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POVZETEK

Sodobno celjenje ran temelji na vzdrzevanju vlaznega okolja na rani. To lahko doseZzemo z
oblogami iz hidrogelov, hkrati pa so ustrezen dostavni sistem za protimikrobne u¢inkovine, ki

preprecujejo okuzbo na rani.

Polivinilalkohol (PVA) je eden izmed polimerov primernih za pripravo hidrogelov. Nasa
priprava vzorcev je bila enostavna, brez dodatnih premrezevalcev, do njihove tvorbe je prislo
z zamrzovanjem in odtajanjem. Pri tem se povezejo hidroksilne skupine PVA in nastanejo
kristalizacijska podrocja. Kot sam dostavni sistem za protimikrobne ucinkovine pa lahko

uporabimo tudi polimerne disperzije z vgrajeno protimikrobno uéinkovino.

Namen naloge je bil ugotoviti, ali hidrogeli iz PVA nastanejo Ze s povecevanjem koncentracije
polimera in nastanek hidrogela z zamrzovanjem in odtajanjem. Pogledali smo vpliv vgrajene
ucinkovine na same reoloSke lastnosti polimernih raztopin in hidrogelov ter samo sproscanje
iz polimernih disperzij in hidrogelov. Pri izdelavi smo spreminjali tako koncentracijo polimera

kot same uc¢inkovine v disperziji oziroma hidrogelu.

Vsakokrat smo preverili homogenost levofloksacina v hidrogelu in ugotovili, da se je

u¢inkovina enakomerno razporedila po celotni disperziji.

Reolosko smo polimerne raztopine vrednotili z rotacijsko in oscilacijsko reometrijo. Z
rotacijsko smo preverili vpliv koncentracije PVA v raztopini ter dodatek levofloksacina na
viskoznost. Ugotovili smo, da se viskoznost povecuje s povecevanjem koncentacije, hkrati pa
tudi dodatek levofloksacina poveca viskoznost disperzije. Pri manj koncentriranih disperzijah
nastane Newtonska tekocina, pri bolj pa psevdoplasticen sistem. Z oscilacijsko reometrijo smo
tako za polimerne disperzije kot hidrogele pogledali spreminjanje elastiénega (G') in
plasticnega (G”) modula pri razlicnih koncentracijah polimera in levofloksacina. Ugotovili
smo, da se s povecevanjem koncentracije (polimera in levofloksacina) povecujeta tako
elasti¢ni kot plastiéni modul. S frekvenénimi testi smo ugotovili, da preizkusani disperzijski
sistemi nimajo prave gelske strukture, saj je bil G™>G'v pretezno celotnem frekvencnem
obmoc¢ju. Po zamrzovanju in odtajanju pa sta se modula obrnila, kar kaze na vecjo

strukturiranost sistema.



Sproscanje levofloksacina iz polimernih disperzij smo izvajali tudi 14dni, kar je ve¢ kot bi se
to izvajalo v praksi, ker smo zeleli ugotovili ali se vsa ucinkovina sprosti iz disperzije.
Ugotovili smo, da se z veGanjem koncentracije PVA spro$¢anje upocasni, tudi veéji delez
ucinkovine ga ne pospe$i. Najhitreje se je ucinkovina sprostila iz 11,25% PVA z 0,75%

levofloksacina.

Sproscanje iz zamrznjenih in odtajanih hidrogelov smo izvajali celo 1 mesec, ker se je samo
spros€anje iz hidrogela upocasnilo. Ugotovili smo tudi, da je spros¢anje hitrejSe iz veckrat
zamrznjenih hidrogelov hitrejSe kot iz manjkrat zamrznjenih. DeleZ spros¢ene ucinkovine iz
nezamrznjenega hidrogela po 14 dneh je priblizno enako delezu spros¢ene ucinkovine iz 3X

zamrznjenega hidrogela po 1 mesecu.
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ABSTRACT

Modern approach in wound healing is based on moist environment on the wound. Hydrogels
are the right system to preserve moist enviroment and also to incorporate antimicrobal drug in
hydrogel to prevent from infection.

Polyvinylalcohol is one of those polymers appropriate for preparing hydrogels. Our method
for preparation hydrogels was without cross-linking agents, only freezing and thawing
prepared solutions. During freezing and thawing hydrogen bonding links hydroxyl groups of
PVA and form crystalites. Appropriate delivering system for antimicrobal drugs are also very
polimer dispersions. Polimer dispersions and hydrogels contain no toxic substances for human
body or substances which prewide antimicorbal action.

Purpose of these thesis was preparation and evaluation of hydrogels prepared only with
increasing concentration of PVA and with freezing-thawing method. We investigate effect of
drug in polymer dispersion and hydrogel on rheological properties and release of our drug
from polymer dispersion and hydrogels. We changed in our polymer dispersion concentration
of PVA and concentration of drug.

When the hydrogel was prepared we measured concentration of levofloxacin on three different

places in glass and realised that drug is simetricaly arranged.

We measured rheological properties for polymer dispersions with rotation and oscilatory
rheology. With first one was investigated effect of increasing concentration of PVA and
influence of adding drug in polymer dispersions on our solutions viscosity. We found out that
viscosity increses with increasing concentration of PVA, at the same time added drug also
increases viscosity.We studied storage (G') and loss (G”) modulus of polymer dispersions and
hydrogels for different concentrations of polymer and levofloxacin in polymer solutions and
hydrogels. Increasing the concentation of polymer and levofloxacin increases storage (G°) and
loss (G”) modulus. Dispersions does not have right gel structure, because G">G" in almost all
frequency area. After freezing and thawing method, modulus changes, that shows us more

stuctural system.
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We measured dissolution of levofloxacin from dispersions for 14 days, because we wanted to
know if all drug will dissolve from dispersion. Higher concentration of PVA slows
dissolution, and also higher concentration of drug does not speeds disolution. The fastest

dissolution was from 11,25% PVA dispersion with 0,75% levofloxacin.

Dissolution from freezed-thawed hydrogel was measured for 1 month, because releasing from
hydrogel slows. We also found out that releasing from hydrogels freezed more times was
faster than from hydrogels freezed less times. Percentage of realeased drug from non-freezed
hydrogels after 14 days was approximately the same percentage of released drug from three

times freezed hydrogel after 1 month.
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SEZNAM OKRAJSAV

A: absorbanca

c: koncentracija

DNA: deoksiribonukleinska kislina
y: strizna hitrost

G': elasti¢ni modul

G": plasti¢ni ali viskozni modul
LVE: obmocje linearne viskoelasti¢nosti
MRI: slikanje z magnetno resonanco
n: viskoznost

PBS: fosfatni pufer s pH 7,4

PVA: polivinilalkohol

r: stopnja nabrekanja

¢2: volumski deleZ polimera v nabreklem stanju

T: striZzna napetost

Vg: volumen gela

Vp: volumen suhega polimera
w;: masa nabreklega gela

Wo: masa nenabreklega gela
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1. UVOD

Hidrogeli so tridimezionalne kemijsko ali fizikalno premrezene strukture iz homopolimerov
ali kopolimerov, v katere je vkljuCena voda. Premrezenost zagotavlja strukturno in fizikalno
integriteto hidrogelne mreze. Zaradi svoje fizioloske kompatibilnosti se uporabljajo na
razli¢nih podroc¢jih, med drugim kot dostavni sistemi zdravilnih ucinkovin in pri izdelavi
oblog za vlazno celjenje ran. Med polimere, ki tvorijo tovrstne hidrogele, spada tudi
polivinilalkohol (PVA). Gele iz PVA lahko pripravimo na ve¢ na¢inov, med njimi tudi nacin z

zamrzovanjem raztopine (1).
1.1. DEFINICIJA GELA

Gel je poltrden ali trden sistem, v katerem snovi tvorijo tridimenzionalno strukturo, v katero je
vkljuena voda. Tipi¢ni polimeri, ki se uporabljajo za tvorbo gelov, S0 naravne gume
(tragakant, karagenan, pektin, agar), polsintezni materiali (metilceluloza, hidroksietilceluloza,
hidroksipropil metilceluloza) in sintezni, med katere spada tudi PVA (2).

1.2. HIDROGELI IN NABREKANJE

Hidrogeli so sestavljeni iz §tirih osnovnih komponent: polimera, vodne faze, vlazilca in
konzervansa. Polimeri fizikalno ali kemijsko vezejo vodo.Hidrofilni polimeri imajo
sposobnost nabrekanja in tvorbe gela, pri ¢emer Se ne raztapljajo v vodi. Zaradi kemijskih
(ireverzibilni hidrogeli) in fizikalnih (reverzibilni hidrogeli) premrezenj je prisotna netopnost
in fizikalna integriteta. Pri kemijskem premrezenju polimer premrezujejo kovalentne vezi, pri
fizikalnem pa so prisotne Sibke van der Waalsove vezi, vodikove vezi, hidrofobne interakcije

ali pa pride le do prepleta verig (Slika 1) (3).
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Slika 1: Primer fizikalno premreZene alginske kisline s kalcijevim kloridom in kemijsko premreZzenega kolagena

z glutaraldehidom (3)

Polimeri skupaj z vodo tvorijo trdne gelske strukture, ki imajo delno lastnosti tekoc¢in. Tak$na
struktura omogoca prepustnost snovi v hidrogelu, ki je posledica ujete vode v tridimenzionalni
mrezi polimera. Pri hidrataciji pride najprej do mocnih interakcij med hidrofilnimi skupinami
polimera in vodo. To je primarno vezana voda, zaradi ¢esar gel nabreka, pri tem se izpostavijo
ostale hidrofilne skupine polimera, ki prav tako reagirajo z vodo, ki pa je sekundarno vezana
voda. Primarno vezana voda tvori vezano ali ne-zmrzljivo vodo (non-freezing water).
Hidrogel nato zaradi osmozne sile vsrka dodatno vodo, ki zapolni prazne prostore med
verigami. Ta voda je prosta ali nevezana (unbound water). V njej se raztaplja u¢inkovina. Veé
kot je vezane vode, manj je je na razpolago za raztapljanje ucinkovine. Prosta voda za razliko
od vezane lahko zmrzne. Nadaljnemu nabrekanju nasprotujejo elasticne sile, ki jih
predstavljajo kovalentne ali fizikalne povezave v gelski strukturi. Tako gel doseze ravnotezno
stanje nabrekanja. Hidrofilnost polimera in stopnja premreZenja pogojujeta kon¢no koli¢ino

vode v gelu (4).
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1.3. FIZIKALNE LASTNOSTI KEMIJSKO PREMREZENIH HIDROGELOV

Strukturo kemijsko premrezenega hidrogela definirata izbran polimer in premrezevalec. Sama
struktura vpliva na stopnjo hidratacije, mehanske lastnosti, permeabilnost in biokompatibilnost
(4). Med fizikalne lastnosti spadajo nabrekanje, prehod iz sol v gel stanje, mehanske lastnosti,

reoloske lastnosti in spremembe povezane s staranjem.
1.3.1. Nabrekanje

Nabrekanje hidrogela je sposobnost absorbcije vode ali raztopine. To sposobnost dolocajo
vrsta monomera in posledi¢no polimera, gostota premrezenja polimera ter zunanji dejavniki,
kot so: temperatura, ionska mo¢ in pH medija. Bolj hidrofilen polimer in polimer z manj$o
gostoto premrezenja absorbirata ve¢ vode. Nabrekanje lahko proucujemo gravimetri¢no,
izraCunamo stopnjo nabrekanja ali pa s slikanjem z magnetno resonanco(MRI) ocenjujemo

debelino gelske plasti (5).
1.3.2. Prehod iz sol v gel stanje

Sol stanje je koloidna disperzija delcev v raztopini. Polimerna raztopina lahko prehaja iz sol
stanja v gel stanje, kar pa je odvisno od polimera, njegove koncentracije ter temperature.
Kriticna koncentracija prehoda iz sol stanja v gel je tista, nad katero nastane gel. Ta
koncentracija je odvisna od interakcij med polimeri ter med polimerom in topilom, hidrofilnih

oz. lipofilnih lastnosti polimera, molekulske mase ter gibljivosti verig (6).
1.3.3. Mehanske lastnosti

Mehani¢no obnaSanje hidrogelov opiSemo s plasti¢nostjo in viskoelasti¢nostjo. Mehanske
lastnosti so odvisne od strukture. Absorbirana voda v strukturi hidrogela je pomembna pri
permeabilnosti ter biokompatibilnosti, negativno pa vpliva na mehanske lastnosti hidrogela.
Vec kot je prisotne vode, SibkejSa je struktura hidrogela. Na mehanske lastnosti vpliva tudi
stanje vode v hidrogelu. Prosta voda v hidrogelu deluje kot plastifikator, ki zniza temperaturo
steklastega prehoda, pri tem pa se poveCa mobilnost polimernih verig. Za izboljSanje
mehanskih lastnosti hidrogela le-tega premrezimo in kopolimeriziramo s hidofobnimi

monomeri (5).
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1.3.4. Reoloske lastnosti

Viskoznost hidrogela naras¢a z visanjem molske mase polimera, koncentracije polimera ter
stopnje premrezenja. Dodatki elektrolitov, topil, netopil, temperatura vplivajo na interakcije

med molekulami polimera ter tako povisajo ali znizajo viskoznost (5).
1.3.5. Spremembe povezane s staranjem

Hidrogeli niso v stabilnem ravnoteznem stanju, S¢asoma pa zacnejo stremeti k vzpostavitvi le-
tega. Pride do poruSenja nekovalentnih vezi in preureditve strukture. Lahko pride do
polimerizacije, sinereze in zorenja. Do polimerizacije pride zaradi prostih hidroksilnih skupin.
Sinereza je skréenje polimerne mreze in iztisnenje vode oziroma raztopine iz por. Pri zorenju
polimera (ang. ripening) pa pride do raztapljanja in ponovnega obarjanja polimerov zaradi

razlik v topnosti (7).
1.4. UPORABA HIDROGELOV

Uporaba hidrogelov na biomedicinskem podrocju je zelo Siroka, saj lahko njihove lastnosti
spreminjamo s sestavo ali postopkom izdelave. Mehanske lastnosti hidrogelov so primerne za
razli¢ne nacine aplikacije. NajSirSe podroc¢je uporabe hidrogelov so mehke kontaktne lece. Te
lece se popolnoma prilagodijo ukrivljenosti oCesnega zrkla in omogocajo kisiku dostop do
rozenice. Obstaja korelacija med vsebnostjo vode v hidrogelu in prepustnostjo za Kkisik.
Pogosta je uporaba v tkivnem inzinirstvu, saj je konsistenca hidrogelov zelo podobna
¢loveskim tkivom. Zaradi nizke medfazne napetosti med hidrogelom in okolisko tekoc¢ino ne
pride do adsorpcije polimerov iz telesnih teko¢in. To je namreC prvi pokazatelj zavraCanja

tujih snovi ter nekompatibilnost materiala s tkivom (3).

Pomembno podrocje so tudi sodobne obloge za vlazno celjenje kroni¢nih ran in opeklin. Vlaga
omogoca vecjo celicno in encimsko aktivnost, posledi¢no se zniza pH, nastane blaga
hipoksija, ki stimulira angiogenezo in povzroc¢i nastanek novega kapilarnega mrezja in oskrbo
rane s hranivom, kisikom in stimulativnimi mediatorji celjenja (Slika 2). V vlaznem okolju se

zmanj$a drazenje ziv¢énih konc€icev in umirja bolec¢ino (3).
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Slika 2: Obloga za vlazno celjenje ran (A), obloga za klasi¢no (suho) oskrbo ran (B)(8)

Hidrogeli imajo pri vlazni oskrbi ran Stevilne druge prednosti:

e nadomestek manjkajocega tkiva

e ustrezna priprava leziS¢a rane

e vpijanje gnoja, bakterij in toksi¢nih sestavin iz rane

e vlazenje, mehcanje in odstranjevanje nekroze, fibrinskih ostankov

e izmenjava plinov (dihanje rane) ter toplotna izolacija

e za§Cita pred sekundarno infekcijo (tesen stik obloge z rano)

e manj pogosto in neboleCe prevezovanje oblog brez poskodb novega tkiva

e gladka povrsina oblog iz netkanih materialov

izboljSana stroskovna uéinkovitost sodobnega vlaznega celjenja ran (3)

Hidrogeli v obliki za vlazno celjenje kroni¢nih ran pospesijo in izboljSajo celjenje kronicnih

ran (3).
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Hidrogeli se uporabljajo tudi kot dostavni sistemi za prirejeno sproséanje. Njihovo porozno
strukturo uravnavamo s gostoto polimernega premrezenja ter tako optimiziramo
farmakokineti¢ni profil spros¢anja u¢inkovine. Hidrogeli lahko sluzijo tudi kot depo sistemi za
sproscanje ucinkovine skozi daljSe casovno obdobje. Samo sproscanje ucinkovine je

nadzorovano na razli¢ne nacine (3).
1.5. REOLOGIJA

REOLOGIJA izhaja iz gricine, kjer RHEOS pomeni tok in LOGOS veda (9). Reologija je
interdisciplinarna veda o tokovnem obnasanju in deformaciji materiala. Omogoca
ovrednotenje mehanskih lastnosti tekocin, poltrdnih snovi in viskoelasti¢nih trdnih snovi.

Najpomembne;jsi pojavi, ki jih obravnava, So:

e strizna odvisnost viskoznosti realnih tekocin

e Casovna odvisnost oz. Casovna povrnljivost deformacije (znacilno za teko€ine, poltrdne
in trdne snovi)

e pojav razlik v normalnih napetostih pri viskoelasti¢nih snoveh

e naraséanje viskoznosti pri raztezku, znacilno za viskoelasti¢ne snovi (10).
Viskoznost (1) je odpor proti drsenju teko€ine (notranje trenje teko¢ine)(Enacba 1):

t(Pa) =n (Pas)- y(s™ 1) Enacba 1

Strizna napetost (t) deluje v smeri strizne sile v smeri strizne ploskve. Strizna hitrost (y) je

sprememba strizne deformacije na enoto ¢asa (10).

Tokovno obnaSanje sistemov (tekocin, poltrdnih in trdnih) prikaZemo z reogrami in sicer
strizno napetost (t) v odvisnosti od strizne hitrosti (y) ali viskoznostnimi diagrami, kjer imamo

viskoznost (1) v odvisnosti od strizne hitrosti (y) (Slika 3) (9).
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Sisteme razdelimo na Newtonske in nenewtonske (9).
1. Newtonske:

Viskoznost newtonskih tekocin je pri danem tlaku in temperaturi lastnost tekoc¢ine, neodvisna
od smeri, jakosti in ¢asa delovanja striga (10). Veliko realnih tekoc¢in v dolo¢enem obmocju
striznih hitrosti ali v dolo¢enem temperaturnem obmocju izkazuje newtonsko obnasanje, torej
izkazujejo konstantno viskoznost (voda, olje, organska topila, glicerol, polimerne raztopine,
polimerne taline linearnih polimerov, suspenzije z nizko vsebnostjo trdnih delcev). Z
naras¢ajoco temperaturo viskoznost tekocine pada zaradi naras¢ajocega Brownovega gibanja

osnovnih delcev. Bolj kot je teko¢inaviskozna, tem bolj je temperaturno obcutljiva (10).
2. Nenewtonske:

Viskoznost nenewtonskih/realnih tekocin pri danem tlaku in temperaturi ni konstantna.
Njihova viskoznost se spreminja glede na jakost in smer delovanja strizne sile ali pa je odvisna
od casa delovanja striga. Spreminjanje viskoznosti pri konstantnem tlaku in temperaturi je
posledica preurejanja notranje strukture tekocine pod vplivom delovanja strizne sile. Delimo

jih na ¢asovno neodvisne in ¢asovno odvisne nenewtonske tekocine.

Casovno neodvisne nenewtonske tekoc€ine so psevdoplasticne, plasticne in dilatantne tekocine.

Pri psevdoplasti¢nih tekocinah je viskoznost pri nizkih striznih hitrostih konstantna, v

obmocju srednjih striznih hitrostih (v pogojih delovanja striznega toka) viskoznost
enakomerno upada in doseZe neko konstantno vrednost pri zelo visokih striznih hitrostih. Za
plasti¢ne tekocine je potrebna dolo€ena strizna sila, da tekocina stece. Ko je strizna napetost
dovolj velika, omogoci urejanje osnovnih delcev v notranji strukturi v smeri strizne sile,
tekoCina stece. Strizna napetost pri kateri tekoCina stece, je mejna napetost. Pri dilatantnih
tekocinah je mo¢ naras¢anja viskoznosti z nara$€anjem strizne hitrosti ter obmocje striznih
hitrosti odvisno od koncentracije trdnih delcev, njihove oblike, porazdelitve velikosti delcev
ter lastnosti disperznega medija. V visoko koncentriranih susenzijah ni dovolj tekoce faze, da
bi se delci lahko orientirali v smeri toka. Pri nizkih striznih hitrostih vizkoznost suspenzije z

nara$¢anjem strizne hitrosti upada, dokler hitrost toka ni prevelika za urejanje delcev. Nad to
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mejo se zopet pojavi neurejenost notranje strukture in viskoznost ob nadaljnem povecevanju

strizne hitrosti narasca (10).
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Slika 3: Reogrami:a) psevdoplasti¢ni (1), Newtonski (2), dilatantni (3) in plasti¢ni sistemi (4); b) tiksotropni (A)

in reopeksni (B) sistem v obremenilni (O) in razbrememnilni fazi (R)(9)

Casovno odvisne nenewtonske tekodine so tiksotropne in reopeksne. Pri tiksotropnih
teko¢inah viskoznost s ¢asom delovanja striga pada. Ce jo izpostavimo konstantni strizni
hitrosti viskoznost pada, dokler se osnovni delci tekogine ne uredijo v smeri toka. Ce
spremenimo strizne pogoje (povecamo strizno hitrost) bo viskoznost zopet padala dokler ni
vzpostavljeno ravnotezje med podiranjem in vzpostavljanem notranje strukture. Viskoznost

reopeksnih sistemov naraséa s ¢asom delovanja striga. Gre za antitiksotropno obnasanje (10).

Te snovi so reolosko najbolj kompleksne. Kazejo viskozno in elasticno obnaSanje. Med
mirovanjem v strukturiranih teko¢inah notranja mikrostruktura zavzame najugodnejSe stanje.
med deformacijo te tekoine tezijo k povrnitvi stanja v mirovanju. Ta proces je podoben
raztegovanju vzmeti iz zacetne lege v obliki shrambe energije- elasticne sile, ki deluje v smeri
povrnitve v zacetno lego. Izvor elasti¢nih sil v fazi mirovanja so linearne ali razvejane
polimerne verige z naklju¢no nedeformirano konformacijo ali ne-raztegnjene prepletene
polimerne verige (10). Po razbremenitvi se ti sistemi lahko povrnejo v prvotno stanje, v delezu
ki pripada elasti¢nosti. Pri viskoznem delu sistema se energija izgublja, saj se pretvarja v

toploto. Pomembna je tako hitrost kot trajanje deformacije, torej so ti sistemi ¢asovno in
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napetostno odvisni. V zacetni fazi se obnasajo kot trdna snov, z naras¢anjem strizne napetosti

pa kot tekocina (9).

Idealno trdno telo se pod vplivom striznih sil deformira elasti¢no, kot vzmet, pri tem se
energija akumulira, kar omogoca popolno obnovo telesa po prenehanju delovanja strizne sile.
Strizna napetost (1) je pri tem premosorazmerna strizni deformaciji (y) (Hookov zakon)

(Enagba 2). G je pri tem sorazmernostna konstanta (10).

T=G Yy Enacba 2

Idealna tekocina se deformira ireverzibilno kot dusilka. PotroSena energija se pretvori v
toploto in je ni mogoce povrniti po prenehanju delovanja strizne sile, strizna napetost (t) pa je

premosorazmerna hitrosti deformacije (y) (Newtonov zakon) (Enac¢ba 1).

Pri vrednotenju mehanskih lastnosti viskoelastiénih snovi moramo vedeti, zakaj bomo
uporabili rezultate in seveda, kaksno opremo imamo. Da zagotovimo ponovljivost rezultatov
moramo meriti pri nizkih striznih deformacijah, tako zagotovimo, da se bo snov na strizno silo
odzvala v obmocju linearnega viskoelasticnega odziva (LVE). LVE je obmocje
viskoelastiénosti, kjer sta strizna napetost in strizna deformacija v linearni zvezi. Ce Zelimo
dolociti doprinos elasticnosti in viskoznosti k viskoelsti¢nosti teko€in in poltrdnih snovi,
moramomeritve izvajati pri nedestruktivnih striznih pogojih, kar lahko izvajamo na dva

nadina:

e z dinami¢nimi testi- oscilatorni testi

e s stati¢nimi testi- testi lezenja in obnove

Strizna deformacija se s ¢asom spreminja sinusno z doloc¢eno frekvenco in amplitudo. Pri
oscilatornih testih z dovolj majhno amplitudo strizne deformacije omogoca dolociti viskozno

in elasti¢cno komponentno viskoelasti¢ne snovi (10).

Proucevanje reoloskih lastnosti tekofin omogocajo razliéne naprave, izbira ustreznega je

odvisna od lastnosti teko¢ine in namena reoloSkega proucevanja. Delimo jih na:
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e absolutne naprave: rotacijski ter kapilarni reometri in viskozimetri, za katere lahko

vrednosti striznih hitrosti ali striznih napetosti izraCunamo s pomoc¢jo merljivih in
nastavljivih koli¢in ter s pomo¢jo geometrijskih karakteristik izbranega senzorskega
sistema (Slika 4)

e relativne naprave: viskozimeter s padajoco kroglico, viskozimeter s turbinskimi mesali,

penetrometer, za katere strizni pogoji med meritvijo niso natancno doloceni;
viskoznost dolo¢imo primerjalno glede na tekodino znane viskoznosti ali pa je

dolocena z enotami znacilnimi za posamezno napravo (10)
Pri uporabi absolutnih naprav moramo izpolniti naslednje pogoje:

e meritve moramo izvajati v pogojih laminarnega toka

e med meritvijo moramo zagotoviti izotermne pogoje, viskoznost teko¢in je zelo odvisna
od temperature

e zagotoviti moramo pogoje enostavnega striga in se izogniti vplivom robnih pogojev
(10)

Slika 4: Reometer Physica MCR301 na Katedri za farmacevtsko tehnologijo, Anton Paar (11)
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1.5.1. Reoloske lastnosti viskoelasti¢nih snovi

Primeren senzorski sistem za merjenje reoloskih lastnosti tekoCin izberemo glede na vrsto
tekocCine, pogoje pri merjenju, temperaturno obmocje in dodatne zahtevane pogoje. Merjenje
pri pogojih enostavnega striznega toka izvajamo v geometrijsko razli¢nih senzorskih sistemih,
kar je odvisno od lastnosti poucevane tekoCine. Poznamo sistem dveh vzporednih plosc,

sistem stozec-ploscica ter sistem koaksialnih valjev (Slika 5) (10).

A B C

Slika 5: Sistem dveh vzporednih plos¢ (A), sistem stozec-ploscica (B) in koaksialnih valjev (C)(12)

Senzorski sistem dveh vzporednih plos¢

StriZzna hitrost se spreminja po polmeru plos€e in s tem po celotnem vzorcu. Iz izmerjenega oz.
nastavljenega navora na plosco, ki je posledica upora tekoCine pri rotaciji ene od plos¢,
izraCunamo strizno napetost na obodu plos¢e ob znanih dimenzijah. Strizno hitrost na obodu
plosce dolocata kotna hitrost in radij. Ker lahko nastavimo velikost reZze med ploS¢ama lahko
preprosto dolo¢amo razli¢na obmoc¢ja striznih hitrosti oziroma strizne deformacije.Uporablja
se za merjenje visoko viskoznih tekocCin in poltrdnih snovi ter koncentriranih suspenzij z

ve¢jimi delci (10; 12).

Senzorski sistem stozec-plos€ica

Glavna prednost tega sistema je enostavno odmerjanje vzorca in ¢is¢enje merilnega sistema po
kon¢ani meritvi ter majhne koli¢ine vzorca. Zelo pomembno je, da je pri majhnih kotih je

strizna hitrost in strizna napetost po celotni rezi enaka. Strizno napetost na stoZcu izraCunamo
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s pomoc¢jo merjenega ali nastavljenega navora ob upostevanju polmera in kota stozca (o), za

izraCun strizne hitrosti moramo poznati tudi kotno hitrost () (10; 12).

Senzorski sistem koaksialnih valjev

Vzorec damo v rezo med valjema. En valj rotira (zunanji ali notranji) drugi (notranji ali
zunanji) pa miruje. Strizno napetost izraunamo iz navora na notranji valj pri pogojih striznega
toka ali strizne deformacije pri dolocCeni strizni hitrosti. Za izracun kotne hitrosti moramo

poznati kotno hitrost (o) ter razdaljo med valjema (10; 12).

1.5.1.1. Oscilatorni testi

Pri teh testih se strizna deformacija spreminja s ¢asom sinusno z doloceno frekvenco in
amplitudo. Pri dovolj majhnih amplitudah strizne deformacije lahko dolo¢imo viskozno in
elasti¢cno komponento viskoelasticne snovi pri nedestruktivnih striznih pogojih. Pri teh
meritvah obravnavamo nastavljivo strizno deformacijo kot vsiljeno nihanje. Odziv snovi na
vsiljeno strizno deformacijo je periodicno nihanje strizne napetosti z dolo¢eno frekvenco

oziroma kotno hitrostjo (o) in amplitudo (y,) (10).

Elasti¢ni modul (Storage modulus) (G') je modul akumulacije energije in je v fazi z vsiljeno

strizno deformacijo (Enacba 3).

G = (t—a) - coS & Enacba 3
Ya

Plasti¢ni ali viskozni modul (Loss modulus) je modul energetskih izgub v obliki toplote in je

izven faze z vsiljeno strizno deformacijo (Enagba 4).
G' = (T—a) -sin 8 Enacba 4
Ya

Pri oscilatornih meritvah je pomemben parameter fazni zamik (0°<8<90°). Tangens tega kota

je razmerje med viskoznim in elasti¢énim modulom (Enagba 5).

¢
tané = pn Enacba 5

N
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Pri viskoelasticnih snoveh dolo¢imo kompleksno viskoznost, ki predstavlja celoten odpor
snovi proti toku (Enacba 6).

rl % = = — Enacba 6

V obmocju LVE lahko vse te dinamic¢ne koli¢ine dolo¢imo z reometrom z nastavljivo strizno

hitrostjo ali z reometrom z nastavljivo strizno napetostjo (Slika 6) (10).

LVE

v

G’

Slika 6: Obmocje linearne viskoelasti¢nosti (12)

Frekvencna odvisnost dinami¢nih modulov prikazuje odziv materiala na peridi¢no delovanje
strizne deformacije.V praksi smo pogosto omejeni na izvajanje eksperimenta v ozjem
frekvenénem obmocju. V Sirokem obmocju frekvenc se vecina snovi odziva podobno, vendar
so frekvencna podro¢ja odziva kjer se snov obnaSa viskoelasticno trdno in viskoelasticno
tekoCe odvisna od lastnosti snovi. Idealna elasti¢na snov ima G” enak 0, torej se vsa energija
shrani. Idealna viskozna snov ima G’ enak 0, kar pomeni, da se vsa energija pretvori v toploto.
Pri pretezno elasti¢nih snoveh je G™>G", tand<l1, pri pretezno viskoznih pa je G">G’, tando>1.
V obmocju LVE obstaja sorazmerje med aplicirano obremenitvijo in deformacijo. Znotraj tega

obmocja sta G' in G” konstantna tudi ¢e spreminjamo amplitudo deformacije (10).
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1.5.1.2. Opredelitev sistemov glede na reoloske meritve

Imamo tri tipe grafov, na podlagi katerih dolo¢imo za kakSen sistem gre. Pri razred¢eni
raztopini je G">G’ znotraj celotnega frekvencnega obmocja (Slika 7A). Za raztopino s
prepletenimi polimernimi verigami je znaéilna tocka, kjer sta G’ = G” in tand = 1. Pri
frekvencah pod prese¢is¢éem se materal obnasa viskozno (tekoce), nad preseCiséem pa Se
obnasa elasti¢no (trden) (Slika 7B). Pri gelu je G™>G", torej je material pretezno elasticen. Oba
modula sta relativno neodvisna od frekvence, popolno neodvisnost pa dobimo le pri gelih, kjer

so polimeri kovalentno premreZeni (Slika 7C) (12).

A B

G [Pal e -

G

w[1/s] wl/s]

G [Pa]

w[1/s]

Slika 7: Razlikovanje materialov na osnovi frekvenénega testa: raztopina (A), raztopina s prepletenimi

polimernimi verigami (B) in gel (C) (12)
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1.6. POLIVINILALKOHOL (PVA)

Polivinilalkohol (PVA) je enostavni polimer sestavljen iz monomernih enot vinil alkohola
(Slika 8).

OH

PN

3

Slika 8: Struktura polivinil alkohola (PVA) (13)

1.6.1. Sinteza PVA

PVA pridobivamo le sintezno s polimerizacijo vinilacetata v polivinilacetat, ki ga nato
hidroliziramo v polivinilalkohol. Polimerizacija vinil acetata v polivinilacetat poteka v
organskem topilu, ponavadi v metanolu (Slika 9). Med polimerizacijo metanol deluje kot
povezovalec verig, hkrati pa hlapi in s tem ohlaja sistem med reakcijo. Sledi hidroliza do

polivinilalkohola, reagent pri tej reakciji je natrijev hidroksid (14).

CH2 o ?H miciator i 2 CHz " (|:H 2
n OCOCH4 OCOCH4|n

vinilacetat polivinilacetat

E CHZ -CH- katalizator
| +N CH30H "
L OCOCH3| n

polivinilacetat metanol
= ('ZH

" OH
polivimlalkohol  metilacetat

'} +n CH40COCH,
n

Slika 9: Sinteza polivinil alkohola (PVA) (14)
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1.6.2. Lastnosti PVA

Sinteza PVA ni popolna, zato vedno ostane nekaj acetilnih skupin v strukturi
polivinilalkohola. Ve¢ kot je le-teh, boljsa je topnost PVA v vodi (Slika 10,Slika 11), Saj acetatne
skupine pri nizji stopnji hidrolize oslabijo inter in intramolekularne vezi ter olajSajo

raztapljanje (14).

Ker je molekulsko maso kon¢nega polivinilalkohola skoraj nemogoce pravilno izmeriti, se
ponavadi izmeri molekulska masa polivinil acetata in iz nje izracunamo molekulsko maso
polivinilalkohola. Velikokrat pa sploh nimamo podane molekulske mase PVA ampak

viskoznost 4% raztopine pri 20°C ter stopnjo hidrolize (13).

Mowiol® je registrirano ime za PVA. Mowioli se razlikujejo po molekuski masi in stopnji
hidrolize, kar je razvidno Ze iz imena (Mowiol® 20-98). Prva stevilka pomeni viskoznost 4%
raztopine pri 20°C, druga pa stopnjo hidrolize. Stopnja hidrolize pomeni, koliko OH skupin ni
acetiliranih. V nalogi smo uporabili Mowiol® 20-98, ki ima torej viskoznost 4% raztopine pri
20°C 20+1,5 mPas, stopnjo hidrolize pa 98,4+0,4. Njegova molekulska masa je 125000 Da
(13).

Viskoznost je odvisna od koncentracije (Slika 10), stopnje polimerizacije in hidrolize,

spreminja pa se tudi v odvisnosti od temperature (Slika 11) (13).
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Slika 10: Viskoznost razli¢no koncentriranega PVA (levo) (14)

Slika 11: Hitrost raztapljanja PVA pri razli¢nih temperaturah (desno) (14)

Topnost je koli¢ina raztopljenega polimera pri dolo€eni temperaturni v doloceni ¢asovni tocki
(Slika 11). Najpogostejse topilo za PVA je voda. Z viSanjem temperature se skraj$a cas
raztapljanja. Tudi stopnja hidrolize vpliva na topnost. Vi§ja kot je stopnja hidrolize moc¢nejSe
so intermolekularne in intramolekularne vezi, topnost pa je posledi¢no manjsa. Za prekinitev
teh vezi je potrebno ve¢ toplotne energije, zato za raztapljanje potrebujemo daljsi Cas in

temperaturo nad 80°C (14).

Zaradi semikristalini¢ne strukture PVA, le-ta tvori intermolekularne in intramolekularne
vodikovih vezi. PVA lahko tvori termoreverzibilen hidrogel. Polarne verige PVA se
orientirajo ena proti drugi, ponekod se uredijo vzporedno in se povezujejo z vodikovimi
vezmi. Znotraj takSne urejene strukture se oblikujejo posamezna kristalizacijska obmocja. Na

kristalinicnost vpliva S$tevilo acetilnih skupin, ki ostanejo v polimeru, ve¢ kot je teh
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skupin,manjsa je urejenost in kristalini¢nost ter boljsa topnost. Znatno povisanje temperature

poveca tvorbo kristalizacijskih obmocij (Slika 13) (14).
1.6.3. Uporaba PVA

Uporablja se kot biomaterial, ki posnema ali nadomesti del zivega tkiva. Nadomesti ali
ponovno vzpostavi funkcijo dolo¢enega tkiva v telesu. Ker je v stiku s telesnimi teko¢inami,
mora biti biokompatibilen, torej ne sme izzvati nezelenih uc¢inkov v organizmu in obratno. Biti
mora netoksi¢en, nekancerogen, s primernimi fizikalnimi in kemijskimi lastnostmi, omogocati

mora obdelavo glede na namen uporabe ter biti odporen na razgradnjo (15).

PVA ima te lastnosti, ima enostavno kemijsko strukturo, moznost geliranja in tvorbe filmov.
PVA je enostaven za uporabo. Modifikacije njegove strukture dosezemo na enostaven nacin.
V vodi oziroma bioloskih teko¢inah mo¢no nabreka. Zaradi svoje elasti¢nosti je zelo podoben

tkivu in ga telo ne zavraca (16).
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1.6.4. Hidrogeli iz PVA
Premrezenje hidrogelov iz PVA lahko dosezemo na razli¢ne nacine:

o kemijsko premrezenje:

Pri kemijskem premrezenju uporabljamo razli¢éne premrezevalce, najpogosteje glutaraldehid,
acetaldehid, formaldehid in drugi aldehidi. Ob prisotnosti topila se tvorijo vezi med verigami
polivinilalkohola. PremreZevalce moramo odstraniti, da v in vivo sistemu ne izzovejo

nezelenih ucinkov (1).

e premrezenje z vy zarki:

TakSen nacin premrezenja ne povzro¢a nezelenih uéinkov in vivo. Minimalna doza sevanja ze
vpliva na stopnjo polimerizacije in koncentracijo polimera v raztopini, ter tako spremeni
mehanske lastnosti. Geli narejeni s to metodo imajo rahlejSo strukturo, zato lazje sprejmejo
vecjo koli¢ino vode v svojo strukturo. Slabost te metode je, da v gelu nastajajo zracni

mehurcki, ki jih je zelo tezko odstraniti (1).

e zamrzovanje in odtajanje:

Pri tej metodi se tvorijo kristaliniéna podro¢ja, ki tvorijo zelo ¢vrste hidrogele (1). Mehanizem

bo razlozen v nadaljevanju.
1.6.5. Mehanizem nastanka hidrogela z metodo zamrzovanja in odtajanja

Osnovni mehanizem te metode je nastanek kristaliniénih obmoc¢ij med polimernimi verigami.
Ko hidrogel izpostavimo nizkim temperaturam, voda v njem zamrzne in verige PVA niso ve¢
prosto gibljive. Z znizevanjem temperature se volumen ledu povecuje, zato se molekule
polimera priblizajo. Molekule polimera se zaradi blizine lahko povezejo med seboj z
vodikovimi vezmi (Slika 12). Po prvem ciklu zamrzovanja nastanejo Sibkejse povezave. Pri
prvem ciklu nastanejo povezave le med bliznjimi verigami, z veCanjem Stevila ciklov pa se
povezejo tudi ostale molekule. Pri tem verige polimera agregirajo in nastanejo kristalizacijska
obmocja (Slika 13). Pregled kristalizacijskih obmocij na molekularnem nivoju nam pove, da so

te strukture v plasteh. Med posameznimi verigami polimera so vodikove vezi, med plastmi teh

32



povezanih verig polimera pa delujejo Sibkejse van der Waalsove vezi. Na obliko urejenih
struktur vpliva velikost polimernih verig, molekuska masa polimera, koncentracija raztopine
ter ¢as zamrzovanja. Pri koncentracijah nizjih od 5% se voda lo¢i od ostale strukture med
procesom odtajanja, saj med procesom zamrzovanja nastanejo le intramolekularne vezi, ker so
verige preve¢ narazen. Hidrogel se pri tem ne tvori, tudi po zamrzovanju dobimo bistro
raztopino. Stevilne raziskave poro¢ajo o gelih s koncentracijo vigjo od 10%. Pri bolj
koncentriranih raztopinah, raztopinah z ve¢jo molekulsko maso so polimerne verige bolj

skupaj, mreZna polja so manj$a zato je stopnja kristalini¢nosti vecja (17).
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SOL STANJE T AMEZOVANIE ODTAJANJE

Slika 12: Prikaz tvorbe gela med procesom zamrzovanja in odtajanja(17)

PremreZenja nastajajo tako med zamrzovanjem kot odtajanjem. Med zamrzovanjem se
polimerne verige pribliZajo in poveZejo in nastanejo kristalini¢éna obmocja, med odtajanjem pa

te verige postanejo zopet gibljive, zaradi Cesar se preuredijo in §e dodatno kristalizirajo (18).
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CIKEL 6

CIKEL 0

Slika 13: Strukture hidrogela pri razli¢nih ciklih zamrzovanja in odtajanja(19)

Da nastane kristalini¢na struktura vidimo Ze s prostim o¢esom, saj prej transparentna raztopina

po ciklih zamrzovanja in odtajanja postane neprosojna (6).

Hidrogel v stiku z vodo/pufrom nabreka, vendar pa je zaradi mo¢nih premreZenj, ki nastanejo
med zamrzovanjem gel prakti¢no netopen. Bolj kot je hidrogel ¢vrst (visja koncentacija in

vecje Stevilo ciklov) manj nabreka. Po vecih ciklih zamrzovanja in odtajanja nastanejo stene

por v kristalini¢ni strukturi debelejSe, pore pa vecje (Slika 14)(17).
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Slika 14: PVA hidrogel pod elektronskim mikroskopom po 2 (A) in 5 (B) ciklih zamrzovanja in odtajanja (17)

1.7. LEVOFLOKSACIN

Levofloksacin je protimikrobna ucinkovina. Po strukturi je kinolon oziroma florokinolon
druge generacije. Levofloksacin je S(-) izomer ofoksacina, ki je racemat. Le S(-) izomer je
aktivna oblika (20). V industriji se uporablja levofloksacin hemihidrat (Slika 15) (molekulska
masa je 370,38 g/mol), ki ima vsebnost levofloksacina 97,6% (21).

H
N 0 aw
«1/2HO
P CH 2

Slika 15: Levofloksacin hemihidrat (22)
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1.7.1. Biofarmacevtske lastnosti levofloksacina

Levofloksacin je zelo dobro topen v vodi in zelo dobro permeabilen, zato po BCS
(Biopharmaceutisc Classification System) klasifikaciji spada v skupino BCS 1. Topnost
levofloksacina je pogojena s pH, zelo dobra je med pH 2-5 okrog 200 mg/ml, najvecja je med
pH 5,5 in 6,5, okrog 300 mg/ml, nad to mejo zacne topnost upadati in je najnizja nad pH 7,5,
okrog 30 mg/ml (21).

1.7.2. Kinoloni

Kinoloni zavirajo sintezo DNA Gram (-) in Gram (+) bakterij. Ker se strukturno in v na¢inu
delovanja razlikujejo od B-laktamskih antibiotikov in aminoglikozidov se uporabljajo tudi

proti bakterijam rezistentnim na B-laktamske antibiotike in aminoglikozide (22).

Kinoloni se vezejo v kompleks DNA-giraza in stabilizirajo konformacijo kompleksa. Uvajanje
dodatnih negativnih zavojev se ustavi. Replikacija in transkripcija se ustavita. Vrzeli v DNA
verigi inducirajo sintezo popravljajo¢ih encimov (SOS response). Nekoordinirano
popravljanje vodi v ireverzibilne poskodbe in celiéno smrt. Inhibitorji giraze delujejo
baktericidno (20).

Levofloksacin deluje na:
Aerobne Gram (+) bakterije:

e Corynebacterium species

e Staphylococcus aureus

e Staphylococcus epidermidis
e Streptococcus pneumoniae

e Skupina Viridans streptococci
Aerobne Gram (-) bakterije:

e Pneumonas aeruginosa

e Serratia marcescens (22)
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2. NAMEN DELA

Pri kroni¢nih ranah je zelo pomembno zascititi rano pred vdorom mikroorganizmov. Zato
razvijajo hidrogele z vgrajenimi protimikrobnimi ucinkovinami, kot je v nasem primeru
levofloksacin. Pri tem pa je predvsem pomembno zagotoviti spros€anje ucinkovine iz

hidrogela znotraj terapevtskih koncentracij.

Namen diplomske naloge bo izdelava in vrednotenje PVA hidrogelov izdelanih na dva nacina.
Prvi nacin bo raztapljanjem polimera pri povisani temperaturi ter vgradnjo levofloksacina v
hidrogel. Drugi nacin je identicen prvemu, le da jih nato Se v vecih ciklih zamrzujemo in
odtajamo. Pripravili bomo gele v treh razli¢nih koncentracijah PVA in treh razlicnih
koncentracijah levofloksacina. Hidrogele bomo reolosko ovrednotili tako hidrogele brez
uéinkovine kot z ucinkovino in sklepali na vpliv levofloksacina na mehanske lastnosti
hidrogelov. Ovrednotili bomo uspe$nost izdelave hidrogela z vrednotenjem homogenosti

porazdelitve levofloksacina po celotnem hidrogelu ter spros¢anje levofloksacina iz hidrogela.

Nas ciljdiplomske naloge bo ugotoviti, kako na mehanske lastnosti hidrogelov in sproS¢anje
levofloksacina iz njih vplivajo parametri izdelave hidrogelov (koncentracija polimera,

koncentracija levofloksacina ter Stevilo ciklov zamrzovanja in odtajanja hidrogelov).
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. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1. MATERIALI
3.1.1. Materiali za pripravo hidrogelov

polivinil alkohol Mowiol® 20-98, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija;
molekulska masa: 125000 Da, videz: beli kristal¢ki
levofloksacin, Lek d.d.

bidestilirana voda
3.1.2. Materiali za izdelavo pufra

kalijev klorid (> 99,5%), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

kalijev dihidrogenfosfat (99,5% - 100,5%), Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija
dinatrijev hidrogenfosfat (> 99,0%), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija
natrijev klorid (> 99,5%), Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

klorovodikova kislina 37%, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

natrijev hidroksid (> 99,0%), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

bidestilirana voda
3.2. NAPRAVE

analitska tehtnica, Mettler Toledo AG245, Scherzenbach, Svica

analitska tehtnica, Mettler Toledo XS205, Scherzenbach, Svica

magnetno mesalo z grelcem, IKA WERKE, Nem¢ija

magnetno mesalo, IKA WERKE, Nemcija

modularni reometer Physica MCR 301; TruGap “READY, Anton Paar;
nastavek: CP50-2, D=50mm, angle 2°

nastavek: PP25, D=25mm

avtomatska pipeta BIOHIT m5000 (500-5000ul), Kemomed, Finska

pH meter MA234, Mettler Toledo, pH/Ion Analyzer, Schwarzenbach, Svica
ultrazvocna kadicka, Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija

UV/VIS spektrofotometer Hewlett Packard 8453, Nemcija
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3.3. POSTOPKI IN METODE
3.3.1. Priprava hidrogelov

Pripravili smo 7,5% (m/m), 11,25% (m/m), 15% (m/m), 20% (m/m) in 25% (m/m)PVA
hidrogel. Natehtali smo ustezno koli¢ino polivinil alkohola v prec¢isceni vodi do 50 g. Nato
smo to segrevali v vodni kopeli na 80°C na magnetnem mesSalu do homogene viskozne
raztopine. Raztopljene vzorce smo med mesanjem ohladili na sobno temperaturo.VVzorce smo

predhodno in po ohladitvi stehteli ter dodali vodo, ki je izhlapela med segrevanjem(Slika 16A).
3.3.2. Priprava hidrogelov z levofloksacinom

Uporabili smo 3 razli¢éne m/m koncentracije levofloksacina 0,75%, 1,5% in 3%pv treh razli¢nih
koncentracijah gela 7,5% (m/m), 11,25% (m/m) in 15% (m/m) gel. Natan¢ne sestave so

podane v Tabeli I.

Ce praskasti levofloksacin zatehtamo direktno v PVA hidrogel se ne raztopi, zato smo ga
predhodno raztopili v delu vode. VVzorce smo pripravili tako, da smo v ohlajen 20% (m/m)
PVA vmesali raztopino levofloksacina, da smo dobili koncentracijo 15% (m/m) hidrogel z
u¢inkovino (Slika 16B). 1z 15% (m/m) smo z vmeSanjem raztopine levofloksacina dobili
11,25% (m/m) PVA z ucinkovino ter iz 11,25% (m/m) smo dobili 7,5% (m/m) PVA z

uc¢inkovino.

Na ta na¢in smo ucinkovino vgrajevali zato, ker smo pred tem ugotovili, da u¢inkovina pri
vi§ji temperaturi razpada. Levofloksacin smo segrevali v pufru 30 minut pri 25°C, 60°C, 80°C
ter 100°C. Ker je koncentracija levofloksacina s segrevanjem padala, Smo ga vedno dodali v
ohlajen gel ter pri tem zelo mo¢no mesSali na magnetnem mesSalu, da se je enakomerno

porazdelil po celotnem gelu.
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Tabela I: Mase PVA, levofloksacina in vode (H,0) v disperzijah

OSNOVNA DISPERZIJA

DODAN
LEVOFLOKSACIN

KONCNI VZOREC

DISPERZIJA m
. m H,O do % %
m PVA [g] m H,0 [g] | levofloksacina m vzorca [g]
16,6 g [a] PVA | levo.
o]
A 0 16,6 0
B 0,5 16,1 0,75
10 40 15
C 1 15,6 15
D 2 14,6 3
E 0 16,6 0
F 0,5 16,1 0,75
7,5 42,5 66,6 11,25
G 1 15,6 15
H 2 14,6 3
I 0 16,6 0
J 0,5 16,1 0,75
5 45 7,5
K 1 15,6 15
L 2 14,6 3

NajoptimalnejSo PVA disperzijo (disperzijo C) smo tudi zamrznili za 24 h, jo odtajali na sobni

temperaturi ter nastali hidrogel reolosko ovrednotili in tudi spremljali spros¢anje u¢inkovine iz

hidrogela. Naredili smo zamrzovanje v 1, 2 in 3 ciklih ter podaljsano zamrzovanje (48 h in 72

h) in hidrogel po vsakem ciklu ovrednotili.
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Slika 16: Gel brez (A) in z levofloksacinom (rumenkast) (B)

3.3.3. Vrednotenje reoloskih lastnosti hidrogelov

Nastalim hidrogelom brez in z ucdinkovino smo pomerili reoloske lastnosti na reometru
Physica MCR 301 s sistemom stozeC-plos¢ica s premerom 50mm(Slika 4). Na spodnjo plosco
smo nanesli vzorec, mozne zraéne mehurcke smo s spatulo pomaknili na rob, da jih je stozec
ob stiku izrinil in tako niso motili meritve. Presezek hidrogela smo odstranili, preden je

naprava pricela z meritvijo.

Vzorcem smo najprej pomerili viskoznost z metodo rotacijske reometrije, da smo videli, kako
se le ta spreminja s viSanjem koncentracije gela in dodatkom ucinkovine. Merili smo pri

temperaturi 25°C in y= 1- 100 1/s.

Nato pa smo na enem od vzorcev izvedli amplitudni test, s katerim smo ugotovili obmocje
linearnega viskoelasti¢énega obnasanja (LVE) naSega vzorca. Znotraj tega obmoc¢ja so reoloske
lastnosti snovi neodvisne od amplitude strizne deformacije. Elasti¢ni (G') in plasticni (G”)
modul smo merili tako, da smo strizno deformacijo zvezno povecevali od 0,01 do 100%,
frekvenca oscilacije pa je bila konstantna (10 rad/s). Vse meritve smo izvajali pri temperaturi
25°C.

Znotraj obmoc¢ja linearne viskoelasti¢nosti (LVE) dolo¢enega z amplitudnim testom, smo

izvedli frekvencéne teste. Frekvenco smo spreminjali od 100 proti 0,1 rad/s, deformacija (y) je
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bila 0,1%. Vse vzorce smo merili pod enakimi pogoji, da smo lahko nato primerjali rezultate.

Pri frekven¢nem testu smo merili spreminjnje elasti¢nega (G') in plasticnega (G”) modula.
3.3.4. Vrednotenje reoloskih lastnosti hidrogelov po zamrzovanju

Hidrogele smo nalili priblizno v enako debeli plasti v enake petrijevke ter zamrznili za 24h ter
jih nato odtajali priblizno 4hin jihovrednotili (Slika 17A). Enako smo ponovili pri 2x in 3x
zamrznjenihhidrogelih (Slika 17B in C). Hidrogelom smo pomerili reoloske lastnosti na
reometru Physica MCR 301 (Slika 4) s sistemom plo§¢ica-plos¢ica s premerom 25mm(Slika 18).
Pri teh hidrogelih smo morali poleg ostalih nastavitev nastaviti tudi debelino gela, ki smo ga
predhodno izmerili z ravnilom. Tudi tu smo odveéen gel odstranili pred zacetkov meritve. Pri
teh hidrogelih smo z amplitudnim testomdolo¢ili LVE in znotraj tega Se frekvenéni test.
Pogoji pri amplitudnem in frekven¢nem testu so bili enaki kot pri vrednoteju hidrogelov s

sistemom stozec-ploscica.

Slika 17: Fotografija vzorcev PVA hidrogelov po razli¢nih ciklih zamrzovanja:1x (A), 2x (B) in 3x (C)

zamrznjen gel z levofloksacinom
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Slika 18: Merjenje reoloskih lastnosti zamrznjenih gelov s sistemom plo$¢ica — plos¢ica

3.3.5. Priprava fosfatnega pufra s pH 7,4 (PBS)

Za fosfatni pufer (PBS) smo zatehtali 0,2 g KCI, 0,24 g KH,PO,, 1,44 g Na,HPO,4in 8 g NaCl
ter kvantitativno prenesli v 1000 ml bucko. Solem smo dodali priblizno 800 ml bidestilirane
vode ter meSali na magnetnem mesalu, da so se soli raztopile. Raztopino smo z 1M NaOH in

IM HCI umerili na pH 7,4. Na koncu smo dodali Se preostalo vodo do 1000 ml.
3.3.6. Umeritvena premica levofloksacina

Raztopine za doloc€itev umeritvene premice smo pripravili v dveh serijah. Na analitski tehtnici
smo natehtali pribliznonatan¢no 50 mg levofloksacina in ga raztopili v 100 ml PBS ter tako
dobili koncentracijo 0,5 mg/ml. Nato smo to raztopino ustrezno red¢ili, da smo dobili

koncentracije v tabeli in narisali umeritveno premico.
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Tabela Il: red¢itve levofloksacina za umeritveno premico

¢ (mg/g) red¢itev (x ml/y ml) redditev ¢ (mg/g) C, (mg/g)
0,5 0,505 0,503
0,0125 2,5/100 0,025 0,012625 0,012575
0,01 1/50 0,02 0,0101 0,01006
0,008 4/250 0,016 0,00808 0,008048
0,006 3/250 0,012 0,00606 0,006036
0,005 10/100,10/100 0,01 0,00505 0,00503
0,0025 25/50 0,5 0,002525 0,002515

Zacetni raztopini (0,5 mg/g) smo pomerili absorbcijski spekter, s katerega smo odcitali
absorbcijski maksimumpri valovni dolzini 287 nm, pri kateri smo nato merili raztopine za
dolocitev umeritvene premice in vzorce homogenosti ter sproscanja uc¢inkovine iz hidrogela.

Enacba umeritvene premice (Enacba 7):

A

A=72,2109 -c—> c= 722109

Enac¢ba 7

R?=0,9996

y = 72,2109
R? = 0,9996

0,8 -
0,7 -
0,6 -
A 0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 -

O T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

c levofloksacina (mg/g)

Slika 19: Umeritvena premica za raztopino levofloksacina (A-absorbanca, c- koncentracija)
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3.3.7. Homogenost porazdelitve levofloksacina po celotnem hidrogelu

Enakomernost porazdelitve levofloksacina po celotnem gelu smo preverili z odvzemom
vzorcev iz 3 razlicnih delov ¢aSe in sicer iz dna CaSe, iz sredine in iz vrha. Zatehtali smo
priblizno 1 g gela v 200 ml bucko ter dopolnili s PBS do oznake. Bucke smo dali za nekaj
minut v ultazvo¢no kadicko, da se je gel popolnoma raztopil v pufru, nato pa smo to raztopino
red¢ili v razmerju 1/10 s PBS. Danim raztopinam smo izmerili A in iz umeritvene premice

izracunali koncentracijo levofloksacina v razli¢nih delih vzorca.
3.3.8. Sproscanje levofloksacina iz PVA

3.3.8.1.  Razvoj modela za izvedbo sproscanja levofloksacina

Gel smo razdelili na priblizno 3 enake dele. Na vsak del smo dolili pufer in sicer razmerje m
hidrogela/m pufra je bil vedno 1:2, torej na 20 g gela smo nalili 40 g pufra, s ¢imer smo
zagotovili sink pogoje in iz njega jemali 5 ml vzorcez avtomatsko pipeto. Vzorce smo
odvzemaliob dolo¢enih ¢asovnih intervalih. VVsak odvzet volumen vzorca smo nadomestili s
PBS ter tako ohranjali sink pogoje, da ni prislo do nasicenja, s tem smo simulirali pogoje v in
vivo, kjer naso u€inkovino na rani odplavlja. Vzorce smo po potrebi red¢ili in nato pomerili
njihovo absorbanco na UV-VIS spektrofotometru. Spektrofotometer nam je na podlagi
umeritvene premice izracunal koncetracijo sproS¢ene ucinkovine. Vsako spros$€anje smo

izvajali v treh paralelkah.

—"J — ’v-

hidrogel
z levofioksacinom

Slika 20: Sproscanje levofloksacina iz zamrznjenega gela
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. STABILNOST LEVOFLOKSACINA PRI POVISANI TEMPERATURI

Ker PVA pri sobni temperaturi v vodi ni topen, smo za pripravo hidrogelov razopino morali
segreti na temperaturo nad 80°C, zato smo preverili tudi, kaj se dogaja s segrevanjem
levofloksacina. Ker njegova koncentracija z visanjem temperature pada (Slika 21) Smo se

odlocili, da bomo levofloksacin dodali gelu pri sobni temperaturi.

18
c levofloksacina

(mg/g)

16

12 4

H

W 25°C
10 A
m60°C
m 80°C

100°C

Slika 21: Koncentracija levofloksacina v vodi po 30 minutah segrevanja pri razli€nih temperaturah. Teoreti¢na

koncentracija je bila 15 mg/g.
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4.2. REOLOSKO VREDNOTENJE POLIMERNIH DISPERZI1J
4.2.1. Rotacijsko vrednotenje viskoznosti

421.1. Viskoznost pri razlicnih koncentracijah PVA

S klasi¢no rotacijsko viskozimetrijo smo pomerili viskoznost v odvisnosti od strizne hitrosti s
sistemom stozec— plos€ica (Slika 22). S tem smo izmerili viskoznost razlicno koncentriranih
PVA disperzij in spremljali, kako se viskoznost povecuje z veCanjem koncentracije PVA.
Viskoznost 15% PVA je najnizja, sledi n 20% PVA in nato 25% PVA. Ko koncentracijo PVA
povecamo za 5% se m disperzij pove¢a za faktor 10.0dvisnost viskoznosti (n) od strizne
hitrosti (y) je zelo majhna za 15% in 20% disperzije, zato bi lahko sklepali, da gre za
Newtonske tekocine, saj izkazujejo konstantno m neodvisno od y. 25% sistem pa je Ze

psevdoplastic¢en, saj n enakomerno upada in doseze neko konstantno vrednost pri visoki 7.

160
n
[Pas]
140 \
120

100

80

=—25% PVA
=i=20% PVA
15% PVA

60

40

20 S8-S0 88 88sunag g

O ! T T T T I‘
0 20 40 60 80 100

v [1/s]

Slika 22: Viskoznost 15%, 20% in 25% PVA disperzij
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4.2.1.2. Viskoznost disperzije z dodanim levofloksacinom

Dodatek levofloksacina k disperziji vpliva na viskoznost le-te, saj jo poveca (Slika 23).Pri 15%
PVA se ob dodatku 0,5 g levofloksacina n disperzije glede na n osnovne disperzije poveca za
1 Pas. Po dodatku 1 g levofloksacina je m visja za 2 Pas glede na osnovno disperzijo brez
ucinkovine. Po dodatki 2 g levofloksacina pa se 1 glede na osnovno disperzijo poveca za 6
Pas. 1z grafa (Slika 23) lahko sklepamo, da imamo pri 15% PVA disperzij in 15% PVA
disperzij z 0,5 g levofloksacina Newtonsko tekoc¢ino, pri 15% PVA disperziji z 1 g

levofloksacina in 15% PVA disperziji z 2 g levofloksacina pa psevdoplasti¢en sistem.

9 =&—15% PVA disperzija z 2
g levoflokacina
(disperzija D)

15% PVA disperzijaz 1
g levofloksacina

o
=

2 1 \ (disperzija C)
T M == 15% PVA disperzija z
T T 0,5 g levofloksacina
6 . (disperzija B)
1 o —#—15% PVA disperzija
._-_.“i—!—!- (disperzija A)
5 *ﬂ*
4
3
0 20 40 60 80 100

y [1/s]

Slika 23: Viskoznost 15% PVA disperzije, 15% PVA disperzije z 0,75%levofloksacina, 15% PVA disperzije z

1,5%levofloksacina in 15% PVA disperzije z 3% levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.
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Viskoznost 11,25% disperzije je precej nizja od 15% disperzije (Slika 23,Slika 24). Pri 11,25%
PVA disperziji je n 1,21 Pas, pri 15% PVA disperziji pa 5,86 Pas priy =0 1/s.

Z povecevanjem koncentracije levofloksacina v 11,25% PVA disperziji n naras¢a (Slika 24). Po
dodatku0,5 g levofloksacina v disperzijo je n 1,375 Pas, po dodatku 1 g levofloksacina pa 1,69
Pas. Veéja sprememba je po dodatku 2 g levofloksacina saj je n 3,025 Pas. Tudi pri 11,25%
PVA disperziji z 2 g levofloksacina lahko sklepamo, da gre za psevdoplasti¢en sistem, pri

ostalih sistemih pa za Newtonsko tekocino, saj so n bolj ali manj neodvisne od spreminjanja vy.

3,5
n
[Pas]
3
2,5

=—4=—11,25% PVA disperzijaz
2 g levofloksacina
(disperzija H)

== 11,25% PVA disperzija z
NN—-Q 1g levofloksacina
(disperzija G)

11,25% PVA disperzija z

0,5 g levofloksacina
gl ey &
=

ﬂ_ﬂ-._.'f (disperzija F)

—— I. { ==11,25% PVA disperzija

(disperzija E)

0,5

0 20 40 60 80 100

v [1/s]

Slika 24: Viskoznost 11,25% PVA disperzije, 11,25% PVA disperzije z 0,5 g levofloksacina, 11,25% PVA

disperzije z 1 g levofloksacina in 11,25% PVA disperzije z 2 g levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.
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Viskoznost 7,5% PVA disperzije (Slika 25) (0,148 Pas) je 10x nizja od n 11,25% PVA
disperzije. Med osnovno disperzijo (7,5% PVA disperzija), 7,5% PVA disperzijo z 0,5 g

levofloksacina ter 7,5% PVA disperzijo z 1 g levofloksacina so razlike v n zelo majhne. Pri

7,5% PVA disperziji z 2 g levofloksacina se n dvigne na 0,437 Pas. Po dodanih 2 g

levofloksacina lahko glede na obliko grafa (Slika 25) sklepamo na psevdoplasticen sistem, pri

ostalih pa na Newtonsko tek¢ino.

[Pas]

0,5

0,45

0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

20

40

100

vy [1/s]

== 7,5% PVA disperzijaz2 g
levofloksacina (disperzija L)

—0—7,5% PVA disperzijazlg
levofloksacina (disperzija K)

=e=7,5% PVA disperzijaz 0,5 g
levofloksacina (disperzija J)

7,5% PVA disperzija (disperzija I)

Slika 25: Viskoznost 7,5% PVA disperzije, 7,5% PVA disperzije z 0,5 g levofloksacina, 7,5% PVA disperzije z 1

g levofloksacina in 7,5% PVA disperzije z 2 g levofloksacina Sestava je podana v Tabeli |.
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Iz Tabele Il lahko razberemo kako se spreminja n s spreminjanjem sestave disperzije. 15%
PVA disperzija ima nizjo n kot 15% PVA disperzija z dodanim levofloksacinom. Ve¢ kot je
dodanega levofloksacina visja je m. Najvecji skok v n je pri 15% PVA disperziji z 2 ¢
levofloksacina, saj je | glede na osnovno 15% PVA disperzijo visja skoraj za 2x oziroma za 6
Pas. Sorazmerno glede na manjSo n 11,25% PVA disperzije in 7,5% PVA disperzije v
primerjavi z 15% PVA disperzijo so tudi n 11,25% PVA disperzij z levofloksacinom in 7,5%
PVA disperzij z levofloksacinom nizje od primerljivih 15% PVA disperzij z levofloksacinom.

Skoki v 11 ob dodatku u¢inkovine pa so podobni.

Viskoznost se v vseh primerih najverjetneje poveca zato ker ima raztopina levofloksacina
vec¢jo n kot sam PVA, poleg tega pa to veCanje povzrocijo tudi vecje interakcije med

hidrofilnimi skupinami levofloksacina in PVA.

Tabela I11: Primerjava viskoznosti pri strizni hitrosti 0,1 zal5% PV A disperzije, 15% PVA disperzije z 0,75%
levofloksacina, 15% PVA disperzije z 1,5% levofloksacina, 15% PVA disperzije z 3% levofloksacina, 11,25%
PVA disperzije, 11,25% PVA disperzije z 0,75% levofloksacina, 11,25% PVA disperzije z 1,5% levofloksacina,
11,25% PVA disperzije z 3% levofloksacina, 7,5% PVA disperzije, 7,5% PVA disperzije z 0,75%

levofloksacina, 7,5% PVA disperzije z 1,5% levofloksacina in 7,5% PVA disperzije z 3% levofloksacina.

D C B A H G F E L K J |
%
15% 11,25% 7.5%
PVA
%
3 15 0,75 0 3 1,5 0,75 0 3 1,5 0,75 0
ud.
[Pn] 115 824 6,135 586 | 3,025 169 1375 1,21 | 0437 0,166 0,154 0,148
as
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4.2.2. Oscilatorni testi

Z oscilacijsko reometrijo smo pogledali, kaksna je notranja struktura pripravljenih vzorcev, in
ali lahko samo s povecevanjem koncentracije viskozne disperzije tvorimo tridimenzionalne
strukture. V nasprotnem primeru potrebujemo dodaten faktor, ki sprozi povezovanje in

urejanje v hidrogelsko strukturo.

4.2.2.1. Amplitudni test

Z amplitudnim testom smo dolo¢ili LVE. G™ in G” sta bila linearna skozi celotno amplitudno
obmod¢je. Dolo¢ili smo strizno deformacijo, znotraj LVE, pri kateri smo zaceli meriti
frekvencne teste, to je 0,1%. Pri vseh pripravljenih disperzijah, ne glede na koncentracijo PVA
ter koncentracijo levofloksacina je G” nad G'. To pomeni, da je kljub visoki viskoznosti na$
disperzni sistem $e vedno koloidna raztopina.Samo povecevanje koncentracije PVA v
raztopini polimernih verig ne pribliza toliko, da bi se le-te povezale in nastale urejene
tridimenzionalne strukture. Na slikah (Slika 26,Slika 27) vidimo, da s povecevanjem

koncentracije polimera ali u¢inkovine ne moremo povzrociti povezovanja polimernih verig.

G’ in G"se povecata ob dodatku levofloksacina v disperzijo (Slika 26). Pri 15 % PVA disperziji
se po dodatku 0,5 g in 1 g levofloksacina G™ povisa tudi za 30x (1g levofloksacina) glede na
G" osnovne disperzije, G” pa se spremeni za najve¢ 5 Pa (Slika 26). G pri disperziji z 2 ¢
levofloksacina je presenetljivo nekoliko nizji kot G* pri disperziji z 1 g levofloksacina. G”
disperzije z 2 g levofloksacina je za 1,5x visji od G” disperzije z 0,5 g levofloksacina (Slika 26).
Iz tega lahko sklepamo, da na plasti¢nost disperzije vpliva vecji dodatek levofloksacina,
vendar pa so ti vplivi bisveno manjsi kot je obcutljivost G', na katerega vpliva vsaka

sprememba v sestavi disperzije.
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Slika 26: Amplitudni test 15% PVA disperzije, 15% PVA disperzije z 0,5 g levofloksacina, 15% PVA disperzije

z 1 g levofloksacina in 15% disperzije z 2 g levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.
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Pri 11,25 % PVA disperziji (Slika 27) se G' in G” z dodajanjem levofloksacina disperziji
povecujeta glede naosnovno disperzijo. G* z 0,5 g in 1 g levofloksacina so visji za 2x glede na
vrednosti G osnovne disperzije, disperzije z 2 g levofloksacina pa za 6x. G” disperzije z 1 g
levofloksacina je niZji od G' disperzije z 0,5 g levofloksacina, kar je v nasprotju s
priCakovanji. Iz tega lahko sklepamo, da dodatek levofloksacina v manjsi koli¢ini ne vpliva
toliko na elasti¢nost disperzije pri manj koncentrirani disperziji (11,25%) v primerjavi z 15%
PVA disperzijo. G” disperzij z levofloksacinom so visje glede na G"osnovne 11,25%
PVAdisperzije. Razlike v G” med osnovno disperzijo in disperzijama z 05 g in 1 g
levofloksacina niso znatne, medtem ko so vrednosti G” disperzije z 2 g levofloksacina
priblizno 2x visje od disperzije brez u¢inkovine. 1z teh meritev lahko sklepamo, da dodatek
levofloksacina v veéji koli¢ini mo¢no vpliva na plasti¢nost, na elasti¢nost pa tako kot v

primeru 15% PVA vpliva vsak dodatek u¢inkovine.
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Slika 27: Amplitudni test 11,25% PVA disperzije, 11,25% PVA disperzije z 0,5 g levofloksacina, 11,25% PVA

disperzije z 1 g levofloksacina in 15% PVA disperzije z 2 g levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.
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4.2.2.2. Frekvencni test

Iz grafa za frekven¢no odvisnost dinami¢nih modulov 15% PVA disperzije (Slika 28) vidimo
razlike v odzivu na delovanje strizne deformacije. Tako G" kot G” 15% PVA disperzije (Slika
28) z naraS¢anjem ® nara$c¢ata priblizno vzporedno. G” je nad G°, kar pomeni, da imamo zelo
viskozno disperzijo. Nikjer v obmocju merjenja ni prislo do prekrizanja teh dveh krivulj, zato
ne moremo govoriti o disperziji s prepletenimi polimernimi verigami. Morda bi ob prekrizanju
prislo do vi$jih ®. Po dodatku levofloksacina v disperzijo se je tako G* kot G” povisal glede na
osnovno disperzijo. G' se je z ve¢ dodanega levofloksacina bolj povisal kot G”. Po dodatku 0,5
g levofloksacina v disperzijo se vrednosti G' in G” 2x poviSajo v primerjavi z osnovno
disperzijo. G pri disperziji z 2 g levofloksacina se je povisal za 40x, G” pa za5x glede na
osnovno disperzijo. G disperzij z 0,5 g in 1 g levofloksacina se razlikuje za faktor 15, G”
disperzije z 0,5 g levofloksacina je zelo podoben G” disperzije z 1 g levofloksacina. Ko se
povecamo koncentracijo levofloksacina v disperziji, iz 15 mg/g na 30 mg/g, se je G™ spremenil
le za 1 Pa oziroma 1,5x, G” pa se povisa za 2x. Sklepamo lahko, da dodatek levofloksacina
osnovni disperziji zelo poveca elasti¢nost, manjsi, skoraj zanemarljiv vpliv pa je na plasti¢nost
disperzije. To velja do neke mejne koncentracije ucinkovine v disperziji (1,5%), saj se tudi

vrednost G' pocasi ustali oziroma manj povecuje (Slika 28).
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Slika 28: Frekvencni test 15% PVA disperzije, 15% PVA disperzije z 0,5 g levofloksacina, 15% PVA disperzije z

1 g levofloksacina in 15% PV A disperzije z 2 g levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.

Pri 11,25% PVA disperziji (Slika 29) je frekvenéna odvisnost dinami¢nih modulov podobna
frekvenéni odvisnosti 15% PV A disperzij (Slika 28). G in G"osnovne 11,25% PVA disperzije
je tudi tu dokaj vzporedna, vrednosti pa so sorazmerno nizje kot pri 15% PVA disperziji. G™ se
z dodajanjem levofloksacina povecuje, tudi za 45x. Vrednost G° disperzije z 0,5 ¢
levofloksacina je vi§ja od G™ disperzij z 1 g in 2 g levofloksacina. 1z tega lahko sklepamo, da

se pri manj koncentrirani disperziji elasticnost zelo poveca ze ob majhnem dodatku
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levofloksacina. G” se zelo malo razlikujejo med disperzijami z razlicno vsebnostjo
levofloksacina, najve¢ za faktor 2. Pri tej koncentraciji PVA disperzije z dodajanjem
levofloksacina zelo vplivamo na elasti¢nost, na plastinost pa z dodajanjem ucinkovine
minimalnovplivamo. Ugotovili smo, da viSanje koncentracija PVA, pa tudi dodatek
levofloksacina ne pripomore k tvorbi ¢vrste gelske strukture. Zato smo za nadaljne poskuse

uporabili disperzijo C.
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Slika 29: Frekvenéni test 11,25% PVA disperzije, 11,25% PVA disperzije z 0,5 g levofloksacina, 11,25% PVA

disperzije z 1 g levofloksacina in 15% PVA disperzije z 2 g levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.
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4.3. VREDNOTENJE HIDROGELOV NAREJENIH Z ZAMRZOVANJEM Z
OSCILACIJSKO REOMETRIJO

4.3.1. ReoloSko vrednotenje 15% PVA z 1,5% levofloksacina pripravljenega z

veckratnimi 24 h cikli zamrzovanja in odtajanja

Da zamrzovanje vpliva na strukturo samega gela smo videli ze pri prvem vzorcu, ki smo ga
zamrznili za 1 cikel (24 ur). Stevilo cikov smo $e povecali ter videli, kako se sama struktura
gela spreminja. Ze s prostim oéesom in na otip smo videli, da je gel vedno bolj &vrst. Vse to pa

smo nato Se potrdili z oscilacijskimi testi.

4.3.1.1. Amplitudni test

Na vzorcih smo najprej izvedli amplitudni test za doloc¢itevLVE. Pri 1x zamrznjenem vzorcu
je bil tako G kot G” linearen. Ko pa smo pomerili $e ostala dva vzorca, ki sta bila 2x oziroma

3x zamrznjena pa je LVE v ozjem obmoc¢ju deformacij in sicer med 0,01 — 1% (Slika 30).

V primerjavi z nezamrznjeno disperzijo so vrednosti G in G” pri zamrznjenih hidrogelih visje
tudi za 10000x (Slika 30). Pri disperziji je LVE od 0,1 — 100%, pri hidrogelih pa je to le pri 1x
zamrznjenem. Pri 2x in 3x zamrznjenem hidrogelu LVE velja le za obmocje 0,01 — 0,1 1/s,
zato smo s frekvenc¢nim testom pogledali tudi, kaj se dogaja v tem obmo¢ju. Najpomembnejsa
razlika med disperzijo in hidrogeli je v odnosu med G' in G”. Pri netretirani disperziji je G”
nad G, kar pomeni, da imamo polimerno raztopino. Pri hidrogelih je G* nad G” kar pomeni,
da se je med zamrzovanjem tvorila tridimenzionalna hidrogelska struktura. 1z Slika
30razberemo, da se z vsakim ciklov vrednost G* in G"povecuje, torej zamrzovanje vpliva tako
na elasti¢nost kot plasti¢nost hidrogela. G™ 1x zamrznjenega hidrogela je za 250x visji od G
nezamrznjene disperzije, G” pa za 60x. Vrednosti G* in G” med posameznimi zamrzovanji

rastejo za faktor 2x.
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Slika 30: Amplitudni test 15% PVA disperzije in 15% PV Ahidrogela po 0, 1, 2 in 3 ciklih zamrzovanja in odtajanja. Sestava

je podana v Tabeli I.

Pri amplitudnem testu 15% PVA disperzije z 1,5% levofloksacina (disperzija C) so ugotovili

podobno kot za hidrogel brez u¢inkovine(Slika 31). Tudi pri teh hidrogelih je G' nad G”,

medtem ko pri disperziji z levofloksacinom je G” nad G'. Vrednost G' nezamrznjene

disperzije in G* 3x zamrznjenega hidrogela je 250x visje, G” pa 20x.
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Slika 31: Amplitudni test 15% PVA disperzije in 15% PVA hidrogela z15 mg/g levoflokacina po 0, 1, 2 in 3 ciklih

zamrzovanja in odtajanja. Sestava je podana v Tabeli I.
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4.3.1.2. Frekvencni test

Na Slika 32vidimo razlike dinami¢nih modulov med disperzijo pred zamrzovanjem in hidrogeli
po posameznih ciklih zamrzovanja. Pri disperziji je G” nad G, po zamrzovanju pa se G obrne
nad G". TakSna sprememba pomeni, da se je iz polimerne disperzije z zamrzovanjem tvorila
tridimenzionalna struktura hidrogela. G° zamrznjenega hidrogela se v primerjavi z G
nezamrznjene disperzije povisa za najve¢ 4000x, G” pa za 100x. Pri 1x zamrznjenem
hidrogelu se pri nizjih frekvencah krivulji G* in G” priblizujeta, kar kaze Sibko hidrogelsko
strukturo oziroma na mozno polimerno raztopino s prepletenimi verigami. G* in G” 2x in 3x
zamrznjenega hidrogela se sekata, kar pomeni, da se je tvorila tridimenzionalna struktura,
vmes pa so deli, kjer imamo polimerno raztopino s premrezenimi polimernimi verigami.
Veckrat kot je hidrogel zamrznjen visje so o, kjer se sekata krivulji G* in G” (Slika 32).Pod
prese¢iséem (niZje ®) se sistem obnaSa kot tekocina, pri vi§jih ®, nad prese¢is¢em, pa kot

poltrdna snov (Slika 32).
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Slika 32: Frekvencni test15% PVA disperzije in 15% PVA hidrogela po 0, 1, 2 in 3 ciklih zamrzovanja in odtajanja.
Sestava je podana v Tabeli I.

Frekvenéno odvisni dinami¢ni moduli pri disperziji z levofloksacinom in hidrogelih z
levofloksacinom, ki smo jih ve¢krat zaporedoma zamrznili so zelo podobni tistim pri disperziji
in hidrogelih brez u¢inkovine (Slika 32, Slika 33), le da so tu vrednosti obeh modulov visje. Pri
disperziji vidimo, da sta krivulji za G" in G"vzporedni in da je G” nad G kar je znacilno za
koloidno raztopino. Pri hidrogelih je G' nad G”, torej se je naSa disperzija uredila v
hidrogelsko strukturo. G 3x zamrznjenega hidrogela je 1300x visji od G disperzije, G” pa
100x. V tem primeru niso vsi G” zamrznjenih hidrogelov pod G' kot v prej$njih primerih.

Razlike med G' in G” pri posameznem hidrogelu se z vsakim ciklom zamrzovanja manj$ajo.
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Iz oblike krivulj (Slika 33) lahko vidimo, da so nasi hidrogeli pretezno elasti¢ni, saj prevladuje
elasti¢no obnasanje (10). Pri G™ vidimo plato, najbolj izrazit je pri 1x zamrznjenem hidrogelu.
G” pa z naras¢ajoco ® pada do dolo¢enega minimuma, pri 1x zamrznjenem hidrogelu je to pri
® =1 1/s, pri 2x zamrznjeme pri ® = 10 1/s ter pri 3x zamrznjenem pri ® = 100 1/s. TakSen
odnos med G* in G” pomeni da je to elasticno (rubbery) podrocje, ki pa preide v prehodno
zilavo podrocje (leathery), kjer G'narasca hitreje kot G* (10). Pri 3x zamrznjenem hidrogelu
lahko govorimo le o elasticnem obnasanju, saj v naSem obmoc¢ju merjenja ne pride do prehoda

v zilavo stanje.
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Slika 33: Frekvencni test 15% PVA disperzije in 15% PVA hidrogela z 15 mg/g levoflokacina po 0, 1, 2 in 3 ciklih

zamrzovanja in odtajanja v obmod&ju o = 0,1 — 100 1/s. Sestava je podana v Tabeli I.
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Najprej smo vse gele merili pri frekvencah med 0,1 — 100 1/s. Ker se krivulji G™ in G” nista
nikjer sekali, sta se pa priblizevali ena drugi, smo pogledali Se kaj se dogaja pri nizjih
frekvencah, med 0,01 — 10 1/s (Slika 34). Pri nizjih frekvencah se vidi tocko prekrizanja
oziroma na preseCis¢u G in G”. Obmocje, kjer pride do presecisca, je prehodno obmocje,
znacilno za viskoelasti¢ne tekocine. Temu sledi elasticno obmocje, kjer prevladuje elasti¢no
obnasanje, opazimo plato G' in minimun G”, kar je znacilno za viskoelasti¢ne poltrdne snovi.
Pri 1x zamrznjenem hidrogelu je ta prehod pri ®=0,01 1/s, pri 2x zamrznjenem pri o= 0,251
1/s in pri 3x zamrznjenem pri ®=2,51 1/s. Za naSe hidrogele lahko re¢emo, da iz visoelasti¢nih

tekocin preidejo v viskoelasti¢ne poltrdne snovi.
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Slika 34: Frekven¢ni test 15% PVA hidrogela z 15 mg/ml levoflokacina po 0, 1, 2 in 3 ciklih zamrzovanja in odtajanja v

obmogju o = 0,01 — 10 1/s. Sestava je podana v Tabeli I.
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4.3.2. Reolosko vrednotenje 15% PVA z 1,5% levofloksacina pripravljenega s

podaljSanim ¢asom zamrzovanja (48h in 72h)

Ker nas je zanimal vpliv ¢asa zamrzovanja na strukturo in lastnosti gela, smo izvedli Se
podaljSano zamrzovanje in to primerjali z veCkratnim zamrzovanjem. Ti geli so vizuelno
podobni 1x zamrznjenim. Na videz niso tako ¢vrsti kot geli pripravljeni z veCkratnim

zamrzovanjem.

4.3.2.1. Amplitudni test

Pri podaljSsanem ¢asu zamrzovanja je LVE skoraj skozi celotno obmocje tako kot pri gelih
pripravljenih brez zamrzovanja. Pri teh nastanejo tridimenzionalne hidrogelske strukture, kar
vidimo iz grafa (Slika 35), saj je G' nad G”, za razliko od gelov brez zamrzovanja, kjer je G”
nad G*. Ce primerjamo 48 h zamrznjen gel z 24 h zamrznjenim, je hidrogel zamrznjen 48 h
manj plastiCen in manj elasti¢en, 72 h zamrznjen gel pa je v primerjavi z 24 h zamrznjenim
bolj plasticen, Se vedno pa manj elasti¢en, torej manj strukturiran. 48 h zamrznjen hidrogel
ima G' in G” nizji od G' in G” 72 h zamrznjenega hidrogela. Sklepamo lahko, da cas
zamrzovanja ne vpliva toliko na notranjo strukturo hidrogela, saj razlike med posameznimi

hidrogeli niso tako velike, G se poveca za 2,5x in G"za 2x.
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Slika 35: Amplitudni test 15% PVA hidrogela pripravljenega s 24 h, 48 h in 72 h zamrzovanjem. Sestava je

podanav Tabeli I.

LVE pri hidrogelih z dodanim levofloksacinom (Slika 36) prav tako obsega celotno obmocje
merjenja. Pri teh hidrogelih s povecevanjem $tevila cikov zamrzovanja vrednosti tako G* kot
G” rastejo. Plasti¢nost hidrogela se poveca za 2x po 72h zamrzovanja v primerjavi z 24 h
zamrzovanja hidrogela. Elasti¢nost pa naraste le za 1,3x po 72 h v primerjavi s hidrogelom

zamrznjenim 24 h.
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Slika 36: Amplitudni test 15% PVA hidrogela z 1,5% levofloksacina pripravljenega z 24 h, 48 h in 72 h
zamrzovanjemSestava je podana v Tabeli I.

4.3.2.2. Frekvencni test

Pri 24 h zamrznjenem hidrogelu vidimo (Slika 37), da je graf znacilen za viskoelasti¢no snov,
Kjer se sistem pri nizjih ® obnasa kot viskoelasti¢no tekocino, katere obnaSnjepri visjih

opreide v viskoelasti¢no trdno snov. Pri nizjih ® pod prese¢is¢em je G” nad G kar je znacilno

za viskoelasti¢ne tekocine, nad presecis¢em, pri visjih o, pa je G* nad G”, kar je znacilno za
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gelsko strukturo. Ce o $e povecujemo preide nas hidrogel iz elastiénega obnasanja v Zilavo

podrocje, kjer G"naraséa hitreje kot G™ (10).
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Slika 37: Frekvencni test 15% PVA hidrogela pripravljenega z 24 h, 48 h in 72 h zamrzovanjem. Sestava je

podanav Tabeli I.

Naslika 38vidimo, da so krivulje hidrogelov z levofloksacinom, ki so bili razliéno dolgo
zamrznjeni zelo podobne. Hidrogela zamrznjena 24 h in 72 h se obnasata enako kot hidrogel
brez ucinkovine(Slika 38) imata znacilno obliko, ki ponazarja prehod iz viskoelasti¢ne tekocine
v viskoelasti¢no poltrdno snov. Pri obeh hidrogelih ima G” minimum, ki pa se nato pri vi§jih ®
povecuje nesorazmernO hitreje kot G'. G' je nad G” kar pomeni, da prevaduje elasti¢no
obmocje. Pri 72 h zamrznjenem hidrogelu z levofloksacinom imamo prav tako presecisce
krivulj, ki ponazarja prehod snovi iz viskoznega v elasticno obmocje. Pri nizjih ® je G'nad G°,

nad presecis¢em, pri visjih  pa se to obrne, G* gre nad G” (Slika 38).
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Slika 38: : Frekvencni test 15% PVA hidrogela z 1,5% levofloksacina pripravljenega z 24 h, 48 h in 72 h

zamrzovanjem. Sestava je podana v Tabeli I.

4.3.3. Primerjava hidrogelov pripravljenih z vefkratnim zamrzovanjem in

odtajanjem ter gelov, pripravljenih s podaljSanim ¢asom zamrzovanja

4.3.3.1. Frekvencni test

Naslika 39vidimo direktno primerjavo med hidrogeloma z 2x zamrzovanjem po 24 h in 48 h
zamrznjenim hidrogelom. Krivulje gelov, ki so bili 2x zamrznjeni imajo visje vrednosti, kot
krivulje 48 h zamrznjenih hidrogelov. LVE je pri hidrogelih s podaljSanim ¢asom
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zamrzovanja(Slika 35,Slika 36) vec¢je kot pri gelih z dvakratnim zamrzovanjem (Slika 30,Slika 31).
Pri veckrat zamrznjenih gelih nastane med verigami ve¢ povezav, bolj ¢vrsta struktura. Pri 2x
zamrznjenem hidrogelu vidimo prehod iz viskoelasti¢ne tekocine v viskoelasti¢no poltrdno
snov. Pri 48 h zamrznjenem hidrogelu tega prehoda ne vidimo, saj se je vzorec skozi celotno
obmocje merjenjaobnasal kot viskoelasti¢na poltrdna snov. Podobno opazimo, ¢e primerjamo

3x zamrznjene hidrogele in 72 h zamrznjene hidrogele (Slika 41).
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Slika 39: Frekvencni test 2x zamrznjenega 15 % PVA hidrogela in 48 h zamrznjenega 15 % PVA hidrogela.

Sestava je podana v Tabeli I.

Pri hidrogelih z dodanim levofloksacinom (Slika 40) so si krivulje pri 2x zamrznjenem in 48 h
zamrznjenem hidrogelu bistveno bolj podobne kot v primeru brez ucinkovine. Pri 2X
zamrznjenem hidrogelu pride do prehoda iz viskoelasti¢ne tekocine v viskoelasti¢no poltrdno
snov pri ® = 0,1 1/s. Pri 48 h zamrznjenem hidrogelu imamo v tem obmocju le visoelasti¢no
poltrdno snov, kjer G* doseZe plato, G” pa doseZze nek minimum, nato pa preide v prehodno

zilavo obmocje, kjer G” naras¢a hitreje kot G'.
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Slika 40: Frekvenc¢ni test 2x zamrznjenega 15% PVA hidrogela z 1,5% levofloksacina in 48 h zamrznjenega 15%

PVA hidrogela z 1,5% levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.

Pri 3x zamrznjenem hidrogelu je prehod obnasanja iz viskoelasti¢ne tekocine v viskoelasti¢no
poltrdno snov pri ® = 10 1/s, pri 72 h zamrznjenem hidrogelu pa je ta prehod ze pri ® = 0,251
1/s (Slika 41).
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Slika 41: Frekven¢ni test 3x zamrznjenega 15% PVA hidrogela in 72 h zamrznjenega 15% PVA hidrogela.

Sestava je podana v Tabeli I.

Naslika 42vidimo, da se hidrogeli obnasajo podobno kot pri 2x zamrznjenih hidrogelih z
uéinkovino in 48 h zamrznjenih hidrogelih. Opazimo, da pride pri 72 h zamrznjenem
hidrogelu z levofloksacinomdo prehoda obnasanja iz visoelasti¢ne teko€ine v viskoelasti¢no
poltrdno snov pri ® = 0,158 1/s. Pri 3x zamrznjenem hidrogelu z levofloksacinom do tega

prehoda pride pri visjih frekvencah in sicer pri = 2,51 1/s.

To je zelo podobno pri 3x zamrznjenem hidrogelu in 72 h zamrznjenem hidrogelu brez

ucinkovine (Slika 41).

Vsekakor pa lahko ugotovimo, da prisotnost levofloksacina vpliva na strukturo PVA
hidrogelov tako, da se ¢asovno odvisno zamrzovanje ne odraza na spremenjeni strukturi, razen

na povecanje obeh modulov.
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Slika 42: Frekvenéni test 3x zamrznjenega 15% PVA hidrogela z 1,5% levofloksacina in 72 h zamrznjenega

15% PVA hidrogela z 1,5% levofloksacina. Sestava je podana v Tabeli I.
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4.4. SPROSCANJE LEVOFLOKSACINA 1Z PVA DISPERZIJ

4.4.1. Homogenost levofloksacina v PVA disperziji

Z odvzemom vzorcev na treh razliénih mestih v disperziji smo potrdili, da se je levofloksacin

enakomerno porazdelil po celotnem vzorcu. S kapalko smo odvzeli vzorec gela na vrhu,

sredini ter ¢isto na dnu ¢ase. Odvzete vzorce smo raztopili v pufru v bucki, ki smo jo dali v

ultrazvo¢no kadic¢ko, da se je celoten vzorec raztopil. Nato smo na UV spektrofotometru

izmerili absorbance vzorca in dolo¢ili koncentracijo levofloksacina. Rezultati so predstavljeni

na slikah (Slika 43, Slika 44).

30

25

20

15

10

c levofloksacina v 15% PVA disperziji

7,5 mg/g zgoraj (disperzija B)

7,5 mg/g sredina (disperzija B)

7,5 mg/g spodaj (disperzija B)

B 15 mg/g zgoraj (disperzija C)

M 15 mg/g sredina (disperzija C)

M 15 mg/g spodaj (disperzija C)

m 30 mg/g zgoraj (disperzija D)
m 30 mg/g sredina (disperzija D)

30 mg/g spodaj (disperzija D)

odvzem vzorca

Slika 43: Homogenost levofloksacina v 15% PV A disperziji. Sestava je podana v Tabeli I.
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(5]
% 10 B 30 mg/g zgoraj (disperzija H)
§ m 30 mg/g sredina (disperzija H)
()
o 5 +— M 30 mg/g spodaj (disperzija H)

0
mesto odvzema vzorca

Slika 44: Homogenost levofloksacina v 11,25% PVA disperziji. Sestava je podana v Tabeli I.
4.4.2. Sproscanje

Sprosc¢anje iz razli¢no koncentriranih gelov z razli¢no koncentracijo levofloksacina smo vedno
izvajali iz enako velikih ¢a$, s priblizno enako koli¢ino gela ter PBS. Nasa primarna disperzija
je bila 15% z vgrajenega 1,5%oziroma 15 mg/g levofloksacina.Zeljeno je bilo, da bi se
ucinkovina z mesta aplikacije spros¢ala nekaj dni (4-5 dni), zato smo prvotno sproScanje
izvajali 4 dni oziroma 96 h.Ker se je po 96 h sprostilo le 67% uéinkovine, kar je premalo v
takSnem casovnem obdobju (Slika 45), Smo najprej poskusili povecati koli¢ino ucinkovine v
15% PV A disperziji in tako povecati koncentracijski gradient. Sama uéinkovina pa je povecala
viskoznost disperzije (Slika 23) in tako spro$¢anje ni bilo ni¢ hitrej$e kot smo pricakovali (Slika
45). Zato smo naredili Se disperzijo z manjSo koli¢ino levofloksacina, prvotno koncentracijo
smo razpolovili (7,5 mg/g). Sproséanje levofloksacina se v taksni disperziji ni pospesilo,

ampak je bilo zelo podobno spros¢anju iz prvotne disperzije.

Ker spreminjanje koncentracije levofloksacina v disperziji ni pospesilo spros¢anja, smo se
odlo¢ili, da bomo poskusili z manj koncentrirano PVA disperzijo. Najprej smo izdelali 7,5%
disperzijo z vgrajenim 1,5%o0ziroma 15 mg/g levofloksacina. Ta disperzija je bila prevec
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tekocCa in spro$canja iz nje nismo mogli izvajati, saj disperzija in PBS ne ostaneta lo¢ena. Ko
smo poskusili naliti PBS na disperzijo, se je le-ta pomesal in rezultati tega sprosc¢anja ne bi bili

relevantni.

Naredili smo Se vmesno koncentracijo med 15% in 7,5% disperzijo, torej 11,25% in vanjo
vgradili 1,5% in 3% levoflokacina. Spros¢anje iz teh dveh disperzij je enako kot iz 15% PVA
disperzije. V 96 h se je sprostilo priblizno 67% ucinkovine. Nazadnje smo naredili Se 11,25%
disperzijo z 0,75% oziroma 7,5 mg/g ucinkovine. Pri tem gelu, pa se je ucinkovina
presenetljivo hitro sprostila. V 72 h se je sprostila prakti¢no celotna koli¢ina levofloksacina.

Pri zadnji spremembi sestave PVA disperzije smo dosegli to, kar smo zeleli na zaéetku.

1z Slika 45lahko torej zakljucimo, da je sprosc¢anje levofloksacina dovolj hitro za nase potrebe
le iz manj koncentriranega gela z manj u¢inkovine. Vec¢ kot je uéinkovine v sami disperziji,
teZje se le ta sprosti, saj teZje pride celotna koli¢ina na povrsje disperzije oziroma na stik

disperzija — pufer. Vzrok je verjetno visja n oziroma povecanje interakcij polimer-u¢inkovina.

Sproscanje pri vseh gelih poteka na zacetku hitreje, nato pa se ustali in poteka sorazmerno s
¢asom, priblizno po kinetiki nictega reda. Ucinkovina se na zacetku sproS€a z enostavno
difuzijo, kateri se kasneje pridruzi $e razpletanje polimernih verig oziroma povrsinska erozija

hidrogela na stiku s PBS.
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120%

100%
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(%)

0%

sproscanje

40%

20%

0%

0:00 48:00 96:00 144:00 192:00 240:00
t (h:min)
=0—7,5 mg/g levofloksacina v 11,25% PVA disperziji (disperzija F)
==7,5 mg/g levofloksacina v 15% PVA disperziji (disperzija B)
== 15 mg/g levofloksacina v 11,25% PVA disperziji (disperzija G)
== 15 mg/g levofloksacina v 15% PVA disperziji (disperzija C)
=>=30 mg/g levofloksacina v 11,25% PVA disperziji (disperzija H)
===30 mg/g levofloksacina v 15% PVA disperziji (disperzija D)

Slika 45: Spros¢anje levofloksacina iz 11,25% PVA disperzije z 7,5 mg/g levofloksacina, 11,25% PVA disperzije
z 15 mg/g levofloksacina, 11,25% PVA disperzije z 30 mg/g levofloksacina, 15% PVA disperzije z 7,5 mg/g

levofloksacina, 15% PVA disperzije z 1,5% levofloksacina in 15% PVA disperzije z 3% levofloksacina. Sestava
je podana v Tabeli I.

Pogledali smo tudi, ali se v zacetnem delu prve 4 dni uéinkovine iz razli¢nih gelov spros¢ajo
po Fickovi kinetiki. Za njo velja, da je hitrost spro§¢anja sorazmerna s korenom iz ¢asa. Za
gele 11,25% z 1,5% in 3% levofloksacina ter 15% z 0,75% in 1,5% levofloksacina lahko

potrdimo sproi¢anje po Fickovem zakonu, R? ve&ji od 0,95, razen za gel 15% z 1,5%
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levofloksacina je ta nizji. Fickove kinetike pa ne moremo potrditi za gela 11,25% z 0,75%
levofloksacina ter 15% gel z 3% levofloksacina. Skozi daljse ¢asovno obdobje pa Fickov

zakon ne velja, saj se sproS¢anje upocasni.

90% ==—11,25% PVA Tabela IV: R2 za spro$¢anje po
80% disperzija z 15 mg/g Fickovi kinetiki
levofloksacina
70% = (disperzija G) c
o 60% ——11,25% PVA % levofloksacina
5 50% disperzija z 30 mg/g disperzije [mo/g]
3 levofloksacina
S 40% (disperzija H) 15 0,9512
R .o 11,2
30% 15% PVA disperzija z >
20% 7,5 mg/g 30 0,9805
(']
levofloksacina
10% disperzija B
6 (disperzija B) 75 0,9512
0% : : —a—15% PVA disperzija z 15
1 2 15
0 me/e 15 0,8985

levofloksacina

vt [vdni] (disperzija C)

Slika 46: Sproscanje levofloksacina iz 11,25% PVA disperzije z 15 mg/g levofloksacina, 11,25% PVA disperzije
z 30 mg/g levofloksacina, 15% PVA disperzije z 7,5 mg/g levofloksacina in 15% PVA disperzije z 15 mg/g po

Fickovi kinetiki. Sestava je podana v Tabeli I.

4.4.3. Primerjava spros¢anja iz razli¢no debelih disperzij

Sproscanje vseh disperzij smo izvajali tako, da smo primarno disperzijo, ki je imela skupno
maso priblizno 66,6 g razdelili na 3 priblizno enake dele. Za primerjavo kaksno je sproS¢anje
iz debelejse disperzije, pa smo izvedli tudi spros¢anje iz osnovne disperzije, kjer je bila masa
63,04 g in koli¢ina PBS nad disperzijo 126 ml. 1z spodnjega grafa vidimo, da kljub
pogostejSemu odvzemanju vzorcev na zacetku je spros¢anje same ucinkovine pocasnejse. V
14 dneh se je namre¢ sprostilo 60% levofloksacina, v primerjavi s tanjSo disperzijo, Kjer se je
v 14 dneh sprostilo 85% levofloksacina. Iz Cesar lahko zaklju¢imo, da tanjsa kot je

disperzijakrajsa je difuzijska razdalja, skozi katero se sprosca levofoksacin. To pomeni, da je
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zelo pomembno kako debelo plast disperzije bomo dali na rano. Ce bo plast predebela bo

spros€anje prepocasno, saj erozije sistema zaradi okoljnega medija prakti¢no ni (Slika 47).

100%
90% —
80%
2 70%
ig 60% 15 mg/g levofloksacina v
§' 50% 15% PVA disperziji 20 g

%

40%

=—#—15 mg/g levofloksacina v

30% .
15% PVA disperziji 63 g

20%
10%
0%

0:00 120:00 240:00 360:00

t [h:min]

Slika 47: Sproséanje 15 mg/ml levofloksacina iz 15% PVA disperzij razli¢nih debelin. Sestava je podana v
Tabeli I.

4.5. SPROSCANJE LEVOFLOKSACINA 1Z HIDROGELOV NAREJENIH Z
ZAMRZOVANJEM IN ODTAJANJEM

Zanimalo nas je tudi kako na spro$canje ucinkovine iz hidrogela vpliva struktura po
zamrzovanju. Rezultati so zelo zanimivi in nekoliko v nasprotju s pri¢akovanji. 1x zamrznjen
hidrogel je najpocasnejsi, sledi 2x zamrznjen, najhitreje pa se sprosti iz 3x zamrznjenega
hidrogela. Pri 2x zamrznjenem hidrogelu smo pri¢akovali, da bo spro$¢anje Se pocasnejSe, saj
se z poveCevanjem ciklov zamrzovanja polimerne verige vedno bolj prepletajo in
levofloksacin naj bi vse tezje prisel na povrsje. Sproscanje iz 2x in 3x zamrznjenega hidrogela
je bilo hitrejse kot iz 1x zamrznjenega. Na podlagi primerjave teh dveh lahko sklepamo, da
PVA s povezovanjem v urejene strukture izrine levofloksacin iz svoje strukture in tako

pospesi njegovo sprosc¢anje.Naso primarno razlago smo potrdili Se S 3x zamrznjenim
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hidrogelom. Torej s povecevanjem Stevila ciklov zamrzovanj pospeSimo sproS¢anje
ucinkovine iz hidrogela in sicer v praviloma5 dneh. V tem ¢asovnem obdobju je sprocanje
tako iz hidrogelov kot iz disperzije zelo podobno. Po tem casu pa se sproS¢anje izredno
upocasni, saj se je Sele po 1 mesecu (Slika 48) sprostilo toliko levofloksacina kot iz 15% PVA
disperzije z 1,5% levofloksacina po 14 dneh (Slika 45,Slika 48). To pomeni, da se dolo¢en delez

levofloksacina pa le vgradi v strukturo ali pa je ujet v pore.

90%

80% T (— S —
70% T “VJ_
W == 3X
|
60% ‘ i 1 — =
J;K/F —=—2X
50%

40% T& —8— 1x
P,
30%

15% PVA disperzija
z21,5%
levofloksacina
(disperzija C)

sproscanja

%

gﬁ

20%

10%

XIIA“. AYaravay,

O% T T T T T 1
0:00 120:00 240:00 360:00 480:00 600:00 720:00

cas [h]

Slika 48: Spros¢anje 1,5% levofloksacina iz 15% PVA hidrogela po 1x, 2x in 3x ciklu zamrzovanja in iz 15%

PVA disperzije z 1,5% levofloksacina.Sestava je podana v Tabeli I.

Pogledali smo ali se levofloksacin sprosca po Fickovi kinetiki. Kot vidimo so pri vseh treh
krivuljah R? vegji od 0,98, vendar to velja le za prve 4 dni, nato se spro§¢anje upo&asni.

Ugotovimo pa lahko, da je ve¢ja strukturiranost sistema, ki je bila ugotovljena z moduloma G*
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in G". Tako da se na zacetku vgradi u¢inkovino, ki jo med zamrzovanjem polimer iztisne iz

svoje strukture, kar pa zelo upocasni spros¢anje v casovnem obdobju 1 meseca.

70% Tabela V: R2 za spro$¢anje
po Fickovi Kinetiki iz
60%
3x zamrznjen 2
50% el ) R
o, 1x 0,9898
,§ 40% ==X zamrznjen
’§ gel 2X 0,9868
2 30%
§ ’ / == 1x zamrznjen 3x 0,9862
20% gel zamrznjenih gelov
10% -
0% . .
0 1 2
Vvt [Vdni]

Slika 49: Spros¢anje 1,5% levofloksacina iz 15 % hidrogela po 1x, 2x in 3x ciklu zamrzovanja po Fickovi

kinetiki. Sestava je podana v Tabeli I.
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5. SKLEPI

Z nasim raziskovalnim delom smo prisli do naslednjih zakljuckov:

samo povecevanje koncentracije PVA v vodi neomogoci nastanka hidrogela
levofloksacin je obcutljiv na segrevanje v raztopini, zato ga moramo dodajati v
ohlajeno polimerno disperzijo

levofloksacin se homogeno razporedi po celotni disperziji

s povecevanjem koncentracije PVA v disperziji se povecuje viskoznost polimerne
raztopine in iz Newtonske tokoc¢ine dobimo psevdoplasti¢en sistem

dodatek levofloksacina poveéa viskoznost polimerne raztopine in pravtako vpliva na
nastanek psevdoplasti¢nega sistema

elasti¢ni (G") in plasticni (G”) modul se poveCujeta s poveCevanjem koncentracije
polimera in dodatka levofloksacina

vse PVA disperzije z dodanim levofloksacinom imajo v celotnem amplitudnem
obmodju je G"™>G"

s povecevanjem frekvence pri frekvencnih testih znotraj LVE vidimo prehod obmocja
1z viskoelasti¢ne tekocine v viskoelasti¢no potrdno snov

z zamrzovanjem in odtajanjem povzro¢imo povezovanje hidroksilnih skupin polimera
in nastanek hidrogela in iz razmerja G™>G" preide v G'>G"

vec kot je ponovitev zamrzovanj in odtajanj bolj ¢vrst hidrogel nastane

dalj$i ¢as zamrzovanja ne vpliva toliko na Cvrstost hidrogela kot ve¢ zaporednih
ponovitev zamrzovanj in odtajanj, spremeni pa se strukturnost sistema

levofloksacin se je v celoti sprostil iz najmanj koncentrirane PVA disperzije z najmanj
levofloksacina (11,25% gel z 0,75% levofloksacina)

sprosCanje se upocasnjuje s povecevanjem koncentracije ucinkovine in same
koncentracije PVA v disperziji zaradi vi§je 1

pocasnejSe sproscanje je tudi iz debelejSega gela, ker ucinkovina zaradi daljSe
difuzijske razdalje pocasneje pride do povrSine oziroma stika s pufrom

spros¢anje iz zamrznjenih hidrogelov je v primerjavi z disperzijami v zacetnem delu

hitrejSe, nato pa upocasnjuje
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sproscanje iz veckrat zapored zamrznjenega in odtajanega hidrogela je hitrejSe kot
manjkrat zamrznjenega hidrogela

spros¢anje levofloksacina iz PVA poteka po Fickovi Kinetiki spro$¢anja tako iz
disperzij kot zamrznjenih hidrogelov le prve 4 dni, v tem obdobju lahko govorimo o

difuzijsko nadzorovanjem sproscanju
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