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INTRODUCERE

Repere conceptuale generale. Importanta, actualitatea si motivatia tezei de
doctorat

Biomaterialele pe baza de polizaharide reprezintd o categorie importanta de materiale
in domeniul ingineriei biomedicale si al stiintei materialelor durabile. Acesti polimeri
naturali, derivati din surse regenerabile, prezintd o biocompatibilitate, biodegradabilitate si
versatilitate chimica remarcabile, ceea ce 1i face extrem de atractivi pentru o gama variata
de aplicatii Tn domeniul medical, farmaceutic, alimentar si al protectiei mediului.

Polizaharidele precum chitosanul, alginatul, condroitin sulfatul si acidul hialuronic
sunt intrinsec biocompatibile, ceea ce inseamna ca pot interactiona cu sistemele biologice
fara a provoca reactii toxice sau imunogene. Proprietitile de biodegradare a acestora
asigurd descompunerea lor in produsi secundari lipsiti de toxicitate prin cdi metabolice
naturale, eliminidnd necesitatea Indepartarii chirurgicale in multe aplicatii biomedicale si
reducand impactul asupra mediului.

Derivate din surse naturale precum plante, alge si microorganisme, polizaharidele
reprezintd o clasd de materiale ecologice durabile. Disponibilitatea lor pe scard larga si
caracterul regenerabil sustin economia circulara, reducand astfel dependenta de polimeri
sintetici pe baza de petrol. Polizaharidele contin grupari functionale reactive (hidroxil,
amino si carboxil) care permit o gamd largd de modificari chimice si care permite
dezvoltarea de materiale cu proprietati specifice, precum bioactivitate, solubilitate si
rezistentd mecanicd, care pot fi prelucrate intr-o varietate de forme, inclusiv hidrogeluri,
filme, fibre si nanoparticule.

Prin urmare, pentru obtinerea de biomateriale micro- si nanostructurate,
polizaharidele pot fi utilizate In combinatie cu alte macromolecule naturale sau sintetice,
cu diferite grupari functionale sau capacitate de a raspunde la diversi stimuli externi sau
interni. Proprietdtile biomaterialelor ce urmeaza a fi obtinute pot fi ajustate prin alegerea
polimerilor potriviti in functie de aplicatiile vizate.

Motivatia pentru dezvoltarea biomaterialelor micro- si nanostructurate pe baza
de polizaharide este sustinutd in acest context atat din punct de vedere teoretic, cat si din
punct de vedere practic. Micro- si nanostructurarea polizaharidelor prezintd diverse

avantaje care pot fi favorabile unor posibile aplicatii ale acestora: suprafatd specifica



sporitd pentru incarcarea medicamentelor si eliberarea controlatd si tintitd a agentilor
bioactivi, capacitate de sorbtie pentru diferiti poluati organici si anorganici, proprietati
mecanice adecvate pentru ingineria tisulara sau pentru formarea de filme si membrane.
Motivatia pentru dezvoltarea biomaterialelor pe bazd de polizaharide micro- si
nanostructurate se bazeaza proprietatile intrinseci ale acestora, precum lipsa toxicitatii,
versatilitatea functionald si sustenabilitatea mediului. Aceste materiale raspund
provocarilor actuale de cercetare, aliniindu-se in acelasi timp la obiectivele globale de
inovare ecologica si bioeconomie circulara.

Incadrarea temei in preocupirile internationale, nationale si ale colectivului de
cercetare

Ca urmare a interesului crescut pentru crearea de materiale biocompatibile,
biodegradabile si sustenabile, domeniul biomaterialelor pe baza de polizaharide a cunoscut
in ultimii ani o crestere semnificativd la nivel mondial. Capitolul 1 ofera o analiza a
tendintelor actuale de cercetare, subliniind importanta acestui domeniu printr-un studiu
detaliat al literaturii de specialitate. Studiul de literaturd evidentiaza progresele recente in
proiectarea, caracterizarea si utilizarea polizaharidelor in diverse domenii, cum ar fi
ingineria tisulard, administrarea controlata a medicamentelor si regenerarea tesuturilor. De
asemenea, la nivel national, studiul polizaharidelor si al materialelor pe bazd de
polizaharide a Inceput din ce in ce mai mult sd prezinte o atentie sporitd din partea
comunitatii stiintifice din diferite domenii de cercetare. Avand In vedere aceste
considerente, alegerea acestui domeniu pentru dezvoltarea tezei de doctorat vizeaza
imbogdtirea clasei de biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de polizaharide, prin
obtinerea, caracterizarea si evaluarea unor noi structuri functionale cu proprietati fizico-
chimice si biologice optimizate.

Tema tezei de doctorat este corelatd cu preocupdrile colectivului de cercetare al
Laboratorului Polimeri Functionali din cadrul Institutului de Chimie Macromoleculara
Petru Poni din lasi, obiectivul laboratorului fiind dezvoltarea stiintificd in domeniul
materialelor multifunctionale, prin sinteza si utilizarea unei game largi de polimeri ionici
sintetici si naturali, cu grupdri functionale si arhitecturi prestabilite, obtinand sisteme
complexe multicomponente cu aplicatii in diferite domenii.

In cadrul colectivului de cercetare din Laboratorul Polimeri Functionali s-au studiat
anterior complecsii polielectrolitici pe baza de chitosan si alti polielectroliti sintetici
(Mihai, 2009; 2011), in general pentru utilizarea ca floculanti in aplicatii pentru curatarea

apelor poluate. Inovarea cercetarilor propuse in cadrul acestei teze de doctorat presupune
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obtinerea de biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de polizaharide, sub diverse
forme de prezentare, cu scopul de a fi utilizate 1n aplicatii medicale sau cosmetice.
Obiectivele tezei si metodologia experimentala
Prin urmare, obiectivul principal al prezentei tezei de doctorat a constat in obtinerea
de noi biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de polizaharide si alti polimeri
naturali sau sintetici si caracterizarea acestora privind structura si proprietdtile lor.
Din acest obiectiv principal au fost derivate cinci obiective secundare:
e Obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici nestoichiometrici pe
baza de polizaharide si alti polimeri naturali;
e Obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici pe bazd de
polizaharide si polimeri sintetici;
e Obtinerea si caracterizarea poliplecsilor pe bazd de Chit-g-PNIPAM si ADN;
e Obtinerea si caracterizarea biomaterialelor micro- si nanostructurate pe baza
de alginat de calciu, sub forma de hidrogeluri compozite;
e Obtinerea si caracterizarea biomaterialelor micro- si nanostructurate pe baza

de xantan, sub forma de emulsii ulei-in-apa.

Continutul tezei de doctorat

Teza de doctorat cu titlul , Biomateriale micro si nanostructurate pe bazdi de
polizaharide: obtinere, structurd si proprietati” se intinde pe 196 pagini si cuprinde sase
capitole ce includ 128 de figuri, 17 tabele, 11 ecuatii, o schema si 307 referinte
bibliografice. Teza de doctorat este structuratd in doud sectiuni principale: Partea I,
intitulatd ,,Stadiul actual al cunoasterii” este formatd dintr-un capitol si prezintd o sinteza a
contextului stiintific care motiveaza alegerea materialelor si a metodelor experimentale
utilizate iar Partea a II-a, intitulatd ,,Rezultate originale” este structurata in cinci capitole si
prezintd rezultatele proprii obtinute in cadrul studiilor efectuate in prezenta tezd de
doctorat.

Stadiul actual al cunoasterii, prezentat in Capitolul 1, evidentiazd importanta
biomaterialelor in domeniul stiintific, In special a biomaterialelor pe baza de polizaharide,
si totodata, unele proprietati importante ale polizaharidelor care vor fi utilizate in studiile
experimentale. De asemenea, sunt analizate si detaliate principalele metode de obtinere a
biomaterialelor micro- si nanostructurate sub formd de complecsi polielectrolitici,
hidrogeluri sau emulsii raportate in literatura de specialitate, respectiv principalele directii

de utilizare ale acestora.



Capitolul 2 prezintd materialele utilizate In cadrul tezei de doctorat, incluzand si o
descriere detaliatd a metodelor experimentale utilizate pentru obtinerea biomaterialelor
micro- §i nanostructurate pe bazd de polizaharide. Capitolul prezintda metodele de
caracterizare a materialelor privind structura si proprietitile acestora, precum cele de
evaluare a potentialelor aplicatii ale biomaterialelor obtinute.

Capitolul 3 contine obtinerea a doud tipuri diferite de complecsi polielectrolitici
nestoichiometrici: polizaharide/alti polimeri naturali si polizaharide/polimeri sintetici. In
acest capitol sunt prezentate informatii detaliate privind obtinerea complecsilor
polielectrolitici nestoichiometrici, precum si caracterizarea acestora folosind o varietate de
metode experimentale. De asemenea, sunt identificate elementele principale care
influenteaza proprietétile complecsilor, iar cei mai stabili sunt selectati pentru obtinerea de
complecsi tricomponenti utilizand diferite molecule bioactive.

Capitolul 4 prezinta sinteza si caracterizarea unui copolimer obtinut prin grefarea la
chitosan a polimerului poli(N-izopropilacrilamidd), urmatd de investigarea interactiunii
electrostatice dintre copolimer si doud macromolecule de ADN de diferite lungimi.
Materialele obtinute sunt caracterizate prin metode corespunzatoare pentru a confirma
structura chimicd a acestora si pentru a determina proprietatile de interes pentru utilizarea
in aplicatii specifice, precum livrarea genelor.

in Capitolul 5 se propune o noui metoda de obtinere a unor hidrogeluri omogene,
foarte bine organizate, folosind o dispersie de alginat de calciu si solutie de CaCl,, aceasta
din urma avand un rol dublu: sursa de ioni divalenti pentru reticularea lanturilor de alginat,
si centre de nucleatie pentru cristalizarea CaCOs. In plus, testul MTS a aritat ca
hidrogelurile reticulate au o viabilitate celulard importantd chiar si dupd 48 de ore. De
asemenea, studiul aratd fezabilitatea metodei in sisteme mai complexe, prin adaugarea in
mediul de cristalizare, pe langd alginat de calciu si CaCl,, a unor dispersii de complecsi
polielectrolitici nestoichiometrici cu grupdri anionice in exces, obtinuti prin interactiuni
electrostatice intre zeina si alginat de sodiu sau condroitin sulfat.

Capitolul 6 prezintd o abordare originald care a condus la obtinerea de textile
functionale cu proprietati de hidratare, prin utilizarea emulsiilor bioactive ulei-in-apa pe
bazd de ulei macerat de Daucus Carota si polizaharida gumd de xantan. Acest studiu
urmdreste optimizarea formuldrii emulsiilor prin variatia continutului uneia dintre
componente si mentinerea constanta a celorlalte, pentru a gasi conditiile adecvate pentru a
obtine emulsii stabile si compatibile cu aplicarea pe piele. Emulsiile stabile sunt testate

pentru biocompatibilitatea si efectele lor antimicrobiene, iar cele care demonstreaza
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biocompatibilitate sunt testate - ca atare sau pe textile - ca produse de Ingrijire a pielii,
urmarindu-se proprietdtile de hidratare a pielii si indicii de confort.

Teza de doctorat se incheie cu o serie de concluzii generale si perspective de
dezvoltare a studiilor propuse, fiind insotita de doud Anexe organizate dupd cum urmeaza:

Anexa 1 — Diseminarea rezultatelor stiintifice si Anexa 2 — Copii ale articolelor publicate.

PARTEA A II-A. REZULTATE ORIGINALE

3. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de polizaharide, sub

forma de complecsi interpolimerici

3.1. Obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici nestoichiometrici pe

baza de polizaharide si alti polimeri naturali

3.1.1. Caracterizarea solutiilor/dispersiilor de zeind

Pentru a studia capacitatea de solubilizare a zeinei utilizatd in acest studiu, au fost
pregdtite solutii cu concentratii de alcool in apa variind de la 60 la 90% (notate Zx,
si intensitatea luminii

x = concentratia in etanol). Diametrul mediu hidrodinamic, Dy,

dispersate, I, au fost mdsurate la un pH cuprins intre 2 si 9 (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Variatia diametrului mediu hidrodinamic (Dy) (a) si a intensitatii luminii dispersate (I)
(b) pentru solutii de zeind cu concentratii de alcool intre 60 si 90%, in functie de pH-ul solutiei
(Lotos, 2024a).

Dupa cum se poate observa in Figura 3.1 atat raportul alcool/apa cét si pH-ul au
influentat caracteristicile solutiilor/dispersiilor de zeina, Dy scdzdnd cu cresterea
continutului de alcool in apa. Cresterea concentratiei de alcool la 80% si, respectiv, 90% a
condus la scaderea Dy, (Figura 3.1a), insd in distributia dimensionald sunt observate doua
sau chiar trei populatii de particule. O observatie generald este aceea ca, pentru aceelasi
raport alcool/apa, variatia pH-ului nu influenteaza semnificativ distributia dimensionala si

valoarea Dy, pentru cele patru rapoarte alcool/api studiate. In acelasi timp, valorile



intensitatii luminii dispersate (Figura 3.1b), care sunt proportionale cu masa agregatelor,
sunt mai putin influentate de valoarea pH-ului, continutul de alcool fiind parametrul
principal pentru ierarhizarea intensitdtii, cele mai mari valori fiind gasite pentru un
continut mai mic de alcool, in timp ce valori mai mici si aproape similare au fost
evidentiate pentru Z80 si, respectiv, Z90.

Variatia potentialului zeta aparent (Capp) in functie de pH pentru solutiile de zeina cu
diferite concentratii de alcool si pentru cele doua polizaharide (ANa si CSA) este

prezentata in Figura 3.5.
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Figura 3.5. Variatia potentialului zeta aparent ({,,) pentru solutii de zeind cu diferite concentratii
de alcool (a) si doua solutii de polizaharide (b), in functie de valoarea pH-ului solutiei
(Lotos, 2024a).

Pentru acelasi continut de alcool, zeina isi modificd incdrcarea ionica (Capp) pozitiva
sau negativa in functie de pH-ul solutiei, asa cum se observa in Figura 3.5a. Astfel, zeina
utilizatd in acest studiu, formatd predominant din a-zeind, in functie de concentratia
alcoolului in solutie, are un punct izoelectric la valori ale pH-ului de aproximativ 6,4 — 7,0,
la un pH mai mic decit acesta zeina fiind incircati ionic pozitiv. In cazul polizaharidelor
ANa si CSA, acestea sunt incarcate negativ pe tot domeniul de pH testat (Figura 3.5b).

Deoarece scopul acestui studiu a fost de a obtine complecsi interpolimerici si tinand
cont de caracteristicile complementare ale polimerilor in solutie, a fost ales pH-ul = 4 la
care zeina in solutiile de alcool 60% (Z60) si 70% (Z70) este Incarcatd ionic pozitiv,

complementar cu sarcinile ionice negative ale ambelor polizaharide.

3.1.3. Nanoparticule de complecsi zeina/polizaharide

In incercarea de a reduce dimensiunea particulelor, s-a testat ordinea inversi de
adaugare, de aceastd data titratul fiind polizaharida si zeina titrantul (Figura 3.9). Astfel,
atunci cand zeina a fost titrantul, dimensiunea particulelor a fost de aproximativ 100 nm
pana la raportul molar de 1,2, cu obtinerea de particule aproape monodisperse (Figura 3.9d,

indice de polidispersitate sub 0,2). Cel mai probabil, polizaharida titrata a putut ingloba cu



usurintd zeina mai concentrata in conditiile experimentale aplicate. Figura 3.9¢ ilustreaza o
crestere mare a intensitatii luminii dispersate atunci cand raportul molar al sarcinilor a
crescut peste 0,8, simultan cu cresterea dimensiunilor particulelor. Se poate presupune ca
lanturile polizaharidice inglobeaza rapid dispersia de zeind si, chiar daca valorile
potentialului zeta sunt sunt in continuare negative si sugereaza nu se atinge stoechiometria,
trebuie tinut cont de faptul ca aceste valori sunt date doar de gruparile anionice disponibile

pe suprafata CPN (Figura 3.9a).
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Figura 3.9. (a) Potentialul zeta aparent (¢,,,), (b) dimensiunea medie hidronidamica (D),
(c) intensitatea luminii dispersate si (d) indicele de polidispersitate (IPD) a CPN
zeind/polizaharida (viteza de adaugare = 0,08 mL/min) (Lotos, 2024a).

Dimensiunea si forma nanoparticulelor obtinute atunci cand zeina a fost titrantul au
fost urmarite si prin SEM (Figurile 3.13 si 3.14). Astfel, nanoparticulele analizate au, in
principal, forma sfericd (in special pentru probele pe baza de CSA), alaturi de unele
structuri de formd neregulatd sau aglomerate, cu dimensiuni usor mai mici decat cele
rezultate din masuratorile DLS, probabil din cauza elimindrii apei in timpul uscarii. De
asemenea, contrastul de culoare de la marginile particulelor sugereaza formarea de
structuri de tip miez/invelis, sustindnd ipoteza cd polizaharida a inglobat zeina, bazata pe

valorile Cqpp.



Figura 3.13. Micrografiile SEM ale nanoparticulelor zeina/ANa cu diferite rapoarte intre polimeri,
viteze diferite de adaugare si continut diferit de alcool/apa in solutiile de zeina (scala 500 nm)
(Lotos, 2024a).

Figura 3.14. Micrografiile SEM ale nanoparticulelor zeind/CSA cu diferite rapoarte intre polimeri,
viteze diferite de adaugare si continut diferit de alcool/apa in solutiile de zeind (scala 500 nm)
(Lotos, 2024a).

3.1.4. Nanoparticule de complecsi zeind, polizaharide si ciprofloxacina

Tindnd cont de rezultatele prezentate in subcapitolele anterioare, au fost selectate
doud probe de CPN care au valori similare ale potentialului zeta (aproximativ -20 mV,
Figura 3.11a), si anume cele cu n’ = 0,8, viteza de adaugare de 0,03 mL/min, Z70 si
ambele polizaharide pentru a fi testate la obtinerea de complecsi tricomponenti, prin
interactiunea CPN preformati cu CF. Caracteristicile particulelor CF/CPN, in functie de
continutul de CF, sunt incluse in Figura 3.18, in timp ce morfologia acestora este

prezentata in Figura 3.19.
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Figura 3.18. Variatia potentialului zeta, diametrului hidrodinamic (D)) si indicelui de
polidispersitate (IPD) al nanoparticulelor CF/CPN in functie de continutul de CF (Lotos, 2024a).
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Figura 3.19. Imagini SEM ale complecyilor tricomponenti formati din CPN pe baza de CSA cu
n'" = 0,8 si continut diferit de CF (scala 500 nm). In fiecare imagine este inseratd distributia
diametrului hidrodinamic a particulelor determinat prin DLS (Lotos, 2024a).

Potentialul zeta pentru CF/CPN pe baza de CSA are valori negative mai mari
(aproximativ -40 mV) in comparatie cu cel obtinut pentru nanoparticulele corespunzatoare
fara CF (aproximativ -20 mV), indiferent de continutul de CF. Pe de alta parte, pentru CPN
pe bazd de ANa, prezenta CF conduce la valori ale potentialului zeta pand la -70 mV,
valorile absolute scdzand usor odatd cu cresterea CF. Pentru CPN cu ANa, cresterea
continutului de CF conduce la o scadere a dimensiunii nanoparticulelor, impreund cu
scaderea polidispersitatii, sugerand cd CF Imbunatiteste proprietatile fizice ale
nanoparticulelor prin reducerea tendintei acestora de agregare. Prin comparatie, in cazul
CPN cu CSA, dimensiunea nanoparticulelor creste usor odata cu cresterea continutului de
CF, rezultand particule de CF/CPN de maximum 60 nm. Mai mult, valorile indicelui de
polidispersitate pentru CPN cu CSA sunt sub 0,2 pentru toate probele, indiferent de
continutul de CF, indicand formarea de particule aproape monodisperse. Micrografiile
SEM din Figura 3.19 aratd faptul cd morfologia nanoparticulelor nu s-a schimbat dupa
interactiunea cu CF, sugerdnd o buna incorporare a antibioticului in complecsii

tricomponenti.



3.1.6. Studiul activitatii antibacteriene a suprafetelor modificate

Pentru a evalua comparativ activitatea antibacteriand, nanoparticulele de CPN si
CF/CPN au fost depuse pe suprafata MFCN, aderarea acestora fiind rezultatul
interactiunilor electrostatice si hidrofobe. Pentru comparatie, a fost pregatitd o proba in
care materialul MFCN a fost acoperit doar cu zeind. Rezultatele obtinute la testele privind
proprietatile antibacteriene pentru materialul netesut initial si cel cu Z70, CPN sau

CF/CPN sunt prezentate n Figura 3.23 si in Tabelul 3.2.

Figura 3.23. Activitatea antibacteriand impotriva (a) S. aureus si (b) E. Coli a materialului tratat
cu Z70, CPN sau CF/CPN (a se vedea corespondenta numarului probei in Tabelul 3.2)
(Lotos, 2024a).

Tabel 3.2. Activitatea antibacteriand a probelor testate impotriva tulpinilor de referintd S. aureus
si E. Coli (mm) (Lotos, 2024a).

Zona de inhibitie (mm)
Nr. Probei Codul probei

S. aureus E. coli
1 MFCN - -
2 MFCN + 770 10* M - -
3 MFCN + (Z70/ANa), s - -
4 MEFCN + (Z70/CSA)s - -
5 MFCN + (Z70/ANa)og + CF 15 ml 21,35+2,33 25,15+ 1,20
6 MFCN + (Z70/CSA),s + CF 15 ml 20,10 + 0,57 27,75+ 1,20

Dupa cum se poate observa in Figura 3.23, materialul celulozic initial, precum si
probele care contin Z70 sau CPN, nu au activitate antibacteriand datorita proprietatilor lor
excelente de biocompatibilitate (Vasiliu, 2022). In schimb, probele cu antibiotic au
prezentat activitate antibacteriand (pand la 27 mm de zona de inhibitie impotriva E. coli in
cazul CPN cu CSA si ciprofloxacind). Este cunoscut faptul ca ciprofloxacina este foarte
eficientd impotriva bacteriilor Gram-negative si cu eficientd moderatd impotriva bacteriilor

Gram-pozitive (Campoli-Richards, 1988). Acest lucru este in concordantd cu testul
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antibacterian efectuat in acest studiu, CF/CPN avand o arie de inhibitie mai mare pentru E.

coli decat pentru S. aureus, indiferent de polizaharidele implicate (CSA sau ANa).

3.2. Obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici pe baza de polizaharide

si polimeri sintetici

3.2.1. Studiul proprietatilor fizico-chimice ale complecsilor Chit/PNIPAM

Dupa cum se poate observa in Figura 3.24a, intensitatea luminii dispersate pentru
seria Chit/PNIPAM, creste treptat odatd cu cresterea concentratiei de PNIPAM;.
Deoarece intensitatea luminii dispersate este proportionald cu masa complecsilor in solutie,
cresterea observata confirma faptul ca a avut loc complexarea intre cele douad componente,
iar masa complecsilor creste efectiv pe masurd ce se adaugd mai mult PNIPAM;.
In paralel, intensitatea luminii dispersate pentru seria Chits/PNIPAM| prezinti, de
asemenea, o tendintd de crestere similard, dar cu valori generale mai mari, ceea ce
sugereaza ca particulele formate in acest caz au o masd mai mare sau o conformatie mai
densa.

In ceea ce priveste sarcina efectiva a complecsilor, valorile potentialului zeta masurat
sunt prezentate In Figura 3.24b pentru ambele serii Chit;/PNIPAM_ si Chits/PNIPAML.
Evident, desi nu se observd modificari semnificative la cresterea concentratiei de
PNIPAM_, pentru ambele serii, valorile potentialului zeta ale complecsilor sunt
considerabil mai mici decat cele ale probelor de chitosan corespunzatoare, confirmand
astfel complexarea dintre cele doud componente macromoleculare. Aceastd scadere este
net mai pronuntatd in cazul probelor din seria Chits/PNIPAM;, valorile potentialului zeta
ale complecsilor fiind aproape de zero, indicand neutralizarea majoritara a sarcinilor opuse.
In ceea ce priveste dimensiunea complecsilor, din Figurile 3.24c si 3.24e se poate observa
ca, pentru seria Chiti/PNIPAM;, se disting doua populatii principale, dimensiunea lor
(aproximativ 30 si, respectiv, 220 nm) fiind mai mult sau mai putin aceeasi, indiferent de
cantitatea de PNIPAM in complecsi. Aceste picuri denotd prezenta a doud populatii diferite
in dispersiile de complecsi, care corespund cel mai probabil unor particule care au un
numar diferit de catene incluse in complecsi. Un mic pic la aproximativ 10 nm (Pic 1) este,
de asemenea, detectat pentru probele (Chit/PNIPAMy )4/ si (Chity/PNIPAML)44 si poate
indica prezenta catenelor polimerice sintetice necomplexate, deoarece coincide cu picul

corespunzator al probei de PNIPAM.
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Figura 3.24. (a) Intensitatea luminii dispersate, (b) potentialul zeta si (c, d) dimensiunea picurilor,
derivata din distributiile dimensiunilor (e, f), pentru seriile Chit,/PNIPAM; si Chity/PNIPAM,;.
De asemenea, pentru comparatie, sunt incluse distributiile dimensiunilor pentru probele Chit,,

Chits si PNIPAM; (Lotos, 2025).

Pentru seria de complecsi Chits/PNIPAM|, chitosanul cu catena mai scurta prezinta,
de asemenea, autoasamblare in solutie, in Figura 3.24f observandu-se doud picuri cu
dimensiuni de aproximativ 25 si 150 nm, care corespund atat catenelor individuale cat si
agregatelor cu mai multe lanturi. In acelasi timp, distributia dimensiunilor probelor
(Chitg/PNIPAMY )4/ st (Chits/PNIPAML )4, prezinta trei picuri, dimensiunea primelor doud
fiind putin mai micd decit cea a picurilor corespunzatoare probei Chits. Rezultatele
sugereaza cd, atat lanturile individuale cat si agregatele cu mai multe lanturi ale
chitosanului cu catend scurtd interactioneaza electrostatic cu lanturile PNIPAM, formand
complecsi care sunt usor mai mici decat chitosanul initial, ca urmare a reducerii repulsiilor
electrostatice datorate neutralizarii sarcinii si a cresterii interactiunilor hidrofobe cauzate de

incorporarea PNIPAM.

3.2.2. Comportamentul complecsilor Chit/PNIPAM la variatia temperaturii
Deoarece PNIPAM este un polimer termosensibil, este de asteptat sd confere aceleasi

caracteristici si complecsilor Chit/PNIPAM si, din acest motiv, a fost investigata influenta
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temperaturii asupra caracteristicilor complecsilor formati. In mod concret, raspunsul lor la
temperaturd a fost examinat prin efectuarea de masuratori DLS la diferite temperaturi
cuprinse intre 25 si 45 °C (cu un pas de crestere de 5 °C), iar rezultatele obtinute cu privire
la intensitatea luminii dispersate, dimensiunile picurilor si distributiile dimensiunilor
corespunzatoare sunt prezentate in Figurile 3.36 si 3.37. Pentru toate probele investigate,
dupa incalzirea pana la 45 °C, temperatura a fost redusa la 25 °C, iar proba a fost masurata

din nou pentru a examina reversibilitatea structurilor formate prin procesul de incalzire.
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Figura 3.36. Efectul temperaturii asupra (a) intensitatii luminii dispersate si (b) dimensiunii
picurilor, derivate din distributiile dimensiunilor (c, d), pentru probele (Chit/PNIPAM,); si
(Chity/PNIPAM;),; (Lotos, 2025).

Figurile 3.36a si 3.37a aratd influenta temperaturii asupra intensitatii luminii
dispersate pentru complecsii obtinuti cu ambele probe de chitosan la un raport volumic de
4/1 in comparatie cu probele corespunzatoare de PNIPAM. La 35 °C (adica peste LCST al
PNIPAM), se observa o crestere brusca a intensitdtii, insotitd si de o crestere semnificativa
a turbiditatii, pentru toate probele. Acest comportament este caracteristic tranzitiei de faza
a PNIPAM, atribuit cresterii interactiunilor hidrofobe care induc agregarea intre lanturi si
este comun pentru toate probele investigate de complecsi Chit/PNIPAM. Cresterea
ulterioara a temperaturii pana la 45 °C nu pare sa aiba un efect semnificativ asupra
intensitatii luminii dispersate, in timp ce valorile initiale sunt complet restabilite dupa
ricirea la 25 °C, demonstrand reversibilitatea tranzitiei. In acelasi timp, distributiile

dimensiunilor pentru complecsii 4/1 din toate cele patru sisteme (Figurile 3.36 c,d si 3.37
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c,d) prezinta peste temperatura de 35 °C aceeasi tranzitie de la doud sau trei picuri la unul
singur, care este, de asemenea, o trasatura caracteristicd ambelor probe de PNIPAM.

Acest comportament sugereaza agregarea populatiilor initiale de complecsi in
structuri compacte, datoritd cresterii hidrofobicitatii lanturilor PNIPAM complexate, care

la randul lor favorizeaza interactiunile dintre lanturi.
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Figura 3.37. Efectul temperaturii asupra (a) intensitatii luminii dispersate si (b) dimensiunii
picurilor, derivate din distributiile dimensiunilor (c, d), pentru probele (Chit;/PNIPAMs/
Chity/PNIPAMy) . (Lotos, 2025).

3.2.4. Capacitatea de incarcare cu molecule bioactive a complecsilor Chit/PNIPAM

Capacitatea nanostructurilor hibride Chit/PNIPAM de a fi utilizate ca potentiale
sisteme de administrare a moleculelor bioactive a fost exploratd prin examinarea abilitatii
lor de a incapsula un compus natural hidrofob, si anume curcumina (CRC). Dintre
complecsii Chit/PNIPAM, (Chit/PNIPAMy)44 a fost ales pentru incapsularea CRC,
deoarece combinatia dintre Chity, si PNIPAM, este consideratd a fi cea mai stabila, in timp
ce cantitatea mai mare de PNIPAM ar trebui sd Imbunatdteasca interactiunea cu molecula
bioactiva hidrofoba. Au fost investigate trei rapoarte diferite de incarcare prin addugarea a
2,5, 5 s1 10% g/g de CRC 1in raport cu masa totala a complexului, la 40 °C pentru a
beneficia de tranzitia de faza a lanturilor PNIPAM.

Proprietatile fizico-chimice ale probelor (Chit;/PNIPAM} )44 incércate cu CRC au
fost investigate prin efectuarea de masuratori DLS pe solutii diluate 1:10, iar Figura 3.49
prezintd valorile intensitdtii luminii dispersate si dimensiunile picurilor rezultate din

distributiile dimensiunilor.
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Figura 3.49. Rezultatele DLS in ceea ce priveste (a) intensitatea luminii dispersate si
(b) dimensiunea picurilor, derivate din (c) distributiile dimensiunilor, pentru probele de
(Chit,/PNIPAM;) ., incarcate cu CRC (Lotos, 2025).

Rezultatele DLS arata ca proba de (Chity/PNIPAM| )44 incarcat cu CRC prezinta o
crestere accentuatd a intensitatii luminii dispersate, ceea ce indicd o masd mai mare a
structurilor (Figura 3.49a). in ceea ce priveste dimensiunea complecsilor incircati cu
molecule bioactive, se detecteaza o tranzitie de la cele doud picuri identificate pentru
complexul initial la un singur pic cu o dimensiune intermediard, care este insotitd in
consecintd de o scadere semnificativa a indicelui de polidispersitate (si anume, de la
aproximativ 0,6 la 0,1). Modificarile observate confirma incorporarea cu succes a CRC si
sugereaza in continuare reducerea dimensiunilor complecsilor initiali si formarea de
structuri mai compacte/dense ca urmare a cresterii interactiunilor hidrofobe datorate
prezentei moleculelor de CRC. Cu toate acestea, sarcina efectiva pozitiva a complecsilor
primari Chit/PNIPAM este mentinutd, proba cu cea mai mare concentratiec de CRC
((Chit/PNIPAMY)44+10%CRC) prezentand o valoare a potentialului zeta de aproximativ
+30 mV.

Pentru a determina concentratia de CRC incapsulata, s-au efectuat masuratori
spectroscopice UV-Vis, iar spectrele obtinute sunt prezentate in Figura 3.50a, impreuna cu
spectrul corespunzator al (Chity/PNIPAM} )44, pentru comparatie. Din valorile absorbantei
obtinute la 427 nm si utilizand curba de calibrare a CRC realizata in etanol (Figura 3.50),

s-a calculat concentratia de CRC incapsulata in solutiile/dispersiile de complecsi. Valorile
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corespunzatoare pentru fiecare raport de incarcare sunt prezentate in Tabelul 3.5, impreuna
cu concentratia de CRC adaugata si eficienta de incapsulare calculatd cu ecuatia (2.8)

(Capitolul 2).

()

1.0

Absorbanta (u.a.)

0.2

0.0

o
®
L

o
o
L

1N
»
L

—— (Chit /PNIPAM,),

—— (Chit, /PNIPAM,),;+CRC2,5%
(Chit, /PNIPAM, ),,,+CRC5%

—— (Chit, /IPNIPAM,),,+CRC10%

\\’1\4<\

—
(=2
-

-
[
N

=] -
o (=]
1 !

Intensitatea Fluorescentei x10° (u.a.)
o

S
'S
L

o
N
L

o
L

CRC in EtOH (10 mg/mL)

—— (Chit, /IPNIPAM,),,+CRC10%
(Chit, /PNIPAM, ),,,+CRC5%

—— (Chit, /PNIPAM, ) ,+CRC2,5%

—-544

533

T T T T
300 400 500 600 700

Lungime de unda (nm)

o
=

450

550 600 650 700 750

Lungime de unda (nm)

500

Figura 3.50. (a) Spectre UV-Vzs si (b) spectre de fluorescenta pentru probele de
(Chit,/PNIPAM;) . incarcate cu CRC (Lotos, 2025).

Tabelul 3.5. Concentratia de CRC adaugata si incapsulata, impreund cu eficienta de incapsulare
EE%, pentru probele de (Chit,/PNIPAM}),, incarcate cu CRC (Lotos, 2025).

Ccrc adaugata Ccrc incapsulata

1 o
Codul probei (ng/mL) (ug/mL) EE%
(Chity/PNIPAM )44+2,5%CRC 19,6 8,5 43,4
(Chity /PNIPAM] )4/4+5% CRC 38,5 17,9 46,5
(Chity /PNIPAM| )4,4+10% CRC 74,1 45,4 61,3

Valorile EE% estimate sunt cuprinse Intre 43 s1 61% pentru cele trei concentratii de
CRC investigate (2,5; 5 si 10 % g/g), indicand o capacitate suficientd de incéarcare a
moleculei bioactive pentru complexul format intre Chitp si PNIPAM;, care este, fara
indoiala, corelatd cu hidrofobia generald a sistemului. Spectroscopia de fluorescenta a fost
utilizatd pentru a verifica proprietatile fluorescente ale complecsilor incarcati cu CRC si,
astfel, potentiala lor utilizare in aplicatii relevante pentru bioimagisticd. Figura 3.50b
prezintd spectrele obtinute pentru cele trei concentratii diferite de CRC investigate,
impreund cu spectrul corespunzdtor al CRC in etanol (cu o concentratie de 10 pg/mL).
In comparatie cu spectrul CRC, se poate observa o deplasare treptati aparenti spre rosu a
picului caracteristic CRC de la 531 la 544 nm pentru complecsii incarcati cu molecule
bioactive. Aceastd deplasare este atribuitd interactiunilor hidrofobe ale CRC cu lanturile de
PNIPAM (in special deoarece procedura de ncarcare a fost efectuatd peste valoarea LCST)
(Selianitis, 2022; Skandalis, 2022), desi este posibil ca regiunile hidrofobe ale catenei

principale a chitosanului sd faciliteze, de asemenea, incapsularea CRC.
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4. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de chitosan grefat, sub

forma de poliplecsi

4.1. Obtinerea si caracterizarea copolimerului chitosan-g-poli(/V-izopropilacrilamida)

4.1.1. Caracterizarea copolimerului Chit-g-PNIPAM

Mecanismul de reactie propus la grefarea chitosanului cu PNIPAM, este descris in
Figura 4.1. In prima etapi, initatorul KPS, descompus sub influenta temperaturii, poate
extrage un atom de H din gruparea aminica a chitosanului, generand in sistem o sare stabild
(bisulfat de potasiu) si doi radicali, radicalul amino din chitosan si radicalul bisulfat din
KPS. Cel din urma, mai reactiv decat radicalul polimeric, poate ataca lantul de PNIPAM Ila
gruparea terminald activa tritiocarbonat, formadnd un macroradical PNIPAM (etapa 2).
Acest macroradical poate reactiona 1n continuare cu radicalul de chitosan formand

copolimerul grefat Chit-g-PNIPAM (etapa 3).

(a) Sinteza polimerului sintetic PNIPAM prin tehnica RAFT
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(b) Sinteza copolimerului Chit-g-PNIPAM
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Figura 4.1. Reprezentare schematica a (a) sintezei de PNIPAM prin polimerizare RAFT si
(b) mecanismului propus de grefare a PNIPAM-ului la chitosan: (1) KPS extrage un atom H din
gruparea amino a chitosanului, generdnd radicalii chitosan si bisulfat; (2) radicalul bisulfat ataca
PNIPAM la gruparea terminala activa de tritiocarbonat, generdnd un macroradical;
(3) macroradicalul PNIPAM reactioneaza cu radicalul NH-de pe chitosan (Zaharia, 2024).

4.1.1.1. Spectroscopie FTIR-ATR

Obtinerea copolimerulului Chit-g-PNIPAM a fost validata prin spectroscopie
FTIR-ATR (Figura 4.2). Asfel, vibratia de intindere a gruparii N-H din PNIPAM a fost
identificatd la 3292 cm™ (Rwei, 2016). in plus, vibratia de intindere a carbonilului
(amida I) s-a observat la 1641 cm™ si vibratia de Incovoiere a N-H (amida II) la 1537 cm’

(Ziminska, 2020). Gruparea izopropil din PNIPAM in spectrul FTIR-ATR prezinta benzi
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caracteristice la 2971 ecm™ si 2933 cm™ corespunzitoare grupdrilor -CH (simetrice si
asimetrice), precum si doud benzi la numerele de undd 1371 cm™ si 1461 cm™, atribuite

gruparii -CHj.

Chit-g-PNIPAM

Chit

PNIPAM

T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numér de unda [cm™]

Figura 4.2. Spectrele FTIR-ATR ale PNIPAM-ului, chitosanului si Chit-g-PNIPAM
(Zaharia, 2024).

Banda de la 1133 cm™ a fost corelatd cu vibratia de intindere C-O in chitosan,
indicand prezenta sa in structura copolimerului. Benzile caracteristice gruparilor N-acetil
din structura chitosanului sunt prezente la aproximativ 1618 cm™ (C=0, amida I) si
1325 cm™ (C-N, amida III), si se suprapun cu cele ale PNIPAM-ului. in spectrul
FTIR-ATR al copolimerului grefat au fost identificate semnale caracteristice atat pentru
PNIPAM cat si pentru chitosan. De asemenea, copolimerul nu contine atomi de sulf in
structura, fapt dovedit de spectrul FTIR-ATR prin disparitia benzilor la numerele de unda
860 si 610 cm™ din spectrul Chit-g-PNIPAM, care au fost atribuite in spectrul PNIPAM
gruparii tritiocarbonat.

4.1.1.3. Analiza termogravimetrica

Analiza termogravimetricd a chitosanului, PNIPAM-ului si Chit-g-PNIPAM a fost
realizatd in intervalul de temperaturd 37 - 700 °C, iar comportamentul termic (pierderea
masicd) a fost evaluat prin comparatie (Figura 4.4). Chitosanul si PNIPAM-ul au prezentat
o evolutie diferitd a degradarii termice, PNIPAM prezentand o stabilitate termica mai mare
pana la descompunerea sa completa la 450 °C. Curba TG a chitosanului a evidentiat doua
etape de descompunere (Figura 4.4, linie intreruptd). Prima etapa a avut loc in intervalul de
temperaturd 38 - 96 °C, si este datoratd pierderii de apa (Kumar, 2012), cu o pierdere
masica de aproximativ 9,58%. Descompunerea majora a inceput la 150 °C cu o pierdere
masicd de aproximativ 44% si a fost cauzatd de deshidratarea ciclurilor piranozice, apoi

depolimerizare, urmata de degradarea termica a catenei polizaharidice (Sosnik, 2015).
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Figura 4.4. Curbele termogravimetrice pentru chitosan, PNIPAM si Chit-g-PNIPAM
(Zaharia, 2024).

Degradarea PNIPAM a fost limitata, de asemenea, la doud etape (Figura 4.4, linie
dreaptd): prima etapd, care a fost detectata la aproximativ 93 °C, a inclus o pierdere de
masa de 8% si se poate datora evaporarii apei, iar a doua etapa Intre 350 - 450 °C, poate fi
atribuitd degradarii termice complete a polimerului sintetic. In acelasi timp, pentru
copolimerul Chit-g-PNIPAM procesul de degradare s-a desfasurat in trei etape (Figura 4.4,
linie punctatd). Prima etapa, la aproximativ 95 °C si insotita de o pierdere de masa de 4%,
a fost atribuitd evapordrii apei prezente In copolimer, care a fost retinuta prin formarea de
legaturi de hidrogen cu acesta. Descompunerea catenei polizaharidice de chitosan este
responsabila de a doua pierdere masica (26%), in intervalul de temperaturi 200 - 300 °C. A
treia etapd, care Incepe la 310 °C, cu o pierdere de masd de 35%, a fost atribuita
descompunerii termice a catenei sintetice de PNIPAM. Stabilitatea termica a chitosanului
in copolimerul grefat a scazut de la 250 la 210 °C din cauza impactului PNIPAM-ului
asupra fazei cristaline a chitosanului (Queiroz, 2014). Aceste modificari termice au loc la
temperaturi care nu sunt relevante pentru posibilele aplicatii medicale si care nu vor putea

fi niciodata intalnite in vivo.

4.1.2. Influenta temperaturii asupra proprietatilor solutiilor de Chit-g-PNIPAM

Influenta procesului de incalzire/racire (in intervalul de temperaturd 25 - 45 °C)
asupra tuturor parametrilor indicati este prezentatd in Figura 4.6. Intervalul de temperatura
utilizat la masuratori a fost stabilit in functie de proprietdtile PNIPAM-ului, care are LCST

la aproximativ 32 °C.
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Figura 4.6. Influenta temperaturii asupra (a) intensitatii luminii dispersate, (b) dimetrul
hidrodinamic, (c) indicelui de polidispersitate si (d) distributiei dimensionale a Chit-g-PNIPAM
(concentratia polimerului: 1,2 mg/mL; pH = 6,5) (Zaharia, 2024).

Din Figura 4.6a, se poate observa ca cresterea temperaturii are impact asupra masei
agregatelor Chit-g-PNIPAM, fapt dovedit de cresterea intensitatii luminii dispersate dupa
LCST-ul PNIPAM-ului. De asemenea, diametrul hidrodinamic al particulelor de
Chit-g-PNIPAM a variat in functie de temperatura, ceea ce sugereaza ca particulele deja
formate la temperaturd scazutd se combind intre ele pe masura ce temperatura creste peste
valoarea LCST, schimbandu-si densitatea si dimensiunea la cresterea temperaturii (Figura
4.6b). Acest lucru are loc in paralel cu o crestere a masei agregatelor, dupa cum indica
cresterea intensitatii. Acest proces poate fi atribuit generarii de structuri mai compacte prin
deshidratarea lanturilor de PNIPAM, pe baza interactiunilor hidrofobe dintre partile
hidrofobe ale Chit-g-PNIPAM si a legdturilor de H dintre gruparile amidice din PNIPAM
si grupdrile hidroxilice din chitosan. Figura 4.6¢ ilustreaza cd valorile indicelui de
polidispersitate sunt mai mari de 0,2 la temperaturi sub LCST si scad sub 0,2 la
temperaturi peste LCST, sugerand o trecere de la structura dezordonatd la agregate mai
ordonate/dense de Chit-g-PNIPAM (Bao, 2010). Distributia dimensiunilor pentru
copolimerul Chit-g-PNIPAM (Figura 4.6d) demonstreaza ca la temperaturi peste 35 °C,
unde lanturile grefate de PNIPAM posedd o hidrofobie sporitd, prezintd o singura
populatie. Dupa racirea solutiilor de Chit-g-PNIPAM, a fost demonstrata reversibilitatea
procesului de agregare/solubilizare, dupa cum se poate observa 1n Figura 4.6 (ultimul punct
din diagrame, dupa récire la 25 °C) dimensiunea particulelor de Chit-g-PNIPAM, indicele
de polidispersitate si intensitatea luminii dispersate revenind aproximativ la valorile initiale

de la 25 °C. Prin urmare, proprietatile termosensibile ale copolimerului Chit-g-PNIPAM
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nou sintetizat 1l recomanda drept potential candidat pentru constructia de nanocontainere
inteligente, pentru eliberarea ulterioara a compusilor bioactivi (de exemplu, ca sistem

Linteligent” de eliberare a genelor).
4.2. Obtinerea si caracterizarea poliplecsilor pe baza de Chit-g-PNIPAM si ADN

4.2.1. Proprietati fizico-chimice ale poliplecsilor Chit-g-PNIPAM/ADN

Rezultatele obtinute in ceea ce priveste intensitatea luminii dispersate, valorile razei
hidrodinamice (Ry) a diferitelor populatii identificate, evidentiate prin diferite picuri ale
functiilor de distributie a dimensiunilor, impreuna cu potentialul zeta al poliplecsilor sunt
prezentate in Figura 4.7, in functie de raportul N/P.
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Figura 4.7. Rezultatele DLS si ELS cu privire la (a) intensitatea luminii dispersate, (b) raza
hidrodinamica (c, d) distributia dimensionala si (e) valorile potentialului zeta pentru poliplecsii
Chit-g-PNIPAM/ADN50/2000 (Karayianni, 2024).

Dupa cum se observa in Figura 4.7a, masa (care este direct proportionalda cu
intensitatea luminii  dispersate) poliplecsilor formati 1intre copolimerul grefat
Chit-g-PNIPAM si ADN, prezintd cele mai mari valori pentru rapoartele N/P sub 1 (adica
punctul estimat de neutralizare a sarcinilor). Prin urmare, se poate deduce cu o certitudine
relevanta ca, pentru N/P < 1, interactiunea dintre cele doud componente este extrem de

puternica sau, cu alte cuvinte, excesul de ADN raportat la grupele amino disponibile ale
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Chit-g-PNIPAM conduce la formarea de poliplecsi sau agregate mari. Atunci cand
copolimerul Chit-g-PNIPAM este in exces si, prin urmare, existd un surplus de sarcini
pozitive, adicd pentru N/P > 1, poliplecsii rezultati sunt mai putin densi si sunt stabili
coloidal. In cele din urma, meritd mentionat faptul ca, pentru aceleasi valori N/P,
poliplecsii formati cu ADN2000 au o masd mai mare sau sunt mai densi decat cei cu
ADNS50, ceea ce poate indica un grad mai ridicat de interactiune cu copolimerul grefat.

In ceea ce priveste dimensiunea poliplecsilor formati, functiile de distributie a
dimensiunii (Figura 4.7, ¢ si d), ofera informatii valoroase. In primul rind, solutia de
Chit-g-PNIPAM prezintd doud picuri care indicd doua populatii in solutie, cu valori Ry
corespunzatoare in intervalul 10-20 nm si aproximativ 300-600 nm. Prezenta celui de-al
doilea pic indicd un anumit grad de autoasamblare al copolimerului grefat, formand
agregate cu mai multe lanturi, cel mai probabil datorita interactiunilor hidrofobe provenite
din catena de chitosan sau interactiunile intra-polielectrolitice ale copolimerului. Prin
urmare, in solutie coexista atat lanturi de copolimer Chit-g-PNIPAM, cét si agregate.

In ceea ce priveste poliplecsii Chit-g-PNIPAM/ADNS50, la valori N/P mari (2 si 4)
functiile de distributie a dimensiunii (Figura 4.7b) sunt similare cu cele ale copolimerului
pur sau, cu alte cuvinte, dimensiunile celor doua populatii de poliplecsi sunt dictate de
populatiile corespunzatoare ale copolimerului grefat care este in exces. Un aspect destul de
interesant este faptul ca pentru sistemul Chit-g-PNIPAM/ADN2000, distributiile
dimensiunilor prezintd un singur pic (o populatie), cu o dimensiune destul de similard de
aproximativ 75 nm pentru toate cele trei dispersii stabile. Acest lucru aratd formarea de
poliplecsi densi indiferent de cantitatea de copolimer grefat, care este in mod evident o
consecinta directd a lungimii probei de ADN.

Informatiile privind sarcina efectiva a poliplecsilor formati, derivate din valorile
potentialului zeta (Figura 4.7e), sunt in conformitate cu ipotezele formulate pand in
prezent. Pornind de la cea mai mare valoare N/P, ambele sisteme
Chit-g-PNIPAM/ADNS50/2000 prezintd valori pozitive relativ mari, apropiate de cea
masuratd pentru copolimerul pur, care este de aproximativ +50 mV. Aceasta observatie
confirmd faptul cd, atunci cand copolimerul Chit-g-PNIPAM este in exces, proprietitile
generale si conformatia poliplecsilor sunt dictate in principal de starea si caracteristicile
intrinseci de conformatie/agregare ale acestuia. Pe masura ce raportul N/P scade (creste
continutul de ADN), se poate observa o scadere treptatd a potentialului zeta al
poliplecsilor, ajungand la valori apropiate de zero in cazul probei de ADN5O0 sau chiar la

valori negative (adicd inversare de sarcind) in cazul ADN2000. Se confirma astfel ca
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poliplecsii formati la rapoarte N/P apropiate de 1 se caracterizeaza printr-o sarcina globala
redusa, ca urmare a neutralizarii sarcinii care are loc la interactiunea electrostatica a celor
doua componente.

Pentru a obtine informatii suplimentare cu privire la morfologia poliplecsilor, s-a
efectuat imagistici STEM pentru cei formati la N/P = 4 si ambele sisteme

Chit-g-PNIPAM/ADNS50/2000, dupa cum se poate observa in Figura 4.8.

(a) Chit-g-PNIPAM/ADN50 (b) Chit-g-PNIPAM/ADN2000
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Figura 4.8. Imagini STEM pentru poliplecsii stabili formati la N/P = 4 pentru ambele sisteme
(a, ¢) Chit-g-PNIPAM/ADN50 si (b, d) Chit-g-PNIPAM/ADN2000 (Karayianni, 2024).

In ambele cazuri se observa nanostructuri sferice omogene, de diferite dimensiuni, cu
o structurd de tip arici. In mod evident, densitatea poliplecsilor scade in apropierea
periferiei acestora, iar in partile exterioare ale nanostructurilor formate (in special pentru
ADNS50) sunt vizibile structuri drepte sau usor curbate de lanturi de copolimer/ADN
complexate. Aceasta din urma caracteristica poate fi un rezultat al caracterului semirigid
atat al ADN-ului céat si al catenei de chitosan si poate conduce la o coasamblare in forma

de scard a complecsilor primari ADN/copolimer grefat.

4.2.2. Studiul raspunsului termic al poliplecsilor Chit-g-PNIPAM/ADN

Dupa cum s-a anticipat, prezenta catenelor laterale PNIPAM conferd copolimerului
grefat un caracter termosensibil (Zaharia, 2024), care poate fi exploatat in potentiale
bioaplicatii. Prin urmare, investigarea raspunsului termic al poliplecsilor
Chit-g-PNIPAM/ADNS50/2000 este de un interes deosebit. Figura 4.9 prezinta rezultatele

obtinute in ceea ce priveste cresterea intensitdtii luminii dispersate si valorile Ry ale
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diferitelor picuri identificate in functiile de distributie a dimensiunilor corespunzatoare, in
functie de temperatura, pentru ambele sisteme Chit-g-PNIPAM/ADNS50/2000. De retinut
ca, in toate cazurile, dupa cresterea treptatd a temperaturii pand la 45 °C, proba a fost racitd
pana la temperatura de 25 °C si masuratd din nou pentru a examina reversibilitatea oricaror

modificari aparute.
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Figura 4.9. Influenta temperaturii asupra (a) intensitatii luminii dispersate, (b) razei
hidrodinamice (c, d) functiile de distributie a dimensiunii pentru poliplecsii formati la N/P = 4
pentru sistemele Chit-g-PNIPAM/ADNS0 si Chit-g-PNIPAM/ADN2000 (Karayianni, 2024).

Pentru poliplecsii formati la N/P = 4 se observa o crestere semnificativa a intensitatii
luminii dispersate peste 35 °C pentru ambele sisteme, dupa cum se vede in Figura 4.9a,
schimbarea fiind si mai pronuntata in cazul poliplecsilor formati cu proba de ADN scurt.
In acelasi timp, dimensiunea poliplecsilor pe bazi de ADN2000 pare si nu fie afectati de
cresterea temperaturii, fiind observata doar o usoara largire a picului Ry, in functiile de
distributie a dimensiunilor corespunzatoare (Figura 4.9d). Dimpotriva, pentru sistemul cu
ADNS0 se observa o scadere considerabila a dimensiunii populatiei mai mari (Figura
4.9¢), in timp ce pentru dimensiunea populatiei mai mici existd o scddere mult mai mica,

observata mai ales la temperatura de 35 °C.

4.2.4. Stabilitatea poliplecsilor Chit-g-PNIPAM/ADN in fluide biologice
In afarad de stabilitatea fatd de tiria ionica, este la fel de important si se testeze

comportamentul poliplecsilor atunci cand interactioneaza cu fluidele biologice, ca
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modalitate de simulare a raspunsului lor la introducerea in corpul uman. in acest scop,
dispersiile stabile de poliplecsi ale ambelor sisteme au fost amestecate (in volume egale) cu
solutii de SFB de concentratii diferite, 10 si 50% v/v In TFS, iar amestecurile finale
echilibrate au fost masurate prin DLS mai intai la temperatura camerei (25 °C) si ulterior la
temperatura corpului (37 °C) dupa incubare timp de 30 min. Figura 4.14 prezinta
rezultatele obtinute in ceea ce priveste cresterea intensitdtii luminii dispersate si valorile Ry,
rezultate din functiile de distributie a dimensiunii corespunzatoare, pentru poliplecsii la
N/P = 4 ale ambelor sisteme Chit-g-PNIPAM/ADNS50/2000, dupa amestecarea cu solutii
de SFB de concentratii diferite (10 si 50% v/v).
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Figura 4.14. Influenta interactiunii cu SFB asupra (a) intensitatii luminii dispersate,(b) razei
hidrodinamice, (c,d) functiilor de distributie a dimensiunilor pentru poliplecsii formati la N/P = 4

din ambele sisteme Chit-g-PNIPAM/ADN50/2000 (Karayianni, 2024).

Rezultatele DLS evidentiaza o crestere in principal a intensitatii luminii dispersate si,
intr-o mai micd masura, a dimensiunii poliplecsilor formati cu ADNS50, dupa amestecarea
cu solutiile de SFB, diferentele fiind mai pronuntate pentru concentratia mai mare de SFB.
Chiar si dupa incubarea la 37 °C se observd mici modificari. Prin urmare, se poate
presupune ca, desi poliplecsii interactioneazd cu componentele solutiei de SFB (in
principal proteine si enzime), deoarece existd o crestere considerabild a intensitatii, desi

dimensiunea lor nu se modifica foarte mult, cel mai probabil datorita structurii lor initiale
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care permite reorganizari conformationale adecvate. Desigur, la un continut mai ridicat de
SFB, poliplecsii leagd mai multe proteine/enzime, ceea ce duce la o crestere vizibila atat a
masei, cat si a dimensiunii acestora. Aproximativ aceeasi explicatie este valabild si pentru
poliplecsii din sistemul Chit-g-PNIPAM/ADN2000, principala diferenta in acest caz fiind
ca acestia sunt deja caracterizati de o conformatie initiala compacta, astfel incat la legarea
componentelor din SFB are loc o crestere semnificativd a masei si dimensiunii lor, in
special la o concentratie mare de SFB, unde posibilitatea agregarii secundare este destul de

probabila.

5. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de alginat de calciu,

sub forma de hidrogeluri compozite

5.2. Obtinerea in situ si caracterizarea hidrogelurilor compozite ACa-CaCOj;

Desi procesul de liofilizare a condus la obtinerea unor hidrogeluri bine definite,
acestea se dizolva rapid in mediu apos. Prin urmare, s-a pus problema stabilizarii
hidrogelurilor pentru aplicatii ulterioare. Intrucat hihrogelurile sunt instabile in solutii
apoase, agentul de reticulare ales a fost solutia BTCDA 1% in acetond, iar morfologia
hidrogelurilor ACa-CaCOj; reticulate este prezentatd in Figura 5.5. Dupa cum se poate
observa din imaginile SEM incluse in Figura 5.5, morfologia poroasd a hidrogelurilor a
fost mentinutd dupa procesul de reticulare, peretii porilor pastrandu-si integritatea si
orientarea. Totusi, dimensiunea porilor a scazut usor dupa procesul de spalare (cu ~ 2 pm
in ambele cazuri), cel mai probabil datoritd reticuldrii cu BTCDA a lanturilor

polizaharidice.

(a) F B j Aca20e8TCDA 1) ~5 \ 5 i ACaSO0+BTCDA
\ - . \— - : 4 y 3 | | ‘1
o8 ] t s

[ \ : o ‘. J ; . i<

4

Figura 5.5. Imagini SEM ale (a) ACa20-CaCQOsj si (b) ACa50-CaCOs dupa reticulare cu BTCDA;
detalii ale peretelui porilor din ACa50-CaCOj; (c) inainte de reticulare si (d) dupa reticulare
(Mihai, 2024).
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In timpul etapei de reticulare, cele doud grupari anhidridice ale BTCDA pot reactiona
intra- sau intermolecular cu gruparile OH apartinand aceluiasi lant polimeric sau, respectiv,
a doua lanturi polimerice. Formarea de noi tipuri de legaturi (de tip ester) conduc la
imbunatatirea proprietdtilor mecanice ale materialului, densificind reteaua organica. Mai
mult, prin spalarea intensiva a probelor, cristalele de CaCOj3 1n exces au fost eliminate din
peretii hidrogelurilor (se observa prin compararea imaginilor din Figura 5.4, ¢ si d).

Prezenta CaCOj; in matricea hidrogelului dupa reticulare si spalare intensiva a fost

confirmata de difractogramele XRD (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Difractograme XRD ale ACa20 si ACa50, inainte §i dupa reticulare cu BTCDA
(Mihai, 2024).

Dupa cum se poate observa in Figura 5.6, probele nereticulate (ACa20 si ACa50) au
difractograme similare care evidentiazd ca faze cristaline vaterita si calcitul. Astfel,
prezenta vateritei este confirmatd de picul caracteristic intens la 26 = 33,1 (114) si de
picurile largi de la 23,41 (110), 40,68 (211), 53,14 (300), 58,65 (224) si 68,76 (202).
Planurile cristalografice ale calcitului, cu indicii Miller (104), (110), (113), (202), (018),
(122), (310), (444) si (431) sunt reprezentate de picurile de difractie la unghiurile 20 de
29,41, 35,97; 39,38; 43,26; 47,61, 48,51; 57,40; 61,01; 65,55 si 72,99.

Dupa reticulare cu BTCDA, semnalele caracteristice vateritei dispar, in timp ce
intensitatea tuturor semnalelor caracteristice calcitului cresc, difractogramele prezentand
cel mai intens varf la 20 = 29,4. Acest fenomen poate fi atribuit transformarii vateritei in
calcit, in timpul procesului de reticulare, prin procese consecutive de dizolvare-
recristalizare (Cheng, 2014). Astfel, difractogramele XRD demonstreaza faptul ca, desi nu
exista cristale de CaCOs vizibile din punct de vedere imagistic dupa reticulare cu BTCDA,

toate hidrogelurile contin calcit, cel mai stabil polimorf de CaCOs, ceea ce confirma
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formarea in situ cu succes a compozitelor ACa-CaCOs, care constau dintr-o matrice de
alginat ranforsata cu nanocristale de carbonat de calciu.

Testul MTS (Figura 5.8) a demonstrat cd hidrogelurile ACa-CaCOs3 au o viabilitate
celulard foarte scazutd din cauza dizolvarii matricei de alginat, dovedind astfel necesitatea
unui reticulant pentru a stabiliza hidrogelurile. Dupa reticularea cu BTCDA si spalarea
intensiva a hidrogelurilor, materialele au prezentat o crestere ridicata a viabilitatii celulare
relative dupa 48 de ore in mediul de culturd, pand la 80%. Acest lucru sugereaza ca

hidrogelurile reticulate ACa-CaCOs pot avea aplicatii In domeniul biomedical, avand o

biocompatibilitate buna.

TestMTS 48h [0)]
i = Ctrl

== ACa 20+BTCDA
mm ACa 50+BTCDA
= ACa20

mm ACaS0

o3885883888

Viabilitate celulara relativi (%)

Figura 5.8. Morfologia celulelor dupa 48h de incubare cu: (a) control, (b) ACa20, (c) ACa50,
(d) ACa20+BTCDA, (e)ACa50+BTCDA; si (f) rezultatul testului MTS al hidrogelurilor ACa20 si
ACa50, inainte si dupa reticulare (Mihai, 2024).

5.4. Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente ACa-CPN-CaCO;
Dupa cum se poate observa din Figura 5.10, toate probele au o structura de hidrogel,
cu pori bine definiti, atat Tnainte, cat si dupa reticulare. Atunci cand au fost utilizati CPN
cu un raport molar de 0,6, hidrogelurile rezultate au pori cu dimensiuni diferite, cuprinse
intre 3,2 - 15,7 pm si 2,6 - 12,8 um pentru CPN Z60/ANa si, respectiv, Z60/CSA. In cazul
CPN cu raport molar de 1,2, ambele probe au condus la formarea unei retele mai stabile,
mentindnd peretii porilor si orientarea acestora dupa reticulare. In plus, dimensiunea
porilor hidrogelurilor este mai uniforma, cu o medie de 11,2 £ 2,2 um si 8,9 + 3,2 um
atunci cand se utilizeaza Z60/ANa 1,2 si, respectiv, Z60/CSA 1,2. in plus, spalarea

intensivd a probelor dupd procesul de reticulare nu a modificat morfologia initialda a

hidrogelurilor.
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Figura 5.10. Imagini SEM ale hidrogelurilor ACa-CPN-CaCO; dupa reticulare cu BTCDA;
inserate imagini SEM ale hidrogelurilor corespunzatoare inainte de reticulare cu scara de 100 um
(Mihai, 2024).

Chiar daca toate cele patru dispersii de CPN au facut posibila formarea de retele
tridimensionale, o organizare mai bund s-a obtinut atunci cadnd au fost utilizate
nanoparticule Z60/ANa, comparativ cu Z60/CSA (Figura 5.10, imaginile hidrogelurilor
inainte de reticulare); aceasta tendintd poate fi corelatd cu prezenta alginatului atat in
matrice, cat si pe nanoparticule. Ca atare, ionii de calciu prezenti in mediul de reactie pot
interactiona cu lanturile de alginat din dispersia initiala de alginat de calciu, precum si cu
unele lanturi disponibile de alginat de sodiu prezente pe suprafata nanoparticulelor, creand
structuri de tip "egg-box" intre aceste doud componente (Figura 5.2.b), crescand astfel
stabilitatea hidrogelurilor. Dupa cum demonstreaza imaginile SEM, toate hidrogelurile
obtinute cu CPN nu prezinta cristale mari de CaCOs vizibile. Prezenta carbonatului de
calciu a fost evidentiata prin XRD, difractogramele obtinute pentru hidrogeluri fiind

prezentate in Figura 5.11, prin comparatie cu difractogramele materialelor de plecare.
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Figura 5.11. Difractograme XRD ale (a) hidrogelurilor ACa-CPN-CaCOj; dupa reticulare cu
BTCDA si (b) ACa utilizat ca matrice pentru hidrogel si componentele individuale ale CPN: zeind,
CSA si ANa (Mihai, 2024).

Difractogramele XRD demonstreaza prezenta CaCO; in toate probele investigate
(Figura 5.11a), prezentand picuri caracteristice pentru vaterita la 26 = 23,30; 33,1; 56,62;
73,08 si pentru calcit la 26 = 29,61; 36,25; 39,67 si, respectiv, picuri de intensitate scazuta
la 43,41; 47,64; 48,70; 58,43; 61,15; 65,67 si 73,85. Difractogramele pulberilor de ACa,
zeind, CSA si ANa utilizate 1n aceste experimente pentru prepararea hidrogelurilor sunt
reprezentate Tn Figura 5.10b. Polizaharidele si zeina au, in general, o banda de difractie
larga caracteristica structurii lor amorfe.

Hidrogelurile obtinute cu CPN pe bazd de ANa (cu ambele rapoarte molare) au
prezentat picuri mai putine si mai slabe ca intensintate pentru calcit, cu un procent de
8,83% in ACa20-Z60/ANa 0,6 si 7,74% in ACa20-Z60/ANa 1,2 (comparativ cu CPN pe
baza de CSA (42,9% in ACa20-Z60/CSA 0,6 si 61% in ACa20-Z60/CSA 1,2). Aceste
variatii pot fi atribuite n principal modificarilor conditiilor de suprasaturare in cadrul

experimentului din cauza structurii polizaharidelor utilizate (CSA sau ANa).

6. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de xantan,

sub forma de emulsii ulei-in-apa

6.2. Optimizarea formularilor pentru prepararea emulsiilor ulei-in-apa

6.2.1. Influenta continutului de ulei macerat de morcov asupra caracteristicilor
emulsiilor ulei-in-apa

Uleiul macerat de morcov a fost selectat deoarece actioneazd ca un ingredient
hidratant eficient pentru toate tipurile de piele, inclusiv pentru pielea uscata. Prin urmare,
au fost preparate si caracterizate formulari cu un continut diferit de OC (0,5 pand la 3 mL),

iar rezultatele analizei acestora sunt incluse in Figura 6.3.
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Figura 6.3. Influenta continutului de ulei macerat de Daucus Carota asupra caracteristicilor
emulsiilor U/A: (a) imagini ale picaturilor din emulsii (scara = 100 um), (b) distributia
diametrului, (c) parametrii de forma si (d) diametrul mediu (Lotos, 2024b).

Dupa cum se observa in Figura 6.3 (a, b si d), indiferent de continutul de OC, s-a
constatat o distributie relativ larga a dimensiunilor picaturilor, diametrul mediu variind
usor odata cu scaderea continutului de OC. Cu toate acestea, scdderea continutului de OC
in formuldri a diminuat polidispersitatea dimensionala, singura probd cu populatii clare de
doud dimensiuni fiind gasitd atunci cand s-a utilizat cel mai mare continut de OC pentru
formularea emulsiei U/A (GX1/0C3/T0,1). De asemenea, parametrii de circularitate (care
este o masurd a apropierii de un cerc perfect) si convexitate (0 mdsurd a rugozitatii
suprafetei unei particule), foarte apropiati de valoarea unu, impreund cu alungirea
(o masurd a relatiei lungime/latime) apropiatd de zero confirma forma sferica a picaturilor,

indiferent de continutul de OC, dupa cum se poate vedea in Figura 6.3c.

6.3. Studiul proprietatilor biologice a emulsiilor ulei-in-apa

6.3.1. Comportamentul citotoxic al emulsiilor ulei-in-apa

Citotoxicitatea celulelor de fibroblaste umane normale (NHDF) dupa 24 de ore de
contact cu probele testate a fost comparata cu cea a celulelor netratate, rezultatele fiind
incluse in Figura 6.10. In conformitate cu ISO 10993-5:2009, reducerea viabilitatii
celulelor cu peste 30% este considerata un efect citotoxic. Astfel, dupa cum se observa in
Figura 6.10, dupa 24 de ore de tratament rezulta ca emulsiile cu un continut mai mic de
surfactant (GX1/0C3/T0,1, GX1/OC1/T0,1 si GX1/OC2/T0,1) nu sunt citotoxice,
indiferent de continutul de OC. Pe de altd parte, proba cu cel mai mare continut de

surfactant (GX1/0OC3/T3) s-a dovedit a fi citotoxicd pentru celulele NHDF, cel mai
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probabil din cauza cantitatii mari de agent tensioactiv, Tween 80 fiind cunoscut ca avand

un efect citotoxic asupra fibroblastelor umane normale (Arechabala, 1999).
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Figura 6.10. Citotoxicitatea celulelor NHDF tratate timp de 24 de ore cu emulsii U/A, in

comparatie cu celulele netratate. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie * eroarea standard
a mediei, n = 3; *p < 0,05 (Lotos, 2024b).

6.3.2. Activitatea antimicrobiana a emulsiilor ulei-in-apa

Activitatea antimicrobiana a fost evaluatd impotriva a patru microorganisme diferite
(E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis si C. glabrata), utilizand testul Kirby-Bauer, cunoscut
sub numele de metoda de difuzie pe disc, diametrele zonelor de inhibitie fiind prezentate in
Tabelul 6.1, impreund cu concentratiile minime inhibitorii (CMI) determinate prin metoda

dilutiei in mediul de cultura.

Tabelul 6.1. Activitatea antimicrobianad a emulsiilor U/A fatd de tulpinile de referinta: rezultatele
metodei de difuzie pe disc si concentratia minima inhibitorie, CMI (Lotos, 2024b).

Emulsie GX1/0C3/T3 GX1/0C3/T0,1 GX1/0C2/T0,1 GX1/0C1/T0,1

Tulpini Zoni de inhibitie (mm)

E. coli 10,30 £ 0,28 11,85+ 0,21 11,55+ 0,77 12,00 = 0,28
K. pneumoniae 8,20+ 0,14 9,20+0,14 9,25+0,21 8,65 £ 0,49
E.faecalis 10,30 £ 0,56 12,10+ 0,14 11,80+ 0,42 12,55+0,35
C.glabrata 13,30 = 0,99 13,25+ 0,77 13,15+ 0,48 14,15+ 0,48

CMI (mg/mL)

E. coli 49,69 52,46 35,65 18,18

K. pneumoniae 49,69 52,46 35,65 18,18
E.faecalis 49,69 52,46 35,65 18,18
C.glabrata 49,69 52,46 35,65 18,18

Toate probele au fost eficiente impotriva tulpinilor bacteriene E. coli,
K. pneumoniae, E. faecalis, iar cele mai bune rezultate au fost obtinute in cazul drojdiilor
reprezentate de C. glabrata (aproximativ 14 mm de zond de inhibitie pentru fiecare proba
testatd). Proba GX1/0OC1/T0,1 a avut cea mai bund activitate antimicrobiana, avand cea

mai micd concentratie inhibitorie (18,18 mg/mL), cu cele mai bune rezultate
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antimicrobiene. Cu toate acestea, estimarea activitatii antimicrobiene aratd ca nu au existat
diferente notabile intre probele testate, iar prezenta surfactantului nu influenteaza
activitatea antimicrobianad a probelor, indiferent de concentratia acestora. Explicatia este ca
activitatea antimicrobiand a probelor se datoreaza uleiului de Daucus carota, utilizat deja
pentru unele afectiuni ale pielii, cum ar fi arsurile si furunculii (Glisi¢, 2007). Proprietati
antifungice similare au fost raportate anterior de literatura de specialitate Tmpotriva

C. albicans (Alves-Silva, 2016; Marzouki, 2010), dar si impotriva E. coli (Sokovié, 2009).

6.5. Obtinerea unor suporturi textile tratate cu emulsii ulei-in-apa si evaluarea
acestora ca textile cosmetice

6.5.1. Analiza indicilor de confort

Indicii de confort sunt esentiali pentru textilele cosmetice, deoarece joaca un rol
esential in determinarea confortului si a performantei acestor produse. Valorile obtinute
pentru permeabilitatea la aer, higroscopia si permeabilitatea la vapori de apa sunt

prezentate in Tabelul 6.2.

Tabelul 6.2. Indicii de confort pentru textilele tratate cu emulsii (Lotos, 2024b).

Coeficientul de

Proba Permeabilitatea la aer Higroscopicitate .
vaporizare
Proba martor 19,2388+0,06 1,9420+0,009 18,6836+0,04
GX1/0C3/T0,1 16,0944+0,06 9,7627+0,02 17,6928+0,02
GX1/0C2/T0,1 17,0833+0,08 6,9306+0,01 17,8343+0,02
GX1/0C1/T0,1 17,4166+0,08 7,4468+0,01 18,0467+0,04

Conform rezultatelor prezentate in Tabelul 6.2, permeabilitatea la aer a scazut in
comparatie cu proba martor. O posibild explicatie este datd de faptul ca emulsiile au
umplut spatiile dintre fibre, facand suprafata textila mai densd (dupa cum se observa in
insertiile din Figura 6.12). Astfel, suportul textil tratat cu emulsia care contine cea mai
mica cantitate de ulei macerat de Daucus Carota are cea mai mare valoare a permeabilitétii
(proba tratatd cu emulsia GX1/0OC1/T0,1), iar proba care contine cea mai mare cantitate de
ulei are cea mai mica valoare (probele tratate cu emulsia GX1/0OC3/T0,1). Pe de alta parte,
scaderea permeabilitatii la aer nu este atdt de mare incat sa afecteze respirabilitatea si
confortul suporturilor textile.

Rezultatele obtinute aratd ca valorile higroscopiei pentru suporturile textile tratate cu
emulsii sunt mai mari decat higroscopia probei martor, ceea ce sugereaza ca textilele
tratate sunt capabile sd absoarba mai multd umiditate din piele. O posibilad explicatie poate
fi data de faptul ca acizii grasi din compozitia uleiului macerat de Daucus Carota dar si

polizaharida pot actiona ca potentiali agenti higroscopici (Sumathi, 2007). Pe de alta parte,

33



cresterea higroscopiei duce la o scadere a permeabilitatii aerului si a apei datoritd umflarii
si Inchiderii porilor din suporturile textile (Kapoor, 2021).

Materialele textile tratate cu emulsii au o permeabilitate mai mica la vapori de apa
decat proba martor. O posibila explicatie este datd de faptul ca, prin aplicarea emulsiei,
unii pori ai suportului textil pot fi blocati. Cu toate acestea, scaderea permeabilitatii la
vapori de apa a esantioanelor tratate cu emulsii nu este atdt de semnificativa incat sa

influenteze reglarea temperaturii si transpiratia.

6.5.2. Evaluarea hidratarii pielii prin aplicarea de textile functionalizate cu emulsii
ulei-in-apa

Textilele tratate cu emulsii au fost studiate in continuare pentru a determina gradul de
hidratare a pielii, fiind aplicate pe diferite zone de pe partea interioard a antebratelor.
Gradul de hidratare a pielii a fost citit imediat dupa indepartarea textilelor tratate cu
emulsii de pe piele (dupd 1 h) si dupa 24 de ore de la aplicarea textilelor functionale pe

piele, rezultatele fiind prezentate pe categorii de varsta in Figura 6.13.
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Figura 6.13. Variatia gradului de hidratare a pielii pentru grupa de varsta (a) 31-40 de ani i
(b) >65 de ani (Lotos, 2024b).

Conform rezultatelor obtinute, valorile de hidratare a pielii in cazul aplicérii
suporturilor textile tratate cu emulsii sunt mai mari decat cele obtinute doar prin aplicarea
emulsiilor pe piele (Figura 6.13a si b). O posibila explicatie este datd de faptul ca, prin
aplicarea suportului textil tratat cu emulsie pe piele, se creeaza o barierd ocluziva care ajuta
la retinerea umiditatii si previne pierderea de apa de la suprafata pielii (Harwood, 2024) si,
astfel, textilele tratate cu emulsii conduc la o hidratare mai mare a pielii. in schimb, chiar
dacd emulsiile aplicate direct pe piele sunt absorbite foarte usor, din cauza lipsei unei

bariere care sa retind umiditatea, acestea se evapora mai repede si, astfel, reduc hidratarea

pielii in timp.

34



CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat cu titlul , Biomateriale micro si nanostructurate pe bazdi de
polizaharide: obtinere, structura si proprietdti” a avut ca obiectiv general obtinerea de noi
biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de polizaharide si alti polimeri naturali sau
sintetici si caracterizarea privind structura si proprietdtile acestora. Lucrarea se intinde pe
191 pagini si cuprinde sase capitole care includ 128 de figuri, 17 tabele, 11 ecuatii, o
schema si 303 referinte bibliografice. Teza de doctorat este structurata Tn doua parti: stadiul
actual al cunoasterii, si rezultate originale structurate in cinci capitole.

Pentru atingerea scopului principal al tezei au fost urmate 3 directii de studiu:

1. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de polizaharide, sub forma de

complecsi interpolimerici si poliplecsi
- obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici nestoichiometrici pe
baza de polizaharide si alti polimeri naturali
- obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici pe bazd de
polizaharide si polimeri sintetici
- obtinerea si caracterizarea poliplecsilor pe baza de Chit-g-PNIPAM si ADN
2. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de alginat de calciu, sub forma
de hidrogeluri compozite
- obtinerea in situ si caracterizarea hidrogelurilor compozite alginat de calciu-
CaCOs3
- obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente alginat de calciu-
CPN-CaCO;
3. Biomateriale micro- si nanostructurate pe baza de xantan, sub forma de
emulsii ulei-in-apd
- prepararea unor emulsiilor ulei-in-apd, folosind guma de xantan si ulei
macerat de Daucus Carota si studiul proprietatilor biologice
- obtinerea unor suporturi textile tratate cu emulsii ulei-in-apa si evaluarea
acestora ca textile cosmetice

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

1. Obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici nestoichiometrici pe baza de

polizaharide si alti polimeri naturali:
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prima parte a Capitolului 3 al tezei cuprinde rezultate originale cu privire la
prepararea si caracterizarea unor CPN care contin zeind si doud tipuri de
polizaharide (CSA si ANa);

comportamentul zeinei la diferite concentratii alcool-apa si diferite pH-uri a fost
evaluat pentru a stabili conditiile optime de formare a complecsilor;

CPN au fost sintetizati prin doua metode de adaugare complementare (titrantul a
fost fie zeina, fie polizaharida) si la doud viteze diferite de adaugare (0,3 si 0,8
ml/min), cu un raport molar intre sarcinile complementare variind intre 0,4 la
1,8;

atunci cand zeina a fost titratul, s-au obtinut particule cu dimensiuni si cu
polidispersitate mari;

in cazul in care zeina a fost titrantul si la rapoarte molare sub 1,2, s-au obtinut
particule cu o dimensiune medie de aproximativ 100 nm, aproape monodisperse;
cand polizaharidele au fost macromoleculele titrate, acestea au putut incorpora cu
usurinta zeina, formand structuri de tip miez/invelis;

a fost observatd modificarea continutului de o-helix al zeinei n functie de
continutul acesteia In CPN, legarea polizaharidelor distrugdnd cel mai probabil
legatura de hidrogen dintre lanturile polipeptidice ale zeinei, ceea ce duce la
scaderea fractiei de structura elicoidala;

dispersiile de CPN cu cele mai bune caracteristici (raport molar intre polimeri de
0,8, dimensiuni de 100 nm, potential zeta de -20 mV) au fost utilizate cu succes
pentru inglobarea ciprofloxacinei cu formarea de complecsi tricomponenti;
activitatea antibacteriana a CF/CPN a fost evaluata impotriva S. aureus si E.
coli prin tratarea unui material netesut din celuloza cu dispersia de complex
tricomponent si s-a demonstrat cd medicamentul 1isi pastreaza activitatea

antibacteriand, aceasta fiind mai pronuntata in cazul E. coli.

2. Obtinerea si caracterizarea complecsilor interpolimerici pe bazd de polizaharide si

polimeri sintetici:

in a doua parte a Capitolului 3 este prezentatd obtinerea de nanostructuri
macromoleculare  hibride natural-sintetice formate prin interactiunea
electrostaticd a unor molecule polizaharidice de chitosan si a unor probe de
PNIPAM functionalizate la una din extremitati cu cite o grupare carboxilat, ca

metoda alternativa de grefare a polizaharidelor cu catene de polimeri sintetici;
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au fost studiate diferite combinatii de catene lungi sau scurte a ambelor
componente macromoleculare, la diferite rapoarte de amestecare, si s-au obtinut
complecsi stabili;

proprietatile lor fizico-chimice in ceea ce priveste masa, dimensiunea, sarcina,
structura si morfologia au fost examinate prin DLS, potentiometrie,
spectroscopie de fluorescentd, precum si prin imagistica STEM si AFM;

s-a constatat cd particularitdtile individuale ale complecsilor formati sunt direct
corelate cu lungimea moleculelor de chitosan si a celor de PNIPAM
(lungi/scurte) si cu raportul de amestecare al acestora;

influenta lungimii moleculei de chitosan s-a dovedit a fi deosebit de
semnificativa, deoarece a condus la obtinerea unor complecsi cu un aranjament
diferit al componentelor si cu o structura diferita, fie relaxata, fie densa;
complecsii Chit/PNIPAM au un comportament similar dependent de
temperaturd, datoritd naturii termosensibile a lanturilor de PNIPAM,
evidentiind schimbdri conformationale la cresterea temperaturii peste 35 °C,
complet reversibile la scaderea la temperatura camerei;

complecsii Chit/PNIPAM sunt sensibili la variatia tariei ionice a solutiei,
prezentdnd o micsorare sau o dezasamblare partiald (in functie de conformatia
lor initiald), ca urmare a ecranarii sarcinilor;

utilizarea potentiald a acestor nanostructuri ca vectori de livrare a moleculelor
bioactive a fost verificatd prin incapsularea cu succes a curcuminei, ca urmare a
interactiunilor hidrofobe care au loc intre molecula bioactiva si complecsi, iar
rezultatele obtinute evidentiaza importanta echilibrului dintre interactiunile
electrostatice si hidrofobe atunci cand este vorba de sisteme atat de complexe

din punct de vedere structural.

3. Obtinerea si caracterizarea copolimerului chitosan-g-poli(N-izopropilacrilamida):

In prima parte a Capitolului 4, a fost obtinut cu succes copolimerul
termosensibil Chit-g-PNIPAM prin metoda ,,grefare la” chitosan prin legarea
covalenta a unor catene de PNIPAM, polimer sintetic obtinut prin polimerizare
RAFT;

formarea copolimerului Chit-g-PNIPAM a fost demonstrata prin spectroscopie

FTIR-ATR si '"H-RMN, TGA, si titrari conductometrice inverse;
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eficienta grefarii a fost cuantificatd ca fiind de 19,9% prin 'H-RMN si de
21,62% prin titrare conductometrica;

copolimerul Chit-g-PNIPAM a prezentat o autoasamblare termosensibild, in
solutii apoase, dupd cum reiese din masurdtorile de dispersie a luminii in
functie de temperatura (interval de temperatura 25 - 45 °C);

copolimerul Chit-g-PNIPAM, cu proprietatile sale termosensibile, poate fi
utilizat in dezvoltarea de noi nanocontainere inteligente pentru transportul si

livrarea de acizi nucleici.

4. Obtinerea si caracterizarea poliplecsilor pe baza de Chit-g-PNIPAM si ADN:

Partea a doua a Capitolului 4 prezintd un studiu experimental concentrat pe
interactiunea dintre copolimerul Chit-g-PNIPAM si douad molecule de ADN, de
diferite lungimi, precum si pe proprietatile fizico-chimice ale poliplecsilor
formati,

caracteristicile fizico-chimice generale ale poliplecsilor in ceea ce priveste
masa, dimensiunea, sarcina, structura si stabilitatea lor s-au dovedit a fi o
combinatie complexd a raportului dintre cele doud componente
macromoleculare, lungimea moleculei de ADN si conformatia intrinseca a
copolimerului Chit-g-PNIPAM;

prezenta catenelor laterale de PNIPAM conferd poliplecsilor un comportament
termosensibil, permitand astfel o functionalitate suplimentard, cu schimbari
conformationale complet reversibile ale poliplecsilor deja formati, care au loc la
un LCST situat la 35 °C;

s-a examinat, de asemenea, stabilitatea poliplecsilor la cresterea tariei ionice sau
la interactiunea cu fluide biologice precum SFB si s-a constatat ca acestea sunt
extrem de rezistente la ambii factori destabilizatori;

afinitatea de legare dintre copolimer si lanturile de ADN a fost monitorizata
prin stingerea fluorescentei probelor marcate cu bromura de etidiu si s-a
demonstrat ca aceasta este influentatd in mare masura de lungimea moleculei de
ADN, in sensul cd lanturile mai scurte sunt mai usor de complexat datorita
conformatiei lor si, prin urmare, mai usor de incorporat in poliplecsii formati;
spectrele FTIR au aratat ca Chit-g-PNIPAM protejeaza conformatia nativa atat

a moleculelor scurte, cat si a celor lungi de ADN;
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studiul a pus in evidentd complexitatea unor astfel de sisteme si modalitatile de
caracterizare a acestora din punct de vedere fizico-chimic, evidentiind in acelasi
timp numarul de parametri care trebuie luati in considerare la proiectarea unor

potentiale sisteme de transport de gene destinate aplicatiilor biologice.

5. Obtinerea si caracterizarea biomaterialelor micro- si nanostructurate pe baza de

alginat de calciu, sub forma de hidrogeluri compozite:

Capitolul al 5-lea demonstreaza prepararea cu succes a unor hidrogeluri
compozite cu carbonat de calciu, pornind de la ACa, prin metoda difuziei
carbonatului de amoniu si cristalizarea in situ a CaCOs;

concentratia de ACa a fost variatd de la 2 la 50 g/L, obtindndu-se cea mai buna
structura poroasa atunci cand a fost utilizata o concentratie mai mare;
stabilizarea hidrogelurilor formate a fost realizata cu reticulantul BTCDA,
testele MTS aratand ca hidrogelurile reticulate au o viabilitate celulara relativa
de pana la 80% dupa 48 de ore;

a doua etapa a studiului in formularile de hidrogel compozit a utilizat, pe langa
materialele utilizate in prima etapa, CPN pe bazd de zeina si polizaharidele
ANa si CSA (a caror sinteza si caracterizare sunt descrise pe larg in Capitulul 3,
prima parte);

hidrogelurile rezultate au prezentat o buna organizare tridimensionald, fara
exces de cristale mari de CaCOs, demonstrand o buna stabilitate in timpul

procesului de reticulare.

6. Obtinerea si caracterizarea biomaterialelor micro- si nanostructurate pe baza de

xantan, sub forma de emulsii ulei-in-apa:

In Capitolul 6 s-au obtinut zece emulsii U/A care au fost caracterizate printr-o
serie de analize specifice (proprietdti organoleptice, analizd dimensionala,
turbiditate, tensiune superficiald a picdturilor si unghi de contact, pH si
conductivitate electricd);

atat OC cat si GX au un rol important in proprietatile emulsiei U/A, cele mai
bune conditii de formulare (din punct de vedere al stabilitatii si al aplicarii
ulterioare pe cale topicd) fiind: GX 1 % wt. in solutia initiald, surfactant (T) 0,1

mL, indiferent de cantitatea de OC utilizata;
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testele in vivo au aratata ca emulsiile U/A cu ulei macerat de Daucus Carota pot
imbunatati in mod eficient nivelul general de hidratare a pielii, lasand-o moale
si neteda;

emulsiile biocompatibile au fost aplicate pe tesaturi celulozice tricotate, iar
textilele de ingrijire a pielii obtinute prezintd proprietdti bune de confort si un
grad mai bun de hidratare a pielii in comparatie cu emulsiile aplicate direct pe
piele;

aplicarea emulsiilor pe suportul textil, pentru a crea textile cu proprietiti
hidratante, reprezintd o abordare originald si neconventionald; aplicarea unor
astfel de tehnologii poate avea un impact pozitiv asupra sustenabilitatii,

reducand nevoia de materiale sintetice sau de tratamente chimice.

Din studiile intreprinse au fost identificate unele perspective de cercetare care ar

putea fi dezvoltate 1n viitor, cum ar fi:

utilizarea complecsilor polielectrolitici pe bazd de polizaharide si alti polimeri
naturali sau sintetici pentru Incapsularea si eliberarea de medicamente cu efect
antibacterian, precum doxiciclina sau minociclina;

optimizarea procesului de grefare a PNIPAM pe chitosan pentru a obtine o
eficienta controlata a grefarii si, prin urmare, proprietati imbunatatite;
incorporarea de medicamente sau antibiotice in matricea hidrogelurilor
compozite ACa-CPN-CaCOs si testarea proprietatilor acestora;

utilizarea altor ingrediente active pentru a produce textile functionale cu
proprietdti imbunatatite de ingrijire a pielii;

testarea materialelor obtinute cu scopul de a fi utilizate ulterior in aplicatii de

mediu, ca sorbenti pentru diferiti poluanti.

Diseminarea rezultatelor originale prezentate in aceasta teza de doctorat s-a realizat

prin publicarea a 6 articole stiintifice in reviste cotate ISI (cu factor de impact cumulat egal

cu 27,2), dintre care 3 ca prim-autor. De asemenea, rezultatele prezentate sunt sustinute de

7 comunicdri orale si 3 comunicari de tip poster la conferinte nationale si internationale,

completate cu 1 articol stiintific, 3 comunicari orale si 1 poster ale caror rezultate nu sunt

prezentate In teza. Rezulatele obtinute au fost posibile datoritd sprijinului financiar a trei

proiecte nationale de cercetare si prin efectuarea a doud stagii de cercetare si participarea la

o scoala de vara.
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