
RAPORT STIINTIFIC  SI TEHNIC  

privind  

OBTINEREA DE HIDROGELURI PE BAZA DE  

CHITOOLIGOZAHARIDE SI ACID 2 -FENILFORMILBORONIC  

  

A doua etapa a proiectului Hidrogeluri pe baza de chitooligozaharide pentru co-eliberarea 

unor agenti antivirali si antifungici si-a propus sinteza si caracterizarea de hidrogelur i pe baza de 

chitooligozaharide (CHOS), sintetizate si selectate in prima etapa a proiectului, si acid 2-

fenilformilboronic (2-FPBA), prin implementarea a zece activitati conform anexei II din contractul 

de finantare.  

 

A2.1 Sinteza hidrogelurilor  

 Au fost sintetizate sase serii de hidrogeluri, fiecare continand trei hidrogeluri, prin reactia de 

condensare acida a CHOS cu grade de polimerizare diferite cu 2-FPBA (Fig. 1 a,b).  

 

 

Fig. 1. Demersul sintetic pentru obtinerea hidrogelurilor (a) si imaginea hidrogelurilor obtinute (b) 

 

Pentru a atinge grade diferite de reticulare, au fost utilizate trei rapoarte molare ´ntre grupŁrile 

funcἪionale aminŁ ale chitooligozaharidelor Ἠi functiunea aldehidŁ a 2-FPBA pentru fiecare CHOS: 

1/1; 1,5/1 Ἠi 2/1 (Tabel 1). De exemplu, procedura experimentalŁ pentru hidrogelurile obἪinute din 

CHOS Ἠi 2-FPBA, cu un raport molar NH2/CHO de 1/1 a fost urmŁtoarea: 60 mg CHOS au fost 

dizolvate ´n 1,5 ml apŁ Ἠi 7,5 ɛL acid acetic. pH-ul soluἪiei a fost 6,4. DupŁ dizolvare, s-a adŁugat o 

soluἪie de 45,77 mg 2-FPBA ´n (1,5 ml apŁ + 2 ml etanol + 7,5 ɛL acid acetic) sub agitare la 750 

 
a) 

 
b) 

Scheme 1. The synthetic pathway for hydrogels obtaining (a) and picture of the hydrogels during 

the inverted tube test (b) 



rot/min, la 25 oC. Ċn mai puἪin de 5 minute, s-a format un hidrogel. AceeaἨi procedurŁ experimentalŁ 

a fost aplicatŁ si atunci c©nd s-a folosit un raport molar diferit intre cele doua functiuni ale reactantilor.  

 

Tabel 1 

Compozitia hidrogelurilor sintetizate 

Probe 

m 

CHOS 

(mg) 

Vapa* 

(mL)  

V  acid 

acetic * 

(ɛL)  

m2-

FPBA 

(mg) 

Vapa**  

(mL)  

Vetanol 

(ɛL) 

V acid 

acetic** 

(ɛL) 

Raport molar 

NH2/CHO  

Timp de 

gelifiere (min) 

CHOS20-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 10 

CHOS20-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 15 

CHOS20-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 120 

CHOS30-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 10 

CHOS30-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 15 

CHOS30-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 120 

CHOS40-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5 

CHOS40-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10 

CHOS40-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 60 

CHOS50-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5 

CHOS50-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10 

CHOS50-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 60 

CHOS75-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5 

CHOS75-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10 

CHOS75-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 60 

CHOS100-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5 

CHOS100-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10 

CHOS100-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 20 

*cantitate utilizata pentru a solubiliza CHOS 

**cantitate utilizata pentru a solubiliza aldehida 

 

A2.2 Liofilizarea hidrogelurilor  

 Cu scopul de a caracteriza hidrogelurile sintetizate din punct de vedere supramolecular si 

morfologic, acestea au fost liofilizate, conducand la obtinerea de xerogeluri. In prealabil, 

hidrogelurile au fost inghetate in azot lichid iar liofilizarea s-a facut utilizand un liofilizator Labconco, 

la 54 oC si 1,510 mbar, timp de 24 de ore.  

 

A2.3 Caracterizarea structurala a hidrogelurilor si xerogelurilor  

Caracterizare structurala prin RMN 

Spectrele RMN au fost inregistrate cu un Spectrometru Bruker Avance DRX 400 MHz 

(Bruker, Germania). Pentru inregistrarea spectrelor 1H-RMN, hidrogelurile au fost preparate in apa 

deuterata direct in tuburi de RMN.  

Ċn toate cazurile, ´n spectrele hidrogelurilor a apŁrut deplasarea chimicŁ corespunzŁtoare 

protonului iminŁ la 8,6 ppm, dar Ἠi deplasarea chimicŁ a protonului aldehidic la 9,94 ppm (Fig. 2 a,b). 

Aceasta este o consecinἪŁ a reversibilitŁἪii reacἪiei de iminare ´n mediu acid, fiind atinsa o stare de 

echilibru (Yu et al., 2021). De asemenea, in spectrele 1H-RMN s-au observat Ἠi semnalele 



caracteristice protonilor corespunzŁtori CHOS, ca un pic intens între 3,6-4 ppm, unul la 3,1 ppm 

corespunzŁtor protonului H2 vecin cu unitŁἪile aminŁ Ἠi picuri mai de intensitate mica la 5,4; 4,4; 4,2 

Ἠi 4,1 ppm corespunzŁtoare protonilor din unitatea terminalŁ de 2,5-D-manofuranozŁ. 

Raportul dintre integralele protonilor H2 Ἠi iminŁ a permis estimarea gradului de iminare al 

oligomerilor. AἨa cum era de aἨteptat, s-a obἪinut un grad de substituἪie mai mare c©nd s-a folosit o 

cantitate mai mare de aldehidŁ, ating©nd valori de 30,8% Ἠi 26,4% pentru CHOS20-1 Ἠi CHOS20-

1,5, în timp ce pentru CHOS20-2 gradul de substituἪie a fost de 19,5%. Se poate observa, de 

asemenea, cŁ gradele de polimerizare mai mici ale oligomerilor au favorizat un grad mai mare de 

substituἪie. Ċn acele cazuri, v©scozitatea sistemului a fost mai micŁ, iar grupŁrile amino au fost mai 

susceptibile la iminare. De aceea, ´n cazul hidrogelurilor pe bazŁ de CHOS50 s-au obŞinut grade de 

iminare mai mici, între 22,4% pentru CHOS50-1 ĸi 15,7% pentru CHOS50-2. 
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Fig. 2 Spectre RMN ale hidrogelurilor (a,b) si spectre FTIR pentru probe reprezentative de xerogel 

(c) 



Caracterizare structurala prin FTIR 

 Spectrele ATR-FTIR au fost inregistrate cu un Spectrometru Bruker Vertex 70 (Ettligen, 

Germania) in zona 4000-600 cm-1.   

Spectroscopia FTIR a fost utilizatŁ pentru a evalua modificŁrile structurale care au apŁrut ´n 

CHOS dupŁ reacἪia cu 2-FPBA. Ċn spectrele xerogelurilor a apŁrut o nouŁ bandŁ la 1628 cm-1, 

corespunzŁtoare vibraἪiei de ´ntindere a gruparii imina nou formate (Fig. 2c) (Ailincai, Porzio & 

Marin, 2020) (Iftime & Marin, 2018). Mai mult, in spectrele FTIR a fost observata aparitia unei noi 

benzi la 1560 cm-1, datoratŁ vibraἪiilor de schelet ale legŁturilor C=C din unitatile de 2-FPBA. 

PrezenἪa 2-FPBA a fost confirmatŁ Ἠi de benzile de la 760 cm-1, corespunzŁtoare legaturii B-OH. În 

comparaἪie cu spectrele RMN s-a remarcat faptul cŁ semnalul aldehidei nu mai este prezent, cel mai 

probabil deoarece echilibrul de reacἪie a fost deplasat cŁtre produsi în timpul liofilizŁrii. 

 Mai mult, spectroscopia FTIR a indicat unele modificŁri ´n arhitectura supramolecularŁ a 

oligomerilor, datoritŁ prezenἪei unitatilor de 2-FPBA. Analizând regiunea spectralŁ 3750ï2750 cm-1, 

in care apar vibraἪiile de ´ntindere ale grupŁrilor aminŁ Ἠi hidroxil (Marin et al., 2015), ´n cazul CHOS 

s-a observat o bandŁ largŁ cu doua maxime: la ~3240 si 3400 cm-1. În spectrele xerogelurilor, a avut 

loc o deplasare a acestora catre numere de undŁ mai mari, suger©nd unele modificari în mediul 

legŁturilor de hidrogen. Foarte probabil, din cauza iminŁrii, are loc o paralelizare a lanἪurilor, duc©nd 

la formarea de noi legŁturi de hidrogen intermoleculare (Marin et al., 2014). Pe de altŁ parte, maximul 

corespunzŁtor legŁturilor de hidrogen intramoleculare este de asemenea deplasat, datoritŁ apariἪiei 

unor noi legŁturi de hidrogen intramoleculare. Analiz©nd structura derivaἪilor de imino-oligochitosan 

formaἪi, se poate observa cŁ grupŁrile hidroxil din inelul aromatic al 2-FPBA pot forma noi legŁturi 

intramoleculare de hidrogen cu atomul de azot bogat ´n electroni din legŁtura iminŁ (Adamczyk-

WoŦniak Ἠi colab., 2012). 

 Toate aceste date au demonstrat cŁ hidrogelarea este o consecinἪŁ at©t a iminŁrii, c©t Ἠi a 

formŁrii de noi legŁturi de hidrogen, atât intra- c©t Ἠi intermoleculare. 

 

A2.4 Caracterizare morfologica 

 Caracterizarea morfologica a hidrogelurilor obtinute a fost realizata prin microscopie 

electronica de baleiaj (SEM), utilizand un Microscop SEM-EDAX-Quanta 200 (Eindhoven, 

Germania) iar imaginile obtinute au fost procesate utilizand programele Image J si Origin Pro 8. 

Masuratorile au fost facute pe xerogelurile obtinute in urma liofilizarii hidrogelurilor (Fig. 3).  
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Fig. 3 Imagini SEM ale unor xerogeluri reprezentative si histogramele obtinute in urma prelucrarii 

imaginilor SEM 

 

Toate xerogelurile au prezentat o morfologie de tip burete (Fig. 3), cu pori micrometrici bine 

definiti. Hidrogelurile pe baza de CHOS cu grade de polimerizare mai mici au prezentat a morfologie 

mai uniformŁ cu pori caracterizaἪi prin polidispersitate mai scŁzutŁ, confirmatŁ de valorile abaterii 

standard (Fig. 3). DupŁ cum era de aἨteptat, morfologia hidrogelurilor reticulate cu cantitŁŞi mai mari 

de aldehidŁ a fost mai compactŁ, cu pori mai mici, atribuiἪi unei densitŁἪi mai mari a nodurilor de 

reticulare. 

 

A2.5 Determinarea comportamentului la umflare 

Comportamentul la umflare al hidrogelurilor a fost evaluat ´n apŁ Ἠi PBS (pH=7,4), pentru 

probe reprezentative (Fig. 4). Gradul masic de umflare la echilibru (MES) a fost legat de porozitatea 

hidrogelurilor, cele cu pori mai mari prezentând o capacitate mai mare de a se umfla. Prin urmare, 

MES-ul a crescut odatŁ cu creἨterea lungimii lanἪurilor de oligomeri, ating©nd un maxim pentru 

CHOS75-2, ~25% ´n apŁ Ἠi ~9% ´n PBS Ἠi odatŁ cu scŁderea gradului de iminare. Ċn toate cazurile, 

MES-ul a fost atins dupŁ 8 ore atât în apŁ, c©t Ἠi ´n PBS. Valorile MES ´n apŁ (Fig. 4a) au fost mult 

mai mari decât în PBS (Fig. 4b), probabil datoritŁ insolubilitŁἪii CHOS ´n pH alcalin Ἠi conἪinutului 

ridicat de sŁruri al soluἪiei de PBS (Phil et al., 2018). 



 

Fig. 4 Valorile MES pentru unele probe reprezentative ´n a) apŁ ѽi b) PBS 

 

A2.6 Caracterizare supramoleculara 

Este cunoscut faptul cŁ hidrogelarea chitosanului cu monoaldehide este guvernatŁ de 

autoasamblarea derivaἪilor amfifili de imino-chitosan datoritŁ segregŁrii hidrofil-hidrofobe în 

arhitecturi supramoleculare tridimensionale (Ailincai, Porzio, et al., 2020; Olaru et al., 2018). Prin 

urmare, pentru a avea un indiciu asupra structurii supramoleculare a hidrogelurilor, acestea au fost 

analizate prin microscopie optica in lumina polarizata (POM) Ἠi difractie de raze X la unghi larg 

(WXRD) utilizand un microscop Leica DM2500 (Hamburg, Germania) si respectiv un Difractometru 

Rigaku Miniflex 600 cu emisie de CuKŬ. Determinarile au fost facute pe xerogelurile obtinute in 

urma liofilizarii. 

Difractogramele CHOS au prezentat aceeasi forma ca Ἠi chitosanul, semn al caracterului lor 

semicristalin. Difractogramele xerogelurilor au prezentat trei benzi de difracἪie, suger©nd o 

arhitecturŁ supramolecularŁ stratificatŁ, aἨa cum s-a raportat anterior pe hidrogelurile pe bazŁ de 

chitosan Ἠi monoaldehide (Ailincai et al., 2016). 

Imaginile POM au demonstrat cŁ toate hidrogelurile au prezentat birefringenἪŁ sub luminŁ 

polarizatŁ (Fig. 5), indic©nd un grad ridicat de ordonare la nivel supramolecular, aἨa cum este 

reprezentat schematic în Fig. 5f. Datele POM au fost confirmate de capacitatea hidrogelurilor de a 

emite luminŁ, sub iluminare cu o lampa UV. Ċn comparaἪie cu lumina albastrŁ emisŁ de soluἪia de 

oligomeri (Fig. 5e), hidrogelurile au emis luminŁ alb-albŁstruie, atribuitŁ organizŁrii supramoleculare 

(Ailincai & Marin, 2021; Iftime et al., 2017). 
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Figure 6. The mass equilibrium swelling for some representative samples in a) water and b) PBS 
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Fig. 5 Imagini POM reprezentative (a-d), emisia hidrogelurilor sub iluminare cu lampa UV (e), 

reprezentare schematicŁ a arhitecturii supramoleculare a hidrogelurilor (f) ѽi difractograme de 

raze X pentru probe reprezentative (g) 

 

A2.7 Caracterizare reologica 

Comportamentul vasco-elastic al hidrogelurilor a fost analizat utilizand un Reometru 

MCR302 Anton-Paar GmbH cu sistem Peltier pentru controlul temperaturii. Testele de baleiaj de 

amplitudine au indicat comportamentul de gel al probelor studiate, cu valori ale modulului elastic 

(Gô) peste cele ale modulul vascos (Gôô), pentru toate probele studiate (Fig. 6).   

 

Fig 6. Evolutia parametrilor Gô si Gôô in functie de forta de forfecare la temperatura de 37 oC 

(w=10 radẗsī1) 

  

Figure 5. The evolution of Gô and Gôô as a function of shear stress, t, for some representative 

hydrogels obtained for a molar ratio of (a) 2 and (b) 1 of the reagentsô functionalities at 37̄ C (w=10 

radẗsī1). 



Parametrii reologici Gô, Gò Ἠi energia de coeziune au crescut odatŁ cu creἨterea gradului de 

polimerizare al oligomerilor. Astfel, valorile Gô Ἠi Gò au crescut cu aproximativ un ordin de mŁrime 

prin creἨterea gradului de polimerizare de la 14 (CHOS20) la 51 (CHOS100) (Tabelul 2). LegŁturile 

chimice suplimentare, stabilite ´ntre lanἪurile CHOS prin creἨterea cantitŁἪii de 2-FPBA, au 

determinat creἨterea valorilor Gô Ἠi Gò (Tabelul 2). Pe de alta parte, teste reologice suplimentare au 

demonstrat caracterul tixotrop al hidrogelurilor, o caracteristica importanta a acestora in vederea 

aplicarii  (Tabel 2).  

 

Tabel 2.  

Parametrii reologici pentru probele studiate 

Sample tl 

(Pa) 

gl 

(%)  

tc 

(Pa) 

Ec 

(JÖm-3) 

Gôa 

(Pa) 

Gòa 

(Pa) 

Grad de revenireb  

(%)  

CHOS20-2 2.3 15.8 9.9 1772.4 14.7 3.3 100 

CHOS30-2 5.2 9.9 45.5 2569.7 53 3.8 98.7 

CHOS40-2 8.4 9.8 37.5 4153.4 86.4 7.8 99.2 

CHOS50-2 8.9 6.3 79.1 2817.9 147 7.9 88.0 

CHOS75-2 16.2 3.9 131 3215.2 433 22.7 80.0 

CHOS100-2 28.4 3.7 211 5626.6 756 40.8 82.7 

CHOS40-1 24.7 6.3 74.8 7739.6 414 38.1 100 

CHOS75-1 36 3.9 102 7076.6 1040 84.7 84.8 
a Gôsi Gò la 10 rad/s si 1Pa; 

b determinat dupa 300 s de la indepartarea stresului;  

 

A2.8 Evaluarea in vitro a degradarii enzimatice 

Probe reprezentative au fost supuse degradarii enzimatice in prezenta lizozimei, la pH 

fiziologic si 37 oC. Probele supuse degradarii enzimatice au fost pe baza de CHOS cu grade diferite 

de polimerizare, fiind cunoscut faptul ca masa moleculara a CHOS este principalul parametru care 

influenteaza degradarea. O probŁ de referinἪŁ a fost supusŁ degradŁrii hidrolitice ´n soluἪie de PBS 

fŁrŁ lizozimŁ. Rezultatele au fost evaluate ´n termeni de pierdere de masŁ prin mŁsurŁtori gravimetrice 

Ἠi modificŁri morfologice prin SEM (Fig. 7). 

      

                                                                                         CHOS50-1, 21 zile           CHOS50-1, 21 zile (PBS) 


