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INTRODUCERE

Societatea contemporana este marcata de o preocupare globala tot mai intensa pentru
protectia mediului si sandtatea umand, factori care impun reconsiderarea materialelor utilizate in
industrie, biomedicind si alte domenii conexe. In acest sens, dezvoltarea de materiale polimerice
sustenabile si multifunctionale a devenit o prioritate strategica la nivel international.

Desi polimerii sintetici au revolutionat numeroase industrii, de la medicina, industria auto
si aerospatiald pana la electronica, ambalaje si alimentatie, acestia sunt, In mare parte,
nedegradabili si contribuie la poluarea mediului. Aceste limitari au impus reorientarea cercetarii
stiintifice catre identificarea unor alternative ecologice, in special biopolimeri, care sa ofere
performante functionale similare sau superioare celor ale polimerilor conventionali. Din aceasta
perspectiva, tema de cercetare propusa in aceasta teza este motivata de necesitatea urgenta de a
identifica solutii alternative bazate pe biopolimeri, cu performante functionale comparabile sau
superioare celor sintetici.

Chitosanul, un derivat al chitinei, se evidentiaza drept unul dintre cei mai promitatori
astfel de compusi, datoritd unui profil functional complex: biodegradabilitate, biocompatibilitate,
lipsa de toxicitate, activitate antimicrobiand, antifungica, hemostatica, imunomodulatoare si
antioxidanta. Aceste proprietati il recomanda pentru aplicatii variate in domeniul biomedical,
biotehnologic, alimentar sau in realizarea de ambalaje ecologice. Interesul crescut fatd de chitosan
este confirmat de numeroase publicatii stiintifice, proiecte internationale si aplicatii industriale in
continud expansiune. Din punct de vedere istoric, chitosanul a fost obtinut pentru prima data in
anul 1859 de catre Charles Marie Benjamin Rouget, prin tratarea chitinei cu hidroxid de potasiu,
rezultand un derivat solubil in acid, denumit initial ,,chitine modifié¢e”. Termenul de ,,chitosan” a
fost oficializat ulterior, in 1894, de Felix Hoppe-Seyler. Desi potentialul sau a fost recunoscut
inca din primele decenii ale secolului XX, dezvoltarea sa a fost incetinitd de dominatia polimerilor
sintetici. Incepand cu anii 1970, constientizarea impactului negativ al acestora asupra mediului a
determinat reevaluarea si valorificarea proprietatilor unice ale chitosanului.

Odata cu cresterea cererii pentru materiale ecologice, s-a accentuat si interesul pentru
materialele multifunctionale, capabile sd indeplineascd simultan mai multe functii Intr-o singura
aplicatie. In acest cadru, modificarea chimicii a chitosanului la nivelul gruparilor hidroxil si
amina reactive, a devenit o strategie eficienta de imbunatatire a performantelor sale. Reactia cu
diverse aldehide sau cetone duce la formarea de baze Schiff (legaturi imina dinamice),
generand materiale inteligente, capabile sa raspunda la stimuli externi precum pH, temperatura
sau lumina.

Printre materialele bazate pe derivati iminici ai chitosanului, cele mai studiate sunt: (i)
hidrogelurile, care pot retine cantitdti mari de apa si 1s1 mentin stabilitatea structurala, fiind ideale
pentru aplicatii precum regenerarea tisulara, eliberarea controlata de medicamente sau vindecarea
ranilor; (i7) nanofibrele, obtinute prin tehnici precum electrofilarea, care oferd o suprafata
specificd mare si porozitate ajustabila, calitati esentiale in pansamente, biosenzori, membrane de
filtrare sau purificarea apei; (7ii) acoperirile functionale, in special cele comestibile, utilizate in
industria alimentara ca alternative sustenabile la ambalajele sintetice, oferind protectie Impotriva
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contamindrii microbiene si prelungind prospetimea produselor perisabile. Astfel, materialele pe
baza de derivati iminici ai chitosanului, prin versatilitatea lor structurala si functionala, detin
un potential remarcabil in medicina regenerativd, biotehnologie, agricultura si industria
alimentara, sustinand tranzitia globala catre tehnologii durabile, eficiente si prietenoase cu
mediul.

In cadrul acestui context stiintific si tehnologic, teza de doctorat intitulata ,,Dezvoltare de
materiale multifunctionale pe baza de derivati iminici de chitosan” se inscrie intr-o directie de
cercetare actuala, interdisciplinara si strategicd, atat la nivel international cat si national.

Ipoteza de cercetare porneste de la premisa cd modificarea chimica a chitosanului prin
reactii de iminare cu aldehide bioactive poate conduce la obtinerea de materiale inteligente,
dinamice si multifunctionale, capabile sd raspunda la stimuli externi si sd asigure o eliberare
controlata a substantelor active, cu aplicatii in vindecarea ranilor si ambalaje alimentare active.

Pe baza acestei ipoteze, obiectivele stiintifice ale lucrdrii au fost urmatoarele: O1-
Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri supramoleculare pe bazd de derivati iminici ai
chitosanului, cu potential in tratamentul ranilor; O2- Dezvoltarea de nanofibre functionalizate
pentru aplicatii medicale, cu accent pe activitatea antimicrobiana si biocompatibilitate; O3-
Formularea de acoperiri functionale antimicrobiene pentru ambalaje pe baza de hartie celulozica,
destinate industriei alimentare.

Teza este organizata in doua parti principale si cuprinde cinci capitole. Partea I contine
Capitolul 1, care ofera o trecere succinta in revista a literaturii de specialitate privind chitosanul,
modificarile sale chimice, precum si principalele metode de sinteza, proprietatile si aplicatiile
celor mai reprezentative materiale pe bazd de chitosan si derivatii lor iminici. Partea a-II-a
prezintd rezultatele cercetarii proprii si include Capitolele 2, 3, 4 impreuna cu Capitolul 5, in
care sunt detaliate materialele, metodele de sinteza si caracterizare, echipamentele utilizate, cat si
datele experimentale suplimentare.

Capitolul 1 este structurat in cinci subcapitole, fiecare tratdnd aspecte importante privind
chitosanul si derivatii sdi. Subcapitolul 1 oferd o prezentare generald a chitosanului,
concentrandu-se pe proprietatile sale fizico-chimice, asa cum sunt evidentiate in date recente de
literatura, precum si pe principalele strategii utilizate pentru modificarea structurald a acestuia.
Subcapitolul 2 exploreazd modificarea chitosanului prin reactii de iminare, prezentand elemente
generale de chimie a iminelor, natura reversibild a legdturilor de tip imina si modalitétile de
valorificare a comportamentului lor dinamic. Subcapitolele 3, 4 si S trec in revista literatura de
specialitate privind metodele de obtinere a hidrogelurilor, nanofibrelor si acoperirilor pe baza de
chitosan, punand accent pe proprietatile acestora si pe aplicatiile potentiale in diverse domenii.

Capitolul 2 este dedicat obtinerii si caracterizarii unor hidrogeluri supramoleculare
dinamice pe bazd de iminochitosan si este structurat in doud subcapitole: (i) dezvoltarea unui
hidrogel obtinut prin reticularea chitosanului cu aldehida boronica, evaluat pentru potentialul sau
in tratamentul ranilor; (ii) elaborarea unor hidrogeluri hibride pe baza de chitosan, in care doi
agenti bioactivi sunt incorporati prin legdturi reversibile de tip imind, vizadnd aplicatii in
vindecarea ranilor. Primul subcapitol are ca obiectiv specific evaluarea degradarii enzimatice a
hidrogelului in functie de pH, simuland compozitia variabild a exudatului in timpul procesului de
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vindecare a plagilor. Al doilea subcapitol exploreaza o abordare noud in chimia hidrogelurilor pe
bazda de chitosan: reticularea chitosanului cu doud aldehide bioactive si impactul asupra
mecanismului de hidrogelare, morfologiei si functionalitatii hidrogelurilor obtinute.

Atat hidrogelul reticulat cu aldehida boronica, cét si hidrogelurile hibride, obtinute prin
utilizarea unui amestec echimolar de cate doua aldehide: salicilaldehida, 4-hidroxibenzaldehida,
vanilind, piperonal, citral si aldehida boronica au fost caracterizate din punct de vedere structural,
supramolecular si morfologic. In vederea validarii potentialului lor de aplicare in domeniul
medical a fost evaluata degradarea enzimatica in medii cu pH variabil pentru a corela stabilitatea
hidrogelurilor cu etapele fiziologice ale vindecarii ranilor, activitatea antimicrobiand si
antioxidanti, precum si biocompatibilitatea demonstrata prin teste in vitro. In plus, a fost evaluata
reversibilitatea legaturii imind, corelarea cu eliberarea treptata a aldehidelor bioactive, si influenta
asupra functionalitatii hidrogelurilor.

Capitolul 3 prezinta obtinerea si caracterizarea unor noi materiale multifunctionale de tip
nanofibre pe bazi de derivati iminici ai chitosanului, cu proprietiti functionale imbunatitite. In
acest scop, nanofibrele de chitosan au fost functionalizate prin reactia de condensare utilizind un
amestec de doua aldehide bioactive, aldehida boronica si citral, in proportii variate. Materialele
obtinute au fost caracterizate din punct de vedere al compozitiei si morfologiei si au fost evaluate
fortele dintre componentele fibrelor care au un rol esential asupra proprietdtilor acestora. De
asemenea, au fost investigate proprietdti relevante pentru aplicarea lor ca pansamente
biodegradabile destinate tratamentului ranilor: capacitatea de umflare, activitatea antimicrobiana,
cinetica de eliberare a aldehidelor si biocompatibilitatea in vitro.

Capitolul 4 prezintd obtinerea unor noi formulari pe baza de citril-imino-chitosan cu
activitate antimicrobiand, dezvoltate in vederea utilizarii ca acoperiri functionale pentru ambalaje
realizate din hartie celulozica. Formularile au fost sintetizate prin reactia de iminare dintre
chitosan si citral, un compus ales datorita proprietatilor sale antimicrobiene si hidrofobe, ce pot
contribui la imbunatatirea rezistentei la apa a suportului celulozic. Materialele obtinute au fost
caracterizate din punct de vedere structural, morfologic si termic, utilizind metode analitice
specifice. O atentie deosebita a fost acordatd investigarii impactului acoperirii hartiei asupra
modificarilor proprietdtilor mecanice si de barierd, urmatd de evaluarea eficientei formularilor n
prelungirea duratei de valabilitate a produselor alimentare, prin efectuarea unor teste functionale
relevante pe un aliment model.

Capitolul 5 prezinta partea experimentald, care include metodele de preparare a
hidrogelurilor, fibrelor si acoperirilor pe bazd de derivati iminici ai chitosanului, precum si
materialele, echipamentele si tehnicile utilizate in desfasurarea studiilor. De asemenea, sunt
incluse spectrele, figurile si tabelele cu date suplimentare care sustin si completeaza rezultatele
obtinute si prezentate 1n capitolele 2, 3 si 4.

Teza de doctorat propusa reprezintd o contributie semnificativd si de actualitate in
domeniul stiintei materialelor si In domeniul biomedical, prin explorarea si dezvoltarea de
materiale multifunctionale cu proprietati remarcabile sub forma de hidrogeluri, nanofibre si
acoperiri. Noutatea si importanta acestei lucrari rezidd in abordarea sa unicd, care combina trei
elemente cheie:



In primul rand, utilizarea chitosanului ca polimer de bazi. Fiind un biopolimer
biocompatibil si biodegradabil, chitosanul reprezintd un punct de plecare excelent pentru designul
unor materiale pentru aplicatii medicale, minimizand riscul de respingere si promovand integrarea
naturald 1n tesuturi. Aceasta alegere strategica subliniazd orientarea tezei catre solutii sigure si
eficiente pentru sandtate.

In al doilea rand, inovatia majord constd in utilizarea de aldehide biologic active in
structura materialelor sintetizate. Aldehidele selectate in cadrul studiilor prezentate in teza nu sunt
alese intamplator; ele detin proprietdti esentiale, precum activitate antimicrobiana si/sau
antioxidanta, fiind totodata biocompatibile. Aceastd abordare duala, utilizata in Capitolele 2 si
3 este vitald in contextul clinic, unde infectiile si stresul oxidativ sunt factori majori care pot
compromite procesul de vindecare. In Capitolul 4, alegerea citralului se bazeaza pe caracterul siu
hidrofob, care contribuie la imbunatatirea rezistentei la apd a suportului celulozic. Prin integrarea
acestor agenti activi, sistemele obtinute capata un rol terapeutic extins, depdsind simpla functie
de suport fizic.

In al treilea rand, elementul definitoriu al acestei teze este formarea legiturilor iminice
reversibile intre chitosan si aldehide. Aceastd chimie dinamica permite nu doar obtinerea unor
materiale inteligente si adaptabile, dar si o eliberare controlata si sustinuta a aldehidelor la
locul de actiune. Reversibilitatea legaturilor iminice contribuie, de asemenea, la biodegradarea
materialului intr-un mod controlat, evitdind necesitatea unor interventii suplimentare pentru
indepartare. Aceasta caracteristicd pozitioneaza sistemele dezvoltate ca solutii avansate, cu un
potential semnificativ in aplicatii precum vindecarea ranilor, unde eliberarea tintitd a agentilor
terapeutici si o degradare sigura sunt esentiale.

Astfel, aceasta teza de doctorat contribuie in mod semnificativ, nu doar la extinderea
cunostintelor fundamentale In chimia si ingineria materialelor, ci deschide si noi orizonturi pentru
dezvoltarea de solutii terapeutice personalizate si eficiente, cu un impact direct si pozitiv asupra
sanatatii umane.

Rezultatele cercetarii au fost diseminate prin articole stiintifice, participari la conferinte
si au fost sustinute financiar prin proiecte de cercetare nationale si internationale, reflectand
impactul si relevanta temei abordate.



Capitolul 2. Hidrogeluri pe baza de imino-chitosan pentru aplicatii biomedicale

2.1. Sinteza si caracterizarea unui nou hidrogel pe baza de chitosan si acid 2-
formilfenilboronic
2.1.1. Introducere

Ranile extinse, cauzate de afectiuni precum arsurile sau diabetul, reprezinta o problema
majora de sanatate, deoarece vindecarea lenta creste riscul de infectii si complicatii grave [1-3].
De aceea, cercetatorii cautd solutii pentru o inchidere rapida a ranilor, inclusiv prin dezvoltarea
de hidrogeluri polimerice, in special cele pe baza de polizaharide, care sunt non-toxice,
biodegradabile si biocompatibile [4—7]. Chitosanul se remarca printre aceste polizaharide,
accelerand vindecarea ranilor prin stimularea hemostazei, proliferarii celulare si a depunerii de
colagen [8,9]. Conform studiilor, materialele pe baza de chitosan, in special cele cu agenti
antibacterieni, pot preveni infectiile [ 10]. Deoarece indepartarea pansamentelor traditionale poate
deteriora tesutul nou, studiile se axeaza pe crearea de pansamente biodegradabile care se resorb
odatd cu vindecarea [11]. De aceea, chitosanul este un candidat promititor in acest sens. Acest
studiu a investigat viteza de biodegradare a unui hidrogel pe baza de chitosan (reticulat cu acid 2-
formilfenilboronic) in functie de pH-ul exsudatului plagii. Scopul a fost de a crea un biomaterial
biodegradabil, biocompatibil si antimicrobian pentru vindecarea ranilor, monitorizand pierderea
de masa si observand probele prin microscopie SEM la diferite pH-uri, corespunzatoare etapelor
de vindecare.

2.1.2. Rezultate si discutii
2.1.2.1. Caracterizarea structurald si supramoleculara

Hidrogelul H2 a fost obtinut prin reactia de condensare acidd a chitosanului (Ch) cu
acidul 2-formilfenilboronic, denumita in continuare aldehida boronica (2-FPBA) (Figura 2.1.).
Protocolul experimental de obtinere al hidrogelului prezentat in literaturd a fost modificat, prin
realizarea sintezei 1n apa, evitandu-se utilizarea altor solventi organici. Formarea hidrogelului a
fost validata vizual prin testul tubului inversat (Figura 2.4.c).
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Figura 2.1. Reactia de iminare a chitosanului cu aldehida boronica



Analiza structurald ("H-RMN si FTIR) a confirmat formarea legaturilor imina in hidrogel,
indicand un echilibru de iminare reversibil, influentat de mediul apos al reactiei. Investigatiile 'H-
RMN realizate la diferite intervale timp au aratat o crestere a gradului de conversie a aldehidei in
legaturi imind, de la 18,9% in momentul initial la 26,1% dupa 24 de ore,
stabilizandu-se ulterior la aceasta valoare.
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Figura 2.2. Spectrele 'H-RMN ale Figura 2.3. Spectre FTIR ale chitosanului,
hidrogelului si aldehidei 2-FPBA 2-FPBA si al hidrogelului liofilizat

Pe de altd parte, in spectrul FTIR al hidrogelului liofilizat a putut fi observata aparitia
benzii de absorbtie caracteristicd legaturii imind la 1628 cm' si absenta benzii de absorbtie a
gruparii aldehida [12], dovedind ca echilibrul reactiei de iminare a fost deplasat catre produsi in
timpul procesului de liofilizare, odata cu indepartarea apei (Figura 2.3.).

Imaginile POM ale hidrogelului au prezentat birefringentd luminoasa cu o texturd in
forma de benzi datorata autoordonarii unitatilor imind formate in timpul hidrogelarii in clusteri
ce au rol de noduri de reticulare (Figura 2.4. a,b) [13]. In plus, hidrogelul a prezentat o emisie de
lumina albastra atunci cand este iluminat cu o lampa UV, in concordanta cu formarea de fluorofori
supramoleculari (Figura 2.4.d) [14].

a) b) c) d)
Figura 2.4. Imaginile hidrogelului in lumina polarizata (scala: 20 pm), realizate pe proba de
hidrogel a) groasa si b) subtire si imagini ale hidrogelului ¢) in lumind normala si d) la
iluminare cu o lampa UV
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2.1.2.2. Proprietati biologice in vitro

Viabilitatea celulara a fibroblastelor dermice umane normale a fost testata pentru a evalua
citotoxicitatea hidrogelului, conform standardului ISO 10993-5:2009(E). Rezultatele au aratat ca,
la concentratii de 2-FPBA sub 0,284%, hidrogelul nu este citotoxic si are o viabilitate celulara de
peste 70% (Figura 2.5.), ceea ce indicad faptul ca sistemele pot fi utilizate in sigurantd pentru
bioaplicatii care impun contactul cu celulele fibroblaste [15].

Evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale hidrogelului H2 a evidentiat cd acesta prezinta
activitate antibacteriand puternica impotriva unor agenti patogeni relevanti, atingand zone de
inhibitie de 9 mm (S. Aureus), 15 mm (E.coli) si 17 mm (C. albicans) [16]. Activitatea
antimicrobiana a fost corelatd cu reversibilitatea legaturii imind, care a favorizat deplasarea
echilibrului catre reactivi odatd ce acestia au fost consumati in procesul de distrugere a agentilor
patogeni.

2.1.2.3. Evaluarea biodegradarii in vitro

A fost realizat un studiu de biodegradare a hidrogelului in medii cu valori diferite ale
pH-ului, similare cu valorile pH-ului exsudatului pe parcursul perioadei de vindecare a ranilor.
Hidrogelul s-a degradat progresiv intr-un mediu similar cu cel specific ranilor. In primul rand, se
poate observa cd pierderea de masa in prezenta lizozimei este semnificativ mai mare decat in
absenta ei (45% vs. 17%), indicand clar efectul lizozimei in degradarea chitosanului (Figura 2.6.).
In plus, se poate observa ci pH-ul solutiei de lizozimi a influentat viteza de biodegradare. Astfel
la pH-uri alcaline (8,5 s19), specifice ranilor in faza initiald de vindecare, biodegradarea este usor
mai accelerata si a permis o eliberare mai rapida a agentului antimicrobian.

La pH 10, specific fazelor ulterioare
de vindecare, viteza a scazut usor, in
timp ce la pH 5,5, specific pielii
normale, hidrogelul s-a degradat
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prima zi. Evolutia degradarii a fost
sustinutd de imaginile SEM, care au
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intr-una fibroasa in medii cu pH acid
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Figura 2.6. Pierderea de masa a hidrogelului pe tesuturilor.

parcursul a 14 zile

Acest date sugereaza ca hidrogelul prezintd potential de a fi adsorbit rapid de tesutul
nou format, fara a fi nevoie de o debridare traumaticd. Astfel ar putea fi favorizata regenerarea
fara traume a tesutului si deci o vindecare a ranilor fara cicatrici.



2.2. Reticularea chitosanului cu amestecuri de monoaldehide bioactive
2.2.1. Introducere

Hidrogelurile pe baza de chitosan sunt esentiale in biomedicina, desi reticularea
traditionald cu dialdehide prezinta probleme de toxicitate [17]. Studii recente au dezvoltat o
metoda inovatoare de reticulare a chitosanului cu aldehide monofunctionale, mai putin toxice si
care in plus pot prezenta bioactivitate. Aceasta implicd formarea de legaturi imina reversibile si
auto-asamblarea lor in clusteri hidrofobi, conferind hidrogelurilor proprietati controlabile precum
activitate antimicrobiand, caracter chiral si autovindecare [18]. Pentru a obtine biomateriale
multifunctionale, studiul prezentat in acest subcapitol propune reticularea chitosanului cu
amestecuri de aldehide bioactive. Obiectivul este dezvoltarea de hidrogeluri pentru vindecarea
ranilor, prin incapsularea agentilor cu efect antimicrobian si/sau antioxidant, valorificand
sinergismul acestora si natura dinamica a legaturilor imind pentru eliberare controlatd si
biodegradare [19].

2.2.2. Rezultate si discutii

A fost sintetizatd o serie de 15 hidrogeluri hibride prin reactia de condensare a
chitosanului cu amestecuri binare de 6 aldehide bioactive: salicilaldehida (SA),
p-hidroxibenzaldehida (PHB), vanilina (V), piperonalul (P), citralul (C), aldehida boronica (BA)
(Tabel 2.1. si Schema 2.1.). In plus, au fost obtinute sase hidrogeluri martor, fiecare cu o singura
aldehida, pentru a facilita o interpretare mai clara a rezultatelor. Majoritatea hidrogelurilor au fost
obtinute la o concentratie de 2% a chitosanului (Tabel 2.1.- culoare neagra). Totusi, cele care
contineau vanilind si p-hidroxibenzaldehida au necesitat o concentratie mai mare, de 3%, pentru
a hidrogela (Tabel 2.1. culoare albastra).

Tabel 2.1. Compozitia hidrogelurilor hibride si a celor martor

Proba Aldehida (e) Proba Aldehide Proba Aldehide
H-SA SA H2 PHB /V H9 SA/BA
H-BA BA H3 PHB /P H10 V/P

H-P P H4 PHB /C H11 v/C
H-C C HS PHB /BA H12 V/BA
H-V \Y% H6 SA/V H13 P/C
H-PHB PHB H7 SA/P H14 P/BA

H1 PHB/SA HS SA/C H15 C/BA
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Schema 2.1. Reactia de obtinere a hidrogelurilor hibride pe baza de chitosan. Imagini ale
hidrogelurilor obtinute si reprezentare grafica a arhitecturii lor supramoleculare

Pentru a intelege mecanismul de formare a hidrogelurilor, acestea au fost investigate prin
spectroscopie FTIR, 'H-RMN si UV-Vis, difractie de raze X (WXRD) si microscopie optica in
lumina polarizata (POM).

Spectrele FTIR ale tuturor hidrogelurilor au prezentat benzi de absorbtie intense in jurul
valorii de 1630 cm™, caracteristicd vibratiei legaturilor imina. In comparatie cu hidrogelurile
martor, cele hibride au prezentat o usoara variatie a pozitiei acestei benzi, atribuitd suprapunerii
celor doua benzi asociate celor doud imine formate. In cazul utilizarii a doud aldehide care
formeaza imine cu benzi distincte in hidrogelurile martor, de exemplu C (1646 cm™) vs. BA (1627
cm™) [20], pozitia acestora a fost mentinutd in hidrogelurile hibride, confirmand ca ambele
aldehide au actionat ca agenti de reticulare



Analiza spectrelor "H-RMN (Figura 2.12.) a evidentiat echilibrul dinamic aldehida—
imina in procesele de gelifiere a chitosanului, raportul integralelor protonilor de iminéd/aldehida
(I/1a) si gradul de iminare fiind utilizati ca parametri comparativi. In solutiile de 2%, sistemele
au aratat cresteri progresive ale raportului Ii/Ia, sugerdnd consolidarea retelelor de hidrogel, in
timp ce altele au prezentat scaderi, indicand o gelifiere predominant fizica. Stabilitatea legaturilor
imind depinde de particularitatile structurale ale aldehidelor (segregare m-m, hidrofobicitate,
stabilizare prin legaturi de H). Astfel, SA, BA si C au prezentat conversii ridicate (pand la 47%),
spre deosebire de V, P si PHB (=5%). In sistemele hibride, iminarea concomitenti a dus la grade
mai mari de conversie decit suma celor individuale, efect favorizat de cresterea vascozititii. In
cazul aldehidelor cu reactivitate antagonica, gradul de iminare a fost determinat de cea mai
reactiva, confirmand rolul vascozitatii in deplasarea echilibrului spre produsi.
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Figura 2.12. Spectrul "H-RMN a hidrogelului hibrid H7 (SA/P) comparativ cu hidrogelurile
martor
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2.2.2.3. Caracterizare supramoleculara prin WXRD si POM

Difractia de raze X (XRD) a evidentiat prezenta reflexiilor la unghiuri mici, indicand o
structurd ordonatd, cu distante mari Intre straturi. Desi se observa o oarecare contributie a ambelor
aldehide in cazul amestecurilor, majoritatea dovezilor sustin ipoteza ca reticularea are loc
predominant prin formarea de clusteri omogeni, adica din imine de acelasi tip. Microscopia optica
in lumina polarizatd (POM) a evidentiat o birefringenta puternica, similara celei observate in cazul
hidrogelurilor pure (Figura 2.13.).
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Figura 2.13. a) Difractograme de raze X obtinute pe xerogeluri, d) reprezentarea
schematica a unei portiuni ordonate din arhitectura supramoleculara a xerogelurilor si ) imagine
POM a xerogelului H8 (SA/C) (scala: 20 um)

2.2.2.4. Studiul morfologic prin SEM

Morfologia hidrogelurilor este esentiald pentru proprietatile lor functionale (viteza de
hidratare, umflarea, mucoadezivitatea si difuzia diferitelor principii bioactive). Studiul a aratat
ca, in timp ce xerogelurile obtinute din hidrogelurile de referinta pe baza de BA, P au o retea
poroasa bine definitd si interconectata, cele care contin PHB si V prezintd o morfologie
fragmentata si pereti perforati, o caracteristica des intalnita in retelele interpenetrate. Acest aspect
a fost evidentiat si in cazul hidrogelurilor hibride. De asemenea, s-a observat ca dimensiunea
porilor 1n hidrogelurile hibride este mai mica fata de cea a hidrogelurilor de referinta.

2.2.2.5. Studiul comportamentul viscoelastic al hidrogelurilor

Analiza reologica a confirmat ca majoritatea probelor au format hidrogeluri stabile, avand
modulul elastic superior modulului plastic. Exceptie face H2 (V, PHB) care conform 'H-RMN
prezintd cel mai scazut grad de iminare si ca urmare nu a putut genera o retea tridimensionala.
S-a constatat cd gradul de iminare a influentat proprietatile viscoelastice, cele mai elastice
hidrogeluri fiind obtinute la un grad mediu de iminare. Mai mult, agentii de reticulare au jucat un
rol important in procesul de gelifiere.
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De exemplu, salicilaldehida (SA) a produs hidrogeluri foarte elastice, ca in cazul
hidrogelurilor H1 (PHB/SA) si H7 (SA/P), in timp ce boronaldehida (BA) a redus elasticitatea,
sugerand o contributie a fortelor fizice in reticulare, precum H9 (SA/BA) (Figura 2.15).
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Figura 2.15. Parametrii reologici pentru hidrogeluri hibride reprezentative

Functionalitate biologica
2.2.2.6. Studii de eliberare in vitro

Eliberarea s-a putut monitoriza in cazul hidrogelurilor care contin aldehide a caror benzi
de absorbtie nu s-au suprapus in UV-Vis. Toate hidrogelurile testate au prezentat o eliberare
rapida a aldehidei in primele 8 ore, fenomen mai pronuntat in cazul probelor H12 (V/BA) si H14
(P/BA) si mai putin evident in cazul probei H9 (SA/BA). Acest comportament este determinat de
valorile gradului de iminare: un grad de iminare mai mic a determinat o eliberare mai rapida si
un procent mai mare de aldehida eliberata.

2.2.2.7. Studii de degradare enzimatica

Hidrogelurile hibride au avut o degradare rapidd de la 50% initial pentru H14 (P/BA),
pana la 85% dupa 21 de zile in cazul H8 (SA/C). Aceasta accelerare este legata de instabilitatea
clusterilor micsti de imine si accesibilitatea crescuta a apei. Mai mult, gradul de iminare a
determinat viteza de degradare: reticularea redusa favorizeaza pierderi de masa mai mari, ex. H14
(P/BA), H15 (C/BA), in timp ce un grad de iminare ridicat stabilizeaza reteaua, ex. H10 (V/P). In
imaginile SEM dupa degradare pot fi observate structuri poroase si fibre incalcite similare cu
modelul retelelor semi-interpenetrate, ca In cazul probelor H8 (SA/C) si H15 (C/BA) (Figura
2.17.).
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Figura 2.17. Pierderea de masa in urma degradarii enzimatice si microfotografii SEM ale

xerogelului H8 n urma procesului de biodegradare
2.2.2.8. Activitate antimicrobiana

Majoritatea hidrogelurilor hibride au demonstrat o activitate antimicrobiana eficienta
impotriva bacteriilor E. coli (Gram-negativa), S. aureus (Gram-pozitiva) si a fungului C. albicans.
Cele mai bune rezultate antifungice au fost obtinute pentru H14 (BA/P), cu zone de inhibitie de
pani la 48,84 mm impotriva C. albicans si 34 mm impotriva S. aureus. In cazul tulpinii Gram-
negativa E. coli, hidrogelul H9 a prezentat cea mai buna activitate, cu o zona de inhibitie de pana
la 35 mm (Figura 2.18.).

= HI
E 50+ - H2
% = H3
g 40+ = H4
E . mm HS5
< = H6
g 20 = HY
S == HI0
g 10 = HI2
= = HI14
a0 = HI5

S. aureus E. coli C. albicans

Figura 2.18. Activitatea antimicrobiana a probelor analizate
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2.2.2.9. Activitate antioxidanta

80 - Evaluarea activitatii
70 - I 1 antioxidante prin testul DPPH a
60 A B - aratat ca toate monoaldehidele,
g 50 - z I in  special  vanilina, au
& capacitatea de a inhiba acest
E-40 A I =
= 30 radical liber. Nu s-a observat un
= ) . . ~ .
= 20 sinergism clar Tn amestecurile de
aldehide, dar nici o inhibare
10 - . 5 e
reciproca a activitatii.

Hidrogelurile au prezentat o
activitate antioxidantd mult mai
mare decat monoaldehidele
individuale, datoritd contributiei
chitosanului (Fig. 2.19).

TR P L ESL PO PP L ®

Figura 2.19. Activitatea antioxidanta Tmpotriva DPPH
a hidrogelurilor in comparatie cu chitosanul

Pentru H7 (SA/P), H9 (BA /SA), H13 (P/C) si H14 (BA/P), s-a observat chiar un potential
sinergism intre chitosan si aldehide. Datele obtinute indicd faptul ca hidrogelurile prezinta un
potential ridicat de inhibare a radicalilor liberi, aspect util in aplicatiile biomedicale pentru care
diminuarea stresului oxidativ este un aspect benefic, cum ar fi biomaterialele destinate vindecarii
ranilor.

Capitolul 3. Nanofibre functionalizate cu citral si aldehida boronica

3.1. Introducere

Tratamentul ranilor, in special al celor cronice si al arsurilor, reprezintd o problema
majora de sdnatate publica din cauza vindecarii lente si a riscului crescut de infectii invazive [21].
Nanofibrele pe baza de chitosan s-au dovedit promitatoare datorita proprietatilor lor favorabile:
biocompatibilitate, porozitate, activitate antimicrobiand si hemostaticd [22,23]. Pentru a
imbunatati multifunctionalitatea nanofibrelor pe baza de chitosan in vederea cresterii capacitatii
de vindecare a ranilor ar trebui identificate solutii pentru a controla viteza de eliberare a
compusului antimicrobian si biodisponibilitatea acestuia la locul infectiei. In acest context, studiul
urmator propune functionalizarea nanofibrelor de chitosan prin legaturi imina cu doud aldehide
bioactive (acid 2-formilfenilboronic si citral) pentru a obtine un efect antimicrobian sinergic si
controlat. Aceastd abordare inovatoare, neexploratd anterior, ar putea duce la dezvoltarea unor
materiale eficiente pentru vindecarea ranilor.

14



3.2. Rezultate si discutii

3.2.1. Obtinere

Fibrele functionalizate au fost preparate in trei etape: obtinerea fibrelor de
chitosan/polietilenoxid (Ch/PEO) prin electrofilare, indepartarea PEO-ului pentru a obtine fibre
de chitosan pure, si functionalizarea acestora prin reactia de iminare cu amestecuri de aldehida
boronica si citral in diverse rapoarte molare. Probele au fost notate in functie de fractia de aldehida

boronica (Schema 3.1.).

Ch/PEO

J(., ChPEO
" Fibre mixte

Solutia

o amestecului

||||| \

" )

\ W ; Co

indepirtarea (WS 4SS ‘ ! + :: C0.25

PEO-ulua‘ s minare N T0.50
1.NaOH® | H& (Tabel 1) > >l

+ »| C0.75

» C1

S RN S-SR P
Fibre Ch @;:

zzzzz

Schema 3.1. Reprezentarea schematica a prepararii fibrelor de chitosan functionalizate si
codurile acestora

Analizele FTIR si '"H-RMN pe fibrele de chitosan au confirmat cd ambele aldehide,
citralul si aldehida boronica, au interactionat cu grupele amind. S-a observat ca gradul de
conversie al grupelor amina 1n legaturi imina a fost maxim 56% atunci cand a fost folositd doar
aldehida boronica si a scazut odata cu cresterea proportiei de citral, cel mai probabil din cauza

reactivitatii mai scazute a celei din urma.

3.2.3. Caracterul dinamic al unitatilor imina

——C1 =—C0.75 —=0—C0.5 ——C0.25

h =

.

|
|
|

Eliberare cumulativa (pmoli)
- W

=

Figura 3.5. Compararea cantitatilor de
aldehida boronica eliberata in timp
pentru probele C1, C0.75, C0.5, C0.25

Monitorizarea eliberarii aldehidelor in
solutia salind de PBS prin UV-Vis a indicat o
eliberare mai rapida de 2-FPBA 1n comparatie cu
citralul. Acest lucru poate fi explicat prin
caracterul hidrofil al 2-FPBA care a favorizat
deplasarea echilibrului de iminare catre reactivi,
in timp ce caracterul hidrofob al citralului a
impiedicat eliberarea. Comparand cantitatile de 2-
FPBA eliberate din probele ce o contin s-a putut
observa o tendinta similard cu cea a gradului de
iminare, adicd cantitati mai mari de 2-FPBA au
fost eliberate din probele cu grade mai mari de
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iminare. Astfel, cantitatea de 2-FPBA eliberata in 240 de minute a corespuns cu cea grefata pe
chitosan prin iminare (Figura 3.5.).

3.2.4. Morfologia

Microscopia SEM a aratat cd fibrele nefunctionalizate au o morfologie neteda si
porozitate bine definita. Functionalizarea cu citral a condus la fibre rugoase si interconectate, in
timp ce 2-FPBA a generat fibre mai netede si cu diametru mai mic. Functionalizarea cu ambele
aldehide genereaza fibre cu rugozitate si diametre intermediare. Comportamentul diferit a fost
pus pe seama naturii hidrofile/hidrofobe a celor doui aldehide. In lumina polarizati, fibrele de
chitosan prezintd birefringentd, semn al alinierii lanturilor de chitosan in timpul electrofilarii si al
fazei ordonate. Aceasta se mentine la fibrele cu 2-FPBA, dar este diminuata la cele cu citral,
probabil din cauza acoperirii cu lanturi alifatice.

3.2.5. Comportarea la umflare

In vederea aplicarii in vivo, a fost evaluata umflarea fibrelor in PBS la 37 °C. Fibrele de
chitosan au avut un grad de umflare superior celor functionalizate, confirmand diminuarea

45 porozitatii prin functionalizarea
—=—Ch—=— C0—=— C0.25 —=—C0.5—»— C0.75 —=— C1 ’ 3

401 preponderent la suprafatd. Toate probele

35 s-au umflat rapid initial, apoi au avut o

30 p——-—{. = scadere usoara a MES, urmata de

- T — stabilizare, indicand pastrarea formei si

E 20 ;l__——---——————' - favorizarea transportului de agenti

15 - . bioactivi. Proba C0.25 a prezentat o

——__

10 1 B crestere/descrestere alternanta a valorilor

5 MES, posibil corelatd cu o indepartare

0dm alternanta a celor doua aldehide,

0 50 100 150 200 20 comportament de interes pentru

Timp(min) dispozitivele medicale cu eliberare de

Figura 3.9. Cinetica de umflare a fibrelor medicamente. (Figura 3.9. a). Concluzia

studiate principala a studiului comportamentului

de umflare este ca toate fibrele sunt
capabile sa se umfle rapid, avand potential de a adsorbi exsudatul ranilor fara a-si schimba
semnificativ forma si astfel de a asigura un transport bun al agentilor bioactivi.

3.2.6. Biodegradarea enzimatica

Biodegradarea fibrelor in mediu de lizozima a fost monitorizata timp de 21 de zile. Dupa
o zi, fibrele de chitosan au pierdut 35% din masa, cele cu aldehida boronicd (C1) in jur de 20%,
iar probele cu citral sub 15%. Ulterior, degradarea a fost mai lentd, ajungand in final in jur de
40% pentru C1 si mai redusa pentru probele cu citral. Aceste aspecte confirma ca citralul hidrofob
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inhiba procesul de biodegradare. Imaginile SEM au evidentiat coalescenta si exfolierea fibrelor,

indicand o biodegradare preponderent la suprafata.

3.2.7. Biocompatibilitatea in vitro
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Figura 3.11. Viabilitatea celulelor NHDF
in contact cu nanofibrele studiate

Biocompatibilitatea noilor
biomateriale sintetizate a fost testatd pe
fibroblaste dermice umane normale (NHDF).
Fibrele de chitosan au indicat o viabilitate
celulara de aproximativ 95%, care a scazut la
80% 1n cazul probelor care contin unitati
citril-imina si la 75% pentru cele care contin
unitdti de imina pe baza de 2-FPBA (Figura
3.11.). Probele care contin ambele tipuri de
imina au pastrat o viabilitate celularda mai
mare de 80%. Aceste date au indicat ca toate
biomaterialele sintetizate iIndeplinesc criteriul
de evaluare a biosigurantei si pot fi aplicate ca

dispozitive biomedicale care vin in contact cu tesuturile vii.

3.2.8. Proprietati antimicrobiene

Desi chitosanul este cunoscut ca antimicrobian, fibrele nefunctionalizate nu au prezentat

zone de inhibitie, probabil din cauza mobilitatii scazute a macromoleculelor in stare solida.
Fibrele functionalizate cu 2-FPBA (C0.5, C0.75, C1) au ardtat insd inhibitie clard, mai ales
impotriva A. brasiliensis (Fig. 3.12¢). Activitatea mai ridicatd a fibrelor cu citral-imina sugereaza

un efect sinergic intre citral si 2-FPBA, indicat si de proba C1, pentru care cresterea continutului
de 2-FPBA nu a dus la o eficientd suplimentard. Toate probele functionalizate (inclusiv cele cu

citral) au impiedicat aderarea si formarea biofilmului bacterian si fungic (S. aureus, E. coli, C.
albicans, C. glabrata, A. brasiliensis), demonstrand rolul lor de barierd protectoare pentru plagi.

Figura 3.12. ¢) Activitatea antifungica a pansamentelor testate Tmpotriva A. brasiliensis
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Capitolul 4. Ambalaje ecologice alimentare pe baza de derivati iminici de chitosan

4.1. Introducere

Din cauza problemelor de mediu cauzate de ambalajele traditionale din plastic,
materialele pe baza de celuloza, cum ar fi hartia, reprezinta o alternativa sustenabila [24]. Cu toate
acestea, proprietdtile hidrofobe si de barierd reduse ale hartiei limiteaza utilizarea sa, necesitand
imbunatatiri. O solutie eficientd este acoperirea hartiei cu biopolimeri precum chitosanul, un
material natural, biodegradabil si cu proprietati antimicrobiene [25]. Acest studiu se concentreaza
pe o tehnica ecologicd de acoperire a hartiei cu un derivat al chitosanului, obtinut prin reactia cu
citralul, o aldehidd naturald cu proprietdti antimicrobiene si hidrofobe [26]. Scopul este de a
imbunatati proprietatile mecanice si de bariera ale hartiei, in special rezistenta la apa, pentru a
prelungi durata de valabilitate a alimentelor. Astfel, se creeazd un ambalaj multifunctional,
ecologic si eficient.

4.2. Rezultate si discutii

Derivatii de citril-imina ai chitosanului au fost sintetizati anterior aplicarii, prin reactia de
condensare acida a chitosanului cu citralul (Schema 5.1.), in rapoarte molare diferite ale unitatilor
glucozamina/aldehida, si anume 1/1 (cod C1) si 2/1 (cod C2), iar solutiile obtinute au fost aplicate
apoi pe hartie. Solutia de chitosan nefunctionalizat (cod C) a fost aplicata Tn conditii similare cu
derivatii iminici.

HO ¥ HO ¥
HN OH )\/\/k/ HN OH
CHO
P O O\\ + X X —_— O O 0\\
‘ OH () A OH 0
H,N OH /N OH
- =l n . L Jn
Chitosan Citral Citril-imino chitosan
R=H, COCH,
\S

Schema 5.1. Sinteza derivatilor de citril-imina ai chitosanului

Analiza structurald a confirmat formarea legaturii imind atat in cazul derivatilor de
chitosan-citril-imina cat si a hartiei acoperite cu fiecare dintre acestia prin aparitia unei benzi de
absorbtie la 1641 cm™ in FTIR respectiv a unor deplasari chimice la 179, 180, 181 ppm in C"3-
RMN. Mai mult, spectrele FTIR au oferit informatii utile cu privire la potentialele interactiuni
intre suprafata hartiei si chitosan sau citril-imino-chitosan, pe de-o parte prin cresterea densitatii
legaturilor de hidrogen si a indicelui de cristalinitate in cazul tuturor esantioanelor de hartie
acoperite, iar pe de altd parte prin prezenta unei benzi noi de absorbtie la 1651 cm™ atribuita
vibratiei unor legdturi imina ce s-ar putea forma intre grupele aldehida ale ligninei reziduale din
hartia kraft si grupele amina din chitosan.
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4.2.3 Proprietdtile termice
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Figura 4.5. Curbele TGA ale
probelor studiate

100

4.2.4 Proprietati de rezistentd

Analiza termogravimetrica (TGA) a aratat ca
hartia de referinta s-a degradat la 375 °C. Acoperirea
cu chitosan sau cu derivatul de citril-imino-chitosan a
redus usor temperatura de descompunere din cauza
stabilitdtii termice mai scdzute a chitosanului. Totusi,
derivatul de citril-imino-chitosan a oferit o stabilitate
termica usor superioara fata de chitosan, consolidand
fibrele de hartie. In plus, temperatura de degradare a
hartiei acoperite este mult mai mare decat cea
necesara procesului de ambalare sau chiar sterilizare,
fapt ce indica o utilizare sigurd a acesteia fara risc de
degradare (Figura 4.5.).

Tratarea hartiei cu chitosan si derivatii sai iminici, i1 imbundtateste semnificativ
proprietatile mecanice. Astfel, hartia devine mai rezistenta la tractiune, plesnire si indoiri repetate,
dar si mai flexibila (Figura 4.6.). Aceste imbunatatiri sunt rezultatul formarii de legaturi noi intre
polimerii de acoperire si fibrele de celuloza. Acoperirea cu solutie de citril-imino-chitosan s-a
dovedit mai eficienta datoritd vascozitatii sale mai reduse si a capacitatii de reticulare a citralului,
care faciliteaza o integrare mai buna 1n structura hartiei.
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Figura 4.6. a) variatia indicelui de tractiune (TI) si b) deformarea la intindere a probelor de
hartie acoperite in comparatie cu hartia de referinta

4.2.5. Proprietatile de bariera

Acoperirea hartiei cu citril-imino-chitosan 1i imbunatiteste semnificativ proprietatile de
barierd impotriva apei si gazelor. Aceasta reduce adsorbtia de apa (valoarea Cobb) (Figura 4.8.
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a) si creste hidrofobicitatea (unghiul de contact), in special pe fata mai poroasa a hartiei, prin
umplerea porilor. in plus, acoperirea creeaza o bariera eficienta care scade viteza de transmisie a
vaporilor de apa, ajutand la mentinerea prospetimii produselor ambalate. Desi vascozitatea redusa
a solutiei permite o penetrare mai profunda decat in cazul chitosanului si o usoard crestere a
permeabilitatii la aer (Figura 4.9. a), capacitatea de bariera a materialului ramane adecvata pentru
ambalaje.

30 -
EWS ®FS 10 -
[+
Q25 A = 9 4 1
E S 8- 'F &2
= 20 - 5 74 0 el
2 E g64 0 el
2 15 - < E 5 1 Fﬁ
%}
@) - £ 4
g 10 - =53 .
= E = Permeabilitatea Bendtsen la aer
% 5 . s 2 pentru hartia martor = 350 ml/min
> E 1 A
0 g g 0 L) L) T 1
Referinta C 2 c1 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Viscozitate, Pa-s
Figura 4.8. a) Capacitatea de adsorbtie a
apei fetei de sarma (WS-cea acoperitd) si al
fetei de pasla (FS) din probele acoperite cu
solutiile C, C1, C2

Figura 4.9. a) Relatia dintre permeabilitatea
la aer Bendtsen a probelor de hartie acoperite
s1 vascozitatea solutiilor de acoperire

4.2.6. Conservarea alimentelor
4.2.6.1. Eliberarea citralului

Eliberarea citralului din hartia acoperitd, pe parcursul a 24 de ore, a fost studiat in solutii
care reproduc medii alimentare: apd, etanol 50% si o solutie apoasa cu pH = 3,84 (caracteristica
fructelor acide, precum zmeura) (Figura 4.11.c). Rezultatele au evidentiat ca eliberarea a fost cea
mai rapidd in mediul acid, datoritd deplasdrii echilibrului de iminare spre reactanti, urmata de
etanol, unde citralul prezinti o solubilitate mai ridicata, si in final de api. In etanol si apa,
cantitatea de citral eliberata a fost proportionald cu cantitatea initiald, in timp ce in mediul acid s-
a remarcat o tendintd inversa. Intr-un experiment paralel, cu o singurd prelevare la 24 h, nu s-au
inregistrat diferente statistice semnificative intre probe, valorile fiind comparabile cu cele
obtinute cumulativ in experimentul precedent. Prin urmare, procesul de eliberare este unul
dinamic, influentat de pH si de limita de solubilitate, adica de proprietatile mediului de eliberare.
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Figura 4.11. Reprezentarea grafica a cantitatii de citral ¢) eliberatd cumulativ din C1 si C2

4.2.6.2. Evaluarea vizuala si testul hedonic

Pentru a evalua potentialul hartiei acoperite de a prelungi termenul de valabilitate al
la contaminarea cu mucegai. Pe parcursul celor 7 zile de experiment s-a observat vizual o
conservare mult mai bund a zmeurei acoperite cu hartie impregnatd cu citril-imino-chitosan.
Aceasta observatie a fost sustinuta si de rezultatele testului hedonic, care au prezentat scoruri mai
mari pentru toate cele cinci criterii: aspect, culoare, aromad, texturd si acceptabilitate generala
(Figura 4.12.).

Initial 3 zile 7 zile

Referinta

C1

Conservarea acceptabilitatii
generale (%)

C2

Figura 4.12. Imagini reprezentative ale fructelor pe parcursul celor 7 zile de experiment si ¢)
Reprezentarea grafica a conservarii aceptabilitatii generale (UC: neacoperit; CP: ambalaj
comercial; R: referintd) (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001)
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4.2.6.3. Culoarea

Valorile indicelui diferentei de culoare (AE) au indicat ca fructele acoperite au avut o
degradare cromatica mult mai lenta (AE ~6,5) comparativ cu grupul martor neacoperit (AE ~11),
confirmand efectul protector al acoperirii. Desi toate probele au prezentat o degradare a culorii In
timp, totusi acoperirile au incetinit semnificativ acest proces.

4.2.6.4. Fermitatea

In comparatie cu ambalajul comercial, fructele acoperite cu hartie impregnata au prezentat
o fermitate mai mare. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pe fructele acoperite cu esantionul
C2, care au necesitat o fortd medie de 6 N pentru a fi comprimate. Diferenta nu a fost
semnificativa din punct de vedere statistic fatd de fructele acoperite cu ambalajul comercial care
au necesitat aplicarea unei forte de 4 N (Figura 4.13.).

10 1
8 1
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@ 6 -
g
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2 4
0
Initial ucC Cp R C C1 C2

Figura 4.13. Reprezentarea fermitatii fructelor (UC: neacoperit; CP: ambalaj comercial; R:
referintd)

4.2.6.5. Proprietatile antimicrobiene

Pentru a consuma fructe in sigurantd, este esentiald absenta microorganismelor.
Ambalajul cu film de chitosan a creat o barierd eficientd impotriva agentilor patogeni, iar
adaugarea de citral a dublat aceasta eficienta de inhibitie (Tabel 4.5. si Figura 4.14.).

Tabelul 4.5. Valorile medii ale numarului de bacterii mezofile viabile si ale
drojdiilor/mucegaiurilor (log CFU g!) din zmeura dupa 7 zile de incubare

Probe Bacterii  Drojdii/Mucegaiuri
Neacoperit 6,45 + 0,03 5,91 £0,02
Ambalaj comercial 6,06 + 0,04 5,76 £ 0,04
Referinta 6,30 +£0,03 5,85+0,02
C 5,76 £ 0,01 5,80 + 0,02
C1 5,02 £0,03 5,35+ 0,04
C2 4,74 £ 0,04 4,84 +0,04
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Acest efect a fost vizibil si in cazul drojdiilor si mucegaiurilor, unde numarul de tulpini
viabile a scazut semnificativ in cazul probei C2 fatd de ambalajului comercial, demonstrand o

protectie superioara.

Ambalaj
Neacoperit comercial  Referinta C C1 C2

Bacterii

uri

Drojdii/

Mucega

Figura 4.14. Incircarea microbiologici a zmeurei dupi 7 zile de depozitare.

23



Concluzii generale

Teza de doctorat intitulata ,,Dezvoltare de materiale multifunctionale pe baza de
derivati iminici de chitosan” are 178 pagini impartite in 5 capitole care includ 14 tabele, 56
figuri, 7 scheme si 401 note bibliografice. Teza a fost structurata in doud parti, un studiu de
literatura care este reprezentat de Capitolul 1 si partea de contributii personale (Capitolele 2-5).
Teza se incheie cu o serie de concluzii generale.

Rezultatele originale sunt prezentate in trei capitole si vizeaza:

o Sinteza si caracterizarea de noi hidrogeluri pe baza de imino-chitosan pentru aplicatii
biomedicale
o Obtinerea si caracterizarea unor serii de nanofibre functionalizate cu citral si acid

2-formilfenilboronic
o Sinteza si caracterizarea unor noi ambalaje ecologice alimentare pe baza de derivati iminici
de chitosan

Pe baza studiilor efectuate, au fost desprinse urmatoarele concluzii generale:
Capitolul 2. Hidrogeluri pe baza de imino-chitosan pentru aplicatii biomedicale

> Sinteza si caracterizarea unui nou hidrogel pe baza de chitosan si acid
2-formilfenilboronic

e A fost obtinut un hidrogel printr-o procedura ce implica reactia de condensare acida a
grupdrilor amino ale chitosanului (Ch) cu gruparea formil a acidului 2-formilfenilboronic (2-
FPBA) in apa. Starea de hidrogel a fost confirmata prin testul tubului inversat.

e Spectrele 'H-RMN au indicat stabilirea unui echilibru de iminare in timpul hidrogelarii, cu
prezenta deplasarilor chimice specifice protonilor iminei si ai aldehidei. Gradul de conversie al
aldehidei Tn imina a crescut de la 18,9% In primele minute la 26,1% dupa o ord, in concordanta
cu deplasarea echilibrului de iminare catre produsi in timpul hidrogelarii.

e Spectrul FTIR al hidrogelului liofilizat a confirmat aparitia benzii de absorbtie caracteristice
legdturii imina la 1628 cm™ demonstrand succesul reactiei de iminare. Au fost observate
modificari spectrale in domeniul legaturilor de hidrogen, In conformitate cu formarea de
interactiuni intermoleculare intre 2-FPBA si chitosan, precum si interactiuni intramoleculare
formate de catre derivatul iminic de chitosan.

e Imaginile de microscopie In lumind polarizata au indicat birefringentd puternica cu o textura
in forma de benzi, caracteristica arhitecturilor supramoleculare stratificate formate prin
segregarea hidrofob/hidrofild a unitatilor imino in clusteri ordonati cu rol de noduri de reticulare.
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e Evaluarea biocompatibilitatii in vitro a hidrogelului, pe fibroblaste dermice umane normale
(NHDF) a relevat o viabilitate celulara de peste 70% pentru un continut al 2-FPBA mai mic de
0,284%, indicand faptul ca hidrogelul poate fi utilizat in siguranta ca dispozitiv biomedical.

e Hidrogelul a demonstrat activitate antimicrobianad puternicd, inhiband agenti patogeni
relevanti: S. Aureus, E. coli si C. Albicans, pentru concentratii ale 2-FPBA la care hidrogelul este
citocompatibil. Astfel, pentru concentratia de 0,142% 2-FPBA, hidrogelul a redus semnificativ

legdturii iminice care permite o actiune continua impotriva patogenilor.

e [Evaluarea degradarii enzimatice in conditii care mimeaza evolutia pH-ului exsudatului ranilor
pe parcursul vindecarii a evidentiat potentialul hidrogelului de a functiona ca unguent resorbabil,
evitand astfel debridarea traumatica si sustinand regenerarea tesutului fara cicatrici.

e A fost observat ca la pH fiziologic (7,4), pierderea de masa a hidrogelului este moderata
(32%), dar creste la 45% la pH alcalin (8,5-9) specific exsudatului ranilor in primele ore de la
producere, favorizand o biodegradare mai rapida si eliberarea aldehidei antimicrobiene pentru
protectia impotriva infectiilor. Degradarea creste usor la cresterea concentratiei de lizozima la un
nivel caracteristic exsudatului din tesuturile infectate si accelereazd la pH acid, specific pielii
(pH=15,5), biodegradarea totala a hidrogelului fiind atinsa in doua zile.

e Investigarea morfologiei hidrogelului in etape diferite ale biodegradarii a confirmat influenta
drastica a prezentei lizozimei si a pH-ului mediului: (i) la pH ridicat (9,5-10), hidrogelul sufera
o degradare accentuata dar pastreaza o structura poroasa, (i) la pH scazut (5,5) degradarea masiva
conduce la o structura fibroasd, ideald pentru regenerarea tesuturilor, in timp ce (iii) In absenta
enzimei, porii colapseaza, reflectand o degradare partiala si o eliberare limitata a aldehidei.

> Reticularea chitosanului cu amestecuri de monoaldehide bioactive

e O serie de 15 hidrogeluri hibride au fost sintetizate prin reactia de condensare acida intre
chitosan si un amestec echimolar de doud aldehide (salicilaldehidd, 4-hidroxibenzaldehida,
vanilind, piperonal, aldehidd boronicd si citral), pentru un raport molar 2:1 intre unitatile de
glucozamina si formil. In conditii similare, au fost obtinute cinci hidrogeluri martor prin reactia
chitosanului cu monoaldehidele.

e Atribuirea preliminara a formarii hidrogelurilor a fost realizatd prin testul tubului inversat,
care a permis reevaluarea protocoalelor de lucru pentru cazurile in care gelifierea nu a avut loc.
Specific, in cazurile utilizarii 4-hidroxibenzaldehidei si vanilinei si a unor amestecuri ale acestora,
concentratia de chitosan a fost crescuta de la 2% la 3% pentru a obtine solide moi care indica
formarea de hidrogel.

e Spectrele FTIR au confirmat formarea legaturilor imind, prin prezenta benzilor specifice n
proximitatea valorii 1630 cm ™. In cazul hidrogelurilor hibride, a fost observati suprapunerea
benzilor specifice celor doua grupari imina, confirmand contributia ambelor aldehide la procesul
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hidrogelarii. De asemenea, au fost observate modificari in domeniile spectrale corespunzatoare
grupdrilor amino si hidroxil, reflectand schimbari in structura supramoleculara.

.....

e Analiza '"H-NMR a confirmat natura dinamicd a hidrogelurilor, datoratd reversibilitatii
formarii legaturii imind. Hidrogelurile cu 2% chitosan au prezentat un raport imina/aldehida si un
grad de iminare crescute, semnaturd a unei retele chimice consolidate, in timp ce hidrogelurile cu
3% chitosan au indicat un raport imind/aldehida si un grad de iminare scazute, indicativ al unei
gelifieri preponderent fizice. Sistemele hibride au demonstrat un efect sinergic in deplasarea
echilibrului de iminare catre produsi.

e Difractia de raze X a evidentiat aparitia unei reflexii la unghi mic, corespunzator periodicitatii
unor distante mari, caracteristice autoorganizarii stratificate a unitatilor imind pe lanturile de
chitosan, in clusteri ordonati. In difractogramele hidrogelurilor hibride, aceste reflexii apar la
valori intermediare celor din hidrogelurile de referinta, sugerand o asamblare comuna a iminelor,
dominata de aldehida cu cea mai mare reactivitate si stabilitate.

e Morfologia xerogelurilor martor a evidentiat o retea poroasa, cu arhitecturd fragmentata in
cazul celor generate de 4-hidroxibenzaldehida si vanilina. Prin comparatie, hidrogelurile hibride
au prezentat o morfologie poroasa distincta, cu goluri in structura peretilor porilor, caracteristica
morfologicd ce sugereazd formarea unei retele secundare, asemdnator formarii retelelor
interpenetrate.

e Starea de hidrogel a fost confirmata de analiza reologica, care a demonstrat valori ale
modulului elastic mai mari decét cele ale modulului plastic pentru majoritatea sistemelor studiate.
Studiile reologice au evidentiat de asemenea influenta gradului de iminare asupra proprietatilor
viscoelastice, indicand faptul ca natura chimica si interactiunile fizice ale aldehidelor co-reticulate
joacd un rol determinant in stabilirea starii gelului si in modularea comportamentului tixotropic.

e Eliberarea aldehidelor din hidrogeluri, monitorizata prin analiza UV-Vis, a ardtat o eliberare
initiald rapida in primele 8 ore, dependenta de gradul de iminare: o eliberare mai accentuata pentru
sistemele cu un grad scazut de iminare, in acord cu prezenta unei cantititi mari de aldehida libera,
si o eliberare mai lenta pentru hidrogelurile cu grad ridicat de iminare.

e Hidrogelurile hibride au prezentat o degradare acceleratd comparativ cu hidrogelurile de
referinta, cu o pierdere de masa de pana la 85% in 21 de zile. Acest comportament a fost corelat
cu formarea de clusteri ordonati hibrizi, cu defecte de structurd, mai susceptibili infiltrarii
mediului lichid.

e Hidrogelurile au prezentat activitate antioxidantd, cu o capacitate de inhibare a radicalilor
liberi de pana la 70%, si o imbunatatire proportionala cu activitatea aldehidelor reticulante.

e Majoritatea hidrogelurilor au prezentat proprietati antimicrobiene remarcabile, corelate cu
activitatea aldehidelor constituente. Astfel, sistemele obtinute din aldehide cu activitate
complementara au condus la hidrogeluri cu spectru larg de actiune.

26



e Testul MTS a indicat ca, cu exceptia a 4 hidrogeluri, sistemele studiate nu au afectat
concordantd cu standardul aplicat dispozitivelor biomedicale. Mai mult, imaginile obtinute prin
microscopie opticad au confirmat cd majoritatea celulelor si-au mentinut forma alungita si
morfologia fard modificari semnificative, sustinand datele testului MTS si potentialul ridicat
pentru aplicatii ce implicd contact direct cu tesuturile vii. Totusi, lipsa unei corelatii clare a
gradului de viabilitate celulard cu structura chimica sau gradul de iminare a hidrogelurilor, fac
necesara reluarea acestei investigatii.

Capitolul 3. Nanofibre functionalizate cu citral si aldehida boronica

e Pentru obtinerea de biomateriale multifunctionale, au fost preparate fibre de chitosan
functionalizate printr-un proces in trei etape: electrofilarea fibrelor Ch/PEO, indepartarea PEO-
ului pentru obtinerea fibrelor pure de chitosan si functionalizarea acestora prin reactia de iminare
cu un amestec de 2-FPBA si citral 1n diferite rapoarte molare.

e Spectrele FTIR au demonstrat ca functionalizarea la suprafata a fibrelor a condus la formarea
de unitdti imind In cazul ambelor aldehide (citral si 2-FPBA), evidentiate prin benzi de vibratie
caracteristice la 1646 cm™' (citral) si 1634 cm™ (2-FPBA). Modificarile spectrale in domeniul
3680 —3000 cm! au indicat schimbatri ale retelei legaturilor de hidrogen, prin formarea de legéturi
noi, atat intermoleculare cat si intramoleculare.

e Randamentul reactiei de iminare cu 2-FPBA la suprafata fibrelor este influentat atit de
concentratia reactantului cat si de prezenta citralului, care prezintd o reactivitate superioara si
conduce la o inhibare a iminarii cu 2-FPBA prin colmatarea suprafetei.

e Studiul de eliberare UV-Vis a evidentiat o eliberare semnificativ mai rapida a 2-FPBA
comparativ cu citralul, datoritd caracterului sdu hidrofil. Eliberarea s-a desfasurat in doua etape
si profilul de eliberare a fost in stransa interdependenta cu gradul de iminare, fara sa fie afectat
semnificativ de prezenta citralului. Rezultatele sugereaza ca echilibrul de iminare poate fi deplasat
spre reactanti sub actiunea unor stimuli externi.

e Microscopia optica in lumind polarizata a aratat birefringenta pentru toate fibrele, inainte si
dupa functionalizare, in concordanta cu alinierea lanturilor de chitosan in timpul electrofilarii,
conducand la un grad de cristalinitate si, in consecintd, proprietdti mecanice bune.

e Toate probele au prezentat o umflare initiala rapida, urmata de o usoara scadere a gradului de
umflare la echilibru corespunzatoare eliberarii de aldehida si dizolvarii chitosanului, si apoi de
stabilizarea acestuia la valori cuprinse in intervalul 12 — 27 g/g pe parcursul investigarii timp de
14 zile. Acest comportament arata pe de o parte capacitatea fibrelor de a adsorbi lichid, cum este
exsudatul din rani, si pe de alta parte posibilitatea de a transporta agenti bioactivi, aspecte
importante in designul pansamentelor pentru tratarea ranilor.
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e Biodegradarea enzimaticd a prezentat un trend invers proportional cu continutul de citral
hidrofob: fibrele cu citral au prezentat pierderi de masa reduse, sugerand ca acesta inhiba actiunea
lizozimei prin interactiune directa sau ecranare structurala.

e Testarea citotoxicitatii fibrelor pe linia celularda NHDF, a aratat viabilitate celulara peste
pragul de biosigurantda (>70%), conform standardului ISO 10993-5, confirmand potentialul lor
pentru aplicatii biomedicale n contact cu tesuturile vii.

e Fibrele functionalizate cu 2-FPBA si citral au demonstrat activitate antifungica si antibiofilm,
in special Tmpotriva A. brasiliensis, sugerand un posibil efect sinergic al celor doua aldehide.
Lipsa formarii biofilmului indicd potentialul acestor materiale de a actiona ca bariera fizica in
prevenirea infectarii plagilor.

Capitolul 4. Ambalaje ecologice alimentare pe baza de derivati iminici de chitosan

e Pentru a evalua influenta chitosanului functionalizat cu citral asupra proprietatilor hartiei, au
fost acoperite esantioane de hartie comerciala alba kraft cu doua solutii de citril-iminochitosan si
cu o solutie de chitosan, folositd ca martor. Solutiile de citril-iminochitosan utilizate pentru
acoperire au fost obtinute prin reactia de condensare acida a chitosanului cu citral in rapoarte
molare diferite ale unitatilor glucozamind/aldehida, si anume 1/1 si 2/1.

e Obtinerea derivatilor de citril-iminochitosan a fost dovedita de spectrele FTIR prin aparitia
benzii specifice legaturii imind la 1641 cm™'.

e Hartia acoperitd a prezentat o suprafatd mai neteda, cu porii interfibrilari umpluti, indicand
ca solutia de acoperire, de chitosan sau derivat iminic de chitosan, a patruns intre fibrele de
celuloza de pe suprafata hartiei. Diferentele de uniformitate observate intre probe se explica prin
variatiile de vascozitate ale solutiilor aplicate si posibila infiltrare a aerului in pori.

e Observarea probelor sub lumind polarizatd, a evidentiat ca birefringenta intensa a hartiei
neacoperite, specifica fibrelor de celuloza, a fost diminuatd prin acoperirea cu chitosan si
intensificatd prin acoperirea cu citril-iminochitosan. Aceasta observatie este in concordantd cu
capacitatea de autoasamblare prin segregare hidrofob/hidrofila a derivatului iminic si sugereaza
o reticulare fizica a lanturilor de chitosan ancorate pe fibrele de celuloza prin legédturi de hidrogen
si unitati imind, formand o pelicula semicristalind subtire si contribuind la o consolidare mai buna
a hartiei.

e Acoperirea hartiei nu a afectat semnificativ stabilitate termicd a acesteia, temperatura maxima
de degradare fiind foarte putin deplasata cétre valori mai ridicate, datorita reticularii.

e Acoperirea hartiei cu chitosan sau citril-iminochitosan a imbunatatit semnificativ proprietatile
mecanice, crescand rezistenta la tractiune, alungirea si flexibilitatea, prin optimizarea aderentei
interfaciale si a interactiunilor intermoleculare intre fibrele de celuloza si stratul de acoperire.
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e Indicele de absorbtie a energiei de tractiune (TEA) a crescut substantial, la valori duble fata
de hartia referinta, indicand o rezistentd Tmbunatdtitd la solicitdri repetate, importantd pentru
ambalaje.

e Acoperirea hartiei cu citril-iminochitosan a determinat o crestere semnificativa a rezistentei
la plesnire, cu aproximativ 50%, depasind performanta chitosanului simplu, atribuita vascozitatii
reduse si reticuldrii eficiente induse de citral.

e Acoperirea cu chitosan si citril-iminochitosan a condus la cresteri semnificative ale rezistentei
la indoire (150-350% fata de 100%), datoritd formarii legaturilor de hidrogen si interactiunilor
intermoleculare suplimentare, favorizate de structura citril-iminica.

e Acoperirea cu citril-iminochitosan a redus semnificativ adsorbtia de apa (de la 22-26 g/m? la
17-19 g/m?), datoritd umplerii porilor de suprafata si caracterului hidrofob conferit de citral.

e Acoperirea a crescut semnificativ hidrofobicitatea suprafetei, cu o crestere a unghiului de
contact cu apade la 110°la 121°. Acest lucru se datoreaza umplerii porilor cu chitosan si lanturi
hidrofobe de citril-iminici, precum i reorientarii structurii moleculare care directioneaza lanturile
hidrofobe catre exterior.

e Acoperirea a redus semnificativ viteza de transmisie a vaporilor de apa, de la 400 — 270 g/m?
la 170-150 g/m? datorita caracterului hidrofob al acoperirilor de citril-iminochitosan, aspect
promitator pentru conservarea bunad a alimentelor prin reducerea transferului de umiditate.

e Experimente de eliberare in vitro a citralului au demonstrat influenta semnificativa a pH-ului
mediului si solubilitétii citralului: in mediu acid, eliberarea este mai rapida datoritd deplasarii
echilibrului reactiei de iminare spre reactanti, iar in etanol, eliberarea este superioara celei in apa
datoritd solubilitatii mai bune a citralului. Astfel, eliberarea este un proces dinamic, mentinuta
prin indepartarea continud a citralului din mediul de eliberare.

e Materialele obtinute au fost evaluate pentru a stabili capacitatea lor de a extinde termenul de
valabilitate al alimentelor, alegdnd pentru acest studiu zmeura ca fruct model. S-a stabilit ca
prezenta citralului a contribuit la stabilitatea culorii prin reducerea proceselor de brunificare si
degradare. De asemenea, acoperirile au iIncetinit deshidratarea si acumularea de antociani,
intarziind coacerea si deteriorarea, si atenuand ingalbenirea/brunificarea.

e Fructele acoperite cu hartie impregnata au prezentat o fermitate mai mare comparativ cu
ambalajul comercial. Proba cu cel mai scazut continut de citral a fost cea mai eficienta in pastrarea
fermitatii fructelor.

e Acoperirea fructelor a creat o bariera impotriva contamindrii cu agenti patogeni prin cresterea
activitatii antipatogene de pana la aproximativ doua ori, in cazul prezentei citralului.

Rezultatele originale prezentate in teza au fost diseminate sub forma de articole stiintifice
cotate ISI in reviste nationale si internationale.
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