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INTRODUCERE.
MOTIVATIE, IMPORTANTA, OBIECTIVE.

Hidrogelurile sunt definite ca retele polimere tridimensionale capabile sa retina cantitati
mari de apa sau fluide biologice fara a se dizolva, mentindndu-si un anumit grad de integritate
structurald. Aceste biomateriale remarcabile beneficiaza de proprietati deosebite si reprezinta
alegerea naturald in prepararea de materiale cu aplicatii ce apartin domeniului biomedical, mai
ales in dezvoltarea sistemelor de eliberare controlatd a medicamentelor, in vindecarea plagilor
cutanate sau in ingineria tisulara. [1, 2]

Hidrogelurile pe baza de polimeri naturali au devenit un subiect fierbinte” de cercetare
al ultimelor decenii, fapt dovedit si de cresterea exponentiald a numarului de publicatii stiintifice
si brevete pe aceasta tema. Atentia de care se bucura aceasta directie de cercetare este amplificata
de mai multe considerente, legate in principal de faptul ca aceste materiale dispun de i. un set de
caracteristici de 1inalt interes pentru cercetarea biomedicald: biocompatibilitate crescuta,
biodegradabilitate reglabila, biomimetism si lipsa de toxicitate, dar si de ii. unele avantaje extrem
de atragatoare pentru sectorul industrial: biodisponibilitate mare, costuri reduse, amprenta
ecologicd pozitiva In comparatie cu variantele sintetice.

Un element interesant al acestui domeniu este simplitatea aparentd ce derivd din
utilizarea unui numar mic de polimeri naturali, cunoscuti si studiati, in producerea unui numar
impresionant de materiale cu proprietati distincte, cu multiple variante de utilizare biomedicala.

Cel mai adecvat exemplu n acest sens este celuloza, folosita frecvent in dezvoltarea de
hidrogeluri cu caracteristici controlabile pentru aplicatii biomedicale de complexitate crescuta,
datorita unui set polivalent de beneficii. [3, 4] Avantajele si dezavantajele utilizarii sale in astfel
de sisteme poroase tridimensionale sunt completate, respectiv diminuate, de construirea unor
combinatii cu alte materiale de origine naturala: i. lignina, biopolimer cu multiple posibilitati de
modificare structurald, proprietati mecanice distinctive, efecte antimicrobiene si antioxidante
puternice; ii. dextranul, o polizaharida ramificata cu solubilitate ridicata si flexibilitate reglabila;
iii. pullulanul, o polizaharida liniara cu o bund bioadezivitate, activitate antivirala si
antibacteriana si rezistenta sporita la degradarea enzimatica. [5]

In spatele simplitatii aminitite anterior se afli o investigare detaliati si complexd a
caracteristicilor materialelor si o intelegere profunda a corelatiilor structura-proprietati care stau
la baza functiilor si performantelor acestora.

Astfel, o mare parte din comportamentul hidrogelurilor este legat in mod direct de
organizarea poroasa tridimensionald, mai precis de dispunerea, marimea si dispersitatea porilor,
de modul in care acestia sunt distribuiti si interconectati in matricea polimera. Aceste detalii
intime ale arhitecturii hidrogelurilor sunt strdns corelate cu alte proprietati importante (de
exemplu, gradul de umflare, caracteristicile mecanice) si direct responsabile de performanta lor
biomedicald (mecanismul de transport, incdrcarea si eliberarea principiilor active, cresterea

celulara, permeabilitatea nutrientilor si a oxigenului). [6, 7] Prin urmare, cantitatea si calitatea



datelor referitoare la caracteristicile arhitecturii poroase, organizarea supramoleculard si
morfologia acestor tipuri de materiale, respectiv gradul de relationare cu informatiile obtinute
prin alte metode de investigare vor juca un rol decisiv in capacitatea lor ulterioara de a indeplini
un anumit rol functional, aplicativ.

Obiectivul principal al tezei de doctorat este proiectarea, obtinerea si caracterizarea, cu
accent pe elementele de naturd morfologica, a unor (hidro)geluri complexe realizate din celuloza
sau din celuloza in amestec cu alti polimeri naturali, cu aplicabilitate in domeniul biomedical.
Strategia de cercetare a urmat cateva directii principale de studiu:

= evaluarea posibilitatilor de control a proprietatilor unor geluri (hidrogeluri, xerogeluri), in
special a porozitatii acestora, prin alegerea unei metode de preparare adecvata,

= utilizarea formelor alomorfe ale celulozei (celuloza I, II si III) in proiectarea si obtinerea
unor hidrogeluri cu proprietéti controlabile,

* imbunatatirea proprietatilor mecanice (prin incorporarea nanocristalelor de celuloza) ale
unor hidrogeluri pe baza de celulozd cu proprietdti antimicrobiene, induse prin
dispersarea de nanoparticule de Ag,

= dezvoltarea si evaluarea exhaustivd a unor arhitecturi bicomponente reticulate, cu
caracteristici fizico-mecanice controlabile, plecand de la amestecuri de celuloza si diferiti
polimeri naturali, precum lignina, dextran sau pullulan.

Teza este structuratd in doua parti, ce includ noua capitole distincte.

Partea I, structurata in doua capitole, reprezinta un studiu de literatura referitor la stadiul
actual al cunoasterii stiintifice din domeniul tezei:

Capitolul 1 face referire la elementele definitorii ale polimerilor naturali utilizati drept
materie prima pentru obtinerea hidrogelurilor cu posibile aplicatii biomedicale: celuloza
(inclusiv formele sale alomorfe si nanocelulozele), lignina, dextranul si pullulanul.

Capitolul 2 este dedicat unei analize teoretice a reperelor conceptuale ale tezei: i. cele
mai importante aspecte referitoare la gelurile polimere; ii. hidrogeluri polimere: clasificare,
metode de obtinere, caracteristici; iii. importanta evaluarii morfologice a hidrogelurilor cu
ajutorul microscopiei electronice de baleiaj, exemple reprezentative; iv. principalele aplicatii
biomedicale ale hidrogelurilor pe baza de celuloza, lignina, dextran si pullulan (exemplificate cu
precadere pentru domeniile ingineriei tisulare si eliberarii controlate de principii active).

Partea a Il-a, formatd din sapte capitole, incorporeaza contributiile originale ale
autorului, conform directiilor de cercetare prezentate mai sus:

Capitolul 3 cuprinde un studiu referitor la geluri pe baza de celuloza cu diferite grade de
reticulare, utilizdnd metode distincte de preparare. Scopul principal a fost de a identifica
parametrii adecvati in vederea obtinerii unor retele tridimensionale (3D) cu porozitate controlatd,
care sd constituie matrici suport in eliberarea de medicamente. Au fost stabilite o serie de
corelatii intre caracteristicile morfologice ale gelurilor pe bazd de celuloza si densitatea,
capacitatea de sorbtie, gradul de umflare si viabilitatea celulara a acestora.

Capitolul 4 prezintd obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri plecand de la diferite
forme alomorfe ale celulozei, pentru realizarea unor materiale 3D cu proprietati controlabile, de



interes in dezvoltarea de pansamente si in ingineria tisulara. Directia principala de studiu a fost
evaluarea modului in care structura gelurilor influenteaza caracteristicile hidrogelurilor obtinute
prin reticulare chimica: structura chimicd, morfologia, capacitatea de umflare, gradul de
cristalinitate si comportamentul reologic.

Capitolul 5 include prepararea si caracterizarea unor hidrogeluri pe baza de celuloza in
care au fost incorporate nanocristale de celuloza, cu rol de ranforsare a matricii, i nanoparticule
de Ag, pentru inducerea de proprietati antimicrobiene, vizand drept aplicatie finala matricile

suport in vindecarea ranilor. Scopul principal al acestui studiu a fost de a acumula informatii

referitoare la: i. influenta procesului de preparare a nanocristalelor de celuloza asupra
dimensiunii acestora; ii. efectul incorporarii nanocristalelor de celuloza asupra proprietatilor
mecanice ale hidrogelurilor; iii. stabilirea efectului concentratiei nanoparticulelor de Ag

incorporate in matrice asupra activitatii antimicrobiene a hidrogelurilor obtinute.

Capitolul 6 este dedicat studiului unor hidrogeluri superabsorbante pe baza de celuloza si
lignind modificatd chimic, aplicatia avuta in vedere fiind eliberarea controlata de principii active.
Obiectivul principal a constat in investigarea influentei unor cantitati variabile de lignina
modificatd chimic Cu grupari epoxi asupra organizarii structurale a retelelor tridimensionale

Capitolul 7 prezinta proiectarea, obtinerea si testarea preliminara a unei serii de matrici
tridimensionale pe baza de celulozad si dextran, in rapoarte gravimetrice diferite, capabile sa
incapsuleze si mai apoi sa elibereze in mod controlat polifenoli de origine naturald, cu
aplicabilitate in vindecarea ranilor. Au fost stabilite diferite corelatii intre componenta
hidrogelurilor obtinute si organizarea morfologica, comportamentul la umflare, citotoxicitatea,
retentia si eliberarea de polifenoli, respectiv activitatea antiinflamatorie a materialelor hibride.

Capitolul 8 face referire la prepararea si caracterizarea unor noi hidrogeluri pe baza de
celuloza si pullulan, cu scopul de a identifica combinatia optima dintre cei doi polimeri naturali
pentru a obtine materiale cu porozitate si omogenitate ridicatd, cu proprietdti superabsorbante si
o buna viabilitate celulara. Aceste hidrogeluri au fost proiectate pentru utilizarea lor ca suporturi
tridimensionale functionale 1n inglobarea si eliberarea controlata a medicamentelor.

Capitolul 9 prezinta in detaliu materialele, metodele de lucru, tehnicile de investigare si
echipamentele folosite pentru caracterizarea diferitelor (hidro)geluri obtinute in cadrul studiilor
din aceasta teza de doctorat.

Manuscrisul se incheie cu un set de concluzii generale, urmate de trei anexe referitoare la
activitatea stiintifica, referintele bibliografice, respectiv articolele stiintifice si capitolele de carte
publicate Tn cadrul tezei.

Numerotarea figurilor, graficelor si imaginilor din prezentul rezumat respecta

numerotarea din cuprinsul tezei de doctorat.



CAPITOLUL 3.
GELURI PE BAZA DE CELULOZA: INFLUENTA METODEI DE USCARE
ASUPRA MORFOLOGIEI ACESTORA

Tn acest studiu au fost proiectate, obtinute si caracterizate geluri pe bazi de celulozi, cu
diferite grade de reticulare, utilizdnd metode distincte de preparare. Scopul principal a fost
identificarea celor mai adecvati parametri pentru a fabrica retele cu porozitate controlata, care sa
constituie baza unor matrici suport cu aplicatii in eliberarea de medicamente. Accentul a fost pus
pe influenta metodei de preparare, mai precis pe etapa de uscare (temperatura camerei/liofilizare)
a gelurilor si modificarea temperaturii de inghetare inaintea liofilizarii. O a doua directie de
studiu a fost dezvoltarea unor corelatii intre gradul de reticulare, organizarea morfologica si
diferite proprietati (densitate, capacitate de sorbtie, grad de umflare, viabilitate celulara).

3.1. Prepararea gelurilor
Cele trei serii de geluri au fost obtinute prin tehnici de preparare distincte folosind
celuloza microcristalina (Avicel), care a fost dizolvata in solutii de 8% NaOH, la temperatura
scazuta si apoi reticulata chimic cu diferite concentratii de epiclorhidrina (ECH):
= seria de xerogeluri C.A - uscare in conditii ambientale, la temperatura camerei
= seria de hidrogeluri C.B - inghetare lenta (-30 °C), in congelator, urmata de liofilizare
= seria de hidrogeluri C.C - inghetare rapida (-196 °C), in azot lichid, urmata de liofilizare.
Fiecare serie contine trei probe, notate de la 1 la 3, care difera intre ele prin gradul de reticulare.

3.2. Evaluarea morfologiei

Informatiile referitoare la morfologia gelurilor obtinute (densitatea, dimensiunea si
distributia porilor) au variat semnificativ de la o serie de materiale la alta, in directa dependenta
de concentratia agentului de reticulare, respectiv metoda de preparare si tehnica de uscare.

Analiza SEM a xerogelurilor a scos in evidentd o morfologie densa, complet neuniforma,
cu o porozitate apropiata de zero din cauza colapsarii porilor in timpul uscarii lente in aer.

~ 3 2 T B
C.Al C.A2 C.A3
Figura 3.1. Imagini SEM ale xerogelurilor pe baza de celuloza, C.A.

Tn cazul hidrogelurilor s-a observat o morfologie poroasi, cu pori bine definiti,
interconectati si cu nivele de structurare distincte (valori si distributii dimensionale diferite).
Temperatura de Inghetare are un impact semnificativ asupra arhitecturilor poroase, obtinandu-se

diferente dimensionale mari (un ordin de marime) Tntre cele doua serii. Cand inghetarea este



realizatd la o temperatura de -30 °C, formarea ghetii se desfasoara lent si se obtin cristale de
dimensiuni mari, care determina formarea unor pori mari, cu aspect si dimensiuni neregulate.
Tnghetarea rapida la -196 °C permite mentinerea structurii originale, o organizare mai omogena si
densitate mai mare, cu pori mai uniformi, bine definiti, de dimensiuni inferioare.

Figura 3.2. Micrografii SEM ale hidrogelurilor pe baza de celuloza:

C.B (inghetare in congelator) si C.C (inghetare in azot lichid).

Investigarea distributiei dimensiunii porilor a confirmat aceste observatii si a reliefat 0
crestere usoara a dimensiunii medii a porilor odata cu cresterea concentratiei agentului de
reticulare (C.Bi: 150 + 200 um; C.Ci: 8 =15 um) si o scadere a densitatii acestora.

3.3. Studii de umflare

Studiile de umflare au relevat, pentru toate gelurile, o crestere a gradului de umflare,
respectiv a densitatii, odatd cu gradul de reticulare (R), pana la o valoare R=2,5. Cresterea
ulterioara a concentratiei agentului de reticulare conduce la o scadere a celor doi parametri.

Concluziile evaludrii SEM au fost confirmate de evolutia gradului de umflare specific
fiecarei serii (i. hidrogelurile au valori Qmax cel putin duble fata de xerogeluri; ii. hidrogelurile
preparate prin inghtare rapida au grade de umflare mai mari fatd de omologii lor) si a densitatii
materialelor studiate (i. xerogelurile prezinta valori mai mari (16x) ale densitatii in comparatie cu
hidrogelurile; ii. hidrogelurilor obtinute prin inghetare in azot lichid au valori usor mai scazute

ale densitatii comparativ cu cele obtinute prin inghetare in congelator).

3.4. Sorbtia dinamica de vapori de apa

Fiecare tip de gel are un comportament distinct, hidrogelurile prezentand o capacitate mai
mare de sorbtie (+10%) fatd de xerogeluri. Pentru acestea din urma a fost observata o diferenta
mare intre cele trei probe din serie, materialul cu densitatea cea mai mica si cel mai mare grad de

umflare prezentand totodata si cea mai mare capacitate de sorbtie a vaporilor de apa.
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Figura 3.4. Curbele de sorbtie/desorbtie pentru  de densitate, capacitate de adsorbtie a apei,

xerogelurile C.A si hidrogelurile C.B, C.C. respectiv dimensiuni si densitate a porilor.

3.5. Biocompatibilitatea in vitro

Hidrogelurile din seria C.C (distributie uniforma a porilor, dimensiune medie adecvata
suporturilor pentru cresteri celulare) au fost examinate referitor la citocompatibilitatea fata de
celulele umane dermice (fibroblaste, NHDF), prin protocolul de testare MTS.
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Testarea raspunsului citotoxic pentru Cinci concentratii de hidrogel a subliniat o crestere a
viabilitatii celulare odata cu cresterea gradului de reticulare si cu scaderea concentratiei de
hidrogel, fiind observata o dependenta directa intre aceste variabile mai ales la concentratii medii
si mici de hidrogel. Evaluarea citotoxicitatii la o singura concentratie a evidentiat clar faptul cd o

crestere a gradului de reticulare conduce la o crestere a viabilitatii celulare.

CAPITOLUL 4.
HIDROGELURI PE BAZA DE ALOMORFI DE CELULOZA
CU PROPRIETATI CONTROLATE

Motivat de potentialul aplicativ vast al hidrogelurilor pe baza de celuloza si plecand de la
metoda de dizolvare a celulozei propusa de Isogai & Atalla, [9] acest studiu a avut drept scop
proiectarea, obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri realizate din diferite forme alomorfe ale
celulozei, care sa prezinte porozitate, densitate si grade de umflare controlate. Obiectivul
principal a fost de a evalua in ce masura structura gelurilor preparate influenteaza caracteristicile
hidrogelurilor rezultate prin reticulare chimica cu ECH. Plecand de la aceste considerente, au
fost dezvoltate corelatii intre organizarea (hidro)gelurilor si diferite proprietati ale acestora
(structurd chimica, morfologie, umflare, cristalinitate si comportament reologic).

4.1. Prepararea hidrogelurilor

Trei hidrogeluri au fost preparate din cei trei alomorfi ai celulozei (celuloza I, 1I si III).
Dupa etapa initiala de umflare in solutie de NaOH de concentratie 8,5%, amestecurile obtinute
au fost inghetate la -30 °C, timp de 24 de ore. Ulterior decongelarii la temperatura camerei,
gelurile au fost reticulate chimic cu ECH, la 85 °C. Hidrogelurile astfel obtinute au fost notate

HCi (i: 1=111), in functie de forma alomorfa a celulozei (Ci) utilizata drept material de plecare.

4.2. Comportamentul hidrogelurilor la umflare
Studiile de umflare ale hidrogelurilor HCi (temperatura camerei, in apa distilatd), au

aratat modificari semnificative, inclusiv vizuale, la trecerea de la starea uscata la cea umflata:
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Procesul de umflare are o evolutie rapida in primele 50 de minute, dupa care este atinsad o
valoare maxima relativ constanta pentru toate formularile. Valorile Qeq (umflarea probelor care
nu au suferit niciun proces de uscare) sunt mai mari decét ale hidrogelurilor liofilizate, Qmax,
datorita fenomenului de cornificare, binecunoscut in domeniu. [10] Ordinea descrescatoare a
acestor valori este valabila pentru ambele grade de umflare: HCII > HCI > HCIII.

Evolutia parametrilor cinetici de umflare a subliniat: i. 0 difuzie de tip pseudo-Fickian
pentru HCI si HCII (nsw < 0,5), 1n care viteza de difuzie este mai mica decat cea de relaxare a
lanturilor polimere; ii. 0 trecere la o difuzie non-Fickiana in cazul HCIII (nsy > 0,5) (transport
anormal), bazata pe un mecanism dictat de relaxarea lanturilor macromoleculare; [11] iii. valori
ksw mai mici pentru HCI si HCIII; iv. o acuratete ridicata a ecuatiei folosite si o buna concordanta
intre datele experimentale si modelul ales (coeficientii de corelare R? > 0,99).

4.3. Investigatii morfologice

Morfologia suprafetei poroase a hidrogelurilor obtinute variaza semnificativ de la 0 proba
la alta in ceea ce priveste omogenitatea, forma, dimensiunea si distributia porilor: i. HCI prezinta
pori interconectati (86,2 £ 12,7 um) aproximativ circulari, dispersati intr-o matrice compacta,
cvasi-omogena; ii. HCII are pori interconectati (108,2 + 15,3 pm) ovoizi, distribuiti mai uniform
ntr-o matrice mai putin compacta si mai omogena; iii. HCIII prezinta structura poroasa cea mai
densd, cu pori (67,5 = 12,6 pum) aplatizati de dimensiuni mici, interconectati si uniform
distribuiti. Concluziile analizei SEM se aflda in stransd concordanta cu comportamentul la
umflare, confirmand dependenta directa, clard intre morfologie si capacitatea de absorbtie a apei.

4.4. Analiza ATR-FTIR a formelor alomorfe ale celulozei si ale hidrogelurilor
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Figura 4.4. Spectrele FTIR ale formelor
alomorfe Ci si hidrogelurilor pe baza lor HCi.



Analiza FTIR comparativa a alomorfilor de celuloza (Ci) si hidrogelurilor preparate din
acestea (HCi), suplimentata de spectrul diferenta [HCi — Ci] pentru fiecare pereche de materiale
a permis identificarea unor diferente structurale (benzi de vibratie de intensitate/forma variate,
benzi aditionale distincte) atat intre formele alomorfe, respectiv hidrogelurile obtinute pe baza
lor, cat si intre alomorful de plecare si hidrogelul corespunzator (inclusiv caracterul hidrofil
superior al celor din urma). Totodata, a confirmat succesul reactiei de reticulare si a condus la
informatii valoroase referitoare la mecanismul acesteia, confirmate si de alte studii [12]:
reticularea chimica are loc in principal la alcoolul secundar din pozitia C2, respectiv la alcoolul

primar din pozitia C6 si cu o intensitate mai redusa la alcoolul secundar C3.

4.5. Cristalinitatea alomorfilor de celuloza si a hidrogelurilor preparate

Organizarea cristalind a fiecarui tip de alomorf are un tipar de difractie distinct, cu
variatii specifice ale intensitatii picurilor de difractie si pozitiilor unghiurilor Bragg.
Difractogramele au evidentiat modificari datorate procesului de mercerizare: transformarea
completd a alomorfului CI in forma CII si scaderea gradului de cristalinitate a acestuia, respectiv
gradul de cristalinitate cel mai mic pentru CIII. [10, 13]
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Figura 4.5. Difractogramele de raze X ale formelor alomorfe ale celulozei (ClI, CII, CIII)
si hidrogelurilor corespunzatoare (HCI, HCII, HCIII).

Difractogramele corespunzatoare hidrogelurilor indicd: i. o scadere a intensitatilor
principalelor picuri cristalografice; ii. variatii ale planelor cristalografice ce confirma succesul
procesului de reticulare chimica. Hidrogelurile prezinta aceeasi difractograma specifica celulozei
cu un caracter predominant amorf, cu picuri de difractie mai largi si de intensitate mai mica.
Reducerea cristalinitatii fata de celuloza initiald provine din distrugerea partiald a structurii
ordonate prin ntreruperea auto-asocierii si impachetarii lanturilor de celuloza, in urma umflarii
si a reticularii. Acest proces duce la cresterea hidrofiliei, confirmata si de valorile Qmax.

Valorile indicilor de cristalinitate (lcr) si a dimensiunii cristalitelor au validat
modificarile observate si cristalinitatea inferiora a hidrogelurilor fata de alomorfi. Pentru ambele

seturi de probe, a fost observata o corelatie stransa intre ICr si dimensiunile cristalitelor. [14]



4.6. Evaluarea reologica a hidrogelurilor pe baza de alomorfi de celuloza

Discrepantele dintre comportamentul de umflare al hidrogelurilor si structura
supramoleculard a acestora au impus o analiza aprofundatd a eventualelor diferente ce Se petrec
n timpul procesului de preparare a hidrogelurilor.
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Figura 4.6. Reprezentarea schematizata a procesului de preparare a hidrogelurilor
obtinute din formele alomorfe a celulozei.

Evaluarea etapei de dizolvare a concluzionat ca primele diferente apar in cadrul fazei de
gel rezultatd in urma fenomenului de umflare a alomorfilor de celuloza in solutie alcalind apoasa.
Cele trei geluri obtinute au aspect, volum, consistenta, grad de polimerizare si densitati distincte.
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Figura 4.7. Faza de gel, inainte de Figura 4.8. Reprezentare schematizata a procesului de
reticulare, pentru fiecare alomorf. preparare prin reticularea unor geluri fragmentate.

Aceste diferente sunt mai apoi reflectate in comportamentul lor in etapa de amestecare cu
agentul de reticulare, in regimuri de forfecare controlate, identice, cand gelurile de celuloza in
NaOH sunt fracturate in fragmente de dimensiuni corelate cu rezistenta gelurilor. Rezultatul final
este un hidrogel cu o densitate mare de reticulare rezultat din fragmente de gel mici, sau unul cu
o0 densitate inferioara in cazul gelurilor mai rezistente.
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si G” de (a) deformarea oscilatorie, (b) tensiunea de forfecare.
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Modelul propus a fost validat prin investigatii reologice in regim dinamic. Valorile
aproximative ale modulului de acumulare au confirmat rigiditatea sporita a retelei in regiunea de
vascoelasticitate liniara in cazul alomorfului CII, urmat de CI si CIII.

Rezultatele testelor reologice cu baleierea amplitudinii releva: I. aparitia unui fenomen de
colapsare (mai rapid in cazul CIl) a retelei gelurilor la solicitari mai mari; il. un ,prag de
curgere” in punctul de suprapunere a curbelor G” si G”, la valori distincte ale deformarii, in
functie de rigiditatea materialului; iii. un comportament fragil la fragmentare al gelului CII; iv.
ruperea unor legaturi individuale din reteaua tridimensionala, dezvoltarea unor microfisuri si
evolutia lor spre macrofisuri continue prin intregul material ce determina curgerea. [15]

Testele oscilatorii cu baleiaj de frecventa au subliniat: i. comportamentul tipic de gel al
materialelor; ii. o structurare tridimensionalda excelenta; iii. o reticulare chimica permanenta a
hidrogelurilor; iv. o structura mai moale pentru HCII si o rigiditate ridicata pentru HCIII.
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Figura 4.10. Teste oscilatorii cu baleiaj de frecventa ale hidrogelurilor: (a) dependenta G’ si G”

de frecventa unghiulard, (b) dependenta vascozitatii complexe de frecventa unghiulara.

Concluziile masuratorilor reologice in regim dinamic se afla in stransa legatura cu cele
dezvoltate in urma investigatiilor SEM, XRD si ale capacitatii de umflare a hidrogelurilor si
construiesc puncte suplimentare de corelare intre acestea.

CAPITOLUL 5.
HIDROGELURI RANFORSATE CU NANOCRISTALE DE CELULOZA
CU ACTIVITATE ANTIMICROBIANA

In acest capitol a fost studiati obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri pe bazi de
celuloza in care au fost incorporate mai intdi nanocristale de celuloza, cu rol de ranforsare a
matricii, [16] si mai apoi nanoparticule de Ag, pentru proprietatile lor antimicrobiene
binecunoscute. [17, 18] Aplicatia finald vizatd este situatd in sfera ingineriei tisulare, drept
matrici suport in vindecarea ranilor.

Scopul principal a fost de a oferi informatii referitoare la: i. influenta procesului de
preparare a nanocristalelor de celuloza asupra dimensiunii acestora; ii. efectul nanocristalelor
celulozice asupra proprietatilor mecanice ale hidrogelurilor preparate; iii. stabilirea corelatiei

dintre concentratia nanoparticulelor de Ag si activitatea antimicrobiana a hidrogelurilor obtinute.
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5.1. Optimizarea procesului de obtinere a nanoparticulelor de celuloza

Se remarca o scadere netd a dimensiunii medii a nanoparticulelor de celuloza (Ni, i: 1+4),

atat prin cresterea timpului, cat si a temperaturii de reactie. Aplicarea unui proces de dispersare
prin ultrasonare (Ni.US) timp de cinci minute a condus de asemenea la o diminuare

semnificativd a valorilor celor doi parametri (N4.US: 99,6 nm; PDI = 0,255). Cresterea timpului

de dispersare nu a condus la o imbunatatire a rezultatelor.

——N4
——N4.US

Intensitate, %

0.5 50 5000
Dimensiune particule, nm
Figura 5.1. Distributia dimensiunii

nanoparticulelor N4/N4.US.

500 nm

Figura 5.2. Imagine TEM a

nanoparticulelor de celuloza N4.US

Forma bimodala a curbelor de distributie probeaza tendinta de agregare post-hidroliza si

prezenta aglomerdrilor de nanocristale. Ultrasonarea a eliminat acest neajuns, conducand la

nanoparticule omogen distribuite, fara aglomerari, dupa cum a fost confirmat si prin TEM.

Nanoparticulele prezinta valori negative ale potentialului Zeta datoritd esterificarii

grupelor hidroxilice in timpul hidrolizei acide, [19] valori ce se mentin dupa ultrasonare.

5.3. Caracterizare structurala prin spectroscopie FTIR

Absorbanta, u.a.
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Figura 5.3. Spectrele FTIR pentru M si N4.US.

FTIR al
M)
spectrale specifice acestui polimer, cu benzi de

Spectrul celulozei

microcristaline prezinta  elemente

vibratie de intensitate/forma variate si
confirma prezenta gruparilor sulfat reziduale
post-hidrolizd.  Obtinerea  nanoparticulelor
(N4.US) a generat in principal cresterca
intensitatilor anumitor benzi de absorbtie,
explicate prin aparitia unui numar mai mare de
grupari hidroxil, cu diferente ulterioare n

densitatea legaturilor de hidrogen. [20]

5.4. Studii de cristalinitate a hidrogelurilor

Hidroliza acida si ultrasonarea au condus la cresterea in intensitate a picurilor de difractie

a nanocelulozei ultrasonate (N4.US) fatd de celuloza microcristalina (M) si, implicit, la
majorarea cristalinitatii probei, confirmata de valorile 1Cr mai mari (M: 81,5%; N4.US: 90,7%).
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Figura 5.4. Difractogramele de raze X a celulozei microcristaline (M) si a

nanocelulozei obtinuta din celuloza microcristalina (N4.US).

5.5. Geluri ranforsate cu nanocristale de celuloza. Studii de umflare

Nanocristalele de celuloza N4.US au fost incorporate in doua concentratii diferite (1%,
3%) in compozitia unor hidrogeluri (C) pe baza de celuloza reticulata cu ECH, conducéand la o
crestere progresiva a opacitatii si capacitatii de absorbtie a apei (+14% pentru CN.1, respectiv

+2% pentru CN.3) si, in cazul CN.3, la o rigidizare a structurii tridimensionale.

. .
C CN.1
Figura 5.5. Hidrogeluri obtinute din celuloza si celulozd/nanocristale de celuloza.

5.6. Incorporarea de nanocristale de celulozi. Studii reologice
Evaluarea reologicd a hidrogelurilor ranforsate a evidentiat materiale cu o retea
tridimensionald bine structuratd, in care domind comportamentul elastic si care au devenit mai

rigide si mai rezistente la deformare dupa dispersarea de nanocristale. [21, 22]
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5.7. incorporarea nanoparticulelor de argint. Caracterizare morfologici
Micrografiile SEM au relevat retele poroase tridimensionale cu pori bine definiti,

interconectati, cu un aspect relativ uniform distinct, pentru fiecare din cele trei tipuri de materiale
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analizate: hidrogel pe baza de celuloza (C), hidrogel ranforsat cu NC (CN.3), hidrogel ranforsat
compozit cu nanoparticule de Ag in doua concentratii diferite (CN/Ag.0,5; CN/Ag.1).

v - 200um

CN/Ag.0,5 CN/Ag.1
Figura 5.7. Imagini SEM ale hidrogelurilor pe baza de celuloza (C), celulozd/nanoparticule de

celulozd (CN.3) si celuloza/nanoparticule celuloza/nanoparticule Ag (CN/Ag.0,5, CN/Ag.1)

Introducerea nanocristalelor de celuloza in matricea hidrogelurilor a determinat o crestere
a densitdtii porilor, iar utilizarea nanoparticulelor de Ag a dus la modificari ale organizarii
morfologice (forma si densitatea porilor, omogenitate), in functie de concentratia suspensiilor
utilizate. Harta de elemente a indicat faptul ca nanoparticulele metalice sunt omogen dispersate

in matrice, confirmand adsorbtia uniforma pe intreaga suprafata a (nano)cristalelor de celuloza.

50pm:

l:’.,lg ] e Ag. -
CN/Ag.0,5 CN/Ag.1
Figura 5.8. Micrografia SEM si harta de elemente a hidrogelurilor CN/Ag.0,5 si CN/Ag.1.

5.8. Tncorporarea nanoparticulelor de Ag. Gradul de umflare

Studiile de umflare a hidrogelurilor ranforsate compozite au aratat ca majorarea densitatii
porilor si uniformizarea suprafetelor matricii induse de nanoparticulele de Ag au permis o
crestere usoarda (+10%), direct proportionala, a capacitdtii de absorbtie a apei fatd de

hidrogelurile ranforsate, confirmand astfel observatiile obtinute din evaluarea morfologica SEM.

5.9. Tncorporarea nanoparticulelor de Ag. Studii reologice
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Figura 5.9. Variatia: a) G’ si G” ; b) vascozitatii complexe, cu frecventa a hidrogelurilor CN/Ag.
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Evaluarea vascoelastica a hidrogelurilor ranforsate compozite a descris comportarea de
tip gel a acestor materiale si a evidentiat ca o crestere a concentratiei de Ag duce la hidrogeluri
mai moi si mai putin rezistente la deformare, cel mai probabil prin impiedicarea formarii

legaturilor de hidrogen si modificarea morfologiei (pori mai mic si mai subtiri).

5.10. Activitate antimicrobiana

Testarea activitatii antibacteriene fata de E. Coli, respectiv S. aureus a confirmat
proprietatile antibacteriene ale hidrogelurilor compozite, cu o performanta bactericida superioara
la concentratii mai mari (1%) de Ag (76% inhibare vs E. Coli; 58% inhibare vs S. aureus) si a
demonstrat implicit stabilitatea nanoparticulelor metalice la suprafata materialelor.

Proba martor CN/Ag.0,5 CN/Ag.1
Figura 5.10. Testarea activitatii antimicrobiene fata de Escherichia coli la 24h.

CAPITOLUL 6.
HIDROGELURI PE BAZA DE CELULOZA SI LIGNINA MODIFICATA:
OBTINERE SI APLICATII

In acest studiu au fost proiectate, preparate si testate preliminar hidrogeluri pe bazi de
celuloza si lignind modificatd chimic, pentru a valida obtinerea de materiale cu proprietati
deosebite fata de lignina nemodificatd. Obiectivul principal a fost evaluarea influentei pe care o
are epoxidarea ligninei asupra capacitdtii de absorbtie si organizarii retelei poroase, caracteristici
ce ar trebui si se transpund mai apoi in performante de interes pentru domeniul biomedical. in
acest scop, au fost stabilite diverse corelatii intre structura bicomponentda a hidrogelurilor si

proprietatile de baza ale acestora (structurd, morfologie, umflare, biocompatibilitate).

6.1. Prepararea hidrogelurilor

Sapte hidrogeluri (CLEj, i: 1+7) au fost preparate plecand de la amestecuri de celuloza, C
si lignina epoxidata, LE, in rapoarte gravimetrice diferite, procentul de celuloza din compozitie
scazand treptat de la 100% (CLE 1) cu cate 10% spre valori mai mici, pana la 40% (CLE 7).

6.2. Studii de umflare

Toate hidrogelurile (apa distilata, la 37 °C) au prezentat aceeasi modificare in timp a
Qmax: i. o crestere constanta si puternica a valorilor in primele 10 — 20 minute; ii. o reducere
semnificativa a acestei cresteri in urmatoarele 100 — 200 minute; iii. atingerea unui platou.
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Do vC-LE;~~3;0-~-450~~54_;0 legdturi de hidrogen, care cresc exponential
Timp, min prin epoxidare), ipoteza sustinutd de scdderea

Figura 6.1. Evolutia Qmax vs compozitie. randamentului fractiei de gel odati cu % LE.

Similar, valorile Qeq ale formularilor inainte de uscare urmeaza o evolutie crescatoare,
dependenta de % LE: de la 1920% pentru CLE 1 pana la 10265% pentru CLE 7, confirmand
fenomenul de cornificare si caracterul superabsorbant al acestor materiale.

Evaluarea parametrilor cinetici de umflare a subliniat un mecanism initial de transport
bazat pe o difuzie pseudo-Fickiana, ce se modifica cu cresterea % LE catre una de tip Fickian,

specifica lanturilor mai mobile, ce permit patrunderea usoara a apei in interiorul retelei. [23]
6.3. Morfologia hidrogelurilor

Micrografiile SEM au aratat in fiecare caz o structurd macroporoasa eterogend cu pori

interconectati, cu diferente semnificative de la o formulare la alta prin modificarea compozitiei.

I -~ 4 100pum

Figura 6.2. Morfologia hidrogelurilor CLE in functie de compozitia acestora.

Suplimentarea continutului de lignind are efecte multiple: i. o arhitecturd poroasd mai
eterogena si mai afinata; ii. subtierea neta a peretilor porilor din reteaua tridimensionala; iii. 0

structurd poroasad mai relaxatd, ce poate incorpora o cantitate mai mare de apd (conform Qmax).
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"CLE 6

Figura 6.3. Micrografii SEM ilustrand dimensiunea diferita a porilor hidrogelurilor CLE.
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Figura 6.4. Distributia dimensiunii medii a

porilor in hidrogelurile CLE.

6.4. Studii ATR-FTIR
Evaluarea comparativai ATR-FTIR a hidrogelurilor a indicat: i. modificarea compozitiei

Evolutia dimensiunii medii a porilor a
indicat o ’rezistentd” initiald la expansiune a
matricii la concentratii ridicate de celuloza (i:
1+3), cele mai mari valori fiind obtinute pentru
formuldrile cu un continut LE ridicat (i: 4+7).
CLE 7 are arhitectura poroasd cea mai eterogena
si un maxim de densitate a marimii porilor in
zona 150+200 pm. Astfel, prin modificarea
compozitiei pot fi controlate dimensiunea si
densitatea porilor din matricea tridimensionald si

implicit proprietdtile materialului final.

formularilor; ii. epoxidarea ligninei; iii. formarea puntilor de reticulare; iv. cresterea gradului de

asimetrie a retelei; v. similitudini spectrale intre cele doud componente utilizate; vi. elemente

distinctive determinate de specificul structural, respectiv organizarea supramoleculara (legaturi

de hidrogen intra- si/sau intermoleculare), in functie de domeniul spectral analizat.

Absorbanta, a.u.

338297

105211
103861
=

Absorbanta, a.u.

[T
3600 3520

T TP I P T e e e
3440 3360 3280 3200 3120 3040 2960 2880 2800 2720 2640

Numir de undi, cm'!

Numir de undi, em’!

Figura 6.5. Regiunile spectrale (a) 3700-2600 cm ' si (b) 1700-700 cm ™' ale hidrogelurilor CLE.
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Perturbarile post-reticulare in organizarea supramoleculard a polimerilor componenti au
fost evaluate cantitativ cu ajutorul ATR-FTIR. S-a constatat ca intensitatea legaturilor de
hidrogen, indicele total de cristalinitate si indicele de asimetrie scad disproportionat cu continutul
de LE, simultan cu cresterea indicelui de ordine laterald. Aceasta conduitd confirma diminuarea
uniformitatii, a gradului de ordonare si implicit a cristalinitatii structurii tridimensionale induse

de LE, fenomene subliniate si de studiile de umflare, analiza FTIR si evaluarea morfologica.

6.5. Biocompatibilitatea in vitro a hidrogelurilor
Investigarea efectului hidrogelurilor (patru concentratii diferite, 1+4 mg/mL) asupra
viabilitatii celulare a concluzionat cd formuldrile dezvoltate sunt biocompatibile si au o toxicitate

in vitro fata de celulele fibroblaste extrem de redusa.

140 -

80

60 1

40

Viabilitate celulara relativa, %

CLE1 CLE2 CLE 3 CLE4 CLES CLE®6 CLE7
@l mg/ml ®2mg/ml w3 mg/mlL ®E4mg/mL

Figura 6.6. Viabilitatea celulelor fibroblaste (% vs control) dupa cultivarea pe hidrogelurile CLE.

Cresterea cantitatii de lignind din compozitie conduce la o usoara scadere (intre 10 si
15%, CLE 1 vs CLE 7) a viabilitatii celulare relative, dar valorile acesteia se mentin superioare

(peste 100%) grupului de control, indiferent de cantitatea de lignind modificata.

CAPITOLUL 7.
MATRICI 3D PENTRU ELIBERAREA CONTROLATA A UNOR COMPUSI
BIOACTIVI CU ROL ANTIINFLAMATOR iN VINDECAREA RANILOR

In acest studiu au fost dezvoltate si testate preliminar o serie de matrici tridimensionale
din celuloza si dextran, capabile sa incapsuleze si sa elibereze in mod controlat polifenoli, in
vederea obtinerii unor pansamente cu proprietati antiinflamatoare, cu aplicabilitate in vindecarea
ranilor. Scopul principal a fost evaluarea influentei pe care o are modificarea compozitiei
formularilor si identificarea celei mai potrivite combinatii in vederea obtinerii unor hidrogeluri
biocompatibile cu porozitate si capacitate de incapsulare controlate, caracteristici cu un impact
important asupra performantelor antiinflamatorii. Pentru atingerea acestor obiective, au fost
realizate corelatii intre componenta hidrogelurilor si organizarea morfologica, comportamentul la

umflare, citoxicitatea, retentia si eliberarea de polifenoli, respectiv activitatea antiinflamatorie.
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7.1. Prepararea hidrogelurilor

A fost dezvoltata o serie de sapte hidrogeluri (notate CD xx/yy in functie de procentul de
celuloza (xx), respectiv dextran (yy) din compozitie; hidrogelurile continand 100% celuloza,
respectiv 100% dextran au fost notate ”C”, respectiv ”’D”), care au fost preparate plecand de la
celuloza microcristalind si dextran, utilizate in rapoarte gravimetrice diferite.

Dupa preparare si caracterizare preliminara, in structura lor au fost incorporati polifenoli
(PF), extrasi din seminte de struguri de tip Chambourcin. [24, 25] Identificarea compusilor
fenolici majoritari, rezultati In urma extractiei, a condus la urmatoarea compozitie: 34,3% acid

galic, 30,8% quercitina, 18,3% antocianina si 9,3% proantocianidine.

7.2. Comportamentul la umflare

4500

[ Analiza evolutiel in timp a valorilor
4000 4

Qmax a aratat pentru toate hidrogelurile

3500 4

bicomponente, CD xx/yy, o crestere constanta

3000 4

= 2500 | .| la inceputul umflarii, urmata de atingerea unui
SRR . | platou corespunzitor valorii maxime. Aceste
R/ % | etape se manifestd diferit, in intervale de timp

1000 #&% i : — L. - . .
N I?}Z‘f??f :EE’“?” dependente de compozitia formuldrilor, fiind
o= | direct proportionale cu continutul de

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 . e . . -
Timp. min polizaharidd mai hidrofila, D. Gradul de
Figura 7.1. Evolutia Qmax al hidrogelurilor in  mflare la echilibru inainte de uscare, Qeq,
functie de compozitie. urmeaza o evolutie similard Qmax.

Valorile gradului de umflare in ambele forme de exprimare demonstreaza caracterul
superabsorbant al acestor materiale, o proprietate necesara pentru utilizarea lor ca pansamente.

Valorile exponentului de difuzie, ns,, mai mici decat 0,45 pentru toate hidrogelurile
mono- si bicomponente indicd o difuzie de tip pseudo-Fickian (viteza de difuzie < viteza relaxare

retea). Cresterea % D duce catre 0 difuzie de tip Fickian, specifica lanturilor mai mobile. [23]

7.3. Morfologia hidrogelurilor
Analiza SEM a confirmat comportamentul la umflare si a evidentiat morfologii diferite in

functie de compozitie, materialele C si D reprezentand doua cazuri extreme de organizare.

N -

c | CD 75/25 C 63/37 ~ CD50/50
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- 200%

CD 37/63 CD 25/75
Figura 7.2. Micrografii SEM ale hidrogelurilor pe baza de celuloza si dextran.

Majorarea % D conduce la o scadere a dimensiunii porilor si la morfologii mai omogene,
cu pori distribuiti mai uniform si mai interconectati. Forma porilor variaza de la una ovoida
pentru formularile cu % C majoritar, la una relativ circulara, cand % D este mai mare.
Dimensiunea medie a porilor scade de la 66 um pentru C, la 41,6 um pentru CD 50/50 si ulterior
la 13,5 pm in cazul D. Combinarea cu celuloza a diminuat randamentul scazut al formularilor

bazate exclusiv pe dextran si a rezolvat deficientele de natura mecanica ale acestora.

7.4. Incircarea si eliberarea in vitro a compusilor polifenolici

Compusii fenolici (PF) au fost incdrcati prin imersarea hidrogelurilor in solutii alcoolice
de PF timp de 72 ore si uscarea prin liofilizare a compusilor hibrizi rezultati. A fost identificat un
indice de incorporare ce creste odatd cu continutul de dextran din matricea polimera.

Toate hidrogelurile CD prezinta in primele 24 ore de evaluare o eliberare sustinutd de PF
(de pe suprafata matricii si din interiorul porilor interconectati), care creste constant in functie de
compozitia retelei pand la 14% (C) + 39% (D), dupa care se stabilizeaza si atinge un platou.
Profilul curbelor indica o eliberare prelungita a PF din matricea de hidrogel timp de peste 72 ore.
Aceste rezultate conduc la premisa unui potential control al eliberdrii principiului activ si sunt in

concordantd cu capacitatea de sorbtie si structura morfologica a retelelor tridimensionale.
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Figura 7.4. Curbele de eliberare ale compusilor polifenolici din hidrogelurile pe baza de celuloza

si dextran timp de 12 (prima imagine), respectiv 72 ore (a doua imagine).

Analiza cinetica a profilului de eliberare a PF a indicat: i. un mecanism de difuzie de tip
pseudo-Fickian pentru formularea D; ii. o difuzie pseudo-Fickiand (anormald) pentru
hidrogelurile bicomponente; iii. o difuzie pseudo-Fickiana (cazul II) pentru formularea C. Astfel,
eliberarea de catre hidrogelurile ce contin dextran este controlata de difuzie si profilul poate fi

reglat prin schimbarea caracteristicilor materialelor, mai ales a celor de natura morfologica.
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7.5. Studiul ATR-FTIR al hidrogelurilor inainte/dupi incircarea cu polifenoli

Investigarea comparativa calitativa si cantitativa ATR-FTIR a hidrogelurilor a relevat: i.
caracteristici spectrale asemanatoare pentru cele doud polizaharide de plecare, insotite de
semnale distinctive; ii. succesul reactiei de reticulare; iii. scaderea capacitatii de reticulare, a
intensitatii legaturilor de hidrogen si a cristalinitatii hidrogelurilor si formarea unei retele
tridimensionale mai relaxate odata cu cresterea continutului de dextran din formulari; iv
caracterul hidrofil superior al hidrogelurilor cu cresterea % D.

%

Transmitanta, %
Transmitanta,

vT6T

Ceve
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Figura 7.5. Regiunile spectrale 3700-2700 cm™' si 1800~700 cm ™" ale hidrogelurilor C (a), CD
50/50 (b), CD 25/75 (c) si D (d).

Spectroscopia ATR-FTIR a fost utilizata si pentru a confirma succesul procesului de
incorporare a compusilor polifenolici (PF) in matricile poroase, in buna corelatie cu gradul de

incorporare determinat anterior in cadrul studiilor dedicate inglobarii si eliberarii de PF.

CDS50/50+PF

Transmitantd, %

CD50/'50
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Figura 7.6. Spectrele ATR-FTIR pentru PF, CD 50/50 si CD 50/50+PF.
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7.6. Citocompatibilitatea hidrogelurilor

Testele de viabilitate celulard realizate pe fibroblaste si celule endoteliale au aratat ca
hidrogelurile dezvoltate sunt lipsite de toxicitate, cu valori peste 80% (% vs control) in toate
cazurile. Nu au fost observate diferente majore intre matricele bicomponente testate sau o

dependenta clara, general valabila, a proliferarii celulare de compozitie.
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C CD 75/25 CD 50/50 CD 25/75 control C CD 75/25 CD 50/50 CD25/75 D control

Figura 7.7. Viabilitatea (a) celulelor endoteliale si (b) a fibroblastelor

dupa cultivarea pe hidrogelurile CD, determinata prin metoda XTT.

7.7. Efectul antiinflamator al PF

w . Efectul PF intr-o inflamatie indusa a

woy fost testat folosind lipopolizaharidele (LPS)

0 drept model proinflamator. Rezultatele

) preliminare (vs citokind inflamatorie 1L-6)
&u *% #I#
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" puternice ale PF, chiar si la concentratii

#aH
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Figura 7.8. Efectul antiinflamator al PF asupra  gptime de PF.

celulelor control si celor activate cu LPS.

7.8. Citocompatibilitatea si efectul antiinflamator al hidrogelurilor incarcate

Rezultatele testelor de citocompatibilitate (vs lactat dehidrogenaza, LDH) au aratat ca,
dupa 3 zile de conditionare, hidrogelurile functionalizate cu PF au o citotoxicitate similara cu cea
a grupului de control, validand caracterul biocompatibil al acestora. La o concentratie de 25
ug/mL PF, s-a obtinut o citotoxicitate chiar mai coborata (-20%) decét controlul.

Testele ELISA utilizate pentru a evalua activitatea antiinflamatorie au evidentiat: |.

caracterul antiinflamator semnificativ al dextranului in formuldrile primare; [26] ii. efectul
antiinflamator al PF incorporati in hidrogel; iii. prin cresterea treptata a % D din formulari,

efectul sau antiinflamator se suprapune cu activitatea de aceeasi naturd a PF.
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CAPITOLUL 8.
COMPOZITIE SI PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR MATERIALE
SUPERABSORBANTE PE BAZA DE CELULOZA SI PULLULAN

Acest capitol face referire la prepararea si caracterizarea unor noi hidrogeluri pe baza de
celuloza si pullulan, scopul principal fiind identificarea combinatiei optime dintre cei doi
polimeri, care sa permita obtinerea unui material cu porozitate si omogenitate ridicate, proprietati
superabsorbante si o buna viabilitate celulard. Aceste hidrogeluri au fost proiectate pentru a fi
utilizate ca suporturi tridimensionale functionale pentru inglobarea si eliberarea controlata a
medicamentelor. O analiza exhaustivd a datelor de literaturd accesibile nu a identificat studii

referitoare la arhitecturi poroase care sa incorporeze deopotriva celuloza si pullulan.

8.1. Prepararea hidrogelurilor
Sapte hidrogeluri (CPi, i: % de pullulan din compozitie) au fost obtinute din amestecuri
de celuloza microcristalind (C) si pullulan (P) de naturd comerciald, in rapoarte gravimetrice

diferite, tratate cu solutii de NaOH la temperatura scazuta si reticulate chimic cu ECH.

8.2. Caracterizare morfologica

Evaluarea SEM a identificat suprafete cu uniformitate diferitd, cu pori bine definiti,
interconectati, deosebiti prin aspect, marime §i aranjare, care formeaza matrici cu grade diferite
de omogenitate. O evaluare suplimentard a indicat o dependentd a acestor parametri de

compozitie: cresterea % P duce la o uniformitate superioard, o scadere a dimensiunii medii a
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porilor si a grosimii peretilor acestora, rezultdind o retea aparent mai delicatd si fragila, care

reuseste totusi sa 1si pastreze integritatea fizica chiar si la concentratii mici de celuloza.

CP10
Figura 8.2. Micrografii SEM ale hidrogelurilor pe baza de celuloza si pullulan.
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8.3. Studii de umflare

5961

6000 -

%

4000 -

2651 2748

2364

1 1956 2023

2000 -

Gradul maxim de umf{lare,

CPO

CP25 CP33 CP50 CP67 CP75 CPI00
Figura 8.4. Qmax pentru hidrogelurile pe baza
de celuloza si pullulan.

8.4. Evaluarea viabilitatii celulare

Studiile
temperatura camerei) au evidentiat o crestere a

de umflare (apd distilata,

gradului de umflare odatd cu % P din matrice,
confirmand caracterul superabsorbant al
formularilor cu % P de peste 50%. Rezultatele
sunt in stransa corelatic cu evaluarea
morfologica: hidrogelurile cu un % P mai
mare au o porozitate mai ridicatd, cu pori de
dimensiuni mici, uniform distribuiti in matrice,
cu pereti mai subtiri, capabili sa incorporeze o

cantitate mai mare de apa.

Raspunsul biologic al hidrogelurilor a fost evaluat (vs fibroblaste, testul MTS) pentru

diferite concentratii de hidrogel: indiferent de compozitie, valorile viabilitatii celulare relative

sunt de peste 70%, confirmand o toxicitate in vitro redusa si ca sunt biocompatibile.
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Figura 8.5. Viabilitatea celulard a hidrogelurilor CP: (stanga) la concentratii diferite (6+0,093
mg/mL), (b) la o concentratie de 1,5 mg/mL hidrogel.

Sistemele bicomponente au o viabilitate celulard superioara materialelor realizate

exclusiv din C, mai ales la concentratii mai mari, controlul porozitatii fiind principala cauza a

acestui comportament. [27] La concentratia de 1,5 mg/mL, viabilitatea matricilor creste odata cu

% P din compozitie, cel mai bun rezultat (97%) fiind obtinut pentru un raport C: P =25 : 75.
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CONCLUZII GENERALE.
SINTEZA REZULTATELOR. APLICABILITATE. DIRECTII DE DEZVOLTARE.

Realizarea graduala a studiilor din prezenta teza de doctorat, ce au urmat o strategie
bazata pe patru directii majore de cercetare, a condus la identificarea unor elemente esentiale in
conceperea §i prepararea materialelor poroase tridimensionale pe baza de polimeri naturali.
Analiza criticd, in contextul stadiului actual, si investigarea detaliata si interdisciplinara a
seturilor de date experimentale acumulate au permis formularea urmatoarelor concluzii generale:

Geluri pe baza de celuloza: influenta metodei de uscare asupra morfologiei

= Au fost realizate cu succes trei serii de geluri pe baza de celuloza, variind metoda de
preparare si gradul de reticulare a retelelor polimere;
corelatii directe intre parametrii procesului de obtinere, respectiv gradul de reticulare si
microarhitecturile poroase, densitate, comportamentul la umflare si capacitatea de
adsorbtie ale acestora. In acelasi timp, materialele obtinute au prezentat o
citocompatibilitate adecvata utilizarii lor in domeniul biomedical;

= Gelurile pe baza de celuloza preparate in acest studiu prezinta un potential incontestabil
pentru a fi utilizate intr-o varietate larga de aplicatii biomedicale, in special ca sisteme de

eliberare controlata a principiilor active.

Hidrogeluri pe baza de alomorfi de celuloza cu proprietiti controlate

= A fost preparata o serie de trei hidrogeluri prin reticularea chimica a formelor alomorfe
ale celulozei (celuloza I, 1T si I1);

= S-a constatat cd etapa intermediara de gel din procesul de preparare a hidrogelurilor,
joaca un rol cheie in obtinerea unor performante mecanice si reologice deosebite, iar
metoda de preparare utilizatd determina o transformare majord a organizarii cristaline
initiale a formelor alomorfe a celulozei;

= Materialele au prezentat caracteristici morfologice, comportamente la umflare si
mecanisme de difuzie distincte, in stransa legdturd cu structura formelor alomorfe a
celulozei, fiind evidentiatd o dependenta directd intre gradul de umflare si morfologia
structurii poroase;

= Au fost identificate o serie de diferente structurale intre formele alomorfe ale celulozei,
respectiv intre hidrogelurile preparate din acestea si S-au obtinut informatii valoroase
referitoare la mecanismul procesului de reticulare chimica;

= S-a concluzionat ca cele mai importante caracteristici ale acestor hidrogeluri (porozitate,
grad de umflare, rezistentd) pot fi adaptate prin selectia judicioasd a unei anumite forme
alomorfe a celulozei, pentru a satisface seturile de caracteristici specifice a unei anumite

aplicatii (in acest caz: pansamente si inginerie tisulara).
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Hidrogeluri ranforsate cu nanocristale de celuloza cu activitate antimicrobiana

Au fost preparate cu succes trei tipuri de materiale poroase tridimensionale: hidrogel pe
baza de celuloza, hidrogeluri pe baza de celuloza ranforsate cu nanocristale de celuloza si
hidrogeluri pe bazd de celuloza ranforsate cu nanocristale de celulozd in care au fost
Tncorporate nanoparticule de Ag;

S-a stabilit o corelatie directa intre parametrii procesului de obtinere a nanocristalelor de
celuloza si caracteristicile morfologice ale acestora;

Tncorporarea cu succes a nanocristalelor de celuloza in reteaua tridimensionald a
hidrogelurilor a condus la obtinerea unor materiale poroase cu un grad superior de
umflare, in concordanta cu concentratia agentului de ranforsare;

Inglobarea de nanoparticule de Ag in masa hidrogelurilor ranforsate a determinat o
crestere a nivelului de organizare si omogenitate a acestor sisteme, ce a condus o
majorare ulterioara a gradului de umflare;

Materialele ranforsate cu nanocristale de celuloza si mai apoi imbogatite cu nanoparticule
de Ag au dovedit un comportament tipic gelurilor cu o retea tridimensionala bine
structurata, in care domind comportamentul elastic in detrimentul celui vascos;
Hidrogelurile ranforsate hibride au prezentat un comportament bactericid dependent de
cantitatea de nanoparticule de Ag utilizata, element esential al confirmarii posibilei lor

utilizari in domeniul ingineriei tisulare, drept matrici suport in vindecarea ranilor.

Hidrogeluri superabsorbante pe bazi de celulozi si lignind modificata

Au fost realizate cu succes sapte hidrogeluri superabsorbante din celuloza si lignina
epoxidata, prin varierea raportului gravimetric dintre cei doi biopolimeri si s-a constatat
ca introducerea de lignina modificata chimic imbunatateste hidrofilia materialelor
obtinute, determindnd o crestere proportionald a capacitatii lor de absorbtie;

Varierea raportului dintre cei doi biopolimeri permite obtinerea unor modificari
semnificative a organizarii morfologice si implicit, a procesului de difuzie ce sta la baza
mecanismului de transport al apei;

S-au evidentiat perturbdri ale organizarii structurale a hidrogelurilor cu cresterea
continutului de lignind epoxidata, reflectatd prin scaderea uniformitatii, a densitatii
legaturilor de hidrogen intra- si/sau intermoleculare si a indicilor de cristalinitate;
Biocompatibilitatea acestor materiale a variat in functie de compozitia sistemelor testate,
respectiv de concentratia de material testat, toate formularile dovedind o viabilitate

celulara adecvata utilizarii lor in domeniul biomedical.

Matrici 3D pentru eliberarea controlati a unor compusi bioactivi cu rol anti-
inflamator in vindecarea ranilor

A fost obtinuta o serie de sapte formuldri contindnd celuloza si dextran in rapoarte
gravimetrice diferite si a fost subliniatd contributia majora a celulozei in asigurarea unui
randament ridicat de reticulare si a unor caracteristici mecanice optime;
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* Prin metode de investigare specifice a fost evidentiat impactul pozitiv al dextranului
asupra organizarii morfologice a hidrogelurilor si implicit a gradului de relaxare a
retelelor, caracterului superabsorbant si a capacitatii de incapsulare a polifenolilor;

= S-a demonstrat cd mecanismul de eliberare al polifenolilor este dependent de compozitia
hidrogelurilor, iar acesta poate fi controlat relativ usor prin schimbarea caracteristicilor
materialelor, mai ales prin modificarea dimensiunii si interconectivitatii porilor;

= Testele in vitro au validat biocompatibilitatea hidrogelurilor atat in forma nativa, cat si
dupa incorporarea de polifenoli si au dovedit ca incapsularea cu succes a acestor compusi
bioactivi determind o activitate antiinflamatorie aditionala celei furnizate de dextran;

= S-a dovedit ca aceste hidrogeluri, prin capacitatea lor de a elibera controlat si sustinut
compusii bioactivi, prezintda un potential considerabil de a facilita si chiar accelera

vindecarea ranilor, prin inhibarea procesului de inflamatie.

Compozitie si procedeu de obtinere a unor materiale superabsorbante pe baza de
celuloza si pullulan

= Au fost preparate cu succes sapte hidrogeluri pe bazd de celuloza si pullulan, prin
varierea raportului gravimetric dintre cei doi biopolimeri, fapt ce a condus la un control
ridicat al morfologiei si uniformitatii probelor si o expandare a arhitecturii poroase;

= S-a evidentiat cd o crestere a continutului de pullulan imbunatateste atat flexibilitatea, cat
si hidrofilia materialelor obtinute si permite obtinerea unor hidrogeluri superabsorbante;

= Biocompatibilitatea formularilor a fost validata prin teste in vitro, fiind demonstrata
dependenta acesteia de compozitia Sistemelor (incorporarea de pullulan a determinat
cresterea viabilitdtii matricilor poroase tridimensionale) si de concentratia de material
testat;

» S-a demonstrat ca hidrogelurile superabsorbante si biocompatibile obtinute pot fi utilizate

cu succes ca matrici suport pentru inglobarea si eliberarea controlata a principiilor active.

Teza de doctorat intitulatd “Obtinerea si caracterizarea morfologica a unor geluri
polimere complexe pentru aplicatii biomedicale” are 232 pagini repartizate in noud capitole,
care includ 30 tabele, 63 figuri, 6 scheme, 10 ecuatii si 479 note bibliografice.

Activitatea de cercetare desfasurata pe parcursul stagiului de doctorat a dus la obtinerea
unor rezultate originale care au fost diseminate sub forma de trei articole stiintifice publicate,
respectiv un articol trimis spre publicare in reviste internationale cotate ISI, 0 cerere de brevet,
doui capitole de carte la edituri internationale, precum si o serie de participari la manifestari

stiintifice nationale si internationale, sub forma de sase postere si cinci comunicéri orale.
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ACTIVITATE STIINTIFICA

Articole publicate Tn reviste indexate 1SI

D. Rusu, D. Ciolacu, B. C. Simionescu, Cellulose-based hydrogels in tissue engineering
applications, Cellulose Chemistry and Technology, 53(9), 907-923, 2019. https://doi.org/
10.35812/CelluloseChemTechnol.2019.53.88 (Flg22 = 1,3).

D. Ciolacu, D. Rusu, R. N. Darie-Nita, D. Timpu, F. Ciolacu, Influence of gel stage
from cellulose dissolution in NaOH-water system on the performances of cellulose
allomorphs-based hydrogels, Gels, 8(7), 410, 2022. https://doi.org/10.3390/gels8070410
(Fla022 = 4,6).

R. Nicu, D. Ciolacu, A. R. Petrovici, D. Rusu, M. Avadanei, A. C. Mihaila, E. Butoi, F.
Ciolacu, 3D matrices for enhanced encapsulation and controlled release of anti-
inflammatory bioactive compounds in wound healing, International Journal of
Molecular Sciences, 24(4), 4213, 2023. https://doi.org/10.3390/ijms24044213 (Flp2 =
5,6).

D. Ciolacu, R. Nicu, D. Rusu, D. Suflet, R. N. Darie-Nita, N. Simionescu, G. Cazacu, F.
Ciolacu, Promising antimicrobial cellulose - modified lignin hydrogels as matrices for
wound care management, trimis spre publicare in Pharmaceutics 2023 (Fl22 = 5,4).

Capitole in carti publicate in strainatate

D. Rusu, D. Ciolacu, Cellulose-based hydrogels: design, structure-related properties, and
medical applications, in: Pulp Production and Processing: High-Tech Applications, V.I.
Popa Ed., De Gruyter, Berlin, Germania, 10, 287-315, 2020. https://doi.org/10.1515/
9783110658842-010

D. Rusu, D. Ciolacu, R. Vlase, Morphological aspects of sustainable hydrogels, n:
Sustainability of biomass through bio-based chemistry, V.I. Popa Ed., CRC Press, Boca
Raton, SUA, 201-228, 2021. https://doi.org/10.1201/9780429347993-8

Cerere de brevet
D. Ciolacu, D. Rusu, Compozitic si procedeu de obtinere a unor materiale

superabsorbante pe baza de pullulan; OSIM A 00160/ 12.03.2019

Lucrari publicate in extenso in volume ale unor manifestari stiintifice

D. Ciolacu, D. Rusu, F. I. J. Pastor, Cellulose hydrogels for tissue engineering, The 23th
International Conference of Inventics INVENTICA 2019, 26-28 iunie 2019, Iasi, 46-51,
20109.

D. Rusu, D. Ciolacu, Hydrogel matrices based on polysaccharides: design-morphology
relationship, The 23th International Conference of Inventics INVENTICA 2019, 26-28
iunie 2019, Iasi, 59-67, 2019.
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Comunicari prezentate la manifestari stiintifice

D. Ciolacu, D. Rusu, T. Budtova, The influence of drying method on cellulose-based
porous materials, The XXI1" International Scientific Conference INVENTICA 2018, lasi,
28-29 iunie 2018.

D. Rusu, D. Ciolacu, New porous materials from natural polymers, The X1
International Scientific Conference INVENTICA 2018, Iasi, 28—29 iunie 2018.

D. Rusu, G. Gavril, D. Peptanariu, T. Budtova, D. Ciolacu, Structural and morphological
characterization of cellulose-based hydrogels, 4th International Conference on Chemical
Engineering, lasi, 31 octombrie—02 noiembrie 2018.

D. Ciolacu, D. Rusu, F. I. J. Pastor, Cellulose hydrogels for tissue engineering, The 23th
International Conference of Inventics INVENTICA 2019, Iasi, 26—28 iunie 2019.

D. Rusu, D. Ciolacu, Hydrogel matrices based on polyssacharides: design-morphology
relationship, The 23th International Conference of Inventics INVENTICA 2019, Iasi, 26—
28 iunie 2019.

Postere prezentate la manifestari stiintifice

D. Rusu, D. Ciolacu, Cellulose-based hydrogels: design, synthesis and morphological
aspects, Conferinta Facultatii de Chimie, lasiChem 2018, lasi, 25-26 octombrie 2018.

D. Rusu, D. Ciolacu, Preparation, characterization and biocompatibility evaluation of
cellulose-based hydrogels, The 13th International Symposium of Cosmetic and Aromatic
Products, Iasi, 4-7 iunie 20109.

D. Ciolacu, D. Rusu, Procedure and composition for preparation of superabsorbent
materials based on pullulan, The 23th International Exhibition of Inventics INVENTICA
2019, Iasi, 26-28 iunie 2019.

D. Rusu, F. Ciolacu, D. Ciolacu, Hidrogeluri superabsorbante ranforsate cu nanocristale
de celuloza, Zilele Academice Iesene, A 27-a Sesiune de Comunicari Stiintifice a
Institutului de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” lasi, Progrese in stiinta
compusilor organici si macromoleculari, lasi, 2—4 octombrie 2019.

D. Ciolacu, G. Cazacu, D. Rusu, Procedure and composition for preparation of
superabsorbent materials, The 24th International Exhibition of Inventics INVENTICA
2020, lasi, 29-31 iunie 2020.

D. Rusu, R. N. Darie-Nita, D. Ciolacu, Rheological aspects on cellulose-based
hydrogels, International Conference on Rheology, Understanding the Viscoelastic
Behavior of Materials — Progress and Challenges, Iasi, 26 mai 2022.

Proiecte de cercetare cu finantare nationala

. Matrici hidrofile inovatoare pe baza de biopolimeri cu proprietati proiectate pentru
aplicatii medicale (MATINOV), Contract PN-II-RU-TE-2014-4-0558, durata: 2015-
2017; director proiect: D. Ciolacu.
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2. Aero- si criogeluri pe baza de biopolimeri - materiale versatile pentru aplicatii medicale
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Ciolacu.

Stagii scurte de cercetare

1. Mines ParisTech, Centre de Mise en Forme des Materiaux, Sophia Antipolis, Franta,
Cooperare bilaterala Romania-Franta, Proiect: Aero- and cryo biogels as versatile
materials for biomedical applications (BIOGELS), Dr. T. Budtova, 24 octombrie-21
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2. Mines ParisTech, Centre de Mise en Forme des Materiaux, Sophia Antipolis, Franta,
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