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INTRODUCERE

Subiectul abordat in acesta tezd de doctorat, de modificare a suprafetelor polimerice
incercand sd se pastreze proprietatile de volum ale materialului, este de un interes
contemporan extraordinar datoritd importantei sale esentiale in multe si variate (bio)aplicatii
(de ex. adeziune, aplicarea de acoperiri, imobilizari pe suprafatd, separarea gazelor si a
amestecurilor de lichide, etc.). Alegerea unei metode de tratare, potrivitd pentru o anumita
suprafatd, depinde de natura chimica a acesteia, de caracteristicile fizice ale acesteia si de
domeniu de aplicabilitate. in acest sens, se poate apela la metode chimice, fizice, sau
utilizarea combinata a celor doud. Fiecare din metodele de tratare a suprafetelor prezinta atat
avantaje cat si dezavanataje.

Plecand de la premiza ca proprietatile de suprafatd ale polimerilor sunt de o importanta
fundamentald in numeroase sectoare industriale, lucrarea de fata isi propune elaborarea de noi
suprafete polimerice cu scopul de extindere a domeniului de aplicabilitate a substratului
polimeric ales, precum si elucidarea unor noi aspecte privind modificarea proprietatilor de
suprafatd ale unor polimeri sintetici cu ajutorul unor compusi naturali receptivi/adaptivi la
actiunea unor factori externi cu aplicatii in domeniul medical si al ambalajelor alimentare
bioactive.

Polietilena este materialul plastic cel mai raspandit, utilizat in cele mai variate domenii
ca si material pentru ambalaje (pungi de plastic, membrane, folii, containere etc.), placi
extrudate (care se pot freza, termosuda, termoforma), din care se pot fabrica compostatoare,
usi, site industriale, rafturi, tevi si fitinguri, etc. Totusi, in anumite domenii polietilena nu
poate fi utilizata cu succes datoritd limitarilor induse de caracterul inert, prezentand energie
libera de suprafatda micd, umectabilitate si adeziune scazuta.

Poli(fluorura de viniliden) (PVDF) este un fluoropolimer termoplastic, nereactiv.
PVDF este utilizat in general in aplicatii care necesitd puritate Tnaltd si rezistenta mecanica la
solventi, acizi, baze, la incilzire si generarea redusi de fum in timpul arderii. In comparatie cu
alti fluoropolimeri, acesta este topit usor datoritd punctului de topire relativ scazut, in jurul
valorii de 177°C. Prezintd o densitate mica si un cost scdzut atunci cand se compara cu ceilalti
fluoropolimeri. Este prelucrabil sub forma de conducte, placi, tuburi, filme izolatore pentru
sarme premium. Poate fi injectat, turnat sau sudat si se utilizeazd de obicei in industria
chimica, a semiconductorilor, in industria medicala §i de apdrare, precum si in bateriile cu ion

de litiu. Membranele PVDF sunt utilizate in tehnica Western-Blot pentru imobilizarea



proteinelor, datorita afinitdtii nespecifice pentru aminoacizi. Piezoelectricitatea acesteia este
utilizatd in detectii ultrasonice si electro-mecanice, precum si in domeniul elaborarii de
(bio)senzori. Dezavantajul PVDF pentru utilizarea in domeniul biomedical este in principal
caracterul hidrofob si energia liberd de suprafatd foarte scdzuta la interfata cu aerul astfel fiind
susceptibil la depuneri necontrolate de compusi biologici.

Obiectivul principal al tezei a constat in obtinerea de noi suprafete polimerice
multifunctionale prin modificarea si imbunatatirea proprietatilor de suprafata ale polimerilor
mai sus mentionati pentru a le largi aria de aplicabilitate, prin elaborarea de suprafete cu
caracteristici noi si conferirea de proprietdti speciale (receptivitate/adaptabilitate la diferiti
factori externi, biocompatibilitate, caracter antimicrobian/antioxidant/bioactiv). In acest sens
s-a avut In vedere utilizarea unor procedee nepoluante de modificare a suprafetelor precum si
explorarea  unor  tehnici de  acoperire  inovatoare  precum  tehnica  de
electrospraying/electrospinning.

Teza de doctorat intitulatd ,,Elaborarea de suprafete polimerice receptive la factori
externi” este alcatuitd din doua parti si contine zece capitole. Partea I cuprinde doua capitole
ce reprezintd o sistematizare a datelor de literatura existente cu privire la stadiul actual privind
modificarea si elaborarea de suprafete polimerice receptive la factori externi. in primul
capitol se sumarizeaza principalele aspecte privind metodele de modificare a suprafetelor
polimerice, clasificarea si caracteristicile principale ale acestora precum si exemple de
utilizare a diferitelor tehnici de modificare pentru diverse materiale polimerice. In Capitolul
II se defineste mai intdi termenul de material receptiv la stimuli, principalele clase de compusi
receptivi la stimuli externi precum si se trece in revista unele suprafete polimerice care
prezintd receptivitate. Prima parte a tezei se incheie cu o sectiune de concluzii. In urma
analizei datelor de literaturd existente in domeniu se poate concluziona ca utilizarea
complementard a metodelor fizice cu cele chimice este recomandatd pentru obtinerea de
suprafete polimerice cu caracteristici multifunctionale si o stabilitate buna in diferite medii
chimice sau biologice.

Partea a II-a reprezinta contributiile proprii in domeniul modificérii si elaborarii de noi
suprafete polimerice receptive la factori externi (Capitolele III-IX). in capitolul III se
prezintd pe larg reactivii, materialele si solventii precum si tehnicile de lucru, instrumentele si
aparatele utilizate pentru obtinerea si caracterizarea tuturor sistemelor polimerice
multifunctionale prezentate in lucrare.

Capitolele IV-IX ale tezei descriu contributiile proprii aduse in vederea elaborarii de

noi suprafete polimerice receptive la stimuli externi, prin utilizarea combinata atat a



metodelor fizice cat si a celor chimice de functionalizare a suprafetelor polimerice inerte
(polietilena (Capitolele IV si V) si poli(fluorura de viniliden) (Capitolele VI-IX)) si
imobilizarea ineditd a unor compusi receptivi/adaptivi la factori externi (chitosan, vitamina E,
albumina din serul bovin, proteina A, imunoglobulina G, fibrinogen, etc.).

Teza se incheie cu un ultim capitol, Capitolul X, ce cuprinde concluziile generale
asupra tezei precum si perspective viitoare, si in final referintele bibliografice.

Lucrarea se extinde pe 309 pagini si cuprinde 103 figuri, 23 scheme, 13 ecuatii, 30
tabele si 521 referinte bibliografice.

Rezumatul tezei cuprinde intr-o forma concentrati rezultatele originale obtinute. In

rezumat se mentine numerotarea tabelelor, figurilor si schemelor din materialul tezei.



PARTEA a II-a - CONTRIBUTII ORIGINALE -

Elaborarea de suprafete polimerice receptive la factori externi

CAPITOLUL III. MATERIALE SI METODE DE LUCRU

II1.1. Materiale

Materialele utilizate pentru realizarea acestui studiu pot fi impartite in doua categorii si
anume:

- materiale polimerice tip substrat pentru elaborare de suprafete receptive la

stimuli externi si anume poli(etilena) (PE) si poli(fluorura de viniliden) (PVDF).

- substantele utilizate pentru crearea acestor suprafete multifunctionale pe

materialele substrat au fost: chitosan (CHT) cu diferite mase moleculare,
vitamina E (VE) sub forma de a-tocoferol sintetic, albumina din serul bovin
(BSA), proteina A (PrA), triglicina (TG) (glicil-glicil-glicina), imunoglobulina
G (IgG) extrasa din ser uman, fibrinogen (Fb) extras din plasma bovina.

Alte substante chimice, utilizate pentru elaborarea de suprafete receptive la stimuli
externi, au fost: clorhidrat de 1-etil-3-[3-dimetil amino propil] carbodiimida (EDC) si N-
hidroxisuccinimida (NHS) - agenti de cuplare a gruparilor carboxil de gruparile aminice si
N,N' — carbonildiimidazol (CDI), care poate sa activeze acizii carboxilici sau gruparile
hidroxil pentru conjugarea acestor cu alte grupari nucleofile, crednd legaturi amidice sau

legaturi de tip N-alchil carbamat.

I1L.2. Procedee experimentale
I11.2.1. Tratarea suprafetei polietilenei in plasma descdrcarii corona §i acoperirea cu
chitosan si amestec chitosan/vitamina E.

Filmele de polietilena au fost tratate in plasma descarcarii corona utilizdnd un
echipament de tratare a suprafetelor Enerkon Corona Osman Onder. Pentru tratarea foliilor de
PE s-au utilizat urmatorii parametrii: intensitatea curentului electric aplicat a fost de 20 A, o
frecventd de 30 kHz, distanta dintre electrozi a fost 7 mm si puterea plasmei de ~ 45 kJ/m’.

Pentru depunerea chitosanului pe suprafetele de PE tratate corona s-au utilizat mai
multe procedee de acoperire si anume:

» imersarea foliilor de PE in solutia de chitosan cu concentratii diferite de 1%, 3% si

5%:;



» intinderea pe suprafatd a solutiei de chitosan cu aceleasi concentratii;

» siprin metoda de electropulverizare (electrospraying/electrospinning).

Solutiile de chitosan s-au realizat in acid acetic 8%, etanol 30% si apa bidistilata.
Adaosul de etanol a avut ca scop cresterea vitezei de evaporare a solventului. Solufii de
chitosan/vitamina E de concentratii 2,5% CHT si 0,5% VE raportat la chitosan s-au realizat in
solutie apoasd de acid acetic de concentratie 70%.

Pentru imobilizarea chimica a chitosanului pe suprafata PE s-a recurs la utilizarea
agentilor chimici de cuplare, EDC si NHS. In acest sens, filmele de PE scoase din camera de
descarcare corona au fost imersate mai intai in solutia ce contine 75 mM EDC + 15 mM NHS
in apa si ulterior s-a realizat acoperirea cu chitosan. In cazul depunerii prin electropulverizare
a amestecului CHT/VE s-a realizat o comparatie intre agentii de cuplare EDC s1 NHS cu CDI.
Depunerea pe suprafata PE a solutiei de chitosan a fost urmata de uscare la temperatura

camerei si apoi in vid la 50 °C timp de 24 ore.

111.2.2. Modificarea suprafetei poli(fluorurei de viniliden) in plasma rece de microunde

generatd in diferite atmosfere gazoase si imobilizarea de proteine diferite.

a. Activarea suprafetei in plasma de microunde (MW)
Filmele de PVDF au fost tratate in plasma de microunde generata in atmosfere diferite.
Gazele de descarcare utilizate au fost: dioxid de carbon, azot si un amestec de azot si hidrogen
in raport de 1:3 N»/H,.

Urmadtorii parametri experimentali au fost variati: timpul de expunere (t, 5-60 s), puterea
descarcarii (P, 10-70 W), debitul de gaz (Q, 8x10™ - 50x10™® m’s™), presiunea (20-30 Pa),
pozitia probelor in respect cu surfatronul (d, 2,5x107% - 15x107 m), ceea ce a permis
pozitionarea probelor atit in zona de descarcare cat si in cea de post-descarcare.

S-au stabilit parametrii optimi de tratament ai suprafetei de PVDF utilizdnd plasma
generata in atmosfera de CO,, deoarece cei pentru plasma de N, si N»/H, au fost determinati

anterior in cadrul altui studiu [Pascu, et al. 2005].

b. Adsorbtia fizica a triglicinei (TG), proteinei A (PrA) si albuminei serice bovine
(BSA)

Dupa curadtarea substratului polimeric prin spalarea cu etanol si ultrasonare, filmul de
PVDF a fost tratat in plasma de microunde si apoi 10 pL de solutie proteica - proteina A sau

triglicind, de concentratie ¢ = 2,5 mg mL™, a fost imprastiata (depusd) pe intreaga suprafata.



Probele au fost mentinute peste noapte la 4 °C (cel putin 15 h). Excesul de proteina a fost
indepdrtat prin spalare cu solutie tampon fosfat (PBS), pH = 7,4.

Adsorbtia albuminei s-a realizat prin procedura de imersare in solutie apoasa de
albumina 2% si uscare, la temperatura camerei. Raportul masic polimer/albumina s-a pastrat
aproximativ constant de '52. Determinarea cantitativa a albuminei imobilizata pe suprafata
filmului s-a realizat prin masuratori gravimetrice, nainte i dupa imersarea probelor in solutia
de albumind, urmata de uscare la 60°C, timp de 1 ora si 30 minute.

c. Imobilizarea covalenta a triglicinei si proteinei A

Suprafetele de PVDF expuse actiunei plasmei de microunde generatd in atmosfera de
CO,, N, st No/H; au fost tratate timp de o ord cu o solutie de activare a gruparilor carboxilice,
contindnd 75 mM EDC si 15 mM NHS, si ulterior s-au depus pe suprafetele astfel activate
solutiile proteice - proteina A sau triglicina, utilizdnd un volum del0 pL de solutie de
concentratie ¢ = 2,5 mg mL™". Dupa aceasta probele au fost mentinute la 4°C, timp de 15 ore,
acestea fiind conditiile pentru desfasurarea reactiei de cuplare si evitarea denaturarii
proteinelor.

Excesul de proteind a fost indepartat prin spilare cu PBS (pH 7.4). Inainte de analiza

probelor acestea au fost mentinute la 4 °C.

111.2.3. Modificarea suprafetei poli(fluorurei de viniliden) in plasma de radiofrecventd

(RF) si imobilizarea proteinei A, imunoglobulinei G si fibrinogenului.

a. Adsorbtia fizica a proteinei A, immunoglobulinei G (IgG) si fibrinogenului (Fb) pe
suprafata PVDF

Dupa etapa de curatare a suprafetei de PVDF si expunerea acesteia la actiunea plasmei
de radiofrecventa generatd in diferite atmosfere gazoase (CO,, N, si N»/H,) s-a depus pe
suprafatd un volum de 10 puL de solutie proteica si anume: solutie de proteina A cu o
concentratie de 2,5 mg/mL, immunoglobulina G si fibrinogen cu o concentratie de 1 mg/mL,
solutii realizate in PBS pH = 7,4. Probele astfel tratate au fost lasate timp de 15 ore la 4 °C.
Dupa aceasta perioada excesul de proteind a fost indepartat prin spalare cu solutie tampon

fosfat, pH 7,4.

b. Protocolul de legare covalentd a proteinelor pe substratul polimeric tratat in plasma

de RF a fost identic cu cel descris mai sus pentru proteina A si triglicind



Filmele de PVDF tratate in plasma de RF generata in atmosfera de N, si N,o/H, au fost
imersate 1n solutiile celor trei proteine — PrA, IgG si Fb, care contin EDC 75 mM si NHS 15
mM. Probele astfel pregétite au fost ldsate la incubat timp de 4 ore, la 4 °C. Excesul de
proteind a fost indepartat prin spilare cu PBS (pH 7,4). Inainte de analiza probelor acestea au
fost pastrate la 4 °C.

c. Protocolul de imobilizare a IgG pe suprafata poli(fluorurei de viniliden) prin
intermediul proteinei A

Filmele de PVDF tratate in plasmd de RF avand deja imobilizata proteina A pe
suprafatd au fost imersate in solutie de IgG (¢ =1 mg/mL in PBS) timp de 24 de ore si pastrate
la 4°C. Dupa aceasta perioadd, probele au fost spalate in mod intens cu solutie de PBS pentru
a Indeparta immunoglobulina G nelegata dupa care suprafetele au fost uscate in curent de
azot. Probele astfel pregatite au fost pastrate in frigider pana s-a trecut la investigarea

acestora.

I11.3. Metode analitice de caracterizare

Pentru caracterizarea fizico-chimica a suprafetelor polimerice noi obtinute s-au utilizat
tehnici analitice specifice, precum: spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier si
reflectantd totald atenuatd (FTIR-ATR), imagistica chimica in infrarosu apropiat (NIR-CI),
spectroscopia fotoelectronica de raze X (XPS), titrarea potentiometrica si polielectrolitica,
microscopia electronicd de baleiaj (SEM) cuplata cu spectrometria de raze X dispersiva in
energie, microscopia de fortd atomicd (AFM), determindri de unghi de contact, masuratori de
potential zeta, tehnica de nanoindentare, metoda de micro-zgariere (,,micro-scratch”).
Evaluarea proprietdtilor compusilor in solutie si a suprafetelor polimerice s-a realizat prin
utilizarea unor metode de analizd specifice, si anume: masurdtori reologice, testari de
permeabilitate la oxigen, determinarea activitatii antioxidante prin metoda cu DPPH, teste de
imunofluorescenta si antimicrobiene, analiza senzoriald a alimentelor, tehnica cu microbalanta

cu cristal de cuart (QCM).

CAPITOLUL 1IV. MODIFICAREA SUPRAFETEI POLIETILENEI PRIN
TRATAMENT CORONA SI ACOPERIREA CU CHITOSAN

Spectrele ATR-FTIR corespunzdtoare suprafetelor de PE acoperite cu chitosan prin
imersare (Figura 1V.1(a)), intindere pe suprafatd (Figura IV.1(b)) si prin electropulverizare

(Figura I'V.2) releva unele diferente intre probele obtnute prin diferite procedee.
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Figura IV. 1. Spectrele FTIR-ATR pentru polietilena (1) si filmele de PE acoperite cu
chitosan prin imersare (a): PE/I/ICHT; (3) PE/I/3CHT, (4) PE/I/SCHT, (5) PEcor/l/I CHT;
(6) PEcor/I/3CHT (7) PEcor/I, 5CHT; (8) CHT si prin intindere pe suprafati (b): (2)
PE/S/ICHT; (3) PE/S/3CHT; (4) PE/S/5CHT; (5) PEcor/S/ICHT; (6) PEcor/S/3CHT (7)
PEcor/S/5CHT. [Munteanu, Paslaru et al. 2013]
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Figura IV.2. Spectrele FTIR-ATR pentru
probele acoperite cu chitosan prin
electropulverizare utilizand diferite conditii
experimentale (variind distanta dintre
varful acului si colector, tensiunea aplicata
si timpul de depunere). (1) PE, (2)
PE/SCHT 5cm_25kV _30min; (3)
PE/SCHT 1lcm_29kV _10min; (4)
PEcor/5CHT Scm_25kV _30min; (5)
PE/SCHT 1lcm_29kV 20min; (6)
PEcor,5CHT 8.5cm_25kV _17min; (7)
PEcor/5CHT Scm_26kV 20min; (8)
PEcor/SCHT 11cm_30kV_20min; (9)
Chitosan. [Munteanu, Paslaru et al. 2013]

Spectrul FTIR al chitosanului prezintd o banda de absorbtie larga cuprinsa intre 3550 si

3030 cm™ atribuitd vibratiei de intindere a gruparii —OH si intre 2980 cm™ si 2830 cm™ banda

datorata vibratiei de alungire a legaturii C-H alifatice [Saraswathy ef a/. 2001]. O alta banda

importantd cu un maxim de absorbtie la 1597 cm’ se datoreazd grupdrilor aminice libere din

pozitia C, a glucozaminei. Banda de la 1657 cm™ este atribuitd gruparilor aminice acetilate

din chitosan, ceea ce indicd faptul ca proba nu este complet deacetilatd (cu un grad de

deacetilare cuprins intre 75-85%). Banda de absorbtie cu un maxim la 1384 cm’ indica

vibratia de alungire a legaturii —C-O a gruparilor hidroxilice primare (-CH,-OH). Benzile de

la 1155 cm’ (vibratia de alungire antisimetrica a puntii C-O-C), 1081 cm’ si 1029 cm’



(vibratia catenei principale, care implica alungirea legaturii C-O suprapusad cu vibratia de
alungire a gruparii —NH,) sunt caracteristice structurii zaharidice a chitosanului.

Se observa o usoara deplasare a benzilor caracteristice structurii chitosanului catre
numere de unda mai mici in cazul probelor de PE tratate corona si acoperite cu chitosan,
posibil datorita interactiunii dintre grupdrile functionale carboxilice, implantate pe suprafata
dupd activarea corona, si grupdrile aminice ale chitosanului. Benzile caracteristice
chitosanului apar doar cu intensitate foarte micd in cazul probelor de PE netrate corona dar
acoperite cu chitosan. in acest caz, datorita vascozititii relativ mare a solutiilor de chitosan o
cantitate foarte micd de biopolimer adera fizic pe suprafatd dupd uscarea probelor. Dupa
activarea corona a substratului polimeric benzile de vibratie in IR specifice chitosanului sunt
mult mai intense si bine definite. Mai mult, intensitatile benzilor de vibratie atribuite
chitosanului au o tendintd de crestere dependentd de concentratia solutiei de chitosan utilizata
si acoperirea devine semnificativda doar dupd pretratamentul corona al substratului de PE.

Spectrele IR pentru probele de PE netratate si tratate corona acoperite cu 5% chitosan
prin electropulverizare sunt prezentate in Figura 1V.2. Benzile specifice chitosanului se
observd numai in cazul a doud probe, care au fost pretratate corona si acoperite cu chitosan
utilizand urmatorii parametri: d = Scm, V =26 kV, t = 20 min (Figura IV.2. — Spectrul 7) si d
= 1lem, V = 30kV, t = 20 min. Luand in considerare rezultatele FTIR, conditiile de
electropulverizare mentionate anterior s-au concluzionat ca fiind cele optime.

Comparand spectrele FTIR obtinute pentru aceeasi concentratie a solutiei de chitosan
dar utilizdnd metode diferite de depunere pe substrat rezulta ca metoda bazatd pe imersarea
filmului de PE in solutia de chitosan este mai eficienta atunci cand se compara cu metoda de
intindere a solutiei pe suprafata. Pe de alta parte, metoda de electropulverizare este mult mai
versatila deoarece permite un control mai precis al continutului de chitosan depus pe unitatea

de suprafata prin varierea timpului de depunere. [Munteanu, Paslaru et al. 2013]

Figura IV.3. Compararea spectrelor
FTIR-ATR a filmelor de PE acoperite cu
chitosan prin adsorbtie fizica si cuplare

chimica: (1) PE; (2) PEcor, (3) PE/CHT;
(4) PEcor/CHT; (5) PE/EDC+NHS/CHT;
© \

] \/\ﬁ A/ (6) PEcor/EDC+NHS/CHT, si (7) CHT.
<7>w§/im% .
Cc=0 Ve OnH [Paslaru et al. 2013a]
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Pentru a evidentia modificarile ce apar in urma utilizarii agentilor de cuplare (clorhidrat
de 1-etil-3-(3-dimetil amino propil) carbodiimida (EDC) si N-hidroxisuccinimida (NHS)) se
prezintd o comparatie a spectrelor IR pentru probele pe baza de polietilena modificate cu
chitosan cu si fara activatori - Figura IV.3.

In cazul utilizarii agentilor chimici de cuplare EDC si NHS (Figura IV.3 — Spectrul 6)
apar diferente evidente in spectrul IR comparativ cu probele acoperite cu chitosan dupa
tratamentul corona. Trei benzi localizate la 1654 cm”, 1547 cm™ si 1258 cm™ care sunt
atribuite vibratiilor de intindere a gruparilor -C=0O (Amida I), de indoire a legaturii N-H din
amida, si vibratiilor de alungire a legdturiit C-N (Amida II) precum si o bandd complexa
constand in vibratii de alungire a gruparii C-N si oscilatii de deformare in plan a legaturii N-H
(banda Amida III), sustin legarea covalentd a chitosanului de suprafata PE tratatd corona

atunci cand se utilizeaza agentii chimici de cuplare. [Paslaru ef al. 2013a]

1V.1.3. Determinarea prin XPS a compozitiei chimice de suprafata

Utilizand spectrele generale XPS s-a putut determina compozitia chimica a suprafetei si
concentratiile atomice (at %) pentru filmul PE de referintd, cel expus la descarcarea corona si
acoperit cu chitosan. In tabelul IV.3. sunt prezentate procentele atomice ale elementelor
determinate la suprafata probelor, Inregistrate in cel putin doud puncte diferite de pe suprafata,
in tabel prezintdndu-se valorile medii.

Dupa tratamentul corona continutul de carbon de pe suprafata polietilenei scade,
probabil datorita ruperii catenelor aflate la suprafata polimerului si a reorganizarii chimice
induse de electronii generati in timpul descarcarii corona. Se observa in acelasi timp o crestere
a procentului de oxigen. Noi picuri de emisie caracteristice oxigenului si azotului apar in
spectrele XPS inregistrate pentru probele acoperite cu chitosan.

Deoarece singura sursd de azot pe suprafata PE este reprezentatd de acoperirea cu
chitosan, continutul de azot (in procente atomice) poate fi utilizat pentru evaluarea eficientei
acoperirii. Comparand probele modificate prin imersare in solutie de chitosan 1% se observa
ca cel mai mare continut de azot se determind in cazul probei PE.,/EDC+NHS/CHT. in
consecintd, se poate mentiona ca procedura de imobilizare covalentd utilizind agenti chimici
de cuplare este cea mai eficientd metoda, in termeni de stabilitate a stratului bioactiv depus pe

suprafata.



Tabel IV.3. Compozitia elementald experimentald (% atomice) a probelor de PE tratate

corona $i acoperite cu chitosan obtinute prin analiza spectrelor XPS. [Munteanu, Paslaru ef al.

2013]
Proba C (% atomice) O (% atomice) N (% atomice)
PE 99,2+0,3 0,8+0,1 -
PEcor 94,2 +£0,3 5,6 0,1 -
Metoda de imersare
PE/1CHT 97,4+ 1,0 2,2+1,0 -
PEcor/1CHT 70,02 £ 0,5 23,1 +0,6 4,4 +0,1
PEcor/EDC+NHS/1CHT 69,8 £ 0,3 24,9+ 0,3 5,4+0,02
PE/3CHT 98,9+ 0,1 1,1£0.1 -
PEcor/3CHT 67,8+ 0,9 26,0+ 1,1 5,7+0,2
PE/5SCHT 99,2 + 0,1 0,8+0,1 -
PEcor/SCHT 67,8 +£0,2 26,7 +0,2 5,5+0,03
Metoda de intindere pe suprafati
PE/1CHT 98,4+ 1,0 1,6+1,0 -
PEcor/1CHT 78,3+ 6,8 18,6 +4,5 3,1+£23
PE/3CHT 99,1 £ 0,1 0,9+0,1 -
PEcor/3CHT 69,4+0,3 25,5+0,1 4,6+0,2
PE/5SCHT 99,0 £ 0,1 1,0+0,1 -
PEcor/SCHT 67,9 +0,1 26,3 +04 5,9+0,4
Electropulverizare
PEcor/ES/5CHT(11cm,30kV,20min) 85,7 + 3,2 13,3+29 1,0+ 0,4

In figura IV 4. se prezinti spectrele se inaltd rezolutie C1s atat pentru PE de referinta cat
si pentru filmele tratate corona si modificate cu chitosan prin metoda de imersare, iar in
tabelul 1V.4 se prezinta variatia ariilor picurilor obtinute in urma deconvolutiei, evidentiindu-
se diferentele dintre probe.

Spectrele Cls ale probelor PE.,/CHT si PE../EDC+NHS/CHT pot fi fitate cu trei
componente ale picului. Doud picuri intense (C1 si C2) de la 284,8 s1 286,4 sunt asociate cu
atomii de carbon implicati in legaturile de tipul C-C si respectiv C-N si un pic cu intensitate
mai mica (C3) la 288,0 eV a fost atribuit atomilor de carbon implicati in legaturi amidice (N-
C=0) si/sau O-C-O - grupare specifica naturii zaharidice a chitosanului.

Imobilizarea covalentd a chitosanului pe suprafata PE tratatd corona s-a realizat prin
formarea de legaturi amidice intre substratul ce prezintd functionalitati ce contin oxigen si
grupdrile amino din chitosan prin intermediul agentilor de cuplare (EDC+NHS). Conform
variatiei ariei procentuale a atomilor de carbon implicati in diferite legaturi pe suprafata, s-a
observat ca utilizarea agentilor de cuplare conduce la o crestere a ariei picului C3, care este

direct proportionald cu concentragia atomica. Semnalul este datorat in principal atomului de




carbon implicat in legatura amidica (N-C=0), sugerand o imobilizare stabila a chitosanului pe

suprafata PE.
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Figura IV 4. Spectrele de inalta rezolutie Cls: (a) PE si (b) PEcor, (c) PE/CHT, (d)
PEcor/CHT, (e) PEcor/EDC+NHS/CHT. [Paslaru et al. 2013a]

1V.1.4. Titrari potentiometrice in solutii apoase

Izotermele de sarcina experimentale, normalizate la masa probei, sunt redate in Figura
IV.5, iar continutul mediu de sarcina impreund cu valorile pK sunt sumarizate in Tabelul
IV.5. Cantitatea de sarcina detectata pe suprafata de PE netratatd corona si acoperitd cu
chitosan este foarte micd, deoarece in acest caz chitosanul nu prezintd aderentd fata de
substrat si este indepdrtat usor de pe suprafatd. Sarcina electrostatici medie creste in cazul
probelor expuse in prealabil la descarcare corona si acoperite ulterior cu chitosan, fiind direct
proportionala cu concentratia solutiei de chitosan utilizata.

In cazul suprafetei de PE acoperite cu chitosan prin electropulverizare s-a determinat o

sarcind medie de suprafatd mult mai micd decat in cazul utilizarii procedurii de imersare a



substratului, dar acest strat foarte subtire se dovedeste a fi suficient pentru a inhiba activitatea
microbiana. [Munteanu, Paslaru et al. 2013]

In utilizarii agentilor de cuplare pentru imobilizarea chitosanului se observa o scadere a
cantitatii de grupe protonate, deoarece o parte din grupele amino care pot fi protonate sunt
implicate in reactia de cuplare cu substratul functionalizat si formarea de grupe amidice, mult

mai greu protonabile.
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Figura IV.5. Izotermele experimentale de sarcina, normalizate la masa probei, rezultate din

titrarea potentiometrica.
Valoarea pKa experimentald a chitosanului a fost calculata ca fiind 6,5. S-a observat ca,
prin cresterea concentratiei de chitosan valorile pKa ale probelor de PE acoperite cu chitosan

se apropie de cea a chitosanului.

Tabel IV.S5. Cantitatea medie de sarcind si valorile pKa determinate din izotermele de sarcina.

Proba Sarcina/masa pKa
[mmol/kg]

PE Nedetectabil -
PEcor Nedetectabil -
Chitosan 5250,0 6,55
PE/I/1CHT 18,34 3.8
PEcor/I/1CHT 113,04 6.0
PEcor/EDC+NHS/1CHT 94,78 5.9




PE/I/SCHT 33,30 5,7

PEcor/I/5CHT 2252,60 6,20
PE/ES/S5CHT, Nedetectabil -
PEcor/ES/5CHT 80,32 6,15

1V.1.5. Determinarea potentialului zeta

Comparativ cu PE netratata, toate probele modificate prezintd o deplasare evidenta a
punctului izoelectric cdtre valori mai mari de pH insemnand existenta a noi functionalitdti
bazice. Dupd acoperirea cu chitosan, functia ZP = f(pH) prezinta o inversare a incarcarii
electrostatice spre valori pozitive si mai mult apar caracteristici amfotere tipice si punctul
izoelectric se deplaseaza catre regiuni de pH mai mare (spre domeniu bazic). Cantitatea de
grupdri amino de pe suprafata tratatd corona si acoperitd cu biopolimer explicd valorile
puternic pozitive sau negative a potentialului zeta la nivelul de platou a curbelor caracteristice
probelor. Acest lucru este de asteptat deoarece acoperirile cu chitosan reduc aciditatea

aparentd a suprafetei filmelor de PE. [Paslaru ef al. 2013a]
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Se obtine o acoperire mai buna a suprafetei PE cu chitosan atunci cand substratul este
tratat corona si ulterior activat cu agentii de cuplare EDC+NHS, afirmatie sustinuta de faptul
ca punctele izoelectrice ale probelor PEcor/CHT si PEcor/EDC+NHS/CHT sunt cele mai

apropiate de valoarea pKa a chitosanului.

IV.2. Studiul desorbtiei chitosanului de pe suprafata PE
Pentru a evalua diferenta dintre adsorbtia fizica si legarea covalentd a chitosanului pe
suprafata PE si eficienta de acoperire s-au realizat studii de desorbtie prin titrare

polielectrolitica.



1V.2.1. Evaluarea desorbtiei chitosanului prin titrare polielectrolitica

Caracteristica principald pentru toate probele este aceea cd la pH = 6,5 desorbtia
chitosanului a fost mai lentd decét la pH = 3,5 - Figura IV.8. Acest comportament poate fi
explicat prin aceea cd la pH acid toate grupdrile amino primare ale chitosanului sunt
protonate, NH;", chitosanul trecAnd mult mai usor in solutie.

O comparatie intre proba PEcor/CHT si cea in care se utilizeaza in plus agenti de
cuplare releva faptul ca, pentru prima proba cantitatea de chitosan desorbitd de pe suprafatd a
fost mai mare si procesul este unul oscilant la pH 6,5. In acest caz desorbtia chitosanului a
fost cvasi-reversibila, posibil datorita caracterului instabil al stratului de chitosan depus pe
acea suprafatd. Mai mult, cantitatea de chitosan determinata la echilibru in vasul de desorbtie
— pH 3.5 — pentru proba PEcor/CHT a fost de trei ori mai mare decat in cazul probei
PEcor/EDC+NHS/CHT aceasta evidentiind importanta utilizdrii agentilor de cuplare in

obtinerea unui strat stabil de biopolimer pe suprafata PE tratate corona.
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Figura IV.8. Curbele cinetice de desorbtie a chitosanului la diferite pH-uri (3,6 si 6,5): (a)
PEcor/CHT si (b) PEcor/EDC+NHS/CHT. [Paslaru et al. 2013a]

1V.2.2. Titrarea potentiometrica dupa desorbtie
Comparand scaderea cantitatii de grupari amino protonabile dupd procesul de desorbtie
la pH 3.6 se observa cd aceasta este mai pronuntatd pentru proba PEcor/CHT (de 57%) decat

in cazul probei PEcor/EDC+NHS/CHT (cu o scadere de 40%).
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Figura IV.10. Izotermele de sarcina pentru probele: PEcor/CHT/pH 6,5/2880min;
PEcor/EDC+NHS/CHT/pH 6,5/2880min si chitosan (CHT). [Paslaru et al. 2013a]

1V.2.3. Datele spectroscopice FTIR-ATR dupd desorbtie

Spectrele FTIR-ATR ilustrate in figura IV.11 demonstreaza prezenta benzilor de
vibratie caracteristice chitosanului doar in cazul in care substratul este tratat corona sugerand
stabilitatea stratului de biopolimer depus pe suprafata PE chiar la actiunea unui mediu

puternic acid.
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Figura IV.11. Spectrele FTIR-ATR ale suprafetelor de PE acoperite cu chitosan pe regiunea
(a) 4250-610 cm™si (b) 2000-610 cm™: (1) PE; (2) PEcor/CHT; (3) PEcor/CHT/pH 6,5/2880
min, (4) PEcor/EDC+NHS/CHT; (5) PEcor/EDC+NHS/CHT/pH 6,5/2880min; (6) CHT.
[Paslaru et al. 2013a]

Protonarea functionalitdtilor aminice ale chitosanului este mult mai evidentd pentru
proba PEcor/CHT/pH 6,5 — Figura IV.6 (Spectrul 3) — sugeratd fiind de existenta a doua

benzi, ambele fiind atribuite grupei NH;', si anume pentru vibratia de deformare asimetrici



(845) ce apare la 1633 cm™ (umdr) si vibratia de deformare simetrica (d;) la 1575 cm’. Pe de
alta parte, proba PE acoperitd cu chitosan, care a fost activatd cu agenti de cuplare dupa
tratamentul corona, este mai putin protonatd dupa supunerea la desorbtie in solutie de pH, un
fenomen care poate fi explicat prin reducerea numarului de grupari amino primare care au fost
convertite in grupari amidice (Figura IV.11 (Spectrul 5) — benzile de la 1651 cm’ s1 1588 cm’

! sunt atribuite vibratiilor amida I si respectiv amida IT).

1V.3. Testarea permeabilititii la oxigen

Filmele de polietilend acoperite cu chitosan, cu o aderentd Imbunatatitd dupa
tratamentul corona, prezinta o permeabilitate la oxigen redusda comparativ cu filmul de PE de
referinta (3833 mL/m?-zi) si o scadere drastica se observa in cazul probei PEcor/I/SCHT (778
mL/m*-zi). Proprietitile de barieri la oxigen sunt influentate de grosimea stratului de chitosan
depus, in consecintd depunerea realizata prin electropulverizare prezintd o viteza de
transmisie a oxigenului mai micd comparativ cu cea a filmului de referintd dar nu la fel de

semnificativa ca in cazul probei PEcor/I/SCHT (care prezinta stratul de chitosan cel mai gros).

1V.4. Evaluarea caracteristicilor mecanice de suprafati

Pentru determinarea proprietatilor micro-mecanice de suprafatd (duritatea si elasticitatea
— Figura 1V.13) s-a utilizat tehnica de nanoindentare, prin realizarea a numeroase indentari
consecutive pe suprafata probei. Pentru acest studiu s-a ales filmul de polietilend nemodificat
si proba modificatd cu biopolimer (chitosan), care s-a evidentiat prin metodele analitice
anterioare ca fiind proba cu gradul de modificare al suprafetei cel mai mare si anume

PEc/EDC+NHS/1CHT.
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Este evidentd o crestere atat a duritatii cat si a modulului lui Young odata cu
imobilizarea chimicd a chitosanului pe suprafata polietilenei. Aceasta crestere este de

aproximativ 50%.

1V.5. Determinarea rezistentei la zgdriere

Studiul de micro-zgariere (micro-scratch) s-a realizat pe probele de PE de referinta,
acoperite cu chitosan prin adsorbtie fizica si prin legare covalentd, prin douda metode: in regim
static si dinamic. Probele acoperite cu chitosan prezinta o foarte buna rezistenta la zgériere in
comparatie cu filmul de PE nemodificat, caracteristica sugerata de scdderea coeficientului de
frecare (COF) (in regim de fortd constantd) si cresterea fortei normale si a fortei de frecare
maxime (in regim dinamic) dupd depunerea biopolimerului — Figura IV.14. Cea mai buna
rezistentd la micro-zgariere fiind manifestatd de proba obtinuta prin imobilizarea chimica a

chitosanului pe substrat (PEc/EDC+NHS/CHT).
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Figura IV.14. Rezultatele testului de micro-zgariere in regim de forta constanta aplicata (a)

si in regim dinamic (b). [Paslaru et al. 2013b]

1V.6. Testarea activitatii antimicrobiene

S-a investigat activitatea de inhibare a filmelor de PE acoperite cu chitosan Tmpotriva a
doua bacterii Gram-negative, si anume Salmonella enteritidis and Escherichia coli, si o
bacterie Gram-pozitiva, Listeria monocytogenes. Imaginile microscopice ale culturilor

bacteriene sunt ilustrate in Figura IV.16.
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Figura IV.16. Aspecte microscopice ale coloniilor bacteriene dezvoltate in absenta (ATCC)

si in prezenta filmelor de PE acoperite cu chitosan. [Paslaru ef al. 2013a]

Toate probele acoperite cu chitosan manifesta activitate antibacteriand, observandu-se o
usoard influentd a concentratiei numai in cazul bacteriei Listeria monocytogenes. Acest
comportament poate fi explicat prin faptul ca, chitosanul sau derivatii acestuia s-au dovedit
mult mai eficienti pentru inhibarea bacteriilor Gram-negative decat a celor Gram-pozitive.
[Chen ef al. 2002] Procedura de legare covalentd a chitosanului pe substrat nu influenteaza

semnificativ activitatea antibacteriana a acestuia.

IV.7. Evaluarea receptivitatii la pH
Pentru evaluarea receptivitatii la pH a suprafetelor de polietilena modificate cu chitosan
s-a determinat variatia unghiului de contact cu pH-ul solutiei folosite in masuratorile

goniometrice. pH-ul solutiilor tampon a fost variat in domeniul de pH cuprins intre 2 si 11.
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In cazul substratului de PE nu s-a observat o influenti a pH-ului solutiei asupra
unghiului de contact. In timp ce, dupd depunerea chitosanului pe suprafata substratului
polimeric se observa ca prin modificarea pH-ului de la valori acide la valori bazice unghiul de
contact creste, prezentand un salt semnificativ in jurul valori de pH = 6. Daca la pH acid (pH
= 2,5) unghiul de contact este de 70° avand caracteristici hidrofile, la pH bazic (pH = 10)
acesta are o valoare de aproximativ 110° suprafata devenind hidrofoba. in cazul utilizarii
agentilor de cuplare se observa micsorarea saltului unghiului de contact, cel mai probabil
deoarece o parte din grupdrile sensibile la pH ale chitosanului sunt implicate in interactiunea

cu substratul, fiind mai greu accesibile la suprafata.

IV.8. Concluzii

» S-a elaborat o procedura in doua etape pentru obtinerea de materiale
multifunctionale pe baza de polietilena si chitosan receptive la pH si cu proprietati
antimicrobiene satisfacatoare pentru aplicarea in industria ambalajelor alimentare
precum §i pentru adsorbtia controlata de proteine.

» Procedura consta in tratamentul corona al polietilenei urmata de acoperirea cu
chitosan utilizand diferite proceduri precum imersare, intinderea solutiei pe suprafata
si electropulverizare.

» Toate probele acoperite cu chitosan au prezentat activitate antibacteriand si
receptivitate la pH datorita depunerii chitosanului pe suprafata PE care a condus si la
imbunatatirea proprietatilor de bariera elabordandu-se astfel suprafete de PE
receptive (sensibile) la stimuli externi (pH si agenti biologici). Pretratamentul corona
al substratului polimeric prezinta un rol foarte important in realizarea aderentei
biopolimerului la substrat.

» Unele proprietati investigate precum compozitie elementald, cantitatea de sarcind
prezenta la suprafata si permeabilitatea la oxigen depind de concentratia de chitosan
utilizata.

> In termeni de eficientd si consum scdzut de substante, metoda de electropulverizare

este de departe cea mai potrivita procedura de acoperire a substratului



CAPITOLUL V. MODIFICAREA SUPRAFETEI DE POLIETILENA PRIN
DEPUNEREA AMESTECULUI BIOACTIV CHITOSAN/VITAMINA E PRIN
ELECTROPULVERIZARE

Prin crearea de formuléri pe baza de chitosan si vitamina E (VE) se combina activitatea
antibacteriand a polizaharidei cu functiile biologice si activitatea antioxidanta ale vitaminei E.
In acest capitol se prezintd aplicarea tehnicii de electropulverizare pentru obtinerea de
materiale hibride pe baza de chitosan/vitamina E depus pe suprafata PE.

Legarea ireversibilda a formularii de substrat a fost realizata prin pretratarea acestuia
utilizand o tehnicd fard solventi, ecologicd si anume descarcarea corona si ulterior
imobilizarea covalentd a formularii bioactive utilizand diferiti agenti de cuplare (hidroclorura
de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida si N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) si
carbonildiimidazol (CDI).

V.1. Caracterizarea formulérii chitosan/vitamina E
V.1.1. Proprietdti reologice

Solutia de chitosan luata in studiu a avut o concentratie de 2,3 %. Concentratia
vitaminei E a fost variatd in domeniul 0,5-3 % raportat la chitosan in domeniul liniar
vascoelastic (LVE) cuprins intre (0-100 rad/s).

Forma curbelor de vascozitate evidentiaza clar scaderea atat a vascozitatii complexe
(n™*) cat sia vascozitatii la fortd de forfecare zero (77) odata cu cresterea frecventei si respectiv
a vitezei de forfecare, indicand faptul ca toate solutiile au un comportament ne-Newtonian
(pseudoplastic) de fluide care se subtiazid prin forfecare. In figura V.1. se compard
vascozitatea complexd (n*) cu cea stationara (n) pentru solutiile de chitosan si amestec

chitosan/vitamina E in diferite concentratii.
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Figura V.2. Efectul adaosului de vitamina E in solutiile pe baza de chitosan asupra modulilor
dinamici (G', G") in functie de frecventa la 25°C (a) si vascozitatea la forta de forfecare zero

in functie de continutul de vitamina E (b). [Paslaru et al. 2013¢]

Cea mai semnificativa scadere a vascozitatii cu viteza de forfecare s-a inregistrat pentru
solutia de chitosan. Modulii dinamici, G' si G", cat si vascozitatea la forta de forfecare zero
(Figura V.2) scad odatd cu cresterea concentratiei de vitamina E din solutie, cele mai mari
valori fiind corespunzatoare solutiei de chitosan fara adaos de vitamina E. La frecvente
unghiulare mici, modulul de stocare (G') determinat pentru chitosan este mai mare decat
modulul de pierdere (G"), indicand astfel un comportament de gel al solutiei pe cand, pentru
toate probele ce contin vitamina E valorile modulului de pierdere devin mai mari decét cele

pentru modulul de stocare sugerand un comportament de fluid normal.

V.1.2. Morfologia - Microscopie electronica de baleiaj

Electropulverizarea chitosanului conduce la formarea de picaturi polimerice pe
suprafata substratului fard a se observa formarea de nanofire. Acest lucru poate fi explicat pe
baza incapacitatii chitosanului de a forma un jet stabil in timpul procesului datoritd
vascozitatii mari si a structurii pseudoplastice in solutie. Complementar cu vascozitatea este si
faptul cd biopolimerul este un polielectrolit ce prezintd sarcini electrice nete in solutie. Prin
urmare fortele repulsive puternice dintre gruparile ionogene din catena polielectrolitului
impiedica formarea de fibre continue. Prin addugarea vitaminei E s-au obtinut pe suprafata
substratului filme subtire cu nanostructuri diferite, de la nanosfere la acoperiri tridimensionale

prin formare de particule conectate (un continut de 1,5% si 3% VE). Se poate afirma ca



adaosul de vitamina E poate conduce la Tmbundtatirea proprietdtii de electrofilare a

chitosanului — Figura V.3.
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Figura V.3. Imaginile SEM pentru formularile pe baza de chitosan si vitamina E depuse prin

electropulverizare. [Paslaru et al. 2013c]

V.2. Evaluarea depunerii de chitosan/vitamina E prin electropulverizare
V.2.1. Rezultatele FTIR-ATR
Atunci cand se compara spectrele IR inregistrate pentru matricea de chitosan cu continut
diferit de vitamina E se poate observa ci umirul de la 1740 cm™ este distinctiv pentru adosul
de vitamina E, chiar si atunci cand continutul de VE este mai scazut (de 0,5%), — Figura V.4b.
Benzile caracteristice gruparii amino si amidd (Amida I) a chitosanului apar la 1597 cm’
: si respectiv 1651 cm” in spectrul probei de PE acoperite cu CHT/VE. Benzile caracteristice
grupdrii amino si amida (Amida I) a chitosanului apar la 1597 cm’ si respectiv 1651 cm” in
spectrul probei de PE acoperite cu CHT/VE. Benzile caracteristice grupdrii amino si amida

(Amida I) a chitosanului apar la 1597 cm™ si respectiv 1651 cm™ in spectrul probei de PE

acoperite cu CHT/VE.
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Figura V. 4. (a) Spectrele FTIR-ATR pentru suprafetele de PE acoperite cu chitosan/vitamina
E prin electropulverizare: (1) PE; (2) PE/CHT+VE, (3) PEcor/CHT+VE, (4)



PEcor/EDC+NHS/CHT+VE; (5) PEcor/CDI/CHT+VE; (6) VE, (7) CHT. (b) Spectrele IR in
domeniul 1800-1700 cm™ pentru matricea de chitosan cu diferite concentratii de vitamina E

(0,5% si 3%). [Paslaru et al. 2013c]

In cazul cand anterior depunerii se activeazi amestecul bioactiv cu agentii chimici de cuplare
aceste benzi se deplaseazad catre numere de undd mai mici, dupad cum se poate observa in
Figura V.4a. Aceste rezultate indica interactiuni puternice intre formularea chitosan/vitamina
E si suprafata PE tratati corona activati cu agenti de cuplare. In aceste cazuri apar noi benzi
in spectrele de absorbtie In IR atribuite in principal grupdrilor functionale de tip amida.
Benzile mai sus mentionate sunt situate in spectrul IR la 1637 cm™, atribuitd vibratiei de
alungire a gruparii -C=0O (Amida I) si la 1568 cm™, ceea ce corespunde vibratiei de
deformare in plan a gruparii —NH (0nn) [Balaban ef al. 1983; Chen et al. 2008] in cazul probei
obtinute prin utilizarea agentilor de cuplare EDC si NHS. In cazul cuplarii cu
carbonildiimidazol (CDI) benzile mentionate se regisesc in spectru IR la 1645 cm™ si 1564
cm’. Aceste particularititi spectrale estimeazi legarea chimici a amestecului
chitosan/vitamina E pe suprafata PE tratata corona.

Spectrele FTIR-ATR au evidentiat ca interactiunea dintre chitosan si vitamina E este in

principal electrostatica si prin intermediul legaturilor de hidrogen.

V.2.2. Spectroscopia XPS

Datele XPS - Tabelul V.1- indicd modificarea compozitiei chimice a suprafetei
substratului dupa imobilizarea amestecului CHT/VE, amestecul bioactiv fiind legat ireversibil
de substratul de PE tratat corona cand se utilizeaza agentii chimici de cuplare, observandu-se
in aceste cazuri aceleasi elemente chimice ca si inainte de procesul de desorbtie, si ca sistemul
de cuplare EDC cu NHS este usor mai eficient decat cel pe baza de CDI. Rapoartele atomice
O/C si N/C a probelor modificate au variat in mod evident cu procesul secvential de

modificare ce include tratatmentul corona si depunerea fizicd/legarea covalentd a formularii

CHT/VE pe substrat.

Tabel V.1. Compozitia elementala si rapoartele atomice pentru probele de PE modificate.

Proba Compozitia elementala (% atomice)
C (0] N o/C N/C
PE 99,03 0,97 |- 0,011 |-
PEcorona 88,54 (9,22 10,72 0,104 | 0,008
PE/CHT+VE 73,16 | 20,87 | 4,4 0,285 | 0,06




PEcor/CHT+VE 69,94 | 23,54 | 4,5 0,336 | 0,064
Pecor/EDC+NHS/CHT+VE 69,13 |23,7 |5,15 0,342 10,074
PEcor/CDI/CHT+VE 68,06 | 25,0149 0,367 10,072

PEcor/EDC+NHS/CHT+VE/pH 3,5 68,57

24,35 | 5,5 0,355 10,08

PEcor/CDI/CHT+VE/pH 3,5

66,08

26,53 | 6,85 0,401 ]0,103

Raportul atomic procentual C4/C2 (N-C=0O / C-NH;) - Figura V.7 - poate fi utilizat

pentru evaluarea formarii legdturii amidice. Acest raport creste dupa utilizarea ambelor cai de

cuplare, prezentand o valoare mai mare In cazul utilizarii sistemului EDC si NHS, sugerand

ca sistemul de cuplare EDC cu NHS este usor mai eficient decat cel pe baza de CDI.
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V.2.3. Titrarea potentiometrica

Figura V.7. Rapoartele atomice C4/C2
pentru probele modificate cu

chitosan/vitamina E. [Paslaru et al. 2013c]

Cantitatea totalda de sarcind pentru fiecare proba analizatd s-a calculat din nivelul de

platou a izotermelor de sarcind si rezultatele sunt prezentate in Tabelul V.3.

Tabel V.3. Cantitatea de sarcina totald normalizata la masa probei pentru PE de referinta si

filmele modificate.

Proba Cantitatea de sarcina
[mmol/kg]
PE Nedetectabil
PEcor Nedetectabil
PE/CHTm+VE 21,62
PEcor/CHTm+VE 35,40
PEcor/CDI/CHT+VE 47,94
PEcor/EDC+NHS/CHT+VE 54,92




Proba PEcor/EDC+NHS/CHT+VE prezintd cel mai mare continut de grupari amino

incdrcate, acest rezultat fiind corelat si cu continutul cel mai mare de azot determinat prin

XPS.

V.2.4. Titrarea polielectroliticd — Studiul de desorbtie

Caracteristica principala a curbelor de desorbtie pentru toate probele investigate este
aceea ca la pH 6,5 desorbtia amestecului CHT/VE de pe suprafatd este mai lenta decat in
cazul utilizarii pH-ului 3,6. Aceasta tendintd se datoreazd faptului ca la pH acid toate
grupdrile amino primare accesibile din amestecul bioactiv sunt protonate, NH3 ", disociind mai
usor in solutie.

In figura V.10 se prezintd spectrele inregistrate dupa desorbtie la pH 3,6. Spectrele
evidentiazd calitativ prezenta amestecului bioactiv chitosan/vitamina E pe suprafata
polimerului, chiar si dupa actiunea unui mediu acid puternic, numai atunci cand substratul

este tratat corona si in special cand se utilizeaza imobilizarea covalentd prin intermediul

—— PEcor/EDC+NHS/CHT+VE
—— PEcor/CDI/CHT+VE

—— PEcor/CHT+VE
—— PE/CHT+VE

agentilor chimici de cuplare.

Transmitanta [%]

T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 1500 1000 500

Numere de unda [cm'll

Figura V.10. Spectrele FTIR-ATR a filmelor acoperite cu CHT/VE dupa desorbtie la pH 3,6.

V.2.6. Testarea activititii antibacteriene

Testele de evaluare a inhibdrii cresterii bacteriene (Tabel V.4) de catre compozitele
stratificate evidentiaza ca, activitatea antibacteriand a amestecului bioactiv legat covalent de
suprafatd scade atunci cand se comparad cu cel adsorbit fizic pe suprafatd, dar isi mentine
activitatea de inhibare pentru anumite bacterii. Mai mult, cu toate ca s-a demonstrat prin
diferite metode analitice cd sistemul EDC+NHS este mai eficient ca si protocol de legare
covalentd cel de-al doilea sistem, CDI, blocheazd mai putine grupari amino din amestecul

bioactiv care sunt implicate in procesul de inhibare bacteriana.



Tabel V.4. Activitatea antibacteriand a compozitelor stratificate obtinute.

Compozitia probei Inhibare 48h Inhibare 48h Inhibare 48h
Salmonella Escherichia Listeria
enteritidis coli monocytogenes
ATCC 25922 ATCC 25922 ATCC 25922
(%0) (%0) (%0)
PE 39 14 25
PEcor/CHT+VE 95, 18 100’00 89,58
PEcor/EDC+NHS/CHT+VE 39,94 78,46 29,17
PEcor/CDI/CHT+VE 77,11 86,15 87,50

V.2.7. Evaluarea activititii antioxidante

in Tabelul V.5 sunt prezentate rezultatele testului cu DPPH pentru probele de PE
acoperite cu amestec de CHT/VE cu procent diferit de a-tocoferol. Probele obtinute prezinta
activitate antioxidantd, manifestand o dezactivare eficientd a radicalului liber 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH). Activitatea antioxidantd s-a testat si in cazul probelor supuse anterior
studiului de desorbtie iIn mediu acid, inregistrandu-se o valoare RSA de 18,5% dupa 30
minute. Se evidentiazd astfel ca, vitamina E rdmane stabila pe substratul de PE incorporata in
matricea de chitosan si materialul obtinut prezintd activitate antioxidantd chiar si in aceste

conditii.

Tabel V.5. Activitatea de dezactivare a radicalului (RSA) DPPH pentru compozitele

stratificate.
Proba RSA/100 mg proba RSA/100 mg proba
(70) (%0)
(dupa 30 min) (dupa 24 ore)

PE 0,0 0,0
PEcor/CHT+0,5%VE 25,8 71,7
PEcor/CHT+1,5%VE 57,8 100,0
PEcor/CHT+3%VE 83,4 100,0

V.2.8. Determinarea receptivitatii la pH

Saltul unghiului de contact apare in jurul valorii de pH 6 in cazul probei PEcor/CHT in
timp ce 1n cazul probelor care contin VE acest punct se deplaseazd usor catre valori mai mari
de pH - Figura V.12. Acest lucru poate sugera o usoare acidifiere a suprafetei prin adaugarea
vitaminei E. In plus, utilizarea agentilor de cuplare nu conduce numai la o deplasare a

punctului de tranzitie ci si la o micsorare a diferentei intre unghiul de contact minim si




maxim. Utilizarea carbonildiimidazolului ca agent de cuplare chimica conduce la obtinerea
unei tranzitii hidrofil-hidrofob mai pronuntata decét in cazul utilizarii sistemului EDC+NHS.
Compozitele stratificate obtinute prezinta receptivitate la pH prezentand un raspuns de tip
suprafata hidrofilid/hidrofoba, ce poate fi exploatatd in domeniu biomedical in special

pentru culturi de celule.
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Figura V.12. Variatia unghiului de contact in functie de pH-ul solutiei. [Paslaru et al. 2013d]

V.3. Utilizarea compozitelor stratificate ca si ambalaje alimentare

Compozitele stratificate pe baza de polietilend si amestec chitosan+vitamina E s-au
testat ca si ambalaj bioactiv pentru carnea de pui tocatd prin analiza senzoriala, determinarea
pH-ului, reactia cu hidrogen sulfurat (H,S) si determinarea numdrului total de germeni
mezofili aerobici (Staphyloccus aureus, Salmonella sp., Proteus vulgaris si Yersinia
enterocoiytica) inainte de ambalare cat si dupd 48 de ore de depozitare. Caracteristicile carnii
tocate ambalate in compozitele stratificate sunt superioare in comparatie cu proba de control

si a celei ambalate in folie de LDPE (Tabel V.7).



Tabel V.7. Caracteristicile carnii de pui tocate in timpul examinarii probelor. [Paslaru et al. 2013b]

Parametri Proba de referinta (carnea | Caracteristici dupa 48 de ore de depozitare (dupa expirarea termenului de valabilitate) in
proaspata) conditii normale
CONTROL PEc¢/EDC+NHS/ PEc¢/EDC+NHS/ LDPE
(proba tinuta in CHT+VE/1 CHT+VE/ES
caserola initiald)
Aspectul Aspectul suprafetei: omogen, alterat Relativ proaspat proaspat alterat
de culoare roz deschis, lucios
Consistenta elastica alterat Relativ proaspat Proaspat Relativ proaspat
Aspect umed in sectiune, Relativ proaspat Proaspat Proaspat Relativ proaspat
caracteristici lucioase
Mirosul Placut si caracteristic speciei alterat Relativ proaspat Relativ proaspat Alterat
Supa rezultata in | Transparent, clar, aromatic, la alterat Relativ proaspat Relativ proaspat Alterat
urma fierberii si | suprafata se separa un strat
sedimentarea compact si insulite de grasime,
gust si miros placut
pH 5,7 6,9 6,3 5,8 6,5
Reactia cu H,S negativ Negativ (devine Negativ (devine pozitiv Negativ Negativ (devine
pozitiv in timp) in timp) pozitiv in timp)
Numirul total de | 7,9 x 10° 8,3x 10° 82 <10 9,4 x 10 5,6 x 10°

germeni, CFU/g




V.4. Concluzii

>

S-au obtinut comporzite stratificate dual-bioactive pe baza de polietilena (ca si substrat
polimeric sintetic) si amestec de chitosan cu vitamina E, prin explorarea tehnicii de
electropulverizare prin crearea de noi suprafete multireceptive la stimuli externi.

Adaosul de vitamina E in matricea de biopolimer conduce la modificarea proprietatilor
reologice, care ulterior influenteaza procesul de electropulverizare si morfologia acoperirii
depuse.

Imobilizarea chimica a amestecului chitosan/vitamina E pe substratul tratat corona s-a
realizat prin utilizarea a doua sisteme chimice de cuplare: cu clorhidrat de I-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)  carbodiimida si  N-hidroxisuccinimida (EDC+NHS) si N-
carbonildiimidazol (CDI), primul fiind mai eficient in reactia de cuplare.

S-a stabilit ca, componentele formularii bioactive (CHT/VE) interactioneaza in principal
electrostatic si prin legaturi de hidrogen.

Materialele obtinute prezinta caracter triplu bioactiv, prezentand atat activitate
antibacteriana cdat si antioxidanta si receptivitate la pH, care sunt mentinute §i dupa
supunerea la actiunea unui mediu puternic acid. Aceste proprietati recomanda compozitele
stratificate obtinute pentru aplicatii in domeniul biomedical si/sau al ambalajelor

alimentare active.

CAPITOLUL VI. ADSORBTIA ALBUMINEI PE SUPRAFATA PVDF UTILIZAND

PLASMA DE MICROUNDE

Poli(fluorura de viniliden) a fost supusa modificarilor succesive ale suprafetei prin tratament

in plasmd de microunde utilizand diferite atmosfere, urmate de acoperirea cu albumina din serul

bovin (BSA) prin adsorbtie fizica directa.

VI.2.

Rezultate gravimetrice

Determinarea cantitativd a albuminei imobilizatd pe suprafata filmului s-a realizat prin masuratori

gravimetrice utilizdnd o balanta cu precizie inaltd. Tratamentul in plasmd determind o crestere

semnificativa a cantitdfii de albumina care adera la suprafata PVDF (in special cand se utilizeaza ca

si gaz de descarcare N»/H), posibil datorita caracterului polar indus in timpul expunerii la plasma -

Figura VI.1.



Figura VI 1. Cantitatea de albumina adsorbita pe

suprafetele de PVDF, netratata i tratata in plasma

m [ng/mm?]
g8 8 8 8

utilizand diferite gaze.

8

VI1.3. Masuritori de unghi de contact

Figura VI.2 se prezintd imaginile picaturilor de apd formate pe suprafata filmelor de PVDF.
Se observa o scadere semnificativa a unghiului de contact pentru filmul de PVDF activat si acoperit
cu albumind (~ 67-77°), ceea ce poate fi atribuitd cresterii caracterului hidrofil al PVDF in urma
tratamentului in plasma si adsorbtiei BSA. Aceasta scadere este mai pronuntata in cazul utilizarii

plasmei N»/H,. [Baican, Paslaru ef al. 2011a]

PVIDE CcO N./H;

Figura VI.2. Imaginile picaturii de apa pe suprafetele de PVDF netratat §i tratat in plasma dupa

imobilizarea albuminei.

VI1.4. Rezultatele AFM

Imaginile AFM ale suprafetei PVDF netratata si neacoperitd, si tratatd si acoperitd cu
albumina indica o suprafata neregulatd si variatia topografica este de aproximativ 35 nm Figura
VI1.4. Imaginea in contrast de fazd ofera detalii clare despre adsorbtia BSA, deoarece evidentiaza
muchii granulare si nu este afectata de diferentele mari de scald a indlfimii. Prin compararea
imaginilor de faza inainte si dupa adsorbtie, s-a gasit ca tratamentul in plasma si acoperirea cu BSA

fac suprafata filmului mai neteda si mai uniforma (Figura VL.5).



Figura VI1.4. Imaginile AFM si histogramele pentru: filmul PVDF de referinta, MI-netratat, N,,
CO,, si No/H; — filme tratate in plasma utilizand N,, CO,, si N»/H, ca si gaze de descarcare, dupa

imobilizarea albuminei.
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Figura V5. Imaginile in contrast de faza ale suprafetei de PVDF inainte (a) si dupa adsorbtia de
albumina (b).

VLS. Rezultatele FTIR-ATR

Spectrele FTIR-ATR a filmelor de PVDF tratate in plasma de microunde utilizand diferite
gaze de descarcare sunt redate in Figura VI.7. Dupa tratamentul in plasma si acoperirea cu proteind
pe suprafata PVDF se gasesc grupari functionale noi, acestea fiind atribuite gruparilor amidice,
aminice §i carboxilice din BSA. Prin urmare, spectrele FTIR evidentiaza imobilizarea albuminei pe
suprafata PVDF. Expunerea in plasmd induce un caracter polar suprafetei PVDF si face posibila
retinerea albuminei. Benzile corespunzatoare albuminei din serul bovin au o intensitate mai mare in

cazul tratamentului in plasma N,/H,, indicand o cantitate mai mare de BSA imobilizata.
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Figura VI.7. Spectrele FTIR-ATR pentru suprafetele PVDF tratate in plasma §i acoperite cu
albumind pe domeniul 4000-2000 cm™ (a) si 2000-500 cm™ (b).

Conform rezultatelor experimentale obtinute se poate concluziona ca albumina din serul bovin

interactioneaza diferit cu suprafata PVDF functionalizata prin expunerea la cele trei tipuri diferite

de plasma - Figura VI.10.
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Figura VI.10. Reprezentarea schematica a interactiunii BSA cu diferitele suprafete PVDF.

V1.6. Evaluarea receptivitatii la pH

Suprafata substratului polymeric (PVDF) nu prezintd receptivitate la pH, manifestand acelasi
unghi de contact pe intreg domeniul de pH. Prin expunerea la diferite tipuri de plasma si acoperirea
cu albumina suprafata substratului nu mai prezinta constanta in ceea ce priveste valorile unghiului
de contact cu varierea pH-ului.

La pH puternic acid suprafetele cu BSA prezinta caracter hidrofil puternic si prin cresterea
pH-ului, in jurul valorii pH ~ 4,5 are loc o crestere brusca a unghiului de contact urmata fiind de un
domeniu constant pana la pH ~ 7 cand unghiul de contact incepe iar sd scada. Acest comportament
se explica pe baza caracterului amfoter al proteinei. Comportamentul receptiv/adaptiv la pH este

mai pronuntat in cazul tratarii substratului in plasma de N si ulterior acoperit cu albumina.
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VL.7. Concluzii

» S-a elaborat o procedura in doua etape pentru imobilizarea BSA pe suprafetele PVDF, care
constd in tratamentul in plasma urmat de adsorbtia proteinei pe suprafata.

» Prin utilizarea spectroscopiei FTIR-ATR s-a demonstrat prezenta gruparilor functionale a
BSA pe suprafata PVDF.

» Masuratorile unghiului de contact cu apa si analiza AFM arata o crestere a caracterului
hidrofil §i scaderea heterogenitatii, in principal in cazul tratamentului in plasma de
microunde cu N»/H, ca si gaz de descarcare, care este cea mai convenabila modalitate de
imobilizare a BSA.

» Tratamentul in plasma de microunde a PVDF, urmat de acoperirea cu BSA s-a demonstrat
a fi foarte util pentru modificarea adecvata a proprietatilor de suprafatd, acest lucru
conducand la o receptivitate la pH precum §i la o posibila crestere a caracteristicilor de
biocompatibilitate a PVDF hidrofob.

» Scopul acestor acoperiri receptive la pH este acela de a crea suprafete biocompatibile
receptive la stimuli externi pentru aplicatii medicale (in special pentru controlul

atasarii/detasarii celulelor de pe matrici solide).

CAPITOLUL VII. ACTIVAREA iN PLASMA DE MICROUNDE A SUPRAFEtEI DE
POLI(FLUORURA DE VINILIDEN) PENTRU IMOBILIZAREA TRIGLICINEI SI
PROTEINEI A

PVDF se propune ca si suport pentru imobilizarea de doud proteine, triglicina si proteina A ca
proteine model. Filmul de PVDF a fost supus la modificéri de suprafata succesive prin activarea in
plasma de microunde (pretratament) in diferite atmosfere (CO,, N, si No/H»), urmatad de acoperirea

cu proteine prin adsorbtie directd si grefare. S-a realizat optimizarea parametrilor descarcdrii pentru



functionalizarea suprafetei utilizand plasmd CO, de microunde, si a procedurilor de imobilizare a

unor proteine pe suprafetele tratate.

VIIL.1. Tratamentul in plasma de CO; si caracterizarea suprafetei modificate

Dupa expunerea in plasma de CO, a filmelor de PVDF componenta acid-baza a energiei
libere de suprafatd creste semnificativ, in cazul tuturor parametrilor de descarcare experimentali
variati (Figura VIL.1). Cresterea valorii componentei acid-baza a energiei libere de suprafata
evidentiazd 1Incorporarea de functiuni polare (specii oxigenate). Caracteristicile de
biocompatibilitate sunt de asemenea imbunatdtite prin tratare in plasma, tensiunea de la interfata cu
sangele si tesuturile scade semnificativ de la 27 mN m™, in cazul PVDF netratat, la valori care tind
spre zona de biocompatibilitate (mai mic de 9 mN m™).

S-au stabilit urmatoarele conditii experimentale ca fiind optime:

- plasma CO,: Q = 1610 8 m’ s—1,P=50W,t=30s,d=0,1m;

- iar pentru plasma generatd in Ny: d = 0.1m; Q = 16 X 108 m’ sfl, P=50W,t=60s;

- st amestec N»/H; in raport 25/75: Q = 16 x 10—8 m’ sfl, P=50W,t=60s,d=0,1 m.

100

904 m
— | ] — 85
D D
% %
= = 80
2 w) 2
g g7
= =
S S 70-
D D
=] m [ ] =
E = = 651 -
&0 60 )
= = »
=] = 60
T T T T T 55 T T T T T T T
0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0 10 20 30 40 50 60
d[m] (a) t[s] (b)
45 60
A
o 50 I\l I
| A —_ e
40 A 7_77;:: E 40 /l | % 1
z ) ab
E / Ay E X B
7 354 22 30+ —A—y,
E — o
2 104 / 2 20
- -
> 10</§ ]
5 ¥
" 0 T T T T T T
T T T T T T T T 0 10 20 30 40 50 60

Timp [s]

Puterea [W] (C) (d)



1,2

110
B 105
_ 108
E 5 1001 v —_—
Z ]
E 104 Z 951
- A
= m = 901
10,0 2 es
80
9,6 75
70
0,05 0,10 0,15 0 5 10 15 20 25 30
d [m] (e) Qm%s]* 1,6710° )

Figura VII. 1. Proprietatile de suprafata ale filmului de PVDF dupa expunerea in plasma variind
parametrii de descarcare. Unghiul de contact in functie de distanta dintre proba si surfatron (a) si
timpul de expunere (b); componenta acid-baza a energiei libere se suprafata in functie de puterea
de descarcare (c) si timpul de tratare (d); tensiunea la interfata dintre sange si suprafatd in functie
de distanta dintre proba si surfatron (e),; lucrul mecanic de adeziune in functie de debitul gazului

(f). [Vasile, Paslaru et al. 2011b]

Atunci cand se compard intre ele spectrele XPS se observa ca speciile chimice dominante
prezente pe suprafata substratului polimeric sunt carbonul si fluorul. Noi picuri de emisie
caracteristice oxigenului si azotului apar in spectrele probelor de PVDF modificate, datorita
tratamentului in plasma si/sau a etapelor ulterioare de modificare. Atomii de oxigen se gasesc atat
sub forma de grupari hidroxil (C-OH) sau/si carbonil (C=O) si radicali epoxi, pe cand atomii de
azot apar sub forma de grupari aminice (-NH;). Suprafetele acoperite cu proteine prezinta o crestere
semnificativd a procentului in care se gaseste atomul de carbon implicat in legatura directa cu
azotul, C-N, si in gruparea amidicd. Cand se utilizeaza triglicind continutul de azot este mai mare in
cazul in care proteina este legata chimic pe suprafatd (Tabel VII.1).

Dupa tratatmentul cu plasmd toate suprafetele devin mai hidrofile, datorita implantérii de
functiuni polare care contin azot sau oxigen. In cazul adsorbtiei/legarii chimice de proteine, atat
grupdrile acide cat si/sau cele bazice ale acestora vor interactiona cu situsurile active
complementare bazice sau acide, create pe suprafata prin expunerea in plasma de N, si No/H; sau
respectiv CO,.

In cazul tratamentului in plasma de Ny/H, triglicina a fost mai bine legati pe suprafata PVDF
decat proteina A, pe cand in urma tratamentului in plasmd de CO;, si Ny, proteina A a fost

imobilizata covalent mai puternic.



Tabel VII.1. Compozitia atomica experimentala (%) si diferite rapoarte atomice obtinute prin

analiza XPS pentru suprafetele activate in plasma si modificate cu proteina A si triglicina.

Proba % C|[% F|% O|% N|O/C|{O/F | N/F | N/C

PVDF 53,8(43,212,410,2 {0,045/ 0,06 (0,005 0,003

a) Plasma CO; *lc = legata covalent

PVDF/CO, 81,3 8,81(7,5]0,40,0930,85]0,05|0,005

PVDF/CO,/ PrA 62,9(11,7]13,8] 5,6 0,219/ 1,18 (0,500,089

PVDF/CO,/ PrA lc 63,8(16,3110,9| 5,2 (0,171]0,67 (0,320,081

PVDF/CO,/TG 68,1(11,117,811,00,163]0,70 (0,090] 0,015

b) Plasma N,
PVDF/N, 66,1116,615,62( 2,3 (0,085/0,34]0,14| 0,03
PVDEF/N, /PrA 63,71 9,4 16,7 6,2 (0,262 1,7810,66 10,097

PVDF/N; /PrA Ic 70,6 9,5 111,31 4,4 (0,160, 1,19(0,46| 0,06

PVDF/N,/TG 48,717,1916,04| 2,9 10,1241 0,84 {0,403| 0,06

PVDF/N,/TG Ic 57,5(7,9317,88] 4,6 (0,137/0,994{0,58 | 0,08

¢) Plasma N,/H;

PVDF/N»/H, 69,8 [21,55|9,05]1,25(0,129} 0,42 10,058|0,0179

PVDF/N,/H,/PrA 57,6 (20,1114,2] 1,7 (0,247, 0,71 (0,084/0,0295

PVDF/N,/H,/PrAlc  |45,217,8218,84( 1,9 [0,195] 1,13 ]0,243] 0,042

PVDF/N,/H,/TG 67,0 ( 8,7 |13,0] 2,7 (0,194 1,49 (0,310] 0,040

PVDF/N,/H,/TG lc 56,4 7,2 |15,1]3,6 [0,267/2,09( 0,5 |0,064

VIL.2.1. Determinarea unghiului de contact
Comparand probele tratate in plasma de diferite gaze se observa ca, in toate cazurile, unghiul

de contact cu apa scade in raport cu PVDF de referinta — Figura VILS.
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Figura VILS. Variatia unghiului de contact cu apa pentru PVDF de referinta si tratat in plasma de

diferite gaze (a) si dupa adsorbtia fizica/legarea covalenta de proteine (b).

VIL.2.3. Determinarea prin microscopie de forta atomica (AFM) a morfologiei depunerilor
Imaginile AFM 3D arata suprafete rugoase, indiferent de natura tratamentului aplicat
suprafetei, pe cand imaginile inregistrate in contrast de faza (Figura VII.7) induce ideea de suprafete
mai netede, in special in cazurile activarii cu plasma de N, si N»/H, si adsorbtie fizica/legare
covalentd de proteine. Pe suprafetele aminate se realizeaza o adsorbtie fizicd/legare covalenta mai

eficientd decat in cazul celorlalte suprafete.
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Figura VIL.7. Imaginile AFM in contrast de faza pentru suprafetele PVDF tratate in plasma si acoperite
prin legare covalenta cu PrA si TG: (a) PVDF/CO,,; (b) PVDF/CO./PrA lc; (c) PVDF/N,/PrA Ic; (d)
PVDF/N>/H>; (e) PVDF/N>/H»/PrA lc; (f) PVDF/N2/Hy/TG lc.

VIIL.2.4. Testele de imunofluorescentdi

Pe suprafata polimerului pretratat in plasma si acoperit cu proteine s-a depus 5 puL de ser polivalent
anti-Escherichia coli. Anticorpii de pe suprafatd sunt marcati cu un fluorocrom (anticorpul treponemic
fluorescent cu absorbtie — FTA-Abs). Prin reactia specificd dintre anticorpul anti-Escherichia coli si
antigen (reprezentat de microorganismul Escherichia coli) se formeaza un imunoprecipitat care poate fi

monitorizat prin spectroscopia de fluorescenta.



Procesul de legare chimica al proteinelor induce zone de fluorescentd mult mai mari, cea mai mare
fiind observata pentru PVDF activat in plasma de N»/H; si acoperit prin legare chimica cu triglicina.
Rezultate similare au fost obtinute pentru suprafetele activate in plasma de CO, sau N, dar in aceste
cazuri zone mai mari de fluorescentd apar atunci cand se depune pe substratul polimeric proteina A,

deoarece, in aceste situatii acoperirea suprafetei cu aceasta proteina a fost cea mai eficienta.

Figura VIL9. Rezultatele testelor de imunofluorescenta pentru detectia microorganismului Escherichia
coli: (a) PVDF; (b) PVDF/N./H> + TG adsorbita, (c) PVDF/N»/H, + PrA legata covalent,; (d)
PVDF/N./H; + TG legata covalent. [Vasile, Paslaru et al. 2011b]

Testele de imunofluorescentd au demonstrat incontestabil prepararea cu succes a suprafetelor de PVDF

pentru detectia de microorganisme.

VIL.3. Concluzii

» Tratamentul in plasma de CO; al filmului de PVDF conduce la modificari de suprafata
fizico-chimice, in principal prin incorporarea la suprafata de grupari acide, datorita
interactiunilor dintre suprafata polimerica si speciile reactive prezente in faza de plasma,
ceea ce induce o functionalizare caracterizata de prezenta gruparilor oxigenate pe
suprafata.

» S-au elaborat doua noi metode pentru functionalizarea suprafetei polimerice care constau
in imobilizarea proteinei A si triglicinei prin adsorbtie fizica/legare covalenta pe o
suprafata de PVDF anterior tratata in plasma de microunde generata in diferite atmosfere
gazoase, precum CQO,, N> si No/H..

» Utilizand spectroscopia fotoelectronica de raze X (XPS) si in infrarosu (ATR-FTIR) s-a
evidentiat formarea gruparilor COF, COOH si O=C- dupa tratamentul in plasma de CO), si
a gruparilor amida si amina dupa activarea in celelalte doua tipuri de plasma si adsorbtia
fizica/legarea covalenta de proteine. Masuratorile de unghi de contact cu apa au aratat o
scadere graduala a unghiurilor de contact dupa adsorbtia fizica/legarea covalenta a
proteinelor, indicand o crestere a hidrofiliei in urma acestor doua etape de modificare a
substratului. S-a stabilit ca TG a fost imobilizata mai bine pe suprafata activata in plasma

de N»/H,, pe cand proteina A pe suprafetele expuse in plasma de CO; si N..



» Proteinele imobilizate pe suprafata PVDF au fost utilizate cu succes pentru detectia de
microorganisme, conform testelor de imunofluorescenta.
» Procedura propusa in acest studiu prezintd potential in elaborarea de biozenzori, in special

utilizand proprietatea de piezoelectricitate a PVDF, care poate juca un rol clinic important.

CAPITOLUL VIIL. IMOBILIZAREA ORIENTATA A IMUNOGLOBULINEI G PE
SUPRAFATA POLI(FLUORUREI DE VINILIDEN)

In acest capitol se prezintd modificarea suprafetei de PVDF in etape succesive prin expunerea
la plasma de radiofrecventd (RF) generata in diferite atmosfere (CO,, N, si N»/H»), si imobilizarea
ulterioard a imunoglobulinei G (IgG) direct sau prin intermediul proteinei A (prin adsorbtie fizica
sau legare covalentd — utilizdnd agentii de cuplare EDC+NHS). Stiind faptul cd proteina A poate
lega selectiv IgG, complecsi de tip antigen legat de I1gG si IgM precum factori reumatoidici si
complexe imune circulante, s-a realizat o imobilizare orientatd a anticorpului pe suprafata

polimerului sintetic.

VII1.4. Evaluarea imobilizirii IgG pe PVDF prin tehnica de imagisticd chimica in infrarosu
apropiat (CI-NIR)

Spectrul NIR al probei N,/IgG legata covalent (Figura VIII.3 — Spectrul 3) dezvaluie benzile
de vibratie caracteristice IgG de la 2057 nm si 2185 nm si mai mult se observa cd aceste benzi apar
suprapuse peste cele ale proteinei A in cazul probei N,/PrA legata covalent/IgG (Figura VIII.3 —
Spectrul 2).

0,25

Figura VIIL3. Spectrele NIR pentru: (1) PVDF
tratat in plasma de N,; (2) PVDF/N,/PrA legata
covalent/IgG; (3) PVDF/N,/IgG legata covalent;
(4) Proteina A; (5) Imunoglobulina G.
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Omogenitatea si distributia proteinelor pe suprafata PVDF sunt ilustrate in Figura VIII.4 (a) si
(b). Din figurd se evidentiazd prezenta imunoglobulinei G si a proteinei A pe suprafata PVDF,
imobilizarea IgG mediatd de proteina A si de asemenea formarea unor noi legaturi intre aceste

componente si suprafata PVDF prin aparitia unui nou compus (necunoscut).



Cu ajutorul modelului PLS-DA a fost estimat continutul de IgG depus pe suprafata PVDF si
acesta a fost de 3,2 % £ 0,31 in cazul imobilizarii directe a IgG (Figura VIII.4(a)) si 22,02 % + 0,13
in cazul imobilizarii IgG prin intermediul proteinei A. In ultimul caz continutul de proteina A a fost
estimat ca fiind 11,96 % + 0,5 (Figura VIIL.4(b)). Cand IgG este imobilizatd direct pe suprafata
substratului tratat in plasma apare o componentd necunoscutd in procent de 12,7%, care apare in

urma interactiunei substratului cu IgG.
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Figura VIIL.4. Modelele PCA 3D si PLS-DA pentru probele: (a) N»/IgG legata covalent si (b)
N>/PrA legata covalent/IgG. [Paslaru et al. 2013 e-f]

VIILS. Evaluarea imobilizarii IgG pe suprafata PVDF prin XPS

Prin analiza spectrelor XPS in cazul imobilizarii IgG prin intermediul proteinei A pe suprafata
PVDEF tratata in plasma de N»/H, s-a evidentiat cel mai mare continut atomic procentual de azot pe
suprafata — Tabel VIII.2. Se sugereaza astfel ca aceastd proba prezintd cea mai mare cantitate de

IgG depusa si ca imobilizarea moleculelor de IgG pe suprafata prezinta o orientare de tip “ends-on”

predominanta.



Tabel VIIL.2. Compozitia atomicd experimentald (% atomice) pentru suprafetele de PVDF

modificate.

Proba C (%) |F (%) [0 (%)] N (%) [S (%) F/C O/C | N/C
PVDF 50,40 (48,74 0,86 - - 0,967 | 0,017 -
PVDF/CO, 53,73 (43,24 2,38 | 0,42 - 0,804 | 0,044 |0,007
CO,/PrA ads 62,9 | 11,7 | 13,8 5,6 - 0,186 | 0,219 0,089
CO,/PrA ads/IgG 63,83 | 0,37 119,03 | 11,36 | 0,05 | 0,005 | 0,298 |0,177
CO/EDC+NHS/PrA 63,8 | 16,3 | 10,9 5,2 - 0,255 | 0,171 |[0,081
CO/EDC+NHS/PrA/lIgG 57,48 | 0,39 |24,71| 11.84 | 0.10 | 0.006 | 0.429 |0.205
PVDF/N, 66,13 [16,65]|13,35| 2,32 - 0,25 0,200 0,035
No/PrA ads 66,27 | 3,06 |20,24| 4,74 - 0,046 | 0,305 |0,067
N»/PrA ads/IgG 54,05 | 0,16 |25,35] 10,91 | 0,17 | 0,003 | 0,469 (0,201
N./EDC+NHS/PrA 70,6 9,5 | 11,3 4,4 - 0,134 | 0,160 | 0,06
N./EDC+NHS/PrA/1gG 60,78 - | 16,52 14,04 | 0,25 | 0,000 | 0,271 |0,230
PVDF/N»/H, 65,26 | 8,65 | 15,56 4,33 - 0,132 | 0,238 0,066
N2/H,/PrA ads 57,6 | 20,1 | 14,2 1,7 - 0,348 | 0,247 10,0295
No/H,/EDC+HNHS/PrA 452 | 7,82 | 8,84 1,9 - 0,173 | 0,195 0,042
No/H,/EDC+NHS/PrA/IgG | 65,86 - | 13,49 16,02 | 0,32 | 0,000 | 0,204 0,243

Imobilizarea orientatd a imunoglobulinei G pe suprafata PVDF s-a evidentiat si cu ajutorul

tehnicii QCM (microbalanta cu cristal de cuart). Cristalele de cuart acoperite cu PVDF si avand

imobilizat pe suprafatd IgG, direct sau prin intermediul proteinei A, au fost testate pentru detectia

unui antigen (o tulpind de Salmonella typhimurium). S-a observat ca, cantitatea de Salmonella

adsorbitad in cazul probei modificate cu IgG prin intermediul proteinei A a fost de trei ori mai mare

decat in cazul imobilizarii directe a IgG pe substrat. Acest fapt sugerand o interactiune specifica de

legare anticorp-antigen imbunatatita atunci cand imobilizarea IgG este mediata de proteina A.

VIII.6. Caracterizarea suprafetelor modificate prin microscopie de forta atomica (AFM)



Intrucat lungimea si latimea moleculei de IgG sunt diferite, o configuratie orientata aleatoriu
are ca rezultat modificarea topografiei suprafetei [Bae ef al. 2008] comparativ cu cea a substratului
polimeric (Schema VIII.4(a) Adaptata din [Schramm et al. 1993]).

Imunoglobulina G

- @) —
SchemaVlIIll. 4. Starile {

teoretice in cazul imobilizarii «— PVDF tratat in plasma
directe a imunoglobulinei G pe ENDS-ON SIDE-ON TOP-ON

suprafata de PVDF tratata in ®
plasma (a) si prin intermediul

proteinei A (b) . <«— PVDF tratat in plasma si acoperit
prin legare covalenta cu PrA

ENDS-ON

S-a gasit ca rugozitatea suprafetei stratului de IgG depus pe substratul PVDF tratat in plasma
creste odata cu cresterea eficientei expunerii la plasma in urmdtoarea secventd No/Hy > N, > COa,
N2/H; conducéand la cele mai pronuntate modificari ale proprietatilor de suprafata.

Compararea histogramelor obtinute prin AFM pentru proba cu IgG imobilizatd chimic pe
substratul PVDF tratat in plasma N»/H, si pentru proba obtinutd prin intermediul proteinei A se
observa ca in primul caz suprafata este foarte heterogena, cu o histograma foarte larga pe cand in
cazul celei de-a doua suprafata este mult mai omogena prezentand o histograma a inaltimilor mult
mai ingustd. In ultimul caz imobilizarea IgG realizandu-se cu orientare specifica. [Paslaru et al.

2013e¢]
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% Figura VIIL 10. Histogramele AFM pentru:
g (a) N»/Hy/EDC+NHS/IgG,
'g (b) No/H:/EDC+NHS/PrA/1gG.
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VIIL.8. Concluzii
» Polimerul sintetic, poli(fluorura de viniliden), a fost utilizat in acest studiu ca si substrat
pentru obtinerea unui ansamblu proteic ce include proteina A care leaga specific portiunea
Fc a imunoglobulinei G.
» Tratamentul in plasma generata in diferite atmosfere gazoase conduce la imbundatatirea
caracterului hidrofil al suprafetei si capacitatii de imobilizare a proteinelor. Datele FTIR-

ATR si XPS au dovedit ca tratamentul in plasma de radiofrecventa utilizand N, and N»/H,



ca §i gaze de descarcare pentru functionalizarea suprafetei PVDF, prin implantarea de
functionalitati in general nucleofile pe baza de azot, conduce la imobilizarea cu succes a

imunoglobulinei G prin intermediul proteinei A.

eJe,

eJe, o,

» Studiile realizate au indicat o posibila preferinta a imobilizarii IgG prin intermediul
proteinei A pe substratul PVDF tratat in plasma de N»/H; cu o orientare de tip “ends-on”,
in acest mod situsurile de legare ale antigenului ramandnd libere. Imobilizarea orientatd a
imunoglobulinei G pe suprafata PVDF a fost evidentiata si cu ajutorul tehnicii QCM, prin
captarea specifica a unei tulpine de Salmonella typhimurium.

> In concluzie, s-a elaborat un sistem multistrat receptiv la stimuli externi pe bazd de PVDF si
proteina A capabil sa imobilizeze specific un anticorp, imunoglobulina G. Proprietatile

piezoelectrice vor fi exploatate intr-o lucrare viitoare.

CAPITOLUL IX. IMOBILIZAREA FIBRINOGENULUI PE SUPRAFATA
POLI(FLUORUREI DE VINILIDEN) TRATATA IN PLASMA RECE DE
RADIOFRECVENtA

In studiul de fatd s-a realizat imobilizarea fibrinogenului pe suprafata PVDF, prin adsorbtie
fizica si legare covalentd mai intai prin functionalizarea la suprafatd a polimerului prin expunerea la
plasma rece de radiofrecventa (RF) generata in diferite atmosfere gazoase (CO,, Ny si Ny/H»).
Poli(fluorura de viniliden) este deja utilizata in culturile de celule datoritd naturii hidrofobe insa
prezintd dezavantajul adsorbtiei nespecifice a celulelor. Prin acoperirea cu fibrinogen s-a urmprit
obtinerea unui substrat cu caracteristici specifice imbunatatite, cu utilitatea ulterioara iIn domeniul

biomedical.

IX.2. Evaluarea depunerii de fibrinogen pe suprafata PVDF prin Imagistici Chimica in
Infrarosu Apropiat (CI-NIR)

In cazul depunerii fibrinogenului prin adsorbtie fizici (PVDF/Ny/Fb ads) spectrul NIR -
Figura IX.2 - prezintd numai benzile de absorbtie caracteristice substratului polimeric, in timp ce
prin imobilizarea proteinei plasmatice cu ajutorul agentilor de cuplare se evidentiazd in spectru si
benzile caracteristice fibrinogenului pe langi cele ale substratului. In acest ultim caz realizandu-se o

acoperire legata covalent de substrat.
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Imaginea opticd 3D creatd pe baza absorbtiei diferite a componentelor probei in prezenta
luminii, pe baza modelului componentului principal identificat in proba (PCA) este prezentata in
Figura [X.3.

Modelarea datelor optice a suprafetelor de PVDF modificate cu fibrinogen, conform predictiei
raportului intre componenti realizat pe baza modelului PLS-DA, arata o distributie uniforma a
fibrinogenului pe suprafata polimericd numai in cazul imobilizérii covalente a acestuia, dupa cum
poate fi observat in Figura IX.3. In Tabelul IX.1 se prezintid continutul procentual al fiecirei

componente din probele tratate in plasma de azot si acoperite cu fibrinogen

Tabel IX.1. Procentul fiecarei componente determinat in baza predictiei PLS-DA. [Paslaru et al.

2013 1]
Proba PVDF (%) Fibrinogen (%) Compus nou (%)
PVDF/N,/Fb ads 95,85+ 0,13 3,96 £ 0,07 0,19
PVDEF/N,/Fb leg cov 89,29 + 1,53 1,5+0,4 5,7

Conform predictiilor in baza modelului PLS-DA procentul de compus nou identificat in in
cazul imobilizdrii chimice a fibrinogenului este mult mai mare sugerand aparitia unor legaturi

covalente noi intre substratul tratat in plasma de azot si fibrinogen.
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Figura IX.3. Modelele PCA-3D si PLS-DA pentru probele: proba de PVDF tratat in plasma de N,
si cu fibrinogen imobilizat pe suprafata prin adsorbtie fizica (a) si legare covalenta (b). [Paslaru et

al. 2013 f]

IX.3. Determinarea prin XPS a compozitiei chimice de suprafata
Pe baza spectrelor XPS generale s-a determinat continutul atomic procentual al elementelor

chimice prezente pe suprafata probelor -Tabelul IX.2.

Tabel IX.2. Compozitia atomica experimentald (% atomice) pentru suprafetele de PVDF

modificate in plasma si acoperite cu firbinogen. [Paslaru ef al. 2013 f]

Proba C(%) |O(%)| N(%) | S(%) | F (%)
PVDF 50,40 | 0,86 - ; 48,74
PVDF/CO, 5373 | 2,38 0,42 _ 43,24
PVDF/CO,/Fb ads 63,00 | 17,46 | 13,99 | 038 0,17
PVDF/CO,/Fb lc 66,72 | 1692 | 1598 | 0,38 -
PVDF/N, 66,13 | 1335 | 2,32 ; 16,65
PVDF/N,/Fb ads 6739 | 1822 | 1404 | 035 ;
PVDF/N,/Fb Ic 63,56 | 16,42 | 1467 | 035 ;
PVDF/N,/H, 6526 | 15,56 | 433 - 8,65
PVDF/N,/H,/Fb ads | 67,44 | 17,03 | 1493 | 030 | 0,30
PVDF/N,/H,/Fb Ic 6738 | 17,80 | 14,12 | 042 | 0,28




Dupa tratamentul in plasma, utilizand diferite gaze de descarcare, procentul de fluor de pe
suprafata PVDF scade semnificativ fiind Insotit de cresterea procentelor de azot si oxigen.

Dupa depunerea fibrinogenului pe suprafata PVDF tratatd in diferite tipuri de plasma (CO,,
N2 st N»/Hy) se observa aparitia semnalului datorat sulfului, caracteristic puntilor disulfidice create
intre lanturile din structura fibrinogenului, demonstrand existenta unui strat extern depus pe
suprafata polimerului sintetic constituit din lanturile de proteind plasmatica.

Dupa acoperirea cu fibrinogen fluorul aproape dispare din spectrul XPS, sugerand ca
depunerea este uniformd si cu o grosime mai mare de 10 nm. Gradul de modificare cel mai

pronuntat este evidentiat pentru substratul pretratat in plasma de N,.

IX.4. Determinarea unghiului de contact

Dupa tratamentul in plasmd unghiul de contact cu apa scade pentru toate probele in
comparatie cu filmul PVDF de referinta, umectabilitatea suprafetei fiind mult imbunatatita, datorita
grupdrilor functionale polare care au fost inserate la suprafata polimerului- Figura IX.6. Se observa
in toate cazurile o scadere a unghiului de contact comparativ cu cel al substratului nemodificat, prin

urmare depunerea fibrinogenului contribuie la imbunatatirea umectabilitatii suprafetei.
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IX.5. Investigarea morfologiei suprafetei prin AFM
Imaginile AFM 2D si 3D (inserate) - Figura IX.7 - pentru suprafetele de PVDF modificate cu
fibrinogen certifica prezenta unui nou strat proteic la suprafata substratului polimeric, cu

evidentierea unor morfologii globulare prezentand conexiuni scurte intre ele.
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Figura IX.7. Imaginile AFM 2D (inserate cele 3D) pentru filmele de PVDF acoperite cu
firbinogen: (a) CO/Fb ads; (b) CO./Fb Ic; (c) N»/Fb ads, (d) No/Fb Ic; (e) NJ/H/Fb ads; (f)
Ny/H/Fb lc; (g) PVDF.

IX.6. Concluzii

» Plasma de radiofrecventa generata in diferite atmosfere gazoase s-a dovedit si in acest caz
0 metoda adecvata pentru implantarea de functiuni chimice la suprafata PVDF si utilizarea
acestor pentru imobilizarea fibrinogenului.

» Acoperirea cu fibrinogen imbunatateste proprietatile de suprafata ale substratului polimeric
si prin utilizarea agentilor de cuplare se obtine o imobilizare ireversibila a proteinei pe
suprafata, cu un grad de modificare mai mare atunci cand se utilizeaza plasma de azot.

» Aceste rezultate recomanda utilizarea substratului din poli(fluorura de viniliden) acoperit

cu fibrinogen pentru aplicatii biomedicale (in special pentru culturi de celule).



CAPITOLUL X. CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

Alegerea unei metode de tratare, potrivitd pentru o anumita suprafata, depinde atat de natura
chimicd a acesteia, de caracteristicile fizice cat si de domeniu de aplicabilitate in care se doreste
utilizarea ulterioara a acesteia. Fiecare din metodele de tratare de suprafata prezinta atat avantaje cat
si dezavanataje. In acest sens, se poate apela la 0 metoda chimica, fizic, sau o utilizare combinati a
celor doua pentru a obtine caracterul si proprietdfile dorite de suprafatd, incercand sa se pastreze
proprietdtile de volum ale materialului.

Cercetarile 1n domeniul modificarii suprafeter pentru imobilizarea de compusi
receptivi/daptivi sau bioactivi au ca scop dezvoltarea domeniului biomedical (organe, inlocuirea
tesuturilor moi, noi formulari farmaceutice, etc.) dar si cel al biosenzorilor pentru detectia rapida a
agentilor patogeni si precum si a celor biochimici. Interesul in acest domeniu creste continuu pe
masura descoperirii unor noi reactivi pentru bioconjugare. Tehnicile ideale de modificare a
suprafetei vor fi cele care vor introduce un monostrat cu grupele functionale dorite fara a cauza
corodarea neregulata sau a produce deseuri nedorite.

Dupa natura stimulului sau a factorului extern la care raspund, suprafetele polimerice
receptive se pot clasifica in:

+ receptive la pH;
receptive la temperatura (termoreceptive);

receptive la cdmpul electric;

+

+

+ receptive la cimpul magnetic;

+ receptive la forte mecanice;

+ receptive la prezenta unor reactivi;

+ receptive la anumiti compusi biologici.

Receptivitatea suprafetelor polimerice la stimuli biologici (de ex. pH, reducere-oxidare,

enzime, glucoza, antigeni) si factori externi aplicati (de ex. temperaturd, lumind, calitatea

solventului) reprezintd un interes deosebit In diferite aplicatii biomedicale precum eliberarea

controlatd de principii active, ingineria tisulara, diagnosticarea medicald si bioseparare.

CAPITOLUL IV

Pentru a diminua unele din dezavantajele polietilenei pentru utilizare in domeniul biomedical
si alimentar s-a recurs la acoperirea cu chitosan a suprafetei acestui polimer sintetic, ce reprezintd o
procedurd care a condus la obtinerea de suprafete receptive la stimuli externi cu permeabilitate
scazuta la gaze, cu proprietdti antibacteriene receptive la pH recomandabile de asemenea pentru

aplicatii in adsorbtia controlatd de proteine. S-a evidentiat imobilizarea covalenta a chitosanului pe



suprafata polietilenei prin utilizarea agentilor chimici de cuplare, EDC si NHS, rezultand un strat de
suprafata stabil chiar si la actiunea unui pH puternic acid.

Dupa acoperirea cu chitosan, functia potential zeta (ZP) = f(pH) prezintd o inversare a
incdrcarii electrostatice spre valori pozitive si mai mult prezintd caracteristici amfotere tipice,
deplasarea punctului izoelectric catre regiuni de pH mai mare (spre domeniu bazic), apropiindu-se
de valoarea pK a chitosanului. Micrografiile electronice de baleiaj au aratat cd stratul de chitosan
depus pe suprafata PE prin metodele de imersare si intindere este uniform si compact. in schimb,
stratul depus prin electropulverizare prezintd o morfologie diferitd, evidentiindu-se microparticule
sferice distribuite aleatoriu pe suprafata.

Acoperirea cu chitosan a imbunatatit proprietatile de bariera la oxigen a PE si de asemenea i-a
conferit caracteristici antimicrobiene Impotriva a doud bacterii Gram-negative, si anume Sa/monella
enteritidis and Escherichia coli, s1 o bacterie Gram-pozitiva, Listeria monocytogenes, rezultand un
material foarte promitdtor pentru industria ambalajelor alimentare.

In cazul substratului de PE nu s-a observat o influenti a pH-ului solutiei asupra unghiului de
contact. In timp ce, dupa depunerea chitosanului pe suprafata substratului polimeric se observa ci
prin modificare pH-ului de la valori acide la valori bazice unghiul de contact creste, prezentand un

salt semnificativ in jurul valori de pH = 6, rezultand astfel o suprafata receptiva/adaptiva la pH.

CAPITOLUL V

Prin crearea de formulari pe bazd de chitosan si vitamina E (VE) s-a combinat activitatea
antibacteriand a polizaharidei cu functiile biologice si activitatea antioxidantd ale vitaminei E.
Pentru depunerea amestecului bioactiv pe substratul polimeric s-a utilizat tehnica de
electropulverizare pentru obtinerea de materiale hibride.

Spectrele FTIR-ATR au evidentiat ca interactiunea dintre chitosan si vitamina E este in
principal electrostatica si prin intermediul legaturilor de hidrogen. De asemenea, adaosul de
vitamina E modificd proprietdtile reologice ale chitosanului in solutie, prin scdderea vascozitatii si
modificarea comportamentului solutiei de la unul de gel la unul de fluid normal. Modificarea
caracteristicilor reologice a influentat si morfologia depunerilor obtinute prin electropulverizarea
amestecului chitosan/vitamina E pe substrat de PE.

Legarea ireversibila a formularii de substrat a fost realizata prin pretratarea acestuia utilizand
o tehnica fard solventi, ecologicd si anume descarcarea corona si ulterior imobilizarea covalentd a
formularii bioactive utilizdnd diferiti agenti de cuplare (hidroclorura de 1-etil-3-[3-

dimetilaminopropil]carbodiimida si N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) si carbonildiimidazol (CDI).



Proba PEcor/EDC+NHS/CHT+VE prezinta cel mai mare continut de grupari amino incarcate,
acest rezultat fiind corelat si cu continutul cel mai mare de azot determinat prin XPS.

Cu toate ca s-a demonstrat prin diferite metode analitice cd sistemul EDC+NHS este mai
eficient ca si protocol de legare covalenta cel de-al doilea sistem, CDI, blocheaza mai putine grupari
amino din amestecul bioactiv care sunt implicate in procesul de inhibare bacteriana.

Suprafetele noi obtinute prezinta activitate antioxidanta, manifestand o dezactivare eficienta a
radicalului liber 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Compozitele stratificate pe baza de PE/CHT+VE prezinta receptivitate la pH, raspuns de tip
suprafati hidrofili/hidrofobd, ce poate fi exploatatd in domeniu biomedical in special pentru
culturi de celule.

Compozitele stratificate pe baza de polietilena si amestec chitosant+vitamina E s-au testat ca si
ambalaj bioactiv pentru carnea de pui tocatd prin analiza senzoriald, determinarea pH-ului, reactia
cu hidrogen sulfurat (H,S) si determinarea numadrului total de germeni mezofili aerobici
(Staphyloccus aureus, Salmonella sp., Proteus vulgaris si Yersinia enterocoiytica) inainte de
ambalare cat si dupa 48 de ore de depozitare. Caracteristicile carnii tocate ambalate in compozitele

stratificate sunt superioare in comparatie cu proba de control si a celei ambalate in folie de LDPE.

CAPITOLUL VI

Poli(fluorura de viniliden) a fost supusa la modificari succesive ale suprafetei prin tratament
in plasmd de microunde utilizand diferite atmosfere, urmate de acoperirea cu albumina din serul
bovin (BSA) prin adsorbtie fizica directa.

Prin utilizarea spectroscopiei FTIR-ATR s-a demonstrat prezenta gruparilor functionale a
BSA pe suprafata PVDF. Masuratorile unghiului de contact cu apa si analiza AFM arata o crestere a
caracterului hidrofil dupa modificarea in doud etape a suprafetei si scdderea heterogenitafii, in
principal in cazul tratamentului in plasmd de microunde cu N»/H, ca si gaz de descdrcare, care este
cea mai convenabilda modalitate de imobilizare a BSA. Tratamentul in plasma de microunde a
PVDF urmat de acoperirea cu BSA este foarte util pentru modificarea adecvatd a proprietatilor de
suprafata, acest lucru conducand la o obtinerea unei suprafete receptive la pH precum si la o
posibila crestere a caracteristicilor de biocompatibilitate a PVDF hidrofob. Scopul acestor acoperiri
receptive la pH este acela de a crea suprafete biocompatibile pentru aplicatii medicale (in special

pentru controlul atasarii/detasarii celulelor de pe matrici solide).

CAPITOLUL VII




S-au elaborat doud metode noi pentru functionalizarea suprafetei polimerice care constau in
imobilizarea proteinei A si triglicinei prin adsorbtie fizicd sau legare covalentd pe o suprafatd de
PVDF anterior tratatd in plasma de microunde generata in diferite atmosfere gazoase, precum CO,,
Nz si No/Ha.

Tratamentul in plasmd de CO, al filmului de PVDF conduce la modificari de suprafata fizico-
chimice, 1n principal prin incorporarea la suprafatd de grupari acide, datoritd interactiunilor dintre
suprafata polimerica si speciile reactive prezente in faza de plasma (incluzand specii CO; in diferite
stdri energetice, metastabile, ioni, atomi si radicali), ceea ce induce o functionalizare caracterizata
de prezenta gruparilor oxigenate pe suprafata.

Utilizdnd spectroscopia fotoelectronica de raze X (XPS) si in infrarosu (ATR-FTIR) s-a
evidentiat formarea gruparilor COF, COOH si O=C- dupa tratamentul in plasma de CO; si a
grupdrilor amidd si amind dupd activarea in celelalte doua tipuri de plasma si adsorbtia
fizica/legarea covalentd de proteine. Masuratorile de unghi de contact cu apa au aratat o scadere
graduald a unghiurilor de contact dupa adsorbtia fizicd/legarea covalentd a proteinelor, indicand o
crestere a caracterului hidrofil In urma acestor doud etape de modificare a substratului. S-a stabilit
ca TG a fost imobilizatd mai bine pe suprafata activata in plasma de N/H», pe cand proteina A este
imobilizata mai eficient pe suprafetele expuse in plasma de CO; si Na.

Proteinele imobilizate pe suprafata PVDF au prezentat activitatea asteptatd de cuplare a
anticorpului anti-Escherichia coli pentru detectia eficientd a microorganismului Escherichia coli,
conform testelor de imunofluorescentd. Procedura propusd in acest studiu prezintd potential in
elaborarea de biozenzori, in special utilizand proprietatea de piezoelectricitate a PVDF, care poate
juca un rol clinic important.

Tratamentul 1n plasma de microunde a PVDF, urmat de acoperirea cu triglicina si proteina A
prin adsorbtie fizica sau legare covalenta sunt eficiente pentru modificarea adecvatd a proprietatilor
de suprafatd a substratului polimeric, conducand la o posibila imbunatatire a caracteristicilor de

biocompatibilitate ale acestuia.

CAPITOLUL VIII

A fost utilizat polimerul sintetic, poli(fluorura de viniliden), ca si substrat pentru obfinerea
unui ansamblu proteic ce include proteina A care leagd specific portiunea Fc a imunoglobulinei G.

Datele FTIR-ATR si XPS au dovedit ca tratamentul in plasma de radiofrecventd utilizand N,
and Ny/H; ca si gaze de descarcare pentru functionalizarea suprafetei PVDF, prin implantarea de
functionalitati in general nucleofile pe baza de azot (precum grupdri aminice), conduce la

imobilizarea cu succes a imunoglobulinei G prin intermediul proteinei A.



Atunci cand IgG este imobilizatd direct pe suprafata PVDF exista prea multe posibilitati de
orientare a moleculelor pe suprafatd, in schimb prin utilizarea proteinei A numarul acestor
posibilitati scade si imobilizarea se realizeaza intr-o manierd specifica orientata. Studiile realizate
au indicat o posibild preferintd a imobilizarii IgG prin intermediul proteinei A pe substratul PVDF
tratat in plasma de Ny/H, cu o orientare de tip “ends-on”, in acest mod pozitiile de legare ale
antigenului ramanand libere. Imobilizarea orientatda a imunoglobulinei G pe suprafata PVDF a fost
evidentiatd si cu ajutorul tehnicii QCM, prin captarea specificd a unei tulpine de Salmonella
typhimurium.

In concluzie, s-a elaborat un sistem multistrat receptiv pe bazi de PVDF, si proteina A

capabild sa imobilizeze specific un anticorp, imunoglobulina G.

CAPITOLUL IX

.....

poli(fluorurei de viniliden) tratata in plasmd de radiofrecventd, in acest capitol se discutd despre
imobilizarea unei proteine predominantd in plasma sangvina, fibrinogenul, cunsocandu-se utilizarea
acesteia cu succes in culturile celulare.

Utilizarea agentilor de cuplare (EDC+NHS) pentru imobilizarea fibrinogenului pe substratul
tratat in plasmad RF este absolut necesara, deoarece in cazul adsorbtiei fizice proteina este in mare

parte indepartata de la suprafata substratului in etapa de spalare cu solutie tampon fosfat (pH 7,4).
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