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INTRODUCERE

Tn ultimile decenii s-a constatat o crestere a interesului cu privire la studiile
efectuate Tn domeniul transportului de medicamente de catre polimerii sintetici,
naturali sau combinatii ale acestora, precum si a utilizarii acestor tipuri de
suporturi pentru obtinerea de noi preparate enzimatice.

Combinarea celor doua categorii de compusi macromoleculari urmareste
obtinerea unor structuri care sa posede pe de o parte stabilitatea chimica si
rezistenta la valori extreme de pH si temperaturé ale compusilor sintetici cat si
caracteristicile speciale ale polimerilor naturali precum bioadezivitatea,
biocompatibilitatea si biodegradabilitatea.

In ceea ce priveste forma de prezentare, tehnologiile actuale permit
obtinerea de sisteme polimer-substanta biologic activa cu forme din cele mai
diverse, de la filme, geluri si hidrogeluri, tablete sau solutji injectabile pana la
sisteme particulate micro- si nanometrice.

Dintre acestea, sistemele sub forma de particule poseda cea mai mare
pondere datorita numeroaselor avantaje pe care le prezinta din punct de vedere
al modului de administrare.

Prezenta lucrare are ca obiectiv principal prepararea de noi suporturi sub
forma de microparticule, pe baza de polimeri naturali si sintetici, In vederea
elaborarii de sisteme cu eliberare sustinutd/controlatd de medicamente sau
pentru obtinerea de noi preparate enzimatice cu aplicatii in biocataliza.

Lucrarea este structurata pe sapte capitole, dupa cum urmeaza:

Capitolul 1 constituie studiul bibliografic, prezentand succint stadiul actual
al cercetarii si trecdnd Tn revista principalele metode de obtinere ale
microparticulelor si aplicatiile biomedicale si biotehnologice la care acestea se
preteaza.

Capitolul 2 detaliazé materialele si tehnicile experimentale utilizate pentru
prepararea sistemelor polimer-principiu biologic activ, precum si metodele de
analiza intrebuintate pentru caracterizarea acestora.

Tn Capitolele 3-7 sunt descrise contributiile proprii privind prepararea si
caracterizarea unor sisteme sub forma de microparticule cu potentiale aplicatii
n medicina si biotehnologie. Astfel:

Capitolul 3 trateaza obtinerea si caracterizarea de sisteme polimer-
medicament pe baza de glicidil metacrilat (GMA) si GMA si xantan.

Capitolul 4 prezinta obtinerea si caracterizarea de sisteme polimer-
medicament sub forma de particule, pe baza de glicidil metacrilat si chitosan.

Capitolul 5 descrie obtinerea si caracterizarea de noi sisteme particulate
pe baza de glicidil metacrilat si gelan.



Capitolul 6 descrie sisteme polimer-medicament sub forma de particule cu
dimensiuni micrometrice, pe baza de schimbatori de ioni acrilici si gelan.

Capitolul 7 prezintd noi preparate enzimatice, obtinute prin imobilizarea a-
amilazei pe rasini schimbatoare de ioni sub forma de microparticule.

Biomaterialele obtinute in cadrul tezei au fost analizate din punct de
vedere structural, morfologic, al rezistentei la degradare termica, al capacitatii
de umflare Tn apa, precum si a capacitatii de retinere de solventi.

De asemenea, capacitatea sistemelor de a retine si a elibera principii
biologic active a fost studiata prin utilizarea unor medicamente hidrosolubile
cum ar fi: teofilina, cloramfenicolul hemisuccinat de sodiu sau cefuroximul sare
de sodiu, sau a unor enzime, ca de exemplu a-amilaza.

Tn final, lucrarea de doctorat este completatd de o parte de Concluzii, la
care se adauga o serie de trimiteri Bibliografice.

OBIECTIVE

Obiectivul principal al lucrarii de doctorat 1l constituie prepararea unor noi
suporturi sub forma de microparticule pe baza de polimeri naturali si sintetici
pentru obtinerea de sisteme cu eliberare sustinnutd/controlatd de medicamente
sau preparate enzimatice.

Tn vederea realizérii acestui obiectiv principal, a fost necesara indeplinirea
unor obiective specifice, dupa cum urmeaza:

< Prepararea unor noi suporturi poroase microparticulate pe baza de

glicidil metacrilat si polizaharide prin tehnica polimerizarii n
suspensie;

« Obtinerea de noi rasini schimbatoare de ioni pe baza de polimeri
acrilici pentru aplicatii biotehnologice;

« Studiul influentei anumitor parametri asupra morfologiei i
dimensiunilor microparticulelor polimere (grad de reticulare, cantitate
de reticulant, viteza de agitare, tipul diluentului);

< Caracterizarea suporturilor nou peparate cu ajutorul unor tehnici
moderne de analiza: spectroscopie FT-IR, microscopie electronica de
baleiaj, microscopie de for{d atomica, sorbtie dinamica de vapori,
analiza termogravimetrica, etc.;

+«+ Obtinerea unor noi sisteme cu eliberare controlata de medicamente;

o,

+ Obtinerea unor noi sisteme biocatalitice prin imobilizare de enzime;

« Caracterizarea structurald, morfologica si fizico-chimica a sistemelor ce
contin principii biologic active;

« Determinarea capacitatii de includere/eliberare a principiilor biologic

active.
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CAPITOLUL 3
SISTEME POLIMER-MEDICAMENT PE BAZA DE GLICIDIL METACRILAT I
XANTAN

3.1. Sinteza microparticulelor pe baza de glicidil metacrilat si xantan

Prin polimerizare in suspensie apoasa s-au preparat doua tipuri de retele

sub forma de microparticule:

« Microparticule G - obtinute in urma polimerizarii monomerilor
metacrilici si dimetacrilici;

«+ Microparticule X — obtinute prin grefarea xantanului in timpul reactiei
de polimerizare reticulanta dintre glicidil metacrilat si monomerii
dimetacrilici.

Reactiile implicate in obtinerea celor doua categorii de microparticule sunt

ilustrate in Schema 2 (a) si (b):
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Schema 2. Reactiile generale de obtinere a microparticulelor pe baza de glicidil
metacrilat (a) si a microparticulelor pe baza de glicidil metacrilat si xantan (b)

Cele doua reactii evidentiaza faptul ca microparticulele poroase au fost
obtinute printr-un proces de polimerizare radicalica reticulanta. Astfel, prin
incalzirea amestecului la temperatura de 78°C, peroxidul de benzoil s-a
descompus in radicali care au initiat procesul de polimerizare radicalica dand
nastere la macroradicali ce au reactionat intre ei formand in final structuri
tridimensionale. Tn cazul microparticulelor pe bazd de glicidil metacrilat si
xantan, alaturi de peroxidul de benzoil a fost introdus in sistem un al doilea
inifiator radicalic corespunzator xantanului. Astfel, persulfatul de amoniu
adaugat in faza apoasa a determinat formarea de macroradicali de xantan ce au
reactionat ulterior fie cu macroradicalii proveniti de la desfacerea legaturilor
duble ramase nereactionate ale monomerilor dimetacrilici fie cu restul
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macroradicalilor prezenti in sistem. S-au obtinut in final retele polimerice in care
xantanul este legat covalent prin intermediul unor noi legaturi eterice.

Protocolul experimental respectat pentru prepararea celor doua seturi de
microparticule este ilustrat in Tabelul 8. Pentru obtinerea de microparticule

poroase s-a utilizat drept agent porogen toluenul.

Tabel 8. Protocolul experimental pentru obtinerea microparticulelor G si X

Viteza
_ Cod _ Rapc_)rt Raport de o
Serie = | Reticulant | GMA/Reticulant | Mon/Xan . Dilutie
proba (mol/mol) (9/0) rotatie
r.p.m.
G EGDMA
G2 DEGDMA 90/10
Gs TEGDMA
Gy EGDMA
Gs DEGDMA 80/20
G Ge TEGDMA
Gy EGDMA i
Gs DEGDMA 70/30
Gy TEGDMA
Gio EGDMA
Gu DEGDMA 50/50
G2 TEGDMA
X1 EGDMA 360 0,5
X2 DEGDMA 90/10
X3 TEGDMA
X4 EGDMA
Xs DEGDMA 80/20
Xe TEGDMA
* | x | ecowa 23/1
Xg DEGDMA 70/30
Xg TEGDMA
X10 EGDMA
X11 DEGDMA 50/50
X12 TEGDMA

Randamentele de obtinere a microparticulelor au avut valori cuprinse intre
85 si 98%, valorile cele mai mari Tnregistrandu-se Tn cazul microparticulelor Tn
care reticulantul a fost etilenglicol dimetacrilat.
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3.2. Caracterizarea structurala si morfologica a microparticulelor

3.2.1. Spectroscopia FT-IR

Spectrele FT-IR ale glicidil metacrilatului si ale celor trei reticulanti precum
si spectrul xantanului sunt foarte bine cunoscute din literaturd [254]. Tn urma
analizelor efectuate s-a putut observa un profil similar al spectrelor pentru cele
doud seturi de microparticule. Astfel, au fost analizate spectrele pentru probele
G si Xy, reticulate cu etilenglicol dimetacrilat (EGDMA) (Figura 53).

TEoI

A
f
g

Wae vunbe 1 m-1y

Figura 53. Spectrele FT-IR ale microparticulelor G1 si X1

Tn cazul microparticulelor G;, spectrele FT-IR au pus in evidentd prezenta
benzilor de absorbtie specifice atat pentru glicidil metacrilat cat si pentru
reticulant, dupa cum urmeaza: benzile de absorbtie de la 3002,02 cm™ Si
2952,84 cm™ corespund vibratiilor de intindere specifice gruparilor >CH-;
aparitia unei benzi la numarul de unda 1730,75 cm™ este caracteristicd
gruparilor esterice prezente atat in structura GMA cat si a reticulantului; benzile
de absorbtie de la 1485,10 si 1452,31 cm™ indica prezenta grupelor metilenice
n structurd; benzile de absorbtie de la 1262,37 si 1150,47 cm™ sunt specifice
legaturilor eterice (C—O-C); iar banda de la 907,45 cm™ este caracteristica
gruparilor epoxi prezente n structura glicidil metacrilatului.

Tn cazul microparticulelor X se poate observa o usoara deplasare a
benzilor de absorbiie fata de probele G, insd in general se constata o
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similaritate a spectrelor. Datorita faptului ca majoritatea benzilor de absorbtie se
suprapun pentru perechile de probe Gi — Xi, pentru a evideniia prezenta
xantanului Tn structurile microparticulate s-a efectuat calculul ariilor benzilor
caracteristice, cele mai importante valori fiind ilustrate in Tabelul 11.

Tabel 11. Ariile benzilor caracteristice specifice probelor G si X1

Cod proba Ago7cm A1630 cm A1150 cm Aza00 cm
G1 2,88 0,80 23,37 29,96
X1 4,89 1,00 48,28 37,94

Pe baza datelor obtinute se pot concluziona urmatoarele:

>

>

in toate cazurile ariile benzilor corespunzatoare microparticulelor X
sunt mai mari comparativ cu ariile benzilor microparticulelor G;

se poate observa in cazul microparticulelor X o crestere a ariei de la
907 cm™, acest lucru datorandu-se faptului c& xantanul joaca rol nu
numai de participant la reactie ci si de stabilizator de suspensie,
avand o actiune protectoare asupra gruparilor epoxidice si
impiedicand deschiderea lor in timpul reacfiei;

pentru probele X se observa o crestere a ariei de la 1150 cm™,
corespunzatoare legaturilor eterice, ceea ce confirma mecanismul de
reactie propus in Schema 2 (b);

in cazul microparticulelor X valoarea considerabil mai mari ale ariei
benzii de absorbtie de la 3400 cm™ este datorata aportului de grupe
hidroxilice ale xantanului.

Acelasi comportament de constata si Tn cazul particulelor reticulate cu
dietilenglicol dimetacrilat (DEGDMA) si trietilenglicol dimetacrilat (TEGDMA).

3.2.2. Microscopia electronica de baleiaj (SEM)
Una dintre principalele metode de caracterizare morfologica a particulelor o

constituie microscopia electronica de baleiaj cu ajutorul careia se pot investiga
forma, dimensiunile si caracteristicile interne si de suprafata ale probelor.

Figurile 54, 55 si 56 ilustreazad comparativ micrografiile probelor G; si X,
G2 si X; si respectiv Gz si X3 atadt din punct de vedere al diferentelor de
suprafata cat si a structurilor interne.
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Figura 54. Micrografiile probelor G; si Xi: a si b) detaliu de suprafata; c) detaliu
al structurii interne a microparticulelor

Figura 55. Micrografiile probelor G, si X;: a si b) detaliu de suprafata; c) detaliu
al structurii interne a microparticulelor
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Figura 56. Micrografiile probelor G si X3: a si b) detaliu de suprafata; c) detaliu
al structurii interne a microparticulelor

Microscopia electronica de baleiaj evidentiaza faptul ca microparticulele G
si X se caracterizeaza prin morfologii poroase, forma sferica, bine definita si
dimensiuni micrometrice. Diferentele ce apar intre morfologiile suprafetelor celor
doua seturi de probe (cu si fard xantan) indica faptul ca polizaharida
reactioneaza cu monomerii metacrilici formand o noua structurd polimera
reticulata, respectand mecanismul propus anterior. Din micrografii se observa
ca introducerea xantanului in sistem conduce la formarea unor structuri
tridimensionale ce prezinta pe suprafatd un numar mai mare de pori insa cu
dimensiuni mai mici.

Structurile interne ale microparticulelor G si X releva usoare diferente intre
cele doua seturi de probe, iar pentru probele X, micrografiile ilustreaza o
diferenta intre structura internd si cea externd, aceastd neuniformitate
datorandu-se faptului ca macroradicalii de xantan prezenti in sistem ataca in
special legaturile duble nereactionate ale monomerilor dimetacrilici legandu-se
preponderent la suprafata si in straturile superficiale ale microparticulelor.

Prin modificarea regimului hidrodinamic in cazul probelor G; si X;, mai
exact prin cresterea vitezei de rotatie de la 360 r.p.m. la 450 si respectiv 600
r.p.m., se constata o descrestere a dimensiunilor particulelor, dar si o scadere a
stabilitatii mecanice (Figura 58).
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Figura 58. Infuenta vitezei de rotatie asupra morfologiei particulelor

Influenta naturii reticulantului asupra caracteristicilor morfologice ale
probelor G1, G, Gs si respectiv X1, X, si X; este evidentiata Tn Figurile 54-56.
Prin cresterea lanfului polimeric al reticulantului, Tn cazul microparticulelor X se
constata obtinerea unor particule cu suprafete din ce in ce mai rugoase, acest
lucru fiind datorat complexitati proceselor de reticulare insotite, in cazul
dietilenglicol dimetacrilatului si in special a trietilenglicol dimetacrilatului, de
numeroase procese de ciclizare interna [32].

3.2.3. Microscopie de forta atomica

Diferentele de morfologie dintre cele doua seturi de microparticule au fost
evaluate cu ajutorul microscopiei de forta atomica.

Micrografiile prezentate in Figurile 62, 63 si 64 vin Tn acord cu analiza
SEM, confirménd deosebirile existente intre microparticulele pe baza de GMA si
cele pe baza de GMA si XAN.

S-a constatat ca prezenta xantanului Tn structura conduce la o scadere a
rugozitatii precum si a dimensiunilor porilor de pe suprafata (Tabel 12).
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Figura 62. Imagini AFM pentru probele G; si X;

Figura 63. Imagini AFM pentru probele G; si X,
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Figura 64. Imagini AFM pentru probele G si X3

Informatiile obtinute din AFM au fost prelucrate utilizdnd programul NT-
MDT NOVA, cu ajutorul caruia s-au calculat parametrii caracteristici suprafetei
microparticulelor (Tabel 12) cum ar fi: rugozitatea medie (Sa), radacina medie
patratd a rugozitatii (Sq), asimetria distributiei Tnalfimilor pe suprafatd (Ssk) si
excesul Tnaltimilor de pe suprafata (Sku).

Tabel 12. Parametrii specifici caracteristicilor de suprafata ale microparticulelor
G si X determinati cu ajutorul analizei AFM

Cod proba Sa (nm) Sq (nm) Sek Sk Dmed (NM)
G, 273,48 354,72 -0,545 0,778 431
G, 99,36 126,57 -0,393 0,713 353
Gs 240,53 297,83 -0,043 0,298 340
X1 52,29 65,22 -0,414 0,146 157
X2 75,45 98,46 -0,057 0,433 275
X3 227,27 287,03 -0,038 0,247 329

Valorile negative calculate pentru parametrul Sg indica obtinerea unor
microparticule poroase, in timp ce valorile Sk, mai mici de 3 sugereaza
obtinerea unor structuri cu suprafete neregulate si cu numeroase asperitati.

Forma si dimensiunile porilor au fost investigate prin determinarea
factorilor de forma si elongatie (Tabel 13). Astfel, cei doi parametri au fost
calculatj cu ajutorul ecuatiilor 37 si 38:
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4.-7-A

fforma T AaAn2 @37
1.064P?
Dmin
elongatie — D_ (38)

max
unde: A — aria porilor, P — perimetrul porilor, Dmin — diametrul minim Feret, Dmax—
diametrul maxim Feret.

Tabel 13. Valorile factorilor de forma si de elongatie

Cod proba frorma felongatie
G; 0,501 0,174
Gz 0,482 0,222
Gs 0,460 0,172
X1 0,198 0,248
Xz 0,537 0,251
X3 0,658 0,179

Tn urma calculelor efectuate, cei doi factori prezinta valori cuprinse in
intervalele 0,198 — 0,658 si respectiv 0,172 — 0,251 relevind prezenta pe
suprafata a unor pori cu forma eliptica si contur neregulat [270].

3.2.4. Distributia dimensionala a microparticulelor

Dimensiunile particulelor si distributia lor dimensionala a fost analizata cu
ajutorul difractometriei cu radiatie laser. Figura 65 evidentiaza o descrestere a
dimensiunilor si a polidispersitatii dimensionale pentru microparticulele X n
comparatie cu microparticulele G, acest lucru fiind datorat prezentei in structura
a polizaharidei. Datorita vascozitatii ridicate a xantanului chiar si la temperaturi
mai Tnalte, acesta indeplineste in timpul procesului de sintezad rolul de
stabilizator al sistemului de reactie asigurand in final o polidispersitate scazuta
si dimensiuni mai mici ale perlelor.
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Figura 65. Distributia dimensionala a microparticulelor G1, Xi; G2, Xz si
Gs, X3

3.2.5. Metode de caracterizare a structurilor poroase

Pentru microparticulele pe bazad de glicidil metacrilat si xantan atat
porozitatea cat si volumul porilor au fost calculate din densitatile specifice si
respectiv aparente cu ajutorul relatiilor 39 si 40:

Pep

P =100e|1-£2 |og (39)
psp
\/p:i_i( |g*1) (40)
pap psp

Tn cazul suprafetei specifice, aceasta s-a determinat prin metoda BET cu
ajutorul curbelor de sorbtie-desorbtie obfinute prin metoda sorbtiei dinamice de
vapori.

Deoarece obiectivul acestei lucrari a fost acela de a sintetiza noi suporturi
pentru retinerea de principii active, iar cele mai bune rezultate au fost obtinute
pentru microparticulele pe baza de glicidil metacrilat si pe baza de glicidil
metacrilat si xantan cu un raport molar intre GMA si reticulant de 90:10, in
Tabelul 14 sunt ilustrate valorile obtinute pentru seturile de probe G; — X1, G2 —
X2 si respectiv Gz — Xa.
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Tabel 14. Morfologia structurilor poroase

Codul probei VP (mL/g) P (%) Seer (M/g)
G, 0,598 44,32 69
G, 0,524 41,01 49
G3 0,450 35,28 31
X1 0,425 35,63 129
Xz 0,233 22,37 50
X 0,176 17,68 44

Tn cazul morfologiei structurilor poroase, principalii factori de influenta sunt:
»  tipul monomerilor;
» concentratia de monomeri;
» tipul agentului porogen;
» cantitatea de agent porogen utilizata.

Atat in cazul microparticulelor G cat si al microparticulelor X se observa o
descrestere a porozitatii si a volumului porilor odata cu cresterea catenei
reticulantului. Tabelul 14 evidentiazd o porozitate mai mare obtinutad in cazul
probelor G; si X1, ce descreste progresiv odata cu cresterea lantului dimetacrilic
al reticulantului. Acest comportament este datorat complexitatii mecanismelor
de polimerizare ce includ reactii inter- si intramoleculare precum si reactii de
ciclizare ce pot s& apara chiar din primele stadii ale procesului de
copolimerizare. Prin cresterea lantului monomerului dimetacrilic de la etilenglicol
la dietilenglicol si in final la trietilenglicol dimetacrilat are loc o crestere a
flexibilitaii lantului polimeric ceea ce conduce la un numar mai mare de reactii
de ciclizare in timpul procesului de sinteza. Aceste fenomene determina
formarea unor structuri mult mai dense si mai compacte caracterizate printr-o
porozitate mai scazuta si un volum al porilor mai mic.

Pentru microparticulele pe bazéd de xantan, prezenta acestuia in structura
conduce la o descrestere a porozitatii si la o crestere a suprafetei specifice.
Obtinerea unor suprafete specifice mai mari este datoratd faptului ca
microparticulele X poseda un numar mai mare de pori cu dimensiuni mici
comparativ cu microparticulele G.

3.2.6. Sorbtia dinamica de vapori

Sorbtia dinamica de vapori reprezintd o metoda extrem de simpla de
determinare a izotermelor de sorbtie-desorbiie pentru diverse tipuri de
materiale, forma izotermelor fiind Tn strdnsa corelatie cu dimensiunile si
caracteristicile structurale ale materialelor [272].

22



Figura 67 prezinta curbele de histerezis pentru probele G si X obtinute la
temperatura de 25°C utilizand modelul cinetic BET, bazat pe ecuatia de calcul
41:

W, eCeRH (41)
(1— RH)o(l— RH +CoRH)
unde: W — cantitatea de apa absorbita; W, — cantitatea de apa ce formeaza un
monostrat; C — constanta de sorbtie; RH — umiditatea relativa.
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Figura 67. Izotermele de sorbtie-desorbtie specifice microparticulelor G si
X: a) G, X1; b) G2, X3; ¢) Gs, X3

Conform clasificarii IUPAC, izotermele de sorbtie-desorbtie pot fi asociate
curbelor de tip V specifice materialelor hidrofobe sau slab hidrofile ce prezinta
capacitate scazutd de sorbtie la valori mici ale umiditdtii relative si interactii
slabe intre sorbent si moleculele de apa. De asemenea, acest tip de izoterme
este caracteristic structurilor poroase, cu pori interconectati, ce prezinta
histerezis de tip H; Tntre ciclurile de sorbtie-desorbtie [264, 273].
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3.3. Obtinerea sistemelor polimer-medicament

Pentru obtinerea sistemelor polimer-principiu biologic activ, ca medicament
model s-a ales teofilina, iar ca metoda de retinere a substantei active includerea
n reteaua polimerd. Tn urma rezultatelor obtinute din analizele structurale si
morfologice efectuate pe cele doua seturi de particule, suporturile G1 si X; au
demonstrat a fi potrivite pentru retinerea si eliberarea controlatd a
medicamentului.

Prezenta teofilinei in structurile microparticulate a fost evidentiata cu
ajutorul spectroscopiei de absorbtie in infrarosu, iar eficienta de Tncapsulare
pentru cele doua sisteme a fost determinata prin calculul continutului de N2 cu
ajutorul analizei elementale cantitative.

De asemenea, sistemele particulate notate G;TPH si X;TPH au fost
analizate prin microscopie electronica de baleiaj si microscopie de fortd atomica.

Capacitatea sistemelor de a elibera principiul activ a fost studiata atat la un
pH de 1,2 cat si la un pH de 7,4, cele patru curbe de eliberare fiind ilustrate in
Figura 76. Tn conditii de pH = 7,4 se constata o capacitate de eliberare mai buna
datorata relaxarii lanturilor polimerice si a unui grad de umflare mai crescut in
solutia tampon fosfat.

Figura 76. Curbele de eliberare pentru probele G:TPH si X;TPH la pH = 1,2 si
pH =74

Analiza cineticii de eliberare a teofilinei din microparticulele G si X a fost

efectuata cu ajutorul a patru modele matematice: modelul de ordin I, modelul
Korsmeyer-Peppas, modelul Higuchi si modelul Baker-Lonsdale [277].
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Spre exemplificare, in Figura 78 sunt reprezentate cineticile de eliberare a
teofilinei studiate cu ajutorul modelelor matematice Korsmeyer-Peppas si
Higuchi.

Figura 78. Cineticile de eliberare specifice microparticulelor G si X utilizand
modelul Korsmeyer-Peppas si modelul Higuchi

Se cunoaste din literatura ca procesul de eliberare a medicamentelor este
dependent de o serie de factori cum ar fi: proprietatile fizico-chimice ale
microparticulelor, metoda de preparare si dimensiunea microparticulelor [278].

Valorile parametrilor cinetici ale procesului de eliberare a teofilinei din
microparticulele G si X sunt prezentate in Tabelul 19.

Tabel 19. Parametrii cinetici ai procesului de eliberare

Model
Model de Model Model Korsmeyer-
Cod ordin | Higuchi Peppas Baker-
0 . 9 PP Lonsdale
proba ” ” ”
1 2 H 2 T 2 2
R R R R L n R k R
(h 1) (h 1/2) (mln n) BL
G, TPH,
pH = 1.2 0,097 | 0,998 20,17 | 0,995 | 0,0091 | 0,709 | 0,993 | 0,016 | 0,994
G, TPH,
pH = 7.4 0,087 | 0,997 19,49 | 0,995 | 0,0089 | 0,700 | 0,989 | 0,015 | 0,993
;:T_Pr’z 0,051 | 0,998 15,13 | 0,994 | 0,0028 | 0,811 | 0,993 | 0,008 | 0,994
X:TPH,
pH = 7.4 0,059 | 0,995 16,19 | 0,997 | 0,0065 | 0,732 | 0,992 | 0,010 | 0,996

Din evaluarea constantelor de viteza pentru toate cele 4 modele aplicate
se poate observa ca viteza de eliberare a teofilinei din microparticulele X; este
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mai mica decat cea pentru microparticulele Gi1. Acest fenomen poate fi explicat
prin prezenta xantanului in structura microparticulelor X; care poate interactiona
cu teofilina prin intermediul interactiunilor fizice de tipul legaturilor de hidrogen
sau a legaturilor ionice. Tn cazul microparticulelor G; medicamentul este retinut
numai in porii refelei reticulate si din acest motiv poate fi eliberat mai repede.
Exponentul difuzional, n, are valori mai mari decat 0,43 indicand faptul ca
mecanismul de eliberare a teofilinei este controlat atat de difuzie cat si de
fenomenul de relaxare a lanfurilor polimerice. Deoarece valorile lui n sunt mai
mici de 0,85 rezulta ca microparticulele se umfla in mediul de eliberare dar nu
prezinta fenomene de eroziune sau de dezintegrare.

CAPITOLUL 4
SISTEME POLIMER-MEDICAMENT PE BAZA DE GLICIDIL METACRILAT $I
CHITOSAN

Utilizand metoda polimerizarii in suspensie au fost preparate o serie de
suporturi pe baza de glicidil metacrilat si chitosan respectédnd protocolul

prezentat in Tabelul 20.

Tabel 20. Protocolul experimental pentru sinteza microparticulelor pe baza de

GMA si CHIT
Viteza
Raport Raport
Cod | peticulant | GMA/Reticula | Mon/chiT | A9eNt 4 | Dilutie
proba porogen rotatie
nt (mol/mol) (9/9)
r.p.m.
C: EGDMA
C, DEGDMA 90/10 23/1 Toluen 360 0,5
Cs TEGDMA

Mecanismul de reactie este similar cu cel Intalnit in cazul microparticulelor
X (Schema 4), constatandu-se si in acest caz mai multe posibilitati de grefare a
polizaharidei pe lanfurile retelei polimere (Schema 5).
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Schema 5. Posibilitati de grefare a chitosanului pe reteaua polimera

Spre deosebire de microparticulele pe baza de glicidil metacrilat si xantan,
unde s-au obtinut randamente mai mari comparativ cu microparticulele pe baza
de polimeri sintetici, Tn cazul microparticulelor C, in urma reactiilor de
copolimerizare s-au determinat o serie de randamente cuprinse intre 60 si 85%.
Aceste valori mai mici ale randamentului pot fi datorate aparitiei unor reactii
secundare cu formare de compusi solubili in mediul de reactie care sunt
indepartati in timpul purificarii microparticulelor.

4.2. Caracterizarea structurala si morfologica a microparticulelor pe
baza de glicidil metacrilat si chitosan

4.2.2. Continutul de grupe epoxi
Determinarea continutului de grupe epoxi pentru microparticulele pe baza de
glicidil metactrilat si chitosan s-a realizat utilizand metoda titrimetrica HCI-dioxan
si metoda regresiei liniare cu ajutorul spectroscopiei FT-IR. Tn Tabelul 22 sunt
prezentate valorile grupelor functionale obtinute prin cele doua metode de
caracterizare alaturi de valorile teoretice specifice microparticulelor C.
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Tabel 22. Determinarea grupelor epoxi prin titrare si spectroscopie FT-IR

Codul % grupe epoxi

probei teoretic titrare FT-IR
Ci1 25,10 20,25 24,51
Co 24,37 18,01 21,69
Cs 23,69 15,29 17,83

Din tabel se pot remarca usoare diferente intre valorile determinate prin
calcul matematic din ecuatiile curbelor de calibrare si valorile teoretice pentru
fiecare proba in parte. Aceste diferente se datoreaza deschiderii unui numar
redus de cicluri epoxidice in timpul procesului de polimerizare, deschidere
cauzata de mediul apos si temperatura ridicata la care se lucreaza. Utilizarea
metodei titrimetrice conduce la obtinerea unor valori inferioare comparativ cu
cele teoretice. Chiar si la un confinut mic de reticulant (10%), particulele se
caracterizeaza printr-o rigiditate a lanturilor polimerice ce nu permite
patrunderea n interior a acidului clorhidric. Desi microparticulele C prezintd un
continut mai ridicat in grupe epoxi comparativ cu microparticulele G, si in acest
caz se constata ca metoda titrimetrica poate fi utild pentru estimarea grupelor
epoxi de pe suprafata si din straturile superficiale in vederea unor eventuale
reactii de modificare sau pentru retinerea unor substante biologic active.

4.2.4. Microscopia electronica de baleiaj

Caracteristicile morfologice ale microparticulelor pe baza de glicidil
metacrilat si chitosan au fost studiate cu ajutorul microscopiei electronice de
baleiaj. Figura 80 prezinta micrografiile specifice probelor C1, C; si Cs, imaginile
SEM pentru microparticulele G fiind ilustrate Tn Subcapitolul 3.2.2.
Analiza SEM releva obtinerea unor structuri poroase microparticulate, cu o
forma sferica bine definita. Prin comparatie cu micrografiile probelor G;, G si G3
ilustrate in Figurile 54, 55 sibrespectiv 56, microparticulele C se caracterizeaza
prin morfologii diferite, datorate reactiilor debbgrefare a chitosanului pe lanfurile
polimerice.
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Figura 80. Micrografii SEM pentru probele C,, C; si Cs

4.3. Obtinerea sistemelor polimer-medicament

Tn cazul microparticulelor C, capacitatea suporturilor macroporoase de a
retine si a elibera principii active a fost evaluata utilizdnd ca medicament model
cloramfenicol hemisuccinat de sodiu. Influenfa medicamentului asupra
morfologiei particulelor poroase a fost pusd Tn evidentd prin intermediul
microscopiei electronice de baleiaj. Micrografile SEM, prezentate in Figura 85
evidentiazd structura poroasd a microparticulelor polimere. De asemenea,
imaginile releva obtinerea unor particule caracterizate printr-o form& sferica,
bine definitd si cu diametre de ordin micrometric.
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Figura 85. Micrografile SEM pentru probele G;CPH si C;CPH

Prin calcularea continutului de clor din analiza elementald s-a putut
determina o eficientd de Tncapsulare a CPH de 37% pentru proba G;CPH si
42% pentru proba C:CPH. Ca si in cazul sistemelor X-teofilina, valoarea usor
mai ridicatd a eficientei de Tncapsulare pentru proba C;CPH este datorata
prezentei chitosanului in structura microparticulelor, stiut fiind faptul ca
chitosanul este o polizaharida cationica ce poate interactiona cu medicamentul
prin intermediul legaturilor ionice. Curbele de eliberare ale medicamentului la pH
=1,2 si 7,4 sunt prezentate in Figura 87.

Din analiza valorilor parametrilor cinetici ai procesului de eliberare a
cloramfenicolului hemisuccinat de sodiu din microparticulele G;CPH si C;CPH
se pot trage urmatoarele concluzii:

4 eliberarea medicamentului din microparticulele C;CPH se realizeaza cu

viteze mai mici decéat in cazul microparticulelor Gi:CPH datorita prezentei

polizaharidei in structura microparticulelor C ce determina formarea de
interactiuni ionice, puternice, intre medicament si suport.

4 exponentul difuzional, n, determinat prin metoda Korsmeyer-Peppas are

valori cuprinse intre 0,640 si 0,831 indicand faptul ca mecanismul de

eliberare al CPH este controlat atat de difuzie cat si de fenomenul de
relaxare a lanturilor polimerice.
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Figura 87. Curbele de eliberare pentru probele G;CPH si C;CPH la pH = 1,2 si
pH=7,4

CAPITOLUL 5
SISTEME POLIMER-MEDICAMENT PE BAZA DE GLICIDIL METACRILAT $I
GELAN

5.1. Sinteza microparticulelor pe baza de glicidil metacrilat si gelan

Microparticulele polimere pe baza de glicidil metacrilat si gelan s-au obtinut
prin polimerizare in suspensie apoasa. Astfel, s-au preparat trei seturi de
microparticule poroase, dupa cum urmeaza:

O un prim set obiinut prin reticularea GMA cu cei trei monomeri

dimetacrilici notat Gxa (X= 1, 2, 3);

O un al doilea set obtinut prin grefarea gelanului la macroradicalii obtinutj

prin scindarea dublelor legaturi in timpul procesului de copolimerizare,

notat GGy, (x = 1, 2, 3);

O un al treilea set obfinut prin grefarea gelanului la grupele epoxi aflate pe

suprafata microparticulelor, dupa procesul de copolimerizare, notat GGxa (X

=4,5, 6).

Programul experimental respectat pentru obtinerea microparticulelor
poroase este ilustrat Tn Tabelul 33.
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Tabel 33. Program experimental pentru obtinerea microparticulelor pe baza de

GMA si GEL
. Cod Reticulan GF:/ITICF)QEH Raport Raport Agent V';‘Zza L
Serie proba t culant Mon/G particule/ porogen rotatie Dilutie
(mol/mol) EL(g/0) | GEL (9/9) r.p.m.
Gia EGDMA
G Gaa DEGDMA 90/10 - -
Gaa TEGDMA
GGia EGDMA
GG, | DEGDMA | 90/10 1/23 - Ai‘iitﬂcl’e 360 05
GG GGaa TEGDMA
GGua EGDMA
GGsa DEGDMA 90/10 - 1/1
GGea TEGDMA

GEL sunt prezentate in Schema 6.

Reactjile generale de obtinere a suporturilor poroase pe baza de GMA si
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Schema 6. Reactiile generale de obtinere a suporturilor poroase a) grefarea
gelanului prin scindarea dubelor legaturi in timpul sintezei; b) grefarea gelanului
pe suprafata particulelor prin deschiderea ciclurilor epoxi

5.2. Caracterizarea structurala si morfologica a microparticulelor

5.2.1. Spectroscopia FT-IR

Caracterizarea structurala a celor trei tipuri de microparticule polimere s-a
efectuat prin spectroscopie de absorbtie in infrarogu.
Figura 90 prezinta spectrele FT-IR pentru probele Gia, GGia $i GGuaa, reticulate
cu etilenglicol dimetacrilat. Aparitia unor noi benzi de absorbtie la 1637,47,
1541,03, 1845,77 si 1870,84 cm™ in spectrul probei GGia demonstreaza
grefarea gelanului pe lanturile macromoleculare in timpul reactiei de
copolimerizare.

Acoperirea microparticulelor Gi; cu un strat de polizaharida, prin grefarea
la grupele epoxi, conduce la obtinerea probei GGa,, al cérui spectru evidentiaza
aparitia unor noi benzi de absorbtie la numerele de unda de 1580,57, 1981,74,

2278,75 si 2391,59 cm™, ce sunt specifice gelanului.
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Figura 90. Spectrele FT-IR ale probelor Gia, GG;a si GGia

5.2.5. Distributia dimensionala a microparticulelor
Influenta gelanului asupra dimensiunilor particulelor este evidentiata in Figura
97.

Se consta obtinerea unor particule cu dimensiuni mai mici in cazul
probelor in care gelanul a fost grefat pe lanfurile macromoleculare in timpul
procesului de copolimerizare si a unor particule cu dimensiuni usor mai mari
pentru cazul in care gelanul a fost grefat la ciclurile epoxi de pe suprafata
microparticulelor. Diametrele medii ale microparticulelor variazd dupa cum
urmeaza:

% G1a— 171 uym; GG1a — 142 pm; GGaa — 183 pm;

% Ga — 169 pym; GG2a — 150 pm; GGs, — 185 pm;

% G3a— 166 pm; GG3a — 153 pm; GGga — 185 pm.
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Figura 97. Distributia dimensionala a microparticulelor polimere

Diametrele mai mici obtinute in cazul probelor GGia, GGza Si GGza n
comparatie cu probele Gia, G2a $i Gza sunt o consecinta a introducerii in sistem
a gelanului ce joaca si rol de stabilizator alaturi de solutia de poli(alcool vinilic),
iar diametrele mai mari corespunzatoare probelor GGsa, GGsa Si GGea sunt
datorate stratului de polizaharida ce acopera microparticulele G.

5.3. Obtinerea sistemelor polimer-medicament

Pentru obtinerea sistemelor cu eliberare sustinutd/controlatd de
medicamente
microparticulele au fost incarcate prin difuzie cu cefuroxim sare de sodiu (CFR),
antibiotic din clasa cefalosporinelor de a ll-a generatie, utilizat Tn tratarea
diferitelor infectii, dar si in stadiul initial al bolii Lyme.
Cantitatea de medicament de suporturile poroase s-a determinat prin
spectroscopie UV-VIS din curba etalon, valorile obtinute fiind trecute in Tabelul
40.
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Tabel 40. Cantitatea de cefuroxim sare de sodiu incarcata prin difuzie

Codul probei CFR (mg/g)

Gia 70,07

Goa 69,38

Gaa 109,45
GGia 130,38
GGya 100,38
GGa3a 144,14
GGua 107,03
GGs, 103,93
GGsa 135,50

Deoarece cel mai bun randament de retinere s-a obtinut pentru
microparticulele Gza, GGza $i GGea, Studiile de eliberare ale principiul activ s-au
efectuat pentru aceste probe atat la un pH de 1,2 cat si la un pH de 7,4. Curbele
de eliberare sunt prezentate in Figura 103.

Figura 103. Curbele de eliberare pentru probele Gza, GG3a $i GGea la pH = 1,2
sipH=7,4
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Din evaluarea constantelor de viteza s-a observat ca viteza de eliberare a
cefuroximului sare de sodiu din microparticulele GGz, i GGga €Ste mai mica
decat cea pentru microparticulele Gsa. Acest fenomen poate fi explicat prin
prezenta gelanului Tn structura microparticulelor care poate interactiona cu
medicamentul atat prin interactiuni fizice de tipul legaturilor de hidrogen céat si
prin legaturi ionice. Exponentul difuzional, n, obtinut prin aplicarea modelului
Korsmeyer-Peppas are valori cuprinse intre 0,279 si 0,435 indicand faptul ca
mecanismul de eliberare a cefuroximului sare de sodiu este controlat printr-un
proces de difuzie.

CAPITOLUL 6
SISTEME POLIMER-MEDICAMENT PE BAZA DE SCHIMBATORI DE IONI
ACRILICI $I GELAN

6.1. Sinteza microparticulelor pe baza de schimbatoari de ioni acrilici

si gelan

Sinteza microparticulelor s-a realizat in doua etape, dupa cum urmeaza:

> obtinerea schimbatorului de ioni acrilic (microparticule EGHH) prin
reactia de aminoliza cu hidrat de hidrazina a copolimerilor pe baza de
acrilat de etil-acrilonitril-etilenglicol dimetacrilat (AE-AN-EGDMA), cu
obtinerea unor microparticule de culoare rogu-carmin datorita aparitiei
unor grupari cromofore intre doua grupari hidrazidice de pe lanturile
vecine. Copolimerul AE-AN-EGDMA sub forma de microparticule a
fost obtinut prin tehnica polimerizarii in suspensie;

» acoperirea microparticulelor EGHH cu un strat de polimer natural prin
reactia dintre schimbatorul de ioni acrilic in forma OH si gelan
(microparticule EGHH-GII).

Reprezentarea schematica a reactiilor care au loc in cele doua etape ale

procesului de sinteza a microparticulelor este prezentata in Figurile 108 si 109.
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Figura 108. Reactia de obtinere a microparticulelor EGHH

Figura 109. Reactia de obtinere a microparticulelor EGHH-GII
Tn urma reactiei de obtinere a microparticulelor EGHH-GII s-a constatat ca

75% din cantitatea de gelan introdusa n reactie a reactionat cu schimbatorul de
ioni acrilic.
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6.2. Caracterizarea structurala si morfologica a microparticulelor
6.2.1. Spectroscopia FT-IR
Spectroscopia FT-IR a fost utilizata pentru a obfine informatii cu privire la
natura interactiilor care se stabilesc intre schimbatorul de ioni si polizaharida
(Figura 110).
Analizand spectrul schimbatorului de ioni acriic EGHH se constata
existenta urmatoarelor benzi de absorbtie:
»  3450-3300 cm™ corespunzatoare vibratiilor de valentd ale legéturii
NH primare si secundare, simetrice si asimetrice;
» 2925,84 si 2854, 48 cm™ specifice vibratiilor de intindere ale grupelor
CH si CHy;
> 2368,45 cm™ caracteristice vibratiilor grupelor C=N;
> 1664,47 cm™ corespunzatoare vibratiei de forfecare ale grupelor
aminice;
> 1561,28 cm™ specifice vibratiei legaturilor C=C, dar si vibratiei gruparii
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Figura 110. Spectrele FT-IR ale microparticulelor EGHH si EGHH-GII

Tn spectrul microparticulelor EGHH-GII se observa deplasari ale benzilor
de absorbtie dar si aparitia unor benzi noi, in special cele de la 1555,14 si
1402,17 cm™ caracteristice vibratiilor de fintindere simetrice si asimetrice ale
grupei COO" specifice gelanului, demonstrandu-se faptul ca gelanul
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reactioneaza cu schimbatorul de ioni Tn principal prin intermediul interactiunilor
ionice, farda a se exclude insa posibilitatea existentei si a altor tipuri de
interactiuni fizice.

6.2.2. Microscopia electronica de baleiaj si microscopia de forta
atomica

Caracteristicile morfologice ale microparticulelor pe baza de schimbatori
de ioni si gelan sunt prezentate Tn Figura 111.

Figura 111. Micrografii SEM pentru probele EGHH si EGHH-GII

Microparticulele EGHH sunt caracterizate prin suprafete netede, forma
sferica bine definitd si dimensiuni cuprinse intre 200-500 um. Microparticulele
EGHH-GII prezinta suprafete rugoase, cu pori care atesta formarea unui strat de
complex interpolimeric la suprafata microparticulelor EGHH, datorita interactiunii
dintre grupele NHs" ce apartin schimbatorului de ioni si grupele COO™ de pe
catena gelanului. Pentru studiile de absorbtie si eliberare a medicamentului au
fost luate in considerare microparticulele cu diametrul situat n intervalul 200-
300 pm.

Morfologia suprafetelor microparticulelor EGHH si EGHH-GIl examinata cu
ajutorul analizei AFM este prezentata in Figura 112.
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Figura 112. Imagini AFM pentru microparticulele EGHH si EGHH-GII

Rugozitatea microparticulelor creste de la 5,008 nm (microparticulele
EGHH) la 5,308 nm (microparticulele EGHH-GII) demonstrand astfel formarea
stratului de complex interpolimeric la suprafata microparticulelor EGHH.

6.3. Studii de adsorbtie a medicamentelor

Capacitatea de retinere si de eliberare a celor doua suporturi a fost
evaluata utilizdnd un medicament hidrosolubil si anume sarea de sodiu a
cefuroximului (CFR).

6.3.1. Influenfa concentratiei solutiei apoase de medicament

Prin studiul influentei concentratiei solutiei CFR asupra procesului de
adsorbtie a acestuia pe microparticulele EGHH si EGHH-GII s-a constatat o
crestere a vitezei de adsorbtie odata cu cresterea concentratiei (Figura 114),
cea mai mare cantitate de medicament adsorbita fiind observata in cazul
microparticulelor EGHH-GII.
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(@) (b)
Figura 114. Efectul concentratiei solutiei de medicament asupra capacitatii de
adsorbtie in cazul microparticulelor EGHH (a) si EGHH-GII (b) la 298K

6.3.3. Cinetica de adsorbtie

Pentru a explica mecanismul de adsorptie a CFR pe microparticulele
EGHH si EGHH-GII s-au utilizat urmatoarele modele matematice: modelul
cinetic de ordinul I (modelul Lagergren), modelul cinetic de ordin Il (modelul Ho),
modelul Elovich si modelul difuziei intraparticula Weber-Morris.

6.3.3.1. Modelul cinetic de ordinul |
Forma liniara a modelului cinetic de ordinul | este data de ecuatia:

k
log(q, —d.) =10g de — 525t (“7)

unde: ge = cantitatea de medicament la echilibru (mg/g); q:= cantitatea de
medicament la momentul t (mg/g); ki1 = constanta de vitezé corespunzatoare
cineticii de ordinul | (min™).

Din reprezentarea liniara log (ge-qy) functie de t (Figura 116) s-au obtinut
valorile pentru ki $i ge(caic) €a fiind panta si respectiv interceptul cu ordonata.
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Figura 116. Modelul cinetic de ordinul | in cazul adsorbtiei CFR pe
microparticulele EGHH si EGHH-GII la 298K si Ccrr = 5 x 10° g/mL

Valorile teoretice Qe(arc) (Tabelul 44) estimate cu ajutorul modelului cinetic
de ordinul | sunt foarte apropiate de valorile experimentale pentru toate
concentratiile solutiilor de medicament la cele trei temperaturi luate in lucru.
Aceste rezultate sugereaza faptul ca adsorbtia CFR pe microparticulele EGHH
si EGHH-GIl este de natura fizica, ceea ce implica interactiuni de natura
electrostatica intre adsorbent si adsorbat. Coeficientii de corelatie (0,991- 0,999)
au valori ridicate indicand faptul ca procesul de adsorbtie a CFR respecta
modelul cinetic de ordinul 1.
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Tabel 44. Parametrii corespunzatori modelului cinetic de ordinul | in cazul
adsorbtiei CFR pe microparticulele EGHH si EGHH-GII

Cerr EGHH EGHH-GII
(g/ml) 298K 303K 313K 298K 303K 313K
Ge.exp 3,64 5,07 6,37 7,02 8,24 10,15
(mg/g)
Ge.calc 3,77 4,87 5,83 6,62 7,88 9,72
5x10° (ma/g)
ky (x10° 2,65 3,11 3,22 3,22 3,29 4,26
min™)
R’ 0,999 0,997 0,995 0,993 0,994 0,994
e.exp 13,01 16,58 23,24 18,95 21,34 25,76
(mg/g)
Ge.calc 12,60 15,35 23,74 18,13 21,14 26,20
5x10™ (ma/g)
ky (x10° 2,88 3,52 4,77 3,66 4,88 5,07
min™)
R’ 0,993 0,997 0,994 0,997 0,996 0,996
Qe.exp 25,44 34,73 45,84 33,6 40,57 47,67
(mg/g)
Ge.calc 24,97 33,97 4552 31,75 41,10 46,99
2,5x10° (mglg)
ky (x10° 4,38 4,63 4,91 5,37 548 5,89
min™)
R’ 0,993 0,999 0,996 0,998 0,996 0,996
Qe.exp 32,94 44,78 57,35 44,00 49,30 60,2
(mg/g)
5x10° e calc 32,31 45,15 57,09 4311 48,77 59,33
(mg/g)
ky (x10° 4,68 518 5,76 548 557 5,94
min™)
R’ 0,999 0,998 0,997 0,991 0,995 0,999

6.3.3.4. Modelul difuziei intraparticula Weber-Morris
Modelul difuziei intraparticulda Weber-Morris este reprezentat de
urmatoarea expresie matematica:

q; = Kig M2 +C; (50)

unde: Kig este constanta de viteza corespunzitoare difuziei (g/mg-min*?) si C;
este o constanta care da informatii despre grosimea stratului limita.
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Reprezentarea graficd q; functie de t? permite calcularea constantei de

viteza Kiq si a constantei C; ca fiind panta si respectiv interceptul cu ordonata. In
cazul in care reprezentarea grafica a modelului difuziei intraparticula reprezinta
o dreapta ce trece prin origine atunci adsorbfia este controlata exclusiv de
difuzia intraparticuld. Daca reprezentarea grafica a acestui model prezinta mai
multe portiuni liniare Tnseamna ca procesul de adsorbtie poate avea doua sau
mai multe etape [316].

Tn Figura 119 este reprezentat modelul difuziei intraparticuld in cazul
adsorbtiei CFR pe microparticulele EGHH si EGHH-GII la 298K si Ccer = 5 x 107
% giml.

Figura 119. Reprezentarea grafica a modelului difuziei intraparticula Weber-
Morris

Dupa cum se poate observa din Figura 119, procesul de adsorbtie studiat
are doua etape: (1) adsorbtia rapida pe suprafata exterioara sau treapta de
adsorbtie instantanee si (2) adsorbtia treptata cu atingerea echilibrului. Valorile
paramerilor corespunzatori modelului de difuzie intraparticula si coeficientii de
corelatie sunt prezentate in Tabelul 47.
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Tabel 47. Valorile constantelor Kig, C; si coeficientii de corelatie calculati in
cazul adsorbtiei CFR pe microparticulele EGHH si EGHH-GII

Ccrr EGHH EGHH-GII
(g/ml) 298K 303K 313K 298K 303K 313K
Kiz 0,051 0,046 0,054 0,056 0,074 0,037
(mg/(g-
min—llz))
5x10° C. 1,736 3,341 4,374 4,919 5,505 8,767
R’ 0,996 0,987 0,978 0,985 0,969 0,965
Kiz 0,146 0,109 0,077 0,101 0,064 0,071
(mg/(g-
min—llz))
5x10™ C, 7,553 12,515 | 20,418 | 15,187 | 18,989 | 23,175
R’ 0,987 0,984 0,938 0,987 0,937 0,933
Kiz 0,105 0,106 0,132 0,029 0,084 0,053
(mg/(g-
min—llz))
2,5x10° C. 21,572 | 30,855 | 41,002 | 32,524 | 37,484 | 45,721
R’ 0,947 0,957 0,938 0,926 0,927 0,938
Kiz 0,095 0,091 0,102 0,106 0,068 0,087
(mg/(g-
min—uz))
5x10° C. 29,435 | 41,449 | 53,630 | 40,148 | 46,812 | 57,049
R’ 0,958 0,948 0,921 0,916 0,944 0,924

Valorile Ci cresc odata cu cresterea concentratiei initiale a solutiei de
medicament, ceea ce indica o crestere a grosimii stratului limita de la interfata
microparticule-solutia de medicament. Cu toate acestea, graficul nu trece prin
origine ceea ce se poate datora diferentei dintre viteza de transfer de masa in
stadiul initial si cea din stadiul final de adsorbtie. Pe baza acestor rezultate se
poate concluziona ca difuzia intraparticuld nu este singura etapa care limiteaza
viteza de adsorbtije.

6.3.4. Izotermele de adsorbtie

Izotermele de adsorbtie ofera informatii asupra distributiei moleculelor de
adsorbat intre faza lichida si cea solida atunci cand procesul de adsorbtie atinge
starea de echilibru. Pentru a descrie caracteristicile echilibrului de adsorbtie a
CFR pe microparticulele EGHH si EGHH-GII s-au utilizat trei modele de echilibru
si anume: Langmuir, Freundlich si Temkin.
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Tabel 48. Parametrii modelelor de adsorbtie Langmuir, Freundlich, Temkin si
coeficientii de corelatie calculati in cazul adsorbtiei CFR pe microparticulele
EGHH si EGHH-GII la cele trei temperaturi studiate.

EGHH EGHH-GII
Model
298 303 313 298 303 313
gm (Mg/g) 36,26 49,43 62,74 46,27 52,06 62,81
K. (L/g) 1,542 1,636 1,942 2,349 2,721 3,271
Langmuir RL 0,115 0,109 0,093 0,078 0,068 0,058
R’ 0,994 0,994 0,995 0,992 0,996 0,994
Kr (L/g) 0,641 1,060 1,298 2,069 2,457 3,649
Freundlich 1/n 0,507 0,467 0,466 0,365 0,362 0,342
R’ 0,991 0,995 0,991 0,995 0,996 0,997
br (kd/mol) | 0,396 0,298 0,242 0,342 0,304 0,274
Temkin ar(L/mg) 0,029 0,032 0,038 0,062 0,065 0,969
R’ 0,989 0,985 0,990 0,987 0,991 0,989

Valorile cantitdtilor maxime de adsorbtie gm pentru toate cele trei
temperaturi studiate sunt apropiate de valorile obtinute experimental in studiile
cinetice. De asemenea, se observa o crestere a capacitatii de saturatie cu
cresterea temperaturii, ceea ce reflectd o mai buna accesibilitate la centrele
active de adsorbtie. Valorile K. sunt mai mari in cazul microparticulelor EGHH-
Gll decét in cazul microparticulelor EGHH, indicand astfel o afinitate mai mare a
acestor microparticule pentru CFR, care este in concordanta cu capacitatea de
adsorbtie mai mare obtinuta in cazul microparticulelor EGHH-GII.

Valorile obtinute pentru coeficientii de corelatie (R?) au fost cuprinse in
intervalul 0,992-0,996 indicand faptul ca izoterma Langmuir descrie destul de
bine datele experimentale.

6.4. Studii de eliberare a medicamentelor

Capacitatea microparticulelor EGHH si EGHH-GII de a elibera principiul
activ a fost studiatd atat la un pH de 1,2 céat si la un pH de 7,4, curbele de
eliberare fiind prezentate Tn Figura 124.

Analiza cineticii de eliberare a sarii de sodiu a cefuroximului din

microparticulele EGHH si EGHH-GII a fost efectuata cu ajutorul modelelor
matematice prezentate in capitolele anterioare.
Evaluand parametrii cinetici ai eliberarii s-a observat ca viteza de eliberare a
CFR din microparticulele EGHH-GIl este mai mica decat cea pentru
microparticulele EGHH, sugerdnd interactiuni mai puternice Tintre
microparticulele EGHH-GII si CFR.
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Figura 124. Curbele de eliberare pentru probele EGHH si EGHH-GII la pH = 1,2
sipH=7,4

Exponentul difuzional, n, obtinut prin aplicarea modelului Korsmeyer-
Peppas are valori cuprinse intre 0,447 si 0,710 indicand faptul ca procesul de
eliberare a CFR este controlat de difuzie, mecanismul fiind perturbat de
fenomenul de relaxare a lanfurilor polimere.

CAPITOLUL 7
IMOBILIZAREA ENZIMELOR PE SUPORTURI SCHIMBATOARE DE IONI

Caracterizarea celor doua suporturi microparticulate schimbatoare de ioni
au fost caracterizate prin spectroscopie FT-IR, analizd termogravimetrica,
capacitate de schimb ionic si respectiv grad de umflare. Tn urma analizelor
efectuate reiese ca suporturile se caracterizeaza prin stabilitate termica relativ
scazuta, pana la temperatura de 47°C si un grad de umflare ridicat de 664% si
respectiv 2040%.

7.3. Obtinerea sistemelor polimer-substanta biologic activa

Pentru prepararea celor doua sisteme polimer-enzima s-a ales ca metoda
de imobilizare legarea pe suport solid a a-amilazei. Prin aceasta tehnicad de
lucru s-au obtinut in final doua sisteme notate SI; TETA-AMIL si SI,EDA-AMIL.

Procesul de imobilizare a avut loc printr-un mecanism combinat de legare
fizica (absorbtie in porii microparticulelor) si legare ionica, conform Figurii 130.
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Figura 130. Procesul de imobilizare a a-amilazei pe schimbatorii de ioni

Influenta concentratiei enzimei asupra procesului de imobilizare s-a
evaluat prin prepararea a patru solutii de enzima avand concentratii cuprinse
ntre 2,49 mg/ml si 9,91 mg/ml.

Concentratia in proteina a enzimei libere precum si cantitatea de proteina
legata pe suporturile acrilice Tn urma proceselor de imobilizare s-au determinat
prin metoda Lowry [251]. Astfel, dupa cum era de asteptat, cresterea
concentratiei de enzima a condus la o crestere proportionald a cantitatii de
proteina prezenta in solutiile de a-amilaza. Acest comportament a determinat o
crestere semnificativda a randamentului de legare a proteinei pe suporturile
acrilice conform Figurii 131.
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Figura 131. Influenta concentratiei solutiei de enzima asupra cantitatii de
proteina legata
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Pentru prepararea celor doua sisteme polimer-enzima s-a optat pentru
utilizarea unei solutji de enzima de concentratie 9,91 mg/ml la care s-a obfinut
cantitatea de proteina legata maxima.

Caracteristicile preparatelor enzimatice sunt ilustrate in Tabelul 54:

Tabel 54. Caracteristicile enzimatice ale sistemelor S, TETA-AMIL si
SI,EDA-AMIL

Activitate enzimatica

ul Randament de Grad de
Proba . . imobilizare (B) transformare (a)
Enzima Enzima % %
solubila imobilizata
SIL,TETA-AMIL 3,86 2,61 67,61 2,4
SI,EDA-AMIL 3,86 3,91 101,29 3,5

Din tabel se observa ca in cazul sistemului SI2EDA-AMIL, activitatea
enzimatica este mai mare In comparatie cu cea a enzimei libere. Acest lucru
dovedeste faptul ca, in unele conditii, procesul de imobilizare este insotit si de
un proces de purificare, fiind un proces selectiv.

7.3.1. Influenta concentratiei substratului asupra activitatii enzimatice
Dependenta activitatii enzimatice de concentratia solutiei de substrat este
prezentata in Figura 132.
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Figura 132. Dependenta activitatii enzimatice a celor doud sisteme de
concentratia substratului

Tn urma studiilor efectuate, prin cresterea concentratiei solutiei de amidon
s-a observat un comportament diferit pentru cele doua suporturi acrilice. Astfel,
in cazul suportului SLTETA s-a constatat o crestere a activitatii enzimatice
odata cu cresterea concentratiei suportului de la 0,1% la 0,2%, 0,5% si respectiv
1%, in timp ce pentru suportul acrilic SI,EDA s-a constatat atingerea unei valori
maxime la o concentratie de 0,2%, urmata de o scadere a activitafii pentru
solutile de amidon de 0,5% si 1%. Scaderea activitatii enzimatice a o-amilazei
la concentratii mai mari de amidon sugereaza aparitia unui proces de inhibare a
enzimei datorita concentratiei mari de zahar.

7.3.2. Influenta temperaturii asupra activitatii enzimatice si a gradului
de transformare

Influenta temperaturii asupra caracteristicilor preparatelor enzimatice s-a
evaluat prin efecturarea proceselor de hidroliza la trei temperaturi diferite si
anume 25°C, 35°C si respectiv 40°C. In urma investigatiilor efectuate se
constata obtinerea unei activitati enzimatice mai bune pentru ambele sisteme la
temperatura de 40°C . Figura 134 releva o crestere a procesului de hidroliza a
substratului ce rezulta in final in obtinerea unor cantitati mai mari de zahar.

Din figura se poate observa o influenta relativ scazuta a temperaturii
asupra gradului de transformare, in special in cazul preparatului enzimatic
SIITETA-AMIL, unde acesta variaza de la 44,9% la temperatura de 25°C la
46,7% la temperatura de 40°C.

Tn cazul sistemului SI2EDA-AMIL se constatd o crestere ceva mai mare a
gradului de transformare, astfel valorile cresc de la 41,8% la temperatura de
25°C la 50% pentru temperatura de 40°C

51



51 -
50 4
49 4
48

47

46 4 == SI1TETA-AMIL

45 4 —€—SI2EDA-AMIL
44 o

43

grad detransformare (%)

42

41

20 25 30 35 40 45
temperaturi (°C)

Figura 134. Influenta temperaturii asupa gradului de transformare a
amidonului

7.3.3. Influenta pH-lui asupra activitatii enzimatice
Influenta pH-lui asupra activitatii enzimatice a celor doua preparate s-a
studiat la trei valori de pH diferite, mai precis la pH = 5; 5,6 si respectiv 6,5. $i in
acest caz procesele de hidroliza au avut loc timp de o ora pentru SI;EDA-AMIL
si respectiv trei ore pentru SI, TETA-AMIL.
Dependenta activitatii enzimatice functie de pH este ilustrata in Figura 135.
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Figura 135. Dependenta activitatii enzimatice functie de pH

Se observa din Figura 135 ca modificarea pH-ului solutiilor de substrat
conduce la valori diferite ale activitati enzimatice a preparatelor, activitatea
enzimatica avand valoare maxima la pH = 5,6.
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CONCLUZII

Lucrarea de doctorat a avut ca obiectiv obfinerea de noi suporturi sub
forma de microparticule, pe baza de polimeri naturali si sintetici, care sa prezinte
capacitatea de a retine si a elibera substante biologic active, cum ar fi:
medicamente sau enzime.

Prin tehnica polimerizarii in suspensie apoasa, cunoscuta sub denumirea
de polimerizare radicalica reticulanta, s-au preparat particule cu dimensiuni
micrometrice, cu structura poroasa si neporoasa.

Tn urma cercetarilor efectuate, ce au fost impéartite pe cele cinci capitole ce
constituie partea de Contributii proprii a tezei, se pot trasa o serie de concluzii,
dupa cum urmeaza:

I. S-au preparat trei seturi de microparticule poroase utilizand ca agent
porogen toluenul: unul pe baza de glicidil metacrilat, notat microparticule G; unul
pe baza de glicidil metacrilat si xantan (microparticule X); si respectiv unul pe
baza de glicidil metacrilat si chitosan (microparticule C). Cele trei tipuri de
microparticule au fost reticulate cu trei compusi dimetacrilici, si anume:
etilenglicol dimetacrilat, dietilenglicol dimetacrilat si trietilenglicol dimetacrilat.

- grefarea celor doua polizaharide pe lanturile macromoleculare a condus
la formarea unor structuri poroase, caracterizate prin porozitate si volum al
porilor mai mici in comparatie cu microparticulele pe baza de polimeri sintetici;

- utilizdnd ca metoda de analiza sorbtia dinamica de vapori, s-a determinat
o suprafatd specificd mai mare pentru microparticulele cu polizaharide in
structura fata de cele fara polizaharide;

- microscopia electronica de baleiaj a evidentiat formarea unor particule cu
forma sferica, bine definita si structura poroasa;

- prin microscopie de fortd atomica s-a determinat o rugozitate a
suprafetelor mai mare pentru microparticulele G comparativ cu microparticulele
cu xantan si respectiv chitosan;

- microparticulele X si C se caracterizeaza printr-o temperatura de
degradare si energie de activare mai scazute pe toate treptele de degradare
fata de microparticulele G;

- atat gradul de umflare cat si capacitatea de refinere de solventi au
inregistrat valori mai mari pentru microparticulele X si C, datorita caracterului
hidrofil al polizaharidelor;

- cresterea vitezei de rotatie de la 360 rot/min la 450 rot/min si respectiv
600 rot/min pentru microparticulele reticulate cu EGDMA 1in raport molar
GMA:EGDMA = 90/10 conduce la formarea unor particule cu forme neregulate
si stabilitate mecanica redusa;
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- pentru toate tipurile de microparticule, izotermele sorbtie-desorbiie
obtinute prin metoda DVS pot fi asociate unor curbe de tip V, specifice
materialelor hidrofobe sau slab hidrofile;

- cele trei tipuri de suporturi microparticulate au dovedit capacitate de a
retine si a elibera principii biologic active (teofilina si cloramfenicol hemisuccinat
de sodiu);

- interacitiile ionice ce se stabilesc intre cele doua suporturi cu polizaharide
si moleculele de medicament conduc la o eficientd mai buna de incarcare in
comparatie cu microparticulele ce nu prezintd polizaharide in structurd. Aceste
interactii conduc la o eliberare sustinuta a medicamentelor atat in pH acid cat si
n pH bazic;

Il. S-au preparat doua seturi de microparticule poroase utilizand ca agent
porogen acetatul de n-butil: unul obfinut prin reticularea glicidil metacrilatului cu
cei trei compusi dimetacrilici mentionati anterior (Ga); si unul pe baza de glicidil
metacrilat si gelan (GGa). In cazul microparticulelor cu polizaharida, gelanul a
fost introdus Tn structura prin doua metode si anume: (1) prin grefarea radicalilor
de gelan pe lanturile macromoleculare, la dublele legaturi, in timpul reactiei de
copolimerizare; (2) prin acoperirea microparticulelor pe baza de polimeri sintetici
(Ga) cu un strat de polizaharida prin grefarea gelanului la grupele epoxi de pe
suprafata.

- grad de umflare si capacitate de refinere a apei mai mari s-au obtinut Tn
cazul microparticulelor cu polizaharide, cunoscut fiind faptul ca gelanul prezinta
un caracter hidrofil;

- microparticulele cu gelan grefat in timpul sintezei se caracterizeaza
printr-o suprafata specifica mare, in timp ce microparticulele acoperite cu gelan
poseda o suprafata specifica semnificativ mai mica;

- microscopia electronica de baleiaj confirma obtinerea unor particule cu
dimensiuni micrometrice, structura poroasa si forma sferica, iar microscopia de
forta atomica releva obtinerea unei rugozitati mai mici pentru microparticulele cu
gelan;

- suporturile poroase s-au dovedit capabile de a refine si a elibera prin
difuzie sarea de sodiu a cefuroximului;

- sistemele polimer-medicament cu gelan prezinta o eficienta de incarcare
a medicamentului mai mare insa o viteza de eliberare mai scazutd datorita
interactiunilor de natura ionica ce se stabilesc intre suport si medicament;

- studiile cinetice au evidentiat o viteza lenta de eliberare, atat in pH acid
cét si in pH bazic, sugerand potentiale utilizari ale suporturilor pentru prepararea
sistemelor polimer-medicament de tip retard;

I1l. S-au preparat doua tipuri de microparticule pe baza de schimbatori de
ioni acrilici si gelan, notate EGHH si respectiv EGHH-GII.
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- din analiza SEM s-a observat ca microparticulele EGHH sunt
caracterizate prin suprafete netede, forma sferica si dimensiuni cuprinse ntre
200-500 um, in timp ce microparticulele EGHH-GII prezinta suprafete rugoase,
cu pori ce atestd depunerea stratului de polizaharida la suprafata si formarea
unui complex interpolimeric datoritd interactiunilor dintre grupele NHz" ale
schimbatorului de ioni si grupele COO" de pe catena gelanului;

- suporturile polimerice s-au dovedit capabile de a retine si a elibera
principii biologic active (cefuroxim sare de sodiu);

- cresterea concentratiei solutiei de cefuroxim sare de sodiu si a
temperaturii conduc la o crestere a capacitatii de adsorbtie a suporturilor pe
baza de schimbatori de ioni;

- microparticulele EGHH-GII prezintd o capacitate crescuta de adsorbtie a
medicamentului datorita prezentei n structura lor a gelanului;

- pentru a studia procesul de adsorbtie a sarii de sodiu a cefuroximului s-
au luat Tn considerare doua aspecte fizico-chimice: cinetica si echilibrul de
adsorbtie;

- pentru a explica mecanismul cineticii de sorbsie a medicamentului de
catre microparticulele pe baza de schimbatori de ioni cu si fara polizaharida
grefata s-au utilizat 4 modele matematice: modelul Lagergren, modelul Ho,
modelul Elovich si modelul difuziei intraparticula Weber-Morris;

- valorile teoretice Qe(ar) €Stimate cu ajutorul modelului cinetic de ordinul |
indica faptul ca adsorbtia CFR pe cele doua tipuri de microparticulele este de
natura fizica, ceea ce implicd interactiuni de natura electrostatica intre
adsorbent si adsorbat;

- modelul difuziei intraparticuld Weber-Morris indica faptul ca adsorbtia
medicamentului pe cele doua suporturi are loc Tn doua etape: o adsorbtie rapida
pe suprafata exterioara (treaptd de adsorbtie instantanee), urmata de o
adsorbtie treptata pana la atingerea echilibrului;

- pentru a obtine informatii cu privire la distribusia moleculelor de adsorbat
ntre faza lichida si cea solida, atunci cand procesul de sorbtie atinge starea de
echilibru s-au utilizat trei tipuri de izoterme de echilibru: Langmuir, Freundlich si
Temkin;

- izotermele de adsorbiie demonstreaza ca retinerea medicamentului pe
suporturi are loc conform unei adsorbtii monostrat;

- cineticile de eliberare reflecta faptul ca mecanismul de eliberare a
medicamentului este controlat atat de difuzie cat si de fenomenul de relaxare a
lanturilor polimerice.

IV. S-au obtinut doua tipuri de preparate enzimatice prin legarea ionica a
a-amilazei pe rasini acrilice schimbatoare de ioni, sub forma de microparticule.
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- suporturile acrilice se caracterizeaza prin capacitate mare de umflare in
apa, In special microparticulele SI;EDA ;

- cresterea concentratiei solutiei de enzima pana la 1% a determinat o
crestere semnificativa a cantitatii de proteina legata pe suporturile acrilice;

- n cazul preparatului SI,TETA-AMIL, cresterea concentratiei de substrat
determina o crestere a activitafii enzimatice, cu atingerea unui maxim la o
solutie de amidon de 1%;

- activitatea enzimatica a preparatului SI,EDA-AMIL atinge un maxim la o
concentratie a substratului de 0,2%, urmatd de o scadere a acesteia prin
cresterea Tn continuare a cantitatii de amidon din solutie. Acest comportament
este datorat cantitdtii ridicate de zahar din sistem ce poate inhiba activitatea
enzimatica a a-amilazei;

- gradul de transformare (%), creste odatd cu temperatura si atinge o
valoare maxima la temperatura de 40°C, si de asemenea, creste in timp
atingdnd un maxim la 3 ore de la inceputul reactiei pentru sistemul S, TETA-
AMIL si la o ora de la inceputul reactiei pentru sistemul SIL,EDA-AMIL;

- activitatea enzimatica optima pentru ambele sisteme a fost atinsa la un
pH de 5,6.
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