ACADEMIA ROMANA
INSTITUTUL DE CHIMIE MACROMOLECULARA “PETRU PONI” IASI

Materiale compozite bio-inspirate cu aplicatii
biomedicale si In protectia mediului

Rezumatul tezei de doctorat

Conducator Stiintific
Dr. Habil. Marcela MIHAI

Doctorand
Biolng. Ana-Lavinia MATRICALA (cas. VASILIU)

2021



ACADEMIA ROMANA
INSTITUTUL DE CHIMIE MACROMOLECULARA "PETRU PONI"
Aleea Gr. Ghica Voda, 41A, 700487, Iasi, Romania

Ne ALA8 4 16 08 102

Doamnei/Domnului

Va facem cunoscut ci la data de 17.09.2021, la ora 12:00, in biblioteca Institutului de Chimie
Macromoleculard "Petru Poni" lasi, va avea loc susfinerea publicd a tezei de doctorat cu titlul
~Materiale compozite bio-inspirate cu aplicatii biomedicale i in protectia mediului” autor Ana-
Lavinia MATRICALA (cas. VASILIU), in vederea conferirii titlului stiinfific de doctor.

Comisia de doctorat are urmatoarea componenta:

PRESEDINTE:
Dr. Valeria HARABAGIU, Cercetator Stiinfific I
Institutul de Chimie Macromoleculara “Petru Poni”, lasi

CONDUCATOR STIINTIFIC:
Dr. Habil. Marcela MIHAI, Cercetator Stiintific 11
Institutul de Chimie Macromoleculara “Petru Poni”, Iasi

REFERENTT:
Acad. Bogdan C. SIMIONESCU, Cercetator Stiintific I
Institutul de Chimie Macromoleculara “Petru Poni”, Iasi

Prof. univ. Dr. Carmen TEODOSIU
Universitatea Tehnica “Gheorghe Asachi” din Iasi

Prof. univ. Dr. Anca DUTA
Universitatea Transilvania din Brasov

In conformitate cu Regulamentul privind organizarea si desfisurarea doctoratului pentru
acordarea titlurilor stiintifice iIn Academia Roménd, va trimitem rezumatul tezei de doctorat cu
rugdmintea de a ne comunica in scris aprecierile si observatiile dumneavoastra.

Cu aceastd ocazie va invitam sa participati la sustinerea publica a tezei de doctorat.

DIRECTOR,

Dr. Valeria Harabaglu
/ / i

0y ﬁ’f (i (/L//



MULTUMIRI

Aceasta teza de doctorat nu s-ar fi putut realiza fara contributia si indrumarea unor oameni de

exceptie carora doresc sd le multumesc pe aceasta cale.

In primul rand vreau sd ii multumesc doamnei Dr. Habil. Marcela Mihai pentru onoarea de a
deveni primul doctorand al dumneaei si pentru incredere. Ii multumesc in mod deosebit pentru tot
efortul depus pe parcursul acestor ani de a imi calauzi pasii in domeniul cercetarii, pentru rabdarea

si atentia oferite, dar si pentru ocazia de a lucra in cadrul unei echipe de cercetare competente.

Doresc sa le multumesc colegilor din cadrul Laboratorului de Polimeri Functionali ,,Mihai

Dima” pentru bunavointa de a impdrtasi din cunostinte, pentru sfaturi si explicatii.

Multumesc comisiei de indrumare a tezei, alcatuita din Dr. Stefania Racovita, Dr. Florica

Doroftei si Dr. Florin Bucatariu, pentru valoroasele sugestii si discufii.

Multumesc colegilor din Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” care m-au

Incurajat si mi-au Permis sa prioritizez finalizarea tezei de doctorat.

Multumesc doamnei Dr. Florica Doroftei pentru introducerea in lumea cercetarii, prin

pasiunea §i cunostintele de microscopie electronica pe care mi le-a impartagit cu toata inima.

Multumesc comisiei de doctorat, reprezentata de Acad. Bogdan C. Simionescu, Prof. univ.
Dr. Carmen Teodosiu si Prof. univ. Dr. Anca Dutd pentru amabilitatea de a evalua continutul

stiintific al tezei de doctorat si pentru sugestiile oferite.

Multumesc Academiei Romane si urmatoarelor proiecte pentru sprijinul financiar acordat n
aceasta perioada: MicroCapHs, POLYSAND, ZwitterZein.

Familiei mele, de la mic la mare, 1i multumesc pentru sprijinul moral, incurajarea si

intelegerea oferite pe parcursul acestor ani.

Dedic aceasta teza fetitei mele, Emma-Irina, care a hotarat sa apara in viata mea in primul

an de doctorat si aldturi de care am parcurs cea mai mare parte din acest drum.


https://microcaphs.wordpress.com/

CUPRINS

Teza/Rezumat
LISTA DE ABREVIERL.......oiiiiiesiete ettt sttt 3/5
INTRODUCERE ...ttt b ettt n e b e e e 5/5
PARTEA A I-a. STUDIU DE LITERATURA
CAPITOLUL 1. MATERIALE COMPOZITE. CLASIFICARE, APLICATII......c.cceviiiiriennnns 9
1.1. Clasificarea materialelor COMPOZITE.........ccueiieiieiieiieie e 9
1.2. Aplicatii ale materialelor compozite in domeniul biomedical ............cccooveviiiiiiiiiiiiiinnn, 11
1.2.1. Eliberarea controlatd a prinCipiilor CtiVE .........ccoveiviiiiiiiiiiiieiisc e 11
1.2.2. ReENErare tISULATA. ........ccoiiiiiiiiiiiieii e 12
1.2.3. Suprafete DIO-TNSPITALE ........eeviiieitieie ettt sb et reenre e e 13
1.3. Aplicatii ale materialelor compozite Tn protectia mediului........coccvvvviveiiiiiniiieiniieeee, 15
CAPITOLUL 2. MATERIALE COMPOZITE PE BAZA DE CARBONAT DE CALCIU ....... 17
2.1, CarboNatUl 08 CAICIU. .....c..ouiieiieiei e 17
2.1.1. Polimorfii carbonatului de CalCIU............coviiiiiiiiiec e 17
2.1.2. Mecanisme de cristalizare a carbonatului de CalCiu.............cc.coiviiiiiiiiiiccs 20
2.2. Compozite pe baza de carbonat de calciu §1 aditivi......covveriiiiiiiiii 23
2.2.1. Compozite pe baza de carbonat de calciu si aditivi anOrganici ........coevevvvrveresienieenennnn 23
2.2.2. Compozite pe baza de carbonat de calciu si aditivi OTganici .........cccvvvvrvirieiiiiiiecienn 27
2.2.3. Compozite pe baza de carbonat de calcui si combinatii de aditivi organici si anorganici.. 29
CONCIUZIT ..ttt b et b et b et r e bt nn et an e 33
PARTEA A ll-a. CONTRIBUTII PERSONALE
CAPITOLUL 3. PARTEA EXPERIMENTALA ......ccccoiviiieeiseeieteee e 35
3.1, Materiale ULTHZALE ......ccooveiieee s 35
3.2. Metode de obtinere a materialelor COMPOZILE.........covvvieiiiiiiiiiiriie e 39
3.2.1. Sinteza microparticulelor pe baza de carbonat de calciu si polielectrolifi.........c...ccerveenen. 39
3.2.2. Sinteza microparticulelor compozite pe baza de carbonat de calciu acoperite cu film multistrat
....................................................................................................................................................... 40
3.2.3. Sinteza microcapsulelor pe baza de carbonat de calciu si polimeri solubili....................... 40
3.2.4. Sinteza microcapsulelor compozite pe baza de carbonat de calciu si complecsi polielectrolitici
NESTOECNTOMELIICE ...ttt r e e 41
3.2.5. Sinteza materialelor compozite criogeluri/carbonat de CalCiu .........cccceevvevieeiiveieiierieenenn, 42
3.2.6. Sinteza materialelor compozite pe baza de schimbatori de ioni/carbonat de calciu........... 42
3.2.7. Sinteza materialelor compozite hidrofobe pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici sau
complecsi polielectrolitici NEStOEChIOMELIICT......eivviiviiiriieiiiieie e 43
3.3. Metode de caracterizare a materialelor COMPOZItE ........ccocceviiiiiiiiii i 43
3.4. Metode de testare a aplicatiilor materialelor CoOmpozZite ..........ccccovvviiiiiiiiiiiciicce 46
3.4.1. Teste de incarcare/eliberare de principii biologic active pe diferite material compozite ... 46
3.4.2. Teste de sorbtie a 10N110r MEAlICT .....cvveiviiieiiiee e 49
3.4.3. Teste de sorbtie @ COlOTANTIOT ..........oiiiiiieiieiee s 50
3.4.4. Teste de evaluare a activitatii antiMICIODIENE.........covrrreereeiieesee e e 50
3.4.5. Teste de biocoOMPAtiDIIITALE .........ccvveieiieece e 51



CAPITOLUL 4. MICROPARTICULE/MICROCAPSULE COMPOZITE PE BAZA DE
CARBONAT DE CALCIU PENTRU APLICATII BIOMEDICALE SI IN PROTECTIA

IMEDITULUI ...ttt b et st e et st e b e bt ss e e st e e be st e sbeenbeeneenreas 53/8
4.1. Sinteza si caracterizarea unor microparticule si microcapsule pe baza de carbonat de calciu53
4.1.1. Microparticule pe baza de carbonat de calciu si polimeri solubili...........ccoovrviiiiinnnnn, 53/8
4.1.2. Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si polimeri solubili.........cccccoeriiiiiiiiiienn. 65
4.1.3. Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si complecsi polielectrolitici.................... 70/11
4.1.4. Mecanismul de formare a microcapsulelor pe baza de carbonat de calciu.................... 83/12
4.2. Aplicatii biomedicale si in protectia mediului ale microparticulelor si microcapsulelor pe baza
de CarbONAL de CAICTU ..o s 84
4.2.1. Aplicatii biomedicale ale microparticulelor si microcapsulelor pe baza de carbonat de calciu
.................................................................................................................................................. 84/12
4.2.2. Aplicatii in protectia mediului ale microparticulelor si microcapsulelor pe baza de carbonat de
CRICTU ..ttt ns 97/16
4.3, CONCIUZIT ottt r e ane s 103
CAPITOLUL 5. MATERIALE COMPOZITE RETICULATE PE BAZA DE CARBONAT DE
CALCIU PENTRU APLICATII BIOMEDICALE SI IN PROTECTIA MEDIULUL.......... 105/17
5.1. Sinteza si caracterizatea unor materiale compozite reticulate pe baza de carbonat de calciul05
5.1.1. Materiale compozite sub forma de criogeluri/carbonat de calciu...........ccccvrvirvennnnnn 105/17
5.1.2. Materiale compozite sub forma de schimbatori de ioni/carbonat de calciu................. 117/19
5.2. Aplicatii biomedicale si in protectia mediului ale materialelor compozite reticulate pe baza de
CArDONAL 0B CAICTU. ... 122
5.2.1. Aplicatii in protectia mediului ale materialelor compozite reticulate pe baza de carbonat de
CRICTU ..t r et 122/20
5.2.2. Aplicatii biomedicale ale materialelor compozite reticulate pe bazd de carbonat de calciu
................................................................................................................................................ 131/23
5,30 CONCIUZIT .ttt bbbt r bbbt ne s 134
CAPITOLUL 6. MATERIALE COMPOZITE HIDROFOBE PE BAZA DE CARBONAT DE
CALCIU SI POLIMERI IONICI CU APLICATII BIOMEDICALE ......ccccoceiiiiiieiieee 135/24
6.1. Sinteza si caracterizarea unor materiale hidrofobe ............cocooiiiiiiiiiiiii 135
6.1.1. Sinteza si caracterizarea unor complecsi polielectrolitici nestoechiometrici............... 135/24
6.1.2. Materiale compozite hidrofobe pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici sau complecsi
polielectrolitiCi NESTOBCHIOMELIICE.......ccveiieiiee e 136/25
6.2. Aplicatii biomedicale ale materialelor hidrofobizate cu carbonat de calciu................... 142/27
6.2.1. Teste de incarcare/eliberare a tetraciclinei in/din materiale hidrofobizate cu carbonat de calciu
................................................................................................................................................ 142/27
6.2.2. Activitatea antibacteriand a materialelor hidrofobizate cu carbonat de calciu ............ 144/28
6.2.3. Teste de biocompatibilitate a materialelor hidrofobizate cu carbonat de calciu.......... 146/29
8.3, CONCIUZIT ...ttt an e 147
CONCLUZITI GENERALE ...ttt 148/30
BIBLIOGRAFIE. .. ..ttt e e e e e e e et e e e e e aeaa 157/34
ANEXA 1. DISEMINAREA REZULTATELOR OBTINUTE IN PERIOADA DE PREGATIRE A
DOCTORATULUL. .. e e e e e e e e e e 175/35
ANEXA 2. LUCRARILE STIINTIFICE PUBLICATE IN PERIOADA DE PREGATIRE A
DOCTORATULUL .. e e e e e e e e e e e et aaeens 178



Teza de doctorat intitulata ,,Materiale compozite bio-inspirate cu aplicatii biomedicale si in
protectia mediului” are 174 pagini impartite in 6 capitole care includ 24 tabele, 89 figuri, 8 scheme si
196 indicatii bibliografice.

In cele ce urmeaza se prezintd aspecte semnificative abordate in cadrul tezei de doctorat,
urmarind indeaproape cuprinsul lucrarii. Rezumatul respectd numerotarea capitolelor, figurilor,
schemelor, tabelelor si a bibliografiei cuprinse in teza.

LISTA DE ABREVIERI

BCG - verde de bromcrezol; CPN — complex polielectrolitic nestoechiometric; CS — chitosan; CSA
— condroitin sulfat A; Cso — capacitatea de sorbtie;, DEC - dietilcarbonat; Dn — diametrul
hidrodinamic; DMABA - 4-dimetilaminobenzaldehida; DMC - dimetilcarbonat; DVB - divinil
benzen; EDA - etilendiamina; EDX — spectroscopie de energie cu dispersie de raze X; GA —
glutaraldehida; IEXDEA3 — schimbatori de ioni cu 3% divinilbenzen; KAN — kanamicina; n/n* —
raport molar intre sarcini; NR — rosu neutru; NWM — material netesut; PAMPS - poli(acid 2-
acrilamido-2-metilpropansulfonic); P(AMPS-co-MM) - poli(acid 2-acrilamido-2-
metilpropansulfonic-co-metacrilat de metil); P(AMPS-co-TBA) - poli(acid 2-acrilamido-2-
metilpropansulfonic-co-t-butilacrilamida); PAA - poli(acid acrilic); PAH - poli(alilamina
hidrocloruratd); PCT — pectind; PEIB — polietilenimind ramificata; PEIL — polietilenimina liniar;
PMMA - poli(metacrilat de metil); PSA — poli(acid 2-acrilamido-2-metilpropansulfonic-co-acid
acrilic); SEM — microscopie electronica de scanare; STR — streptomicind; TCH - tetraciclina
hidroclorurata; TETA — trietilentetraamina; XRD — difractie de raze X; Zw — zwitterion.

INTRODUCERE

Materialele compozite combind proprietdtile materialelor organice si anorganice si au fost
amplu studiate Tn ultimii ani, in incercarea de a obtine materiale bio-inspirate cu capacitatea de a
raspunde la stimuli interni sau externi. Aplicatiile materialelor compozite sunt variate, iar domeniul
biomedical si cel al protectiei mediului au fost intens studiate, fiind In continud schimbare si adaptare
la necesitdtile omului. Astfel, in ultimii zeci de ani s-a acutizat nevoia obtinerii unor materiale cu rol
in epurarea apelor reziduale, prin eliminarea metalelor grele sau a colorantilor toxici. Totodata,
domeniul biomedical a capatat amploare datorita necesitatii de a imbunatati viata pacientilor, prin
eficientizarea dozelor medicamentoase administrate sau prin crearea unor noi biomateriale cu rol de
a accelera vindecarea. Avand in vedere proprietatile comune esentiale necesare ale materialelor
utilizate in aceste domenii, si anume biocompatibilitatea, biodegradabilitatea si costul mic de
fabricare, am utilizat carbonatul de calciu ca si componentd comund a materialelor compozite
sintetizate Tn cadrul tezei de doctorat.

Carbonatul de calciu este un material anorganic, natural, ce poate fi obtinut in laborator in
conditii blande de reactie, cu costuri minime si utilizand diferite metode de sinteza, precum si diferiti
precursori. Avand in vedere capacitatea carbonatului de calciu de a forma compozite cu diferiti
aditivi, organici sau anorganici, posibilitatea controlului proprietatilor si morfologiei materialelor
compozite obtinute, precum si proprietdtile de biocompatibilitate si biodegradabilitate, literatura de
specialitate contine numeroase studii privind sinteza unor materiale compozite pe baza de carbonat
de calciu, cu proprietati si caracteristici specifice aplicatiilor vizate.

Tn acest context, obiectivul general al acestei teze I-a constituit prepararea si caracterizarea
unor noi materiale compozite pe baza de carbonat de calciu si diferiti polimeri naturali sau
sintetici, cu aplicatii in domeniul biomedical si protectia mediului, prin actiunea concertatd a unei

-4-



game largi de parametri (concentratia reactantilor, timpul de reactie, natura si structura polimerilor,
utilizarea complecsilor polielectrolitici), aplicand metode variate de cristalizare a carbonatului de
calciu. Lucrarea, indiferent de tipul de materiale obtinute (microparticule, microcapsule
autoasamblate, precum si cristalizarea pe diferite materiale suport), a avut in vedere parcurgerea a trei
etape distincte: sinteza (cu elaborarea unor metode noi, facile de sinteza si intelegerea mecanismului
de formare a acestora), caracterizarea materialelor compozite prin metode moderne si adecvate si
testarea aplicabilititii acestora in domeniul medical (ca transportori de medicamente, sensibili la
variatiile parametrilor mediului) sau in cel al protectiei mediului (ca sorbenti specializati pentru
poluanti emergenti, ioni ai metalelor grele sau coloranti).
Cercetarile din cadrul tezei de doctorat au urmat o serie de obiective specifice, astfel:

1. Studiul comparativ al diferitelor surse de carbonat (Na.COsz, DEC, DMC sau NHsHCO3)
si @ mai multor protocoale experimentale (aditie rapida a precursorilor, cu ordine si de
concentratii diferite, aditii repetate, difuzie lentd) pentru obtinerea carbonatului de calciu;

2. Investigarea influentei naturii polimerilor (naturali sau sintetici) asupra structurii si
proprietatilor materialelor compozite pe baza de carbonat de calciu;

3. Utilizarea complecsilor polielectrolitici in cristalizarea carbonatului de calciu sub forma
de microcapsule sau pe diferite materiale suport (nestudiate pana in prezent);

4. Prepararea unor noi materiale compozite continind carbonat de calciu, cu diverse
morfologii si compozitii (microcapsule, microparticule cu film multistrat, crestere cristale pe
hidrogeluri biocompatibile, schimbétori de ioni, materiale hidrofobe);

5. Caracterizarea structurilor rezultate printr-o serie de metode de analiza specifice acestora:
microscopie (electronica si opticd), spectrometrie FTIR, analizd elementald, difractie de raze
X, titrare polielectrolitica, sorbtia vaporilor de apd, masurdtori electrocinetice, unghi de
contact, si altele;

6. Investigarea posibilelor aplicatii ale materialelor compozite (capacitate de retinere si
eliberare a medicamentelor, sorbtia colorantilor sau ionilor metalelor grele,
biocompatibilitate, activitate antibacteriand), ca rezultat al proprietatilor materialelor
compozite reglate prin conditiile de sinteza;

7. Texturarea unor suprafete determinata de cresterea controlatd de microcristale de carbonat
de calciu, transformand astfel caracterul superhidrofil al unor suprafete in caracter hidrofob,
prin abordarea cunoscuta in literatura de specialitate sub denumirea ,,bottom-up” (,,de jos Tn
sus”).

Astfel, in cadrul tezei de doctorat intitulata ,,Materiale compozite bio-inspirate cu aplicatii

biomedicale si in protectia mediului” au fost obfinute diferite materiale compozite pe baza de

carbonat de calciu, care au fost testate din punct de vedere al capacitatii de eliberare a unor

medicamente, dar si al capacitatii de retentie a unor coloranti sau ioni ai metalelor grele, si anume:

V' Microparticule/microcapsule compozite pe bazi de carbonat de calciu pentru aplicatii
biomedicale si in protectia mediului

- Sinteza si caracterizarea unor microparticule pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici
si acoperirea cu film multistrat pentru obtinerea unor materiale de tip miez-manta, utilizate
in purificarea apelor poluate cu ioni metalici;

- Sinteza si caracterizarea unor microcapsule autoasamblate pe baza de carbonat de calciu si
polimeri solubili tari sau slabi, naturali sau sintetici si complecsi polielectrolitici
nestroechiometrici, testate ca sisteme complexe pentru incarcarea/eliberarea unor
medicamente.



V' Materiale compozite reticulate pe baza de carbonat de calciu pentru aplicatii biomedicale i in
protectia mediului

- Sinteza si caracterizarea unor materiale compozite criogeluri/carbonat de calciu, cu
biocompatibilitate demonstrate;

- Sinteza si caracterizarea unor materiale compozite schimbatori de ioni/carbonat de calciu,
cu aplicatii biomedicale (incarcare/eliberare a tetraciclinei) si in protectia mediului
(depoluarea apelor impurificate cu coloranti):

V' Materiale compozite hidrofobe pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici cu aplicatii
biomedicale

- Obtinerea de materiale compozite hidrofobe pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici
sau complecsi polielectrolitici nestoechiometrici folosind ca substrat un material
superhidrofil

- Incarcarea/eliberarea tetraciclinei in/din materialele hidrofobizate cu carbonat de calciu si
testarea biocompatibilitatii si a activitatii antibacteriene.

Teza de doctorat ,,Materiale compozite bio-inspirate cu aplicatii biomedicale si in protectia
mediului” este organizata in doua parti, descrise asftel:

Partea I-a cuprinde un studiu de literatura amplu oganizat in doud capitole, care rezuma
informatii generale despre materialele compozite, clasificarea acestora si aplicatiile uzuale in
domeniile biomedical si protectia mediului (Capitolul 1) si informatii despre carbonatul de calciu,
plecand de la polimorfii acestuia si mecanismele de cristalizare si continudnd cu studii in care
carbonatul de calciu a fost utilizat impreuna cu aditivi organici, anorganici sau combinatii organic-
anorganice in vederea obtinerii unor materiale compozite (Capitolul 2).

Partea a ll-a cuprinde rezultatele proprii obtinute pe parcursul stagiului doctoral si este
organizatd in 4 capitole distincte. Astfel, Capitolul 3 contine informatii despre materialele si
metodele de caracterizare utilizate la obtinerea materialelor compozite prezentate in cadrul tezei,
precum si metodele de testare a aplicabilitatii acestora.

Capitolul 4 prezinta obtinerea si caracterizarea unor microparticule si microcapsule pe baza de
CaCOs si polimeri solubili sau dispersii de complecsi polielectrolitici nestoechiometrici, impreuna cu
aplicatii ale acestora ca materiale compozite pentru incércarea si eliberarea unor principii biologic
active, dar si pentru sorbtia ionilor metalici din apele reziduale de suprafata.

Capitolul 5 contine sinteza si caracterizarea a doua categorii de materiale compozite pe baza
de carbonat de calciu si polimeri reticulati (compozite sub formd de criogeluri si sub forma de
schimbatori de ioni), precum si aplicatiile acestora ca sorbenti ai colorantilor si ca matrici
tridimensionale de incarcare/eliberare a medicamentelor.

In Capitolul 6 s-a realizat transformarea unei suprafete superhidrofile in hidrofoba, prin
modificari de tip ,,de jos in sus”, prin cresterea controlatd a carbonatului de calciu in prezenta unor
polianioni sau complecsi polielectrolitici nestoechiometrici. Materialele obtinute in acest capitol au
fost supuse unor teste antibacteriene si de biocompatibilitate si s-a evaluat posibilitatea utilizarii lor
ca pansamente, prin studiile de incarcare si eliberare in vitro a unui medicament model.

Fiecare capitol se incheie cu concluzii partiale, concluziile generale si perpectivele regisindu-
se la finalul tezei, urmate de lista bibliografiei consultate si citate in text, precum si doud anexe:
Anexa 1, care prezintd modul de diseminare a rezultatelor obtinute pe parcursul studiilor doctorale,
si Anexa 2, lucrarile stiintifice publicate in perioada de pregatire a doctoratului.



PARTEAAII-A
CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL 4. MICROPARTICULE/MICROCAPSULE COMPOZITE PE
BAZA DE CARBONAT DE CALCIU PENTRU APLICATII BIOMEDICALE
SI IN PROTECTIA MEDIULUI

4.1.1. Microparticule pe baza de carbonat de calciu si polimeri solubili

Tn acest studiu s-au obtinut microparticule de carbonat de calciu in prezenta poli(acidului
acrilic) (PAA) sau a poli(etileniminei) liniare sau ramificate (PEIL, PEIB), prin metoda descrisa in
Capitolul 3, subcapitolul 3.2.1, care au fost utilizate ca templat pentru sorbtii alternante de
polieletroliti complementari, policationii PEIB, PEIL sau complecsi PEICu si polianionul PAA, prin
metoda prezentata in Capitolul 3, subcapitolul 3.2.2.

Sorbtia poliionilor pe microparticulele compozite CaCOz/polimer a fost influentatd mai putin
de structura chimica a policationului si mai mult de prezenta PEICu in etapa de adsorbtie a
policationului. De asemenea, in absenta cuprului se formeaza straturi regulate si uniforme, in timp ce
pentru compozitele obtinute prin sorbtia PEICu se observa o structura granulara, demonstrata prin
SEM.

Cantitatea de poliioni adsorbita depinde de compozitia miezului microparticulelor si de cea a
straturilor adsorbite. Astfel, pentru adsorbtia polication/polianion (MS1n si MS2n), cea mai mare
cantitate adsorbita s-a Tntélnit la microparticulele de CaCOs pe baza de PAA si la cele fara polimer,
in timp ce microparticulele cu PEI au adsorbit o cantitate mai micd de polimer. Acest lucru poate fi
atribuit sarcinii anionice a particulelor, determinata prin titrare potentiometrica (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Potentialul de curgere (SP) si densitatea de sarcini (CD) a microparticulelor, inainte §i
dupa protocolul de adsorbtie alternanta a polimerilor [Zaharia, 2021b].

Codul SP, mV CD, peq Lt Codul SP, mV CD, peq L
probei probei

a -434 8,3 b -503 36,3
MS1a -530 15,8 MSi1b -415 16,0
MS2a -570 15,2 MS2p -446 16,5
MS3aCu -380 15,3 MS3pCu -370 16,7
MS4aCu -430 14,1 MS4Cu -446 174
MS3a -113 8,0 MSab -102 10,7
MS4a -176 10,1 MSap -145 8,1
o -127 55 d -45 4,0
MSic -543 16,5 MSid -507 16,3
MSa2c -600 16,4 MS2qd -401 15,6
MSsc.Cu -357 13,8 MS34Cu -449 14,4
MSac.Cu -455 16,1 MS44Cu -399 15,9
MSsc -105 10,8 MS3d -110 10,2
MS4c -155 8,7 MSad -150 10,3




4.1.2.1. Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici tari

S-au sintetizat microcapsule de carbonat de calciu in prezenta PAMPS si a unor copolimeri
statistici cu monomeni neionici, si anume cu metacrilat de metil, P(AMPSs2-c0-MMas), si t-butil
acrilamidd, P(AMPSs4-c0-TBAss) si P(AMPSs7-co-TBAs3), in Figura 4.10 fiind prezentate
micrografii SEM ale acestor compozite.

) © CaCOs/P(AMPS37-co-TBAg3)

Figura 4.10. Micrografii SEM ale particulelor de carbonat de calciu obtinute cu PAMPS si
copolimeri statistici cu monomeri neionici [Vasiliu, 2017].

Utilizarea copolimerilor P(AMPSss-co0-TBA4s) si P(AMPSs2-c0-MMug), care au continut
asemandtor in grupe anionice, nu a dus la modificari semnificative comparativ cu microcapsulele
obtinute cu PAMPS, desi structura chimicd a comonomerului este diferitd. Cu toate acestea, scaderea
continutului ionic duce la o scadere a dimensiunii microcapsulelor la 6,14+1,44 pm pentru
P(AMPSs2-c0-MMag), si respectiv 4,55+2,01 pm pentru P(AMPSss-CO-TBAus).

Scaderea continutului de grupe anionice prin cresterea continutului de TBA din copolimerul
P(AMPS37-c0-TBAg3) determina formarea particulelor compozite aproape sferice cu suprafatd mai
netedd si un diametru mediu de 4,43 + 1,61 pum, apropiat de cel obtinut in prezenta P(AMPSss-Co-
TBAus). Acest lucru poate fi explicat prin formarea cristalelor mai mici de carbonat de calciu n
matricea polimerica, dar si, cel mai probabil, prin formarea polimorfului vaterit. Particulele de vaterit
sunt in general policristaline, de forma sferica, formate din cristalite de 25 — 35 nm [Brecevic, 1996].
In acest caz, matricea anionica formati intre grupele ionice ale polimerului si ionii de calciu nu
actioneaza ca o matrice templat de gel, dar permite cresterea cristalelor in interiorul matricei,
stabilizata sub forma de microsfere compozite.

4.1.2.2. Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici slabi

Pentru obtinerea de microcapsule s-au utilizat doi polianioni cu grupe ionice carboxilice si
diferite lanturi macromoleculare, si anume copolimerul AMPS cu acid acrilic, PSA, care este un
polimer sintetic flexibil, si condroitin sulfatul A (CSA), care este un glicozaminoglican sulfatat cu un
lant macromolecular semirigid. Studiile anterioare au demonstrat ca 0,05 % PSA, in concentratie
echimolara de ioni de calciu si carbonat, dupa 1 minut de reactie, a condus la obtinerea unor particule
sferice cu diametru de aproximativ 8 — 10 um, polimorful majoritar fiind vateritul [Mihai, 2012]. Tn
conditii de reactie similare, particulele compozite pe baza de CSA au avut atat forme cubice cat si
sferice, sugerand formarea polimorfilor calcit si vaterit, indiferent de concentratiile anorganice
[Mihai, 2013b]. Tn Figura 4.11 sunt prezentate micrografii SEM ale microcapsulelor compozite
obtinute cu acesti polimeri.



CaCOa/PSA
Figura 4.11. Micrografii SEM ale microcapsulelor de carbonat de calciu
formate in prezenta PSA si CSA [Vasiliu, 2017].

Microcapsule compozite au fost obtinute si in prezenta a doi polimeri naturali, dextran si acid
hialuronic (Figura 4.12). Micrografiile aratd faptul ca in prezenta polimerilor naturali se obtin
particule romboidale, cu o dimensiune medie de 1,95+0,91 um cénd s-a utilizat dextran, respectiv
4,33+£1,47 pum cénd s-a utilizat acid hialuronic. Micrografiile de inalta rezolutie aratd prezenta unor
cavitdti in interiorul particulelor formate, ceea ce sugereaza ca materialele compozite romboidale au
un miez gol. Pe baza formei observate prin SEM, pute

ol

CaCOs/dextran
Figura 4.12. Micrografii SEM ale particulelor de carbonat de calciu formate in prezenta unor
polimeri naturali [Vasiliu, 2017].

4.1.2.3. Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si pectine

Utilizand aceeasi metoda de cristalizare a carbonatului de calciu, s-au obtinut microcapsule
compozite pe baza de carbonat de calciu si pectinele prezentate in Schema 3.2, Capitolul 3, Figura
4.13 prezentand imaginile SEM ale acestora.

=

PCT59_A8 PCT53_A21

Figura 4.13. Micrografii SEM ale microcapsulelor compozite de pectine/CaCOs [Mihai, 2017a].

Dupa cum se poate observa din micrografiile din Figura 4.13, microcapsulele obtinute in
prezenta pectinelor au forme si dimensiuni diferite, in functie de structura chimicd a pectinei. Dupa
cum au aratat studiile precedente [Barhoum, 2014; Mihai, 2012; Mihai, 2013d; Schenk, 2014],
prezenta grupelor carboxilat si de amind primara in structura polimerului asigurd mineralizarea
CaCOs rezultand in principal formatiuni de vaterit sferice, cu cristalite de 25-35 nm [Brecevic, 1996].
Matricea de gel formata intre numarul mare de grupe carboxilice (95%) din PCT95 si ionii de calciu
divalenti favorizeaza cresterea polimorfului vaterit in interiorul matricii, stabilizand compozitele sub
forma de microsfere cu un diametru mediu de 4,5 pm, si mai putin sub forma de capsule. Pe de alta
parte, continutul scdzut de grupe carboxilice de 26% (PCT26) a fost insuficient pentru formarea
microcapsulelor cu forma uniforma, obtinandu-se un diametru mediu de 4,9 pm. Cele mai bune
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rezultate s-au obtinut atunci cand 49% din grupele functionale au fost carboxilat, similar cu continutul
de grupe carboxilice din polimerul sintetic PSA folosit in studii anterioare [Mihai, 2013b]. Astfel,
PCT49 formeaza microcapsule cu un diametru mediu de ~6,6 pm, iar polimorful cel mai probabil
format este calcitul, care cristalizeaza in general sub forma de particule romboedrice bine definite,
mono-cristaline [Brecevic, 1996].

Cu toate acestea, chiar si la un continut similar de grupe carboxilice, dar continut diferit de
grupe aminice, pectinele PCT59 A8 si PCT53 A21 au format amestecuri de capsule de calcit si sfere
de vaterit, cu diametrul mediu de ~7,9 um, respectiv ~6,2 um. Luand in considerare ca grupele
aminice favorizeazd formarea si stabilizarea vateritului, si prin urmare procentul total de grupe care
actioneaza ca centre de cristalizare este de aproximativ 67, respectiv 74 %, putem presupune ca are
loc un mecanism similar ca in cazul PCT95. Astfel, stabilizarea polimorfului vaterit scade abilitatea
de a forma microcapsule uniforme datoritd dizolvarii acestuia si nucleatiei secundare a calcitului pe
suprafata externa a microparticulelor.

4.1.3. Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si complecsi polielectrolitici
Complecsii polielectrolitici au fost obtinuti prin metoda prezentata in Capitolul 3, subcapitolul
3.2.4, si anume folosirea PAH ca polication de concentratic 102 M si pectinele din Schema 3.2,
Capitolul 3, de concentratii 10° M, cu rapoarte molare de 0,5, 0,9 si 1,2.
L '

f 4 _ dum ; _dEmh o
PCT53_A21

/PAH=0,5 PCT53_A21/PAH = 0,9 PCT53_A21/PAH = 1,2
Figura 4.16. Micrografii SEM ale microcapsulelor compozite de CPN/CaCOs3 [Mihai, 2017a].
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Dupa cum se observa in Figura 4.16, morfologia compozitelor obtinute cu CPN depinde atat de
structura chimicd a pectinelor, cat si de raportul molar dintre sarcini. Astfel, luand in considerare
forma sferica policristalina observatd din imaginile SEM, polimorful dominant este vateritul in
probele preparate cu CPN avand n*/n” = 0,9, mai putin in probele preparate cu CPN pe baza de PCT95
si PCT49, unde se obtine un amestec de microcapsule si microsfere. S-a observat o buna capacitate
de obtinere a capsulelor pentru CPN cu n*/n" = 0,5 si 1,2, indiferent de structura pectinei. Cu toate
acestea, desi grupele aminice primare stabilizeaza polimorful vaterit, compozitele preparate cu un
continut crescut de PAH (n*/n° = 1,2) si cele cu pectine amidate (PCT59 A8/PAH si
PCT53 A21/PAH) contin atat microcapsule aproape sferice acoperite cu un strat de calcit, cat si
microsfere de vaterit.

4.1.4. Mecanismul de formare a microcapsulelor pe baza de carbonat de calciu

Luéand in considerare rezultatele prezentate anterior, procesul de formare a microcapsulelor de
CaCOs in prezenta pectinelor si CPN este reprezentat schematic in Schema 4.1. Deoarece mecanismul
pare similar pentru pectine si pentru CPN, schema combina cele doua structuri.

o/ Lper
éf-' -CPN

Ca2+

- vaterit

= — - caleit

®) @

Schema 4.1. Reprezentarea schematica a procesului de formare a capsulelor goale de CaCOz in
prezenta pectinelor si/sau CPN [Mihal, 2017a].

Procesul de formare a capsulelor de CaCOs in prezenta pectinelor si CPN este de asteptat sa
aiba loc prin urmatoarele etape: (1) interactiunea ionilor de calciu cu grupele ionice sau ionizabile de
pe lanturile polimerice sau de pe catenele in exces ale nanoparticulelor de CPN, cu formarea
microparticulelor de gel, si cristalizarea carbonatului de calciu indusa de zonele bogate in calciu; (2)
cresterea cristalelor de carbonat de calciu cu formarea microparticulelor (in primul minut de
cristalizare); (3) dizolvarea fractiilor de CaCO3 mai putin stabile (amorf si vaterit) in principal prin
dizolvarea miezului; (4) nucleatia secundara a polimorfului cristalin (in principal calcit) pe suprafata
externd; (5) cresterea progresiva a grosimii peretelui cristalin pe masurd ce miezul se goleste,
producand microsfere goale in interior de tip capsule.

4.2.1. Aplicatii biomedicale ale microcapsulelor pe baza de carbonat de calciu
4.2.1.1. Incircarea microcapsulelor pe bazd de carbonat de calciu cu medicamente

Microcapsulele compozite de CaCOs preparate cu PCT49 si PCT53 A21, pectine cu continut
similar de grupe carboxilice (49 si1 53%) si grade de amidare diferite (0 $121%), s1 CPN corespunzatori
cu rapoarte molare diferite intre sarcini au fost investigate ca transportori pentru medicamente,
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folosind tetraciclina (TCH), streptomicina (STR) si kanamicina (KAN) ca medicamente model.
Capacitatea maxima de incdrcare cu medicamente a fost determinatd ludnd in considerare

concentratia initiala de medicament din solutia apoasa si concentratia reziduald a supernatantului
dupa sorbtie (Tabelul 4.11).

Tabelul 4.11. Capacitatea de incarcare maxima cu TCH, STR si KAN a microcapsulelor compozite
pectind/CaCOz si CPN/CaCOsg, si valorile potentialului Zeta ((app) 1a pH = 5,5 ale microcapsulelor
initiale [Mihai, 2017a; Racovita, 2018]

Tipul pectinei n*/n° Capacitatea de incircare Capp (PH =
TCH, (mg/g) STR, mg/g KAN, mg/g  5,5), mV

0 254,72 106,79 142,86 -22,9
PCTA49 0,5 152,78 157,89 295,23 -24,5

0,9 188,68 35,40 44,25 +2,6

1,2 171,43 107,44 163,46 +9,7

0 222,77 128,21 203,70 -18,5

0,5 187,50 91,74 178,57 -16,1
PCTS3 A2t 0,9 200,00 70,42 124,70 +7,7

1,2 399,04 153,84 233,98 +22,8

Dupa cum se poate observa din Tabelul 4.11, capacitatea de incarcare a probelor testate cu
TCH, KAN si STR depinde atat de structura chimica a pectinei, cat si de raportul molar dintre sarcini
al CPN. Astfel, microcapsulele de CaCOs3 preparate cu PCT49 si PCT53_A21 au o buna capacitate
de incarcare a TCH, mai mare de 220 mg/g, respectiv 100 mg/g pentru STR si 140 mg/g pentru KAN.
Capacitatea de Incarcare cu medicamente a compozitelor pe baza de CPN depinde de raportul dintre
sarcini, de forma microcapsulelor si de continutul de polimorfi.

Laun pH de sorbtie de 5,5, STR si KAN sunt incarcate cationic si interactiunea lor cu particulele
compozite este determinatd cel mai probabil de porozitatea microcapsulelor si mai putin de sarcina
lor ionicd globala (Tabelul 4.11). De asemenea, atat sarcinile negative de pe lantul principal carboxilat
al pectinei, cat si sarcinile pozitive ale grupelor aminice din PAH si pectinele amidate pot interactiona
cu TCH si pot contribui la incarcarea medicamentului, ceea ce ar putea explica cea mai mare
capacitate de Incarcare a probelor obtinute cu CPN pe baza de PCT53_A21 cu cel mai mare continut
de PAH (n*/n" = 1,2). Pentru compozitele pe baza de PCT49, cea mai mare capacitate de incarcare s-
a obtinut atunci cand s-au utilizat CPN cu continutul cel mai mic de polication (n*/n" = 0,5). Aceasta
proba a prezentat si cea mai mare dimensiune medie a porilor si potentialul Zeta negativ cel mai mare
din seria compozitelor cu PCT49. Cand s-a utilizat PCT53_A21, pectina cu 21% grupe amide, cea
mai mare capacitate de incarcare a fost obtinuta pentru microcapsulele cu porozitatea cea mai mare
din seriile corespunzatoare (n*/n" = 1,2). De asemenea, polimorfii CaCO3 influenteaza capacitatea de
incarcare, fiecare polimorf fiind caracterizat de o porozitate diferita (calcitul are porozitate mai mica
decat vateritul) si sarcini de suprafati diferite (in conditiile experimentale — concentratia Ca®* de 0,1
M — suprafata calcitului este incarcatd negativ, iar vateritul este usor pozitiv [Sawada, 1997]).
Totodata, cresterea continutul de calcit duce la cresterea ariei suprafetei si implicit la cresterea
prin contributia sinergetica a componentelor organice/anorganice in timpul interactiunii cu TCH: (1)
capacitatea matricii polimerice de sorbtie a TCH prin interactiuni electrostatice sau legaturi de
hidrogen, (2) disponibilitatea grupelor functionale dupa cresterea CaCOs, (3) distribuirea cristalelor
de CaCOs pe microcapsule, (4) capacitatea cristalelor de a interactiona cu TCH ca functie a aranjarii
lor pe microcapsule.
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4.2.1.2. Eliberarea in vitro a medicamentelor din microcapsule pe baza de carbonat de calciu
Studiile de eliberare in vitro au fost realizate la pH 7,4 (in tampon fosfat) si rezultatele sunt
rezumate in Figura 4.24.

- TCH TCH
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Figura 4.24. Cantitatea cumulatd de medicament eliberata (Q%) in vitro
[Mihai, 2017a; Racovita, 2018].

Dupa cum se poate observa in Figura 4.24, profilele de eliberare indica faptul ca aproximativ
22% si 27% din TCH a fost eliberat dupa 10 ore din microcapsulele de PCT49/CaCOs, respectiv
PCT53_A21/CaCOa. Eliberarea de TCH din microcapsulele pe baza de CPN poate fi corelata cu
polimorfii CaCOs. Astfel, polimorful vaterit observat in probele preparate cu CPN avand n*/n" = 0,9
a dus la un procentaj cumulat de eliberare dupa 10 ore similar celor corespunzatoare compozitelor pe
baza de pectine. Procentul cumulat de TCH eliberat din microcapsulele de calcit obtinute cu CPN
avand n/n"= 0,5 si 1,2 a variat in functie de diferiti factori. Astfel, comparativ cu compozitele bazate
pe pectinele corespunzatoare, microcapsulele de CPN-PCT49/CaCOs3 incarcate cu TCH prezinta o
crestere a cantitatii eliberate dupa 10 ore, cand n*/n" = 0,5, adica atunci cand grupele carboxilice sunt
n exces, in timp ce microcapsulele de PCT53_A21/CaCOs cu n*/n” = 1,2 au eliberat o cantitate mai
mare in aceleasi conditii. In primul caz, catenelor anionice libere ale pectinelor a dus, cel mai probabil,
la cresterea eliberarii TCH, in timp ce, in al doilea caz, polimorful vaterit, stabilizat de grupele
aminice primare (din PAH si pectina amidata PCT53 A21/PAH), cresc permeabilitatea peretelui
capsulelor. Cu toate acestea, eliberarea medicamentului dintr-o matrice (particule goale sau pline)
implica, Tn general, atat difuzia prin pori, cat si eroziunea matricei.

Curbele de eliberare pentru ambele medicamente, STR si KAN, in solutie tampon fosfat la pH
7,4 (Figura 4.24) prezinta o eliberare continud a medicamentelor in primele 100 — 150 minute pana
la atingerea unui platou. Eliberarea cea mai mare a fost obtinuta pentru probele pregatite cu CPN cu
n*/n = 0,9 si ambele pectine, mai exact probele cu densitatea de sarcina cea mai mica (Tabelul 4.11).
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Astfel, lipsa interactiunilor electrostatice dintre microcapsulele compozite si medicament sugereaza
ca eliberarea medicamentului se realizeaza aproape complet datoritd porozitdtii microcapsulelor. Cu
toate acestea, eliberarea medicamentelor pentru probele cu n*/n” = 0,5 si 1,2 a fost sustinuta de
interactiunile electrostatice, obtindndu-se un maxim de aproximativ 30% medicament eliberat
cumulat, indiferent de tipul medicamentului. De asemenea, cea mai mare eliberare a medicamentului
pentru probele preparate cu CPN cu n*/n” = 1,2, care au prezentat un exces de grupe cationice a fost
observatd pentru probele cu interactiunea electrostatica cea mai mica fatd de medicamentul utilizat.

4.2.1.3. Cinetica de eliberare a medicamentelor

Cinetica procesului de eliberare din microparticulele incarcate cu TCH, KAN si STR a fost
evaluata folosind doua modele matematice, Higuchi si Korsmeyer-Peppas. Constantele de eliberare
au fost calculate din panta graficelor adecvate, iar coeficientul de regresie (R?) a fost calculat din
analiza regresiei liniare (Tabelul 4.12).

Tabelul 4.12. Procentajul maximum eliberat dupa 10 ore si constantele de eliberare (kv — constanta
Higuchi, kr — constanta vitezei de eliberare), coeficientul de difuzie (n) si coeficientii de regresie (R?)
calculate folosind modelele matematice Higuchi si Korsmeyer-Peppas [Mihai, 2017a; Racovita,
2018]

Cantitatea Modelul Higuchi Modelul Korsmeyer-Peppas
Proba nn 3?12:2?5, % Ky, mint? R? nr ki min" | R?
TCH
PCT49 0 22,89 9,066 0,995 |1,072 | 0,052 0,999
PCT49/PAH 0,5 25,32 4,268 0,980 | 0,850 | 0,078 0,998
PCT49/PAH 0,9 17,57 6,168 0,984 | 1,023 | 0,060 0,985
PCT49/PAH 1,2 15,8 6,351 0,997 |1,536 |0,018 0,983
PCT_A21 0 28,31 9,652 0,980 | 0,892 |0,072 0,986
PCT_A21/PAH 0,5 22,89 4,548 0,946 | 1,029 | 0,053 0,992
PCT_A21/PAH 0,9 26,88 4,503 0,948 | 1,133 | 0,030 0,987
PCT_A21/PAH 1,2 31,84 11,678 0,983 | 0,905 |0,075 0,993
STR
PCT49 0 26 2,061 0,941 | 1,763 | 0,0042 0,996
PCT49/PAH 0,5 27,17 1,911 0,981 | 0,877 | 0,0508 0,965
PCT49/PAH 0,9 86,02 6,969 0,956 | 1,326 | 0,0087 0,960
PCT49/PAH 1,2 30,73 2,578 0,987 |1,182 |0,0103 0,976
PCT_A21 0 16,41 1,305 0,966 | 1,123 | 0,0158 0,965
PCT_A21/PAH 0,5 38,23 3,178 0,982 |1,363 | 0,0062 0,969
PCT_A21/PAH 0,9 73,79 5,627 0,947 | 1,405 |0,0111 0,995
PCT_A21/PAH 1,2 32,24 2,510 0,979 |1,045 |0,0177 0,978
KAN
PCT49 0 13,71 1,389 0,991 |0,882 |0,0197 0,964
PCT49/PAH 0,5 17,84 1,661 0,966 | 1,016 | 0,0348 0,985
PCT49/PAH 0,9 92,74 9,507 0,979 |0,858 |0,0271 0,979
PCT49/PAH 1,2 32,62 2,710 0,989 | 0,968 | 0,0064 0,996
PCT_A21 0 9,68 0,979 0,993 |1,101 |0,0145 0,967
PCT_A21/PAH 0,5 18,20 1,837 0,958 | 1,700 | 0,0055 0,988
PCT_A21/PAH 0,9 75,66 8,268 0,978 | 1,553 | 0,0043 0,951
PCT_A21/PAH 1,2 20,23 2,123 0,987 | 1,406 | 0,0066 0,930
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Dupa cum se poate observa in Tabelul 4.12, valorile lui n sunt mai mari de 0,85 pentru toate
probele investigate cu TCH, indicand un mecanism de transport de cazul 1l. De asemenea, au putut fi
observate valori ale lui n > 1, acestea fiind considerate pentru cinetica de super cazul Il (super case Il
kinetics). Transportul de cazul Il este descris de o constanta de relaxare caracteristica si reflecta
influenta relaxdrii polimerului asupra miscérii moleculelor in matrice. Acest comportament poate fi
atribuit si recristalizarii/reorganizarii polimorfilor CaCOs pe compozite. De asemenea,
comportamentul de relaxare/umflare dinamica al microgelurilor formate de pectine sau CPN si ionii
de Ca?* depinde de contributia relativa a difuziei si relaxirii polimerului. In compozitele studiate,
relaxarea polimerului este afectatd de ionizarea grupelor functionale ale polimerilor, dar si de
densitatea sarcinilor catenei principale a polimerului sau a sarcinii nete a nanoparticulelor de CPN. O
crestere a continutului de grupe ionice rezultd in repulsie electrostaticd intre grupele functionale
ionizate, ceea ce duce la expansiunea lanturilor, care afecteaza relaxarea lanturilor macromoleculare.
Astfel, mecanismul de eliberare a TCH devine controlat de relaxare atunci cand creste ionizarea
microparticulelor complexe. Pentru compozitele studiate, eliberarea la pH de 7,4 favorizeaza o
scadere a protondrii grupelor amind din PAH si pectinele amidate, deprotonand simultan grupele
acide carboxilice din pectine. Ca urmare, mecanismul de recristalizare/reorganizare devine mai
controlat de relaxare odata cu ionizarea polimerilor, determinind o crestere a valorilor lui n.

4.2.2. Aplicatii in protectia mediului ale microparticulelor si microcapsulelor pe baza de carbonat
de calciu
4.2.2.1. Sorbtii de ioni metalici in microparticule pe baza de carbonat de calciu

Microparticulele compozite obtinute si caracterizate in subcapitolul 4.1.1 au fost testate ca
sorbenti pentru trei ioni ai metalelor grele (Cu®*, Ni** si Co?*) in rapoarte echimolare. Cantitatea
adsorbita pentru fiecare ion metalic a fost cuantificata prin AAS, rezultatele fiind prezentate Tn Figura
4.30 atat pentru probele cu sorbtia ionilor metalici individuali cat si amestecuri ale acestora.

Rezultatele prezentate in Figura 4.30 prezinta diferite afinitafi pentru ionii testati in functie de
compozitia chimicd a materialelor compozite si conditiile de competivitate/noncompetivitate. De
asemenea, capacitatea de sorbtie pentru diferiti ioni poate fi corelatd cu compozitia in polimorfi a
materialelor compozite, procesul de sorbtie total fiind atribuit diferitilor parametri de sorbtie. Un
parametru important este legat de capacitatea matricii polimerice de a adsorbi molecule ionice si de
prezenta PEI in compozite, polimer cunoscut pentru capacitatea sa de complexare a ionilor,
favorizand sorbtia ionilor metalelor grele. Disponibilitatea grupelor functionale dupa cresterea
CaCOs si depunerea alternanta a straturilor de polimeri cresc si mai mult capacitatea de sorbtie a
compozitelor. De obicei, microparticulele preparate cu polimeri ce confin grupe functionale
carboxilice au o mare afinitate pentru ionii de Cu?* (seria afinititii: H* > Cu?* > Ca?"), adsorbind ionii
de cupru printr-o reactie de echilibru de schimb ionic. Grupele amina din probele ¢ si d nu
interactioneaza cu cationi metalici, reducand astfel eficienta sorbtiei.

PEIB, cu lanturi ramificate, s-a depus pe suprafata solida in cantitate mai mare decat PEIL, la
acelasi numar de straturi adsorbite. Catenele de PEIL sunt adsorbite la fiecare etapa de depunere intr-
o conformatie mai plata datorita structurilor liniare. Astfel, probabilitatea interactiunii ionilor metalici
si ulterior sorbtia acestora pe substratul compozit este mai mica in cazul compozitelor cu PEIL decat
cu PEIB. In plus, PEIB contine grupe aminice primare care au reactivitate mai mare pentru ionii
metalici comparativ cu grupele aminice secundare sau iminice. In toate cazurile, PAA a rimas
constant, prin urmare diferenta de sorbtie dintre diferitele tipuri de compozite poate fi atribuita in
principal lanturilor policationice. In concluzie, compozitele cu PEIB au prezentat o capacitate de
sorbtie mai mare, la un numar constant de straturi depuse (7 straturi).
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Microparticulele compozite pe baza de CaCOs si acoperite cu multistraturi de polielectroliti
contin lanturi flexibile cu densitate mare de grupe aminice/carboxilice pe suprafata, grupe care sunt
usor accesibile pentru ionii metalelor grele, chiar si in concentratie mica. Testele de sorbtie sugereaza
o capacitate maxima de sorbtie de pana la 800 mg de ioni per gram de multistrat, raportata doar la
partea organicd, parametrul de difuzie in acest caz fiind foarte mic datoritd filmului polimeric depus
pe materialul compozit.

60 60
ECu mNi mCo HCu mNi mCo
50 o« 50
3 3
S 40 s 40
" X
g 30 = 30
S 2 i 20 —
0 €
€ 10 10 I
; ; N
a MSla MS2a MS3a MsS4da a MS1a MS2a MS3a MS4a
60 60
EHCu ENi mCo HCu mNi mCo
w 0 g 50
Q o
S 40 s 40
o oo
= 30 = 30
S 20 i 20
oo
1S B —
£ 10 10
0 0
b MS1ib MS2b MS3b MS4b MSilb MsS2b MS3b  MS4b
60
60 H Cu mNi mCo
m Cu mNi mCo = 50
50 o
| ]
2 40 s
o =
@ 30 s
= 20 %D 20 —
[
il BB N1
0 0 .
c MS1c MS2c MS3c MS4c c MS1c MS2c MS3c MS4c
60 60
50 ECu mNi mCo ® 50 HCu mNi mCo
o
@ g
g 40 ® 40
a = 30
2 % s
= 20 o 20
= € 10
[=T4]
e 10
0 0

d MS1ld M™MS2d MS3d MS4d Msid  Ms2d - MS3d - Ms4d

Figura 4.30.Rezultate AAS pentru sorbia (mg M?*/g probd) solutiilor de ioni individuali (coloana
din stanga) si amestecuri de ioni de Cu?*, Ni?*si Co®* (coloana din dreapta) [Zaharia, 2021b].

CAPITOLUL 5. MATERIALE COMPOZITE RETICULATE PE BAZA DE
CARBONAT DE CALCIU PENTRU APLICATII BIOMEDICALE SI iN
PROTECTIA MEDIULUI
5.1.1. Materiale compozite sub forma de criogeluri/carbonat de calciu

O serie de criogeluri pe baza de chitosan, sintetizate utilizand chitosanul si poli(metacrilatul de
metil) ca porogen (Tabelul 3.1, Capitolul 3), au fost utilizate ca substrat pentru cresterea CaCOs,
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aplicand diferite metode (alternantd, amestec sau in exicator) si diferite surse de carbonat (Na,COs,
DMC, DEC, NH4HCO:s), detaliate in Capitolul 3, subcapitolul 3.2.5.

Tipurile de polimorfi ai carbonatului de calciu obtinuti prin cele patru metode aplicate au fost
investigate prin FTIR-ATR si XRD. Tabelul 5.1 contine rezultatele fitarii prin metoda de
decompozitie si dimensiunile cristalitelor. Analiza cantitativa bazatd pe Indl{imea relativa a picurilor
corespunzatoare din difractogramele XRD a demonstrat ca in cazul experimentelor cu DEC, DMC si
controlate prin difuzie pana la 14 zile, calcitul este in proportie de 100%, indiferent de proprietatile
criogelului templat. Cand s-a aplicat metoda de crestere alternanta, continutul de calcit a scazut pana
la 40% dupa 4 pasi alternanti, crescand odata cu cresterea numarului de pasi alternanti la 8. Aceste
diferente pot aparea datorita variatiei suprasaturatiei din experimente — amestecare directa vs difuzie,
avand 1n vedere ca in cazul experimentelor cu amestecare directd, indiferent de sursa de carbonat
(DEC sau DMC), procedura de preparare creaza imediat suprasaturatie.

Dimensiunea cristalitelor de calcit a variat in functie de metoda de cristalizare aplicata si de
dimensiunea porilor criogelurilor, si a depins de saturatia locala favorizata de conditiile mediului din
compartimentele criogelurilor. Astfel, constantele structurale pentru fiecare polimorf al CaCO3z au
fost mai putin influentate de raportul dintre fractiile polimorfilor, valorile medii fiind a = b =
4,9559+0,0188 A si ¢ = 16,9450+0,1689 A pentru calcit si a =4,1377+0,0638 A, b = 7,0649+0,1049
A si c = 8,4467+0,1046 A pentru vaterit. Continutul de NH4Cl a crescut odatil cu cresterea timpului
de difuzie. De obicei, In cazul metodei de cristalizare prin difuzie, are loc descompunerea
carbonatului de amoniu Tn NHz si CO care impreuna cu apa conduc la formarea ionilor de amoniu
(NH4") si carbonat (COs?). Rolul amoniului dizolvat este de a creste pH-ul solutiei, favorizand
precipitarea CaCOs. La concentratii ridicate o parte din amoniac se combina cu ionii de clorura,
nucleaza si favorizeaza cresterea cristalelor cubice de NH4Cl [Zhou, 2020].

5.1.1.4. Teste de biocompatibilitate

Rezultatele prezentate mai sus arata ca probele cele mai uniforme au fost obtinute dupa 14 zile
de crestere a CaCOs prin metoda difuziei lente in exicator (E14), indiferent de morfologia criogelului.
Prin urmare, aceste probe au fost selectate pentru efectuarea unor teste de biocompatibilitate.
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Figura 5.9. Imagini de microscopie optica ale celulelor NHDF dupd o incubare de 48 de ore
prezenta probelor: a) CS6.32[E14], b) CS12.32[E14], c) CS12.50[E14], d) CS12.90[E14], e)
control: celule cultivate fara prezenta materialelor; f) viabilitatea celulara relativa determinata
prin testul MTS asupra probelor E14; n = 12, **p < 0,01, ****p < 0,0001, ns = ne-semnificativ
[Vasiliu, 2021a].
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Celulele NHDF tratate cu CS12,90 au avut o viabilitate relativa fatd de control de 117%, in
timp ce celulele tratate cu CS12,32 si CS12,50 nu au prezentat o viabilitate statistic diferita fata de
control. Singurul material care a indus o scadere a viabilitatii a fost CS6,32, celule tratate cu acest
material avand o viabilitate relativa de 89%. La analiza opticd sub microscop, celulele NHDF prezinta
o morfologie normald pentru toate probele. De asemenea, nu exista diferente semnificative in ceea ce
priveste proliferarea si gradul de confluentd (Figura 5.9, f).

5.1.2. Materiale compozite sub forma de schimbatori de ioni/carbonat de calciu

Formarea materialelor compozite cu CaCOs (Subcapitolul 3.2.6) a fost realizata folosind perlele
de schimbatori de ioni IEXDEA3 functionalizate cu grupe anionice (-COOH), aminice (EDA, TETA,
DMABA) si amfotere (Capitolul 3, Schema 3.5), gradul de reticulare de 3% DVB permitand retelei
tridimensionale sa fie flexibile si sa se umfle, ceea ce permite si cresterea cristalelor in interiorul
sferelor poroase.

Prezenta carbonatului de calciu in materialele compozite, precum si tipul de polimorf obtinut,
au fost evidentiate prin difractie de raze X (Tabelul 5.2).

Tabelul 5.2. Analiza cantitativa XRD a compozitelor IExDEA3/CaCOs [Zaharia, 2021a]

Parametrii
Timp WH, structurii
Ex (zile) o8 W% cristaline, A V0A S Cs, A
a=b c
IEXDEAs- 5 Calcit 100 4,966 17,035 363,820 0,9798 51,8
COOH 11 Calcit 100 4,990 17,010 366,768 0,9605 176
IEXDEAs- 5 Calcit 100 4,998 17,660 382,046 0,9551 253
TETA 11 Calcit 100 5,006 17,016 369,329 11,0218 323
IEXDEAs- 5 Calcit 100 4,969 17,099 365,625 1,0623 360
EDA 11 Calcit 100 4,988 17,060 367,550 1,1111 857
IEXDEAs- 5 Calcit 100 4,895 16,810 348,815 0,9808 74
EDA- 1
DMABA Calcit 100 4,092 18,252 264,610 0,9349 572
Calcit 53,3 4,994 17,071 368,740 463
5 : 4,130 1,0990
IEXDEAS- Vaterit 46,7 7160 8,471 250,463 538
EDA-Zw Calcit 93,5 4,994 17,079 368,912 523
1 Vaterit 6,5 ii?i 8,478 251,381 10041 297

W — fractia masica de polimorf, Vi — volumul structurii cristaline, S — factor de incredere (“goodness-of-fit”), care ar
trebui sa fie cit mai aproape de 1,0 la finalul rafinamentului, Cs — dimensiunea cristalitelor

Analiza de raze X a aratat ca polimorful format este calcitul pentru toate probele investigate, cu
exceptia IEXDEA3-EDA-Zw, care contine o combinatie de calcit si vaterit. Intensitatea picurilor
caracteristice pentru vaterit din proba IEXDEA3-EDA-Zw a scazut dupa 11 zile, comparativ cu
probele obtinute dupa 5 zile, ceea ce sustine faptul ca vateritul se transforma treptat in calcit, cel mai
stabil polimorf al CaCOs. A fost demonstrat anterior [Wang, 2013] ca dupa 4 zile in exicator,
cristalele de vaterit formate initial incep sa se dizolve simultan cu cresterea cristalelor de calcit deja
existente. Tn studiul prezent a avut loc un fenomen similar in cazul probei IEXDEAs-EDA-Zw, insi
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mai lent, in sensul ca dupa 5 zile in exicator continutul de polimorfi era de 53,3% calcit si 46,7%
vaterit, conform datelor XRD. Dupa 11 zile in exicator, continutul de vaterit a scazut pana la 6,5%,
scizand totodati si dimensiunea cristalitelor de vaterit de la 538 A 1a 297 A (Tabelul 5.2), sugerand
ca un timp de reactie mai lung ar putea duce la transformarea completd a vateritului 1n calcit, prin
mecanismul de maturare Ostwald.

Datele XRD aratda ca dimensiunea cristalitelor de calcit creste In timp pentru toate probele
investigate, de la 227,040+195,563 A pana la 490,200+259.320 A. In plus, parametrii unitatii
structurale pentru calcit dupi 5 zile de reatie sunt a = b = 4,964+0,041 A, ¢ = 17,135+0,315 A, in
timp ce dupi 11 zile de reactie parametrii sunt a=b =4,814+0,404 A si c = 17,283+0,542 A, sugerand
ca unitatea structurald nu se modifica in timp.

5.2.1. Aplicatii in protectia mediului ale materialelor compozite reticulate pe baza de carbonat de
calciu
5.2.1.1. Sorbtii de coloranti pe compozite carbonat de calciu/schimdtori de ioni obtinute prin
amestecare rapida
In acest studiu, materialele compozite investigate pentru sorbtia de coloranti (BCG si NR) au
fost obtinute prin amestecarea rapida a precursorilor carbonatului de calciu, din concentratii initiale
de 0,1 — 0,4 M prin ambele protocoale de aditie, conform Metodei 1 a subcapitolului 3.2.6, din
Capitolul 3. Capacitatea de sorbtie (Cso) a fost determinata ludnd in considerare concentratiile
solutiilor initiale si concentratia reziduala a supernatantului. Figurile 5.13 si 5.14 prezinta rezultatele
obtinute prin masurarea absorbantei supernatantului la o lungime de unda specifica, si anume la 615
nm pentru BCG, Ae1s, s1 450 nm pentru NR, Asso, pentru toate probele investigate si ambii coloranti.
Asa cum se observa in Figura 5.13, cea mai mare capacitate de sorbtie a BCG a fost obtinuta
cand s-au folosit perle de tip cationic, ~0,45 mg/g, atribuita interactiunilor electrostatice dintre sorbent
si colorant, ludnd in considerare faptul ca moleculele de colorant BCG sunt anionice (Schema 3.7).
Dupa cresterea microparticulelor de CaCOz pe perlele schimbétoare de ioni, capacitatea de sorbtie
este influentatd de ordinea addugarii reactantilor si mai putin de concentratia anorganica, capacitatea
de sorbtie scazand la ~0,06 mg/g cand primul reactant adaugat in prepararea CaCOz a fost Na,COs,
si crescand pana la ~0,58 mg/g atunci cand s-a utilizat CaCl,. Luand in considerare natura cationica
a perlelor, atunci cand Na,COs a fost primul reactant, interactiunile electrostatice dintre grupele NHs"
de pe schimbitorul de ioni si CO3% au blocat grupele cationice ale sorbentului pentru interactiunile
electrostatice cu colorantul anionic. Insa, cand s-a utilizat CaClz grupele aminice au fost libere si
interactioneze cu grupele anionice din BCG si au prezentat cea mai mare capacitate de sorbtie.
T (a “ (b) a B

0.4 -= 0.4

0.08 008

0.07 0.07

0.01
03 0.4

0 0.1 0.2 03 0.4

o
o
&

o

=

&

0.03

mg BCG/g proba
°
g

mg BCG/g prob3

o
5

)

5

o
2

o
o

01 02
concentratia CaC03, M concentratia CaC03, M

mA(CO3/Ca) m B(CO3/Ca) m C(CO3/Ca) BA(C2/CO3) HB(Ca/CO3) mC(Ca/CO3)

Figura 5.13. Sorbtia verdelui bromocresol (BCG) pe perle anionice (A), cationice (B) si amfotere
(C), inainte si dupa cresterea CaCQOs3 din solutii cu concentratii initiale de 0,1 — 0,4 M si ambele
protocoale de aditie: (a) Na2CO3 / CaCly, (b) CaCl, / Na2COs [Mihai, 2017c].
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Cand au fost utilizate perlele de tip anionic si amfoter, grupele anionice ale ambelor tipuri de
perle au condus la o repulsie electrostatica a moleculelor de colorant. Astfel, Cso pentru compozitele
pe baza de perle anionice (tip A) este mai mica de 0,0035 mg/g (practic nu adsorb BCG), indiferent
de concentratia anorganica si ordinea de adaugare. Perlele amfotere (tip C) au grupele anionice
ionizate la pH mai mic de 6,5 si au prezentat o capacitate de sorbtie usor crescutd (0,014 mg/g)
comparativ cu perlele anionice (tip A). Capacitatea de sorbtie crescuta poate fi atribuitd legéturilor de
hidrogen care se pot forma intre grupele aminice secundare de pe lanturile secundare ale perlelor si
grupdrile OH ale BCG. Dupa cresterea CaCOs3 pe perlele amfotere de tip C, capacitatea de sorbtie a
compozitelor creste comparativ cu perlele corespunzatoare initiale, valoarea cea mai mare, de ~0,03
mg/g, fiind obtinutd atunci cdnd CaCOs a crescut din solutii anorganice de concentratie 0,4 M si
CaCl; a fost primul reactant adaugat.
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Figura 5.14. Sorbtia rosului neutru (NR) pe perlele copolimerice anionice (4), cationice (B) si
amfotere (C), inainte si dupa cresterea CaCQOz3 din solutii cu concentratie initiala de 0,1 — 0,4 M
prin ambele protocoale de aditie: (a) NaCO3z /| CaCly, (b) CaCl, / Na2COz [Mihai, 2017c].
Sorbtia colorantului NR pe probele compozite are un comportament diferit comparativ cu

sorbtia BCG. Toate probele au prezentat o buna capacitate de sorbtie pentru NR, cea mai mare valoare
fiind obtinutd atunci cand s-au utilizat perlele cationice, indiferent de ordinea de adaugare a
reactantilor. Capacitatea de sorbtie a perlelor de tip B nu poate fi explicata prin interactiunile
electrostatice, in acest caz fiind relevante proprietitile CaCO3z. Dupa cum aratd un studiu anterior
[Mihai, 2015a], perlele cationice de tip B sunt acoperite cu un strat subtire de cristale de CaCOs3 cu
dimensiuni mai mici decéat cele formate pe suprafata perlelor anionice de tip A, dimensiunea
cristalelor crescand odatd cu cresterea concentratiei fazei anorganice. De asemenea, porii sferelor
raman deschisi in timpul fazei de umflare si astfel cresterea cristalelor de CaCOs are loc Tn interiorul
porilor, dupa cum s-a dovedit prin microscopie de forta atomica [Mihai, 2015a]. Prin urmare, stratul
uniform obtinut pe suprafata perlelor cationice de tip B si prezenta cristalelor de CaCOz Tn interiorul
porilor determina o capacitate de sorbtie mai mare.

Rezultatele sorbtiei colorantilor pot fi explicate prin contributia sinergetica a componentelor
organic/anorganice 1n timpul interactiunii cu colorantii: (1) capacitatea matricei polimerice de sorbtie
a colorantilor prin interactiuni electrostatice sau legaturi de hidrogen, (2) disponibilitatea grupelor
functionale dupa cresterea CaCOs, (3) distributia cristalelor de CaCOz pe perle, (4) capacitatea
cristalelor de a interactiona cu colorantii ca functie a aranjarii acestora pe perle.

5.2.1.2. Sorbtii de coloranti pe compozite carbonat de calciu/schimatori de ioni obtinute prin difuzie
lenta
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Pentru testele de sorbtie a colorantilor, in acest caz s-au utilizat perle schimbatoare de ioni
precum si compozitele corespunzatoare dupa 5 zile de crestere a CaCOs n exicator, conform Metodei
2 din subcapitolul 3.2.6, Capitolul 3. Figura 5.18 prezintd spectrele UV-Vis ale solutiilor de
supernatant dupa protocolul de sorbtie, pentru ambii coloranti. Banda de absorbtie caracteristica
pentru BCG, la 615 nm, este clar vizibila pentru probele anionice si amfotere, ceea ce inseamna ca
BCG nu a fost adsorbit de probele investigate. De asemenea, banda de adsorbtie pentru NR de la 276
nm este vizibila in toate spectrele, sugerand ca acest colorant nu a fost adsorbit in totalitate de probele
investigate.

Capacitatea de sorbtie (Cso) a perlelor si compozitelor corespunzatoare pentru colorantii BCG
si NR este rezumata in Tabelul 5.4. Dupa cum se poate observa, capacitatea de sorbtie este in corelatie
directa cu CRE. Astfel, perlele IEXDEA3-COOH si compozitele corepunzatoare nu adsorb colorantul
BCG (Cso ~ 0,005 mg/g), datorita prezentei grupelor functionale anionice atat in colorant, cat i in
probe, ceea ce duce la o repulsie electrostatica. Perlele si compozitele amfotere au prezentat o crestere
a Cso datorita prezentei atat a grupelor functionale anionice, cat si cationice, cu un maxim de 0,566
mg/g. Toate probele cationice au prezentat valori foarte bune ale Cso, pana la 2,247 mg/g (proba
IEXDEAs-EDA-DMABA), datorita prezentei grupelor functionale de semn opus din colorant si din
probele investigate. Cristalizarea CaCO3z pe perle nu a influentat semnificativ capacitatea de sorbtie
a colorantului BCG.

Probele cationice au prezentat valori ale Cso mai mici pentru colorantul NR, comparativ cu
probele anionice si amfotere. Cristalizarea CaCOgs pe perle a crescut capacitatea de sorbtie a acestora,
ceea ce ar putea insemna ca mecanismul de sorbtie este influentat atat de interactiunile electrostatice
dintre grupele functionale ale colorantului si cele ale matricii polimerice, cat si de capacitatea
cristalelor de CaCOz de a interactiona cu colorantul, dupa cum a demonstrat un studiu anterior [Mihai,
2017c]. Prin urmare, capacitatea de sorbtic cea mai mare pentru NR (2,288 mg/g) s-a intéalnit in cazul
compozitului anionic IEXDEA3-COOH/CaCO:s.

Tabelul 5.4. Capacitatea de sorbtie a colorantilor pentru perlele §i compozitele corespunzatoare
[Zaharia, 2021a]

|Ex BCG Cso, mg/g NR Cso, mg/g
IEXDEA3s |IEXDEA3/CaCOs | IEXDEAs IEXDEA3/CaCOs
IEXDEA3-COOH 0,004 0,005 2,207 2,288
IEXDEA3-TETA 2,211 2,229 0,387 0,733
IEXDEAs-EDA 2,176 2,198 0,268 0,210
IEXDEAs-EDA-DMABA 2,247 2,137 0,716 1,237
IEXDEAs-EDA-Zw 0,566 0,465 1,688 2,234

Capacitatea de sorbtie pentru BCG si NR a fost investigata anterior (Subcapitolul 5.2.1.1) pentru
compozite similare (IEXDEAs-COOH/CaCOs, IEXDEA3-EDA/CaCOs si IExDEA3s-EDA-
Zw/CaCQO:s), dar care au fost obtinute prin precipitarea rapida a CaClz si NaoCO3 [Mihai, 2017c].
Compozitele anionice obtinute prin metoda de precipitare rapidd au prezentat valori mai mari ale Cso
pentru colorantul BCG (0,3513 mg/g) comparativ cu metoda de difuzie lenta (0,005 mg/g), dar valori
mai mici ale Cso pentru colorantul NR (1,4579 mg/g pentru precipitarea rapida si 2,288 mg/g pentru
difuzie). Compozitele cationice au avut o capacitate de sorbtie mai mica pentru BCG céand au fost
obtinute prin precipitare rapida, dar valori mai mari pentru colorantul NR. In cazul compozitelor
amfotere, ambele capacitati de sorbtie au crescut atunci cand s-a folosit metoda de difuzie lenta, de
la 0,0138 mg/g la 0,465 mg/g pentru BCG, si de la 0,4229 mg/g la 2,234 mg/g pentru NR. Aceasta
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este o dovada suplimentara ca Cso pentru colorantii BCG si NR este influentata de metoda de crestere
a carbonatului de calciu, care la randul ei dicteaza tipul si continutul de polimorfi ai carbonatului de
calciu si dimensiunea cristalitelor.

5.2.2. Aplicatii biomedicale ale materialelor compozite reticulate pe baza de carbonat de calciu
5.2.2.1. Teste de incarcare/eliberare a tetraciclinei in/din materiale compozite reticulate pe baza de
carbonat de calciu

Perlele schimbatoare de ioni si materialele compozite IEx/CaCO3 au fost investigate ca posibile
materiale pentru eliberarea controlatd a TCH. Desi capacitatea maxima de sorbtie pentru colorantii
BCG si NR este similara (2,247 mg/g, respectiv 2,288 mg/g), dar depinde de grupele functionale ale
sorbentului, toate probele investigate au prezentat o capacitate de sorbtie semnificativ mai mare
pentru TCH, pana la 50,247 mg/g (Figura 5.20).

50 | [0 IExDEA,
| M ExDEA /CacO,

40

|ExDEA3-COOH IExDEA4-TETA |ExDEA3-EDA IExDEA3EDA-DMABA  |EXDEA3-EDA-ZW

Figura 5.20. Capacitatea de sorbtie a TCH de catre toate probele investigate [Zaharia, 2021a].

Valorile capacitatii de sorbtie a TCH au fost mai mari in cazul probelor cu matrice polimerica
cationicd, comparativ cu probele anionice si amfotere. Compozitele IEXDEA3/CaCOs3 au prezentat o
crestere a capacitatii de sorbtie a TCH, datoritd contributiei sinergetice a mai multor factori
(capacitatea matricei polimerice de a adsorbi TCH prin legaturi electrostatice, disponibilitatea
grupelor functionale dupa cresterea CaCOs, distributia cristalelor de CaCOs pe probe si capacitatea
cristalelor de a interactiona cu TCH), dupa cum a fost demonstrat anterior [Mihai, 2017a]. Cu toate
acestea, cea mai mica valoare a capacitatii de sorbtie pentru TCH (11,958 mg/g), intalnita in cazul
probei IEXDEA3-COOH, este considerabil mai mare decat cea mai mare valoare a capacitatii de
sorbtie pentru coloranti, sugerand ca indiferent de natura matricei polimerice, probele investigate au
o capacitate de sorbtie foarte buna pentru medicamentul model.

In Tabelul 5.5 sunt rezumate datele obtinute din graficele eliberarii TCH din microsferele
polimerice, in solutie tampon fosfat la pH 7,4, timp de 72 de ore, la o temperatura constanta de 37°C.
S-a observat o eliberare foarte rapidd a medicamentului la doar 2 minute dupa imersie, Inregistrand
un grad de eliberare de pand la 37,7% in cazul probei IEXDEA3-COOH. Conform profilului de
eliberare al probelor investigate, eliberarea initiald brusca a TCH poate fi atribuita difuziei rapide a
medicamentului localizat la suprafata probelor. Ulterior se poate observa un comportament de
cliberare graduala care s-a extins pana la 15 ore, cand s-a atins echilibrul. Desi probele au fost tinute
in mediul de simulare timp de 72 de ore, 50% din cantitatea de medicament incarcatd (sau chiar mai
mult) a rdmas blocatd in miezul microsferelor (datele nu sunt prezentate), sugerand stabilitatea
probelor la pH-ul testat si necesitatea de a evalua mecanismul de eliberare la un pH diferit (intr-un
studiu viitor).
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Tabelul 5.5. Caracteristicele eliberarii in vitro a TCH pentru perlele schimbatoare de ioni §i
compozitele corespunzatoare [Zaharia, 2021a]

1EX tmax, Minute DRz, % DRmax, %0
IEXDEA3-COOH 140 37,75 50,99
IEXDEAs-TETA 285 33,63 43,61
IEXDEAs-EDA 220 23,23 28,63
IEXDEA3-EDA-DMABA 870 16,23 27,92
IEXDEAs-EDA-Zw 210 32,79 36,73
IEXDEA3-COOH/CaCOs3 240 26,20 90,20
IEXDEA3-TETA/CaCOs3 360 34,79 85,37
IEXDEA3-EDA/CaCO3 480 25,73 71,42
IEXDEA3-EDA-DMABA/CaCO3 540 17,21 32,18
IEXDEA3-EDA-Zw/CaCOs 540 25,14 91,92

tmax = timpul pentru a ajunge la cantitatea maxima eliberatd; DR, = gradul de eliberare a medicamentului dupa 2 minute;
DRmax = gradul maxim de medicament eliberat

Se poate observa din Tabelul 5.5 ca prezenta carbonatului de calciu in compozitia microsferelor
a dus la o eliberare mai lentd a medicamentului. Proba IExXDEA3-COOH a prezentat cea mai rapida
eliberare a medicamentului, timpul pentru a atinge cantitatea maxima de TCH eliberata (tmax) fiind de
doar 140 minute. In plus, gradul maxim de eliberare a TCH pentru aceasti proba a fost cel mai mare,
de 50,99%. Din contra, proba IEXDEAs-EDA-DMABA a inregistrat cel mai mic procent de
medicament eliberat la echilibru (16,23%), dar cu cel mai lung timp de eliberare a medicamentului
(870 minute). Aceasta tendintd s-a mentinut si in cazul materialelor compozite corespunzatoare.

CAPITOLUL 6. MATERIALE COMPOZITE HIDROFOBE PE BAZA DE
CARBONAT DE CALCIU SI POLIMERI IONICI CU APLICATII
BIOMEDICALE
6.1.1. Sinteza si caracterizarea unor complecsi polielectrolitici nestoechiometrici

In acest studiu raportul polianion/polication a fost de 0,5, polianionul in exces determinind
incircarea negativa a nanoparticulelor de CPN. In Tabelul 6.1 sunt rezumate caracteristicile CPN
formati cu toate perechile polimerice investigate.

Tabelul 6.1. Caracteristicile CPN [Vasiliu, 2021b].

Codul probei Dh PDI ZP Mb Cd
nm mV pmem/Vs mS/cm

CS/IPAA 198,633 0,234 -40,900 3,204 0,213
CS/PAMPS 194,333 0,230 -46,033 3,607 0,192
CS/PSA 269,067 0,280 -32,267 2,529 0,204
PAH/PAA 129,567 0,122 -36,933 2,895 0,093
PAH/PAMPS 119,700 0,141 -42,700 3,347 0,085
PAH/PSA 150,467 0,114 -29,933 2,348 0,252

Dh — diametru hidrodinamic, PDI — indice de polidispersitate, ZP — potential zeta, Mb- mobilitate electroforetica si Cd —
conductivitate

Diametrul hidrodinamic (Dh) al particulelor de CPN a depins de perechea de
polianion/polication utilizata, variind in domeniul 120-270 nm. Astfel, pentru acelasi polication (CS
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sau PAH) cea mai mica dimensiune a fost obtinutd cu PAMPS, iar cea mai mare cu PSA. De
asemenea, CPN cu dimensiuni mai mici au fost obtinuti cand s-a utilizat PAH comparativ cu
nanoparticulele cu CS. Rezultatele pot fi explicate prin conformatia catenelor macromoleculare si
capacitatea acestora de a compensa intrinsec sarcinile ionice complementare. Astfel, cand s-a utilizat
PAH, macromolecula cu cea mai mare flexibilitate, s-au obtinut nanoparticule cu dimensiune mai
mica. In caz contrar, cand s-a utilizat CS, care are catend semi-rigida si, prin urmare, capacitate mai
micd de compensare intrinseca a sarcinilor si o mobilitate mai scazutd a lanfurilor, s-au obtinut
particule mai mari.

Valorile potentialului Zeta sustin aceste observatii, nanoparticule incarcate mai negativ
obtinandu-se atunci cand are loc cea mai facild compensare de sarcini, cand se detecteaza o cantitate
mai mare de sarcini a polianionului Tn exces. Indicele de polidispersitate (PDI) descrie
heterogeneitatea dimensionald a probelor, valori mai mari de 0,2 indicand o distributie a
dimensiunilor relativ extinsa. In acest studiu, valorile PDI sunt apropiate de 0,2 pentru CPN pe bazi
de CS, in timp ce la utilizarea PAH s-au obtinut nanoparticule monodisperse, indiferent de polianionul
folosit.

6.1.2. Materiale compozite hidrofobe pe bazd de carbonat de calciu si polimeri ionici sau complecsi
polielectrolitici nestoechiometrici

Dispersiile de CPN si polianionii au fost folositi pentru a controla cresterea cristalelor de CaCOs3
pe suprafata materialului netesut initial (NWM) sau tratat cu policationi (NWMcs si NWMpan).
Materialul initial prezinta o structura tip retea legata prin fibre Intrepatrunse cu un diametru mediu de
152431 pm (determinat prin masurarea a 20 de fibre cu programul ImageJ), morfologia suprafetei
fibrelor fiind netedd (Figura 6.1A, a). Dupa tratarea cu policationii CS si PAH, imaginile
corespunzatoare ale NWMcs si NWMpan nu prezintd modificari considerabile in imaginile de
ansamblu, insd la o marire mai mare se poate observa formarea unui strat subtire de polication la
suprafata fibrelor (Figurile 6.2A, a).

o ) S Rl . : % :
Figura 6.1. Imaginile SEM ale NWM si Figura 6.2. Imaginile SEM ale NWMcs si
compozitelor corespunzatoare compozitelor corespunzdtoare

(A - scala 10 um) a) NWM/NWMcs, b) +CaCOs, ¢) +CaCO3/PAA, d) +CaCO3/PAMPS, e)
+CaCOs/PSA, f) +CaCOs/(CS/PAA), g) +CaCO3/(CS/PAMPS), h) +CaCOs/(CS/PSA), 1)

+CaCOz/(PAH/PAA), j) +CaCOs/(PAH/PAMPS), k) +CaCOs/(PAH/PSA) [Vasiliu, 2021b].
Metoda utilizata pentru cresterea cristalelor se bazeaza pe difuzia carbonatului de amoniu,

precipitarea CaCOs fiind indusa prin expunerea solutiei care contine ioni de calciu la vaporii eliberati
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prin descompunerea carbonatului de amoniu, in recipient inchis ermetic (exicator). Cand materialul
initial (NWM) si probele tratate cu policationi, NWMcs si NWMpan, S-au introdus in mediul de
cristalizare (Figurile 6.1A b, 6.2A b si 6.3A b) suprafata fibrelor a fost acoperitd cu un strat subtire
de CaCO3 in cazul probelor NWM si NWMcs, pe cand proba NWMpean a permis formarea unui strat
mai gros de microcristale. Aceste diferente sunt corelate cu grupele functionale de pe suprafata
fibrelor, care actioneaza ca centre de nucleere. Astfel, pentru proba de NWM, fibrele contin celuloza.
Chitosanul, din proba NWMcs, are o structura moleculara asemanatoare celulozei, cu exceptia unei
grupe —OH de pe fiecare unitate repetitiva (la pozitia C2) care este inlocuitd de o grupare aminica.
Atat grupele aminice din CS, cat si grupele hidroxil din celuloza au rol de centre de nucleere pentru
cresterea CaCOs. PAH, insd, este un polimer sintetic cu catena liniara, oferind acces usor la grupele
ionizate aminice, permitand astfel cristalizarea CaCQOgz Tn cantitate mai mare.

Céand s-au introdus in mediul de reactie polianionii PAA (Figurile 6.1-6.3 ¢), PAMPS (Figura
6.1-6.3 d) si PSA (Figura 6.1-6.3 ), se poate observa formarea unui strat compozit pe suprafata
fibrelor, rezultat prin interactiuni electrostatice intre polielectrolitii complementari (policationul de
pe suprafata NWM si polianionul din solutie), iar cresterea CaCOs3 este controlata, cel mai probabil,
de polianionul deja adsorbit pe suprafata fibrelor.

Intr-un studiu anterior [Mihai, 2013 b], CPN au fost utilizati pentru a controla cresterea
cristalelor de CaCOj Intr-un proces de precipitare rapida in solutii suprasaturate. In acest studiu, este
prima datd cand CPN sunt folositi in metoda de difuzie a carbonatului de amoniu pentru cresterea
CaCOgs pe materiale NWM. Nanoparticulele de CPN sunt incércate negativ datorita polianionilor in
exces (Tabelul 6.1) si este de asteptat ca acestia sa fie retinuti electrostatic la suprafata fibrelor, in
special in cazul celor tratate cu polication. Aceasta presupunere este sustinuta de imaginile SEM din
Figurile 6.1-6.3 (f-k). Cu toate acestea, imaginile SEM evidentiaza prezenta CPN si la suprafata
materialului NWM, impreuna cu mici cristale de CaCOgs, indiferent de perechea de
polication/polianion (Figura 6.1A f-k). Micile diferente de morfologie a suprafetei materialelor pot fi
atribuite caracteristicilor CPN (dimensiune, potential Zeta) si capacitatii polianionului in exces de a
controla nucleatia si mecanismul de cristalizare.

Astfel, materialul initial (NWM) si probele tratate cu policationii CS sau PAH sunt acoperite
cu diferite straturi subtiri, structurate, in functie de grupele functionale de pe suprafata materialului
si de polianionii sau CPN folositi in mediul de cristalizare. Cu toate acestea, atat analiza calitativa
XRD a compozitelor pe bazd de NWMcs, cat si masuratorile cantitative aratd doar formarea
polimorfului calcit, cu un volum mediu al structurii cristaline de 363,2 + 6,4 A, cu diferite valori ale
dimensiunilor cristalitelor, in functie de polimerul sau CPN utilizati.

Structurile observate pe suprafata fibrelor, determinate de prezenta unui strat subtire de CaCOs3
sau CaCOs/polimer, este de asteptat sa scada energia de suprafata a materialelor, obtinandu-se astfel
suprafete hidrofobe. Materialul initial (NWM) este super-hidrofil, masurarea unghiului de contact cu
apa fiind imposibila. Dupa modificarea suprafetei cu policationi (NWMcs si NWMpan) unghiul de
contact masurat clasificd materialele compozite obtinute ca fiind hidrofobe, unghiul de contact al
picaturii de apa depasind la majoritatea 125° (Tabelul 6.3).

Valorile unghiului de contact s-au mentinut in domeniul 110° - 135° pentru aproape toate
suprafetele cu CaCOs, indiferent daca au fost utilizati polianioni sau CPN in procesul de cristalizare
si depind foarte mult de abilitatea structurii complexe formate intre CaCO3 si polianioni sau CPN de
a acoperi suprafata, precum si de morfologia structurilor formate pe suprafata materialului. Cu toate
acestea, probele pe baza de NWMcs acoperite cu CaCO3/PSA si CaCO3/PAMPS prezinta cristale mai
mari pe suprafata materialului (Figura 6.2B), dar si un strat gros de polimer pe suprafata fibrelor
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(Figura 6.2A d si e), ambele formatiuni contribuind la diferenta mare dintre valorile unghiului de

contact.

Tabelul 6.3. Valorile unghiului de contact pentru toate probele investigate [Vasiliu, 2021b].

Proba Unghiul de contact O, °
NWM NWMcs NWMpaH

initial * 125,26(1,28) 126,06(1,51)
CaCOs 119,49(2,18) 122,75(1,46) 120,12(2,07)
CaCOs-PAA 120,36(0,83) 134,98(0,66) 129,76(2,32)
CaCOs-PAMPS 126,64(0,63) *x 129,36(2,11)
CaCOs-PSA 116,40(2,01) 119,42(0,66) 119,01(2,04)
CaCO3-CS-PAA 126,64(0,63) 126,01(0,64) 116,57(2,04)
CaCO3-CS-PAMPS 117,38(2,13) 116,55(1,72) 120,68(1,89)
CaCOs3-CS-PSA 114,59(2,01) 117,54(1,99) 125,08(1,64)
CaCOs-PAH-PAA 123,15(1,96) 125,21(2,56) 131,46(1,95)
CaCOs-PAH-PAMPS 134,65(2,06) 125,07(2,05) 134,80(2,22)
CaCOs-PAH-PSA 124,68(1,21) 126,56(1,36) 122,62(0,81)

*nu a putut fi masurat; **neuniform, valori cuprinse intre 70° - 120°

6.2. Aplicatii biomedicale ale materialelor hidrofobizate cu carbonat de calciu
6.2.1. Teste de incarcare/eliberare a tetraciclinei in/din materiale hidrofobizate cu carbonat de
calciu

Tn acest studiu, o serie de probe (NWM, NWMcs, NWMcs-CaCOs si NWMcs-CaCOs/PSA) au
fost testate din punct de vedere al capacitatii de incarcare si de eliberare a TCH. Capacitatea maxima
de sorbtie a fost determinata luand in considerare concentratia initiald a TCH 1in solutiile apoase si
concentratia reziduali a supernatantului dupi procesul de sorbtie. In Figura 6.5 sunt rezumate
rezultatele obtinute prin masurarea absorbantei supernatantului la 276 nm.
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Figura 6.5. Capacitatea de incarcare a probelor investigate in functie de concentratia de TCH
[Vasiliu, 2021b].

Principala proprietate relevanta in capacitatea de incarcare/sorbtie a unui material este aria
suprafetei expuse, grupele reactive de pe suprafata afectand specificitatea materialului: separarea inalt
selectiva este obtinuta prin adsorbtia de molecule specifice pe aceste grupe. Printre grupele
functionale eficiente in procesul de sorbtie se numard grupele carboxilice, care actioneaza ca
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schimbatori de ioni si grupari chelatizante. Dupa cum se poate observa in Figura 6.5, NWM si
NWMcs au o buna capacitate de sorbtie a TCH, in timp ce materialele cu CaCOs prezintd o crestere
a capacitatii de sorbtie, in special cand s-a utilizat PSA. De asemenea, pentru fiecare proba testata,
capacitatea de sorbtie a fost aproape constantd in domeniul concentratiilor initiale de TCH de 0,5 —
1,0 g/L, scazand pand la aproape 50% cand concentratia solutiei initiale a scazut la 0,25 g/L. Prin
urmare, probele rezultate dupa incarcarea cu TCH din solutii de 0,5 g/L au fost utilizate pentru
evidentierea comportamentului de eliberare a medicamentului (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Eliberarea in-vitro a TCH din probele investigate [Vasiliu, 2021b].

Curbele de eliberare a TCH in solutie tampon fosfat, la pH 7,4 (Figura 6.6) arata o eliberare
continud a medicamentului in primele 480 de minute, pana la atingerea unui platou. Cel mai mare
procent cumulat de eliberare, de aproximativ 30%, a fost obtinut pentru probele preparate cu NWMcs
acoperite cu CaCOs3/PSA, in timp ce materialul initial, NWM, sau cel acoperit cu CS, NWMcs, au
permis eliberarea a doar 6-7% TCH, iar proba cu CaCO3 a eliberat aproximativ 18% in 480 de minute.
Cel mai probabil acest comportament se datoreaza influentei atat a CaCOg3 cét si a PSA din proba
NWMcsCaCOs/PSA, dupa cum urmeazd: CaCOs format in aceasta probd a avut cele mai mici
dimensiuni ale cristalitelor (163 A comparativ cu 965 A pentru proba NWMcs-CaCOs); prezenta
PSA, prin grupele slab ionice COO", permite retelei formate sa se umfle in mediul de eliberare, si
astfel sa elibereze medicamentul incarcat negativ la pH-ul mediului de eliberare. Dimpotriva, grupele
aminice din CS interactioneaza electrostatic cu grupele carboxilice ale TCH si o retin pe suprafata
acesteia (in proba NWMcs). Comportamentul probei NWMcs-CaCO3z confirmd influenta
carbonatului de calciu, cel mai probabil o parte din TCH fiind sorbita in calcitul format ca strat subtire
la suprafata fibrelor.

6.2.2. Activitatea antibacteriand a materialelor hidrofobizate cu carbonat de calciu

Probele farda TCH nu au prezentat activitate antibacteriana insa, E. coli nu a aderat la suprafata
materialelor, in timp ce S. aureus a format un biofilm pe suprafata probelor NWMcs si NWMcs-
CaCO:s. Cu toate acestea, prezenta PSA nu a permis aderarea microorganismelor in ambele cazuri.

Activitatea antiacteriana a fost testatd si pe probele incarcate cu TCH, datele legate de diametrul
zonelor de inhibare (mm) fiind prezentate in Tabelul 6.4. Toate probele testate dupa incarcarea cu
TCH au prezentat activitate antibacteriana pentru ambele tulpini testate. Proba NWM 1incarcata cu
TCH a prezentat cea mai buna activitate antibacteriana, in special impotriva S. aureus. Adaugarea
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chitosanului (NWMgcs) a scazut activitatea antibacteriana in cazul S. aureus. Probele NWMcs-CaCOs
si NWMcs-CaCOs/PSA sunt la fel de eficiente impotriva S. aureus, dar mai putin eficiente decat
NWM. Pe de alta parte, activitatea antibacteriana impotriva E. coli are un trend descendent evident,
de la NWM la NWMcs-CaCOs/PSA. Desi chitosanul [Goy, 2009] si carbonatul de calciu [Ali Said,
2020] sunt recunoscute n literatura ca avand activitate antibacteriana; in acest caz prezenta lor in
stuctura materialului a scazut activitatea tetraciclinei impotriva tulpinilor bacteriene testate.

Tabelul 6.4. Activitatea antibacteriana a materialelor testate [Vasiliu, 2021b].

Codul probelor Activitatea antibacteriand (mm)

S. aureus E. coli
NWM + TCH 44,88 + 0,05 41,85+ 0,04
NWMcs + TCH 22,41 +0,12 36,23 £ 0,20
(NWMcs-CaCOs) + TCH 39,65 + 0,08 28,39 £ 0,03
NWMcs-CaCOs/PSA) + TCH 38,88 £ 0,17 26,62 + 0,25

6.2.3. Teste de biocompatibilitate a materialelor hidrofobizate cu carbonat de calciu

Pentru testele de biocompatibilitate au fost selectate probele NWM, NWMcs, NWMcs-CaCOs
si NWMcs-CaCO3/PSA. Dupa 48 de ore in care probele au stat in contact cu mediul de cultura,
celulele au fost investigate calitativ cu ajutorul microscopului optic si cantitativ prin testele MTS
(Figura 6.10).
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Figura 6.10. Viabilitatea celulara relativa determinata prin testul MTS. Celulele NHDF au fost
cultivate in prezenta materialelor testate timp de 48 de ore. Valorile reprezinta media + deviatia
standard, n = 6. ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns = ne-semnificativ prin testul Anova
[Vasiliu, 2021b].

La analiza microscopica, celulele aflate in prezenta materialelor testate nu prezinta o morfologie
diferitd comparativ cu celulele din probele de control, dar se observa o confluentd usor scazuta in
cazul celulelor care au fost Tn contact cu NWMcs si NWMcs-CaCO3z/PSA. Aceasta observatie este
sustinutd si de testul MTS, care se bazeaza pe transformarile mitocondriale ale reactivului MTS 1n
formazan colorat care absoarbe lumina la lungimea de unda 490 nm. Cu cat celulele sunt mai vii si
au mai multd activitate metabolica, cu atat valoarea absorbantei este mai mare. Practic, acest test este
o metoda indirectd de a masura viabilitatea celulara si proliferarea.

Astfel, conform acestui test, celulele tratate cu NWMcs si NWMcs-CaCOs/PSA au o viabilitate
relativa fatd de control de 92%, respectiv 86%. Celulele tratate cu NWM prezinta o proliferare cu o
viabilitate relativa cu 18% mai mare decat celulele de control. Pe de altd parte, celulele tratate cu
NWRMcs-CaCOs nu prezinta diferente semnificative a viabilitatii comparativ cu celulele de control.
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CONCLUZII GENERALE
Teza de doctorat intitulata ,,Materiale compozite bio-inspirate cu aplicatii biomedicale si in
protectia mediului” are 174 pagini impartite in 6 capitole care includ 24 tabele, 89 figuri, 8 scheme
si 196 indicatii bibliografice. Teza este alcatuitd din doua parti: un studiu de literatura (Capitolele 1
si 2) si contributiile personale (Capitolele 3-6), urmate de concluziile generale si bibliografie.
Studiile originale efectuate in cadrul tezei de doctorat au urmarit directiile de studiu:
v' Microparticule/microcapsule compozite pe bazi de carbonat de calciu pentru aplicatii
biomedicale si in protectia mediului
- Sinteza si caracterizarea unor microparticule pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici
si acoperirea cu film multistrat pentru obtinerea unor materiale de tip miez-manta
- Sinteza si caracterizarea unor microcapsule autoasamblate pe baza de carbonat de calciu si
polimeri solubili tari sau slabi, naturali sau sintetici
- Sinteza si caracterizarea unor microcapsule autoasamblate pe baza de carbonat de calciu si
complecsi polielectrolitici nestroechiometrici
- Propunerea unui mecanism de formare a microcapsulelor autoasamblate in prezenta
polimerilor ionici solubili sau a dispersiilor de complecsi polielectrolitici
- Aplicatii biomedicale ale microparticulelor si microcapsulelor pe baza de carbonat de calciu:
teste de Incarcare/eliberare a unor medicamente, cinetica de eliberare
- Aplicatii in protectia mediului ale microparticulelor si microcapsulelor pe baza de carbonat
de calciu in purificarea apelor poluate cu ioni metalici
v' Materiale compozite reticulate pe bazd de carbonat de calciu pentru aplicatii biomedicale
si in protectia mediului
- Sinteza si caracterizarea unor materiale compozite criogeluri/carbonat de calciu
- Sinteza si caracterizarea unor materiale compozite schimbatori de ioni/carbonat de calciu
- Aplicatii biomedicale (teste de Incarcare/eliberare a tetraciclinei) si in protectia mediului
(depoluarea apelor impurificate cu coloranti) ale materialelor compozite reticulate pe baza de
carbonat de calciu
v' Materiale compozite hidrofobe pe bazd de carbonat de calciu si polimeri ionici cu aplicatii
biomedicale
- Obtinerea de materiale compozite hidrofobe pe baza de carbonat de calciu si polimeri ionici
sau complecsi polielectrolitici nestoechiometrici folosind ca substrat un material superhidrofil
- Teste de incdrcare/eliberare a tetraciclinei In/din materiale hidrofobizate cu carbonat de
calciu
- Teste de biocompatibilitate si activitate antimicrobiand a materialelor hidrofobizate

Tn urma studiilor originale efectuate in cadrul tezei de doctorat se pot concluziona

urmatoarele:

e S-au obtinut microparticule compozite pe baza de carbonat de calciu, in prezenta
poli(acidului acrilic) sau a poli(etileniminei) liniare sau ramificate, care au fost utilizate ca
templat pentru adsorbtii consecutive de polielectroliti complementari (polianionul PAA si
policationii PEIL, PEIB sau complecsi PEI/Cu®*) cu formarea unor structuri compozite
complexe de tip miez-manta.

e 1n toate cazurile s-au format microparticule sferice cu dimensiuni regulate si suprafati
poroasa, indiferent de prezenta polimerilor sau de structra lor chimica. Investigatiile SEM au
aratat diferente de morfologie ale probelor preparate cu diferiti polimeri si adsorbtia alternanta
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a polimerilor sau eliminarea cuprului care depind de tipul de polimorfi ai CaCOz precum si
de raportul intre acestia.

A fost investigati capacitatea de sorbtie a microparticulelor pentru ionii metalici Cu?*, Ni*
si Co?" care prezintd diferite afinititi pentru ionii testati in functie de compozitia chimica a
materialelor compozite si conditiile de competivitate/noncompetivitate. Morfologia de
suprafata a microparticulelor compozite se modifica in timpul sorbtiei ionilor metalelor grele
si depinde mai mult de structura nucleului microparticulei si de polimerii adsorbiti pe
suprafata lor, si mai putin de ionii adsorbiti.

S-a observat o crestere a capacitatii de sorbtie pentru probele cu multistraturi, comparativ cu
microparticulele corespunzatoare initiale. De asemenea, In conditii de competitivitate, s-a
observat o afinitate crescuti pentru ionii de Cu?* pentru toate probele investigate.

Rezultatele obtinute la sorbtia ionilor metalici sustin ideea unei suprafete dinamice a
carbonatului de calciu, prin formarea continua si dizolvarea polimorfilor de CaCOz in functie
de schimbarile din mediu de reactie, pand la atingerea echilibrului (atunci cand viteza de
formare si dizolvare sunt egale).

S-au obtinut microcapsule autoasamblate pe baza de carbonat de calciu, in prezenta unor
polimeri sintetici (PAMPS, P(AMPS-co-TBA), P(AMPS-co-MM) si P(AMPS-co-AA)),
naturali (condroitin sulfat A, dextran si acid hialuronic) sau a unor pectine cu diferite grade
de carboxilare si grade de amidare.

S-a evidentiat, pentru prima datad in literatura, influenta densitatii de sarcini a poliionilor
asupra capacitatii acestora de a forma microcapsule, cele mai bune rezultate obtinandu-se cand
aproximativ 50% dintre grupele functionale sunt ionizate, indiferent de structura chimica a
polimerilor.

S-a investigat, pentru prima data n literatura, posibilitatea obtinerii microcapsulelor in
prezenta complecsilor polielectrolitici nestoechiometrici;, in acest sens s-au utilizat CPN cu
PAH si pectine, observandu-se ca prezenta CPN cu un exces de sarcini (negative sau pozitive)
determina o buna capacitate de obtinere a microcapsulelor, indiferent de structura pectinei.
Continutul de polimorfi este influentat de structura pectinei si de raportul molar al CPN.
Astfel, in timpul formarii microparticulelor cu pectine polimorful majoritar a fost calcitul
(~95%), in timp ce pentru compozitele pe baza de pectind amidatd continutul de vaterit a
crescut pana la ~36%. Utilizarea CPN 1n formarea compozitelor a crescut continutul de vaterit
in compozite (pana la 48%), cel mai mare continut de vaterit aflandu-se in compozitele cu
CPNcun'/n"=0,9.

Pentru a estima structura poroasa a microcapsulelor compozite preparate, s-au nregistrat
izotermele de sorbtie a vaporilor de apa, caracteristice pentru adsorbtia apei pe adsorbanti
hidrofobi microporosi si mezoporosi, care sustin structura formata din nanocristale agregate
a microcapsulelor compozite. Capacitatea de sorbtie a vaporilor de apa a crescut atunci cand
s-au folosit microcapsule pe bazd de CPN, comparativ cu probele pe baza de pectine,
indiferent de structura chimica a pectinelor.

Pe baza rezultatelor obtinute, a fost propus un mecanism de formare a microcapsulelor pe
baza de carbonat de calciu si pectine sau CPN: (1) interactiunea ionilor de calciu cu grupele
ionice sau ionizabile ale polimerilor sau nanoparticulelor de CPN, cu formarea
microparticulelor de gel; (2) cresterea cristalelor de CaCOs cu formarea microparticulelor; (3)
dizolvarea fractiilor de CaCO3z mai putin stabile; (4) nucleatia secundard a calcitului pe

-30-



suprafata externd; (5) cresterea progresiva a grosimii peretelui cristalin pe masura ce miezul
se goleste, producand microsfere goale in interior de tip capsule.

Obtinand cu succes microcapsule de carbonat de calciu si pectine si complecsi polielectrolitici
nestoechiometrici, urmatorul pas a presupus investigarea aplicabilitatii acestora in domeniul
medical, prin realizarea unor teste in vitro de incarcare/eliberare cu trei medicamente
(tetraciclind, kanamicind si streptomicina).

Microcapsulele au prezentat o capacitate buna de incarcare a medicamentelor (aproximativ
220 mg TCH /g, 100 mg STR /g si 140 mg KAN /g), fiind stabile in timpul protocolului de
sorbtie.

Polimorfii CaCOs influenteaza capacitatea de incarcare a microcapsulelor, fiecare polimorf
fiind caracterizat de o porozitate specificd si sarcini de suprafata diferite (in conditiile
experimentale suprafata calcitului este incarcatd negativ, iar vateritul este usor pozitiv).
Profilele de eliberare pentru medicamentele studiate in solutie tampon fosfat la pH 7,4
prezintd o desorbtie continua a medicamentelor in primele 100 — 150 minute pana la atingerea
unui platou. Cantitatea cea mai mare eleberata a fost obtinuta pentru probele pregatite cu CPN
cu n*/n" = 0,9, mai exact probele cu densitatea de sarcind cea mai mica.

S-a observat o eliberare incompleta a medicamentelor, guvernata de difuzie de ordinul II,
concomitent cu modificarea totalda a morfologiei microcapsulelor prin transformarea
carbonatului de calciu in fosfat de calciu, evidentiat in spectrele FTIR prin cresterea benzilor
fosfat (in domeniul 1000-1100 cm™), in timp ce benzile pentru carbonat au scizut.

A fost investigata influenta surselor de carbonat (carbonat de sodiu, dimetilcarbonat,
dietilcarbonat si bicarbonat de amoniu) §i a protocolului de cristalizare (imersare alternanta
in solutiile de precursori, aditia rapida a precursorilor si difuzia lentd in exicator) asupra
formarii materialelor compozite pe baza de carbonat de calciu si 0 serie de criogeluri pe baza
de chitosan.

Toate metodele de obtinere investigate au determinat formarea unor materiale compozite care
contin CaCOs cristalizat pe suprafata porilor criogelurilor, porii rdmanand deschisi pentru
aplicatii ulterioare. Criogelurile compozite cu cea mai mare uniformitate, atdt la suprafata,
cdt gi in interior, S-au obtinut prin metoda difuziei lente in exicator.

Prezenta carbonatului de calciu si tipul de polimorfi obtinuti au fost evidentiate prin XRD,
analiza care a ardtat prezenta vateritului doar pentru protocolul alternant, indiferent de
numarul de etape de cristalizare aplicate.

S-a demonstrat cd un timp indelungat de difuzie in exicator (35 de zile) determina formarea
clorurii de amoniu si cristalizarea acesteia pe criogeluri. Analiza EDX sustine cresterea
continutului de azot odata cu cresterea timpului de reactie, sugerand cd durata optima de
obtinere a cristalelor pure si uniforme de CaCOz3 prin metoda difuziei este de maxim 14 zile.
Prin urmare, pentru testarea citotoxicitatii am ales criogelurile compozite obtinute dupa 14
zile Tn exicator, acest interval fiind suficient de lung pentru a permite acoperirea uniforma a
peretilor porilor cu un strat de carbonat de calciu, dar suficient de scurt pentru a evita formarea
clorurii de amoniu. Testul de citotoxicitate a demonstrat ca toate criogelurile compozite
investigate sunt biocompatibile, avand o viabilitate relativd de minim 89%.

Observand ca difuzia lenta in exicator este 0 metoda excelenta de crestere a carbonatului de
calciu, am utilizat acest protocol in pentru obtinerea compozitelor pe baza de schimbatori
de ioni si carbonat de calciu, scurtand timpul de reactie la 5 si respectiv 11 zile. Daca initial
schimbatorii de ioni au prezentat o porozitate de suprafata, cresterea carbonatului de calciu a
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determinat obtinerea unor suprefete netede pentru toate probele, indiferent de natura grupelor
functionale (anionice, cationice sau amfotere).

Datele XRD arata ca dimensiunea cristalitelor de calcit creste in timp pentru toate probele
investigate, de la ~227 A pani la ~490 A, parametrii unititii structurale pentru calcit dupi 5
si 11 zile de reactie ramanand aproape neschimbati, sugerand cd unitatea structurald nu se
modifica in timp.

S-a investigat capacitatea de sorbtie a doi coloranti (verdele de bromcrezol si rosul neutru).
Sorbtia colorantilor a fost In principal influentatd de repulsiile si atractiile electrostatice dintre
grupdrile functionale ale colorantilor si cele ale schimbatorilor de ioni. Perlele cationice si
compozitele corespunzatoare au avut o buna eficienta de retinere a colorantului BCG, pana la
95%, CRE pentru NR ajungand doar la 65 — 67 %.

Deoarece s-a dovedit ca timpul de reactie de 5 zile este suficient pentru obtinerea unor
compozite cu schimbatori de ioni uniforme, s-a investigat capacitatea de inciarcare cu
tetraciclina a acestora, comparativ cu schimbatorii de ioni initiali. Compozitele
IEXDEA3/CaCO3 au prezentat o crestere a capacitatii de sorbtie a TCH, datoritd contributiei
sinergetice a mai multor factori: capacitatea matricei polimerice de a adsorbi TCH prin
legaturi electrostatice, disponibilitatea grupelor functionale dupa cresterea CaCOg, distributia
cristalelor de CaCOs pe probe si capacitatea cristalelor de a interactiona cu TCH.

Conform profilului de eliberare al probelor investigate, eliberarea initiala bruscd a TCH poate
fi atribuita difuziei rapide a medicamentului localizat la suprafata probelor, cu o eliberare
graduala care s-a extins pana la 15 ore, dupa care s-a atins echilibrul.

S-arealizat transformarea unei suprafete de material pe baza de celuloza din superhidrofila in
hidrofoba, prin cresterea carbonatului de calciu prin metoda difuziei Tn exicator, cu un timp
de reactie de 5 zile In prezenta unor polimeri ionici sau CPN.

In prima etapi, suprafata materialului a fost modificatd prin depunerea unui polication
(chitosan sau PAH), apoi cristalizarea carbonatului de calciu a avut loc in prezenta fic a
polianionilor PAA, PAMPS sau PSA, fie a complecsilor polielectrolitici incarcati negativ.
Atat analiza calitativd XRD cat si masuratorile cantitative arata formarea doar a polimorfului
calcit, cu un volum mediu al structurii cristaline de 363,2 + 6,4 A, cu diferite valori ale
dimensiunilor cristalitelor, in functie de polimerul sau CPN utilizati.

In urma cresterii carbonatului de calciu pe aceste suprafete, unghiul de contact a avut valori
cuprinse ntre 110° si 135°, valori care depind de abilitatea structurii complexe formate intre
CaCO:s si polianioni sau CPN de a acoperi suprafata, precum si de morfologia structurilor
formate pe suprafata materialului, demonstrand ca este posibild hidrofobizarea materialului
de celuloza prin aceasta metoda ieftina si rapida.

Datorita naturii biocompatibile a chitosanului, am selectat seria de materiale tratate cu acest
polication pentru a evalua capacitatea de incarcare si eliberare a tetraciclinei, din solutii
cu concentratii diferite. S-a observat ca prezenta carbonatului de calciu a determinat o crestere
a capacitatii de sorbtie si o crestere a procentului de medicament eliberat, aceastd tendinta
fiind accentuata cand carbonatul de calciu a fost obtinut in prezenta polianionului PSA.
Vizand aplicabilitatea acestui nou material compozit in domeniul medical, ca posibil
pansament, s-au realizat teste de biocompatibilitate, obtinandu-se o viabilitate celulara
relativa fatd de control de minim 86%. Celulele tratate cu NWM prezintd o proliferare cu o
viabilitate relativa cu 18% mai mare decat celulele de control iar celulele tratate cu NWMcs-
CaCOgz nu prezintd diferente semnificative a viabilitdtii comparativ cu celulele de control.
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e 1In plus, s-a investigat activitatea antibacteriani a acestor materiale, inainte si dupa
incarcarea cu tetraciclina, in prezenta bacteriilor E. coli si S. aureus. Daca materialele initiale
nu au prezentat activitate antibacteriand, dupd incarcarea cu medicament toate probele au
prezentat o zona de inhibitie impotriva tulpinilor de referinta. In plus, cu unele exceptii,
materialele hidrofobizate nu au permis aderarea bacteriilor la suprafata materialului, atat
inainte, cat si dupa incarcarea cu tetraciclina.

Ca perspective de viitor,

- pentru aplicatiile din domeniul medical, avand in vedere rezultatele foarte bune obtinute
pentru testele in vitro, se va evalua comportamentului materialelor compozite si in vivo,
prin teste efectuate pe soareci de laborator, atat pentru suprafetele hidrofobe (ca posibil
pansament), cat si pentru criogelurile rezultate (ca potentiale matrici pentru regenerarea
0s0asa).

- pentru aplicatiille din domeniul protectiei mediului, avand in vedere capacitatea
compozitelor sub forma de schimbatori de ioni/carbonat de calciu de a adsorbi atat coloranti,
cat si tetraciclina, se va investiga capacitatea de sorbtie a acestor materiale pentru mai multi
compusi mic moleculari intalniti in apele reziduale.

Rezultatele prezentate in aceasta teza de doctorat au facut obiectul a 7 articole indexate ISI, 1
articol ISI trimis spre publicare, 1 capitol de carte in curs de publicare, 1 articol publicat in extenso
in volumul unei manifestari stiintifice internationale §i 7 comunicari prezentate in cadrul unor
conferinte internationale.

Pe perioada desfasurarii tezei de doctorat, bagajul de cunostinte a fost imbogatit prin efectuarea
a 2 stagii de cercetare la Institutul de Cercetare a Polimerilor, Dresden, Germania, astfel: 18.09 —
01.10.2016, Capsule pe baza de carbonat de calciu si polimeri — compozitie si morfologie (Capsules
based on calcium carbonate and polymers — composition and morphology) si 06.05 — 20.05.2017,
Studii de incarcare/eliberare de medicament efectuate pe capsule de CaCOslpolimer
(Loading/release studies involving CaCOas/polymer hollow capsules).
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Simionescu; Revue Roumaine de Chimie 62(4-5), 333-338, 2017 (F.I. =0,278)
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I. Bunia; Revue Roumaine de Chimie 62(6-7), 499-504, 2017 (F.l. = 0,278)

Auto-template microcapsules of CaCOas/pectin and nonstoichiometric complexes as sustained
tetracycline hydrochloride delivery carriers; M. Mihai, S. Racovita, A.-L. Vasiliu, F.
Doroftei, C. Barbu-Mic, S. Schwarz, C. Steinbach, F. Simon; ACS Applied Materials &
Interfaces 9 (42), 37264-37278, 2017 (F.l. = 9,229)

Complex calcium carbonate/polymer microparticles as carriers for aminoglycoside
antibiotics; S. Racovita, A. L. Vasiliu, A. Bele, D. Schwarz, C. Steinbach, R. Boldt, S.
Schwarz, M. Mihai; RSC Advances 8, 23274-23283, 2018 (F.I. = 3,361)

Multifunctional CaCOz/polyelectrolyte sorbents for heavy metal ions decontamination of
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Mihai; Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 613, Article
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A.-L. Vasiliu, M. V. Dinu, M. M. Zaharia, D. Peptanariu, M. Mihai; Materials Chemistry and
Physics, 272 (1), 125025, 2021 (F.I. = 4,094)

Design of multifunctional composite materials based on acrylic ion exchangers and CaCOs as
sorbents for small organic molecules; M.-M. Zaharia, A.-L. Vasiliu, M.-A. Trofin, D. Pamfil,
F. Bucatariu, S. Racovita, M. Mihai; Reactive and Functional Polymers 166, 104997, 2021
(F.l. = 3,975)

Hydrophobic composites designed by a nonwoven material and polymer controlled CaCOs
crystal growth for biomedical application; A.-L. Vasiliu, M.M. Zaharia, M.M.
Bazarghideanu, I. Rosca, D. Peptanariu, M. Mihai; ACS, 2021 (trimisa la publicat)
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Capitol 11. Life cycle assessment for eco-design in product development, in Assessing the
sustainability progress: frameworks, tools and case studies (publicata sub contract Elsevier
no. 846739), ISBN 606798 (data estimata a publicarii: Aprilie 2022)
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Articole publicate in extenso in volumele unor manifestari stiintifice internationale

1. Auto-templating composite microcapsules based on CaCOsz and pectins; M. Mihai, A.-L.

Vasiliu, S. Schwarz; ICCE-25, 25" Annual International Conference on Composites and
Nano Engineering, 16 - 22 lulie, 2017, Roma, Italia

Comunicari orale la manifestari stiintifice internationale

1.

lon exchanger/CaCOz composites as sorbents for ionic molecules; M. Mihai, F. Dorofteli, L.
Vasiliu, I. Bunia; The 6" International Conference Ecological & Environmental Chemistry,
2-3 Martie, 2017, Chisindu, Republica Moldova

Auto-templating composite microcapsules based on CaCOs and pectins; M. Mihai, A.-L.
Vasiliu, S. Schwarz; 25" Annual International Conference on Composites and Nano
Engineering, ICCE-25, 16 — 22 lulie, 2017, Roma, Italia

Microcapsules based on calcium carbonate and pH-sensitive polymers as drug delivery
systems; M. Mihai, A.-L. Vasiliu, F. Doroftei, C. Barbu-Mic, S. Racovita; 20" International
Conference on Composite Structures, 4-7 Septembrie, 2017, Paris, Franta

Composite materials designed by bioinspired crystal growth and polymeric additives; M.
Mihai, A.-L. Vasiliu, F. Doroftei, S. Racovita; 20" International Conference on Composite
Structures, 4-7 Septembrie, 2017, Paris, Franta

Synthesis and characterization of ion exchange resins based on acrylic copolymers with high
affinity to different heavy metal ions; M.-M. Zaharia, F. Bucatariu, L.-M. Petrila, A.-L.
Vasiliu, M. Mihai; Materials, Methods & Technologies International Conference, 19-22
August, 2021, Burgas, Bulgaria

Hydrophobic biocompatible CaCOas/cellulose material with potential application in wound
dressing; A.-L. Vasiliu, M.-M. Zaharia, M.M. Bazarghideanu, I. Rosca, D. Peptanariu, M.
Mihai; MACRO lasi, 7-9 Octombrie, 2021, Iasi, Romania

lon exchangers/CaCOs composites as sorbents for small organic molecules; A.-L. Vasiliu,
M.M. Zaharia, M.-A. Trofin, F. Bucatariu, S. Racovita, M. Mihai; Macro Youth, 19
Noiembrie, 2021, Iasi, Romania

O parte din rezultatele obginute in cadrul tezei de doctorat au fost sustinute financiar de

proiectele:

1.

Microcapsule pe baza de carbonat de calciu si polimeri sensibili la pH, materiale avansate de
eliberare controlatd a medicamentelor; PN-II-RU-TE- 2014-4-1433; Director de proiect
Marcela Mihai; 2015-2017,

Microparticule compozite nisip/polielectrolit cu capacitate ridicata de incarcare/eliberare de
compusi anorganici/organici din ape poluate; PN-111-P2-2.1-PED-2019-1996; Director de
proiect Florin Bucatariu; 2020 — 2021,

Microparticule poroase zwitterionice care contin zeind si unitati betainice, cu activitate
antimicrobiana si capacitate de administrare de medicamente; PN-111-P4-1D-PCE-2020-1541;
Director de proiect Marcela Mihai; 2021-2023.
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