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INTRODUCERE 

 

Detoxifierea extracorporeală a sângelui poate fi realizată, în prezent, prin tehnici 

foarte variate care, în funcţie de procesele patologice caracteristice bolilor supuse 

tratamentului sunt reprezentate de: hemodializă, plasmafereză, hemoperfuzie sau 

imunoadsorţie. Aceste tehnici prezintă numeroase avantaje dar sunt limitate în ceea ce 

priveşte eficacitatea, repetabilitatea şi aplicabilitatea numai în zona biologică de interes. De 

asemenea, metodele enumerate nu se bazează pe tehnici de legare selectivă a toxinele 

sangvine motiv pentru care majoritatea biohazardelor provocate de expunerea la diverşi 

factori nocivi, de intoxicaţia medicamentoasă şi de toxinele generate în organism (toxine 

auto-imune) nu pot fi tratate adecvat. 

Astfel a apărut necesitatea îmbunătăţirii acestor metode precum şi dezvoltarea de noi 

tehnici de detoxificare a sângelui, necesare în special în cazul atacurilor bioteroriste. În acest 

sens, strategia a numeroase grupuri de cercetare din lumea întreagă este direcţionată asupra  

folosirii particulelor superparamagnetice funcţionalizate cu compuşi cu specificitate şi 

selectivitate mare faţă de toxine, care odată introduse în circulaţia sangvină, prin simpla 

injectare, să fixeze toxina, iar ulterior, folosind un sistem de separare magnetică în gradient 

înalt de câmp, să fie eliminate din circulaţia sangvină. 

În general, particulele magnetice sunt particule cu dimensiuni de ordinul nano- sau 

micrometrilor, alcătuite din substanţe cu un caracter magnetic foarte pronunţat (fier, oxizi de 

fier – magnetită, diverse ferite), particule ce prezintă, în consecinţă, un moment magnetic 

mare şi cu ajutorul cărora pot fi manipulate în câmpuri magnetice diverse entităţi 

nemagnetice, cum ar fi: celule, substanţe biologic active (anticorpi, antigene, enzime, acizi 

nucleici, medicamente), agenţi patogeni, xenobiotice, toxine. 

Una dintre cele mai noi direcţii de cercetare în domeniul micro şi nanotehnologiilor 

biomedicale o constituie acoperirea particulelor magnetice cu polimeri sintetici sau naturali 

biodegradabili şi biocompatibili, ca vehiculanţi de receptori specifici, datorită avantajelor 

extrem de importante pe care le oferă utilizarea acestor materiale ca strat de acoperire, şi 

anume: biocompatibilitatea şi versalitate, posibilitatea adsorbţiei şi a legării chimice de 

substanţe biologic active prin intermediul grupelor lor funcţionale de pe suprafaţă.   

Înscriindu-se în tendinţa manifestată la nivel mondial, această teză de doctorat are ca 

obiective principale prepararea unor micro- şi nanoparticule magnetice acoperite cu polimeri 

biocompatibili, naturali şi sintetici, funcţionalizate cu compuşi cu specificitate pentru toxine 

sangvine şi evaluarea performanţelor particulelor preparate în tehnica de detoxifiere a  

sângelui. 
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Lucrarea este alcătuită din două părţi distincte: partea I, o parte teoretică, de studiu 

bibliografic al stadiului actual al cercetărilor privind micro- şi nanoparticulele magnetice 

funcţionalizate cu aplicaţii în detoxifierea sângelui şi partea a-II-a, experimentală, în care 

sunt prezentate rezultatele orginale obţinute. Capitolul I, intitulat „Tehnici şi metode actuale 

de detoxifiere sangvină” prezintă stadiul actual al tehnicilor de detoxifiere sangvină 

extracorporeală reprezentate de hemodializă, plasmafereză, hemoperfuzie, injectarea directă 

de anticorpi şi chelatori şi tehnici bazate pe imunoadsorţie şi evidenţiază limitele acestora 

din care derivă necesitatea implementării unei noi tehnici de detoxifiere bazată pe particule 

magnetice funcţionalizate şi separarea magnetică în gradient înalt de câmp.  

Capitolul II, intitulat „Particule magnetice funcţionalizate cu aplicaţii în detoxifierea  

sângelui” descrie caracteristicile pe care trebuie să le îndeplinească particulele magnetice 

funcţionalizate pentru a putea fi utilizate cu succes în tehnicile de detoxifiere sangvină 

(hemo- şi biocompatibilitate, dimensiune cuprinsă în intervalul 1-3 μm, magnetizare de 

saturaţie ridicată şi comportament superparamagnetic, capacităţi de recunoaştere şi captare a 

toxinelor sangvine) precum şi cercetările efectuate privind prepararea materialelor 

magnetice, modificarea suprafeţei acestor materiale magnetice cu polimeri naturali şi 

sintetici în vederea obţinerii unor compozite de tip material magnetic-polimer şi 

funcţionalizarea particulelor magnetice cu diverşi compuşi. De asemenea, realizează o 

trecere în revistă a studiilor de literatură referitoare la obţinerea particulelor magnetice 

funcţionalizate cu potenţiale aplicaţii în detoxifierea sângelui şi, respectiv, a tipurilor de 

separatoare magnetice utilizate. 

Partea experimentală este structurată pe cinci capitole. În capitolul III, intitulat 

„Strategia experimentală” sunt prezentate: conceptul experimental, materialele utilizate în 

prepararea particulelor magnetice funcţionalizate şi metodele de caracterizare ale acestor 

particule. 

Capitolul IV, „Particule magnetice biotinilate pe bază de chitosan şi magnetită”, 

prezintă rezultatele originale obţinute în prepararea şi caracterizarea particulelor magnetice 

biotinilate pe bază de chitosan şi magnetită. Aceste particule au fost preparate în trei etape: 

în prima etapă s-a sintetizat materialul magnetic, magnetită, stabilizat în suspensie cu 

Pluronic F127, CTAB sau Tween 20. A doua etapă a fost reprezentată de prepararea 

particulei magnetice pe bază de chitosan prin mecanismul de gelifiere ionică a chitosanului 

cu tripolifosfat de sodiu (TPP) în prezenţa magnetitei şi stabilizarea acesteia cu tensioactiv. 

În etapa a treia s-a realizat biofuncţionalizarea particulelor prin imobilizarea biotinei pe 

suprafaţă, procedeul adoptat valorificând posibilitatea formării unor legături amidice între 

gruparea carboxil a biotinei şi gruparea amino a chitosanului, reacţie mediată de 

carbodiimide solubile în apă (1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimidă hidroclorurată) 

(EDAC). Particulele magnetice biotinilate au fost caracterizate din punct de vedere 

compoziţional, structural şi morfologic, al dimensiunilor şi a distribuţiei dimensionale, a 
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potenţialului Zeta, al proprietăţilor magnetice şi al caracteristicilor biologice prin tehnici 

moderne de analiză. S-a evaluat capacitatea de redispersie a particulelor magnetice 

biotinilate în medii biologice simulate precum şi proprietăţile biologice (bio- şi 

hemocompatibilitate) ale acestora. 

În Capitolul V, „Particule magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită” 

sunt prezentate rezultatele obţinute în urma preparării şi caracterizării particulelor magnetice 

biotinilate pe bază de poli(succinimidă)-bloc-poli(etilen glicol) (PSI-b-PEG) şi magnetită. 

Particulele magnetice pe bază de PSI-b-PEG au fost preparate în cadrul Institutului de 

Chimie Macromoleculară Petru Poni, Iaşi prin procedeul  policondensării in situ iar în cadrul 

acestei teze s-a realizat biotinilarea acestor particule prin intermediul legăturilor esterice 

formate între gruparea carboxil a biotinei şi gruparea hidroxil a PEG-ului. Tehnici de 

spectroscopie (FT-IR şi 1H-RMN), de microscopie electronică, de difracţie şi de analiză 

termică au fost utilizate în caracterizarea particulelor magnetice biotinilate. S-au determinat 

dimensiunile medii ale particulelor, potenţialul Zeta al acestora, proprietăţile magnetice şi 

comportamentul acestora în soluţii de interes biologic. S-a evaluat hemocompatibilitatea 

particulelor magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG prin teste de cogulare ale sângelui 

în contact cu particulele magnetice biotinilate. 

 Capitolul VI, intitulat „Evaluarea performanţelor particulelor magnetice 

funcţionalizate în detoxifierea sângelui” prezintă rezultatele obţinute privind 

funcţionalizarea cu streptavidină a celor două tipuri de particule magnetice biotinilate pe 

bază de chitosan şi respectiv PSI-b-PEG şi magnetită şi evaluarea performanţelor acestor 

particule în captarea şi separarea unei toxine model. Atât particulele magnetice biotinilate 

pe bază de chitosan cât şi particulele magnetice pe bază de PSI-b-PEG au fost 

funcţionalizate cu streptavidină şi s-a analizat capacitatea acestora de captare a toxinelor, 

sangvine.  

Capitolul VII, „Concluzii generale” prezintă într-o manieră succintă cele mai 

importante rezultate experimentale obţinute în cadrul acestui studiu şi evidenţiază, în 

acelaşi timp, contribuţiile orginale ale acestei lucrări în domeniul particulelor magnetice 

funcţionalizate cu aplicaţii în tehnci de detoxifiere a sângelui.   

Rezultatele obţinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin publicarea şi 

trimiterea spre publicare a 5 lucrări, dintre care 3 articole cu factor ISI, comunicarea 

rezultatelor obţinute la 13 manifestări ştiinţifice interne şi internaţionale precum şi 

participarea în colectivul de lucru a 3 contracte de cercetare.  

Rezumatul tezei de doctorat respectă denumirea capitolelor, numerotarea figurilor, 

tabelelor şi a referinţelor bibliografice din teză. 
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III.1. CONCEPTUL EXPERIMENTAL  

 
Obţinerea unor particule superparamagnetice funcţionalizate cu aplicaţii în tehnici de 

detoxifiere sangvină constituie obiectul de studiu a numeroase colective de cercetare din 

întreaga lume. Studiile au fost orientate pe de o parte în direcţia preparării acestor tipuri de 

particule magnetice şi pe de altă parte conceperii de sisteme de separare magnetică care să 

permită îndepărtarea eficientă şi rapidă a particulelor magnetice din sânge. Interesul pentru 

această direcţie de studiu derivă din limitările tehnicilor actuale de detoxifiere sangvină dar 

şi din potenţialul particulelor magnetice de a fi utilizate cu succes în scopuri ce implică 

contactul direct cu sângele. Particulele magnetice prezintă numeroase aplicaţii biomedicale 

precum transportul şi eliberarea ţintită de medicamente, separarea celulară şi repararea 

ţesuturilor, imagistica prin rezonanţă magnetică şi tehnici de hipertermie [31,32,33].  

În urma analizei rezultatelor ştiinţifice raportate în literatura de specialitate privind 

particulele magnetice şi aplicaţiile lor biomedicale s-a optat pentru lucrarea de faţă la o 

strategie experimentală care a avut ca obiectiv principal: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materialul magnetic selectat pentru studiu a fost reprezentat de oxidul de fier, în 

varianta magnetită. Motivele care au stat la baza selecţiei acestui tip de material magnetic au 

fost reprezentate, în primul rând, de proprietaţile sale magnetice excelente care-i permit 

manipularea în câmp magnetic şi în al doilea rând de faptul că este un material 

biocompatibil. Magnetita a fost obţinută prin metoda Massart care constă în co-precipitarea 

în mediu bazic a soluţiilor apoase de săruri de Fe2+ şi Fe3+. Cu scopul de a obţine o suspensie 

magnetică stabilă coloidal s-au testat diverşi surfactanţi (doi neionici şi anume: Pluronic 

F127 şi Tween 20 şi unul cationic: CTAB) în prepararea nanoparticulelor de magnetită 

pentru a preveni agregarea acestora.  

Pluronic F127 a fost selectat deoarece este un surfactant hidrofil, biocompatibil ce 

prezintă un potenţial ridicat de a controla dimensiunea şi stabilitatea particulelor de 

magnetită [196]. Motivul principal care a stat la baza selecţiei CTAB-ului a fost reprezentat 

de faptul că studiile de literatură indică potenţialul acestui tensioactiv de a stabiliza particule 

Studii privind obţinerea de micro- şi nanoparticule magnetice 

funcţionalizate pe bază de polimeri naturali şi sintetici şi 

evaluarea performanţelor acestora în detoxifierea sângelui 
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de chitosan-TPP simple în dispersii apoase [185]. Tween 20 este un surfactant neionic, 

utilizat pentru stabilizarea produselor farmaceutice şi pentru creşterea gradulului lor de 

hidratare [200]. 

Pentru obţinerea particulelor magnetice de tip compozit magnetită-polimer s-a optat 

pentru doi polimer: un polimer natural reprezentat de chitosan şi un polimer sintetic 

reprezentat de copolimerul, PSI-b-PEG. Au fost selectaţi aceşti polimeri ca materiale de 

acoperire a suprafeţei magnetitei datorită proprietăţilor lor biologice excelente 

(biocompatibilitate, biodegradabilitate) dar şi a funcţionalităţii remarcabile (prezenţa 

grupărilor amino a chitosanului şi a grupărilor hidroxil a PSI-b-PEG-ului).  

Metoda de obţinere a particulelor magnetice de tip compozit magnetită-chitosan a 

fost reprezentată de gelifierea ionică a chitosanului cu tripolifosfat de sodiu (TPP), în 

prezenţa magnetitei. S-a optat pentru această metodă, în detrimentul reticulării chimice, 

deoarece este o metodă simplă, uşor de reprodus şi nu necesită utilizarea unor reactivi toxici 

pentru organismul uman. S-a studiat influenţa unor parametri de reacţie (masa molară a 

polimerului, raportul masic polimer/agent de reticulare, natura surfactantului, concentraţia 

acestuia, pH-ul) asupra caracteristicilor compozitelor magnetită-chitosan, pentru a controla 

prin intermediul acestor parametri caracteristicile particulelor magnetice pe bază de chitosan.  

Particulele magnetice de tip compozit magnetită-polimer au fost biofuncţionalizate, 

prin legarea biotinei pe suprafaţa acestora prin intermediul unei carbodiimide solubile în apă, 

EDAC, care are rolul de activator al grupării carboxil a biotinei. Biotinilarea particulelor 

magnetice pe bază de chitosan şi magnetită  s-a realizat prin formarea unor legături amidice 

între gruparea amino a chitosanului şi gruparea carboxil a biotinei şi prin legături de tip ester 

între gruparea hidroxil terminală a PEG-ului şi gruparea carboxil a biotinei în cazul 

particulelor magnetice pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită. A fost aleasă această metodă, 

deoarece nu afectează organizarea conformaţială a biotinei şi nici nu presupune implicarea 

unor grupe funcţionale care să împiedice ulterior formarea complexului cu receptori de 

toxine ( SA-streptavidină).  

S-a studiat posibilitatea formulării particulelor magnetice biotinilate ca suspensii 

injectabile prin redispersarea lor în medii care simulează mediile biologice. Au fost evaluate 

caracteristicile de bio-şi hemocompatibilitate ale acestor particule magnetice biotinilate.  

Funcţionalizarea particulelor magnetice s-a realizat cu sisteme biologice de tip 

biotină/streptavidină. A fost aleasă această metodă deoarece sistemele biologice 

biotină/receptor de tip avidină  prezintă caracteristici unice care se referă atât la stabilitatea 

legăturilor formate cât şi la numărul mare de compuşi bioactivi (integrine, toxine, 

imunofactori) ce pot fi recunoscuţi şi captaţi .  
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III.3.1. Metoda generală de obţinere a materialului magnetic (magnetită) 

Materialul magnetic a fost obţinut prin metoda Massart, descrisă în continuare. 

Soluţiile de clorură ferică şi clorură feroasă obţinute prin dizolvarea clorurii ferice 

hexahidratate (0,0551 mol) în 84 mL apă bidistilată, amestecată cu 36 mL soluţie de agent 

tensioactiv (20 mg/mL) (Pluronic F127 [186], CTAB sau Tween 20), şi a clorurii feroase 

tetrahidratate (0,0275 mol) în 84 mL apă bidistilată, amestecată cu 36 mL soluţie de agent 

tensioactiv (20 mg/mL), au fost introduse într-un balon cu trei gâturi de 500 mL prevăzut cu 

agitator mecanic. Soluţia bazică obţinută prin dizolvarea a 12,8 g de hidroxid de sodiu în 120 

mL apă bidistilată a fost adăugată prin picurare, cu ajutorul unei pompe peristaltice, 

menţinând un debit constant de 10 mL/min.  Reacţia a fost condusă  în atmosferă de azot, la 

o temperatură constantă, de 65 °C, timp de 30 min.  

Precipitatul obţinut (culoare neagră) a fost separat cu ajutorul unui magnet puternic. 

Purificarea precipitatului s-a realizat prin cicluri repetate de spălare-sedimentare în apă 

bidistilată. Materialul magnetic preparat (codificat, în funcţie de surfactantul folosit astfel: 

MP pentru Pluronic F127, MC pentru CTAB şi MT pentru Tween 20) se păstrează sub formă 

de suspensie concentrată, în apă bidistilată. Pentru fiecare lot de magnetită sintetizat, s-a 

determinat cantitatea de probă uscată din suspensie (1,5 g -1,8 g/100 mL).  

III.3.2. Prepararea particulelor magnetice pe bază de chitosan şi magnetită   

Particule magnetice pe bază de chitosan au fost preparate prin metoda de gelifiere 

ionică. Modul de lucru este descris în continuare. Într-un balon cu trei gâturi, se introduc 200 

mL soluţie de chitosan (1 mg/mL) dizolvat în acid acetic (5 mg/mL). Suspensia de magnetită, 

sintetizată în prealabil, se ultrasonează timp de 5 min. Apoi o cantitate de suspensie 

magnetică corespunzătoare (raportul masic chitosan /magnetită 1/1) se amestecă cu 11 mL 

surfactant (2 mg/mL) şi se ultrasonează timp de 15 min, după care se adaugă peste soluţia de 

polimer. Reacţia a fost condusă la temperatura camerei şi sub agitare mecanică (viteza de 

rotaţie: 800 rot/min). Se omogenizează amestecul timp de 1 oră. După 1 oră se adaugă soluţia 

de TPP (1 mg/mL) (raportul masic polimer/ agent de reticulare a fost de 3/1, 5/1 sau 6/1), 

prin picurare, cu ajutorul unei pompe peristaltice şi se continuă agitarea încă 2 ore. 

Amestecul de reacţie  se păstreaza la rece, până a doua zi, pentru a permite maturarea 

particulelor formate. Particulele magnetice pe bază de chitosan obţinute (codificate, în funcţie 

de surfactantul folosit astfel: MPCs pentru Pluronic F127, MCCs pentru CTAB şi MTCs 

pentru Tween 20) au fost purifícate prin cicluri de centrifugare/redispersie în apă bidistilată şi 

uscate prin liofilizare. 
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III.3.3. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe bază de chitosan şi 

magnetită   

100 mg de particule magnetice pe baza de chitosan (MPCs, MCCs sau MTCs) au fost 

redispersate în apă bidistilată, prin procedeul de ultrasonare şi adăugate într-un balon cu trei 

gâturi. Într-un amestec de DMSO şi apă (1/3, v/v) s-au dizolvat 140 mg de biotina (raport 

molar chitosan/biotina 1/1) activată cu EDAC (rapoarte molare biotină /EDAC 1/1, 1/1,5, 1/ 

2, 1/ 2,5), la temperatura de 4 °C. După 30 min, acest amestesc s-a adăugat peste particulele 

magnetice redispersate. Reacţia a fost condusă timp de 24 ore, sub agitare mecanică lentă. 

Particulele magnetice biotinilate obţinute (codificate în funcţie de surfactantul folosit astfel: 

MPCsB pentru Pluronic F127, MCCs B pentru CTAB şi MTCsB pentru Tween 20) au fost 

separate din suspensie prin centrifugare,  purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie în 

apă bidistilată, pentru îndepărtarea compuşilor nereacţionaţi şi uscate prin liofilizare. 

III.3.4. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG şi 

magnetită   

 

Particulele magnetice pe bază de polimer sintetic (PSI-b-PEG) au fost preparate în 

cadrul Institutului de Chimie Macromoleculară Petru Poni, Iaşi prin procedeul  

policondensării in situ. Reacţia a fost condusă în două etape: într-o primă etapă a fost 

sintetizat precursorul, poli(succinimidă) (PSI), prin metoda policondensării acidului aspartic 

în dodecan, în prezenţa catalizatorului acid o-fosforic, iar în a doua etapă a sintezei PSI a fost 

supusă procedeului de policondensare cu PEG 4000, în prezenţa magnetitei sintetizată 

anterior prin metoda co-precipitării sărurilor de fier în mediu bazic.   

S-au preparat două loturi de particule magnetice pe bază de polimer sintetic cu 

compoziţii diferite în magnetită : lotul codificat MPP5 care conţine  teoretic 5% magnetită şi 

lotul codificat MPP11 care conţine teoretic 11% magnetită.  

Metoda de preparare a particulelor magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG este 

descrisă în continuare. Astfel, 200 mg de particule magnetice (MPP5 şi MPP11) au fost 

redispersate în apă bidistilată, prin procedeul de ultrasonare. Suspensia magnetică obţinută a 

fost introdusă într-un balon cu trei gâturi. Cantitatea de biotină (raport masic polimer 

sintetic/biotină 5/1) dizolvată în 200 mL apă bidistilată a fost activată cu EDAC (raport molar 

biotină/EDAC de 1/1,5)  la temperatura de 4 °C. După 30 min, acest amestec s-a adăugat 

peste suspensia magnetică. Reacţia a fost condusă timp de 24 ore, sub agitare mecanică lentă. 

Particulele biotinilate obţinute (codificate MPP5B pentru lotul care conţine teoretic 5 % 

magnetită  şi respectiv MPP11B pentru  lotul care conţine teoretic 11 % magnetită) au fost 

separate prin centrifugare, purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie în apă bidistilată, 

pentru îndepărtarea produşilor intermediari de reacţie şi uscate prin liofilizare.  
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III.3.5. Prepararea particulelor magnetice funcţionalizate cu streptavidină (SA) 

Imobilizarea SA pe particulele magnetice biotinilate s-a realizat valorificând 

principiul interacţiunilor biologice de mare afinitate de tip ligand-receptor. Prepararea 

particulelor magnetice funcţionalizate este descrisă în continuare. Astfel, 10 mg particule 

biotinilate au fost dispersate în 10 mL soluţie tampon fosfat (0,05 M, pH = 7,4) pe baie de 

ultrasonare, timp de 15 min, după care s-a adăugat 10 mL solutie SA (0,1 mg/mL în acelaşi 

tampon fosfat). Reacţia a fost condusă timp de 3 ore, sub agitare lentă. În paralel s-a pregatit 

şi o probă martor astfel: 10 mg particule biotinilate au fost dispersate în 10 ml soluţie tampon 

fosfat peste care s-a adăugat doar 10 mL soluţie tampon fosfat. Particulele magnetice 

funcţionalizate (codificate în funcţie de surfactantul folosit în prepararea particulelelor pe 

bază de chitosan astfel: MPCsB-SA pentru Pluronic F127, MCCsB-SA pentru CTAB şi 

MTCsB-SA pentru Tween 20 şi respectiv MPP5B-SA pentru particulele magnetice pe bază 

de PSI-b-PEG care conţin 5 % magnetită) au fost separate din supernatant prin centrifugare şi 

purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie în apă bidistilată şi uscate prin liofilizare. 

Cantitatea de streptavidină imobilizată pe particule a fost determinată prin spectroscopie UV-

VIS.  

III.3.6. Testarea in vitro a eficienţei de captare a unei toxine model pe particulele 

magnetice funcţionalizate  

Testarea in vitro a eficienţei de captare a particulelor magnetice funcţionalizate s-a 

realizat folosind o toxină model, şi anume peroxidaza din hrean (HRP). Modul de lucru este 

descris în continuare. Astfel, 4 mg particule magnetice funcţionalizate au fost dispersate în 

16 mL soluţie tampon fosfat (0,05 M, pH = 7,4). Suspensia obţinută a fost incubată cu 10 

mL soluţie de HRP (0,375 mg/mL), timp de 2 ore, sub agitare lentă. Complexul particulă-

toxină format a fost separat din supernatant prin centrifugare, purificat prin cicluri de 

centrifugare/redispersie în apă bidistilată şi uscat prin liofilizare. Eficienţa de legare a toxinei 

pe particulele funcţionalizate a fost determinată prin spectroscopie UV-VIS. 
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CAPITOLUL IV 

PARTICULE MAGNETICE BIOTINILATE PE BAZĂ DE 

CHITOSAN ŞI MAGNETITĂ 

 
Din clasa polizaharidelor studiate ca materiale de acoperire-modificare a particulelor 

magnetice cu aplicaţii biomedicale, se remarcă chitosanul datorită numeroaselor avantaje 

precum prezenţa grupelor funcţionale ce permit derivatizări ulterioare în funcţie de aplicaţia 

vizată, proprietăţile biologice excelente, uşurinţa formulării acestuia ca sisteme particulate şi 

costul relativ scăzut al acestui polimer [104]. Procesul de biotinilare al particulelor pe bază 

de chitosan şi magnetită prezintă numeroase avantaje furnizate de tehnologia biotină/ 

receptor tip avidină, care se referă atât la stabilitatea legăturilor ulterioare cu receptorul 

pentru toxină (reprezentat în cadrul acestui studiu de streptavidină) cât şi la numărul mare de 

compuşi ce pot fi recunoscuţi şi captaţi ulterior de acest receptor [177].  

Acest capitol este dedicat prezentării rezultatelor obţinute în prepararea şi 

caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe bază de chitosan şi magnetită. Cele trei 

etape care au stat la baza preparării particulelor magnetice biotinilate ce conţin chitosan şi 

magnetită sunt prezentate schematic în Figura 38 şi descrise în continuare. 

IV.1. Prepararea materialului magnetic (magnetită) 

În cadrul acestui studiu materialul magnetic selectat a fost reprezentat de magnetită 

datorită proprietaţilor magnetice excelente şi a biocompatibilitaţii deja demonstrate [187]. 

Materialul magnetic a fost obţinut prin metoda Massart care constă în co-precipitarea în 

mediu bazic a soluţiilor apoase de săruri de Fe2+ şi Fe3+.  

Dezavantajul principal al metodei de co-precipitare constă în necesitatea controlului 

atent a valorii pH-ului atât în etapa de sinteză a materialului magnetic cât şi în cea de 

purificare, etapa critică a acestui proces. Acest dezavantaj demonstrează că precipitarea 

simplă nu este aplicabilă deoarece în această etapă particulele cresc în dimensiune şi se 

asociază pentru a micşora energia liberă superficială totală [192]. Datorită interacţiunilor 

hidrofobe dintre particule, acestea au tendinţa de a se aglomera în agregate cu dimensiuni 

mari. Agregatele formate interacţionează prin atracţii magnetice puternice de tip dipol-dipol. 

Când două agregate de dimensiuni mari vin în contact, fiecare intră sub acţiunea câmpului 

magnetic al celuilalt, ceea ce conduce la creşterea magnetizării şi implicit a tendinţei de 

agregare. Mai mult, particulele au tendinţa de a flocula datorită forţelor van der Waals. Toţi 

aceşti factori conduc la concluzia că de cele mai multe ori modificarea suprafeţei este 

indispensabilă [193], motiv pentru care s-a optat pentru utilizarea unor agenţi tensioactivi în 

procesul de sinteză a magnetitei. Adăugarea unui surfactant are rolul de a asigura particulelor 
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magnetice stabilitate coloidală sterică sau electrostatică [194, 195] cu scopul de a preveni 

formarea de agregate care influenţează negativ proprietăţile magnetice.  

Pentru stabilizarea suspensiei magnetice s-au folosit trei agenţi tensioactivi, şi anume: 

Pluronic F127, CTAB şi Tween 20.  

 

 
Figura 38. Etapele obţinerii particulelor magnetice biotinilate pe bază de  

chitosan şi magnetită. 

 
 

IV.2. Caracterizarea materialului magnetic  

IV.2.1. Difracţia cu raze X (XRD) 

Materialele magnetice preparate (MP, MC, MT) au fost analizate prin difracţie cu 

raze X cu scopul de a identifica tipul de material magnetic care s-a format, structura sa 

cristalografică precum şi dimensiunea cristalelor formate. Difractogramele XRD a 

materialelor magnetice sintetizate sunt prezentate în Figura 42. Cele 3 tipuri de particule 

prezintă unghiurile de difracţie 2θ caracteristice pentru magnetită, şi anume: 30,3°; 35,6°; 

43,4°; 53,5°; 57,4° şi 62,8° unghiuri care pot fi indexate planurilor  (220), (311), (400), 

(422), (511), şi (440) aparţinând unei celule cubice. Difractogramele obţinute corespund cu 



Micro şi nanoparticule magnetice funcționalizate cu aplicații în detoxifierea sângelui 
 

17 
 

difractograma magnetitei standard raportată de Joint Committee on Powder Diffraction 

Standards (JCPDS). Aria largă delimitată de unghiuri indică faptul că cristalele de magnetită 

formate au dimensiuni mici [202], în timp ce intensitatea unghiului de difracţie maxim 

confirmă existenţa unei singure faze pure de magnetită [203]. Analiza XRD confirmă că 

materialele magnetice preparate sunt reprezentate de cristale de magnetită pură cu structură 

cristalină. 

 
Figura 42. Difractogramele XRD  ale loturilor de magnetită. 

 

Plecând de la ipoteza ca toate cristalele obţinute au forma sferică şi folosind ecuaţia 

lui Scherer (1)  

)1(
cos
k

L 
 

 

unde L reprezintă dimensiunea medie a cristalelor, λ-lungimea de undă a radiaţiei X 

(0,154 nm), k este constanta corelată cu forma cristalelor şi este egală cu unitatea, β este 

măsurat experimental şi reprezintă lăţimea (banda) la jumătatea înălţimii (exprimat în 

radiani), θ-este unghiul de 35,6 o, datele XRD au permis determinarea dimensiunii medii a 

unui cristal individual de magnetită.  

Dimensiunea medie a cristalelor de magnetită calculată pentru fiecare lot sintetizat 

este de 11,64 nm pentru MP; 8,72 nm pentru MC şi, respectiv, 11,63 nm pentru MT.   

   

IV.2.2. Microscopie electronică de transmisie (TEM) 

 

Morfologia particulelor de magnetită (lotul MP) a fost prin studiată prin tehnica TEM 

(Figura 43). Se constată că particulele de magnetită sunt relativ bine dispersate iar forma 

acestora este cvasiferică. Tehnica TEM a fost utilizată şi pentru a determina dimensiunea 

aproximativă a unei particule de magnetită; astfel imaginea indică o dimensiune de ordinul a 

10 nm. Aceste rezultate sunt în corelaţie cu dimensiunile particulelor de magnetită calculate 

din datele XRD. 
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surfactantului cationic (CTAB). Valorile obţinute confirmă fapul că în soluţii apoase, 

lanţurile hidrofobe ale surfactanţilor folosiţi sunt dispuse pe suprafaţa nanoparticulelor de 

magnetită iar lanţurile lor hidrofile rămân la exterior, conferă stabilitate sterică particulelor şi 

imprimă caracterul negativ, respectiv pozitiv al potenţialului Zeta, în funcţie de natura 

grupărilor lor hidrofile.  

 

IV.2.4. Analiza elementală 

Pentru a confirma prezenţa surfactanţilor pe suprafaţa particulelor de magnetită, 

pentru toate loturile de magnetită s-a determinat conţinutul lor în carbon (C). Calculând 

conţinutul teoretic în C al surfactanţilor puri corelat cu conţinutul în C al loturilor de 

magnetită (care poate proveni doar din structura surfactanţilor) şi conţinutul în reziduu se 

poate concluziona că particulele de magnetită conţin aproximativ 10-15 % surfactant şi 85-

90 % magnetită (Tabelul 7).  

Tabelul 7. Date de analiză elementală a loturilor de magnetită 

Tip de 

magnetită 

Conţinut C 

(%) 

Conţinut Reziduu 

(%) 

MP 11,20 84,90 

MC 10,70 88,20 

MT 9,30 90,10 

 
 

IV.2.6. Determinarea proprietăţilor magnetice  

Proprietăţile magnetice au fost determinate prin măsurarea magnetizării de saturaţie şi 

al coercitivităţii, cu scopul de a stabili dacă particulele de magnetită sintetizate prezintă 

comportament superparamagnetic, precum şi magnetizare adecvată aplicaţiilor ulterioare. 

Curbele de magnetizare înregistrate descriu comportarea materialelor în câmp 

magnetic şi redau valoarea magnetizării de saturaţie (M, emu/g) în raport cu intensitatea 

câmpului magnetic aplicat (Figura 46).  

Magnetizarea acestor materiale a crescut direct proporţional cu intensitatea câmpului 

magnetic aplicat, până când s-a atins valoarea magnetizării de saturaţie (magnetizarea 

maximă a materialului studiat). Valorile magnetizării de saturaţie pentru materialele analizate 

au fost 55,66 emu/g pentru MC; 56,91 emu/g pentru MT şi 69,34 emu/g pentru MT. De 

asemenea, din analiza curbelor de magnetizare se constată că materialele analizate nu 

prezintă magnetizare remanentă şi nu sunt caracterizate de histerezis. Lipsa histerezisului 

reprezintă una din caracteristicile esenţiale necesare identificării unui material cu comportare 

superparamagnetică [207].  
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Superparamagnetismul este o proprietate caracteristică materialelor nanostructurate şi 

se referă la capacitatea acestora de a răspunde în câmp magnetic fără a reţine magnetismul 

după îndepărtarea câmpului. Această caracteristică este extrem de importantă pentru 

aplicaţiile biomedicale ale acestor materiale deoarece dacă ar prezenta magnetizare 

remanentă, aceasta ar favoriza aglomerarea particulelor în mediul sangvin şi ocluzia 

capilarelor. 

 

 
 

Figura 46. Curbele de magnetizare pentru loturile de magnetită 

 

Comportarea superparamagnetică este dependentă de dimensiunea particulelor şi este 

caracteristică particulelor cu dimensiuni mai mici de 20 nm. Aceste rezultate confirmă 

existenţa unui singur domeniu [208] în materialele magnetice preparate şi sunt corelate cu 

dimensiunile materialelor magnetice determinate prin tehnicile XRD şi TEM. 

IV.3. Prepararea particulelor magnetice pe bază de chitosan şi 

magnetită   

Chitosanul, un polimer natural cu grupe funcţionale, este un candidat ideal pentru 

acoperirea materialelor magnetice atât datorită proprietăţilor sale biologice excelente 

(biodegradabilitate, biocompatibilitate, bioactivitate) cît şi a celor chimice (polication în 

soluţii slab acide, prezenţa grupărilor reactive hidroxil şi aminice) [104]. În cadrul acestui 

studiu particulele magnetice pe bază de chitosan s-au obţinut prin mecanismul de gelifiere 

ionică. Această metodă constă în complexarea chitosanului cationic cu compuşi anionici 

urmată de formarea de particule sferice. Ca moleculă anionică s-a optat pentru TPP, o sare 

netoxică, ce conţine trei grupe fosfat care determină creşterea pH-ului şi a tăriei ionice a 
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soluţiei, şi favorizează interacţiunile electrostatice cu grupările aminice al chitosanului [209, 

210].  

 

IV.4. Caracterizarea particulelor magnetice pe bază de chitosan şi 

magnetită   

IV.4.1. Spectroscopie FT-IR 

Particulele magnetice pe bază de chitosan preparate (MPCs, MCCs şi MTCs) au fost 

analizate prin spectroscopie FT-IR. În Figura 48 sunt prezentate spectrele înregistrate pentru 

loturile de magnetită, chitosan, surfactanţii utilizaţi şi particulele magnetice pe bază de 

chitosan şi magnetită obţinute. 

 

 
Figura 48. Spectre FTIR: A) Pluronic F127, chitosan,  MP şi MPCs; B) CTAB, chitosan, 

MC şi MCCs şi C) MT, chitosan şi MTCs 

 

Spectrul FTIR al chitosanului prezintă un pic larg la 3441 cm-1 corespunzător atât 

vibraţiilor de întindere a grupării (N-H) cât şi grupărilor hidroxil, în timp ce picul de la 2879 

cm-1 este atribuit grupării metilen. Benzile de la 1656 cm-1 şi 1594 cm-1  sunt reprezentative 

pentru amida primară, respectiv amida secundară (C=O), picul de la 1423 cm-1 este 
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lor în reziduu, comparativ cu conţinutul în reziduu al loturilor de magnetită corespunzătoare 

sugerează că aceste compozite conţin aproximativ 40-45 % magnetită. 

 

IV.4.4. Difracţia cu raze X (XRD) 

 

Particulele magnetice pe bază de chitosan şi magnetită preparate (MPCs, MCCs, 

MTCs) au fost analizate prin difracţie cu raze X cu scopul de a confirma prezenţa 

materialului magnetic în interiorul compozitului şi natura acestuia. Difractogramele XRD 

ale celor 3 compozite magnetice sunt prezentate în Figura 54.  

 

 
 

Figura 54. Difractogramele XRD ale compozitelor magnetice  
 

Toate cele 3 probe prezintă unghiurile 2θ caracteristice pentru magnetită, şi anume: 

30,3°; 35,6°; 43,4°; 53,5°; 57,4° şi 62,8° confirmând prepararea compozitelor magnetită-

chitosan. Intensitatea unghiurilor compozitelor magnetice comparativ cu intensitatea 

unghiurilor materialelor magnetice precursoare se reduce aproape la jumătate, indicând 

astfel, că compozitul format conţine aproximativ 40 % - 50 % magnetită. Aceste rezultate 

sunt în corelaţie cu datele de analiză elementală.  

IV.5. Influenţa parametrilor de reacţie asupra caracteristicilor 

particulelor magnetice pe bază de chitosan  

Procesul de gelifiere ionică a chitosanului cationic cu compuşi anionici este spontan 

dar sensibil la numeroşi factori, precum masa molară a polimerului şi raportul masic 

polimer/agent de reticulare motiv pentru care, în ultimii ani, s-au făcut numeroase studii 

referitoare la prepararea particulelor simple de chitosan-TPP [219, 221, 223]. Luând în 

considerare o parte din aspectele menţionate în aceste studii, dar mai ales faptul că nu s-au 

găsit în literatură informaţii despre obţinerea de particule magnetice pe bază de chitosan prin 
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procedeul gelifierii ionice cu TPP s-a considerat necesar efectuarea unor studii privind 

influenţa unor parametri precum masa molară a polimerului, raportul masic polimer/agent de 

reticulare, natura surfactantului folosit şi concentraţia acestuia asupra caracteristicilor 

particulelor magnetice cu scopul de a optimiza atât dimensiunea lor finală cât şi 

comportamentul acestor particule în medii lichide.  

IV.5.1. Influenţa masei molare a polimerului asupra dimensiunii particulelor  

Dimensiunile particulelor obţinute cu 3 loturi de chitosan cu mase molare diferite  

(codificate MPCs1 pentru chitosan LMW, MPCs2 pentru chitosan MMW şi MPCs3 pentru 

chitosan HMW ) sunt prezentate în Figura 58. Se poate constata că particulele cu cele mai 

mici dimensiuni s-au obţinut utilizând chitosanul LMW [224] motiv pentru care pentru 

studiile ulterioare se va folosi acest lot de chitosan. Rezultatele obţinute sunt în concordanţă 

cu cele raportate în literatura de specialitate, pentru particule chitosan-TPP simple [220]. 

 
 

Figura 58. Influenţa masei molare a polimerului asupra dimensiunilor medii  

ale particulelor MPCs  

 

IV.5.2. Influenţa concentraţiei de surfactant asupra caracteristicilor particulelor 

 

Pentru a studia influenţa concentraţiei surfactantului asupra caracteristicilor 

compozitelor s-au utilizat 3 concentraţii ale agentului tensioactiv în soluţie (0,25 mg/mL, 0,5 

mg/mL şi 1 mg/mL) şi s-a determinat  dimensiunea  medie şi potenţialul Zeta al particulelor 

[225]. Pentru toate loturile de compozite magnetice obţinute (Figura 59) se constată că 

dimensiunea particulelor descreşte pe măsură ce creşte concentraţia surfactantului în soluţie.  

În privinţa potenţialului Zeta, se observă că acesta nu se modifică semnificativ în 

cazul compozitelor MCCs (Figura 59B) probabil datorită faptului că atăt chitosanul cât şi 

CTAB-ul prezintă sarcini pozitive pe suprafaţă, în timp ce pentru compozitele MPCs (Figura 

59A), potenţialul Zeta scade semnificativ concomitent cu creşterea concentraţiei acestui 
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surfactant în soluţie. În cazul compozitelor MTCs (Figura 59C) nu se constată diferenţe 

importante în valorile potenţialului Zeta atunci când creşte concentraţia de la 0,25 mg/mL la 

0,5 mg/mL dar acesta creşte semnificativ la concentraţia de 1 mg/mL.  

 

 
Figura 59. Influenţa concentraţiei de surfactant asupra caracteristicilor particulelor 

magnetice pe bază de chitosan  A) MPCs; B)  MCCs şi C) MTCs 

 

Referitor la modul cum poate influenţa natura surfactantului folosit dimensiunea 

particulelor, se constată că pentru toate cele trei concentraţii folosite, cele mai mici 

dimensiuni le prezintă lotul MCCs (Figura 59B).  

IV.5.3. Influenţa raportului masic chitosan/TPP asupra caracteristicilor 

particulelor 

În urma studiului bibliografic efectuat în prealabil, s-au utilizat trei rapoarte masice de 

chitosan/agent de reticulare, şi anume: 3/1 la 5/1 şi 6/1, pentru fiecare surfactant în parte, şi 

s-a determinat atât dimensiunea  medie cât şi potenţialul Zeta al particulelor obţinute în 

scopul selectării raportului optim chitosan/TPP care duce la formarea unor compozite 

magnetice cu dimensiuni adecvate aplicaţiei vizate. Analizând rezultatele obţinute (Figura 

62) se poate concluziona că particulele obţinute cu un raport Cs/TPP de 5/1 [229] au cele mai 

mici dimensiuni, motiv pentru care acest raport a fost folosit pentru studiile ulterioare. În 

privinţa potenţialului Zeta, valoarea acestuia a crescut cu creşterea raportului polimer/agent 

de reticulare, aceste rezultate fiind în acord cu datele de literatură raportate pentru particule 

simple de Cs/TPP  [228]. 

Pentru toate rapoartele Cs/TPP studiate, s-au obţinut distribuţii bimodale ale 

dimensiunii particulelor, în sensul că, pe lângă picul principal, care reprezintă dimensiunea 

majorităţii particulelor obţinute, apare şi un pic de intensitate mică, care reprezintă particule 

de dimensiuni mult mai mici care se formează deoarece loturile de chitosan comerciale sunt 

polidisperse [230]. 
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Figura 62. Influenţa raportului masic chitosan/TPP asupra caracteristicilor 

particulelor magnetice pe bază de chitosan: A) MPCs; B)  MCCs şi C) MTCs 

IV.6. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe bază de chitosan 

şi magnetită  

Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe bază de chitosan s-a realizat prin 

legarea biotinei pe suprafaţa particulelor prin formarea unei legături covalente amidice între 

gruparea amino a chitosanului şi gruparea carboxil a biotinei (Figura 65). Reacţia a fost 

activată prin intermediul unui agent de complexare, o carbodiimidă solubilă în apă, EDAC 

care are rolul de activator al grupării carboxil a biotinei.  

 

 
Figura 65. Mecanismul de biotinilare al chitosanului 
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IV.7. Caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe bază de 

chitosan şi magnetită  

IV.7.1. Spectroscopia FT-IR 

Spectrele FT-IR ale biotinei şi ale particulelor biotinilate sunt prezentate în Figura 66. 

Spectrul biotinei prezintă banda de la 3306 cm-1 caracteristică pentru heterociclul 

imidazolului [231];  picurile de la 2931 cm-1 şi 2850 cm-1 corespund vibraţiilor de deformare 

şi întindere ale grupării metilenice; banda de la 1639 cm-1 este caracteristică vibraţiei de 

deformare a grupării C-O; banda de la 1481 cm-1 este specifică vibraţiei de întindere a 

grupării COO- iar benzile de la 1316 cm-1 şi 1269 cm-1 sunt caracteristice pentru vibraţiile de 

deformare a legăturii C–C din structura moleculei de biotină [231]. În spectrul particulelor 

biotinilate (Figura 66) banda de absorţie caracteristică pentru heterociclul imidazolic de la 

3300 cm-1 se suprapune cu benzile caracteristice grupărilor hidroxil din structura chitosanului 

situate în aceeasi zonă. 

 
Figura 66. Spectre FT-IR ale biotinei şi ale particulelor 

 magnetice biotinilate pe bază de chitosan  
 

De asemenea, în spectrele acestor particule (MPCsB, MCCsB şi MTCsB) se pot 

identifica două benzi specifice legăturii amidice formate între gruparea carboxil a biotinei şi 

gruparea amino a chitosanului, la 1630 cm-1 şi 1530 cm-1. Aceste benzi sunt caracteristice 

vibraţiilor de întindere a grupării (C-O) şi respectiv (–NH) şi deşi sunt prezente şi în 

spectrele compozitelor magnetice pe bază de chitosan, în spectrele particulelor biotinilate se 

constată o intensificare a acestora care indică formarea unor noi legături amidice [232]. 

Prezenţa picurilor din zona 1710 cm-1 poate fi datorată formării unor legături de tip ester 
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între gruparea carboxil a biotinei şi gruparea hidroxil a chitosanului. Spectroscopia FT-IR 

confirmă astfel obţinerea particulelor magnetice biotinilate. 

IV.7. 2. Spectroscopia de rezonanţă magnetică de protoni  (1H–NMR) 

Tehnica de spectroscopie de rezonanţă magnetică de protoni a fost utilizată pentru a 

confirma natura legăturilor chimice care s-au format între biotină şi chitosan. În acest scop, 

aceeaşi reacţie de biotinilare a fost realizată pe chitosan, păstrând aceleaşi condiţii şi 

parametri utilizaţi pentru reacţia de biotinilare a paticulelor magnetice: raport molar Cs/B de 

1/2 şi B/EDAC de 1/1,5. Spectrele 1H–NMR ale biotinei, chitosanului şi chitosanului 

biotinilat sunt prezentate în Figura 67.  

 

 
 

Figura  67. Spectre 1H-NMR pentru A) chitosan, B) biotina şi C) chitosan biotinilat  

 

În spectrul 1H–NMR a chitosanului (Figura 67B) se identifică tripletul de la 2,0-2,1 

ppm care corespunde celor trei protoni ai grupării metil din N-acetil glucozamină şi picul de 

la 3,1-3,2 ppm care reprezintă cei doi protoni ai grupării amino. Semnalele protonilor non-

anomerici din structura chitosanului se pot observa în intervalul 3,5-4 ppm în timp ce 
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protonul iminic din gruparea acetilată apare la 4,8 ppm pentru şi la 4,6 ppm pentru gruparea 

deacetilată  [233]. 

Spectrul 1H–NMR al biotinei (Figura 67A) prezintă doi protoni de tip uree (H-1, H-2 

la 6,35 ppm şi 6,45 ppm), doi protoni din gruparea metin (H-3, H-4 la 4,3 ppm şi respectiv 

4,2 ppm), protonii din grupul metilen în zona 1.4–3.2 ppm şi protonul  din gruparea carboxil 

de la 12 ppm . 

În spectrul 1H–NMR al chitosanului biotinilat (Figura 67C) se poate constata că nu 

apare protonul grupării hidroxil din structura biotinei de la 12 ppm indicând că biotina a 

reacţionat cu chitosanul şi în plus apare un nou pic la 8-9 ppm caracteristic protonului din 

legatura amidică nou formată între gruparea amino a chitosanului şi gruparea carboxil a 

biotinei.  

Spectroscopia de rezonanţă magnetică de protoni (1H-NMR) a confirmat faptul că 

biotina formează legături amidice cu chitosanul, atunci când reacţia este condusă prin 

intermediul unei carbodiimide solubile în apă, dar nu prezintă dovezi ale formării şi a unor 

legături esterice.   

IV.7.4. Determinarea dimensiunii  medii şi a potenţialului Zeta pentru 

particulele biotinilate 

 Pentru biotinilare s-au selectat loturile MPCs, MCCs şi, respectiv, MTCs preparate 

în condiţii de raport masic Cs/TPP de 5/1 şi concentraţie de surfactant în soluţie de 1 mg/mL. 

Reacţia de biotinilare a fost condusă, într-o primă etapă în condiţii de raport molar Cs/B de 

1/2 şi raport molar B/EDAC 1/1,5. Dimensiunea medie şi potenţialul Zeta al particulelor 

biotinilate sunt prezentate în Figura 68.  

 
 

Figura 68. Dimensiunile particulelor biotinilate şi potenţialul Zeta 

(raport molar Cs/B 1/ 2, raport molar B/EDAC 1/1.5) 
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Din analiza rezultatelor obţinute se constată că procesul de biotinilare determină 

creşterea dimensiunii medii a particulelor. Această creştere se manifestă diferit pentru fiecare 

tip de tensioactiv utilizat la prepararea particulelor. Explicaţia acestui fapt poate fi atribuită 

atât legării biotinei dar şi capacităţii diferite a fiecărui surfactant folosit de a asigura 

stabilitatea coloidală a particulelor înainte de biotinilare. În plus, dimensiunile medii ale 

particulelor determinate prin tehnica DLS sunt calculate ca o medie între particulele cu 

dimensiuni diferite, motiv pentru care de multe ori această valoare poate fi mai mare decât 

cea reală. Acest fapt este confirmat de valorile indicelui de polidispersitate al particulelor 

magnetice pe bază de chitosan: 0,51 pentru lotul MPCsB; 0,49 pentru lotul MCCsB şi 

respectiv 0,36 pentru lotul MTCsB, valori ce indică existenţa a mai multor populaţii de 

particule.  

Referitor la valorile potenţialului Zeta, după biotinilare acestea scad semnificativ, 

până la valori negative în cazul particulelor MTCsB, confirmând astfel că o parte din 

grupările amino sunt implicate în legarea biotinei.   

IV.7. 5. Microscopie electronică (TEM, SEM) 

Morfologia particulelor biotinilate (MCsPB) a fost studiată prin tehnici de 

microscopie. ImagineaTEM (Figura 69A) sugerează că procesul de biotinilare determină o 

compactare a chitosanului pe suprafaţa magnetitei şi confirmă prezenţa materialului 

magnetic în interiorul particulelor biotinilate. Din imaginile SEM ale particulelor biotinilate 

(Figura 69B) se poate constata o tendinţă scăzută de aglomerare a particulelor MPCsB, 

acestea putând fi vizualizate ca particule bine delimitate [235]. Procesul de biotinilare nu 

modifică morfologia particulelor iar dimensiunile particulelor MPCsB, aproximate din 

tehnicile de microscopie electronică sunt în corelaţie cu cele determinate prin tehnica DLS.  

 

Figura 69. Imagini TEM (A) şi SEM (B) ale particulelor biotinilate (MPCsB) 
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IV.7. 6. Determinarea proprietăţilor magnetice  

Proprietăţile magnetice au fost determinate prin măsurarea magnetizării de saturaţie şi 

a coercitivităţii. Curbele de magnetizare înregistrate pentru particulele biotinilate sunt 

prezentate în Figura 70. Pentru comparaţie sunt prezentate şi curbele de magnetizare ale 

loturilor de magnetită şi ale particulele magnetice pe baza de chitosan înainte de biotinilare.   

Valorile magnetizării de saturatie pentru materialele studiate au fost: 69,34 emu/g, 

43,65 emu/g şi 48.11 emu/g  pentru MP, MPCs şi respectiv MPCsB (Figura 70A); 55,66 

emu/g, 19,03 emu/g şi 21.65 emu/g pentru MC, MCCs şi respectiv MCCsB (Figura 70B) şi 

56,91 emu/g; 15,97 emu/g şi 21,99 emu/g pentru MT, MTCs şi respectiv MTCsB (Figura 

70C). Deoarece pentru determinările proprietăţilor magnetice s-au folosit aceleaşi cantităţi de 

materiale, scăderea magnetizării de saturaţie se poate explica în primul rând prin diferenţa de 

dimensiune a materialelor analizate. În al doilea rând această scădere confirmă prezenţa 

stratului de chitosan pe suprafaţa magnetitei. Aceste rezultate sunt corelate cu datele de 

analiză elementală şi difractogramele XRD. 

 

 
Figura 70. Curbe de magnetizare pentru particulele  

obţinute cu A) Pluronic F127, B) CTAB, C) Tween 20 

 

Analizând curbele de magnetizare se constată că particulele biotinilate nu prezintă 

magnetizare remanentă şi nu sunt caracterizate de  histerezis. Aceste rezultate confirmă că 

particulele biotinilate prezintă comportare superparamagnetică [236]. Comparând 

magnetizarea de saturaţie a particulelor înainte şi după biotinilare se observă o uşoară 

crestere a magnetizării de saturaţie a particulelor biotinilate pentru toate cele probe analizate 

care poate fi pusă pe seama proprietăţilor diamagnetice ale biotinei şi a distribuţiei acesteia 

pe suprafaţa particulelor [237].  

Particulele magnetice biotinilate obţinute prezintă magnetizare de saturaţie adecvată 

dar şi comportament superparamagnetic, proprietăţi care le recomandă pentru aplicaţii 

biologice de separare magnetică. 
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IV.9. Determinarea conţinutului de biotină prin tehnica HABA-Avidină 

Conţinutul de biotină a fost determinat prin tehnica HABA-Avidină pentru toate 

loturile de particule biotinilate, preparate în diferite condiţii de raport molar Cs/B şi respectiv 

raport molar B/EDAC şi este prezentat în tabelul 10.  

Din analiza datelor obţinute se poate consta că cel mai mare grad de biotinilare 

prezintă loturile de particule biotinilate preparate cu un raport molar teoretic de Cs/B de 1/2 

şi respectiv B/EDAC de 1/1,5. De asemenea, se constată că gradul de biotinilare al celor trei 

tipuri de particule are valori comparabile şi este cuprins între 238 x 103 mmoli/g particulă şi 

297 x 103 mmoli/g particulă. 

 

Tabelul 10. Gradul de biotinilare a loturilor de particule biotinilate obţinute 

 

Particulă 

biotinilată 

Raport molar

Cs/B 

Raport molar  

B/EDAC 

Conţinut biotină 

103 x (mmoli/g particulă) 

MPCsB 1/1 1/1,5 34 

MPCsB 1/1,5 1/1,5 121 

MPCsB 1/2 1/1,5 297 

MPCsB 1/1,5 1/2 142 

MPCsB 1/1,5 1/ 2,5 106 

MPCsB 1/1,5 1/1 72 

MCCsB 1/1 1/1,5 164 

MCCsB 1/1,5 1/1,5 142 

MCCsB 1/2 1/1,5 265 

MCCsB 1/1,5 1/1 75 

MCCsB 1/1,5 1/2 186 

MCCsB 1/1,5 1/ 2,5 159 

MTCsB 1/1 1/1,5 154 

MTCsB 1/1,5 1/1,5 177 

MTCsB 1/2 1/1,5 238 

MTCsB 1/1,5 1/1 186 

MTCsB 1/1,5 1/2 225 

MTCsB 1/1,5 1/2,5 46 
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IV.10. Teste de redispersie a particulelor biotinilate în medii de interes 

biologic 
 

Aplicaţia acestor particule magnetice în mediul sangvin este sub formă de suspensii 

injectabile, motiv pentru care se impune realizarea de teste de redispersii a acestor particule 

în medii adecvate aplicaţiei. Două dintre mediile selectate au fost reprezentate de soluţia de 

glucoză (10 % wt) şi serul fiziologic (0,9 % NaCl wt), ţinând cont de faptul că acestea se 

folosesc în domeniul medical ca soluţii injectabile. Celelalte medii au fost reprezentate de 

trei soluţii tampon: două cu pH slab bazic şi una cu pH slab acid: Tris pH = 7,4, tampon 

fosfat pH = 7,4 şi respectiv tampon fosfat pH = 5 (Rezultatele obţinute pentru aceste medii 

nu sunt prezentate în acest rezumat). Pentru toate loturile de particule biotinilate s-au 

determinat dimensiunea şi potenţialul Zeta, caracteristici care pot furniza informaţii privind 

comportamentul acestor particule în mediul sangvin.  

Din analiza rezultatelor obţinute pentru loturile redispersate în soluţie de glucoză 10% 

(Figurile 82, 83) se poate observa că dimensiunile particulelor variază în limite cuprinse între 

1 μm şi 4 μm, în timp ce potenţialul Zeta are valori preponderent negative. Trebuie remarcat 

faptul că atât dimensiunea (cuprinsă între 1-2 μm) cât şi potenţialul Zeta (cuprinse între -10 

mV şi -2 mV) ale celor 3 loturi cu cel mai mare grad de biotinilare (MPCsB, MCCsB şi 

MTCsB) preparate la un raport molar Cs/ B de 1/2 şi raport molar B/EDAC de 1/1,5) au 

valori adecvate aplicaţiei în mediul sangvin. În ser fiziologic (Figurile 84, 85) particulele 

biotinilate analizate prezintă dimensiuni cuprinse între 1 μm şi 3 μm şi valori ale 

potenţialului Zeta care variază într-un domeniu mic  de la -10 mV la 5 mV.  

 

   

 

Figura 82. Dimensiunile medii şi potenţialul Zeta pentru particulele biotinilate (raport 

molar Cs/B diferit) redispersate în soluţie de glucoză 10 % 

 

0

1000

2000

3000

1/1 1/1,5 1/2

D
im

en
si

u
n

e 
m

ed
ie

 (
n

m
)

Raport molar Cs/B

MPCsB MCCsB MTCsB 

-20

-10

0

1/1 1/1,5 1/2

P
ot

en
ţi

al
Z

et
a 

(m
V

)

Raport molar Cs/B

MPCsB MCCsB MTCsB



Micro şi nanoparticule magnetice funcționalizate cu aplicații în detoxifierea sângelui 
 

35 
 

   

 

Figura 83. Dimensiunile medii şi potenţialul Zeta pentru particulele biotinilate 

(raport molar B/EDAC diferit)  redispersate în soluţie de glucoză 10 % 

 

 
 

Figura 84. Dimensiunile medii şi potenţialul Zeta pentru particulele biotinilate (raport 

molar Cs/B diferit) redispersate în ser fiziologic 
 

   

 

Figura 85. Dimensiunile medii şi potenţialul Zeta pentru particulele 

biotinilate (raport molar B/EDAC diferit) redispersate în ser fiziologic 
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Ca o remarcă suplimentară se constată că şi în ser fiziologic cele 3 loturi cu cel mai 

mare grad de biotinilare prezintă dimensiuni şi valori ale potenţialului Zeta adecvate 

aplicaţiei în mediul sangvin. 

Din punct de vedere al dimensiunii şi sarcinii de suprafaţă necesare pentru aplicaţiile 

ulterioare ale particulelor biotinilate în mediul sangvin, loturile cu cel mai mare grad de 

biotinilare prezintă caracteristici comparabile şi adecvate injectării, sugerând că procesul de 

biotinilare poate influenţa pozitiv stabilitatea particulelor magnetice în mediul sangvin. 

IV.11. Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate 

IV.11.1. Evaluarea in vitro a hemocompatibilităţii particulelor biotinilate  

O caracteristică esenţială a particulelor magnetice cu aplicaţii în tehnica de detoxifiere 

sangvină este hemocompatibilitatea. Gorbet sugerează că hemocompatibilitatea se referă în 

primul rând la răspunsul trombogen indus de material sau dispozitiv când acesta este în 

contact cu sângele, răspuns care include o serie de reacţii imediate ale sângelui reprezentate 

de formarea de trombi sau cheaguri care conduc, în final, la activarea mecanismului de 

coagulare al sângelui [38].   

Pentru a studia efectele particulelor biotinilate în contact cu sângele, s-au realizat teste 

clinice convenţionale de coagulare care au constat în măsurarea timpului de protrombină 

(TP), a indicelui de protrombină (IP) şi a indicelui normalizat internaţional (INI). Rezultatele 

obţinute sunt prezentate în tabelul 11.  

TP reprezintă timpul de declanşare a procesului de coagulare, exprimat prin formarea 

trombului în urma contactului sângelui cu particulele magnetice biotinilate şi evaluează calea 

extrinsecă a coagularii. Acesta furnizează informaţii privind prezenţa şi activitatea a cinci 

factori ai coagulării (factorii I, II, V, VII, şi X). IP reprezintă valoarea timpului de 

protrombină în raport cu o proba martor. Referitor la valorile normale ale INI, acestea sunt 

cuprinse între 1-2. 

  

Tabelul 11. Valorile TP şi INI ale particulelor biotinilate 

 

Parametru Sânge 
Probă 

etalon2 MPCsB MCCsB MTCsB 

TP (s) 16,3±0,101 17,4±0,25 15,5±0,22 14,6±0,43 16,3±0,24 

IP (%) 54,0±0,23 48,4±0,18 60,0±0,10 67,6±0,30 54,3±0,34 

      INI 1,68±0,01 1,88±0,02 1,55±0,03 1,40±0,02 1,68±0,01 
1 – valorile reprezintă media a trei determinări ± deviaţia standard 2-sânge diluat cu ser fiziologic (1/7 v/v) 
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Valorile obţinute pentru particulele biotinilate (Tabelul 11) sunt comparabile cu cele 

ale sângelui; nu s-au observat modificări importante ale nici unui parametru analizat (TP, IP, 

INI) ceea ce indică ca particulele biotinilate nu afectează activitatea protrombinei şi confirmă 

că aceste particule sunt hemocompatibile.  

 

IV.11.2. Evaluarea biocompatibilităţii particulelor biotinilate  
 

IV.11.2.1. Evaluarea viabilităţii celulare prin microscopie confocală-metoda 

directă 

 

Biocompatibilitatea particulelor magnetice biotinilate (MPCsB, MTCsB) a fost 

evaluată într-o primă etapă  prin tehnica viabilităţii celulare directe care constă în 

vizualizarea celulelor endoteliale microvasculare dermale umane (HDMEC) după contactul 

acestora cu particulele biotinilate. Morfologia celulelor a fost vizualizată prin tehnica de 

microscopie confocală după marcarea cu compus fluorescent (calcein AM), după 48 ore şi 

respectiv 120 ore şi analizată în raport cu o probă control (Figura 89). 

Din analiza imaginilor se constată că particulele magnetice biotinilate nu determină o 

scădere a viabilitaţii celulare; atât după 48 ore cât şi după 120 ore, numărul celulelor viabile 

este similar cu al controlului, particulele magnetice biotinilate nu afectează morfologia 

celulelor şi nu impiedică proliferarea acestora şi confirmă astfel că aceste particule sunt 

biocompatibile. 
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Figura 89.Vizualizarea celulelor la 48 ore şi 120 ore în comparaţie cu o probă control 

IV.11.2.2. Evaluarea viabilităţii celulare prin tehnica MTS 

Biocompatibilitatea particulelor biotinilate a fost evaluată şi prin tehnica MTS care se 

bazează pe cuantificarea spectrofotometrică a cantităţii de formazan produsă de celulele 

viabile, cantitate care este direct proporţională cu numărul de celule viabile. Rezultatele 

testului MTS pentru loturile MPCsB şi MTCsB sunt prezentate în Figura 90.  
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Analizând datele obţinute se poate observă că cele două loturi nu afectează 

viabilitatea celulară, care prezintă valori comparabile după 72 ore şi aceeaşi tendinţă de 

creştere în timp, indicând astfel că particulele biotinilate sunt materiale biocompatibile. 

Rezultatele obţinute în urma evaluării biocompatibilitaţii prin cele două metode, coroborate 

cu datele obţinute la testele de hemocompatibilitate indică că aceste particule magnetice 

biotinilate pot fi utilizate în aplicaţii biomedicale, şi în special în aplicaţii ce vizează mediul 

sangvin.  

 

 
 

Figura 90. Viabilitatea celulară a loturilor MPCsB şi MTCsB 

 

IV.12. CONCLUZII   

1. S-au obţinut particule magnetice biotinilate pe bază de chitosan, în 3 etape. 

Analiza XRD a confirmat că materialele magnetice preparate sunt reprezentate de cristale de 

magnetită pură cu o dimensiunea medie a cristalelor de ordinul a 10 nm.  Prin tehnica TEM a 

fost evidenţiată formarea particulelor de magnetită cu dimensiuni de ordinul a 10nm şi formă 

cvasiferică stabilizată de surfactant. Potenţialul Zeta are valori negative pentru particulele de 

magnetită stabilizate prin adăugarea de surfactanţi neionici şi pozitivi în cazul celui cationic. 

Analiza proprietăţilor magnetice confirmă faptul că loturile de magnetită preparate prezintă 

comportare superparamagnetică. 

2. Particule magnetice au fost acoperite cu un strat de chitosan, prin procesul de 

gelifiere ionică utilizând ca agent de reticulare tripolifosfatul de sodiu (TPP). Spectrele 

compozitelor relevă atât benzile caracteristice ale chitosanului cât şi ale magnetitei, 

evidenţiind astfel prezenţa magnetitei în matricea polimerică. Analiza elementală confirmă 

acoperirea particulelor magnetice cu chitosan şi indică că particulele preparate conţin 

aproximativ 50 % polimer. Dimensiunea medie a particulelor creşte cu masa molară a 

chitosanului (în concordanţă cu alte rezultate raportate în literatură), scade cu creşterea 
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concentraţiei tensioactivulul şi creşte uşor cu raportul masic chitosan/TPP.  Potenţialul Zeta 

depinde de aceeaşi parametrii menţionaţi anterior. 

3. Biotinilarea particulelor magnetice s-a realizat prin formarea unei legături 

covalente amidice între gruparea amino a chitosanului şi gruparea carboxil a biotinei; 

particulele biofuncţionalizate au fost caracterizate din punct de vedere structural şi 

morfologic. S-au determinat dimensiunile medii, potenţialul Zeta şi proprietăţile magnetice 

ale acestor particule. Tehnicile de spectroscopie (1H–NMR şi FT-IR) au confirmat reacţia de 

legare a  biotinei pe chitosan. În urma procesului de biotinilare dimensiunea particulelor a 

crescut în timp ce potenţialul Zeta al acestora a scăzut dar caracteristicile rămân în domeniul 

de valori adecvat aplicaţiilor în contact cu fluidul sangvin. Tehnicile de microscopie 

electronică indică că particulele biotinilate conţin magnetită şi că procesul de biotinilare nu 

modifică morfologia acestora. 

4. Procesul de biotinilare nu afectează comportamentul superparamagnetic al 

particulelor acestea păstrând aceleaşi proprietăţi magnetice. Particulele magnetice biotinilate 

prezintă proprietăţi magnetice excelente (magnetizare de saturaţie ridicată şi comportament 

superparamgnetic) şi propietăţi biologice adecvate (hemo- şi biocompatibilitate), pot fi 

formulate ca suspensii injectabile, caracteristici care le recomandă pentru aplicaţii în contact 

cu sângele. 
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CAPITOLUL V 

PARTICULE MAGNETICE BIOTINILATE PE BAZĂ DE 

PSI-b-PEG ŞI  MAGNETITĂ 

În ultimii ani s-a manifestat un interes deosebit pentru obţinerea de polimeri 

biodegradabili şi biocompatibili pe bază de poli (α-hidroxil acizii) şi poli(α-amino acizii) cu 

aplicaţii biomedicale şi farmaceutice. Materialele polimerice sintetice cu potenţiale aplicaţii 

în medicină trebuie să îndeplinească următoarele cerinţe: biocompatibilitate, hidrofilie, o 

cinetică adecvată de degradare iar produşii de degradare să nu fie toxici. Cele mai utilizate 

biomateriale hidrofile conţin poli(etilenglicol) (PEG) cu unitatea structurală –CH2–CH2–O–. 

PEG este un polimer liniar, de tip polieter, cu diverse mase molare, solubil în apă şi în 

majoritatea solvenţilor organici. PEG este utilizat în aplicaţii medicale datorită bio- şi 

hemocompatibilităţii, toxicităţii şi antigenităţii minime. În plus, PEG-ul prezintă capacitatea 

de a forma sisteme binare în soluţii apoase cu alţi polimeri sau săruri (PEG – dextran, PEG – 

sulfaţi sau fosfaţi). Această proprietate are aplicaţii în separarea şi purificarea materialelor 

biologice precum: proteine, enzime, viruşi, cloroplaste, acizi nucleici, celule de origine 

animală sau vegetală. În acelaşi timp polimerul este netoxic, reţine o cantitate mare de apă, 

îşi menţine activitatea enzimatică şi biologică chiar după ce este cuplat cu enzime, proteine 

şi diferite medicamente. Grefarea PEG-ului pe suprafeţe solide are ca efecte diminuarea 

adsorbţiei de proteine, a adeziunii celulare şi a plachetelor sangvine [238].  

Polimerii sintetici utilizaţi în aplicaţiile biomedicale trebuie să prezinte grupe 

funcţionale care să permită legarea covalentă a medicamente sau alte substanţe active din 

punct de vedere biologic. PEG-ul nu răspunde acestei cerinţe, motiv pentru care acest 

polimer a fost combinat cu alţi polimeri sintetici ce conţin diverse grupe funcţionale. 

Polimerii sintetici ce conţin resturi de aminoacizi în lanţul principal sau în cel lateral, sunt 

exemple de polimeri cu funcţionalităţi multiple utilizaţi în domeniul biomedical.  

Poli(acidul aspartic) (PAS), aparţinând familiei polipeptidelor sintetice, este un 

polimer solubil în apă, biocompatibil şi biodegradabil. Datorită prezenţei grupelor 

carboxilice, PAS prezintă câteva asemănări în privinţa proprietăţilor chimice cu poli(acidul 

acrilic). Datorită biocompatibilităţii, a lipsei efectelor toxice sau mutagenice, PAS poate fi 

utilizat cu succes în medicină, cosmetică şi industria alimentară.  

În particular, poli(succinimida) (PSI) ca produs intermediar în sinteza poli(acidului 

aspartic) din acid D,L-aspartic, datorită biocompatibilităţii, biodegradabilităţii şi lipsei de 

toxicitate, este unul dintre cele mai promiţătoare suporturi macromoleculare.   

Combinarea în compoziţia unui copolimer a caracteristicilor de hidrofilie a PEG-

ului şi hidrofobie datorată PSI-ei este importantă pentru potenţialele aplicaţii biologice şi 
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farmaceutice, ce necesită solubilizare în mediu apos şi capacitatea de a furniza locuri pentru 

funcţionalizări ulterioare de-a lungul lanţului macromolecular. 

Acest capitol este dedicat prezentării rezultatelor obţinute în prepararea şi 

caracterizarea particulelor magnetice pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită. Particulele 

magnetice pe bază PSI-b-PEG şi magnetită au fost preparate anterior iar în cadrul acestei 

lucrări s-a realizat biotinilarea şi ulterior funcţionalizarea acestora cu streptavidină. 

 

V.1. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-

PEG şi magnetită 

Biotinilarea particulelor magnetice pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită s-a realizat 

prin legarea biotinei pe suprafaţa particulelor magnetice  activând reacţia cu o carbodiimidă 

solubilă în apă, EDAC care conduce la formarea unei legături covalente esterice între 

gruparea hidroxil a PEG-ului şi gruparea carboxil a biotinei (Figura 91).  

 
 

Figura 91. Reacţia de biotinilare a PSI-b-PEG 

Gradul de biotinilare al particulelor magnetice pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită 

este dependent atât de numărul de grupări funcţionale terminale de tip hidroxil ale PEG-ului 

cât şi de modul de dispunere al copolimerului pe suprafaţa materialului magnetic, ultimul 

putând influenţa accesibilitatea grupărilor hidroxil şi, implicit, cantitatea de biotină 

imobilizată.  
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V.2. Caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-

PEG şi magnetită 

V.2.1. Spectroscopia FT-IR 

Spectre FT-IR ale biotinei, copolimerului PSI-b-PEG şi ale particulelor magnetice pe 

bază de PSI-b-PEG înainte şi după reacţia de biotinilare sunt prezentate în Figura 93.  

 

Figura 93. Spectre FT-IR ale biotinei, PSI-b-PEG, MPP5, MPP5B, MPP11 şi MPP11B 
 

Spectru FT-IR al copolimerului PSI-b-PEG  este caracterizat prin prezenţa benzilor 

caracteristice pentru ambii compuşi, atât PSI cât şi PEG şi confirmă prepararea cu succes a 

copolimerului bloc. Astfel, în urma analizei spectrului acestui compus se evidenţiază mai 

multe aspecte, prezentate în continuare. În regiunea 900 cm-1 - 1700 cm-1 sunt prezente 

benzile de la 1663 cm-1 (amida I) şi 1534 cm-1 (amida II) din structura PSI şi banda de la 953 

cm-1 caracteristică legăturii C-O din structura PEG-ului, în  timp ce în regiunea 3200cm-1 - 

3600 cm-1 sunt prezente numeroase benzi care se suprapun. Astfel, în această zonă apare o 

bandă ascuţită la 3407 cm -1, care este atribuită vibraţiilor  (N–H) ale grupei imidice şi se 

suprapune peste o bandă largă situată în regiunea 3200 cm-1  – 3600 cm -1 ce apare ca urmare 

a vibraţiilor de întindere ale grupărilor hidroxil. În aceeaşi zonă se regăseşte şi banda 

cuprinsă între 3440 cm-1  – 3424 cm-1, bandă caracteristică vibraţiilor de întindere ale 

legăturii de hidrogen intramoleculare (O-H) din structura PEG-ului. Două benzi proeminente 

de la ~1716 cm−1 şi 1393 cm−1, împreună cu o bandă cu intensitate mai scazută de la ~1793 
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cm−1 sunt caracteristice imidelor şi sunt datorate structurii inelului succinimic. PSI a rezultat 

în urma polimerizării acidului L-aspartic cu deschiderea ciclului, deschidere evidenţiată de 

benzile amidice de ~1663 cm−1 şi semnalele grupării libere carboxil de la ~1393 cm−1. 

Rezultate FTIR sunt în conformitate şi cu datele bibliografice, pentru aceste tipuri de legături 

[239].  

Spectrul PSI-b-PEG prezintă banda de la ~1080 cm-1 ce corespunde deformării în  

plan a grupării O-H, benzile de la 1099 cm−1 şi 1257 cm-1 pentru vibraţiile simetrice ale C-O 

şi respectiv ale (C-O-C) precum şi benzile de la 1393 cm-1 pentru vibraţiile C–H din 

structura PEG. Toate vibraţiile caracteristice legăturii C–H sunt situate la 2946 cm-1. 

În spectrele particulelor magnetice pe bază de PSI-b-PEG sunt prezente atât benzile 

caracteristice pentru copolimer cât şi benzile specifice componentei magnetice şi confirmă  

prepararea cu succes a compozitelor magnetice. Componenta magnetică este reprezentată de 

benzile din regiunea 400 cm-1  – 700 cm-1 (453 cm-1, 553 cm-1, 585 cm-1 şi 678 cm-1) asociate 

cu vibraţiile de întindere şi torsiune ale legăturii Fe-O [240].  

În spectrele particulelor biotinilate nu se observă modificări semnificative ale benzilor 

caracteristice, decât în regiunea 3200 cm-1 - 3500 cm-1 datorită faptului că o parte din 

grupările hidroxil ale PEG-ului sunt implicate în legarea biotinei pe suprafaţă prin 

intermediul legăturilor esterice şi în zona 2800 cm-1 – 2900 cm-1, unde se observă o 

intensificare a benzilor  daorită introducerii unor noi grupări metilenice ce aparţin biotinei.  

 

V.2.2.  Spectroscopia de rezonanţă magnetică de protoni (1H–NMR) 

 

Tehnica de spectroscopie de rezonanţă magnetică de protoni a fost utilizată pentru a 

confirma natura legăturilor chimice care s-au format între biotină şi PSI-b-PEG. În acest 

scop, aceeaşi reacţie de biotinilare a fost realizată pe copolimerul PSI-b-PEG păstrând 

condiţiile şi parametrii utilizaţi pentru reacţia de biotinilare a paticulelor magnetice: raport 

masic Cs/B de 1/5 şi B/EDAC de 1/1,5. Spectrele 1H–NMR ale biotinei, PSI-b-PEG şi PSI-

b-PEG biotinilat sunt prezentate în Figura 94. Spectrul 1H–NMR al biotinei (Figura 94A) a 

fost discutat în secţiunea IV.7.2. 

În spectrul 1H–NMR al copolimerului (Figura 94B) se disting: semnalele din 

regiunile  2,5 ppm - 2,8 ppm şi 3,1 ppm – 3,25 ppm care sunt atribuite protonilor metilen din 

structura succinimidei, respectiv etilen glicolului; semnalele din regiunea 3,6 ppm - 3,8 ppm 

şi 5,25 ppm -5,5 ppm sunt caracteristice protonilor metin în timp ce protonii din gruparea 

amidă formată prin deschiderea ciclului succinic dau semnale caracteristice situate în  

regiunea 7,9 ppm, 8,1 ppm, 8,3 ppm, 8,7 ppm  [241]. Semnalul de la 3,38 ppm este atribuit 

protonului grupării hidroxil a PEG-ului.  

În spectrul 1H–NMR al copolimerului biotinilat se observă următoarele modificări: 

intensitatea semnalului protonului grupării hidroxil de la 3,38 ppm scade în intensitate faţă 
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V.2.3. Determinarea dimensiunii medii şi a potenţialului Zeta pentru particulele 

biotinilate 

 

Dimensiunile medii şi potenţialul Zeta al particulelor magnetice pe bază de PSI-b-

PEG şi magnetită înainte şi după biotinilare sunt prezentate în Figura 95. 

 

 
 

 Figura 95. Dimensiunile şi potenţialul Zeta pentru particulele magnetice 

 pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită 

 

Din analiza rezultatelor obţinute se constată că procesul de biotinilare nu a determinat 

o modificare semnificativă a dimensiunii medii a particulelor. Biotina este o moleculă cu 

volum molecular redus şi, prin urmare, fixarea acesteia pe particulă nu determină variaţii 

esenţiale de dimensiune ale acestora. Toate loturile de particule prezintă dimensiuni de 

ordinul a 500 nm şi valori negative ale potenţialului Zeta, cu menţiunea că pentru particulele 

biotinilate se constată o tendinţă de creştere a valorii acestui potenţial. Această tendinţă 

confirmă că o parte din grupările hidroxil terminale ale PEG-ului au fost implicate în legarea 

biotinei prin formarea unor legături esterice [243].   

Variaţia potenţialului Zeta s-a manifestat diferit pentru cele două tipuri de particule, 

constatându-se o tendinţă de creştere a potenţialului Zeta mult mai pronunţată în cazul 

lotului MPP11B, fapt care confirmă că reacţia de biotinilare este dependentă de concentraţia 

PEG de pe suprafaţa particulelor magnetice. Această tendinţă sugerează că lotul MPP11B 

prezintă un grad de biotinilare mai ridicat.  

Caracteristicile DLS ale particulelor biotinilate indică faptul că gradul de biotinilare 

al particulelor nu este total şi sunt corelate cu rezultatele analizelor de spectroscopie (FT-IR 

şi 1H–NMR) .  
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(511), şi (440) aparţinând unei celule cubice. În plus, se constată prezenţa unghiului 2θ de la 

18° care este atribuit copolimerului. Aria largă delimitată de unghiuri indică faptul că 

cristalele de magnetită formate au dimensiuni mici [202], în timp ce intensitatea unghiului de 

difracţie maxim confirmă existenţa unei singure faze pure, de magnetită [203]. Analiza XRD 

confirmă astfel, că particulele magnetice preparate conţin cristale de magnetită pură. Din 

analiza comparativă a intensităţilor unghiurilor de difracţie se observă o diferenţă 

semnificativă între cele două loturi de particule biotinilate, sugerând existenţa unui 

conţinutul diferit de magnetită al loturilor respective. Astfel, conţinutul de magnetită al 

lotului MPP11B este de aproximativ de 2 ori mai mare decât conţinutul în magnetită al lotului 

MPP5B. Rezultatele sunt corelate cu datele obţinute în urma analizei termogravimetrice, şi se 

consideră a fi datorate îndepărtării unei părţi din faza organică (în special PEG) în timpul 

procesului de biotinilare. 

 
 

Figura 100. Difractogramele XRD ale particulelor biotinilate, MPP5B şi MPP11B 

V.2.8. Determinarea proprietăţilor magnetice  

Curbele de magnetizare ale particulelor magnetice pe bază de PSI-b-PEG, înainte şi 

după biotinilare, sunt prezentate în Figura 101. Valoarea magnetizării de saturaţie este 

determinată de cantitatea de magnetită din compoziţia particulelor;  pentru lotul MPP5 se 

înregistrează o valoare a magnetizării de saturaţie de 7,49 emu/g în timp ce pentru lotul 

MPP11 magnetizarea de saturaţie este de 10,29 emu/g. Din analiza valorilor magnetizării de 

saturaţie ale particulelor magnetice înainte şi după biotinilare se constată că în urma 

procesului de biotinilare magnetizarea de saturaţie creşte de la 7,49 emu/g  la 12,70 emu/g 

pentru lotul MPP5B respectiv de la 10,29 emu/g la 23,58 emu/g pentru lotul MPP11B. 

Creşterea mult mai semnificativă a magnetizării de saturaţie lotului MPP11B este corelată cu 

datele obţinute prin analiză termogravimetrică şi difractogramele XRD. 
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De asemenea, se confirmă, ca şi în cazul particulelor magnetice biotinilate pe bază de 

chitosan că proprietăţile diamagnetice ale biotinei pot determina creşterea capacităţii maxime 

a unui material de a se magnetiza. 

Din analiza curbelor de magnetizare se constată că particulele magnetice preparate nu 

prezintă magnetizare remanentă. Aspectul cubelor indică comportamentul 

superparamagnetic al particulelor, această caracteristică fiind dată de dimensiunea foarte 

mică a particulelor de magnetită înglobată în copolimer. Procesul de biotinilare nu afectează 

comportamentul superparamagnetic al particulelor acestea pastrând aceeaşi caracteristică şi 

după biotinilare. 

 

 
 

Figura 101. Curbe de magnetizare pentru particulele  

MPP5, MPP11, MPP5B şi MPP11B. 
 

V.3. Teste de redispersie a particulelor biotinilate în medii de interes 

biologic 

 

Deoarece se urmăreşte ca aplicarea particulelor magnetice în mediul sangvin să se 

realizeze sub formă de suspensii injectabile se impune efectuarea de teste de redispersii a 

acestor particule în medii de interes biologic. Astfel, testele de redispersie ale particulelor 

biotinilate s-au realizat în două medii comune care se folosesc în domeniul medical ca soluţii 

injectabile şi anume: serul fiziologic 0, 9 % NaCl şi soluţia de glucoză 10 %. S-au determinat 

dimensiunea şi potenţialul Zeta al particulelor biotinilate redispersate iar rezultatele obţinute 

sunt prezentate în Figura 102. 
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Dimensiunea medie a particulelor biotinilate redispersate în cele două medii este 

cuprinsă în intervalul 500 nm - 700 nm, dimensiune adecvată aplicaţiei particulelor 

magnetice în mediul sangvin. Această caracteristică confirmă potenţialul acestor particule de 

a fi formulate ca suspensii injectabile. În privinţa potenţialului Zeta, toate loturile de 

particule au prezentat valori cuprinse între ale -18 mV şi -15 mV, cu menţiunea că valorile 

diferite ale potenţialului Zeta sunt datorate interacţiunii particulelor biotinilate cu ionii 

prezenţi în mediile de redispersie.  

 

 
 

Figura 102. Dimensiunile si potentialul Zeta pentru particulele biotinilate 

redispersate în  ser fiziologic (MPP5Bs şi MPP11Bs) şi glucoză (MPP5Bg şi MPP11Bg) 
 

V.4. Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate 

V.4.1. Determinarea in vitro a hemocompatibilităţii particulelor biotinilate  

Aplicaţia acestor particule presupune utilizarea lor în mediul sangvin,  motiv pentru 

care o caracteristică necesară a acestor particule vizează în primul rând hemocopatibilitatea 

acestora [247]. Orice modificare a procesului de coagulare în urma contactului cu diferite 

tipuri de materiale reprezintă o indicaţie a interacţiunii acestor materiale cu componentele 

sangvine care pot duce la activarea răspunsului trombogenic [248]. Pentru a studia efectele 

particulelor biotinilate în contact cu sângele, s-au determinat o parte din indicatorii coagulării 

sângelui: timpul de protrombină (TP), timpul de protrombină parţial activată (aPTT) şi 

indicele  normalizat internaţional (INI). Rezultatele obţinute sunt prezentate în tabelul 13.  
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Tabelul 13. Valorile TP, aPTT, INI şi ale particulelor biotinilate 

Parametru Sânge 
Probă 

etalon2 MPP5B MPP11B 

TP (s) 15.80±0.20¹ 16.30±0.25 17.40±0.20 16.73±0.98 

aPTT(s) 45.80±0.20 45.40±0.18 48.65±0.25 48.00±1.00 

               INI 1.39±0.02 1.44±0.03 1.56±0.02 1.49±0.10 

Fibrinogen (mg/dL) 258 258 258 258 
1 – valorile reprezintă media a trei determinări ± deviaţia standard 2-sânge diluat cu ser fiziologic 

(1/7 v/v) 

Valorile înregistrate pentru plasmă şi probă etalon, care este reprezentată de sânge în 

contact cu ser fiziologic, sunt prezentate pentru comparaţie.  TP evaluează calea extrinsecă şi 

calea comună de activare a coagulării sângelui în timp ce aPTT evaluează calea intrinsecă şi 

calea comună a coagulării.  

  Din analiza datelor obţinute se constată că nu există modificări semnificative între 

valorile TP şi aPTT ale ambelor probe şi valorile plasmei şi ale probei etalon. Rezultatelor 

obţinute indică o bună compatibilitate a particulelor biotinilate cu mediul sangvin. 

Atunci când un material este adus în contact cu sângele, primul fenomen care apare 

este reprezentat de adsorţia nespecifică a proteinelor pe suprafaţa materialului [41]. Una 

dintre cele mai importante proteine care se adsorb pe suprafaţa materialului şi induce ulterior 

adeziunea plachetară  care declanşează răspunsul trombogenic este reprezentată de 

fibrinogen. Această proteină este convertită în fibrină insolubilă care determină formarea 

trombusului [45,249]. Cu scopul de a evalua adsorbţia proteinelor pe suprafaţa particulelor 

biotinilate, fibrinogenul plasmatic a fost determinat, înainte şi după contactul particulelor 

biotinilate cu sângele. Din analiza rezultatelor obţinute, prezentate în tabelul 12 se poate 

observa că valoarea fibrinogenului plasmatic nu se modifică după contactul particulele 

biotinilate cu sângele, fapt care indică că aceste particule nu determină adsorbţia 

fibrinogenului plasmatic, atât datorită prezenţei biotinei pe suprafaţa particulelor cât şi a 

PEG-ului, a cărui hemocompatibilitate a fost deja demonstrată. În plus, diverse studii 

raportate evidenţiază faptul că adsorbţia fibrinogenului este mult mai scăzută pe materialele 

hidrofile precum PEG, decât pe materiale hidrofobe [250]. Datele obţinute confirmă că 

particulele biotinilate pe bază de PSI-b-PEG sunt hemocompatibile.  

 V.5. CONCLUZII  

 

1.  S-au obţinut particule magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită 

prin imobilizarea biotinei pe suprafaţa particulelor magnetice prin intermediul legăturilor 
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covalente de tip ester între gruparea hidroxil terminală a PEG-ului şi gruparea carboxil a 

biotinei. 

2. Datele de spectroscopie FTIR pentru particulele magnetice biotinilate relevă atât 

benzile caracteristice copolimerului cât şi cele ale magnetitei oferind astfel dovezi ale 

prezenţei magnetitei în matricea copolimerică. Spectroscopia de rezonanţă magnetică de 

protoni a confirmat natura chimică a legăturii dintre biotină  şi copolimerul PSI-b-PEG. 

3.  Procesul de biotinilare nu a determinat o modificare semnificativă a dimensiunii 

medii a particulelor, aceste particule prezentând dimensiuni de ordinul a 500 nm, dar a 

determinat o creştere a potenţialului Zeta, ceea ce indică că o parte din grupările hidroxil 

terminale ale PEG-ului sunt implicate în legarea biotinei. Gradul de biotinilare este diferit 

pentru cele două loturi de particule biotinilate, cel mai mare grad de biotinilare înregistrându-

se pentru lotul MPP5B, lot care a fost selectat pentru imobilizarea ulterioară a receptorului 

pentru toxină (streptavidină). 

4. Datele de microscopie electronică TEM au confirmat formarea de compozit 

magnetic biotinilat, compus din mai multe particule de magnetită încorporate într-un strat de 

copolimer PSI-b-PEG-Biotină. Imaginile SEM au evidenţiat faptul că după biotinilare, 

morfologia particulelor nu se modifică şi că dimensiunea medie a particulelor magnetice 

biotinilate  pe bază de PSI-b-PEG, în stare uscată este de  aproximativ 200-300nm.  

5. Analiza XRD a confirmat că loturile de particulele magnetice biotinilate preparate 

conţin cristale de magnetită pură cu un conţinut diferit în magnetită, determinat de condiţiile 

preparative.  

6. Particulele magnetice biotinilate obţinute prezintă comportament 

superparamagnetic şi magnetizare de saturaţie adecvată aplicaţiilor în contact cu fluidul 

sangvin, pot fi formulate ca suspensii injectabile şi sunt  hemocompatibile, proprietăţi care le 

recomandă pentru aplicaţii biologice de separare magnetică a toxinelor circulante. 
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Deşi SA prezintă o structură preorganizată pentru a furniza locuri specifice de 

interacţiune cu biotina, după principiul “lacăt-cheie”, după imobilizarea biotinei, în structura 

SA pot avea loc modificări structurale care pot conduce la dezactivarea receptorului (Figura 

105A). Atunci când biotina este imobilizată pe diferite suprafeţe, posibilităţile de manifestare 

a interacţiunilor cu modificări structurale se diminuează şi permit receptorului să rămâne 

disponibil pentru interacţiuni ulterioare cu diverşi compuşi, precum toxinele sangvine [253]. 

 

 

 

Figura 105. Interacţiunile dintre biotină şi SA  

 

   Din punct de vedere al aplicaţiilor, este unanim acceptată teoria conform căreia, 

modificarea lanţului valerian nu influenţează semnificativ afinitatea dintre biotină şi SA.  În 

plus, în cele mai multe cazuri materialele biotinilate au capacitatea de păstra proprietaţile lor 

biologice şi fizico-chimice. Această caracteristicică permite biotinilarea oricărei 

macromolecule şi înteractiunea acesteia cu SA, cu păstrarea proprietaţilor intacte ale 

receptorului [254].  

Capitolul 6 al lucrării prezintă rezultatele obţinute privind funcţionalizarea cu 

streptavidină a celor două tipuri de particule magnetice biotinilate. Funcţionalizarea 

particulelor magnetice s-a realizat prin intermediul legăturilor de mare afinitate de tip ligand-

receptor. Particulele magnetice funcţionalizate preparate au fost caracterizate din punct de 

vedere al dimensiunii şi încărcării electrice a suprafeţei iar cantitatea de streptavidină 

imobilizată pe particulele magnetice a fost determinată prin spectroscopia UV-VIS. 

 De asemenea, acest capitol este dedicat evaluării performanţelor particulelor 

magnetice funcţionalizate ca agenţi de detoxifiere extracorporeală a sângelui, ceea ce 

constituie obiectivul principal al acestei lucrări. Particulele magnetice funcţionalizate au 

fost testate din punct de vedere al performanţelor de captare a unei toxine model. Toxina 

model selectată a fost reprezentată de peroxidaza din hrean, HRP. Cantitatea de toxină 

captată pe particulele magnetice  a fost determinată prin spectroscopia UV-VIS.  
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VI.1. Prepararea particulelor magnetice funcţionalizate cu 

streptavidină (SA)  

 

Reacţia de imobilizare a SA a fost studiată pe loturile de particule magnetice cu grad 

de biotinilare maxim obţinut prin tehnica aplicată. Astfel au fost selectate pentru reacţie 

particulele magnetice biotinilate pe bază de chitosan codificate MPCsB, MTCsB, MCCsB 

(preparate la un raport molar Cs/B de 1/2 şi un raport molar B/ EDAC de 1/1,5) şi particulele 

magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG, codificate MPP5B MCCsB (preparate la un 

raport masic Cs/B de 1/5 şi un raport molar B/ EDAC de 1/ 1,5). Imobilizarea SA pe 

particulele biotinilate s-a realizat prin intermediul interacţiunilor specifice de tip ligand-

receptor. Interacţiunile de tip ligand-receptor, caracterizate de constante de afinitate ridicate 

(constantă de disociere mică, Kd =10−15M) se realizează foarte rapid, sunt ireversibile şi nu 

pot fi desfăcute de factorii comuni de denaturare, precum variaţii de pH sau solvenţii 

organici, ruperea legăturii biotină-streptavidină putându-se realiza doar în urma degradării 

legăturilor peptidice.  

 

VI. 2. Determinarea dimensiunii şi a potenţialului zeta pentru particule 

magnetice funcţionalizate cu SA 

 

Dimensiunea medie finală şi potenţialul Zeta al particulelor magnetice funcţionalizate 

cu streptavidină sunt prezentate în Figura 106.  

 

 
Figura 106. Dimensiunile si potentialul Zeta pentru  

particulele magnetice funcţionalizate 
 

Din analiza rezultatelor obţinute se constată că procesul de complexare cu SA 

determină creşterea dimensiunii medii a particulelor şi scăderea valorii potenţialul Zeta, 

comparativ cu particulele magnetice biotinilate. Astfel, după funcţionalizare, dimensiunea 
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medie finală a particulelor  MPP5B-SA este de ordinul a 900 nm, în timp ce pentru loturile 

MPCsB-SA şi MTCsB-SA este de ordinul a 2 μm şi respectiv > 3 μm pentru lotul MCCsB-

SA.   

Dimensiunea medie a particulelor MPP5B-SA, MPCsB-SA şi MTCsB-SA este 

adecvată aplicaţiilor acestor particule în mediul sangvin, în timp ce dimensiunea lotului 

MCCsB exclude posibilitatea utilizării acestui lot în tehnici de detoxifiere sangvină,  în 

contact cu sângele aceste particule putand determina ocluzia capilarelor, prin dimensiunile 

mai mari de 3 μm.  

Particulele magnetice funcţionalizate prezintă valori negative ale potenţialului Zeta 

cuprinse între -27 mV şi -12 mV. Creşterea dimensiunii medii a particulelor în urma 

funcţionalizării cu SA, corelată cu scăderea valorii potenţialul Zeta confirmă prepararea 

particulelor magnetice biofuncţionalizate.   

 

VI. 3. Determinarea cantitativă a SA imobilizată pe particulele 

magnetice funcţionalizate 
 

Cantitatea de SA imobilizată pe particule a fost determinată prin spectroscopia UV-

VIS. Pe baza curbei de etalonare a SA anterior trasate s-a determinat SA din supernatant iar 

prin diferenţă s-a calculat cantitatea de SA legată de particulele magnetice biotinilate. 

Rezultatele obţinute sunt prezentate în Tabelul 14. Din analiza valorilor se constată 

dependenţa directă a cantităţii de SA imobilizată pe particule de gradul de biotinilare al 

acestora, în sensul că cea mai mare cantitate de SA s-a legat pe lotul MPCsB cu cel mai 

ridicat grad de biotinilare. 

 

Tabelul 14. Cantitatea de SA imobilizată pe particulele biotinilate 

Particulă cu SA MPCsB-SA MCCsB-SA MTCsB-SA MPP5B-SA 

Cantitate SA 

103 x mmoli/g  

particulă 

150 120 110 102 

VI. 4. Testarea in vitro a eficienţei de captare a unei toxine model pe 

particulele magnetice funcţionalizate cu SA  

Testarea in vitro a eficienţei de captare a particulelor magnetice funcţionalizate s-a 

realizat folosind o toxină model: peroxidaza din hrean (HRP). HRP este o enzimă izolată din 

radăcina de hrean şi aparţine clasei de peroxidaze feroprotoporfirinice. Această enzimă are 

capacitatea de a oxida o varietate largă de substraturi, precum cele cromogenice, 

chemiluminiscente (luminol şi izoluminol) şi fluorogenice (tiramină, acidiul homovanilic).  
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Din punct de vedere structural HRP, este o polipeptidă liniară care prezintă în 

structură 4 punţi disulfidice. Această glicoproteină conţine aproximativ 18 % carbohidraţi, 

precum galactoză, arabinoză, xiloză, fucoză, manoză manozamină şi galactozamină aflate în 

diverse rapoarte în funcţie de tipul enzimei [256].  

 

VI. 4. 1. Determinarea cantitativă a toxinei model captate pe particulele 

magnetice funcţionalizate cu SA  
 

Cantitatea de toxină model captată pe particulele magnetice funcţionalizate cu SA a 

fost determinată prin metoda spectrofotometrică, măsurându-se valoarea absorbanţei soluţiei 

iniţiale de toxină corespunzătoare maximului lungimii de undă la care absoarbe acest compus 

(405 nm), în raport cu valoarea absorbanţei supernatantului rezultat în urma centrifugării 

particulelor pentru separarea toxinei libere. Pe baza curbei de etalonare a HRP trasate 

anterior s-a determinat cantitatea de toxină din supernatant iar prin diferenţă s-a calculat 

cantitatea de toxină captată de particulele magnetice funcţionalizate. Rezultatele obţinute 

sunt prezentate în Tabelul 15.  

Din analiza rezultatelor se constată că cantitatea de toxină pe particulele magnetice 

funcţionalizate este cuprinsă în intervalul 24 x 103 mmoli/g particulă şi 38 x 103 mmoli/g 

particulă şi faptul că eficienţa de legare a toxinei este dependentă de cantitatea de SA 

imobilizată pe particule, în sensul că cu cât cantitatea de SA imobilizată pe particulele 

funcţionalizate este mai mare cu atât cantitatea de toxină captată este mai mare.   

 

Tabelul 15. Cantitatea de HRP captată pe particulele magnetice funcţionalizate 

Complex particulă 

HRP 

MPCsB-

SA-HRP 

MCCsB-SA-

HRP 

MTCsB-SA-

HRP 

MPP5B-

SA-HRP

Cantitate HRP 

103 x mmoli/g 

particulă 

38 34 28 24 

 

 

VI. 5. CONCLUZII  
 

1. S-au obţinut particule magnetice funcţionalizate prin imobilizarea SA pe 

suprafaţa particulelor magnetice biotinilate pe bază de chitosan şi magnetită, respectiv a 

particulelor magnetice biotinilate pe bază de PSI-b-PEG prin intermediul legăturilor de tip 

ligand-receptor.  

2. Particulele magnetice funcţionalizate preparate au fost caracterizate din punct 

de vedere al dimensiunilor şi al potenţialului Zeta. În urma complexării cu SA dimensiunea 
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medie a particulelor creşte în timp ce potenţialul Zeta al acestora scade. Cantitatea de 

streptavidină imobilizată pe particulele magnetice a fost determinată prin spectroscopia UV-

VIS.  

3. Particulele magnetice funcţionalizate au fost testate din punct de vedere al 

performanţelor de captare a unei toxine model. Cantitatea de toxină captată pe particulele 

magnetice  a fost determinată prin spectroscopia UV-VIS. Particulele magnetice 

funcţionalizate prezintă capacitatea de legare a toxinelor, cu menţiunea că cantitatea de 

streptavidină imobilizată pe particule este dependentă de gradul de biotinilare al particulelor 

iar eficienţa de legare a toxinelor depinde de cantitatea de streptavidină imobilizată. 

4. Proprietăţile fizico-chimice coroborate cu rezultatele testelor de bio- şi 

hemocompatibilitate precum şi cu proprietăţile magnetice excelente indică o potenţială 

aplicaţie a acestor particule magnetice în detoxifierea sangvină. 
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CAPITOLUL VII 

CONCLUZII GENERALE  

 
Această lucrare şi-a propus să aducă contribuţii originale în domeniul preparării 

particulelor magnetice funcţionalizate pe bază de polimeri naturali şi sintetici şi evaluării 

acestor particule ca sisteme suport cu aplicaţii în tehnici de detoxifiere sangvină. Cercetările 

efectuate în cadrul acestei teze, au permis schematizarea următoarelor concluzii generale: 

1. Tehnica de separare magnetică în gradient înalt de câmp (HGMS) bazată pe 

particule magnetice funcţionilizate se poate constitui ca o alternativă a metodelor actuale de 

detoxifiere sangvină. Această tehnică de detoxifiere sangvină presupune formularea 

particulelor magnetice funcţionalizate sub formă de suspensii injectabile care pot fi 

introduse în sânge unde trebuie să recunoască şi să capteze toxinele sangvine. Ulterior, prin 

tehnică extracorporeală sângele este circulat printr-un separator magnetic care are rolul de a 

capta şi reţine complecşii particulă magnetică-toxină, apoi sângele purificat este reintrodus 

în organism. Separatorul magnetic trebuie să fie constituit din elemente care să permită 

contactul cu fluidul sangvin, să aibă capacitate mare de filtrare, să fie caracterizat de 

eficienţă de captare a particulelor mai mare de 90 % pentru o singură trecere prin filtru; să 

aibă volum şi greutate care să-l facă portabil şi uşor de utilizat.   

2. Pentru a putea fi folosite cu succes în această tehnică, particulele magnetice 

funţionalizate trebuie să îndeplinească anumite cerinţe legate atât de structură cât şi de 

proprietăţi. Astfel, în primul rând trebuie să conţină un material magnetic caracterizat de 

magnetizare de saturaţie ridicată şi comportament superparamagnetic pentru a putea fi 

captate cu uşurinţă în separatorul magnetic. Suprafaţa materialului magnetic trebuie să fie 

modificată cu compuşi naturali sau sintetici care să-i asigure bio şi hemocompatibilitate, 

stabilitate coloidală precum şi care să prezinte grupări funcţionale care permit ataşarea 

fizică/chimică a unor compuşi biologic activi. Particulele magnetice trebuie să fie 

funcţionalizate cu compuşi cu selectivitate şi specificitate ridicată care au rolul de a 

recunoaşte şi capta toxinele sangvine. Aceste particule trebuie să fie bio- şi 

hemocompatibile iar dimensiunea lor finală trebuie să fie cuprinsă în intervalul 1-3 μm. 

3. Materialele magnetice utilizate cu precădere în aplicaţiile biomedicale sunt 

reprezentate de oxizii de fier (Fe3O4 şi γ-Fe2O3 ) datorită proprietăţilor magnetice excelente 

precum magnetizare de saturaţie ridicată care permite manipularea acestor materiale în 

câmp magnetic şi a comportamentului superparamagnetic care este compatibil cu utilizarea 

acestora în mediul  intern al organismului.  

4. Chitosanul este un polimer natural care se remarcă prin proprietaţi biologice 

precum biocompatibilitate şi bioadeziune dar şi bune proprietăţi chimice (prezenţa 

grupărilor funcţionale de tip amino şi hidroxil care permit ataşarea chimică a compuşilor 
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biologic activi). Biopolimerul poate fi cu uşurinţa formulat prin “tehnologii “curate” în 

sisteme particulate. Aceste proprietăţi recomandă chitosanul ca un material adecvat pentru 

acoperirea particulelor magnetice.  

5. Copolimerul bloc poli(succinimidă)-bloc-poli(etilen glicol)(PSI-b-PEG) 

îmbină proprietăţile de bio- şi hemocompatibilitate şi capacitatea de a furniza nuclee pentru 

funcţionalizări ulterioare, proprietăţi care indică potenţialul acestui copolimer de a fi utilizat 

ca material de acoperire a particulelor magnetice. 

6. În cadrul lucrării de doctorat s-au preparat prin tehnici de lucru originale două 

noi tipuri de particule magnetice funcţionalizate: particule magnetice cu matrice polimerică 

din polimer natural, şi anume chitosanul, şi particule magnetice cu polimer sintetic, 

reprezentat de PSI-b-PEG.  

7. Particulele magnetice funcţionalizate pe bază de chitosan şi magnetită s-au 

preparat în 4 etape. Într-o primă etapă au fost preparate materialele magnetice reprezentate 

de magnetită. În timpul preparării s-au utilizat trei agenţi tensioactivi reprezentaţi de 

Pluronic F127, CTAB şi Tween 20. Particulele magnetice pe bază de chitosan şi magnetită 

au fost obţinute prin procesul de gelifiere ionică utilizând ca agent de reticulare 

tripolifosfatul de sodiu (TPP). A treia etapă a constat în biotinilarea particulelor magnetice 

pe bază de chitosan prin formarea unei legături covalente amidice între gruparea amino a 

chitosanului şi gruparea carboxil a biotinei. În a patra etapă particulele magnetice biotinilate 

au fost funcţionalizate cu streptavidină.   

8. Prin tehnica XRD s-a confirmat că materialele magnetice preparate în prima 

etapă sunt reprezentate de cristale de magnetită. Dimensiunea medie a cristalelor de 

magnetită este de ordinul a 10 nm, dimensiune care asigură o comportare 

superparamagnetică a acestor materiale, comportare evidenţiată şi în curbele de 

magnetizare.  

9.  Datele de spectroscopie FT-IR coroborate cu datele analiza elementală şi 

difractogramele XRD au evidenţiat structura şi compoziţia particulelor magnetice pe bază 

de chitosan şi magnetită. Dimensiunea medie şi încărcarea electrică a particulelor magnetice 

pe bază de chitosan şi magnetită preparate prin mecanismul de gelifiere ionică cu TPP pot fi 

controlate prin intermediul unor parametri, precum: masa molară a chitosanului utilizat, 

concentraţia tensioactivului în soluţie şi raportul masic dintre chitosan/agent de reticulare.   

10. Tehnicile de spectroscopie (1H–NMR şi FT-IR) au confirmat funcţionalizarea 

cu biotină a particulelor magnetice pe bază de chitosan şi magnetită.  În urma procesului de 

biotinilare dimensiunea particulelor a crescut în timp ce potenţialul Zeta al acestora a scăzut 

dar caracteristicile rămân în domeniul de valori adecvat aplicaţiilor în contact cu fluidul 

sangvin. Tehnicile de microscopie electronică indică că particulele biotinilate conţin 

magnetită şi că procesul de biotinilare nu modifică morfologia acestora. Particulele 
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magnetice biotinilate preparate prezintă magnetizare de saturaţie adecvată utilizării în 

aplicaţii biologice de separare magnetică dar şi comportament superparamagnetic 

11. Particulele obţinute prezintă capacitate de redispersie în medii care pot 

interacţiona cu mediul sangvin (soluţii tampon fosfat cu pH slab bazic şi respectiv pH slab 

acid, soluţie de glucoză 10 % wt şi ser fiziologic 0,9 % NaCl wt) şi pot fi formulate ca 

suspensii magnetice cu administrare intravasculară. Hemocompatibilitatea particulelor 

magnetice biotinilate pe bază de chitosan şi magnetită a fost demonstrată prin teste clinice 

convenţionale de coagulare care au constat în măsurarea timpului de protrombină şi a 

indicelui normalizat internaţional.   

12. Dimensiunea finală a particulelor magnetice funcţionalizate pe bază de 

chitosan şi magnetită este cuprinsă în intervalul 1-3 μm, dimensiune adecvată aplicării 

acestor particule în mediul sangvin, deoarece particulele cu dimensiuni mai mici de 1 μm 

sunt eliminate rapid din circulaţia sangvină în timp ce particulele mai mari de 3 μm pot 

determina ocluzia capilarelor.  

13. Particulele magnetice funcţionalizate pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită au 

fost obţinute tot în patru etape, prepararea magnetitei şi respectiv a particulelor magnetice 

pe bază de PSI-b-PEG şi magnetită realizându-se în cadrul Institutului de Chimie 

Macromoleculară Petru Poni, Iaşi. În cadrul acestei lucrări s-a realizat biotinilarea 

particulelor printr-un procedeu care valorifică formarea legăturilor covalente de tip ester 

între gruparea hidroxil terminală a PEG-ului şi gruparea carboxil a biotinei urmată de,  

biofuncţionalizarea particulelor biotinilate cu streptavidină. Tehnica de spectroscopie 1H-

NMR a confirmat natura chimică a legăturii dintre biotină şi copolimerul PSI-b-PEG. 

Difractogramele XRD au arătat că loturile de particulele magnetice biotinilate preparate 

conţin cristale de magnetită pură cu un conţinut diferit în magnetită. Particulele magnetice 

biotinilate pe bază de PSI-b-PEG prezintă capacitate de redispersie în soluţie de glucoză de 

concentraţie 10 % wt şi ser fiziologic (0,9 % NaCl wt) indicând posibilitatea de a fi 

administrate ca suspensii magnetice injectabile. Aceste particule magnetice biotinilate 

prezintă caracteristici de hemocompatibilitate.  

14. Particulele magnetice funcţionalizate preparate sunt de tip compozit magnetic. 

Acestea conţin mai multe particule de magnetită înglobate într-o matrice polimerică, în 

cazul chitosanului, respectiv copolimerică în cazul PSI-b-PEG-ului. Biofuncţionalizarea 

particulelor magnetice s-a realizat valorificând principiul legăturilor de tip ligand-receptor. 

În urma complexării cu SA dimensiunea medie a particulelor creşte în timp ce potenţialul 

Zeta al acestora scade. Cantitatea de streptavidină imobilizată pe particulele magnetice  

depinde de conţinutul de biotină al particulelor magnetice, în sensul că cu cât gradul de 

biotinilare al particulelor este mai mare cu atât cantitatea de streptavidină este mai mare.  

15. Particulele magnetice funcţionalizate au fost testate din punct de vedere al 

performanţelor de captare a unei toxine model. Particulele magnetice funcţionalizate 
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prezintă capacitatea de legare a toxinelor, cu menţiunea că eficienţa de legare a toxinelor 

depinde de cantitatea de SA imobilizată, adică cu cât cantitatea de SA este mai mare, cu 

atât cantitatea de toxină captată de particule este mai ridicată.  

16. Particulele magnetice funcţionalizate preparate prezintă proprietăţi de 

recunoaştere şi captare a toxinelor, proprietaţi care coroborate cu caracteristicile de bio- şi 

hemocompatibilitate şi proprietăţile magnetice excelente, le recomandă pentru utilizarea în 

tehnici extracorporeale de detoxifiere sangvină. 
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