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POVZETEK

Termoreverzibilni hidrogeli so nadvse privlacni sistemi za dostavo zdravilnih uéinkovin v
podkoZje. Zaradi svoje mehke konsistence in visoke vsebnosti vode so visoko biolosko
kompatibilni. Z ustreznim kombiniranjem polimerov in uravnavanjem njihove vsebnosti
lahko izdelamo hidrogele, ki so tekoCi pri sobni temperaturi, po aplikaciji pa gelirajo pri
telesni temperaturi.

V okviru diplomske naloge smo izdelali 8 formulacij hidrogelov, ki so vsebovale razlicne
kombinacije in deleZe poloksamerov P407 in P188 ter HPMC. Z reometrom Physica
MCR301 smo nato dolocali lastnosti teh formulacij, prav tako pa smo preverjali tudi
njihovo sposobnost iztisa skozi hipodermalno iglo.

Za vse formulacije smo posneli mehanske spektre (frekvencna odvisnost elastiCnega in
viskoznega modula). Ugotovili smo, da imajo vsi hidrogeli lastnosti viskozne tekocine pri
temperaturi hladilnika, pri telesni temperaturi pa imajo gelski znacaj. Izvedli smo tudi
meritve temperaturne odvisnosti (proces geliranja) obeh modulov v temperaturnem
obmoc¢ju od 10 do 40°C in od 40 do 10°C. Dobljene rezultate smo nato primerjali s
predhodno dolofenimi temperaturami geliranja (Tge). Za vecino formulacij smo potrdili
predhodno doloCene T, nekaterim formulacijam pa z naSimi meritvami nismo uspeli
dolociti vrednosti Te. V nadaljevanju nas je zanimalo tudi, kako hitro naSe formulacije
hidrogelov preidejo iz tekocega v poltrdno stanje ter kakSen vpliv imata dodatek P188 in
HPMC na trajanje procesa geliranja (Cas geliranja). Za ta namen smo izvedli meritve
Casovne odvisnosti viskoznosti ob naraS¢ajoCi temperaturi. Ugotovili smo, da viSanje
vsebnosti P407 nima vpliva na Cas geliranja. Dodatek HPMC je skrajSal Cas geliranja
hidrogela, dodatek P188 in viSanje vsebnosti le-tega pa sta €as geliranja podaljSala.

Na koncu smo preverjali Se iztisljivost hidrogelov skozi 25G in 21G hipodermalni igli
(»syringeability and injectability test«) ter rezultate iztisa obrazloziti tudi z meritvijo
viskoznosti v odvisnosti od strizne hitrosti. Ugotovili smo, da se je z viSanjem deleza
polimerov iztisljivost skozi 25G poslabSala. Prav tako je iztisljivost poslabsal tudi dodatek
HPMC. Z reoloskimi meritvami nismo uspeli obrazloZiti odstopanja v iztisljivosti

formulacije, ki je vsebovala kombinacijo P407 in P188 v visjih delezih.

Kljuéne besede: termoreverzibilni hidrogeli, viskoelasti¢nost, iztisljivost skozi iglo
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ABSTRACT

Thermoreversible hydrogels are very attractive for drug delivery into subcutaneous tissue.
Due to their soft consistency and high content of water are hydrogels highly biocompatible.
With suitable polymer combination and their content modulation hydrogels that are liquid
at room temperature but gel at body temperature can be prepared.

Within the graduation thesis 8 hydrogel formulations were prepared. The formulations
contained different combinations and contents of poloxamers P407, P188 and HPMC. We
performed tests with rheometer Physica MCR301 to characterize the properties of hydrogel
formulations. The syringeability of formulations through a hypodermic needle was also
evaluated.

The mechanical spectra (the frequency dependence of storage and loss moduli) were
recorded and it was found that all the formulations were viscous liquids at refrigerator
temperature but possessed gel-like properties at body temperature. The temperature
dependence of the moduli (gelation process) was investigated in the temperature range
from 10 to 40°C and from 40 to 10°C. The results of the tests were then compared to
previously determined gelation temperatures (Tge1). For most formulations predefined Ty
were confirmed, however in some formulations Ty could not be determined. Furthermore
the sol to gel transition time and the influence of additives P188 and HPMC on the gelation
time were investigated. Thus time dependence of viscosity at increasing temperature was
performed. It was found that increasing the content of P407 had no effect on the gelation
time. Adding HPMC decreased the gelation time of the hydrogel, whereas adding and
increasing the content of P188 increased the time of gelation.

In the end syringeability of hydrogels through 25G and 21G needles was assessed
(syringeability and injectability test). In order to explain the results of the latter test, shear
rate dependence of viscosity was performed. It was found that increasing the content of
polymers deteriorated the syringeability through 25G needle. The addition of HPMC
deteriorated the syringeability as well. The rheological assessment could not explain the
syringeability deviation in the formulation containing a combination of P407 and P188 in

higher proportions.

Keywords: thermoreversible hydrogels, viscoelasticity, syringeability
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SEZNAM OKRAJSAV IN SIMBOLOV

e (CMC: Critical micelle concentration; kriti¢na micelska koncentracija

e (CMT: Critical micelle temperature; kriticna micelska temperatura

e v: Strizna deformacija, shear strain

e y: Strizna hitrost, shear rate

e 3: Fazni zamik

e G- Kompleksni modul

¢ (" Elasti¢ni modul, storage modulus

e (G": Viskozni modul, loss modulus

® 1 Viskoznost

e 1": Kompleksna viskoznost

¢ 1" Dinamicna viskoznost

e LCST: Lower critical solution temperature; spodnja kriti¢na temperatura raztopine

e LVO: Linearni viskoelasti¢ni odziv

e v: Frekvenca

¢ ®: Kotna hitrost (tudi kot frekvenca oscilacije)

¢ PEO: polietilen oksid

e PPO: polipropilen oksid

® Tg: Temperatura geliranja; temperatura prehoda vodne raztopine polimera iz tekoCega
v poltrdno stanje.

e 1 StriZzna napetost, shear stress

e UCST: Upper critical solution temperature; zgornja kriticna temperatura raztopine

e UPPT: Upper phase-transition temperature; temperatura zgornjega faznega prehoda
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1. UVOD
1.1. HIDROGELI

Hidrofilni geli ali hidrogeli ponujajo moznost ciljane dostave in prirejenega sprosc¢anja
raznovrstnih ucinkovin, med drugim tudi peptidnih ucinkovin in velikih proteinskih
molekul in so tako predmet Stevilnih raziskav. UvrS¢amo jih med poltrdne farmacevtske
oblike, katerih hidrofilna podlaga je gelirana z ustreznimi tvorilci gelov, ki jih izberemo
glede na Zelene lastnosti hidrogela (nabrekanje, bioloska razgradljivost, sproscanje

ucinkovine, itd.) (1, 2).

Po strukturi so hidrogeli tridimenzionalne polimerne mreze, ki so sposobne sprejeti vecje
kolicine vode ali bioloskih tekocin. Visoka vsebnost vode in mehka konsistenca sta
lastnosti, zaradi katerih so hidrogeli podobni mehkim tkivom v telesu, kar mo¢no prispeva

k njihovi biokompatibilnosti in razsiri podro¢je uporabe hidrogelov (2).

1.1.1. STRUKTURA HIDROGELSKE MREZE

Polimerne mreZe hidrogelov vsebujejo hidrofilne skupine (domene), ki so v vodnem okolju
hidratirane in oblikujejo strukturo hidrogela. Te hidrofilne domene so povezane s
premreZzevalci, ki prepreCujejo raztapljanje polimernih verig v vodnem okolju (3). S
stopnjo premreZenosti lahko vplivamo na mehanske lastnosti hidrogelov. Ce stopnjo
premreZenosti poviSamo, dobimo ¢vrstejSe gele. Visoka stopnja premreZenosti pomeni tudi
vecjo krhkost strukture. Tako je pomembno, da imamo neko optimalno stopnjo
premreZenosti, s katero dobimo relativno ¢vrste in obenem elasti¢ne hidrogele. Hidrogeli z
visoko stopnjo premrezenosti imajo tudi manjsi obseg nabrekanja, saj premrezitve ovirajo

gibanje polimernih verig, zato je stopnja nabrekanja niZja, struktura pa bolj zbita (2).

1.1.2. NACINI PREMREZEVANJA HIDROGELOV
Premrezevalci v hidrogelski strukturi so lahko kemijski, ko govorimo o kemijsko

premreZenih hidrogelih ali fizikalni pri fizikalno premreZenih hidrogelih (3).

Kemijsko premreZeni hidrogeli
Pri kemijsko premrezenih hidrogelih so med polimernimi verigami prisotne kovalentne
vezi, kar lahko dosezemo na razli¢ne nacine:

® PremrezZevanje z radikalsko polimerizacijo
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e Premrezevanje s kemijskimi reakcijami med funkcionalnimi skupinami s
komplementarno reaktivnostjo

e PremreZevanje z uporabo encimov (3)

Radikalska polimerizacija pa tudi mnoge kemijske reakcije med funkcionalnimi
skupinami zahtevajo pripravo hidrogelov pred samo aplikacijo. Te metode pogosto
vkljuCujejo uporabo toksi¢nih reagentov, ki jih je potrebno odstraniti pred vnosom
hidrogela v telo, ali pa Ze samo izvajanje metode predstavlja tveganje za organizem, kot je
to pri metodah, kjer premreZevanje doseZemo s pomocjo sevanja. Tako pred-pripravljene
hidrogele najveckrat apliciramo v obliki vsadkov, saj imajo ti hidrogeli definirane
dimenzije in pogosto tudi visoko elasti¢nost. To izkljuCuje moznost iztisa skozi iglo (4).
Raziskave so tako usmerjene v pripravo hidrogelov, ki bi nastajali spontano pod

fizioloSkimi pogoji (5).

In situ nastajajoéi kemijsko premrezeni hidrogeli

In situ nastajajoce kovalentne povezave lahko tvorimo preko encimsko kataliziranih reakcij

ali z reakcijami med predhodno derivatiziranimi polimernimi verigami (5).

Premrezevanje s temi metodami poteka v fizioloSkih pogojih in v veliki meri se izognemo
uporabi toksi¢nih reagentov. Kljub temu pa so funkcionalizirani polimeri v manj$i meri Se
vedno citotoksicni. Problem in situ nastajajo¢ih kemijsko premreZenih hidrogelov je tudi
njihova aplikacija, ki zahteva uporabo predeljenih ali dvojnih brizg. Te brizge locujejo
posamezne komponente reakcijske zmesi pred aplikacijo. Ker premreZevanje poteka med
aplikacijo (ko komponente pridejo v stik), je potrebno apliciranje izvesti dovolj hitro, da

nastajajoci hidrogel ne zamasi igle (4).

Fizikalno premrezeni hidrogeli

S pripravo fizikalno premreZenih hidrogelov se popolnoma izognemo uporabi toksi¢nih
reagentov. Tu so fizikalne interakcije tiste, ki preprecujejo raztapljanje polimernih verig v
okoliski tekoCini in s tem razpad hidrogelske mreze (3). Kljub prisotnim fizikalnim
interakcijam pa je raztapljanje polimernih verig vseeno prisotno, tako da pogosto pride do
poruSenja strukture v relativno kratkem casu (vCasih Ze v nekaj urah) v primerjavi s
kovalentno premreZenimi hidrogeli (4).

Fizikalne interakcije lahko nastopijo kot odziv na dejavnike iz okolja. Za pripravo

hidrogelov se pogosto uporablja naslednji tip interakcij:
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e Hidrofobne interakcije

Polimere, ki poleg hidrofilnih vsebujejo tudi hidrofobne domene, v vodnem okolju lahko
reverzibilno premreZzujemo v odvisnosti od temperature (termoreverzibilni hidrogeli).
Sprememba temperature pri teh polimernih raztopinah pomeni zmanjSanje topnosti
polimerov zaradi zmanjSanja hidrofilnosti verig. Pri spremembi temperature raztopine
hidrogela pride namre¢ do termodinamskih sprememb v sistemu, zaradi katerih postanejo
interakcije vodnih molekul med seboj prevladujoCe, medtem ko so interakcije voda-
polimer neugodne. Pride do tako imenovanega hidrofobnega efekta, ko se zacnejo
hidrofobne domene polimera zdruzevati in na ta nacin zmanjsevati hidrofobno povrsino, ki
je v stiku z vodo. Ta agregacija hidrofobnih domen povzroci oblikovanje hidrogelske
mreZe. Polimerne raztopine preidejo v poltrdno stanje, kar pogosto imenujemo tudi sol-gel

prehod.

Do prehoda lahko pride zaradi zviSanja ali padca temperature okolja. Tako imajo hidrogeli
lahko spodnjo kriticno temperaturo raztopine (LCST) ali zgornjo kriticno temperaturo
raztopine (UCST). Za aplikacijo in geliranje in situ so zelo primerni hidrogeli z LCST, saj
so pod to mejno temperaturo topni v vodi. Ko temperatura naraste nad vrednost LCST,
postanejo moc¢no hidrofobni, kar vodi do tvorbe gela. Z uravnavanjem deleza polimerov v
raztopini in kombiniranjem le-teh lahko dobimo hidrogele, ki so pri sobni temperaturi v

obliki raztopin, po aplikaciji pa gelirajo pri telesni temperaturi (6).

Poleg hidrofobnih interakcij lahko izkoris¢amo tudi druge fizikalne interakcije:
¢ jonske interakcije pri polimerih, ki vsebujejo kisle ali bazi¢ne stranske skupine (2),
e vodikove vezi med razlicnimi naravnimi polimeri (4)
e stereoselektivne interakcije (stereokompleksiranje) med komplementarnimi

enantiomeri, vezanimi na polimerne verige (5).

1.2. POLOKSAMERI

Poloksameri so sintezni triblokkopolimeri tipa A-B-A. Verigo polimera sestavljajo
polietilenoksidne enote (A) ali na kratko PEO ter polipropilenoksidne enote (B) ali PPO
(slika 1) (7). Sinteza poloksamernih verig poteka preko polimerizacije etilenoksidnih in
propilenoksidnih monomerov v prisotnosti natrijevega ali kalijevega hidroksida (8). S

spreminjanjem Stevila PEO in PPO enot, dobimo poloksamere razli¢nih molekulskih mas z
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razli¢nimi lastnostmi (7). Na trziScu so tako dostopni v obliki tekocin (razred L — liquid),

past (razred P — paste) in kosmicev (razred F — flakes) (6).

CH,

|
HO 4 CH,— CH,— O H CH,- CH- OH CH,~CH,~ 04 H

Slika 1: Kemijska struktura poloksamerov, (a) predstavlja Stevilo PEO enot, (b) pa Stevilo PPO
enot (9).

Poloksameri imajo amfifilno strukturo, ki je posledica hidrofilnosti PEO enot in
hidrofobnosti PPO enot. V vodi se dobro raztapljajo. Predpostavlja se, da je njihova
vodotopnost posledica vodikovih vezi med etrskim kisikom PEO bloka in vodnimi
molekulami. Vodne raztopine poloksamerov lahko tvorijo micele, pri ¢emer je proces
micelizacije mo¢no odvisen od koncentracije polimera in temperature. Ravno zdruZevanje

v micele je moZna obrazlozitev mehanizma geliranja vodnih raztopin poloksamerov (6, 9).

Pod dolo¢eno temperaturo, imenovano kriticna micelska temperatura (CMT), so tako PEO
kot tudi PPO bloki hidratirani in PPO je relativno topen v vodi. Z nara§¢anjem temperature
pa postanejo PPO verige Cedalje slabSe topne v vodi (6). Molekule za¢nejo agregirati in ko
temperatura doseze CMT, agregati tvorijo micele, zato da zmanjSajo izpostavljeno
povrsino hidrofobnih blokov proti vodi. Nastali miceli imajo hidrofobno jedro, sestavljeno
iz PPO verig (7). Micelizacija poteCe tudi pri koncentriranju vodnih raztopin
poloksamerov. Nad neko mejno koncentracijo, imenovano kritiéna micelska koncentracija
(CMCO), zacnejo polimerne molekule v raztopini agregirati in oblikovati micele (9).

Na CMC in CMT vplivajo fizikalno-kemijske lastnosti kopolimerov, kot so sestava blokov
(razmerje PEO/PPO), molekulska masa in dolZina posameznih blokov. Poloksameri z vi§jo
molekulsko maso gelirajo pri niZjih koncentracijah in so zato prva izbira za pripravo
poloksamernih hidrogelov. Ugotovljeno je bilo, da se CMC in CMT zniZata s poveCanjem
deleza PPO, medtem ko ima spreminjanje deleza PEO (ob konstantnem Stevilu PPO enot)

le manj$i vpliv na ti dve koli¢ini (7, 9).

1.2.1. POLOKSAMER P407 (F127) PEO;o; — PPOss — PEO,(;
P407 se v prvi vrsti uporablja kot zgoscevalec in tvorilo gelov, a so moZnosti uporabe tega
poloksamera velike. Tako je P407 v uporabi tudi kot koemulgator in kot snov za

izboljSevanje konsistence krem ter tekoc¢ih emulzij. Prav tako ga lahko uporabljamo tudi za
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izboljSanje topnosti nekaterih u¢inkovin in eteri¢nih olj ali pa za stabilizacijo suspenzij za

lokalno aplikacijo (9).

Vodne raztopine P407 izkazujejo termoreverzibilno geliranje v koncentracijskem obmocju
med 16 in 30% m/m. Raztopine so v tekoCem stanju, kadar so ohlajene (4-5°C) ali kadar
jih segrejemo nad temperaturo 70°C (9). Prehod vodnih raztopin iz gel v sol pri segrevanju
je lastnost nekaterih koncentriranih raztopin poloksamerov (tudi P407) in se zgodi pri tako
imenovani temperaturi zgornjega faznega prehoda (UPPT). Mozen razlog za ta prehod so
zmanjSane intermicelarne interakcije, kar je posledica sprememb v strukturi micelov zaradi

delne dehidracije PEO blokov (10).

1.2.2. POLOKSAMER P188 (F68) PEOg, — PPO,; — PEOgg
V farmacevtskih pripravkih ima P188 vlogo mocljivca, emulgatorja ali sredstva za
izboljSanje topnosti ucinkovin, ki so slabo topne v vodi. Vodne raztopine pri

koncentracijah nad 20% m/m izkazujejo termoreverzibilne lastnosti geliranja (9).

Dodatek P188 k vodnim raztopinam P407 zviSa temperaturo geliranja (Tge) hidrogelov.
Tee1 se viSa s poveCevanjem deleZa P188 do najve¢ 10% m/m. Z nadaljnjim povecevanjem

deleza P188 Ty ponovno pada (11).

1.2.3. GLAVNE POMANJKLJIVOSTI POLOKSAMERNIH HIDROGELOV

Ena izmed glavnih slabosti je slaba mehanska trdnost poloksamernih hidrogelov, zaradi
¢esar imajo ti hidrogeli omejeno obstojnost in hiter ¢as razpadanja (6).

Poloksamerni hidrogeli v sploSnem veljajo za netoksicne, a so bili opaZeni sistemski
stranski ucinki, kot sta pojav hiperholesterolemije in hipertrigliceridemije (12).
Problemati¢na je tudi bioloSka nerazgradljivost poloksamerov. Z namenom izboljSanja teh
omejujocih lastnosti potekajo raziskave, pri katerih so poloksamere modificirali do te

mere, da imajo hidrogeli viSjo viskoznost, daljsi ¢as obstojnosti in so biorazgradljivi (10).

1.3. HIDROKSIPROPIL METILCELULOZA (HPMC)

HPMC je derivat celuloze, naravnega polisaharida, netopnega v vodi. S substituiranjem
hidroksilnih skupin v celulozi z bolj hidrofobnimi, kot sta metilna in hidroksipropilna
skupina, postane ta naravni polimer vodotopen (slika 2) (6). Glukozne enote v celulozi so

lahko zaetrene na najve¢ treh hidroksi skupinah in glede na deleZz prisotnih metilnih in
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hidroksipropilnih zaetritev poznamo ve¢ razli¢nih tipov HPMC. V vseh tipih je metiloksi

substituenta prevladujoca (13).

n
R =H ali CH; ali CH,CH(OH)CH;

Slika 2: Struktura hidroksipropil metilceluloze (povzeto po 14).

HPMC se uporablja kot vezivo v farmacevtskih pripravkih ter kot zgoScevalo vodnih in
nevodnih sistemov. HPMC ima tudi emulgatorske lastnosti, saj stabilizira emulzije z
zniZanjem povrSinske in medfazne napetosti ter z zgostitvijo vodne faze. V suspenzijah se
uporablja za nadzor posedanja delcev. V koloidnih sistemih pa preprecuje koalesciranje

kapljic in aglomeriranje delcev (13).

Topnost HPMC v vodi je omejena le z viskoznostjo nastalih raztopin. V primeru
raztapljanja v hladni vodi je potrebno temeljito dispergiranje, da prepreCimo nastanek
grudic (13). Na viskoznost vodnih raztopin vpliva molekulska masa posameznega tipa
HPMC. Viskoznost je posledica hidratacije polimernih verig. Hidratacija v prvi vrsti
poteka preko vodikovih vezi med kisikovimi atomi v etrskih vezeh in molekulami vode.
Posledi¢no se verige polimera raztegnejo in pri tem nastanejo razmeroma odprte naklju¢no
zavite vijaCnice. Taka hidratirana vijacnica se nadalje povezuje z vodnimi molekulami
preko vodikovih vezi. Pri tem se vodne molekule ujamejo v vijacnice. Poleg interakcij z
vodo je prisotno tudi prepletanje nakljucno zavitih vijacnic med seboj. Vsi ti dejavniki

prispevajo k vec¢ji efektivni velikosti in povec€ani strizni odpornosti na pretakanje (15).

Vodne raztopine HPMC izkazujejo termoreverzibilno sol-gel prehajanje. Temperatura
faznega prehoda je odvisna od tipa HPMC in je nizja pri polimerih z manj
hidroksipropilnimi substituenti. Geliranje je v osnovi posledica hidrofobnih interakcij med
molekulami, ki vsebujejo metoksi substituente. Pri nizkih temperaturah so makromolekule
hidratirane in razen preprostega prepletanja skorajda ni prisotnih drugih polimer-polimer
interakcij. Ko zaCne temperatura narascati, polimerne molekule postopoma izgubijo
hidratacijsko vodo. To se pokaZze kot padec relativne viskoznosti pri sobni temperaturi.

Sc¢asoma, ko pride do zadostne, vendar ne popolne dehidracije polimernih verig, se zacnejo
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vzpostavljati polimer-polimer asociacije. PremreZevanje polimernih verig se izrazi kot

oster dvig viskoznosti raztopine (16).

1.4. MOZNOSTI APLIKACIJE HIDROGELOV

Hidrogeli so primerni za izdelavo sistemov s kontroliranim spro$¢anjem, bioadhezivnih
sistemov ali sistemov za ciljano dostavo zdravilnih ucinkovin. Poleg klasi¢ne lokalne
uporabe se hidrogeli Cedalje pogosteje uporabljajo tudi za naslednje nacine dostave

ucinkovin (2):

e Peroralna dostava zdravilnih uéinkovin:

Na ta nacin doseZemo Stiri glavna mesta prebavne poti, to so ustna votlina, Zelodec, tanko
¢revo, kolon. S hidrogeli lahko dostavimo ucinkovine za zdravljenje lokalnih obolen;j ali

ucinkovine s sistemskim delovanjem (2).

e Rektalna dostava zdravilnih uéinkovin:

Poleg zdravljenja lokalnih obolenj lahko na ta nacin dosezemo tudi sistemsko delovanje,

zlasti tistih u¢inkovin, ki so podvrzene obseznemu metabolizmu prvega prehoda (2).

e Dostava zdravilnih uéinkovin v oko:

V primerjavi s klasi¢nimi kapljicami imajo hidrogeli vecjo odpornost proti ocesnim
zaSCitnim mehanizmom in se tako dlje Casa zadrZijo na povrSini ofesa. Na ta nacin

povecajo biolosko uporabnost uc¢inkovine ter zmanjSajo pogostnost odmerjanja (2).

e Transdermalna dostava zdravilnih u¢inkovin:

Na ta nacin lahko doseZemo sistemsko dostavo ucinkovin. V primerjavi s klasi¢nimi mazili

in oblizi so hidrogeli zaradi visoke vsebnosti vode bolj ugodni za nanos na kozo (2).

e Subkutana dostava zdravilnih u¢inkovin:

PodkoZje (subcutis) je plast koze, ki se nahaja pod vrhnjico (epidermis) in usnjico
(dermis). Sestavljeno je iz vec¢jih in manjSih skupkov masc¢evja (lobuli), ki so sestavljeni iz
mascobnih celic, Zil in Zivcev. V tem predelu koZe se nahajajo tudi sekretorni deli znojnic
in lasni meSic¢ki. Glavni nalogi podkoZzja sta mehanska zaScCita globlje lezecih tkiv ter

toplotna izolacija (17).
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Podkozna aplikacija je primeren nacin dostave zdravil, kadar Zelimo doseci podaljSano
delovanje ucinkovin z razmeroma hitrim nastopom ucinka (po 15 do 30 minutah). Prav
tako je ta nacin aplikacije primeren, kadar Zelimo v telo vnesti obcutljive ucinkovine,
katerih peroralna dostava ne bi prinesla Zelenega ucinka. Ker je apliciranje zdravil v
podkoZje razmeroma nebolece, je subkutana aplikacija primerna za pogosto uporabo (na
primer vbrizgavanje inzulina pri sladkornih bolnikih). Vendar pa je pri pogostem
apliciranju v podkozje pomembno stalno sistemati¢no menjavanje mest vbrizgavanja, saj
lahko v nasprotnem primeru pride do atrofije mascobnega tkiva. Koli¢ina apliciranega
zdravila v podkoZje je omejena na 1 do 2 mL, saj je to podrocje zaradi oZivCenosti bolj

obcutljivo v primerjavi z Zilami ali miSicami (18).

Hidrogeli so primerni za dostavo ucinkovin v podkozje zaradi svoje biokompatibilnosti in
minimalnega mehanskega draZenja, kar je posledica njihove visoke vsebnosti vode ter

mehke, elastiCne strukture (2).

1.5. VREDNOTENJE HIDROGELOV

Kot poltrdne farmacevtske oblike hidrogeli izkazujejo viskoelasticno obnaSanje, zato se

reoloSke metode pogosto uporabljajo za preucevanje lastnosti hidrogelov (1).

1.5.1. OSNOVE REOLOGIJE
Reologija je veda, ki preucuje pretoCne lastnosti snovi in obnaSanje materialov pod
vplivom striznih sil. Preiskujemo lahko poltrdne sisteme (geli, paste, mazila, kreme) pa

tudi prave kapljevine (voda, olje) in razlicne trdne materiale (19).

Preprost model, ki opisuje osnovne reoloske spremenljivke je model dveh enakih
vzporednih ploS¢, med katerima se nahaja preiskovana tekoCina (slika 3). Na zgornjo
plos¢o delujemo s strizno silo F, ki deluje v smeri ploskve. Zaradi delovanja sile se zane
zgornja plosca premikati s hitrostjo v, spodnja pa ves ¢as miruje. Pri tem nastane plastni
laminarni tok. Posamezne tekocinske plasti se premikajo z razlicnimi hitrostmi. Dve
sosednji plasti tekocCine sta razmaknjeni za dx pre¢no glede na smer gibanja in se gibljeta

relativno druga na drugo. Razlika v hitrosti njunega gibanja je enaka dy (19).
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hitrost v 5
gibljiva plosca gibljiva plosca

/povréinas povriina S b—F—

4 ax

=T

— tekocina

mirujoéa ploiéa mirujoéa ploséa

Slika 3: Reoloski model za opis osnovnih spremenljivk (povzeto po 19).

Opredelimo naslednje spremenljivke:

e StriZna deformacija: Y[ %], shear strain
Strizna deformacija opisuje premik plasti (dy) zaradi delovanja strizne sile, definiramo pa

jo lahko tudi kot tangens kota deformacije telesa (enacba /1) (19, 20).

y=%=tan<p5(p Enacba /
O proZzni, oziroma elasti¢ni deformaciji govorimo, kadar se gradniki snovi po prenehanju
delovanja sile vrnejo v prvotni polozaj. To pomeni, da je med obremenitvijo pri§lo do
raztega kemijskih vezi, a le v tolikSni meri, da se vezi niso pretrgale. V nasprotnem
primeru, ko med obremenitvijo pride do prekinitev kemijskih vezi in preurejanja

gradnikov, je bila deformacija trajna, oziroma plasti¢na (19).

e StriZna napetost: T[N/mz, Pa], shear stress

Strizna napetost je opredeljena kot kvocient med strizno silo F, ki je vzporedna s ploskvijo

in povrsino S (19).

e  Strizna hitrost: )'/[s'l], shear rate

Strizna hitrost je sprememba hitrosti v smeri y, pravokotno na smer dx. Opredeljena je kot
kvocient med dv in razmikom med sosednjima tekocinskima plastema. Pri poltrdnih in

trdnih sistemih predstavlja tudi spremembo deformacije s Casom (enacba 2) (19, 20).

dv _ dy

V=T w Enacba 2

® Dinamicna viskoznost: n[Pas]

Dinamicna viskoznost je lastnost snovi, da se upira pretakanju. Predstavlja sorazmernostni

faktor med striZno napetostjo in strizno hitrostjo (enacba 3) (19).

n= }3, Enadba 3
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1.5.2. REOLOSKI SISTEMI
Glede na to, kako se snov odzove na obremenitev poznamo ve¢ razlicnih reoloskih
sistemov. Grafi¢no jih prikazemo z reogrami (strizna napetost v odvisnosti od strizne

hitrosti) ali viskoznostnimi diagrami (viskoznost v odvisnosti od strizne hitrosti) (19).

Newtonski ali idealni sistemi
Viskoznost v teh sistemih ni odvisna od smeri, jakosti in Casa delovanja striznih sil.
Spreminja se zgolj s tlakom in temperaturo (slika 4). V to skupino uvr§¢amo idealizirane

tekocine, kot so voda, plini, raztopine topljencev z nizko molekulsko maso, olje in druge.

Nenewtonski ali realni sistemi

Pri teh sistemih je viskoznost odvisna od smeri in jakosti delovanja strizne sile, pri
nekaterih pa tudi od ¢asa delovanja. To so realne kapljevine, poltrdne ter trdne snovi. Ti
sistemi lahko izkazujejo newtonsko obnaSanje v dolo¢enem obmocju striznih hitrosti ali
temperaturnem obmocju, kar opazimo kot konstantno viskoznost sistema pri teh pogojih

(19, 20). Glede na odziv med obremenitvijo nenewtonske sisteme delimo na:

e Psevdoplastiéni sistemi

Viskoznost teh sistemov z naraS¢anjem striZzne obremenitve upada (slika 4). MoZna razlaga

za tak odziv je urejanje strukturnih elementov v smeri toka med obremenitvijo (19).

e Dilatantni sistemi

Pri teh sistemih viskoznost med obremenitvijo naras¢a (slika 4). Tako obnaSanje lahko
opazimo v visoko koncentriranih suspenzijah, kjer ni dovolj tekoce faze, da bi se delci

lahko orientirali v smeri toka (20).

e Plasti¢ni sistemi

Ti sistemi imajo dovolj ¢vrsto notranjo strukturo, da se do neke mere lahko upirajo
striznemu toku. Ko zunanja striZna sila preseze notranjo silo strukture, snov stece (slika 4).
Znacilnost teh sistemov je mejna striZzna napetost ali plasti¢na napetost, ki je opredeljena

kot strizna napetost pri strizni hitrosti: y = 0 (20).

10
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A B
. plasticni dilatantni n / dilatantni
newtonski /
7 o newtonski

mejna napetost A
psevdoplasti¢ni

4

psevdoplasticni

¥ | 7

Slika 4: Reogrami (A) in viskoznostne krivulje (B) reoloskih sistemov (povzeto po 19).

e Tiksotropni sistemi

To so ¢asovno odvisni sistemi. Podobno kot pri psevdoplasti¢nih sistemih viskoznost snovi
med obremenitvijo upada (slika 5). Tudi tu se notranja struktura ureja v smeri striZnega
toka, vendar pa ta proces urejanja poteka dovolj dolgo, da ga med meritvijo lahko ¢asovno
zaznamo. Po koncani obremenitvi ali po dolo¢enem ¢asu mirovanja se lahko sistem povrne
Vv prvotno stanje, v tem primeru govorimo o reverzibilnem tiksotropnem obnaSanju. Kadar
pa viskoznost ne doseZe vrednosti pred obremenitvijo tudi po daljSem ¢asu mirovanja,

govorimo o ireverzibilnem tiksotropnem obnaSanju (20).

e Reopeksni sistemi

Strukturiranost teh sistemov se med obremenitvijo veca in viskoznost narasca z jakostjo in

¢asom delovanja striznih sil (slika 5) (19, 20).

tiksotropni
mn reopeksnl

Slika 5: Casovna odvisnost viskoznosti v fazi obremenitve (O) in fazi razbremenitve (R) za

tiksotropne in reopeksne sisteme (povzeto po 19).

o Viskoelasti¢ni sistemi

Vecina realnih kapljevin izkazuje glede na striZzne pogoje tako viskozne kot tudi elasti¢ne

lastnosti. Elasti¢nost in viskoznost lahko opredelimo s pomoc¢jo dveh modelov:

Elasticnost
Ponazorimo jo z odzivom vzmeti, ki predstavlja idealno trdno telo. Ko vzmet obremenimo
s strizno silo, se le-ta deformira elasti¢no. Energija, ki je potrebna za deformacijo vzmeti,

se akumulira. Po konc¢ani obremenitvi se telo povrne v prvotno stanje. Povezavo med

11
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strizno napetostjo in deformacijo opisuje Hookov zakon. Premosorazmernostni faktor

predstavlja strizni modul G [Pa] (enacba 4) (20).
T=G"'Yy Enacba 4

Viskoznost
Odziv dusilke predstavlja idealno newtonsko tekocino. Pri obremenitvi se ireverzibilno
deformira. Energija, potrebna za deformacijo, se namre¢ po prenehanju delovanja striznih

sil izgubi v obliki toplote. Odziv duSilke opisuje Newtonov zakon (enacba 5) (20).
dy . v
T=np =0y Enacba 5

Pri realnih tekoc¢inah opazimo lastnosti obeh modelov. Med obremenitvijo se del energije
izgublja v obliki toplote, del energije pa se shrani in omogoci delno povrnitev v prvotno

stanje po prenehanju delovanja striznih sil (19, 20).

1.5.3. DOLOCANJE VISKOELASTICNIH LASTNOSTI SNOVI

Glede na lastnosti, ki jih Zelimo dolociti in kompleksnost preiskovanega sistema lahko
izbiramo med razlicnimi viskozimetri in reometri. Viskoznost tekoc¢in lahko doloamo
relativno glede na tekocino z znano viskoznostjo ali pa merimo absolutno dinamic¢no
viskoznost preiskovane tekoCine. Za zahtevnejSe meritve imamo na voljo razlicne tipe

rotacijskih viskozimetrov in reometrov (19).

Rotacijski reometri

Glede na nacin meritve poznamo dva tipa rotacijskih reometrov. Skupna lastnost vseh pa
je, da je merilni sistem sestavljen iz dveh delov. En del merilnega sistema rotira, drugi pa
miruje. Geometrije merilnih sistemov so pri obeh tipih reometrov enake. Glede na to,
kateri del merilnega sistema miruje in kateri rotira, delimo reometre na Searle sisteme in
Couette sisteme. Pri Searle tipu zgornja plosca (stozec, notranji valj) rotira, spodnja plosc¢a
(zunanji valj) pa miruje. Ravno nasprotno je pri Couette tipu reometrov, kjer zgornji del

(notranji valj) miruje, spodnji del (zunanji valj) pa rotira (20).

Rotacijski reometri z nastavljivo striZzno hitrostjo

Pri tem tipu reometrov je striZzna hitrost neodvisna spremenljivka, merimo pa striZzno
napetost. Strizna napetost je sorazmerna izmerjenemu navoru, ki je posledica upora

tekoCine proti strigu.

12
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Ti reometri se ve¢inoma uporabljajo za meritve pri srednjih in visokih striznih hitrostih.
Izvajamo lahko teste pod stacionarnimi (kontinuiranimi) striZnimi pogoji ali pri dinamic¢nih

(oscilatornih) striznih pogojih (20).

Rotacijski reometri z nastavljivo striZno napetostjo

Ti reometri so novejSi od reometrov z nastavljivo strizno hitrostjo in omogocajo
natancnejSe meritve. Nastavljiva koli€ina je striZzna napetost, merimo pa deformacijo ali
strizno hitrost. Glede na zgradbo in delovanje so ti reometri drugacni. Rotirajo¢i del
merilnega sistema poganja motor s predhodno nastavljenim navorom. Ko na vzorec med
senzorskim sistemom delujemo s striZzno napetostjo, odpor vzorca povzro€i, da se rotor
odmakne od zacetne lege ali pa se vrti z doloCeno kotno hitrostjo. Odmik ali hitrost rotorja
belezimo z digitalnim opti¢nim kodirnikom in na osnovi poznanih geometrijskih lastnosti

merilnega sistema lahko izraCunamo striZzno deformacijo ali hitrost (slika 6) (20).

reolodke
merilec odmika lastnosti
senzorja motor, radunalnik A
merjenega
vzorea

merilec
navora

i

merilni
sistem

termostatiranje

Slika 6: Shema rotacijskega reometra z nastavljivo strizno napetostjo (A) (povzeto po 20),

reometer Physica MCR301 kot primer reometra z nastavljivo striZno napetostjo (B).

Reometri z nastavljivo striZno napetostjo so Searle tip reometrov, saj so vheseni navor in
posledi¢ni deformacija ali hitrost rotiranja senzorja na isti pogonski osi. Izvajamo lahko
meritve pod stacionarnimi ali dinami¢nimi striZznimi pogoji. Ti reometri omogocajo tudi
tako imenovane teste lezenja in obnove (creep and recovery test). Prednost tega tipa
reometrov je, da lahko meritve opravljamo tudi pri zelo nizkih deformacijah v zelo Sirokem
obmocju striznih napetosti. To pomeni, da lahko dolo¢amo lastnosti snovi pri

nedestruktivnih striznih pogojih (20).

Merilni (senzorski) sistemi
Merilni sistem izberemo glede na lastnosti preiskovanega vzorca (viskoznost,
strukturiranost, prisotnost in velikost delcev, itd.) ter glede na pogoje merjenja

(destruktivni ali nedestruktivni strizni pogoji, temperaturno obmocje meritev, itd.). vsi

13
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merilni sistemi morajo zagotavljati pogoje enostavnega striznega toka (laminarni tok), da

lahko definiramo reoloSko obnasanje preiskovanega vzorca (20).

Merilni sistem koaksialnih valjev

Merilni sistem sestavljata zunanji in notranji valj z znanimi geometrijskimi lastnostmi.
Med meritvijo se vzorec nahaja v reZi med valjema in eden od obeh valjev rotira, drugi pa
miruje. Ce je reZa med valjema dovolj majhna, se lahko dobro priblizamo enostavnemu
striznemu toku. Zaradi notranjega trenja tekocine (viskoznost) pride do navora na notranji
valj. Iz navora lahko izraCunamo strizno napetost. Navor lahko merimo ali pa nastavimo

pred meritvijo (20).

Merilni sistem stoZec-plos$ca

Glavne prednosti tega merilnega sisttma so enostavno nanaSanje vzorca, enostavno
¢iS¢enje po meritvi in izvajanje meritev z majhnimi koli¢inami vzorca. Med meritvijo se
vzorec nahaja v rezi med stoZcem in plos€o. Pri majhnih kotih stoZca sta tako strizna
hitrost kot striZna napetost po celotni reZi enaka in neodvisna od polmera stoZca. Strizno
napetost na stoZec lahko izraCunamo s pomocjo merjenega ali predhodno nastavljenega

navora in geometrijskih lastnosti stozca (slika 7) (20).

Slika 7: Geometrija merilnega sistema stoZec-plos¢a (A) (20), stoZzec za reometer Physica

MCR301(B).

Merilni sistem vzporednih plos$¢

Merilni sistem je sestavljen iz dveh vzporednih plos¢, katerih medsebojno oddaljenost
lahko poljubno nastavimo (slika 8). Strizna hitrost se spreminja po polmeru plosce, s tem
pa tudi po celotnem vzorcu. Zato pri meritvah s tem merilnim sistemom iz navora na
plosco in geometrijskih lastnosti izraCunamo striZzno napetost ter strizno hitrost na obodu
plosce. Z nastavljanjem razdalje med plos¢ama lahko dolo¢amo razli¢na obmocja striznih
hitrosti ali deformacij. Ta merilni sistem se pogosto uporablja za visoko viskozne tekocCine
in poltrdne snovi pa tudi za koncentrirane suspenzije z vecjimi delci, ki jih z drugima

dvema merilnima sistemoma ne bi mogli ovrednotiti (20).

14



Polona Drobnic Diplomska naloga

I" R, A

Slika 8: Geometrija merilnega sistema vzporednih ploS¢ (A) (20), zgornja plos€a za reometer

Physica MCR301 (B).

Osnove merjenja pri oscilatornih striznih pogojih

Pri oscilatornih pogojih se strizna deformacija sinusno spreminja z dolo¢eno frekvenco in
amplitudo. Nastavljena strizna deformacija med meritvijo predstavlja vsiljeno nihanje, na
katerega se preiskovana snov odzove s periodi¢nim nihanjem striZzne napetosti z dolo¢eno
frekvenco (kotno hitrostjo) @ in amplitudo %. Ce odziv snovi ponazorimo z odzivom
vzmeti in duSilke, potem velja, da je ¢asovno spreminjanje striZne napetosti vzmeti v fazi z
vsiljeno deformacijo (y,) (ena¢ba 6). Casovno spreminjanje strizne napetosti dusilke pa je

za vsiljeno deformacijo zamaknjeno za 90° (enacba 7) (20).

Elasti¢ni odziv vzmeti: (t) =G Yy, - sin(w-t) Enacba 6

Viskozni odziv dusilke: () =n- oy, cos(w-t) Enacba 7

Odziv realne viskoelasticne snovi je sestavljen tako iz elasticne kot tudi viskozne
komponente. To pomeni, da se snov na vsiljeno sinusno nihanje strizne deformacije
odzove z nihanjem striZne napetosti, ki ima enako frekvenco @, razlicno amplitudo 7, in je
zamaknjena za dolocen fazni zamik ¢ (enacbi 8 in 9) (20). Zaradi izgub energije (viskozni

odziv) je amplituda strizne napetosti (T,) niZja od vsiljene deformacije (y,) (slika 9) (21).

Odziv realne viskoelasti¢ne snovi:  y(t) =y, - sin(@- t) Enacba 8
T(t) = 14 " sin(w - t + 6) Enacba 9

~ y . ,

g / fazni zamik, (5) — strfina deformacija

E —striZzna papetost

c T

g - - - = l s \m cas (s)

é a5

g v

ca amplituda striZzne napetosti; (7,) amplituda strizne deformacije, (3,)

Slika 9: Spreminjanje striZne napetosti realne viskoelasti¢ne snovi pri oscilatornih pogojih (20).
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Celoten odpor snovi na vsiljeno nihanje strizne deformacije je opredeljen s kompleksnim

modulom G* (enacba 10) (20).

|G*| = ;—“ Enacba 10

Kompleksni modul sestavljata dinami¢ni komponenti, ki predstavljata elasti¢ni in viskozni

doprinos k viskoelasti¢nemu odzivu:

e Elasticni modul: G'[Pa], storage modulus

Je modul akumulacije energije, ki je v fazi z vsiljeno strizno deformacijo (enacba 71) (20).
G' = (2)-coss Enacba 11
Ya

Viskozni modul: G"[Pa], loss modulus

To je modul energetskih izgub in ni v fazi z vsiljeno strizno deformacijo (enacba 12) (20).
6" = (2)-sins Enacba 12
Ya

Fazni zamik O pri viskoelasti¢nih snoveh zavzema vrednosti med 0° in 90° ter ga lahko

zapiSemo kot razmerje obeh modulov (enacba 73) (20).

n

tan s = GG— Enacba 13

Celoten odpor snovi proti toku predstavlja kompleksna viskoznost (n*). Tudi kompleksna
viskoznost je sestavljena iz dveh komponent, pri ¢emer pa obi¢ajno z meritvami dolo¢amo

le dinami¢no viskoznost (1') (enacba /4) (20).

p' = (%) sing =& Enatba /4

Ya'®

Metode dolocanja viskoelasti¢nih lastnosti snovi

e Obmodje linearnega viskoelasti¢nega odziva (LVO)

Te meritve obi¢ajno izvajamo na zacetku, pred ostalimi meritvami. V tej fazi dolo¢imo do
katere kriticne vrednosti so dinamicne koli¢ine (moduli, viskoznost) neodvisne od
amplitude strizne deformacije ali napetosti. Nad kriticno vrednostjo strizne deformacije ali
napetosti notranja struktura vzorca popusti, kar se odraza kot padanje vrednosti dinami¢nih
koli¢in in naraSCanje faznega zamika z nadaljnjim povefevanjem vrednosti amplitud

strizne deformacije ali napetosti. Kriti¢ni amplitudi strizne deformacije in napetosti sta
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odvisni od frekvence oscilacije. Zato nadaljnje meritve izvajamo pri niZjih amplitudah, kot

je meja linearnega viskoelasti¢nega odziva pri dani frekvenci (20).

e Frekvencna odvisnost (mehanski spekter)

Pri teh meritvah spreminjamo frekvenco oscilacije (kotno hitrost) @ znotraj obmocja
linearnosti. S spreminjanjem frekvence spreminjamo hitrost vnesene strizne deformacije.
Na ta nacin dobimo frekven¢no odvisnost dinamicnih koli¢in, ki predstavljajo odziv snovi
na casovni potek eksperimenta. Z mehanskimi spektri si lahko pomagamo pri ugotavljanju
tipa mikrostrukture, stopnje geliranja, premrezenosti polimerov, ipd (20). V primeru
polimernih vodnih raztopin, ki tvorijo hidrogele so znacilna tri podro¢ja mehanskega

spektra glede na frekvencno odvisnost elasticnega in viskoznega modula:

Viskozno podrocje: v tem podrocju prevladuje viskozno obnaSanje snovi (G">G'), pri
c¢emer viskozni modul naraS€a linearno z naraSCanjem frekvence, elasticni modul pa

nara$¢a s kvadratom frekvence.

Prehodno podrocje: frekvenCna odvisnost ni ve¢ enaka kot v viskoznem podrocju.
Elasti¢ni modul narasca hitreje kot viskozni in z nadaljnjim nara$¢anjem frekvence pride

do prehoda iz G">G' v G'>G".

Elasticno podrocje: v tem podrocju prevladuje elasticno obnasanje (G'>G"). Frekvencna
odvisnost modulov je majhna. Opazimo plato pri elastiécnem modulu, medtem ko vrednosti

viskoznega modula rahlo upadajo (20).

e Proces geliranja termoreverzibilnih hidrogelov

Temperaturna odvisnost — temperatura geliranja
Zelo pogoste so meritve, pri katerih spremljamo reoloske spremenljivke (dinami¢na

modula, viskoznost, fazni zamik) v odvisnosti od temperature.

L. Mayol in sodelavci so izvedli meritve temperaturne odvisnosti na vodnih raztopinah
poloksamerov (kombinacije P407 in P188). Meritve so izvedli z rotacijskim reometrom
Bohlin GEMINI pri konstantni frekvenci oscilacije ®=0,01Hz in amplitudi strizne
deformacije znotraj obmocja linearnosti. Med meritvijo je temperatura narascala iz
zaCetnih 10°C na kon¢nih 40°C. V tem temperaturnem intervalu so spremljali spremembe

v vrednostih elasticnega in viskoznega modula. Temperaturo geliranja (Tg) so dolocili kot
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tisto temperaturo, pri kateri sta bili vrednosti obeh modulov enaki (G'=G"), oziroma na

Moo v

diagramu temperaturne odvisnosti kot presecis¢e krivulj obeh modulov (22).

Veyries in sodelavci so vrednotili proces geliranja razlicnih raztopin P407. Meritve so
izvedli z reometrom z nastavljivo strizno napetostjo Carri-Med CSL 100 in merilnim
sistemom stoZec-ploS€a. Najprej so pri konstantni strizni napetosti T=40Pa temperaturo
dvigali iz 10°C na 20°C s konstantno hitrostjo 0,67°C/min. Pri tem so spremljali vrednosti
strizne hitrosti. Temperaturo prehoda sol-gel (Tsoee1) SO Opredelili kot tisto temperaturo,
kjer je strizna hitrost y<10™s™'. Nato so izvedli meritve, kjer so pri konstantni striZni
napetosti T=59,68Pa in frekvenci oscilacije w=1Hz v obmoc¢ju linearnosti temperaturo
spuscali iz 30°C na 10°C s konstantno hitrostjo 1,18°C/min. V tem primeru so spremljali
vrednosti viskoznega in elasticnega modula ter dolocili temperaturo prehoda gel-sol (Tl
sol) kot tisto temperaturo, pri kateri pride do nenadne spremembe krivulje elastinega
modula. Dobljene Tgoger iIn Tgeror SO nato primerjali med seboj in ugotovili, da sta

temperaturi obeh prehodov zelo podobni (23).

Cas geliranja
Pri termoreverzibilnih hidrogelih za parenteralno aplikacijo je tudi Cas geliranja pomemben
dejavnik. Hidrogeli z relativno kratkim ¢asom geliranja, bi namre¢ izkazovali bolj$i nadzor

nad spro$¢anjem ucinkovine iz pripravka (24).

Xuan in sodelavci so dolocali Cas geliranja razlicnim formulacijam vodnih raztopin
poloksamerov P407 in P188. Meritve so izvajali z reometrom Physica in senzorskim
sistemom vzporednih ploS¢ pri konstantni temperaturi 36,5°C. Spremljali so viskoznost
vzorcev v odvisnosti od Gasa. Cas geliranja so opredelili kot &as, potreben da hidrogel
doseze prazno viskoznost N=4000mPas pri temperaturi 36,5°C. To je predstavljalo tisti
Cas, ki ga hidrogel potrebuje za prehod iz tekocega v poltrdno stanje (sol—gel). Prazno
vrednost viskoznosti so predhodno dolocili z meritvijo, pri kateri so vzorce nagibali pri

T=36,5°C in opazovali, kdaj vzorci prenehajo teci (24).

S temi metodami v glavnem vrednotimo obnaSanje hidrogelov pred in po aplikaciji, ne
izvemo pa dosti o tem, kaj se dogaja med samo aplikacijo, kar je zlasti pomembno pri
hidrogelih za parenteralno apliciranje. Tako se za vrednotenje lastnosti hidrogelov med
apliciranjem z injekcijsko iglo pogosto uporabljajo tako imenovani »syringeability« in

»injectability« testi (pogosto tudi samo kot »syringeability« test) (25).
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e Lastnosti hidrogelov med aplikacijo

Sposobnost iztisa skozi iglo (»Syringeability in injectability« testi)
»Syringeability« je opredeljena kot sposobnost povleka preiskovane tekoCine skozi
hipodermalno iglo v brizgo. Po drugi strani je »injectability« opredeljena kot iztis (ali

aplikacija) preiskovane tekocine skozi iglo, pritrjeno na brizgo (25).

Ur-Rehman in sodelavci so sposobnost povleka in iztisa skozi iglo preverjali
poloksamernim P407 hidrogelom. V ta namen so razli¢ne formulacije hidrogelov povlekli
in iztiskali skozi igle razli¢nih velikosti, in sicer 27G (0,4x19mm) in 23G (0,6x25mm). V
brizgo so vsakokrat povlekli ImL ohlajene formulacije. Glede na sposobnost iztisa iz
brizge so hidrogele razdelili v razli¢ne skupine. Med iztisom so opazovali, ali hidrogel
skozi 27G iglo pride kot prosto tekoca disperzija, kot curek koaguliranega gela, v obliki
gelskih kapljic ali pa iztis skozi to velikost igle ni moZen, je pa formulacija lahko iztisljiva

skozi 23G iglo (skupine 1-4) (25).

Reolosko vrednotenje aplikacije hidrogelov skozi injekcijsko iglo (tokovni cikel)

Simdes in sodelavci so z reoloSkimi meritvami Zeleli posnemati pogoje in vivo aplikacije
skozi iglo. Formulacije poloksamernih P407-ciklodekstrinskih hidrogelov so podvrgli
tokovnemu ciklu z reometrom Rheolyst AR-1000N, tako da so najprej 10 minut pri
temperaturi 20°C (temperatura med apliciranjem) zviSevali strizno hitrost od 0,05s™ do
10s". Nato so temperaturo dvignili na 37°C (telesna temperatura, po aplikaciji) in vzorec
temperirali 10 s. V zadnjem koraku so pri temperaturi 37°C v 40 minutah striZzno hitrost
zniZevali iz 10s™ na 0,05s. Opazovana koli¢ina tekom meritve je bila viskoznost v
odvisnosti od strizne hitrosti. Ugotovili so, da se viskoznost formulacij z naraS¢ajoco
strizno hitrostjo mo¢no zniZa. Obnovitev viskoznosti vzorcev med tretjim korakom pa je
bila zelo razli¢na. Opazili so boljSo regeneracijo tistih hidrogelov, ki so imeli viSje

koncentracije P407 (26).
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2. NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo reolosko ovrednotili razlicne formulacije hidrogelov in preverili

njihovo sposobnost apliciranja s hipodermalno iglo.

V prvem delu bomo na ledeni kopeli pripravili hidrogele z razlicnimi vsebnostmi in
kombinacijami poloksamerov P407 in P188 ter HPMC. Medij za vse formulacije bo
precis¢ena voda, v katero bomo postopoma dodajali razli¢ne koli¢ine in kombinacije
polimerov. Tako pripravljenim hidrogelom bomo nato z reometrom Physica MCR 301 s
pomocjo oscilacijske viskometrije doloc¢ili linearno obmoc¢je spreminjanja elasticnega in
viskoznega modula pri razli¢nih temperaturah, frekvencno odvisnost obeh modulov pri
razli¢nih temperaturah in temperaturo geliranja. Temperaturo bomo najprej zviSevali iz
10°C na 40°C in opredelili Ty kot temperaturni interval, pri katerem pride do preseciSca
krivulj obeh modulov. Nato bomo temperaturo zniZevali iz 40°C na 10°C in opredelili Tge-

sol kot tisto temperaturo, pri kateri zacnejo vrednosti elasticnega modula moc¢no upadati.

V drugem delu bomo za vsak posamezni hidrogel najprej vizualno ocenili trajanje procesa
geliranja (Cas geliranja), tako da bomo ohlajen hidrogel prenesli v plastiCne epruvete s
pokrovckom in jih postavili v termostatirano vodno kopel s temperaturo 37°C. Epruvete
bomo periodi¢no vzeli iz kopeli in preverjali, ali je formulacija Se tekoca ali je Ze gelirala.
Z reometrom Physica MCR 301 in uporabo rotacijske viskometrije bomo nato merili ¢as
geliranja hidrogelov, tako da bomo na odrejenem casovnem intervalu merili viskoznost v
odvisnosti od nara$¢ajoée temperature. Cas geliranja bo tako opredeljen kot razlika tistih

dveh Casov, kjer viskoznost Se ne naras¢a in kjer doseze doloCeno prazno vrednost.

V tretjem delu bomo preizkuSali sposobnost iztisa hidrogelov skozi iglo (»syringeability
and injectability test«). Za ta namen bomo hidrogele, ohlajene na temperaturo hladilnika,
iztiskali skozi dve velikosti injekcijskih igel in vizualno ocenili, kako iztisljive so
formulacije. Vsako formulacijo bomo na ta nacin opredelili kot lahko iztisljivo, iztisljivo,
tezko iztisljivo ali zelo tezko iztisljivo. Rezultate preizkusa iztisljivosti hidrogelov bomo na
koncu skuSali obrazloziti tudi reolosko, tako da bomo z reometrom Physica MCR 301

spremljali, kako se spreminja viskoznost z naras¢ajoco strizZno hitrostjo.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. MATERIALI IN NAPRAVE

Materiali za izdelavo hidrogelov

Lutrol® F127 (Poloxamer 407), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Nemcija

Lutrol® F68 (Poloxamer 188), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Nemcija

Methocel K4M Premium (HPMC), Colorcon, Velika Britanija

PreciSéena voda

Materiali za preverjanje iztisljivosti hidrogelov

Brizga BD discardit II LS 2mL/0,1mL, Medias international d.o.o., Ljubljana,
Slovenija

Injekcijska igla Luer-lock tip 21G (0,8x38mm), TIK d.o.o0., Kobarid, Slovenija
Injekcijska igla Luer-lock tip 25G (0,5x16mm), TIK d.o.o0., Kobarid, Slovenija

Naprave

Analitska tehtnica, Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica
Magnetno mesalo, IKA-WERKE RO 15 power, Staufen, Nemcija
Reometer, Physica MCR 301, Anton Paar, GmbH, Gradec, Avstrija

Vodna kopel, WB13, Kambi¢ laboratorijska oprema d.o.o., Semi¢, Slovenija

3.2. POSTOPKI IN METODE

3.2.1. IZDELAVA HIDROGELOV

Pripravili smo 8 formulacij hidrogelov, ki so vsebovale razli¢ne deleze P407, kombinacijo

P407 in P188, oziroma P407 in HPMC ali kombinacijo vseh treh polimerov. Vodilo pri

oblikovanju formulacij je bilo dobiti hidrogele s ¢im visjo viskoznostjo zaradi subkutane

aplikacije. Osnovni polimer za formulacije je bil tako P407 (dve formulaciji z razlicnima

deleZzema P407). Ostale formulacije so vsebovale Se dodatke, ki vplivajo na viskoznost
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in/ali temperaturo geliranja hidrogelov (P188 in HPMC), v razli¢énih kombinacijah in

Moo v

delezih (preglednica I). Medij za izdelavo vseh hidrogelov je bila preciS¢ena voda.

Na zacetku smo natehtali ustrezne koli¢ine P407, P188 in HPMC (preglednica I). Na
magnetno meSalo smo postavili ¢ase z ledom, vanje pa smo nato postavili manjSe, S0mL
caSe, ki so vsebovale 20mL preciS¢ene vode in magnet. Led smo tekom izdelave
hidrogelov stalno preverjali in po potrebi zamenjali, saj smo tako zagotavljali, da so bile
raztopine polimerov celoten Cas priprave ohlajene na temperaturo niZjo od sobne in niso
gelirale. Polimere smo ob konstantnem meSanju postopoma dodajali v preciS¢eno vodo.
Pred ponovnim dodajanjem smo pocakali, da se je predhodno dodana koli¢ina popolnoma
raztopila. Vrstni red dodajanja polimerov je bil, z ozirom na sestavo, vedno najprej P407,
nato P188 in na koncu HPMC. Ko smo dodali vse potrebne koli¢ine polimerov, smo

raztopine pustili mesati, dokler ni bilo ve¢ prisotnih vidnih delcev. Case smo nato prekrili s

parafilmom in postavili v hladilnik, kjer smo jih pustili ¢ez noc, da so se pene polegle.

Po enakem postopku smo pripravili tudi dve testni formulaciji, od katerih je bila prva (Pol-
1) vzeta po ¢lanku, po katerem smo delali meritve in je sluzila kot kontrola za meritve in
prilagajanje parametrov meritev (22). Drugo formulacijo pa smo kasneje izdelali z
namenom dodatnega preverjanja in prilagajanja parametrov meritev temperaturne
odvisnosti. Izbor polimerov in njihova vsebnost za slednjo formulacijo je temeljil na

osnovi poznanih podatkov za temperaturo geliranja iz ¢lankov (preglednica I) (27, 28).

Preglednica I: Formulacije hidrogelov in potrebne koli¢ine polimerov za izdelavo.

Formulacija (vsebnost v % m/m) Potrebna koli¢ina polimera
P407 P188 HPMC

1. P407 18% 4,39g /
2. P407 18% + HPMC 1% 4,449 / O,25g

430 025 02se
sasg o
s 1
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3.2.2. VREDNOTENJE HIDROGELOV

1. sklop meritev: Oscilacijska viskometrija

Vecji del vrednotenja hidrogelov je temeljil na opazovanju elasticnega in viskoznega
modula z uporabo metod oscilacijske viskometrije. Na ta nacin smo dolocili obmocje
linearnosti pri razlicnih temperaturah, odvisnost od frekvence pri razli¢nih temperaturah in
temperaturno odvisnost obeh modulov. Pri meritvah frekvencne in temperaturne odvisnosti
smo se opirali na delo L. Mayol in sodelavcev. Izdelali smo tudi eno od formulacij, na
katerih so izvajali meritve (Pol-1), z namenom kontrole meritev nasih formulacij (22).
Meritve smo izvajali z reometrom Physica MCR 301 in merilnim sistemom stoZec-plosca:
CP50-2 (premer: 50mm, kot: 2°). Za upravljanje aparature in beleZenje podatkov smo

uporabljali programsko opremo Rheoplus v.3.40.

Vsi vzorci so bili ohlajeni na temperaturo hladilnika, pred meritvami pa smo hidrogele tudi
premesali na meSalu. Vzorec smo nanesli na plos€o, ohlajeno ali segreto na Zeleno
temperaturo, spustili stoZec na polozZaj za merjenje, obrisali odvecno koli¢ino vzorca in
pocakali 5 minut pred samim zacetkom merjenja, da se je celoten vzorec ohladil ali segrel

na delovno (ali zacetno) temperaturo.

Dolocitev obmocja linearnosti elasti¢nega in viskoznega modula

Za dolocitev linearnega obmocja smo spreminjali strizno deformacijo (y) pri konstantni
frekvenci (v) in temperaturi (T) ter spremljali vrednosti elasticnega in viskoznega modula.
Meritve smo izvajali pri Stirth razliénih temperaturah (T;-T4). Temperature smo izbrali z
ozirom na kasnejSe meritve (predvsem meritve frekvencne odvisnosti). Tako smo opravili
meritve pri temperaturi hladilnika (T;), sobni temperaturi (T, in T3) ter telesni temperaturi
(T4).

Iz dobljenih podatkov smo nato za vsako temperaturo narisali graf elastiCnega in
viskoznega modula v odvisnosti od strizne deformacije, tako da smo imeli za vsako
temperaturo vseh 8 formulacij in testno formulacijo Pol-1 zdruZene na enem grafu. Iz
grafov smo odcitali najprimernejSo deformacijo, pri kateri sta se elasti¢ni in viskozni
modul spreminjala linearno (se pravi, da nista narascala, upadala ali se prekrizala), gledano
pri vseh formulacijah in temperaturah hkrati. To deformacijo smo nato uporabili pri

nadaljnjih meritvah iz tega sklopa.
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Pogoiji meritev:

e Strizna deformacija: y=0,01-100%
e Frekvenca: v=1Hz

e Temperatura: T;=8°C, T,=20°C, T3=25°C, T4=35°C
Za nadaljnje meritve smo se odlocili za vrednost strizne deformacije: y=0,2%.

Frekvencna odvisnost elasti¢nega in viskoznega modula (mehanski spekter)

V tem delu meritev smo merili vrednosti elasticnega in viskoznega modula pri
spreminjajoCi se frekvenci in konstantni temperaturi ter strizni deformaciji. Vsako
formulacijo smo pomerili pri treh razlicnih temperaturah (T-T3). Meritve smo izvedli tudi

za testno formulacijo Pol-1.

Z dobljenimi podatki smo za vsako formulacijo narisali graf elastiCnega in viskoznega
modula v odvisnosti od frekvence za vse tri temperature skupaj. Grafi so nam nato sluZzili

za ugotavljanje viskoelasti¢nih lastnosti formulacij pri razli¢nih temperaturah.

Pogoiji meritev:

e Frekvenca: v=0,1-10Hz
e Strizna deformacija: y=0,2%
e Temperatura: T,=8°C, T,=20°C, T3=37°C

Temperaturna odvisnost elasticnega in viskoznega modula v intervalu 10-40°C
(proces geliranja)

V okviru teh meritev smo merili vrednosti elastiCnega in viskoznega modula pri konstantni
frekvenci in strizni deformaciji ter narascajoci temperaturi. S tem smo spremljali celoten
proces geliranja. Vzorce smo nanasali na plosco, ohlajeno na 10°C, nato pa smo s
konstantno hitrostjo temperaturo dvigali, tako da je hidrogel tekom meritve geliral. Hitrost
segrevanja ploSc¢e smo dolocili z ozirom na to, da pri prehitrem segrevanju ne bi dobili
prave temperature geliranja in, po drugi strani, da nizja kot je hitrost segrevanja, daljsi je

¢as trajanja meritve. Meritve smo najprej izvedli na nasih 8 hidrogelih.

Pogoji meritev:

e Temperatura: T=10-40°C
e Hitrost segrevanja: 0,015°C/s (0,90°C/min)

e Strizna deformacija: y=0,2%
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e Frekvenca: v=0,1Hz

Iz dobljenih podatkov smo nato Zeleli dolociti temperaturo geliranja, opredeljeno kot tista
temperatura, pri kateri se krivulji elasticnega in viskoznega modula sekata (22). V nasem
primeru smo temperaturo geliranja podali kot temperaturni interval, ki ga omejujeta zadnja
temperatura, pri kateri je vrednost viskoznega modula vecja od vrednosti elastiCnega
modula (G'<G") in temperatura, od katere dalje je elasti¢ni modul visji kot viskozni modul
(G"™>G"). Temperaturne intervale za presecisce krivulj obeh modulov pri nasih formulacijah
smo primerjali s temperaturami geliranja, ki jih je v svojem diplomskem delu dolocila
diplomantka Sonja Balazek po metodi, ki so jo uporabili tudi Choi in sodelavci (29).
Temperature geliranja so podane kot povprecje treh meritev (30). Po primerjavi podatkov

smo pod enakimi pogoji izvedli meritev Se za testno formulacijo Pol-1.

Podatke o intervalu za temperaturo geliranja testne formulacije Pol-1 smo primerjali s
podatki o temperaturi geliranja, ki so jo dolocili L. Mayol in sodelavci (22). Iz primerjave

smo ugotovili, da je pogoje meritev potrebno prilagoditi.

Prilagajanje pogojev meritev temperaturne odvisnosti

Prvi parameter, ki smo ga spreminjali je bila frekvenca. Zaradi neujemanja temperaturnega
intervala za temperaturo geliranja, dobljenega pri frekvenci 0,1Hz in podatkov o
temperaturi geliranja za testno formulacijo Pol-1 smo opravili meritev Se enkrat, tokrat pri

frekvenci 0,01Hz (T=10-40°C, 0,015°C/s, y=0,2%).

Po ponovni primerjavi temperaturnega intervala, dobljenega pri frekvenci 0,01Hz s
poznano temperaturo geliranja testne formulacije Pol-1 smo frekvenco za nadaljnje meritve

znizali z 0,1Hz na 0,01Hz.

Poleg vpliva frekvence na meritve nas je zanimalo tudi kakSen je vpliv strizne deformacije
na vrednosti elasticnega in viskoznega modula. Tako smo na drugi testni formulaciji P407
20% (m/m) izvedli meritve temperaturne odvisnosti pri treh razli¢nih vrednostih strizne
deformacije. Vse tri vrednosti so bile izbrane znotraj linearnega obmoc¢ja. Za vse tri
primere smo nato doloc€ili interval za temperaturo geliranja in ga primerjali s podatki o

temperaturi geliranja iz literature (27, 28).

Pogoiji meritev:

e Temperatura: T=10-40°C
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e Hitrost segrevanja: 0,015°C/s
e Frekvenca: v=0,01Hz

e Strizna deformacija: ¥,=0,1%, 1,=0,2%, 7;=0,5%

Iz dobljenih podatkov smo se odlocili, da za nadaljnje meritve lahko pustimo striZzno

deformacijo enako kot na zacetku.

Konéni pogoji meritev temperaturne odvisnosti:

e Temperatura: T=10-40°C

e Hitrost segrevanja: 0,015°C/s
e Frekvenca: v=0,01Hz

e Strizna deformacija: y=0,2%

Pri teh pogojih smo opravili meritve na nasih 8 formulacijah in za vse dolocili temperaturni
interval, na katerem pride do preseciS¢a krivulj elasticnega in viskoznega modula. Te
podatke smo nato primerjali s temperaturami geliranja teh hidrogelov, ki jih je v svojem
diplomskem delu dolocila diplomantka Sonja Balazek. Temperature geliranja so podane

kot povprecne vrednosti treh meritev (30).

Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C

Podobno kot Veyries in sodelavci smo hoteli dolociti temperaturo prehoda iz poltrdnega v
tekoce stanje (Tgers01) (23). Za ta namen smo temperaturo zniZevali iz 40°C na 10°C, ostale
pogoje meritev pa smo pustili enake kot pri predhodnih meritvah temperaturne odvisnosti.
Spremljali smo vrednosti elastinega in viskoznega modula ter opredelili Tgeso1 kot
temperaturo, od katere dalje zaCnejo vrednosti elasticnega modula mocneje upadati.
predhodno dolo¢enimi temperaturami geliranja, ki jih je dolocila diplomantka Sonja

Balazek (30).

Pogoji meritev:
e Temperatura: T=40-10°C
e Hitrost ohlajanja: 0,015°C/s

e Frekvenca: v=0,01Hz

e Strizna deformacija: y=0,2%
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I1. Sklop meritev: Ocena ¢asa geliranja

Poleg same temperature geliranja nas je zanimalo tudi v kolik§nem ¢asu hidrogeli preidejo
iz tekoCega stanja v trdno. V ta namen smo zato izvedli dva preizkusa. Pri prvem preizkusu
smo c¢as geliranja ocenjevali vizualno in s tem dobili osnovne informacije o tem, kako
dolgo posamezna formulacija gelira. Te informacije so nam sluzile pri zbiri pogojev v

drugem preizkusu, kjer smo Cas geliranja ocenjevali preko meritev z reometrom.

Vizualna ocena ¢asa geliranja

Preizkus smo izvedli z 1mL ohlajenega in predhodno na mesalu premesanega hidrogela.
Za vsako formulacijo smo imeli 3 paralele. V plasti¢ne epruvete s pokrovckom smo s
kapalko odmerili ImL hidrogela, epruvete zaprli in jih postavili v termostatirano vodno
kopel s temperaturo 37°C. Takoj, ko so bile epruvete v kopeli, smo vkljucili Stoparico in
nato preverjali ali je formulacija v epruvetah Se tekoca ali je ze gelirala. Dokler smo
zaznali premikanje vsebine ob nagibanju epruvete, je bila formulacija Se v tekocem stanju,
ko premikanja vsebine ob nagibanju epruvet ni bilo vec¢, je bila formulacija v trdnem stanju
in smo preizkus zakljucili. Preverjanje je bilo nacrtovano po 20s, 40s, 60s, 90s, 120s, /.../

od zacetka merjenja Casa.

Ocena casa geliranja — rotacijska viskometrija

Cas geliranja je opredeljen kot &as, potreben da formulacija doseZe prazno viskoznost
N=4000mPas pri temperaturi 36,5°C (24). V osnovi smo izvedli merjenje viskoznosti v
odvisnosti od Casa pri konstantni temperaturi in strizni hitrosti. Zaradi lastnosti nasSih
hidrogelov vzorcev nismo mogli nanaSati na plosco, segreto na 36,5°C (v naSem primeru
37°C), saj od nanosa vzorca do pricetka merjenja Ze preteCe nekaj ¢asa in bi tako vzorci
popolnoma gelirali Se pred samim zacetkom meritve. Vzorce smo zato nanaSali na ploS$¢o
ohlajeno na 10°C in s tem zagotovili, da se proces geliranja ni zacel takoj z nanosom
vzorca. Zaradi omejitev nasega reometra pri hitrosti segrevanja smo pri nastavljanju
pogojev dolocili Casovni interval, v katerem naj se meritev izvede ter Zeleno (delovno)
temperaturo 37°C. Pri teh pogojih je reometer tekom odrejenega ¢asa meritve samodejno

segrel plosc¢o z 10°C na kon¢nih 37°C.

Meritve smo izvajali z reometrom Physica MCR 301, merilni sistem pa je bil plosca-plosc¢a
PP50 (d=50mm). Razdaljo med ploS¢ama smo nastavili tako, da smo delali z ImL vzorca,

tako kot pri vizualni oceni Casa.
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Pogoiji meritev:

¢ Razdalja med plos¢ama: h=0,509mm
e Cas trajanja meritve: t=100s
e StriZna hitrost: y=10s"

e Temperatura: T=10-37°C

Najprej smo narisali graf temperature v odvisnosti od ¢asa, da bi videli, kako se je

spreminjala temperatura tekom meritve.

Iz dobljenih podatkov smo narisali tudi graf viskoznosti v odvisnosti od €asa za vse
formulacije skupaj. S pomocjo grafa smo nato za vsako formulacijo dolo¢ili dve tocki, ki
sta nam sluzili za izracun Casa geliranja. Prva tocka (t;) je bila ¢as, pri katerem viskoznost
Se ne zacne naraScati, druga tocka (t;) pa je bila Cas, pri katerem je bila viskoznost najblizje
vrednosti 4000mPas. Cas geliranja smo izra¢unali kot razliko ¢asov: At=t,-t;. Dobljeni ¢asi

geliranja vseh osmih formulacij so nam sluZili za primerjavo formulacij med seboj.

II1. Sklop meritev: Preizkusanje sposobnosti parenteralne aplikacije hidrogelov

Ker so bile nase formulacije hidrogelov oblikovane z namenom podkoZne aplikacije nas je
zanimalo, kako se hidrogeli obnaSajo med iztiskanjem skozi hipodermalno iglo. V ta
namen smo izvedli dva preizkusa. Pri prvem preizkusu smo hidrogele dejansko iztiskali
skozi brizgo in iglo, v drugem preizkusu pa smo Zeleli z uporabo reoloskih metod

podkrepiti dobljene rezultate prvega preizkusa.

Preizkus iztisljivosti skozi iglo (»Syringeability and injectability test«)

Preizkus smo izvajali z vzorci, ki so bili predhodno premeSani na meSalu in ohlajeni na
temperaturo hladilnika. V 2mL brizgo smo povlekli ImL vzorca, obrisali rob in namestili
iglo za podkoZno aplikacijo. Uporabljali smo dve razli¢ni velikosti igel: 25G (0,5x16mm)
in 21G (0,8x38mm) (slika 10). Skozi 21G iglo smo formulacijo iztiskali le v primeru, ko je
bilo iztiskanje skozi 25G iglo tezavno ter pri formulaciji P407 18% kot preizkus ene in
druge velikosti igle. Za boljSo orientacijo smo skozi oZjo iglo (25G) iztisnili tudi

precis¢eno vodo in jo ocenili kot zelo lahko iztisljivo. Glede na to smo formulacije po

iztiskanju ovrednotili kot:

e Lahko iztisljivo

e [ztisljivo
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e Tezko iztisljivo

e Zelo tezko iztisljivo

%

Slika 10: Uporabljeni hipodermalni igli. OranZna barva — 25G, zelena barva — 21G.

Vpliv strizne hitrosti na viskoznost hidrogelov

Pri tem preizkusu smo spremljali viskoznost hidrogelov ob narascajo€i strizni hitrosti in
konstantni temperaturi. Na ta na¢in smo Zeleli ponazoriti pogoje iztiskanja hidrogelov
skozi iglo (26). Meritve smo izvajali z reometrom Physica MCR 301 in merilnim sistemom
stoZec-plosca CP50-2 (premer: S0mm, kot: 2°). Za vsako formulacijo smo izvedli meritev

pri temperaturi hladilnika (8°C) in sobni temperaturi 25°C.

Pogoiji meritev:

e StriZna hitrost: y=0,05-20s"
e Temperatura: T,;=8°C, T,=25°C

Iz dobljenih podatkov smo narisali graf viskoznosti v odvisnosti od strizne hitrosti pri
konstantni temperaturi. Vse formulacije, merjene pri isti temperaturi, smo zdruZili na enem
grafu. Z dobljenima grafoma smo nato Zeleli obrazloziti rezultate predhodnega preizkusa,

ko smo hidrogele iztiskali skozi iglo.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

VREDNOTENJE HIDROGELOV

4.1. I. SKLOP MERITEV: OSCILACIJSKA VISKOMETRIJA

4.1.1. Dolocitev obmocja linearnosti elasticnega in viskoznega modula

Dolocitev linearnega obmocja formulacij je bila pomembna za vse nadaljnje meritve iz
sklopa oscilacijske viskometrije. Z merjenjem vrednosti elasticnega (G') in viskoznega
modula (G") v odvisnosti od naraScajoce strizne deformacije (y) pri konstantni frekvenci
in temperaturi smo doloc€ili obmocje strizne deformacije, v katerem sta bili krivulji obeh
modulov ¢im bolj vodoravni (konstantne vrednosti obeh modulov). Ta interval tako doloc¢a
pogoje meritve, pri katerih ne pride do porusenja notranje strukture hidrogelov (obmocje
reverzibilne deformacije hidrogelov) (20).

Po primerjavi grafov za vse 4 temperature smo ugotovili, da je bilo za ve€ino formulacij
obmocje linearnosti pri y=0,1-1,0% (slike 11-14). Za nadaljnje meritve smo izbrali

deformacijo 0,2%.

T,=8°C
o g
= 1§ | ] |
E - O O O v A O O O O O O O O O O O O O O O O O O
- — N ‘Tﬁ/—\/——\ﬁﬂ'ﬁ\,—— e e e e e % ® o o 1 ¢
w 0,1 — = o =T c-,r'\ O o = I |
S001 = e
0,001
0,0001
0,01 0,1 1 10 y[%] 100
—0— 1. P407 18% (G") —0— 1. P407 18% (G")
=0=2.P407 18%, HPMC 1% (G") =0—2. P407 18%, HPMC 1% (G")
3.P407 18%, P188 1% (G") 3.P407 18%, P188 1% (G")
=0—4.P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G") =0—4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G")
5. P407 21% (G") 5.P407 21% (G")
—0—6. P407 21%, HPMC 1% (G") —0—6. P407 21%, HPMC 1% (G")
7.P407 21%, P188 5% (G") 7.P407 21%, P188 5% (G")
—0—28. P407 21%, P188 5%, HPMC 1% (G') =0—38. P407 21%, P188 5%, HPMC 1% (G")
—0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G') —0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G")

Slika 11: Vrednosti viskoznega in elasti¢nega modula v odvisnosti od strizne deformacije pri

konstantni frekvenci 1Hz in temperaturi §°C.
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—N\°
1000 T,=20°C
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&) i/ I
0,01
0,001
0,01 0.1 1 10 [%] 100
—o0— 1. P407 18% (G') —o— 1. P407 18% (G") Y
—0—2. P407 18%, HPMC 1% (G') —0—2. P407 18%, HPMC 1% (G")
—0— 3. P407 18%, P188 1% (G') —o— 3. P407 18%, P188 1% (G")
—0— 4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G') —o— 4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G")
—0—5. P407 21% (G') —o—5. P407 21% (G")
—0—6. P407 21%, HPMC 1% (G") —o0—6. P407 21%, HPMC 1% (G")
—0—7.P407 21%, P188 1% (G') —o—7. P407 21%, P188 1% (G")
—0—8. P407 21%, P188 1%, HPMC 1% (G') —o0—8. P407 21%, P188 1%, HPMC 1% (G")
—0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G —0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G")

Slika 12: Vrednosti viskoznega in elasticnega modula v odvisnosti od strizne deformacije pri

konstantni frekvenci 1Hz in temperaturi 20°C.

T3= SOC
[ T T T TTT] I T T T 17117 I T T TTTTT I T T TT1T1TT1]
10000 .
0 = —~ ||
1000 =
F ydl _..él)-—&—' : 10—
100 ==
——O— = y
£ 10 5 |
5 'l/ i == i
2 E#-S;%%LA* o
&) ==
O
0.1 ]
0,01 0,1 1 10 Y[%] 100
—o— 1. P407 18% (G —o— 1. P407 18% (G")
—0—2. P407 18%, HPMC 1% (G)) —o—2. P407 18%, HPMC 1% (G")
—0—3.P407 18%, P188 1% (G) —o—3.P407 18%, P188 1% (G")
—0— 4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G") —o— 4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G")
—0—5.P407 21% (G) —o—5.P407 21% (G")
—0—6. P407 21%, HPMC 1% (G') —o—6. P407 21%, HPMC 1% (G")
—0—7.P407 21%, P188 5% (G)) —o—7.P407 21%, P188 5% (G")
—0—8. P407 21%, P188 5%, HPMC 1% (G') —o—8. P407 21%, P188 5%, HPMC 1% (G")
—0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G)) —0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G")

Slika 13: Vrednosti viskoznega in elasti¢nega modula v odvisnosti od strizne deformacije pri

konstantni frekvenci 1Hz. in temperaturi 25°C.
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=
=
&}
F
2 10 !
0,01 0,1 1 10 Y[%] 100
=—0=1. P407 18% (G") =—0— 1. P407 18% (G")
=0==2. P407 18%, HPMC 1% (G") =0=—2. P407 18%, HPMC 1% (G")
3.P407 18%, P188 1% (G") 3. P407 18%, P188 1% (G")
=0=—4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G") —0— 4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1% (G")
5. P407 21% (G 5. P407 21% (G")
—0=—6. P407 21%, HPMC 1% (G") —0—6. P407 21%, HPMC 1% (G")
7.P407 21%, P188 5% (G") 7.P407 21%, P188 5% (G")
=0=—28. P407 21%, P188 5%, HPMC 1% (G") —0—28. P407 21%, P188 5%, HPMC 1% (G")
—0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G") —0—9. P407 15%, P188 10% (Pol-1) (G")

Slika 14: Vrednosti viskoznega in elasticnega modula v odvisnosti od strizne deformacije pri

konstantni frekvenci 1Hz in temperaturi 35°C.

4.1.2. Frekven¢na odvisnost elasti¢nega in viskoznega modula (mehanski spekter)

Z meritvami frekvencne odvisnosti smo preverjali viskoelasti¢ne lastnosti nasih formulacij
hidrogelov pri nedestruktivnih pogojih (obmocje reverzibilne deformacije) in razli¢nih
temperaturah, pri katerih so hidrogeli v razli¢nih fazah geliranja. Pricakovali smo sledece
rezultate:

e T;=8°C: viskozni modul prevladuje. Prisotna je frekven¢na odvisnost obeh
modulov. Formulacije izkazujejo znacaj viskozne teko€ine (22).

e T,=20°C: vrednosti obeh modulov so ze visje. Pri formulacijah, ki imajo
temperaturo geliranja blizu 20°C, je proces geliranja v teku, vendar vrednosti
viskoznega modula Se prevladujejo. Prisotna je frekvencna odvisnost modulov.

e T3=37°C: elasticni modul prevladuje. Frekven¢ne odvisnosti modulov ni (vrednosti

so veCinoma konstantne). Formulacije izkazujejo gelski znacaj (22).
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1. P407 18%

i
0,1 v[Hz] 10
—o0—G' (T=8°C) —o—G" (T=8°C)

—o—G'(T=20°C) —o—G" (T=20°C)
—o—G'(T=37°C) —o—G" (T=37°C)

2.P407 18%, HPMC 1%

LAt
O

==

—o0—G' (T=8°C)
—o—G' (T=20°C)
—o—G' (T=37°C)

—o—G" (T=8°C)
—o—G" (T=20°C)
—o—G" (T=37°C)

3.P407 18%,P188 1%

0,1 v[Hz] 1 10
—o0—G' (T=8°C) —e—G" (T=8°C)

—o0—G' (T=20°C) —e—G" (T=20°C)
—o0—G' (T=37°C) —o—G" (T=37°C)

C

D

v[Hz] 1
—o—G' (T=8°C)
—o—G' (T=20°C)
—o—G' (T=37°C)

10
——G" (T=8°C)
—o—G" (T=20°C)
—o—G" (T=37°C)

Slika 15 A-D: Frekvenc¢na odvisnost formulacij hidrogelov 1-4 pri konstantni deformaciji 0,2% in

treh razli¢nih temperaturah.
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5. P407 21 %
1000 e
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d
0,01
0,001 i
0,1 v[Hz] 1
—o—G' (T=8°C) —e—G" (T=8°C)

—o—G' (T=20°C) —e—G" (T=20°C)

10

v[Hz] 1
—o—G' (T=8°C)
=—0=—(G" (T=20°C)

—o— G" (T=8°C)
—o—G" (T=20°C)

—0—G' (T=37°C) —o—G" (T=37°C)

E
—0—G'(T=37°C) =—o—G" (T=37°C) —0—G' (T=37°C) —o—G" (T=37°C)
7. P407 21%, P188 5% 8. P407 21%, P188 5%, HPMC 1%
10000 : O=O~O=O=O=0=CH —O=0=0=0=0=0=<¢
1000
100
£ 10 4
o 1
20,1 Do
@0,01 —
0,001
0,1 v[Hz]
—0—G'(T=8°C)  —o—G" (T=8°C) —o—G' (T=8°C) —e—G"(T=8°C)
G —0—G' (T=20°C) —o—G" (T=20°C) —0=G' (T=20°C) =—e—G" (T=20°C)

—o—G' (T=37°C) —e—G" (T=37°C)

9. P407 15%, P188 10% (Pol-1)

0’001 | i i [ 1
v[Hz] 1
—o—G' (T=8°C)
—o—G' (T=20°C)
—0—@G' (T=37°C)

—o—G" (T=8°C)
—o—G" (T=20°C)
—o—G" (T=37°C)

Slika 16 E-I: Frekven¢na odvisnost formulacij hidrogelov 5-9 pri konstantni deformaciji 0,2% in

treh razli¢nih temperaturah.
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Iz meritev smo ugotovili naslednje:
e T,=8°C:
Po pricakovanjih je viskozni modul prevladoval (G">G') in oba modula sta izkazovala

frekvencno odvisnost, saj so z naraS¢anjem frekvence narascale tudi vrednosti modulov.

Pri formulacijah 1, 3 in testni formulaciji Pol-1 nismo dobili popolnih podatkov o

vrednostih elasticnega modula (slika 15 A, C, I).

Vrednosti modulov pri HPMC-vsebujocih hidrogelih so se spreminjale bolj enakomerno in
niso nihale tako kot pri formulacijah, ki niso vsebovale HPMC (slika 15 B, D in slika 16 F,
H).

e T,=20°C:
Pri formulacijah 5-8, ki so vsebovale visje deleze polimerov, je do presecis¢a krivulj G' in
G" Ze priSlo, tako da so ves Cas meritve prevladovale vrednosti elasticnega modula.
Krivulji elasti€nega in viskoznega modula sta bili Ze bolj podobni krivuljam modulov pri
37°C (vecji gelski znacaj teh formulacij), le da so bile vrednosti obeh modulov niZje pri
20°C. Tako smo opazili, da pri 5. in 6. formulaciji frekven¢ne odvisnosti modulov

prakticno ni bilo (slika 16 E, F). Pri formulacijah 7 in 8 pa je bila prisotna frekvencna

odvisnost le do frekvence v=0,2Hz (slika 16 G, H).

Frekven¢na odvisnost modulov je bila prisotna pri formulacijah 1 in 3, vrednosti obeh
modulov pa so bile ves ¢as meritve blizu skupaj (slika 15 A, C). Pri 2. formulaciji je bila
frekvencna odvisnost prisotna, a sta se krivulji modulov locili pri frekvenci v=2Hz in z
nadaljnjim viSanjem frekvence so vrednosti elasticnega modula prevladovale ( slika 15 B).
Podobno sta se krivulji modulov 4. formulacije lo¢ili pri frekvenci v=0,2Hz, tako da je do

konca meritve prevladoval elasticni modul (slika 15 D).

Pri formulacijah 2 in 4, ki sta imeli delez P407 18% in sta vsebovali tudi HPMC smo
opazili, da so se vrednosti elastiCnega in viskoznega modula v primerjavi z vrednostmi pri

8°C nekoliko znizale, kot navaja tudi literatura (slika 15 B, D) (16).

Rezultati meritev za Pol-1 se niso ujemali z navedenimi rezultati v ¢lanku, kjer je bilo
ugotovljeno, da formulacija pri 25°C izkazuje lastnosti viskozne tekocCine, kjer
prevladujejo vrednosti viskoznega modula in je prisotna frekvencna odvisnost obeh

modulov (slika 16 I) (22).
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e T3=37°C:
Po pricakovanjih je pri vseh formulacijah prevladoval elasticni modul (G">G"). Vrednosti
elasticnega modula niso izkazovale izrazite frekvencne odvisnosti, medtem ko so vrednosti
viskoznega modula rahlo upadale z naraS¢ajoCo frekvenco. To se ujema z elasticnim

podro¢jem polimernih raztopin (20).

Tudi pri Pol-1 smo ugotovili, da elasticni modul prevladuje, vendar so bile tu vrednosti

obeh modulov precej niZje kot pri nasih formulacijah (slika 16 I).

4.1.3. Temperaturna odvisnost elasti¢nega in viskoznega modula v intervalu 10-40°C

(proces geliranja)

Preglednica II: Primerjava temperature geliranja (30) in temperaturnega intervala

presecisca krivulj, dobljenega pri frekvenci 0,1Hz in deformaciji 0,2%.

T A (e o) Tem[.)erat'ura Temper:jl.tvuvrnl 1¥1ter'val
geliranja preseciSca krivulj

1. P407 18% 26,2°C 17,4-18,4°C

2. P407 18% + HPMC 1% 24,5°C 14,2-15,3°C

285°C 17,4-184°C
25.4°C 153.16.3°C
24°C 142:153°C
21,4°C 142-153°C
27,5°C 122132°C
24.8°C 122132°C

Za vseh osem formulacij smo ugotovili, da je prislo do presecisca krivulj elasti€nega in
viskoznega modula pri mnogo niZjih temperaturah v primerjavi s predhodno dolo¢enimi
temperaturami geliranja. To je bilo v nasprotju z naSimi priakovanji, zato smo pod

enakimi pogoji izvedli meritev tudi za testno formulacijo Pol-1 (slika 17).
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9. P407 15%, P188 10% (Pol-1)
10000

1000 .--a:»—cr--»'—“'Z
100 /O’o

10 "J//yv
1 Frass o

O Gn

G'in G" [Pa]

0,1 Q

0,01 °—°\w S

0,001

9,99 14,99 19,99 T [°C] 24,99 29,99 34,99 39,99

Slika 17: Temperaturna odvisnost formulacije Pol-1 v intervalu 10-40°C pri frekvenci 0,1Hz in

deformaciji 0,2%.

Vv W

Iz meritve smo dobili temperaturni interval presecis¢a krivulj med 17,4°C in 18,4°C. Po
Clanku je temperatura geliranja te formulacije pri 37°C. L. Mayol in sodelavci so svoje
meritve opravili pri frekvenci 0,01Hz z namenom, da le-ta ne bi vplivala na proces
geliranja (22). Glede na obmocje delovanja naSega reometra, ki ga spremljamo kot navor
tekom meritve (obmocje delovanja pri oscilatornih pogojih: 2nNm-200mNm), smo sprva
menili, da je frekvenca v=0,1Hz dovolj visoka za izvajanje meritev in obenem dovol]
nizka, da ne bo motila procesa geliranja (31). Ker pa se rezultati, dobljeni pri frekvenci
0,1Hz niso ujemali z navedenimi podatki o temperaturi geliranja, smo pogoje meritev

prilagodili.

4.1.4. Prilagajanje pogojev meritev temperaturne odvisnosti
Ko smo s formulacijo Pol-1 izvedli meritev pri desetkrat niZji frekvenci — 0,01Hz, kot je

WV v

bilo to storjeno v ¢lanku, smo ugotovili, da se je temperaturni interval presecisc¢a krivulj
tokrat ujemal z navedeno temperaturo geliranja 37°C. Do presecis€a krivulj je namrec
priSlo pri temperaturi med 36,6°C in 37,4°C (slika 18). V skladu s pricakovanji smo
ugotovili tudi, da so bile vrednosti obeh modulov pri tako nizki frekvenci bolj
neenakomerne in da smo dobili pri nizjih temperaturah ve¢ vrzeli med podatki, ko
reometer vrednosti ni uspel izmeriti (predvsem pri elasticnem modulu). Prav tako smo
opazili, da se krivulji modulov tudi pri temperaturi nad tocko geliranja nista lo¢ili, ampak

sta ostali blizu skupaj. Kljub temu smo se odlocili, da frekvenco za nadaljnje meritve
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znizamo z 0,1 Hz na 0,01Hz, saj je bilo jasno razvidno, da je imela frekvenca moc¢an vpliv

na proces geliranja, tako da se je pri vi§ji frekvenci temperatura geliranja mo¢no zniZala.

9. P407 15%, P188 10% (Pol-1)

1000

100

10
)
B
E:; 1 Q 7 V —o—=G
IE +G"
oo W%Q‘g Z A~
0,001

9,99 14,99 19,99 T[°C] 24,99 29,99 34,99 39,99

Slika 18: Temperaturna odvisnost formulacije Pol-1 v intervalu 10-40°C pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Poleg vpliva frekvence na meritve temperaturne odvisnosti nas je zanimal tudi vpliv strizne
deformacije, saj so L. Mayol in sodelavci navedli le, da so meritve izvajali znotraj obmocja
linearnosti (22). Prav tako smo tudi pri dolocitvi linearnega obmocja ugotovili, da pri
nekaterih formulacijah nismo dobili linearnega odziva modulov in da so vrednosti le-teh
precej nihale tudi znotraj linearnega obmocja. Zato smo se odlocili, da preverimo, kako
vpliva strizna deformacija na vrednosti obeh modulov. V ta namen smo meritve izvedli na
formulaciji P407 20%, za katero smo nasli podatke o temperaturi geliranja, prav tako
opredeljeni kot preseciSce krivulj elasti¢nega in viskoznega modula. Za P407 20% je bilo
ugotovljeno, da se krivulji modulov sekata pri temperaturi med 22°C in 23,4°C, oziroma

da je temperatura prese€iS¢a Tpresecisea=23+0,4°C (27, 28).
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10. P407 20%

0,001
9,99 14,99 19,99 T [°C] 24,99 29,99 34,99 39,99
—0—1. G' (pri 0.1%) —o—1.G" (pri 0.1%)
2. G' (pri 0.2%) 2. G" (pri 0.2%)
—0=—3. G' (pri 0.5%) —0—3. G" (pri 0.5%)

Slika 19: Temperaturna odvisnost formulacije P407 20% v intervalu 10-40°C pri treh razli¢nih

deformacijah in frekvenci 0,01Hz.

Meritve so pokazale, da so se s poviSanjem deformacije vrednosti obeh modulov znizale
(slika 19). To je veljalo za zacetni del meritve, preden smo dosegli temperaturo geliranja.
Ko smo temperaturo geliranja presegli, razlik med vrednostmi obeh modulov pri razli¢nih
deformacijah tako reko€ ni bilo vec€. Pri vseh treh striznih deformacijah smo dolocili enak
temperaturni interval preseciSca krivulj, in sicer med 22,5°C in 23,3°C, kar se je ujemalo

tudi s podatki iz ¢lankov.

Za nadaljnje meritve naSih osmih formulacij smo se odlocili, da pustimo strizno
deformacijo enako, in sicer: y=0,2%, frekvenco pa smo iz prvotnih 0,1Hz zniZali na

0,01Hz.
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Preglednica IIl: Primerjava temperature geliranja (30) in temperaturnega intervala

Mev W

presecisca krivulj, dobljenega pri frekvenci 0,01Hz in deformaciji 0,2%.

Formulacija (vsebnost v % m/m) Tem[? erat.ura Tempera;l.tvltrnl 1ptery L
geliranja presecisca krivulj

e 0C
2.5°C 23.6-24.6°C
Comsc
25.4°C 25.126°C
~ nwc asmsc
214C 20721.6°C
7.P407 21% + P188 5% _—
2.8°C 27.7-28.6°C

Vv W

Z meritvijo na prvi formulaciji smo ugotovili, da se je presecisce krivulj pri 0,01Hz dobro

ujemalo s predhodno dolo¢eno temperaturo geliranja (preglednica IIT). Ceprav se krivulji
po tocki geliranja nista locili, tako kot sta se pri 0,1Hz pa so vrednosti elasticnega modula

prevladovale nad vrednostmi viskoznega modula (slika 20).

1. P407 18%
10000 iyt = < P

.

1000

N
N

100

=

=

O

g

3]

0,01 = 7
~ ;’ lJ"
0,001
9,99 14,99 19,99 T [°C] 24,99 29,99 34,99 39,99

-=>-2)G'(0,1Hz) - == 2) G" (0,1Hz)
—o—b) G' (0,01Hz)' —o—b) G" (0,01Hz)

Slika 20: Temperaturna odvisnost 1. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.
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Tudi pri 2. formulaciji smo ugotovili, da se je preseCiS¢e krivulj, dobljeno pri frekvenci
0,01Hz, ujemalo s predhodno dolo¢eno temperaturo geliranja (preglednica III). Tudi potek
krivulj se je ujemal s pri¢akovanim potekom, tako da so bile vrednosti elasticnega modula
po doseZeni tocki geliranja do konca meritve visje od vrednosti viskoznega modula (slika
21). Ob primerjavi preseciS¢ krivulj 1. in 2. formulacije, ki sta imeli enak delez P407, smo
ugotovili, da se pri formulaciji z dodatkom HPMC krivulji sekata pri niZji temperaturi kot
pri formulaciji, ki vsebuje samo P407. Prav tako smo opazili, da so zacele vrednosti
modulov pri drugi formulaciji, ki je vsebovala tudi HPMC, narascati pri niZji temperaturi

kot pri prvi formulaciji, ki je vsebovala le P407.

2.P407 18% , HPMC 1%

10000 el =t =08 =0k =Rk = = Ay Ay A= = )
oS8 S s eyt omse b=
1000 2=
?"’ ’0
)7o‘ i’
100 ==
7957
o'l)
10 kit

= P /
& 1 =t = ‘:{’}!
b =ty =() =) =t -l
> S :: 3 P ,

=
=01
> \ / ==

0,01 o

0,001

9,99 14,99 19,99 TI[°C] 24,99 29,99 34,99 39,99

-=>=2a)G'(0,1Hz) - == a) G" (0,1Hz)
—o— b) G' (0,01Hz) —o—b) G" (0,01Hz)

Slika 21: Temperaturna odvisnost 2. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.

Pri tretji formulaciji temperature geliranja z meritvijo pri 0,01Hz nismo mogli dolociti.
Krivulji obeh modulov sta se namre¢ sekali tako pred pri¢akovano in predhodno dolo¢eno
temperaturo geliranja kot tudi po njej. Prisotnih je bilo ve¢ preseCiS¢ krivulj in zadnje
presecisce smo dobili pri temperaturi med 37,4°C in 38,3°C, kar se ni ujemalo s predhodno

doloceno temperaturo geliranja 28,5°C (slika 22).
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-=>=2) G' (0,1Hz) -=>»=2) G" (0,1Hz)
b) G' (0,01Hz) b) G" (0,01Hz)

Slika 22: Temperaturna odvisnost 3. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.

Pri primerjavi krivulj obeh modulov, dobljenih z meritvijo pri frekvencah 0,1Hz in 0,01Hz
smo opazili, da so pri 0,1Hz vrednosti elasticnega modula po presezeni temperaturi 27,7°C
narastle do vrednosti 10*Pa in ostale v tem obmocju do konca meritve. Po drugi strani so
vrednosti viskoznega modula po temperaturi 27,7°C nekoliko upadle in nato ostale
konstantne, v obmocju 10°Pa. Tak potek krivulj je znacilen za gel stanje (20). V nasprotju
z vrednostmi modulov in potekom krivulj pri 0,1Hz pa pri 0,01Hz elasticni modul sploh ni
dosegel vrednosti 10000Pa in je ostal tudi po temperaturi geliranja v enakem obmocju kot
vrednosti viskoznega modula (10°Pa). Tako je moZno, da so bili za formulacijo, ki poleg
P407 vsebuje tudi 1% P188, pogoji meritve pri 0,01Hz premili in da proces geliranja ter

tocka prehoda sol-> gel nista bila odvisna zgolj od temperature.

Mev W

Kot pri tretji formulaciji je bilo tudi pri formulaciji 4 prisotnih ve¢ preseciSc (slika 23).
Tako sta se krivulji nekajkrat sekali Ze nekaj stopinj pred pri¢akovano temperaturo
geliranja, vendar pa je bilo zadnje preseciSce pri temperaturi med 25,1°C in 26°C, kar se je
ujemalo tudi s predhodno doloceno temperaturo geliranja (preglednica III). Od te tocke
dalje so ostale vrednosti elasticnega modula viSje od vrednosti viskoznega modula. V
primerjavi s formulacijo 2, ki je vsebovala le kombinacijo P407 in HPMC v enakih
deleZih, je bila T pri 4. formulaciji viSja. Iz tega smo lahko sklepali, da je dodatek P188 v

4. formulaciji zviSal Tge.
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4.P407 18%, P188 1%, HPMC 1%
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0\ /0L C7
001 ' N
9,99 14,99 19,99 TI[°Cl 24,99 29,99 34,99 39,99
-<r-2a) G'(0,1Hz) === a) G" (0,1Hz)
—O0—b) G' (0,01Hz) —0—b) G" (0,01Hz)

Slika 23: Temperaturna odvisnost 4. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.

PreseciS¢e krivulj pete formulacije se je ujemalo s predhodno doloceno temperaturo
geliranja (preglednica III, slika 24). Pri primerjavi te formulacije s prvo, ki je vsebovala
niZji delez P407 (18% m/m), smo ugotovili, da so zacele vrednosti modulov 5. formulacije
naraS¢ati pri niZji temperaturi kot vrednosti modulov 1. formulacije in tudi do presecisca

krivulj je priSlo pri niZji temperaturi kot v primeru prve formulacije.

9,99 14,99 19,99 T [°C] 24.99 29,99 34,99 39,99
=={r=a)G'(0,1Hz) ==tr=a)G" (0,1Hz)
—0—Db) G' (0,01Hz) —0—D>b) G" (0,01Hz)

Slika 24: Temperaturna odvisnost 5. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.
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Predhodno doloc¢ena temperatura geliranja in preseciS¢e krivulj elasti¢nega in viskoznega
modula sta se tudi pri Sesti formulaciji ujemala (preglednica III, slika 25). Pri primerjavi te
formulacije s formulacijo 5, ki HPMC ni vsebovala, smo opazili, da sta se z dodatkom
HPMC krivulji modulov sekali pri nizji temperaturi kot pa pri 5. formulaciji, ki je imela
enak delez P407 (21%m/m), a ni vsebovala HPMC. Zopet smo opazili, da so se pricele
vrednosti modulov pri HPMC-vsebujocem hidrogelu dvigati pri nekoliko niZji temperaturi

kot pri hidrogelu brez HPMC.

10000

1000

100

—

G'in G" [Pa]
S

0,1
0,01
9,96 14,96 19,96 T [°C] 24,96 29,96 34,96 39,96
-=r- 2) G' (0,1Hz) -~ - 2) G" (0,1Hz)
—0—1b) G' (0,01Hz) —0—1)G" (0,01Hz)

Slika 25: Temperaturna odvisnost 6. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.

Enako kot pri tretji formulaciji, ki je vsebovala nizje deleze obeh poloksamerov, tudi pri
sedmi formulaciji nismo mogli doloCiti temperaturnega intervala za presecisc¢e krivulj
(slika 26). Zopet je bilo prisotnih veC preseciS¢, zadnje presecisce pa je bilo pri temperaturi
med 37,4°C in 38,3°C. Tudi v tem primeru je moZno, da pri danih pogojih merjenja proces
geliranja in tocka prehoda nista bila odvisna le od temperature, temvecC je na proces

geliranja vplivala tudi sestava hidrogela (dodatek P188).
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Slika 26: Temperaturna odvisnost 7. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz in deformaciji 0,2%.

Tudi pri zadnji, osmi, formulaciji smo opazili podoben potek krivulj kot pri formulacijah 3

in 7, ki sta vsebovali samo kombinacijo obeh poloksamerov. Zadnje presecisce 8.

formulacije je bilo tako pri temperaturi med 27,7°C in 28,6°C (slika 27). To presecisce je

bilo sicer niZje kot pri hidrogelih 3 in 7, a se ni skladalo s predhodno dolo¢eno temperaturo

geliranja (preglednica III). Pri primerjavi osme formulacijo s cetrto, ki je prav tako

vsebovala vse tri polimere, smo opazili, da so se pri formulaciji 8 vrednosti modulov

pricele dvigati pri nekoliko niZji temperaturi. Krivulji sta nara$cali manj strmo in bolj

podobno kot pri formulaciji 7, ki je vsebovala enak delez P407 in P188 (21% in 5%), a ni

vsebovala HPMC. Tako lahko zaklju¢imo, da je imel P188 pri formulaciji 8 ve¢ji vpliv kot

pri formulaciji 4 zaradi viSjega deleZa le-tega. Potek krivulj tekom geliranja je bil tako bolj

podoben formulacijama, ki sta vsebovali samo kombinacijo obeh poloksamerov.
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8. P407 21%, P188 5%, HPMC 1%
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Slika 27: Temperaturna odvisnost 8. formulacije v intervalu 10-40°C pri frekvencah 0,01Hz in

0,1Hz ter deformaciji 0,2%.

4.1.5. Temperaturna odvisnost modulov v intervalu 40-10°C

Vrednosti elasticnega modula pri 1. formulaciji so pri¢ele moc¢neje upadati od temperature

27,5°C dalje. Ta temperatura je bila nekoliko vi§ja kot predhodno doloCena temperatura

geliranja (preglednica III). Opazili smo, da sta se krivulji obeh modulov mo¢no priblizali v

temperaturnem obmocju, kjer se je nahajala temperatura geliranja (26,7-24,9°C). Ob

nadaljnjem zniZevanju temperature sta se krivulji ponovno lo¢ili (slika 28).

1.000

G'in G" [Pa]

10 -

1. P407 18 %
_d
9,88 1488 1988 2488 2988 3488 39,88
——G ——G" T [°C]

Slika 28: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 1. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.
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Pri 2. formulaciji so vrednosti elasticnega modula zacele mocneje upadati od temperature
25,8°C dalje, kar je bilo zopet nekoliko viSje kot predhodno doloCena T (preglednica
II). Tudi v tem primeru sta se krivulji obeh modulov mo¢no priblizali v obmocju Tg

(24,9-23,1) in se ob nadaljnjem zniZevanju temperature zopet lo€ili (slika 29).

2.P407 18% , HPMC 1%

5.000 Mm

500

e

| LA
A

G'in G" [Pa]

50 T
9,88 14,88 19,88 24,88 29,88 34,88 39,88

—=G « ——e—G" T[°C]

Slika 29: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 2. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Vrednosti elasticnega modula so pri 3. formulaciji zaCele upadati Ze od temperature 33,7°C
dalje, kar se ni ujemalo s T, ki jo je dolocila diplomantka Sonja BalaZek (preglednica
III). Podobno kot pri temperaturni odvisnosti 10-40°C sta bili pri vi§jih temperaturah
(obmocje gelskega znacCaja) krivulji obeh modulov zelo blizu skupaj in prisotnih je bilo
tudi vec preseCiSC. Vendar pa sta se krivulji povsem locili po temperaturi 28,4°C in sta
ostali loCeni do konca meritve (slika 30). Ta temperatura se je dobro ujemala s predhodno

doloceno Tg=28,5°C.
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9,88 14,88 19,88 24,88 29,88 34,88 39,88
Gv Gn T [OC]

Slika 30: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 3. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Vrednosti elasticnega modula so pri formulaciji 4 zacele mocneje upadati od temperature
25,8°C dalje, kar se je dobro ujemalo s predhodno dolo¢eno Tge (preglednica III). zopet
smo opazili, da sta se krivulji obeh modulov pri dolo¢eni temperaturi (24,9°C) mocno

priblizali, se nato locili in ostali lo¢eni do konca meritve (slika 31).

4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1%

R,

1.000 ”Wo’o-op
f
O-oP\f’U

A/

= ¢
&
d M
R <
&
100
9,88 1488 19,88 2488 2988 3488 39,88
T [°C]

O Gl o Gn

Slika 31: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 4. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Pri formulaciji 5 so se vrednosti elasticnega modula mo¢neje zniZale med temperaturama
22,2°C in 21,4°C, krivulji obeh modulov pa sta se moc¢no priblizali v temperaturnem
obmocju med 21,4 in 20,5°C in se nato zopet locili (slika 32). V tem primeru se je padec

vrednosti elasticnega modula dobro ujemal s predhodno doloceno T, (preglednica III).
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10.000 JIRAI T T

—_

o

(=)

(=}
|
1

G'in G" [Pa]:

—

00
9,88 14,88 19,88 24,88 29,88 34,88 39,88

Gv Gn T [OC]

Slika 32: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 5. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Mocnejsi padec vrednosti elastiCcnega modula smo pri formulaciji 6 opazili med
temperaturama 21,4°C in 20,5°C, kar se je dobro ujemalo s predhodno dolo¢eno Tg
(preglednica III). Krivulji obeh modulov sta se mocno pribliZali pri temperaturi 20,5°C in

se nato zopet locili ter ostali loceni do konca meritve (slika 33).

6. P407 21%, HPMC 1%
10.000 002000y

o-o-O‘vo
1.000 ij

9,88 14,88 19,88 24,88 29,88 34,88 39,88
—0—G' « —o—G" T [°C]

Slika 33: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 6. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Podobno kot pri formulaciji 3 sta bili tudi pri 7. formulaciji krivulji obeh modulov zelo
blizu skupaj pri visokih temperaturah. Prav tako je bilo v tem obmocju prisotnih vec

presecisc. Krivulji sta se popolnoma lo¢ili od temperature 29,3°C dalje (slika 34). Mocan

49



Polona Drobnic Diplomska naloga

padec vrednosti elastiénega modula smo opazili med temperaturama 31,1°C in 30,2°C. V

tem primeru se nobena temperatura (noben pojav) ni ujemal s predhodno dolo¢eno T

1.000 R,

o G'in G" [Pa]

(=]

9,88 14,88 19,88 24,88 29,88 34,88 39,88
G G" T [OC]

Slika 34: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 7. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.

Vrednosti elasticnega modula so pri formulaciji 8 mo¢neje padale od temperature 25,8°C
dalje. Krivulji obeh modulov se nista tako izrazito priblizali kot pri drugih formulacijah,
vendar pa sta se priceli mocneje oddaljevati od temperature 24,9°C dalje (slika 35). Ta

temperatura se je dobro ujemala s predhodno doloc¢eno T, (preglednica III).

8.P407 21%, P188 5%, HPMC 1%
10.000
o T TEAN
o] Mt//“ °
1.000
2 AN/
&
E
o
100
9,88 14,88 19,88 24,88 29,88 34,88 39,88
_o_Gv _O_Gn T [OC]

Slika 35: Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C 8. formulacije pri frekvenci 0,01Hz in

deformaciji 0,2%.
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Opazili smo, da med zniZevanjem temperature ni priSlo do preseciS¢a krivulj obeh
modulov. Krivulji sta se blizu temperature geliranja pribliZali, nato pa sta se spet oddaljili.
Formulacije so tako izkazovale elasti¢ne lastnosti tudi pri temperaturah dale¢ pod
temperaturo geliranja. To je lahko posledica robnih efektov zaradi intenzivnejSega
izhlapevanja vode iz vzorca, kar vodi do nastanka nehomogenega vzorca z bolj izraZenimi
elasticnimi lastnostmi (27). Prav tako smo ugotovili, da so bile pri formulacijah 6-8, ki so
imele viSjo vsebnost polimerov, kon¢ne vrednosti elasticnega modula precej visje kot pri

formulacijah 1-5 z niZjo vsebnostjo polimerov.

Z meritvami temperaturne odvisnosti v intervalu 40-10°C smo ugotovili, da je bil ta nacin
meritve bolj primeren za primerjavo dobljene temperature geliranja z neko predhodno
doloCeno vrednostjo ne pa za samo doloCanje T, Prav tako smo ugotovili, da je bilo
potrebno pri doloCanju temperaturnega prehoda iz gel v sol stanje poleg padca vrednosti
elasticnega modula spremljati tudi vrednosti viskoznega modula. Padec elasti¢nega modula

je bil v nekaterih primerih namre¢ premalo izrazit za potrditev Tge_sol.

4.2. II. SKLOP MERITEV: OCENA CASA GELIRANJA
4.2.1. Vizualna ocena ¢asa geliranja
Pri vseh osmih hidrogelih smo ugotovili, da pri prenosu vzorca, ohlajenega na temperaturo

hladilnika v termostatirano kopel s temperaturo 37°C hidrogel gelira v manj kot 20s.

4.2.2. Ocena Casa geliranja — rotacijska viskometrija
Opazili smo, da je reometer doloCen del meritve temperaturo dvigal linearno (slika 36). Ko
smo primerjali izbrane tocke za dolocitev Casa geliranja hidrogelov, smo ugotovili, da smo

pri vseh formulacijah tocCke izbrali znotraj linearnega segrevanja plosce.

34,9

29,9

24,9

T[°C]

19,9

14,9

9,9

0 20 40 60 80 t[s] 100

Slika 36: Narascanje temperature v odvisnosti od €asa pri meritvah Casa geliranja.
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Ob primerjavi vseh formulacij med seboj, smo opazili med njimi dolo¢ene podobnosti.
Tako sta imeli formulaciji 1 in 5, ki sta vsebovali le P407 podoben potek geliranja, s tem
da je formulacija 5 zacela gelirati nekoliko prej kot formulacija 1, ki je vsebovala niZji
delez P407. Prav tako so imele podoben potek geliranja vse formulacije, ki so vsebovale
HPMC, razen zadnje, osme, ki je gelirala podobno kot hidrogela, ki sta vsebovala samo
kombinacijo obeh poloksamerov (3 in 7) (slika 37). Tak potek geliranja smo opazili Ze tudi
pri temperaturni odvisnosti elasti€nega in viskoznega modula. Podobno kot pri mehanskem
spektru smo opazili, da se je viskoznost v HPMC-vsebujoc¢ih hidrogelih na zacetku s

segrevanjem zniZala in se zopet pricela dvigovati, ko se je proces geliranja zacel.

0 10 20 30 40 ¢[s] 50 60 70 80 90 100
—o—1.P407 18% —o—2.P407 18%, HPMC 1%
3. P407 18%, P188 1% —o—4.P407 18%, P188 1%, HPMC 1%
5.P407 21% —o—06. P407 21%, HPMC 1%
7.P407 21%, P188 5% —o—28. P407 21%, P188 5%, HPMC 1%

Slika 37: Viskoznost hidrogelov v odvisnosti od ¢asa.
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orm
19 314 | 46 4300 27
33 487 46 4810 13
165 25 625 4560 46
31 452 | 48 4130 17
135 419 41 3140 275
45 1 375 380 13
5 87 635 4780 585

8. Pug7 21%, P33 5%, HPMC 1% 14,5 625 49 4610 34,5

Preglednica IV: Izbrane tocke za dolocitev Casa geliranja in dobljeni ¢as geliranja
lacij.

formu

Iz dobljenih rezultatov smo ugotovili, da sta imeli obe formulaciji, ki sta vsebovali le P407
podoben cas geliranja. Najnizji €as geliranja sta imeli obe formulaciji, ki sta vsebovali
kombinacijo P407 in HPMC. Cas geliranja je bil pri obeh koncentracijah P407 enak, kar
pomeni, da zviSanje deleZa z 18% (m/m) na 21% (m/m) ni vplivalo na Cas geliranja. Po
drugi strani pa smo pri primerjavi obeh formulacij, ki sta vsebovali le P407 s
formulacijama, ki sta imeli dodano tudi HPMC, ugotovili, da se je z dodatkom HPMC c¢as

geliranja opazno znizal (preglednica IV).

NajdaljSi Cas geliranja sta imeli formulaciji, ki sta vsebovali kombinacijo obeh
poloksamerov. Pri tem smo opazili, da se je s poveCanjem deleza poloksamerov tudi Cas
geliranja opazno podaljSal. Ker podaljSanja ¢asa geliranja nismo opazili pri hidrogelih, ki
P188 niso vsebovali, lahko zaklju¢imo, da je na Cas geliranja vplivalo zviSanje deleza P188

iz 1% (m/m) na 5% (m/m) (preglednica IV).

Pri formulaciji 4, ki je vsebovala kombinacijo vseh treh polimerov, smo opazili, da je bil
Cas geliranja sicer podoben kot pri formulaciji 2, ki je vsebovala le P407 in HPMC v
enakih deleZih, a je bil zaradi dodatka P188 nekoliko vi§ji. To je bilo Se bolj opazno pri
formulaciji 8, ki je imela ¢as geliranja mo¢no podaljSan v primerjavi s formulacijo 6, ki je

vsebovala le P407 in HPMC v enakih deleZih (preglednica IV).
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43. L SKLOP MERITEV: PREIZKUSANJE SPOSOBNOSTI SUBKUTANE APLIKACIJE
HIDROGELOV

4.3.1. Preizkus iztisljivosti skozi iglo (»syringeability and injectability test«)

Pri lahko iztisljivih hidrogelih smo vzorec iztisnili skozi 25G iglo brez vecjega napora,
tekocina pa je skozi iglo priSla sprva v obliki hitrega kapljanja, ki je nato preslo v curek. Za
iztis formulacij v kategoriji »iztisljivo« je bilo potrebno Ze moc¢nejSe iztiskanje. Tekocina,
ki je prisla skozi iglo je bila viskozna ali zelo viskozna in je ves Cas iztisa pocCasi kapljala
(velike kapljice), oziroma je kapljanje preslo v neenakomeren curek (polcurek) (slika 38).
Podobno smo opazili tudi pri tezko iztisljivih hidrogelih, le da je bilo pri tej kategoriji
potrebno Se mocnejSe iztiskanje. V obeh primerih zelo tezko iztisljivih hidrogelov je bil
upor tekoCine v brizgi tako velik, da se je ob povecevanju sile iztiskanja igla loc¢ila od

brizge. Tekocina je skozi iglo prihajala po kapljicah (do locitve igle od brizge).

o -

Slika 38: Primer iztisa formulacij skozi hipodermalno iglo.
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Preglednica V: Iztisljivost formulacij hidrogelov pri dveh razlicnih velikostih

Formulacija
(vsebnost v %9m/m)

Iztisljivost (»injectability«)

25¢  Lahko iztisljivo
21G  Lahko iztisljivo
25C Iztisljivo

21G  Lahko iztisljivo
25¢ Lahko iztisljivo
21G  Lahko iztisljivo
25C Iztisljivo

21G  Lahko iztisljivo
25¢ Lahko iztisljivo
21G  Lahko iztisljivo
256 Tezko iztisljivo

1. P4o7 18%

2. P4o7 18%, HPMC 1%

hipodermalnih igel.

3. P4o7 18%, Pigs 1%

4. Pso7 18%, P1sg 1%, HPMC 1%

5. Pa7 21%

6. P4o7 21%, HPMC 1% 21G  Lahko iztisljivo
25(. Zelo tezko iztisljivo - igla se loci od brizge
7. Pao7 21%, P13g 5% 21G  Lahko iztisljivo

25(; Zelo tezko iztisljivo - igla se lo¢i od brizge
8. P4o7 21%, Pigs 5%, HPMC 1% 21G IZtiSljiVO

Po pri¢akovanjih pri prvi formulaciji, ki je vsebovala le P407 (18% m/m), z iztisom skozi
25G iglo ni bilo tezav. Pri formulaciji 5 z vi§jim delezem P407 (21% m/m) je bilo sicer
potrebno nekoliko mocneje iztiskati kot pri formulaciji 1, vendar pa je bilo tu potrebno
SibkejSe iztiskanje v primerjavi s kategorijo »iztisljivo«, tekocina pa je skozi iglo prisla v

curku. Tako smo formulaciji 1 in 5 uvrstili v enako skupino (preglednica V).

Pri hidrogelih, ki so vsebovali tudi HPMC, smo zaradi vi§je viskoznosti raztopin
pricakovali slabSo iztisljivost. Ugotovili smo, da se je z dodatkom HPMC iztisljivost skozi
25G iglo res poslabSala. Prav tako smo opazili, da so bili HPMC-vsebujoci hidrogeli z
niZjim delezem poloksamerov lazje iztisljivi kot HPMC-vsebujo¢i hidrogeli z vi§jim
delezem poloksamerov. Pri vseh formulacijah, ki so vsebovale HPMC, se je iztisljivost

opazno izboljSala pri iztisu skozi SirSo, 21G iglo (preglednica V).

Za formulaciji 3 in 7, ki sta vsebovali kombinacijo obeh poloksamerov (P407 in P188) v
razli¢nih delezih, smo zaradi nizke viskoznosti raztopin pri¢akovali podobno iztisljivost

kot pri formulacijah, ki sta vsebovali le P407. V primeru 3. formulacije je bilo temu res
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tako. V nasprotju s pricakovanji pa smo formulacijo 7, ki je vsebovala vecji delez P188
(5%), zelo tezko iztiskali skozi 25G iglo in pred koncem iztisa se je igla locila od brizge.
Pri iztisu skozi 21G iglo se je iztisljivost opazno izboljSala, v obeh primerih iztisa
formulacije 7 pa je bila tekocina po iztisu rahlo bolj viskozna kot pred iztisom (preglednica

V).

Tudi pri formulacijah 4 in 8, ki sta vsebovali kombinacijo vseh treh polimerov, smo
opazili, da se je s poviSanjem deleza poloksamerov iztisljivost opazno poslabSala in smo
slabso iztisljivost formulacije 8 opazili tako pri 25G igli, kjer se je igla locila od brizge, kot
tudi pri 21G igli, kjer je bilo potrebno mocnejse iztiskanje kot v ostalih primerih iztisa

skozi to velikost igle (preglednica V).

4.3.2. Vpliv strizne hitrosti na viskoznost hidrogelov

Pri 8°C, zacetni temperaturi hidrogelov pri preizkusu iztisa skozi iglo, smo zasledili rahlo
upadanje krivulje viskoznosti le pri HPMC-vsebujoc¢ih hidrogelih, medtem ko so pri
formulacijah 1, 3 in 5 vrednosti viskoznosti na zacetku obremenitve celo nekoliko narastle

(slika 39).

_QO
10000 T=8°C
1000
100 A e e OOl
| i
,g. (- S— S— - I
=W
10
=
1
0,05 0.5 strizna hitrost [1/s] 5
=0—1.P407 18% =0=—2.P407 18%, HPMC 1%
3. P407 18%, P188 1% —0—4.P407 18%, P188 1%, HPMC 1%
5.P407 21% —0—6. P407 21%, HPMC 1%
7.P407 21%, P188 5% —0—238. P407 21%, P188 5%, HPMC 1%

Slika 39: Viskoznost hidrogelov v odvisnosti od strizne hitrosti pri temperaturi T=8°C.

Ugotovili smo, da je pri 25°C viskoznost z naras¢ajoco strizno hitrostjo (y) upadala.
Nizanje vrednosti je bilo prisotno pri vseh hidrogelih, vendar pa je krivulja viskoznosti pri

formulacijah 3 in 7 upadala z manj strmo (slika 40).
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T=25°C
1.000.000 .
e=s
100.000 ﬁ
10.000 O
—_ [ —g i
% J_HNO— =~
Z 1.000 Same=
= O=O=—=00—0—0—0—
100
0,05 0,5 StriZna hitrost [1/s] 5
—0—1. P407 18% —0—2. P407 18%, HPMC 1%
—0—3.P407 18%, P188 1% —0—4. P407 18%, P188 1%, HPMC 1%
—0—5.P407 21% —0—6. P407 21%, HPMC 1%
—0—"7.P407 21%, P188 5% —0—38. P407 21%, P188 5%, HPMC 1%

Slika 40: Viskoznost hidrogelov v odvisnosti od striZne hitrosti pri temperaturi T=25°C.

Z rezultati meritev viskoznosti v odvisnosti od strizne hitrosti nismo uspeli razloZziti

nepricakovanih rezultatov preizkusa iztisa hidrogelov skozi iglo.
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5. SKLEP

Temperaturna odvisnost v intervalu 10-40°C:

— Frekvenca je imela mocan vpliv na proces geliranja, tako da so formulacije, merjene pri
0,1Hz, gelirale pri niZji temperaturi kot pri 0,01Hz.

— Strizna deformacija (y) ni imela vpliva na Ti.

— Pri formulacijah 1,2,4,5 in 6 so se dobljene T ujemale s predhodno dolo¢enimi Tge.

— Pri formulacijah 3 in 7 Ty nismo mogli dolociti.

— Pri formulaciji 8 smo dolocili T, kot zadnje preseciSce krivulj, a je bila le-ta mnogo
vi§ja kot predhodno dolo¢ena Tg. Krivulji obeh modulov sta bili bolj podobni
krivuljam modulov 3. in 7. formulacije, iz Cesar smo lahko sklepali, da je vpliv dodatka
P188 v formulaciji 8 prevladoval kljub dodani HPMC.

— ZviSanje koncentracije P407 v formulaciji je zniZalo Ty

— Dodatek HPMC je zniZal Ty formulacij.
— Dodatek P188 je zviSal Ty pri formulaciji 4.

Temperaturna odvisnost v intervalu 40-10°C:

— Za vecino formulacij smo lahko potrdili Tgel.so1. Faznega prehoda nismo mogli dolociti
pri formulaciji 7, kjer se niti padec krivulje elasticnega modula niti toc¢ka locitve krivulj
obeh modulov nista ujemala s predhodno dolo¢eno Tgel.

— Med znizevanjem temperature ni prislo do presecis¢a krivulj, vzorci pa so izkazovali
elasti¢ne lastnosti (G'>G") tudi pri temperaturah dale¢ pod Tge. To je lahko posledica
izhlapevanja vode iz vzorcev med meritvijo.

— Ugotovili smo, da ta nacin meritve ni najboljsi za doloCanje T, saj spremembe krivulj
obeh modulov niso vedno dovolj izrazite. Ob primerjavi z neko predhodno doloceno

vrednostjo T pa s temi meritvami lahko potrdimo predhodne rezultate.

Rotacijska viskometrija
— PoviSanje deleza P407 ni imelo vpliva na ¢as geliranja.
— Dodatek HPMC je Cas geliranja zniZal.

— Dodatek P188 in viSanje njegovega deleza sta zvisala Cas geliranja formulacij.

Preizkus iztisljivosti skozi hipodermalno iglo
— Formulacije 1,3 in 5 so bile lahko iztisljive Ze pri iztisu skozi 25G iglo.

— ZviSanje koncentracije P407 v formulaciji je le v manjsi meri vplivalo na iztis.
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— Formulaciji 7 in 8 sta bili zelo tezko iztisljivi, saj se je igla loCila od brizge pri iztisu
skozi 25G iglo. Rezultat iztisa 7. formulacije skozi 25G iglo je bil v nasprotju s
pricakovanji.

— 7 dodatkom HPMC se je iztisljivost skozi 25G iglo poslabsala. HPMC-vsebujoci
formulaciji z niZjim deleZem poloksamerov (formulaciji 2 in 4) sta bili lazje iztisljivi

kot HPMC-vsebujoci formulaciji z vi§jim delezem poloksamerov (formulaciji 6 in 8).

Vpliv strizne hitrosti na viskoznost hidrogelov

— 7 rezultati meritev nismo uspeli obrazloZziti rezultatov preizkusa iztisa skozi iglo.
Morda bi bilo smiselno opraviti meritev odvisnosti viskoznosti od strizne hitrosti pri
naraScajocCi temperaturi T=8-25°C. Med iztisom se je formulacija namre¢ segrevala iz
temperature hladilnika na sobno temperaturo, tako da smo imeli med iztisom

formulacije skupen vpliv temperature in strizne sile.

Rezultati reoloSkega vrednotenja razlicnih formulacij hidrogelov so pokazali, da so izbira
merilnega sistema, iskanje ustreznih pogojev merjenja in predhodna strizna zgodovina
formulacij zelo pomembni dejavniki, ki vplivajo na meritve in dobljene rezultate. Tako
lahko na primer uporaba sistema ploS¢a-ploS¢a namesto sistema stoZec-ploS¢a ali majhne

spremembe pogojev merjenja dajejo popolnoma razli¢ne rezultate.
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