus R1) oziroma z 0,01 M HCI (poskus R2).

redéeno z medijem (pH=6,80) — poskus R1
% raztopljenega DPL

naralela

t (min)

[e20 =N \CRY

12
15
17

Rla

81,35
80,79
70,68
56,78
48,33
41,30
36,72
31,04
27,77

R1b

82,86
80,14
69,03
55,97
49,54
42,08
35,24
29,42
26,44

Ric

82,00
80,01
68,37
56,99
47,77
42,92
38,07
30,61
27,04

povprecje

82,07
80,31
69,36
56,58
48,55
42,10
36,68
30,36
27,08
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st. deviacija | RSD (%)
0,758 0,92
0,420 0,52
1,190 1,72
0,540 0,95
0,907 1,87
0,809 1,92
1,420 3,87
0,837 2,76
0,670 2,48



% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)

t (mina;ralela Rla R1b Rlc povprecje

20 122,64 0,160 0,71
25 20,30 0,811 4,00
30 18,06 0,677 3,75

40 : 116,07 0,851 5,30

% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)

t (mine;ralela R2a R2b R2c povprecje

1 81,37 1,295 1,59
2 76,98 2,501 3,25
4 61,25 2,802 4,57
6 54,25 3,515 6,48
8 43,96 2,487 5,66
10 139,06 2,349 6,01
12 32,35 1,500 4,64
15 27,61 1,962 7,11
17 23,81 1,726 7,25
20 22,33 0,938 4,20
25 119,39 1,527 7,88
30 18,23 1,564 8,58
40 16,08 1,392 8,65

Preglednica XXI: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine z in brez redcenja vzorcev.

% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)

(i n)ara'e'a R3a |R3b |R3 |R3d |R3e | R3f | povpredje

1 ' 81,01 83,79 4212 5,03
2,5 : : : : 76,75 4,995 6,51
4 65,54 3,311 5,05
6 55,23 2,668 4,83
8 146,98 3,752 7,99
10 39,84 2,893 8,05
12 33,74 2,147 6,36
15 27,72 2,531 9,13
17 24,57 1,984 8,07
20 12181 1,505 6,90
25 18,65 0,683 3,67
30 17,33 0,632 3,65
40 15,19 0,509 335
; (min)ara'e'a Rda |R4b |R4c | R4d povpregje

1 87,92 0,844 0,96
25 85,97 1,887 2,19
4 78,39 4,921 6,28
6 68,12 6,023 8,84
8 57,93 6,326 10,92
10 51,08 6,312 12,36
12 44,24 6,100 13,79
15 13691 6,069 16,44
17 32,28 5,291 16,39
20 28,22 3,942 13,97
25 23,38 2,529 10,81
30 21,62 2,184 10,10
40 18,81 2,277 12,11
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V preglednici XXII so predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasi¢ene
raztopine z izhodno koncentracijo DPL 145 mg/l z vi$jo hitrostjo mesanja disperzije, tj.
1200 rpm. VVzorce smo filtrirali skozi filtre z velikostjo por 0,45 pm (poskus M1) oziroma
0,8 um (poskus M?2) ter jih 5-krat red¢ili z medijem. Poskuse smo izvedli v 3 paralelah in
iz dobljenih vrednosti izra¢unali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

Preglednica XXI1: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine s hitrostjo meSanja disperzije
1200 rpm.

filtracija vzorca skozi 0,45 pm filter — poskus M1

% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)
. (mﬁ‘ﬁ)ra'e'a Mla |Mib | Mic | povpregje
1 52,89 | 50,07 | 46,92 | 49,96 2,985 5,97
2,5 41,28 | 31,94 | 28,83 | 34,02 6,478 19,04
4 21,00 | 19,80 | 15,20 | 18,67 3,059 16,39
6 15,02 | 14,81 | 12,67 | 14,17 1,304 9,20
8 12,27 110,45 11,26 | 11,33 0,912 8,06
10 11,88 | 10,12 | 10,19 | 10,73 0,999 9,31
12 10,82 8,65 |8,78 | 9,42 1,215 12,90
15 10,14 | 7,88 | 7,56 |8,53 1,406 16,49
17 836 761 6,79 | 759 0,786 10,35
20 8,14 6,44 6,34 |6,97 1,012 14,52
25 6,52 568 |5,73 |5,98 0,471 7,87
30 594 560 532 |5,62 0,310 5,51
40 5,02 554 |5,34 |5,30 0,261 4,93
filtracija vzorca skozi 0,8 pm filter — poskus M2
t (m?;l)ralela M2a | M2b | M2c | povpredje
1 52,01 | 51,63 | 49,17 | 50,93 1,542 3,03
2,5 37,93 | 40,27 | 32,27 | 36,83 4,115 11,17
4 17,62 |21,01|17,53| 18,72 1,983 10,59
6 13,02 | 15,67 | 12,79 | 13,82 1,599 11,57
8 11,39 | 13,11 11,12 | 11,88 1,081 9,10
10 10,87 | 12,08 | 10,16 | 11,04 0,971 8,79
12 9,80 11,65 | 8,46 | 9,97 1,603 16,08
15 8,26 10,26 | 6,60 | 8,38 1,834 21,90
17 7,66 1951 /681 |799 1,381 17,29
20 6,83 8,76 | 564 | 7,08 1,572 22,21
25 553 8,01 | 477 |6,10 1,691 27,70
30 709 769 421 6,33 1,858 29,36
40 435 16,95 4,03 |511 1,602 31,35

V preglednicah XXIII in XXIV so predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL iz
prenasicene raztopine z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l in z enako koli¢ino dodanega
polimera HPMC (poskusa P1 in S3) oziroma PVP (poskus P2). V preglednici XXIII so
predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasi¢ene raztopine v delovni ¢asi, v
preglednici XXIV pa rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasi¢ene raztopine v aparatu
za sproscanje USP I1. Meritve absorbanc smo izvedli s pomocjo potopne sonde z opti¢nimi
vlakni neposredno v delovni posodi brez vzor¢enja. Poskuse smo izvedli v 3-4 paralelah in

1z dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.
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Preglednica XXIII: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine v delovni ¢asi ob dodatku
polimera v raztopino.

DPL : HPMC =1 + 1 — poskus P1

% raztopljenega DPL st. deviacija RSD (%)

. (m?r?)ra'e'a Pla | Plb | Plc povpregje

1 97,93 | 98,28 | 98,88 98,37 0,483 0,49
2 98,74 | 98,29 | 100,38 99,14 1,102 1,11
4 97,60 | 97,35 | 98,25 97,73 0,466 0,48
6 96,48 | 95,84 | 95,48 95,93 0,504 0,53
8 93,10 | 93,04 | 92,59 92,01 0,275 0,30
10 86,18 | 88,24 | 86,71 87,05 1,068 1,23
12 78,66 | 81,47 | 80,09 80,07 1,404 1,75
15 67,36 | 71,86 | 69,59 69,60 2,250 3,23
17 61,73 | 66,04 | 63,59 63,79 2,162 3,39
20 56,09 | 59,24 | 56,11 57,15 1,812 3,17
25 49,43 | 52,02 | 49,21 50,22 1,563 3,11
30 44,95 | 47,47 | 44,39 45,60 1,642 3,60
40 40,58 | 41,56 | 39,26 40,47 1,151 2,84
DPL : PVP =1 + 1 — poskus P2

. (mﬁ's;a'e'a P2a |P2b | P2c | P2d | povpredje

1 9529 |93,26 93,87 9511 |94,38 0,982 1,04
2 87,51 | 84,66 | 77,68 | 84,93 |83,70 4,210 5,03
4 61,57 | 61,30 | 53,48 | 56,68 |58,26 3,898 6,69
6 50,11 | 51,53 | 44,79 | 46,38 | 48,20 3,142 6,52
8 44,85 | 4518 | 39,95 | 41,41 | 42,85 2,574 6,01
10 41,25 | 41,45 37,90 | 38,44 |39,76 1,849 4,65
12 37,90 |4067 |3452 3533 37,11 2,781 7,49
15 35,04 | 3558 | 3255 |32,09 |3381 1,750 5,17
17 33,17 [34,06 | 31,64 [30,98 |32,46 1,407 4,33
20 30,65 | 32,24 | 31,41 |2895 |3081 1,402 4,55
25 30,00 | 30,35 | 2891 |2843 |2942 0,902 3,07
30 27,57 | 29,66 | 2857 |27,18 |2824 1,111 393
40 26,81 |28,06 | 26,40 |2549 | 26,69 1,064 3,99

Preglednica XXIV: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine v aparatu USP 1l ob dodatku
HPMC v raztopino.

DPL : HPMC =1 + 1 (poskusi v USP I1) — poskus S3
naralela St. deviacija RSD (%)

t (min) S3a S3b S3c povprecje

1 98,29 199,78 | 97,93 98,66 0,981 0,99
2 98,67 | 98,53 | 99,27 98,82 0,392 0,40
4 98,49 199,05 | 99,05 98,86 0,321 0,32
6 97,63 | 99,22 | 98,04 98,30 0,823 0,84
8 96,05 | 96,97 | 96,30 96,44 0,477 0,49
10 93,44 | 94,85 | 93,99 94,09 0,711 0,76
12 90,29 | 91,47 | 90,23 90,66 0,695 0,77
15 83,73 | 85,32 | 84,43 84,49 0,797 0,94
17 78,73 |81,39 | 79,15 79,76 1,429 1,79
20 72,26 | 74,97 | 72,69 73,30 1,455 1,99
25 63,14 | 65,35 | 63,67 64,05 1,155 1,80
30 55,22 | 58,67 | 56,29 56,73 1,762 3,11
40 46,88 | 48,96 | 47,71 47,85 1,050 2,19

V preglednici XXV so predstavljeni rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasi¢ene
raztopine z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l, izvedeni v delovni ¢asi (poskus S1)
oziroma v aparatu za spro$¢anje USP II (poskus S2). Poskuse smo izvedli v 3-5 paralelah

in iz dobljenih vrednosti izraCunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.
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Preglednica XXV: Rezultati poskusov obarjanja DPL iz prenasicene raztopine v delovni casi (poskus SI)
oziroma v aparatu za sproscanje USP II (poskus S2).

poskusi v delovni ¢asi — poskus S1

% raztopljenega DPL st. deviacija | RSD (%)

paralela | g1 g1y s1c s1d | Sle | povpregje
t (min)
1 90,96 | 96,05 | 96,39 | 93,19 |96,57 | 94,63 2,469 2,61
2 89,15 | 93,31 | 93,44 |87,17 |92,71 | 91,16 2,836 3,11
4 83,57 | 84,56 | 82,53 | 69,41 |76,23 | 79,26 6,396 8,07
6 75,52 | 74,20 | 71,27 | 58,63 | 63,34 | 68,59 7,306 10,65
8 69,02 | 64,23 | 61,67 | 50,25 |54,70 | 59,97 7,504 12,51
10 61,23 | 57,18 | 54,37 | 45,36 | 48,08 | 53,25 6,507 12,22
12 55,44 | 51,53 | 49,06 | 42,14 | 43,06 | 48,25 5,643 11,70
15 49,38 | 45,63 | 43,30 | 37,12 | 36,61 |4241 5,506 12,98
17 44,78 | 40,32 | 38,35 | 33,79 | 33,63 | 38,17 4,694 12,30
20 40,51 | 36,03 | 34,73 | 30,13 | 30,75 | 34,43 4,231 12,29
25 33,90 | 30,88 | 29,69 | 2690 |26,88 | 29,65 2,949 9,95
30 30,71 | 28,39 | 27,79 | 26,19 | 2586 | 27,79 1,946 7,00
40 26,99 | 2529 | 2557 | 24,74 | 23,41 | 25,20 1,301 5,16
poskusi v USP Il — poskus S2
t (min[))aralem S2a S2b S2c povprecje
1 98,15 | 98,69 | 97,47 98,10 0,610 0,62
2 96,52 | 95,99 | 95,02 95,84 0,763 0,80
4 87,76 | 87,12 | 85,55 86,81 1,133 1,31
6 74,64 | 75,09 | 73,51 74,41 0,813 1,09
8 63,75 | 63,66 | 63,63 63,68 0,062 0,10
10 54,71 | 55,20 | 54,54 54,81 0,342 0,62
12 48,57 | 48,62 | 48,36 48,52 0,140 0,29
15 41,48 | 41,49 | 41,41 41,46 0,045 0,11
17 37,56 | 37,82 | 37,59 37,66 0,142 0,38
20 32,90 | 32,98 | 33,08 32,99 0,089 0,27
25 28,12 | 28,58 | 28,81 28,50 0,351 1,23
30 25,67 | 26,22 | 25,56 25,82 0,353 1,37
40 23,81 | 24,11 | 22,61 23,51 0,794 3,38

4.4 Analize porazdelitve velikosti delcev na analizatorju

4.4.1 Preliminarni poskusi vrednotenja velikosti oborjenih delcev DPL

V sklopu preliminarnih poskusov na analizatorju velikosti delcev smo izvedli poskuse z
razli¢nimi izhodnimi koncentracijami DPL in preverjali ustreznost izbrane izhodne
koncentracije DPL za sprozitev obarjanja.

Na sliki 2 je predstavljena velikostna porazdelitev delcev DPL pri obarjanju DPL iz
prenasic¢ene raztopine z izhodno koncentracijo 60 mg/l. Razli¢ne barve krivulj prikazujejo

velikost delcev v razli¢nih ¢asovnih tockah po naalkaljenju raztopine DPL.
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Porazdelitev velikosti delcev pri obarjanju
DPL iz prenasicene raztopine z izhodno
koncentracijo 60 mg/I

14 1min
: A —
> min
°\°Z A\\ 25min
4 — »
7 W\

01 1 10 100 1000
velikost delcev (um)

Slika 2: Porazdelitev velikosti delcev pri obarjanju DPL iz prenasicene raztopine z izhodno koncentracijo
DPL 60 mg/l in mesanjem raztopine na 1200 rpm.

Na sliki 3 je predstavljen 3D model porazdelitve velikosti delcev DPL v odvisnosti od ¢asa

pri poskusu obarjanja DPL iz prenasic¢ene raztopine z izhodno koncentracijo 80 mg/l.

3D model porazdelitve velikosti delcev DPL pri obarjanju iz prenasicene
raztopine z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l
m10-12
u8-10
m6-8
m4-6
m2-4
m0-2
N .
§§§§§§§§;‘ 50,5 t (min)
velikost delcev (um) "N BB g

Slika 3: 3D model spremembe velikosti delcev pri obarjanju DPL iz prenasicene raztopine v mediju s pH =
6,8 v odvisnosti od ¢asa. Na y osi je prikazan volumski delez posamezne velikosti delcev glede na celoten
volumen vseh oborjenih delcev (kar prikazuje tudi legenda), x os predstavlja posamezne velikosti delcev,

izrazene v um, z os pa definira ¢asovno komponento. Razlicne barve na grafu prikazujejo razlicne volumske

deleze dolocenih velikosti delcev.
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4.4.2.. Rezultati poskusov z razli¢no koncentracijo uporabljene NasPQOjs in z razli¢no hitrostjo meSanja disperzije

V spodnjih preglednicah so predstavljeni rezultati porazdelitve velikosti delcev DPL pri obarjanju DPL iz prenasi¢ene raztopine z izhodno
koncentracijo 145 mg/l. Rezultat posamezne paralele je prikazan kot volumski delez delcev velikosti 0 — 2 um in 30 — 260 pm glede na
celotno koli¢ino delcev v disperziji v posamezni Casovni toc¢ki. Iz vrednosti rezultatov posameznih paralel smo izracunali povprecje,
standardno deviacijo in RSD.

V preglednici XXV so predstavljeni rezultati poskusa A1, pri katerem smo za dvig pH uporabili 0,2 M NazPO4 pri mesanju disperzije z 1200

rpm.

Preglednica XXVI: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev Al.

e [ e
paralela 05 1 15 2 2,5 3 35 4 5 6 8 10 12 15 17 20 22 25 27 30
Ala 100,00 100,00 :84,34 :6281 :3298 2381 2221 2191 :2127 :2083 :20,73 2046 1958 :1922 :1904 : 1882 18,77 :18,557 :18,26 17,99
Alb 100,00 100,00 :84,05 :6339 3814 2434 :2314 :2163 :2110 :2097 (20,76 2052 2046 2037 :20,20 : 1987 1987 :1999 :19,64 : 1937
Alc 100,00 100,00 :94,46 :8023 5473 12825 12063 :1861 :1843 :1789 17,49 17,11 16,92 16,42 :16,36 :16,09 1591 :1557 :1550 :15,18
g Ald 93,66 93,34 82,75 5320 3018 1950 {1904 :1842 :1826 :1817 17,81 17,90 17,75 17,06 1698 : 16,71 16,52 16,66 :17,11 : 16,28
:. Ale 89,88 90,33 8179 6516 :3368 :1806 (1764 :1754 17,15 (17,07 16,89 1697 17,25 17,15 :1720 :1721 17,40 :17,04 :16,73 :16,34
.
e povprecje 96,71 96,73 8548 6496 3794 2279 2053 1962 1924 1899 1874 1859 1839 1804 1796 17,74 17,69 1757 1745 17,03
st. deviacija 4,70 4,60 513 9,73 9,81 4,08 2,25 2,00 1,84 1,79 1,86 1,77 1,55 1,67 1,60 1,56 1,62 1,73 1,57 1,65
RSD (%) 4,86 4,75 6,00 1498 2585 17,89 10,95 1021 9,56 9,45 9,95 9,51 8,42 9,28 8,94 8,81 9,17 9,84 9,01 9,68
Ala 0,00 0,00 3,43 1542 :29,13 3528 13660 13754 3836 :3890 :4140 4195 14359 4375 4426 4452 44,76 4525 {4575 45090
E— Alb 0,00 0,00 6,82 17,72 :3270 (4272 4449 :4637 :4902 :4906 :4922 :49,77 51,77 :5241 :5273 :5341 53,56 :53,40 :53,83 :5441
(\.1? Alc 0,00 0,00 172 9,19 22,29 :3855 14512 14470 4746 4639 4757 14815 14834 4934 :49,88 :4997 49,95 50,58 50,70 51,63
& Ald 6,34 6,66 1122 :2797 137,11 14279 14263 14329 :4288 4343 14390 {4424 4396 44,03 :4454 4574 4592 146,29 46,40 47,08
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Ale 10,12 9,67 1364 2195 14135 14441 4437 14389 14397 4404 14363 {4419 4350 4366 4363 4443 4453 14469 4536 4577

povprecje 3,29 3,27 7,37 18,45 3252 40,75 42,64 4316 4434 4436 4514 4566 46,23 46,64 47,01 4761 47,74 48,04 4841 48,96
st. deviacija 4,70 4,60 5,05 7,04 7,34 3,75 3,50 3,35 4,17 3,77 3,18 3,20 3,70 4,02 4,06 3,95 3,91 3,78 3,71 3,87
RSD (%) 142,84 140,76 68,54 38,16 22,56 9,20 8,21 7,76 9,41 8,51 7,04 7,02 8,00 8,62 8,65 8,30 8,20 7,88 7,66 7,91

V preglednicah XXVII in XXVII1I so prikazani rezultati poskusa, pri katerem smo za dvig pH uporabili 0,4 M NasPOjs pri meSanju disperzije z
1200 rpm. Loceni preglednici prikazujeta rezultate paralel poskusa, izvedenih v prvem oziroma v drugem casovnem obdobju (dodatno

razlozeno v poglavju 5.4.1 Preliminarni testi na analizatorju velikosti delcev).

Preglednica XXVII: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev A2a-A2d, izvedenih v prvem casovnem obdobju. Poskus smo v prvem casovnem obdobju izvedli v
Stirih paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

e Lo al) | 1 15 2 25 3 35 4 5 6 8 10 12 15 17 20 22 25 27 30
delcev paralela

A2a 100,00 100,00 8984 7794 5874 3901 3065 2866 27,20 2650 2613 (2501 2577 2551 2539 2540 2523 2510 2509 2515

AZb 100,00 97,48 8718 7199 5045 3338 27,64 2659 2522 24,88 2457 2393 2376 2348 2328 2310 2303 2278 22,66 : 22,51

A2 10000 9832 8920 7455 5033 (3173 1618 1526 2671 2626 2609 2643 2633 2614 2579 2550 2545 2517 2513 | 24,86

E A2d 100,00 100,00 8880 6401 3206 2350 2292 2263 2172 1933 1936 19,89 1969 1940 1938 1827 1379 1347 1337 | 12,58

:-: Povprecje 100,00 9895 8875 7212 4790 3191 2435 2329 2521 2425 2404 2404 2389 2363 2346 2307 21,88 21,63 21,56 21,28

st. deviacija 0,00 1,26 114 5,93 1127 642 631 591 248 335 321 297 30l 304 294 338 550 55 558 5092

RSD (%) 0,00 1,27 1,28 8,23 2353 2011 2590 2536 9,83 1382 1333 1235 1258 12,88 1251 1467 2514 2567 2588 27,80

A2a 0,00 0,00 0,01 0,39 943 | 2472 |31,14 3497 3910 | 40,04 | 41,39 | 42,18 | 42,77 | 4320 | 4365 | 4399 | 4443 | 4484 | 4498 | 4520

g |A 0,00 0,00 3,93 1075 | 2357 | 3461 | 3960 | 41,34 | 4362 4453 4526 | 46,20 | 46,87 4751 47,98 48,76 | 49,08 | 49,71 | 4992 | 50,61

S Az 0,00 0,00 0,31 6,88 1910 | 3148 | 4115 4329 |3843 | 3945 4023 | 3949 | 39,83 4055 41,33 4203 4236 | 4282 | 4315 | 4358

gj A2d 0,00 0,00 3,44 1516 3312 | 4095 | 4250 | 4307 | 4462 4618 4555 | 49,07 | 4941 5012 50,32 4820 | 51,08 | 51,34 | 5122 | 5139

& | Povpretie 0,00 0,00 1,92 8,28 20,65 31,91 3800 4017 4101 4233 4294 4417 4461 4530 4578 4572 4671 47,16 47,30 47,67

st. deviacija 0,00 0,00 2,05 6,29 1093 851 628 48 364 356 28 428 433 432 410 329 405 402 38 3,90

RSD (%) 0,00 0,00 106,74 7604 5292 2668 1651 1215 887 840 665 970 971 952 895 7,19 868 853 821 819




Preglednica XXVI1II: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev A2e-42h, narejenih v drugem casovnem obdobju. Poskus smo v drugem casovnem obdobju izvedli v
Stirih paralelalrin iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

‘ée"k"St min)  fo5 1 15 2 25 3 35 4 5 6 8 10 12 15 17 20 22 25 27 30
elcev paralela
AZe 100,00 100,00 10000 9506 8231 5347 21,31 1409 138 1251 1206 11,59 1050 10,72 1045 9,88 1009 9,95 1061 9,48
m2f 8826 8859 8768 8413 6905 4239 1534 1051 (1032 (973 905 88 908 871 902 906 88 894 827 812
- A2g 100,00 100,00 100,00 100,00 91,13 7161 3826 1652 1244 1201 1150 11,87 1156 11,13 10,86 1061 11,22 11,06 1094 : 10,71
= | A 100,00 100,00 10000 9721 8356 5611 2229 1273 1149 1122 1142 11123 924 923 918 942 933 844 838 7,95
o | povpregie 97,06 9715 9692 9410 8151 5590 2430 1346 1201 1137 11,01 1089 1010 994 98 974 98 960 955 9,07
st. deviacija 5,87 5,71 6,16 695 918 1204 980 252 147 121 134 138 117 116 092 067 102 116 142 129
RSD (%) 6,05 5,87 6,36 738 1126 2155 4033 1868 1226 1067 1216 1263 11,54 1166 929 688 10,34 1208 14,89 1427
A2e 0,00 0,00 0,00 3,68 892 | 2383 |4260 4747 5134 5512 5909 | 6053 | 6208 | 6318 | 6440 |6359 | 6463 | 6341 | 6368 | 6566
A2f 1174 1141 | 1232 1587 2677 | 4517 | 6214 |6347 6359 6377 6358 6520 | 6533 6641 6654 | 6569 | 6560 | 6606 | 6541 | 6573
E | Az 0,00 0,00 0,00 0,00 228 1105 27,80 4348 | 5060 | 5431 5901 | 6024 | 6247 | 6437 | 6542 6635 6647 | 67,09 | 67,68 | 6835
§ A2h 0,00 0,00 0,00 1,52 705 | 2300 42,66 4951 | 5482 | 57,88 6257 | 6377 | 6297 | 6274 6237 6330 6327 | 6341 | 6395 |6372
8' Povpregje 2,94 2,85 3,08 527 1126 2576 4380 5098 5509 57,77 6106 6244 6321 6417 64,68 6474 6499 6499 6518 6587
st. deviacija 5,87 5,71 6,16 723 1071 1420 1408 869 59 428 236 244 146 164 177 152 137 188 18 190
RSD (%) 20000 20000 20000 137,06 9515 5510 3215 17,05 10,82 741 387 391 231 256 274 234 211 289 28 289

V preglednicah XXIX in XXX so predstavljeni rezultati poskusa, pri katerem smo za dvig pH uporabili 0,6 M NazPO4 pri mesanju disperzije z

1200 rpm. Loceni preglednici prikazujeta rezultate paralel poskusa, izvedenih v prvem oziroma v drugem ¢asovnem obdobju.

Preglednica XXIX: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev A3a-A3c, narejenih v prvem casovnem obdobju. Poskus smo v prvem casovnem obdobju izvedli v treh
paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

velikost in)

delcev paralela 0,5 1 15 2 2,5 3 315 4 5 6 8 10 12 15 17 20 22 25 27 30
= A3a 100,00 98,12 90,46 73,80 47,75 24,45 21,43 20,54 20,07 19,75 19,40 19,12 19,01 18,04 18,46 18,30 18,19 17,92 17,80 17,82
c? A3b 100,00 100,00 88,30 68,52 37,31 22,90 20,81 20,86 20,50 19,96 19,48 19,24 19,11 18,77 18,37 18,33 18,25 18,13 17,90 17,59
e A3c 100,00 100,00 94,84 78,60 47,94 32,17 29,92 28,45 26,11 25,51 25,19 23,61 23,32 22,68 23,30 22,82 22,19 21,89 21,74 20,94
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Preglednica XXX: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev A3d-A3f, narejenih v drugem casovnem obdobju. Poskus smo v drugem casovnem obdobju izvedli v treh

povprecje 100,00 99,37 91,20 73,64 4433 26551 2405 2329 2223 21,74 2136 2066 2048 1983 20,04 1982 1954 1931 19,14 18,78
st. deviacija 0,00 1,09 3,33 5,04 6,09 4,97 5,09 4,47 3,37 3,27 3,32 2,56 2,46 2,49 2,82 2,60 2,29 2,24 2,25 1,87
RSD (%) 0,00 1,09 3,65 6,84 13,73 18,74 21,17 1922 1517 1503 1556 1240 12,01 1258 14,08 13,14 11,73 1157 11,75 9,95
A3a 0,00 1,88 5,27 14,23 2852 | 44,05 | 4516 | 46,33 47,41 47,76 | 4864 4959 4958 5098 | 5160 | 5164 |5213 5259 5297 | 53,14
E- A3b 0,00 0,00 4,23 13,86 3144 4146 | 4449 4536 46,43 4726 | 4834 49,07 4951 50,31 | 5129 5166 |5220 5248 5290 | 5351
'\? A3c 0,00 0,00 0,00 2,41 11,20 1940 2307 2532 2897 3147 3182 3341 3408 [3597 3538 3684 3870 39,76 40,46 | 41,60
8 povprecje 0,00 0,63 3,17 10,17 23,72 3497 3757 3900 4094 4217 4293 4402 4439 4575 46,09 46,71 47,67 4828 48,77 4942
st. deviacija 0,00 1,09 2,79 6,72 1094 1355 1256 11,86 10,38 9,26 9,62 9,20 8,93 8,48 9,28 8,55 7,78 7,37 7,20 6,77
RSD (%) 0,00 173,21 88,14 66,10 46,12 38,74 3344 3041 2535 2197 2242 2089 2012 1852 20,13 1830 16,31 1527 14,77 13,70

paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

velikost in)
delcev paralela 0,5 1 i 2 2,5 3 3,5 4 5 6 8 10 12 {15 17 20 22 25 27 30
A3d 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 |91,33 | 4740 | 6,58 5,56 5,67 522 4,61 5,92 581 5,55 5,35 5,25 5,25 5,06 5,03 4,93
£ A3e 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 90,75 5839 | 1760 | 1433 | 1212 11,49 1121 1199 1184 |1150 | 1089 | 10,74 | 1059 |1041 | 1043 | 10,24
=
~ A3f 95,51 96,29 95,77 88,76 72,07 37,15 17,34 14,29 13,33 12,42 11,46 11,46 10,78 10,69 11,53 11,32 10,42 10,25 10,08 9,95
cl> povpregie 98,50 98,76 98,59 96,25 84,72 4765 13,84 11,39 10,37 9,71 9,09 9,79 9,48 9,25 9,26 9,10 8,75 8,57 8,51 8,37
L 2,59 2,14 2,44 6,49 10,96 10,62 6,29 5,05 4,12 391 3,89 3,36 3,22 3,23 3,40 3,35 3,04 3,04 3,02 2,98
st. deviacija
RSD (%) 2,63 2,17 2,48 6,74 12,94 2229 4542 4431 3974 40,32 42,72 3431 3397 3490 3674 3681 3469 3545 3549 3562
A3d 0,00 0,00 0,00 0,00 1,03 12,28 3245 3790 4746 5184 |5850 | 5871 5915 | 6339 | 6534 | 6626 |6626 | 6620 | 66,78 | 67,75
=
;— A3e 0,00 0,00 0,00 0,00 4,28 18,34 | 44,79 | 4793 5330 | 5268 |5482 5955 60,75 | 61,95 | 6353 | 6428 |6503 | 6640 | 6668 | 67,39
)
’:' A3f 1,44 1,22 1,62 5,30 13,45 29,76 46,44 51,97 52,74 52,93 54,89 54,89 62,20 62,89 65,72 66,33 67,34 68,19 68,70 68,89
S povpredje 0,48 0,41 0,54 1,77 6,25 20,13 4123 4593 51,17 5248 56,07 57,72 60,70 62,74 64,86 6562 6621 6693 67,39 6801
o 0,83 0,71 0,93 3,06 6,44 8,87 7,65 7,24 3,22 0,57 2,11 2,49 1,53 0,73 1,17 1,16 1,15 1,09 1,14 0,78
st. deviacija
RSD (%) 173,21 173,21 173,21 173,21 102,99 44,09 18,54 15,77 6,30 1,09 3,76 4,31 2,52 1,16 1,80 1,77 1,74 1,63 1,69 1,15




Za poskus, katerega rezultati so prikazani v preglednicah XXXI in XXXII, smo za dvig pH uporabili 0,4 M NasPO4 pri mesanju disperzije z

1000 rpm. Loceni preglednici prikazujeta rezultate poskusov izvedenih v prvem oziroma v drugem ¢asovnem obdobju.

Preglednica XXXI: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev Ada-A4c, narejenih v prvem casovnem obdobju. Poskus smo v prvem casovnem obdobju izvedli v treh
paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

velikost min)
delcev paralela 0,5 1 15 2 2,5 g 3,5 4 5 6 8 10 12 15 17 20 22 25 27 30
Ada 95,49 88,42 79,73 64,66 45,58 28,47 23,20 22,51 22,38 22,36 22,47 22,53 22,52 22,55 22,50 22,32 22,20 21,92 21,89 21,72
= Adb 90,62 89,55 79,35 63,62 4586 | 25,97 21,12 20,48 20,19 | 20,38 | 20,40 | 2037 | 20,34 | 2024 | 20,08 19,79 19,87 19,71 19,85 19,63
: Adc 100,00 96,63 82,97 67,65 46,41 27,76 22,53 21,88 21,37 22,32 22,06 21,48 21,13 21,16 20,60 20,69 20,54 20,22 20,27 20,22
:
o povprecje 95,37 91,53 80,68 65,31 4595 27,40 22,28 21,63 2131 2168 2164 2146 21,33 21,32 21,06 20,93 20,87 20,62 20,67 20,53
st. deviacija 4,69 4,45 1,99 2,09 0,42 1,29 1,06 1,04 1,10 1,13 1,10 1,08 1,11 1,16 1,27 1,28 1,20 1,16 1,08 1,08
RSD (%) 4,92 4,86 2,47 3,21 0,92 4,70 4,76 4,82 5,14 5,21 5,06 5,03 5,18 5,43 6,05 6,12 5,75 5,62 5,22 5,25
£ Ada 4,51 6,78 12,05 20,28 32,11 42,69 46,87 48,26 49,47 49,43 49,40 49,47 49,70 50,03 50,44 50,85 51,19 51,63 51,78 52,17
:‘ Adb 9,34 10,00 14,13 23,32 34,74 42,82 45,77 46,10 47,18 47,02 47,15 46,43 46,66 46,77 46,94 47,29 47,43 47,69 48,02 48,34
;,g Adc 0,00 0,00 5,79 17,22 29,43 41,34 45,95 47,45 48,65 48,78 48,95 49,52 50,59 50,46 46,41 46,78 46,88 46,72 46,93 47,02
8 povpredje 4,62 5,59 10,66 20,27 32,09 42,28 46,20 47,27 48,44 48,41 48,50 48,47 48,98 49,09 47,93 48,31 48,50 48,68 48,91 49,18
st. deviacija 4,67 5,10 4,34 3,05 2,65 0,82 0,59 1,09 1,16 1,24 1,19 1,77 2,06 2,02 2,19 2,22 2,35 2,60 2,55 2,68
RSD (%) 0,00 91,26 40,73 15,04 8,27 1,94 1,27 2,31 2,40 2,57 2,45 3,65 4,20 4,11 4,57 4,59 4,84 5,34 5,21 5,44

Preglednica XXXII: Rezultati poskusa porazdelitve velikosti delcev Add-A4f, narejenih v drugem casovnem obdobju. Poskus smo v drugem casovhem obdobju izvedli v
treh paralelah in iz dobljenih vrednosti izracunali povprecje, standardno deviacijo in RSD.

velikost min)
delcev paralela 0,5 1 15 2 2,5 3 35 4 5 6 8 10 12 15 17 20 22 25 27 30
Add 95,10 95,39 94,65 90,84 76,54 | 44,03 1389 | 9,36 8,84 9,54 9,05 7,97 8,22 7,41 7,64 7,54 7,64 7,58 7,42 7,33
Ade 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 |87,00 | 4413 | 1818 | 1646 |17,00 | 17,30 | 16,61 | 13,04 | 991 10,15 | 6,99 6,29 6,95 6,85 5,89 5,30
=
= | A4 100,00 | 100,00 | 100,00 | 97,64 80,98 39,10 | 1506 1286 | 1197 |1210 | 12,70 | 1249 | 1220 | 12,32 | 11,37 11,33 |11,17 | 1098 | 10,60 | 10,42
~
! o 98,37 98,46 98,22 96,16 8151 4242 1571 12,89 1260 12,98 12,79 11,17 10,11 9,96 8,67 8,39 8,59 8,47 7,97 7,69
o povpregje
A 2,83 2,66 3,09 4,75 5,25 2,87 2,22 8165 4,12 3,95 3,78 2,78 2,00 2,46 2,37 2,63 2,26 2,20 2,40 2,57
st. deviacija
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RSD (%) 2,88 2,71 3,14 4,94 6,44 6,77 14,13 27,54 32,66 30,47 29,55 24,90 19,77 24,69 27,31 31,32 26,36 26,01 30,10 33,50
Add 4,90 4,61 5,35 8,61 18,86 45,24 63,74 67,27 71,18 71,07 72,12 74,41 72,02 70,82 71,71 73,54 73,78 74,07 74,29 74,19
E_ Ade 0,00 0,00 0,00 0,00 3,02 26,11 45,35 48,22 44,80 44,26 48,31 51,77 47,19 53,67 40,00 66,47 73,08 67,64 68,99 67,15
=
= Adf 0,00 0,00 0,00 1,95 10,55 4095 5698 6040 |6314 6304 6169 | 6061 | 6073 6004 6086 | 6119 | 6059 |6168 | 6247 6312
ol o 1,63 1,54 1,78 3,52 10,81 37,43 55,36 58,63 59,71 59,46 60,71 62,26 59,98 61,51 57,52 67,07 69,15 67,80 68,58 68,15
™ povpregje
st. deviacija 2,83 2,66 3,09 4,51 7,92 10,03 9,30 9,65 1352 13,76 11,93 11,41 1243 8,67 16,12 6,19 7,42 6,19 5,92 5,60
RSD (%) 17321 17321 17321 12825 73,29 2680 16,80 1645 22,65 2314 1965 1832 20,72 14,10 28,02 9,24 10,73 9,14 8,63 8,22
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5 RAZPRAVA

5.1 Umeritvena premica za DPL v mediju z NasPOs s pH 6,8

Enacbo za umeritveno premico smo dolocali v mediju z volumskim razmerjem 3 + 1 =
0,1 M HCI + 0,2 M NasPOg, tj. medij z 75 % 0,1 M HCI ter 25 % 0,2 M NazPOg, katerega
pH je bil 6,8 +/- 0,05. Pripravili smo ve¢ raztopin DPL z znanimi razli¢nimi
koncentracijami DPL, z najvi§jo koncentracijo 140 mg/l. Pri tem smo Ze pri pripravi
raztopine s koncentracijo 80 mg/l opazili vidno zamotnitev raztopine, njena intenziteta pa
se je z naras¢anjem koncentracije raztopine vecala. Vzrok temu je takojsSnje obarjanje DPL
ob zvisanju pH medija na 6,8. VVsem pripravljenim raztopinam smo izmerili vrednosti
absorbanc, vendar pa smo v nadaljevanju za dolocCitev umeritvene premice upostevali le
vrednosti absorbanc raztopin, pri katerih smo dosegli linearnost rezultatov. To so bile
hkrati tudi raztopine, pri katerih ob dvigu pH na 6,8 nismo opazili vidne zamotnitve
raztopine. Zgornjo mejo koncentracije DPL, pri kateri smo $e dosegli linearnost rezultatov,
smo dolo¢ili s pomo¢jo grafiénega prikaza absorbanc pri valovni dolZini 292 nm, pri kateri
spekter DPL izkazuje svoj vrh. Ugotovili smo, da je vrednost absorbance 1,68 zadnja, pri
kateri smo Se dosegli linearnost rezultatov, in predstavlja vrednost absorbance raztopine s
koncentracijo DPL 71,33 mg/l. Ena¢bo premice smo zato dolo¢ili s podatki za obmodcje
vrednosti absorbanc pri valovni dolzini 292 nm do vrednosti 1,68. Zaradi prisotnosti dveh
vrhov v UV-VIS spektru DPL smo doloéili $e enacbo umeritvene premice z vrednostmi
absorbanc pri valovni dolzini 416 nm. Obe premici, skupaj z enacbo in kvadratom

Pearsonovega koeficienta korelacije, sta prikazani na sliki 4.
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Umeritveni premici
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Slika 4: Umeritveni premici DPL v mediju iz 75 % raztopine 0,01 M HCI in 25 % raztopine 0,2 M NazPOas. S
pomodjo rdece premice smo dobili enacbo umeritvene premice za vrednosti absorbanc pri 292 nm (enacbha
1), s pomocjo modre pa enacbo umeritvene premice za vrednosti absorbanc pri 416 nm (enacba 2).

5.1.1 Izracun koncentracij DPL

S pomocjo obeh enacb umeritvenih premic, predstavljenih na sliki 4, smo preracunali
rezultate absorbanc DPL (pri 292 nm in 416 nm) izbranega poskusa v vrednosti
koncentracij DPL in jih primerjali med seboj. Uporabili smo rezultate poskusa obarjanja
DPL iz prenasi¢ene raztopine, z izhodno koncentracijo DPL 145 mg/l, pri katerem smo
vzorce filtrirali skozi 0,2 um filter in jih red¢ili (poskus F2a). Primerjava koncentracij
DPL, izracunanih z enacbama obeh umeritvenih premic je predstavljena na sliki 5. Pri
izraGunu z enacbo 1 smo uporabili vrednosti absorbanc pri 292 nm, z enac¢bo 2 pa vrednosti

absorbanc pri 416 nm ter za vsako ¢asovno toc¢ko dobili dve vrednosti koncentracij DPL.

Izracun koncentracij DPL z dvema enacbama
umeritvenih premic
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Slika 5: Primerjava preracunanih koncentracij DPL v vzorcih s pomocjo enacbe 1 (vrednosti absorbanc pri
292 nm) oziroma enacbe 2 (vrednosti absorbanc pri 416 nm).

Vrednosti preracunanih koncentracij DPL, glede na razli¢ni enacbi umeritvenih premic, se

med seboj ne razlikujeta bistveno. Dobljeni koncentraciji sta med seboj primerljivi v
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zacetnih ¢asovnih tockah, s padanjem absorbanc pa so razlike med koncentracijama vecje.
Prav tako opazimo tudi ve¢je nihanje vrednosti koncentracij, izraunanih z enacbo 2,
predvsem po 20-ih minutah trajanja poskusa. Razlog temu so nizje vrednosti absorbanc pri
valovni dolzini 416 nm v primerjavi z vrednostmi absorbanc pri valovni dolzini 292 nm.
Ze minimalna napaka v meritvi absorbance, katere vrednost je Ze tako nizka, namre¢ zelo
vpliva na izracunano vrednost koncentracije DPL.

Zaradi omenjenih teZav in izredno nizkih vrednosti absorbanc pri 416 nm, predvsem pri
red¢enih vzorcih, smo za izraCun koncentracij pri vseh nadaljnjih poskusih uporabili
enacbo 1, ki uposteva vrednosti absorbanc pri valovni dolzini 292 nm. Pri izbrani enacbi
umeritvene premice smo linearnost rezultatov dokazali le za vrednosti absorbanc do 1,68,
kot smo opisali Ze zgoraj. Kljub temu pa smo jo za izra¢un koncentracij DPL uporabili tudi
pri poskusih, pri katerih so bile vrednosti absorbanc, predvsem v zacetnih ¢asovnih tockah,
izven obmoc¢ja umeritvene premice. Z nobeno vrednostjo absorbance se nismo bistveno
oddaljili od obmoc¢ja umeritvene premice, vseeno pa moramo zaradi omenjenega
odstopanja upostevati moznost napake v rezultatih v zacetnih ¢asovnih tockah. Dodatno
smo pri poskusih namesto medija s 75 % 0,1 M HCI in 25 % 0,2 M NazPOs s pH 6,8
uporabili medij z 0,01 M HCI in ustrezno koli¢ino NasPOg, s katero smo dosegli dvig pH
medija na 6,8. Razmerje obeh komponent medija pri poskusih torej ni bilo enako kot pri
pripravljenih raztopinah z znano koncentracijo DPL za dolocitev umeritvene premice,
vendar pa smo z dodatno pripravo nateht DPL v medijih, enakih kot pri izvedbi poskusov,

potrdili ustreznost umeritvene premice tudi za medij 0,01 M HCI z dodatkom NaszPOa.

5.2 "Orientacijska topnost™ dipiridamola

V preliminarnih poskusih doloc¢anja "orientacijske topnosti" DPL smo vzorce po koncu
24-urnega stresanja na termostatu in centrifugiranju izpostavili sobni temperaturi oziroma
jih do red¢enja ohranjali pri temperaturi 37 °C. Na sliki 6 so prikazane RSD vrednosti dveh
paralel dveh poskusov, ki se razlikujeta v vrednosti temperatur, katerima so bili
izpostavljeni vzorci DPL po kon€anem centrifugiranju. Pri paralelah, ozna¢enih z modro
barvo, smo po centrifugiranju v predhodno ogreti centrifugi na 37 °C vzorce za nekaj ¢asa
izpostavili sobni temperaturi, nato pa je sledilo redéenje z ustreznim medijem. Cas
izpostavitve vzorcev sobni temperaturi je variiral glede na Cas, potreben za pripravo
opreme za red¢enje in analizo vzorcev. Nasprotno smo paralele oznacene z rdec¢o celoten

Cas poskusa od zacetka stresanja na segretem termostatu do zacetka redCenja z medijem
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ohranjali pri temperaturi 37 °C, pri ¢emer ima pomembno vlogo predvsem takojSnje
red¢enje vzorcev. Na sliki 6 so prikazani le rezultati medijev, v katerih je bila po koncu
stresanja v vzorcu prisotna oborina DPL. Rezultate smo pridobili s spektrofotometrom z

uporabo kivete.

Vpliv temperature na ponovljivost rezultatov
"orientacijske topnosti** DPL

15
;\3 10 m 37°C --> sobna temperatura
E --> redCenje
D H37°C --> red¢enje
@
5
0

DMB DMB fosfatni DMB DMB
pH=7,5 pH=6,8 pufer pH=5 pH=4
pH=6.8

Medij

Slika 6: Vpliv temperature izpostavljenosti vzorcev DPL na ponovljivost dobljenih rezultatov "orientacijske
topnosti*.

Rezultati prikazujejo ponavljajo¢ trend visjih RSD vrednosti, tudi do 14 %, v vseh medijih
pri poskusih, pri katerih redéenja vzorcev nismo izvedli takoj po kon¢anem centrifugiranju,
ampak smo vzorce za nekaj Casa izpostavili sobni temperaturi. Z izvedenimi
preliminarnimi poskusi smo torej potrdili vpliv konstantne temperature vzorcev do
red¢enja na boljSo ponovljivost rezultatov. V skladu s tem smo pri nadaljnjih poskusih
dolocanja "orientacijske topnosti” DPL vzorce po zaklju¢enem centrifugiranju takoj red¢ili
s pripravljenim medijem.

V nadaljevanju smo vrednotili koncentracijo DPL v razli¢nih medijih po 24-ih urah in po
48-ih urah stresanja na termostatu pri 37 °C. Meritve absorbanc smo izvedli s
spektrofotometrom s pomocjo potopne sonde z opticnimi vlakni. Dobljeni rezultati so

prikazani na slikah 7 in 8.
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Koncentracija DPL po stresanju vzorcev
500 v medijih s pH pod 5,0

400
300
200

100

Cpp (Mg/l)

DMB pH=5 DMB pH=4 0.001M HCI
Medij

Slika 7: Koncentracija DPL ene paralele poskusa po 24-urnem (modri stolpci) in 48-urnem stresanju
vzorcev na 37 °C (rdeci stolpci). Na sliki so prikazani rezultati vzorcev, pripravljenih z mediji s pH pod 5,0.

Koncentracija DPL po stresanju vzorcev
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Slika 8: Koncentracija DPL ene paralele poskusa po 24-urnem (modri stolpci) in 48-urnem stresanju
vzorcev na 37 °C (rdeci stolpci). Na sliki so prikazani rezultati vzorcev, pripravljenih z mediji s pH nad 6,0.

Na slikah so prikazani le rezultati poskusov v medijih, v katerih je bila po kon¢anem
48-urnem stresanju prisotna oborina DPL, kar pomeni, da smo z izbrano natehto DPL
dosegli presezek topnosti DPL v izbranem mediju. Kljub visji natehti DPL v vzorcih z
mediji 0,1 M, 0,01 M HCI in DMB pH 3,0 se je celotna koli¢ina natehtanega DPL v teh
vzorcih namre¢ raztopila, zaradi Cesar dobljeni rezultati niso ustrezni. Po podatkih iz
literature naj bi bila ravnotezna topnost DPL v vodnem mediju s pH 1,0 okrog 53 mg/mL
(20). Natehta DPL 3 mg, ki smo jo pri vzorcu za ta medij uporabili v nasih poskusih, je
bila torej prenizka za dosego ravnotezne topnosti DPL. Glede na dobljene rezultate lahko
sicer sklepamo, da obarjanje DPL v medijih s pH nad 6,0 oziroma raztapljanje DPL v
medijih s pH pod 5,0 po 24-ih urah $e ni zaklju¢eno. Vrednosti koncentracij DPL po 48-ih
urah v medijih, s pH vi§jim od 6,0, so namre¢ nizje od vrednosti v istih medijih po krajSem
Casu. Predpostavljamo, da se DPL najprej verjetno raztopi v nekoliko visji koncentraciji od
svoje ravnotezne topnosti v izbranem mediju, temu pa sledi obarjanje, kar se kaze z
znizanjem koncentracije DPL po 48-ih urah stresanja vzorcev v medijih s pH nad 6,0.
Nasprotno je bilo v medijih s pH pod 5,0 torej pricakovano, da se DPL raztopi v ve¢jem

obsegu, zaradi boljse topnosti DPL v medijih z nizko pH vrednostjo. Le-to potrjujemo tudi
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z vrednostmi koncentracij DPL v medijih s pH pod 5,0 (slika 7) v primerjavi z vrednostmi
koncentracij DPL v medijih s pH nad 6,0 (slika 8). Dobljeni rezultati potrjujejo nadaljnje
raztapljanje DPL v medijih s pH pod 5,0, saj so koncentracije DPL po 48-ih urah stresanja
v teh medijih malenkost visje, kot po 24-ih urah stresanja. Glede na to in na dejstvo, da
poskusov topnosti DPL nismo izvedli pri Se daljSih ¢asovnih to¢kah, ne moremo sklepati
na to¢ne vrednosti ravnoteznih topnosti DPL v preiskovanih medijih, ampak imajo dobljeni
rezultati le orientacijsko vrednost, zaradi cesar v poskusih dolo¢eno topnost DPL

imenujemo "orientacijska topnost".

5.3 Spremljanje obarjanja DPL

Uporaba potopne sonde z opti¢nimi vlakni za meritve absorbanc vzorcev ima v primerjavi
z merjenjem absorbanc z uporabo kivete veliko prednosti, ki bistveno olajsajo delo.
Meritve lahko izvedemo brez vzorCenja in posledicno izgube vzorca, s konstantno
prisotnostjo sonde v preiskovani raztopini lahko koncentracijo dolo¢amo bolj pogosto. Z
odpravo vzoréenja se izognemo uporabi filtrov in topil, potrebnih za red¢enje vzorca.
Rezultate s potopno sondo pridobimo hitreje in v realnem casu, kar nam nadalje omogoci
obseznejse nabore podatkov za analizo (21).

Zaradi opisanih prednosti smo se pri izvedbi poskusov odlo¢ili, da bomo meritve
absorbanc DPL tudi sami izvedli s pomocjo potopne sonde z opti¢nimi vlakni. Poleg vseh
nastetih prednosti pa so dodatno v nasih poskusih tudi preiskovane koncentracije
ucinkovine v vzorcu teoreti¢no lahko visje (22), saj smo uporabili konico sonde s krajSo

dolZino poti merjenja, tj. 0,5 cm.

5.3.1 Preliminarni poskusi obarjanja DPL v delovni ¢asi

Ze v preliminarnih poskusih obarjanja DPL iz prenasi¢ene raztopine v delovni ¢asi smo
ugotovili, da je ponovljivost poskusov slaba. Pri izvedbi poskusov Z1 smo veckrat opazili
nehoteni premik delovne ¢ase po vodni kopeli in s tem tudi po magnetnem mesalu. Pri
poskusih smo uporabili magnet manjSe velikosti od premera case, zato bi premik ¢ase po
magnetnem mesalu lahko vplival tudi na premik magneta v njej. Posledi¢no bi s tem
povzrocili drugacno mesanje disperzije, kar bi lahko povzrocilo tudi drugacno obarjanje
DPL iz prenasi¢ene raztopine. Poskuse smo zato optimizirali s stiropornim obodom za
delovno ¢aso, s katerim smo omejili premik ¢ase po magnetnem mesalu. Skupaj s tem smo

se odlocili e za uporabo stiropornega pokrova z odprtinami za ¢aso. Odprtine na pokrovu
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so pripomogle k tem, da smo vzoréenje z brizgo oziroma merjenje absorbance s potopno
sondo z opti¢nimi vlakni neposredno v delovni ¢asi opravili na vedno enakem mestu v
delovni ¢asi. Z optimiziranimi poskusi Z2 smo izboljsali ponovljivost rezultatov, predvsem
v zacetnih ¢asovnih to¢kah, zato smo stiroporni obod za namestitev delovne ¢ase na vodno

kopel uporabili tudi pri vseh nadaljnjih poskusih.

5.3.2 Vpliv izhodne koncentracije DPL na obarjanje

V prvih poskusih smo testirali vpliv izhodne koncentracije DPL na obarjanje DPL. Pred
zaCetkom dela smo morali pripraviti nacrt poskusov, zato smo prvih nekaj poskusov
namenili izbiri ustrezne izhodne koncentracije DPL, primerne za sprozitev obarjanja DPL.
Pripravili smo raztopino 0,1 M HCI, v kateri smo raztopili DPL. Za dvig pH medija do pH
6,8, pri katerem smo predvidevali, da bo prislo do obarjanja DPL, smo uporabili 0,2 M
NasPOs. Za zacetek smo izvedli poskuse z zelo nizkimi izhodnimi koncentracijami DPL,
tj. okrog 40 mg/L, vendar obarjanja $e po eno-urnem spremljanju raztopine nismo dosegli.
Vrednosti absorbanc se namre¢ skozi celoten €as spremljanja raztopine DPL s potopno
sondo neposredno Vv raztopini niso spremenile. Preu¢evane koncentracije DPL so se ocitno
nahajale v obmocju pod tako imenovano kriticno koncentracijo, pod katero zaradi poCasne
nukleacije ne pride do znatnega obarjanja u¢inkovine (23). Zato smo se odlo¢ili za zvisanje
izhodne koncentracije DPL na 50 mg/l (poskus K1). Z izbrano koncentracijo smo obarjanje
dosegli, kljub temu pa smo se odlocili, da preverimo $e obarjanje DPL pri izhodnih
koncentracijah DPL 75 mg/l (poskus K2) in 110 mg/l (poskus K3). Ze ob izvedbi teh
poskusov smo opazili odvisnost poteka obarjanja DPL od izhodne koncentracije DPL.

V nadaljevanju smo podobne poskuse z razli¢nimi izhodnimi koncentracijami DPL izvedli
Se v drugem mediju. DPL smo raztopili v raztopini 0,01 M HCI, za dvig pH medija pa smo
prav tako uporabili 0,2 M NaszPOs. Z vsako izbrano izhodno koncentracijo DPL smo
izvedli 2-3 ponovitve poskusa, potek obarjanja DPL za vsak sklop poskusov pa je prikazan
na sliki 9. Oranzna krivulja predstavlja povprecje rezultatov poskusov z izhodno
koncentracijo DPL 65 mg/l (poskus K4), zelena povprecje rezultatov poskusov z izhodno
koncentracijo DPL 80 mg/l (poskus K5) in modra povprecje rezultatov poskusov z

izhodno koncentracijo DPL 100 mg/l (poskus K6).
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Vpliv izhodne koncentracije DPL na potek
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Slika 9: Vpliv izhodne koncentracije DPL na potek obarjanja v mediju B (raztopina 0,01 M HCI in 0,2 M
NasPO4) s pH = 6,8.

Kot najnizjo izhodno koncentracijo DPL v drugem sklopu poskusov smo izbrali 65 mg/l
(poskus K4), pri kateri je delez raztopljenega DPL v vzorcu padel pod 95 % po desetih
minutah po dodatku 0,2 M NasPOs. Takrat je Ze prislo tudi do vidnega nastanka delcev v
opazili nastanek delcev in delno zamotnitev vzorca ze v prvi minuti po dodatku 0,2 M
NasPO4. Kot je vidno na sliki 9 do hitrejSega padca koncentracije DPL oziroma vecje
hitrosti njegovega obarjanja pride pri poskusih z vi§jo izhodno koncentracijo DPL. To se
sklada tudi z literaturnimi ugotovitvami. Raziskovalci so na primeru indometacina namred
ugotovili, da je hitrost obarjanja pogojena z maksimalnim prenasi¢enjem ucinkovine v
raztopini, le ta pa dobro korelira z odmerkom ucinkovine. Z vi§jim odmerkom doseZzemo
vecje prenasicenje, ki ima mocen vpliv na hitrost nukleacije, dodatno pa tudi na hitrost
rasti kristalov (23). S slike 9, na kateri so prikazani rezultati poskusov obarjanja DPL z
razli¢nimi izhodnimi koncentracijami, pa lahko vidimo tudi, da se krivulje tudi po 40-ih
minutah trajanja poskusa Se ne prekrivajo med seboj. Glede na to lahko predvidevamo, da
se obarjanje DPL Se ni zakljucilo in da ravnoteZne topnosti DPL po 40-ih minutah Se

nismo dosegli.

5.3.3 Vpliv koncentracije NasPOs, uporabljenega za naalkaljenje raztopine,
na obarjanje DPL

Tekom izvajanja poskusov smo preverjali tudi vpliv razlicnih koncentracij NasPOa,
uporabljenih za dvig pH medija na 6,8, na potek obarjanja DPL. Pri tem smo kot kislo
komponento medija v poskusih uporabili 0,01 M HCI. Rezultati poskusov z izhodno

koncentracijo DPL 80 mg/l, pri katerih smo za naalkaljenje medija do pH 6,8 uporabili
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0,2 M (poskus K5), 0,4 M (poskus D1) oziroma 0,6 M NazPOs (poskus S1) so prikazani na
sliki 10.

Vpliv koncentracije dodanega Na;PO, za dvig pH medija na 6,8
na potek obarjanja DPL
100
-
a 0 1— dodatek 0.2 M
m 80 NFH
2 19 dodatek 0.4 M
2 0 NFH
g RS dodatek 0.6 M
N 50 NFH
L 40 7
30 —
20 . . . .
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Slika 10: Vpliv koncentracije NasPQO,, uporabljenega za naalkaljenje raztopine do pH 6,8, na potek
obarjanja DPL.

Rezultati poskusov so med seboj primerljivi, posebnega vpliva uporabljene visje
koncentracije bazicne komponente na obarjanje DPL pa nismo opazili. V nadaljnjih
poskusih smo zato za naalkaljenje medija uporabili eno izmed treh raztopin NasPOas, s
koncentracijo 0,2 M, 0,4 M oziroma 0,6 M.

5.3.4 Vpliv oborjenih delcev na vrednosti absorbanc

V sklopu poskusov, namenjenih optimizaciji merjenja absorbance s potopno sondo, smo
izvedli poskus, pri katerem smo potopno sondo namestili v delovno ¢aso in jo tam pustili
skozi celoten Cas trajanja poskusa. Tak nacin merjenja se ni izkazal kot uspeSen, saj so se
oborjeni delci DPL iz disperzije nabirali tako na sondi kot v rezi njene konice in s tem
motili meritve. Odlo¢ili smo se za spiranje sonde vsaki¢ pred analizo vzorca s potopno
sondo. Sondo smo sprali z etanolom in nato Se s preciS¢eno vodo, s katero smo odstranili
mozen zaostanek etanola na sondi. Rezultati tako izvedenih poskusov z izhodno
koncentracijo DPL 80 mg/l (poskusi D1) v primerjavi z rezultati poskusa brez spiranja
sonde prikazujejo uspesno odstranitev oborjenih delcev DPL iz reze konice sonde. Kljub
temu pa oborjeni delci DPL, prisotni v disperziji, v manjSem obsegu vseeno vplivajo na
obliko spektrov. S pomocjo slike 11, na Kkateri je prikazana oblika spektrov vzorca pri
poskusu D1c po 2-eh in po 30-ih minutah obarjanja DPL iz prenasiene raztopine z
izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l, lahko vidimo, da oborjeni delci povzrocijo

nazobcanost spektra predvsem v kasnejsih ¢asovnih toc¢kah in pri visjih valovnih dolzinah.
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Nastanek nazobcéanih spektrov ob prisotnosti oborjenih
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Slika 11: Primerjava oblike spektrov pred in po vidnem nastanku delcev v vzorcu.

Predvidevamo, da se oborjeni delci DPL, ki krozijo v disperziji, vseeno v manjs$i meri
ujamejo v rezo konice potopne sonde, kar se odraza kot rahla nazob¢anost spektrov. Vpliv
delcev na obliko spektrov oziroma na njihovo nazobéanost je bil Se vecji pri poskusih z
visjo izhodno koncentracijo DPL, kot na primer ze pri izhodni koncentraciji DPL 110 mg/I
(poskus K3). Zaradi vec¢je nazobcanosti spektrov so bili dobljeni rezultati poskusa K3
irelevantni, zato visjih izhodnih koncentracij DPL pri neposrednem merjenju s potopno
sondo v delovni ¢a8i v naSih poskusih nismo uporabili. Zaradi prisotnih delcev, ki so motili
merjenje, smo morali nekatere poskuse tudi pred¢asno zakljugiti.

Dodatno smo pri opisanih poskusih opazili tudi dvig bazne linije v kasnejSih ¢asovnih
tockah (slika 11), kar je podrobneje predstavljeno tudi na sliki 12. Na njej so predstavljene
vrednosti absorbanc v vzorcu pri valovni dolzini, pri kateri DPL ne absorbira UV-VIS
svetlobe. Ustrezno valovno dolZino smo dolo€ili sami s pomoc¢jo spektra DPL v raztopini
0,01 M HCI. Odlo¢ili smo se za valovno dolzino 550 nm. Primerjali smo rezultate poskusa,
pri katerem smo meritev s potopno sondo izvedli neposredno v disperziji brez vzoréenja
(poskus Dla) z rezultati poskusa, pri katerem smo vrednosti absorbanc pridobili z
meritvijo v vzorcu, predhodno filtriranem skozi 0,8 um filter (poskus R4a). Izhodna

koncentracija DPL je bila 80 mg/I.
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Vpliv delcev na vrednost absorbance pri valovni dolZini,
pri kateri kromofor ucinkovine ne absorbira
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Slika 12: Dobljena vrednost absorbance pri valovni dolzini 550 nm v odvisnosti od casa po zacetku
obarjanja.

Vrednost absorbance vzorca pri izbrani valovni dolzini, tj. 550 nm, bi morala biti, glede na
odsotnost kromofora, enaka 0. Vrednost absorbance je bila skozi celoten Cas trajanja
poskusa konstantna in le malenkost vi§ja od vrednosti 0 pri poskusu, pri katerem smo
vzorce predhodno filtrirali skozi 0,8 um filter. Nasprotno pa je prislo pri poskusu z
merjenjem absorbance neposredno v disperziji v 8-mi minuti po dvigu pH na 6,8 do dviga
absorbance. Vrednost absorbance je bila tudi v nadaljevanju poskusa vi§ja od izhodne
vrednosti absorbance pri tej valovni dolzini. Glede na teorijo Box-a in sodelavcev bi nasa
opazanja lahko pomenila prisotnost oborjenih delcev v disperziji med merjenjem. S
pomocjo ucinkovine imipramina so v raziskavi namre¢ ugotovili, da se na racun sipanja
svetlobe preko delcev v disperziji vrednost absorbance pri valovni dolzini, pri kateri
kromofor uc¢inkovine ne absorbira UV-VIS svetlobe, drasti¢no zvisa (8). V nasem primeru
je sprememba absorbance, glede na literaturne podatke pri poskusu z imipraminom (8),
minimalna, saj se zviSa le za 0,05 enote. Zaradi ponavljajocega trenda omenjenih razlik v
vrednostih absorbanc pri 550 nm, tudi pri ostalih poskusih, pa ne izklju¢ujemo moznosti,
da do razlik pride ravno zaradi prisotnih delcev v vzorcu.

Motnje pri merjenju absorbanc s potopno sondo, ki vplivajo na vrednosti absorbanc in jih
lahko lazno zviSajo so sicer preucevali tudi Van Eerdenbrugh in sodelavci, ki so ugotovili,
da motnje povzrocajo tako topne pomozne snovi v raztopini kot netopni delci pomoznih
snovi in tudi oborjeni delci same ucinkovine v preiskovani disperziji. Pri tem ne gre le za
vpliv sipanja svetlobe preko netopnih delcev na vrednosti absorbanc, ampak tudi za vpliv

absorpcije svetlobe s strani topnih pomoznih snovi v raztopini (21).
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5.3.5 Vpliv filtracije vzorcev na vrednosti absorbanc

V izogib delcem in njihovemu vplivu na obliko spektrov pri merjenju absorbance s
potopno sondo smo se odloéili za filtracijo vzorcev. Uporabili smo membranske filtre
razli¢nih velikosti por. Na sliki 13 je prikazana razlika v obliki spektrov nefiltriranih in
filtriranih vzorcev z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/I. Levi graf (z oznako A) prikazuje
spektre poskusa D1c, pri katerem smo absorbanco s potopno sondo merili neposredno v
disperziji, desni (z oznako B) pa spektre poskusa R4d, pri katerem smo vzorce pred

merjenjem absorbance filtrirali skozi 0,8 um filter.
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Slika 13: Primerjava UV-VIS spektrov vzorcev brez filtracije (graf A) in z filtracijo (graf B) oborjenih delcev
DPL.

S pomocjo zgornje slike vidimo, da spektri po filtraciji vzorcev niso ve¢ nazob¢ani, niti v
kasnejSih ¢asovnih tockah. S filtracijo vzorcev se torej vsaj v vecji meri izognemo vplivu
delcev na obliko spektrov in vrednosti absorbanc.

Pri izbiri filtrov za nadaljnje poskuse smo naleteli na vprasanje, katera velikost por filtra je
primerna za nasSe poskuse. S prvimi testi obarjanja DPL iz prenasi¢ene raztopine z izhodno
koncentracijo DPL 145 mg/l, pri katerih smo naalkaljenje raztopine dosegli z 0,2 M
NasPOs, smo preverili uporabo 0,2 pm (poskus Z1) in 0,8 pm filtrov (poskus F1) ter
opazili razliko v dobljenih rezultatih. Izbira velikosti filtrov namre¢ vpliva na vrednosti
absorbanc v zacetnih casovnih tockah. S filtracijo skozi razliéne velikosti filtrov
odstranimo doloceno Stevilo delcev, s ¢imer posledi¢no vplivamo na vrednosti rezultatov.
V nadaljevanju izvedbe poskusov smo zato v ve¢jem obsegu ponovili zgoraj opisana
poskusa, s to razliko, da smo naalkaljenje raztopine dosegli z 0,4 M NasPOj4 ter da smo za
filtracijo uporabili filtre z velikostjo por 0,2 um (poskus F2), 0,45 um (poskus F3) oziroma
0,8 um (poskus F4). Vzorcenje pri vseh poskusih smo opravili v enakih ¢asovnih tockah.

Rezultati so med seboj primerljivi, kar je prikazano na sliki 14.
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Primerjava rezultatov vzorcev,
filtriranih skozi razli¢ne velikosti filtrov
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Slika 14: Primerjava povprecij rezultatov vzorcev, filtriranih skozi razlicne velikosti filtrov.

Kot smo opazili Ze pri izvedbi prvih poskusov filtriranja vzorcev pri spremljanju obarjanja
DPL iz prenasi¢ene raztopine, se vrednosti absorbanc vzorcev po filtraciji z razli¢nimi
velikostmi por filtrov razlikujejo le v zacetnih ¢asovnih tockah. Pri primerjavi rezultatov
vseh treh sklopov poskusov opazimo visje vrednosti absorbanc v prvih dveh minutah po
dvigu pH na 6,8 pri vzorcih, ki smo jih filtrirali skozi filter z najvecjo velikostjo por. K
zviSanju absorbance, glede na literaturne podatke, sicer v najvecji meri prispevajo
raztopljena ucinkovina in prisotni nanodelci (21), zato bi v naSem primeru pricakovali
primerljive vrednosti rezultatov med vsemi tremi filtracijami. Prisotnosti nanodelcev v
preiskovani disperziji sicer nismo dolocevali vzporedno s spremljanjem absorbance DPL v
vzorcu, zato njihove prisotnosti v disperziji nismo potrdili. 1z omenjenega torej sklepamo,
da bi opazene visje vrednosti absorbanc pri filtraciji skozi ve¢je velikosti por filtrov lahko
pripisali prisotnim delcem v disperziji, ki vrednosti absorbanc lazno zviSajo, kot smo
opisali Ze v poglavju 5.3.4 Vpliv oborjenih delcev na vrednosti absorbanc.

Odloc¢ili smo se $e za izvedbo poskusov z 1,0 um filtri (poskus F5). Uporabili smo valjaste
filtre, namenjene vzorCenju vzorcev pri testih spro$Canja s kanilami oziroma z
avtomatskim vzorcevalnikom, vendar pa se ti v naSem primeru niso izkazali za najbolj
primerne. Ze v samem zaletku izvedbe poskusov F5 smo sicer pri¢akovali dolodena
odstopanja od ostalih poskusov filtracije vzorcev. Filtri se razlikujejo v samem mehanizmu
filtriranja, povr$ini namenjeni filtraciji in vrsti materiala. Dodatno so se poskusi razlikovali
tudi v samem nacinu filtriranja vzorcev. Pri membranskih filtrih smo vzorec zajeli s
pomocjo brizge in ga nato filtrirali, medtem ko smo pri valjastih vzorec filtrirali Ze ob
vzoréenju v brizgo. Kljub temu dobljeni rezultati niso pricakovani, saj so izmerjene

vrednosti absorbanc izredno nizke. Primerjava rezultatov vzorcev, filtriranih skozi
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membranski 0,8 um (poskus F4) in valjasti 1,0 um filter (poskus F5) je prikazana na sliki

15. Na grafu je poleg povprecja rezultatov prikazana tudi vrednost standardne deviacije.

Filtracija vzorcev skozi membranske 0,8 pm filtre
in skozi valjaste 1,0 pm filtre
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Slika 15: Primerjava povprecij treh paralel poskusov s filtracijo vzorcev skozi 0,8 um membranske filtre in
skozi valjaste 1,0 um filtre. 1zhodna koncentracija DPL pri poskusih je bila 145 mg/l.

V dolocenih ¢asovnih to¢kah so koncentracije DPL pri poskusu F5, s filtracijo vzorcev
skozi 1,0 um valjasti filter, dobljene s preratunom, celo negativne. Izbira valjastih filtrov
za filtracijo vzorcev pri naSih poskusih, glede na opisane razlike med obema vrstama
filtrov, torej ni bila ustrezna, zato dobljenih rezultatov nismo primerjali z ostalimi poskusi,

prav tako pa valjastih filtrov nismo ve¢ uporabili pri nadaljnjih poskusih.

5.3.6 Vpliv redCenja vzorcev na rezultate

Pri poskusih, pri katerih meritve absorbanc s potopno sondo ne izvajamo neposredno v
disperziji, ampak po filtraciji vzorcev v epruveti, je potrebna stabilizacija teh vzorcev pred
analizo. Z uspesno stabilizacijo zavremo nadaljnje obarjanje u¢inkovine v vzorcu in s tem
zagotovimo ustreznost rezultatov. Stabilizacija vzorca je pomembna predvsem pri
poskusih, kjer od vzoréenja do analize vzorca mine dolo¢en ¢as. Tako situacijo imamo v
primeru izvajanja poskusov na aparatu za spro$¢anje z avtomatskim vzoréevalnikom, kar je
eden pogosteje uporabljenih nacinov izvajanja testov raztapljanja. Preucevanje stabilizacije
vzorcev ze v zacetnih poskusih je zato nujno za uspesno delo. Tudi sami smo se odlocili za
stabilizacijo vzorcev, kljub temu, da smo vzorce naSih poskusov obarjanja sicer vzoréili
ro¢no in da je temu sledilo takojSnje merjenje absorbance s potopno sondo z opti¢nimi
vlakni. Stabilizacija vzorcev za daljSe ¢asovno obdobje zato ni bila potrebna, vseeno pa
smo jih zeleli stabilizirati za ¢as, potreben za analizo vzorcev. Podatke o ugodnem vplivu
razli¢nih medijev na zaviranje obarjanja DPL v vzorcu smo poiskali v literaturi. Porocajo o

redCenju filtriranih vzorcev (filtracija skozi 0,45 pum filter) z enakimi mediji, kot so
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uporabljeni pri poskusih obarjanja (4),(13) in 0 20-kratnem red¢enju z mobilno fazo, ki je
mesanica metanola in pufra NazHPOg4 (5). Spet drugi so, zaradi uporabe kompleksnejsih
medijev, centrifugirane vzorce stabilizirali z enako koli¢ino metanola (12). Zaradi
spremljanja hitrega dinami¢nega procesa obarjanja DPL smo se odlocili za filtracijo
vzorcev pri poskusih. Za kratkotrajno stabilizacijo filtriranih vzorcev smo uporabili
predhodno pripravljen medij, enak tistemu, v katerem smo izvajali poskus v delovni casi.
Tako pripravljen medij iz raztopine HCI in NasPOj4 je imel pH 6,8, enak pH pa je imel tudi
redCen vzorec. Z namenom preveritve ustreznosti medija za stabilizacijo vzorcev smo
spremljali spremembo vrednosti absorbanc tako red¢enega vzorca skozi doloCen Ccas.
Ugotovili smo, da se je vrednost absorbance po dveh urah stanja vzorca spremenila
minimalno v primerjavi z zacetnimi vrednostmi.

V nadaljevanju smo izvedli poskus, pri katerem smo vzorce z izhodno koncentracijo DPL
80 mg/l, filtrirali skozi 0,2 um filter in 5-krat red¢ili s predhodno pripravljenim medijem s
pH 6,8, ki je bil enak uporabljenemu pri samem poskusu (poskus R1). Z redéenjem smo
dosegli znizanje koncentracije DPL v vzorcu. To bi v primeru, ko DPL ni ve¢ v
prenasi¢enem stanju, teoreti¢no lahko povzro€ilo dodatno raztapljanje oborjenega DPL v
red¢enem vzorcu, vendar pa smo se s predhodno filtracijo vzorcev pri poskusu delno
izognili omenjeni tezavi. Poleg tega pa je topnost DPL pri tem pH nizka in se glede na
literaturo giblje okrog 6,5 ug/mL (6). Odsotnost delcev DPL po filtraciji vzorca smo
dodatno preverili s pomo¢jo poskusa R2 z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/I, pri katerem
smo filtrirane vzorce skozi 0,2 pum filter 5-krat redc¢ili z 0,01 M HCI in s tem dosegli
kon¢ni pH red¢enega vzorca 2,48. Topnost DPL je namre€ boljsa v kislih medijih, kar smo
dokazali tudi v poskusih dolo¢anja "orientacijske topnosti" DPL v razli¢nih medijih. V
mediju z boljso topnostjo DPL bi torej, zaradi raztapljanja delcev, manjsih od velikosti por
filtra, teoreti¢no lahko dosegli vi§je vrednosti absorbanc in posledi¢no vi§je vrednosti
izraCunanih koncentracij raztopljenega DPL. Rezultati, prikazani na sliki 16, kazejo na
primerljive rezultate med poskusi, kjer smo vzorce redcili z raztopino 0,01 M HCI in

poskuse, kjer smo vzorce red¢ili z medijem.
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Primerjava rezultatov filtriranih vzorcev,
redcenih z medijem oziroma z raztopino kisline
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Slika 16: Primerjava povprecij treh paralel poskusov(poskus R1 in R2) z razlicnimi nacini redcenja
filtriranih vzorcev.

Zeleli smo primerjati tudi koncentracije DPL med neredéenimi in red¢enimi vzorci, saj so
pri poskusih z izhodno nizjo koncentracijo DPL in 5-kratnim red¢enjem vzorcev vrednosti
absorbanc v kon¢nih Casovnih tockah dosegle precej nizke vrednosti (tudi okrog 0,040).
Zato smo spremljali primerljivost rezultatov red¢enih (poskus R3) in nered€enih vzorcev
(poskus R4) pri poskusih z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l. Vrednost pH tako
redéenih kot neredcenih vzorcev je bila 6,8. Skrbno smo nacrtovali poskuse in se nanje
pripravili, da smo jih lahko izvedli v najkrajSem moznem casu. NeredCeni vzorci so sicer
bolj dovzetni za nadaljnje obarjanje, vendar smo s filtracijo skozi 0,8 um filter odstranili
del delcev, ki bi lahko predstavljali kristalizacijska jedra za obarjanje DPL. Ob nacrtovanju
poskusov smo zato pri¢akovali podobne vrednosti izraCunanih deleZev raztopljenega DPL
med poskusi, z upoStevanjem moznosti vpliva napake pri merjenju na dobljene rezultate. Iz
slike 17 pa lahko vidimo, da so dobljeni rezultati visji pri poskusih R4 brez redcenja in so z
rezultati redCenih vzorcev poskusov R3 primerljivi le v obliki krivulje. Na sliki je

prikazana tudi standardna deviacija poskusov v posamezni ¢asovni tocki.
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Slika 17: Primerjava povprecij rezultatov 5-krat redcenih (poskus R3) in neredcenih vzorcev (poskus R4).
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Predvidevamo, da omenjena razlika v vrednostih koncentracij DPL ni posledica napak v
meritvi red¢enih vzorcev zaradi nizkih vrednosti absorbanc, saj se krivulji ne prekrijeta v
nobeni ¢asovni tocki. Zaradi mozne prisotnosti manjsih oborjenih delcev DPL, ki jih s
filtracijo nismo odstranili iz vzorcev, bi lahko sklepali na lazno zviSanje absorbanc
neredcenih vzorcev. Dobljeni spektri neredéenih vzorcev sicer niso nazobcani, kljub mozni

prisotnosti delcev, in so primerljivi z obliko spektrov red¢enih vzorcev.

5.3.7 Vpliv delovnega sistema na potek obarjanja DPL

V sklopu nasih poskusov smo naredili tudi primerjavo med rezultati poskusov obarjanja
DPL v delovni ¢asi in tistimi, pridobljenimi s poskusi obarjanja v aparatu za sproscanje
USP Il. Enaka poskusa z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l, z meSanjem disperzije na
100 rpm in s konstantno temperaturo disperzije 37 °C smo izvedli tako v aparatu za
sprosc¢anje USP II (poskus S2) kot v delovni ¢asi (poskus S1). Bistvena razlika pri izvedbi
poskusov je bila v volumnu medija ter v na¢inu mesanja disperzije, zaradi razli¢ne oblike
posode in meSalnega telesa pri obeh sistemih. Merjenje absorbance smo izvajali s potopno
sondo neposredno v posodi oziroma ¢asi v enakih ¢asovnih to¢kah. Povprecji rezultatov
poskusov v obeh delovnih sistemih, skupaj z vrednostmi standardnih deviacij, sta prikazani
na sliki 18.

Vpliv delovnega sistema na ponovljivost rezultatov
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Slika 18: Vpliv delovnega sistema na ponovljivost rezultatov obarjanja DPL.

Opazili smo boljSo ponovljivost poskusov, narejenih z uporabo aparata za spros¢anje USP
I1. Dobljene vrednosti RSD pri poskusih v delovni ¢asi so namre¢ visje in kljub petkratni
ponovitvi poskusa znasajo tudi do 13 %, medtem ko v USP II RSD vrednosti povprecja
treh paralel ne presezejo 4 %. Sklepamo lahko na velik vpliv delovnega sistema za izvedbo

poskusa na ponovljivost rezultatov. Najvecjo tezavo pri poskusih v c¢asi verjetno
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predstavlja mesanje disperzije v vedno isti toc¢ki v ¢asi, saj ze minimalna nepazljivost
povzro¢i premik vodne kopeli po magnetnem mesalu in s tem tudi ¢aSe. Spremeni se lahko
celotna dinamika meSanja disperzije, kar bi lahko vplivalo tudi na ponovljivost rezultatov.
Poleg tega vsak poseg v preiskovano disperzijo tekom izvedbe poskusa povzro¢i dolo¢eno
spremembo. Tu mislimo predvsem na poseganje v disperzijo s potopno sondo, vendar pa je
le-to prisotno pri obeh sklopih poskusov, tako S1 kot S2. Poseganje v disperzijo s potopno
sondo v vsaki Casovni tocki je nujno, zato smo pri delu s sondo stremeli k enakim
¢asovnim toCkam merjenja absorbance ter k potopitvi potopne sonde na vedno isto mesto vV
posodi 0ziroma ¢asi.

Poleg slabse ponovljivosti rezultatov so se razlike med rezultati poskusov v obeh sistemih
kazale tudi v koncentracijah raztopljenega DPL v vzorcih, predvsem pri poskusih z
dodanim HPMC. Velika razlika med izmerjenimi vrednostmi je prikazana na sliki 19, na
kateri sta prikazani povprecji rezultatov obarjanja DPL v delovni ¢asi (poskus P1) in v
aparatu za sprosSc¢anje USP II (poskus S3) ob prisotnosti polimera HPMC v masnem

razmerju z DPL 1 + 1, skupaj z vrednostmi standardnih deviacij.
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Slika 19: Primerjava povprecij poskusov obarjanja DPL v delovni ¢asi (poskus P1) in v aparatu za
sproSc¢anje USP II (poskus S3) ob prisotnosti HPMC v disperziji, v masnem razmerju 1+1.

RSD vrednosti poskusov so tudi v tem primeru visje pri poskusih, izvedenih v delovni ¢asi.
Rezultati sicer kaZzejo na pocasnejsi zacetek obarjanja pri poskusih v aparatu za spros¢anje
USP Il. Na razli¢en potek obarjanja bi lahko vplival razlicen na¢in mesanja disperzije. Pri
aparatu za sprosc¢anje USP II se meSanje izvaja s pomocjo veslastega meSala, v delovni
¢aSi pa s pomocjo ovalnega magneta. Dodatno se s tem spremeni Ze sama postavitev
mesalnega telesa. Predvidevamo tudi, da Kkljub istim nastavitvam obratov mesanja,
hidrodinamika disperzije med napravama ni primerljiva zaradi razlicnih volumnov medija,

razli¢ne velikosti in oblike posode ter razli¢ne pozicije mesanja dispezije.
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5.3.8 Vpliv hitrosti mesanja disperzije na potek obarjanja DPL

V nadaljevanju smo pri poskusih spremljanja obarjanja DPL v delovni ¢asi hitrost meSanja
disperzije v delovni ¢aSi bistveno povecali tako, da je bila le-ta primerljiva s hitrostjo
mesanja disperzije na analizatorju velikosti delcev. Poleg lazje primerjave rezultatov
velikosti oborjenih delcev, dobljenih z obema metodama, smo s poskusi spremljanja
obarjanja DPL v delovni ¢asi dobili tudi podatek o vplivu hidrodinamike disperzije na
potek obarjanja DPL. Primerjava poteka obarjanja DPL z izhodno koncentracijo 145 mg/l
pri vi§ji, tj. 1200 rpm (poskus M1), in nizji hitrosti meSanja, tj. 100 rpm (poskus F3), je

predstavljena na sliki 20. Pred analizo vzorcev smo le-te filtrirali skozi 0,45 pum filtre in

redcili.
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Slika 20: Vpliv hitrosti mesanja disperzije na potek obarjanja DPL iz prenasicene raztopine: meSanje
disperzije pri 100 rpm (poskus F3) oziroma pri 1200 rpm (poskus M1).

Zaradi intenzivnejSega meSanja disperzije pri visjih obratih mesanja, je prislo do hitrejSega
zaCetka obarjanja DPL in posledi¢no hitrejSega padca krivulje v zaletnih ¢asovnih tockah.

Skladno s tem je razlika med rezultati vzorcev, filtriranih skozi 0,45 pm (poskus F3) in
skozi 0,8 um filter (poskus F4), v primeru mesanja disperzije na nizjih obratih v prvih dveh

minutah bolj opazna, kot v primeru hitrejSega mesanja. Omenjena razlika je prikazana na
sliki 21.
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Vpliv razli¢ne hitrosti meSanja in filtracije vzorca skozi
razli¢ne velikosti filtrov na dobljene rezultate
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Slika 21: Vpliv hitrosti meSanja in filtracije vzorcev skozi 0,45 in 0,8 um filtre na dobljene rezultate v
zacetnih casovnih toc¢kah. Na sliki so prikazana povprecja treh paralel poskusov, pri katerih smo disperzijo
meSali na 100 rpm in vzorce filtrirali skozi 0,45 um (poskus F3) oziroma skozi 0,8 um filtre (poskus F4) in
povprecja treh paralel poskusov, pri katerih smo disperzijo mesali na 1200 rpm ter vzorce filtrirali skozi

0,45 um (poskus M1) oziroma skozi 0,8 um filtre (poskus M2). Na grafu je prikazana tudi standardna

deviacija poskusov v posamezni casovni tocki.

Razlik med filtracijo s filtroma razli¢nih velikosti ne opazimo pri poskusu s hitrej$im
mesanjem disperzije. To bi lahko pripisali oborjenim delcem DPL, ki so zZe takoj ob dvigu
pH medija na 6,8, vecji oziroma man;jsi od velikosti delcev, katere iz vzorca odstranimo s
filtri. Razlika v naklonu krivulj na sliki 21 med poskusi pri obeh hitrostih mesanja
dokazuje hitrejse obarjanje DPL v primeru hitrejSega meSanja disperzije. Vecja

intenzivnost mesanja torej vpliva na hitrost in na potek obarjanja DPL.

5.3.9 Vpliv dodanih polimerov na potek obarjanja DPL

V sklopu poskusov obarjanja DPL smo spremljali tudi vpliv dodanih polimerov v
raztopino na njegovo obarjanje. V nasih poskusih smo uporabili polimera HPMC HME
15LV ter PVP 17PF, v masnem razmerju z DPL 1 + 1. Uporabljena koncentracija
polimerov v raztopinah je bila enaka za HPMC in PVP in je znasala le 0,008 %, zaradi
Cesar smo vpliv viskoznosti na zaviranje obarjanja DPL lahko zanemarili. ZviSanje
viskoznosti je sicer eden izmed treh najpomembne;js$ih mehanizmov delovanja polimerov in
je od drugega mehanizma, tj. tvorbe molekulskih interakcij med uc¢inkovino in polimerom,
moc¢no odvisen (opisano v poglavju 1.3.1 Vpliv polimerov na prenasicenje dipiridamola).

Vpliv HPMC (poskus P1) in PVP (poskus P2) na zaviranje obarjanja DPL iz prenasi¢ene
raztopine z izhodno koncentracijo DPL 80 mg/l je prikazan na sliki 22. Na sliki je za
primerjavo prikazan Se poskus obarjanja DPL brez prisotnosti polimera (poskus S1).

Posamezna krivulja prikazuje povprecje poskusov skupaj s standardnimi deviacijami.
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Vpliv polimerov na potek obarjanja DPL
iz prenasicene raztopine
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Slika 22: Vpliv HPMC (poskus P1) in PVP (poskus P2) na obarjanje DPL ob dvigu pH medija na 6,8.

Zaradi predvidenega majhnega vpliva polimera na viskoznost raztopine, predvidevamo, da
je ucinkovitost polimera odvisna predvsem od njegovih molekulskih interakcij z DPL. Za
primer HPMC so Vora in sodelavci s pomo¢jo rezultatov FT-IR analize ugotovili, da bi
med hidroksilno skupino HPMC in C-N skupino DPL lahko pri$lo do tvorbe vodikovih
vezi (6). Posledi¢no tudi predvidevamo, da je opisana interakcija med DPL in HPMC
razlog za upocasnjeno obarjanje DPL v kombinaciji s HPMC glede na hitrost obarjanja
samega DPL. Nasprotno pa rezultati poskusov z dodatkom PVP kaZejo na hitrejSe
obarjanje DPL v primerjavi z obarjanjem same uc¢inkovine. Kot smo opisali ze v poglavju
1.3.1 Vpliv polimerov na prenasicenje dipiridamola, molekulskih interakcij med PVP in
DPL niso zaznali (6), dodatno pa zaradi nizke koncentracije polimera v raztopini z njim
tudi nismo vplivali na viskoznost. Pri¢akovali bi torej enak potek krivulje kot pri samem
DPL, vendar pa je v nasih poskusih dodatek PVP pospesil obarjanje DPL. Pri nadaljevanju
poskusov bi bilo smiselno razmisliti o zviSanju koncentracije PVP v raztopini, saj bi s tem
vplivali na viskoznost raztopine, s ¢imer bi lahko tudi s PVP vplivali na zaviranje obarjanja
DPL.

5.4 Porazdelitev velikosti delcev

5.4.1 Preliminarni testi dolo¢anja velikosti delcev DPL na analizatorju

velikosti delcev

Z namenom spremljanja spremembe velikosti delcev DPL v disperziji ob dvigu pH
raztopine DPL v HCI na 6,8 smo izvedli poskuse na analizatorju velikosti delcev. Ze pri
poskusih spremljanja vpliva koncentracije DPL na hitrost obarjanja v delovni ¢asi s sondo

smo opazili pocasnejse obarjanje v primeru nizjih izhodnih koncentracij DPL, hkrati pa s
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prenizkimi koncentracijami obarjanja nismo dosegli. Pri naértu poskusov na analizatorju
velikosti delcev smo omenjena opazanja upostevali in se odlo¢ili za izvedbo poskusov z
rahlo vi§jo koncentracijo od tiste, pri kateri smo obarjanje ze dokazali s poskusi v delovni
¢asi. Izbrana izhodna koncentracija DPL je bila 60 mg/L. Obarjanje je potekalo zelo
pocasi, prav tako pa nismo dosegli ustrezne vrednosti faktorja zatemnitve. Aparat meri
faktor zatemnitve, na podlagi katerega lahko preverimo ustreznost koncentracije vzorca za
merjenje porazdelitve velikosti delcev. Od zatemnitve je namre¢ odvisna zanesljivost
rezultatov. Najprimernej$a vrednost faktorja zatemnitve je od 10 do 30 % (17). Pri poskusu
z izhodno koncentracijo DPL 60 mg/l je bila vrednost faktorja zatemnitve nizja od 10 %,
zato dobljeni rezultati niso relevantni. Odlocili smo se za izvedbo novih poskusov z
dvigom izhodne koncentracije DPL na 80 mg/L. S tem smo povzrocili hitrejSe obarjanje
DPL v disperziji, vrednosti faktorja zatemnitve pa so bile Se vedno niZje od 10 %. Glede na
prenizke vrednosti faktorja zatemnitve in glede na dobljene spektre porazdelitve velikosti
delcev, ki prikazujejo ve¢ vrhov velikosti delcev (slika 3), smo se zato odlocili $e za dvig
izhodne koncentracije DPL na 145 mg/L.

Poleg osnovnega namena izvajanja poskusov smo tekom le-teh zbrali podatke tudi o
omejitvah samega analizatorja velikosti delcev. Med izvajanjem poskusov smo pri ve¢jem
Stevilu poskusov ze v zacetnih ¢asovnih tockah opazili dodaten vrh v grafu, velikosti nad
300 pum, le-ta pa je bil prisoten $e skozi celoten Cas trajanja poskusa. Vrednosti v tem

velikostnem razredu predstavljajo lo¢en vrh na grafu, kot je vidno tudi na sliki 23.

3D model porazdelitve velikosti delcev DPL
ob dvigu pH medija na 6,8 v odvisnosti od ¢asa
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Slika 23: 3D model spremembe velikosti delcev pri obarjanju DPL iz prenasicene raztopine v mediju s pH =
6,8 v odvisnosti od ¢asa. 1zhodna koncentracija DPL je bila 145 mg/I.

Teoreti¢no je razlogov za dodaten tretji vrh v grafu lahko ve¢. Zaradi prisotnosti vrha ze v

zacetnih ¢asovnih tockah, bi ta teoreti¢no lahko predstavljal e neraztopljene delce DPL,
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vendar pa smo pri pripravi raztopine DPL le-to izpostavili tudi ultrazvoku. Posledi¢no
predvidevamo, da se je DPL med pripravo raztopine popolnoma raztopil. Prav tako v
vzorcu pred izvedbo poskusov ni bilo vidnih delcev. Glede na to predvidevamo, da bi
dodaten vrh lahko pripadal zra¢nim mehurékom, prisotnim v celici, kjer poteka merjenje
vzorca. Na mozen pojav zra¢nih mehurckov v pretocnem sistemu analizatorja so opozorili
ze v prirocniku za uporabo aparata Mastersizer. Kot mozno resitev so predlagali
izpostavitev vzorca ultrazvoku za minuto ali dve in nekaj minutno kroZenje vzorca po
pretoénem sistemu pred njegovo analizo (17). Pri vzorcih s konstantno velikostjo delcev je
tak pristop ustrezen, nasprotno pa pri analizi dinami¢nega procesa, kot je obarjanje DPL, z
njim ne reSimo omenjene tezave. Tretji teoreticni razlog za prisotnost dodatnega tretjega
vrha v grafu pa bi lahko bili oborjeni delci DPL. Pri tem mislimo predvsem na oborjene
delce, ki nezeleno zastajajo na steni celice, in na katere bi se sCasoma lahko prilepili
dodatni oborjeni delci, ves skupek pa bi v dolo¢eni ¢asovni to¢ki pri meritvi lahko videli
kot en velik delec v vzorcu. Glede na dejstvo, da ti dodatni nezeleni delci v celici
predstavljajo lo¢en vrh na grafu (slika 23), bi se s preracunom dobljenih rezultatov verjetno
lahko izognili njihovemu vplivu na rezultate. Vrh bi namre¢ lahko obravnavali kot motnjo,
ki jo upostevamo pri prera¢unu volumskih vrednosti delezev dejansko oborjenih delcev, Saj
Vv nasprotnem primeru prisotnost dodatnega vrha mo¢no spremeni volumske deleze ostalih,
predvsem manjsih delcev. Opisana tezava je izrazito opazna pri poskusu A2a, pri katerem
dobimo primerljive rezultate z ostalimi paralelami Sele po preracunu dobljenih vrednosti
delezev velikosti delcev, Kjer smo kot 100 % deleZ upostevali le delce do velikosti 160 um.
To velikost delcev smo si za preracun izbrali, saj je v spektru porazdelitve velikosti delcev
pri poskusu A2a nad velikostjo 160 um skozi celoten ¢as poskusa viden lo¢en tretji vrh. Na
sliki 24 so prikazane vrednosti, dobljene direktno z analizatorjem velikosti delcev (oranzna
krivulja) ter vrednosti po preracunu (rdeca krivulja). Dodatno so za primerjavo prikazani se
rezultati dveh paralel enakega poskusa (zelena in modra krivulja). Na grafu so za vse
predstavljene paralele, razen za paralelo A2a dobljeno po preraunu, prikazani deleZi
delcev velikosti 30 - 260 um. Ta velikostni razred smo namre¢ uporabili pri analizi
rezultatov tudi pri vseh nadaljnjih poskusih, saj je v vecini primerov vrednost 260 um
predstavljala najvecjo velikost oborjenih delcev DPL oziroma vrednost, pri kateri se je
koncal drugi vrh v spektru. Zaradi omenjene razlike v velikostnih razredih prikazanih
rezultatov je vrednost deleza delcev velikosti 30 — 160 um pri paraleli A2a po preracunu,

prikazana tudi na sliki 24, verjetno rahlo nizja od dejanske, kljub temu pa se z
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izraCunanimi vrednostmi bolj priblizamo vrednostim ostalih paralel poskusa (na sliki sta
zaradi boljse preglednosti prikazani le paraleli A2b in A2d). Krivulja vrednosti brez
preracuna se namre¢ bistveno razlikuje od ostalih paralel, pri katerih v vecini ni bilo

prisotnega dodatnega vecjega vrha v spektru.

Primerljivost rezultatov z ostalimi paralelami enakega poskusa
60 pred in po prerac¢unu dobljenih vrednosti
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Slika 24: Slika prikazuje primerljivost rezultatov paralele A2a z ostalimi paralelami enakega poskusa pred
in po preracunu dobljenih vrednosti. V odvisnosti od casa je prikazana sprememba volumskih delezev delcev
velikosti 30 — 260 um, izrazenih glede na celotno kolicino delcev v disperziji DPL, za paralelo A2a po
preracunu pa so prikazani volumski delezi delcev velikosti 30 — 160 um.

Tezavo, ki smo jo opazili med izvedbo poskusov, pa nam je predstavljala tudi ponovljivost
rezultatov paralel poskusov med dvema casovnima obdobjema. Vel paralel enakega
poskusa smo namre¢ izvajali v dveh kraj$ih ¢asovnih obdobjih, s priblizno mese¢nim

razmikom. Natancnejsi prikaz izvajanja poskusov je prikazan v preglednici XXXIII.

Preglednica XXXIII: Casovnica izvajanja poskusov porazdelitve velikosti delcev DPL na analizatorju
velikosti delcev. Poskuse smo izvajali v dveh casovnih obdobjih, s 3-4 tedenskim razmikom.

Oznaka poskusa Pzzlralele izvedene v 1. Pzzlralele izvedene v 2.
c¢asovnem obdobju c¢asovnem obdobju
Al Ala-Ale /
A2 A2a-A2d A2e-A2h
A3 A3a-A3c A3d-A3f
Ad Ada-Adc A4d-Adf

Pricakovali smo primerljive vrednosti dobljenih rezultatov med paralelami, kljub
¢asovnemu razmiku, vendar pa so med trendi krivulj opazne razlike, kar je prikazano tudi
na sliki 25. Prikazani so rezultati izbranih paralel poskusa dolocanja velikosti delcev
(poskus A2) pri obarjanju DPL iz prenasi¢ene raztopine z izhodno koncentracijo DPL
145 mg/l. Za dvig pH medija na 6,8 smo uporabili 0,4 M NasPOs, disperzija pa se je v

celici mesala s hitrostjo 1200 rpm.
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Slika 25: Ponovljivost rezultatov poskusa dolocanja velikosti delcev A2. Na grafu A je prikazana sprememba
volumskih delezev delcev velikosti 30 — 260 um, izraZenih glede na celotno kolicino delcev v disperziji DPL
in na grafu B sprememba volumskih delezev delcev velikosti 0 — 2 um.

Rezultati paralel, narejenih v 2. ¢asovnem obdobju, odstopajo od rezultatov paralel,
narejenih v 1. ¢asovnem obdobju. Iz slike 25 je vidno, da je delez vecjih delcev, tj. 30 —
260 pum, visji pri paralelah, narejenih z eno-mese¢nim zamikom, nasprotno pa je delez
manjsih delcev, tj. 0 — 2 pm, nizji. Zaradi omenjene razlike v rezultatih paralel enakega
poskusa, izvedenih v dveh casovnih obdobjih, smo pri izraCunu povprecja paralel,
standardne deviacije in RSD, ki so prikazani na slikah v nadaljevanju naloge, upostevali le
rezultate paralel, narejenih v prvem ¢asovnem obdobju. Podobne trende rezultatov sicer
dobimo tudi s primerjavo poskusov, narejenih v drugem ¢asovnem obdobju. Delno lahko
neprimerljivost rezultatov razlozimo z izmerjeno vrednostjo faktorja zatemnitve. Kot smo
zapisali ze zgoraj, je najprimernej$a vrednost faktorja zatemnitve med 10 in 30 % (17), kar
smo s paralelami, narejenimi v prvem ¢asovnem obdobju brez tezav dosegali skozi celoten
¢as poskusov. Vrednosti faktorja zatemnitve so se pri teh poskusih v zacetnih ¢asovnih
tockah namre¢ gibale med 9 — 28 %. Pri paralelah, narejenih kasneje, pa so bile vrednosti
faktorja zatemnitve med 5 — 10 %, kljub enaki izhodni koncentraciji in naéinu izvajanja
poskusa. Glede na to bi lahko sklepali na manjSo zanesljivost dobljenih rezultatov. Kljub
temu pa nam vrednosti povprecij, standardnih deviacij in RSD vrednosti za paralele
poskusov, izvedenih v drugem c¢asovnem obdobju, prikazujejo podobno ponovljivost

rezultatov kot smo jo dosegli s poskusi v prvem ¢asovnem obdobju.

5.4.2 Vpliv hitrosti mesanja disperzije na velikost delcev DPL

S poskusi na analizatorju velikosti delcev smo preverjali vpliv hitrosti mesanja disperzije
na spremembo velikosti oborjenih delcev DPL v mediju s pH = 6,8. Pri tem smo uporabili

hitrosti meSanja 1200 in 1000 rpm. Hitrost meSanja disperzije 1000 rpm predstavlja
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najnizjo hitrost mesanja medija, pri kateri nismo opazili prisotnih zra¢nih mehurckov v
cevkah. Rezultati poskusov mesanja disperzije pri 1000 rpm (poskus A4) oziroma 1200

rpm (poskus A2) so prikazani na sliki 26.

Vpliv hitrosti meSanja disperzije na spremembo velikosti delcev DPL
ob dvigu pH medija na 6,8
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Slika 26: Rezultati povprecij porazdelitve velikosti delcev pri poskusu z mesanjem disperzije pri 1200 rpm
(poskus A2) in pri 1000 rpm (poskus A4).

Rezultati poskusov kazejo na dolo¢eno razliko v velikosti delcev pri obeh hitrostih
mesanja. DeleZ delcev velikosti 0 — 2 um pri pocasnejSem mesanju disperzije je manjsi v
primerjavi s tistim pri hitrejSem, posledi¢no pa je delez delcev velikosti 30 - 260 pm vecji.
Glede na vrednosti RSD je ponovljivost rezultatov poskusov A4 z meSanjem disperzije pri
1000 rpm boljSa v primerjavi s ponovljivostjo rezultatov poskusov A2 z meSanjem
disperzije pri 1200 rpm.

Na analizatorju velikosti delcev so visoke hitrosti mes$anja sicer nujne za ustrezen pretok
vzorca skozi celico, v kateri poteka merjenje, medtem ko pri meSanju z magnetnimi mesali
(kot v primeru spremljanja obarjanja v ¢a$i) tako visokih obratov meSanja ponavadi ne
uporabljamo. Kot smo Ze predstavili v nalogi (poglavje 5.3.8 Vpliv  hitrosti mesanja
disperzije na potek obarjanja DPL), pa smo zaradi zelje po korelaciji rezultatov poskusov
obarjanja DPL v delovni ¢asi z rezultati, dobljenimi z analizatorjem velikosti delcev, tudi
poskuse v delovni ¢asi izvedli pri hitrosti meSanja 1200 rpm. Ugotovili smo, da obarjanje
DPL pri vi§jih hitrostih meSanja poteka prehitro za Se bolj pogosto vzorcenje vzorca iz
delovne case, filtracijo in redCenje, s katerim bi dobili rezultate v enakih ¢asovnih tockah,
v katerih smo izvajali meritve na analizatorju velikosti delcev. Korelacija med obema

izvedenima metodama je zato otezena.
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5.4.3 Prisotnost nanodelcev

Poleg dolocitve velikosti delcev DPL z analizatorjem delcev pri spremljanju obarjanja iz
prenasi¢ene raztopine smo pri analizi rezultatov Zeleli preveriti tudi morebiten nastanek
nanodelcev DPL v disperziji ob dvigu pH na 6,8. Uporabljena leCa analizatorja zaznava
delce velikosti od 50 nm do 880 um, kar predstavlja zelo Siroko obmocje velikosti delcev.
To smo pri izvedbi naSih poskusov tudi Zeleli, saj smo spremljali velikost delcev pri
obarjanju DPL in smo zeleli pri meritvah zajeti ¢im vecje obmocje velikosti delcev.

Glede na rezultate poskusov, dobljene z analizatorjem velikosti delcev z izbrano leco, pride
do nastanka nanodelcev, z velikostjo 50 — 100 nm, po minuti in pol meSanja vzorca v
mediju s pH = 6,8. Do takrat torej delcev v vzorcu ni oziroma so premajhni, da bi jih
analizator zaznal. Dodatno smo pri analizi rezultatov primerjali nastanek nanodelcev DPL
med poskusi z razlicno hitrostjo mesanja disperzije v celici. Glede na spodnjo sliko 27
predvidevamo, da bi hitrost meSanja disperzije lahko imela vpliv na nastanek nanodelcev,
predvsem na njegov potek v zacetnih ¢asovnih tockah. Dolocena razlika med vzorci, ki so
se mesSali s hitrostjo 1000 rpm (poskus A4) in tistimi, ki so se meSali s hitrostjo 1200 rpm
(poskus A2), se namre¢ opazi v drugi minuti ob dvigu pH medija na 6,8, kjer so volumski

delezi nanodelcev v disperziji s po¢asnejSim meSanjem nizji.

Prisotnost nanodelcev DPL ob dvigu pH medija na 6,8
; 1/E/H 7{ i 1200 rpm
i/ I ’4 1 —8—1000 rpm
05 T i
0,0 4~Z/J — : : .
0 2 4 Zas (min) 6 8 10

Slika 27: Primerjava povprecij volumskih delezev delcev DPL, velikosti 50 — 100 nm, pri obarjanju DPL ob
dvigu pH medija na 6,8 v odvisnosti od ¢asa pri dveh hitrostih meSanja disperzije.

Vsekakor pa se moramo zavedati, da vsaka napaka pri opravljeni meritvi lahko pomeni
veliko spremembo v vrednosti deleZev nanodelcev, saj so le-ti v obmocju 0,5 - 1,2 % vseh
delcev. Prisotnost vecjih delcev namre¢ zelo zniza izracunan delez manjsih delcev, saj
govorimo o volumskem in ne o $tevilénem delezu delcev. V primeru, ko imamo v vzorcu
enako Stevilo manjsih in velikih delcev, bo volumski rezultat kazal v prid ve¢jim delcem,

medtem ko bo deleZ manjSih delcev minimalen. S tem bi si lahko razlagali tudi visoke
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RSD vrednosti povprecij poskusov mesanja disperzije pri razli¢nih hitrostih, prikazanih na

sliki 27.

5.4.4 Vpliv koncentracije NasPOas, uporabljenega za dvig pH medija, na

velikost delcev

Drugi sklop poskusov na analizatorju velikosti delcev smo izvedli z namenom preverjanja
vpliva razliénih koncentracij dodane baze na velikost oborjenih delcev DPL. Uporabili smo
0,2 M (poskus Al), 0,4 M (poskus A2) in 0,6 M NazPOs (poskus A3), pri Cemer smo z
vsemi dosegli kon¢ni pH raztopine 6,8.

Razlik med poskusi z razli¢nimi koncentracijami uporabljenega NasPO4 nismo opazili, kar
je prikazano tudi na sliki 28. Moramo pa se zavedati, da so RSD vrednosti znotraj
posameznih sklopov poskusov v dolo¢enih tockah zelo visoke (zaradi vecje preglednosti
RSD vrednosti na sliki 28 niso prikazane, zbrane so v preglednicah XXVI, XXVII in
XXIX). Zaradi omenjenega ne moremo povzemati trdnih zakljuc¢kov glede vpliva
koncentracije dodanega NasPOs na velikost delcev DPL pri obarjanju iz prenasicene
raztopine, saj bi bila za to potrebna izvedba dodatnih paralel poskusov.

Vpliv molarnosti dodane baze na spremembo

velikosti oborjenih delcev DPL
100 g

Q 0,2M Na3PO4

80 ¥ — -® - 0,2 M Na3PO4
0,4 M Na3PO4

60

—=—— 0,4 M Na3PO4

%V

...... @ 0,6 M Na3PO4
...... e 0,6 M Na3PO4

0 5 10 15 20 25 30
t (min)

Slika 28: Vpliv koncentracije dodanega NasPO4 na velikost oborjenih delcev DPL. V odvisnosti od ¢asa je
prikazan potek spremembe volumskih delezev delcev velikosti 0 — 2 um in 30 — 260 um, izrazenih glede na
celotno kolicino delcev v disperziji DPL z izhodno koncentracijo 145 mg/L.
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6 SKLEP

Namen magistrske naloge je bil spremljati proces obarjanja dipiridamola iz prenasicene

raztopine s potopno sondo z opti¢nimi vlakni.

V prvem delu naloge smo proucevali omejitve analiziranja disperzij s potopno sondo z

opti¢nimi vlakni.

Ugotovili smo, da:

Oborjeni delci v vzorcu lahko vplivajo na nazobéanost UV-VIS spektrov in/ali
na dvig bazne linije, s ¢imer laZzno zviSajo vrednosti izmerjenih absorbanc.

S filtracijo vzorcev pred analizo se izognemo vplivu oborjenih delcev, vecjih od
velikosti por izbranega filtra, na vrednosti absorbanc. Glede na rezultate
poskusov predvidevamo, da odstranitve najmanjSih delcev, ki bi lahko vplivali
na rezultate v zacetnih ¢asovnih tockah, s filtracijo vseeno ne dosezemo.
Filtrirane vzorce smo petkrat red¢ili z razlicnima medijema, pri ¢emer so imeli
redCeni vzorci konéni pH 6,8 oziroma 2,48. Predvidevamo, da je kljub razli¢ni
topnosti DPL v mediju s pH 6,8 oziroma v mediju s pH 2,48, red¢itev vzorcev z
izbranima medijema ustrezna, saj ob primerjavi rezultatov poskusov redcenja z
obema medijema nismo opazili razlik med vrednostmi koncentracij DPL v

posameznih ¢asovnih toCkah.

V nadaljevanju smo poskusali ovrednotiti, kako koncentracija izhodne raztopine DPL,

hitrost meSanja disperzije in dodatek nekaterih polimerov vplivajo na obarjanje DPL:

Z izhodno koncentracijo DPL vplivamo na hitrost njegovega obarjanja. Z vi$jo
izhodno koncentracijo DPL namre¢ dosezemo hitrejSe obarjanje DPL.

Na hitrost obarjanja DPL lahko vplivamo tudi s hitrostjo meSanja disperzije.
Hitrej$e obarjanje DPL dosezemo s hitrej$im meSanjem disperzije.

Z dodanim polimerom HPMC v medij smo povzrocili upocasnitev obarjanja
DPL, kar v skladu z literaturnimi podatki pripisujemo prisotnosti molekulskih
interakcij med polimerom in DPL. Nasprotno prikazujejo rezultati z dodanim
PVP v medjj hitrejSe obarjanje DPL v primerjavi z obarjanjem same ucinkovine

brez dodanega polimera.
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Velikost delcev pri obarjanju DPL iz prenasic¢ene raztopine smo dolocili s pomocjo

laserske difrakcije. Pri poskusih smo opazili dve tezavi:

Vrednost faktorja zatemnitve ni dosegala minimalne Zelene vrednosti pri vseh
poskusih. Na zanesljivost dobljenih rezultatov teh poskusov torej ne moremo
sklepati.

Na grafu porazdelitve velikosti delcev smo pri nekaterih poskusih opazili
dodaten tretji vrh. Predvidevamo, da njegovo prisotnost povzro¢ijo prisotni
zracni mehurcki oziroma vecji delci v preto¢nem sistemu aparata. Ti bi lahko
povzrocili lazno zviSanje vrednosti delcev vecjih velikosti in bistveno vplivali na

izracunan volumski delez manjsih delcev.

Dobljene rezultate poskusov dolo¢anja velikosti delcev na analizatorju velikosti delcev pri

razliénih hitrostih mesanja disperzije smo nadalje primerjali z rezultati, dobljenimi

spektrofotometri¢no in prisli do naslednjih ugotovitev:

Glede na dobljene rezultate na analizatorju velikosti delcev, pride ob dvigu pH
na 6,8 do nastanka manjsih oborjenih delcev DPL, v velikosti 0 — 2 um. Njihov
delez v disperziji pri razli¢nih hitrostih meSanja disperzije je visji pri hitrejSem
mesanju disperzije. Delci se nato zve¢ajo in vec¢ina oborjenih delcev v disperziji,
ne glede na hitrost njenega mesanja, zraste do velikosti 30 — 260 pum.

Primerjava rezultatov poskusov obarjanja DPL v ¢asi z rezultati analizatorja
velikosti delcev je oteZena, predvsem zaradi potrebe po uporabi visokih izhodnih
koncentracijah DPL in visokih hitrosti mesanja disperzije pri izvedbi poskusov

na analizatorju velikosti delcev.
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