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Introducere

Polielectrolitii sunt compusi chimici, naturali si sintetici, de mare importanta teoretica si
avand in vedere cele doua caracteristici de baza: pe de o parte constituirea lor din mai multe
unitati elementare de plecare, monomerii, care prin unirea lor formeaza marea clasa a compusilor
macromoleculari, bine cunoscuti in multe domenii. Pe de altd parte, existenta pe lantul
macromolecular a unor grupe functionale care in conditii favorabile, in solutii apoase sau
solventi polari pot disocia, conducand la aparitia unor sarcini electrice pe lantul polimer, fac ca
acesti compusi sa formeze o clasa aparte de substante, cu proprietati caracteristice, prin care se
aseamana atat cu compusii macromoleculari cat si cu electrolitii obisnuiti. Prin disocierea in
solutie, polielectrolitii formeaza macroioni polivalenti (poliioni) si un numar mare de ioni
obisnuiti cu sarcina electrica opusa poliionului, numiti contraioni. Astfel, acest fenomen specific
polielectrolitilor are puternice implicatii n biologie moleculara si celulara, precum si in
tehnologie. Polielectrolitii sunt peste tot in jurul nostru si in noi, majoritatea biopolimerilor,
inclusiv ADN-ul si proteinele fiind polielectroliti.

In ciuda a mai mult de 50 de ani de studii in domeniu, proprietitile unice ale
polielectrolitilor nu sunt inca pe deplin intelese, in contrast cu omologii lor neutri. Anii 50 au
fost epoca de aur, atunci cand cea mai mare parte a proprietatilor fizico-chimice ale lantului au
fost Tntelese (contributia scolii Katchalsky fiind destul de remarcabild in acest context). Tn
ultimul deceniu au aparut multe abordari teoretice, atat analitice cat si computationale, fiind
colectata o cantitate mare de informatii experimentale lucru ce a condus la o intelegere mai
profunda a acestor sisteme complexe.

Una dintre particularitatile polielectrolitilor este capacitatea de a forma complecsi
interpolimerici intre speciile incarcate cu sarcini opuse (polianionii si policationii) datorate
interactiilor de atractie Coulombiene. Acest fenomen este cunoscut foarte bine din precipitarea
proteinelor. Primele studii metodice cu polielectroliti sintetici, au fost realizate de Michaels si
Miekka [1], care au studiat in mod deosebit stoechiometria complecsilor polielectrolitici.
Michaels a raportat relevanta practica a principiului formarii complecsilor polielectrolitici pentru
obtinerea de membrane cu proprietati speciale de separare. Tn prezent complecsii polielectrolitici
sunt utilizati intr-un domeniu industrial foarte vast, cum ar fi floculanti, vopsele, lianti si in
special in aplicatii in medicina si biotehnologie. Domeniile cele mai vizate in medicina si
biotehnologie sunt microincapsularea medicamentelor, enzimelor, celulelor, microorganismelor.

O serie de substante macromoleculare naturale, de origine animala si vegetala, cum ar fi:
albuminele, acizii nucleici, pectina, chitina, celuloza, care au o deosebita importanta biologica,
sunt polielectroliti.

Tn prezent sunt cunoscuti si se utilizeaza un numar mare de polielectroliti sintetici care
uneori au proprietati imbunatatite, fatda de substantele moleculare naturale asemanatoare, prin
dirijarea procesului de sinteza.

Tn studiul proprietatilor polielectrolitilor un rol important revine celor naturali a caror
structura este mult mai complexa decat in cazul celor sintetici si care au o larga aplicabilitate in
domeniul medical.



Teza de doctorat intitulata ,,Caracterizarea fizico-chimica a unor polielectroliti si
complecsi polielectrolitici” 1si propune realizarea caracterizarii fizico-chimice a unor
polielectroliti naturali att in faza lichida cat si in faza solida, precum si a interactiei dintre
acestia si a potentialelor aplicatii.

Teza este structurata in doua parti principale: prima parte reprezinta o trecere in revista a
ultimelor cercetari experimentale privind caracterizarea polielectrolitilor individuali precum si a
sistemelor lor complexe, iar in a doua parte sunt prezentate contributiile personale originale
aduse Tn acest domeniu de cercetare.

Partea teoretica a tezei este structurata pe doua capitole.

Tn capitolul I, intitulat Polielectroliti, sunt prezentate principalele tipuri de polielectroliti.

Tn Capitolul 1, Polielectroliti, se face o trecere in revista a principalelor tipuri de
polielectroliti, definitia si clasificarea acestora, in functie de origine, compozitie, arhitectura
moleculara si gruparea ionogena.

In Capitolul 1, Complecsi polielectrolitici este prezentati definitia complecsilor
polielectrolitici, clasificarea acestora, principalii factori care influenteaza formarea complecsilor,
precum si aplicatiile acestora in diferite domenii.

Capitolul 11lI, Materiale metode si tehnici utilizate, este dedicat materialelor si
metodelelor utilizate Tn studiul experimental pentru caracteizarea partenerilor individuali,
obtinerea si caracterizarea complecsilor polielectrolitici cat si a sistemelor de eliberare de
medicament.

Capitolul 1V, Interactia chitosanului cu polielectroliti anionici. Tn acest capitol a fost
studiata interactia chitosanului cu diferiti polielectroliti anionici (carboximetil celuloza, alginat,
dextran, gelan), obtinerea de complecsi insolubili si raportul de legare dintre parteneri. Atat
partenerii individuali, cat si complecsii insolubili obtinuti au fost caracterizati in solutie prin
metode electrochimice (potentiometrie, conductometrie) si turbidimetrie (acolo unde sistemul a
prezentat turbiditate), cat si in faza solida prin analiza temogravimetrica si analiza FTIR.

Capitolul V, Potentiale aplicatii ale complecsilor polielectrolitici in eliberarea de
medicament. Se prezinta Tinglobarea ciprofloxacinului, care face parte din clasa
fluorochinolonelor cu puternica actiune bactericida si spectru larg de actiune atat asupra
bacteriilor Gram-pozitive cat si a celor Gram-negative, suportul utilizat pentru obtinerea
complexului fiind chitosanul si polianioni (dextran si gelan).



Capitolul 1
Polielectroliti

I. Polielectroliti

Polielectrolitii (PE) constituie o clasa importanta de polimeri care au fost studiati de
foarte mult timp. Ei continua sa ramana o arie de cercetare de interes in diverse domenii ale
stiintei, cum ar fi: chimie, biologie, medicina, fizica, stiinta materialelor si nanotehnologii.
Polielectrolitii si-au gasit aplicatii n diferite domenii cum ar fi medicina, industria obtinerii
hartiei, inclusiv procesele de acoperire a hartiei (paper coating), tratarea apelor reziduale,
separarea mineralelor, industria vopselelor, produse alimentare, produse cosmetice si farmacie.
Tn cele mai multe dintre aceste aplicatii polielectrolitii joaca un rol crucial, dar procesele in sine
sunt mult mai complexe. Acizii nucleici si proteinele, care constituie elementele principale ale
organismelor vii, fac parte din categoria polielectrolitilor. Aceste macromolecule joaca un rol
important in mentinerea si intretinerea vietii. Cercetarile Tn aceasta directie sunt de asemenea de
un interes major in obtinerea de informatii detaliate si precise cu privire la mecanismele ce au loc
in sistemele biologice si impactul asupra vietii si sanatatii. Interesul deosebit acordat
polielectrolitilor se datoreaza atat necesitatii intelegerii comportarii acestora cat si potentialelor
aplicatii comerciale.

I.1. Definitii

Tn literatura sunt prezentate diferite definitii ale PE:

1. O clasa de compusi macromoleculari care atunci cand sunt dizolvati intr-un solvent
polar adecvat (in general apa) dobandesc sau pot dobandi Tn mod spontan un numar mare de
sarcini elementare distribuite de-a lungul lantului [2]

2. Polielectrolitii sunt sisteme polimerice constand dintr-un macroion, adica o
macromolecula ce are legate covalent grupari anionice sau cationice si ,,contraioni” cu masa
moleculara mica ce asigura electroneutralitatea [3] (Schema 1).

3. Polielectrolitii, polimeri ce poarta grupari ionice disociate sunt o clasa fascinanta de
macromolecule ce prezinta diferite fenomene interesante datorita caracterului lor dual de
electrolit incarcat electric si de lant macromolecular[4].

contraion “condensat” contraion “liber

Schema 1. Reprezentarea schematica a
unui polielectrolit Tn solutie [4]




1.2. Clasificarea polielectrolitilor

Datorita naturii lor electrostatice, polielectrolitii sunt de obicei solubili in apa. Toti
polielectrolitii naturali sunt prezenti in mediu apos. Marea majoritate a studiilor in acest domeniu
fiind conduse spre intelegerea comportarii polielectrolitilor in solutie.

Schema 2. Clasificarea polielectrolitilor
in policationi (a), polianioni (b) si
poliamfoliti (c) [4]

(@ {b)

Polication Polianion Poliamfolit

Din punct de vedere electrochimic, un polielectrolit poate fi clasificat ca fiind poliacid,
polibaza sau poliamfolit (Schema 2), in functie de natura ionizarii sale in solutie. Polielectrolitii
pot fi clasificati din mai multe puncte de vedere, cum ar fi: originea, compozitia, arhitectura
moleculara sau gruparea ionogena pe care o detin.

Tn schema 3 este reprezentata o clasificare schematica a tipurilor de polielectroliti.
| CLASIFICARE POLIELECTROLITI I

ORIGINE
— NATURALI |
— SINTETICI |
— MODIFICATI CHIMIC |
COMPOZITIE
— HOMOPOLIMERI |
— COPOLIMERI |
ARHITECTURA MOLECULARA
— LINIARI |
— RAMIFICATI |
— RETICULATI |
— GRUPAREA IONOGENA
S POLIACIZI (POLIANIONI) |
——  POLIBAZE (POLICATIONI) |
e POLIAMFOLITI |

Schema 3. Clasificarea polielectrolitilor



Capitolul 11
Complecsi polielectrolitici

I1.1. Definitie. Clasificare

Interactiunile care au loc intre polimeri au o importanta majora in sistemele cu grad
ridicat de organizare si in recunoasterea moleculara. Polimerii complementari pot interactiona
intre ei prin legaturi electrostatice, de hidrogen si/sau hidrofobe (complementaritate de tip
chimic) sau datorita compatibilititii conformatiilor (complementaritate structurala). Tn urma
acestei interactiuni se formeaza complecsi polimerici, materiale care prezinta proprietati ce le
deosebesc fundamental de compusii de plecare.

Exista numeroase lucrari de sinteza care trateaza complecsii interpolimerici [5, 6],
structurile formate in sisteme de polielectroliti [3, 4, 7, 8], doar complecsii interpolielectrolitici
[9-11], interactii polielectroliti-coloranti [12], polielectroliti-proteine [13] sau polielectroliti-
surfactanti [14, 15]. Unele dintre aceste treceri in revista si metodele ce se pot utiliza pentru
caracterizarea complecsilor intermacromoleculari [6] sau doar a complecsilor polielectrolitici [9,
16].

Clasificarea complecsilor polimerici se face in functie de natura fortelor ce guverneaza
complexarea:

a) complecsi formati prin legaturi electrostatice — complecsi polielectrolitici

(complecsi polianion-polication, polisaruri);

b)  complecsi formati prin legaturi de hidrogen;

c) complecsi cu transfer de sarcina, rezultati din interactiunea polimerilor cu grupe

donoare de electroni cu polimeri avand grupe acceptoare de electroni ;

d)  stereocomplecsi, compusi formati prin interactiuni Van der Waals, aparitia lor fiind

conditionata de potrivirea spatiala a configuratiilor lanturilor macromoleculare ale
componentelor.

De obicei, interactiunile mentionate nu actioneaza izolate, cele cu caracter hidrofob fiind
semnificative in mediu apos si avand un rol important in sistemele biologice (de exemplu,
recunoasterea moleculara, acumularea si interpretarea informatiei genetice, formarea structurii
supramoleculare la proteine etc.).

Sistemele biologice contin diferite tipuri de macromolecule: acizi nucleici, enzime,
proteine, polizaharide, cele mai multe avand structura definita si functii specifice. Tn aceste
cazuri, interactiunile dintre macromolecule joaca un rol important. Multe reactii ,,in vivo” au loc
prin intermediul formarii complecsilor macromoleculari. Tn acest context, investigarea
complecsilor macromoleculari este pe deplin justificata. Ea favorizeaza aprofundarea cunoasterii
sistemelor biologice, a structurii si proprietatilor unitatilor functionale. Tn ultimii ani, complecsii
macromoleculari au dobandit aplicatii practice, mai ales ca biomateriale.

Caracteristicile complecsilor macromoleculari depind semnificativ de masa moleculara a
componentelor, de compatibilitatea sterica, de interactiunile specifice, etc.

11.2. Complecsi polielectrolitici

In domeniul materialelor polimerice, complecsii polielectrolitici (CPE) denumiti si
simplecsi, prezinta o importanta deosebita din moment ce permit combinarea proprietatilor
fizico-chimice a cel putin doi polielectroliti. Acestia se formeaza cand solutiile componentelor
macromoleculare, ce poarta sarcini ncarcate opus, sunt amestecate la temperatura camerei, sub
agitare continua. Acesta este rezultatul interactiilor electrostatice dintre cei doi polimeri



Procesul de formare a CPE este de mult cunoscut empiric prin coagulare/precipitare a
proteinelor, dar abia Tn 1896 Kossel [17] studiaza precipitarea albuminei din ou cu protamine si
stabileste ca interactia intre polielectroliti de semn contrar este de natura electrostatica. Termenii
de polisare si simplex sunt rezervati, in mod obisnuit, complecsilor polielectrolitici insolubili. Tn
ultimile decenii, domeniul complecsilor polielectrolitici cunoaste o dezvoltare foarte rapida,
manifestata printr-un numar foarte mare de lucrari.

Literatura de specialitate mentioneaza complexul polielectrolitic obtinut din
poli(bromura de vinil-N-butil piridinium) (PVNBPBr) si poli(stirensulfonat de sodiu) (PSSNa)
ca fiind complex obtinut din polielectroliti sintetici. Tn 1961 Michaels si colaboratorii [1] au
prezentat pe larg formarea polisarurilor cu compozitia 1:1 din PSSNa si clorura de poli(4-vinil-
benziltrimetilamoniu) (PVBTACI), proprietatile lor, mecanismul probabil al complexarii si
posibilitatea obtinerii de membrane din acestia. Tncepand din 1972 apar lucrarile grupurilor de
cercetare conduse de V. A. Kabanov [18] si E. Tsuchida [19] referitoare la prepararea si
caracterizarea complecsilor polianion-polication nestoechiometrici, solubili. De atunci, literatura
de specialitate cuprinde un numar mare de lucrari axate pe sinteza si descrierea cantitativa a
complecsilor polielectrolitici si a complecsilor polielectrolit-colorant ionic, polielectrolit-
surfactant ionic si polielectrolit-suprafata ionica (Schema 4).

Complecsi interpolimerici |

\ Complecsi polielectrolitici

Complecsi polielectrolit-contraion I

Complecsi polielectrolit-colorant ionic I

Complecsi polielectrolit-surfactant ionic I

Complecsi polielectrolit-suprafata ionica I

\Complecsi formati prin legaturi de hidrogeni

\Complecsi cu transfer de sarcina sau coordinativi

Stereocomplecsi

Schema 4. Clasificarea complecsilor interpolimerici

Daca la inceput studiile Tn acest domeniu incercau sa stabileasca stoechiometria
complecsilor, in ultimul timp se fincearca explicarea cat mai Tn detaliu a structurilor
supramoleculare, aceasta probabil si datorita avansarii metodelor si tehnicilor de caracterizare.
CPE se pot obtine pe trei cai, asa cum se arata in schema 5.

Formarea complecsilor polielectrolitici si structura acestora este guvernata/influentata de
caracteristicile fiecarui polielectrolit participant (taria si pozitia grupelor ionice, densitatea de
sarcina, rigiditatea lanturilor macromoleculare) dar si de mediul in care are loc complexarea
(solvent, concentratia polielectrolitilor, taria ionica, pH, temperatura). Prin varietatea acestor
factori, complecsii polielectrolitici se pot obtine sub forma de complex solubil, dispersie tulbure,
precipitat, gel sau coacervat (in coacervare se separa o faza bogata in polimer si o faza de solvent
saraca in polimer).



Capitolul IV
Interactia chitosanului cu polielectroliti anionici

IV.1. Sistemul chitosan-carboximetilceluloza

Determinarea gradului de deacetilare

Gradul de deacetilare al CS reprezinta raportul dintre unitatile 2-acetamido-2-deoxi-D-
glucoza si unititile 2-amino-2-deoxi-D-glucoza. In functie de specia de la care provine, CS
prezinta diferite grade de deacetilare cu valori cuprinse intre 70 si 95% si M,, intre 10 si
1000kDa.

Caracterizarea unei probe de CS necesita in prima faza determinarea gradului de
deacetilare. Au fost propuse diferite tehnici, in completarea titrarii potentiometrice [20], cum ar
fi IR (15-18), analiza elemental3, o reactie enzimatica [21], UV [22], *H RMN [23], *C RMN
[24-26].

Pentru determinarea gradului de deacetilare (GDA), am utilizat metoda prin titrare
potentiometrica 0,0265 g CS dizolvandu-se in 25 mL de HCI 0,1N iar excesul de HCI fiind
retitrat cu o solutie de NaOH 0,01N, variatia pH-ului solutiei fiind masurata cu un pH-metru de
tip Titrino 716 DMS. Curbele de titrare diferentiala si integrala sunt reprezentate grafic in Figura
7, in functie de pH si volumul de NaOH adaugat. Pe cele doua curbe se observa doua puncte de
inflexiune, primul punct fiind corespunzator titrarii excesului de HCI utilizat n prepararea
solutiei iar al doilea punct fiind corespunzitor titririi gruparilor NHs"CI™ prezente in CS sub
forma de clorhidrat.

12 0.6 Figura 7. Titrarea potentiometrici a CS,
preparat in exces de HCI
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Diferenta dintre cele doua volume de echivalentd (AV) corespunde acidului consumat de
gruparile amino prezente in chitosan.
Gradul de deacetilare (GDA) s-a calculat utilizadnd relatiile 17si 18 [20], iar valoarea
obtinuta a fost de 85,3%.
m

%N = (17)
AV x N

GDA = _ 208 100, % (18)
%N + 42

unde:



m - masa probei luata in lucru (mg)
AV - este diferenta dintre cele doua volume de echivalenta obtinute
N - este normalitatea NaOH utilizat la titrare

Caracterizarea n solutie prin tehnici de titrare

Pentru studiul comportarii in solutie a CS s-a preparat o solutie de 5x10™ Eq/L prin
dizolvarea CS cu GDA de 85,3% intr-o cantitate echivalenta de HCI, pentru a obtine solutia de
CS in forma clorhidrat si pentru a evita excesul de HCI din preparare. Au fost luate in lucru
volume de 30 mL solutie care au fost titrate cu o solutie de NaOH 0,01N, prin adaugarea
titrantului Tn portiuni mici de 0,05 mL, cu o viteza de adaugare de 3 mL/min. Dupa fiecare
adaugare de titrant s-au asteptat 30 sec, apoi s-a citit marimea de determinat si s-a trasat graficul,
functie de gradul de neutralizare (o), calculat din volumele adaugate si concentratii.

In Figura 8 este prezentati comportarea CS la titrare potentiometrica cu o solutie de
NaOH 0,01 N. Pe curba derivata se observa un usor punct de inflexiune nainte de volumul de
echivalenta si un al doilea punct de inflexiune net, care este vizibil si pe curba derivata,
corespunzator titrarii grupelor aminice clorhidratate din CS. O explicatie a aparitiei unor picuri
suplimentare pe curba derivata, ar fi existenta unui usor exces de HCI din prepararea
clorhidratului de chitosan, prezenta unor grupari aminice mai accesibile la titrare decét
majoritatea grupelor, conformatia rigida specifica polizaharidelor sau accesibilitatea diferita a
ionilor titrantului.
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Tn Figura 9 este prezentata titrarea conductometrica a CS cu o solutie de NaOH 0,01N.
Curbele conductometrice prezinta modificari ale pantelor corespunzatoare excesului de agent de
titrare. Pe curba de titrare conductometrica se observa doua puncte de inflexiune al doilea punct
fiind corespunzator volumului de echivalenta, cele doua metode de titrare fiind in concordanta.



180
150 | & Figura 9. Titrarea coductometrica a CS
f/ (Ces=5%10" eg/L) cu NaOH 0,01N
120 |
(% 90 | s
60 mewﬂ%f
30 |
0
0 0.5 1 15 2
N
—o— OMNaCl

.. °| —o—0.01MNaCl . . L )

t% A 0.IMNaCl Figura 10. Titrarea turbidimetrica a CS
(Ccs=5x10™ eg/L) cu NaOH 0,01N, in
prezenta si in absenta de sare

4 - 5 5
1+
2 1 >
0 :
0 0.5 1 15 2
N

Comportarea globala a sistemului este evidentiata prin titrarea turbidimetrica (Figura 10)
concordanta cu metodele electrochimice. De asemenea se poate observa ca titrarea CS cu NaOH
prezinta o usoara turbiditate la an=1 confirmand astfel faptul ca CS neionizat nu este solubil Tn
apa [27]. Prin adaugare de sare nu se modifica punctul de echivalenta dar se observa o usoara
crestere a turbiditatii sistemului.

IV.1.3. Obtinerea complexului CS-CMC

Pentru studiul interactiei dintre CS si NaCMC, comportarea acestora a fost urmarita prin
titrarea potentiometrica si titrarea conductometrica (metode electrochimice). Comportarea
globala a sistemului poate fi urmarita prin titrare turbidimetrica, iar diferenta intre cele doua
metode ofera indicatii despre interactia prin forte slabe. Metodele elctrochimice au fost de
asemenea utilizate pentru caracterizarea individuala a partenerilor si a formarii complexului.
Pentru studiul sistemului CS-CMC au fost utilizate solutii diluate ale partenerilor, pentru a evita
formarea gelurilor Tn sistem, iar concentratiile utilizate au fost: Ccs=5x10 eq/L, Cnacmc=5%10"
eg/L. Pentru a diminua efectele diluarii sistemului, concentratia partenerilor titranti a fost cu un
ordin de marime mai mare decat cea a partenerilor titrati. Valoarea pH-ului a fost reprezentata ca
o functie a raportului molar (echivalent) dintre parteneri, calculata din volumele adaugate si
concentratii.



Interactia electrostatica dintre CS si NaCMC poate fi reprezentata schematic: (Schema

D—NH;cr D—coo'ma+ = NH,;""00C + Nacl

Schema 14. Interactia CS cu NaCMC

14)

Tn Figura 12 este prezentati comportarea CS la titrarea potentiometrica cu NaCMC. Din
curba potentiometrica se observa ca interactia dintre cei doi parteneri are loc la un raport
stoechiometric de 1:1 asa cum este prezentat in Schema 14. Adaosul de sare cu masa moleculara
mica nu aduce modificari Tn formarea complexului si nu modifica raportul stoechiometric dintre
cei doi parteneri. Tn Figura 13 este prezentata comparativ titrarea potentiometrica a CS cu NaOH
si cu NaCMC.
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Diferenta dintre curbele de titrare cu NaOH si NaCMC poate fi explicata prin constanta
de disociere a partenerilor macromoleculari. CS se comporta ca un polielectrolit cationic slab,
valoarea lui pK, fiind 6,3 [28] in timp ce valoarea lui pKa pentru NaCMC este mai mica de 3,0
[3]. Corespunzator bazei conjugate NaCMC se comporta ca o baza slaba si variatia pH-ului prin
titrare este doar de 2,5 unitati comparativ cu 6 unitati in cazul titrarii cu NaOH.

Tn Figura 14 este prezentata titrarea conductometrici a CS cu o solutie de NaOH 0.1N
(curba 1) si NaCMC (curba 2).

1407 Figura 14. Titrarea conductometrica a

CS cu NaOH (1) si cu NaCMC (2)
(Ccs=5x10™ eq/L; Cnacme=5%x10"
eq/L; Cnaon=0.1 N)
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Curbele conductometrice prezinta modificari ale pantelor corespunzatoare excesului de
agent de titrare. Titrarile potentiometrice si conductometrice sunt in concordanta, indicand o
interactie electrostatica a partenerilor in raport stoechiometric aproximativ 1:1. Pana la punctul
de echivalenta conductivitatea sistemului raméne constanta datorita faptului ca numarul de ioni
ce participa la conductivitatea sistemului este constant (conform Schemei 14), apoi
conductivitatea creste datorita excesului de NaCMC. Comportarea acestui sistem este diferita de
rezultatele mentionate de alti autori [29] care au studiat interactia dintre poliacizi (polibaze) slabi
si saruri polibazice (poliacide), cand este eliberat un acid tare sau o baza tare.
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Figura 15. Titrarea turbidimetrica a CS
cu NaOH (1) si cu NaCMC (2)
(Ccs:5xlo_4 GQ/L; CNaCMC:5X10_3
eq/L; Cnaon=0.1 N)
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Curbele de titrare turbidimetrica reprezentate in Figura 15 evidentiaza o crestere brusca a
turbiditatii Tn jurul valorii 1 a raportului dintre parteneri [NaCMC]/[CS] fiind in concordanta cu
metodele electrochimice. Aceasta sugereaza ca interactia dintre parteneri are loc prin forte
electrostatice. De asemenea se poate observa ca titrarea CS cu NaOH prezinta o usoara

turbiditate la [NaOH]/[CS]=1 confirmand faptul ca chitosanul neionizat nu este solubil in apa
[27].

Spectroscopia FT-IR
Complexul CS-CMC preparat prin interactia partenerilor a fost separat prin filtrare, uscat

la 40°C si presiune redusa, si caracterizat prin spectroscopie FTIR si analiza termogravimetrica.

Spectrele CS, NaCMC, amestec fizic CS-NaCMC 1:1 si complex CS-CMC, sunt prezentate in
Figura 20.
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Figura 20. Spectrul FTIR pentru CS (a), NaCMC (b), complex (c) si amestecul fizic (d)

Spectrul pentru CS prezinta o bandi de slaba intensitate la 2879 cm™ datorata legaturii C-
H, o banda la 1655 cm™ pentru alungirea legaturii carbonil C=0 a amidei secundare, o banda la
1599 cm™ (vibratia legaturii N-H Tn aminele primare neacetilate), benzi la 1423 si 1381 cm™
(deformari simetrice —CH3), 1321 cm™ (alungirea gruparii amidice N-H [30, 31] si benzi la
1155, 1078, 1032 cm™ (puntea de oxigen din C-O-C din ciclul polizaharidic) [32].

Spectrul FTIR al NaCMC prezinti benzi caracteristice la 1419 si 1618 cm™
corespunzatoare vibratiilor de intindere simetrica si asimetrica ale grupelor carboxilat, la 3418
cm se regaseste banda atribuita intinderii legaturii O-H iar la 2922 cm™ banda atribuita alungirii
legaturii C-H.

Tn complexul CS-CMC se regasesc principalele benzi de absorbtie caracteristice celor doi
polimeri Tn afara de benzile corespunzitoare scheletelor polizaharidice, se observa benzi/picuri

caracteristice la 1589 si 1755 cm™, care pot fi atribuite grupelor NH; si respectiv COOH.



Prezenta benzii la 1589 cm™ este de asteptat, considerand ca formarea complexului
intermacromolecular are loc prin interactia electrostatica a grupelor cationice din CS cu cele
anionice din NaCMC. Banda de la 1755 cm™ sugereaza insi ca reactia de formare din Schema 1
este reversibila, incat este posibila si reactia din Schema 15.

——NH;""00C ‘ = ‘ NH, + |_’7000H

Schema 15. Echilibrul dintre complex si partenerii liberi

Tn spectrul FTIR al amestecului fizic se regasesc benzile caracteristice ale celor doi
parteneri, fara sa apara modificari ce se regasesc in cazul complexului CS-CMC.

In acest caz se poate presupune ca stabilitatea complexului este asigurata de legaturi de
hidrogen.

Caracterizarea termogravimetrica

Interactia dintre CS si NaCMC conform Schemei 2 este confirmata de asemenea de
analiza termica. Tn plus analiza termica poate furniza informatii valoroase pentru utilizarile
viitoare ale complexului. Tn literatura s-au gasit putine informatii legate de comportarea termica
a complexului [33]. Termogramele inregistrate in aer la viteza de ncalzire de 10°C/min, de la
temperatura camerei pana la 900°, pentru CS, NaCMC, complex si amestecul fizic sunt
prezentate in Figurile 21-23. Curbele DTG (Fig.7) evidentiaza foarte clar o comportare diferita
pentru complex comparativ cu partenerii individuali si amestecul lor fizic. Descompunerea
complexului are loc in doua etape la temperaturi diferite compartiv cu amestecul fizic.
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Din termograme se constatid, ca temperatura la care incepe pierderea in greutate a
compusilor studiati se situeaza la valori sub 100°C, cand se indeparteaza urmele de solventi/apa,
folositi la prepararea probelor. Descompunerea termica a sistemelor polimere studiate, se
realizeaza Tn doua etape de degradare, cu pierderi de masa diferite prezentate n Tabelul 7. Tn
cazul CS cea mai importanta pierdere de masa s-a Tnregistrat n cea de a doua etapa de degradare,
la temperaturi cuprinse ntre 420 si 705°C. Aceasta ultima etapa de degradare termica are o
caracteristica comuna si anume grad de conversie constant si un efect puternic exoterm (Figura
23). Comparativ cu CS, cea mai importanta pierdere de masa pentru NaCMC a fost observata in
primul stagiu de degradare termica la temperaturi cuprinse intre 300 si 400°C, NaCMC fiind



mult mai stabil din punct de vedere termic decét CS, daca consideram drept criteriu al stabilitatii
termice T;, temperatura initiala la care ncepe descompunerea termica.
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Degradarea termica a complexului are loc in doua etape, cea mai importanta pierdere de
masa avand loc Tn prima etapa la temperaturi cuprinse intre 220 si 400°C, iar Tn amestecul fizic
sunt regasite principalele etape de degradare ale celor doi parteneri. O dovada in plus a formarii
complexului CS-CMC o constitue existenta unor etape de degradare care sunt diferite de cele
inregistrate pentru fiecare partener.

Considerand drept criteriu al stabilitatii termice temperatura la care degradarea termica
incepe, stabilitatea termica scade conform seriei:

NaCMC > Complex > CS

Drept criteriu al stabilitatii termice poate fi considerata si temperatura la care viteza de
degradare este maxima (Tmax), si conform acestui criteriu obtinem aceiasi serie a
termostabilitatii.



Tabel 7. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea ChCl, NaCMC, complex si

amestec fizic 1:1

Proba Etapa de Tipul T Tmax Ty Pierderea
degradare procesului (°C) (°C) (°C) de masa
s | ex0 210 230 420 4323
1 exo 420 670 705 56.77
| ex0 300 360 400 56 25
NaCMC I exo 400 710 830 43.75
| ex0 220 325 400 5084
Complex I exo 400 640 700 4916
| ex0 210 230 300 12.86
Arf?;séec 1 exo 300 360 400 24,02
1 exo 400 640 880 63.12

Valorile parametrilor cinetici din primul stagiu de degradare (energia de activare — Ea,
ordinul de reactie — n , factorul preexponential — A, r* — coeficientul de corelatie) determinati
prin metoda diferentiala Freeman-Caroll [34] si metoda integrala Coats-Redfern [35], pentru CS,
NaCMC, complex si amestec fizic sunt prezentate in Tabelele 8-9. Se constata o buna
concordanta a datelor experimentale cu modelele matematice, valorile coeficientilor de corelatie
fiind mai mari de 0,95.

Tabel 8. Date cinetice determinate prin metoda Freeman-Caroll pentru CS, NaCMC, complex si
amestec fizic

Proba Metoda Freeman-Caroll
CS n=1; E,=133,98 kJ/mol; In A =30,13; r°= 0,97
NaCMC n=1; E,=125,66 ki/mol; In A = 30,06; r’= 0,95
Complex n=2: E, = 147,00 kJ/mol; In A = 26,79; r° = 0,97
Amestec n=1; E, = 131,45 k/mol; In A = 32,88; r = 0,98
fizic n=1; E,= 134,50 ki/mol; In A = 27,30; r* = 0,99

Tabel 9. Date cinetice determinate prin metoda Coats-Redfern pentru CS, NaCMC, complex si

amestec fizic

Proba Metoda Coats-Redfern
CS n=1; Ea = 129,80 ki/mol; In A = 29,24; r° = 0,95
NaCMC n=1; Ea=130,45 ki/mol; In A = 31,25; r* = 0,98
Complex n=2; Ea= 142,68 ki/mol; In A = 26,04; r* = 0,96
Amestec  n=1; Ea=132,82 kJ/mol; In A = 33,97; r* = 0,97
fizic n=1; Ea = 138,06 ki/mol; In A = 28,70; r* = 0,97

Tn cazul CS si al NaCMC, ordinul de reactie are valori cuprinse intre 0 si 0.6, in timp ce
energia de activare Tn acest prim stagiu de degradare termica oscileaza Tntre 125 si 133 kd/mol. Tn
cazul complexului CS-CMC, se observa diferente mai mari intre valorile energiei de activare;
astfel complexul CS-CMC are ordinul de reactie 2 si energia de activare de 144 kJ/mol, indicand
un mecanism de degradare complex.



IV.2. Sistemul chitosan-alginat

1VV.2.2. Obtinerea complexului CS-Alg

Complexul polielectrolitic dintre CS si NaAlg a fost intens studiat in scopul obtinerii de
microcapsule pentru Tincapsulari de celule si suporturi pentru eliberarea controlata de
medicamente sau alte substante [36-39]. Exista numerosi factori care afecteaza principalele
proprietati ale sistemului CS-Alg, printre care putem enumera: compozitia NaAlg utilizat, masa
moleculara si gradul de deacetilare al CS [36-39]. Cu toate aceste, nu sunt multe lucrari dedicate
studiului influentei acestor factori asupra stoechiometriei complexului CS-Alg.

Tn acest sens, Lee si colaboratorii [37] a studiat influenta diferitelor caracteristici ale
chitosanului  (gradul de deacetilare, pH-ul solutiilor, gradul de N-acetilare) asupra
stoechiometriei complexului polielectrolitic. Acest studiu a fost efectuat utilizind solutii de
polielectrolit Tn prezenta de clorura de sodiu 0,01M. Ei au aratat ca la o anumita valoare a pH-
ului, compozitia complexului polielectrolitic se deplaseaza catre un continut mai scazut de
NaAlg o data cu cresterea gredului de N-acetilare a chitosanului. Au mai subliniat de asemenea
faptul ca o data cu cresterea valorii pH-ului solutiei de CS, scade cantitatea de NaAlg din
compozitia complexului. Aceste constatari le-a permis sa interpreteze modele de eliberare de
guaifenesin (un expectorant) din microcapsule CS-Alg la diferite valori ale pH-ului.

Complexul polielectrolitic dintre CS si NaAlg poate fi obtinut utilizAnd doua metode
diferite. O metoda de obinere a complexului CS-Alg, consta in doua etape de preparare. In prima
etapa sunt obtinute gelurile Ca-Alg [40, 41], care apoi sunt transferate in solutia de CS, cand se
formeaza o membrana complex polielectrolitica la suprafata acestor geluri [36, 42]. Tn acest
studiu am utilizat metoda intr-o singura etapa cand una dintre solutiile de polielectrolit este
adaugata in picaturi mici peste cea de-a doua solutie de polielectrolit [43], iar concentratiile
solutiilor folosite au fost foarte mici, pentru a evita formarea gelurilor.

Reactia interpolielectrolitica ce are loc prin adaugarea unei solutii de NaAlg (pH=6,24) la
solutia de CS (pH=4,3) poate fi reprezentata schematic (Schema 18).

wwCOO ~ “Na + CI’ +NH3Nwww = w(CO0O~ +NH3WWWW + Na + cl -

Schema 18. Interactia dintre Alg si CS

Formarea complexului interpolielectrolitic dintre NaAlg si CS a fost urmarita prin titrari
potentiometrice si conductometrice iar comportarea globala a sistemului a fost urmarita prin
titrari turbidimetrice. Concentratiile utilizate au fost: Ccs=5x10™ egl/L, CNaA.g:5><10'3 eq/L.
Pentru a diminua efectele diluarii sistemului, concentratia partenerului titrant a fost cu un ordin
de marime mai mare decét cea a partenerului titrat. Valorile pH-ului, conductivitatii si turbiditatii
a fost reprezentata ca o functie a raportului molar (echivalent) dintre parteneri, calculata din
volumele adaugate si concentratii.

Schema 18 arata ca formarea complexului interpolielectrolitic are loc cu eliberarea in
mediu, de ioni cu masa moleculara mica, cu mobilitate diferita fata de cea a macroionilor de
plecare. Astfel este de asteptat sa apara variatii ale conductivitatii specifice a mediului din timpul
reactiei.
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Datorita unui exces de CS fnainte de punctul de echivalenta, echilibrul de disociere
corespunzator poate fi considerat ca in schema 19.

WNH3+C|_ + HZO - NWNHZ + H3O+ + cl

Schema 19. Echilibrul de disociere al CS in apa

Forma curbei conductometrice (Figura 26) poate fi explicata calitativ, dupa cum
urmeaza: valoarea initiala a conductivitatii corespunde conductivitatii solutiei de CS
(INaAlg])/[CS]=0). Pentru [NaAlg]/[CS]<1 se observa o comportare de descrestere liniara, odata
cu cresterea raportului [NaAlg]/[CS]. Datorita faptului ca solutiile utilizate sunt foarte diluate,
constantele de disociere ale solutiilor de CS si Alg sunt relativ mari si echilibrul este deplasat
spre reactia de disociere a gruparii NH3"CIl" si COO'Na” si din aceastd cauzi conductivititile
solutiilor sunt mari. Modificarea pantei curbei la [NaAIlg]/[CS]=0,6, indica faptul ca formarea
complexului s-a terminat. Dupa punctul de echivalenta se observa o crestere a pantei curbei,
aceasta datorandu-se excesului de Alg ce disociaza, conform schemei 20:

wwCOO Na* + H,0 === wCOOH 4+ HO + Na'

Schema 20. Echilibrul de disociere al NaAlg in apa

Pe curba de titrare potentiometrica (Figura 27) se observa comportarea caracteristica
neutralizarii unui acid slab cu o baza slaba. pH-ul de plecare rezulta din disocierea CS (Schema.
19). Cu prima adiugare de Alg, pH-ul mediului creste, datoritd consumarii ionilor NH3"CI™ in
reactia interpolielectrolitica, ceea ce duce la deplasarea echilibrului de disociere a CS catre
stinga. Cand neutralizarea este completa, apare punctul de echivalenta care este localizat la
valoarea [NaAlg]/[CS]=0,6. Cresterea pH-ului dupa punctul de echivalenta se datoreaza
excesului de NaAlg din sistem. (Schema 20). Valoarea obtinuta pentru raportul [NaAlg]/[CS] la
punctul de echivalenta, confirma formarea unui complex ne-stoechiometric.
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Titrarea potentiometrica si cea conductometrica sunt in concordanta, indicand o interactie
electrostatica a partenerilor in raport ne-stoechiometric [NaAlg]/[CS]=0,6. Adaosul de sare cu
masa moleculara mica (0,01M) aduce modificari in stoechiometria sistemului si anume duce la o
usoara scadere a continutului de NaAlg din complexul final [NaAlg]:[CS]=0,5.

Curbele de titrare turbidimetrica reprezentate in Figura 28 evidentiaza o crestere brusca a
adaos de sare, fiind in buna concordanta cu rezultatele obtinute prin metodele electrochimice.
Aceasta sugereaza ci interactia dintre parteneri are loc prin forte electrostatice. Tn cazul
adaosului de sare se observa o usoara scaderea a continutului de NaAlg din complex, ntr-un
raport ne-stoechiometric [NaAlg]:[CS]=0,5 care de asemenea este in buna concordanta cu
rezultatele obtinute prin titrare potentiometrica.
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Arguelles-Monal si colaboratorii [44], au obtinut un complex ne-stoechiometric CS-Alg,
prin adaugarea solutiei de CS peste NaAlg in raportul [CS]/[Alg]=0,7%0,02 si au subliniat faptul



ca compozitia complexului CS-Alg este independenta de compzitia chimica a NaAlg utilizat si
de masa moleculara a CS.

Complexul CS-Alg preparat prin interactia partenerilor a fost separat prin centrifugare,
spalat cu apa bidistilata, uscat prin liofilizare si caracterizat prin spectre FT-IR si analiza
termogravimetrica.

Spectroscopia FT-IR

Spectrele inregistrate pentru CS, NaAlg, complex si amestec fizic sunt prezentate in
Figura 30.

Spectrul pentru CS prezinta o bandi de slaba intensitate la 2879 cm™ datorata legaturii C-
H, o banda la 1655 cm™ pentru alungirea legaturii carbonil C=0 a amidei secundare, o banda la
1599 cm™ (vibratia legaturii N-H in aminele primare neacetilate), benzi la 1423 si 1381 cm™
(deformari simetrice ~CH3), 1321 cm™ (alungirea gruparii amidice N-H si benzi la 1155, 1078,
1032 cm™ (puntea de oxigen din C-O-C din ciclul polizaharidic) [30, 31].

Benzile de la 1624 cm™ si 1425 cm™ prezente n spectru FT-IR al NaAlg sunt atribuite
vibratiilor de ntindere asimetrice si simetrice ale anionilor carboxil. Tn plus, benzile de la 1300
cm™ (intinderea legaturii C-O), 1101 cm™ (intinderea legaturii C-C), 1028 cm™ (intinderea
legaturii C-O), 947 cm™ (intinderea legaturii C-O) sunt atribuite scheletului polizaharidic, iar
benzile de la 3421 cm™ sunt atribuite gruparilor OH [31].
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Figura 30. Spectrul FTIR pentru CS (a), NaAlg (b), complex (c) si amestec fizic (c)



In complexul CS-Alg se regasesc principalele vibratii caracteristice celor doi parteneri
polimeri, in plus banda de la 1598 din CS este deplasata 1543 cm™ datorita interactiei
electrostatice dintre grupele cationice din CS si cele anionice din NaAlg (R-COO™"NHs'-R).

Tn spectrul FTIR al amestecului fizic se regasesc benzile principale caracteristice
polimerilor parteneri, fara sa apara deplasari de benzi.

Caracterizarea termogravimetrica
Termogramele Tnregistrate in atmosfera inerta la viteza de ncalzire de 10°C/min in

intervalul de temperatura 25-900°C pentru CS, NaAlg, complex si amestec fizic sunt prezentate
in Figura 31-32.
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Pe baza curbelor termogravimetrice, utilizandu-se softul STAR, aferent celulei de analiza
termica Mettler Toledo care permite si prelucrarea matematica a curbelor de pierdere in greutate,
s-au obtinut principalele caracteristici termogravimetrice, care sunt prezentate in Tabelul 10.

Se constata, ca temperatura la care incepe pierderea in greutate a compusilor studiati se
situeaza la valori sub 100°C, cand se indeparteaza urmele de solventi/apa, folositi la prepararea



probelor. Descompunerea termica a sistemelor polimere studiate, se realizeaza in doua pana la
patru etape de degradare, cu pierderi de masa diferite.

Tn cazul CS cea mai importanta pierdere de masa s-a inregistrat in cea de a doua etapa de
degradare, la temperaturi cuprinse intre 276 si 466°C. Cantitatea de reziduu ramasa la
temperatura de 900°C se situeaza in jurul valorii de 28%. Daca se compara caracteristicile
termice obtinute in atmosfera inerta cu cele prezentate anterior pentru inregistrarile obtinute n
aer se constata o valoare mai mare pentru temperatura la care incepe descompunerea termica in
azot decat Tn aer si absenta etapei de termooxidare obtinuta in aer la temperaturi mai mari de
420°C.

Descompunerea termica a NaAlg are loc in patru etape, cea mai importanta pierdere de
masa avand loc Tn etapa a doua (aproximativ 36%) la temperaturi cuprinse intre 209-266°C.
Temperatura la care viteza de degradare este maxima Tn aceasta etapa este in jurul valorii de
250°C.

Tabel 10. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea CS, NaAlg, complex si amestec

fizic
Sample Degsiztéztlon (;Ié) E;%a; (;Ié) W% Reziduu
| 48 71 105 754
> I 276 300 466 6411 o>
| 50 77 106 12,99
I 209 250 266 36,44
NaAlg 22,34
i 384 448 497 1185
Y% 687 719 723 16,38
| 56 72 135 932
Complex I 199 217 242 2590 2933
i 242 283 575 3545
| 52 77 112 1037
I 215 248 258 23,47
Amestec
fizic Il 284 297 314 1492 23,36
\Y% 399 443 477 14,82
\ 695 749 774 13,06

Curbele DTG si datele prezentate in tabelul 10 evidentiaza o comportare diferita pentru
complex comparativ cu partenerii individuali, degradarea termica avand loc in trei etape cu cea
mai importanta pierdere de masa in intervalul de temperatura 242-575°C.

Tn cazul analizei descompunerii termice a amestecului fizic, dupa indepartarea umiditatii
din proba, se regasesc etapele de degradare ale celor doi parteneri. Primele doua etape sunt
corespunzatoare etapei de degradare a NaAlg, etapa Ill este corespunzatoare degradarii CS n
intervalul de temperatura 280-314°C, iar ultimele doua etape de degradare corespund degradarii
NaAlg in intervalul de temperatura 380-500°C respectiv 690-720°C.

Daca neglijam pierderea de apa si consideram drept criteriu al stabilitatii termice T; sau
Tmax, Stabilitatea termica scade conform seriei:

CS > NaAlg > Complex



Datele cinetice: ordinul de reactie (n), energia de activare (Ea) si factorul preexponential
(A) pentru toate etapele de degradare, determinate prin metoda Freemann-Caroll, sunt prezentate

n tabelul 11.

Tabel 11. Date cinetice determinate prin metoda Freemann-Caroll pentru CS, NaAlg, complex si

amestec fizic

Metoda Freeman-Caroll

Proba )
Degradation n Ea (kJ/mol) In A
stage
s | 12820027 5/72t134 1517%048
I 11140004 240,15+ 057 46.14+0.12
| 142+0017 6312069 16,93%0,25
+ + +

NaAlg I|I|I 2220017 298162273 6473064
IV 1,03+0,045 187,17+883 16,86+ 1,09

| - - -
Complex 1 14540017 10862+138 21,72+0,35
I 1+0021  4712+166 4,63+037
| 11740017 573307 1490%0,25
Amestec 1 072+0,047 121,06+508 23,09+1.21
bt I 261+0,025 29885+340 59,14+073
IV 098+0,052 7552+523  7,16+092
v 0,760,045 21436+888 19,83+1,09

Din datele cinetice se observa ca ordinul de reactie variaza intre 0,7-2,6 iar pentru energia
de activare valori mai mari de 200 kJ/mol s-au obtinut Tn cea de a doua etapa pentru CS respectiv
NaAlg. Valorile Ea obtinute pentru complex sunt diferite de cele ale partenerilor, confirmand
formarea acestuia. Valorile obtinute pentru amestecul fizic confirma regasirea etapelor de
degradare ale partenerilor.

IVV.3. Sistemul chitosan-dextran

Determinarea gradului de substitugie

DS a fost procurata de la Sigma-Aldrich, Suedia, cu 0 masa moleculara de 100000 g/mol
si a fost utilizat fara o purificare prealabila. Pentru determinarea gradului de substitutie a
dextranului, 0,2 g de dextran sulfat (sub forma de sare de sodiu) (DS) au fost dizolvate in 100
mL apa bidistilata dupa care au fost trecute pe o rasina schimbatoare de ioni IR-120 (Amberlite).
Solutia de DS astfel adusa Tn forma acida (Dx) a fost titrata cu o solutie de NaOH 0,1N, pana la
punctul de echivalenta, utilizandu-se atdt metoda potentiometrica (Figura 33) cét si cea
conductometrica (Figura 34). Tn mod similar a fost preparata o proba oarba de DS, care a fost
titrata n aceleasi conditii prin metoda potentiometrica si cea conductometrica.
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Intre cele doua metode s-a observat o concordanti foarte buna. Punctele de echivalenta
determinate din curbele potentiometrice si cele conductometrice corespunzand celor calculate
teoretic. Valorile pH-ului si ale conductivitatii au fost reprezentate ca o functie a gradului de
neutralizare (o), calculat din volumele adaugate si concentratii.

Continutul de sulf determinat prin cele doua metode de titrare a fost de 20%, ceea ce
corespunde unui numar de 2,8 grupari OSO3 pe unitatea structurala de DS.

IV.3.2. Obtinerea complexului CS-DS

Interactia intre parteneri macromoleculari purtand sarcini de semn opus este considerata
n general de natura electrostatica. Tn cazul studiat se admite deci ca interactia dintre chitosanul
sub forma de clorhidrat si sarea de sodiu a dextranului sulfat, poate avea loc conform schemei
22.
T+

NH;—R + .
Na + C

0wt -+ 0
oo a + d« NH;—R ———= o < +
o/ X0 o/ o

Schema 22. Interactia DS cu CS



Pentru studiul sistemului CS-DS au fost utilizate solutii diluate ale partenerilor, iar
concentratiile utilizate au fost: Ccs=5%10™ eq/L, Cps=5x10" eqg/L. Solutia de CS a fost titrata cu
DS si pentru a diminua efectele diluarii sistemului, concentratia DS a fost cu un ordin de marime
mai mare decét cea a CS.

CS a fost dizolvat prin adaugarea unei cantitati stoechiometrice de HCI 0,1N, pentru a
prepara clorhidratul de CS.

Interactia dintre cei doi parteneri fost urmarita si prin titrare potentiometrica si titrare
conductometrica, iar comportarea globala a sistemului a fost urmarita prin titrare turbidimetrica.
Tn cele ce urmeaza sunt prezentate rezultate pentru concentratiile la care complexul separa din
solutie si poate fi caracterizat prin tehnicile de titrare mentionate. La concentratii cu un ordin de
marime mai mari decat cele utilizate in studiu, interactia dintre parteneri nu a mai putut fi
urmarita prin tehnicile de titrare. Tn toate cazurile, valoarea marimii masurate a fost reprezentata
n functie de raportul molar dintre parteneri, calculat din volumele si concentratiile de lucru.

Tn Figura 36 este prezentata titrarea potentiometrica dintre cei doi parteneri, in prezenta si
n absenta de sare cu masa moleculara mica. Din curba potentiometrica se observa ca interactia
ditre parteneri are loc intr-un raport stoechiometric de 1:1 asa cum este prezentat si in schema 22.
Adaosul de sare cu masa moleculara mica, nu influenteaza stoechiometria complexului.
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Figura 36. Titrarea potentiometrica a CS cu DS (Ccs=5%10" eq/L;
Cps=5%107 eq/L)
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In cazul titrarii conductometrice (Figura 37) se observa doua puncte de inflexiune:
primul, si cel mai evident, la un raport dintre parteneri de ~0,6 iar al doilea punct de inflexiune,
mai putin vizibil, se observa la un raport dintre parteneri de 1:1.

16 | |©OMNaCl Figura 38. Titrarea turbidimetrica a CS
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Curbele de titrare turbidimetrica prezentate in Figura 38, evidentiaza o crestere brusca a
turbiditatii Tn jurul valorii 1 a raportului dintre parteneri [DS]/[CS] fiind in concordanta cu
titrarea potentiometrica, aceasta sugerand ca interactia dintre parteneri are loc prin forte
electrostatice. Adaosul de electrolit cu masa moleculara mica duce la o usoara crestere a
turbiditatii sistemului dupa punctul de echivalenta, odata cu cresterea concentratiei electrolitului,
datorita faptului ca ionii electrolitului influenteaza stabilitatea complexului format.

Complexul CS-DS preparat prin interactia partenerilor a fost separat prin centriugare,
spalat cu apa bidistilata, uscat prin liofilizare si caracterizat prin spectre FT-IR si analiza
termogravimetrica.

Spectroscopia FT-IR

Spectrele CS, DS, complex si amestec fizic, sunt prezentate in Figura 40.

Spectrul pentru CS prezinta o banda de slaba intensitate la 2879 cm™ datorata legaturii C-
H, o bandi la 1655 cm™ pentru alungirea legaturii carbonil C=0 a amidei secundare, o bandi la
1599 cm™ (vibratia legaturii N-H in aminele primare neacetilate), benzi la 1423 si 1381 cm™
(deformari simetrice —CH3), 1321 cm™ (alungirea gruparii amidice N-H [30, 31] si benzi la
1155, 1078, 1032 cm™ (puntea de oxigen din C-O-C din ciclul polizaharidic) [32].

Tn spectrul FT-IR al DS se observa doua benzi de absorbtie caracteristice la 1024 si 1260
cm™ ce descriu vibratiile simetrice si asimetrice ale gruparii SOO™ si o banda la 817 cm™ ce
indica o vibratie simetrica pentru legatura C-O-S asociata gruparii C-O-SO; [32, 45]. Se mai
observa benzile caracteristice vibratiilor de valenta la 3500-3200 cm™ pentru gruparile OH si la
2978 cm™ pentru grupirile CH si CHy, iar la 1024-980 cm™ se observa benzile caracteristice
pentru legatura C-O-C din inelul piranozic sau din legatura a-(1-6).

Benzile de la 1598 cm™ (pentru CS) si 1260 cm™ (pentru DS) pot fi utilizate pentru a
monitoriza formarea complexului avand in vedere ci sunt exclusive pentru cei doi polimeri. Tn
spectrul FT-IR al complexului, benzile de la 1529 si 1260 cm™, care sunt in concordanti cu
mecanismul propus de interactia electrostatica dintre cei doi polielectroliti, conform schemei 22,
indica clar interactia dintre grupele ionogene [32].
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Figura 40. Spectrele FT-IR pentru CS (a), DS (b), complex (c) si amestec fizic (d)
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Tn spectrul FTIR al amestecului fizic se regasesc toate benzile caracteristice ale celor doi
parteneri, fara nici o modificare.

Caracterizarea termogravimetrica

Termogramele inregistrate in atmosfera inertd cu viteza 10°C/min de la temperatura
camerei pana la 900°C pentru CS, DS, complex si amestec fizic sunt prezentate in Figura 41-42
si principalele caracteristice termogravimetrice sunt prezentate in tabelul 12. Se constata un

proces complex de descompunere termica ce se realizeaza in doua pana la patru etape, in functie
de structura chimica, respectiv compozitia chimica a probelor analizate.
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Analiza termogravimetrica arata ca temperatura la care incepe pierderea de masa a
compusilor studiati se situeaza la valori sub 100°C, cand se indeparteaza urmele de solventi/apa
din prepararea probelor.
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Tabel 12. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea CS, DS, complex si amestec

fizic
Etapa de T; T max Tt 0 ]
Proba degradare °C) °C) °C) W% | Reziduu
cS | 48 71 105 7,54 28 35
1 276 300 466 | 64,11 '
| 68 88 127 5,09
11 218 223 220 | 18,46
DS 11 220 256 276 | 30,46 19.92
Vv 727 751 781 | 26,07
| 59 85 128 | 10,37
Complex T 220 | 233 | 340 |6366] >
I 62 81 120 | 6,37
Amestec 11 216 226 226 8,75
fizic I 226 | 256 | 265 | 17,84 | 26,39
v 265 295 322 | 23,26
V 731 748 762 | 17,39

Descompunerea termica a DS are loc in patru etape, cea mai importanta pierdere de masa
avand loc in etapa trei (aproximativ 31%) la temperaturi cuprinse intre 220 270°C. Temperatura
la care viteza de degradare este maxima in aceasta etapa este in jurul valorii de 256°C. La
sfarsitul etapei a I1l a de descompunere termica a DS se formeaza un intermediar stabil a carei
degradare continua la temperaturi mult mai mari, de peste 700°C.

Curbele DTG prezentate in Figura 42 dar si datele termogravimetrice prezentate n
Tabelul 12 evidentiaza o comportare diferita pentru complex comparativ cu partenerii
individuali, degradarea termica avand loc in dous etape. Tn cea de-a doua etapa are loc pierderea
de masa cea mai importanta (aproximativ 64%), ih domeniul de temperatura 220°C-340°C.



Tn cazul analizei descompunerii termice a amestecului fizic, dupa indepartarea umiditatii
din proba, se regasesc etapele de degradare ale celor doi parteneri. Tmax, pentru amestecul fizic,
in primele trei etape este corespunzator primelor trei etape de degradare a DS, iar in a patra etapa
este corespunzator etapei a doua de descompunere termica a CS.

Considerand drept criteriu al stabilitatii termice, temperatura la care degradarea termica
Tncepe, stabilitatea termica scade conform seriei:

CS >Complex> DS

Datele cinetice pentru toate etapele de degradare, determinate prin metoda Freemann-
Caroll, sunt prezentate in tabelul 13 si confirma de asemenea formarea complexului CS-DS.

Tabel 13. Date cinetice determinate prin metoda Freemann-Caroll pentru CS, DS, complex si
amestec fizic

Metoda Freeman-Caroll

Proba c y
tapa de
degradare n Ea (kJ/mol) In A
CS | 1,28 £ 0,027 57,72 + 1,34 15,17 £ 0,48
1 1,11 £ 0,004 240,15+ 0,57 46,14 + 0,12
| 1,31 +£0,054 43,74 + 1,86 9,27 £ 0,65
DS . - ) -
1l 0,32 +0,028 37,64 +251 3,15+ 0,60
AV 2,15+ 0,023 817,57 +7,52 91,89+ 0,90
Complex [ 1,61+ 0,023 49,86 + 0,78 11,58 +£ 0,27
I 0,80 £ 0,080 304,81 + 12,86 68,05 + 3,12
I - - -
Amestec . ) ) )
fizic 1 0,42 + 0,010 35,37+ 1,06 2,62+0,25
v 2,92 +0,032 290,01 + 3,96 57 £ 0,85
\V/ - - -

Ordinul de reactie variaza ntre 0,3-3 iar pentru Ea cele mai mari valori s-au obtinut in
etapa IV pentru DS (~817 kJ/mol). Datorita valorii mari a energiei de activare presupunem ca
degradarea DS are loc dupa un mecanism complex cu scindarea unor legaturi din scheletul
polizaharidic. Comportari similare au fost observate si la alte polizaharide, ce au prezentat o
discrepanta in comportare comparativ cu majoritatea polizaharidelor studiate [169, 170]. Valorile
Ea pentru complex sunt diferite de cele ale partenerilor, confirmand formarea acestuia.

IV.4. Sistemul chitosan-gelan

IV.4.2. Obtinerea de capsule CS-Gel

Formarea complecsilor polielectrolitici polianion-polication este determinata in principal
de un mecanism electrostatic in care neutralizarea sarcinilor si posibilele compensari locale sau
legaturi (cum ar fi legaturile de hidrogen, fortele Coulomb, fortele van der Waals si fortele de
transfer) mediate de contraioni, induc atractii intre segmente separate ale polielectrolitilor [48].
Cu cat densitatea de sarcina a polimerului este mai scazuta, cu atat este mai mare proportia de
polimer din complexul polielectrolitic, deoarece sunt necesare mai multe lanturi polimerice
pentru a interactiona cu celalalt polimer, conducand la un complex polielectrolitic voluminos



[49]. Deoarece CS are o structura rigida stereo-regulata, formarea complexului polielectrolitic
poate induce o modificare conformationala a polielectrolitului partener, daca cel din urma are o
structura flexibila [50]. Complecsi polielectrolitici cu diferite caracteristici pot fi obtinuti prin
modificarea diferitelor caracteristici ale polimerilor componenti, cum ar fi: masa moleculara,
flexibilitatea, structura grupelor functionale, densitatea de sarcina, echilibrul hidrofilitatate-
hidrofobicitate, precum si conditiile de reactie: pH-ul, taria ionica, concentratia, raportul de
amestecare si temperatura [48].

Studiul interactiei dintre o polizaharida anionica si una cationica a condus la structuri
caracteristice la interfata in solutie apoasa. H Yamamoto si colaboratorii [51]. au raportat patru
conformatii structurale diferite ale suprafetei, cum ar fi capsule si fibre obtinute prin complexare
poliionica dintre CS si Gel (Schema 24) [52, 53].
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Schema 24. Reprezentarea schematica a
interactiei dintre CS si Gel

Prepararea capsulelor

@ (b)
Figura 43. Capsule CS-Gel nainte (a) si dupa uscare (b)

Pentru studiul de fata am ales sistemul CS-Gel, cand solutia de Gel a fost adaugata peste
solutia de CS, deoarece capsulele obtinute astfel s-au prezentat suficient de stabile la solicitari
mecanice si agitare usoara, comparativ cu sistemul CS-Gel (in care solutia de CS este adaugata
peste solutia de Gel), cand capsulele obtinute au fost destul de fragile chiar si la 3 ore dupa
maturare. Situatii asemanatoare au fost raportate n literatura pentru sistemul CS-Alg, céand



capsulele obtinute au prezentat o stabilitate mai buna la adaugarea Alg peste CS si nu invers
[43].

Capsulele CS-Gel preparate prin interactia partenerilor au fost separat prin filtrare,
spalate cu apa bidistilata, uscate prin liofilizare (Figura 43.b) si caracterizat morfologic si prin
spectroscopie FT-IR si analiza termogravimetrica.

Microscopie electronica de baleiaj (SEM)
Pentru identificarea caracteristicilor morfologice s-a optat numai pentru sistemul CS-Gel
inraport 0,5 : 1 % wiv.

Figura 44. Imagini SEM pentru capsulele CS-Gel la raport 0,5:1

Caracteristicile morfologice ale capsulelor de hidrogel CS-Gel, sunt prezentate in Figura
44.a, b. Structura de ansamblu a capsulelor de gel CS-Gel prezinta un aspect poros cu falduri si
se observa atat la magnitudine de 500um cét si 300um ca suprafata exterioara este neuniforma,
avand o structura cu aspect friabil, probabil datorita prezentei Gel in sistem. Structura poroasa a
determinat capacitatea de umflare a capsulelor CS-Gel in mediu apos, permitand astfel
incorporarea ulterioara a unei cantitati mari de medicament.

Spectroscopia FT-IR

Spectrele CS, Gel, CIM si amestec fizic, sunt prezentate n Figura 45.

Tn spectrul FTIR al Gel se observi benzile caracteristice vibratiilor de valent la 3414 cm’
! pentru gruparile -OH si la 2924,08 cm™ pentru gruparile -CH si -CH,. Se observa de asemenea
benzi la 1616,34 cm™ si la 1402,25 cm™ caracteristice vibratiilor asimetrice si simetrice ale
gruparii —COO", la 1029,99 cm™ benzile caracteristice pentru legatura C-O-C din inelul piranozic
sau din legatura -(1-4) [54].

Tn spectrul FTIR al complexului CS-Gel se regisesc principalele vibratii caracteristice
celor doi parteneri polimeri, in plus apare o noua banda de vibratie la 1543 cm™ datorita
interactiei electrostatice dintre grupele cationice din CS si cele anionice din Gel (R-COO
------- NH5*-R).
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Figura 45. Spectrele FT-IR pentru CS (a), Gel (b), complex (c) si Amestec fizic (d)

Caracterizarea termogravimetrica

Termogramele inregistrate pentru CS, Gel, complex si amestecul fizic sunt prezentate n
Figura 46-47 si principalele caracteristici termogravimetrice sunt prezentate in tabelul 15
Curbele termogravimetrice au fost Tnregistrate in atmosfera inerta in intervalul de temperatura
25-900°C cu viteza de ncalzire de 10°C/min. Parametrii operationali au fost pastrati constanti
pentru a obtine date comparabile. Pentru a ne asigura ca am obtinut date reproductibile au fost
facute mai multe Tnregistrari pentru aceeasi proba. Analiza rezultatelor obtinute releva un proces
complex de descompunere termica ce se realizeaza in doua péana la patru etape, in functie de

structura chimica, respectiv compozitia chimica a probelor analizate.
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Figura 46. Curbele TG ale CS, Gel,
complex si amestec fizic



Din termograme se constata pierderi de masa la temperaturi sub 100°C, cand se

indeparteaza urmele de solventi/apa, folositi la prepararea probelor.
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Figura 47. Curbele DTG ale CS,
Gel, complex si amestec fizic

Degradarea tuturor probelor analizate nu este completa in cazul fiecareia la temperatura
de 900°C ramane o cantitate de reziduu cuprinsa ntre 10 si 30%

Tabel 15. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea CS, Gel, complex si amestec

fizic

Proba di?&adgfe (;g) -(I;”g)x (;Ig) W% | Reziduu
| 48 71 105 7,54

€S I 276 300 466 | 64,11 28,35
| 54 71 122 9,63

Gel | 241 252 273 | 5581 | 1717
i 679 733 900 | 17.39
| 51 88 124 | 14,79

Complex 1 246 256 343 160,21 | 10,24
1l 680 727 900 | 14,76
| 49 76 116 | 10,04

Amestec I 242 | 251 | 262 |28,13

Fizic I 289 | 302 | 349 | 2839 | 242
v 698 757 900 9,24

Descompunerea termica a Gel se realizeaza in trei etape, cea mai insemnata pierdere de
masa se constata Tn etapa a doua la temperaturi cuprinse intre 240-270°C. Temperatura la care
viteza de degradare este maxima in aceasta etapa se situeaza in jurul valorii de 252°C.

Curbele DTG (Figura 46) evidentiaza o comportare diferita pentru complex comparativ
cu partenerii individuali si amestecul lor fizic. Interactia dintre CS si Gel este confirmata de
succesiunea etapelor de descompunere termica, diferite de cele ale partenerilor si a amestecului



fizic. Caracteristicile termice din etapa a doua sunt apropiate ca valoare de cele ale Gel, dar T;
este diferit de a celor doi parteneri. Acest lucru poate fi pus pe seama modalitatii de realizare a
complexului, astfel capsulele CS-Gel au miezul constituit din Gel iar complexarea dintre cei doi
parteneri se face la suprafata, formand membrana capsulei.

Tn cazul analizei descompunerii termice a amestecului fizic, dupa indepartarea umiditatii
din proba, se regasesc etapele de degradare ale celor doi parteneri. Tmax, pentru amestecul fizic,
n a doua etapa este corespunzator etapei principale de degradare a Gel, iar in a treia etapa este
corespunzator descompunerii CS.

Considerand drept criteriu al stabilitatii termice temperatura la care degradarea termica
incepe si temperatura la care viteza de degradare este maxima, putem spune ci stabilitatea
termica scade conform seriei:

CS >Complex> Gel

Capitolul V
Potentiale aplicatii ale complecsilor polielectrolitici in
eliberarea controlatd de medicament

V.2.1. Sistemul DS-CFX

Cinetica eliberarii in vitro a CFX din particulele DS-CFX

Curbele de eliberare in vitro a CFX sunt prezentate in Figura 49. Comportamentul de
eliberare in vitro a CFX din nanoparticulele DS-CFX in mediu acid (pH=1,5) a indicat faptul ca
dupa 48 ore de elutie cantitatea de medicament eliberata reprezinta aproximativ 70% din totalul
de CFX incorporat, n timp ce in mediu slab alcalin (pH=7,4) cantitatea de CFX eliberata dupa
48 ore de elutie reprezinta aproximativ 87,6% din cantitatea totala de medicament incorporata.
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Figura 49. Eliberarea in vitro a
CFX din complexul DS-CFX in
mediu acid si Tn mediu slab
alcalin

(mg CFX eliberata/mg proba)x100

0 6 12 18 24 30 36 42 48
timp (ore)

Cantitatea mai mica de CFX eliberata in mediu acid indica faptul ca probabil in acest
mediu legaturile dintre DS si CFX sunt puternice, nepermitand astfel eliberarea completa a
medicamentului nici dupa 48 ore de elutie.

Ecuatia propusa de Ritger si Peppas poate fi aplicata pentru ambele valori de pH ale
mediilor Tn care au fost efectuate studiile de eliberare in vitro a CFX (figura 50 si 51).



Figura 50. Variatia In(Mt/Mf) in
functie de timp  pentru
complexul DS-CFX la pH=1,5
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Din reprezentarile grafice au fost determinati parametrii difuzionali k, n cu coeficientii de
corelatie R?, valorile acestora fiind prezentate in tabelul 17.

Tabel 17. Valorile parametrilor n si k obtinute in urma aplicarii modelului Ritger si
Peppas pentru particulele DS-CFX
pH=15 pH=74
n k(ore™ R’ n k(ore™ R
0,710 0,112 966 0,217 0,578 0,993

Valorile obtinute pentru parametrii difuzionali au indicat ca mecanismul de eliberare a
CFX din nanoparticule a fost controlat de difuzie de tip non-Fickian la pH=1,5 in 48 ore de elutie
si prin difuzie de tip Fickian la pH=7,4 in 24 ore de elutie.

Analiza termogravimetrica pentru sistemul DS-CFX

Asa cum a fost raportat si de alti autori [55], Tn cazul CFX nu au putut fi inregistrate
termogramele, deoarece descompunerea termica a acestuia are loc cu explozie (T;=372°C).
Descompunerea termica a complexului DS-CFX, probabil datorita interactiunilor ionice dintre



polimer si medicament, nu mai are loc Th mod exploziv. Termogramele inregistrate pentru DS si
complexul DS-CFX sunt prezentate in figurile 53 si 54 si principalele caracteristice
termogravimetrice sunt prezentate in tabelul 18.
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Figura 53. Curbele TG ale DS si
DS-CFX

Descompunerea termica a complexului DS-CFX are loc in trei etape, ultima etapa fiind
formata dintr-o succesiune de doua procese cu E, apropiate. Pierderea de masa cea mai
importanta a fost inregistrata in etapa I11 (~36%) la temperaturi mai mari de 330°C. Mecanismul
de degradare al complexului difera de cel al DS, descompunerea termica terminandu-se n jurul
temperaturii de 530°C. Analiza termogravimetrica confirma formarea complexului DS-CFX,
care prezinta o comportare diferita de precursor. De asemenea se constata o cantitate de reziduu
mult mai mare la temperatura de 900°C in cazul complexului decét cea obtinuta pentru DS.
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Figura 54. Curbele DTG ale DS
si DS-CFX

Tabel 18. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea DS si DS-CFX

Etapa de Ti Tmax Ts 0 :
Proba degradare °C) °C) °C) W% | Reziduu
DS I 68 88 127 5,09 19,92
| 218 223 220 | 18,46

220

256 276 | 30,46




v 727 751 781 | 26,07

I 54 82 105 | 3,71
DS-CFX I 241 252 286 | 22,49 | 37,28
Il 337 357 524 | 36,52

V.2.2. Sistemul (DS-CFX)-CS

Cinetica eliberarii in vitro a CFX din sistemele (DS-CFX)-CS-1/1

Pentru studiul comportamentului de eliberare a CFX din nanoparticulele a caror suport
este pe baza de DS si CS au fost fost de asemenea utilizate doua medii cu valori de pH diferite,
medii care simuleaza conditiile tractului gastric si intestinal.

Curbele de eliberare in vitro a CFX din cele doua sisteme, (DS-CFX)-CS-1/1-(0,5%
CFEX) si (DS-CFX)-CS-1/1-(1% CFX) sunt prezentate in figurile 57 si 58.

Figura 57. Eliberarea in vitro
a CFX din sistemul (DS-
CFX)-CS-1/1- (0,5% CFX)
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J:L-’ Figura 58. Eliberarea in vitro
a CFX din sistemul (DS-
CFX)-CS-1/1- (1% CFX)
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Se poate observa ca indiferent de cantitatea de CFX utilizata la obtinerea complecsilor pe
baza de DS si CS, gradul maxim de Tncorporare cu CFX a prezentat valori similare, situate in jur
de = 80%.

Tn cazul sistemului (DS-CFX)-CS-1/1-(0,5% CFX),

= Ja pH=1,5 (mediu acid), medicamentul incorporat este eliberat in totalitate in
aproximativ 48 ore de elutie;



= Jla pH=7,4 (in mediu slab alcalin) medicamentul Tncorporat este eliberat in

aproximativ 8 ore de elutie.

Tn cazul sistemului (DS-CFX)-CS-1/1-(1% CFX)

la pH=1,5 (mediu acid), Intreaga cantitate de CFX incorporata este eliberata n
aproximativ 48 ore de elutie
la pH=7,4 (in mediu slab alcalin), medicamentul este eliberat cu o viteza mai
mica, comparativ cu sistemul (DS-CFX)-CS-1/1-(0,5% CFX), Tn aproximativ 24
ore de elutie.

Pentru ambele sisteme a fost de asemenea aplicata ecuatia propusa de Ritger si Peppas, la

ambele valori ale pH-ului mediului de elutie (Figura 59-62).
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Figura 59. Variatia In(Mt/Mf) in
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Figura 60. Variatia In(Mt/Mf) in
functie de timp pentru (DS-
CFX)-CS-1/1-(0,5% CFX) la
pH=7,4
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Astfel au fost determinati parametrii difuzionali k, n cu coeficientii de corelatie R?,

valorile acestora fiind prezentate in tabelul 21.

Tabel 21. Valorile parametrilor n si k obtinute Tn urma aplicarii modelului Ritger si Peppas

Figura 61. Variatia In(Mt/Mf)
in functie de timp pentru (DS-
CFX)-CS-1/1-(1% CFX) la
pH=1,5

Figura 62. Variatia In(Mt/Mf) in
functie de timp pentru (DS-
CFX)-CS-1/1-(1% CFX) la
pH=7,4

pentru nanoparticulele (DS-CFX)-CS, la pH=1,5 si pH=7 4.

Complex PH=15 DH = 7.4

n k(ore") R® n k(ore") R°
(DS-CFX)-CS-1/1-(0,5% CFX) | 0,744 0,134 0,983 | 0,094 0,798 0,985
(DS-CFX)-CS-1/1-(1% CFX) 0,649 0,215 0,978 | 0,166 0,715 0,990

Valorile obtinute pentru parametrii difuzionali au indicat ca mecanismul de eliberare a
CFX din nanoparticule a fost controlat de difuzie de tip non-Fickian la pH=1,5 in 48 ore de elutie
pentru complexul (DS-CFX)-CS-1/1-(0,5% CFX). La pH=7,4 acelasi sistem a eliberat CFX
incorporat printr-un mecanism de tip Fickian in 8 ore de elutie. Tn cazul complexului (DS-CFX)-
CS-1/1-(1% CFX), medicamentul continut a fost eliberat in ambele medii de elutie printr-un
mecanism controlat de difuzie Fickiana, Tn 48 ore in mediu acid si In 24 ore Tn mediu slab

alcalin.

Astfel se poate observa ca aceste doua sisteme obtinute pe baza de DS si CS sunt indicate

pentru eliberarea controlatda a CFX Tn mediu acid.



V.2.3. Sistemul DS-(CS-CFX)

Cinetica eliberarii in vitro a CFX din nanoparticulele DS-(CS-CFX)

Pentru identificarea comportamentului de eliberare a CFX din nanoparticulele a caror
suport este pe baza de DS si CS au fost de asemenea utilizate doua medii, cu valori de pH
diferite, medii care simuleaza conditiile tractului gastric si intestinal.

Curbele de eliberare in vitro a CFX din complexul DS-(CS-CFX) sunt prezentate in

figura 64.
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Figura 64. Curbele de eliberare
in vitro a CFX din complexul
DS-(CS-CFX) la pH=1,5 si
7,4

Se poate observa ca medicamentul este eliberat 90% pe durata a aproximativ 24 ore de
elutie In pH acid iar Tn mediu slab alcalin pe durata a 48 ore de elutie.

Pentru identificarea mecanismului de eliberare a CFX in mediile de pH in care a fost
studiata cinetica de eliberare in vitro, a fost de asemenea aplicata ecuatia propusa de Ritger si

Peppas.
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Astfel au fost determinati parametrii difuzionali k, n cu coeficientii de corelatie R?,
valorile acestora fiind prezentate in tabelul 23.

Tabel 23. Valorile parametrilor n si k obttinute in urma aplicarii modelului Ritger si
Peppas pentru nanoparticulele DS-(CS-CFX), la pH=1,5si 7,4.

pH=15 pH=74
n k(ore™ n k(ore™ R
0,094 0,731 0,993 0,373 0,281 0,996

Tn mediu acid CFX ese eliberat cu viteza mai mare in primele ore de la Inceputul
procesului de elutie, datorita solubilitatii mai mari a CFX in acest mediu.

Valorile obtinute pentru parametrii difuzionali au indicat ca mecanismul de eliberare a
CFX din nanoparticule a fost controlat de difuzie de tip Fickian la pH=7,4 in 48 ore de elutie.

Caracterizarea termogravimetrica

Curbele TG si DTG pentru cele doua sisteme au fost inregistrate in atmosfera inerta la o
vitezd de Incilzire de 10°C/min, de la temperatura camerei pana la 900°C. Tn figurile 68 si 69
sunt prezentate comparativ curbele TG si DTG obtinute. Reprezentarea s-a facut pentru
intervalul 100-500°C pentru o mai buna evidentiere a influentei metodei de sinteza asupra
mecanismului de degradare, avand in vedere ca acesta este intervalul de temperatura in care au
loc procesele de descompunere termica.
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Figura 68. Curbele TG ale
complecsilor (DS-CFX)-CS, DS-
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Sistemul (DS-CFX)-CS, ce a fost preparat in succesiunea (DS—CFX)—CS se
descompune 1n trei etape, cu cea mai mare pierdere de masa in etapa Il (~33%), in intervalul de
temperatura 330-500°C. Al Il-lea sistem, ce a fost preparat Tn succesiunea DS—(CS—CFX)
prezinta tot trei etape de degradare, cu cea mai importanta pierdere de masa in etapa I11 (~30%),
n intervalul de temperatura 330-500°C. Din datele termogravimetrice prezentate in tabelul 24 se
observa ca Tmax pentru sistemul DS-(CS-CFX) prezinta o deplasare de ~10°C fata de valoarea
Tmax pentru sistemul (DS-CFX)-CS, in etapa a Il a si de aproximativ 50°C in ultima etapa.

= (DS-CFX)-CS L
or ——(CS-CFX)-DS Figura 69. Curbele DTG ale
complecsilor (DS-CFX)-CS, DS-(CS-
O 0004 | CFX)
£
5 -0,008 |
£
-0,012 |
-0,016

100 200 300 400 500

T,°C

Tabel 24. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea (DS-CFX)-CS si (CS-CFX)-DS

Etapa de Ti | Tmax | Ts 0 -
Proba degradare o) | o) | o) W% | Reziduu

| 53 74 110 | 4,78
(DS-CFX)-CS I 237 | 245 | 276 | 24,01 37,48
i 336 | 357 | 504 | 33,73
| 54 73 150 | 6,39
CS-(CS-CFX) I 222 | 254 | 308 | 25,39 38,12
11 335 | 411 | 514 | 30,10

Analizand datele obtinute, putem spune ca cele doua probe, obtinute prin metode diferite
de preparare, prezinta mecanisme de degradare diferite, ce depind de ordinea de adaugare a
partenerilor.
Luand Tn considerare temperatura la care incepe degradarea, putem spune ca stabilitatea
termica este influentata de ordinea de adaugare a partenerilor astfel:
(DS-CFX)-CS > DS-(CS-CFX)

Valorile parametrilor cinetici pentru toate etapele de degradare sunt prezentate in tabelul
25. Din datele cinetice se remarca faptul ca valoarea Ea pentru sistemul (DS-CFX)-CS este de
2500kJ/mol iar ordinul de reactie de aproximativ 5, valori ce nu se regasesc nici la sistemul DS-
(CS-CEX), nici la polimerii participanti la reactie si nici la sistemul DS-CFX (date prezentate in
subcapitolul anterior), acest lucru confirméand inca o data existenta unui mecanism de degradare
complex si mecanisme de degradare diferite in functie de modalitatea de obtinere a complecsilor.
Valorile mai mici ale energiei de activare pentru complexul DS-(CS-CFX) confirma faptul ca
acesta are o termostabilitate mai mica comparativ cu cea a complexului (DS-CFX)-CS.



Tabel 25. Date cinetice determinate prin metoda Freemann-Caroll pentru (DS-CFX)-CS si DS-

(CS-CEX)
Metoda Freeman-Caroll
Frobe apa de n Ea (kJ/mol) In A
egradare
I 1,34+ 0,032 55,88 + 1,49 14,27 £ 0,53
(DS-CFX)-CS I - - -
Il 1,31+ 0,025 156,43 £ 2,74 24,64 £ 0,54
I 2,60 £ 0,044 70,09 + 1,42 19,56 £ 0,51
DS-(CS-CFX) I 1+ 0,040 57,66 + 2,40 7,44 + 0,57
Il 0,51 + 0,020 71,81 +£ 2,62 7,30+ 0,48

V.3. Sistemul CS-Gel cu CFX incorporat

Eliberarea in vitro a CFX din sistemele (Gel-CFX)-CS si (CS-GEL)-CFX

Studiile pentru eliberarea in vitro a CFX au fost realizate atat pentru complexul (Gel-
CFX)-CS cét si pentru complexul (CS-Gel)-CFX pentru a putea realiza o comparatie intre cele
doua metode de incorporare a medicamentului si pentru a observa diferentele intre profilele de
eliberare in vitro a CFX. Studiile de eliberare in vitro au fost efectuate in doua medii de pH
diferit, care simuleaza mediile fiziologice ale tractului gastro-intestinal, si anume pH=1,5 (mediu
gastric simulat) si in pH slab alcalin care simuleaza mediul intestinal (pH=7,4).

Curbele de eliberare in vitro a CFX din sistemul (Gel-CFX)-CS sunt reprezentate n
figura 70.

Profilul de eliberare a CFX la pH=1,5 din complexul (Gel-CFX)-CS este diferit de cel
inregistrat la pH=7,4. Se poate observa ca la pH acid medicamentul incorporat a fost aproape in
totalitate eliberat brusc in prima ora de elutie (=70%). La pH slab alcalin, eliberarea
medicamentului are loc treptat in 48 ore de elutie, dar raportat la gradul maxim de incorporare cu
CFX, s-a Tinregistrat o cantitate mai mica de medicament eliberatd, probabil datorita
compactizarii sistemului (Gel-CFX)-CS la pH=7,4 nepermitand eliberarea in totalitate a CFX
continut Tn sistem.

Figura 70. Eliberarea in vitro a
CFX din complexul (Gel-CFX)-
. CS
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La pH=1,5 complexul (Gel-CFX)-CS este mai solubil si din aceasta cauza CFX este
eliberat in totalitate in primele doua ore de la inceputul procesului de elutie.



La pH=7,4 a fost aplicatd ecuatia propusa de Ritger si Peppas pentru determinarea
parametrilor difuzionali si implicit pentru identificarea mecanismului de eliberare a CFX (Figura
71)
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Astfel au fost determinati parametrii difuzionali k, n cu coeficientii de corelatie R,
valorile acestora fiind prezentate n tabelul 26.

Tabel 26. Valorile parametrilor n si k obtinute in urma aplicarii modelului Ritger si Peppas
pentru complexul (Gel-CEX)-CS la pH=7,4
pH=7,4
n k(ore™ R’
0,352 0,377 0,993

Valorile obtinute pentru parametrii difuzionali au indicat ca mecanismul de eliberare a
CFX din complexul (Gel-CFX)-CS a fost controlat de difuzie de tip Fickian la pH=7,4 in 48 ore
de elutie.

Curbele de eliberare in vitro a CFX din sistemul (CS-Gel)-CFX, obtinut prin metoda
indirecta sunt reprezentate in figura 72.

Profilele de eliberare in vitro a CFX din complexul (CS-Gel)-CFX prezinta un
comportament similar cu cel inregistrat pentru complexul (Gel-CFX)-CS, la ambele valori de pH
la care a fost studiata eliberarea CFX. Astfel la pH=1,5 medicamentul incorporat in sistem a fost
eliberat in totalitate Tn prima jumatate de ora, datorita dizolvarii rapide a complexului (CS-Gel)-
CFX.

Similar cu comportamentul complexului (Gel-CFX)-CS, sistemul (CS-Gel)-CFX cu
medicament incorporat prin difuzie a eliberat treptat CFX continut in suport pe parcursul a doar
8 ore de elutie la pH=7,4. De asemenea, medicamentul incorporat nu a fost eliberat Tn totalitate,
datorita compactizarii suportului la pH slab alcalin.

La pH=7,4 a fost aplicata ecuatia propusa de Ritger si Peppas pentru determinarea
parametrilor difuzionali si implicit pentru identificarea mecanismului de eliberare a CFX (Figura
73).
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Astfel au fost determinati parametrii difuzionali k, n cu coeficientii de corelatie R?,
valorile acestora fiind prezentate Tn tabelul 27.

Tabel 27. Valorile parametrilor n si k obtinute in urma aplicarii modelului Ritger si Peppas
pentru complexul (CS-Gel)-CFX obtinut prin metoda indirecta, la pH=7,4
pH=74
n k(ore™ R
0,1839 0,775 0,995

Valorile obtinute pentru parametrii difuzionali au indicat ca mecanismul de eliberare a
CFX din complexul (CS-Gel)-CFX a fost controlat de difuzie de tip Fickian la pH=7,4 Tn 8 ore
de elutie.

Modelul Ritger si Peppas nu a fost aplicat si pentru pH acid datorita faptului ca in acest
mediu, suportul a eliberat medicamentul in totalitate in primele 30 de minute de elutie.



Eliberarea in vitro a CFX din filmul Gel-CFX

Comportamentul la eliberare in vitro a CFX din filmul Gel-CFX a fost investigat in doua
solutii de pH=1,5 si pH=7,4 (Figura 74).

La pH slab alcalin, se poate observa faptul ca CFX incorporat in film a fost eliberat Tn
totalitate pe parcursul a 8 ore de elutie, viteza de eliberare fiind mult mai lenta.
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Aplicarea ecuatiei propuse de Ritger si Peppas pentru filmul Gel-CFX la pH=7,4 a
permis identificarea mecanismului de eliberare (Figura 75).
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Astfel au fost determinati parametrii difuzionali k, n cu coeficientii de corelatie R?,
valorile acestora fiind prezentate in tabelul 28.

Tabel 28. Valorile parametrilor n si k obtinute in urma aplicarii modelului Ritger si Peppas
pentru filmul Gel-CFX, pH 7,4

pH=74
n k(ore ™k R
0,278 0,589 0,992

Parametrii difuzionali obtinuti au indicat faptul ca eliberarea la pH=7,4 a CFX
Tncorporata n filmul Gel-CFX a fost controlata de difuzie de tip Fickian pe parcursul a 8 ore de
elutie.



Tn mediu acid (pH=1,5), sistemul prezinta un comportament similar sistemului (CS-Gel)-
CFX, medicamentul fiind eliberat Tn totalitate Tn primele 10 min de elutie datorita dizolvarii
filmului Tn acest mediu.

Caracterizarea termogravimetrica

Principalele caracteristici termogravimetrice si etapele de degradare termica a sistemelor
studiate sunt prezentate in figurile 76-77 si tabelul 29. Temperatura la care incepe degradarea
termica a compusilor studiati se situeaza la valori sub 100°C cand se indeparteaza urmele de
apa/solventi folositi la prepararea probelor. Degradarea termica in atmosfera inerta la viteza de
incalzire de 10°C/min a probelor Gel-CFX si CS-(Gel-CFX), are loc in trei pana la patru etape,
cu diferite pierderi procentuale de masa. Cantitatea de reziduu obtinuta la temperatura de 900°C
situandu-se in jurul valorii de 34%.

Degradarea complexului Gel-CFX are loc in IV etape, pierderea de masa cea mai
importanta avand loc in ultima etapa (~38%) la temperaturi cuprinse in intervalul de temperatura
380-450°C iar termperatura la care viteza de degradare este maxima se situeaza in jurul valorii
de 400°C.
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Sistemul CS-(Gel-CFX) prezinta o comportare diferita fata de complexul Gel-CFX,
degradarea termica avand loc in 11l etape, avand pierderea de masa cea mai semnificativa in
etapa I11 (~40%) iar valoarea temperaturii la care viteza de degradare este maxima, este mai mica
decét cea a sistemului precedent. Comparand aceste valori cu datele obtinute Tn subcapitolul
anterior (pentru CS, Gel si complex), putem confirma cu certitudine prezenta CS in sistemul CS-
(Gel-CFX), mai mult putem confirma formarea complexului trimolecular CS-(Gel-CFX).
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Tabel 29. Date termogravimetrice referitoare la descompunerea Gel-CFX si CS-(Gel-CFX)

Etapa de Ti T max Ts 0 .
Proba degradare co) | o) | o W% Reziduu

I 138 | 157 | 164 4,93

Gel-CEX I 225 | 229 | 310 3,51 34,35
1] 310 | 321 | 336 | 19,29
\V/ 385 | 409 | 452 | 37,92
| 51 74 123 6,21

CS-(Gel-CFX) I 220 | 227 | 238 | 20,06 34.03
] 290 | 352 | 490 | 39,70

Valorile parametrilor cinetici: energia de activare, ordinul de reactie si factorul
preexponential, determinati prin metoda Freeman-Caroll sunt prezentate in tabelul 30.

Tabel 30. Date cinetice determinate prin metoda Freemann-Caroll pentru Gel-CFX si CS-(Gel-
CFX)

Metoda Freeman-Caroll

Proba Etapa de
degradare n Ea (kJ/mol) InA

I 0,28 £ 0,021 81,68 + 1,35 17,99 £ 0,40

Gel-CEX IIIII 2,29 0,13 376,53 £ 23,38 86,07 £ 5,64
[\ 1,81+0,013 176,83 + 1,41 26,29 + 0,26

I 1,46 + 0,033 44,99 + 1,28 10,31 £ 0,46

CS-(Gel-CFX) I 2,03+0,013 644,86 + 3,72 152,14 + 0,91

Il 0,86 £ 0,020 100,46 + 2,89 14,15 £ 0,57

Valorile mari ale Ea din etapa 11l pentru Gel-CFX si din etapa Il pentru CS-(Gel-CFX)
pot fi puse pe seama interactiunilor puternice dintre polimer si medicament, cand probabil are loc
desfacerea legaturilor formate.



Concluzii generale

= A fost studiata formarea complexului dintre CS cu NaCMC. Partenerii au fost caracterizati
individual. CS a fost caracterizat prin tehnicile de titrare: potentiometrica, conductometrica si
turbidimetrica, in prezenta si n absenta de sare cu masa moleculara mica, intre cele trei metode
gasindu-se o foarte buna concordanta in ceea ce priveste gradul de deacetilare (85,3 %), ce
corespunde cu cel calculat teoretic. Gradul de substitutie pentru NaCMC a fost determinat prin
metoda sulfat si a fost gasit ca fiind 0,8, acesta fiind in concordanta cu gradul de subtitutie
determinat prin titrare conductometrica. Interactia dintre cei doi parteneri a fost studiata atat in
solutie prin metode electrochimice (titrare potentiometrica si conductometrica) completate cu
titrarea turbidimetrica, cat si in faza solida prin spectroscopie FT-IR si analiza
termogravimetrica. S-a constat ca formarea complexului CS-NaCMC are loc la un raport
stoechiometric dintre parteneri de 1:1, sugerdnd ca interactia are loc prin intermediul
interactiunilor electrostatice dintre grupele ionogene. Formarea complexului CS-CMC la raportul
1:1, nu este influentata nici de adaosul de sare cu masa molara mica, nici de masa moleculara a
CS. Spectrele FT-IR pentru parteneri, complex si amestec fizic au pus Tn evidenta aparitia unor
benzi noi caracteristice interactiei electrostatice dintre grupele aminice ale CS si carboxilice a
NaCMC. Analiza termogravimetrica a evidentiat modificarea mecanismului de degradare a
complexului comparativ cu partenerii individuali sau cu amestecul fizic, fiind o dovada in plus a
formarii complexului interpolimeric CS-CMC.

= A fost studiatd interactia CS cu NaAlg. Prin tehnicile de titrare, potentiometrica,
conductometrica si turbidimetrica a fost pusa in evidenta obtinerea unui complex in raport
nestoechiometric ntre parteneri [NaAlg]/[CS]=0,6. Adaosul de sare cu masa molecularda mica
duce la scaderea usoara a continutului de NaAlg din complexul format, raportul fiind de
[NaAlg]:[CS]=0,5. Spectrele FT-IR pentru amestec fizic si complex contin benzi de absorbtie
comune pentru partenerii individuali, iar in cazul complexului apare o banda noua, caracteristica
legaturii COO™*NHs, aceasta evidentiind formarea complexului CS-Alg ca urmarea a
interactiei electrostatice dintre grupele cationice ale CS si cele anionice ale NaAlg. Tn cazul
analizei termice a partenerilor, complexului si amestecului fizic s-au observat comportari diferite
ale complexului comparativ cu cele ale amestecului fizic. Deasemenea din datele cinetice, se
constata ca energiile de activare a proceselor de degradare termica au valori diferite pentru
complex, comparativ cu amestecul fizic, fiind o dovada n plus ca procesul de complexare a avut
loc.

= A fost studiata interactia CS cu DS. Pentru determinarea gradului de substitutie a DS,
acesta a fost trecut pe o rasina schimbatoare de ioni Amberlite IR-120, adus in forma acida si
titrat cu o solutie de NaOH prin metoda potentiometrica si conductometrica. Tn mod similar a
fost titrata o proba martor. Tntre cele doua metode de titrare exista o concordanta foarte buna, iar
continutul de sulf determinat a fost de 17%, ceea ce corespunde unui numar de 1,9 grupari OSO3’
pe unitatea structurala de DS. Interactia dintre cei doi parteneri fost urmarita prin titrare
potentiometrica si titrare conductometrica, iar comportarea globala a sistemului a fost urmarita
prin titrare turbidimetrica. Pentru studiu interactiei dintre CS si DS au fost luate in lucru
concentratii ale solutiilor, (Ccs=5%10™ eq/L; Cps=5x10" eq/L), la care complexul separ din
solutie si poate fi caracterizat prin tehnicile de titrare, iar stoechiometria complexului pentru
concentratiile date a fost de 1:1. La concentratii cu un ordin de marime mai mari decét cele
utilizate Tn studiu, interactia dintre parteneri nu a mai putut fi urmarita prin tehnicile de titrare.



Interactia dintre cei doi parteneri a fost studiata in prezenta de adaos de sare si s-a observat ca
acesta nu modifica stoechiometria formarii complexului. Tntre cele trei metode de titrare s-a gasit
o concordanta foarte buna, evidentiind formarea unui complex stoechiometric [DS]:[CS]=1:1. In
spectrele FT-IR benzile caracteristice pentru CS si pentru DS au fost utilizate pentru a evidentia
formarea complexului interpolielectrolitic. Aparitia unor noi benzi sau deplasarea benzilor de
absorbtie evidentiaza formarea complexului Tn urma interactiiunilor electrostatice intre grupele
ionogene ale celor doi polimeri. Curbele DTG, datele termogravimetrice si cele termo-cinetice
au evidentiat o comportare diferita pentru complex comparativ cu partenerii individuali si cu
amestecul fizic. Din datele cinetice pentru DS, s-au obtinut valori mari ale energiei de activare n
etapa Il de degradare termica, valori ce au fost atribuite scindarii unor legaturi din scheletul
polizaharidic.

. Pentru sistemul CS cu Gel interactiunea conduce la separare de doua faze. Astfel, au fost
preparate capsule cu contin CS si Gel in diferite rapoarte. Pe baza datelor obtinute (randamentul
reactiei, gradul de umflare si continutul de apa), pentru aplicatii ulterioare s-a selectat sistemul
optim la un raport masic CS : Gel = 0,5 : 1. Spectrele FT-IR au evidentiat formarea complexului
CS-Gel, in urma interactiei electrostatice dintre grupirile cationice ale CS (NHg') si cele
anionice ale Gel (COQ). Interactia dintre CS si Gel a fost de asemenea confirmata de
modificarea numarului de etape de descompunere termica a complexului, diferite de cele ale
partenerilor si ale amestecului fizic. Caracteristicile termice, din etapa a doua de degradare a
capsulelor, au fost apropiate ca valoare de cele ale Gel, acest lucru fiind pus pe seama modalitatii
de realizare a complexului, capsulele CS-Gel avand miezul constituit din Gel iar complexarea
dintre cei doi parteneri realizandu-se la suprafata, formand membrana capsulei.

= Tn vederea aplicirii In domeniul biomedical a complecsilor polielectrolitici au fost
preparate sisteme sub forma de particule cu CFX ncorporat. Spectrele FT-IR si analiza termica
au confirmat prezenta medicamentului in complecsii sintetizati, prin diferentele ce apar in
benzile de absobtie in spectre si prin modificarea mecanismului de degradare termica.
Comportamentul de eliberare in vitro a medicamentului din aceste sisteme a fost investigat in
doua medii de pH diferite: la pH=1,5 care simuleaza pH-ul gastric si la pH=7,4 care simuleaza
pH-ul intestinal. Aplicand modelul cinetic Korsmeyer si Peppas pentru sistemele DS-CFX si
(DS-CFX)-CS s-au obtinut parametrilor difuzionali n. Valorile indica faptul ca eliberarea
medicamentului are loc printr-un mecanism de difuzie de tip non-Fickian in pH acid la o elutie
timp 48 de ore. Pentru sistemul DS-(CS-CFX) mecanismul de eliberare este de tip Fickian pentru
acelasi interval de timp de elutie, dar la pH bazic. Se poate concluziona ca sistemele DS-CFX si
(DS-CFX)-CS pot fi utilizate la eliberarea controlata la nivel gastric iar sistemul DS-(CS-CFX)
la eliberarea controlata la nivel intestinal.

" CFX a fost inglobat in capsule pe baza de CS-Gel prin doua metode diferite: 1) direct —
prin inglobarea CFX in timpul sintezei; 2) indirect — inglobarea prin umflarea a medicamentului
din solutie apoasa in capsulele CS-Gel (obtinute Tn prealabil). Tn urma investigarii comportarii
cinetice in diferite medii de elutie a sistemelor sintetizate se constata ca produsul obtinut prin
metoda directa poate fi utilizat pentru eliberarea controlata a CFX la nivelul intestinului
(pH=7,4), mecanismul de eliberare fiind de tip Fickian.
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