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INTRODUCERE
Stadiul actual al cercetarilor in domeniu.

Circumscrise eforturilor de largire a posibilitatilor terapeutice si chirurgicale
in cazul unor maladii grave, cercetdrile referitoare la compusii macromoleculari de
interes farmaceutic si biomedical sunt de data relativ recentd si au atras
considerabil atentia specialistilor [1].

Fundamentul acestor cercetdri este legat de interdependenta dintre
fenomenele chimice, fizice, biologice si medicale, un rol important revenind, in acest
context, chimiei polimerilor.

Procesele biologice sunt controlate si reproduse de structurile
macromoleculare ale mediatorilor specifici. Exemple in acest sens furnizeaza
fenomenele genetice, imunitare, enzimatice, conditionate de marea specificitate a
structurilor polimere a receptorilor celulari [2].

Problematica asimilarii compusilor macromoleculari in terapeutica este
complexa datorita situarii acestor compusi la limita a doua domenii: cel al chimiei
polimerilor si cel medical, in special farmacologic [3].

Prospectarea polimerilor in farmaceuticd si elaborarea unor scheme
rationale de terapie cu astfel de compusi, pe baza relatiilor dintre structura chimica
§i actiunea biologica, presupun aplicarea unor metode de studiu dependente de
natura interactiunilor polimeri-biopolimeri. Aceastd problematicd este de iminenta
actualitate si cu certe perspective de viitor [4].

Solutii convenabile ar oferi realizarea de compusi caracterizati prin
existenta, intr-o entitate macromoleculara, a unei combinatii optime de functiuni,
destinata satisfacerii cerintelor de biocompatibilitate, solubilitate, respectarea pH-
ului biologic, stimulare catalitica, toxicitate redusa, eftc.

Farad a fi inca elucidate toate mecanismele de actiune ale polimerilor
biologic activi gi perfectate tehnologiile de obtinere, rezultatele experimentarilor
clinice atesta valoarea deosebitd a unor compugi macromoleculari naturali si
sintetici ca medicamente propriu-zise sau ca adjuvanti pentru imobilizarea unor
substante biologic active.

Grupele functionale pot fi combinate cu diferifi receptori specifici pe proteine,
la suprafata celulelor sau in zona lipidelor pentru a realiza diferite legéaturi
transportoare de medicamente [6].

In eliberarea controlata, interesul dominant consta in cresterea timpului de
eficientd a dozei terapeutice intr-o singurd administrare, minimizdnd concentratiile
dozelor, adesea prea mari.

Avantajul eliberarii controlate consta, intre altele, in capacitatea de a elibera
medicamentul in mod selectiv, concentrat pe zone specifice, reducandu-se astfel
toxicitatea la nivelul metabolismului.

Contributiile personale s-au concentrat asupra unor aspecte legate de
conferirea biodegradabilitdtii celulozei regenerate, bioactivarea acesteia prin
functionalizare sau includere de principii bioactive, precum si realizarea unor
materiale compozite celuloza-acid poliaspartic (si copolimeri ai acestuia) cu
proprietéti reologice, de sorbtie si bioactivitate adecvate utilizarii ca implant pentru
regenerare tisulara.

In acest sens s-au delimitat urmétoarele obiective:



- functionalizarea celulozei gi a unor derivati

- caracterizarea biodegradabilitétii matricii celulozice functionalizate in simulated
body fluid

- obtinerea unor materiale compozite celuloza regeneratd - compusi cu activitate
biologica

- utilizarea acidului poliaspartic ca agent de ranforsare a matricii celulozice si de
legatura intre matrice si compusi bioactivi.

Teza de doctorat este structuratad pe 6 capitole, contine 160 de pagini, 69
de figuri, 33 de tabele si 322 de referinte bibliografice. Cercetarile efectuate in
cadrul tezei de doctorat au fost materializate prin publicarea a 2 articole cotate ISI,
5 lucrari publicate in reviste si volume recunoscute CNCSIS, 4 lucrari publicate in
volumele unor manifestari stiintifice interne si internationale, 3 participdri la
manifestari stiintifice interne si internationale, participarea la bursa de studii
doctorale in cadrul programului Marie Curie Training Sites in perioada iunie 2004-
iunie 2005, contract HPMT-CT-2001-00379 din proiectul Modern Polymeric
Materials for Environmental Application Studies, la Technical University of Krakow,
Poland, si prin publicarea unei lucréri in baza de date texonline.ro recunoscuta de
CNCSIS, in cadrul proiectului TD 484, program de finantare PN Il (2007-2013)
contract nr. 522/01.10.2007

Rezumatul prezentat cuprinde, intr-o forma sintetica, rezultatele originale
obtinute. S-a pastrat numerotarea din teza de doctorat a capitolelor, figurilor,
tabelelor si referintelor bibliografice.
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CONTRIBUTII IN DOMENIUL MATERIALELOR BIOACTIVE $I
BIODEGRADABILE PE BAZA DE CELULOZA REGENERATA

CAPITOLUL 3
FUNCTIONALIZAREA CELULOZEI Sl A UNOR DERIVATI

Pe baza informatiilor din literatura de specialitate referitoare la posibilitatile
de oxidare a celulozei in vederea dobandirii biodegradabilitatii in vivo se adopta
procedeul oxidarii controlate a grupelor hidroxil de la C(2) si C(3), la parametri care
sa nu afecteze dramatic morfologia si proprietétile mecanice ale matricii.

3.1 Oxidarea selectiva celulozei in mediul eterogen

Oxidarea selectiva la grupele OH primare conferd celulozei
biodegradabilitate, proportional cu continutul de grupe carboxil introduse, dar
sensibilitatea deosebita la apa si rezistenta la compresiune a matricii o recomanda
doar ca agent hemostatic [20].

Oxidarea selectivd a grupelor OH secundare cu acid periodic sau sarurile
sale cu formare de 2,3-dialdehidceluloza este cel mai selectiv procedeu de oxidare
a celulozei, gradul de modificare putand fi controlat cantitativ prin durata reactiei
[20,261].

Prepararea 2,3-Dialdehid celulozei (2,3-DAC)
Continutul de grupe aldehidice Tn matricea celulozica modificata, determinat
prin reactie Cannizzaro, este dependent de durata reactiei si de raportul molar



celuloza/NalO,. Rezultatele sunt mentionate in tabelul 3.1 si figura 3.1, continutul

de grupe aldehidice fiind exprimat in mol / mol AGU.

Tabelul 3.1

Continutul de grupe aldehidice obtinute in reactia de oxidare

Proba Timp de reactie, ore mol CHO/mol AGU
1 1 0,559
2 2 0,635
3 3 0,770
4 4 0,880
5 5 1,050

Obs.: AGU / unitatea structurala anhidroglucoza

Figura 3.1 Cinetica reactiei de oxidare a celulozei
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in conformitate cu particularitatile reactiilor eterogene, domeniile accesibile
reactivului se modifica cu viteza mai mare. In acelas timp, se constata ca durata
reactiei controleaza cu destuld acuratete gradul de oxidare a celulozei.

Prepararea 2,3-Dicarboxicelulozei (2,3-DCOC)
2,3-dialdehidceluloza + 2 NaClO, — 2,3-dicarboxiceluloza + 2 NaOCI

A fost utilizaté dialdehidceluloza obtinutd Tn urma oxidarii timp de o ora ,
respectiv 2 i3 ore

Conditiile celei de-a doua etape a oxidarii implica transformarea aproape
completd a grupelor aldehidice in grupe carboxilice, aspect confirmat prin
determinarea potentiometrica a grupelor carboxil (tabelul 3.2, fig. 3.2 si 3.3) si prin
spectroscopie FTIR (fig. 3.4). Valorile din tabelul 3.2 corespund duratei de 1-3 ore
de oxidare a celulozei la 2,3-dialdehidceluloza, respectiv o ora de contact cu H,0,.

Tabelul 3.2
Continutul de grupe carboxil obtinut in reactia de oxidare
Proba mol COOH/mol AGU COOH/CHO
1 0,538 0,962
2 0,647 1,019
3 0,800 1,038
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Prepararea 2,3-diolcelulozei (2,3-DALC)

Prin reducerea grupelor aldehidice ale 2,3-dialdehidcelulozei se dobandesc
unele proprietati care favorizeaza utilizarea matricii ca material biocompatibil si
biodegradabil: rezistenta sporitd la tratamentul de sterilizare hidrotermica si la pH,
conservare mai buna a proprietatilor mecanice si a porozitatii.

Reactia: R-CHO _R-CH,OH | R-CH,OH
NaBH,4

3.2. Carboximetilarea celulozei si functionalizarea CMC cu sulfatiazol

Carboximetilarea matricii (celuloza sub form& de spongi) s-a realizat in
conditii experimentale care sa protejeze morfologia initiala a acesteia. O-alchilarea
este confirmata prin spectrofotometrie FTIR si prin determinarea gradului de
substitutie prin metode gravimetrice.
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Figura 3.6
Spectrul FTIR al carboximetilcelulozei obtinute

Condensarea gruparilor carboxilice sau hidroxilice ale polimerului cu grupe
functionale complementare ale sulfatiazolului s-a realizat in prezenta
diciclohexilcarbodiimidei [268,269] in mediu de acetat de etil, la temperatura de 0-5
o

C.

Analiza FTIR (fig. 3.7) confirma reactia de condensare prin prezenta

legaturilor amidice (la 1612 cm'1), eterice (la 1070 cm'1) si a structurii aromatice.



CONCLuUzil

1. Pentru dobandirea biodegradabilitatii in vivo s-a modificat celuloza regenerata
sub forma de spongi prin oxidare selectiva obtindndu-se 2,3-dialdehidceluloza, 2,3-
dicarboxicelulozad si 2.3-diolcelulozd in conditi care sa nu afecteze dramatic
morfologia si proprietatile mecanice ale matricii. Formarea derivatilor a fost
confirmata prin determinari analitice si prin spectroscopie FTIR.

2. Gradul de modificare este cuprins intre 0,6 — 1,05 mol 2,3-DAC/ mol AGU in
prima etapd de oxidare. Viteza de reactie este dependentd de accesibilitatea
celulozei, iar continutul in grupe CHO poate fi prestabilit prin durata tratamentului.

3. Transformarea 2,3-DAC in 2,3-DCC este completa, participarea C(6) la reactia
de oxidare Tn mediu de NaClO, / H,O, nefiind Tnsa exclusa.

4. Pentru valorificarea unor potentiale avantaje oferite matricii celulozice ca implant
a fost sintetizata 2,3-DALC prin reducerea grupelor CHO la grupe hidroxil.

5. In scopul imobiliz&rii de compusi bioactivi cu functii terapeutice a fost utilizata
carboximetilceluloza sintetizata pe matricea celulozica, pe care, printr-o reactie de
condensare activata de diciclohexilcarbodiimida, s-a grefat sulfatiazol.

CAPITOLUL 4
BIODEGRADABILITATEA MATRICII CELULOZICE iN SIMULATED BODY
FLUID

Biocompatibilitatea celulozei cu tesuturile vii justifica aplicatiile potentiale in
domeniile medical si farmaceutic. Alaturi de alte materiale hidrofile si cu porozitate
ridicata, a fost intens investigatd ca transportor de compusi bioactivi cu functii
terapeutice, suport pentru culturi de celule sau ca implant pentru regenerare de
tesuturi [268-274].

Daca pentru unele utilizari in aceste domenii nu este obligatorie
biodegradabilitatea, aceasta proprietate devine indispensabila in cazul implantarii.

Predictibilitatea biodegradarii, alaturi de alte caracteristici (ex. proprietati
fizico-mecanice, porozitate) poate fi asigurata prin valori adecvate ale gradului de
polimerizare, cristalinitatii si prin nivelul unor modificari chimice ale polimerului. Din
acest punct de vedere, celuloza regeneratd sub forma de spongi poate fi materie
prima ideala.

Aplicatiile celulozei oxidate la C(6) sunt frecvente in practica chirurgicala
prin calitatile hemostatice recunoscute si pentru functia de bariera in prevenirea
postchirurgicala a adeziunii [20,247,255,275]

Depolimerizarea excesiva in timpul oxidarii si rapiditatea resorbtiei in
plasma sangvina sunt insa inadecvate pentru implanturi.

in acest context, 2,3-DAC si 2,3-DCOC poseda avantajele prezervarii mai
bune a caracteristicilor matricii si a unui control riguros al gradului de oxidare care
asigura biodegradabilitatea. Aceleagi avantaje apartin potential si derivatului 2,3-
DALC.

Investigatiile in vitro ale materialelor destinate regenerérii tesuturilor osoase
au reliefat importanta solutiilor avand compozitie asemanatoare lichidului limfatic,
denumite generic “simulated body fluid, SBF”. Ele au permis aprofundarea
mecanismelor de mineralizare si de biosorbtie pentru un numar mare de produse de



natura anorganica sau compozite cu participare de polimeri naturali si sintetici [276-
281].

Celuloza regenerata sub forma de spongi, functionalizata, a fost imersata in
simulated body fluid (SBF) avand compozitia precizata in tabelul 4.2 la 37 °C pentru
o perioada de 7-30 de zile. Continutul de material “solubilizat” a fost determinat prin
cantarirea rezidului rezultat dupa filtrare (diametrul porilor 0,42 pum) si prin analiza
carbonului organic din filtrat, iar compozitia sa — prin cromatografie de gaz si SEC.

Rezultatele sunt sistematizate in tabelul 4.3 si in figurile 4.1 — 4.6

Tabelul 4.3
Biodegradarea matricii celulozice functionalizate in SBF
Proba Durata reactiei pentru Durata imersarii | Material solubilizat, %
obtinerea: in SBF, zile Filtrare Analiza C org.
2,3-DAC, 2,3-DCOC,
h h
o1 3 7 18,25 17,25
15 21,16 25,58
30 22,50 31,64
02 1 4 7 30,94 31,01
15 32,87 32,93
30 34,17 36,88
03 2 7 36,21 40,96
15 38,99 43,76
30 40,23 44,22
04 2 3 7 47,49 48,85
15 56,02 60,61
30 64,63 72,63
05 3 4 7 69,76 76,78
15 71,23 78,31
30 71,60 78,84
DALC 1 14 32,42 -
1 21 35,30 -
30 36,18 -
Proba O1 Proba 02
100 100
¥ 801 |mco ® 801 |mco
]‘E 70 )f\j 70 1
% 60 % 60 -
3 50 2 50
] 40 E 40 -
g a0 £ %0,
® < 20
Tl M|
0 0

7 15 30 7 15 30
Durata, zile Durata, zile
Figura 4.1 Figura 4.2
Degradarea 2,3-DCOC in SBF, Degradarea 2,3-DCOC in SBF
proba O1 proba O2




Proba 03 Proba O4

100 100
90 | |mF 90 -

o] lee

60 -

50

50
40
30

uF

mCco
4 40 4
] € 30
] 20 4
10
10 4 0l

20
| e SR SRS

matrice solubilizata, %
matrice dizolvata, %

7 15 30 7 15 30
Durata, zile Durata, zile
Figura 4.3 Figura 4.4
Degradarea 2,3-DCOC in SBF, Degradarea 2,3-DCOC in SBF,
proba O3 proba O4
Proba O5 2,3-DALC
100 T . 108
:’;: :g mCco ; 30 E]
8 170 g 70
Z 60 3 60
2 50 2 50
& a0 & 40
8 30 g 3
£ 2 s 20
HiE N
0 | (1]
7 15 30 14 21 30
Durata, zile Durata, zile
Figura 4.5 Figura 4.5
Degradarea 2,3-DCOC in SBF, Degradarea 2,3-DALC in SBF
proba O5

Analiza rezultatelor experimentale confirma biodegradarea Tn SBF a
celulozei modificate. Pentru parametrii experimentali utilizati, celuloza este
solubilizata in vitro in proportie de 20-80%, functie de durata ambelor etape de
oxidare. Principial, cresterea duratei de oxidare in fiecare etapa face posibila
prestabilirea nivelului acestei caracteristici pentru diverse aplicatii.

In acest context, semnalam diferentele in aprecierea solubilitatii prin cele
doua metode utilizate; ele se pot datora in parte compozitiei SBF sau a gradientului
de densitate a lichidului, realizat pe durata analizei carbonului organic.

Este demonstrata posibilitatea conferirii biodegradabilitatii in SBF prin
reducerea grupelor CHO Ila grupe —OH cu desfacerea ciclului piranozic. Pentru
aceleasi conditii de oxidare a matricii
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Cinetica solubilizarii in SBF a celulozei oxidate

celulozice in etapa intdia de modificare, solubilitatea 2,3-DALC este chiar
mai mare cu cca. 30% decat cea a 2,3-DCC.

Cinetica biodegradarii celulozei oxidate in SBF indica faptul ca initial viteza
de degradare a matricii este mare, probabil din cauza diferentelor intre gradul de
modificare a celulozei in regiunile amorfe si cele cristaline ale polimerului (fig. 4.6).

Tabelul 4.4: Analiza GC a fractiilor celulozei oxidate solubilizate in SBF

Proba | Durata imersarii in SBF, | Monomeri % | Dimeri % | Trimeri % | Total
zile Vs. solubile
Vs.matrice
% %
o1 7 6,58 1,10 - 7,68 1,40
15 7,51 0,52 0,24 8,27 1,75
30 5,60 0,44 - 7,40 1,36
02 7 11,30 32,34 7,13 50,77 21,07
15 11,99 21,66 8,95 42,60 19,61
30 22,09 16,77 9,78 48,64 23,17
03 7 4,20 1,00 - 5,20 1,61
15 5,05 0,58 - 5,63 1,85
30 4,76 0,45 - 5,21 1,73
04 7 4,06 0,32 - 4,38 1,49
15 3,89 0,26 - 4,15 1,42
30 - - - - -
05 7 10,31 9,30 8,83 28,44 19,84
15 12,83 8,39 9,12 30,39 21,65
30 15,59 6,75 8,91 31,25 22,37
DALC | 15 10,17 10,20 2,96 28,55 10,33
30 14,56 33,21 3,95 60,05 19,47

O durata de 4 ore a reactiei de oxidare a 2,3-DAC la 2,3-DCC (probele O2
si O5) determina formarea in proportie mare a fractiunilor jos moleculare (mono-
trizaharide) in materialul solubilizat, care pot fi usor resorbile in organism. Aceeasi
particularitate se remarca si in cazul derivatului 2,3-DALC. Pentru celelalte probe se
constata absenta trimerilor.

Aceste particularitati Tn comportare sunt confirmate prin analizd SEC, cu
folosirea SBF ca agent de transport (tabelul 4.5)
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Tabelul 4.5
Caracterizarea fractiei solubilizate in SBF

Proba | Durata imersarii in SBF, ore | Mn GP,
O1 7 6338 | 39
15 6822 | 42
30 6848 | 42
02 7 2051 | 12
15 1990 | 12
30 1926 | 12
03 7 6555 | 40
15 6080 | 37
30 5407 | 33
04 7 6356 | 39
15 5992 | 37
30 - -
05 7 1436 | 9
15 1481 | 9
30 1484 | 9
DALC | 15 1072 | 6
30 1671 | 10

CONCLUZII:

1. Biodegradarea matricii de celuloza oxidatd (spongi) in SBF la 37°C este
dependenta de continutul de grupe carboxil, de conditile de reactie din a doua
etapa a oxidarii si de durata imersarii in SBF. Gradul de biodegradare al matricii
oxidate este cuprins intre 20% si 80%.

2. Reducerea grupelor aldehidice la grupe hidroxil cu formare de 2,3 diolceluloza
poate asigura un nivel al biodegradabilitati comparabil (sau superior) cu cel al
oxicelulozei.

3. Se evidentiaza doud viteze de biodegradare ale matricii; viteza de biodegradare
mai mare la inceputul contactului cu SBF poate fi explicata prin particularitatile
reactiilor eterogene aplicate si prin nivelul modificérilor realizate.

4. Se confirma mecanismul de biodegradare specific celulozei oxidate cu NaClO, /
H,O, Tn a doua etapa de oxidare: fragmentarea catenelor este dominanta in raport
cu scindarea legaturilor de hidrogen intermoleculare.

5. Optimizarea duratei de oxidare a celulozei in fiecare etapa a procesului face
posibila prestabilirea nivelului de biodegradabilitate i destinatia aplicatiilor medicale.
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COMPOZITE CELULOZA REGENERATA - COMPUSI CU ACTIVITATE

Capitolul 5

BIOLOGICA

S-au utilizat compozite polimerice pe baza de celuloza regenerata avand
porozitate ridicata (spongi) [ 304].

Includerea compusilor bioactivi (sulfatiazol, nistatin si cloramfenicol) s-a
realizat prin solubilizarea lor intr-un solvent organic biocompatibil (etanol), urmata
de imersarea matricii celulozice in aceasta solutie [288-291].

Rezultatele experimentale sunt prezentate in tabelul 5.1:

Tabelul 5.1. Rezultatele experimentale ale procedeului de includere

Medicament inclus | Nr. Probei | % medicament inclus in matrice
cloramfenicol 0.5% 1 88.68
2 88.70
3 87.63
cloramfenicol 1.2% 4 86.69
5 89.72
6 87.94
cloramfenicol 2% 7 83.97
9 86.22
sulfatiazol 0.5% 10 86.08
11 89.08
12 85.44
sulfatiazol1.2% 13 86.90
14 88.31
15 90.88
sulfatiazol2% 16 85.48
17 86.34
18 87.52
nistatin 0.5% 19 87.64
20 86.68
nistatin 1.2% 21 93.02
22 93.02
nistatin 2% 23 92.52
24 93.86

Cantitatea de compus bioactiv inclusa in matricea celulozica depinde de
structura si forma moleculei, de concentratia sa in solutia alcoolica, precum si de

porozitatea, structura si forma cavitatilor din matricea celulozei regenerate.
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Determinarea cantitatii de substante medicamentoase eliberata
+ Eliberarea cloramfenicolului si nistatinului
Eliberarea cloramfenicolului si nistatinului din matrice s-a realizat prin
solubilizare Tn apa distilata, cantitatea transferata din matrice fiind determinata prin
spectroscopie UV-VIS functie de durata procesului de eliberare.
Valorile stabilite, exprimate in % fata de cantitatea inclusa initial in matrice,
sunt prezentate in tabelele 5.2 — 5.3 si in fig. 5.5 - 5.6

. Tabel 5.2 . Cinetica procesului de eliberare a cloramfenicolului

Timp(min) | 30 60 90 120 [ 150 | 180 | 240
Proba 6 | 58,31 | 90,77 | 96,01 | 99,88 | 95,87 | 9528 | 96,74
Proba9 | 33,63 | 56,98 | 68,29 | 70,7 | 80,2 | 83,45 | 85

Tabel 5.3 Cinetica eliberarii nistatinului

Timp, min 30 60 90 120 150 180 240
probal12 23 26,6 30,63 30,77 32,32 31,94 34,67
proba 15 62,1 84,83 93,76 98,36 100 100 100

=
3

r oo N
8838388
Nistatin eliberat, %
a
8

Cloramfenicol eliberat, %
w
8

$—Proba 6 204 —e—Proba 12
A—Proba 9 i —4— Proba 15

0 30 60 90 120 150 180 210 24
Durata, min

N
S

5

o

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Durata, min

Figura 5.6.: Figura 5.6.:
Eliberarea cloramfenicolului Eliberarea nistatinului din
din matricea celulozei matricea celulozei

¢ Eliberarea sulfatiazolului
Pentru determinarea cantitatii de sulfatiazol cedate s-a utilizat detectia HPLC si
UV-VIS cuantificatd prin metoda standardului intern. Rezultatele sunt mentionate n
tabelele 5.4 — 5.5 si in figura 5.8.
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Tabelul 5.4
Valorile cedarii sulfatiazolului, proba 2

Proba 2

Timp de extractie (min)
30 60 90 120 150 180 240

Compus bioactiv cedat (%)

5,18 | 21,71 | 26,52 | 32,41 | 38,31 | 41,72 | 49,88

Tabelul 5.5.
Valorile cedarii sulfatiazolului, proba 3
Proba 3
Timp de extracie (min) 30 |60 |90 |12 |150 | 180 | 240

Compus bioactiv cedat (%)

7,87 | 16,89 | 20,39 | 25,77 | 31,87 | 34,68 | 42,62

Sulfatiazol eliberat, %
w
o

Figura.5.8.
0l Evolutia concentratiilor de
—#—Proba2 sulfatiazol eliberat, probele
10 —&— Proba 3 2 §I 3

L] 30 60 920 120 150 180 210 24
Durata, min

CONCLUZII:

1.S-a obtinut un compozit pe matrice de celulozd regeneratd cu porozitate si
hidrofilie ridicate prin includere fizica de compusi bioactivi avand potentiale aplicatii
in design-ul incaltamintei pentru tratarea piciorului diabetic sau ca element
profilactic la nivelul piciorului.

2. Substantele medicamentoase incluse: nistatin, cloramfenicol si sulfatiazol fac
parte din clasa antimicoticelor, antibioticelor si sulfamidelor.

3. Gradul de retentie este dependent de porozitatea si distributia dimensionala a
porilor matricii celulozice, de volumul molecular si de solubilitatea in etanol a
compusilor bioactivi.

4. Cantitatea de medicament eliberata este proportionalé cu cea inclusa, iar cinetica
eliberarii din matricea celulozei regenerate este specifica fiecaruia, depinzand de
aceeasi factori care asigura includerea.
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CAPITOLUL 6
ACIDUL POLIASPARTIC — AGENT DE RANFORSARE A MATRICII
CELULOZICE S| DE LEGATURA INTRE MATRICE S| COMPUSI BIOACTIVI

Aminoacizii au functii importante in organism, fiind utilizati in constructia
peptidelor ca furnizori de structura, transport, cataliza sau intermediari in substratul
metabolic.

Pot fi ca transportori de informatie sub forma unor substante excitotoxice
sau enzimatice. In ansamblu, aminoacizii contribuie la imbunatatirea parametrilor
functionali ai organismului: pH-ul, taria ionica, potentialul redox, electric si osmotic
la nivel celular.

Unele polipeptide sintetice, cum ar fi acidul poliaspartic si derivatii sai, au
capacitatea de a nhiba nefrotoxicitatea provocata de administrarea antibioticelor cu
structura aminoglicozidica.

Proprietatile sale deosebite il recomanda ca substrat temporar al grefelor
cutanate Tn tratamentul arsurilor sau ca substrat intermediar in dezvoltarea culturilor
celulare in implanturile ortopedice.

Obtinerea acidului poliaspartic

Acidul poliaspartic poate fi sintetizat sub doua forme: una ciclica, anhidra, si
o forma liniard, ca acid aq,B-poliaspartic. Schema generala de obtinere este
prezentata in figura 6.1:

COOH
(‘:OOH alpha or beta dipeptide |

Hsz‘CH b HN*?H
CH, ; CH,
I _CO I

COOH HN—CH \ co

I o n
o /
co
lla
1]
/CQ
—CH _CO
_Co
H0 éHz /N |CH \N CH '\
\CO CH, / ‘ N—
H0 \ CH /
co \
x CO
\Y
H,0
o ,C0_ Co—
—HN—‘CH HN—c‘:H HN—(‘:H
CH, (‘:Hz (‘3H2
COOH COOH COOH
\%
COR co—

|
—NH—CH—CH,—CO—NH—CH—CH,—COR

VI. R=0CHjz

Vlla. R=NH,
Vlib. R= NHCH,CH,NH

Figura 6.1
Sinteza acidului poliaspartic: forma ciclica (1V) si liniara (V)
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Acidul poliaspartic se obtine printr-o reactie de polimerizare termica a
acidului aspartic sau a anhidridei maleice la 200-250 °C in prezenta unor
catalizatori (acid fosforic sau acid p-toluensulfonic. Sinteza polisuccinimidei (PSI)
se desfagoara in prezentd de propilen, etilen sau butilen carbonat ca solvent si
dureaza de la 2 la 7 ore [317].

Metodele clasice de obtinere a PAS sunt sintetizate Tn tabelul 6.2 [317].

Tabelul 6.2: Policondensarea acidului L-aspartic in cataliza acida

Nr. | Solvent Catalizator Temperatura | Randa | M, ( Mw/M;)
crt. de reactie -

mentul

(%)
1 Mesitilen 85% acid fosforic | 164-166 77 24800 | (1,5)
2 Sulfolan 85% acid fosforic | 158-159 89 19000 | (1,5)
3 Mesitilen/DMF 85% acid fosforic | 150-152 59 12900 | (1,2)
4 Mesitilen /NMP 85% acid fosforic | 160-162 96 24500 | (1,6)
5 Dietilbenzen/sulfolan | 85% acid fosforic | 176-178 96 49300 | (1,9)
6 Mesitilen/sulfolan 85% acid fosforic | 160-162 96 64300 | (1,9)
7 - Acid p- 160-162 89 27000 | (1,5)

toluensulfonic

8 - Acid sulfuric 160-162 96 27900 | (1,6)

Iradierea cu microunde - o alternativa in sinteza acidului poliaspartic

in scopul imbunatatiri randamentelor si evitarea conditilor extreme de
reactie s-a introdus in sinteza organica iradierea cu microunde. Utilizarea acestei
metode aduce unele modificari in desfasurarea unei reactii: eficientd energetica
crescuta, randament ridicat, reducerea duratei procesului de sinteza [314].

Sinteza polimerilor a beneficiat de tehnologia iradierii cu microunde, fapt
demonstrat de numeroasele aplicatii prezentate n literatura de specialitate [315].

Exista diferente fundamentale in transferul termic fatd de tehnologiile
uzuale, evitdndu-se sau atenuand dificultatile legate de conductia si convectia
termica ce pot apare in cazul incalzirii termice clasice [316].

In cadrul tezei a fost abordata sinteza acidului poliaspartic atat pentru forma
ciclica a polimerului, cat si pentru foma liniara.

- sinteza formei ciclice a polimerului din acid aspartic (AA), fara catalizator:

a). Sinteza clasica:

O suspensie formata din 50g AA (0.276 mol) in 100 ml propilen carbonat
este introdusa intr-un balon cu trei gaturi prevazut cu agitator mecanic, termometru
si refrigerent la care este fixat un vas pentru colectarea apei prin distilare azeotropa.

Dupa 6 ore de reactie la 210-215°C, amestecul rezultat se raceste, se
indeparteaza solventul prin precipitare in metanol (200ml). Produsul se spala
repetat cu apa distilata si se usuca, initial la temperatura camerei si apoi la vid.
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b). Sinteza prin iradiere cu microunde:

O suspensie formata din 50g AA (0.276 mol) in 100 ml propilen carbonat
este introdusa intr-un balon si apoi in microreactorul “MicroSYNTH” (Milestone)
setat la E=380 W, prevazut cu refrigerant ascendent si colector de apa. Produsul
reactiei se separa prin precipitare Tn metanol, se spala si se usuca similar metodei
clasice de sinteza. Parametrii reactiei sunt sintetizati in tabelul 6.4:

Tabelul 6.4
Parametrii reactiei de sinteza fara catalizator

timp(min) | Temp(°C) | Energie reactor(W)
3 176 380
8 197 286
12 204 293
14 210 296
20 217 278
28 225 390
35 231 270
40 230 288

- sinteza din anhidrida maleica

Anhidrida maleica este hidrolizata in apa, dupa care se adauga hidroxidul
de amoniu. Reactia decurge la 100°C. Maleatul de amoniu obtinut este apoi
introdus Tn microreactor, ciclul de polimerizare fiind setat similar sintezei precedente.
PSI se separa prin precipitare in metanol, spalare si uscare la temperature camerei
si apoi la vid.

Analiza FT-IR confirmd valori de banda de vibratie de intensitate mare
caracterlstlce grupelor C=0 apartinand ciclului imidic la 1716cm™ , respectiv 1791
cm”, benzi de intensitate mare carcteristice legaturii C- H aromatlc 3000-3100 cm’™
Si de asemenea banda de intensitate mare la 1363 cm™, caracteristica carbonului
aminic.

- sinteza din acid aspartic, catalizata de acid fosforic

a). Sinteza clasica:

La amestecul de reactie initial se adauga acid fosforic in proportie de 3%
fata de masa acidului aspartic. Spre deosebire de sinteza fara catalizator, timpul de
reactie se reduce la 4 ore.

b). Sinteza prin iradiere cu microunde:

O suspensie formata din 50g AA (0.276 mol) Tn 100 ml propilen carbonat si
3% acid fosforic fatd de masa acidului aspartic este introdusa intr-un balon si apoi
in microreactorul setat la E=380W prevazut cu refrigerant ascendent si colector de
apa. Produsul se obtine prin precipitare in metanol, urmata de uscare la
temperatura camerei si apoi la vid. Polimerul rezultat are culoare mai deschisa
decét in cazul obtinerii acidului poliaspatic prin sinteza clasica datoritd gradului de
conversie mai ridicat.

Evolutia parametrilor este prezentata in tabelul urmator:
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Tabelul 6.4
Parametrii reactiei de obtinere a acidului poliaspartic in reactor cu microunde,
catalizata de acid fosforic

Timp, min | Temp(°C) | Energie reactor(W)
2 125 357
3 169 380
4 179 380
7 186 380
10 196 336
11 205 285
14 209 267
20 218 280
23 223 262
25 222 0

Polimerii obtinuti au fost caracterizati prin RMN Tn dimetilsulfoxid (DMSQO)-dg
si analiza FTIR utilizand spectrofotometrul IR cu transformata Fourier Bio-Rad FTS
165, cu rezolutie de 2 cm™ si interval de 4000-600 cm”

-sinteza formei liniare a acidului poliaspartic

La o solutie de 2g polisuccinimida in 10 ml apa se aduga 2,5 ml hidroxid de
amoniu (solutie 25%). Dupa agitare puternica timp de 5 minute se obtine produsul
de reactie prin evaporarea apei din sistem sau prin precipitare cu metanol. Structura
liniara a polimerului a fost confirmata prin spectroscopie FTIR (fig. 6.9).

Se confirma prezenta valor|lor de banda de vibratie de intensitate mare
caracteristice N-H amidic la 1595 cm™, 1485 cm™ si 1400 cm™ .0 banda puternica
de absorbtie caracteristica grupelor amlnlce se regaseste la 3373 cm™

6.2. Caracterizarea acidului poliaspartic sintetizat

Tabelul 6.6 sintetizeaza parametrii reactilor de sinteza efectuate,
evidentiind avantajele iradierii cu microunde in privinta duratei necesare pentru
obtinerea polimerului si a randamentelor. Tabelul 6.5 ilustreaza diferentierea
valorilor parametrilor de reactie functie de metodele de obtinere ale acidului
poliaspartic. Rezultatele aratd ca metoda prin iradiere cu microunde imbunatateste
nu numai timpul de reactie dar si randamentul acesteia.
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Tabelul 6.5: Parametrii reactiilor de sintezaa acidului poliaspartic (forma ciclicé)

Nr. Reactant Puterea Catali- Temp. Timp Randament
microreac zator (°C) (min) (%)
torului (W)
1 Acid aspartic - - 240 360 60
(metoda clasica)
2 Acid aspartic (microunde) | 380 - 230 40 85
3 Acid aspartic 380 H3PO4 200 20 95
(microunde)
4 Anhidrida maleica - - 150 240 40
(metoda clasica)
5 Anhidrida maleica 390 - 150 30 80
(microunde)
6 Anhidrida maleica 390 H3PO4 90 25 90

(microunde)

In cazul utilizarii acidului aspartic ca reactiv pentru sinteza polimerului,
utilizarea iradierii cu microunde permite cresterea randamentul de la 60% la 85%,
simultan cu reducerea de 9 ori a timpului necesar pentru finalizarea reactiei. (fig.
6.10).

Avantaje semnificative se inregistreaza si pentru celelalte variante de
sinteza realizate prin iradiere cu microunde. Evident, ele sunt accentuate in cazul
reactiilor catalizate.

I
&0
70 A
60
50
40
30 A
20 A
104

randament(%o polimer format)

o 1EIIEI ZEIIEI 350 450 550
Timp de reactie( min)
Figura.6.10
1-sinteza prin iradiere cu microunde
2-sinteza clasica
Randamentul in polimer PAS format functie de timpul de reactie

Analiza FTIR aratd existenta unei benzi de vibratie de intensitate mare
caracteristica grupelor C=0 (apartinand inelului ciclic imidic in zona de valori 1690-
17900m'1). Banda puternicd de absorbtie caracteristica grupelor aminice se
regasesc valorile 3500-3100 cm™.
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Figura 6.11

SpectrulFT IR al acidului
poliaspartic obtinut din
anhidrida maleica gsi din

acid aspartic prin metoda
iradierii la microunde

(catalizator acid fosforic)

Analiza prin rezonantd magnetica nucleara (1H NMR) a acidului
poliaspartic in DMSO-ds obtinut prin metoda iradierii la microunde cu acid fosforic
catalizator din acid aspartic evidentiaza semnale ale protonului metinic in intervalul
4,5 -5,4 ppm. Protonul gruparii metilenice este observat la 3,3 si 2,8 ppm.

Figura 6.12
Spectrul’H NMR al PSI in DMSO-dg
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Spectrul *C NMR al acidului poliaspartic in

DMSO-dg este caracterizat prin doua picuri ale gruparii carbonil, evidentiate
la 173 si 174 ppm, reprezentand cele doua grupari carbonil repetitive in unitatea
succinimidei. Unitatile repetitive metilen si metan sunt observate la 32 si 47 ppm.
Rezultatele confirma calitativ si cantitativ structura acidului poliaspartic obtinut prin
metoda iradierii cu microunde .

Determinarea masei moleculare a PAS prin metoda viscozimetrica

Pentru stabilirea masei moleculare s-a utilizat un vascozimetru capilar de tip
Ubbelohde. Polimerul a fost dizolvat in amestec de dimetilformamida 0,1n / LiCl,
determindrile fiind efectuate la 25°C. Pentru calcului masei moleculare a fost
aplicata ecuatia Mark- Houwink [321], unde K= 1.32 x 10-2 g/cm3, o= 0.76:

N,=KM, *
Valorile stabilite sunt prezentate in tabelul 6.6:
Tabelul 6.6.
Masele moleculare ale acidului poliaspartic (forma ciclica)
Metoda de sinteza a polimerului din acid aspartic Masa moleculara (Da)
Sinteza clasica 2850
Sinteza prin iradiere cu microunde fara catalizator 3311
Sinteza prin iradiere cu microunde (catalizator acid fosforic) 4570

Sinteza acidului poliaspartic obtinut prin iradiere cu microunde permite
cresterea masei moleculare a polimerului in masurd mai mare decat in cazul
metodei clasice de sinteza. Cea mai mare valoare a acestei caracteristici se
dobandeste in sinteza catalizata de acidul fosforic.

Analiza termogravimetrica

Analiza termogravimetrica (TG) este o metoda analitica utilizata in
determinarea stabilitatii termice a unui material si a fractiilor componentilor volatili.
Masuratorile decurg in mod obisnuit in aer sau in atmosfera inerta (heliu, argon),
masa fiind Tnregistrata ca functie a variatiei temperaturii.

Analizele termogravimetrice s-au realizat pe aparat Netzsch TG 209, in
mod dinamic, la o viteza de incalzire de 10 °K/min. in atmosfera de argon, in tavi
deschise de a-Al,Os. Datele au fost convertite in fisiere ASCII, iar analiza cinetica a
fost realizata in Netzsch Thermokinetic Program (varianta . 99/10)

Tabelul 6.7
Temperaturile caracteristice ale acidului poliaspartic (forma ciclica)

Metoda de sintez& T.(°C) | Tmex (°C) | T:(°C)
Sinteza clasica 256 295 547
Sinteza la microunde fara catalizator 337 394 538
Sinteza la microunde cu acid fosforic catalizator | 354 402 590
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unde:
T;— temperatura corespunzatoare inceputului procesului termo-oxidativ
Tmax - temperatura la viteza maxima a pierderii de masa
T;— temperatura corespunzatoare incheierii procesului termo-oxidativ

Analiza termogravimetrica evidentiazad un proces de descompunere a PSI
in doua etape, avand ca rezultat final o pierdere de masa de 35% in cazul sintezei
clasice si in jur de 60% pierdere de masa in cazul sintezei prin iradiere cu
microunde (fara catalizator) ( fig.6.14).

Degradarea termica a PSI obtinut prin sinteza la microunde cu acid fosforic
drept catalizator decurge in doua etape : panala 180 °c pierderea de masa este de
cca. 20%, iar in a doua etapa aceasta valoare creste pana la 60%.

Corelarea masei moleculare cu stabilitatea termica a compusilor analizati
ofera informatii asupra influentei dimensiunilor moleculare asupra stabilitatii termice
a acidului poliaspartic obtinut prin cele doud metode: sinteza clasica si sinteza la
micounde (tabelul 6.8).

Pierdere de masa (%)

0 1-PAS- sinteza MW catalizata
2-PAS- sinteza clasica
20 7 3-PAS- sinteza MW
fara catalizator
40
2
80
1
m i 3
Temperatura {°C)
1(:0 T T T 1
0 200 400 600 800

Figura 6.13
TGA : a) PAS — Sinteza clasica; b)PAS- Sinteza MW(fara catalizator) c)PAS-
Sinteza MW (cu H3PO, drept catalizator)

Tabelul 6.8: Influenta masei moleculare asupra stabilitatii termice a acidului
poliaspartic obtinut utilizadnd metoda clasica si metoda iradierii cu microunde( cu si
fara catalizator acid)

Compusul macromolecular Masa Temperatura la care are loc pierderea
moleculara(Da) de masa maxima
Tmax( °C)
PAS-Sinteza clasica 2850 295
PAS-_Smteza la  micounde fara 3311 394
catalizator
PAS-Smte_za la microunde cu H3;PO4 4570 402
drept catalizator

Pe langa avantajele economice mentionate, sinteza acidului poliaspartic
prin iradiere in microunde permite obtinerea unui polimer cu masa moleculara mai
mare si —implicit- cu cu stabilitate termica sporita.
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6.3. Derivati ai acidului poliaspartic

Cercetarile stiintifice Tn domeniul copolimerilor biodegradabili au cunoscut o
dezvoltare remarcabila in medicina si farmacie, prin capacitatea acestora de a oferi
0 gama variata de posibilitati Tn constructia sistemelor de eliberare controlata sau/si
tintitd a medicamentelor. Exigentele impuse acestor copolimeri: biocompatibilitatea,
lipsa toxicitatii si rezistenta chimica pot fi satisfacute si corelate cu cerintele actuale
ale domeniului medical.

Avand ca obiectiv de referintd acest aspect, s-a abordat obtinerea unor
copolimeri ai acidului poliaspartic cu N,N-dimetiletanolamina avand potentiale
utilizari in sistemele de eliberare controlata a unor principii bioactive pentru terapia
unor afectiunile neurologice cu efecte la nivelul functionalitatii aparatului locomotor,
dat fiind efectul antidepresiv al aminei [322].

Varianta clasica de sinteza presupune incalzirea amestecului de reactie ce
contine acid aspartic si N,N-dimetiletanolamina in propilencarbonat ca solvent la
temperatura de 120-350°C, timp de 3-4 ore.

Parametrii sintezei la microunde, pentru un adaos de 10% N,N-
dimetiletanolamina Tn raport cu acidul aspartic sunt prezentati in tabelul 6.10

Tabelul 6.9 : Parametri de reactie a copolimerizérii acidului aspartic cu N,N-

dimetiletanolamina
Nr. Durata(min) | Puterea Temperatura(°C) | Modificari de culoare ale mediului de
etapa (W) reactie
METODA CONVENTIONALA [59]
1 [ 190 [ - [ 170-220 [ brun
METODA PRIN IRADIERE LA MICROUNDE
1 3 380 176 incolor
2 3 390 196 roz deschis
3 3 400 216 roz-rosu
4 3 410 230 rosu
5 30 410 230 rosu brun inchis

Utilizarea microundelor a determinat o micsorare a timpilor de reactie de la
3 ore la aproximativ 40 de minute, simultan cu o crestere a randamentului cu 70%.

Copolimerul obtinut a fost analizat FT-IR si termogravimetric.

Analiza FT-IR confirma valori de banda de vibratie de mtensﬂate mare caracterlstlce
grupelor C=0 amidic la 1633 cm , grupei N-C la 1080 cm”’ , CO eteric la 1170 cm™
respectiv valori de 1712 cm” corespunzatoare grupei N H amidic . O banda
put?rnlca de absorbtie caracteristica grupelor aminice se regaseste intre 3500-3100
cm’.

Structura copolimerului format, confirmata prin analiza spectrofotometrica
sustine ipoteza formarii copolimerului prin evolutia Tn doua etape distincte
( confirmate de altfel si de evolutia culorii mediului de reactie):

-prima etapa implica polimerizarea AA la imida cu structura ciclica ;

-a doua etapa presupune fixarea fragmentului aminic liniar in interiorul
structurii polimerului.

Analiza termogravimetrica confirma faptul ca introducerea structurii liniare a
aminei in structura PAS reduce stabilitarea termica a compusului.

Copolimerul astfel obtinut este termic stabil pana la 280°C, in comparatie cu
un compus obtinut la un adaos de 30% N,N-dimetiletanolamina (2) a carui
stabilitate termica se limiteaza la 160°C (figura 6.15).
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Figura 6.15
Curbele termogravimetrice ale copolimerului obtinut

Obtinerea clorurii acide a acidului poliaspartic

Reactia s-a realizat intr-un balon de 500 ml prevazut cu refrigerent de reflux
si tub de clorura de calciu, in care se introduce o suspensie de acid poliaspartic si
clorura de tionil in raport molar 1:3 in dimetilformamida (DMF). Amestecul s-a
refluxat pe baie de apa 3 ore. Excesul de clorura de tionil a fost indepartat prin
distilare la presiune normala si apoi la presiune scazuta.

Dupa indeparatarea clorurii de tionil se precipita derivatul clorurat. Spectrul
FTIR evidentiaza o banda de vibratie caracteristica grupelor C=0O amidice in zona
1714 -1778 cm™'. Banda puternica de absorbtie caracteristica legaturii C-Cl se
regaseste la 638 cm™, picurile de la 1394 cm™, 1215 cm™, 1288 cm™, 1313 cm,
fiind atribuite legaturii aminice C-NH.

Condensarea acidului poliaspartic cu nistatin
Condensarea s-a efectuat 1n prezenta wunui activator: DCCI (N,N’-
diciclohexilcarbodiimidad), reactia avand loc Tintre gruparea carboxil libera a
nistatinului si cea aminica a acidului poliaspartic. Raportul molar intre reactanti este
de 1:1. Acestia sunt introdusi in 30 ml acetat de etil la 0-5°C, se adaugéa o solutie
ce contine DCCI ( raport 1:1 DCCI: reactanti) si se agita 2 ore.

Se lasad apoi amestecul de reactie 24 de ore la temperatura camerei.
Produsul se precipita in dietileter, se filtreaza si se inlatura acetatul de etil prin
evaporare.

Analiza FTIR a compusului obtinut confirma structura condensatului.
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Figura 6.19
Spectrul FT-IR a compusului obtinut

6.4. Prepararea unui material compozit celuloza-acid poliaspartic

Materialele absorbante cu structura poroasa formata din cavitati au
numeroase aplicatii medicale: transportori ai medicamentelor, bazd pentru culturi
celulare, implanturi in regenerare tisulara [322]..

S-a obtinut un material compozit celuloza-acid poliaspartic prin imersarea
matricii celulozice sub forma de spongi intr-o solutie 10% de acid poliaspartic in
diferiti solventi.

Acidul poliaspartic a fost sintetizat catalitic intr-un reactor cu microunde la
176 °C timp de 20 minute dintr-o suspensie de acid aspartic (50g, 0.276 mol) in
propilen carbonat (100ml). Solventul a fost indepartat, polimerul a fost precipitat cu
metanol, purificat si utilizat la obtinerea materialului compozit [323].

Dupa derularea timpului de includere, materialul a fost scos din solutie,
imersat in metanol pentru precipitarea acidului poliaspartic Tn matrice si uscat la
temperatura camerei.

Structura microscopica a materialului compozit este ilustrata in fig. 6.20.

a) b)

Figura 6.20:
Structura microscopica a celulozei (a) si a compozitului celulozéa-acid poliaspartic(b)
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Analiza microscopica evidentiazd existenta unei structuri fibrilare in
matricea celulozica, cu cavitatile vizibile in sectiune paralela.

Semnalele de la 2998 cm™ sunt atribuite grupelor aromatice. Banda
cuprinsa intre1690 §i1760cm'1 indicd prezenta grupelor carboxil esterice sau
amidice, iar picurile de la 1080, 1300 and 3000 cm™' pot fi atribuite grupelor O-H si
N-H ale acidului poliaspartic

Compozitia si proprietatile materialului compozit sunt impuse de parametrii
procesului de includere:

Tn studiul includerii compusului cu potential bioactiv s-au urmarit urmaétorii
parametri :

- timpul de includere.
S-au folosit pentru includere solutii 10% acid poliaspartic in:
-propilen carbonat(PC)
-dimetilformamida(DMF)
-dimetilacetamida(DMACc)
urmarindu-se in permanenta

Nr. Conditiide | % PAS din masa spongilor pastrarea unui exces de acid
probei | includere poliaspartic in timpul
1 PC/1h 44.27 procedeului de includere.

2 PC/20h 39.79 _ Temperatura ~  de
includere  este  mentinuta

3 PC/72h 31.70 constanta, la 37 °c,
4 DMF/1h 27.43 modificAndu-se  timpul  de
includere, indicat Tn tabelul

5 DMF/20h 28.71 6.10.
6 DMF/72h 30.94 Tabelul 6.10: Parametri de
7 DMAc/1h 28.61 includere a acidului poliaspartic
8 DMAc/20h 2918 in nzatricea qung{lpr de '
celuloza, pentru diferiti solventi.
9 DMAc/72h 36.36

Dependenta cantitatii de acid poliaspartic inclus de timpul de includere indica o
,Ccinetica”de includere dependenta de natura solventului folosit (in esenta, de

vascozitatea solutiei).
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Figura 6.22:
Dependenta PAS inclus de solventul folosit

Reducerea cantitatii de PAS inclus folosind solutie in PC poate fi pusa pe
seama diferentei de porozitate a suportului celulozic folosit pentru cei trei timpi de
imersie.

- raportul masic celuloza : PAS

Tabelul 6.11 : Dependenta procentului de PAS inclus in matrice functie de
rapoartele masice PAS: Cell folosite

Nr. probei | Solvent utilizat | Raport masic Cell: PAS | % PAS inclus
1 PC 1:1 -

2 PC 1:3 41.43
3 PC 1:6 61.35
4 PC 1:10 76.69
5 DMF 1:1 -

6 DMF 1:3 62.21
7 DMF 1:6 69.90
8 DMF 1:10 77.71
9 DMAc 1:1 -

10 DMAc 1:3 49.11
11 DMAc 1:6 67.66
12 DMAc 1:10 72.55

Cantitatea de acid poliaspartic retinut in materialul compozit sugereaza o
evolutie ce depinde hotarator de raportul masic celuloza/PAS folosit, natura
solventului afectand totusi compozitia produsului final.
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Figura 6.22:
Dependenta procentului de PAS inclus in matrice functie rapoartele masice
Cell:PAS folosite

6.4.1. Caracterizarea materialului compozit
Comportarea la compresie

Pentru investigarea comportarii la compresie a materialului compozit,
extrem de importanta in cazul utilizarii ca implant pentru regenerare tisulara s-au
pregatit blenduri celuloza-acid poliaspartic in conditiile mentionate in tabelul 6.12:

Tabelul 6.12; Obtinerea blendului celuloza: PAS in diferiti solventi

Nr. proba | Solvent folosit | Concentratia PAS in solvent(%) | % PAS din M;
2 PC 10 41.43
3 PC 15 61.35
4 PC 20 76.69
6 DMF 10 62.21
7 DMF 15 69.90
8 DMF 20 77.71
10 DMAc 10 49.11
11 DMAc 15 67.66
12 DMAc 20 72.55

Epruvetele au avut o dimensiune medie de 19 x 11 x 8 mm. Incercérile au
fost efectuate pe un aparat Zwick 1445 pana la o deformare maxima prin
compresie de 20% cu o vitezd de 1 mm/min. Rezultatele obtinute sunt trecute in
tabelul 6.14.

Dependenta dintre forta aplicata si deformatia realizata este reprezentata in
fig. 6.24.

2 -
0 F(N)
15 - solvent : DMF —dimetilformamida
10 - proba 4 proba 4: cell fara PAS
e proba 5
5 - proba 5: cel:PAS=1:6
proba 6
0 f . proba 6: cell:PAS= 1:12
% din deformatie
0.00 20.00 40.00
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F(N)
15 -
10 - e nroba 8
= proba 9
> 7 proba 7
0 - T T T )

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

% din deformatie

solvent : DMAc —dimetilacetamida
proba 7: cell fara PAS
proba 8: cell:PAS=1:6

proba 9: cell:PAS= 1:12

Figura 6.24:
Dependenta dintre solicitare si comprimarea realizaté

Prin includerea acidului poliaspartic in matricea celulozei creste semnificativ
rigiditatea materialului compozit, determinand atenuarea deformatiilor si deplasarilor
in cazul implantarii. Extinderea domeniului viscoelastic si rezistenta la compresiune
cresc proportional cu cantitatea de PAS inclusa. Natura solventului afecteaza
proprietatile reologice ale materialului compozit doar prin intermediul cantitatii de

PAS inclusa.

6.4.2. Determinarea capacitatii de sorbtie a apei

Pentru determinarea capacitati maxime de sorbtie a apei de catre
materialul compozit, probele au fost imersate Tn apa distilata timp de 10 min, dupa
care este Tndepartat excesul de apa. Capacitatea de sorbtie s-a determinat

gravimetric.

Valorile obtinute sunt prezentate in tabelul 6.15.
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Tabelul 6.15: Determinarea capacitétii maxime de absorbtie a apei a compozitului
celuloza-acid poliaspartic

Densitatea
Proba Caracteristicile materialului spongilor | % apa sorbitd/g matrice
(glom®)
0 0,085 24,15
Spogi celulozici simpli
1 0,122 20,64
2 0,227 19,18
3 0,144 20,15
4 Compozit in solvent DMF (Cell:PAS=1:6) 0,207 18,46
5 0,214 17,11
6 0,135 19,23
DMF (Cell:PAS=1:12)
7 0,217 16.34
8 0,327 15,87
9 0,187 17,54
10 DMACc (Cell:PAS=1:6) 0,297 15,38
11 0,357 14,68

Rezultatele experimentale arata ca factorul determinanat in sorbtia apei in
cazul materialelor compozite cu matrice celulozica avand structura poroasa ramane
gradul de porozitate al matricii, reflectat in valorile densitatii sale. Prezenta
polimerului inclus in porii matricii celulozice determind reducerea capacitatii de

sorbtie a apei, proportional cu modificarea densitétii sale.
Hidrofilia materialului

compozit ramane

la valori ridicate, favorizand

includerea de principii bioactive prin difuzie sau chimic si mecanismele de
regenerare tisulara exercitate prin implantare.

30



CONCLUZII FINALE:

e Problematica asimilarii compusilor macromoleculari in terapeutica este
complexa datorita situarii acestora In zona interdisciplinara a chimiei polimerilor si
farmacologiei.

e Principial, biomaterialele avand aplicatii medicale sunt materiale inerte, care
trateaza, inlocuiesc sau asigura functia unui tesut sau organ natural, vin in contact
cu acesta sau cu fluidele biologice. Ele sunt parti constitutive ale implanturilor
medicale, proiectate sa indeplineasca in interiorul biomatricii o functie specifica: de
suport mecanic, de detectare a unui metabolit sau debitor de medicamente.

e Rezultatele experimentarilor clinice atesta valoarea deosebitd a unor
compusi macromoleculari naturali si sintetici ca medicamente propriu-zise si ca
adjuvanti pentru conditionarea si imobilizarea unor substante biologic active. In
acest context, polizaharidele au aplicatii variate ca suport pentru grefarea si
imobilizarea unor principii active, ca vehicul de transport a acestora si ca mediu
pentru cultivare de celule sau pentru regenerare tisulara.

e Avantajul eliberarii controlate este conferit de capacitatea de a elibera
medicamentul selectiv, concentrat, pe zone specifice, reducandu-se variatiile de
concentratii ale acestuia si toxicitatea la nivelul metabolismului. Tehnicile si
sistemele pentru eliberare controlatd actuale sunt capabile sa controleze viteza de
eliberare a principiilor active, mentinand la nivel optim efectul terapeutic.

e Accesibilitatea celulozei si comportarea sa in interactiuni fizice si chimice
este influentata de:

- numarul, marimea si accesibilitatea canalelor, porilor, cavitatilor si
interstitiilor fibrilare ce permit accesul la substrat

- caracterul si volumul molecular al reactantului

- suprafata accesibild interna, determinata de marimea elementelor fibrilare
sau agregatelor acestora ce formeaza structura fibrilar-franjuratd a substratului
fibros

- dispunerea catenelor celulozei Tn cristalite elementare si agregatele
acestora, importanta pentru reactivitatea grupelor —-OH de pe suprafata lor.

o Justificat de raspandire, de disponibilitatea ca sursa regenerabila, de
biocompatibilitate si biodegradabilitate si de prezenta grupelor functionale in
unitatea structurala, interesul pentru modificarea chimica a celulozei cunoaste o
crestere semnificativa. El este accentuat de varietatea proprietatilor dobandite de
derivatii sai si de diversificarea domeniilor de utilizare.

e Biodegradabilitatea celulozei in vivo se dobandeste doar prin
functionalizarea sa. Oxidarea este, pana in prezent, singura transformare chimica a
celulozei care asigura aceasta proprietate.

e Trebuie precizat faptul ca putini dintre solventii celulozei investigati in ultimii
ani au un potential real pentru functionalizarea controlatd a celulozei. Limitele
aplicabilitatii lor sunt determinate de toxicitate, desfagurarea unor reactii secundare
nedorite, scaderea capacitatii de solubilizare pentru celuloza pe parcursul procesarii
acesteia.

e Polimerii naturali si sintetici si numerosi derivati ai lor sunt utilizati frecvent
in medicina sub forma de hidrogeluri, membrane sau variate materiale compozite
cu structura tridimensionala.

e Principalele utilizari ale hidrogelurilor Th medicina si farmacologie se
regasesc in domeniul biosenzorilor, eliberarii controlate a medicamentelor si
regenerarii tesuturilor i se datoreaza proprietatilor remarcabile pe care acestea le
poseda.
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e Membranele au aplicatii in diverse sisteme controlate prin difuzie, pompe
osmotice sau ca sisteme care se erodeaza usor.

e Materialele compozite cu structura tridimensionala ofera o mare varietate
de proprietati fizico-mecanice, valorificate indeosebi in chirurgia reparatorie si in
echipamentele medicale.

e Pentru dobandirea biodegradabilitatii in vivo, s-a modificat celuloza
regeneratd sub forma de spongi prin oxidare selectiva obtinandu-se 2,3-
dialdehidceluloza, 2,3-dicarboxiceluloza si 2.3-diolceluloza in conditii care sa nu
afecteze dramatic morfologia si proprietatile mecanice ale matricii. Formarea
derivatilor a fost confirmata prin determinari analitice si prin spectroscopie FTIR.

¢ Gradul de modificare este cuprins intre 0,6 — 1,05 mol 2,3-DAC/ mol AGU
in prima etapa de oxidare. Viteza de reactie este dependenta de accesibilitatea
celulozei, iar continutul in grupe CHO poate fi prestabilit prin durata tratamentului.

e Transformarea 2,3-DAC in 2,3-DCC este completa, participarea C(6) la
reactia de oxidare in mediu de NaClO2 / H202 nefiind insa exclusa.

e Pentru valorificarea unor potentiale avantaje oferite matricii celulozice ca
implant a fost sintetizata 2,3-DALC prin reducerea grupelor CHO la grupe hidroxil.

e In scopul imobilizarii de compusi bioactivi cu functii terapeutice a fost
utilizata carboximetilceluloza sintetizatd pe matricea celulozica, pe care, printr-o
reactie de condensare activata de diciclohexilcarbodiimida, s-a grefat sulfatiazol.

e Biodegradarea matricii de celuloza oxidata (spongi) in SBF la 37°C este
dependenta de continutul de grupe carboxil, de conditile de reactie din a doua
etapa a oxidarii si de durata imersarii in SBF. Gradul de biodegradare al matricii
oxidate este cuprins intre 20% si 80%.

e Reducerea grupelor aldehidice la grupe hidroxil cu formare de 2,3-
diolceluloz& poate asigura un nivel al biodegradabilitati comparabil (sau superior)
cu cel al oxicelulozei.

e Se evidentiazd doud viteze de biodegradare ale matricii; viteza de
biodegradare mai mare la inceputul contactului cu SBF poate fi explicata prin
particularitatile reactiilor eterogene aplicate si prin nivelul modificarilor realizate.

e Se confirma mecanismul de biodegradare specific celulozei oxidate cu
NaClO, / H,0, in a doua etapa de oxidare: fragmentarea catenelor este dominanta
in raport cu scindarea legaturilor de hidrogen intermoleculare.

e Optimizarea duratei de oxidare a celulozei Tn fiecare etapa a procesului
face posibila prestabilirea nivelului de biodegradabilitate si desinatia aplicatiilor
medicale.

e  S-a obtinut un compozit pe matrice de celuloza regenerata cu porozitate si
hidrofilie ridicate prin includere fizica de compusi bioactivi avand potentiale aplicatii
in design-ul incaltamintei pentru tratarea piciorului diabetic sau ca element
profilactic la nivelul piciorului.

e Substantele medicamentoase incluse: nistatin, cloramfenicol si sulfatiazol
fac parte din clasa antimicoticelor, antibioticelor si sulfamidelor.

e Gradul de retentie este dependent de porozitatea si distributia dimensionala
a porilor matricii celulozice, de volumul molecular si de solubilitatea Tn etanol a
compusilor bioactivi.

. Cantitatea de medicament eliberata este proportionala cu cea inclusa, iar
cinetica eliberarii din matricea celulozei regenerate este specifica fiecaruia,
depinzand de aceeasi factori care asigura includerea.
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e S-a sintetizat in laborator acidul poliaspartic prin metode conventionale si
prin iradiere cu microunde.

e In cazul utilizarii iradierii cu microunde s-a demonstrat existenta unor
diferente fundamentale in transferul termic, energia eliberata suplinind problemele
legate de conductia si convectia termica, simultan cu cresteri semnificative ale
randamentelor si cu reducerea duratei pana la finalizarea reactiei.

e S-au obtinut copolimeri ai acidului poliaspartic cu amine, aminoacizi si
acizi hidroxicarboxilici

e S-arealizat un material compozit prin includerea PAS in matricea celulozei.
Cantitatea de PAS inclus este dependenta de durata procesului, raportul
gravimetric polimer inclus/matrice si de viteza de difuzie a solutiei de polimer in
structura poroasa a matricii, afectata de natura solventului.

e Includerea acidului poliaspartic in matricea celulozei confera -calitati
superioare unui material destinat implantarii:

- ataseaza un polimer biocompatibil, biodegradabil si cu potentiale efecte
terapeutice;

- elimind sau atenueaza dezavantajul determinat de deformarea facila a implantului
prin cresterea rigiditatii sale:

- mentine un nivel ridicat al hidrofiliei, afectat totugi de cregterea densitatii.
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