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PROCEDEU SI COMPOZITIE DE OBTINERE PRIN
ELECTROFILARE/ELECTROPULVERIZARE A UNOR SUPRAFETE
POLIURETANICE BIOACTIVE (BIOCOMPATIBILE $SI ANTIMICROBIENE)
PENTRU UZ MEDICAL SI FARMACEUTIC

Inventia se referd la obtinerea prin electrofilare/electropulverizare de suprafete
biocompatibile cu proprietiti antibacteriene pe baza de Poliuretan (PU), Ag si biopolimeri
naturali (BP) (colagen hidrolizat, elastind, condroitin sulfat si acid hialuronic) destinate pentru
utilizarea in domeniu biomedical ca materiale biocompatibile §i bioactive.

Poliuretanii constituie una dintre cele mai cunoscute clase de biomateriale aplicate
pentru dispozitive medicale[']. Datoritd proprietatilor mecanice adecvate, poliuretanii sunt
utilizati in multe dispozitive biomedicale (catetere, inimi artificiale). Desi au in general o
biocompatibilitate buni, cresterea hemocompatibilitatii i biocompatibilitatii este de interes
practic in multe situatii [*].

Electrofilarea [*] este un proces prin care un jet polimeric foarte subfire incarcat
electrostatic curge spre un electrod colector metalic datoritd fortelor electrostatice. In urma
evapordrii solventului jetul de polimer se solidifica si se obtine astfel pe colector o structura
de micro/nano fire polimerice, cu raport suprafatd/volum mare, cu diametre de ordinul
0.01+10 pm. In cazul in care pe colector nu se obtin fire ci numai particule procesul se mai
numeste electropulverizare.

Nanoparticulele de argint (Ag-NP) pot fi folosite in aplicatiile biomedicale ca agenti
antibacterieni cu spectru larg, cu actiune inhibitoare atat pentru bacteriile Gram pozitive si cat
si pentru cele Gram negative. Datoritd raportului suprafatd volum mare nanoparticulele de
argint au o reactivitate sporita avand activitate antibacteriani chiar si la concentratii mici [*].
Activitatea antibacteriand a nanoparticulelor de argint este mai ridicatd cdnd dimensiunea
acestora este mai scazutd (de ordinul 10 nm sau mai mici) [’].

Proprietatile nanoparticulelor de argint depind in mare masura de modul de distribuire al
acestora in matricea polimericd si de modul in care acestea intrd in contact cu mediul

inconjurator. Prin urmare incorporarea acestora in interiorul §i implicit la suprafata
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G.A., Martinez-Martinez R.E., Loyola-Rodriguez J.P., Patifio-Marin N., Reyes-Macias J.F ., Ruiz F., Mater Letters, 63:2603-2606 (2009).



A-2014--00651-
2.8 -08- 0%

nanofirelor oferd ocazia de a produce materiale fibroase performante prin electrofilare.
Datoritid dimensiunilor nanometrice si a raportului mare suprafatd/volum al nanoparticulelor
inglobarea acestora in interiorul (si implicit si la suprafata) nanofirelor polimere conduce la
cresterea cantitdtii de argint sub formd de nanoparticule care este accesibild pentru
interactiunea cu mediul extern. Cu cét grosimea nanofirelor € mai mica cu atat raportul dintre
NP aflate la suprafatd si NP aflate in volum creste - la limita, cand grosimea nanofirelor e
comparabild cu dimensiunile NP practic toate NP se afld la “suprafatd”). Astfel nanofirele
polimere actioneazd ca suport pentru nanoparticule, ele avand dimensiuni aproximativ
comparabile cu cele ale nanoparticulelor, cu rol de incapsulare si imobilizare, precum si ca
agent de stabilizare.

Incorporarea fiecirui component natural in poliuretanul sintetic contribuie la
imbunitétirea caracteristicilor matricei polimerice si a
biocompatibilitatii/hemocompatibilititii. Colagenul si elastina joacd un rol esential in
mentinerea elasticitafii si a rezistentei la rupere a materialelor si mai mult procesul de
vindecare de la nivelul pielii este condus de ambii compusi, in plus colagenul detine
imunogenitate foarte scdzutd. Acidul hialuronic (HA) reprezinti o alegere potrivitd pentru a fi
incorporat intr-o matrice deoarece oferd proprietdfi de lubrifiere foarte bune, este foarte
hidrofil §i influenteazi numeroase functii celulare precum migrarea, adeziunea §i proliferarea
si de asemenea ajutd la regenerarea pielii i augumentare. Condroitin sulfatul (CS) protejeazi
o varietate largi de molecule (de ex. lipide, proteine si ADN) si celule din diferite organe. In

plus, exercitd o oarecare activitate antioxidant i are efecte antiinflamatoare.

Procedeul conform inventiei de obtinere prin electrofilare/electropulverizare a

unor suprafete poliuretanice bioactive consté in doui etape:

I. Obtinerea nanoparticulelor de argint s-a realizat in solutie de poliuretan (in situ) prin
reducerea argintului din azotatul de argint (AgNO;) cu N,N-dimetilformamidd (DMF), care
poate actiona ca un reducitor pentru sirurile de argint [°], la temperatura camerei, timp de 2
ore, unde are loc urmitoarea reactie:

HCONMe, +2Ag" + H,0 — 2Ag’ + Me;NCOOH + 2H"

Procesul de reducere si formarea argintului coloidal sunt evidentiate prin schimbarea in

timp a culorii solutiei de la incolor la galben brun (absorbtia radiatiei vizibile fiind datorata

© Pastoriza-Santos 1., Liz-Marzan L. M., Langmuir 15: 948-951 (1999).
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fenomenului de rezonanta plasmonica [7]). Solutiile cu formulérile PU/BP/Ag utilizate pentru
electrofilare/electrodepul verizare s-au preparat in DMF si o picéturd de apa.
II. Acoperirea propriu-zisa a filmelor de PU cu formuldrile PU/BP/Ag prin

electrofilare/electropulverizare.

Procedeul si biocompozitele cu matrici extracelulare incorporate obtinute in acest mod
prezintd urmatoarele avantaje:

- se pot depune straturi foarte subtiri cu grosime controlabila;

- se poate controla morfologia straturilor depuse prin modificarea conditiilor de
electrodepunere (tensiunea aplicatd, distanta dintre ac si colector, concentratia solutiei
utilizate si debitul de depunere) in scopul modificérii caracteristicilor de suprafatd fara a
modifica si pe cele de volum;

- prezenta argintului imprimd materialului polimeric caracter antibacterian si

imbunititeste abilitatea PU de a forma nanofire prin electrofilare;

.....

EXEMPLUL 1

Poliuretanul utilizat pentru electrofilare s-a dizolvat in N, N-dimetilformamida (DMF)
pentru a obtine o solutie de concentratie 0,3 g/ml. Pentru a obtine o solutie cu un continut de
argint de 0,01 g/g raportat la poliuretan se adauga 0,01574 g AgNOs; in 1 ml de solutie de
poliuretan de concentratie 0,3 g/ml. Reducerea Ag se realizeazd conform procesului descris
anterior la sectiunea I.

Solutiile preparate cu si fard Ag au fost depuse prin electrofilare/electropulverizare -
Figura 1 - pe membrane de PU (in prealabil preparate prin metoda evaporérii solventului)
plasate pe colectorul metalic.

Figura 1

Schema instalatiei este prezentatd in Figura 1. Aparatul constd dintr-o sursd de inaltd
tensiune continud (0-30 kV), platan rotitor metalic si o seringa orientata cu acul perpendicular
pe acesta. Tensiunea inaltd este aplicatd intre platanul metalic si acul seringii. Solutia de
poliuretan din seringd este impinsd afara cu debit constant. Parametrii utiliza{i pentru
acoperirea filmelor de poliuretan prin electrofilare/electropulverizare au fost: tensiunea dintre
acul seringii si platanul colector 20 kV; distanfa dintre acul seringii si platan 7,5 c¢m; debitul

solutiei de polimer 1 pl/min; timp de depunere 30 min.

7 Pastoriza-Santos 1., Liz-Marzan L.M., Pure Appl Chem. 72:83-90 (2000).
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S-au obtinut fie suprafete acoperite uniform, compacte sau mese de nanofibre cu o
grosime de aproximativ 3 um si densitate superficiald de masa de 0,3 mg/cm?.

S-au determinat urmatoarele proprietaii ale probelor acoperite cu PU/Ag si
biocompozite poliuretanice cu matrice extracelulara (PU/BP/Ag) in comparatie cu proba
acoperitd numai cu PU: morfologia, diametrul §i mairimea particulelor/firelor, hidrofilia
suprafetelor obtinute, rugozitatea si proprietatile antibacteriene. Rezultatele sunt prezentate
pentru toate exemplele mentionate cuplat in figurile 1- 7 si Tabelele 1- 5
Figura 1
Tabel 1
Morfologia acoperirilor de PU obtinute se modificd prin adaugarea argintului trecand de la o
morfologie predominatd de particule relativ mari (aproximativ 2,2+0,9 pum) la una
predominant cu fibre. Particulele ramase sunt mult mai putine si de dimensiune cu 30% mai
micd. Formarea de mese de nanofibre conduce si la o scddere a rugozititii suprafetei, aceasta
devenind mai omogena.

Figura 2

Prin adiugarea argintului in matricea de PU se modifica hidrofilia suprafetei, si anume
aceasta scade, materialul obtinut fiind ugor mai hidrofob (Figura 3).

Testele antimicrobiene pe trei bacterii diferite Escherichia coli, Listeria monocytogenes
si Salmonella typhymurium au evidentiat cd matricea polimericd, poliuretanul, nu inhiba
dezvoltarea culturilor bacteriene in schimb, prin addugarea argintului acestea inceteazi sa se
mai dezvolte. Caracterul antibacterian este influentat de concentratia Ag prezentd in sistemul
polimeric, si anume pentru o inhibare totald este necesar o concentratie de Ag de minim 0.5%

(Tabel 2). Materialele astfel obtinute prezintd o activitate mai pronunfati in cazul bacteriei
Salmonella typhymurium.

Tabel 2

EXEMPLUL 2

In solutia de poliuretan de concentratie 0,3 g/ml s-a addugat o suspensie de colagen
hidrolizat (HC) in DMF la 60 °C si s-a lisat la agitat timp de 1 min. Mai apoi a fost adiugati
solutia de k-elastind (kEL) in amestecul obtinut, sub agitare puternicd, la 45-50 °C. Dupi 5-10
min, amestecul devine omogen si limpede. Amestecul astfel obfinut a fost impartit in doua
parti egale iar la fiecare parte a fost adaugatd pulbere de glicozaminoglican (acid hialuronic
(HA) si respectiv condroitin sulfat (CS)). sub agitare puternic la 45-50 °C. In amestecurile

astfel obfinute s-a addugat azotat de argint conform procedeului descris mai sus.

4
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Formuldrile preparate cu si fard Ag si biopolimeri au fost depuse prin
electrofilare/electropulverizare pe membrane de PU.

In Figura 4 sunt ilustrate micrografiile electronice de baleiaj si in Tabelul 1 sunt date
diametrul particulelor si a nanofibrelor precum si rugozitatea determinaté prin microscopia de
forta atomica (AFM) inregistrate pentru compozifia poliuretan/biopolimeri/acid hialuronic cu
si fara argint.

Figura 4

Din imaginile de microscopie electronica de baleiaj (SEM) se observa ca pe miasuri ce
continutul de Ag creste in sistemul PU/BP/HA are loc modificarea morfologiei din
predominant formatd din particule in morfologie preponderentd cu nanofibre, diametrul
particulelor si al nanofirelor scdzand in urma addugarii de argint in matricea polimerica (Tabel
1) astfel incat la continuturi mici de Ag decurge electropulverizarea iar la continuturi mari
este predominanta electrofilarea.

Prezenta matricilor extracelulare (colagen, elastind si acid hialuronic sau condroitin
sulfat) in sistemul polimeric determina o crestere a hidrofiliei matricei polimerice, prin urmare
o imbunététire a biocompatibilititii. Acest lucru este evidentiat de o scddere semnificativa a
unghiului de contact cu apa de la 94°, in cazul PU, la 45° in cazul sistemului PU/BP/HA.
Adosul de Ag in sistemul polimeric PU/BP/HA determiné o crestere a unghiului de contact cu
apa, astfel suprafata devenind usor mai hidrofoba (Figura 3).

Dupa cum se observa din datele prezentate in Tabelul 2 activitatea antibacteriani a
materialelor obtinute depinde de continutul de argint precum si de tipul bacteriei testate. Prin
adaugarea argintului in sistemul polimeric PU/BP/HA se observa cd toate probele prezinta
activitate antibacteriand dupa 48 de ore. Dupa cum era de asteptat, incorporarea polimerilor
biologici in matricea de PU conduce la o usoard scadere a activitdtii antibacteriene, in acest
caz disponibilitatea argintului pentru interactiunea cu bacteriile scade datoritd interactiunilor

puternice care apar intre metal si biopolimeri.

EXEMPLUL 3

Conform procedeului descris in Exemplul 2 s-a obtinut si compozitia poliuretan/colagen
hidrolizat/elastind/condroitin sulfat (PU/BP/CS). Condroitin sulfatul (CS) s-a incorporat in
matricea polimericd deoarece este cunoscuti actiunea sa de a proteja o varietate de molecule
din organismul viu (de ex. lipide, proteine si ADN) precum si diferite celule. De asemenea,

acest compus prezintd activitate antioxidanta si proprietéti antiinflamatoare.

L
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Si in acest caz imaginile SEM (Figura 5) au evidentiat o imbunitétire a capacitatii de
electrofilare a amestecului polimeric pe bazd de PU/BP/CS prin adaugarea argintului. Prin
cresterea confinutului de Ag la 1% (g/g raportat la PU) se oservd obtinerea unei mege
compacte de nanofibre.

Diametrul particulelor si rugozitatea suprafetei scad semnificativ prin adiugarea
argintului in sistem. De la o rugozitate de 360 nm determinatd pentru proba PU/BP/CS se
ajunge la o valoare de 140 nm in cazul probei ce contine 1%Ag (g/g raportat la polimer).

Figura 5

Unghiurile de contact cu apa in cazul suprafetelor de poliuretan acoperite cu PU/BP/CS
(Figura 3) prezintd o tendintd de scddere in urma adaugirii biopolimerilor, suprafetele
devenind mai hidrofile. Adaosul de Ag in matricea polimericd conduce la o crestere a
unghiului de contact, de la 67° in cazul PU/BP/CS pand la 75° in cazul sistemului
PU/BP/CS/1%Ag, obtindndu-se astfel materiale cu un raport echilibrat intre componenta

hidrofila si hidrofoba, lucru necesar pentru materialele utilizate in contact cu séngele si

mediul biologic in general.

o
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PROCEDEU SI COMPOZITIE DE OBTINERE PRIN

ELECTROFILARE/ELECTROPULVERIZARE A UNOR SUPRAFETE

POLIURETANICE BIOACTIVE (BIOCOMPATIBILE SI ANTIMICROBIENE)

II.

PENTRU UZ MEDICAL SI FARMACEUTIC

REVENDICARI

Procedeu in doud etape pentru obtinerea de biocompozite pe bazd de poliuretan
(PU)/biopolimeri naturali (BP)/nanoparticule de argint (AgNPs) caracterizat prin
aceea cd, prima etapa consti in obtinerea nanoparticulelor de argint prin reducerea
in situ utilizand N,N-dimetilformamida ca si agent de reducere si poliuretanul (PU)
si amestecurile (PU/BP) ca si agenti de stabilizare pentru AgNPs; si acoperirea
prin electrofilare/electropulverizare a membranelor de PU (obtinute in prealabil
prin tehnica evapordrii de solvent) cu formuldrile PU/BP/Ag, in conditiile
experimentale: tensiunea dintre acul seringii §i platanul colector 20 kV; distanta
dintre acul seringii i platan 7,5 ¢cm; debitul solutiei de polimer 0,1 mL/min; timp
de depunere 30 min.

Compozitie pentru biocompozite cu matrice extracelulard obtinute prin
electrofilare/electropulverizare caracterizata prin aceea cd este formatd dintr-un
strat suport de poliuretan §i un strat cu grosimea de 3 pm din amestec 9 g
poliuretan (PU) + 0,9 g colagen hidrolizat (HC) + 0,09 g k-elastind (kEL) + 0,01 g
acid hialuronic (HA) sau 0,1% condroitin sulfat si Ag depus din solutie prin
electrofilare/electropulverizare conform procedeului descris in revendicarea 1.
Biocompozitele au morfologie si proprietiti de suprafatd controlabile si prezintad
activitate antimicrobiand inhiband dezvoltarea bacteriilor patogene Salmonella
typhymurium, Escherichia coli si Listeria monocytogenes putand fi materiale cu
potentiale aplicatii atdt in domeniul medical pentru obtinerea de dispozitive
medicale de tipul cateterelor dar si in domeniul ambalajelor farmeceutice si

alimentare.

50
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DESENE EXPLICATIVE

Figura 1. Schema instalatiei pentru electrofilare/electropulverizare: (1) sursd de tensiune
de curent continuu 0-30 kV, (2) platan rotitor metalic, (3) acul seringii, (4) seringd, (5)

dispozitiv de deplasare a pistonului seringii, (6) substrat din membrana de PU

Figura 2. Imagini SEM ale suprafetelor de poliuretan cu si fird Ag obtinute prin

electrospinning (PU/Ag): (a) PU; (b) PU/0,2Ag%s; (c) PU/1% Ag
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Figura 3. Variatia unghiului de contact cu apa in functie de continutul de Ag adaugat

pentru sistemul martor (PU) si PU/BP

Figura 4. Imagini SEM ale filmelor de poliuretan acoperite cu poliuretan/acid hialuronic cu si

fard Ag (PU/BP/HA/Ag): (a) PU; (b) PU/HA; (c) PUHA 0,2% Ag; (d) PU/HA 1% Ag

Figura 5. Imagini SEM ale filmelor de poliuretan acoperite cu poliuretan/condroitin sulfat cu

si fird Ag (PU/CS/Ag): (a) PU; (b) PU/CS; (c) PU/CS 0,2% Ag; (d) PU/CS 1% Ag
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Tabel 1. Diametrul particulelor si al nanofirelor determinat din imaginile SEM si rugozitatea
suprafetelor determinata prin AFM in cazul filmelor de poliuretan acoperite cu PU/Ag,

PU/BP/HA/Ag si PU/BP/CS/Ag.

Proba Diametrul Diametrul Rugozitatea

particulelor firelor (nm) medie patraticd

(um) din AFM (nm)
PU 2,240,9 230185 370
PU-0,2%Ag 1,810,7 160245 216
PU-1%Ag 0,710,1 125435 157
PU-HA 0,910,3 100+50 479
PU-HA-0,2%Ag 1,0+£0,4 120440 208
PU-HA-1%Ag 0,00 165110 148
PU-CS 0,8+0,4 100135 360
PU-CS-0,2%Ag 0,8540,35 120140 380

PU-CS-1%Ag 0,00 140190 140
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Tabel 2. Procentele de inhibare a dezvoltarii bacteriilor manifestate de materialele pe bazé de

biopolimeri si argint incorporate in matrice de poliuretan.

Inhibare %, 24 h %, 48h
Proba
Escherichia coli (ATCC 25922)
PU 21 43
PU 0,2%Ag 82 90
PU 0,5%Ag 83 95
PU 1%Ag 85 95
PU-HA 41 69
PU-HA 0,2%Ag 62 73
PU-HA 0,5%Ag 70 81
PU-HA 1%Ag 77 82
Listeria monocytogenes (ATCC 7644)
PU 33 S5
PU 0,2%Ag 79 98
PU 0,5%Ag 100 100
PU 1%Ag 100 100
PU-HA 48 67
PU-HA 0,2%Ag 57 71
PU-HA 0,5%Ag 90 100
PU-HA 1%Ag 86 100
Salmonella typhymurium (ATCC 14028)
PU 14 38
PU 0,2%Ag 100 100
PU 0,5%Ag 100 100
PU 1%Ag 100 100
PU-HA 72 92
PU-HA 0,2%Ag 84 98
PU-HA 0,5%Ag 89 99

PU-HA 1%Ag 27 94
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