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functie de continutul de pullulan in reteaua tri-dimen-
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COMPOZITIE SI PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR MATERIALE
SUPERABSORBANTE PE BAZA DE PULLULAN

Prezenta inventie se referd la un produs sub formad de hidrogel si la un procedeu de
obtinere a acestuia, cu utilizdri in domeniul farmaceutic si medical. Retelele polimerice tri-
dimensionale reticulate chimic, pe bazd de pullulan si celulozd, se caracterizeaza printr-o
capacitate mare de absorbtie a apei sau a substantelor farmacologic active, precum s§i o
citotoxicitate redusa.

Se stie cd, polizaharidele si derivatii acestora se numird printre cele mai versatile
materiale polimerice, una dintre diversele utilizari fiind in prepararea de hidrogeluri, definite ca
retele tri-dimensionale reticulate ale polimerilor, capabile de umflare sau de deformare reversibild
in apd si de retinere a unui volum mare de lichid in stare umflata.

In ultimii ani, exo-polizaharidele microbiene au primit o atentie sporitd datoritd
proprietitilor fizico-chimice si biologice deosebite, cdt si a biodegradabilitétii lor. Dintre acestea,
pullulan-ul care este o exo-polizaharidi neionica de origine fungica, a fost utilizata in diferite
aplicatii prin prisma caracterului siu lipsit de toxicitate, mai ales de risc mutagenic si
carcinogenic.

Pullulan-ul este un polimer natural produs in principal de drojdii, cum ar fi:
Aureobasidium pullulans (1958), Tremella mesenterica (1971), Cytaria harioti (1977), Cytaria
darwinii (1986), Teloschistes flavicans (2002), Rhodotorula bacarum (2003), Cryphonectria
parasitica (2006) [R. S. Singh, N. Kaur, V. Ranab, J. F. Kennedy, Pullulan: A novel
molecule for biomedical applications, Carbohydr. Polym., 171, 102-121, 2017].

Acesta este solubil in apd si solutii alcaline si prezintd un continut ridicat de grupe
hidroxilice de-a lungul lanturilor macromoleculare, ceea ce ii confera o flexibilitate a lanturilor si
in plus o activitate fiziologicid inerenti. De asemenea, este un polimer biocompatibil i

biodegradabil, ce prezintd proprietdti anticoagulante, antitrombotice si antiinflamatorii, fiind un
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produs complet comestibil datorita lipsei totale de toxicitate sau mutagenitate [S. Tabasum, A.
Noreen, M. F. Maqsood, H. Umar, N. Akram, Z.-i-H. Nazli, S. Ali S. Chatha, K. M. Zia, A
review on versatile applications of blends and composites of pullulan with natural and
synthetic polymers, Int. J. Biol. Macromol., 120, 603-632, 2018].

Proprietiti sale fizice si chimice unice, permit utilizarea pullulanul si a derivatilor acestuia
in numeroase aplicatii alimentare, farmaceutice si biomedicale.

In acest sens, poate fi utilizat ca material de ambalaj non-poluant pentru suplimente
alimentare, datoritd capacitétii sale de a fi biodegradabil, fard gust si fard miros. Filmele pe baza
de pullulan sunt transparente, incolore, comestibile si antistatice, foarte impermeabile la oxigen
si, de asemenea, au proprietdfi mecanice excelente si sunt etansabile la cald [B. Niu, P. Shao, H.
Chen, P. Sun, Structural and physiochemical characterization of novel hydrophobic
packaging films based on pullulan derivatives for fruits preservation, Carbohydr Polym.,
208, 276-284, 2019]. Aceste filme pot fi utilizate pentru a pastra continutul de umiditate din
alimente si pentru proprietétile lor antimicrobiene, care actioneaza prin suprimare respiratiei
florei microbiene.

Aplicatiile biomedicale ale pullulan-ului includ eliberarea controlatd si tintitd de
medicamente sau principii active, furnizarea de gene si ingineria tisulard care variazd de la
performantele lor ca purtatori de medicament sau de la capacitatea lor de incapsulare a celulelor
vii, pand la aceea de a contribui la refacerea oaselor si cartilajelor si la repararea tesuturilor si
vindecarea ranilor Biomaterialele bazate pe pullulan prezinta potentialul de a facilita strategiile de
inlocuire dermicd si ingineria tesuturilor vasculare, pentru celulele musculare netede de iepure
(SMCs) si celulele endoteliale umane (EC). Conjugatul de pullulan cu materiale terapeutice
prezintd o eliberare {intitd a moleculele citotoxice in zona infectata (ficat, plaman, creier i splind)
si de asemenea, o bioactivitate ridicata [R. S. Singh, N. Kaur, V. Rana, J. F. Kennedy, Recent
insights on applications of pullulan in tissue engineering, Carbohydr. Polym., 153, 455-462,
2016; X. Cheng, Biomaterials for tendon/ligament and skin regeneration in Biomaterials in
Regenerative Medicine, Ed. L. A. Dobrzanski, IntechOpen Publisher, capitol 11, 327-240,
2018].

Se cunoagste faptul ca, in ultimii ani s-au realizat numeroase brevete referitoare la
obtinerea de filme, pelicule, materiale de acoperire, capsule sau geluri pe bazi de pullulan, cu o
gama larga de aplicatii.

Brevetul US 4623394 descrie prepararea de articole bi- sau tri-dimensionale turnate
(granule, fibre, filamente, filme, membrane de acoperire, capsule, comprimate) care prezinti o

vitezd controlatd de dizolvare/dezintegrare in medii apoase. Compozitiile materialelor turnate
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constau dintr-o combinatie de pullulan cu un heteromanan (galactomannan sau glucomannan) si
au ca domeniu de utilizare, industria farmaceutica.

Brevetul US 3997703 prezintd un material turnat multistrat avand cel putin un strat de
pullulan si cel putin un strat selectat din grupul constdnd din homopolimeri sau copolimeri ai
olefinelor si/sau compusi vinilici, poliesteri, poliamide, celuloza si derivati de celulozd, alcool
polivinilic, hartie si folie de aluminiu. Materialele compozite stratificate prezintd o permeabilitate
scazutd la gaz si pot fi utilizate pentru ambalarea produselor alimentare, cat si pentru ambalarea,
conservarea sau depozitarea diferitor materiale industriale si substante chimice. In acest caz,
pullulan-ul a fost utilizat datoriti capacititii remarcabile a acestuia de a forma pelicule si filme cu
proprietdti excelente de rezistentd, elasticitate, duritate si luciu.

Brevetul US 4562020 descrie un procedeu continuu pentru producerea unui film pe baza
de glucan (pullulan sau elsinan) care consta in turnarea unei solutii apoase de glucan pe suprafata
unei benzi din plastic rezistentd la cildura, uscarea solutiei in timp ce se incélzeste si eliberarea
filmului avand o grosime uniforma si o prelucrabilitate imbunatatitd, care poate fi format usor si
continuu. Filmele obtinute prezintd o transparentd excelentd si sunt utilizate ca ambalaje
comestibile si solubile in apa, in vederea ambaldrii produselor alimentare, cosmetice sau a
medicamentelor.

Brevetul US 3784390 dezvaluie ca prin amestecarea pullulan-ului cu cel putin un membru
din grupul constdnd din amilozi, alcool polivinilic si gelatind pot fi modelate prin turnare, prin
comprimare sau extrudare la temperaturi ridicate sau prin evaporarea apei din solutiile sale
apoase, filme sau pelicule cu utilizari in ambalarea produselor alimentare, farmaceutice si a altor
materiale sensibile la oxigen.

Brevetul US 3932192 se refera la un material de acoperire a hértiei care contine pullulan
si care prezintd un luciu excelent de imprimare, o rezistentd mare de aderare si o stabilitate in
timpul depozitarii.

Brevetele US 6887307 si US 2005/0249676 se refera la obtinerea printr-un procedeu
conventional de turnare a unor capsule pe bazd de pullulan, care pot fi utilizate ca produse
farmaceutice, alimentare sau cosmetice. Obtinerea de capsule tari se face utilizand acelasi conditii
de lucru ca si pentru cazul obtinerii capsulelor de gelatina. In cazul obtinerii filmelor pe baza de
pullulan s-a constatat cd este posibild imbunatatirea proprietatilor mecanice prin combinarea
acestuia cu diferiti polimeri hidrosolubili sau polizaharide, cum ar fi: pectind, alginat, alcoolul
polivinilic si polietilenglicolul cu masi moleculard mare. Unul dintre avantajele acestor materiale
este faptul ca prezintd o stabilitate chimicd imbunatatitd, chiar dacad nu se utilizeazi agenti de

reticulare chimicad a polimerilor, asa cum este prevdzut in cazul capsulelor gelatinoase. Acest
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lucru este deosebit de important pentru profilul de dizolvare si implicit de stocare a materialelor
pentru perioade de timp mai lungi.

Brevetul US 2007/0141137 relateazi prepararea unor capsule ce contin ca $i component
principal polimeri naturali solubili in apd, cum ar fi pullulan sau gelatind in amestec cu
polietilenglicol, in care a fost stabilizat un ingredient activ instabil la umiditate, de exemplu, un
compus de tip imidazol. Polimerii naturali (pullulan sau gelatind) au fost alesi datoritd unei
rezistente mecanice excelente la umiditate scizuta.

Brevetul US 4152170 relateazd modul de obtinere a unor geluri care sunt insolubile in
apd, dar care au capacitatea de a absorbi atat apa, cat si anumiti solventi organici polari, realizate
prin reticularea chimicd a pullulan-ului cu agenti de reticulare selectati dintre: acizi
policarboxilici saturati sau nesaturati, anhidride policarboxilice, compusi aldehidici, compusi N-
metilolici, compusi izocianat, sdruri de acid meta-fosforic, compusi divinil si bis-aziridina.
Aceste geluri, preparate sub forma de microparticule sferice, au fost utilizate ca materiale pentru
separarea si purificarea lichidelor, utilizand efectul sitei moleculare.

Brevetul US 4174440 se refera la un procedeu pentru producerea de geluri ionice pe bazi
de pullulan, mai exact, se refera la realizarea unui gel prin reticularea pullulan-ului cu un compus
bi-functional, care apoi se disperseazi in apa prin agitare puternica si la final reactioneazi cu un
compus avand o grupare carboxil, sulfonica, fosforicd sau amino, in prezenta unor substante
alcaline. Gelurile sub formd de microparticule sferice astfel obtinute, prezintd un efect de sita
moleculara asupra diferitilor compusi dizolvati in solventi si sunt utilizate in diferite domenii de
desalinizare, tratare a apelor reziduale, separarea si purificarea lichidelor.

Brevetul CN 102600493 se referd la obtinerea unui pansament sub forma de gel, pe baza
de pullulan, utilizat ca biomaterial in tratarea rinilor si care prezintd o buni biocompatibilitate si
rezistentd mecanicd, cat si proprietdti antibacteriene si o capacitate excelentd de hidratare.
Biomaterialul este obtinut prin reticularea carboximetil pullulan-ului cu o diamind sau o
hidrazina, dupd care acesta este incarcat cu sulfat de gentamicind, in vederea utilizarii lui ca
sistem de eliberare controlatd a medicamentului.

Brevetul US 2012/0148523 descrie metoda de preparare a unor adezivi pentru tesuturi de
tip hidrogel, obtinut prin reactia de reticulare a unei polizaharide (dextran, carboximetildextran,
amidon, agar, celuloz, hidroxietil celuloza, carboximetilcelulozi, pullulan, inulina, levan si acid
hialuronic), functionalizate in prealabil cu grupari aldehidice pendante, cu o amina ramificata.
Hidrogelurile astfel obtinute pot fi utilizate in diverse aplicatii medicale, fie ca adeziv pentru
tesuturi sau ca materiale de etansgare pentru prevenirea aderentei tesuturilor nedorite la tesuturilor

rezultate din traume sau interventii chirurgicale. Acestea sunt caracterizate de proprietati bune de
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aderentd si de coeziune, reticuleaza usor la temperatura corporald, isi menfin stabilitatea
dimensionala initiald, sunt netoxice si non-inflamatorii si se degradeazd mai mult rapid in
comparatie cu un adeziv pe baza de polizaharid oxidat.

Brevetul WO 2015/133439 prezinti obtinerea unor microgeluri sferice pe baza de
pullulan, a unor nanogeluri pe baza de pullulan, cat si a unor geluri hibride realizate din pullulan
si o polizaharidi, cum ar fi: hidroxipropil B-ciclodextrind, dextran, B-ciclodextrind, alginat de
sodiu, hidroxipropil celuloza, hidroxipropil metil celuloza, carboximetil celuloza, xantan, guma
arabic3, chitosan, trehaloza, etc., precum si derivatii acestora. In compozitia microgelurilor
sferice pot exista unul sau mai multe tipuri de polizaharida, dintre cele anterior enumerate. Un
avantaj al acestor microgeluri este faptul ca gelifierea se realizeazd numai in prezenta pullulan-
ului, polizaharida singura neavand capacitatea de a gelifia.

Brevetul US 9636362 descrie metoda de obtinere a unui hidrogel pe baza de pullulan si
colagen, cu porozitate controlatid. Ca agenti de reticulare au fost utilizati trimetafosfatul de sodiu
sau o combinatie de trimetafosfat de sodiu si tripolifosfat de sodiu. Acest hidrogel prezinta
caracteristici excelente de manipulare, durabilitate si o ultrastructurd poroasid asemanatoare
dermului, care este adecvatd cresterii celulare, inclusiv a celulelor implicate in repararea
tesuturilor (celule epiteliale, celule endoteliale, fibroblaste, celule stem). Biomaterialul este
biodegradabil si prezinta o utilizare speciald in vindecarea ranilor.

Tendinta de orientare citre resursele regenerabile si proiectarea de produse inovatoare a
dus la o renastere globala a cercetdrii interdisciplinare privind celuloza, un polimer natural ieftin
si valoros. Celuloza este remarcabild pentru rezistenta sa mecanicd §i biocompatibilitatea sa,
gdsindu-si aplicatii in ingineria unor varietati de tesuturi, cum ar fi: oase, cartilaj, piele, muschiul
scheletic, muschiul cardiac, ingineria vasculard, valve cardiace, precum si pentru construirea de
retele tri-dimensionale utilizate pentru eliberarea controlatd a diferitor medicamente/principii
active, pentru cresterea si diferentierea celulelor stem mezenchimale si a celulelor stem neurale,
cat si ca transportoare pentru celulele hepatice [S. M. F. Kabir, P.P. Sikdar, B. Haque,
M. A. R. Bhuiyan, A. Ali, M. N. Islam, Cellulose-based hydrogel materials: chemistry,
properties and their prospective applications, Prog. Biomater., 7, 153-174, 2018].

Se cunosc cercetdri privind obtinerea de hidrogeluri pe bazd de celulozd nativa sau de
hidrogeluri bi-componente obtinute prin amestecarea celulozei cu alte polizaharide, in vederea
imbunatatirii proprietatilor fizice si chimice a acestora.

Brevetul US 5962005 prezintd un hidrogel pe bazi de celulozi obtinut printr-un procedeu
care cuprinde coagularea si regenerarea celulozei dintr-o solutie de celuloza (celulozi viscoza si

celuloza dizolvati intr-o solutie cuproamoniacald) sau utilizind o solutie apoasa care contine un
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solvent organic, cum ar fi: dimetilsulfoxid (DMSO)/paraformaldehida (PFA), dimetilformamida
(DMF)/tetraoxid de azot, N, N-dimetilacetamida (DMAc)/clorurd de litiu (LiCl). In acest caz
reticularea este fizic3, datoritd faptului ca metoda nu implica utilizarea unui agent de reticulare.
Brevetul US 2013/0032059 relateaza sinteza unui hidrogel de celulozé prin umflarea prealabild a
celulozei in DMAc timp de 24 de ore, urmatd de dizolvarea LiCl in DMAc si de amestecarea
celulozei activatd cu solutia de DMAc /LiCl . Solutiile transparente rezultate au fost turnate in
matrite, iar gelurile au fost formate si spélate in apd curentd pentru céteva ore.

Brevetul RO 122780 B1 se referd la un procedeu de obtinere al unui material absorbant
medical si agricol. Procedeul constid in dizolvarea celulozei in solutii apoase de NaOH, la
temperaturi scizute, urmatd de reticularea chimicd in prezenta epiclorhidrinei, spalare cu apa
distilatd si acetond, iar la final uscare in aer liber, la temperatura ambianta.

Brevetul RO 123143 Bl se referd la un procedeu de obtinere a unor hidrogeluri
superabsorbante pe bazd de celulozi-xantan, brevetul RO 126831 B1 prezintd metoda de
preparare a unor hidrogeluri pe baza de amestecuri de materiale polimerice de tip polizaharid,
cum ar fi celulozd si condroitin sulfat, in timp ce brevetul RO 127173 B1 dezvaluie un procedeu
de obtinere a unor hidrogeluri in a cdror compozitie se regésesc celuloza si lignina.

In literaturd nu sunt mentionate studii care si se refere la obtinerea hidrogelurilor din
pullulan si celuloza.

Inventia de fatd oferd o solutie simpld si economicd pentru obtinerea unui sistem care
prezintd caracteristicile unui biomaterial, cu consistentd moale, asemanatoare tesuturilor naturale,
trasnparent, cu o rezistenta mecanicd superioard si o viabilitate celulard imbunatatita.

Un dezavantaj in obtinerea hidrogelurilor pe bazi de celulozi este dizolvarea celulozei,
care se face fie utilizdnd solventi costisitori si/sau toxici, fie temperaturi ridicate. Un alt
dezavantaj al hidrogelurilor pe bazi de celulozi este faptul cd acesta prezintd o viabilitate celulard
scdzutd. Referitor la hidrogelurile pe bazd de pullulan, un dezavantaj a acestora este rezistenta
mecanicd si stabilitatea dimensionald, dupa mai multe cicluri de umflare/uscare, mai scdzuta.

Problema tehnicd propusa spre rezolvare de prezenta cerere constd in obtinerea unui
material superabsorbant pe bazd de pullulan-celulozd, cu caracteristici de biomaterial. Hidrogelul
astfel obtinut, poate fi utilizat intr-o gama larga de aplicatii in domeniul farmaceutic si medical si
prezintd o capacitate superioard de hidratare, o rezistentd mecanicd ridicatd i o capacitate
imbunatatitd de crestere a fibroblastilor dermici umani.

Constituentii hidrogelului sunt pullulan (TCI EUROPE N.V., Antwerp, Belgia) si celulozi
microcristalind (Avicel PH-101, Sigma-Aldrich).
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Hidrogelul absorbant pe baza de pullulan-celulozd, conform inventiei, constd in aceea ca
este constituit din 0...100% in greutate pullulan (PL) si 100...0% in greutate celuloza (C), iar
procedeul de obtinere, conform inventiei, consta in aceea ca pullulanul se dizolva in 33 ml solutie
de 9% NaOH, peste care se adauga celuloza microcristalind, iar amestecul de pullulan si celuloza
se trateazd la o temperatura de -35°C, timp de 24 ore, dupd care peste amestecul dizolvat de
pullulan-celulozi se adauga 3,5 ml epiclorhidrind, iar compozitiile rezultate se introduc in etuva,
la o temperatura de 84°C, timp de 5 h, pentru ca apoi gelurile obtinute sa se imerseze intr-o baie
de non-solvent (api) si s se spele de mai multe ori in vederea coaguldrii acestora si eliminarii
produselor secundare de reactie, iar la final, hidrogelurile obtinute se usuca prin liofilizare.

Materialul superabsorbant, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

este biodegradabil si biocompatibil,

— prezinta capacitate de umflare ridicata,

— prezinta stabilitate dimensionala in timp, dup& mai multe cicluri de umflare/uscare,

— are proprietdti antiinflamatorii si o viabilitate celulara crescuta, datoritad prezentei pullulan-
ului,

— are o rezistentd mecanica superioard, datorita inglobarii celulozei in reteaua tri-dimensionala.

In continuare este redat exemplul de realizare a inventiei, cu referire i la datele prezentate
in tabelelul 1.

Exemplu 1. Se dizolva diverse portii de 0...100% in greutate pullulan (PL) in 33 ml
solutie de 9% NaOH, peste care se adauga 100...0% in greutate celulozd microcristalina (C), iar
amestecul de pullulan si celuloza se trateaza la o temperatura de -35°C, timp de 24 ore, in vederea
dizolvarii celulozei. Se obtin diverse compozitii de pullulan-celuloza peste care se adauga 3,5 ml
epiclorhidrind sub agitare mecanica, iar compozitiile rezultate se introduc in etuva si se
reticuleaza chimic la o temperatura de 84°C, timp de 5 h. Gelurile astfel obtinute se imerseazi
intr-o baie de non-solvent (in cazul de fata, apa) si se spala de mai multe ori cu 100 ml apa
distilatd incalzita la 80°C, in vederea coagularii lor si a eliminarii produselor secundare obtinute
in urma reactiei de reticulare. La final, hidrogelurile obtinute se usuca prin liofilizare.

Gradele de umflare ale hidrogelurilor obtinute din pullulan si celuloza au fost determinate
cu ecuatia:

Qmax = [(m — moymg]-100 (%), )
unde: mo - greutatea hidrogelului uscat (g), iar m - greutatea hidrogelului umflat (g).

Caracteristicile morfologice ale hidrogelurilor obtinute au fost studiate cu ajutorul unui

microscop electronic de baleiaj Quanta 200 (FEI, Olanda). Citotoxicitatea probelor a fost

masuratd utilizand testul de proliferare celulara MTS (CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell
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Proliferation Assay - Promega), test colorimetric pentru evaluarea activitatii metabolice celulare.
Viabilitatea celulara a fost masurata utilizand fibroblasti dermici umani.

Rezultatele obtinute au demonstrat caracterul de material superabsorbant al hidrogelurilor
preparate, datoritd faptului cd prin addugarea unei procent crescator de pullulan in sistem se
inregistreaza cresteri ale gradului de umflare a hidrogelurilor pullulan-celulozi peste valori de
2000% (Tabel 1).

Tabel 1. Caracteristicile hidrogelurilor pe bazé de pullulan - celuloza

Compozitie, % Dimensiunea Viabilitate

Proba Qmax, % n medie a porilor, celulara,

pullulan | celuloza - %
C 0 100 1956 99,00 34,73 81
PL-C-1 25 75 2023 94,89 28,83 86
PL-C-2 33 67 2364 93,93 28,24 -
PL-C-3 50 50 2651 92,47 22,29 95
PL-C-4 67 33 2748 93,59 16,86 -
PL-C-5 75 25 3319 89,66 15,60 97
PL 100 0 5961 60,81 7,09 93

Investigatiile SEM arata faptul cd microarhitectura lor este omogend, prezinta pori care au
forme si dimensiuni uniforme si sunt interconectati (Figura 1). Imbunititirea aspectului uniform
a porilor se observd la cresterea continutului de pullulan in reteaua tri-dimensionala.
Determinarea dimensiunii medii a porilor confirma acest aspect prin scdderea constantd a
diametrului porilor de la hidrogelul obtinut din celulozé (C - 34,73 pm) pana la hidrogelul obtinut
din pullulan (PL - 7,09 um). Materialele astfel obtinute sunt moi, elastice si cu atdt mai

transparente, cu cét creste procentul de pullulan din compozitie.
Figura 1. Micrografii SEM pentru hidrogelurile obtinute din pullulan-celuloza

De asemenea, s-a evidentiat faptul ca prin utilizarea unui procent mai mare de pullulan in
hidrogelurile bi-componente obtinute din pullulan si celulozi are loc o crestere de pana la 16% a

viabilitatii celulare (Figura 2).

Figura 2. Dependenta viabilitatii celulare de compozitia hidrogelului pullulan-celuloza
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Revendiciri

Compozitia hidrogelului absorbant pe baza de pullulan-celuloza, caracterizat prin aceea
ci, este constituit din 0...100% in greutate pullulan (PL) si 100...0% in greutate celuloza
microcristalina (C), partile fiind exprimate in procente de greutate.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel absorbant pe baza de pullulan-celuloza,
caracterizat prin aceea ci, se dizolva diverse portii in greutate pullulan (PL) in 33 ml
solutie de 9% NaOH, peste care se adaugd diverse proportii in greutate celuloza
microcristalind (C), iar amestecul de pullulan si celuloza se trateaza la o temperatura de -
35°C, timp de 24 ore, dupa care peste amestecul dizolvat de pullulan-celuloza se adauga
3,5 ml epiclorhidrind, iar compozitiile rezultate se introduc in etuva, la o temperatura de
84°C, timp de 5 h, pentru ca apoi gelurile obtinute sa se imerseze intr-o baie de non-
solvent (apd) si sa se spele de mai multe ori in vederea coagulirii acestora si eliminarii
produselor secundare de reactie, iar la final, hidrogelurile obtinute se usucd prin

liofilizare.
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