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INTRODUCERE

Materialele pe bazd de polizaharide au deschis noi drumuri in domeniul biomedical si
anume in cel al regenerarii tisulare, al sistemelor de eliberare controlatd a medicamentelor si al
imobilizarii celulare. Proprietdtile importante ale polizaharidelor includ biocompatibilitatea,
biodegradabilitatea, activitatea biologica controlabild si abilitatea lor de a forma hidrogeluri.
Majoritatea polizaharidelor folosite sunt derivate din surse naturale, iar neajunsurile lor au impus
noi metode sintetice de modificare chimicd, scopul fiind de a promova noi activitati biologice si
de a modifica proprietdtile finale ale acestora pentru scopuri specifice.

Eliberarea controlatd a agentilor bioactivi constituie un domeniu major al cercetarilor din
ultimii ani. Au fost folosite metode variate pentru a elibera molecule biologic active in zone tintd
si de a extinde durata lor terapeuticd odatd ajunse in corpul uman. Sistemele polimerice
purtatoare de medicament au numeroase avantaje in optimizarea regimului de tratament al
pacientului. Biomaterialele, in special copolimerii pe baza de amidon, sunt capabili de a elibera
medicamente Intr-un ritm constant pe o perioadd indelungata de timp. Pe de alta parte, amidonul
nativ nu este adecvat In anumite sisteme de eliberare a medicamentelor, avand 1n vedere
proprictatea sa de a se umfla, ceea ce duce la o stabilitate scazuta pe termen lung cauzata de
hidrofilia polizaharidului, faptul cd este degradat enzimatic intr-un ritm rapid in fluidele
biologice, respectiv proprietdtile sale mecanice slabe. Pentru a preintimpina cele enumerate
anterior, au fost adoptate strategii sintetice de modificare fizicad si chimicd a polizaharidei,
precum introducerea de grupdri hidrofobe, ce duce la obtinerea de polimeri amfifili astfel
schimband proprietatile acesteia, inclusiv vascozitatea solutiei, comportamenul de asociere si

stabilitatea in cadrul produselor finale.

Produsii sintetici raman totusi indispensabili pentru numeroase aplicatii si nu este
intotdeauna posibil a-i substitui cu o molecula naturald. Ideea asocierii unei componente sintetice
cu una zaharidica in cadrul aceleiasi structuri chimice a condus la o nouad clasa de materiale ce
intruneste proprietatile fizico-chimice ale fiecarui compus.

Poli(e-caprolactona) si materialele pe bazda de PCL au fost intens investigate pentru
aplicatiile lor farmacologice si biomedicale, datoritda pretului scdzut, degradarii lente,
permeabilitatii crescute pentru multe medicamente si netoxicitdtii. Unul din cele mai
reprezentative exemple de copolimeri biodegradabili hidrofobici si amfifilici este ilustrat in cazul

poliesterilor si a polizaharidelor.
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Un alt sistem de eliberare controlatd este hidrogelul, material ce permite evitarea
administrarii frecvente, lucru extrem de benefic pentru comfortul pacientului. Hidrogelurile
actuale ce se doresc a deveni instrumente de eliberare a medicamentelor sunt limitate de natura
lor hidrofild datorita eliberarii rapide a acestora in faza initialda. Mai mult, datoritd interactiunilor
hidrofobe, se pot forma agregate mari de medicament in timpul procesului de incarcare a
acestuia, fapt ce poate conduce la o concentratie locala mare si poate cauza efecte secundare sau
chiar toxicitate.

Teza prezinta procesele de obtinere si caracterizarea de noi polimeri pe baza de amidon,
sistemele descrise fiind elaborate via «click chemistry » (CuAAC) intre lanturile de amidon
purtdtoare de functii alchine laterale si lanturile de policaprolactond cu functia azidica pe capatul
terminal. Amfifilicitatea polimerilor obtinuti depinde de lungimea lantului de policaprolactona,
fiind proiectati pentru o viitoare utilizare in stabilizarea de nanoparticule purtdtoare de principii

biologic active.

In paralel, au fost obtinute hidrogeluri pe bazi de amidon si amidon modificat cu lanturi
de acid gras si policaprolactona, reticulate ulterior cu acid citric. A fost evaluatad capacitatea lor

de absorbtie a apei si a eliberdrii de principii active.

Studiul de fatd se ocupd de sinteza §i caracterizarea unor sisteme de eliberare a

principiilor biologic active, realizate in urma hidrofobizarii amidonului.
Lucrarea cuprinde cinci capitole si anume:

Capitolul I, consacrat studiului bibliografic, unde se detaliaza ultimile cercetari in
domeniul polimerilor amfifili pe baza de polizaharide, in ceea ce priveste reactia click chemistry

si hidrogelurile pe bazad de polizaharide cu hidrofilie redusa.

Capitolul 11 este dedicat materialelor, tehnicilor de lucru si metodelor de caracterizare.

Rezultatele originale sunt prezentate incepand cu Capitolul 111 si contin cercetari privind
metode de hidrofobizare a polizaharidei prin reactia de esterificare cu clorura de palmitoil,
precum si prin reactia de introducere a triplelor legaturi. Aceasta idee se continuad cu Capitolul
IV, unde se descrie grefarea poli (e-caprolactonei) pe lanturile de amidon via “click chemistry”,
prin metoda clasica, respectiv prin una modernd, folosind microundele, precum si prin

polimerizarea cu deschidere de ciclu (ROP) a ¢-CL la gruparile ~OH ale amidonului.

Capitolul V contine rezultatele originale obtinute pornind de la prepararea unor sisteme

de tip hidrogel pe baza de amidon si amidon modificat, dupa cum s-a descris in capitolele
2
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anterioare. Hidrogelurile au fost obtinute prin reticulare cu epiclorhidrina si cu acid citric si au
fost caracterizate din punct de vedere structural si morfologic, dar si al interactiunii cu solutiile

apoase la pH fiziologic si cu solutii de medicament.

Lucrarea se incheie cu o sectiune de Concluzii Generale, Perspective si Bibliografie.
Rezumatul respecta denumirea capitolelor, numerotarea figurilor si a tabelelor din teza de

doctorat.
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CAPITOLUL L.

I.1. POLIMERI AMFIFILI PE BAZA DE POLIZAHARIDE

O preocupare majord a comunitdtii stiintifice a stiintei materialelor, in particular a
polimerilor (copolimeri bloc si grefati, elastomeri termoplastici, retele polimerice, polimeri
amfifili etc.) este reprezentatd de proiectarea de materiale functionale, caracterizate de trasaturi
fizice adaptate necesitatilor progreselor tehnologice'.

Copolimerii bloc amfifili (amphi: de ambele tipuri; philic: cu afinitate pentru) sunt
compusi din cel putin doud subunitdti, dintre care una poseda proprietati de hidrofilie, iar cealalta
are un caracter hidrofob. In mod similar amfifililor cu masi moleculard redusi (lipide,
surfactanti), copolimerii bloc amfifili se auto-asambleaza, folosind solventi bloc-selectivi, intr-o
varietate de structuri, precum micele, micele compuse, vezicule, tuburi, faze cristal-lichide
liotropice **. Tipurile de morfologii pot fi controlate prin varierea compozitiei copolimerilor, a
concentratiei initiale a copolimerilor in cadrul solutiei, prin natura solventului comun, cantitatea
de apa prezentd in mediu, prin temperatura, prin prezenta aditivilor ca ioni, homopolimeri sau
tensioactivi, respectiv prin polidispersitatea lanturilor copolimerice *. Compozitia copolimerilor
este definitd in mare parte de masa moleculard si dimensiunile blocurilor homopolimere °
Acestea din urma reprezintd un parametru important, iar valoarea lungimii secventei blocurilor
depinde de tipul auto-asamblarilor °. in solutiile diluate in anumiti solventi (ex. solvent bun
pentru un bloc dar precipitant pentru celdlalt) copolimerii bloc manifestd comportament de
autoasamblare. Lanturile polimerice tind sa se organizeze spontan Intr-o varietate de structuri, de
la micele sferice sau cilindrice pana la vezicule (Figura 1).

In cazul cel mai simplu al unei micele sferice, blocul solubil se va orienta citre solvent si
va forma coroana, n timp ce partea insolubila va fi protejata de solvent si va forma miezul dens.
In comparatie cu micelizarea surfactantilor cu o greutate moleculara mica, blocurile
copolimerice pot genera agregate cu stabilitate cineticd i termodinamica mare, fapt ce mareste

gama lor de aplicatii.

a b c
Figura 1. Morfologii ale agregatelor blocurilor polimerice in solutie a) micela sferica, b) micela
cilindrica, c) vezicula.

4
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I.2. REACTIA CLICK CHEMISTRY

I.2.1. Prezentarea reactiei click chemistry

Conceptul de ,, click chemistry” introdus n 2001 de castigatorul premiului Nobel pentru
chimie, Barry Sharpless este in mod indiscutabil unul din cele mai vizibile trenduri in chimia
contemporand si se refera la o clasa de transformdri chimice care prezintd numeroase
caracteristici interesante: domeniu vast de aplicatii, randamente ridicate, conditii de reactie
simple si performante, o bund selectivitate in conditii experimentale normale,
stereospecificitate.! In mod general, aceasti reactie consta in utilizarea a doua grupdri care
reactioneazd Impreund intr-o manierd specificd, ireversibild si cu un bun randament. Este o
metoda fiabila ce permite legarea a doua elemente distincte prin cuplaj via legaturi heteroatomice
(C-X-C), intr-o manierd simpla, eficace si rapida. Pentru a putea beneficia de calificativul de
»click chemistry”, o reactie trebuie sa satisfacd numeroase criterii si anume: conditii
experimentale simple, insensibilitate la prezenta oxigenului sau a apei, stereospecificitate,
recuperare rapida a produsilor prin metode ne-cromatografice cum ar fi cristalizarea sau
distilarea, randamente foarte bune, precum si un castig termodinamic in general superior valorii

de 20 kcal/mol.

Cicloaditia Huisgen 1,3-dipolara

Descoperitd in anii 1960 de Huisgen, cicloaditia 1,3-dipolara este exemplul tipic de
«click chemistry », satisfacand criteriille enumerate mai sus. Aceastd reactie presupune
interactiunea dintre un compus 1,3-dipolar (azida organica) (Figura 2) si o alchind terminala
pentru a forma heterociclul cu 5 membri - triazolii 1, 2, 3 (Figura 3).

©® CEC @ @

Figura 2: Natura dipolara a azidei

N 1 N 1
® © Cu' N ON-R; 4 NZ ON-R
Ri—C=C—H + N=N—N—R; - 2
80° C =. % —
R RY ¢
majoritar minoritar

Figura 3: Principiul « Click Chemistry »: formarea triazolilor 1,2,3
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Capitolul II.

MATERIALE SI METODE EXPERIMENTALE

I1.2. Metode si tehnici de lucru
I1.2.1. Determinarea procentului fractiilor amiloza/amilopectina din amidon

Capacitatea de legare a iodului (CLI) de amiloza a fost determinatd printr-o metoda
spectroscopica care constd in urmarirea evolutiei absorbantei unei solutii de amiloza (10 ml)
dupd adaugarea succesiva (20 pl) a unei solutii de iod. Masuratoarea este realizata cu ajutorul
unui spectrofotometru la lungimea de unda de 288 nm, lungime ce corespunde unui maxim de
absorbtie a iodului liber in solutie. Comparatia cu o dreapta etalon obtinuta pentru o solutie fara
amiloza da cantitatea de iod fixatd, dupa cum este reprezentat in figura de mai jos (Figura 1).
Amidonul dispersat va avea o culoare albastru intens, datoritd formarii unui complex helicoidal
intre amiloza si iod, mai exact a unor helixuri de tipul V, alcatuite din 6 reziduuri glucozice
anhidre pe incolacire, cu un pas de 0,8 nm si un diametru al cavitatii elicoidale hidrofobice de
0,5 nm. McGrance si colab.” au aritat ci iodul este prezent in aproape fiecare intorsiturd a

helixului amilozei, paralel cu axa sa lunga.

N

w

[EnN

b

o ! g ¢ :
ok, VN WSO,

Absorbtia luminii la 288 nm

0 20 40 60 80 100
Volumul de solutie de iod adaugat (ul)

Figura 1. Evolutia absorbantei in functie de adaugarea iodului in timpul determindrii CLI pentru

a) blanc, b) amiloza, ¢) amidon.
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CAPITOLUL II1.
MODIFICAREA CHIMICA A AMIDONULUI SOLUBIL
II1.1. Modificarea chimica a amidonului solubil cu cloruri acide

I11.1.1. Principiul reactiei

N7\ Cl — » (! °N
_ \i\ﬂ/)\/\/\/\/\/\/\/ <:/\[(l/\/\/\/\/\/\/\/

Piridina Clorura de palmitoil

@N+ /\n/\/\/\/\/\/\/\/ o

‘,\n/\/\/\/\/\/\/\/ O (o] H\
OH N*
(O) &&/

OH OH s OH z
— O o) o— + U
\O%OOH o~ H"on o X
OH o OH

OH OH

Amidon

Schema 1. Mecanismul reactiei de esterificare a amidonului cu clorurad de palmitoil.

II1.1.2. Analiza rezultatelor obtinute
I11.1.2.1. Analiza structurala a amidonului modificat cu lanturi de clorura de palmitoil

III.1.2.1.1. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)

Prezenta radicalilor de palmitoil a fost confirmatd de aparitia gruparilor carbonil ale

esterilor (C=0) la 1742 cm™. Cele doua peak-uri de intensitdti puternice ce corespund valorilor

2922 si 2851cm™ sunt atribuite grupdrilor metil si metilen asociate substituientilor palmitoilici.

Vibratiile puternice caracteristice gruparilor hidroxil ale amidonului nativ, sunt diminuate in

intensitate dupd acilare, deoarece numarul lor scade. Intensitatea benzii OH de la 3600 la 3400

cm ' depinde de DS-ul esterilor. Banda de vibratie a gruparilor metilenice creste odati cu

cresterea gradului de substitutie. La 1746 cm ™ apare banda C=0 a esterului.

7



Modificari chimice ale unor polizaharide si ale hidrogelurilor lor prin procedeul ,,click chemistry”
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Figura 1. Spectru FTIR pentru amidonul nemodificat si pentru amidonul esterificat cu
clorura de palmitoil (SCP4).

III.1.2.1.2. Analiza suprafetei prin XPS si determinarea gradului de substitutie

Spectroscopia RMN este o metoda preferatd in determinarea DS-ului, cu precadere in
domeniul polizaharidelor neramificate, foarte substituite, si in special pentru esteri. Marele
avantaj al acestei analize este ca polizaharida intactd poate fi analizatd, evitand orice
depolimerizare si pasi ulteriori de preparare a probei. Dar, in acelasi timp, natura polimerica are
si un dezavantaj, datorita vascozitatii ridicate si caracterului de amestec, semnalele sunt largi, de
multe ori, prezintdnd o rezolutie slaba si asimetrica. Acesta vascozitate si marire a peak-urilor
poate fi partial compensatd de folosirea concentratiilor scazute, cu costul de a avea un semnal
slab comparativ cu cel al artefactelor. De aceea, polizaharidele sunt partial sau complet degradate
de enzime, tratamente ultrasonice sau hidroliza acida, rezultand un spectru RMN mai bun dar
mai complex. Din acest motiv, adeseori pot avea loc calcule eronate datorita impuritatilor daca
semnalele de interes sunt ascunse de semnalele reziduurilor de reactie cum a fost si cazul

spectrelor noastre.
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Astfel, gradul de substitutie a fost calculat cu ajutorul analizei XPS (Figura 2) dupa cum
a fost descris anterior ®, ca fiind raportul dintre suprafata peak-ului (-O-C-O) ce corespunde

esterului si aria peak-ului -O-C-O corespunzator unitétii glucozidice (Tabel 1).

20000

15000

10000

Intensity (counts/second)

5000

: -
290 288 286 284 282
Biding Energy (eV)

14000
12000
12000
_. 10000
Cm) o
2 10000 | S
2 o]
& @a
@ 8000 2
g -
3 8 80004
= 6000 | =
= £
-~ w
a $ 4000
L 40004 z
£ =
2000 4
2000 |
0
0 T

T T —
290 288 286 284 282

Biding Energy (eV) Biding Energy (V)
10000
8000
=)
=
Q
o
& 60004
1]
€
=1
8
= 4000
]
=
[
5
2000 4
0 T T T T T
292 290 288 286 284 282 280

Biding Energy (eV)

Figura 2. Deconvolutia XPS a peak-ului C1s pentru a. amidon, b. SCP1, ¢. SCP2, d.SCP3.e.
SCP4.
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Tabel 1. Compozitia suprafetei chimice a amidonului, Tnainte si dupa esterificare, ca rezultat al

deconvolutiei semnalului Cls.

C1 (C-C/C-H) C2(C-O) C3(0-C-O) C4(0-C=-0)

Energie (eV) 284 2856 2872 2884
Amidon 36,21 30,15 ’28,03’ .
SCP1 49,42 ng 40 413
SCP2 31,18 45,49 17,45 5.88
SCP3 41,39 25,96 24,14 8,51
SCP4 72,66 20,90 2,59 3.85

Tabel 2. Valorile DS-ului conform calculelor descrise mai sus, in urma reactiei amidonului cu

clorura de palmitoil timp de 6 ore la 100 °C.

Nume Raport molar DS
proba (amidon:clorura de

palmitoil:piridind)

mmol
SCP3 1:1,5:1,72 0,3
SCP2 1:1,2:1,44 0,2
SCP1 1:0,5:1 0,15
SCP4 1:0,2:0,44 0,13

S-a observat cd un parametru important in maximizarea gradului de substitutie este
reprezentat de cantitatea de clorurd de palmitoil folosita, pe cand timpul este de o importanta
minord, iar temperatura nu are nici o influenta in intervalul studiat. Piridina a fost folosita intr-un
exces constant fatd de clorura acida de 0,22, cu exceptia cazului cand s-a verificat dacad aceasta
are vreo influentd asupra DS-ului. In ceea ce priveste structura amidonului, si anume raportul
amiloza, amilopectina, s-a ardtat prin studii dedicate acestui subiect ca amidonul cu 28% amiloza

prezintd cea mai mare reactivitate, in timp ce amilopectina posedd cea mai mica reactivitate.
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Tabel 3. Analiza elementald a amidonului inainte si dupa esterificare.

Nume proba C O N
Amidon 60,2 39,5 03
SCP1 79,8 21,2 -
SCP2 80,2 19,8 -
SCP3 88,2 11,8 -
SCP4 72,3 27,7 -

Analiza XPS a suprafetei probelor a dezvaluit o buna corelare a rezultatelor cu valorile obtinute
in urma determindrii gradului de substitutie si cu valorile unghiului de contact la interfata lichid-
aer. Aceastd investigatie a fost realizatd prin metoda picaturii si a ilustrat cd hidrofobicitatea

produsilor este direct proportionald cu gradul lor de substitutie.

III.1.2.3. Analiza morfologica

D63 x500 200um

amidon 200 um

Figura 3. Imagini SEM pentru a. amidon si b. amidon modificat (SCP3)

Imaginile SEM, obtinute pe probe neliofilizate, au ardtat schimbéri semnificative iIn ceea ce
priveste morfologia amidonului dupa reactia sa cu clorura de palmitoil, trecand de la o structura

granulard la una poroasa.
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I1L.2. Modificarea chimica a amidonului solubil prin introducerea gruparii alchine
I11.2.1. Principiul reactiei

Aceasta reactie are loc intre gruparile hidroxil ale amidonului si bromul din bromura de
propargil, pentru a forma un eter propargilic. Prezenta hidroxidului permite activarea functiilor

hidroxil, iar isopropanolul faciliteazi solubilizarea bromurii de propargil (schema 3) °.

OH
OH Br7 ™y 0 OH -
\o$/o HO o) /\ \Om HO-7~—4—70
HO /@/O S HO —0 / /
OH aOH
OH

N

Schema 3. Mecanismul reactiei de modificare a amidonului cu bromura de propargil.
I11.2.2.1. Analiza structurala
[I1.2.2.1. 1.Spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR)

Amidonul a fost functionalizat printr-o substitutie nucleofilica a bromurii de propargil cu

51 pentru

alcoxizi de sodiu, conform unei proceduri descrise anterior de Tizzotti si colab.
functionalizarea alchinica a guarurilor.

Achizitiile spectrelor FT-IR au fost realizate cu un aparat SMART OMNI-Transmission
Nicolet IS10, spectre inregistrate intre 400 si 4000 cm™ (32 scaniri si o rezolutie de 4 cm™) si in
urma comparatiei cu cele ale amidonului nefunctionalizat (Figura 4a), s-a observat prezenta
benzii de absorbtie v¢ =2117 cm™, caracteristica triplei legaturi, ceea ce a demonstrat reusita

reactiei.

Figura 4. Comparatie intre spectrele FT-IR ale a) amidonului nemodificat si b) amidonului
functionalizat.
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I11.3. Sinteza poli(e-caprolactonei) cu grupare azidica
I11.3.1. Principiul reactiei

Sinteza decurge in doud etape: in prima se obtine PCL-functionalizat pe capat cu Br, iar

in cea de a doua se introduce functia acida, terminala.

Br/\/\/\/\/\/OH
O

O

O
Al(OEt), n

\ NaN3

(0]
n

Schema 4. Mecanismul reactiei de polimerizare a e-caprolactonei si a substituirii bromului

terminal cu NaNj3.
III. 3.2. Analiza rezultatelor obtinute
I11.3.2.1. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)

Achizitia spectrului pentru policaprolactona functionalizata (Figura 6), a ilustrat prezenta

benzii de absorbtie v¢=2100 cm’, caracteristica gruparii azidice.

Vs N3

2100 cm™

Figura 6.Spectrul FT-IR PCL-N; DP=13.
13
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I11.3.2.2. Rezonanta magnetici nucleard (‘'H-RMN)

Spectrul s-a inregistrat pe un spectrometru Bruker Avance 250 MHz. Ca solvent s-a
folosit cloroform deuterat iar deplasarile chimice (Figura 7) au fost exprimate In ppm, tindnd
cont si de referinta reprezentati aici de tetrametilsilan (TMS) ™.

Prin spectroscopia '"H NMR, s-a determinat gradul de polimerizare '' din intensitatile
relative ale peak-urilor ce apartin lantului polimeric, H, sau Hs+ Hg si a celor apartinand
grupului terminal metilenic He.

Tinand cont de faptul ca I,, I reprezintd valorile integralei peak-urilor de rezonanta,
valoarea medie a gradului de polimerizare poate fi determinata folosind ecuatiile de mai jos:

X = let+l e X = Ia
- sau - T .
n IS' n I s'
" " O L} U
5 o Y € )
N3\/B\/\/\/\/\/O o P OH
all 'Y" ’Y" 8" O B 6 n-1al Y’ 8'
1 y B’B”B,’
g, o,o
6’67’8 LR}
'Y”Y”’Y”

)
R R -

T
3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 7. Spectrul "H RMN al PCL-N; DP=13

Caracterizarea RMN 'H a produsului final, a confirmat reusita reactiei prin prezenta
peak-urilor caracteristice grupdrii azidice CH;Nj3 la valoarea asteptata 3,25 ppm (Figura 7).
Azido-PCL: NMR 'H (CDCls, 8, ppm) : 1,24 (m, v, y’-PCL), 1,54-1,61 (m,  and B’-PCL), 2,23-
2,29 (t, a.and o’-PCL), 3,25 (t, a’’-PCL and CH;,N3), 3,58-3,63 (t, €’-PCL), 4,02 (t, e-PCL);

B3C NMR (CDCls, o, ppm) : 25,2 (s, B-PCL), 25,8 (s, y-PCL), 28,7 (s, 6-PCL), 32,3 (s, a-PCL),
51,4 (s, CH,N3 ), 62,5 (s, e-PCL), 173,5 (s, C=0).
14
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CAPITOLUL IV.
GREFAREA POLI (e-CAPROLACTONEI) PE LANTURILE DE AMIDON

IV.1. Grefarea poli (e-caprolactonei) pe lanturile de amidon prin intermediul reactiei
« click chemistry »

IV.1.1. Prin metoda clasica

IV.1.1.1. Principiul reactiei

J|
]
0
- 0 oH + Naf\/\/vvv{o/“\/\/\}cm
0

oS0

OH

OH CusO,

Ma ascorbate

0
OH
N_NMOMH
Nj’)\H

Schema 1. Schema reactiei ,,click chemistry” dintre amidonul functionalizat cu grupare de tip

alchina si PCL purtatoare de grupari azidice.

Reactia tipicd de grefare a PCL pe lantul de amidon prin “click chemistry” este descrisa
in cele ce urmeaza: amidonul propargilat (0,6 mmol) si azido-PCL (0,6 mmol) se dizolva intr-un
amestec 1:1 de apa si DMF (10 ml), peste care se adauga solutii proaspat preparate de ascorbat
de sodiu (0,12 mmol, 120 uL, 1M) in apa si o solutie 75% de sulfat de cupru hidratat cu 5
molecule de apa (8 puL, 0,024 mmol ). Amestecul a fost agitat in absenta luminii, timp de 24 de
ore, sub atemosfera inerta, la 60 °C. Produsul final a fost precipitat in apa si dializat intr-o solutie
apoasd de 0.1 M EDTA timp de 5 zile folosind o membrana celulozica de dializd (Orange
Scientific, MWCO: 3500 Da) pentru a indeparta catalizatorul. Apa a fost inlocuita de doua ori pe
zi. Produsul a fost liofilizat si, in functie de DP-ul lantului de PCL, s-au obtinut compusi cerati
(DP=4) sau pudre albe (DP>4) , cu un grad de substitutie, DS=0,25.
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IV.1.1.2. Analiza structurala
IV.2.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Cicloaditia dintre azido-PCL si amidonul propargilat a fost confirmat pentru inceput de
FT-IR. Initial, alchina si azida prezentau peak-uri caracteristice la 2117 cm™ (Fig.1.a), respectiv
1a 2100 cm™ (Fig.1.b). Dupi formarea triazolului, aceste peak-uri au disparut, dupa cum se poate

observa in spectrul copolimerului final (Fig.1.c).

Figura 1. Spectrul FT-IR pentru a) copolimerul grefat, b) azido-policaprolactona si ¢) amidon

propargilat.

Alchinele interne, vor prezenta benzi slabe pentru legatura tripld, in regiunea 2100-2260
cm’. Totusi, aceastd intindere este relativ redusa, nefiind deloc prezenta in cazul in care alchina
internd este simetricd. In aceste cazuri, spectrul IR isi pierde valoarea de instrument util'? .
Alchinele terminale, pentru care carbonul este atasat la un hidrogen, vor prezenta benzi in
spectrul IR atét pentru hidrogenul lor, ct si pentru legatura tripla. Intinderea C-H de pe alchina

terminald tinde si se prezinte ca o banda puternicd si ingustd, in regiunea 3260-3330 cm™, in

timp ce legatura tripla prezintd un peak slab la 2100-2260 cm™.

IV.2.1.2. Caracterizarea prin spectroscopie 'H-RMN

Solubilizarea amidonului functionalizat cu triple legaturi, s-a dovedit ineficientd atit in
D,O cat si in DMSO si semnalele protonului rezidual al apei s-au dovedit un factor perturbator
pentru integrarea precisd a peak-urilor dorite si astfel pentru calcularea DS-ului. Astfel, prin

analizele '"H-RMN si FT-IR s-a aratat ca cicloaditia este cantitativa li s-a determinat DS;jchina din
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spectrul copolimerului obtinut in urma reactiei “click”, presupunand ca DS-ul este acelasi inainte
si dupa cuplare. Aceastd procedurd a fost aplicatd cu success si pentru caracterizarea guarului
functionalizat cu PEG !"*!, Peak-ul pentru protonul -CH,N; de la 3,25 ppm a disparut complet si

un nou peak triazolic a aparut in intervalul 7,8 — 8,1 ppm (Figura 2).

Figura 2. Spectrul RMN 'H HR-MAS al CC20.

RMN 'H HR-MAS (DMSO-dg, 8, ppm): 1,31 (m, y-PCL), 1,54 (m, p and 3-PCL), 2,25 (t,
a-PCL), 3,37 (t, €’-PCL), 3,98 (t, e-PCL), 3,5-5,4 (m, peak-uri largi, amidon), 8,09 (s, C=CHN,
inel triazolic).

Este important sd3 mentiondm cd acest DS este legat de functiile acetilenice implicate in
formarea triazolului. S-a descoperit cu surprindere faptul ca amidonul propargilat a suferit o
cuplare oxidativa tip Glaser, care a dus la formarea de legaturi -C=C-C=C- , in absenta acetilurei
de cupru, dupa cum este mentionat in literaturd pentru reactiile ce implica acetilene B4 Qe
cunoagte ca oxidarea este promovata de folosirea acetilurilor de cupru, dar din punct de vedere
preparativ, cele mai bune randamente ale dienelor sunt obtinute prin oxidarea acetilurilor de
oxigenul liber si nu de sarurile de cupru !5, Pana in prezent, in cazul amidonului propargilat,
doar Tankam si colab.'® au raportat modificari neasteptate, mai precis pierderea de reziduuri
propargilice initiate de aditia intramoleculara a OH-urilor libere la triplele legdturi, urmata de
hidroliza acestor structuri enolice.

In cazul nostru, conform analizei RMN Be , semnalele atribuite carbonului C2 si C4 din
amidon au devenit foarte largi datorita substitutiei si doua peak-uri atribuite carbonilor cuaternari
(80,9 ppm si 77,3 ppm) au aparut sugerand prezenta structurilor diacetilenice.

Acest lucru este ilustrat in figura 3 a spectrului de '*C si DEPT a amidonului acetilenic.
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A fost posibila realizarea calculului pentru determinarea DS-ului direct pe amidonul
acetilenic, pentru un spectru cantitativ RMN >C achizitionat pentru aceste probe. Semnalele
utilizate pentru acest calcul au fost in acest caz ale carbonului C1 si (C6+CH2CCH), fiind
considerate toate grupdrile acetilenice, atét cele libere cat si cele cuplate. In mod contrar, DS-ul
calculat din spectrul RMN 'H al copolimerului cuplat a inclus doar functiile acetilenice libere.
Ca un exemplu, valoarea DS-ului probei CC20 a fost 0,25 conform spectrului 'H si 0,43 din
carbonul cantitativ corespunzator unui procentaj de cuplare acetilenica in timpul sintezei.

Se poate observa de asemenea ca semnalul carbonului la 80 si 77 ppm este prezent atat inainte
cat si dupa reactia ,,click” dar in rapoarte diferite. Semnalul de la 77 ppm pastreaza aproape
aceeasi integrare, in timp ce intensitatea semnalului de la 80 ppm descreste datorita formarii

grupdrii triazolice.

Figura 3. Spectrul DEPT si '"H NMR pentru CC13.
IV.2.1.3. Analiza suprafetei prin XPS

Analiza XPS a fost folosita pentru investigarea din punct de vedere chimic a schimbarilor
rezultate in urma modificarii suprafetei amidonului de plecare si a celui grefat cu lanturi de PCL.
S-a efectuat deconvolutia peak-ului Cls din spectrul XPS pentru fiecare proba, dupd cum este
ilustrat 1n Figura 4.

Energiile de legare diferite si procentajele atomice relative sunt date in Tabelul 1. Desi
XPS-ul nu este o analiza foarte sensibila, semnalul 1s al azotului de la 400 eV corespunzator
grupdrii triazolice a fost detectat. Peak-urile largi gasite in regiunea corespunzatoare Nls la
valoarea de 398 eV si 400 eV au fost atribuite gruparilor N-N, respectiv N= N '’ ca rezultat al
formarii inelului triazolic '®.

In urma comparirii peak-urilor Cls atat pentru amidonul nativ cat si pentru cel modificat,
se observa o crestere in ceea ce priveste peak-ul carbonului C1 de la 26,7% la 41,6% datorita

prezentei lanturilor de propargil, precum si o descrestere in intensitate pentru peak-ul C2 odata
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cu procesul de esterificare. Deplasarile chimice relative la peak-ul C1 au fost de 1,6 eV pentru
C2 13,5 eV pentru C3.

Dupa modificarea cu PCL-N3, peak-ul corespunzator atomilor de carbon devine mai mare
decat cel pentru atomii de oxigen (Figura 4) si raportul O/C este egal cu 0,31 (Tabel 1), indicand
clar ca atomii de carbon au fost grefati si prin urmare modificarile chimice au avut loc. O astfel

de diminuare a raportului O/C se datoreaza lantului lung de PCL.

Figura 4 . Deconvolutia peak-ului Cls pentru a) amidonul nemodificat, b) amidonul propargilat,
¢) CC4 si d) deconvolutia N1s pentru CC4.

Tabelul 1 . Compozitia suprafetei chimice a amidonului, Tnainte si dupa modificari, ca rezultat al

deconvolutiei semnalului Cls.

C1(C-C/C-H) C2(C-O) C3(0-C-0/C=0)

Energia (eV) 284 285,6 287,5
Amidon 26,78 57,74 15,49
Amidon 41,59 41,39 17,02
propargilat

CC4 68,7 22,5 8,73

Raportul teoretic O/C pentru amidon este 0,83 (obtinut din formula amidonului:

(CcH100s5),). Conform Tabelului 2 si Figurii 5, suprafata amidonului nemodificat este alcatuita si
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din alte componente, azotul fiind mentionat in literaturd ca provenind din proteinele ce sunt inca

prezente in polimerii naturali'’.

Tabelul 2. Analiza elementald a amidonului, inainte si dupa modificare.

Proba C(%) O(*%) N(%) O/C
Amidon 60,2 39,5 0,3 0,65
Amidon 65,9 30,3 - 0,45
propargilat

Ccc4 74,2 23,4 24 0,31

Figura 5. Spectrul larg XPS pentru CC4.
IV.2.1.4. Analiza suprafetei prin Tof-Sims
Analizele Tof-Sims au dezviluit ci, exceptind fragmentele CiH," si CH,0,"
caracteristice amidonului, au fost detectate si peak-uri proeminente de fragmente derivate din

scheletul liniar al PCL (figura 6). Toate concluziile au fost in concordantd cu rezultatele gasite

prin investigarile XPS.
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Figura 6. Modul negativ al spectrului TOF-SIMS pentru A- amidonul propargilat, B - PCLNj3,
C- CC4.

S-au observat pe probele analizate ioni ce contin cupru (Figura 7), investigatie ce a
permis determinarea timpului necesar purificarii polimerilor. Aceasta determinare este

imperioasa pentru produsele sintetizate deoarece se doreste utilizarea lor in aplicatii biomedicale.

Figura 7. Spectrul pozitiv Tof-Sims al probelor cu continut variat de cupru, purificate a) 5 zile, b)

3 zile, c) 2 zile.
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Datele Tof-Sims au fost prelucrate de asemenea si in vederea unui tratament cantitativ,
prin normalizarea intensitdtii peak-ului de la valoarea 115, caracteristicd pentru PCL in modul

pozitiv ((M+H]") si pentru 131, caracteristic pentru PCL in modul negativ (C¢H;1053").
IV.1.1.3. Analiza termica (DSC, ATG)

Un profil de degradare termica in 3 etape este vizibil pentru azido-policaprolactond, in
loc de doud, pentru PCL grefata pe scheletul amidonului. Figura 8 arata in mod clar o rezistenta
termicad scazuta a amidonului si a PCL-N3; in comparatie cu probele grefate. Aceste doud curbe
aratd de asemenea o pierdere de masa destul de mare (aprox.10-20%) a substantelor volatile,
intre temperatura camerei si 200 °C. Policaprolactona grefatd prezinta un inceput de degradare in
jurul valorii de 250 °C care este corelatd cu cea a azido-PCL (curba albastrd). In plus, curbele
urmaresc in mod paralel degradarea convergentd a amidonului si a policaprolactonei dar la o
temperatura mai ridicatd, ceea ce indica stabilitatea lor crescutd. La 450 °C - 500 °C, sunt valori
ale masei reziduale apropiate de cele ale amidonului. Profilele ATG pentru probe diferite arata ca
diferentele de stabilitate termicad dintre copolimeri sunt puternic dependente de lungimea lantului

de PCL.

Pierderea de masa (%)

Temperatura (°C)
Figura 8. Analiza ATG pentru a) CC20, b) CC13, ¢) CC4, d) PCL-N; DP=13,

e) amidon.

Fiecare probd a fost supusa unui experiment individual de topire-racire, prin incdlzire la
150 °C siracire imediata la -100 °C la un debit de of 5 °C/min, sub o atmosfera constanta de azot
la 80 ml/min. Doua pasaje au fost realizate pentru a sterge istoria termicd si pentru a observa

efectele termodinamice (Figura 8).
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Figura 8. Curbele DSC pentru copolimerii a) CC4, b) CC13, c¢) CC20.

Termogramele ilustreazd topirea (in timpul incdlzirii) §i recristalizarea (consecutiva
racirii) a lanturilor de PCL grefate pe scheletul amidonului. Dupd cum este de asteptat, cu cat
este mai micd lungimea lantului, cu atat sunt mai scazute temperaturile de topire si recristalizare.
Datoritd masei medii moleculare reduse, polimerul cu lungimea lantului de PCL, X, = 4, are
aspectul de ceara, in timp ce ceilalti sunt sub forma de pudra.

PCL este un polimer semi- cristalin cu un punct de topire in jurul a 60 ° C si cu T, de -60°
C . Se poate observa c in intervalul de temperatura studiat, scheletul amidonului induce efecte
perceptibile, temperaturd de topire T,, corespunzatoare temperaturii de topire a fazei cristaline
din PCL este detectata in jurul valorii 35-45° C. Toate cele trei curbe arata endoterme probabil
relationate cu topirea cristalelor de diferite marimi din copolimerii finali. Racirea arata exoterma
de re-cristalizare. Al doilea pasaj inca aratda endotermele dar cu valori mai scazute decat cele din
primul pasaj, fapt ce poate indicd o fuziune a cristalelor de dimensiuni mai mici sau mai putin
«perfecten. Efectul de stabilitate termodinamica este clar vizibil pentru CC20 si CC13, datorita
lanturilor lungi de policaprolactona, dar nu exista o diferentd semnificativa intre cele doud probe
deoarece inceputul fuziunii este acelasi dar maximul endotermei este mai mare pentru CC13

decat pentru CC20.

Valorile entalpiei sunt similare atdt pentru topire cat si pentru re-cristalizare, pentru
fiecare proba, dar difera gradual pe masura ce lungimea lantului creste. O posibild explicatie ar fi
ca formarea cristalelor este mai dificild si depinde de lungime.

Valorile crescute de energie pentru CC20 sunt correlate cu o mai bund stabilitate, fapt

deja aratat prin ATG.

23



Modificari chimice ale unor polizaharide si ale hidrogelurilor lor prin procedeul ,,click chemistry”

IV.1.1.3.1.Determinarea gradului de cristalinitate din PCL dupa grefare

Scaderea cristalinitatii a fost cel mai probabil cauzata de dificultatea crescuta in aranjarea

lantului polimeric, datorita miscarii nepermisive a segmentelor polimerice din amidon.

Tabel 4. Cristalinitatea lanturilor de PCL dupa grefarea pe scheletul amidonului.

Masa " Masa o PCL %
Probd moleculara moleculara"a % N masic * AH,, Cristalinitate
PCL copolimerului
CC4 677 1325 3,17 3441 1341/ 27,4
CC13 1703 2351 1,78 63,03 2367 J/g 26,4
CC20 2501 3149 1,33 72,40  56,6)/g 55,0

unde, % PCL = 114*n / masa totala * 100. Pentru topirea PCL s-au luat in calcul valorile
standard : Ty, = 64°C; AH,,= 142 J/g iar % crist = 100 *AH,, / 142 % PCL.

IV.1.1.4. Analiza morfologica

Figura 9. Imagini SEM ale morfologiei interne pentru a) CC4, b) CC13, ¢) CC20, d) amidon, e)

amidon propargilat.
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Morfologia copolimerilor a fost studiata cu ajutorul microscopiei de baleiaj. O modificare
evidentd este observatd in cazul probelor grefate comparativ cu amidonul de plecare. De la un
aspect granular (d), pana la probe cu lanturi lungi de PCL ce prezintd o structurd cu pori bine
definiti.

IV.1.1.5. Comportamentul copolimerilor in diferiti solventi

Comportamentul la umflare al copolimerilor grefati in diferiti solventi a fost investigat
calitativ, pe o scard de la 0 la 5, dupa 24 de ore de agitare, fara nici o cuantificare a gradului de
umflare. Dupa cum era de asteptat, doar CC4 a aratat afinitate pentru apa, datorita lantului scurt
hidrofobic. DMSO s-a dovedit cel mai bun solvent pentru toti copolimerii, indiferent de

lungimea lantului de PCL.

5
4

@ Acetona
3 @ Api
5 | @DMSO

O Cloroform
17 @ Toluen
0 .

Ccca Cc13 CC20

Figura 10. Comportamentul copolimerilor CC4, CC13, CC20 in diferiti solventi.

Cloroformul, solvent nepolar, prezintd aceeasi capacitate de umflare pentru toti
copolimerii. In schimb, toluenul arati o crestere a gradului de umflare odati cu cresterea lantului
de PCL. Acetona, care din punctul de vedere al polaritatii se situeazd intre apa si cloroform,
respectiv toluen, umfla mai putin copolimerii, capacitatea ei de umflare scdzand cu cresterea

lungimii grefelor.
IV.1.1.6. Investigarea proprietatilor de micelizare ale copolimerilor

Datorita caracterului amfifilic al acestor copolimeri, a fost investigata abilitatea lor de a
se organiza in structuri micelare.

Pentru a prepara solutii micelare din copolimerii bloc, s-a adaugat in picdturi apd dublu
distilata (1 ml) la o solutie polimerica (5 mg) de THF (20 ml) aflatd sub o agitare blanda.
Solutia micelarad a fost obtinutd dupa evaporarea lenta a THF la rotavap, folosind pompa de vid
(30 °C, 3 ore). Concentratia finala a fost de 0,5 mg/mL atat pentru masurdtorile DLS cat si pentru

TEM.
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Figura 11. Imagini TEM pentru a) C20 si b) CC4

Figura 12. Imagini obtinute cu microscopul optic pentru micelele C20

Morfologia micelelor formate a fost investigata prin tehnica TEM; Figura 11 arata micrografiile
micelelor polimerice pentru copolimerii cu lungimea lantului PCL 20. Se observd cd forma
agregatelor in apa este sferica si ca dimensiunea particulelor este uniforma pe intreaga suprafata.
Influenta lungimii lantului de PCL este evidentd cand se face compararea celor trei copolimeri.
Asadar, datorita lantului hidrofobic scurt, CC4 si CC13 au aratat o imagine TEM diferita, cu
micele mai putin individualizate decat CC20.

Investigatii complementare au fost efectuate privind dimensiunea micelelor polimerice si
distributia lor dimensionald prin masuratori de DLS, cand s-a constatat un fenomen de agregare a

ce a tulburat distributia diametrelor, dand nastere la o crestere a polidispersitatii.
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Figura 13.Distributia dimendiunii micelelor pentru CC20

Figura 14.Distributia dimensiunii micelelor pentru CC4

S-a constatat ca diametrul micelelor creste (Tabel 5) odatd cu majorarea lungimii lantului
grefat de PCL.

Tabel 5. Diametrul micelelor conform masuratorilor DLS.

Proba CC4 CC13 CC20

Diam. (nm) 594 772 1016
PDI 0,18 027 0,23

O varianta ce poate explica dimensiunea diferitd a particulelor detectatd de TEM si DLS
constd in prepararea probei. Masuratorile DLS au fost realizate in solutii in timp ce agregatele
polimerice depuse pe gridele de carbon au implicat uscarea probelor, fapt ce a condus, in cel mai
probabil caz, la micsorarea particulelor si prin urmare la diametre mai mici detectate prin TEM.
De asemenea, in timpul procedurilor de pregétire, auto-asamblarile polimerice pot fi aplatizate
pe grilele TEM datorita fortelor de absorbtie.

Cresterea dimensiunii autoasocierilor cand se foloseste THF drept co-solvent, s-a mai
explicat prin faptul ca amestecarea acestuia cu apa se face foarte lent, datorita vascozitatii mari si
miscibilitatii scazute cu aceasta. S-a raportat in literaturd obtinerea de particule mai mari atunci
cand s-a adaugat faza organicd de THF peste faza apoasd, comparativ cu situatia cdnd ordinea de
adaugare a fost inversa, acest lucru datorandu-se ratei rapide de precipitare.

S-a mai ardtat cd se pot obtine morfologii variate daca copolimerul este asimetric in

lungimile relative ale blocurilor componente (ex. blocul hidrofobic este Tn mod considerabil mai
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lung decat cel hidrofilic) si particulele sunt pregétite prin addugarea lenta a apei peste polimerul
dizolvat intr-un solvent organic miscibil cu apa, dupa cum a fost si cazul nostru. Astfel, conform
unor studii anterioare, aceste aggregate micelare pot forma morfologii multiple care sunt
dependente de lungimea blocurilor copolimerului, morfologii ce includ sfere, bastonase, vezicule
(polimerosomi), micele lamelare.

Autoasamblarea copolimerilor amfifili in polimerosomi s-a demonstrat a fi dependenta de

blocul hidrofilic®*, in cazul nostru amidonul.
IV.1.1.7.Concluzii

A fost obtinut si caracterizat un nou copolimer pe baza de amidon grefat cu poliester prin
procedeul ,.click chemistry”.

Introducerea unitdtilor de PCL a eliminat unele dezavantaje ale polizaharidei abordate,
prin mdrirea hidrofobicitatii amidonului $i de asemenea prin cresterea cristalinitdtii
copolimerului prin varierea lungimii lantului de PCL, dupd cum s-a putut observa din analiza
DSC. Caracterul amfifilic al copolimerului a fost evidentiat prin capacitatea sa de a forma
polimerosomi in solutii apoase. Copolimerii grefati pot fi astfel potentiali candidati pentru a fi

folositi in diferite aplicatii biomedicale.

IV.1.2. Grefarea poli (s-caprolactonei) pe lanturile de amidon via “click chemistry”prin

metoda microundelor

IV.1.2.1. Principiul reactiei

0 ] OH
. 0 OH +  Ng 0
o ,TLO\;.%T "

CuS0,

Ma ascorbate

0
QOH
N_NMOMH
Nj’)\H

0
'-\..O%/O HO OH Or"’
HO ﬁ/Ow
H g
OH

.

Schema 2. Schema reactiei ,,click chemistry” dintre amidonul functionalizat cu grupare de tip

alchina si PCL purtétoare de grupari azidice.
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Pentru a elimina diferentele dintre o reactie realizatd in conditii clasice si una in prezenta
microundelor, au fost efectuate sinteze in paralel, utilizdnd aceleasi sisteme, prevazute cu

refrigerent.
IV.1.2.3. Analiza structurala
IV.1.2.3.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Pentru a fi siguri ca microundelor nu vor degrada amidonul, s-a pus la punct un protocol
experimental cu o putere de iradiere de 150 W, raportatd anterior ca fiind inofensivad in ceea ce
priveste polizaharidele.

Pentru a determina timpul necesar finalizarii reactiei ,,click” s-a realizat o cinetica din 20
in 20 de minute, monitorizata cu ajutorul FT-IR-ului. Spectrele au fost inregistrate folosind o
celuld de NaCl.

Figura 16 . Cinetica FT-IR pentru ,,click chemistry”, cu ajutorul MW.
IV.1.2.3.2. Rezonanta magnetica nucleara ("H-RMN)

Spectrele RMN 'H si "*C au fost inregistrate in aceleati conditii ca in cazul cuplajului
prin metoda conventionald si nu s-au observat diferente intre ele. Astfel, timpul de reactie a fost
redus de la 24 ore la doar 60 de minute. Cu toate acestea, acest lucru nu este valabil decat pentru
un mediu de reactie consituit dintr-un amestec apad/DMF, concluzie observatd in urma unui
spectru proton al unei reactii realizate intr-un amestec apd/THF, cand am descoperit ca dupa 60
de minute inca aveam prezenta azidei. Explicatia acestui lucru constd in faptul ca absorbtia
energiei generate de microunde este mai ridicatd in cazul DMF-ului decit in cazul THF-ului,
aspect definit de un factor numit tan 6. Pentru DMF acest factor este tan 6=0,161 si pentru THF,
tan 0=0,047.
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Figura 18. Comparatie intre spectrele RMN '° C ale reactiei “click chemistry” realizata in a)
apd/DMF si b) apa/THF.

IV.2. Grefarea poli (e-caprolactonei) prin polimerizarea e-CL la gruparile —-OH ale

amidonului
IV.2.1.Principiul reactiei

OH

Amidon + AlEt; —> lArnidon—O-]p—AlEt3 3p +p C2H6T

E-CL

O—0

( Amidon) o) { (CHZ%O-];H

Schema 3. Mecanismul reactiei de grefare a amidonului prin polimerizarea cu deschidere de

ciclu a e-caprolactonei.
IV.2.1. Analiza rezultatelor obtinute

IV.2.1.1. Analiza structurala
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IV.2.1.1.1.Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Picurile caracteristice > PCL (3300 —3700, 1737, 1725, 8501480, si 720 cm™ ) apar in
spectrele FIR, alituri de absorbanta largd a gruparilor O-H de 3200-3700 cm™. Rezultate
similare au fost raportate si de alti autori >.

Figura urmatoare surprinde intensitatea vibratiilor gruparii —C=0 ca banda larga la 1731

cm” in spectrul PCL/amidon, un rezultat similar celui obtinut de Wang si colab **.

Figura 22. Spectrul FT-IR al pentru a) amidon, b) SPCL2, ¢) SPCL3.

IV.2.1.1.2. Rezonanta magnetica nucleara ("H-RMN)

Figura 23. Spectrul 'H RMN(DMSO) al SPCL2.
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IV.2.1.1.3. Determinarea gradului de substitutie al grefelor de PCL pe scheletul amidonului

Determinarea compozitiei copolimerului s-a realizat plecand de la intensitatile semnalelor
pentru caprolactona si pentru unitétile structurale ale amidonului. Dupd cum este aratat in tabelul
12, semnalele din intervalul 3,6-3,7 ppm contin protonii H,, Hs, He ai unitatii de amidon, fiind
clar diferentiati de protonii metilenici a-6 din caprolactona(CL) ce apar intre 1,3-2,3 ppm. De
aceea, raportul molar relativ (CL/Amidon) al amidonului si al unitdtii caprolactonice din
copolimer poate fi calculat folosind spectrul "H RMN dupi o procedurd descrisd anterior” si

anume:

CL Intensitatea relativa a semnalelor protonilor metilenici a—9

Ncr = - = - — -
Amidon Intensitatea relativa a semnalelor protonilor H2,H5,H6

1V.2.1.2. Analiza termica

De-a lungul ultimilor decenii, s-au realizat numeroase studii privind dezvoltarea
polimerilor biodegradabili, amestecurile de polimeri si compozite folosind amidonul.
Amestecurile amidon-PCL 1isi gasesc locul in diverse studii de literaturd dar obtinerea lor
comerciald nu este foarte populara datorita pretului ridicat si a variatiilor ce apar in proprietatile
lor mecanice.

Aceste studii au aratat ca proprietdtile mecanice ale amestecului amidon/PCL devin slabe

amidonul hidrofilic si PCL hidrofobic, precum si adeziunii interfaciale scazute dintre cei doi
compusi.

Pentru fiecare copolimer sunt observate doua endoterme distincte in ceea ce priveste
fenomenul de topire, fapt ce indicd o faza de separare clard intre domeniile hidrofobic si
hidrofilic, atat punctul de topire, T, cat si caldura de topire (AHy) fiind afectate de greutatea lor
moleculard. Comparand ciclurile 1 si 2 care au acelasi bloc de amidon, atat T,,, cat si AHyale
blocului PCL cresc odatd cu cresterea greutatii moleculare.

Peak-ul T,, din blocul amidonului din ciclul 2 este destul de larg cu AH¢ redusa, fapt ce
indica dificultatea in cristalizarea segmentului de amidon, deoarece este inconjurat de segmentul
cu greutate moleculara mare al PCL. Rezultate similare au fost observate in alte sisteme
copolimerice amififile.® Prezenta componentei amorfe AGU poate influenta intr-un mod

puternic comportamentul ratei de cristalinizare al PCL prin faptul ca acest component are un T,
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mai mare decat temperatura onset de cristalizare a PCL. Acest fapt ar duce la o descrestere a

ratei de cristalinizare, in special atunci cand continutul compusului amorf creste.
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Atat din spectrele FT-IR si RMN, cét si in DSC s-a vazut o crestere a intensitatii picurilor
corespunzator caprolactonei pentru proba SPCL2, ceea ce s-a dovedit a fi In concordantd cu

rezultatele obtinute prin celelalte analize.
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IV.2.1.3. Analiza suprafetei prin XPS si Tof-Sims

Reziduurile datorate procesului de sinteza au fost identificate cu ajutorul XPS-ului si a
Tof-Sims-ului. Astfel, prin XPS s-au detectat alcoizii de aluminiu generati in sifu in urma

reactiei gruparilor —OH ale amidonului cu AlEts.
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Figura 28. Studiul XPS pentru proba SPCL2.

Procentajul atomic (%) al elementelor detectate in suprafata atat a amidonului de plecare

cat si a celui modificat cu caprolactond sunt prezentate in tabelul 10.

Tabel 10. Procentajul atomic al elementelor in amidonul pur si cel modificat.

Procentaj atomic (%)

) C 60,2
Amidon 0 39.8
C 61,4

SPCL2 O 33,9
Al 4,6
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CAPITOLUL V

OBTINEREA HIDROGELURILOR PE BAZA DE AMIDON
V.3. Obtinerea hidrogelurilor pe baza de amidon prin reticulare cu acid citric

Reactivii acceptati de citre FDA?’ pentru obtinerea de amidon reticulat pentru utilizarea
sa In domeniul alimentar sunt reprezentati de clorura de fosforil, trimetafosfatul de sodiu,
anhidrida acetica adipicda mixtd si amestecuri de trimetafosfat de sodiu si tripolifosfati.
Epiclorhidrina nu mai este utilizata de catre producatorii de amidon (SUA) deoarece
clorohidrinele sunt agenti cancerigeni. Acidul citric este cunoscut ca fiind neddundtor in
comparatie cu alte substante folosite in acest scop™.

Cele doua stadii ale reactiei dintre amidon si acidul carboxilic constau mai intdi dintr-o
atagsare a acestuia prin procedeul de esterificare cu gruparea hidroxilicd si reactia acesteia mai
departe, tot prin esterificare, cu alta grupare hidroxilica a amidonului, producand astfel reticulari
ale polizaharidei. Diversi autori au propus un mecanism bazat pe formarea intermediard a
anhidridei. Atasarea acidului carboxilic la polimer prin esterificarea primului ciclu anhidridic ar
expune o noud unitate de acid in acidul citric care are conectivitatea chimicd exacta penru a
forma o un nou compus intramolecular anhidridic cu unitate adiacenta de acid carboxilic. Reactia
urmatoare cu eterul amidonului poate conduce la reticulare. Datorita implicarii gruparilor
hidroxilice ale amidonului in legatura esterica, reticularea acestui polimer hidrofilic s-a realizat
pentru a limita afinitatea acestuia catre apa. Substitutia amidonului in stare granulara este cu
precddere intdlnitd in regiunea amorfa, deoarece reactivii pot penetra mai usor aceste zone.
Stabilitatea termica a citratului de amidon are legaturd cu continutul de amilopectind si/ sau
structura amidonului. Asadar, citratul de amidon cu un continut mai mare de amilopectina poate
fi mai stabil termic decét cel cu un continut scdzut. Odata cu introducerea citratului, structura
granulara este alterata. Substituientul citrat poate altera asocierile dintre amiloza si amilopectind
si fiecare component cu el Insusi in granule, ceea ce va impiedica umflarea granulelor de

amidon.
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V.3.1. Principiul reactiei
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Schema 3. Mecanismul reactiei de reticulare cu acid citric.

V.3.2. Program experime

ntal

Tabelul 3. Programul experimental al hidrogelurilor sintetizate.

Nume probd | Conc. solutieide | T°C | t; (ore) Raport molar
polimer Polimer/CA
5 10:0,25
HS 10:0,5
10:1,5
HSCP 12% 50° 101
4
HSPCL 5 10:1
6

V.3.3. Analiza rezultatelor obtinute

V.3.3.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR-ATR

Figura 39 prezinta spectrul FTIR-ATR al citratului de amidon si al amidonului

nemodificat. Rezultatele sunt aceleasi cu cele raportate de lizuka si Aishima care au investigat
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modelele spectrale a cinci tipuri de amidon (amidon din porumb, din cartof, pe baza de orez,
amilozi si amilopectini) prin FT-IR/ATR si au gasit ci toate prezinti un model similar. In
studiul aici de fatd, hidrogelul pe baza de amidon reticulat cu acid citric (HS) a aratat 10 peak-uri
in regiunea 3700-800 cm . Din studii anterioare, Irudayayaraj si Yang au aritat ci absorbanta la
3381 si 2931 cm ' poate fi atribuit gruparii O-H si C-H. Absorbanta de la 1350 cm™ a fost
atribuiti gruparilor O-C-H, C-C-H si C-O-H. Absorbantele de la 1150 si 1080 cm™ sunt atribuite
amandoua cuplarii C-O, C-C respectiv O-H.

Un nou peak la 1724 cm™ a fost prezentd in toate hidrogelurile reticulate nu si in amidonul de
plecare. Acest nou peak poate fi atribuit gruparii esterice caracteristice din acidul citric prezente

in structura produsilor reticulati.

Transmitanta (%)

Lungime de unda (cm’

Figura 39. Spectrele FT-IR ale a. amidonului, si b.hidrogelului pe baza de amidon
nemodificat (HS)

Spectrul ATR-IR al hidrogelurilor HSCP a aratat benzile caracteristice pentru amidonul
modificat cu clorurd de palmitoil. Mai intdi, introducerea lanturilor de palmitoil a fost confirmata
de prezenta grupdrilor esterice de tip carbonil (C=0O) la 1743 cm”. Cele doud peak-uri de
intensitati puternice corespunzatoare valorilor 2922 si 2851 cm’ sunt atribuite gruparilor metil si
metilen asociate substituientilor palmitoilici.

Gruparea esterica formata 1n urma reticuldrii covalente absoarbe intr-o zona in care mai
absorb si alte grupari functionale si de aceea a fost necesara o deconvolutie spectrala intre 1500-

1800 cm™. Banda de absorbtie specifica pentru legatura esterica a fost gasita la 1743 cm™.
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Figura 10. Spectrele FT-IR ale peak-urilor carbonil, respectiv deconvolutia lor pentru HSCP.

Vibratia puternica localizati la 3481 cm™ caracteristici pentru grupdrile hidroxil din
amidonul nativ descreste in intensitate atat dupa acilare cat si dupa reactia de reticulare, conform
faptului ca aceste grupari se diminueaza. Este demn de mentionat cd intensitatea legaturii

esterice este mai puternicd odatd cu cresterea continutului de CA in hidrogel®.

Figura 11. Spectrul FT-IR al intensitatilor peak-urilor carbonil pentru a) HSCP0.25, b) HSCP
0.5, c) HSCP 1.5.

Peak-urile caracteristice ale PCL apar atat in polimerul grefat cat si in cel reticulat, pentru
hidrogel nu s-a inregistrat nici un nou peak. S-a realizat o deconvolutie (Figura 12) pentru a
dezvalui peak-ul anhidridei. Singura diferentd remarcabild in spectrul FT-IR a fost diminuarea

evidenta a vibratiilor grupdrilor -OH corespunzatoare polimerului grefat.
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Figura 12. Deconvolutia peak-ului carbonil din spectrul FT-IR pentru HSPCL.

V.3.3.2. Analiza morfologica

Imaginile SEM ale probelor liofilizate sunt prezentate in figura de mai jos.

Figura 13. Imagini SEM pentru HS(A), HSPCL(B), HSCP(C).
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Morfologia celor trei tipuri de hidrogeluri este in concordanta cu hidrofilia lor. Hidrogelul
pe baza de amidon nemodificat, capabil sa retina cantitati mari de apd, va forma prin liofilizare
un material cu porozitate neuniforma, dar cu pori mai mari (Figura 13A). Reducerea hidrofiliei
amidonului prin estericare cu CP sau prin grefarea de PCL va conduce la retinerea unor cantitati
mai mici de apa cu formarea 1n urma liofilizarii a unor materiale cu distributie relativ uniforma a
porilor si a dimensiunii mai reduse ale acestora. Din acest punct de vedere morfologia celor doua
tripuri de hidrogeluri este asemanatoare, cele pe baza de amidon modificat cu CP prezentand pori
mai numerosi decat cele pe baza de amidon grefat cu PCL. Morfologia atestatd de micrografiile
SEM ale celor trei materiale este in concordanta cu capacitatea lor de a retine apa care scade in

seria HS >HSCP> HSPCL.

V.3.3.3. Analiza rezultatelor privind proprietatile de umflare in solutii apoase

Capacitatea hidrogelurilor obtinute de a absorbi apa se datoreaza prezentei grupdrilor
hidrofile din polimerii ce formeaza structura retelei, grupari datoritd cdrora polimerul va fi
hidratat la grade diferite in functie de compozitie. Caracteristica principald a hidrogelurilor este
comportamentul la umflarea in apd, mediu in care structura lor finala este dezvaluita. Pentru
aplicatiile farmaceutice, este important a se cunoaste cinetica de umflare a hidrogelurilor

deoarece este un proces direct legat de includerea de medicamente si de eliberarea acestora.

Retentia apei in raport cu timpul a fost obtinuta prin indepartarea periodica a probelor din
apa, uscarea lor rapidd cu o hartie filtru si cantarirea lor din nou. Absorbtia apei de catre
hidrogelurile initial uscate a fost urmaritd pana ce acestea au atins un grad de umflare maximal,

curbele fiind reprezentate in figurile 14 si 15.

S-a observat ca, initial, rata de absorbtie a apei creste brusc si apoi incepe sa se
stabilizeze. Gradul de absorbtie a apei de hidrogeluri a fost saturat in 4 ore. Masuratorile gradului
de umflare au aratat ca absorbtia de apa este mai mare atunci cand valoarea cantitdtii de CA este

scazutd iar hidrogelurile cele mai umflate sunt cele pe baza de amidon nemodificat.

O alta observatie ar fi cd desi In teorie HSCP este mai hidrofob decat HSPCL, gradul de
umflare a dovedit contrariul. O posibila explicatie este legata de canalele de distributie a PCL in
jurul amidonului, acoperindu-1 cu un strat hidrofob. In plus, prezenta de grupari terminale -OH ar
putea fi, de asemenea, implicate in reactia de reticulare, desi concentratia lor este mai mica cea a
unitatilor de amidon. Lanturile de palmitoil, chiar daca sunt mai lungi, distributia de tip pieptene

s1 DS-ul scdzut le permite sa actioneze ca o retea mai hidrofila decat cea pe baza de PCL.
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Figura 14. Gradul de umflare a hidrogelurilor obtinute prin varierea raportului molar

polimer/agent reticulant.

Figura 15. Absorbtia apei pentru hidrogelurile reticulate 4 si 5 ore.

Avand in vedere cd scopul acestor hidrogeluri a fost acela de imobilizare si de eliberare
de medicamente, am incheiat cercetarile cu includerea de levofloxacina, antibiotic hidrosolubil si
urmdrirea cineticii sale de eliberare. Trei tipuri de hidrogeluri au fost incércate, cinetica de
eliberare constatindu-se ca fiind ca cea a sistemelor difuzionale tipice. In primele momente ale
procesului se Inregistreazd o crestere rapidd a cantitatii de medicament eliberat,"burst effect",
fenomen datorat faptului ca se elibereaza medicamentul de la suprafatd, din pori si are o actiune
benefica constituind o prima concentratie de atac. Apoi, evolutia cineticd indica o eliberare mai
lentd a medicamentlui din structura hidrogelului. Cantitatea de medicament eliberatd scade odata
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cu cresterea gradului de reticulare, dar este determinatd, de asemenea, si de cantitatea de

medicament inclusa care variaza si ea.

V.3.3.4. Analiza capacitatii de includere si eliberare a levofloxacinei

Probele uscate si cantarite au fost imersate intr-o solutie de levofloxacin (10 mL, solutie
apoasd) si lasate 48 de ore, includerea constand in difuzia medicamentului in retea prin retinerea
sa In porii materialului. Cantitatea maximd de medicament incarcatd in fiecare proba a fost
calculata folosind un masuratori de spectrofotometru (lungimea de unda pentru levofloxacin

folosita pentru detectie a fost 300 nm) dupd cum urmeaza:

m,=m; —C, XV ecuatia (3)

e my — levofloxacin incarcat (mg)

e my—cantitatea initiala de levofloxacin (mg)

e (Cpr— concentratia de levofloxacin in solutia rdimasa de medicament dupa indepartarea
probei, calculata din curba de calibrare pentru levofloxacin in apa (mg/mL)

e V —volumul solutiei de medicament ramas (my).

Eliberarea levofloxacinei din hidrogeluri

Probele incarcate cu levofloxacin au fost imersate in flacoane acoperite ce contin 100 mL
de solutie tampon, pH=7,4. PBS-ul a fost ales deoarece se doreste utilizarea hidrogelurilor intr-
un mediu biologic, iar concentratia ionilor din solutie se armonizeaza cu cea a corpului uman.
Studiile de eliberare a medicamentului au fost realizate la 37 °C intr-o baie de apa cu agitare,
GFL 1092 la 60 rpm, timp de 72 ore. Procesul de eliberare a levofloxacinei din hidrogeluri a fost
monitorizat cu un spectrofotometru UV-VIS NanoDrop, (Nanodrop ND-1000) de la Thermo
Scientific. Rezultatele reprezinta valoarea medie a trei determinari.

Levofloxacina eliberata a fost calculata folosind ecuatia curbei de calibrare si greutatea

fiecarei probe, dupd cum este descris in ecuatia de mai jos:

C . x100
m ; = el ecuatia (4)
s ms 5
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unde, my, este cantitatea de levofloxacina eliberatd, Cyr este concentratia calculata pornind de la

curba de calibrare a levofloxacinei (A= Crr x 7,048) (mg/ml) si mg reprezintd greutatea probei

(2)
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Figura 16. Eliberarea levofloxacinei (mg / g hidrogel uscat) la pH = 7,4 pentru hidrogelurile
obtinute in urma varierii raportului molar polimer/CA. Concentratia de medicament incarcata a
fost de 20 mg / mL.
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Figura 17. Eliberarea levofloxacinei (mg / g hidrogel uscat) la pH = 7,4 pentru hidrogelurile
obtinute in urma varierii timpului de reticulare. Concentratia de medicament incarcata a fost de
20 mg/mL.
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Levofloxacina, un medicament solubil in apd, se elibereaza imediat cand este in contact
cu mediul de dizolvare asa cum se vede in cazul hidrogelurilor pe bazd de amidon (HS).
Hidrogelurile cu lanturi de PCL au sustinut eliberarea levofloxacinei pentru mai mult de sapte
ore, cu o cinetica liniard, sustinutd, in timp ce produsii pe bazd de amidon modificat cu clorura
de palmitoil, ocupa locul al doilea, cu un interval de timp mai scurt. Examinarea cineticii de
eliberare in vitro a levofloxacinei de catre hidrogelurile pe baza de HSPCL au fost corelate cu
comportamentul de umflare si s-a constatat cd matricile pe bazd de PCL au avut proprietati

imbunatatite de eliberare sustinuta, comparativ cu hidrogelurile pe baza de HS si HSCP.

Hidrogelurile cu concentratii mai mici de CA prezinta o cinetica mai rapida de eliberare, in
timp ce hidrogelurile obtinute prin reticularea la o durata mai scurta de timp, sustin eliberarea de

medicamente agsa cum se vede in tabelul de mai jos:

Tabelul 4. Influenta timpului de reticulare asupra eliberarii medicamentului.

t reticulare (OT€) Timpul pentru eliberarea

medicamentului (min)

HS HSCP HSPCL
4 150 200 450
5 250 300 600
6 300 350 700

V.3.3.5. Studiul matematic al procesului de eliberare al medicamentului

Pentru descrierea cineticii de eliberare in vitro a principiilor active se folosesc anumite
modele matematice, iar pentru acest studiu s-au ales ecuatiile lui Lagergren si a lui Ho.

Ecuatia de ordin 1 a lui Lagergren

q=dqe * [1-exp(-ki*t)] ()
unde, q (= cantitatea de medicament absorbita la un anumit timp t (mg/g)
qe = cantitatea de medicament absorbita la echilibru (mg/g)
ki = constanta lui Lagergren (min™)
t = timp
Ecuatia de ordinul 2 a lui Ho

q=t*k; q¢° / (1+t*ks qe) (6)
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unde, h=k, qe2

ko= constanta relativa a acestui model [g/(mg*min)]

S-a observat ca valorile coeficientilor de corelare pentru primul model de ecuatie variaza
intre 0,927 si 0,998 iar majoritatea valorilor q. variazd semnificativ fatd de wvalorile
experimentale. Corelarile (R?) au fost folosite ca indicatori pentru o mai buni fitare a fiecirei
ecuatii considerate, eliberarea levofloxacinei urmand indeaproape modelele de ordinul unu si
doi. In orice caz, conform valorilor neglijabile ale R° pentru datele de eliberare, se constati ci
aplicarea acestor modele matematice este pur empirica.

Pentru a afla mecanismul de eliberare, curbelor de eliberare li s-a aplicat Korsmeyer—Peppas:
M/ M, =Kt " 3)

unde M, / M, reprezinta fractia de medicament eliberat la timpul t, iar k este constanta ratei de

eliberare si n exponentul de eliberare. Au fost obtinuti indici n ~0.5, ceea ce indica o difuzie de

tip Fickian.

Difuzia medicamentului din matricea hidrogelurilor a fost in stransa relatie cu umflarea acestora

in mediul de eliberare.
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Concluzii generale

>

.....

biopolimer cu caracteristici favorabile pentru utilizarea sa pentru o gama larga de aplicatii;

Modificarea chimica a amidonului a fost confirmatd prin analize spectroscopice (FT-IR si
IH-RMN), precum si prin investigatii morfologice si de suprafata;

Morfologia materialelor pe baza de amidon a prezentat modificdri pentru toate metodele de
hidrofobizare ale polizaharidei, in toate cazurile, aceasta trecand de la un aspect granular

catre unul ce prezinta pori in structura sa;

Am obtinut polimeri cu hidrofilie controlata prin esterificarea cu clorura de palmitoil, variind

gradul de substitutie in intervalul 0,13-0,3;

S-au obtinut noi copolimeri de tip pieptene, pe bazd de amidon grefat cu PCL prin procedeul

,click chemistry” si prin polimerizarea cu deschidere de ciclu a g-caprolactonei;

Introducerea unitatilor de PCL prin ,click chemistry” a eliminat unele dezavantaje ale
polizaharidei abordate, prin marirea hidrofobicitatii amidonului si de asemenea prin cresterea

cristalinitatii copolimerului prin varierea lungimii lantului de PCL;

Caracterul amfifilic al copolimerului a fost evidentiat prin capacitatea sa de a forma
polimerosomi in solutii apoase cu diametre diferite ce variaza odata cu cresterea lungimii
lantului hidrofobic. Copolimerii grefati pot fi astfel potentiali candidati pentru a fi folositi in

diferite aplicatii biomedicale;

S-a realizat grefarea prin ,.click chemistry” a PCL pe scheletul amidonului si cu ajutorul
microundelor, timpul de reactie scdzind de la 24 ore la 60 minute, in functie de solventul

folosit;

Reactia de polimerizare cu deschidere de ciclu a g-caprolactonei a condus la obtinerea de
compusi ce au evidentiat prin curbele DSC ca PCL grefat are o greutate moleculara

suficienta pentru a permite lantului poliesteric sa cristalizeze;

Au fost obtinute prin reticulare cu acid citric hidrogeluri noi, pe bazd de amidon si amidon

hidrofobizat cu lanturi palmitoil si PCL;

Hidrogelurile au prezentat o hidrofobicitate controlata prin natura agentului de modificare a

amidonului precum si prin parametrii de reticulare ai procesului;
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>

Proprietatile de umflare, incarcare si eliberare a hidrogelurilor pot fi usor controlate prin

ajustarea parametrilor studiati,

S-a studiat capacitatea de inglobare si eliberare a unui medicament din clasa antibioticelor
hidrosolubile (Levofloxacina) in/din structura hidrogelurilor. Mecanismul de incorporare a
fost unul fizic, cinetica de eliberare fiind controlatd de difuzia soutiei tampon in structura

retelei;

Levofloxacina din hidrogelurile pe baza de amidon hidrofobizat fost eliberatd intr-un timp
mai indelungat din hidrogelurile pe baza de amidon modificat cu PCL comparativ cu

cantitatea eliberata din hidrogelurile pe baza de amidon modificat cu clorura de palmitoil;

Cresterea concentratiei de acid citric s1 a timpului de reticulare conduce la o densitate mai
mare a retelei finale, astfel la o scadere a retentiei apei , respectiv a medicamentului, dar
pentru hidrogelurile hidrofobe a fost observatd o perioadd mai lungd de eliberare a

levofloxacinei;

Se poate afirma, ca sistemele studiate elibereaza principiul activ hidrofil printr-un mecanism
combinat: pe de o parte medicamentul este eliberat datoritd hidratarii hidrogelurilor la
suprafata retelei i, pe de altd parte datoritd umflarii lor in interior dupad care acesta se

elibereaza prin difuzie din matrice in supernatant;

Procedura de modelare teoretica a difuziei a fost condusa pe baza datelor experimentale si
scopul acesteia a fost de a evalua influenta conditiilor de reactie asupra gradului de umflare

si a cantitatii de levofloxacina eliberate;

Difuzia medicamentului din hidrogeluri a fost datoratd umflarii acestora in mediul de
eliberare, solutie tampon, pH 7,4, modelul propus pentru cinetica de eliberare a fost cel
descris de Lagergren si Ho;

Conform ecuatiei lui Peppas sistemele prezinta o difuzie de tip Fickian.

S-a constatat cd cinetica de eliberare depinde de tipul de material hidrofob din retea.
Studiul a ilustrat ca este posibild obtinerea hidrogelurilor prin combinatia adecvatd a
matricilor hidrofobe in vederea obtinerea unui profil farmacocinetic acceptabil pentru

mediul in vitro.
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