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POVZETEK

Hidrogele tvori tridimenzionalna mreza pre¢no premrezenih polimerov, ki lahko sprejme
veéje koli¢ine vode. Polimeri, ki vsebujejo hidrofobne domene, imajo termoodzivne
lastnosti. Primer termoodzivnih polimerov so poloksameri. Vodne raztopine poloksamerov
so pri nizji temperaturi v teko¢em stanju, medtem ko pri visji temperaturi gelirajo. Ko
temperatura pricne narascati, se molekule pricnejo povezovati v micele. Geliranje je
posledica preurejanja micelov. Temperaturo geliranja je mogoc¢e optimizirati. Zaradi vseh
teh lastnosti lahko poloksamerne hidrogele uporabimo za subkutano dostavo zdravilnih
ucinkovin. Heparin in njegov derivat nizkomolekularni heparin sta antikoagulanta, ki ju
uporabljamo za preprecevanje nastajanja krvnih strdkov in povecevanja obstojecih krvnih
strdkov. Sta negativno nabita polisaharida in lahko interagirata z drugimi molekulami.
Pripravili smo 12 razli¢nih formulacij hidrogelov. Ustrezne koli¢ine poloksamera 407,
poloksamera 188 in hidroksipropilmetilceluloze smo dodali predhodno ohlajeni precisceni
vodi ali raztopini heparina ali nizkomolekularnega heparina in mesali, dokler ni nastala
homogena raztopina. Pripravili smo hidrogele z razlicnimi koncentracijami heparina.
Izvedli smo reoloSke teste in DSC-analizo, da bi ovrednotili vpliv koncentracije heparina
in nizkomolekularnega heparina na lastnosti naSih termoodzivnih hidrogelov. Na
rotacijskem reometru smo izvedli oscilacijske in rotacijske teste z uporabo sistema stozca
in plos€ice. Spremljali smo viskoznost kot funkcijo temperature. Spremljali smo tudi
viskozni in elasti¢ni modul kot funkcijo temperature, da bi dolocili temperaturo geliranja.
Cas geliranja smo dologili iz meritev elasti¢nega in viskoznega modula kot funkcije ¢asa.
Kalorimetricne meritve smo izvedli, da bi analizirali micelizacijo, geliranje in
demicelizacijo pripravljenih vzorcev. VVzorce smo segrevali, ohlajali in ponovno segrevali,
da bi dolo¢ili njihove termoodzivne lastnosti. Spremljali smo tudi interakcije med polimeri
in vodo ter taljenje in zmrzovanje vode. Ugotovili smo, da heparin in nizkomolekularni
heparin znizata temperaturo micelizacije, temperaturo geliranja in cas geliranja vseh
formulacij. Nizkomolekularni heparin ima vecji vpliv na znizanje temperature micelizacije,
temperature geliranja in Casa geliranja kot heparin enake koncentracije. Vpliv heparina na

termoodzivne lastnosti hidrogelov narasca z njegovo koncentracijo.

Kljué¢ne besede: termoodzivni hidrogeli, poloksamer, heparin, nizkomolekularni heparin



ABSTRACT

Hydrogels are three-dimensional networks of crosslinked polymer chains which can
imbibe large amounts of water. Polymers with hydrophobic domains show
thermoresponsive properties. Poloxamers are example of thermoresponsive polymers. At
low temperature, aqueous solutions of poloxamers are in liquid state, but in gel form at
higher temperature. When the temperature increases molecules start to self-assemble into
micelles. Reorganisation of micelles results in gelation. The temperature at which gelation
occurs can be optimised. All these characteristics make poloxamer hydrogels useful for
subcutaneous drug delivery. Heparin and its derivative low molecular weight heparin are
anticoagulants which are used for prevention of clot formation and extension of existing
clots. They are highly negatively charged polysaccharides and can interact with other
molecules. We prepared 12 different hydrogel formulations. Appropriate amounts of
poloxamer 407, poloxamer 188, and hydroxypropylmethylcellulose were added to
previously cooled purified water or heparin solution or low molecular weight heparin
solution, and mixed until a homogeneous solution was obtained. Reological tests and DSC
analysis were used to characterize influence of concentration of heparin and low molecular
weight heparin on properties of our thermoresponsive hydrogels. Rotational and oscillatory
tests were carried out on rotational rheometer using cone and plate geometry. We
determined viscosity as a function of temperature. Additionally we monitored the storage
and loss moduli as a function of temperature to determine gelation temperature. We also
measured the storage and loss moduli as a function of time to determine gelation time.
Calorimetric measurements were carried out in order to analyse micellization, gelation and
demicellization of prepared samples. Samples were heated and then cooled in order to
determine their thermoreversible properties. We also monitored polymer-water
interactions, freezing and melting of water. It was established that heparin and low
molecular weight heparin lower the micellization temperature, the gelation temperature,
and the gelation time of all formulations. Low molecular weight heparin produced higher
decrease of micellization temperature, gelation temperature and gelation time than heparin
of equal concentration. The effect of heparin on thermoresponsive properties increased

with heparin concentration.

Keywords: thermoresponsive hydrogels, polxamer, heparin, low molecular weight heparin
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SEZNAM OKRAJSAV

CMC: kriti¢na micelarna koncentracija (angl. critical micelle concentration)

CMT: kriti¢na micelarna temperatura (angl. critical micelle temperature)

DSC: diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (angl. differential scanning calorimetry)
HPMC: hidroksipropilmeticeluloza

LCST: spodnja kriti¢na temperatura raztopine (angl.lower critical solution temperature)
LMWH: nizkomolekularni heparin (angl. low molecular weight heparin)

P 188: poloksamer 188

P 407: poloksamer 407

LCST: spodnja kriti¢na temperatura raztopine (angl.lower critical solution temperature)

UCST: zgornja kriti¢na temperatura raztopine (angl. upper critical solution temperature)



1. UVOD

1.1 HIDROGELI

Hidrogele tvori tridimenzionalna mreza, ki nastane s pre¢nim premrezevanjem verig
hidrofilnih polimerov. Za izdelavo hidrogelov uporabljamo naravne in tudi sinteti¢ne
polimere. Tridimenzionalna struktura lahko sprejme vecjo koli¢ino vode ali bioloskih
tekocin (1, 2).

Hidrogeli lahko sprejmejo do tisockrat vecjo koli¢ino vode, kot je njihova suha masa.
Vodo v hidrogelu lahko razdelimo glede na interakcije s polimernimi verigami. Vodo, ki
hidratira polarne skupine polimera, imenujemo primarno vezana voda. Primarno vezana
voda povzroci nabrekanje polimera. Pri tem se izpostavijo hidrofobne skupine, s katerimi
interagira sekundarno vezana voda. Preostala voda, ki jo absorbira hidrogel, se porazdeli

med polimernimi verigami in vec¢jimi porami (3).

1.1.1 PREMREZEVANJE HIDROGELOV

Poznamo kemijske in fizikalne metode premrezevanja hidrogelov. Prednost kemijsko
premrezenih hidrogelov je predvsem pocasnejsi razpad gelske mreze v bioloSkem okolju.
Kemijsko lahko hidrogele premrezimo z uporabo premrezevalcev ali polimerov s
predhodno derivatiziranimi funkcionalnimi skupinami. Slabost kemijsko premrezenih
hidrogelov je potencialna toksi¢nost zaradi rezidualnih premrezevalcev v hidrogelu ali
potencialna toksi¢nost z derivatiziranimi polimeri premrezenih hidrogelov pri

biorazgradnji zaradi moZne vezave reaktivnih oligomerov na tkivo (4, 5).
FIZIKALNO PREMREZEVANJE HIDROGELOV

Pri izdelavi fizikalno premrezenih hidrogelov ni potebno dodajanje precnih
premrezZevalcev ali predhodna kemijska modifikacija polimerov. S tem se izognemo tudi
uporabi toksi¢nih reagentov in njihovemu vplivu na integriteto snovi, ki jih Zelimo vgraditi
v hidrogel. Slabost fizikalno premrezenih hidrogelov je hitrejSe raztapljanje v fizioloSkem
okolju in posledi¢no prehajanje polimernih molekul z mesta aplikacije (4, 5).



Hidrofobne interakcije

Polimeri, ki vsebujejo hidrofobne domene, lahko v vodnem okolju termoreverzibilno
geliranjo. Temperatura geliranja je odvisna od koncentracije polimera, dolzine
hidrofobnega dela in kemijske strukture polimera. Ti polimeri so topni v vodi pri niZjih
temperaturah. Ko temperatura pri¢ne narasc¢ati, hidrofobne domene tvorijo agregate, da bi
se zmanjSala hidrofobna povrsina, ki je v stiku s prosto vodo in vodo, ki je strukturirana
okrog hidrofobnih domen, saj je to termodinamsko ugodno (4).

Mejno temperaturo, pri kateri raztopina polimera gelira, imenujemo spodnja kriticna
temperatura raztopine (LCST, lower critical solution temperature). Pod to temperaturo
prevladujejo vodikove vezi med hidrofilnimi skupinami polimera in molekulami vode, nad
njo pa priénejo prevladovati hidrofobne interakcije in vodikove vezi med molekulami
vode, saj je to termodinamsko ugodneje. Nasprotno imajo hidrogeli, ki gelirajo pri
ohlajanju, zgornjo kriticno temperaturo raztopine (UCST, upper critical solution

temperature) (6, 7).

Termoreverzibilni hidrogeli pri zviSanju temperature preidejo iz tekocega v gel stanje in
obratno. To imenujemo prehod sol-gel. ZviSanje temperature je tako edini pogoj za njihov
nastanek. Temu pogoju lahko zadostimo pri aplikaciji hidrogela, saj se pri tem njegova

temperatura zvisa na telesno temperaturo (6).

lonske interakcije

Za premrezevanje lahko uporabimo majhne molekule ali polimere nasprotnega naboja.
Geliranje lahko sprozimo tudi s spremembo pH, ker pri tem nabite funkcionalne skupine
ionizirajo oziroma se protonirajo. Vsi hidrogeli, ki nastanejo zaradi spremembe pH,
vsebujejo polimere s kislimi ali bazi¢nimi skupinami. Taks$ne hidrogele najpogosteje
uporabljamo za izdelavo formulacij s prirejenim spros¢anjem za peroralno aplikacijo.
Prednost uporabe hidrogelov, ki gelirajo zaradi ionskih interakcij, je predvsem enostavna
biorazgradljivost po aplikaciji, saj se ioni v zunajceli¢ni teko¢ini kompetitivno vezejo na

komponente hidrogela (4, 7).
Vodikove vezi

Povezovanje z vodikovimi vezmi lahko dosezemo s kombinacijo dveh geometrijsko

kompatibilnih naravnih polimerov. Taksni primeri so kombinacije Zelatina in agar, Skrob in



karboksimetilceluloza ter hialuronska kislina in metilceluloza. Taksni sistemi niso primerni
za podaljSano sprosc¢anje zdravilnih ucinkovin, saj voda v bioloskem okolju povzroci

razpad in red¢enje hidrogela (4).

Stereokompleksiranije

Majhne molekule ali polimerne verige, ki imajo enako kemijsko sestavo in razli¢no
stereokemijo (komplementarni enantiomeri), sinergisti¢no interagirajo. Slabost te metode
so omejene moznosti modifikacije polimernih verig, saj lahko majhne spremembe v

strukturi ali razmerju med komplementarnimi enantiomeri oslabijo interakcije (4).

1.2 POLOKSAMERI

Poloksameri so triblok kopolimeri tipa A-B-A sinteznega izvora (slika 1). Pridobivajo jih s
polimerizacijo monomernih enot propilenoksida in etilenoksida ob prisotnosti alkalnega
katalizatorja, kot sta natrijev ali kalijev hidroksid. Poloksamere sestavljajo hidrofilne enote

polietilenoksida (A) in hidrofobne enote polipropilenoksida (B). Delimo jih v tri razrede:

emulgatorje, solubilizatorje, mo¢ljivce in tvorilce gelov (8, 9, 10, 11, 12).

CHy
0 0
HO o [ H
A A
B

Slika 1: Strukturna formula poloksamerov. (A) pomeni Stevilo zaporednih enot etilenoksida, (B) pa Stevilo

zaporednih enot propilenoksida (prirejeno po 8).

Poloksameri v vodnih raztopinah termoreverzibilno gelirajo. S prilagajanjem njihove
sestave, molekulske mase in koncentracije lahko doseZzemo termoreverzibilno geliranje pri
telesni temperaturi. Amfifilne molekule poloksamera se v vodnih raztopinah zdruZujejo v
micele. Nad doloc¢eno koncentracijo, ki jo imenujemo kriticna micelarna koncentracija
(CMC, critical micelle concentartion), se polimerne molekule, ki so bile pred tem
raztopljene, pri¢nejo zdruzevati in tvorijo micele (slika 2). Tvorba micelov je tudi odvisna

od temperature. Pod temperaturo, Ki jo imenujemo kriti¢éna micelarna temperatura (CMT,



critical micelle temperature), so polietilenoksidne in polipropilenoksidne verige
hidratirane. Z nara$¢anjem temperature postanejo hidrofobne polipropilenoksidne verige
manj topne in se pri¢nejo zdruZevati, zaradi ¢esar pride do tvorbe micelov. Pri nadaljnjem
segrevanju se pri doloceni temperaturi, Ki jo imenujemo temperatura geliranja, preuredijo
in tvorijo urejeno strukturo. Pri tem se miceli navzkrizno povezejo z vodikovimi vezmi in

se prenehajo premikati (6, 12, 3).

rofilni del
hidrofobni del

W
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Slika 2: ZdruZevanje poloksamernih molekul v micele zaradi poviSane temperature (prirejeno po 2).

Poloksamerne hidrogele je relativno enostavno izdelati. Vgrajevanje zdravilnih u¢inkovin
je enostavno, saj so poloksameri pri sobni temperaturi v vodi raztopljeni. Primerni so za
izdelavo formulacij za okularno, nazalno, oralno, peroralno, topikalno, subkutano,
vaginalno in rektalno aplikacijo. Poloksameri zaradi etrskih funkcionalnih skupin niso
biorazgradljivi, vendar lahko ledvice molekule velikosti 10-15 kDa filtrirajo in izloc¢ijo v
urin. Biorazgradljivost so dosegli z zamenjavo polipropilenoksidnega segmenta z
biorazgradljivo poli-L-mle¢no kislino. Omejitve pri uporabi poloksamernih hidrogelov so
njihova omejena stabilnost, slabe mehanske lastnosti in hitro raztapljanje po aplikaciji v
bioloSkem okolju (7, 9, 14, 15, 16).

Poloksamer 407

Poloksamer 407 (P 407) sestavljata dva bloka 101 zaporedne enote etilenoksida, med
katerima je 56 zaporednih enot propilenoksida. Zaradi njegove biokompatibilnosti,
stabilnosti ter nizke stopnje toksi¢nosti je primeren vehikel za dostavo zdravilnih
uc¢inkovin. Uporabljamo ga predvsem kot zgo$¢evalo, tvorilec gela in emulgator. Vodne
raztopine, ki vsebujejo med 16 in 30 m/m % P 407, pri segrevanju termoreverzibilno
gelirajo (4, 17, 18).



Poloksamer 188

Poloksamer 188 (P 188) sestavljata dva bloka 80 zaporednih enot etilenoksida, med
katerima je 27 zaporednih enot propilenoksida. Uporablja se za optimizacijo temperature
geliranja P 407. Vodne raztopine z ve¢ kot 20 m/m % P 188 termoreverzibilno gelirajo (8,
9, 18).

Hidroksipropilmetilceluloza

Hidroksipropilmetilceluloza (HPMC) je derivat celuloze z delno O-metiliranimi in O-2-
hidroksipropiliranimi hidroksilnimi skupinami (slika 3). Na voljo je v razli¢nih stopnjah
substitucije. V farmaciji jo uporabljamo za filmsko oblaganje, suspendiranje, kot
stabilizator, vezivo, emulgator, zgoscevalo in sredstvo za prepreevanje koalescence. V
hidrogelih jo uporabljamo kot tvorilec gelov, sredstvo za povecevanje viskoznosti in
mukoadhezivnosti. Podaljsa tudi ¢as zadrzevanja uinkovine v poloksamernem hidrogelu

in upocasni njegovo raztapljanje (8, 9, 19).

R jeH, CH;,ali CH;CH{OH)CH;

Slika 3: Struktura hidroksipropilmetilceluloze (prirejeno po 8).

1.3 PODKOZNA APLIKACIJA

Podkozje se nahaja med kozo in miSi¢no ovojnico. V njem se nahaja masc¢obno tkivo, ki je
sestavljeno iz lobusov. Med posameznimi lobusi so pregrade iz mehkega vezivnega tkiva,
ki predstavljajo vecino zunajceli¢nega ogrodja. V podkozju potekajo krvne in limfne Zile,
ki so neenakomerno razporejene. Podkozno aplikacijo uporabljamo predvsem za zdravilne

ucinkovine, ki so neprimerne za peroralno aplikacijo. Obi¢ajno volumen injiciranja ne



presega 1 mL. Potek in hitrost absorpcije sta odvisna predvsem od molekulske mase in
naboja ucinkovine. Primerna mesta za injiciranje so trebuh, zgornji del hrbta, nadlaht in
sprednji del stegen. Prednost uporabe hidrogelov za podkoZno aplikacijo je njihova visoka
biokompatibilnost, ki je posledica velike vsebnosti vode in fizikalno-kemijske podobnosti

zunajceli¢nemu ogrodju (4, 20, 21).

1.4 HEPARIN

Heparin je anionski polisaharid z zapleteno heterogeno sestavo. Pridobivajo ga z
ekstrakcijo iz zivalskih tkiv, obi¢ajno iz Erevesne sluznice praSicev. Ker je naravnega
izvora, je variabilnost dolzine in sestave njegovih verig ter molekulske mase velika.

Vecinoma je sestavljen iz ponavljajoce se trisulfatirane disaharidne enote (slika 4).

Heparin spada med antikoagulante in ga uporabljamo za preventivo in zdravljenje
tromboebolije. Nefrakcionirani heparin za antikoagulantno delovanje potrebuje kofaktor, ki
se nahaja v plazmi in ga imenujemo antitrombin. Kompleks heparin-antitrombin inhibira
ve¢ koagulacijskih encimov: trombin (faktor Ila) ter faktorje Xa, IXa, Xla in Xlla. Na
inhibicijo s kompleksom heparin-antitrombin sta najbolj obcutljiva trombin in faktor Xa.
Samo heparin z zadosti dolgo verigo (18 saharidnih enot) lahko olajSa vezavo antitrombina
na trombin. Z inhibicijo trombina heparin prepre¢i nastanek fibrina in s trombinom
inducirano aktivacijo faktorjev V in VIII. Nasprotno pa lahko verige heparina kakrsne koli
dolzine, ki vsebujejo pravilno pentasaharidno zaporedje, katalizirajo inhibicijo faktorja Xa
z antitrombinom (slika 4) (28, 29, 30).

OH . OH OH B -

CHAOSO, Oy CHASOY CHAS0, CHOSOY
o] 0 0 o
i ”' H LOH
fk "ng.-f:'-.}"l_ B C3H C MHS0, D E{hn‘ E MHSC S0 MNHSO," o
| l |
pentasaharidno vezavno mesto ' trisulfatiran disaharid

Slika 4: Pentasaharidno zaporedje v molekuli heparina (ABCDE), ki katalizira inhibicijo faktorja Xa, in

trisulfatiran disaharid, ki prevladuje v strukturi heparina (prirejeno po 30).



Ker lahko heparin tvori interakcije s Sirokim spektrom proteinov, ga v hidrogelih
uporabljamo tudi za nekovalentno pre¢no premrezevanje in dostavo zdravilnih uéinkovin

(31).
Nizkomolekularni heparin

Nizkomolekularni heparin  (LMWH, low molecular weight heparin) pridobivajo iz
nefrakcioniranega heparina z razli¢nimi kemijskimi ali encimskimi depolimerizacijskimi
procesi, pri C¢emer nastanejo produkti s priblizno tretjino molekulske mase
nefrakcioniranega heparina. ManjSa molekulska masa ima za posledico manjsi inhibitorni
ucinek na trombin v primerjavi z inhibitornim u¢inkom na faktor Xa. S tem je omogocena
inhibicija tromboze, hkrati pa je raven antikoagulantne aktivnosti niZja, kar pomeni manj
krvavitev (28, 29).

1.5 REOLOGIJA

Reologija je veda, ki proucuje tokovno obnaSanje in deformacijo materialov. Osnovne
reoloSke parametre lahko opiSemo s pomoc¢jo modela dveh vzporednih plos¢, med katerima
se nahaja preiskovana tekocina (slika 5). Plos¢i s povriino A [m?] sta med sabo oddaljeni
za razdaljo h [m]. Na zgornjo plosco delujemo silo F [N], ki se zato pri¢ne premikati s
hitrostjo v [m/s]. Spodnja stacionarna plos¢a medtem miruje. Pri tem nastane laminarni
tok. Posamezne plasti tekocCine se gibljejo z razli¢nimi hitrostmi. Dve sosednji plasti sta
med sabo oddaljeni za razdaljo dx glede na smer premikanja. Plos¢i se premikata za
razliko v hitrosti dv. Tekocina se tej deformaciji upira z notranjim trenjem oziroma

viskoznostjo (22, 23).

Slika 5: Sistem dveh vzporednih plos¢ (prirejeno po 23).



Glede na odziv posamezne tekocine pod obremenitvijo jih lahko delimo v ve¢ sistemov.
Idealizirane ali newtonske tekocCine so tiste, katerih viskoznost je odvisna samo od
temperature in atmosferskega tlaka. Obnasanje realnih tekodin je vecinoma bolj
kompleksno. Njihova viskoznost je namre¢ odvisna od obremenitve in/ali ¢asa trajanja le-
te. Tako poznamo psevdoplasti¢ne, dilatantne, tiksotropne, reopeksne in viskoelasti¢ne
sisteme (22, 24).

1.5.1 VISKOELASTICNI SISTEMI

Viskoelasti¢ni sistemi hkrati izkazujejo viskozne in elasti¢ne lastnosti. Tak§no obnasanje je
znaCilno za vecino realnih tekoCin. Viskoelastiéne snovi imajo zakasnjen in ¢asovno

odvisen odziv na obremenitev in na prenehanje obremenitve (23, 24).
Viskoznost

Viskozno obnaSanje, ki je znaCilno za idealne tekoCine, lahko prikazemo na primeru
dusilke. Ta se pod vplivom zunanje sile deformira ireverzibilno. Energija, ki povzroci
deformacijo, pa se po koncu obremenitve pretvori v toploto. Ta odziv opisuje Newtonov
zakon (enacba 1) (24).

T=n-%=n-)'/ Enacba 1
Elasti¢nost

Elasticno deformacijo lahko opiSemo na primeru odziva vzmeti. Energija, potrebna za
elasticno deformacijo, po prenehanju obremenitve omogoci, da se telo (vzmet) povrne v
prvotno stanje. Hookov zakon opisuje zvezo med deformacijo in strizno napetostjo.
Premosorazmernostni faktor med deformacijo in strizno napetostjo je elasti¢ni strizni
modul G [Pa] (enacba 2) (24).

T=G-y Enacba 2
PROUCEVANJE VISKOELASTICNIH LASTNOSTI SNOVI

Za proucevanje viskoelasti¢nih lastnosti razli¢nih sistemov imamo na voljo ve¢ razli¢nih
reometrov in viskozimetrov. Za proucevanje nenewtonskih teko¢in pogosto uporabljamo

rotacijske reometre in viskozimetre. Merilni sistem rotacijskih reometrov sestavljata



mirujo€i in rotirajo¢i del. Med meritvijo preiskovani vzorec na rotirajoci del deluje z
zaviralno silo. Iz velikosti zaviralne sile in osnovnih pogojev lahko izraCunamo vrednosti

reoloSkih parametrov (22, 24).

1.5.2 SENZORSKI SISTEMI

Glede na lastnosti proucevanega vzorca lahko izberemo ustrezen senzorski sistem. Ti
sistemi imajo znane dimenzije in so zasnhovani tako, da zagotovijo pogoje enostavnega
striznega toka. Le ob taks$nih pogojih lahko namre¢ z uporabo osnovnih enacb dolo¢imo
reoloSke parametre vzorca. Izbira ustreznega sistema je odvisna predvsem od lastnosti

vzorca in pogojev merjenja (24).
Sistem koaksialnih valjev

Merilni sistem je sestavljen iz zunanjega in notranjega valja (slika 6). Med meritvijo se
eden valj vrti, medtem ko drugi miruje. Vzorec se nahaja v rezi med obema valjema, ki
mora biti dovolj ozka, da zadostimo pogojem enostavnega striznega toka. Ta merilni
sistem je najprimernejSi predvsem za vzorce z majhno viskoznostjo in vzorce z majhno
povrsinsko napetostjo, saj tudi pri visokih striznih hitrostih vzorec ne more steci iz merilne
reze (23, 24).

Sistem stoZca in ploscice

Sistem sestoji iz stati¢ne okrogle plos€ice, na katero nanesemO Vzorec, in rotirajoCega
stozZca (slika 6). Sistem stozca in plos€ice je primeren tudi za meritve na majhnih volumnih
vzorca. Glavna prednost sistema stozca in plos¢ice je konstantna strizna hitrost po celotni
rezi. Pri tem sistemu obstaja omejitev glede velikosti delcev v vzorcu, saj lahko preveliki
delci vplivajo na rezultate meritev (23).

Poznamo tudi merilni sistem stozca in plos¢ice, pri katerem je konica stozca prisekana. Pri
tej izvedbi je potrebno pred zaCetkom meritve vedno nastaviti Sirino reze med prisekanim
stozcem in plos¢ico na razdaljo, pri kateri bi se navidezna konica stozca dotikala ploscice.
Zaradi te prilagoditve ne prihaja do trenja med stozcem in ploscico, kar pomeni, da ne

prihaja do obrabe sistema, pa tudi rezultati meritev so zaradi tega bolj natan¢ni (23).



Sistem vzporednih plos¢

Sistem vzporednih ploS¢ je sestavljen iz dveh vzporednih ploS¢, pri ¢emer ena izmed plos¢
miruje, druga pa se vrti (slika 6). Vzorec se med meritvijo nahaja med obema plosc¢ama.
Razdaljo med plo$¢ama lahko nastavimo sami. Od prejSnjega sistema se razlikuje tudi v
tem, da se strizna hitrost spreminja s polmerom plosce. Sistem vzporednih plos¢ je
primeren za merjenje vzorcev, ki vsebujejo relativno velike delce ali pa so zelo viskozni in

neprimerni za meritve s prej opisnima merilnima sistemoma (23).

~ 1>
|
\
\

a b c

Slika 6: Prikaz sistema koaksialnih valjev (a), sistem stozca in plos¢ice (b) in sistem vzporednih plos¢ (c)
(prirejeno po 23).

1.5.3 OSNOVE OSCILACIJSKIH TESTOV

Oscilacijske teste uporabljamo za proucevanje lastnosti viskoelasti¢énih materialov. Princip
oscilacijskih testov je mogoce razloziti z modelom dveh plos¢ (slika 7). Spodnja plosca je
staticna in od zgornje oddaljena za razdaljo h, med njima pa se nahaja vzorec. Na zgornjo
plosco je pritrjena palica. Palica povezuje rob zgornje plosce in obod kolesa. Ko se pri¢ne
kolo vrteti, s tem pri¢ne potiskati zgornjo plos¢o naprej in nazaj. Pri tem vzorec, Ki je
adheriran na obe plos¢i in se homogeno deformira, niha levo in desno od prvotne lege. Na
sliki 7 vidimo, da je amplituda najvecja, ko se kolo zavrti za 90° oziroma 270° in

najmanjsa pri 180° in 360°, kar kaZe, da gre za sinusno deformacijo (23).
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Slika 7: Model dveh vzporednih plo$¢ za prikaz principa oscilacijskih testov (prirejeno po 23).

Odziv idealne trdne snovi (elasti¢ni odziv) in odziv idealne tekoc¢ine (viskozni odziv) na
vsiljeno nihanje z amplitudo y, in frekvenco w lahko ponazorimo z ena¢bama 3 in 4.

Enacbi opisujeta spreminjanje strizne napetosti v odvisnosti od ¢asa (24).

Elasti¢ni 0odziv: t(t) = G - y, " sin(w - t) Enacba 3

Viskozni odziv: 7(t) =71 - w -y, - cos(w - t) Enacba 4

Celokupen odziv realne viskoelasti¢ne snovi na strizno napetost je sestavljen iz elasticnega
in viskoznega dela (slika 8). Elasti¢ni del odziva se kaze predvsem v faznem zamiku ()
odziva oziroma strizne deformacije snovi na vneSeno strizno napetost (enacbi 5 in 6). Fazni
zamik za viskoelasti¢no snov znaSa med 0° in 90°. Idealna elasti¢na snov ima namre¢ fazni
zamik 0°, idealna viskozna snov pa 90°. Viskozni del odziva snovi se zaradi izgube
energije pri celotem odzivu pozna kot zmanjSanje amplitude strizne napetosti (23, 24).

14

— —strizna deformacija
——strizna napetost

o8

w  Cas (s)

Y

steizna napetost (Pa) detormacija (-)

amplituda strizne napetosti; (7,) amplituda strizne deformacije, ()
Slika 8: Odziv viskoelasti¢ne snovi na strizno napetost. Prirejeno po (24).
y(t) =y, ' sin(w - t) Enacba 5

T(t) =14 -sin(w-t + §) Enacba 6
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Celoten odpor snovi na vsiljeno deformacijo podaja kompleksni modul G* (enacba 7).

|G*| = }T/—a Enacba 7

Kompleksni modul je sestavljen iz dveh dinami¢nih komponent.

Elasticni modul (G’, storage modulus) je merilo za koli¢ino energije, ki se je ob
deformaciji akumulirala (enacba 8). Ta energija je po prenehanju obremenitve na voljo za

delno ali popolno povrnitev snovi v prvotno stanje (24).

G = (T—“) - cosé Enacba 8

Ya
Viskozni modul (G”, loss modulus) je merilo za energijo, ki se je med procesom
deformacije porabila (enacba 9) (24).

G = <;—a> - sind Enac¢ba 9

Iz enacb 8 in 9 je razvidno, da tangens § podaja razmerje med viskoznim in elasticnim
modulom (enac¢ba 10) (24).

)

tané = z— Enacba 10

1.6 DIFERENCNA DINAMICNA KALORIMETRIJA

Diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija (DSC, differential scanning calorimetry) temelji na
merjenju razlik toplotnega toka med vzorcem in referenco v odvisnosti od temperature in
Casa. Vzorec in referenca se med meritvijo nahajata v enakih lonckih, ki so obicajno
aluminijasti. Referenca je najvecCkrat prazen loncek. Meritev poteka v kontrolirani
atmosferi. Za prepihovanje obic¢ajno uporabljamo dusik ali helij, ki odnaSata hlapne
produkte in zagotavljata inertno atmosfero. Za izvedbo meritve potrebujemo majhno
koli¢ino vzorca, kar obi¢ajno znasa od 5 do 10 mg. Prednosti uporabe DSC-metode so tudi
enostavnost in hitrost izvedbe meritve ter Sirok temperaturni interval, znotraj katerega
lahko izvajamo meritve. Rezultat meritve je termogram, ki prikazuje spremembe

toplotnega toka v odvisnosti od ¢asa ali temperature. Termogram prikazuje eksotermne in
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endotermne procese, kot so taljenje, steklast prehod, kristalizacija ali razpad, ki so potekli
v vzorcu med meritvijo (25, 26, 27).

Poznamo dva razli¢na tipa DSC-kalorimetrov:

Heat flux DSC ima en grelec, ki segreva tako vzorec kot tudi referenco. Med
eksperimentom s senzorskim sistemom merimo razliko v temperaturi med vzorcem in

referenco. 1z izmerjene temperaturne razlike nato racunsko dolo¢imo toplotni tok (27).

Power compensation DSC ves Cas cksperimenta ohranja temperaturno razliko med
vzorcem in referenco enako ni¢. Grelca za vzorec in referenco sta loCena, zato lahko na
vsakem grelcu sproti prilagajamo koli¢ino toplotnega toka, ki je potrebna za ohranjanje

temperaturne razlike, enake ni¢ (26, 27).
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2. NAMEN DELA

V okviru diplomske naloge bomo izdelali in ovrednotili razlicne formulacije temperaturno
odzivnih hidrogelov z razli¢no koncentracijo nizkomolekularnega heparina ali heparina. Za
primerjavo bomo izdelali osnovne formulacije brez nizkomolekularnega heparina in
heparina, da bomo lahko raziskali, kakSen vpliv imajo njune razlicne koncentracije na
lastnosti termoreverzibilnih hidrogelov. Predvsem nas bo zanimal vpliv na temperaturo

geliranja.

Najprej bomo pripravili hidrogele, ki bodo vsebovali razlicne kombinacije in deleze
poloksamerov P 407 in P 188 ter hidroksipropilmetilceluloze. Medij za izdelavo
hidrogelov bo precis¢ena voda, raztopina nizkomolekularnega heparina ali raztopina
heparina. Hidrogele bomo nato reolosko ovrednotili. Z reometrom Physica MCR 301
bomo izvedli meritve viskoznosti v odvisnosti od temperature v intervalu od 20 do 40 °C
in grafi¢no doloéili temperaturo geliranja. Nato bomo izvedli oscilacijski test, pri katerem
bomo v temperaturnem intervalu od 10 do 40 °C merili vrednosti elasti¢nega in viskoznega
modula ter grafi¢no iz prese¢is¢a dolo¢ili temperaturo geliranja. Cas geliranja bomo

dolo¢ili tako, da bomo merili vrednost elasti¢nega in viskoznega modula v odvisnosti od

¢asa v doloCenem Casovnem intervalu.

Izvedli bomo tudi DSC-analizo vzorcev. Vzorce bomo najprej segrevali v temperaturnem
obmocju od 0 do 45 °C. Nato bomo vzorce ohlajali med 45 in —60 °C in zopet segrevali od
—60 do 45 °C. Pri tem bomo spremljali micelizacijo, geliranje, demicelizacijo, zamrzovanje
proste vode in vezane vode, ki ne zmrzuje. S segrevanjem, ohlajanjem in ponovnim

segrevanjem bomo ovrednotili termoreverzibilne lastnosti vzorcev.
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3.MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

- Heparin Braun 5000 i.e./ml raztopina za injiciranje, Melsungen, Nemcija

- Fragmin 10.000 i.e./ml raztopina za injiciranje, (dalteparin, LMWH), Luxembourg,
Luksemburg

- Lutrol® F 127, INCI: Poloxamer 407, (P 407), Ludwigshafen, Nemcija

- Lutrol® F 68, INCI: Poloxamer 188, (P 188), Ludwigshafen, Nemcija

- Methocel K4M Premium: hidroksipropilmetilceluloza, (HPMC), Dartford Kent,
Velika Britanija

- precis¢ena voda

3.2 NAPRAVE

- analitska tehtnica Mettler Toledo XS 205, Schwerzenbach, Svica

- avtomatske pipete (20-100 pL, 50-1000 pL, 100-5000 pL), Biohit, Finska

- vodna kopel, WB13, Kambic laboratorijska oprema d.o.o., Semi¢, Slovenija

- magnetno mesalo IKA-WERKE RO 15 power, Staufen, Nemcija

- reometer Physica MCR 301, Anton Paar GmbH, Gradec, Avstrija

- stiskalnica DSC-lon¢kov

- diferen¢ni dinamicni kalorimeter DSC1, STARe SYSTEM (programska oprema
STARe Software v9.30), Metter Toledo Schwerzenbach, Svica

3.3 METODE

3.3.1 IZDELAVA TEMPERATURNO ODZIVNIH HIDROGELOV

Osnova za izdelavo temperaturno odzivnih hidrogelov je bil polimer poloksamer 407, ki
smo mu dodajali razline deleze poloksamera 188 in ostalih snovi, ki vplivajo na
temperaturo geliranja ali viskoznost temperaturno odzivnih hidrogelov. Medija za izdelavo

termoreverzibilnih hidrogelov sta bila prec¢iS¢ena voda, raztopina heparina ali raztopina

LMWH. Omenjena medija smo uporabili, da bi ugotovili kakSen vpliv ima raztopina
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heparina ali LMWH na lastnosti termperaturno odzivnih hidrogelov. Sestave posameznih

formulacij so navedene v preglednici I.

Preglednica I: Sestava formulacij termoodzivnih hidrogelov (mase polimerov, ki smo jih dodali 10 mL vode,

raztopine LMWH oziroma raztopine heparina).

Osnovne formulacije Mase dodanih polimerov

P 407 P 188
F1: 18 % P 407 2,195¢g / /
F2:18 % P 407 + 1% P 188 2,220g 0,123g /
F3:18 % P 407 +1 % P 188 + 1 % HPMC 2,250g 0,125¢g 0,125¢g
Formulacije z LMWH P 407 P 188 HPMC
F1/F 1,125: 18 % P 407 + F 1,125 2,195¢ / /
F2/F 1,125: 18 % P 407 + 1 % P 188 + F 1,125 2,220g 0,123¢g /
F3/F 1,125: 18 % P 407 + 1 % P 188 + 1 % 2,250g 0,125¢g 0,125¢g
HPMC + F 1,125
Formulacije s heparinom P 407 P 188 HPMC
F1/H 1,125: 18 % P 407 + H 1,125 2,195¢g / /
F1/H 5,625: 18 % P 407 + H 5,625 2,195¢ / /
F1/11,25: 18 % P 407 + H 11,25 2,195¢ / /
F1/H 16,875: 18 % P 407 + H 16,875 2,195¢ / /
F2/H 1,125: 18 % P 407 + 1 % P 188 + H 2,220g 0,123g /
1,125
F3/H 1,125: 18 % P 407 + 1 % P 188 1 % 2,250g 0,125g 0,125g

HPMC + H 1,125

Najprej smo natehtali ustrezne mase P 407, P 188 in HPMC. Nato smo na magnetno
meSalo postavili petrijevko z ledom. Na led smo postavili 50-mililitrske erlenmajerice, ki

vV v

so vsebovale 10 mL precis¢ene vode ali raztopine heparina oziroma LMWH in magnet.
Nato smo ob stalnem meSanju v precisc¢eno vodo, raztopino heparina oziroma raztopino
LMWH postopoma dodajali polimere. Med posameznimi dodatki smo pocakali, da se je ze

dodana koli¢ina polimera raztopila. Vedno smo priceli z dodajanjem P 407, sledil je P 188



in nato ¢ HPMC. Led smo med izdelavo dodajali, ko se je predhodna koli¢ina raztopila.

Izdelane hidrogele smo za 24 ur shranili v hladilnik.
Izdelava raztopine LMWH

Osnovna raztopina LMWH je vsebovala 10000 1U/ mL LMWH (daltoparina), kar ustreza
64 mg/mL. Iz nje smo pripravili 10 mL raztopine LMWH koncentracije 1,125 mg/mL.

Izdelava raztopine heparina

Izhajali smo iz raztopine heparina z vsebnostjo 5000 IU/mL, kar ustreza 50 mg/mL. V 10-
mililitrsko bu¢ko smo nato glede na Zeleno koncentracijo odpipetirali ustrezen volumen
osnovne raztopine (preglednica II). Bu¢ko smo nato dopolnili do oznake s pre¢is¢eno

vodo.

Preglednica Il: Volumni osnhovnih raztopin LMWH in heparina v posameznih formulacijah in koncentracije

pripravljenih raztopin.

Formulacije z Volumen osnovne raztopine Koncentracija pripravljenih
LMWH LMWH [mL] raztopin LMWH [mg/mL]
F1/F 1,125 0,176 1,125

F2/F 1,125 0,176 1,125

F3/F 1,125 0,176 1,125

Formulacije s Volumen osnovne raztopine Koncentracija pripravljenih
heparinom heparina [mL] raztopin heparina [mg/mL]
F1/H 1,125 0,225 1,125

F1/H 5,625 1,125 5,625

F1/11,25 2,25 11,25

F1/H 16,875 3,375 16,875

F2/H 1,125 0,225 1,125

F3/H 1,125 0,225 1,125
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3.3.2 VREDNOTENJE TEMPERATURNO ODZIVNIH HIDROGELOV

3.3.2.1 Reolosko vrednotenje termoreverzibilnih hidrogelov

Meritve smo izvajali na reometru Physica MCR 301 z uporabo merilnega sistema stozca s
prisekano konico in plos¢ice CP50-2 (premer: 50 mm, kot: 2°, stozec, prisekan za 210 pm).
Pred zacetkom meritev smo vzorce vzeli iz hladilnika in jih nato segrevali na vodni kopeli,
dokler niso gelirali. Potem smo vzorce nanesli na ploscico, predhodno uravnano na Zeleno
temperaturo. Stozec smo spustili na merilno pozicijo, obrisali odve¢no koli¢ino vzorca in

pocakali 5 minut, da se je vzorec termostatiral, ter zaceli z meritvami.
e Temperaturna odvisnost elasti¢nega in viskoznega modula

Meritve smo izvajali v temperaturnem intervalu od 10 do 40 °C, v katerem smo izvedli 35
meritev, pri hitrosti segrevanja 0,015 °C/s in strizni deformaciji y = 0,2 %. Meritve smo
izvedli pri frekvenci v = 0,01 Hz, saj tako nizka frekvenca ne vpliva na dolo¢eno
temperaturo geliranja (14). S pomoc¢jo izmerjenih vrednosti viskoznega in elasti¢nega
modula v odvisnosti od temperature smo opazovali geliranje vzorcev. Rezultate smo
prikazali graficno. Iz grafa smo nato odcitali temperaturo geliranja, in sicer kot
temperaturni interval, katerega mejni vrednosti sta temperetura, do katere je vrednost
viskoznega modula visja od vrednosti elasticnega modula, ter temperatura, kjer vrednost
elasticnega modula preseze vrednost viskoznega modula. V primeru, da sta se krivulji
viskoznega in elasticnega modula na posameznem grafu sekali veckrat, smo za dolo¢anje
temperature geliranja upoStevali zadnje preseciS¢e krivulj. Temperaturne intervale
osnovnih formulacij smo primerjali s temperaturnimi intervali, ki so bili ze predhodno

doloc¢eni po enaki metodi (32).
Optimizacija pogojev meritev

Spreminjali smo frekvenco oscilacije, saj so se v rezultatih meritev pri nekaterih
formulacijah, ki so vsebovale 18 % P 407 in 1 % P 188 pojavljali Sirsi intervali prekrivanja
clasticnega in viskoznega modula ali SirSe vrzeli, kjer reometer vrednosti modulov ni
mogel dolociti. Zaradi tega nismo mogli odCitati intervala temperature geliranja pri
formulaciji F2. Meritve za formulacijo F2 smo zato opravili Se pri frekvencah 0,05 Hz, 0,1
Hz in 0,2 Hz. Ostali pogoji meritev so ostali nespremenjeni. Po pregledu rezultatov meritev
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smo ugotovili, da se pri meritvah pri frekvencah 0,05 Hz, 0,1 Hz, 0,2 Hz vrednosti
elasticnega in viskoznega modula Se vedno prekrivajo, zato smo frekvenco zvisali na 1 Hz.
Pri meritvah, izvedenih pri frekvenci 1 Hz, sta se elasti¢ni in viskozni modul sekala le
enkrat, do prekrivanja pa ni prislo. Odlo¢ili smo se, da bomo meritve izvajali tudi pri
frekvenci 1 Hz in jih primerjali z rezultati pri frekvenci 0,01 Hz. Zaradi vpliva frekvence
na temperaturo geliranja smo se odlocili, da bomo temperaturo geliranja pri frekvenci 1 Hz
odcitali kot temperaturo, pri Kateri bo elasticni modul po strmem nara$¢anju dosegel
najvisjo vrednost. Nad to temperaturo se namre¢ vrednosti obeh modulov ustalijo, pri
c¢emer vrednosti elasticnega modula prevladujejo nad vrednostmi viskoznega modula. To

pa pomeni, da je preiskovani vzorec v gel stanju.
o Casovna odvisnost elasti¢nega in viskoznega modula

Cas geliranja definiramo kot &as, pri katerem vrednost elastiénega modula preseZe vrednost
viskoznega modula (33). Najprej smo meritev izvedli pri konstantni temperaturi 37 °C.
Meritev je trajala 300 sekund, med posameznima merilnima tockama pa je preteklo 15
sekund. Vzorec je na ploscici pri tej temperaturi geliral, Se preden smo lahko zaceli z

meritvijo.
Optimizacija pogojev meritev

Meritev smo zato prilagodili tako, da smo temperaturo plos¢ice uravnali na 10 °C in nanjo
nanesli vzorec. Ob pri¢etku meritve smo temperaturo plos¢ice nastavili na 37 °C. Zaradi
kratkih ¢asov geliranja smo trajanje meritve skrajSali na 120 sekund. SkrajSali smo tudi
Casovni interval med posameznima merilnima to¢kama, na 2 sekundi, saj so vzorci gelirali
v ozkem temperaturnem intervalu. Cas geliranja Smo iz grafa od¢itali kot prvo tocko po

preseciscu elastiCnega in viskoznega modula.
¢ Rotacijska viskometrija

V tem sklopu meritev smo spremljali viskoznost vzorcev v odvisnosti od temperature. V
temperaturnem intervalu od 20 do 40 °C smo izvedli 60 meritev ob hitrosti segrevanja 1
°C/min in strizni hitrosti 10 s™. 1z dobljenih grafov smo od&itali temperaturo geliranja, in
sicer kot temperaturo po nenadnem skoku viskoznosti, pri Kkateri viskoznost preneha

naraScati.
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3.3.2.2 Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (DSC)

V aluminijast loncek smo S pomocjo merilne pipete natanc¢no natehtali 1 kapljico vzorca
(priblizno 10 mg), ki smo ga predhodno shranjevali v hladilniku. Nato smo preluknjali
pokrovéek loncka in loncek zaprli s stiskalnico. Meritev smo izvedli na diferencnem
dinami¢nem kalorimetru DSC1, v duSikovi atmosferi, ob pretoku dusSika 50 mL/min.
Meritev je trajala 82,5 minut. VVzorec smo najprej segrevali s hitrostjo 5 °C/min v
temperaturnem obmoc¢ju od 0 do 45 °C, nato smo ga ohlajali s hitrostjo 2 °C /min med 45
in =60 °C in zopet segrevali s hitrostjo 5 °C /min od —60 do 45 °C.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Ustrezna temperatura geliranja temperaturno odzivnih hidrogelov mora biti visja od sobne
temperature. TekoCe stanje namre¢ omogoca enostavno injiciranje. HKkrati mora biti
temperatura geliranja nizja od telesne temperature, saj v nasprotnem primeru formulacija v

podkozju ne gelira in posledi¢no ne dosezemo podalj$anega spro$c¢anja ucinkovine (13).

41 REOLOSKO VREDNOTENJE HIDROGELOV Z ROTACIJSKO
VISKOMETRIJO

Viskoznost raztopin poloksamerov se poveca, ko se pricnejo molekule poloksamerov
zdruzevati v micele, ki se nato povezujejo med sabo. Viskoznost raztopin pri segrevanju

nara$¢a, dokler pri temperaturi geliranja ne opazimo kon¢ne viskoznosti (34).
Formulacije z 18 % P 407

Iz primerjave krivulj vidimo, da je viskoznost formulacij F1 in F1/H 1,125 v vecini
temperaturnega intervala izvajanja meritve prakti¢no enaka (slika 9). Razlika v naras¢anju
viskoznosti se pojavi pri 22,0 °C. Nad to temperaturo pri¢ne viskoznost pri formulaciji
F1/H 1,125 hitreje narascati in je ve¢ja od viskoznosti formulacije F1 do temperature 24,1
°C. Pri tej temperaturi se viskoznost obeh formulacij zopet izenaci. Sledi obmocje zvecanja
naklona krivulje viskoznosti. Vrednosti viskoznosti se ustalijo nad temperaturo geliranja,
ki za obe formulaciji znaSa 26,0 °C. Nato se povecevanje viskoznosti upocasni, dokler se

vrednosti do konca meritve ne ustalijo pod 17 Pas.

Potek krivulj formulacij z ve¢jimi koncentracijami heparina je podoben kot pri formulaciji
F1/H 1,125. Vrednost viskoznosti je na zacetku meritve najmanjsa pri formulaciji z
najmanjSo koncentracijo heparina in nato z zveCanjem koncentracije heparina v
formulacijah naras¢a. Opazno je povecanje viskoznosti pri vseh formulacijah po nekaj
merilnih tockah. Z naras¢anjem koncentracije heparina pri formulacijah F1/H 5,625, F1/H
11,25 in F1/H 16,875 temperatura, pri kateri opazimo prvo zvecanje naklona krivulj, pada.
Viskoznost pri vseh formulacijah s heparinom se nato povecuje, dokler se hitrost
naraS¢anja viskoznosti za posamezno formulacijo ne poveca. Temperatura, pri kateri se

pojavi povecanje hitrosti nara§¢anja viskoznosti, je najnizja pri formulaciji F1/H 16,875 in
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najvisja pri formulaciji F1/ H 1,125. Tudi mejna vrednost, pod katero se viskoznost ustali,
je najmanjSa pri formulaciji F1/H 16,875 in znaSa 13,4 Pas, ter nato naras¢a s padanjem

koncentracije heparina do 36 Pas pri formulaciji F1/H 1,125.

Pri formulaciji z LMWH, F1/F 1,125 je poveevanje Viskoznosti v temperaturnem
obmocju meritve podobno kot pri formulacijah s heparinom. Odstopa predvsem prvi
interval hitrejSega povecevanja viskoznosti, ki je $ir$i in ima vecji naklon kot vse preostale
formulacije z 18 % P 407. Spremembo naklona doseze pri 21 °C, kar je enako kot pri
formulaciji F1/F 11,25. Interval se zakljuci pri 23,5 °C. V tem obmocju dosezZe tudi veéjo
vrednost kot preostale formulacije. Prav tako ta formulacija doseZe najvecjo mejno

vrednost viskoznosti, ki znasa 35,3 Pas.
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Slika 9: Viskoznost v odvisnosti od temperature za formulacije, ki vsebujejo 18 % P 407.
Formulacije z 18 % P 407 in 1 % P 188

Potek krivulj viskoznosti v odvisnosti od temperature vseh treh krivulj za formulacije z 18
% P 407 in 1 % P 188 je podoben (slika 10). Viskoznost formulacij F2/H 1,125 in F2/F
1,125 je v vecini temperaturnega intervala meritve enaka in v celotnem temperaturnem
intervalu nekoliko vecja od viskoznosti formulacije F2. V primerjavi s formulacijami z 18
% P 407 viskoznost narasc¢a poc¢asneje, z manj$im naklonom. Dve obmoc¢ji povecevanja
viskoznosti pa lahko opazimo samo pri formulaciji F2/F 1,125. Med temperaturama 21,0

in 23,1 °C je namre¢ viskoznost ve¢ja kot pri formulaciji F2/H 1,125. Vrednosti
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viskoznosti vseh treh formulacij so tudi v celotnem intervalu veéje od vrednosti
viskoznosti osnovne formulacije F1 in formulacij z enako vsebnostjo heparina in LMWH
F1/H 1,125 in F1/F 1,125. Zacetne vrednosti viskoznosti vseh treh formulacij s P 407 18 %
in P 188 1 % so tako vecje ali enake 0,1 Pas.
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Slika 10: Viskoznost v odvisnosti od temperature za formulacije, ki vsebujejo 18 % P 407 in 1 % P 188.

Formulacije z 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 % HPMC

Formulaciji F3 in F3/H 1,125 imata pri nizjih temperaturah enako viskoznost (slika 11).
Nato pri¢ne viskoznost formulacije F3/H 1,125 hitreje narasc¢ati in se pri 24,1 °C pribliza
vrednosti viskoznosti formulacije F3/F 1,125. Viskoznost vseh treh formulacij je v
primerjavi s formulacijami z 18 % P 407 in 1 % P 188 ter 18 % P 407, 1 % P 188in 1 %

HPMC v celotnem merilnem intervalu vecja.
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Slika 11: Viskoznost v odvisnosti od temperature za formulacije z 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 % HPMC.

4.2 REOLOSKO VREDNOTENJE HIDROGELOV Z OSCILACIJSKO
VISKOMETRIJO

421 TEMPERATURNA ODVISNOST ELASTICNEGA IN VISKOZNEGA
MODULA

Z meritvami pri frekvenci 0,01 Hz nismo mogli dolo¢iti temperaturnega intervala geliranja
pri formulaciji F2 (slika 12). Vrednosti elasti¢nega in viskoznega modula se namre¢ od
temperature 20,7 do 29,5 °C prekrivajo oziroma se minimalno razlikujejo. Nad to
temperaturo se krivulji obeh modulov zopet pri¢neta prekrivati pri temperaturi 34,8 °C in
se ne lo¢ita do konca merilnega obmocja. Temperature geliranja za formulacijo F2 pri
frekvenci 0,01 Hz tako nismo mogli dolo¢iti zaradi Sirokih intervalov prekrivanja. Tudi po
literaturnih podatkih temperature geliranja za formulacijo z enako sestavo po enaki metodi
ni bilo mogoce dolociti (32). Pri¢akovali smo tudi vecje razlike med vrednostmi obeh
modulov na zacetku in koncu merilnega intervala. Dokler je vzorec v tekoGem stanju, bi
namre¢ moral prevladovati viskozni modul, po tocki geliranja pa elasticni modul. Na
zacetku meritve se je pri obeh krivuljah pojavilo ve¢ intervalov, kjer reometer ni mogel
dolo¢iti vrednosti obeh modulov, zato ne moremo dolo¢iti, kateri modul prevladuje. Pri

vi§jih temperaturah, med 29,5 in 34,5 °C, prevladuje elasti¢ni modul, kar je znacilno za gel
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stanje, vendar se krivulji obeh modulov nad to temperaturo zopet pri¢neta prekrivati. Zato
smo se odlocili za prilagoditev metode. Meritve smo zeleli izvesti pri visji frekvenci, pri
kateri bi lahko dolocili temperaturo geliranja in obenem ne bi bila tako visoka, da bi
vplivala na rezultate meritev. Odlocili smo se, da meritev ponovimo pri frekvencah 0,05
Hz, 0,1 Hz in 0,2 Hz.

F2; frekvenca 0,01 Hz
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Slika 12: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F2 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10 do 40 °C

pri frekvenci 0,01 Hz.
Optimizacija pogojev meritev

Rezultati meritev pri frekvencah 0,05 Hz, 0,1 Hz in 0,2 Hz so prikazani na sliki 13. 1z
rezultatov za meritev pri frekvenci 0,05 Hz je razvidno, da reometer pri temperaturah do
21,6 °C ni mogel dolociti vrednosti elasticnega modula, pa tudi vrednosti viskoznega
modula zelo nihajo. Nad to temperaturo se vrednosti elasticnega modula minimalno
razlikujejo od vrednosti viskoznega modula vse do temperature 26,9 °C. Nad to
temperaturo pri¢nejo vrednosti elasticnega modula prevladovati. Pri frekvenci 0,1 Hz je pri
nizjih temperaturah zopet obmocje, kjer vrednosti elasticnega modula ni bilo mogoce
dolociti. Po presezeni temperaturi 14,5 °C so vrednosti elastinega in viskoznega modula
blizu skupaj. Obmoc¢je prekrivanja vrednosti se pri frekvenci 0,1 Hz pri¢ne pri visji
temperaturi, pri 24,2 °C, in se konca pri 28,6 °C. Nad to temperaturo vrednosti elasti¢nega
modula prevladujejo do konca merilnega obmocja. Pri rezultatih meritve, izvedene pri 0,2

Hz, se pri temperaturi, nizji od 22,5 °C pojavi ve¢ obmocij, v katerih vrednosti elasticnega
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modula niso bile dolocene. Nad to temperaturo je interval, znotraj katerega se krivulji obeh
modulov prekrivata, prevladuje viskozni modul. Pri tej frekvenci se interval prekrivanja
temperaturi. Obenem je interval tudi najoZji, saj sta njegovi mejni vrednosti 26,0 in 27,8
°C. Nad tem temperaturnim intervalom do konca meritve prevladujejo vrednosti
elasticnega modula. Pri vseh treh frekvencah so se torej pojavili SirSi temperaturni
intervali, v katerih so se vrednosti viskoznega in elasticnega modula prekrivale, kar ne
omogoca tocne doloCitve temperature geliranja. Ker se je z viSanjem frekvence interval
prekrivanja krivulj obeh modulov ozal, smo se odlocili, da bomo meritev izvedli Se pri

frekvenci 1 Hz.

F2; zviSevanje frekvence
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Slika 13: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F2 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10 do 40 °C
pri frekvencah 0,05 Hz, 0,1 Hz in 0,2 Hz.
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Frekvenca 1 Hz

Iz rezultatov meritve za formulacijo F2 pri frekvenci 1 Hz na sliki 14 je razvidno, da pri
nizjih temperaturah vrednosti elastiénega modula niso merljive in so manjSe od 0,001 Pa.
Do preseciséa krivulj prevladuje viskozni modul, torej ima formulacija v tem obmodcju
lastnosti tekocine. Pri tej frekvenci se ne pojavi interval, v katerem bi se krivulji prekrivali,
prav tako je prisotno samo eno presecisce pri temperaturi 23,5 °C. Ta temperatura je nizja
od pricakovane temperature geliranja. Za enako formulacijo znaSa temperatura geliranja,
doloc¢ena po razli¢nih metodah, 28,5 °C oziroma 28,2 °C (35). Nad temperaturo preseciséa
pri¢ne prevladovati elasti¢ni modul, ki narasc¢a do temperature 28,6 °C. Nad to temperaturo
je vrednost elasticnega modula konstantna, kar je znacilno za gel stanje. Zato smo se
odlocili, da bomo pri frekvenci 1 Hz temperaturo geliranja od¢itavali kot temperaturo, pri

kateri se vrednost elastiénega modula ne spreminja vec, saj pri tej temperaturi dosezemo

gel stanje.

100000

PO UG G W W'\

10000 ﬁv vvvvvv
1000 //,;.-o-o-o-o-o-o-w-
100

.g. 10

:L'J 1 g G
._E p —g— ("'
o

0,1 /
0,01 /
0,001

T T T T gl T T T T T T T T T 1

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
T[°C]

Slika 14: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F2 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10 do 40 °C

pri frekvenci 1 Hz.
Formulacije z 18 % P 407

Pri formulaciji F1 pri nizjih temperaturah po pri¢akovanju prevladuje viskozni modul
(slika 15). Vrednosti elasti¢nega modula so pri nizji temperaturi pri tej formulaciji merljive
in znaSajo med 0,01 Pa in 0,05 Pa. Krivulji obeh modulov pri¢neta naraScati pri nizjih

temperaturah in z ve¢jim naklonom kot pri formulaciji F2. Narascanje elasti¢nega modula
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sovpada z nastajanjem micelov (36). Prese¢isCe se pojavi pri temperaturi 23,0 °C,
vrednosti elasticnega modula pa dosezejo konstantno vrednost 10.000 Pa pri temperaturi
25,1 °C. Obe vrednosti sta nizji od primerljivih vrednosti pri formulaciji F2. Vrednosti

viskoznega modula pa prenehajo narascati pri 1000 Pa.
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Slika 15: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F1 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10 do 40 °C

pri frekvenci 1 Hz.

Presecisce krivulj elasti¢nega in viskoznega modula za formulacijo F1/F1,125 znaSa 20,7
°C, medtem ko je temperatura geliranja 24,4 °C (slika 16). Obe temperaturi sta niZji od
primerljivih temperatur za formulacijo F1, kar kaZe, da se zaradi dodatka LMWH v
koncentraciji 1,125 mg/mL proces geliranja zacne pri nizji temperaturi. Pri temperaturi
geliranja se vrednosti elasticnega modula ustalijo v obmoc¢ju 10.000 Pa, medtem ko
vrednosti viskoznega modula doseZzejo 1000 Pa. Pri tej formulaciji reometer pri niZjih
temperaturah zopet ni dolocil vrednosti elasticnega modula, vendar je vseeno razvidno, da
do presecisca prevladuje viskozni modul in s tem lastnosti tekocine.Vrednosti elasticnega
modula smo lahko dolo¢ili v drugem obmocju krivulje, ko pri¢ne elasti¢éni modul strmo

narascati.
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Slika 16: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F1/F 1,125 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10

do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

Tudi pri formulaciji FI1/H 1,125 po pri¢akovanjih pri nizjih temperaturah prevladuje
viskozni modul (slika 17). Razlika med vrednostmi elasti¢nega in viskoznega modula se v
zacetnem delu meritve zmanj$a, saj so vrednosti elasticnega modula nekoliko vecje kot pri
prejsnjih formulacijah in se gibljejo med 0,03 Pa in 0,05 Pa. Krivulji obeh modulov
pri¢neta naraScati pri nizjih temperaturah kot pri formulacij F1. Tudi presecisce je pri
nekoliko nizZji temperaturi, ki znaSa 20,7 °C. Temperatura geliranja znasa 25,1 °C, iz Cesar
lahko sklepamo, da dodatek heparina v koncentraciji 1,125 mg/mL ne vpliva na znizanje
temperature geliranja 18-odstotne raztopine P 407. Po dosezeni temperaturi geliranja se
vrednosti obeh modulov ne spreminjajo do konca temperaturnega intervala in dosezejo
konstantne vrednosti, ki so v obmoc¢ju konstantnih vrednosti predhodnih formulacij. Po

pric¢akovanjih prevladuje elasti¢éni modul.
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Slika 17: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F1/ H 1,125 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

Potek krivulj pri formulaciji F1/H 5,625 je podoben kot pri formulaciji F1/H 1,125, saj so
vrednosti obeh modulov pri nizjih temperaturah podobne in za¢nejo naraScati pri isti
temperaturi, ki znaSa 19,8 °C (slika 18). Krivulji se sekata pri temperaturi 21,0 °C. Nad to
temperaturo prevladuje elasticni modul. Vrednost elastiénega modula preneha narascati pri
temperaturi 24,2 °C. Zvecanje koncentracije heparina na 5,625 mg/mL torej vpliva na

zniZanje temperature geliranja formulacije, ki vsebuje 18 % P 407.
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Slika 18: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F1/ H 5,625 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

30



Vpliv povecanja koncentracije raztopine heparina na 11,25 mg/mL je razviden iz
rezultatov meritev za formulacijo F1/11,25 (slika 19). Vrednosti elasticnega modula v
temperaturnem intervalu od 10,0 do 22,0 °C so manjSe kot pri ostalih formulacijah,
medtem ko pri¢nejo vrednosti viskoznega modula pocasi naraséati ze pri 16,3 °C. To kaze
na prevladujoce tekoCinske lastnosti formulacije. Pri temperaturi 22,0 °C pri¢ne Kkrivulja
elastiénega modula strmo narascati in doseze konstantno vrednost in S tem temperaturo
geliranja pri 24,2 °C. Temperatura geliranja te formulacije se ne razlikuje od temperature

geliranja formulacije s koncentracijo 5,625 mg/mL.
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Slika 19: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F1/H 11,25 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

Pri formulaciji F1/16,875, ki vsebuje najve¢jo koncentracijo heparina, pri¢nejo vrednosti
viskoznega modula narascati pri nizji temperaturi kot vrednosti elastiénega modula, vendar
z manjSim naklonom (slika 20). Do presecisca pri temperaturi 19,5 °C prevladuje viskozni
modul in s tem lastnosti tekocine. Po presecis¢u pricne prevladovati elasticni modul, ki
tudi hitreje narasca. Temperatura geliranja je dosezena pri 22,5 °C. Nad to temperaturo

ostajajo vrednosti obeh modulov do konca merilnega obmocja konstantne.
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F1/ 16,875
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Slika 20: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F1/H 16,875 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

Formulacije z 18 % P 407 in 1 % P 188

Pri formulaciji F2/H 1,125 se pri nizjih temperaturah zopet pojavi interval, v katerem
reometer ne more dolo¢iti vrednosti elasticnega modula (slika 21). Vrednosti elasti¢nega
modula pri¢nejo narasc¢ati nad 22,0 °C, kakor pri formulaciji F2. Vendar pa je ta
temperatura viSja kot pri ostalih formulacijah, ki vsebujejo le 18 % P 407 brez dodatka 1 %
P 188. Viskozni modul prevladuje nad elasticnim modulom do presecis¢a in pricne
naraS€ati ze pri 16,3 °C. Krivulji elasticnega in viskoznega modula se sekata pri
temperaturi 23,3 °C. Nad to temperaturo prevladuje elasti¢ni modul. Njegova vrednost se
ustali pri temperaturi geliranja, ki znaSa 28,6 °C. Vrednost temperature geliranja je enaka
kot pri formulaciji F2, ki ne vsebuje heparina. Nad to temperaturo vrednosti elasti¢énega
modula minimalno nara$¢ajo do konca merilnega obmocja. Viskozni modul doseze

konstantno vrednost pri nizji temperaturi.
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Slika 21: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F2/H 1,125 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10

do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

WV W

Pri formulaciji F2/ F 1,125 opazimo pri temperaturah do preseci$¢a najvecjo razliko med
vrednostmi viskoznega in elasti¢nega modula v primerjavi s formulacijami z vsebnostjo 18
% P 407. Vrednosti elasticnega modula so namre¢ do temperature 20,7 °C vecinoma
manjSe od 0,01 Pa. Primerjave z ostalimi formulacijami, ki vsebujejo 18 % P 407 in 1 % P
188 ne moremo narediti, saj v teh primerih vrednosti obeh modulov pri niZjih temperaturah
nismo mogli dolociti. Do presecisca pri 22,5 °C prevladuje viskozni modul (slika 22).
Temperatura geliranja znaSa 26,9 °C, kar je nizje kot pri formulacijah F2 in F2/H 1,125, ki

vsebujeta enak masni delez poloksamerov.
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Slika 22: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F2/F 1,125 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

Formulacije z 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 % HPMC

Vrednosti obeh modulov pri formulaciji F3 pri¢nejo pri temperaturi 13,6 °C upadati in nato
od temperature 15,4 °C zopet narascajo (slika 23). Vrednosti obeh modulov so do
temperature presecisca vecje kot pri predhodnih formulacijah. Do presecis¢a krivulj pri
22,8 °C prevladuje viskozni modul. Nad to temperaturo krivulji obeh modulov strmo
naraScata, vendar so razlike med vrednostmi v posameznih merilnih tockah majhne. Od
temperature geliranja, ki znasa 25,1 °C, in do konca merilnega obmo¢ja opazno prevladuje

elastiéni modul.
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Slika 23: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F3 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10 do 40 °C

pri frekvenci 1 Hz.

Vrednosti obeh modulov pri formulaciji F3/H 1,125 se na zacetku meritve razlikujejo le za
5,2 Pa, nekoliko prevladuje viskozni modul (slika 24). Pri temperaturi 12,7 °C pri¢nejo
vrednosti obeh modulov upadati, obenem pa se pri¢ne povecevati razlika med obema
moduloma, pri ¢emer viskozni modul prevladuje nad elasticnim modulom. NajmanjSo
vrednost doseZeta oba modula pri temperaturi 16,3 °C, nato pa pri¢nejo vrednosti nara$cati.
Presecisce obeh krivulj je pri temperaturi 21,6 °C. Po preseciscu hitreje narasca elasticni
modul. Temperatura geliranja znaSa 25,1 °C, kar je enako kot pri formulaciji F3, ki ne

vsebuje heparina.
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Slika 24: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F3/H 1,125 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

Pri formulaciji F3/F 1,125 na zacetku meritve razlike med vrednostmi viskoznega in
elasticnega modula, ki prevladuje, niso velike (slika 25). Pri temperaturi 11,9 °C pri¢nejo
vrednosti obeh modulov upadati, hkrati pa se pricne povecevati razlika med njunimi
vrednostmi. Najmanjso vrednost dosezeta viskozni in elasti¢éni modul pri temperaturi 17,2

°C. Nad to temperaturo pri¢nejo vrednosti obeh modulov narascati. Nad presec¢is¢em pri

21,6 °C pri¢ne prevladovati elasti¢éni modul. Temperaturo geliranja dosezemo pri 24,2 °C.

Ker je potek krivulj pri vseh treh formulacijah, ki vsebujejo 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 %
HPMC, na zaCetku meritve enak, lahko predvidevamo, da potrebuje vzorec s taksno

sestavo daljsi Cas termostatiranja, da se preuredi notranja struktura in preide v sol stanje.
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Slika 25: Elasti¢ni in viskozni modul formulacije F3/F 1,125 v odvisnosti od temperature v intervalu od 10
do 40 °C pri frekvenci 1 Hz.

PRIMERJAVA REZULTATOV TEMPERATURE GELIRANJA DOLOCENE PO
RAZLICNIH METODAH

Primerjava temperatur geliranja, dolo¢enih z oscilacijsko viskometrijo pri frekvencah 0,01
Hz in 1 Hz in z rotacijsko viskometrijo kaze, da se rezultati pri posameznih formulacijah
dokaj ujemajo (preglednica Ill). Temperature geliranja, dolocene s pomocjo rotacijske

viskometrije, so v ve¢ini nekoliko visje kot pri metodah oscilacijske viskometrije.

Temperaturne intervale geliranja, dolo¢ene z oscilacijsko viskometrijo pri frekvenci 0,01
Hz za osnovni formulaciji F1 in F3, se precej dobro ujemata z vrednostmi, ki jih najdemo v
diplomi Polone Drobni¢ (32). Avtorica je za formulacijo z vsebnostjo 18 % P 407 dolocila
temperaturni interval geliranja 26 do 26,9 °C, medtem ko v naSem primeru znasa 25,5 do
26,8 °C. Za formulacijo z 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 % HPMC pa je dolocila
temperaturni interval geliranja 25,1 do 26°C. Mi smo od¢itali interval 24,2 do 25,6 °C.

Tudi temperature geliranja, doloCene iz meritev rotacijske viskometrije za osnovne
formulacije, so primerljive z rezultati meritev v literaturi, ki so jih dolo¢ili po enaki
metodi. Literaturni podatki tako znaSajo za formulacijo F1 26,5 °C, za F2 28,2 °C in za F3
25,8 °C in se dokaj ujemajo z naSimi rezultati v preglednici 111 (35).
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Preglednica Ill: Primerjava temperatur geliranja (Tgy) posameznih formulacij, dolocenih po razli¢nih

metodah.

Formulacija Tgel, dolo€ena z | Ty, dolocena z | Ty, dolocena z

oscilacijsko oscilacijsko rotacijsko

viskometrijo viskometrijo viskometrijo

(v=1Hz) (v=0,01 Hz) |[C]

[°C] [°C]
F1 25,1 25,5-26,8 26,0
F1/H 1,125 25,1 25,1-26,0 25,5
F1/H 5,625 24,2 24,2-255 25,5
F1/H 11,25 24,2 24,0-25,1 25,1
F1/H 16,875 225 21,6-23,3 24,1
FL1/F 1,125 24.4 21,6-22,5 24,8
F2 28,6 / 275
F2/ H 1,125 28,6 25,5-26,5 26,8
F2/F 1,125 26,9 25,4-26,3 27,1
F3 251 24,2-256 25,5
F3/H 1,125 25,1 21,6-22,5 24,8
F3/F 1,125 24,2 20,7-23,3 24,4

Vpliv dodatka P 188 na temperaturo geliranja

Dodatek P 188 k formulacijam, ki so vsebovale P 407, P 407 in heparin ali P 407 in
LMWH, je v vseh primerih zviSal temperaturo geliranja. P 188 v primerjavi s P 407
vsebuje vecji delez hidrofilnega polietilenoksida Vv primerjavi s hidrofobnim
polipropilenoksidom. Prisotnost P 188 tako lahko moti tvorbo vodikovih vezi med
hidroksilnimi skupinami P 407 med miceli, kar zviSa temperaturo geliranja (13, 34).

Vpliv dodatka P 188 in HPMC na temperaturo geliranja

Formulacije z dodatkom P 188 in HPMC so imele ne glede na medij, v katerem so bile
izdelane, temperaturo geliranja, ki je bila enaka oziroma nekoliko niZja od temperature
geliranja formulacij brez dodatka teh dveh polimerov. HPMC torej izni¢i vpliv dodanega P
188.
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Vpliv koncentracije heparina na temperaturo geliranja

Iz primerjave temperatur geliranja frormulacij F1/H 1,125, F2/H1,125 in F3/H 1,125 z
osnovnimi formulacijami F1, F2 in F3 je razvidno, da z metodo rotacijske viskometrije v
vseh treh primerih lahko zaznamo vpliv koncentracije heparina 1,125 mg/mL na zniZanje
temperature geliranja. Z oscilacijsko viskometrijo pri frekvenci 1 Hz vpliva heparina na
znizanje temperature geliranja pri tej koncentraciji nismo zaznali. Z oscilacijsko
viskometrijo pri frekvenci 0,01 Hz smo dolo¢ili niZjo temperaturo geliranja za formulaciji
F1/H 1,125 in F3/H 1,125 v primerjavi s formulacijama F1 in F3. Vpliva sestave
formulacij F2 in F2/H 1,125 na temperaturo geliranja pri frekvenci 0,01 Hz ne moremo
primerjati. Temperature geliranja po tej metodi pri formulaciji F2 namre¢ nismo mogli

dolod¢iti.

Z povecanjem koncentracije heparina smo z uporabo vseh metod zaznali znizevanje
temperature geliranja. Z oscilacijsko viskometrijo smo pri koncentraciji heparina 5,625
mg/mL pri obeh frekvencah dolocili dodatno zniZzanje temperature geliranja. Z metodo
rotacijske viskometrije smo dodaten vpliv na zniZanje temperature geliranja zaznali Sele pri
koncentraciji heparina 11,25 mg/mL. Pri formulaciji F1/H 16,875, ki vsebuje najvecjo
koncentracijo heparina, smo z vsemi metodami dolocili najniZjo temperaturo geliranja.
Najnizjo temperaturo geliranja smo dolo¢ili z oscilacijsko viskometrijo pri frekvenci 1 Hz

za formulacijo F1/H 16,875.

V literaturi lahko najdemo podatke o vplivu koncentracij heparina, ki so vecje kot v naSem
primeru (2,9 m/m % in 4,9 m/m %) na znizanje temperature geliranja hidrogelov, ki
vsebujejo P 407. Predvidevajo, da heparin zniza temperaturo geliranja zaradi tvorbe
vodikovih vezi s polietilenoksidom v poloksameru s sulfatnimi in karboksilnimi skupinami

in posledi¢nega povezovanja sosednjih micelov (37).
Vpliv LMWH na temperaturo geliranja

Formulacije F1/F 1,125, F2/F 1,125 in F3/F 1,125, ki vsebujejo raztopino fragmina
koncentracije 1,125 mg/mL, imajo v primerjavi s formulacijami F3, F2 in F2 po vseh
metodah doloceno nizjo temperaturo geliranja. Prav tako smo razen pri uporabi rotacijske
viskometrije za formulacijo F2/F 1,125 pri vseh teh formulacijah dolo¢ili nizje temperature
geliranja kot pri formulacijah z enako koncentracijo heparina. Ve¢ji vpliv LMWH na

zniZzanje temperature geliranja lahko razloZzimo z manjSo molekulsko maso LMWH. Tako
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je v raztopini LMWH prisotnih ve¢ molekul kot v raztopini heparina iste koncentracije.

Vecje stevilo molekul lahko posledi¢no interagira z vec polietilenoksidnimi verigami.

4.2.2 CASOVNA ODVISNOST ELASTICNEGA IN VISKOZNEGA MODULA

Kratek cas, v katerem termoreverzibilni hidrogel po aplikaciji gelira, je pomemben zaradi
prepreCevanja sprememb v hitrosti spro$canja ucinkovine z mesta aplikacije in
podaljSanega sproS¢anja ucinkovine. Formulacijo namre¢ apliciramo, ko je v tekocem
stanju, zato lahko pred njenim geliranjem pride do red¢enja s fizioloSkimi teko¢inami (9,
33).

Meritve smo priceli z aplikacijo vzorca osnovne formulacije F1 na plos¢ico reometra,
segreto na 37 °C, saj nas je zanimal ¢as geliranja pri fiziologki temperaturi. Cas meritve
smo omejili na 300 s, pri ¢emer je med zaporednima merilnima to¢kama minilo 15 s.
Vzorec je geliral, Se preden se je meritev zacela, zato so bile vrednosti obeh modulov med
meritvijo ves ¢as konstantne. Po aplikaciji vzorca namre¢ ne moremo takoj zaceti z
meritvijo, saj mora reometer stoZec spustiti do merilne pozicije, nato pa je potrebno

odstraniti odvecen vzorec.

Pogoje meritve smo zato prilagodili, tako da smo vzorec nanesli na ploséico, uravnano na
temperaturo 10 °C. Ko smo stozec spustili na merilno pozicijo in ocistili odvecen vzorec,
smo temperaturo ploscice nastavili na 37 °C in zaceli z meritvijo. Zaradi kratkega Casa
geliranja smo €as meritve skrajSali na 240 s in nato Se na 120 s. Skrajsali smo tudi ¢asovni
interval med merilnimi to¢kami najprej na 6 s in nato Se na 2 s, saj so bile razlike v ¢asih
geliranja za posamezne formulacije zelo majhne in so se ¢asi geliranja za vecino formulacij
razlikovali za manj kot 15 s. Reometer je ploscico segreval linearno prvih 60 s meritve

(slika 26). Vse formulacije so gelirale znotraj tega Casovnega intervala.
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Slika 26: Segrevanje plo$¢ice reometra v odvisnosti od ¢asa pri meritvah viskoznega in elastiénega modula v

odvisnosti od Casa.

V preglednici IV so zbrani ¢asi geliranja in temperature geliranja posameznih formulacij.
Temperature, ki smo jih od¢itali ob Casu geliranja posameznih formulacij, so pri vseh
formulacijah visje od temperatur geliranja, dolo¢enih z metodo spremljanja temperaturne
odvisnosti elasti¢nega in viskoznega modula ter viskoznosti v odvisnosti od temperature
(preglednica 11). 1z tega lahko sklepamo, da zdruZevanje prostih polimernih molekul v
micele in urejanje micelov zahteva ve¢ ¢asa, kot ga je minilo od zafetka meritve do
dosezene temperature geliranja, ki smo jo doloCili po prej omenjenih metodah. Pri
spremljanju temperaturne odvisnosti elasticnega in viskoznega modula v intervalu od 10
do 40 °C je znaSala hitrost segrevanja namre¢ 0,015 °C/s, medtem ko je bila hitrost
segrevanja pri meritvah ¢asovne odvisnosti elasti¢nega in viskoznega modula v linearnem

obmocju 0,41 °C/s.
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Preglednica IV: Primerjava ¢asov geliranja in temperatur geliranja posameznih formulacij, dolo¢enih pri

spremljanju asovne odvisnosti elasticnega in viskoznega modula.

Formulacija Cas geliranja [s] Temperatura

geliranja [°C]

F1 48 29,9
F1/F 1,125 44 28,6
F1/H 1,125 48 30,2
F1/H 5,625 48 30,2
F1/H 11,25 44 28,5
F1/H 16,875 36 25,6
F2 50 31,0
F2/F 1,125 46 29,3
F2/H 1,125 50 31,0
F3 44 28,7
F3/F 1,125 38 26,2
F3/H 1,125 38 26,5

Potek krivulj obeh modulov je pri vseh formulacijah podoben kot pri meritvah elasti¢nega
in viskoznega modula v odvisnosti od temperature. Krivulji lahko namre¢ tudi tukaj
razdelimo na zacetni del pri nizjih temperaturah, kjer so vrednosti obeh modulov dokaj
konstantne in so formulacije v teko¢em stanju. Sledi obmodcje strmega nara$canja
vrednosti, kar nakazuje na spremembe v notranji strukturi formulacij. Nato sledi obmocje
konstantnih vrednosti do konca merilnega obmocja, kjer prevladuje elasti¢ni modul in so

formulacije v gel stanju.

Iz primerjave rezultatov meritev za formulacije F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125 vidimo, da
prisotnost LMWH skraj$a Cas geliranja iz 48 s na 44 s, medtem, ko raztopina heparina
enake koncentracije nima vpliva na spremembo casa geliranja (slika 27). Vrednosti
elasticnega in viskoznega modula v gel stanju so v enakem velikostnem razredu kot pri
temperaturni odvisnosti obeh modulov (poglavje 4.2.1). Elastiéni modul vseh treh
formulacij tako doseze najvec¢jo vednost 10.000 Pa, medtem ko vrednosti viskoznega

modula dosezejo maksimum pri 1000 Pa.

42



100000

1000 2 P o riiiiiiiil
3y
100 2

G'in G" [Pa]

10
1 LN ‘.Verefs’s/ [
froesaseeeet?® |||
0;1 '7'\‘,$ ._x"!_‘ H"Q:iz/‘ ...\‘ 4
.
0,01 T T T T T T T T I ; . .

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

t[s]
—+—F1(G") —+—F1/H1,125(G") — F1/F 1,125 (G')

L F1(G") > F1/H1,125 (G") = F1/F 1,125 (G")

Slika 27: Primerjava ¢asovne odvisnosti elastiénega in viskoznega modula za formulacije F1, FI/H 1,125 in

F1/F 1,125.

Zvecanje koncentracije heparina na 11,25 mg/mL pri formulaciji F1/H 11,25 skrajsa ¢as
geliranja v primerjavi s formulacijo F1/H 5,625 za 2 s (slika 28). Najkrajsi ¢as geliranja
ima formulacija F1/H 16,875, ki vsebuje najve¢jo koncentracijo heparina. Vrednosti
viskoznega modula te formulacije so tako v zacetnem delu v primerjavi s preostalima
formulacijama najvecje in pri¢nejo narascati ze pri temperaturi 10 °C, medtem ko so

vrednosti elastiénega modula pri vseh treh formulacijah do ¢asa 30 s enake.
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Slika 28: Primerjava ¢asovne odvisnosti elasti¢nega in viskoznega modula za formulacije F1/H 5,625, F1/H

11,25 in F1/H 16,875.

Iz primerjave ¢asovne odvisnosti elasticnega in viskoznega modula formulacij F2, F2/H
1,125 in F2/F 1,125 vidimo, da se potek krivulj posameznih formulacij razlikuje le v
obmocju strmega narascanja vrednosti obeh modulov (slika 29). Formulacija F2/F 1,125
ima tako krajsi Cas geliranja, v nasprotju s formulacijama F2 in F2/H 1,125, ki gelirata
istocasno. Vrednosti elasticnega modula vseh treh formulacij so v zaCetnem delu meritve
manjSe v primerjavi z vrednostmi formulacij, ki vsebujejo le 18 % P 407 brez dodatka P
188.
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Slika 29: Primerjava ¢asovne odvisnosti elastinega in viskoznega modula za formulacije F2, F2/H 1,125 in

F2/F 1,125.

Vrednosti elasti¢nega in viskoznega modula formulacij F3, F3/H 1,125 in F3/F 1,125 se
med formulacijami razlikujejo, dokler ne dosezejo platoja, znacilnega za gel stanje (slika
30). Na zacetku meritve sta krivulji obeh modulov pri posamezni formulaciji prakti¢no
izenaceni in se zacneta loCevati Sele, ko pri¢nejo vrednosti obeh modulov upadati. TakSen
potek smo opazili tudi pri spremljanju temperaturne odvisnosti elasti¢nega in viskoznega
modula (poglavje 4.2.1). Formulacije, ki vsebujejo HPMC, na zacetku meritve o¢itno niso
v sol stanju in bi potrebovale daljsi ¢as termostatiranja kot preostali vzorci. Najvecje
zaCetne vrednosti obeh modulov, ki znaSajo 70 Pa, ima formulacija F3/F 1,125, sledi
formulacija F3/H 1,125 s 25 Pa in formulacija F3 z vrednostmi okrog 7 Pa. Najkrajsi Cas

geliranja ima formulacija F3/F 1,125.

45




100000

10000

1000

100

G'in G" [Pa]

0,1 T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

t[s]
—+—F3(G)) —e—F3/F 1,125 (G') F3/H 1,125 (G)

F3(G") —o—F3/F 1,125 (G") —+—F3/H 1,125 (G")

Slika 30: Primerjava ¢asovne odvisnosti elasti¢nega in viskoznega modula za formulacije F3, F3/H 1,125 in
F3/F 1,125.

Formulacije z daljsim ¢asom geliranja imajo ViSjo temperaturo geliranja in obratno. Ker so
spremembe Casa geliranja v skladu s spremembami temperatur geliranja, opisanimi v
poglavju 4.2.1, lahko zaklju¢imo, da imajo dodatek P 188, dodatek HPMC, raztopina
heparina ter raztopina LMWH enak vpliv na temperaturo geliranja kot na Cas geliranja.
Glede na cas geliranja je najprimernejSa formulacija za aplikacijo formulacija F1/H
16,875, saj ima najkraj$i ¢as geliranja, kar pomeni tudi manj prehajanja u¢inkovine iz gela,

dokler formulacija zaradi telesne temperature ne gelira.

4.3 DIFERENCNA DINAMICNA KALORIMETRIJA

4.3.1 MICELIZACIJA

Micelizacija je prva stopnja v procesu geliranja. 1z meritev vidimo, da je micelizacija
endotermen proces, saj termodinamsko stabilni miceli nastajajo spontano. Proces
micelizacije je na termogramu prikazan kot Sirok endotermni vrh. Odc¢itali smo Tonset, Tpeak
IN Tengser (Preglednica V). Tonset 0znacuje temperaturo micelizacije, medtem Ko je Tengset

temperatura, pri kateri se proces micelizacije zaklju¢i. V vmesnih tockah povrSina pod
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krivuljo naras¢a sorazmerno s koli¢ino nastalih micelov (34, 36). Pri vseh formulacijah je

bil temperaturni interval Sirok 8,2 + 0,5 °C.

PreglednicaV: Vrednosti Tonset, Tpeak IN Tenaser Za Vrednotene formulacije.

12,3 15,1 20,7
F1/H 1,125 12,2 15,0 20,4
F1/H 5,625 11,7 14,1 20,0
F1/H 11,25 10,5 11353 18,8
F1/H 16,875 7,6 10,6 16,3
F1/F 1,125 114 14,1 19,7
F2 10,7 13,4 18,7
F2/H 1,125 10,8 11353 18,7
F2/F 1,125 10,6 [ 18,7
F3 11,1 13,8 18,9
F3/H 1,125 10,0 12,8 18,0
F3/F 1,125 11,0 13,7 19,1

Formulacije z 18 % P 407

Iz primerjave termogramov, ki prikazujejo proces micelizacije formulacij F1, F1/H 1,125
in F1/F 1,125 vidimo, da ima najmanj$o kriti¢cno micelarno koncentracijo formulacija F1/F
1,125 in najvecjo F1 (slika 31).
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Slika 31: Primerjava termogramov micelizacije formulacij F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125.

Povecanje koncentracije heparina vpliva na znizanje temperature micelizacije (slika 32).
Temperatura micelizacije s povecevanjem koncentracije heparina pada. To je pri¢akovano
glede na zniZevanje temperature geliranja formulacij s povecevanjem koncentracije
heparina. Kot pri temperaturi geliranja so tudi pri temperaturi micelizacije razlike opazne

pri zvecanju koncentracije raztopine heparina na 5,625 mg/mL ali vec.

F1
._ F1/H 1,125
F1/H 11,25
F1/ H 16,875
11;_:- /
6 7 8 9 1 11 12 13 14 15 1 17 1B 1& 20 21 22 % M 23 ¥ 11 MBC

Slika 32: Primerjava termogramov micelizacije formulacij F1, F1/H 1,125, F1/H 5,625, F1/H 11,25 in F1/H
16,875.
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Formulacije z 18 % P 407 in 1 % P 188

Pri formulacijah z 18 % P 407 in 1 % P 188 ima koncentracija raztopine heparina in
LMWH 1,125 mg/mL zanemarljiv vpliv na znizanje temperature geliranja (slika 33).
Proces micelizacije se pri vseh treh formulacijah pricne in zakljuci pri nizji temperaturi kot
pri primerljivin formulacijah F1, F1/H 1,125 oziroma F1/F 1,125. Ker se primerljive
formulacije razlikujejo samo po dodatku P 188, lahko sklepamo, da je nizja temperatura
micelizacije posledica vpliva P 188. To je v nasprotju z rezultati vpliva na temperaturo

geliranja, Kjer je dodatek P 188 zviSal temperaturo geliranja.

Vpliv P 188 je bil vecji na temperaturo geliranja kot na temperaturo micelizacije, kar je
verjetno posledica dejstva, da je njegov ucinek na polietilenoksidne verige veéji kot na
osrednji polipropilenoksidni del. P 188 ima vecje razmerje med etilenoksidnim in
propilenoksidnim delom v molekuli v primerjavi s P 407. SploSno je sprejeto, da je
micelizacija proces dehidratacije polipropilenoksidnih blokov in, da je po tem, ko so miceli
formirani, njihovo preurejanje odvisno od interakcij med hidroksilnimi skupinami.
Prisotnost P 188 tako lahko moti tvorbo vodikovih vezi med miceli P 407, kar zvisa

temperaturo geliranja (13, 34).
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Slika 33: Primerjava termogramov micelizacije formulacij F2, F2/H 1,125 in F2/F 1,125.
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Formulacije z 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 % HPMC

Pri formulacijah, ki vsebujejo 18 % P 407, 1 % P 188 in 1 % HPMC micelizacija v vseh
treh primerih nastopi pri nizjih temperaturah kot pri primerljivih formulacijah z 18 % P
407 ter 18 % P 407 ali 1 % P 188 (slika 34). Micelizacija formulacij F3 in F3/H 1,125
potece tudi pri nekoliko nizjih temperaturah kot pri formulacijah F2 in F2/H 1,125, vendar
razlike niso tako velike. Najprej micelizacija nepric¢akovano potece pri formulaciji F3/H
1,125.

T F3

I — \ F3/H 1,125

\
0,05
Wgh-1

Slika 34: Primerjava termogramov micelizacije formulacij F3, F3/H 1,125 in F3/F 1,125.

Iz primerjave krivulj osnovnih formulacij vidimo, da ima v nasprotju z rezultati za
temperaturo geliranja formulacija F2 najnizjo temperaturo micelizacije (slika 35). Tudi
kombinacija dodatkov P 188 in HPMC v formulaciji F3 zniza temperaturo micelizacije v
primerjavi s formulacijo F1, kar se ujema z zniZanjem temperature geliranja pri tej
formulaciji. Vpliv dodatka P 188 na znizanje temperature geliranja je ocitno vecji kot vpliv
dodatka HPMC.
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Slika 35: Primerjava termogramov micelizacije formulacij F1, F2 in F3.

4.3.2 DEMICELIZACIJA

V drugem delu meritve, ko smo vzorce ohlajali, so se v temperaturnem intervalu od 8,0 do
20 °C pri vseh formulacijah pojavili eksotermni vrhovi. Zaradi enakega temperaturnega
obmocja, a obratnega procesa lahko sklepamo, da je potekla demicelizacija. To je dokaz,
da so nasi geli res termoreverzibilni. Proces je pri formulacijah pri¢akovano potekel v
obratnem vrstnem redu kot proces micelizacije: najprej je demicelizirala formulacija z
najvisjo temperaturo micelizacije in obratno (slika 36). Potek demicelizacije poloksamerov
v literaturi pojasnjujejo kot prekinitev vodikovih vezi med molekulami vode in med
molekulami poloksamera in zacetek tvorbe vodikovih vezi med polietilenoksidnimi

verigami (38).
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F1
F1/ H 5,625

0.05 _ F1/H 11,25
Weg"-1 ‘
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Slika 36: Primerjava termogramov demicelizacije formulacij F1, F1/H 1,125 F1/H 5,625, F1/F 1,125, F1/F
5,625, F1/H 11,25 in F1/H 16,875.

4.3.3 GELIRANJE

V obmocju pricakovanih temperatur geliranja smo zaznali endotermni vrh pri formulacijah
F1 in F1/H 1,125 (slika 37). PovrSina pod krivuljo obeh vrhov je bila zelo majhna. 1z
termogramov ostalih formulacij temperature geliranja nismo mogli doloc€iti. Odsotnost
vrhov si lahko razloZzimo s samim procesom geliranja. Medtem ko se pri micelizaciji
posamezne molekule polimerov zdruZujejo v micele, se pri temperaturi geliranja Ze nastali

miceli prostorsko preuredijo, kar je energetsko manj potraten proces.
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Slika 37: Termogram geliranja formulacij F1 in F1/H 1,125.

4.3.4 DETEKCIJA STANJA VODE V HIDROGELIH

S pomocjo DSC-analize lahko vodo v hidrogelih razdelimo na ve¢ skupin glede na
interakcije s polimeri. VVoda, ki zmrzuje, ne interagira s polimeri in se pri segrevanju in
ohlajanju obnaSa kot prosta voda. VVoda, ki se strukturira okrog hidrofobnih skupin, je
Sibko vezana voda in zmrzuje pri nizji temperaturi kot prosta voda. Imenujemo jo vezana
voda, ki zmrzuje, oziroma medfazna voda. VVoda, ki se orientira okrog ioniziranih skupin
ter dipolov polimera ali s funkcionalnimi skupinami polimera tvori vodikove vezi, je

mocno vezana voda, ki ne zmrzuje (39, 40).
ZMRZOVANJE PROSTE VODE

Zmrzis¢e proste vode v vzorcu je lahko nizje od O °C zaradi koligativnega ucinka
polimerov v raztopini, prisotnosti vezane vode, ki zmrzuje, in spremembe velikosti vodnih
domen, ko je koncentracija povrSinsko aktivne snovi dovolj velika. PovrSinsko aktivne
snovi in nizkomolekularni polietilenoksidi lahko znizajo zmrzi$¢e vode na —16 do —22 °C
(40, 41).
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Zmrzovanje proste vode je endotermen proces. Zaradi manjSe molekulske mase LMWH v
primerjavi s heparinom je v raztopini pri koncentraciji 1,125 mg/mL ve¢ molekul kot v
raztopini heparina iste koncentracije (slika 38). Tako ima formulacija F1/F 1,125 niZje
zmrzi$¢e kot formulacija F1/H 1,125. Hkrati ima formulacija F1 nepri¢akovano niZjo

temperaturo zmrzisc¢a proste vode v primerjavi s formulacijo F1/H 1,125.

F1
I F1/H 1,125

10 ‘
Wgr-1

30 29 28 -27 -26 -25 -24 -23 -22 21 -20 -19 -18 -17 -16 -15 -14 -13 -12 °C

Slika 38: Primerjava zamrzovanja proste vode formulacij F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125.

ZMRZOVANJE VEZANE VODE

Endotermni vrhovi v temperaturnem intervalu med —30 in —53 °C prikazujejo zmrzovanje
vezane vode formulacij F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125 (slika 39). Iz grafa je razvidno, da
zmrzovanje vezane vode pri vseh treh formulacijah poteka hkrati, v istem temperaturnem
intervalu. Pri posamezni formulaciji se v tem obmocju pojavita dva vrhova, ki se
prekrivata. To lahko povezemo z literaturnimi podatki o dveh razli¢nih skupinah medfazne
vode v biopolimerih. VVoda, ki je najblizje hidrofobnim povrSinam, ima manjsi parcialni
molski volumen. Preostali vodi se parcialni molski volumen poveca. Obe skupini imata
razli¢no gostoto in tako tudi razlicno mocne vodikove vezi med molekulami vode. Zaradi
tega imata tudi razlicne kemijske in fizikalne lastnosti (41). Predpostavljamo lahko, da

prekrivajoca se vrhova prikazujeta zmrzovanje dveh skupin medfazne vode.
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F1
F1/H 1,125
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Slika 39: Zmrzovanje vezane vode formulacij F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125.
TALJENJE VODE

Pri segrevanju formulacij od —60 do 45 °C smo za posamezno formulacijo v
temperaturnem intervalu od —20 do 5 °C opazili dva eksotermna vrhova (slika 40). Ker gre
za obraten proces kot pri ohlajanju, lahko sklepamo, da vrh pri nizji temperaturi predstavlja
taljenje vezane vode. Pri visji temperaturi, pri priblizno 0 °C, se pri¢ne taliti prosta voda. 1z
primerjave termogramov formulacij F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125 vidimo, da so razlike
temperatur talis¢a vezane vode manjSe, kot so bile pri zmrzovanju proste vode. Na taljenje
vezane vode heparin in nizkomolekularni heparin v koncentraciji 1,125 mg/mL nimata

opaznega vpliva.
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Slika 40: Taljenje vezane vode, ki zmrzuje, in proste vode pri formulacijah F1, F1/H 1,125 in F1/F 1,125.
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5. SKLEP

Izdelali smo hidrogele na osnovi P 407, nekaterim smo dodali P 188 ali P 188 in HPMC.
Kot medij smo uporabili pre¢is¢eno vodo oziroma raztopino heparina ali LMWH. Pri

reoloSkem vrednotenju izdelanih hidrogelov smo ugotovili:

e Heparin v temperaturnem obmocju od 21,0 do 24,0 °C zveca viskoznost
hidrogelov. Veéja koncentracija heparina povzroci vecje zvisanje viskoznosti.

e LMWH ima vecji vpliv na zvecanje viskoznosti hidrogela in povzroci zvecanje
viskoznosti pri niZji temperaturi kot heparin iste koncentracije.

e Heparin zniza temperaturo geliranja hidrogelov, ki vsebujejo P 407 ali P 407 z
dodatkom P 188 in HPMC. Vec¢ja koncentracija heparina povzro¢i vecje zniZanje
temperature geliranja.

e LMWH ima ve¢ji vpliv na znizanje temperature geliranja kot heparin iste
koncentracije.

e Meritve temperaturne odvisnosti viskoznega in elasti¢nega modula pri frekvenci 1
Hz dajejo bolj ponovljive rezultate v primerjavi s frekvencami 0,01 Hz, 0,05 Hz,
0,1 Hz in 0,2 Hz ter omogocajo dolocitev temperature geliranja za vse preiskovane
formulacije.

e Hidrogeli z visjo temperaturo geliranja imajo tudi daljsSi ¢as geliranja.

e Dodatek P 188 zviSa temperaturo geliranja in podaljsa ¢as geliranja.

e Dodatek HPMC zniZa temperaturo geliranja in skrajsa ¢as geliranja.

e Heparin skrajsa Cas geliranja hidrogela. Vec¢ja koncentracija heparina ima vecji
vpliv na skrajSanje ¢asa geliranja hidrogela.

e [LMWH skrajSa ¢as geliranja hidrogela. LMWH skrajsa c¢as geliranja bolj kot
heparin iste koncentracije.

Izdelane hidrogele smo ovrednotili tudi s pomocjo diferen¢ne dinami¢ne kalorimetrije. Pri

tem smo prisli do sledecih zakljuckov:

e Micelizacija in geliranje sta endotermna procesa, pri ¢emer je za potek micelizacije
potrebno ve¢ energije. Pri hidrogelih z nizjo temperaturo geliranja tudi micelizacija

potece pri niZji temperaturi.
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e Vizdelanih hidrogelih je prisotna voda, ki zmrzuje v dveh razli¢nih stanjih.
e lzdelani hidrogeli so termoreverzibilni, saj po segrevanju, ohlajanju in ponovnem

segrevanju zopet gelirajo.
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