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INTRODUCERE

Hidrogelurile sunt un grup de materiale polimerice, cu structura hidrofila tridimensionala si proprietati fizico-
chimice atractive pentru o serie de aplicatii in diverse domenii. Cererea tot mai mare pentru dezvoltarea de noi
hidrogeluri se datoreaza, in principal, gamei lor largi de aplicatii, si anume: ca produse de igiend si de ingrijire
personala, produse farmaceutice si cosmetice, in alimentatie si agricultura si, mai recent, in ingineria tisulara sau
medicina regenerativa.
Metoda de reticulare cu radiatii ionizante pentru producerea de hidrogeluri este considerata cea mai buna
alegere deoarece ofera un numar de avantaje atat producatorului, cat si produsului final, dupa cum urmeaza:
% Tehnologia este ecologica fara costuri suplimentare in ceea ce priveste problematica gestionarii deseurilor;
** Reactia de reticulare poate fi realizata si fara addugare de catalizatori sau initiatori chimici;

* Produsul final este obtinut doar intr-o singura etapa tehnologica, fiind posibild, atat obtinerea hidrogelului,
cat si a sterilizarii sale finale.

< Sinteza hidrogelurilor polimerice prin reticulare cu fascicule de electroni accelerati mai ofera si avantajul
utilizarii unor debite de doza crescute prin comparatie cu iradierea cu co, astfel produsul final este obtinut
intr-un timp scurt (ex. pentru aplicarea unei doze 25 kGy, doza legal acceptata pentru sterilizare, timpul de
iradiere este de 5 minute daca debitul de doza selectat este de 5 kGy/min); Procesele de oxidare radio-induse
care se produc de obicei atunci cand un amestec polimeric este expus la radiatii ionizante pentru o perioada
lunga de timp, sunt incetinite semnificativ.

Avand in vedere beneficiile materialelor de tip hidrogel si interesul tot mai crescut de utilizare a acestor
materiale n ingineria tisulara si medicind regenerativa lucrarea de fata isi propune dezvoltarea de hidrogeluri
superabsorbante realizate din polimeri naturali si sintetici preparate exclusiv prin tratare cu radiatii ionizante (gamma
si fascicule de electroni accelerati). Materialele principale selectate pentru producerea acestor hidrogeluri au fost
colagenul obtinut din piele de vitel, poli(vinilpirolidona) (PVP) si poli(etilen oxidul) (PEO).

Din documentarea de literatura efectuatd, nu s-a raportat obtinerea de hidrogeluri pe baza de colagen-PVP sau
colagen/PVP/PEO prin procesare cu radiatii y sau cu fascicule de electroni accelerati in absenta oxigenului, in
atmosferad inertd sau in prezenta aerului.

n vederea optimizirii unui hidrogel pentru un produs final, cum ar fi integrarea biomacromoleculelor sau a
medicamentelor in acesta, este necesard o buna intelegere a relatiei dintre doza absorbita si proprietatile finale ale
gelului. Astfel pentru o aplicatie tinta, hidrogelurile obtinute au fost caracterizate din punct de vedere structural si
compozitional, iar parametrii de structura au fost corelati cu doza de radiatie absorbita. De asemenea, randamentele
de reticulare si de degradare, gradul de gonflare, stabilitatea hidrogelurilor in medii cu pH diferit, comportamentul
reologic, mecanismele de difuzie a apei si structura chimica au fost investigate in functie de doza absorbita.

Teza este structurata in douad parti:
v Partea | cuprinde studiul de literatura si este structurata in 3 capitole;
v Partea a ll-a cuprinde rezultatele originale, concluziile generale si referintele bibilografice si este structurata
in capitolele 5 -9.

CAPITOLUL 5. HIDROGELURI SUPERABSORBANTE DE COLAGEN SI POLIVINILPIROLIDONA (PVP) OBTINUTE CU
RADIATII GAMMA

Pe baza mecanismelor de reactie existente in literatura pentru reticularea colagenului [2, 3] prin iradiere cu
radiatii y [4], am propus un mecanism de reticulare pentru sistemul colagen-PVP potrivit Schemei 5.1. Reactia are loc
prin recombinarea specifica a radicalilor liberi de PVP cu un radical de colagen, cu formarea unei legaturi covalente
intre macroradicalii de PVP si colagen. Aceste legaturi stabilizeaza structura triplu-helix a colagenului care este cea mai
susceptibild la degradare in timpul procesului de reticulare cu radiatii.

5.1. Analiza sol-gel

Evaluarea procesului de reticulare cu radiatii s-a realizat cu analiza sol-gel si determinarea parametrilor: G(X) si
G(S) —randamente de reticulare si degradare; D, — doza de gelifiere [6]. Fractia de gel este ridicatd chiar si la doze mici
(la 5 kGy depdseste 65%) (figura 5.1a). Doza de gelifiere (D), raportul py/qo (degradare vs. reticulare) au fost
calculate, utilizand un software disponibil gratuit, care are implementate ecuatiile Charlesby-Pinner si Charlesby-
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Schema 5.1. Mecanismul de reactie propus pentru reticularea hidrogelului de colagen si PVP cu radiatii y [5]

Rosiak [7]. n cazul studiului intreprins in tezd, valoarea maximé a lui G(X) a fost de 3,65 X 10®%molJ ' cuo tendinta
de scadere cu cresterea dozei de iradiere. G(S) a fost cu mai mult de un ordin de marime mai mic fata de G(X), avand
de asemenea o tendintd de scadere cu doza de iradiere. Densitatea de reticulare (V) creste cu doza absorbita si apare
o structurd de hidrogel mai densad, care lasa mai putine posibilitati de formare a unor noi legaturi covalente si a unor

procese de degradare prin reactii de scindare a lanturilor macromoleculare.
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5.2. Gradul de gonflare, difuzia apei si mecanismul procesului de gonflare

Capacitatea de absorbtie, structura retelei si densitatea de reticulare efectiva a hidrogelurilor de colagen-PVP,
au fost investigate prin determinarea proprietatilor de gonflare in apa deionizata (figura 5.2). Din figura se observa ca
echilibrul se atinge dupa 12 ore, ceea ce inseamnad ca s-a format un hidrogel stabil cu structura densda. Gradul de
gonflare (GG) scade cu cresterea dozei absorbite in procesul de reticulare si arata ca densitatea de reticulare creste cu
cresterea dozei. Studiul privind difuzia si mecanismul procesului de gonflare a fost realizat pentru a initia si sustine
studii viitoare care vizeaza integrarea biomacromoleculelor sau medicamentelor in matricea hidrogelurilor bazate pe
colagen si PVP.

Pentru caracterizarea cineticii de gonflare s-au determinat parametrii k, n si coeficientii de difuzie (D). Pentru
un mecanism de difuzie de tip non-Fickian, densitatea de reticulare este crescutd, ceea ce inseamna inglobarea unei
cantitati mici de apa si care evident duce la scaderea ratei de difuzie [8, 9]. Valorile parametrilor (k), (n) si (D) pentru
hidrogelurile studiate in raport cu doza de iradiere sunt prezentate in tabelul 5.1. Valorile lui (n) sunt situate n
domeniul 0,58—0,68, scad cu cresterea dozei de iradiere, si indica ca tipul de difuzie a apei in hidrogelurile de colagen-
PVP este non-Fickian; Tipul de transport non-Fickian este specific pentru hidrogelurile reticulate [8, 9], astfel ca
valorile lui (n) pot fi legate si de mecanismul de transport al unor medicamente sau substante active in hidrogel.

Tabelul 5.1. Parametrii k, n si (D)
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Py —v— 50 kGy
5 -2,56 0,68 0,99 0,08 E 15004
10 -2,28 0,66 0,99 0,11 E |
25 22,31 0,58 0,95 0,09 g 1000 4
50 -2,38 0,59 0.94 0,07 = 1
3
S 500
o J
04
0 10 20 30 40 50
Timp (h)

Figura. 5.2. Gradul de gonflare a hidrogelului
n functie de timpul de imersie in apa



5.3. Analiza reologica

Hidrogelurile studiate au prezentat un modul de elasticitate in buna aproximatie constant in intervalul (0,1-10)
rad/s. Tn acest interval, s-a observat un comportament predominant elastic pentru toate hidrogelurile obtinute prin
iradiere, ceea ce sugereaza formarea unei retele permanente. Din figura 5.3 se observa ca G’ creste pana la doza de 25
kGy (ajunge la 100 Pa), iar la doza de 50 kGy, scade, ceea ce inseamna ca la doze de radiatii mai mari pot avea loc
scindari in structura hidrogelului, vizibile in scaderea randamentului de reticulare cu cresterea dozei.

5.4. Spectroscopia ATR-FTIR

Modificarile structurale care au aparut dupad iradierea cu radiatii y Tn hidrogelurile de colagen-PVP au fost
monitorizate prin spectroscopie ATR-FTIR. in intervalul (3800-2600) cm™ s-a observat cresterea intensitatii benzilor de
amidd A si B caracteristice colagenului si vibratiile de intindere ale grupelor functionale OH, CH si CH, (figura 5.4).
Cele mai importante deplasari ale benzilor de absorbtie spre valori mai mici ale numarului de unda au fost gasite
pentru proba iradiata la 50 kGy (3320 em™ la 3308 cm'l); pozitia benzii de amida B (3075 cm'l) a ramas neschimbata.
Formarea legaturilor de H sau alte interactiuni intre gruparile chimice a doi polimeri diferiti, determina de obicei
schimbarea pozitiei picurilor gruparilor participante. Interactiile care au loc prin formarea de legaturi de hidrogen,
deplaseaza vibratiile de intindere ale gruparilor de tip OH, spre numere de unda mai mici, insotite de cresterea
intensitatii si largirea picului caracteristic [10]. Cu cresterea dozei absorbite de la 5 kGy la 50 kGy in intervalul (2850-
2950) cm™ s-a observat cresterea intensitatii benzilor. Din date FTIR s-a verificat daca structura triplu-helix a
colagenului a fost deteriorata in urma iradierii prin calcularea raportului dintre intensitatea picului de amida Il (1240
cm'l) si intensitatea picului situat la 1450 cm™ [11]. S-a observat c3 in urma iradierii amestecului de colagen-PVP,
valoarea acestui raport scade cu cresterea dozei, de la 0,96 la 0,79 pentru intervalul (5-50) kGy, ceea ce sugereaza ca
structura triplu-helix a colagenului a suferit o deteriorare pentru doze mai mari de 25 kGy, iar pentru doze mai mici de
10 kGy sunt caracteristice reactiile de reticulare.
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5.5. Caracterizarea retelei hidrogelului

Valorile experimentale pentru masa moleculard dintre doua puncte de reticulare (M), densitatea de reticulare
(V), dimensiunea ochiurilor retelei (€) si v, ,, Va5, Ppoiimer SUNt prezentate in tabelul 5.2. Densitatea de reticulare 1
este un parametru care descrie in general caracteristicile gelului si care a crescut cu doza absorbita.

Tabelul 5.2. Parametrii de retea obtinuti pentru hidrogelul de colagen-PVP prin reticulare cu radiatii y

Doza P Ve x 1075 M, x 10* ¢

(kGy) (g cm~3) Var Vas (mol - cm™3) (g - mol™1) (nm)
5 1,26 0,11 0,04 1,24 8,09 134
10 1,12 012 0,04 1,95 5,12 99
25 1,19 0,12 0,05 2,00 5,00 95
50 1,22 0,13 0,06 2,95 3,39 75

Parametrii M. si § au fost cuprinsi in intervalul 3,39-8,08x10" g-mol'l, respectiv 75-134 nm si au scazut cu doza
absorbita. Scaderea dimensiunii ochiului de retea in functie de doza de radiatie se datoreaza reducerii spatiului
disponibil dintre lanturile macromoleculare ale hidrogelului, fiind un factor important care asigura rezistenta
mecanica, degradabilitatea si difuzivitatea moleculelor de apa in reteaua hidrogelului. Dimensiunile ochiurilor de retea
obtinute Tn acest studiu sunt comparabile cu diametrul moleculelor de proteine [12]. Avand in vedere acest lucru, este
posibila difuzia de biomacromolecule in si din reteaua hidrogelurilor de colagen-PVP, precum si a unor medicamente
cu masa moleculara mai mica si sau alti compusi farmaceutici.
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CAPITOLUL 6. HIDROGELURI SUPERABSORBANTE DE COLAGEN SI PVP (C-PVP) OBTINUTE PRIN
RETICULARE CU FASCICULE DE ELECTRONI ACCELERATI IN ABSENTA AERULUI

fn acest studiu s-au obtinut hidrogeluri cu proprietiti superabsorbante pe bazid de colagen si PVP prin
procesare cu fascicule de electroni accelerati (EA) in absenta aerului, cu si fara aditie de agenti chimici de reticulare

solubili in medii apoase. Scopul studiului a fost obtinerea unui hidrogel care sa fie baza unui pansament pentru
vindecarea rapida a ranilor.

6.1. Hidrogeluri de colagen/PVP preparate fara aditie de agenti chimici de reticulare

e Gradul de gonflare

Din figura 6.1 se observa ca gradul de gonflare pentru hidrogelurile 1_C-PVP si 2_C-PVP este maxim la doza de
iradiere de 5 kGy si minim la doza de 40 kGy, iar pentru hidrogelul 3_C-PVP, maximul este la 40 kGy si minimul la 5
kGy. Tn concluzie pentru hidrogelurile 1_C-PVP si 2_C-PVP, gradul de gonflare scade cu cresterea dozei, iar pentru
hidrogelul 3_C-PVP (cea mai mare concentratie de PVP), gradul de gonflare creste cu cresterea dozei.
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Figura 6.1. Gradul de gonflare in functie de timpul de imersie si doza absorbita (in apd deionizata)

e Analiza reologica

Modulii de elasticitate (G’) si de viscozitate (G”) pun in evidentd stabilitatea si caracterul viscoelastic al
hidrogelurilor in regiunea liniar—viscoelastica si sunt influentati de doza de iradiere. Raspunsul liniar al modulului G’ in
functie de viteza unghiulara (w) pana la o anumita limita a fortei aplicate arata ca reteaua macromoleculara nou
formatd prin reticulare se opune fortei externe si mentine echilibrul. in mod contrar, atunci cand forta creste la un
anumit nivel, legdturile chimice din reteaua hidrogelului, fie se rup, fie incep sa se deformeze, hidrogelul isi pierde
elasticitatea si devine vascos. Cand viscozitatea predomind, modulul G” ar trebui sa fie mai mare decat modulul G’
[13]. Pentru toate hidrogelurile studiate in intervalul (0,1-10) rad/s, valorile G’ > G”, ceea ce inseamna ca hidrogelul
este elastic, proprietate specifica solidelor elastice [14] si pune in evidenta ca hidrogelurile obtinute prin iradiere cu
electroni accelerati, prezinta o retea permanentd datorata legaturilor formate prin reticulare [15-18]. Cresterea sau

scaderea lui G' cu doza absorbitd aratd predominanta reticularii sau a degradarii retelei macromoleculare a
hidrogelului [19].
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Figura 6.2. Variatia lui G’ in functie de frecventa unghiulara (w) si doza absorbita
[ ]

Determinarea densitatii de reticulare (V,)
Densitatea de reticulare (V,), este un parametru care descrie numarul de puncte de reticulare formate intre
diferite lanturi polimerice (reticulare intermoleculara) sau fin interiorul aceluiasi lant polimeric (reticulare
intramoleculard) [20]. Tn cazul reticuldrii prin iradiere, V, densitatea de reticulare depinde de doza absorbit3 si se
exprima in functie de masa moleculara dintre doud puncte de reticulare succesive (M) si dimensiunea ochiului retelei
de hidrogel (§), valori prezentate in coloanele (3-5) din tabelul 6.1. Mdrimea parametrilor M, si § determina structura
hidrogelului si pun in evidenta o densitate de reticulare mai mica sau mai mare a hidrogelului. Fiecare compozitie de
hidrogel a relevat un comportament independent in functie de doza absorbita. Pentru toate cele 3 hidrogeluri doza
optima de iradiere pentru reticulare este situata in intervalul (10-25) kGy, peste acest interval, valorile M. si §
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sugereaza existenta proceselor de degradare. Definitiile lui M¢, Ve si &, sugereaza corelatii intre gradul de reticulare si
structura hidrogelului format prin iradiere, in sensul ca un G’ mic, Tnseamna un Mc¢ si € mari si Ve mic.

Tabelul 6.1. Valori experimentale pentru G’, G”’, Mc, Ve si £

3_C-PVP
Doza G G’ M, v, ¢
(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol™) (mol m~) (nm)
5 66,5 13,2 1979 0,524 157
7,5 28,4 2,0 4127 0,248 274
10 19,7 0,9 5589 0,182 337
12,5 19,5 1,2 5054 0,200 345
25 12,6 0,4 7557 0,134 417
40 4,8 0,7 21737 0,046 626

6.2. Hidrogeluri de colagen/PVP preparate cu agenti chimici de reticulare

Adaosul de acid acrilic (AA) si N,N-metil-bis-acrilamida (NMBA), a avut drept scop cresterea randamentului reactiei de
reticulare.

e Analiza sol-gel
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Figura 6.3. (a) Fractia de gel in functie de doza absorbita; (b) Analiza sol-gel corespunzatoare ecuatiei Charlesby-Rosiak

Pentru amestecurile polimerice preparate cu (0,3 — 0,5) % colagen si (5 — 7) % PVP, fractia de gel a avut valori
mai mari de 60% (5 kGy). Tn cazul sistemului 2_C-PVP_NMBA 1%, fractia de gel a scazut drastic la doze mai mari de
12,5 kGy. Pentru sistemul in care concentratia de PVP a fost crescuta la 7%, iar concentratiile de AA si NMBA au fost
reduse la 5,2 %, respectiv 0,5%, s-a observat o crestere semnificativa a fractiei de gel in raport cu doza absorbita,
peste 75% la 5 kGy. Pentru amestecurile polimerice care prezinta fractie insolubila dupa reticularea cu radiatii
ionizante, de regula raportul p,/q, are valoare mai mica decat 2, ceea ce indicd cd procesele de reticulare au
predominat [21]. Pentru hidrogelurile C-PVP preparate cu (1-2)% agent de reticulare, desi valorile raportului py/qq =
0,79, respectiv 0,51, valorile determinate pentru randamentele radio-chimice, G(X) si G(S), (tabelul 6.2), au ardtat
mai degraba prezenta proceselor de degradare. Din evaluarea datelor obtinute, este evident faptul ca adaugarea unei
concentratii crescute de agent de reticulare a influentat procesul de reticulare al hidrogelurilor de C-PVP, iar valorile
rapoartelor p,/q, au fost considerabil mai mari comparativ cu valorile determinate pentru hidrogelurile preparate
fara NMBA. Concentratia agentului de reticulare, concentratia polimerilor trebuie atent controlate, astfel incat reactia
de reticulare sa se produca in conditii optime. Pentru hidrogelul 3_C-PVP_NMBA 0,5% s-a obtinut cea mai mare fractie
de gel, peste 87,2% la doza de iradiere de 7,5 kGy, iar la doza de 40 kGy a scdzut usor pana la 82%.

o Randamentele de reticulare si degradare

Cea mai mare valoare a parametrului G(X) a fost determinata pentru hidrogelul 1_C-PVP NMBA 2%. Asa cum se
observa din tabelul 6.2 pentru hidrogelurile preparate cu (1-2)% agent de reticulare, valorile lui G(X) = G(S) sau G(X) >
G(S). Dacd G(S) > G(X) se presupune ca procesele de degradare predomind. Pentru hidrogelurile preparate cu
concentratie redusa de agent de reticulare (3_C-PVP_NMBA 0,5 %), procesele de reticulare au predominat in
comparatie cu procesele de degradare, cea mai mare valoare a parametrului G(X) fiind determinata pentru hidrogelul
preparat la doza de 7,5 kGy. in intervalul (10-25) kGy, randamentele radio-chimice de reticulare au rdmas aproape
constante, dar la doza de 40 kGy, au scizut. In studii anterioare, cu privire la procesarea cu radiatii y a polimerilor
naturali n stare solida, s-a demonstrat ca debitul dozei de radiatie, cat si concentratia polimerilor sunt parametri
critici care influenteaza rezultatul final al procesului de iradiere [18, 22]. Conditiile de iradiere influenteaza rezultatul
procesului de iradiere, prin urmare debite de doza scazute vor conduce la cresterea proceselor oxidative care produc
n acelasi timp degradarea macromoleculelor de polimer in timpul iradierii.



Tabelul 6.2. Randamentele radio-chimice de reticulare G(X) si degradare G(S) calculate
pentru hidrogelurile de C-PVP preparate cu aditie de agenti de reticulare

G(X) mol J*
Cod proba Doza de iradiere (kGy)
5 7,5 10 12,5 25 40
1 _C-PVP_NMBA 2% 1,07 0,94 1,12 1,14 0,25 0,07
2_C-PVP_NMBA 1% 1,01 0,54 0,37 0,20 0,12 0,06
3_C-PVP_NMBA 0,5% 0,23 0,25 0,13 0,10 0,14 0,08
G(S) mol J?
Cod proba Doza de iradiere (kGy)
5 7,5 10 12,5 25 40
1_C-PVP_NMBA 2% 1,09 0,96 1,15 1,16 0,25 0,08
2_C-PVP_NMBA 1% 1,60 0,85 0,59 0,31 0,19 0,09
3_C-PVP_NMBA 0,5% 0,15 0,16 0,09 0,03 0,09 0,05

e Gradul de gonflare
Pentru hidrogelurile preparate cu (1-2)% NMBA, nu s-a observat o dependenta a gradului de gonflare in functie
de doza absorbita. Pentru hidrogelul de C-PVP reticulat cu EA in prezenta de 0,5% NMBA, s-a observat o crestere
importanta a gradului de gonflare pana la 11 000%. Pentru hidrogelurile preparate cu 0,5% NMBA, a fost observata o
dependentd a gradului de gonflare de doza absorbita, la 40 kGy, GG(%) a scazut pana la 4000%.
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Figura 6.4. Gradul de gonflare la echilibru in functie de timpul de imersie si doza abosorbita in apa deionizata (a) si (b)
n PBS (37°C, pH=7,4) pentru hidrogelurile preparate cu 0,5% NMBA

Hidrogelul a prezentat stabilitate timp de 48 de ore in solutie de PBS, dar puterea totala de gonflare a fost
redusd pand la 2500%. Tn acest caz, GG (%) a scizut in functie de doza aplicatd, la 5-10 kGy, 25-40 kGy datoritd
cresterii punctelor de reticulare in reteaua hidrogelului. Acelasi comportament a fost identificat si atunci cand
parametrii de retea au fost investigati, mai exact M¢ a scazut, iar densitatea de reticulare a crescut. Cand solutia de C-
PVP a fost iradiata la 12,5 kGy, GG (%) si Mc au crescut. in intervalul (10-12,5) kGy, proprietatile hidrogelului au fost
similare. Valorile modulilor elastici (G’) au fost de asemenea similare (2800 Pa la 10 kGy si 2500 Pa la 12,5 kGy).
Reducerea modulului G’ poate fi consecinta unei puteri de absorbtie mai ridicate, daca doza absorbita a crescut de
doua ori, caracterul elastic al hidrogelurilor a crescut corespunzator. Scdderea semnificativa a capacitatii de gonflare a
hidrogelurilor in solutia de PBS comparativ cu valorile determinate in apa deionizata se datoreaza presiunii osmotice
cauzate de distributia inegala a ionilor in mediu si in reteaua hidrogelului. lonii atasati de lantul macromolecular al
polimerilor raméan blocati in interiorul retelei de hidrogel. Atunci cand gonflarea are loc in apa pura, se dezvolta
presiune osmoticd maxima si se obtin valori maxime de gonflare [23].

e Analiza reologica

Valorile modulilor de elasticitate si viscozitate au depins de concentratia de NMBA, de compozitia
hidrogelurilor, precum si de doza absorbita. Hidrogelurile preparate cu 2% NMBA prezinta proprietati reologice mai
bune (12000 Pa la 10 kGy), dar experimentele de gonflare au aratat obtinerea unui hidrogel mai slab din punct de
vedere al stabilitatii timp de 48 h intr-un mediu de gonflare. De reguld, cu cresterea concentratiei polimerilor si a
agentului de reticulare, fenomenul suprapunerii lanturilor creste, ceea ce favorizeaza procesele de reticulare. Pentru
astfel de sisteme, o viscozitate mai mare scade mobilitatea lanturilor polimerice, reducand posibilitatea ca
macroradicalii sa reactioneze unul cu celalalt pentru a forma legaturi chimice [24]. Rezultatele obtinute din analiza sol-
gel, gradul de gonflare si din experimentele de reologie, arata ca hidrogelul 3_C-PVP_0,5% NMBA prezinta cele mai
bune proprietati. Valorile modulului (G') au variat intre (1800-8400) Pa, iar cele mai bune proprietati de gonflare in
PBS la 37°C s-au obtinut pentru acele hidrogeluri reticulate cu doze pornind de la 7,5 pana la 12,5 kGy.
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Figura 6.5. Variatia lui G’ in functie de frecventa unghiulara (w) si doza absorbita

n concluzie, prin reticulare cu fascicule de EA se pot obtine hidrogeluri superabsorbante cu proprietati diferite
care pot fi reglate si din parametrii de iradiere. Tindnd seama de elasticitatea hidrogelurilor preparate, se poate
preconiza utilizarea acestora in domeniul medical. Modulul de elasticitate al hidrogelurilor de C-PVP se potriveste cu
cel al pielii umane si al tesutului moale, fiind relevante pentru aplicarea cu succes a acestui material ca pansament
pentru pldgi sau in ingineria tisulara a tesuturilor moi (modulul elastic al pielii umane variaza intre (500-1000) Pa [25].

Fabricarea hidrogelurilor de C-PVP stabile si cu proprietati elastice constante (G’ = 1800 — 8000 Pa), capabile sa
absoarba o cantitate mare de fluide apoase, similare cu lichidele fiziologice, pot fi realizate prin reticularea cu EA in
absenta oxigenului si prin adaugarea unei cantitati reduse de agenti de reticulare solubili in apa.

e Densitatea de reticulare

Parametrii de retea investigati pentru hidrogelurile obtinute in prezenta de NMBA au prezentat valori ale M.
reduse, corelate cu valori mari ale modulilor de elasticiate (G'). Daca concentratia de NMBA este scazuta, amestecurile
polimerice formate din colagen si PVP pot fi reticulate prin iradiere cu fascicule de EA cu doze moderate, aproape de
doza legal acceptata de sterilizare (25 kGy), astfel incat sa se obtina hidrogeluri cu proprietati de gonflare si reologice
optime. Pe masurd ce creste numarul de puncte de reticulare, creste si valoarea modulilor (G’), iar valorile
parametrilor M si § scad, ceea ce indica formarea unui hidrogel cu structurd densa. Pentru a produce un hidrogel
superabsorbant din colagen si PVP cu stabilitate demonstrata in PBS la 37°C timp de cel putin 48 de ore si un grad de
gonflare de peste 2000%, masa moleculara medie dintre doua puncte de reticulare (M¢) trebuie sa fie cuprinsa intre
60 si 66 kg-mol'l, iar marimea ochiului de retea (£) sa fie (53-54) nm. Rezultatele indica faptul ca parametrii de retea ai
hidrogelului 3_C-PVP_NMBA 0,5% pot fi controlati prin varierea dozei de iradiere, ceea ce nu s-a observat pentru
hidrogelurile preparate cu (1-2)% NMBA.

Tabelul 6.7. Valori experimentale pentru G, G”’, M¢, Ve si § [26]
3_C-PVP_NMBA 0,5%

Doza G G" M, Ve §
(kGy) (kPa) (kPa) (kg mol™) (mol m™) (nm)
5 1,8 0,13 71 14,14 59
7,5 3,2 0,51 45 22,14 47
10 2,8 0,52 60 17,14 53
12,5 2,5 0,56 66 15,55 54
25 7,8 1,03 24 41,50 27
40 8,4 1,51 25 40,10 26

e Analiza FTIR
Pentru hidrogelul 3_C-PVP NMBA 0,5% iradiat cu doze de (5-40) kGy din spectrele FTIR (figura. 6.6) s-a observat
ca intensitatea benzii de amida Il a fost pastrata cand hidrogelul a fost reticulat cu 25 kGy. Banda de amida | s-a
deplasat la 1668 cm™” (spre numere de unda mai mari), dar intensitatea corespunzatoare acestei benzi fost pastrata; in
regiunea (3700-2700) cm™ intensitatea benzilor a scizut, iar picul caracteristic a fost deplasat de la 3300 cm™ la 3360
cm'l; deplasarea picurilor spre numere de unda mai mari poate fi asociata cu scindarea lantului retelei de hidrogel
daca amestecul polimeric este expus la doze mai mari de 25 kGy.

e  Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Structura hidrogelurilor a variat in functie de doza de iradiere, prezentand o forma mai compacta la doze mici
de iradiere si structura macroporoasa la doze mari de iradiere. Cu cresterea dozei de iradiere, la 25 kGy si 40 kGy,
structura hidrogelului are un aspect macroporos cu pori mari (circa 50 um diametru). La toate dozele de iradiere, la
mariri foarte mari ale imaginii, au fost identificate formatiuni cristaline interconectate care adera pe suprafata
macroporoasa a hidrogelului. Aceste formatiuni cristaline pot proveni din PBS care a fost folosit pentru gonflarea
hidrogelurilor. Pentru hidrogelul reticulat cu doza de 10 kGy se distinge o structura poroasa bine definita cu pori
interconectati de dimensiuni variabile.
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CAPITOLUL 7. HIDROGELURI TRICOMPONENTE OBTINUTE PRIN RETICULARE CU FASCICULE DE
ELECTRONI ACCELERATI IN ATMOSFERA INERTA DE ARGON

in acest capitol se prezintd obtinerea de hidrogeluri superabsorbante tricomponente (colagen, PVP si
polietilenoxid, PEO), atat din punct de vedere al prepararii, cat si al caracterizarii fizico-chimice. Figura 7.1 pune in
evidenta elasticitatea buna si pastrarea formei pentru ambele tipuri de hidrogeluri, cu si fara PEO. Scopul studiului a

fost obtinerea unui hidrogel cu proprietati elastice crescu
| 4 \ L

GI-25 kGy |

te si stabilitate prelungita in medii fiziologice.
- GI0.3 % PEO

Figura 7.1. Aspectul hidrogelurilor cu si fara PEO dupa scoaterea din recipientele in care au fost iradiate

7.1. Caracterizarea hidrogelurilor obtinute in atmosfera inerta
e Analiza sol-gel

Fractia de gel G(%) scade cu doza de iradiere pentru hidrogelul
fara PEO (figura 7.2). La doza maxima de 25 kGy, scaderea este pana
la 77%. Pentru hidrogelul cu PEO, G(%) creste cu doza de iradiere,
pana la 84%. Pentru hidrogelul fara PEO, G(X) si G(S) cresc cu
cresterea dozei, iar pentru hidrogelul cu PEO, G(X) si G(S), nu prezinta
dependentd de doza de iradiere. In literatura de specialitate [27] se
arata cd pentru materialele care prezinta un raport G(S):G(X) < 1,
reactia de reticulare este favorizata, iar daca raportul G(S):G(X) > 1,
sunt favorizate procesele de degradare. Din valorile acestui raport
(tabelul 7.1), reiese ca pentru produsul fara PEO, sunt predominante
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procesele de reticulare, iar pentru hidrogelul cu PEO, existd o usoara
tendinta spre reactiile de degradare.
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Figura 7.2. Variatia fractiei de gel cu doza

absorbita
Tabelul 7.1. Randamentele radio-chimice de reticulare G(X) si degradare G(S)
G(X) pmol J™* | G(S) pmol J™* G(S):G(X)
Cod proba Doza de iradiere (kGy)
10 15 25 10 15 25
Gl 0,44 0,46 0,68 0,38 0,40 0,58 0,85-0,87
Gl -0,3 % PEO 0,80 0,64 1,01 0,87 0,69 1,11 1,08-1,09

e Gradul de gonflare si stabilitatea hidrogelurilor in medii fiziologice
Gradul de gonflare si stabilitatea structurala a hidrogelului sunt doua caracteristici esentiale pentru utilizarea

lor in ingineria tisulara. Stabilitatea si capacitatea de gonflare a hidrogelurilor cu si fara PEO au fost studiate in apa
deionizata si solutii tampon fosfat salin (PBS) care imita starea fiziologica (pH, osmolaritatea si concentratia ionilor) a

corpului uman.
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Figura 7.3. Gradul de gonflare in apa deionizatd (37°C) - hidrogel Gl

Pentru hidrogelul fara PEO, GG(%) obtinut la 25 kGy, are valoarea de 4000%, iar pentru cel cu 0,3% PEO, este
de 1600% (aproximativ de 2,5 ori mai mic), ceea ce arata ca prin cresterea concentratiei polimerilor in compozitia
hidrogelurilor si cresterea densitatii de reticulare, reteaua macromoleculara a hidrogelului devine tot mai densa si este
impiedicata difuzia moleculelor de apa in mediul de gonflare. Echilibrul la gonflare se atinge dupa aproximativ 16 ore,
iar forma fizica este stabilda pana la aproximativ 50 de ore. Pentru utilizarea potentiala a acestor hidrogeluri ca
pansamente pentru vindecarea rapida a ranilor de la nivelul pielii, s-a testat stabilitatea acestuia in diverse medii care
simuleaza pH-ul pielii sin3toase si in prezenta unei ranii infectate. In cazul unei réni se formeaza asa numitul ,exudat”
format din nutrienti, electroliti, substante inflamatorii, leucocite, proteine care in prezenta hidrogelului este absorbit
prin procesul de gonflare, ducand la vindecare. Folosirea unui hidrogel (pansament) inadecvat nu exclude riscul de
infectare si de cronicizare a ranii. Determinarile de gonflare si stabilitate pentru hidrogelurile sintetizate s-au realizat
n solutii cu pH = 5,4 (piele sanatoasad) si pH = 9,4 (rana infectatd) [28].
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Figura 7.4. Gradul de gonflare in functie de timp si pH (37°C)

n cazul determindrilor efectuate in solutii cu pH (5,4 — 9,4), gradul de gonflare a scdzut la aproximativ 1750%, se
pastreaza stabilitatea si timpul de atingere al echilibrului. Aceasta constatare indica utilizarea acestor hidrogeluri in
obtinerea unor pansamente destinate vindecarii unor rani mai mult sau mai putin infectate. In ceea ce priveste
variatia gradului de gonflare Tn timp si in raport cu pH-ul, nu exista o dependenta evidenta, dar echilibrul de gonflare
este aproape constant (1650-1750) %.
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Figura 7.5. Gradul de gonflare in functie de timp si pH (37°C)

Addugarea de PEO, scade GG% la echilibru, indiferent de pH si de doza (figura 7.8). De exemplu, pentru
hidrogelul obtinut cu doza de 25 kGy, GG% este de aproximativ 1150%, ceea ce inseamna ca 1 g de hidrogel uscat,
absoarbe aproximativ 12 g de lichid similar fluidelor fiziologice. Din reprezentarea grafica se mai observa ca pentru
mediul neutru si bazic, GG% la echilibru este mai mare decat cel corespunzator in mediu acid. Aceasta se datoreaza
activarii mecanismelor de deprotonare a gruparilor donoare de protoni (NH, COOH, OH), ca o consecintd a
dezintegrarii punctelor de reticulare inter-moleculare sau intra-moleculare in mediu bazic, ceea ce duce in final si la
cresterea dimensiunii ochiurilor de retea din structura hidrogelului [29]. Cea mai importanta interactie se produce prin
intermediul legaturilor de H formate in urma schimbului de protoni de la gruparile donoare spre cele acceptoare. De
exemplu, PVP si PEO sunt polimeri acceptori de protoni si formeaza legaturi puternice de H cu polimerii donori de
protoni cum sunt colagenul si AA, favorizand asocierea polimerilor componenti prin formarea de legaturi chimice
stabile, crescand stabilitatea structurala a hidrogelului [30, 31].
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e Cinetica de gonflare in apa deionizata

Procesul de gonflare al unui hidrogel consta intr-o tranzitie solid— lichid, fara dizolvarea sau disocierea
hidrogelului Tn mediul apos. Lichidul patrunde in reteaua polimerului prin difuzie, ducand la gonflarea acestuia prin
diferite mecanisme. in difuzia de tip Fickian, lanturile polimerice din hidrogel au un grad de mobilitate si relaxare
ridicat, ceea ce face ca apa sd patrundd mai usor in reteaua relaxatd (n = 0,50). in difuzia de tip ne-Fickiana, procesul
de difuzie este foarte rapid in comparatie cu procesele de relaxare a lanturilor (0,50 < n < 1). Tn acest caz, lanturile
polimerice din hidrogel nu sunt suficient de mobile, astfel incat sa permitda o difuzie rapida a apei in structura
hidrogelului. Un alt caz de difuzie intalnit, este difuzia de tip Il sau anormala care are loc atunci cand rata de difuzie a
apei este aproximativ egald cu rata de relaxare [32]. Pe baza acestor considerente pentru hidrogelurile preparate s-au
studiat mecanismele de difuzie atat in apa deionizata, cat si in conditii de pH diferit.

Tabelul 7.2. Parametri de difuzie — hidrogel fara PEO in apa deionizata

Doza Parametri de difuzie, | Parametri de difuzie, Il Parametri de difuzie, IlI

(kGy) n R’ n R’ n R’
10 0,62 0,997 0,68 0,989 0,23 0,989
15 0,59 0,998 0,72 0,988 0,30 0,998
25 0,55 0,996 0,78 0,980 0,27 0,980

Din tabelul 7.2 se observa ca in intervalul de timp (5-180) minute, n > 0,5 ceea ce Tnseamna ca difuzia este
caracterizata de un mecanism ne-Fickian si scade cu doza, fiind minima la 25 kGy; in intervalul de timp (240-420)
minute, n > 0,5, deci este prezent tot un mecanism ne-Fickian, dar n, creste cu doza, fiind maxima la 25 kGy, ca urmare
a relaxarii lanturilor polimerice si probabil hidratarii suficiente a punctelor de reticulare formate prin iradiere; in
intervalul de timp (480-720) minute, n < 0,5, difuzie de tip pseudo-Fickian si semnifica cad difuzia este redusa ca urmare
a atingerii echilibrului [33] si nu exista dependenta cu doza de iradiere si in buna aproximatie n este constant.

Tabelul 7.3. Parametri de difuzie — hidrogel GI-0,3% PEO in apa deionizata

Doza Parametri de difuzie, | Parametri de difuzie, Il Parametri de difuzie, IlI

(kGy) n R n R? n R
10 0,45 0,982 0,76 0,998 0,15 0,949
15 0,50 0,982 0,78 0,996 0,22 0,898
25 0,50 0,982 0,72 0,994 0,26 0,992

Din tabelul 7.3 se observa ca in intervalul (5-150) minute, n < 0,5, mecanism Fickian, n creste foarte putin de la
doza de 10 kGy la doza de 15 kGy si apoi ramane constant; in intervalul (180-450) minute, n > 0,5, mecanism ne-
Fickian, n nu are o dependenta clara de doza si in buna aproximatie poate fi considerat constant; in intervalul (480-
720) minute, n << 0,5, mecanism pseudo-Fickian. Addugarea de PEO creste gradul de mobilitate si relaxare al lanturilor
polimerice din hidrogel, ceea ce conduce la o difuzie imbunatatita. Tn figura 7.6 se prezinta curbele cinetice de
gonflare pentru hidrogelul Gl in solutii tampon cu pH =5,4 - 9,4.

Din diagrame se observa ca in intervalul de pH (5,4 — 9,4) si intervalul de dozad (10-25) kGy, difuzia are loc in
doua trepte, dupa un proces pseudo-Fickian sau Fickian. Pentru doza de 15 kGy, in intervalul de pH (7,4 —9,4), deci in
mediu neutru si slab alcalin, n este usor mai mare de 0,5, indicdnd un mecanism ne-Fickian. Pentru hidrogelul preparat
cu 25 kGy, in intervalul de (5 — 120) minute difuzia decurge pseudo-Fickian, iar in intervalul (180 — 480) min, difuzia
este Fickiana. Procesul de gonflare al hidrogelurilor este dependent de contributia mediului de difuzie si relaxarea
lantului polimeric.

in hidrogelurile care contin grupdri functionale ionizabile, au loc repulsii electrostatice, ceea ce duce la
extinderea lanturilor care afecteaza relaxarea lanturilor macromoleculare. Cresterea gradului de reticulare nu
modifica semnificativ ionizarea grupelor functionale, ceea ce inseamna ca relaxarea lanturilor macromoleculare este
redusd si parametrul n, este scizut [34]. in figura 7.7 sunt prezentate curbele cinetice de gonflare pentru hidrogelul
GI-0,3 % PEO. Se observa ca pentru acest hidrogel, in intervalul de pH (5,4 — 9,4), mecanismul de difuzie decurge in
doud etape marcate de timp. Indiferent de doz4, cele doud etape decurg dupd un mecanism ne-Fickian. Th mediu slab
acid si neutru, (n) creste cu doza de iradiere pentru prima etapa si scade pentru a doua etapa. Pentru mediu alcalin,
(n) scade cu doza pentru prima etapa si ramane constant pentru etapa a doua.
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Figura 7.6. Curbele cinetice de gonflare pentru hidrogelul Gl in solutii cu pH=5,4-9,4
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Figura 7.7. Curbele cinetice de gonflare - hidrogelul GI-0,3% PEO in solutii tampon cu pH =5,4-9,4

e  Analiza reologica
Comportamentul reologic al hidrogelurilor preparate fara adaugare de PEO se prezinta in figurile 7.8 si 7.9 Se

observa ca odatd cu cresterea dozei de iradiere are loc cresterea modulului G’ (1600 — 6000) Pa si scaderea modulului
G” (173 — 60) Pa. Doza de 25 kGy (doza de sterilizare legal acceptata), mareste de aproximativ 4 ori valoarea lui G’ fata
de valoarea lui la doza de 10 kGy.

10* . ; : . . ; . .

G' (Pa)
G" (Pa)

[ ]
® GI-10kGy | | O GE10 kGy
@® GI-15kGy O GI15kGy
, ® GI25KkGy \ O GI-25kGy
10 0° 10’ 102 1010D 10’ 10°
o (rad/s) o (rad/s)

Figura 7.8. Variatia lui G’ si G” in functie de frecventa unghiulara (w) si doza absorbita - hidrogelul preparat fara PEO

12



Din relatia dintre modulii G’ si G” se poate concluziona ca hidrogelul este elastic cand este obtinut cu doze mari
(25 kGy) in detrimentul viscozitatii acestuia. La nivel molecular, o comportare reologica predominant elastica, (G’ >
G”), este asociata cu schimbari rapide si reversibile ale lungimii, formei sau orientarii lanturilor care apar atunci cand
este aplicata o forta pe un lant polimeric. Viscozitea crescutd este data de procese lente, ireversibile de disipare a
energiei, care apar ca urmarea a miscarii macromoleculelor [35].

3x10* . : : . — . . .
10*4
©
o
b [
® 10kGy | O 10kGy
: ® 15kGy 1024 O 15kGy
1o ® 25kGy O 25kGy
2x10" ) 10 10° 10° 10 10
o (rad/s) o (rad/s)

Figura 7.9. Variatia lui G'si G” in functie de frecventa unghiulara (w) si doza absorbita - hidrogelul preparat cu PEO

Din punct de vedere fizic, lanturile de PEO raman prinse pe lanturile principale ale polimerilor constituenti si
actioneaza ca un agent de reticulare fizic [36]. Prin addugarea 0,3% PEO in compozitia hidrogelului, modulul de
elasticitate al hidrogelului a crescut de 3 ori, fatd de cel fard PEO si este cuprins intre (4500 —14000) Pa. Pentru
aplicatii potentiale de vindecare a tesuturilor moi, modulul de elasticitate al unei matrici polimerice sub forma de
hidrogel trebuie sa fie cuprins intre (103 - 104) Pa [37]. Pentru aplicatii care vizeaza vindecarea rapida a leziunilor
cutanate un astfel de pansament trebuie sa aiba caracteristici reologice similare cu cele ale pielii si dermei umane,
care are un modul de elasticitate (G') cuprins in intervalul (500 — 1000) Pa [25].

e Densitatea de reticulare (Ve)

Structura retelei unui hidrogel superabsorbant se caracterizeaza printr-o elasticitate ridicata si o capacitate a
porilor sa se extindd intr-un mediu apos de (150 — 1500) ori mai mare decat dimensiunea lor in stare uscata.
Dimensiunea porilor este factorul major care controleaza gradul de gonflare al hidrogelurilor, iar gradul de gonflare
este legat de densitatea de reticulare si tipul grupérilor functionale imobilizate pe lantul polimerilor [32]. Tn tabelele
7.4 si 7.5 se prezinta valorile experimentale determinate pentru parametrii care descriu structura macromoleculara a
hidrogelurilor Gl si GI-0,3% PEO. Pentru determinarea parametrilor caracteristici structurii reticulate a hidrogelurilor s-
au utilizat valorile modulilor de elasticitate.

Tabelul 7.4. Valori experimentale G’, G”, M, Ve si § (hidrogel Gl)

Doza G’ G" Mc Ve € p 2/3 1/3
(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol ™) (mol m™) (nm) (kg m™) W V)2
10 1643 174 113 8,84 60 1001 0,2605 0,2873
15 2536 154 72 13,89 50 1005 0,2605 0,2769
25 5977 60 30 33,75 33 997 0,2644 0,2709
Tabelul 7.5. Valori experimentale G’, G”, M, Ve si € (hidrogel GI-0,3% PEQ)
Doza G" G" Mc Ve § p 23 13
(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol™) (mol m™) (nm) (kg m™) W V)2
10 4530 452 61 16,38 32 1003 0,2802 0,3968
15 5447 382 51 19,56 29 1004 0,2795 0,4000
25 14 000 248 19 51,73 19 1007 0,2826 0,3837

Se observa ca Mc si €, scad cu cresterea dozei de iradiere in timp ce densitatea de reticulare, creste sugerand o
reticulare mai puternica pentru hidrogelurile reticulate cu 25 kGy. Valorile parametrilor de structura aduc informatii
importante in ceea ce priveste utilizarea hidrogelurilor si ajuta la optimizarea proprietatilor pentru un anumit tip de
aplicatie, cum ar fi: pansamente sau sisteme de eliberare controlatda a unor medicamente. De asemenea, evaluarea
acestora in functie de doza de radiatie permite stabilirea cu certitudine daca aceste tipuri de sisteme pot fi obtinute la
o doza de iradiere care sa asigure si sterilizarea hidrogelului. Pentru fiecare dintre cele doua sisteme (cu si fara PEO),
se observa ca la doza de 25 kGy, valorile modulilor G’ sunt mari si sunt similare cu cei caracteristici unor tesuturi moi.

e Analiza FTIR
Compozitia hidrogelurilor Gl si GI — 0,3% a fost evaluata prin spectroscopie FT-IR, prin comparatie cu spectrele
FT-IR ale polimerilor componenti singulari.
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Figura 7.10. Spectrele FT-IR hidrogel Gl Figura 7.11. Spectrele FT-IR hidrogel GI-0,3% PEO

Pentru hidrogelul Gl din spectrele FT-IR (figura 7.10) s-a observat c& in intervalul (3700-2700) cm™, a crescut
intensitatea picului maxim si s-a deplasat spre numere de unda mai mari, de la 3290 em™ (10 kGy), la 3324 cm™ (15
kGy). Dupa iradierea cu 25 kGy, are loc o deplasare spre numere de unda mai mici la 3302 em’™; deplasarea spre
numere de undad mai mari se datoreaza descresterii lungimii legaturilor chimice ca o consecinta a cresterii interactiilor
intra- si inter-moleculare prin legdturi de H. Banda de amida Il (1290 cm'l) isi schimba pozitia spre numere de unda
mai mici cu aproximativ 20 cm™ si scade usor in intensitate cu cresterea dozei. Aceastd band3 este caracteristica
proteinelor cum este colagenul si oferd informatii despre structura secundara a acestora. La 25 kGy apare o noua
band3 la 1053 cm™ care este asociat3 cu introducerea unor grupari C—OH specifice alcoolilor primari, ca o consecinta a
proceselor oxidative declansate la aceasta doza de iradiere [17].

Din spectrele FT-IR inregistrate pentru hidrogelul GI-0,3% PEO (figura 7.18) s-au identificat urmatoarele picuri
caracteristice si care au fost atribuite dupa cum urmeaza: in intervalul (3700 — 2700) cm™ benzile de absorbtie devin
largi si creste intensitatea la doza de 25 kGy; picul maxim este deplasat spre de numere de unda mai mici de la 3352

m* (10 kGy) pana la 3311 cm™ (25 kGy); benzile caracteristice colagenului isi pastreaza pozitia; dupa iradierea cu 15
kGy si 25 kGy are loc deplasarea benzii de la 1104 cm™ la 1046 cm™ si este asociata cu aparitia unor grupari OH care
apartin unui alcool primar, probabil datoritd unei reactii de oxidare, care are loc fara ruperea legaturilor C-C si
transformarea gruparilor OH secundare in cetone; se observa ca dupa iradierea cu 15 si 25 kGy, apare un umar de
intensitate redusa in spectrul FT-IR la 1735 em™.

CAPITOLUL 8. EFECTUL CONCENTRATIEI DE PEO ASUPRA HIDROGELURILOR SUPERABSORBANTE
OBTINUTE DIN COLAGEN $I PVP PRIN RETICULARE CU ELECTRONI ACCELERATI

Tn acest capitol s-au obtinut hidrogeluri cu proprietati superabsorbante pornind de la retetele de preparare
optimizate anterior. Cum pentru retetele de hidrogeluri preparate anterior, cele mai bune rezultate s-au obtinut in
domeniul de doze (7,5 — 12,5) kGy, doze de iradiere insuficiente pentru asigurarea concomitenta a reactiei de
reticulare, dar si a sterilizarii produsului final, s-a considerat necesara o modificare a retetei care sa permita iradierea
cu doze mai mari si atingerea celor doud deziderate: reticulare si sterilizare. Pentru ilustrarea procesului de reticulare
s-a realizat schema 8.1 in care se prezinta principiul de baza al reactiei de reticulare initiata sub actiunea EA. Prin
iradierea unei solutii apoase polimerice se formeaza radicali liberi pe lanturile polimerilor in urma procesului de
radioliza, iar in urma reactiilor de recombinare dintre macroradicali se formeaza un material solid cu structura
compacta.

Electroni accelerati

6 MeV
NN '{,\%f*\(’: ,
f\ “‘f‘w\\.‘!“f\\ '\\‘}9‘\ Hidrogel reticulat

é

NN

Formare de radicali liberi

Schema 8.1. Schema generald de obtinere a hidrogelurilor prin iradiere
8.1. Caracterizarea hidrogelurilor de colagen/PVP/PEO

e  Analiza sol-gel

G(%) creste cu cresterea dozei de iradiere si scade cu cresterea concentratiei de PEO, domeniul de concentratie
recomandat fiind (0,2 — 0,5)%. Cu cat concentratia polimerilor este mai mare, sistemul polimeric are o viscozitate mai
mare si implicit o mobilitate redusa a macroradicalilor rezultati dupa iradiere. Cresterea concentratiei de PEO in aceste
sisteme peste 0,5% nu favorizeaza procesele de reticulare, de asemenea la concentratii sub 0,2% PEO, reticularea nu
predomina.
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Tabelul 8.3. Randamentele radio-chimice de reticulare G(X) si degradare G(S)

G(X) pmol J™* G(S) pmol J™
Cod proba Doza de iradiere (kGy)
10 15 25 10 15 25 G(S):G(X) (25 kGy)
Gl-1% PEO 0,22 0,20 0,36 0,18 0,17 0,30 0,83
GlI-0,5% PEO 0,41 0,48 0,65 0,30 0,36 0,48 0,74
Gl -0,25% PEO 0,42 0,45 0,84 0,07 0,08 0,15 0,17
Gl-0,1% PEO 0,26 0,26 0,34 0,37 0,37 0,48 1,41

Pentru sistemele preparate cu (0,25 — 0,5)% PEO, G(X) si G(S) cresc cu doza si G(X) > G(S), ceea ce pune in
evidentd predominarea proceselor de reticulare, in detrimentul celor de descompunere, in schimb in sistemele
preparate cu 0,1 % PEO, G(S) > G(X) ceea ce pune in evidentd predominarea proceselor de degradare. Pentru
hidrogelurile preparate cu 0,3% PEO in atmosfera inertd de Ar, G(X) = G(S), (capitolul 7), in acest caz s-a stabilit ca
operatii succesive de centrifugare — degazare — vidare sunt suficiente pentru obtinerea unor hidrogeluri calitativ
superioare cu G(X) >> G(S), astfel incat sa se obtina un hidrogel cu proprietati controlate prin iradiere cu fascicule de
electroni accelerati. De obicei in practica sunt intalnite urmatoarele cazuri: G(X) >> G(S), masa moleculara creste
continuu datorita legdturilor reticulate continuu; G(X) = G(S), G(S) la sfarsitul reactiei va egala G(X) si masa moleculara
va inregistra un punct de inflexiune, iar reactia generald va decurge de la reticulare — degradare; G(X) < G(S),
degradarea are loc continuu [27].

e Analiza reologica

Indiferent de concentratia de PEO adaugata in fiecare sistem, modulul G’ a crescut cu doza de iradiere si este
constant in intervalul de frecventa unghiulara investigat. La doza de iradiere de 25 kGy, modulul G' a avut valori
cuprinse intre (3241-9816) Pa si depinde de concentratia de PEO adaugata, avand cea mai mare valoare la 0,25% PEO.
Modulul G’ creste in functie de doza de iradiere, dar la concentratii mai mari de 0,35% PEO introduse in sistem, are loc
sciderea bruscd a acestui parametru. in acest caz, o concentratie de 0,35% PEO, ar putea fi consideratd optimi,
pentru Tmbunatatirea semnificativa a proprietatilor elastice a unor astfel de sisteme. Pentru toate probele pe tot
domeniul de frecventa studiat, G' este mai mare decat G", ceea ce aratd ca hidrogelurile prezinta un comportament
predominant elastic specific materialelor solide cu proprietati elastice [38].

e Gradul de gonflare si verificarea stabilitatii hidrogelurilor in medii fiziologice simulate

Tn figura 8.2 se prezint3 variatia gradului de gonflare in ap3 deionizats la 37°C in functie de timpul de imersare
si doza de iradiere. Gradul de gonflare al hidrogelurilor preparate cu diverse concentratii de PEO, depinde de doza de
iradiere si de compozitia lor, in general creste cu cu doza de iradiere si scade cu aceasta la concentratii de PEO, fie
crescute, fie reduse. Spre exemplu, hidrogelurile preparate cu (0,5-1)% PEO au prezentat un grad de gonflare cuprins
in intervalul (3000 — 7100)%, ceea ce inseamnad ca aceste hidrogeluri sunt capabile sa inglobeze in structura lor o
cantitate de ~ (30 — 71) g apd/g hidrogel. Pentru hidrogelurile preparate cu 0,25% PEO, respectiv 0,1%, gradul de
gonflare este cuprins intre (1500 — 5500)%, ceea ce inseamna ca aceste geluri inglobeaza o cantitate mai mica de ap3,
de ~ (15— 55) g apd/g hidrogel.

GG(%) determinat in solutii cu pH diferit se reduce in comparatie cu GG(%) determinat in apa deionizata si este
n toate cazurile mai mare Tn conditii de pH neutru. in solutii de pH diferit, hidrogelurile investigate au prezentat
stabilitate de peste 48 ore si au atins echilibrul dupa 8 — 10 ore. Toate hidrogelurile au o capacitate de absorbtie a
lichidelor in domeniul de pH = 5,4 — 9,4 de ~ (10-20) g lichid/g hidrogel. Gonflarea este favorabild in mediu slab acid
pentru hidrogelul produs cu 25 kGy.

Daca concentratia de PEO se reduce si mai mult, gonflarea este crescutd in mediu neutru si slab bazic. in acest
caz, hidrogelurile ating echilibrul mult mai repede, comparativ cu celelalte sisteme, adica sub 6 ore, in mediu slab acid
si neutru.
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Figura 8.2. Gradul de gonflare in apa deionizata (hidrogeluri preparate cu (0,1-1)% PEO
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Figura 8.3. Variatia lui G’ in functie de frecventa unghiulara (w) si doza absorbita

e  Caracterizarea structurii
Parametrul M¢ (masa moleculard dintre doud puncte de reticulare), scade cu cresterea dozei de iradiere pentru
compozitiile (0,25 —1) % PEO, iar densitatea de reticulare (Ve), creste cu doza de iradiere, fiind maxima la 25 kGy
pentru sistemul preparat cu 0,25% PEO. Parametrul §, scade cu doza de iradiere pentru toate concentratiile.
Tabelul 8.5.Valori experimentale pentru G', G"', M¢, Ve si §
Hidrogel GI-1% PEO

Doza G” G” Mc Ve 3 p 2/3 1/3

(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol ™) (mol m™) (nm) (kg m™) W W
10 937 187 228,54 0,45 72 1033 0,2419 0,3454
15 1253 184 163,95 0,62 63 1028 0,2412 0,3338
25 3260 85 54,98 1,87 42 1028 0,2432 0,2889

Hidrogel GI-0,5% PEO

Doza G” G Mc V, § p 23 13

(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol™) (mol m™) (nm) (kg m™) W W
10 1700 300 122,18 0,85 58 1046 0,2573 03113
15 2876 270 68,98 1,51 46 1037 0,2591 0,2978
25 5790 117 30,82 3,36 34 1034 0,2593 0,2685
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Hidrogel GI-0,25% PEO

Doza G” G” Mc Ve 3 p 23 1/3

(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol™) (mol m™) (nm) (kg m™) W) W)
10 2267 332 119,64 0,86 45 1033 0,2691 0,3936
15 3452 309 73,83 1,40 38 1036 0,2671 0,3715
25 9816 207 23,73 4,36 24 1035 0,2678 0,3390

Hidrogel GI-0,1% PEO

Doza G" G" Mc Ve 3 p 2/3 1/3

(kGy) (Pa) (Pa) (kg mol™) (mol m™) (nm) (kg m™) Wha s
10 1163 206 191,74 0,53 63 1025 0,2450 0,3583
15 1716 164 127,00 0,81 53 1032 0,2460 0,3459
25 3241 82 58,25 1,77 42 1035 0,2475 0,2972

CAPITOLUL 9. EFECTUL RADIATIILOR IONIZANTE ASUPRA STABILITATII TERMICE A GELURILOR DE
COLAGEN-PVP

9.1. Stabilitatea termica a colagenului iradiat

Date de literatura arata cd molecula de colagen este de 10 ori mai rezistenta la iradiere fatd de alte proteine
(de exemplu ADN). Cel mai important proces observat in structura colagenului sub influenta radiatiilor ionizante (X,
electroni accelerati sau y), este hidroliza legaturilor peptidice. Daca iradierea colagenului are loc in prezenta apei,
procesele distructive incep sa predomine doar la dozele care depasesc 50 kGy. Reticularea colagenului prin iradiere
are loc prin dezaminari oxidative, cu formare de legaturi imince sau aldolice, conferindu-i rezistenta mecanica si
termica [39]. Temperatura maxima din curbele DSC reflecta temperatura de denaturare (Ty), iar entalpia de
denaturare (AH4) da indicatii asupra interactiilor intra si intermoleculare [40]. In literatura de specialitate sunt
evidentiate doud procese distincte in domeniul de temperaturd (20-400)°C [41]: (25-125)°C un proces endoterm,
atribuit deshidratarii termice si (125-400)°C un proces exoterm, atribuit descompunerii termo-oxidative.

Stabilitatea termicd a gelului de colagen iradiat cu doze (5 — 100) kGy a fost investigata prin calorimetrie
dinamica diferentiald in atmosferd inertd de azot cu o viteza de incélzire de 10 K/min (figura 9.1). Din datele DSC
obtinute se observa c3 stabilitatea termicd este diferitd pe zone distincte din intervalul de temperaturs folosit. in
intervalul de temperaturd (20 — 80)°C apare un pic endoterm, larg cu inflexiuni multiple. Se observa cad pentru proba
iradiata cu 5 kGy, picul maxim apare la 63,2°C, iar prin deconvolutie se observa ca este suma a trei procese endoterme
independente, cu maxime la: 47,1°C, 61,4°C si 68,8°C.

Temperatura de 47,1°C poate fi atribuitd procesului de gelatinizare al colagenului. Cu cresterea dozei de
iradiere pana la 60 de kGy s-a observat cresterea Td si AH4. Schimarile conformationale care au loc Tn molecula
colagenului dupa iradiere produc o scadere a temperaturii de denaturare. Alte tipuri de transformari ale moleculei de
colagen au loc prin procese de gelatinizare sau denaturare ireversibila, prin care structura triplu-helix trece intr-o
structura aletorie (ghem) [42]. Dupa cum sugereaza mai multi autori, picul endoterm de la 61,9 °C provine din tranzitia
structurii triplu-helix a moleculelor de colagen in structuri infasurate aleatoriu. Legaturile de hidrogen intra si inter-
moleculare, precum si legaturile de hidrogen provenite de la apa, dau stabilitate structurii triplu-helix a moleculei de
colagen.

9.2. Stabilitatea termica a PVP-ului iradiat

Pentru solutia de PVP neiradiats, procesul de deshidratare are loc la 108,6°C cu o entalpie egald cu 309,1 J/g; la
5 kGy scade temperatura de deshidratare la 99,5°C, iar entalpia procesului creste la pan la valoarea de 674,7 J/g. In
intervalul de doze (10-50) kGy, temperatura de deshidratare creste de la 105,2°C—115,3°C, iar entalpia de asemenea
creste de la 567 J/g la 620,5 J/g. Cresterea temperaturii necesare procesului de deshidratare cu aproximativ 10 grade
se datoreaza aparitiei reactiilor de reticulare intra si intermoleculare si care impiedica eliminarea apei legate,
necesitand temperaturi mai mari. Al doilea proces identificat in curba DSC apare la 444,5°C pentru proba neiradiat3,
iar cu cresterea dozei de iradiere se observa deplasarea picului spre temperaturi usor mai mici. La doza de 100 kGy,
temperatura de descompunere, a scizut la 434,5°C, ceea ce indici existenta proceselor de degradare a moleculei de
PVP. Procesul de descompunere termica al PVP-ului neiradiat si iradiat are loc prin doua procese (figura 9.3): intre (40
— 250)°C are loc pierderea fizicd a apei, iar intre (350 — 550)°C au loc procesele de termo-oxidare sau de
descompunere. De la (0 —5) kGy, maximul primului proces scade de la 105°C la 95,9 °C cu o pierdere de mas3 de 1,8% -
3,77 %. De la (0 — 50) kGy maximul primului proces creste de la 105°C la 113,5°C, iar pierderea de masd scade sub 2%.
La doza de 100 kGy, picul maxim scade la 101°C si pierderea de masi este de 3%; pentru al doilea proces de
descompunere al PVP-ului, maximul procesului a fost identificat la ~450°C, iar cu cresterea dozei de iradiere nu s-au
observat deplasari semnificative ale picului. Din evaluarea rezultatelor obtinute mai sus se poate concluziona ca atat
colagenul, dar si PVP nu prezinta modificari importante din punct de vedere al stabilitatii termice la iradierea cu
fascicule de electroni accelerati.
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Figura 9.3. Curbele DTG pentru PVP neiradiat si iradiat

9.3. Stabilitatea termica a amestecurilor de colagen si PVP la iradiere

Pentru amestecurile de colagen-PVP iradiate cu doze cuprinse in intervalul (5 — 30) kGy datele DSC si TG/DTG
pun in evidenta o tranzitie sticloasa caracteristica gelului. Temperatura caracteristica acestei tranzitii creste cu doza de
iradiere de la 184,3°C la 204,2°C. Celelalte picuri prezente in curbele de analizi termicid sunt corespunzitoare

structurii colagenului si PVP-ului din structura gelului obtinut prin iradiere.

Termin

oscinwes o [Sa— Torsmin —
o T T e | " Lexo 100 | sl mae " ' " lexo|100 o5l wwe " ' T lexa|100
0.4l P oo }so
0.z} Leo 0.0 [ 80
Ly [70 05 L70
0.2f L6
60 1.0 -
0.4l " 50
06| A5 40
Lao i \ |
0.8} / 30
colagen-PVP - 5 kGy | L30 colagen-PVP - 10 kGy | 20 colagen-PVP - 30 kGy I
1.0~ T T T T T T T T 2.0 = T T T T T T T T 20 T T T T T T T T T
S 100 th a0 2t 0 30 40 a0 o0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 B N SN e N N N P N s
T°c e
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de colagen-PVP iradiat cu 5 kGy amestec de colagen-PVP iradiat cu 10 kGy = amestec de colagen-PVP iradiat cu 30 kGy

CONCLUZII GENERALE
Tn aceastd lucrare se prezintd rezultatele experimentale cu privire la sinteza si caracterizarea fizico-chimics a

unor hidrogeluri obtinute prin reticulare cu radiatii ionizante. Prin aceasta metoda, s-au obtinut mai multe retete de
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hidrogeluri superabsorbante (colagen/PVP, colagen/PVP/PEQ) care pot sta la baza obtinerii de pansamente destinate
vindecarii rapide a unor leziuni cutanate. in functie de metoda de reticulare aleas3, de parametrii de iradiere si de
compozitia amestecurilor s-au obtinut hidrogeluri cu proprietati elastice, de gonflare si morfologice diferite si in
acelasi timp cu calitate buna pentru scopul urmarit.

e Tn cazul hidrogelului de colagen-PVP obtinut cu radiatii y in absenta oxigenului si fird addugare de agenti de
reticulare din analiza rezultatelor experimentale a reiesit ca reactia de reticulare are loc, dar proprietatile de gonflare
sau de elasticitate sunt reduse in comparatie cu cele ale hidrogelurilor obtinute prin iradiere cu electroni accelerati.
Pentru acest sistem, utilizarea unei doze de radiatie de 25 kGy care sa asigure si sterilizarea produsului concomitent cu
producerea reactiei de reticulare, conduce la obtinerea unui hidrogel mai slab din punct de vedere al proprietatilor
reologice (modulul de elasticitate al acestor geluri nu a depasit valoarea de 100 Pa.)

e Reticularea sistemului de colagen/PVP cu fascicule de electroni accelerati a dus la obtinerea unor hidrogeluri
superabsorbante caracterizate de o elasticitate mult superioard celor celor obtinute cu radiatii y. Adaugarea unei
cantitati reduse de agent de reticulare solubil in apa, cum este N’N-metilbisacrilamida (NMBA) a crescut considerabil
gradul de gonflare in apa deionizata (11 000%). De asemenea, stabilitatea hidrogelurilor s-a mentinut timp de 48 h in
aceste conditii.

e Hidrogelurile obtinute cu fascicule de electroni accelerati, au un modul de elasticitate cuprins intre (1800-
8400) Pa, parametru reologic care constituie o caracteristica de bazd in evaluarea calitatii unui hidrogel.

e De remarcat este faptul ca acest interval al modulului de elasticitate este in buna aproximatie corespunzator
pielii umane sau al unor tesuturi moi.

e S-a stabilit ca pentru obtinerea unui hidrogel superabsorbant din colagen si PVP cu stabilitate demonstrata in
medii similare celor fiziologice (pH = 7,4, 37°C, peste 48 de ore) , un grad de gonflare peste 2000%, parametrii M¢ = 60
— 66 kg:mol™ si € = 53 — 54 nm, controlati prin modificarea dozei de iradiere, dar si prin stabilirea unor concentratii
adecvate ale polimerilor care alcatuiesc solutia initiala.

e Prin utilizarea unor concentratii crescute de polimeri (ex. colagen mai mult de 1%), (PVP mai mult de 7%) sau
de agenti de reticulare (mai mult de 0,5 %) predomina reactiile de degradare care conduc la obtinerea unui hidrogel
cu proprietati mai slabe din punct de vedere elastic si care probabil vor disocia in contact cu ranile.

e Reticularea cu fascicule de electroni accelerati a sistemelor de colagen/PVP si colagen/PVP/PEO in atmosfera
inerta (Ar) a condus la obtinerea de hidrogeluri cu un grad de reticulare crescut in comparatie cu cele obtinute in
absenta aerului, pentru care randamentele radiochimice de reticulare, au fost mai mari de 5 ori. Aceste hidrogeluri au
avut un grad de gonflare de 4000% la doza de 25 kGy. Prin adaugarea unei concentratii de 0,3% PEO in compozitia
acestor hidrogeluri, a scazut gradul de gonflare, dar a crescut modulul G’ pana 14 000 Pa. Hidrogelurile obtinute in
atmosferad inerta au fost stabile atat in apa deionizata, cat si in medii cu pH cuprins in intervalul (5,4 — 9,4). Domeniul
de pH ales asigura stabilitatea Tn conditii de piele sdanatoasa sau rana infectata.

e Studiile de difuzie Tn apa deionizata si medii cu pH diferit au aratat ca toate hidrogelurile prezinta o
comportare ne-Fickiana, care este specifica hidrogelurilor reticulate. Cu cat gradul de reticulare este mai mare, difuzia
scade corespunzator si are loc in doua etape. Adaugarea de PEO (polimer netoxic) si care induce elasticitate in
compozitia hidrogelurilor a imbunatatit difuzia atat in apa deionizata, dar si in solutii cu pH diferit.

e Parametrii M¢ si § au scazut cu cresterea dozei de iradiere, iar densitatea de reticulare a crescut.

e Caracteristicile reologice ale acestor hidrogeluri, similare tesuturilor moi, le fac utilizabile in ingineria tisulara.
fn tezd s-a urmdrit optimizarea randamentului de reticulare concomitent cu sterilizarea produsului, optimizarea
proprietatilor elastice si a stabilitatii in medii fiziologice prin addugare de PEO in concentratii (0,2 — 0,5)% care asigura
predominant reactii de reticulare. O concentratie de 0,35% PEO asigura o elasticitate de pana la 16 000 Pa.

e Datele obtinute in teza au aratat ca hidrogelurile se pot obtine atat in vid cat si in atmosfera inerta, ceea ce
implica costuri diferite de fabricatie, dar si raport diferit intre procesele de reticulare si cele de degradare.

e S-astabilit ca operatiile: de centrifugare, degazare si vidare nhainte de iradiere sunt suficiente pentru a obtine
un hidrogel cu proprietati controlate.

Pentru sistemele studiate din punct de vedere termic, in intervalul de doze (5 —30) kGy nu se inregistreaza
modificdri fata de sistemele neiradiate.
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