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Rezumat

Pornind de la faptul cd materialele naturale disponibile pentru o gama largd de aplicatii sunt
reprezentate in general de catre polizaharide si acestea pot avea activitate antimicrobiana - cazul chitosanului
si al celulozei, insd, pentru a prezenta proprietati specifice, s-au obtinut 135 materiale modificate chimic prin
functionalizarea prin impregnare, prin metoda SIR (Solvent Impregnated Resin), a chitosanului si a celulozei
cu saruri cuaternare de amoniu, saruri de fosfoniu si saruri cu sulf si azot.

Materialele obtinute au fost caracterizate prin metode fizico-chimice precum: spectroscopie in
infrarosu cu transformata Fourier, FT-IR, microscopie electronicd de scanning, SEM si spectrometrie de raze
X cu dispersie de energie, EDX. De asemenea, a fost determinatd suprafata specifica prin metoda BET.

Studiile microbiologice au fost realizate atdt pe inocul bacterian heterotrof, cat si pe tulpini
specifice apartinand American Type Culture Collection (ATCC), stabilindu-se activitatea antimicrobiand (numar
de colonii bacteriene, rata de inhibitie etc.). Pentru a pune in evidenta aceaste efecte asupra bacteriilor Gram-
negative studiile au fost efectuate pe materiale insdmantate cu tulpini de Escherichia coli ATCC 25922 si
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, in timp ce efectul materialelor asupra bacteriilor Gram-pozitive a fost
testat pe tulpina de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Pentru observarea activitatii antifungice a
materialelor a fost utilizata tulpina de Candida albicans ATCC 10231 sau Candida parapsilosis ATCC 22019.

Teza de doctorat este structuratd in 2 parti, 6 capitole.
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NOTATII. ABREVIERI. ACRONIME

AES - spectroscopie electronica Auger;
AFM - microscopie de forta atomica;
ATCC - American Type Culture Collection;
BC - celuloza bacteriang;

BET - Brunauer, Emmett, Teller;

C1 - pozitia carbonului la care este grefata gruparea hidroxil a carbonului anomeric;

C2 - gruparilor amino;

C3 - pozitia carbonului la care este grefata gruparea hidroxil cu activitate secundara;
C6 - pozitia carbonului la care este grefata gruparea hidroxil cu activitate principala;

CE - celuloz3;

CH - chitosan;

CMPO - oxid octil(fenil)-N,N-di-sobutilcarboil-metil-fosfina;
CNT - nanotuburi de carbon;

DA - gradul de acetilare;

DD - gradul de deacetilare;

DDS - sisteme de livrare a medicamentelor (drug delivery systems);
DDTMABTr - bromura de dodecil-trimetil-amoniu;
DDTPPBr - bromura de dodecil-trifenil-fosfoniu;

DEA, DETA - analiza termica dielectrica;

DEHPA - acid bis(2-etilhexil) fosforic;

DLS - spectroscopie de corelatie fotonica (Dynamic light scattering);
DMDBTDMA - dimetil-dibutil-tetradecil-1,3-malon-amida;
DP - grad de polimerizare;

DSC - calorimetrie cu scanare diferentiald;

DTA - analiza termica diferentiala;

EDX, EDS - spectrometrie de raze X cu dispersie de energie;
EELS - spectroscopie cu pierderi de energie electronica;
EHPNA - 2-etilhexil hidrogen pfosfonat;

EPR, ESR - rezonantd paramagnetica a electronilor/spin;
FIM - microscopie ionica cu emisie de camp;

FT-IR - spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier;
GO - oxid de grafen;

GPC - cromatografie prin permeatie pe gel;

GtO - oxidul de grafit;

H>0:2 - peroxid de hidrogen;

HDTBPBr - bromura de tri n-butil-hexadecil-fosfoniu;
HDTMACI - clorurad de hexadecil-trimetil-amoniu;

HMw - masa moleculara mare;

HPC - hidroxilpropil celuloza;

IET - tehnica excitatiei impulsurilor;

LMw - masa moleculara mica;

MO - proba martor;

M1 - proba care contine suport nefunctionalizat;
MALDI-TOF -spectrometrie de masa cu ionizare termica;
MBS - spectroscopie Mdssbauer;

MBT - mercaptobenzotiazol;

MCC - celuloza microcristaling;

MFC - celuloza microfibrilata;
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MRSA - Staphylococcus aureus rezistent la meticiling;
NCC, CNC - celuloza nanocristaling;

NTG - numar total de germeni;

PCA - analiza componentelor principale;

PCM - materiale cu schimbare de fazi;

PL - fotoluminiscentd;

PMMA - poli(metil metacrilat);

RBS - spectroscopie cu retrodifuziune Rutherford;
rGO - oxid de grafen redus;

RMN - spectroscopie de rezonanta magnetica nucleara;
ROS - specii reactive de oxigen;

SANS - metoda imprastirii neutronilor lenti;

SAXS - metoda imprastirii a razelor X lente;

SEM - microscopie electronica de scanning;

SIMS - spectrometrie de masa cu ioni secundari;
SIR - rasina impregnata cu solvent;

SPM - microscopie cu sonda de scanare;

STM - microscopie de scanare cu efect tunel;
SWCNT - nanotuburi de carbon cu un singur perete;
TBP - tributilfosfat;

TDTMABYr - bromura de tetradecil-trimetil-amoniu;
TEM - microscopia electronica cu transmisie;

TGA - analiza termogravimetrica;

Thio - tiouree;

TL - termoluminiscenta;

TOPO - oxid trioctilfosfin;

UFCcontrot - NUumarul de colonii de pe placa de control;
UFCtest - NumMarul de colonii de pe placa de testat;

UHMWPE - polietilena cu greutate moleculara ultra mare

UV-VIS - spectroscopie ultraviolet-vizibil;

XPCS - spectroscopie de corelare a fotonilor cu raze X;
XPS - spectroscopia fotoelectronilor cu raze X;

XRD - difractia cu raze X;

XRF - fluorescenta de raze x ;

XRT - topografie cu difractie de raze X.
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Influenta raportului CH: sare cu sulf si azot in manifestarea efectului antimicrobian
al materialelor, exprimata prin nr. de colonii dezvoltate, in cazul materialelor
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energie de raze X, EDX pentru CH si pentru materialele obtinute prin functionalizarea
CH cu diferiti extractanti;

Figura 3.24. Spectre FT-IR pentru CH si pentru materialele obtinute prin functionalizarea CH cu
diferiti extractanti;

Figura 4.1. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizatda (M1)- materiale CE-
DDTMABr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 4.2. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizatéd (M1)- materiale CE-
TDTMABTr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 4.3. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizatda (M1)- materiale CE-
HDTMACI la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 4.4. Comparatie conformeri, extractanti saruri cuaternare de amoniu;

Figura 4.5. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-
DDTPPBr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 4.6. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-
HDTBPBr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 4.7. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-MBT
la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 4.8. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-Thio
la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 5.1.a. Cultura bacteriana martor (M0);

Figura 5.1.b. Proba control - CH nefunctionalizat (M1);

Figura 5.2. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1) - materialul CH-
DDTMABr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 5.3. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- materialul CH-
TDTMABTr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 5.4. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- material CH-
HDTMACI la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 5.5. Diferente intre peretele celular la bacteriile Gram-negative si Gram-pozitive;

Figura 5.6. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- materialul CH-
DDTPPBr la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 5.7. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- CH:HDTBPBr la
diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 5.8. Conformeri stabili pentru sarurile de fosfoniu;

Figura 5.9. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- CH:MBT la diferite
rapoarte de functionalizare;

Figura 5.10. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- materialul CH-
Thio la diferite rapoarte de functionalizare;

Figura 6.1. Structura chitosanului si celulozei;

Figura 6.2. Modul de obtinere si testare microbiologica a materialelor;

Figura 6.3. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu;

Figura 6.4. Rata de inhibitie bacteriand, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri cuaternare de amoniu;

Figura 6.5. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CE cu saruri de fosfoniu;

Figura 6.6. Rata de inhibitie bacteriand, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri de fosfoniu;

Figura 6.7. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot;

Figura 6.8. Rata de inhibitie bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri cu sulf si azot;

Figura 6.9. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu;

Figura 6.10. Rata de inhibitie bacteriand, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH
cu saruri cuaternare de amoniu;
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Figura 6.11. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CH cu saruri de fosfoniu;

Figura 6.12. Rata de inhibitie bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH
cu saruri de fosfoniu;

Figura 6.13. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot;

Figura 6.14. Rata de inhibitie bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH
cu saruri cu sulf si azot;

Figura 6.15. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Staphylococcus aureus

ATCC 25923;

Figura 6.16. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853,

Figura 6.17. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Escherichia coli ATCC
25922;

Figura 6.18. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Candida albicans ATCC
10231; (materialele obtinute prin functionalizarea CE) / Candida parapsilosis ATCC
22019 (materialele obtinute prin functionalizarea CH)
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INTRODUCERE

Biomaterialele sunt considerate materialele viitorului, devenind parte din viata
cotidiand, ca urmare a aplicatiilor pe care le au in domenii precum: cosmetica,
farmacie, industria alimentard, medicind, industria chimica, electronica,
electrotehnica etc. Efectul lor benefic asupra protectiei mediului inconjurator, dar in
special rolul lor antimicrobian a captat atentia oamenilor de stiintd. Totodata este
absolut necesar sda se cunoasca proprietatile lor fizico-chimice, precum forma,
dimensiunea, structura cristalind, solubilitatea sau chimismul suprafetei pentru a
stabili rolului fiecarei proprietati in manifestarea efectului antimicrobian al
biomaterialului.

Cercetarea si dezvoltarea polimerilor naturali au castigat un impuls
semnificativ, conduse de ,chimia verde” si principiile de sustenabilitate care sunt din
ce in ce mai adaptate in industrie. Caracteristicile polimerilor naturali, cum ar fi
biocompatibilitatea lor, rata de degradabilitate proiectata cu precizie, procesabilitatea
termica, rezistenta relativ ridicatd, toxicitatea scdzuta, cristalinitatea controlatd si
hidrofilitatea au facut polimerii naturali extrem de utili in aplicatii biomedicale.

In ultimii ani, microorganismele rezistente la medicamente reprezintd o
problema grava pentru sanatatea publica. De aceea, sunt necesare noi strategii de
control al activitatii bacteriilor, iar materialele cu proprietati dirijate pot fi o abordare
promitdtoare.

In contextul rezistentei tulpinilor microbiene la cei mai multi agenti bactericizi
cunoscuti pana in acest moment, dezvoltarea unor noi materiale antibacteriene sau
cel putin cu proprietati bacteriostatice, pornind de la biomateriale, a deschis noi
oportunitati pentru inhibitiea adeziunii microbiene si limitarea transmiterii acestora.
De asemenea, in contextul actual, al utilizarii tot mai vaste a conceptelor de biomasa
si bioenergie, studiul comparativ al unor polimeri naturali precum sunt celuloza si
chitosanul ofera perspective largi de utilizare a acestora, bazate pe progresele
stiintifice si ingineresti realizate in domeniul biomaterialelor. Pornind de Ia
asemanarea structurald a celor doi polimeri naturali studiati, teza de doctorat a vizat
sinteza unor materiale noi, prin grefarea/functionalizarea prin impregnare a unor
compusi chimici cu grupari pendante de N, P sau S, in acest context avand rolul de
extractanti, pe suprafata chitosanului si a celulozei, cu rol de suport.

Scopul acestei teze de doctorat este de a ,dezvolta lumea materialelor
naturale” prin modificarea proprietatilor lor astfel incat, aplicatiile materialelor
obtinute sa prezinte efect antimicrobian.

Se va evidentia faptul ca efectul antimicrobian este direct dependent de
raportul suport:extractant si totodata ,efectul este influentat de interactiunea dintre
componenta cationica a biocidului si componenta anionica a membranei celulare
bacteriene.

Teza de doctorat cu titlul: ,Noi materiale cu proprietati antimicrobiene
dirijate, derivate din polimeri naturali” este structurata in 2 parti, 6 capitole.

Pornind de la faptul ca materialele naturale disponibile pentru o gama larga
de aplicatii sunt reprezentate in general de catre polizaharide si acestea pot avea
activitate antimicrobiana - cazul chitosanului si al celulozei, insa, pentru a prezenta
proprietati specifice, s-au obtinut 135 materiale prin functionalizarea prin
impregnare, prin metoda SIR (Solvent Impregnated Resin), a chitosanului si a
celulozei cu saruri cuaternare de amoniu (bromurda de dodecil-trimetil-amoniu
(DDTMABFr), bromura de tetradecil-trimetil-amoniu (TDTMABr), clorura de hexadecil-
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trimetil amoniu (HDTMACI)), saruri de fosfoniu (bromura de dodecil-trifenil fosfoniu
(DDTPPBr), bromura de tri n-butil-hexadecil fosfoniu (HDTBPBr)) si saruri cu sulf si
azot (tiouree (Thio), mercaptobenzotiazol (MBT)).

Materialele obtinute au fost caracterizate prin metode fizico-chimice precum:
spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier, FT-IR, microscopie electronica de
scanning, SEM si spectrometrie de raze X cu dispersie de energie, EDX. De asemenea,
a fost determinata suprafata specifica prin metoda BET (Brunauer, Emmett, Teller).

Studiile microbiologice au fost realizate atat pe inocul bacterian heterotrof,
cat si pe tulpini specifice apartinand American Type Culture Collection (ATCC),
stabilindu-se activitatea antimicrobiana (numar de colii bacteriene, rata de inhibitie
etc.). Pentru a pune in evidenta efectele asupra bacteriilor Gram-negative studiile au
fost efectuate pe materialele sintetizate care au fost fnsamantate cu tulpini de
Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, iar pentru a
pune in evidenti efectele asupra bacteriilor Gram-pozitive studiile s-au realizat prin
fnsamantarea materialelor sintetizate cu tulpina de Staphylococcus aureus ATCC
25923. Pentru observarea activitatii antifungice a materialelor a fost utilizata tulpina
de Candida albicans ATCC 10231 sau Candida parapsilosis ATCC 22019.

Bibliografia studiatd este reprezentativa si de actualitate, ea contine 368
titluri
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PARTEA I. STUDIU DE LITERATURA

CAPITOLUL 1.
MATERIALE CU PROPRIETATI ANTIMICROBIENE

1.1. Generalitati

Proiectarea unor materiale noi cu proprietati antimicrobiene este de mare
actualitate, nu doar in scop stiintific, dar si datoritd cresterii rezistentei
microorganismelor (bacterii, virusuri, fungi) la actiunea asupra acestora [1].
Rezistenta dezvoltatad de catre microbi, dar si rezistenta emergenta la medicamente,
constituie o problema globald majora, consideratd una dintre cele mai mari provocari,
care necesita rezolvare [2]. In ziua de astazi, acest lucru este nelinistitor pentru viata
modernad, prin urmare, este de mare importanta proiectarea unor materiale noi cu
proprietati dirijate, care sa ,lupte” impotriva microorganismelor [1].

Materialele cu proprietati antimicrobiene sunt compusi chimici care afecteaza
dezvoltarea agentilor microbieni, unele avand capacitatea de a inhiba inmultirea
acestora (efect bacteriostatic), altele de a le distruge (efect bactericid). De asemenea,
aceste materiale pot avea comportament ,antifouling” sau antivegetativ, ceea ce
presupune faptul ca inhiba dezvoltarea bacteriilor nepermitdnd formarea de colonii
bacteriene pe partile umede ale corpului [1]. Materialele cu proprietati biocide nu
numai ca ucid agentii patogeni, dar sunt si utile pentru dezinfectia generala [1].
Pentru a fi utile in diverse aplicatii medicale, materialele cu proprietati antimicrobiene
trebuie sa fie biocompatibile, in special sa@ nu fie daunatoare pentru celulele
mamiferelor [1].

Dintre diversele tipuri de materiale cu proprietati antimicrobiene, se remarca
materialele pe baza de polimeri, datorita caracteristicilor lor unice [1]. Materialele
polimerice cuprind clase foarte largi de compusi, precum compusi naturali sau
compusi sintetici, organici (in mare parte) si/sau anorganici, care prezinta o varietate
extraordinara de proprietati [3]. Materialele pe bazi de polimeri pot fi compuse din
unul sau mai multe elemente metalice, care se gasesc in cantitati relativ mici, (de
exemplu: Fe, Ni, Al, Cu, Zn sau Ti) si adesea si elemente nemetalice (de exemplu: C,
N sau O) [3]. Astfel de materiale, care contin diverse aliaje, au aplicatii medicale, cum
ar fi in stomatologie, pentru obtinerea amalgamelor dentare, a suruburilor de fixare
sau in cardiologie pentru obtinerea stimulatoarelor cardiace, a stenturilor coronariene
sau in ortopedie pentru constructia dispozitivelor corective ale coloanei vertebrale, din
oteluri inoxidabile sau a protezei de inlocuire totald a soldului construita din aliaje pe
baza de cobalt [3]. Polimerii si derivatii polimerici cu proprietati antimicrobiene
intrinseci prezintd un interes mare pentru dezvoltarea unor antibiotice noi, atat pentru
a combate tendinta de crestere a rezistentei antimicrobiene a microorganismelor, cat
si pentru a gasi materiale utile pentru tratamentul infectiilor patogene cu mai multe
caracteristici specifice [1].

O altd categorie de materiale cu potential efect antimicrobian o reprezinta
materialele ceramice, care cuprind o varietate de compusi anorganici metalici si
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nemetalici, incluzand oxizi (de exemplu: Al;03, SiO; si ZrO3), nitruri (de exemplu:
SizN4), carburi (de exemplu: SiC) si diverse saruri (de exemplu: NaCl si Cas3(POa)2).
Materialele ceramice sunt in general izolatori electrici si termici ca urmare a absentei
unui numar mare de electroni de conductie [3]. De asemenea, materialele ceramice
au aplicatii si in domeniul dispozitivelor biomedicale, cum ar fi in oftalmologie, pentru
a realiza ochelarii corectori, in stomatologie pentru dintii implantabili sau in ortopedie
pentru constructia materialelor ceramice utilizate ca umpluturd osoasa sau ca si
capete de proteze totale de sold [3].

Pentru a utiliza diverse proprietati ale materialelor de baza, s-au dezvoltat
diverse materiale compozite, astfel realizandu-se o combinatie de proprietati care nu
sunt specifice niciunui material singular, avantajele fiecarui material component fiind
reunite, iar dezavantajele fiind minimizate. Existd un numar mare de tipuri de
compozite sintetice, a caror domeniu de aplicare este foarte vast, aplicatiile medicale
fiind cel mai des intalnite [3]. In acest sens pot fi obtinute diverse materiale
structurate, pe baza de compusi organici sau anorganici, a caror proprietati sunt
modelate functie de utilizarea dorita.

Multe dintre materialele structurate pe bazd de compusi anorganici sau
organici prezinta activitate antimicrobiana buna. Functie de tipul de material care sta
la baza acestor compusi, o clasificare sugestiva este prezentata in Figura 1.1, in doua
clase principale:

1. Materiale anorganice structurate si compozitele lor;
2. Materiale organice dopate cu grupari anorganice si biomateriale;

Materiale structurate
cu activitate antimicrobiana

Materiale organice dopate
Materiale anorganice structurate cu materiale anorganice

si compozitele lor si biomateriale

Materiale pe bazi de metale Lipozomi, dendrimeri, ciclodextrine, microcapsule
Materiale pe baza de oxizi metalici Extracte de plante
Materiale pe baza de nanotuburi de carbon Hidroxiapatite

Materiale pe bazi de particule de grafen Chitosan si derivati

Celuloza si derivati

Figura 1.1. Clasificarea materialelor cu activitate antimicrobiana

Materialele anorganice structurate includ materiale pe baza de elemente
metalice (argint, aur, cupru, galiu), oxizi metalici (dioxid de titan, oxid de zinc, oxid
de magneziu, oxizi de fier), nanotuburi de carbon, argild nano-stratificatd si nano-
compozite ale acestora. Materiale organice dopate cu materiale anorganice
includ ciclodextrine, lipozomi, dendrimeri, fiecare dopati cu nanocompozite metalice
sau alte nanoparticule anorganice [4]. Materialele naturale cu activitate
antimicrobiana au provenienta diversa, unele fiind cunoscute inca din antichitate:
(extracte din plante), altele reprezinta componenta fibroasa a tuturor celulelor
vegetale (celuloza) sau au fost obtinute din exoscheletul unor animale marine
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(chitosan). Ulterior au fost descoperite si alte biomateriale capabile de efect
antimicrobian, generate de microorganisme ca un produs secundar al ciclurilor lor
biochimice, de exemplu celuloza bacteriana [5]. Sursele lor sunt abundente si, in
general, destul de ieftine. Desi unele biomateriale prezintd activitate antimicrobiana
intrinseca (chitosanul), aceasta poate fi modulata prin grefarea unor grupari active
astfel incat sa li se imbunatateasca proprietatile (derivati de chitosan, derivati de
celulozd) [6-11], altele manifesta efect antimicrobian doar in urma functionalizarii cu
grupari care sa imprime acest efect (spre exemplu celuloza si derivatii acesteia).

In ultimii ani, microorganismele rezistente la medicamente reprezinta o
problema grava pentru sanatatea publicd. Este necesara abordarea unor noi strategii
de control al activitatii bacteriilor, iar materialele/nanomaterialele cu proprietati
dirijate pot fi o abordare promitatoare, deoarece dimensiunea particulei ofera mari
dimensiuni ale suprafatei si in consecinta reactivitatea (si in multe cazuri toxicitatea)
creste substantial.

1.2. Materialele anorganice structurate

incd din cele mai vechi timpuri au fost studiate si utilizate diverse particule
metalice pentru a lupta impotriva infectiilor. Argintul a fost printre primii agenti
antimicrobieni cunoscuti, a carui proprietati antibacteriene si multifunctionale sunt
intens studiate si astazi [12-19].

Au fost utilizate diverse metode pentru obtinerea acestor particule, precum
reducerea foto-catalitica [20], procedee de reducere chimica [21], procedee foto-
chimice sau reducere chimica n prezenta UV, procedee sono-chimice [13],
fotoreducere [22], fiind chiar sintetizate prin metode biologice [23-27].

Argintul este un agent antimicrobian mai sigur in comparatie cu unii agenti
organici antimicrobieni [28], care au fost evitati din cauza riscului si a efectelor nocive
ale acestora asupra organismului uman [29]. Totodata este un metal ,,oligodinamic”
datorita capacitatii sale de a exercita efect bactericid, dar in principal datorita
activitatilor sale antimicrobiene si toxicitatii sale scazute pentru celulele umane [30].
Proprietatea sa terapeutica a fost dovedita impotriva unei game largi de
microorganisme [31, 32], chiar si la concentratii scazute [14]. Mecanismul sau
antimicrobian poate fi explicat prin interactiunea dintre ionii metalici care trec prin
membrana celulara si se leaga de gruparile -SH ale enzimelor celulare [33]. Scaderea
activitatii enzimatice determind modificarea metabolismului microorganismelor si
inhiba cresterea lor, pana la moartea celulei. Ionii de Ag* catalizeaza producerea de
radicali de oxigen (ROS-radical oxygen species) care oxideaza structura moleculara a
bacteriilor, prin urmare este inhibata multiplicarea microorganismelor [28, 34].

De asemenea, a fost dovedita propietatea argintului pentru a preveni
formarea de biofilm [35]. Particulele de argint sunt cunoscute si pentru faptul ca sunt
un dezinfectant non-toxic [36-38].

Investigarea bio-intoxicarii cu argint a aratat faptul ca particulele de argint de
dimensiuni mai mici sunt mai putin toxice pentru piele decat cele cu dimensiuni mari
la acelasi nivel de concentratie [39].

da Silva Paula et al. au raportat influenta antibacteriana a nanoparticulelor de
argint introduse in copolimerul polistiren-acid acrilic. Autorii considera faptul ca
gruparile carboxilice ale acidului acrilic duc la o mobilitate ionica crescuta in copolimer,
ceea ce determind activitatea antibacteriana imbunatatita [40]. Fernandez si colab.
au dezvoltat nanoparticulele de argint pe fibre de celuloza utilizate apoi ca material
absorbant. Producerea nano-firelor de argint a fost extinsa de Sun si colab. [41], Ilic
si colab. descriind eficienta antifungica a tesaturii din poliester si poliamida pretratate
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cu nanoparticule de Ag [42]. Eficienta antibacteriand a compozitului Ag/SiO; incarcat
pe fibre de 1ana a fost investigat de Wang et al. [43]. Oh si colab. au sintetizat de
asemenea, Ag/SiO; investigand eficacitatea sa antibacteriana si antifungica [44]. Fu
si colab. au produs filme compozite multistrat din heparina / chitosan / nanoparticule
de argint pentru aplicatii bio-medicale [45]. Jeong si colab. au sintetizat un compozit
pe baza de argint-sulf observand faptul cd adaugarea sulfului sporeste proprietatile
antibacteriene si stabilitatea ionilor de argint. Ei au subliniat faptul ca materialul pe
baza de argint-sulf este netoxic, desi sulful este un agent toxic [32]. Liu et. al. au
constatat faptul ca materialul obtinut in urma adsorbtiei nanoparticulelor de argint pe
hidroxiapatita, prezinta bio-activitate ridicata [46]. Invelisul compozit hidroxiapatit /
argint a fost conceput si ulterior utilizat in special pentru reducerea infectiilor
bacteriene dupa plasarea unui implant [47].

Acestea sunt doar cateva din utilizarile materialelor pe baza de argint in care
au fost subliniate proprietatile antimicrobiene.

Alte particule de metal cunoscute ca avand aplicatie biomedicala sunt cele
de aur. Eficacitatea lor antibacteriana puternica impotriva acneei, faptul ca sunt fara
toleranta la antibiotice si s-au dovedit a fi conservanti naturali, au determinat
utilizarea in industria sapunului si cosmetica [48-51]. Zhang si colab. au propus
materiale cu particule de aur pentru inhibitiea cresterii si multiplicarea diferitilor
microbi, in mod eficient Tmpotriva bacteriilor Gram-pozitive, Gram-negative si
impotriva fungilor [51]. Grace si Pandian au utilizat particulele de aur ca nucleu
purtdtor, acoperit cu antibiotice precum streptomicina, gentamicina si neomicina.
Rezultatul lor a demonstrat faptul cd materialele pe baza de compozite de aur au o
eficienta antibacteriana intensa impotriva diferitelor bacterii Gram-negative si Gram-
pozitive. Au ajuns la concluzia cum ca particulele metalice de aur pot modifica calea
metabolitilor si este influentat mecanismul de eliberare a medicamentelor asupra
celulelor bacteriene. Prin urmare, se poate obtine o eficienta antibacteriana mai buna
ca urmare a eficientei puternice a materialelor compozite pe baza de aur/medicament
[50].

Particule de cupru au fost incorporate in particule submicronice de sepiolit
(MgsSi12030(0OH)4(H20)4:8H20), obtinand materiale compozite cu proprietati
antibacteriene comparabile cu triclosanul (antibacterian chimic care se gdseste in
pasta de dinti si alte produse cosmetice) [52]. Cubillo si colab. au raportat proprietati
bactericide puternice atat pentru compozit, cat si pentru triclosan [52]. Cu toate
acestea, observatia lui Pape et al. a confirmat faptul ca activitatea antibacteriana a
particulelor de cupru este in mod clar mai mica decat cea a particulelor de argint [39].

Valappil si colab. au investigat proprietatile antibacteriene ale materialelor
compozite pe baza de particule de galiu obtinand eficienta antibacteriana si un bun
potential terapeutic pentru bacteriile patogene, inclusiv MRSA (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) si Clostridium difficile [53].

Dintre agentii anorganici cu capacitate dovedita de a actiona antimicrobian
sunt materialele pe baza de particule de oxizi metalici.

Au fost investigati numerosi oxizi metalici, in prezent particulele de TiO>
avand o nouad abordare pentru aplicatii remarcabile ca material multifunctional
atractiv. Particulele de TiO, au proprietati unice, cum ar fi stabilitate mare, iar din
punct de vedere medical au antibioza de lunga durata, sigura si cu spectru larg [54-
57]. Particulele de TiO, au fost in centrul atentiei mai ales pentru aplicatii foto-
catalitice [58-66]. Acest lucru face particulele de TiO; aplicabile in multe domenii, cum
ar fi agent de autocuratare, agent antibacterian, agent de protectie UV [67], pentru
purificarea apei si aerului [68-70] senzori de gaz si celule solare de inalta eficienta.
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Particulele de TiO, au fost utilizate in diverse studii pentru a obtine protectie
antibacteriana [56, 71, 72]. Zhao si colab. au prezentat faptul cd adaugarea unei
cantitati optime de hidroxil-propil-celuloza (HPC) in timpul sintezei particulelor de TiO>
poate Tmbunatati hidrofilitatea si activitatea fotocatalitica a TiO.> [73]. Hsieh si
colaboratorii au studiat caracterul anti-UV si alte proprietati fizice ale compozitului
TiOy/chitosan [74]. A fost studiata productia de nanocompozite Pt/TiO, [75],
TiOy/chitosan [74], TiO,/SiO, [76], nanotuburi de carbon (CNT)/TiO, [77, 78],
TiOy/hidroxiapatita [79] etc.

Activitatea bactericida a TiO, se pare ca depinde de eliberarea treptata a
ionilor de titan. Un mecanism de bacteriostaza este hidroxilarea in componente foarte
reactive, cum ar fi HCl, HOCI, TiOH, peroxid de hidrogen (H>0;) sau superoxid (03),
deoarece acestea provoacd oxidarea membranelor celulare bacteriene, ducand la
cresterea permeabilitatii celulare si in cele din urma la moartea celulei.

De asemenea, oxidul de zinc, a fost considerat extrem de atractiv datorita
potentialului remarcabil de aplicare in celule solare, senzori, afisaje, dispozitive
piezoelectrice, traductoare electro-acustice, fotodiode si dispozitive care emit lumina
UV, ecrane solare, senzori de gaz, materiale absorbante de radiatii UV, acoperiri anti-
reflex, foto-cataliza, catalizator, agent antimicrobian [80-90].

Li si colaboratorii au investigat activitatea antibacteriena a unei tesaturi din
bumbac functionalizata cu particule de ZnO, in prezenta transpiratiei, materialul
dovedind performante antibacteriene suficient de bune [91]. Particulele de ZnO au
fost utilizate pentru producere unui compozit cu rasina acrilica, care a dovedit
proprietati antibacteriene bune impotriva S.aureus [90]. Xu si Cai [92] au dopat
tesatura de bumbac cu nanotije de ZnO punand in evidenta caracterul antimicrobian
al compozitului.

Particulele de MgO prezinta activitate bactericida, impotriva bacteriilor atat
Gram-pozitive, cat si Gram-negative, virusurilor si fungilor. Avantajul particulelor de
MgO in comparatie cu alte particule de oxid de metal este faptul ca, poate fi preparat
din precursori si solventi disponibili si economici. Mg(II) poate fi utilizat in diferite
materiale sub forma de oxizi, MgO sau halogenuri, MgX,, de ex. MgF, [93]. In plus,
inducerea speciilor reactive de oxigen (ROS) care contin particule de MgO poate inhib
direct enzimele vitale ale bacteriilor. S-a descoperit ca nanomaterialul MgF, previne
formarea biofilmului de E. coli si S. aureus. Testele bacteriologice standard au aratat
faptul ca particulele de MgO au o activitate excelenta impotriva E.coli si Bacillus
megaterium si o activitate buna impotriva Bacillus subtilis. Bioactivitatea particulelor
de MgO se datoreaza incarcaturii pozitive pe care o au in suspensie apoasa, opusa
celei a peretilor bacterieni, ceea ce sporeste efectul bactericid total [94].

Nanoparticulele de aluminiu au o gama larga de aplicatii in produsele
industriale, precum si in produsele de ingrijire personald. Ansari et al. au studiat in
detaliu mecanismul de actiune al nanomaterialului cu aluminiu asupra bacteriei E. coli
[95]. Nu este clar dacad particulele de Al,O3 sunt adecvate pentru tratamentul
antibacterian. Efectul lor bactericid este relativ slab si sunt necesare concentratii mari
pentru a prezenta efect sau este necesard o combinatie cu alte materiale
nanostructurate, cum ar fi materiale cu argint, cupru sau ZnO.

Sadiq si colab. au studiat efectul inhibitor al particulelor de Al,O3, pe un
interval larg de concentratii 10-1000 ug/L, asupra E. coli [96]. Particulele de alumina
au prezentat un efect usor de inhibitie a cresterii bacteriene, doar la concentratii foarte
mari si este atribuita interactiunilor cu sarcina de suprafata dintre particule si celulele
bacteriene. Este posibil ca proprietatile de captare a radicalilor liberi sa fi prevenit
distrugerea peretelui celular si actiunea antimicrobiand drasticd. Alumina are o
structurd asemandtoare corindonului si este stabila termic pe un interval larg de
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temperaturi. Alumina poarta o sarcina neutra pe suprafata sa la pH aproape neutru.
Datorita interactiunii electrostatice dintre E. coli (incarcate negativ) si particulele de
alumina (incarcate pozitiv) are ca rezultat aderenta particulelor de Al,O3 pe suprafata
celulelor bacteriene [97].

Proprietatea antimicrobiana a acestor oxizi metalici este atribuita generarii de
specii reactive de oxigen (ROS) care provoaca distrugerea peretelui celular si, in
consecinta, duce la moartea celulei [98]. Cu toate acestea, particulele de alumina pot
actiona ca si captatori de radicali liberi si sunt capabile sa salveze celulele de la
moartea indusa de stresul oxidativ. Acest fenomen pare sa fie dependent de structura
particulei, dar independent de dimensiunea acesteia in intervalul 6-1000 nm [94].

Particulele de Fe30s reprezintd o clasd suplimentarda de materiale
antimicrobiene care sunt utilizate in domeniul medical. Aceste materiale pot fi
adaptate pentru a imprima proprietati antimicrobiene atunci cand sunt sintetizate ca
particule nanodimensionate. Particulele de Fe304 demonstreaza proprietati
antiaderente si reduce semnificativ cresterea colonizdrii bacteriene atdt Gram-
negative, cat si Gram-pozitive. Au fost raportate a fi particule bactericide atunci cand
sunt functionalizate fototermic. S-a demonstrat faptul cd Fe,Os reduce cresterea
viabilitatii S. aureus. Mecanismul antibacterian al particulelor de Fe,0O3 este legat de
capacitatea particulelor de a patrunde in interiorul celulei si de a genera specii reactive
de oxigen. S-a observat faptul ca o concentratie mare de particule de Fe,Os duce la
cresterea numarului de celule moarte. Activitatea antibacteriand a fost din nou
atribuita cresterii stresului oxidativ si interferentei membranei bacteriene. Potentialul
zeta negativ al particulelor de Fe,Os si interactiunile electrostatice minime cu sarcinile
negative de suprafata ale bacteriilor explica de ce este nevoie de concentratii relativ
mari de particule de Fe,03 pentru efect antibacterian. Particulele de Fe,0Os3 prezinta un
interes deosebit nu numai datorita proprietatilor lor antibacteriene naturale, ci si
datorita proprietatilor lor super-paramagnetice. Acest lucru permite ca particulele sa
fie directionate in interiorul corpului cu un cdmp magnetic, eventual dupa acoperirea
cu un anumit tip de agent antimicrobian [94].

Proprietatile extraordinare ale nanotuburilor de carbon, (CNT) au atras in
mod constant interesul pentru cercetare [99, 100], datorita proprietatilor lor speciale
precum: conductivitate electrica buna [101, 102], rezistenta la foc [99], protectie UV
[103], cresterea confortului imbracamintei [103] rigiditate si rezistenta ridicata [99,
104, 105]. Prima dovada a activitatii antimicrobiene a CNT a fost raportata pentru
nanotuburi de carbon cu un singur perete (SWCNT-single-walled carbon nanotubes)
impotriva E. coli de catre Kang et al. Mecanismul antibacterian al CNT se bazeaza pe
faptul ca are loc deteriorarea membranei celulare, ca urmare a contactului direct cu
celulele bacteriene a CNT [106, 107].

In literaturd a fost raportata prepararea materialelor compozite pe baza de
CNT si TiO, [77, 78]. Este de asteptat un efect antibacterian sinergic utilizéand
materialele compozite CNT/TiO3.

Grafenul este utilizat pe scard larga in domeniul nanomedicinei, in special
pentru biosenzori si diagnosticare. Un numar tot mai mare de studii au fost raportate
cu privire la utilizarea potentialda a grafenului pentru aplicatiile de livrare a
medicamentelor. Oxidul de grafen (GO) este de obicei utilizat ca purtdtor de
medicament, frecvent dupa modificarea suplimentara a suprafetei. Activitatea
antibacterianad a grafitului (Gt), oxidului de grafen (GO), oxidului de grafit (GtO) si
oxidului de grafen redus (rGO) fata de E. coli a fost comparata de catre Liu si colab.
[108]. Potentialul antimicrobian a acestor materiale a scazut in ordinea GO > rGO >
Gt > GtO in conditii similare de concentratie si incubare. Nguyen si colab. au investigat
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grafenul dopat cu nanoparticule de argint [109]. S-a observat faptul ca particulele
foarte dispersate si de diferite forme si dimensiuni au fost lipite de straturile de grafen.
Aceste compozite au prezentat activitati antibacteriene mai mari impotriva speciilor
bacteriene precum E. coli, L. anguillarum, S. aureus si B. cereus. De asemenea,
particule de argint depuse pe GO inhiba viteza de crestere pentru P. aeruginosa [110].

Existd o multitudine de studii despre potentialul antimicrobian al compozitelor
pe baza de argila / polimer [111-130], dovedindu-se faptul ca prezinta eficienta
antibacteriana, efect sterilizant, dar si capacitatea de a adsorbi toxine [131].

Primele cercetari privind aplicatiile medicale ale argilei stratificate au fost
inregistrate de romani in anul 60 i.Hr. Argila a fost utilizata ca si cataplasma pentru
rani. Proprietatile ,vindecatoare” ale argilei stratificate sunt puse pe seama absorbtiei
fizice a apei, a bacteriilor toxice, a virusilor si a materiei organice. Elemente metalice
precum argint, cupru, mangan, zinc, fier, dar si oxizi de metal, in special, dioxidul de
titan pot fi asociate si cu proprietatile antibacteriane ale argilei minerale. Cu toate
acestea, mecanismul chimic de interactiune dintre argild si bacterii nu este clar
cunoscut. Efectul de vindecare al argilei stratificate este confirmat in numeroase studii
de caz. Williams si colab. au observat inhibitiea completd a cresterii la E. coli in
prezenta argilei stratificate [132].

Utilizarea argilei stratificate era cunoscuta de la aborigeni, aceasta fiind
sensibild la bacterii patogene si rezistente la antibiotice. Haydel et al. au utilizat doua
minerale argiloase bogate in fier pentru a evalua fezabilitatea tratamentului cu
minerale argiloase ca agenti terapeutici [133]. Seckin si colab. au extins cercetarile
obtinand o matrice argila-polivinil-piridiniu cu scopul de a indeparta celulele
bacteriene din apa [134]. Hu si colab. au investigat efectul antibacterian al
montmorilonitului in care s-au inlocuit ioni de sodiu prezenti in compozitia de baza cu
ioni de cupru [135, 136]. Magana si colab. au produs montmorilonit modificat chimic
cu ioni de argint prin schimb ionic evaluand proprietatile antibacteriene [137]. Zhou
si colab. au sintetizat un nanocompozit pe bazda de polimer/argint-chitosan/argila
evaluand proprietatile bacteriostatice [138]. Mlynarcikova si colab. si Pavlikova si
colab. au produs un material compozit pe baza de argila si fibre de polipropilena [113,
1147.

O scurtd lista a caracteristicilor importante ale materialelor anorganice
structurate este rezumata in Tabelul 1.1.

Tabelul 1.1. Caracteristicile materialelor anorganice structurate

Materialelor anorganice Caracteristici
structurate
Argint Antimicrobian, dezinfectant, conductiv electric,
protectie UV, antifungic

Aur Antibacterian, antifungic, conductiv electric

Cupru Antibacterian, protectie UV, conductiv electric
Galiu Antibacterian

TiOz Antibacterian, fotocatalizator, autocuratare,

protectie UV, purificator pentru apa si aer,
degradare coloranti, senzor de gaz, celula solara

Zn0O Antibacterian, blocant UV, fotocatalizator
MgO Antibacterian, antiviral, antifungic

Al,O3 Antibacterian

Fe304 Antibacterian, paramagnetic
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- Continuare Tabel 1.1. -

Materialelor anorganice Caracteristici
structurate
Grafen Antibacterian, biosenzor

CNT- nanotuburi de carbon | Antimicrobian, conductiv electric, ignifug,
antistatic, absorbant
Argile stratificate Antibacterian, ignifug, absorbant UV

1.3. Materiale organice

Materialele precum lipozomii, ciclodextrinele, dar si dendrimerii pot incapsula
diverse molecule organice, anorganice sau biologice obtindndu-se materiale cu
proprietati antibacterine performante.

Lipidele amfifile sub formd de vezicule sferice cu dimensiuni coloidale,
dispersate in apa, formate dintr-un strat dublu de molecule de surfactant (fosfolipide)
se numesc lipozomi. Din cauza structurilor lor amfifile, acestia pot transporta atat
materiale hidrofobe, céat si hidrofile. Lipozomii au fost utilizati in sistemele de eliberare
controlatd a medicamentelor (DDS-drug delivery systems) [139, 140]. Marimea
lipozomilor se modifica in intervalul de nanometri pana la macrometri [141]. Se pare
cd, incapsularea in structura lipozomilor a unor saruri anorganice de aur prezinta
activitate bacteriana actionand prin eliberare controlata. In cazul modificarii activitatii
antibacteriene, straturile de fosfolipide pot actiona ca nutrient pentru a creste
activitatea bacteriana [4].

Dendrimerii sunt o clasa de compusi macromoleculari monodispersi [142-
144], care pot actiona ca nanoreactoare cu capacitatea de preorganizare a
elementelor metalice [145, 146]. Dispersia atomica / moleculara a gruparii anorganice
prezente in structura unui dendrimer va prezenta proprietati fizice si chimice unice.
Sarurile dendrimer-carboxilat pot fi dopate cu argint aflat in concentratii mari, ca
urmare a unui numar mare de grupari de suprafata, active. Prin urmare, acestea pot
constitui cale de livrare la nivel nanoscopic ca urmare a doparii cu concentratii
variabile de materiale bioactive precum metale si ioni metalici [4].

Lipozomii si dendrimerii pot fi astfel utilizati pentru depozitarea, transportul si
livrarea gruparilor active in scopuri diferite [147]. O tehnologie inovatoare de nano-
incapsulare pentru a obtine o eficienta antimicrobiana permanenta pe tesaturile din
bumbac a fost prezentat de Compania Ciba. Produsele comerciale bazate pe acest
concept sunt acum disponibile sub eticheta Ciba Tinosan CEL [148].

In general, pentru atingerea unor performante prin combinarea proprietatilor
a cel putin doua materiale, se sintetizeaza diversi compusi sub forma de capsule.
Acestea sunt compuse dintr-un invelis alcatuit din polimeri sintetici si un miez care
include materiale adecvate precum diferiti agenti activi, catalizatori, vitamine,
medicamente, materiale bioactive, proteine si materiale cu schimbare de faza (PCM-
uri-phase change materials). Agentul incarcat este dispersat in miezul capsulei, in
partea sa centrald. Asa au incapsulat cu succes Shim si colab. nanoparticulele de oxid
de zinc (zZnO) in polimetacrilatul de metil (PMMA) pentru a-i controla proprietdtile
[149]. Pe aceasta tehnologie de producere a capsulelor se bazeaza industria
farmaceutica, pentru obtinerea unor medicamente cu eliberare prelungita sau a celor
gastrorezistente.

Ciclodextrinele sunt o familie de oligozaharide ciclice compuse din subunitati
de glucopiranoza legate a-1,4, utile ca agenti de complexare moleculara [150]. Sunt
produse in timpul procesului de distrugere a amidonului prin degradare enzimatica
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[151-153]. Cea mai notabila caracteristica a ciclodextrinelor este capacitatea lor de a
forma complexari moleculare cu o gama larga de solide, lichide si compusi gazosi, cu
scopul de a fi utilizate in eliberarea controlata a moleculelor active [152-168].
Deoarece tesaturile sunt in contact direct cu pielea umana, a fost studiata specificatia
toxica a ciclodextrinei. Rezultatele indica faptul ca pot fi ddunatoare organismului
uman in concentratii mari [151]. Martel si colab. au concluzionat faptul ca a avut loc
doparea prin formarea unui copolimer reticulat intre componenetul principal, PCA
(principal component analysis) si ciclodextrine [162]. Montazer si colab. au dopat de
asemenea B-ciclodextrina cu diclofenac de sodiu pentru pansamentul plagilor [162].

O sumarizare a caracteristicilor importante ale materialelor organice dopate
cu materiale anorganice este prezentata in Tabelul 1.2.

Tabelul 1.2. Caracteristicile materialelor organice dopate cu materiale anorganice

Materialelor organice dopate cu Caracteristici
substante anorganice

Lipozomi cu saruri anorganice de aur | Sistemele de eliberare controlatéa a

medicamentelor

Lipozomi, dendrimeri Nanoreactoare, depozitare, transport si

livrare a gruparilor active

Saruri dendrimer-carboxilat dopate | Cale de livrare la nivel nanoscopic

Cu argint

Ciclodextrine Agenti de complexare moleculara si pentru

eliberarea controlata a moleculelor active

Ciclodextrind dopata cu diclofenac | Pansamentul ranilor

de sodiu

O categorie aparte de materiale organice o reprezinta biomaterialele.
Materialele naturale sau sintetice utilizate pentru a sustine sau prelua complet functia
tesuturilor vii sau pentru a functiona in strédnsa legatura cu un sistem viu sunt numite
biomateriale.

Chiar daca studiul biomaterialelor reprezintd un domeniu interdisciplinar nou,
aplicatiile acestora dateaza din cele mai vechi timpuri, fiind descoperite la mumiile
egiptene de exemplu sub forma de ochi de sticla, nasuri de metal sau dinti de fildes.
Implanturile din cupru au fost utilizate pana la mijlocul secolului al XIX-lea din cauza
lipsei unor materiale mai bune, fiind inlocuit, in cele din urma cu otel inoxidabil.
Utilizarea aurului in stomatologie dateaza de 2000 de ani. Hipocrate mentioneaza in
scrierile sale despre firele de aur utilizate ca suturi. Dispozitivele obtinute, in jurul
anilor 1880, din oase de cadavre si fildes au fost utilizare in ortopedie, find considerate
tot biomateriale. Un alt exemplu ar fi, in cazul lui Sir John Charnley care a proiectat
primul implant total de sold cu tulpind femurald, cu cap bild si cupe de teflon, care s-
a dovedit a fi un dezastru. Cand a fost inlocuit polimerul cu polietilena cu greutate
molecularda ultra fnaltd (ultra high molecular weight polyethylene-UHMWPE),
rezultatele au fost atat de bune incat implantul sau de sold a fost la fel de bun ca orice
sold actual. La sfarsitul celui de-al Doilea Razboi Mondial, un alt inventator, dr. Wilhem
Kolff, a utilizat un invelis din celulozé conectat la o instalatie de osmoza pentru a
realiza dializa sangelui pacientilor cu boli de rinichi [3, 169].

Deoarece majoritatea materialelor sunt polimeri si majoritatea progreselor
recente n stiinta si tehnologie implica polimeri, unii au numit aceasta, epoca
polimerilor. Cuvantul polimer este derivat din grecescul ,poly” si ,meros”, adica
~multe” si, respectiv, ,parti” [170]. O categorie aparte de polimeri o reprezinta
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polimerii naturali, care au fost luati in considerare inca din anii 1940 cand Henry Ford
a utilizat plastic din soia pentru a construi diverse piese de masing, intr-un efort de
a-si demonstra convingerea ca ,fermele sunt fabricile viitorului”.

Polimerii naturali sunt produsi de sisteme biologice, de exemplu,
microorganisme, plante si animale sau sunt sintetizati chimic din materii prime
precum zaharuri, amidon, grasimi sau uleiuri naturale [171, 172]. Pielea, bumbacul,
lana, cauciucul natural sau pluta toti sunt polimeri naturali, cunoscuti inca de la
inceputul civilizatiei. Desi aceste materiale sunt incd populare pentru aplicatii
specifice, majoritatea materialelor polimerice utilizate astazi in cele mai multe domenii
sunt sintetice si se bazeaza pe resursele derivate din petrol [171]. Cu toate acestea,
in domeniul medical si in domenii conexe care necesita manifestarea unor proprietati
specifice, de obicei antimicrobiene, cum este industria alimentara, cea cosmetica, cea
textild, alternativa constituie utilizarea polimerilor naturali si a derivatilor acestora.

in acest context, biomaterialele derivate din polimeri naturali pot fi implantate
in organism sau utilizate impreuna cu acesta, deoarece sunt concepute pentru a avea
proprietati care se potrivesc cu cele ale sistemului biologic. Pe de alta parte, acestea
trebuie sa fie suficient de stabile pentru utilizarea vizata si sa fie concepute pentru a
indeplini partial sau complet functiile tesuturilor si organelor bolnave, deteriorate sau
care functioneaza defectuos.

Biomaterialele, datorita utilizarii preconizate intr-un mediu foarte complex,
trebuie sa indeplineasca unele cerinte, dintre care specificatii generale sunt [169]:

1. Sa fie biocompatibile (netoxice, non-cancerigene, non-alergenice etc.)

2. S& aiba proprietati fizice (densitate, forma, porozitate, topografia
rugozitatii suprafetei) comparabile cu cele ale tesutului pe care il inlocuiesc
sau unde sunt implantate,

3. Sa aiba proprietati mecanice adecvate (compresiune, tractiune, forfecare),

4. Sa aiba durata de viata adecvata (sa fie stabile pe toatd perioada utilizarii
sau se degradeaza in cateva zile sau saptamani, in functie de obiectiv),

5. Sa aiba proprietati chimice similare cu cele ale tesuturilor (de exemplu,
hidrofile sau hidrofobe, cu grupari functionale similare),

6. Sa fie procesabile si sterilizabile fara dificultate,

7. Sa aiba bioactivitate adecvata (in mare parte sa fie inerte, dar ar putea
avea activitati de inductie sau de conducere, sau sa poarte agenti bioactivi
daca este necesar),

8. Sa fie economici si disponibili.

1.4. Celuloza - caracterizare, obtinere, aplicatii

Celuloza este cel mai abundent tip de material organic, regenerabil, de pe
Pamant [173], cu o productie anuala de biosinteza, estimata la peste 10!! tone.
Biosinteza celulozei este un fenomen foarte complex, iar descrierile detaliate ale
procesului de biosinteza pot fi gasite in lucrarile lui Brown, Saxena si Brown si
Dufresne. Celuloza este un polimer natural sustenabil fascinant si aproape inepuizabil,
care a fost utilizat sub forma de fibre sau derivatii sai de mii de ani, pentru o gama
larga de aplicatii, de materiale si de produse [174].

Celuloza este una din componentele majore ale peretilor celulari ai plantelor,
obtinuta in principal din resurse naturale precum iarba (bambus), paie (grau, orez,
orz), fibre (in, iuta, canepa, trestie de zahar) [175], frunze (ananas, palmier), animale
marine [176], ciuperci, alge si bacterii [177, 178], lemn si reziduuri forestiere de
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lemn, precum ar fi aschii de lemn, ramuri [179-180]. Indiferent de sursa de
provenienta [181, 182], celuloza poate fi caracterizata ca o homopolizaharida liniara
cu greutate moleculara ridicata, formata din unitatii monomere dispuse alternativ cu
unghi de 180° intre ele, legate prin legaturi B-1,4 (Figura 1.2) [183, 184]. Segmentul
care se repeta este un dimer de glucoza cunoscut sub numele de celobioza [181, 185,
186]. Fiecare unitate monomera, denumita unitatea de anhidroglucoza (AGU), are trei
grupari hidroxil, care confera celulozei cele mai importante proprietati si determina
structura sa microfibrilata pe mai multe niveluri [181, 187, 178], dar si organizarea
sub forma ierarhizata a regiunilor cristaline si a celor amorfe si structura extrem de
coeziva [176, 188, 189].

OH
OH OH
o
HO
o o OH

g e i o

OH

OH
L AL in-2 o
capétul AGU celobioza capatul
nereducator reducator

Figura 1.2. Structura moleculara a celulozei [190].

Fiecare lant de celuloza poseda o asimetrie directionala a axei sale moleculare
fata de capete: un capat are functionalitate chimica reducatoare datorata unitatii
hemiacetal, fiind o punte etericd de forma C-O-C si celdlalt capat are grupari hidroxil
de tip "pandantiv”, acest capat neavand proprietati de reducere [181]. Insa, gruparile
hidroxil au rol principal in formarea unor legaturi covalente cu diversi reactanti [191],
care sporesc activitatea chimica a celulozei si implicit efectul antibacterian.

Celuloza prezinta proprietati uimitoare, cum ar fi o structura polichirala bine
definita, complexa, biocompatibilitate si biodegradabilitate. Mai mult, molecula
contine diferite functionalitati reactive pentru o conversie chimica selectiva catre
produse cu caracteristici “personalizate”. Cu toate acestea, aplicatiile celulozei sunt
limitate din cauza insolubilitatii polimerului natural in majoritatea solventilor. Pe de
altd parte, reactivitatea gruparilor hidroxil si cristalinitatea fibrelor de celuloza
datorate legaturilor de hidrogen foarte puternice si prezenta unor zone hidrofobe (in
jurul atomilor de C) au o anumita influenta asupra proprietatilor generale, inclusiv
asupra solubilitatii [192].

Incorporarea in polimeri a unor cantitati mici de particule nanometrice cu o
rigiditate ridicata reprezinta o abordare recenta, fiind exploatata pe scara larga pentru
crearea de noi materiale cu proprietati mecanice adaptate. Nanofibrele de celuloza
cristalind atrag un interes semnificativ in acest context, datorita proprietatilor lor
mecanice interesante [5]. Cele mai importante dintre avantajele utilizarii celulozei ca
baza in compozitele polimerice sunt: regenerabilitatea, costul scazut, densitatea
scazuta, consumul redus de energie, biocompatibilitatea, abrazivitatea scazuta si
suprafata sa relativ reactiva. Cercetatorii din intreaga lume studiazda materialele
celulozice in vederea extinderii aplicatiilor compozitelor celulozice si a celulozei
modificate [193]. Recent a crescut interesul pentru utilizarea particulelor nanometrice
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rigide, de tipul nanofibrelor de celuloza, ca materiale de armare in matrici polimerice,
compozite sau nanocompozite. Nanofibrele celulozice, in literatura de specialitate au
fost raportate ca si microcristale, nanocristale, cristalite de celuloza, izolate prin
hidroliza acida si sunt numite astfel pe baza caracteristicilor lor fizice (rigiditate,
grosime si lungime) [5]. Samir si colaboratorii (2005) raporteaza faptul ca
microcristalele de celuloza cresc in conditii controlate, ceea ce permite formarea de
cristale individuale de inalta puritate [194]. Structura lor ordonata poate nu numai sa
confere rezistenta ridicata, ci si sa determine modificari semnificative ale unor
proprietati importante ale materialelor, cum ar fi natura electrica, optica, magnetica,
feromagnetica si dielectrica, precum si in ceea ce priveste conductivitatea. Deoarece
celuloza este clasificata ca un carbohidrat (substanta care contine carbon, hidrogen si
oxigen), este necesar sa subliniem faptul ca, desi acest termen se aplica unui numar
mare de compusi organici, celuloza este unica prin faptul ca poate fi atat sintetizata
din monozaharide, cat si hidrolizata la monozaharide [5].

Pe langa interesul stiintific de lunga durata pentru celuloza, utilizarea celulozei
ca materie prima regenerabild si biodegradabild in diverse aplicatii este o solutie
propusa recent [192, 195]. Structura versatila a celulozei permite utilizarea acesteia
intr-o varietate de aplicatii, in urma modificarii structurii prin diverse cai, inclusiv
metode fizice si chimice, de exemplu, materiale de umpluturd, materiale de
constructie si acoperire, laminate, hartie, textile, filme optice, medii de adsorbtie,
regulatori de vascozitate si chiar materiale functionale cu proprietati avansate (Figura
1.3) [192, 195-197]. Este o alternativa ecologica la produsele sintetice derivate din
industria petrolului. Recent, celuloza modificata a fost folositd ca baza pentru diverse
compozite, datorita performantelor sale mecanice si termice excelente [193].
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Figura 1.3. Aplicatii ale celulozei [193].

1.5. Chitosanul - caracterizare, obtinere, aplicatii

Chitosanul este derivat din chitina, care este al doilea polimer natural ca
abundenta dupd celuloza. Chitina, materia prima utilizatd pentru producerea
chitosanului, este o polizaharida alba, aspra si cu structura neelastica, prezenta in
peretii celulari ai ciupercilor si in exoscheletele crustaceelor. In 1859, Rouget a
descoperit faptul ca prin incdlzirea chitinei, in mediu alcalin, poate obtine un material
solubil n acizi organici [198]. Denumirea acestui material ,chitosan” a fost data de
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Hoppe-Seyler in 1894 [198, 199], dar structura chimica a fost necunoscutad pana in
1950 datorita cercetarilor amanuntite ale lui Muzzarelli si Hirano [200].

Datorita structurii sale macromoleculare deosebite, biocompatibilitatii,
biodegradabilitatii si altor proprietati functionale intrinseci, chitosanul a atras atentia
pentru diferite interese stiintifice si industriale majore, inca de la sfarsitul anilor 1970
[198, 201]. Descoperit in mucegaiuri si produs comercial din cochilii de crustacee,
chitosanul este acum utilizat in diverse aplicatii [200].

Chitosanul are o structura similara cu a celulozei si chitinei, singura diferenta
este gruparea functionald din pozitia C2. Celuloza si chitina are o grupare hidroxil
(-OH) si, respectiv, o grupare N-acetilamina (-NHCOCHs), iar chitosanul are o
grupare amino (-NH.) in pozitia C2. Chitosanul poate fi obtinut prin deacetilare
partiald sau totald a chitinei, gruparile acetil din lantul molecular al chitinei fiind
indepartate pentru a forma grupari amino in chitosan (Figura 1.4). Din acest motiv,
chitosanul poate fi clasificat ca un copolimer al unitatilor de 2-amino-2-deoxi-B-D-
glucopiranoza (glucozamind) si 2-acetamida-2-deoxi-B-D-glucopiranoza (N-
acetilglucozaminad) legate prin legaturi glicozidice B (1 - 4) [202-205].
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Figura 1.4. Deacetilarea chitinei pentru formarea chitosanului [202-205].

Diferenta majora intre chitina si chitosan fiind grupurile amino, difera
proprietatile fizico-chimice, care sunt corelate cu functiile biologice si deci
comportamentul chimic este diferit. Chitosanul are un continut de azot de 6,80% sau
mai mare. In general, atunci cand continutul de grupari N-acetil este mai mare de
50% se considera ca e vorba despre chitind, in timp ce pentru valori mai mici se
considera a fi chitosan [206].

Structura chitosanului include o parte acetilata si o partea deacetilata, iar
structura moleculara a unitatilor monomerice care se repeta in molecula chitosanului
este prezentatd in Figura 1.5. In cazul in care partea stanga este 2-amino-2-deoxi-B-
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(1-4)-D-glucopiranoza, reprezentand gradul de acetilare (DA) al chitosanului, partea
dreapta este rezultatul deacetilat al partii stangi reprezentdnd gradul de deacetilare
al chitosanului.

GlcNac GIcN

partea acetilata partea acetilata

Figura 1.5. Structura chitosanului [206].

Unitatile monomere componente sunt distribuite aleatoriu sau sub forma de
blocuri, formand polimerul de chitosan [207-209]. Acest mod de distributie a dat
chitosanului o structura rigida si inegald. Prezenta gruparilor hidroxil situate la C6
(grupare hidroxil cu activitate principald) si C3 (grupare hidroxil cu activitate
secundard) si a gruparilor amino (localizate pe C2) (Figura 1.6.), care sunt foarte
reactive, cu tendinta concomitenta de a forma legaturi de hidrogen intramoleculare si
intermoleculare, are ca rezultat formarea structurii liniare a moleculei de chitosan.

grupare hidroxil cu activitate principala

grupare amino cu activitate principala

grupare hidroxil cu activitate secundara

Figura 1.6. Pozitia gruparilor reactive pe scheletul moleculei de chitosan [209].

Cercetarile efectuate de-a lungul timpului asupra proprietatilor chitosanului
au scos in evidenta o serie de proprietdti foarte importante, printre care activitatea
antibacteriana, in contextul necesitatii de a gasi noi materiale care sa prezinte un
efect bactericid asupra unor bacterii care sunt deseori rezistente la antibioticele
existente. Se stie ca chitosanul este un agent cu activitate antibacteriana impotriva
multor bacterii comune, Gram-pozitiv si Gram-negative [11, 210].

Chitosanul are mai multe avantaje fata de alte tipuri de agenti antimicrobieni,
deoarece poseda o activitate antibacteriana mai mare, un spectru mai larg de
activitate si o toxicitate mai mica fata de celulele mamiferelor [209, 211, 212].
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Potentialul de a utiliza chitosanul in domeniul medicinei este foarte important. De-a
lungul timpului a primit diferite intrebuintari, foarte spectaculoase ca arie de
acoperire. In domeniul "bio" a fost utilizat in biotehnologie [213-216], conservarea
alimentelor [217, 218], medicamente, produse farmaceutice [203, 219] si terapie
genica [220, 221].

Din pacate, chiar daca aria de aplicabilitate a chitosanului ar putea fi
nelimitata datorita potentialului sau biologic, solubilitate apoasa slaba fi limiteaza
aplicarea, inclusiv comportamentul antimicrobian, in special pentru sistemele
biologice [209]. Actiunea antimicrobianad este influentata de o multime de factori
intrinseci, cum ar fi sursa de origine (provenienta din crustacee [222], carapace de
insecte [223] ciuperci [224]), concentratia sa, greutatea moleculara care genereaza
tipul de chitosan [22], 226], gradul de polimerizare a chitosanului [227], dar si de
factori externi precum pH-ul mediului [228], tipul de bacterii asupra caruia actioneaza
[210], compozitia chimicd a substratului etc. Existda multi factori care modifica
comportamentul chitosanului, deci, pentru a urma calea cea mai buna in obtinerea
unor derivati de chitosan, este necesar sd se cunoasca ce aplicabilitate vor avea
derivatii obtinuti, astfel incat modificarea proprietatilor chitosanului sa conduca la
derivati care se preteaza scopului urmarit.

In ultimele doua decenii, chitosanul a primit atentie in numeroase domenii
precum stomatologie, oftalmologie, biomedicind si bioimagistica, igiena si ingrijire
personald, medicina veterinara, industria ambalajelor, agrochimie, acvacultura,
catalizd, cromatografie, industria bauturilor, fotografie, tratarea apelor uzate,
deshidratarea namolului si biotehnologie [198]. In figura 1.7 sunt prezentare cateva
aplicatii ale acestuia.
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Figura 1.7. Aplicatii ale chitosanului [198].

1.6. Factori care influenteaza mecanismele de actiune
antimicrobiana

Istoricul clasificarii bacteriilor a aratat faptul ca disponibilitatea unor tehnici
noi a dus la evolutia taxonomiei bacteriene. Prima clasificare a tinut cont de morfologia
bacteriilor, majoritatea oamenilor de stiinta fiind interesati de descrierea bacteriilor
patogene. La inceputul secolului al XX-lea, pe 1anga morfologie, tot mai multe date
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fiziologice erau utilizate ca markeri importanti pentru clasificarea si identificarea
microorganismelor. Pentru caracterizarea si identificarea acestora au fost determinate
numeroase proprietati biochimice si fiziologice ale culturilor bacteriene. Astfel, s-a
ajuns la investigarea activitatii antimicrobiene a diverselor materiale, produsele
naturale oferind o baza majora pentru dezvoltarea antibioticelor inca din cele mai
vechi timpuri (de exemplu, B-lactame, tetraciclind, aminoglicozide, glicopeptide).

Sistemele macromoleculare, datorita proprietatilor lor, permit utilizarea lor
eficienta in diverse domenii, inclusiv in crearea de materiale cu activitate
antimicrobiana. Ca urmare, se continua si astazi dezvoltarea intensiva a unor polimeri
naturali cu proprietati antimicrobiene, fie cuaternizati, fie functionalizati cu grupari
bioactive care au succes ca materiale biocide [229].

1.6.1. Factori care influenteaza activitatea antimicrobiana a celulozei

Activitatea antimicrobiana a oricarui biomaterial, deci si a celulozei, este
influentata de cativa factori intrinseci si extrinseci. Dintre acestia, cei mai importanti
sunt: natura materialului, concentratia acestuia, pH-ul sistemului, masa moleculara,
gradul de polimerizare (in corelatie directa cu raportul de oligomeri din care este
compus polimerul) (Figura 1.8).

Concentratia

Sursa de celuloza

Masa moleculara

Factori ce
influenteaza
activitatea
antimicrobiana
a celulozei

Gradul de
polimerizare

Figura 1.8 Factori care influenteaza activitatea antibacteriand a celulozei
a. Sursa de celuloza

Sursa de celuloza isi pune amprenta asupra proprietatilor cristaline ale fibrelor
de celulozd. In celuloza de naturd lemnoas3, lanturile adiacente ale polimerului se
potrivesc strans intre ele intr-o regiune cristalind ordonata, rezultdnd un produs cu
rezistentd ridicatd. In consecintd gradul de cristalinitate diferd functie de sursa si
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gradul de prelucrare a materiei prime care, la randul sau, influenteaza proprietatile
produsului final. Spre exemplu, celuloza bacteriana are structura fibrilei de baza de
100 de ori mai mica decat celuloza vegetala si este foarte cristalind. Elasticitatea sa
este comparabild cu cea a cartilajului articular. Prin urmare, celuloza bacteriana este
un candidat potrivit pentru a fi aplicata in ingineria tesuturilor si, de asemenea, pentru
a dezvolta membrane pentru eliberare controlata pentru medicamente [230].

In cazul particular al celulozei bacteriene (BC), sursa de provenientd
influenteaza direct structura, deoarece, proprietatile sale variaza functie de tulpina
bacteriand si mediul de cultura [230]. Comparativ cu celuloza vegetala, celuloza
bacteriana este mai pura din punct de vedere chimic (> 98%), are un grad mai mare
de polimerizare (DP-polimerization degree) ~10.000, este din punct de vedere
mecanic mai puternicd (modulul Young 15 pana la 35 GPa, rezistenta la tractiune 200
pana la 300 MPa) si are microfibrile mai subtiri (50 pana la 80 nm, de aproximativ
200 de ori mai subtiri decat bumbacul) [231]. Datorita greutatii sale moleculare
ridicate, cristalinitatii ridicate si legaturilor puternice de hidrogen, celuloza bacteriana
are o solubilitate slaba. Avand doar grupari hidroxil pe scheletul polimeric are ca
rezultat functionalitati limitate.

Utilizarea unui polimer de origine biologica, provenit dintr-o resursa
regenerabild, biodegradabil si deci mai putin agresiv pentru mediu, este un criteriu
important, luat in calcul tot mai des pentru cercetarile actuale si de viitor [232].

b. Concentratia

La fel ca si celuloza microcristalina (MCC), celuloza nativa, celuloza
microfibrilata (MFC) si celuloza nanocristalind (NCC, CNC) nu sunt solubile in apa. Ele
pot fi, totusi, dispersate in apa. Nanoceluloza este pseudoplastica. Odata dispersata
corespunzator, dezvolta vascozitati mari la concentratii scazute. Prezinta proprietatea
anumitor geluri sau fluide care sunt groase si foarte vascoase in conditii normale, dar
devin subtiri si mai putin vascoase, atunci cdnd sunt agitate sau ultrasonate
(tixotropie). Cand fortele de forfecare sunt indepartate, gelul isi recapata o mare parte
din starea initiala.

Vascozitatea ridicata la concentratii scazute de nanoceluloza face ca
nanoceluloza sa fie foarte interesanta ca stabilizator non-caloric si agent de gelifiere
in aplicatiile alimentare [233].

c. pH-ul

Celuloza bacteriana (BC) este foarte pura deoarece nu contine hemiceluloze
si lignind, are cristalinitate ridicatd (mai mult de 80%), capacitate excelenta de
absorbtie a apei si rezistentd mecanica extraordinara, in special in stare umeda.

Celuloza bacteriand, BC, consta dintr-o retea tridimensionala de fibre de
celuloza ultrafine cu un diametru in intervalul 80-150 nm si care poate contine, in
starea initiald, pana la 99% apa. In conditii statice de cultura, pe suprafata mediului
de cultura se formeaza straturi (foi) de BC de pana la cativa centimetri grosime. Este
important sa se controleze pH-ul deoarece acumularea de acizi gluconic, acetic sau
lactic in mediul de cultura scade pH-ul mult sub valoarea optima pentru crestere si
productie de celuloza [192].
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d. Masa moleculara

Asa cum am subliniat, proprietétile celulozei pot varia semnificativ functie de
origine si procesul de obtinere. In acest context, capacitatea de a determina greutatea
moleculara a celulozei si uniformitatea sa chimica este extrem de importanta. Dupa
aproape 200 de ani de chimie a polimerilor, determinarea greutatilor moleculare a
polimerilor ramane o provocare [234]. Pentru a determina greutatea moleculara a
celulozei, cercetatorii au dezvoltat diferite metode, cum ar fi metoda grupului final,
metoda presiunii osmotice, metoda ultracentrifugarii, metoda vascozitatii, metoda
dispersarii luminii si metoda cromatografiei prin permeatie pe gel (GPC). Dintre aceste
diverse tehnici, metoda vascozitatii si metoda GPC au devenit treptat cele mai utilizate
metode de caracterizare datorita functionarii lor simple si repetabilitatii excelente
[235].

Cunoasterea diferitelor metode de determinare a greutatii moleculare poate
fi beneficad in intelegerea structurii moleculei de celuloza intrucat numarul de unitati
monomerice din celuloza este dat ca grad de polimerizare (DP) [234]. Celuloza nativa
are in general valori ale gradului de polimerizare mai mari decat celuloza regenerata
sau celuloza prelucrata.

e. Gradul de polimerizare

Structura celulozei nu este o simpla agregare a unitatilor de D-glucoza,
unitatile de glucoza fiind legate ferm, covalent, prin legaturi gliccozidice, pentru
formarea unor lanturi moleculare lungi, cu structurd neramificata [233]. Se pare ca
selectarea gruparilor protectoare din monomer este cruciald pentru sinteza
polizaharidelor cu o structura regulata [190], strategia devenind foarte importanta
pentru prepararea compusilor cu secventa controlata si pozitie de functionalizare care
sunt de mare ajutor in analiza si determinarea relatiilor structura-proprietate [236].

Celuloza bacteriana are valori ridicate ale gradului de polimerizare (DP), in
timp ce celuloza lemnoasa din reziduurile agricole (spre exemplu din paiele de grau)
are DP mai mic (DP~1000) fata de cea de origine lemnoasa, care poseda DP mai mare
(DP~4000-5500), iar celuloza din fibrele de bumbac are DP ~10000. Cand celuloza
este supusa hidrolizei acide, gradul de polimerizare scade rapid pana ajunge la asa-
numita ,nivelare”. Gradul de polimerizare al unei probe de celuloza se reduce rapid la
o valoare relativ constantd la tratamente severe de hidrolizare. Fragmentele de
celuloza rezultate vor avea lungimea maxima care le va permite acestora sa se dizolve
in mediul de hidroliza utilizat. Faza initialda de degradare rapida, cu modificarea
gradului de polimerizare, corespunde hidrolizei regiunii amorfe reactive a celulozei; in
timp ce faza cu viteza de platou, mai lenta, corespunde hidrolizei fractiei cristaline a
celulozei care reactioneaza lent [237].

Depolimerizarea controlata a celulozei constituie un avantaj, deoarece
aceasta permite diverse aplicatii ale derivatilor celulozei, pe baza diferitelor lor
proprietati [238].

1.6.2. Factori care influenteaza activitatea antimicrobiana a
chitosanului

In Figura 1.9. sunt prezentati factorii care influenteazd activitatea
antibacteriand a chitosanului.
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Figura 1.9. Factori care influenteaza activitatea antibacteriana a chitosanului

a. Sursa de chitosan

Chitina este cea mai abundenta polizaharida de pe pamant, dupa celuloza;
fiind principalul polimer structural gasit in peretele celular fungic [239, 240]. Este
prezenta, de asemenea, in exoscheletele artropodelor si insectelor. Chitosanul,
principalul derivat al chitinei, poate proveni asadar din fungi si din exoscheletul
crustaceelor sau insectelor. Unele studii au mentionat cultivarea anumitor ciuperci
pentru a oferi o sursa eficienta de chitosan cu aplicatii industriale [240, 241]. Multi
cercetatori au ajuns la concluzia ca chitosanul poate fi extras nu numai din ciupercile
Zygomycete, ci si din ciupercile non-Zygomycete [240, 242].

Chien si colab. au raportat faptul ca chitina bruta din carapace de crab nu a
prezentat nicio activitate antimicrobiana, dar chitina din ciuperci a prezentat un efect
inhibitor asupra cresterii bacteriene, in comparatie cu chitina din carapacea de crab
[240]. Rezultatele lor au aratat faptul ca activitatea antimicrobiana a chitosanului
fungic a fost mai mica decéat cea a chitosanului obtinut din carapace de crustacee. Cu
toate acestea, chitosanul fungic, similar celui din crustacee, a prezentat efecte
inhibitoare mai bune Tmpotriva bacteriilor Gram-pozitive comparativ cu bacteriile
Gram-negative [222, 240].

A fost demonstrat de Byun faptul ca, chitosanul preparat din intreaga
carapace de crab si coaja pulpei de crab prezinta diferente majore in ceea ce priveste
caracteristicile fizico-chimice si functionale. De exemplu, chitosanul preparat din
carapace de crab a avut un continut semnificativ mai mare de azot, un grad de
deacetilare, solubilitate si vascozitate si o activitate antibacteriana imbunatatita decat
chitosanul preparat din coaja de picioare de crab [240].
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Pe de alta parte, oligomerii de chitosan si polimerii derivati de chitosan, de
provenienta diferita, prezinta activitati antibacteriene diferite. Acestia au fost testati
impotriva agentilor patogeni de origine alimentara, iar rezultatele demonstreaza
faptul ca sursa, gradul de deacetilare si dimensiunea moleculara a chitosanului trebuie
alese selectiv pentru a controla agentii patogeni tinta de origine alimentara [240].

b. Concentratia chitosanului

O multime de experimente au sugerat faptul ca chitosanul poate inhiba
cresterea bacteriilor la diferite concentratii [240, 243]. De obicei, concentratia
necesara de chitosan pentru a inhiba cresterea bacteriana este corelata cu gradul de
acetilare al chitosanului; o solutie care prezinta un grad de acetilare de 7,5% a fost
mai eficientd decéat cea care prezinta un grad de acetilare de 15% [240, 243, 244].

La concentratii mici, chitosanul se leagd de suprafata celulara bacteriand, in
special la bacteriile Gram-negative. In acest caz, este perturbata permeabilitatea
membranei celulare, iar componentele intracelulare parasesc celula, ceea ce ulterior
duce la moartea acesteia. Pe de alta parte, la concentratii mai mari, chitosanul care
are sarcina pozitivd data de grupdrile amino, poate acoperi suprafata celulei, iar
componentele intracelulare sunt blocate in celuld. In plus, in cazul bacteriilor Gram-
pozitive, celulele bacteriene incarcate pozitiv si chitosanul care sunt incadrcate pozitiv,
se resping reciproc si previn aglutinarea [240, 241, 245].

Liu si colab. a evaluat efectele greutdtii moleculare si ale concentratiei
chitosanului impotriva E. coli. A fost utilizat chitosan cu greutate moleculara diferita
(5,5 x 10% Da pana la 15,5 x 10* Da) in diferite concentratii (20 pana la 1000 ppm).
Toate probele de chitosan cu greutate moleculara de la 5,5 x 10% Da pana la 15,5 x
10% Da au avut activitati antimicrobiene bune la concentratii mari (>200 ppm), iar
toate probele la concentratie scazuta (20 ppm) au permis cresterea E. coli [240, 246].
Acest lucru a sugerat ca mecanismul activitatii antibacteriene a chitosanului ar putea
fi descris prin flocularea acestora, care in final a dus la moartea lor. La o concentratie
scazuta, chitosanul nu a putut flocula si nu a omorat toate bacteriile din mediul de
cultura, ceea ce permite supravietuirea bacteriilor [240, 246, 247].

c. Rolul pH-ului

pH-ul mediului este unul dintre cei mai importanti factori care afecteaza
activitatea antimicrobiana a chitosanului si a derivatilor sai. pH-ul afecteaza in primul
rand solubilitatea chitosanului, dar afecteaza si sarcinile electrice ale moleculei de
chitosan. Aceasta proprietate face chitosanul capabil de legare prin interactiuni
electrostatice [240, 248, 249].

Efectul pH-ului asupra solubilitatii chitosanului depinde de acidul utilizat in
studiul experimental. Nativ, chitosanul este solubil in acizi organici diluati, cand
pH-ul < 6 si este insolubil in apa si solventi organici, cdnd pH-ul este alcalin (Figura
1.10) [243].
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pH<pKa pH>pKa

pH
soluble insoluble
pKa=6,3-6,5

Figura 1.10. Influenta pH-ului asupra solubilitatii chitosanului [240]

Solubilitatea chitosanului in solutii apoase diluate poate fi corelatd cu
conversia unitatilor de glucozamina in forma solubila de R-NHs*. Datele experimentale
au demonstrat faptul ca activitatea antimicrobiana a chitosanului se materializeaza in
mediu acid, fiind adecvat pentru utilizare ca si conservant in alimente acide [240,
250].

La pH mai mic decat pKa, moleculele de chitosan sunt protonate datorita
densitatii mari a gruparilor amino (-NHs*), care se transforma in forma cuaternara,
dand o sarcina pozitiva polimerului, ceea ce duce la cresterea respingerii electrostatice
intermoleculara, rezultdnd o macromolecula policationica [228]. Chitosanul are
comportament policationic la pH < 6, ceea ce il face solubil in apa.

S-a observat faptul ca in timp ce pH-ul scade, adsorbtia chitosanului pe
suprafetele bacteriene creste. Aceasta este premisa pentru a interactiona cu
substante incarcate negativ, cum ar fi proteine, acizi grasi, fosfolipide din celula
bacteriana [241, 251, 228]. Astfel, interactiunea dintre moleculele de chitosan
incarcate pozitiv cu reziduurile incarcate negativ de pe suprafata bacteriana este
posibila si, in acest fel, permeabilitatea celulei este perturbatd, ceea ce duce in cele
din urma la moartea bacteriilor [210, 241, 252, 253]. In toate mecanismele care
explica efectele antibacteriene ale moleculelor de chitosan, sarcina cationica este
considerata a fi responsabila pentru legarea eficienta a chitosanului de componentele
anionice care sunt prezente la nivelul membranelor bacteriene [245, 250, 254-258].
Interactiunea dintre chitosanul protonat si membranele celulare incarcate negativ este
cel mai comun mecanism care explicda moartea celulard, denumit ,efectul
antibacterian” al chitosanului [240].

Se pune problema diferentei de pH intre pH-ul fiziologic al majoritatii celulelor
bacteriene (care este un pH neutru) si pH-ul la care chitosanul este solubil. pH-ul
fiziologic al celulei fiind neutru, moleculele de chitosan precipitd. In acest caz,
moleculele de chitosan raman pe suprafata celulei bacteriene, fiind ca un strat care
blocheaza canalele de schimb ionic din peretele celular, care sunt esentiale pentru
supravietuirea celulei microbiene. Acestea destabilizeaza peretele celular si provoaca
daune grave constituentilor celulari si, la final, celula va muri [240, 250]. Acest
mecanism de actiune nu este unic, efectul antibacterian al chitosanului poate fi
considerat ca rezultatul unei secvente de procese moleculare care provoaca daune
multiple si, in cele din urma, duc la moartea celulara.
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Majoritatea studiilor ne determina sa consideram faptul ca atunci cand pH-ul
mediului care contine chitosan scade sub pKa, polimerul are un efect antimicrobian
sporit. Factorul critic pentru activitatea antimicrobiana este determinat de prezenta
sarcinii pozitive pe structura polimerului, mai mai putin de solubilitatea sa. Pe de alta
parte, nu doar prezenta sarcinii pozitive este suficientd, ci un rol decisiv in exercitarea
efectului bactericid al derivatilor de chitosan il joaca localizarea sarcinii cationice. Cand
au fost studiati o serie de compusi cu lungimi diferite a distantei dintre atomii de
carbon substituiti, rezultatele au aratat ca efectul inhibitor al compusilor a scazut
atunci cand distanta dintre structura de baza (scheletul) a polimerului si pozitia
cationicd a crescut. Majoritatea cercetatorilor concluzioneaza faptul ca efectul
antimicrobian pare a fi cel mai mare atunci cand fragmentele cationice, sau sarcina
pozitiva, sunt mai apropiate de scheletul polimerului si tinde sa scada atunci cand
gruparile functionale sunt prezente la o distantd mai mare de scheletul polimeric.
Acest efect este clar observat atunci cand aceeasi grupa functionala este legata de
polimer prin lanturi de diferite lungimi [209, 240, 246, 259, 260].

La pH mai mare decat pKa, chitosanul tinde sa-si piardd sarcina pozitiva si
precipita din cauza deprotonarii gruparilor amino, devenind insolubil. Acest lucru se
explica prin faptul ca majoritatea gruparilor amino devin neincarcate la pH aproape
de 7 [228, 261]. Desi la pH > pKa chitosanul este deprotonat, ramane inca reactiv,
avand posibilitatea de a forma geluri sau pelicule protectoare [240, 258, 262].

Un alt studiu a concluzionat faptul ca la pH = 6,2, a fost observat un efect
biocid mai puternic, care este corelat cu pKa a chitosanului (pKa = 6,3-6,5), evident
foarte apropiat de un pH de 6,2. La acest pH, cantitatea de grupari amino incarcate
pozitiv este de aproximativ 75% in chitosan, in timp ce la pH =7,4, aceasta cantitate
reprezinta aproximativ 10% [240, 243].

d. Masa moleculara

Pe baza greutatii moleculare, exista trei tipuri de chitosan: chitosan cu masa
molecularda mica (LMw), chitosan cu masa moleculara mare (HMw) si oligo-chitosan
(chitosan cu lant scurt) [226, 228].

In aproape toate studiile s-a raportat faptul ca exista o corelatie intre efectul
bactericid al chitosanului si greutatea sa moleculara. Oligozaharidele si D-glucozamina
nu au activitate antibacteriana. In unele studii, se sugereaza faptul ca este necesara
o greutate moleculara minima de 10kDa pentru un efect bactericid [263].

Relatia dintre efectul bactericid si greutatea moleculara este dependenta de
tipul bacteriilor utilizate. Aceasta deoarece chitosanul HMw nu poate trece prin
membrana microbiand si ramane pe suprafata celulei, ceea ce blocheaza transportul
nutrientilor prin membrana celulara microbiana, rezultdnd liza celulara. Pe de alta
parte, o solutie disociata de molecule de chitosan cu masa moleculara mare HMw se
poate lega de membrana celulara pentru a-i modifica permeabilitatea. Pe de alta parte
moleculele de chitosan cu masa moleculara mica, LMw (<5000kDa) disociate in solutie
s-ar putea lega cu ADN, ceea ce ar inhiba sinteza ARNm si a proteinelor prin penetrare
catre nucleul microorganismelor [11, 226, 240, 264, 265].

e. Gradul de polimerizare si gradul de deacetilare

Gradul de polimerizare (DP) si gradul de deacetilare (DD) reprezinta doi
parametri intrinseci care influenteaza direct structura lantului chitosanului. Acestia
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sunt parametri fizico-chimici de baza care determina utilizarea chitosanului in diferite

aplicatii.
Gradul de acetilare (DA) poate fi scris in felul urmator [206, 240]:
%DA 8,695 — %N 100
= "%
° 8,695 — 6,896

unde: 8,695 = procentul de azot din chitosanul complet deacetilat,
6,896 = procentul de azot din chitina complet acetilata,

%DA = 100 — %DD
%DD =100 — %DA

Chitosanul, fiind de fapt un amestec de unitati omoloage de monomer
N-acetil-d-glucozamina si unitati monomer d-glucozamind, la un grad diferit de
polimerizare, nu este un polimer pur, fiind insolubil in apa pana cand este descompus
in oligomeri [227]. In acest context, prin polimerizare, este posibila cresterea treptata
a greutatii moleculare a chitosanului, iar aceasta influenteaza véascozitatea si
solubilitatea chitosanului [226, 266, 267]. Solubilitatea in apa creste odata cu
scédqrea gradului de polimerizare, DP si odata cu cresterea gradulului de deacetilare,
DD. In mediu acid, gruparile amino au o sarcind pozitiva, iar acest lucru duce la
diolvarea usoara a chitosanului deacetilat in mediu apos, usor acid [205, 250].

Deoarece chitosanul poate fi obtinut din chitind, studiile s-au concentrat si pe
gradul de polimerizare a chitinei. Un grad de polimerizare mai mic de patru pentru
chitina nu pare sa aiba un rol biologic important, in timp ce chitina cu DP > 6 pare sa
fie mult mai activa [202, 268, 269].

Pe de altda parte este posibila copolimerizarea chitinei si a chitosanului.
Folosind aceasta procedura, este posibila generarea unor modele diferite ale
moleculei, generand noi tipuri de materiale prin copolimerizarea intre polizaharide
naturale si polimeri sintetici [203]. Proprietatile acestor noi materiale pot fi controlate,
cu ajustarea structurii moleculei, prin lungimea si numarul de lanturi laterale atasate.
De exemplu, reticularea afecteaza caracteristicile de permeabilitate, iar prin
interactiuni covalente sau ionice rezulta formarea de hidrogeluri de chitosan care sunt
utilizate n sistemele de administrare a medicamentelor [254, 270, 271].

De asemenea, s-a demonstrat ca o activitate antimicrobiana crescuta necesita
un anumit numar de unitati monomerice, iar aceasta valoare depinde de alti factori,
precum natura substituentilor care sunt atasati si tipurile de microorganisme care sunt
testate [240, 259]. N

Oligomerii de chitosan au o solubilitate excelenta. In plus, chitosanul
oligomeric (pentameri si heptameri) are o activitate antifungica mai buna decat
unitatile mai mari [243]. Polimerii mai lungi ai chitosanului sunt solubili in apa in
solutii la pH=7 sau mai mic si sunt, de asemenea, solubili in acizi organici diluati, cum
ar fi acizii lactic si acetic [240, 268].

g. Complexarea cu ioni metalici
Desi este unanim acceptat faptul ca centrul activ de coordonare a ionilor de

metale tranzitionale este atomul de azot al gruparii amino din chitosan, de-a lungul
timpului, mai multi autori au investigat posibilitatea participarii la formarea
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complexelor si a altor fragmente functionale de chitosan, precum gruparile hidroxil (in
special cele in pozitia C3) sau atomul de oxigen al legaturii glicozidice [272, 273].

Addugarea unui ion metalic la chitosan creste activitatea sa antimicrobiana in
comparatie cu chitosanul nativ [274]. De exemplu, activitatea antimicrobiand a
chitosag—Zn2+ sau chitosan-Ag* este mai mare decéat cea a chitosanului nativ [249,
275]. Incarcarea chitosanului cu ioni de Cu2?* si Mn2* creste activitatea sa
antibacteriana impotriva S. aureus, E. coli si S. enterica [276, 277]. Nanoparticulele
de argint pe baza de chitosan prezinta o activitate antibacteriand mai mare impotriva
B. subtilis, E. coli si S. aureus decat chitosanul nativ [249, 256, 278].

Pentru a explica aceste rezultate, au fost propuse mai multe tipuri de reactii
ca posibile mecanisme: adsorbtia, schimbul de ioni sau formarea de chelati cu diversi
ioni metalici. Cu toate acestea, tipul de interactiune depinde de compozitia solutiei,
de pH-ul solutiei si de tipul de ioni metalici [240]
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CAPITOLUL 2.

MATERIALE FUNCTIONALIZATE PRIN
IMPREGNARE. OBTINERE SI CARACTERIZARE

Noile clase de materiale dezvoltate de catre cercetatori au rolul de a optimiza
diverse aplicatii industriale din punct de vedere economic, energetic, dar si al
protectiei mediului. Totodatd se doreste proiectarea unor clase de materiale care sa
prezinte activitate antimicrobiana sau cel putin cu activitate bacteriostatica in
contextul rezistentei tulpinilor microbiene in cazul celor mai multi agenti bactericizi.

Pentru Tmbunatatirea  activitatii  antimicrobiologice este necesara
functionalizarea diferitelor suporturi, de natura organica sau anorganica, sintetice sau
naturale cu grupari active, precum N, P, S, -CHO sau —COOH [279-281].

Modificarea chimica sau fizica se poate realiza prin diferite tehnici. Metodele
de imobilizare fizica, cum ar fi impregnarea simpld, obtinerea de materiale dopate,
permite fixarea unui strat de extractant pe suprafata suportului solid prin forte
electrostatice. Metodele chimice de imobilizare modifica structura suprafatei
suportului prin fixarea extractantului pe suport. Modificarea chimicd este metoda
preferata ca urmare a formarii unor legaturi stabile, permanente, intre extractant si
suport [282].

Pentru caracterizarea unei game largi de materiale in general se utilizeaza
analiza microscopica si spectroscopica. Analiza microstructurald este efectuata
utilizand microscopia optica, microscopie electronicda cu scanare (SEM) sau
microscopia electronica cu transmisie (TEM). Pentru analiza compozitiei chimice sunt
utilizate diferite tehnici precum: rezonanta magnetica, RMN, spectroscopie Raman,
specroscopie in infrarosu cu transformata Fourier, FTIR, difractie de raze X, XRD,
fluorescenta de raze X, XRF si spectroscopie de raze X cu dispersie de enrgie, EDX
[283].

2.1. Metode de obtinere a materialelor prin functionalizare prin
impregnare

2.1.1. Impregnarea rasinii cu solvent (SIR)

Rasinile impregnate cu solvent (SIR-solvent impregnated resin) sunt rasini
(macro) poroase disponibile comercial, impregnate cu un solvent sau un extractant.
In acest sens, un extractant, de regula lichid organic, este retinut in porii particulelor
existenti la suprafata suportului, prin procese de adsorbtie.

Principiul metodei SIR a fost studiat pentru prima data in 1971 de Abraham
Warshawsky cu scopul de a extrage metale [284]. Multe cercetari in ceea ce priveste
metoda SIR au fost realizate de catre J.L Cortina, de N. Kabay, A.Trochimczuk, A.
sau M. Streat [285].

In Figura 2.1. este prezentat schematic principiul de baza al metodei SIR, in
care extractantul organic, E, este retinut in porii unei particule poroase [286, 287].

BUPT



40|Capito|u| 2. Materiale functionalizate prin
impregnare. Obtinere si caracaterizare

S —solut

particula de rasina E — extractant

E S — complex solut-extractant

Figura 2.1. Principiul de bazd al metodei SIR (Solvent Impregnated Resin) [286, 287].

Avantajul major al metodei SIR este faptul ca, in timpul impregnarii se reduce
pierderea de extractant din faza apoasa. Dezavantaje ale metodei SIR pot fi scurgerea
extractantului sau colmatarea patului fix prin uzura particulelor. Aceste dezavantaje
pot fi remediate prin alegerea adecvata a extractantului. Aceasta implica selectarea
unui extractant cu solubilitate scazuta in apa, care poate fi retinut in interiorul porilor,
dar si alegerea unui suport inert din punct de vedere chimic, stabil din punct de vedere
mecanic [288, 289].

Principalele tehnici de impregnare sunt impregnarea umeda si impregnarea
uscata. In timpul impregndarii umede, particulele poroase ale suportului sunt Iasate sa
se inmoaie cu fluidul Tn care este dizolvat extractantul [290]. Particulele de suport pot
fi puse in contact cu o cantitate precalculata de extractant, care patrunde in matricea
poroasa, fie particulele de suport sunt puse in contact cu un exces de extractant. Dupa
impregnare, excesul de solventul este evaporat.

Metoda uscatd de impregnare este o metoda frecvent utilizata pentru
obtinerea materialelor cu aplicatii in cataliza eterogena. Datorita actiunii fortelor
capilare extractantul este atras in pori. Excesul de extractant adaugat face ca
transportul solutiei sa se schimbe de la un proces cu actiune capilara la un proces de
difuzie, care este mai lent. Proprietatile suportului impregnat depind de conditiile de
transfer de masa din interiorul porilor, in timpul impregnarii si uscarii [291- 293].

O tehnica suplimentara, desi nu atat de frecvent utilizata, este metoda de
adaugare a modificatorilor. Aceastd tehnicd se bazeaza pe utilizarea unui sistem
extractant/solvent/modificator. Modificatorul suplimentar ar trebui sa imbunatateasca
patrunderea extractantului in porii particulelor solide [290]. Solventul este ulterior
evaporat, Idasand extractantul si modificatorul in porii particulelor.

In plus, mai poate fi utilizatd metoda impregnérii in regim dinamic prin
coloana. Particulele solide sunt puse in contact cu extractantul dizolvat intr-un solvent
pana cand sunt complet inmuiate [290, 294, 295].

Recent au fost investigate si alte aplicatii ale metodei SIR si anume
functionzalizarea unor suporturi inerte organice sau anorganice, sintetice sau
naturale, cu grupari pendante precum N, S, P, carbonil, carboxil, fenil etc. [240].
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Prin metoda SIR se pot prepara o multitudine de materiale pornind de la
suporturi polimerice sintetice, sau naturale, sau de la compusi anorganici si
extractanti precum: aminele, lichidele ionice, acizii fosforici, fosfonici, tiofosfonici,
esteri, acid bis (2,4,4-trimetilfenil)monotiofosfonic sau tributilfosfat (TBP), oxid
trioctilfosfin (TOPO), acid bis(2-etilhexil) fosforic (DEHPA), acid (2-etilhexil)fosfonic),
mono(2-etilhexil)ester (EHPNA), oxid octil(fenil)-N,N-di-sobutilcarboil-metil-fosfina
(CMPO) sau dimetil-dibutil-tetradecil-1,3-malon-amidad (DMDBTDMA) etc. [285]

2.1.2. Impregnarea prin ultrasonare

O metoda noua care poate fi utilizata pentru functionalizarea prin impregnare
a suporturilor este ultrasonarea. Scopul acestei metode este de a mentine in contact
suportul si extractantul cu ajutorul undelor ultrasonice (> 20 kHz) [296]. Aplicarea
ultrasunetelor la sistemele lichide provoaca cavitatiea acustica, care genereaza
cresterea si eventual spargerea bulelor (Figura 2.2.).

directia de propagare
a undelor

i = =T = =

compresiune compresiune
/ timp

presiune

6. O

'Q

dimensiune spargerea
instabild bulei

Figura 2.2. Cavitatia acustica cauzata de undele ultrasonice [296]

Functie de frecventa ultrasunetelor, presiunile pozitive sau negative
alternante produse local, provoacad expansiunea sau compresia materialului, ducand
la spargerea bulei. Ultrasunetele determina hidroliza apei in interiorul bulelor
oscilante, ducand la formarea de radicali liberi H* si OH™ care pot fi capturati in unele
reactii chimice, de ex. radicalii liberi. In timpul ultrasonarii, bulele produse sunt
fmpartite in doua tipuri, functie de structura lor: (i) bule neliniare, care formeaza nori
cu bule mari cu dimensiuni de echilibru in timpul ciclurilor de presiune, cunoscute sub
numele de cavitatii stabile si (ii) bule nestabile, care se dezintegreaza in bule mai
mici, cunoscute ca bule interne (tranzitorii) sau cavitatii cu bule [296, 297].
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Ultrasonarea prezinta o multitudine de aplicatii in diverse domenii: medical,
procesarea minereurilor, nanotehnologie, alimentatie, ingineria mediului, sudurd
industriala sau curatarea suprafetelor etc. [298].

Aplicatiile in care se utilizeazi ultrasunete oferd numeroase avantaje dupa
cum urmeaza: (i) undele cu ultrasunete sunt netoxice, sigure si ecologice [299];
(i) ultrasunetele nu necesita utilaje sofisticate si o gama larga de tehnologii [300];
(iii) utilizarea ultrasunetelor ofera un randament mai mare si o ratd de impregnare
mai mare in comparatie cu celelalte metode conventionale de impregnare.

In ciuda faptului ca are multe avantaje, utilizarea ultrasunetelor are si multe
dezavantaje, precum: (i) aport mai mare de energie [301]; (ii) undele cu ultrasunete
induc efecte fizico-chimice care pot fi responsabile de deteriorarea calitatii suprafetei
suportului; (iii) frecventa undelor ultrasonice poate impune rezistenta la transferul de
masa [302].

2.1.3. Impregnarea prin evaporare controlata a solventului Ila
presiune scazuta

O altd metoda noud care permite impregnarea prin functionalizare a
suporturilor inerte este evaporarea controlatd a solventului la presiune scazuta. In
acest caz extractantii dizolvati in solventi patrund in structura poroasa a suportului,
urmat de evaporarea solventului in care a fost dizolvat extractantul. Agitatia
moleculara termica este cea care sta la baza acestei schimbari, prin urmare cresterea
temperaturii este un factor favorizant [302].

Doua metode eficiente de completare sau inlocuire a incalzirii in procesele de
evaporare a solventului sunt: (i) adaugarea prin amestecare / omogenizare sau
(ii) crearea conditiilor de vid. Aceste tehnici fie maresc cantitatea de energie introdusa
in sistem, fie reduc pragul energetic de evaporare. Metode de evaporare a solventului
sunt:

a. Evaporizarea sub vid (rotavapor) - utilizata cand solventul trebuie indepartat
controlat. Procesul functioneaza prin rotirea amestecului sub vid pentru a creste
suprafata, reducadnd presiunea in vederea scaderii punctului de fierbere a
solventului si incalzirea solutiei. Procesul permite o evaporare usoara.

Figura 2.3 Rotavapor

b. Evaporarea in tub - implicd evaporarea solventilor din tuburi paralele. Este o
metoda rapida si eficienta. Evaporarea prin tub permite concentrarea solventilor
cu punct de fierbere ridicat, fara a-i incalzi la temperaturi ridicate.
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Figura 2.4 Evaporare in tub

c. Evaporarea centrifugala - este utilizata atunci cand mai multi solventi lichizi
diferiti trebuie evaporati la temperaturi scazute. O pompa de vid este utilizata
pentru a sustine evaporarea solventilor si eliminarea acestora din probe; totusi,
datorita faptului cd aceasta se realizeaza sub vid [303, 304].

Figura 2.5 Evaporarea centrifugala

Impregnarea prin evaporare controlata a solventului are loc in douad etape: in
prima etapa, suportul poros este imersat intr-o solutia lichida formata din solventul
in care se gaseste dizolvat extractantul si este expus la presiuni scazute, timp relativ
scurt (zeci de minute), pentru a indeparta aerul existent in porii suportului, apoi in a
doua etapa se creste presiunea pentru a facilita patrunderea solutiei in structura
poroasa a suportului [302]. Metoda se utilizeaza in special pentru indepartarea
solventilor cu punct de fierbere scazut, cum ar fi n-hexanul sau acetatul de etil, la
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temperatura camerei si presiuni uzuale. Avantajul acestei metode este ca permite
evaporarea rapida a solventului din proba, materialul astfel obtinut putand fi utilizat
imediat.

2.2. Metode de caracterizare a materialelor obtinute prin
functionalizare fizico-chimica prin impregnare

Avand in vedere provocarile in cercetare si dezvoltare, sunt necesare tehnici
de caracterizare eficiente. Cercetatorii au nevoie de diverse tehnici de caracterizare
pentru analiza materialului, importanta acestor tehnici fiind legata de structura
microscopica a materialelor. Prin utilizarea acestor tehnici pot fi caracterizate diferite
tipuri de materiale cu o varietate de aplicatii. Diferitele intrari interactioneaza cu
materialul investigat si ofera rezultatele (iesiri) (Figura 2.6.)

NV

PROBA

Figura 2.6. Prezentarea schematica a investigatiei unui material [305]

Caracterizarea materialelor este procesul prin care se studiaza proprietatile
fizice, electrice si chimice ale materialelor [305]. Tehnicile avansate de caracterizare
a materialelor pot fi utilizate pentru a analiza o gama larga de proprietati. Cu aceste
tehnici, se poate optimiza proiectarea pentru a imbunatati performanta si fiabilitatea,
prin intelegerea caracteristicilor materialelor componente dintr-un sistem. Acest lucru
ajuta la luarea deciziilor cu privire la modul in care sa fie utilizate pentru a crea
produse sigure si eficiente, precum si materiale noi care se comporta intr-un mod
specific in functie de utilitatea lor.

Caracterizarea fizico-chimica, atunci cand este utilizata in stiinta materialelor,
se refera la procesul larg si general prin care structura si proprietatile unui material
sunt testate si cuantificate [306, 307].

In timp ce multe tehnici de caracterizare au fost practicate de secole, cum ar
fi microscopia optica de baza, noi tehnici si metodologii apar in mod constant. In
special, aparitia microscopului electronic si a spectrometriei de masa cu ioni secundari
in secolul al XX-lea a revolutionat domeniul, permitdnd imagistica si analiza
structurilor si compozitiilor la scarda mult mai mica decat era posibil anterior.

Microscopia cuprinde o categorie de tehnici de caracterizare care sondeaza
si cartografiaza suprafata si structura unui material. Aceste tehnici pot folosi fotoni,
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electroni, ioni pentru a colecta date despre structura unei probe. Cateva exemple
comune de tehnici de microscopie includ: microscopia optica, microscopie electronica
cu scanare (SEM), microscopia electronica cu transmisie (TEM), microscopie cu ioni
de camp (FIM), microscopie cu sonda de scanare (SPM), microscopie cu forta atomica
(AFM), microscopie de scanare cu efect tunel (STM), topografie cu difractie de raze X
(XRT) etc. [308].

Spectroscopia cuprinde o categorie de tehnici de caracterizare care
utilizeaza o serie de principii pentru a dezvalui compozitia chimica, variatia
compozitiei, structura cristalind si proprietatile fotoelectrice ale materialelor. Cateva
exemple comune de tehnici de spectroscopie includ: radiatia optica, spectroscopie
ultraviolet-vizibil (UV-VIS), spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FT-
IR), termoluminiscenta (TL), fotoluminiscenta (PL), difractia cu raze X (XRD),
difuzarea razelor X cu unghi mic (SAXS), spectroscopie cu raze X cu dispersie de
energie (EDX, EDS), spectroscopie cu raze X cu dispersie pe lungime de unda (WDX,
WDS), spectroscopie cu pierderi de energie electronica (EELS), spectroscopia
fotoelectronilor cu raze X (XPS), spectroscopie electronica Auger (AES), spectroscopie
de corelare a fotonilor cu raze X (XPCS), spectrometrie de masa, spectrometrie de
masa cu ionizare termica (TI-MS) MALDI-TOF, spectrometrie de masa cu ioni
secundari (SIMS), spectroscopie nucleara, spectroscopie de rezonantd magnetica
nucleara (RMN), spectroscopie Mossbauer (MBS), spectroscopie de corelatie
fotonicda/Dynamic light scattering (DLS), rezonantd paramagnetica a electronilor/spin
(EPR, ESR), imprastirea neutronilor in unghi mic (SANS), spectrometrie cu
retrodifuzare Rutherford (RBS) [309].

O gama larga de tehnici sunt utilizate pentru a caracteriza diferite proprietati
macroscopice ale materialelor, inclusiv: analiza termica diferentiala (DTA), analiza
termica dielectrica (DEA, DETA), analiza termogravimetrica (TGA), calorimetrie cu
scanare diferentialda (DSC), tehnica excitatiei impulsurilor (IET), tehnici cu
ultrasunete, inclusiv spectroscopie cu ultrasunete rezonante etc. [310].
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PARTEA A II-A. PARTEA EXPERIMENTALA.
CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 3.
STRATEGIA CERCETARII

Chitosanul si celuloza reprezinta cei mai abundenti polimeri naturali, de
origine animala sau vegetald, sunt netoxici si biodegradabili, fiecare fiind purtatori ai
unor grupari functionale care sa le confere biocompatibilitate si proprietati superioare
fata de precursorii naturali.

Cei doi polimeri naturali studiati in aceasta teza de doctorat, chitosanul si
celuloza, prezinta simetrie structurald, avand aceleasi legaturi B-glicozidice, diferenta
principala fiind prezenta gruparilor amino primare la C2 in chitosan, in locul gruparilor
hidroxil din structura celulozei.

In stare nativa ambii polimeri naturali discutati au foarte putine aplicatii in
comparatie cu diversitatea aplicatiilor formelor lor modificate. Prin modificarea
chimicd a structurii de baza a celor doi polimeri sunt imbunatatite majoritatea
proprietatilor native, sau sunt imprimate proprietati noi, printre care obtinerea unui
efect antimicrobian substantial al acestora. Chiar daca chitosanul are, prin gruparea
amino pe care o contine, o activitatea antibacteriana intrinseca, prin modificarea
chitosanului nativ, se pot obtine derivati ai chitosanului cu proprietati antimicrobiene
remarcabile, cum sunt derivatii chitosanului obtinuti prin functionalizarea cu sdruri
cuaternare de amoniu, saruri de fosfoniu, compusi cu sulf si azot. In privinta
potentialului antimicrobian al celulozei, acesta poate fi pus in evidentda numai prin
intermediul derivatilor celulozei, celuloza nativa neavand efect antimicrobian
semnificativ. De aceea utilizarea acestor polimeri naturali pentru obtinerea unor
materiale cu proprietati avansate sunt justificate in principal prin aceasta activitate
antibacteriana sporitd impotriva microorganismelor patogene. Chitosanul are un
spectru larg de activitate si o rata mare de distrugere a tulpinilor bacteriene Gram-
pozitive si Gram-negative. Actiunea antibacteriana a chitosanului desi depinde de mai
multi factori (grad de deacetilare, greutate moleculara, pH-ul mediului, solubilitate,
temperatura, caracterul hidrofilic/hidrofobic al substratului), un rol foarte important
in manifestarea acestuia este imprimat de gruparea amino din structura sa, care poate
altera morfologia suprafetei bacteriene, fie prin cresterea permeabilitatii membranei
la unele bacterii, fie prin scdderea permeabilitatii membranei in cazul altor bacterii.

Asadar, particularitatea chitosanului este data de prezenta gruparii amino
primare, care ii confera un grad mare de reactivitate, in timp ce in structura celulozei,
prezenta a cate trei grupari hidroxil in fiecare unitate monomera permite formarea de
legaturi de hidrogen intramoleculare si intermoleculare puternice.

Datorita prezentei gruparii - NH,, care actioneaza ca un nucleofil puternic,
chitosanul poate fi functionalizat cu o gama larga de grupari active/pendante pentru
a i se modula structura pentru aplicatii specifice/proiectate. Ca urmare a abundentei
gruparilor hidroxil pe suprafata celulozei, este permisa modificarea cu usurinta a

BUPT



3.1. Obtinerea materialelor|47

suprafetei celulozei cu o serie de grupari chimice, care imprima si acesteia proprietati
specifice.

Pornind de la aceste deziderate obiectivul general al tezei de doctorat este
de a obtine materiale prin functionalizare prin impregnare, cu proprietati
antimicrobiene.

Obiectivele specifice ale tezei de doctorat au fost: (i) obtinerea materialelor
fuctionalizate prin impregnare; (ii) caracterizarea fizico-chimica si testarea
materialelor obtinute, prin teste microbiologice pe inocul heterotrof; (iii) stabilirea
conditiilor optime de sinteza; (iv) stabilirea rapoartelor optime de lucru; (v) studiul
comportamentului microbiologic al materialelor asupra tulpinilor bacteriene specifice
(bacterii Gram-negative - tulpinile de Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; bacterii Gram-pozitive - tulpinile de Staphylococcus Aureus
ATCC 25923). Pentru observarea activitatii antifungice a fost utilizata tulpina de
Candida parapsilosis ATCC 22019).

Pentru a atinge obiectivele acestei teze de doctorat au fost intreprinse
urmaroarele activitati:

- obtinerea unor materiale cu proprietati antimicrobiene;

- caracterizarea fizico-chimica a noilor materiale in vederea evidentierii
prezentei gruparilor active pe suprafata suporturilor, celuloza si chitosan;

- selectarea materialelor prin teste microbiologice pe inocul heterotrof;

- studiul comportamentului microbiologic al materialelor obtinute prin
functionalizarea prin impregnare a celulozei asupra -culturilor specifice
(bacterii Gram-negative - tulpinile de Escherichia coli ATCC 25922 si
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; bacterii Gram-pozitive - tulpinile de
Staphylococcus aureus ATCC 25923; tulpini fungice Candida parapsilosis
ATCC 22019 sau Candida albicans ATCC 10231;

- studiul comportamentului microbiologic al materialelor obtinut eprin
functionalizarea prin impregnare a chitosanului asupra culturilor specifice
(bacterii Gram-negative - tulpinile de Escherichia coli ATCC 25922 si
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; bacterii Gram-pozitive - tulpinile de
Staphylococcus aureus ATCC 25923; tulpini fungice Candida parapsilosis
ATCC 22019 sau Candida albicans ATCC 10231.

3.1. Obtinerea materialelor

Materialele sunt obtinute (135 materiale) prin functionalizare prin
impregnare, prin metoda SIR (Solvent Impregnated Resin), a suporturilor: (i)
celuloza (CE) (pudra, Avicel PH-101, Sigma-AldriCh, Merck, KGaA, Darmstadt,
Germany) si (ii) chitosan (CH) (40 mesh, 90% grad de deacetilare si masa
moleculard 1-3 x-105, Acros Organics, Waltham, MA, USA) cu extractantii: (i)
saruri cuaternare de amoniu (bromurda de dodecil-trimetil-amoniu (DDTMABTr),
bromura de tetradecil-trimetil-amoniu (TDTMABr), clorurd de hexadecil-trimetil-
amoniu (HDTMACI)), (ii) saruri de fosfoniu (bromura de dodecil-trifenil-fosfoniu
(DDTPPBr), bromura de tri n-butil-hexadecil-fosfoniu (HDTBPBr)) sau (iii) saruri cu
sulf si azot (tiouree (Thio) si mercaptobenzotiazol (MBT)). Firma producatoare a
extractantilor este pentru DDTMABr—Acros Organics, Waltham, MA, USA, pentru
TDTMABr—ThermoFisher, Waltham, MA, USA, purity 98%, pentru HDTMACI—
ThermoFisher, Germany, purity 98%, pentru DDTPPBr—ThermoFisher, Germany
purity 98%, pentru HDTBPBr—ThermoFisher, Germany, purity 98%, pentru MBT—
Janssen Chemistry, BuCharest, Romania) si pentru Thio—Fluka AG, Charlotte, NC,
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USA. Rapoartele masice suport:extractant pentru toate materialele studiate sunt:
1:0,012; 1:0,024; 1:0,05; 1:0,075; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,4; 1:0,5. Suplimentar,
in cazul materialelor CH-DDTMABr, CH-TDTMABr, Ch-HDTMACI, intrucat la cel mai mic
raport de functionalizare CH:saruri cuaternare de amoniu = 1:0,012 luat in studiu nu
a fost observata crestere bacteriana, s-au sintetizat materiale cu acesti extractanti la
rapoarte masice mai mici, respectiv 1:0,003; 1:0,006; 1:0,009.

3.1.1. Suporturi
3.1.1.1. Celuloza (CE)

Celuloza este un compus organic apartindnd categoriei polizaharidelor, fiind
un polimer format din subunitati de glucoza, care se gdseste in peretii celulari ai
celulelor vegetale sau poate fi produsa de unele celulele bacteriene.

Celuloza este formata din mii de subunitati D-glucoza. Subunitatile de glucoza
din celuloza sunt legate prin legaturi glicozidice B (1-4). Spre deosebire de celelalte
polizaharide, orientarea moleculelor de glucoza in celuloza este inversata. Ele au
orientare ,B” in care gruparea hidroxil a carbonului anomeric (C1) este indreptata
deasupra planului inelului de glucoza. Gruparile hidroxil ale restului atomilor de carbon
sunt directionate sub planul inelului. Pentru a face legaturi glicozidice B (1-4), fiecare
moleculd alternativa de glucoza din celuloza are orientare inversata. Gruparea hidroxil
a carbonului C1 este indreptata in sus, iar cea a carbonului C4 este indreptata in jos.
Acum, pentru a face o legatura glicozidica B (1-4), una dintre aceste molecule ar
trebui inversatad, astfel incat ambele grupari hidroxil sa vina in acelasi plan. Acesta
este motivul inversarii fiecarei molecule alternative de glucoza din celuloza. Celuloza
este o molecula neramificata. Lanturile polimerice de glucoza sunt aranjate intr-un
model liniar. Spre deosebire de amidon sau glicogen, aceste lanturi nu sufera nicio
infasurare, formare de elice sau ramificare. Mai degraba, aceste lanturi sunt aranjate
paralel unul cu celdlalt. Legaturile de hidrogen se formeaza intre aceste lanturi
datoritd atomilor de hidrogen si gruparilor hidroxil care tin ferm lanturile Tmpreuna.
Acest lucru are ca rezultat formarea de microfibrile de celuloza care sunt ferme si
puternice.

Proprietatile unice ale celulozei se datoreaza structurii sale unice, dar depind
si de numarul de subunitati de glucoza prezente in celuloza. Principalele proprietati
sunt: (i) Celuloza este cel mai abundent carbohidrat prezent in natura; (ii) Este
insolubila in apa; (iii) Este un solid cristalin avand un aspect alb de pulbere; (iv) Are
o rezistenta ridicata la tractiune datorita legaturilor de hidrogen ferme dintre lanturile
individuale din microfibrile de celuloza; (v) Rezistenta la tractiune a microfibrilelor de
celuloza este comparabila cu cea a otelului; (vi) Aranjamentul alternativ al moleculelor
de glucoza in celuloza contribuie, de asemenea, la rezistenta ridicata la tractiune a
celulozei; (vi) Este solubild in solventi organici [311]

Structura celulozei este prezentata in Figura 3.1
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Figura 3.1. Structura celulozei [311]

3.1.1.2. Chitosanul (CH)

Chitosanul este o polizaharida derivata din chitind, chitina fiind a doua cea
mai abundentd polizaharida din lume, dupa celuloza. Chitosanul este biocompatibil,
biodegradabil si non-toxic, astfel incat poate fi utilizat in aplicatii medicale, cum ar fi
biomateriale antimicrobiene si pentru vindecarea ranilor. De asemenea, este utilizat
ca agent de chelatare datorita capacitatii sale de a se lega de colesterol, grasimi,
proteine si ionii metalici.

Gruparile amino din structura chitosanului pot fi protonate, oferind solubilitate
in solutii apoase acide diluate, astfel incat aceste proprietdti remarcabile ale
chitosanului au oferit oportunitati unice pentru dezvoltarea aplicatiilor biomedicale.
Activitatea hemostatica a chitosanului poate fi legata si de prezenta sarcinilor pozitive
pe scheletul chitosanului. Datorita sarcinilor sale pozitive, chitosanul poate
interactiona cu segmentele incarcate negativ din membrana celulara, ceea ce poate
duce la reorganizarea si la deschiderea proteinelor de jonctiune, explicand
proprietatea de imbunatatire a permeabilitati membranelor prin actiunea
polizaharidelor [312, 313].

Structura chitosanului este prezentata in Figura 3.2.

Figure 3.2. Structura chitosanului [314]
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3.1.2. Extractanti
3.1.2.1. Saruri cuaternare de amoniu
a. Bromura de dodecil-trimetil-amoniu (DDTMABr)
Bromura de dodecil-trimetil-amoniu (DDTMABr) este un cation de amoniu
cuaternar avand un substituent dodecil si trei substituenti metil in jurul azotului
central. Are rol de surfactant [315].

Proprietati chimice si fizice

in Tabelul 3.1. sunt prezentate citeva proprietdti ale bromurii de dodecil-
trimetil-amoniu, DDTMABY, iar in Figura 3.3. este prezentata structura sarii.

Tabelul 3.1. Proprietati ale bromurii de dodecil-trimetil-amoniu, DDTMABr [315]

Caracteristici Valoare/Specificitate
Stare de agregare Pulbere inodora de culoare alba pana la
galben deschis; higroscopica
Tip de compus Amina cuaternara
Formula moleculara Cis5H34BrN
Greutate moleculara 308,34
Numar de donatori de legaturi de 0
hidrogen
Numadr de acceptori de legaturi de 1
hidrogen
Numar de legaturi rotative 11
Masa exacta 307,18746 g
Masa monoizotopica 307,18746 g
Suprafata topologica polara 0 A2
Numar de atomi grei 17
Numar de atomi de izotopi 0
- Structura
CHs
HaC e Nz
0 S A T A
cle UC g
2 CH,

Figura 3.3. Structura chimica a bromurii de dodecil-trimetil-amoniu, DDTMABr [316]
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b. Bromura de tetradecil-trimetil-amoniu (TDTMABr)

Bromura de tetradecil-trimetil-amoniu (TDTMABr) este un surfactant cationic
care inhiba activitatea celulelor bacteriene prin interactiuni cu proteine - receptor ai
sistemului imunitar. S-a demonstrat ca@ aceastda molecula are eficacitate
antibacteriana impotriva tulpinilor de S. aureus rezistente la clorura de benzalconiu.
Bromura de tetradecil-trimetil-amoniu suprima, de asemenea, cresterea celulelor HI-
60 prin inhibitiea activitatii ADN polimerazei [317].

Proprietati chimice si fizice

in Tabelul 3.2. sunt prezentate cateva proprietdti ale bromurii de tetradecil-
trimetil-amoniu, TDTMABT, iar in Figura 3.4. este prezentata structura sarii.

Tabelul 3.2. Proprietati ale bromurii de tetradecil-trimetil-amoniu, TDTMABr [318]

Caracteristici Valoare/Specificitate
Stare de agregare Pulbere cristalina alba
Tip de compus Amina cuaternara
Formula moleculara Ci17H3sBrN
Greutate moleculara 365,57
Numar de donatori de legaturi de hidrogen 0
Numér de acceptori de legaturi de hidrogen 1
Numaér de legaturi rotative 13
Masa exacta 364,40079 g
Masa monoizotopica 364,40079 g
Suprafata topologica polara 0 A2
Numadar de atomi grei 19
Numadr de atomi de izotopi 0
- Structura
CH,
HSCM/\ | z Br~ | /\N B
i r r
0 I\ll CHj l
CH,

Figura 3.4. Structura chimica a bromurii de tetradecil-trimetil-amoniu, TDTMABr [319]
c. Clorura de hexadecil-trimetil-amoniu (HDTMACI)

Clorura de hexadecil-trimetil-amoniu (HDTMACI) este incolora pana la galben
pal, cu miros de alcool. Pluteste sau se scufunda in apa. Clorura de cetil-trimetil-
amoniu este sarea organica de clorura a cetil-trimetil-amoniului. Are rol de surfactant
[320].
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Proprietati chimice si fizice

in Tabelul 3.3. sunt prezentate cateva proprietdti ale clorurii de hexadecil-

trimetil-amoniu, HDTMACI, iar in Figura 3.5. este prezentata structura sarii.

Tabelul 3.3. Proprietati ale clorurii de hexadecil-trimetil-amoniu, HDTMACI [320]

Caracteristici

Valoare/Specificitate

Stare de agregare

Pulbere inclora pana la galben pai

Tip de compus

Amina cuaternara

Formula moleculara C19H42CIN
Greutate moleculara 320,0
Numar de donatori de legaturi de hidrogen 0
Numar de acceptori de legaturi de 1
hidrogen
Numar de legéturi rotative 15

Masa exacta

319.3005780 g

Masa monoizotopica

319.3005780 g

Suprafata topologica polara 0 A2
Numar de atomi grei 21
Numaér de atomi de izotopi 0

Ll HBC\/\\/\/,WW\/N
HGC‘M/\ e a
14 N—CHj

Structura

CHj

\ /CH3
\
CHj

cr

Figura 3.5. Structura chimica a clorurii de hexadecil-trimetil-amoniu, HDTMACI [320]

3.1.2.

a.

[321].

2. Saruri cu fosfoniu

Bromuréa de dodecil-trifenil fosfoniu (DDTPPBr)

Bromura de dodecil-trifenil-fosfoniu (DDTPPBr) este o sare organica care
contine un numar egal de cationi de dodecil-trifenil-fosfoniu si anioni de bromura

Proprietati chimice si fizice

In Tabelul 3.4. sunt prezentate cateva proprietéti ale bromurii de dodecil-

trifenil-fosfoniu, DDTPPBr, iar in Figura 3.6. este prezentata structura sarii.
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Tabelul 3.4. Proprietati ale bromurii de dodecil-trifenil-fosfoniu, DDTPPBr [321]

Caracteristici Valoare/Specificitate
Stare de agregare Pudra alba pana la galben deschis,
higroscopica
Tip de compus Compus organofosforic, sare
cuaternara de fosfina
Formula moleculara C3oH40BrP
Greutate moleculara 511,5
Numar de donatori de legaturi de hidrogen 0
Numar de acceptori de legaturi de 1
hidrogen
Numar de legaturi rotative 14
Masa exacta 510,20510
Masa monoizotopica 510,20510
Suprafata topologica polara 0 A2
Numaér de atomi grei 32
Numaér de atomi de izotopi 0
- Structura

Br~

e 87
M >
S O

Figura 3.6. Structura chimica a bromurii de dodecil-trifenil-fosfoniu, DDTPPBr [322]

b. Bromura de tri n-butil-hexadecil fosfoniu (HDTBPBr)

Bromura de tributil-hexadecil-fosfoniu, HDTBPBr, este o solutie de hidroxid
care este utilizatd ca si catalizator in producerea agentilor antimicrobieni. Poate fi
utilizat pentru a pregati un efect de matrice pentru probele de testare, care sunt apoi
supuse formarii de acid. Acest produs a demonstrat rezistenta ridicata la hidroliza,
oxidare si proprietati biologice. Bromura de tributil-hexadecil-fosfoniu este cunoscuta
si ca agent de legare intermoleculara de hidrogen si agent tensioactiv cationic. Poate
fi utilizat in solutie de hidroxid de sodiu pentru a prepara ionul de nitrit, care poate fi
adaugat la alimentarea cu apa in scopuri de dezinfectie [323].
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Proprietati chimice si fizice

in Tabelul 3.5. sunt prezentate cateva proprietdti ale bromurii de tributil-
hexadecil-fosfoniu, HDTBPBr, iar in Figura 3.7. este prezentata structura sarii.

Tabelul 3.5. Proprietati ale bromurii de tributil-hexadecil-fosfoniu, HDTBPBr [324]

Caracteristici

Valoare/Specificitate

Stare de agregare

Pulbere alba, higroscopica

Tip de compus

Compus organofosforic

Formula moleculara CasHeoBrP
Greutate moleculara 507,7
Numar de donatori de legaturi de hidrogen 0
Numar de acceptori de legaturi de hidrogen 1
Numar de legéturi rotative 24

Masa exacta

506,36160 g

Masa monoizotopica

506,36160 g

Suprafata topologica polara 0 A2
Numaér de atomi grei 30
Numaér de atomi de izotopi 0
- Structura
H;C
3 \/\ Hzc/\/\/\/\/\/\/\/\F,./_\_CH

HaC~_P /\M;CHS Br Br j\k/c
H3C/\)

HyC

Figura 3.7. Structura chimica a bromurii de tri-n-butil-hexadecil-fosfoniu, HDTBPBr [325]

3.1.2.3. Saruri cu sulf si azot

a. 2-Mercaptobenzotiazol (MBT)

2-mercaptobenzotiazolul (MBT) este o pulbere cristalind de culoare galben pal
pana la cafeniu, cu miros neplacut [326] 2-mercaptobenzotiazolul este alergen chimic
standardizat. Efectul fiziologic al 2-mercaptobenzotiazolului este prin intermediul
eliberarii crescute de histamina si al imunitatii mediate celular [326].

Proprietati chimice si fizice

in  Tabelul 3.6. sunt prezentate cateva proprietdti ale 2-
mercaptobenzotiazolului, MBT, iar in Figura 3.8. este prezentata structura sarii.
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Tabelul 3.6. Proprietati ale 2-mercaptobenzotiazolului, MBT [326]

Caracteristici Valoare/Specificitate
Stare de agregare Pudra cristalina
Tip de compus Compusi cu sulf
Formula moleculara C7HsNS;
Greutate moleculard 167,3
Numadr de donatori de legaturi de hidrogen 1
Numadr de acceptori de legaturi de hidrogen 2
Numaér de legaturi rotative 0
Masa exacta 166,98634151 g
Masa monoizotopica 166,98634151 g
Suprafata topologicd polara 0 A2
Numdér de atomi grei 10
Numadr de atomi de izotopi 0
- Structura
S S
N N
N\
H
Forma enol Forma keto

Figura 3.8. Structura chimica a 2-mercaptobenzotiazolului, MBT [326]

b. Tiouree (Thio)

Tioureea (Thio) este un solid alb cristalin, care este solubil in apd, solutie de
tiocianat de amoniu si etanol. In trecut, a fost utilizat ca agent de tonifiere fotografica,
componentad a preparatelor pentru par si ca agent de curatare uscata. In prezent, este
utilizat pentru fluidifierea lipiciului de origine animala si pentru indepartarea petelor
de argint. Cand este incalzita pana la descompunere, tioureea degaja vapori toxici de
oxizi de azot si oxizi de sulf. Expunerea pe termen lung la tiouree, a oamenilor, poate
provoca leziuni ale maduvei osoase, ducand la scaderea nivelului de globule rosii,
globule albe si trombocite [327].

Tioureea este un compus organic care contine atomi de carbon, azot, sulf si
hidrogen, similar cu ureea, cu exceptia faptului ca atomul de oxigen este inlocuit cu
un atom de sulf. Proprietatile ureei si tioureei difera semnificativ din cauza
electronegativitatilor sulfului si oxigenului [327].

Proprietati chimice si fizice

in Tabelul 3.7. sunt prezentate cateva proprietati ale tioureii, Thio, iar in Figura
3.9. este prezentata structura sarii.
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Tabelul 3.7. Proprietati ale tioureii [327]

Caracteristici Valoare/Specificitate
Stare de agregare Solida, pulbere alba
Tip compus Compus organosulfuric
Formula moleculara CH4N>S
Greutate moleculara 76.12
Numaér de donatori de legaturi de hidrogen 2
Numar de acceptori de legaturi de hidrogen 1
Numar de legaturi rotative 0
Masa exacta 76.00951931 g
Masa monoizotopica 76.00951931 g
Suprafata topologica polara 84.1 A2
Numar de atomi grei 4
Numdér de atomi de izotopi 0
- Structura
ﬁ
C
HoN < NH,

Figura 3.9. Structura chimica a tioureii, Thio [327]

S-au obtinut 135 materiale prin functionalizare prin impregnare. Metoda
consta prin punerea in contact a extractantului dizolvat intr-un solvent (apa distilata
sau alcool etilic) cu suportul solid, la 298K, timp de 24 h. Suspensia obtinuta a fost
filtrata, spalata, uscata timp de 24 de ore, la temperatura de 323 K.

Reprezentarea schematica a modului in care au fost obtinute materialele,
utilizdnd metoda SIR (Solvent Impregnated Resin) [285] este prezentata in Figura
3.10.

Scopul acestor materiale sintetizate este de a fi utilizate ca materiale cu
proprietati antimicrobiene sau cel putin bacteriostatice.

Pentru a putea stabilii daca materialul prezinta proprietati bactericide, am
procedat la efectuarea unor analize microbiologice, care sa evidentieze
comportamentul acestor materiale in prezenta unui consortiu de bacterii obtinut din
apa prelevata din raul Bega.

Analizele microbiologice au fost efectuate prin tehnici conventionale de
cultivare, urmarind dezvoltarea microorganismelor.
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EXTRACTANTI:
Bromura de dodecil-trimetil-amoniu (DDTMABT)
| Bromura de tetradecil-trimetil-amoniu (TDTMABT)

| Clorurd de hexadecil-trimetil amoniu (HDTMACI)

‘ Bromura de dodecil-trifenil fosfoniu (DDTPPBr)
' 'Bromura de tri n-butil-hexadecil fosfoniu (HDTBPBr)
| Mercaptobenzothiazole (MBT)

Thiouree (Thio)

SUPORT:
. celuloza (CE)
~ chitosan (CH)

FUNCTIONALIZARE PRIN IMPREGNARE
metoda uscata SIR
(Solvent Impregnated Resin)

MATERIALE

Figura 3.10. Schema procesului de obtinere a materialelor

Punerea in evidentda a efectului bactericid s-a realizat prin determinarea
numarului total de bacterii mezofile aerobe si facultativ anaerobe, cultivate la 37°C
(numar total de germeni, NTG). Prezenta bacteriilor heterotrofe aerobe si facultativ
anaerobe s-a pus in evidenta prin insamantarea apei sau dilutiilor zecimale prin
procedeul incorporarii in mediu nutritiv solid (geloza nutritiva), dupa normativul SR
EN ISO 6222:2004 [328].

Scopul principal al numararii coloniilor consta in posibilitatea de a detecta
variatiile in raport cu modificarea rapoartelor suport: extractant.

Mediul de culturd

Pentru a fi corespunzator, mediul de culturd bacterian trebuie: (i) sa contina
substante energetice necesare cultivarii microorganismului insamantat, adica sa
asigure sursa de hidrati de carbon, saruri minerale, vitamine si alti factori de crestere
necesari dezvoltarii si reproducerii celulelor bacteriene; (ii) sa asigure cerintele de
aerobioza sau anaerobioza ale agentului microbian. Aceastd cerintd este decisiva
pentru dezvoltarea bacteriilor, pentru ca, in timp ce bacteriile aerobe pot folosi
oxigenul molecular, cele anaerobe nu se pot dezvolta in prezenta oxigenului liber; (iii)
sa aiba pH optim si (iv) sa fie steril.
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Pentru toate insamantarile s-a folosit mediu de cultura complet deshidratat si
s-au urmat instructiunile producatorului.

Mediul de cultura folosit in acest caz este: Plate Count Agar - produs de Merck.

Compozitia mediului de cultura (g pentru 1 L apa distilatda) este urmatoarea:

- Peptona de cazeina: 5,0 g
- Extract de drojdie: 2,5 g
- Glucoza: 1,0 g

- Agar-agar:14,0 g.

Pentru 1 L de mediu de cultura se dizolva 22,5 g mediu deshidratat in 1 L apa
distilata. Aceasta se agitd si se mentine pe baia de apa pana se dizolva complet.
Ulterior se sterilizeaza in autoclav, timp de 15 minute la 121°C.

Inainte de sterilizare se verifica pH-ul mediului de cultura, iar daca trebuie
acesta se regleaza cu ajutorul solutiilor de NaOH sau HCI pana la obtinerea pH-ului
corespunzator, astfel incat dupa sterilizare pH-ul sa fie circa 7,2-7,5 la 25°C. De
mentionat faptul ca la fiecare sterilizare, pH-ul scade cu 0,2 unitati de pH.

Pentru utilizare, dupa ce se prepara, mediul de cultura se raceste si se mentine
la 45+1°C cu ajutorul unei bai de apa. Mediul gata preparat nu trebuie pastrat mai
mult de 4 h la 45°C.

Pregatirea cutiilor Petri

Cutiile Petri trebuie sa fie spalate bine si sterilizate la autoclav.
Se folosesc doar cutii Petri uscate, perfect curate si sterilizate in prealabil.

Figura 3.11 Pregatirea cutiilor Petri pentru inoculare (sterilizare)

Inséméntarea plcilor

Inoculul bacterian prelevat din Bega a fost turnat pe mediul de cultura lichid,
apoi a fost inglobat prin incorporare (ISO 8199). De fiecare data s-a folosit 1 mL inocul
bacterian, prelevat cu o pipeta sterild, care a fost turnat peste mediul de cultura topit
si racit la 45°C. Cu miscari de rotatie usoare, continutul cutiei Petri se omogenizeaza
pentru a fi amestecat bine. Se lasa sa se solidifice si se incubeaza in termostat la
temperatura necesara.
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La fiecare set de experimente a fost insamantata o placa Petri ce contine proba
martor, constand in mediu de cultura si 1 mL inocul bacterian (M0). De asemenea, a
fost insamantata o placa Petri continand mediu de culturd, inocul bacterian si suportul
(CE sau CH) nefunctionalizat (M1). S-a folosit de fiecare data o cantitate de suport
nefunctionalizat de circa 0,2 g si 1 mL inocul bacterian. Astfel, avem asigurate conditii
reale de interpretare a rezultatelor, prin raportarea datelor experimentale obtinute
pentru placile Petri insaméantate cu materialele sintetizate, la numarul total de
germeni aferenti probei martor (M0), respectiv din proba care contine suport
nefunctionalizat (M1).

Pentru fiecare material s-au insamantat cate trei placi Petri. La fiecare set de
experimente a fost luata in lucru o cantitate de aproximativ 0,2 g material, care a fost
distribuit cat mai uniform in mediul de cultura. Pentru insamantarea mediilor de
culturd s-a utilizat de fiecare data un inocul bacterian cu o concentratie de 0,5
McFarland (aproximativ 1-2x108 UFC/mL).

Figura 3.12. Materiale obtinute prin functionalizarea CE si testate in placi Petri cu inocul
heterotrof

Figura 3.13. Materiale obtinute prin functionalizarea CH si testate in placi Petri cu inocul
heterotrof
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a) Densitometru - concentratie McFarland

¢) Candida parapsilosis  d) Pseudomonas e) Escherichia coli f) Staphylococcus
aeruginosa aureus

Figura 3.14. Pregatirea probelor pentru inoculare cu tulpini de referinta
Incubarea probelor

Incubarea a constat in mentinerea placilor Petri cu mediile de cultura
insdmantate in conditii optime de temperaturd. Culturile au fost incubate pentru 48
h, la o temperatura optima de 37°C, conform SR EN ISO 6222:2004.

Dupa inocularea si incubarea placilor, respectand conditiile necesare cresterii,
au fost numadrate coloniile de bacterii, dezvoltate pe mediul solid, cu ajutorul
numaratorului automat de bacterii, YUL Flash &Go, Spania.

Interpretarea rezultatelor.

Fiecare cutie Petri insamantata si incubatd a fost analizatd astfel incat sa se
poata face observatiile necesare cu privire la cresterea bacteriana observata.
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Figura 3.15. Materiale obtinute prin functionalizarea CE, testate in pldci Petri cu inocul
heterotrof si incubate

Figura 3.16. Materiale obtinute prin functionalizarea CH, testate in placi Petri cu inocul
heterotrof si incubate
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e. f.
Figura 3.17. Materiale obtinute prin functionalizarea CH, testate in placi Petri cu inocul
heterotrof dupa 48 h.
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d)
Figura 3.18. Imagini obtinute cu numaratorul automat de colonii YUL Flash&Go pentru
materialele obtinute prin functionalizarea CH, testate in pldci Petri cu tulpini de referinta

d) e)
Figura 3.19. Materiale obtinute prin functionalizarea CE, testate in placi Petri cu inocul
heterotrof si incubate
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Figura 3.20 Imagini obtinute cu numaratorul automat de colonii YUL Flash&Go pentru
materialele obtinute prin functionalizarea CE, testate in placi Petri cu tulpini de referinta

Rezultatele au fost exprimate ca numar de unitati formatoare de colonii per
mililitru (UFC/mL).

In absenta coloniilor in cutiile insamantate care contin volume de probe de
analizat nediluate, rezultatul se exprima ca fiind nedetectabil intr-un mililitru.

Daca cutiile insdmantate contin mai mult de 300 colonii, rezultatul se exprima
numai ca numar aproximativ de unitati formatoare de colonii.

Ulterior, pentru exprimarea eficientei materialului asupra dezvoltarii
microbiene, rezultatele obtinute au fost exprimate sub forma ratei de inhibitie a
cresterii microbiene [247] calculata ca raportul intre numarul de unitati formatoare
de colonii pe materialul sintetizat (UFCis) Si suportul nefunctionalizat (UFCcontro1),
exprimata ca si raport procentual, conform ecuatiei:

[UFccontrol B UFCtest] X

100
UFCcontrol

Rata de inhibitie =

UFCcontrol = Nnumarul de colonii de pe placa de control
UFCtest = numarul de colonii de pe placa de testat

Rezultatele vor fi prezentate in CAPITOLUL 4, respectiv CAPITOLUL 5.
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3.2. Caracterizarea fizico-chimica a materialelor

3.2.1. Caracterizarea fizico-chimica a materialelor obtinute prin
functionalizarea celulozei

Materialele obtinute prin functionalizarea, prin impregnare a celulozei cu o
serie de extractanti, in raportul masic suport:extractant=10:1, au fost caracterizate
prin microscopie electronica de scanning, SEM, dispersie de energie de raze X, EDX si
spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier, FT-IR pentru a pune in evidenta
prezenta extractantului (DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI, DDTPPBr, HDTBPBr, MBT si
Thio) pe suprafata suportului (CE). De asemenea, s-a determinat si suprafeta
specifici, diametru porilor si volumul total al porilor pentru materialele sintetizate
[329, 330].

3.2.1.1. Microscopie electronica de scanning, SEM si dispersie de
energie de raze X, EDX

In Figura 3.21 sunt prezentate imaginile SEM si spectrele EDX pentru cele
sapte materiale obtinute prin functionalizarea CE cu cei sapte extractanti, dar si pentru
suport (CE).

CE
b. EDX
CE-DDTMABr
d. EDX
CE-TDTMABr
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f. EDX
CE-HDTMACI
h. EDX
CE-DDTPPBr
j. EDX
CE-HDTBPBr
k. SEM I. EDX
CE-MBT
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n. EDX

CE-Thio

0. SEM p- EDX

Figura 3.21. Microscopie electronica de scanning, SEM la magnificatia de 2000 X si dispersie
de energie de raze X, EDX pentru materialele obtinute prin functionalizarea CE cu diferiti
extractanti [329, 330]

3.2.2.2. Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier, FT-IR

Spectrele FT-IR ale CE nefunctionalizata si ale materialelor obtinute prin

functionalizarea prin impregnare a CE cu diferiti extractanti sunt prezentate in Figura
3.22.
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Figura 3.22. Spectre FT-IR pentru CE nefunctionalizata si pentru materialele obtinute prin
functionalizarea CE cu diferiti extractanti [329, 330]

in vederea identificarii gruparilor functionale specifice extractantilor utilizati
pentru functionalizarea celulozei s-au efectuat spectre FT-IR celulozei si materialelor
obtinute prin functionalizarea celulozei cu extractanti care sunt prezentate in Figura
3.22.

Spectrul FT-IR al celulozei este suprapus cu fiecare spectru FT-IR obtinut
pentru materialele sintetizate. Se observa mici diferente, datorate prezentei gruparilor
active din extractanti. In Tabelul 3.8. sunt prezentate benzile specifice gruparilor din
celuloza si din extractanti [334, 335].
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Tabelul 3.8. Benzile FT-IR specifice gruparilor in CE si in materialele obtinute prin
functionalizarea CE cu diferiti extractanti [329, 330]

Grupari Benzi FT-IR Observatii
(cm™)
Celuloza (CE)
O-H 3660 Banda larga
C-H 2893 Platou mic; vibratie de streching prezent in
polizaharide
CH; 1428; 1367 Vibratii speicifice structurii cristaline a celulozei
C-0 1334; 1158
0-C-0 1104; 1027 Zona amorfa in structura celulozei
897
OH; 1600-900 Vibratii specifice moleculelor de apa
1633
CE-DDTMABr
>N-CH, | 2700-2800 | Leg&tura specificd e- neparticipanti din N
CE-TDTMABr
>N-CH, | 2700-2800 | Legdtur3 specificd e neparticipanti din N
CE-HDTMACI
>N-CH, | 2700-2800 | Leg&turd specificd e- neparticipanti din N
CE-DDTPPBr
P-O-Aril 1190-1240
C-0 (fenil) 1200
O-H 3500-3200
CE-HDTBPBr
P-O-Alchil 1150-1180;
1080
CE-MBT
S-C-S 568-600 Inel torsnionat aromatic
C-N 1030-1074 Vibratie de streching
C-H; N-H 1250-1320
750
CE-Thio
-NH; 3395 vibratie asimetrica;
1627 vibratie simetrica;
N-H 3179; 1520 | vibratie de elongatie;
C=S 1425;1395
1350; 1290 vibratie puternica influentata de efectele
1074 intramoleculare

Pe baza datelor prezentate se poate afirma faptul ca celuloza a fost

functionalizata cu succes cu cei 7 extractanti luati in studiu.
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3.2.2.3. Determinarea suprafetei specifice prin metoda BET
(Brunauer, Emmett, Teller)

Prin determinarea suprafetei specifice prin metoda BET (Brunauer, Emmett,
Teller), se obtin informatii despre distributia dimensiunii porilor, suprafata specifica a
materialului studiat, dar si despre volumul total al porilor. Echipamentul utilizat este
Quantachrome Nova 1200E. Probele au fost degazate in vid, timp de 5 ore, la
temperatura camerei. Izotermele de adsorbtie-desorbtie obtinute pentru toate
materiale obtinute prin functionalizarea celulozei sunt pre zentate in Tabelul 3.9.

Tabelul 3.9. Valorile ariei suprafetei specifice, diametru porilor si volumul total al porilor
pentru CE si pentru materialele obtinute prin functionalizarea CE cu diferiti extractanti

Material Suprafata Diametrul Volumul total de
specifica, m2/g porilor, nm pori, cm3/g
CE 0,091 66,0 2,563:10*
CE-DDTMABr 0,002 176 6,278:104
CE-TDTMABr 0,168 36,5 1,738:1073
CE-HDTMACI 0,082 35,1 2,335-10*
CE-DDTPPBr 0,574 4,96 7,536-1073
CE-HDTBPBr 5,429 3,08 8,529:1073
CE-MBT 1,356 3,84 3,968-103
CE-Thio 0,773 4,36 1,077-1073

Din datele privind suprafata specifica, diametrul porilor si volumultotal de pori
a CE si a materialelor obtintue prin functionalizarea CE, prezentate in Tabelul 3.10.,
se poate afirma faptul ca:

- suprafata specifica a materialelor CE-DDTMABr (0,002 nm) si CE-HDTMACI
(0,082 nm) este mai mica decat a CE (0,091 nm), iar a celorlalte materiale
este mai mare (intre 0.168 nm si 5.429 nm);

- diametrul porilor materialelor CE-DDTMABr (176 nm) este mai mare decét a
CE (66,0 nm), iar a celorlalte materiale este mai mic (intre 3,08 nm si 36,5
nm);

- volumul total al porilor al materialului CE- DDTMABr (6,278e-04 cm3/g) este
mai mic decét al CE (2,563e-04 cm?3/g), iar iar a celorlalte materiale este mai
mare (intre 2,335e-04 cm3/g si 1,077e-03 cm3/g);

3.2.2. Caracterizarea fizico-chimica a materialelor obtinute prin
functionalizarea chitosanului

Materialele obtinute prin functionalizarea, prin impregnare, a chitosanului cu
o serie de extractanti, Tn raportul masic support:extractant=10:1, au fost
caracterizate prin microscopie electronica de scanning, SEM, dispersie de energie de
raze X, EDX si spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier, FT-IR pentru a pune
in evidentda prezenta extractantului (DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI, DDTPPBr,
HDTBPBr, MBT si Thio) pe suprafata suportului (CH). De asemenea, s-a determinat
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si suprafata specifica, diametru porilor si volumul total al porilor pentru materialele
sintetizate [329, 330].

3.2.2.1. Microscopie electronica de scanning, SEM si dispersie de
energie de raze X, EDX

in Figura 3.23 sunt prezentate imaginile SEM si spectrele EDX spectrele
pentru cele sapte materiale obtinute, dar si pentru suport (CH).

Chitosan (CH)

b. EDX
CH-DDTMABr

c. SEM | d. EDX
CH-TDTMABr

: ?:_1-';'. ™ m rmy = = =

“e. SEM | f. EDX

CH-HDTMACI
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h. EDX
CH-DDTPPBr
j. EDX
CH-HDTBPBr
i. EDX
CH-MBT
i
i. SEM k. EDX
CH-Thio
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k. EDX

Figura 3.23. Microscopie electronica de scanning, SEM la magnificatia de 2000 X si dispersie
de energie de raze X, EDX pentru CH si pentru materialele obtinute prin functionalizarea CH cu
diferiti extractanti [329]

Din imaginile SEM, prezentate in Figura 3.23 se observa morfologia
materialului suport, (CH), dar si a materialelor obtinute in urma functionalizarii
chitosanului cu cei sapte extractanti: DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI, DDTPPBr
HDTBPBr, MBT si Thio. Imaginile SEM sunt asemanatoare, ceea ce confirma faptul ca
in urma functionalizarii CH nu isi schimba morfologia. Prezinta forma grauntoasa.

Din spectrele de dispersie de energie de raze X, EDX prezentate in Figura
3.23. se observa prezenta peak-urilor specifice C, N si O, din structura chitosanului.
De asemenea, se observa prezenta elementelor N, P sau S specifice gruparilor
existente in structura extractantilor. Astfel:

- prezenta DDTPPBr si a HDTBPBr pe suprafata CH este pusa in evidenta prin
aparitia pick-urilori specifice pentru P si Br;

- prezenta TDTMABr, a HDTMACI si a DDTMABr pe suprafata CH este pusa in
evidenta prin aparitia pick-rilor specifice pentru N si Br sau N si Cl functie de
compus;

- prezenta MBT si a Thio pe suprafata CH este pusa in evidenta prin aparitia
pick-urilor specifice N si S.

- aceste pick-uri sunt de dimensiuni mici, deoarece cantitatea de extractant cu
care se face functionalizarea este relativ mica, raportul CH: extractant este
10:1.

- principalul obiectiv al obtinerii spectrelor in infrarosu cu transformata Fourier
consta in determinarea gruparilor functionale ale materialelor obtinute. Aceste
grupari functionale adsorb radiatii IR la frecvente caracteristice, fapt pentru
care aceste spectre pun in evidenta gruparile functionale specifice.

3.2.2.2. Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier, FT-IR

Spectrele FT-IR pentru CH si pentru materialele obtinute prin functionalizarea
CH cu diferiti extractanti sunt prezentate in Figura 3.2.
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Figura 3.24. Spectre FT-IR pentru CH si pentru materialele obtinute prin functionalizarea CH

in Tabelul 3.10 sunt prezentate benzile specifice gruparilor chitosanului si

extractantilor.

cu diferiti extractanti [329]
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Tabelul 3.10. Benzile IR specifice gruparilor prezente in CH si in materialele obtinute prin
functionalizarea CH cu extractanti [329]

Grupari Benzi FT-IR Observatii
(cm™)
Chitosan (CH)
CH»-OH 1350-1420
N-H 1570
C=0 1660
C-H 2870; 2924
O-H 3430
CH-DDTMABTFr
>N-CH> 2700-2800 specific e” neparticipanti de la N
CH-DDTMABTr
>N-CH> 2700-2800 specific e” neparticipanti de la N
CH-HDTMACI
>N-CH> 2700-2800 specific e” neparticipanti de la N
CH-DDTPPBr
P-O-Aril 1190-1240
C-0 (fenil) 1200
O-H 3500-3200
CH-HDTBPBr
Fosfati de alchil | 1150-1180;
1080
CH-MBT
Inel aromatic -
torsiune 568-600
S-C-S 1030-1074
C-N intindere 1250-1320
C-H; N-H 750
CH-Thio
N-H 1520
C=S 1074

Pe baza datelor prezentate se poate afirma faptul ca chitosanul a fost
functionalizat cu succes cu cei 7 extractanti luati in studiu.

3.2.2.3. Determinarea suprafetei secifice prin metoda BET (Brunauer,
Emmett, Teller)

Prin determinarea suprafetei specifice prin metoda BET (Brunauer, Emmett,
Teller), se obtin informatii despre distributia dimensiunii porilor, suprafata specifica a
materialului studiat, dar si despre volumul total al porilor. Echipamentul utilizat este
Quantachrome Nova 1200E. Probele au fost degazate in vid, timp de 5 ore, la
temperatura camerei. Izotermele de adsorbtie-desorbtie obtinute pentru toate
materiale obtinute prin functionalizarea chitosanului sunt pre zentate in Tabelul 3.11.
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Tabelul 3.11. Valorile ariei suprafetei specifice, diametru porilor si volumul total al porilor
pentru CH si pentru materialele obtinute prin functionalizarea CH cu diferiti extractanti

Material Suprafata Diametrul Volumul total de
specifica, m2/g porilor, nm pori, cm3/g
CH 15,2 3,414 1,493:102
CH-DDTMABr 4,05 3,077 4,992-1073
CH-TDTMABr 3,30 3,076 3,948-10°3
CH-HDTMACI 3,20 3,086 3,823:103
CH-DDTPPBr 4,69 3,123 2,907-10%
CH-HDTBPBr 0,47 3,072 5,938:10%
CH-MBT 3,36 3,440 5,103-103
CH-Thio 4,96 3,434 5,723:1073

Din datele privind suprafata specifica, diametrul porilor si volumul total de
pori a CH si a materialelor obtinute prin functionalizarea CH, prezentate in Tabelul
3.12., se poate afirma faptul ca:

- suprafata specifica a materialelor este mai mica decat a CH;

- diametrul porilor materialelor este aproximativ asemanator cu al CH;

- volumul total al porilor materialelor este mai mic decat al CH;

Concluzii

Pornind de la obiectivul general al tezei de doctorat care este de a obtine
noi materiale prin functionalizare prin impregnare, cu proprietati antimicrobiene,
obiectivele specifice ale acestui capitol al tezei de doctorat au fost: (i) obtinerea
materialelor fuctionalizate prin impregnare; (ii) caracterizarea fizico-chimica si
testarea materialelor obtinute, prin teste microbiologice pe inocul heterotrof; (iii)
stabilirea conditiilor optime de sinteza si (iv) stabilirea rapoartelor optime de lucru;

Astfel, s-au obtinut 135 materiale prin functionalizare prin impregnare, prin
metoda SIR (Solvent Impregnated Resin), a suporturilor: (i) celuloza (CE) si (ii)
chitosan (CH) cu extractantii: (i) saruri cuaternare de amoniu (bromura de
dodecil-trimetil-amoniu  (DDTMABr), bromurda de tetradecil-trimetil-amoniu
(TDTMABr), clorura de hexadecil-trimetil-amoniu (HDTMACI)), (ii) saruri cu
fosfoniu (bromura de dodecil-trifenil-fosfoniu (DDTPPBr), bromura de tri n-butil-
hexadecil-fosfoniu (HDTBPBr)) sau (iii) saruri cu sulf si azot (tiouree (Thio),
mercaptobenzotiazol (MBT)). Rapoartele masice suport:extractant pentru toate
materialele studiate sunt: 1:0,012; 1:0,024; 1:0,05; 1:0,075; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3;
1:0,4; 1:0,5. Suplimentar, in cazul materialelor in care suportul a fost chitosanul, iar
extractanti au fost sarurile de amoniu, respectiv DDTPPBr, s-au sintetizat materiale la
rapoarte masice 1:0,003; 1:0,006; 1:0,009, intrucat rezultatele analizelor
microbiologice au necesitat scaderea continutului de extractant, pentru atingerea unui
raport la care sa poata fi observata crestere microbiana.

Pentru a putea stabilii daca materialul prezinta proprietati bactericide, s-a
procedat la efectuarea unor studii microbiologice, care sa evidentieze comportamentul
acestor materiale in prezenta unui consortiu de bacterii obtinut din apa prelevata din
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raul Bega. Studiile microbiologice au fost efectuate prin tehnici conventionale de

cultivare, urmarind dezvoltarea microorganismelor.

Punerea in evidenta a efectului bactericid s-a realizat prin determinarea
numarului total de bacterii mezofile aerobe si facultativ anaerobe, cultivate la 37°C
(numar total de germeni, NTG). Prezenta bacteriilor heterotrofe aerobe si facultativ
anaerobe s-a pus in evidenta prin insdmantarea apei sau dilutiilor zecimale prin
procedeul incorporarii in mediu nutritiv solid (geloza nutritivda), dupa normativul SR
EN ISO 6222:2004.

Scopul principal al numararii coloniilor consta in posibilitatea de a detecta
variatiile in raport cu modificarea rapoartelor suport: extractant.

Rezultatele au fost exprimate ca numar de unitati formatoare de colonii
per mililitru (UFC/mL).

In absenta coloniilor in cutiile Tnsamantate care contin volume de probe de
analizat nediluate, rezultatul se exprima ca fiind nedetectabil intr-un mililitru.

Daca cutiile insamantate contin mai mult de 300 colonii, rezultatul se exprima
numai ca numar aproximativ de unitati formatoare de colonii. Ulterior, pentru
exprimarea eficientei materialului asupra dezvoltarii microbiene, rezultatele obtinute
au fost exprimate sub forma ratei de inhibitie a cresterii microbiene.

Materialele obtinute prin functionalizarea, prin impregnare a celulozei

(CE) sau chitosanului (CH) cu o serie de extractanti, la raportul masic

suport:extractant=10:1, au fost caracterizate prin microscopie electronica de

scanning, SEM, dispersie de energie de raze X, EDX si spectroscopie in infrarosu cu
transformata Fourier, FT-IR pentru a pune in evidentd prezenta extractantului

(DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI, DDTPPBr, HDTBPBr, MBT si Thio) pe suprafata

suportului (CE sau CH). De asemenea, s-a determinat si suprafata specifica, diametru

porilor gi volumul total al porilor pentru materialele sintetizate. Astfel:

- In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE se poate observa din
micrografiile SEM faptul ca pentru toate materialele obtinute fibrele de celuloza
sunt mai aglomerate in urma functionalizarii. S-a observat ca materialele obtinute
au multe fibre mai subtiri. Cu toate acestea, nu au fost observate diferente
structurale majore intre fibrele de celuloza si materialele obtinute prin
functionalizarea celulozei cu extractanti. Aceasta modificare morfologica este
atribuita umflarii si dezintegrarii partiale a fibrelor celulozice in timpul procesului
de modificare a suprafetei, urmata de insertia de fragmente cu grupari active
prezente in extractanti, care acopera suprafata fibrelor. Cu toate acestea, fibre de
dimensiuni micro analoge cu o microstructura de suprafata aspra si in forma de
tija sunt relevate pentru probele pe baza de celuloza microcristalina, demonstrand
functionalizarea suprafetei omogena fara variatii mari a morfologiei suprafetei.

- In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea, prin impregnare a CH s-au
constatat din imaginile SEM faptul ca morfologia materialelor obtinute in urma
functionalizarii CH nu se modificd semnificativ fatd de materialului suport, (CH).
Prezinta forma grauntoasa.

- Din spectrele EDX se observa peak-urile specifice compozitiei CE si anume C si O,
sau peak-urile specifice C, N si O, din structura CH. Totodatda sunt prezentate
spectrele EDX caracteristice materialelor sintetizate prin functionalizarea CE, in
care se observa peak-urile specifice elementelor prezente in compoztia CE, dar si
a extractantilor. Astfel, apar peak-uri specifice extractantilor DDTMABr si TDTMABr
si anume Br si N, sau Cl. Totodatd, apar peak-uri specifice pentru P si Br, elemente
prezente in extractantii DDTPPBr si HDTBPBr, sau peak-uri specifice S si N,
elemente prezente in in extractantii MBT si Thio.
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- Din spectrele FT-IR se poate afirma faptul ca atdt CE cat si CH au fost
functionalizati cu succes cu cei 7 extractanti luati in studiu.

Din datele privind suprafata specifica, diametrul porilor si volumul total de
pori a CE si a materialelor obtinute prin functionalizarea CE, se poate afirma faptul
ca:

- suprafata specifica a materialelor CE-DDTMABr (0,002 nm) si CE-HDTMACI (0,082
nm) este mai mica decat a CE (0,091 nm), iar a celorlalte materiale este mai mare
(intre 0.168 nm si 5.429 nm);

- diametrul porilor materialelor CE-DDTMABr (176 nm) este mai mare decat a CE
(66,0 nm), iar a celorlalte materiale este mai mic (intre 3,08 nm si 36,5 nm);

- volumul total al porilor al materialului CE- DDTMABr (6,278e-04 cm3/g) este mai
mic decat al CE (2,563e-04 cm3/g), iar a celorlalte materiale este mai mare (intre
2,335e-04 cm3/g si 1,077e-03 cm?3/qg).

Din datele privind suprafata specifica, diametrul porilor si volumul total de
pori a CE si a materialelor obtintue prin functionalizarea CH, se poate afirma faptul
ca:

- suprafata specifica a materialelor este mai mica decat a CH;

- diametrul porilor materialelor este aproximativ asemanator cu al CH;

- volumul total al porilor al materialelor este mai mic decat al CH.
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CAPITOLUL 4.

APLICATII MICROBIOLOGICE ALE CELULOZEI
FUNCTIONALIZATE

Materialele polimerice antimicrobiene sunt alternative bune la substantele
antimicrobiene moleculare conventionale, datorita caracteristicilor lor unice.

Polimerii si derivatii polimerici cu proprietati antimicrobiene intrinseci prezinta
un mare interes pentru dezvoltarea de noi antibiotice atat pentru a combate tendinta
de crestere a rezistentei antimicrobiene a organismelor, cat si pentru a gasi materiale
utile pentru tratamentul infectiilor patogene cu mai multe caracteristici specifice.

Biomaterialele vegetale au diverse avantaje, cum ar fi regenerabilitatea,
biodegradabilitatea si respectarea mediului, prin urmare, ele pot fi folosite ca
inlocuitori adecvati pentru materialele pe baza de petrol, ca mijloc de depasire a
problemelor de mediu. Astfel, celuloza este cel mai abundent tip de materie organica
regenerabila de pe Pamant.

Materialele vegetale pe bazd de bio au diverse avantaje, cum ar fi
regenerabilitatea, biodegradabilitatea si respectarea mediului, prin urmare, ele pot fi
folosite ca inlocuitori adecvati pentru materialele pe baza de petrol, ca mijloc de
depasire a problemelor de mediu.

Structurarea versatild a celulozei prin diferite cai de modificare, inclusiv
metode fizice si chimice, a permis utilizarea acesteia intr-o varietate de aplicati i,de
exemplu, materiale de umplutura, materiale de constructie si acoperire, laminate,
hartie, textile, filme optice, medii de sorbtie, regulatori de véascozitate si chiar
materiale functionalizate avansate [174, 192].

4.1. Materiale obtinute prin functionalizarea celulozei cu saruri
cuaternare de amoniu [329], [240]

4.1.1. Studii pentru stabilirea raportului optim celuloza: saruri
cuaternare de amoniu

Pentru stabilirea raportului optim celuloza: saruri cuaternare de
amoniu, in vederea obtinerii unor materiale care sa prezinte activitate antimicrobiana
foarte bunda (R.I > 95%) s-au efectuat analize microbiologice, prin tehnici
conventionale de cultivare, urmarind dezvoltarea microorganismelor pe mediu de
crestere neselectiv. Dupa incubarea corespunzatoare, a fost evaluata cresterea
cantitativa a coloniilor bacteriene, prin determinarea numarul total probabil de colonii
bacteriene dezvoltate pe mediul de cultura (UFC/mL).

Pentru a putea stabili daca CE, respectiv materialele obtinute prin
functionalizarea CE prezinta proprietati bactericide, am procedat la efectuarea unor
studii microbiologice, care sa evidentieze comportamentul acestor materiale in
prezenta unui consortiu de bacterii heterotrofe, Gram-pozitive si Gram-negative.
Utilizarea unui inocul bacterian complex, cu bacterii heterotrofe, a fost preferata
pentru testarea materialelor deoarece studiul comportamentului unui consortiu
bacterian provenit din mediu natural este preferabil in cazul studiului preliminar pe

BUPT



82|capitolul 4. Aplicatii microbiologice ale celulozei
functionalizate

un material nou sintetizat, fata de efectul obtinut asupra unei singure specii
bacteriene.

Pentru a stabili raportul cel mai mic dintre CE si extractantul utilizat, cu
activitate bactericidd asupra inoculului bacterian heterotrof, fiecare material a fost
inoculat Tn mediu de cultura si incubat timp de 48 h la 310 K, dupa care s-a determinat
numarul total de colonii, raportat la proba de control, M1, corespunzatoare CE
nefunctionalizata, respectiv proba martor, M0, corespunzatoare inoculului microbian.
Testele au fost efectuate in 3 repetari.

Raportul la care a fost observatd absenta completa a cresterii microbiene a
fost considerat raportul optim, minim necesar, care produce efect bactericid total.
In situatia in care totusi a fost observata crestere microbiana pe mediile de cultura,
efectul antimicrobian semnificativ, respectiv raport optim CE:extractant a fost
considerat cel la care rata de inhibitie microbiana calculata a avut cea mai mare
valoare.

Efect bactericid total a fost considerat acolo unde rata de inhibitie a cresterii
bacteriene a fost de 100%.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.1. si Figurile 4.1.- 4.3.

Tabelul 4.1. Influenta raportului CE: saruri cuaternare de amoniu in manifestarea efectului
antimicrobian al materialelor, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea
CE cu saruri cuaternare de amoniu

Numar unitati formatoare de colonii
Raport CE:sare CE-sare cuaternara de amoniu
cuaternara de amoniu [gomurs de dodeci-timeti- | Bromurd de tetradedil- Clorurd de hexadedil-
amoniu (DDTMABTr) trimetil-amoniu trimetil amoniu
(TDTMABr) (HDTMACI)
1:0,012 20 16 25
1:0,025 10 7 21
1:0,05 10 7 16
1:0,075 6 5 11
1:0,1 0 0 0
1:0,2 0 0 0
1:0,3 0 0 0
1:0,4 0 0 0
1:0,5 0 0 0
MARTOR (MO) inocul 145
CE nefunctionalizata 119
(M1)

Din analiza Tabelului 4.1 se constata faptul ca proba de CE nefunctionalizata
(M1) prezinta efect antimicrobian nesemnificativ, de circa 17,9%, comparativ cu
proba martor (MO).

In cazul celor trei materiale obtinute prin functionalizarea CE cu sarurile
cuaternare de amoniu (DDTMABr, TDTMABr si HDTMACI), raportul optim CE: saruri
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cuaternare de amoniu, la care s-a observat activitate antimicrobiand maxima a fost
raportul CE: saruri cuaternare de amoniu = 1:0,1 cand rata de inhibitie a cresterii
bacteriene a fost de 100%.

CE-DDTMABr
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Figura 4.1. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizatd (M1)- materiale CE-
DDTMABr la diferite rapoarte de functionalizare
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Figura 4.2. Comparatie intre proba martor (MO) - CE nefunctionalizaté (M1)- materiale CE-
TDTMABTr la diferite rapoarte de functionalizare
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Rata de inhibitie a cresterii bacteriene in cazul materialelor obtinute prin
functionalizarea CE cu DDTMABr si cu TDTMABr la rapoarte CE: DDTMABr si
CE:TDTMABr mai mici de 1:0,1 este comparabild pentru ambele materiale CE-
DDTMABr si CE-TDTMABT.

CE:HDTMACI
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Figura 4.3. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizatd (M1)- materiale CE-
HDTMACI la diferite rapoarte de functionalizare

Materialul CE-HDTMACI a manifestat efect bactericid total, la raportul de
functionalizare CE:HDTMACI = 1:0,1. Insa, rata de inhibitie a cresterii bacteriene
calculatd pentru materialul CE-HDTMACI, la toate rapoartele de functionalizare mai
mici de 1:0,1 a fost usor mai scazuta comparativ cu cea calculata pentru materialul
CE-TDTMABr si respectiv materialulCE-DDTMABT.

In consecinta, raport optim CE: saruri cuaternare de amoniu pentru ca
materialele sa prezinte efect bactericid total in cazul extractantilor saruri cuaternare
de amoniu a fost considerat raportul CE: saruri cuaternare de amoniu = 1:0,1.

4.1.2. Efectul antimicrobian al materialelor cu saruri cuaternare de
amoniu asupra tulpinilor microbiene de referinta

Au fost testate efectele materialelor obtinute prin functionalizarea celulozei cu
saruri cuaternare de amoniu asupra a patru tulpini de referinta, in tabelul 4.2 fiind
prezentata rata de inhibitie a cresterii microbiene, calculata pentru fiecare material
testat.
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Tabelul 4.2. Rata de inhibitie a cresterii microbiene in cazul utilizarii materialelor obtinute prin
functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu

) Rata de inhibitie (%)
) S p;;l:;c = Staphylococcus Pse u_domonas Escherichia _Candida
Material cuaterna!'e"l de aurgg; ;;’CC aerugér;cgssaj’ATCC 002115 /;\;’(ZIC alblclagzsﬁTCC

amoniu

Celuloza (CE) - 2,8 7,7 20 12,2

CE-DDTMABr 1:0,012 100 40,8 100 100

1:0,1 100 52,8 100 100

CE-TDTMABr 1:0,012 100 49,9 100 100

1:0,1 100 54,8 100 100

CE-HDTMACI 1:0,012 100 17,0 53,4 100

1:0,05 100 34,3 58,1 100

1:0,1 100 40,8 67,5 100

Celuloza (CE) nefunctionalizatda a manifestat efect bactericid usor mai bun
asupra bacteriilor Gram-negative, comparativ cu cele Gram-pozitive. Toate
materialele obtintute prin functionalizarea CE cu sarurile cuaternare de amoniu
(DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI), au aratat activitate antibacteriand foarte buna
asupra S. aureus si C. albicans, indiferent de raportul CE: saruri cuaternare de
amoniu. Posibil ca acest efect sa se datoreze comportarii similare a peretelui celular
de la S.aureus cu celula fungica a speciei C. albicans. Extractantul adera puternic la
peretele celular bacterian si pe membrana celulara fungica, deteriorandu-le structura
si nepermitand schimbul de elemente nutritive necesare pentru dezvoltarea
microbianda, ceea ce ulterior duce la moartea celulei, si obtinerea efectului
antimicrobian. Un alt rol important in permeabilitatea membranei celulare are
cantitatea de acizi grasi prezenti in structura acesteia, care ulterior se coreleaza cu
gradul de patrundere a elementului toxic in celula [329].

De asemenea asupra tulpinii de E. coli efectul bactericid a fost maxim in cazul
utilizarii materialelor CE-DDTMABr si CE-TDTMABr, in timp ce pentru materialul CE-
HDTMACI cea mai mare rata de inhibitie a fost de 67,5 %, corespunzatoare raportului
de functionalizare CE:HDTMACI = 1:0,1. O posibila explicatie ar fi aceea ca un rol
deosebit de important in exercitarea efectului antibacterian il are componenta
hidrofoba data de radicalul alchil al sarii cuaternare de amoniu. Pe de altd parte
intervine distanta de la sarcina pozitiva data de azotul din sarea cuaternara, pana la
scheletul de baza al CE, respectiv conformatia bratului alchil care formeaza catena
extractantului si distanteaza gruparea pendanta (Figura 4.4.). Lungimea bratului
alchil, desi difera doar prin cate 2 atomi de carbon, in ordinea dodecil, tetradecil,
hexadecil, tinde sa adopte conformatii diferite [240] si implicit distanta pe care o
determina bratul alchil fata de scheletul celulozei creste in ordinea: TDTMABr>
DDTMABr> HDTMACI. De aceea, cel mai puternic efect antibacterian are materialul
CE- TDTMABr, indiferent de raportul de functionalizare, CE: sare cuaternara de
amoniu, luat in studiu.
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DDTMABr TDTMABr HDTMACI
CisHz4BrN Ci17H38BrN C19 H42CIN
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[336] [337] [338]

Figura 4.4. Comparatie conformeri, extractanti saruri cuternare de amoniu

in privinta efectului asupra P. aeruginosa, toate materialele testate au
prezentat efect bactericid, direct proportional cu raportul CE:sare cuaternara de
amoniu utilizat pentru obtinerea materialelor. Nu a fost atinsad rata de inhibitie
maxima, pentru niciun material, probabil fiind necesara o cantitate de
biocid/extractant mult mai mare. Membrana externd a celulei bacteriene la P.
aeruginosa este o bariera selectiva importantd, ceea ce determina o adsorbtie redusa
a biocidului in celuld datorita susceptibilitdtii reduse a acestei specii pentru agenti
biocizi.

Astfel, materialele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de
amoniu pot fi utilizate cu succes ca materiale cu proprietati antibacteriane.

4.2. Materiale obtinute prin functionalizarea celulozei cu
extractanti care contin saruri de fosfoniu

4.2.1. Studii pentru stabilirea raportului optim CE: sare de fosfoniu

Pentru stabilirea raportului optim celuloza: sare de fosfoniu, in vederea
obtinerii unor materiale care sa prezinte activitate antimicrobiana foarte buna (R.I >
95%) s-au efectuat analize microbiologice, prin tehnici conventionale de cultivare,
urmarind dezvoltarea microorganismelor pe mediu de crestere neselectiv. Dupa
incubarea corespunzatoare, a fost evaluata cresterea cantitativa a coloniilor
bacteriene, prin determinarea numarul total probabil de colonii bacteriene dezvoltate
pe mediul de cultura (UFC/mL).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.3. si Figurile 4.5.- 4.7.
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Tabelul 4.3. Influenta raportului CE:sare de fosfoniu in manifestarea efectului antimicrobian al
materialelor, exprimata prin nr. de colonii dezvoltate, in cazul materialelor obtinute
prin functionalizarea CE cu saruri de fosfoniu

Numar unitati formatoare de colonii
Raport CE:sare de CE-sare de fosfoniu
fosfoniu Bromura de dodecil-trifenil Bromura de tri n-butil-
fosfoniu (DDTPPBr) hexadecil fosfoniu
(HDTBPBr)
1:0,012 6 35
1:0,025 7 31
1:0,05 2 26
1:0,075 1 24
1:0,1 o 22
1:0,2 0 18
1:0,3 0 8
1:0,4 0 6
1:0,5 0 2
MARTOR (MO) inocul 145
CE nefunctionalizata 119
(M1)

Indiferent de sarea de fosfoniu utilizata pentru functionalizarea CE, se
constata ca activitatea antimicrobiana a materialului obtinut este direct proportionala
cu cresterea raportului CE:sare de fosfoniu.

In cazul utiliz&rii ca si extractanti, siruri de fosfoniu, materialul CE-DDTPPBr
a manifestat efect antimicrobian total la raportul de functionalizare CE:DDTPPBr =
1:0,1 (Figura 4.5.), in timp ce materialul CE-HDTBPBr a manifestat efect
antimicrobian foarte bun incepand cu raportul de functionalizare CE:HDTBPBr = 1:0,3,
insa nu a prezentat efect bactericid total nici la raportul CE:HDTBPBr = 1:0,5 (Figura
4.6).
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Figura 4.5. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-
DDTPPBr la diferite rapoarte de functionalizar
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Figura 4.6. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-
HDTBPBr la diferite rapoarte de functionalizare
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In consecintd, pentru a obtine activitate antimicrobiand bund in cazul
materialului CE-DDTPPBr, raport optim este considerat raportul CE:DDTPPBr =
1:0,1, iar pentru materialul CE-HDTBPBr raportul optim este CE:HDTBPBr = 1:0,5.

4.2.2.Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CE cu saruri de fosfoniu asupra tulpinilor
microbiene de referinta

In cazul extractantilor saruri de fosfoniu, acestea diferd atat prin lungimea
lantului substituentului alchil grefat pe structura de bazd a celulozei (dodecil si
hexadecil), cat si prin substituentul de cuaternizare diferit (trifenil, respectiv tributil).
Ratele de inhibitie microbiana calculate pentru fiecare material studiat sunt prezentate
in Tabelul 4.4.

Tabelul 4.4. Rata de inhibitie a cresterii microbiene in cazul utilizarii materialelor obtinute prin
functionalizara CE cu saruri de fosfoniu

Rata de inhibitie (%)
) cl;a;zc;te Staphylococcus Pseudomonas | Escherichia Car?dlda
Material de aureus ATCC aeruginosa coli ATCC a;l\:;_cggs
fosfoniu 25923 ATCC 27853 25922 10231
Celuloza (CE) - 2,8 7,7 20 12,2
CE-DDTPPBr 1:0,012 100 32,0 100 100
1:0,1 100 39,8 100 100
CE-HDTPPBr 1:0,012 30,7 8,4 42,7 65,3
1:0,05 58,7 20,7 44,9 67,0
1:0,1 69,7 21,6 52,6 77,9
1:0,3 100 26,6 87,3 100
1:0,5 100 42,6 89,1 100

in cazul materialului CE-DDTPPBr efectul antibacterian si antifungic s-a
manifestat cu rata de inhibitie de 100%, indiferent de raportul de functionalizare, CE:
DDTPPBr, cu exceptia placilor inoculate cu specia P. aeruginosa. In acest caz,
cresterea raportului de functionalizare de ~10 ori nu a determinat si o marire
substantiala a ratei de inhibitie bacteriene, care a crescut doar de la 32% la 39,8%.
Acest aspect poate fi explicat prin rezistenta speciei de P. aeruginosa [339], la
numerosi agenti cu efect bactericid, dar si prin necesitatea utilizarii unei cantitati
foarte mari de extractant pentru functionalizare ceea ce nu se justifica din punct de
vedere economic.

In cazul utilizarii materialelor CE-HDTBPBr cu rapoare diferite CE:HDTBPBr,
efect bactericid total a fost obtinut pentru tulpina de S.aureus la raportul de
functionalizare CE:HDTBPBr = 1:0,3. Efect antifungic total a fost obtinut in cazul
materialului CE-HDTBPBr, tot la raportul de functionalizare CE:HDTBPBr = 1:0,3.
Acest aspect ar putea fi explicat prin asemanarea peretilor celulari de la bacteriile
Gram-pozitive cu peretele fungic, cel putin in ceea ce priveste structura peretelui
speciei de C. albicans.
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De asemenea, s-a constatat din studiile efectuate, faptul ca rata de inhibitie
a cresterii bacteriene, respectiv fungice este direct proportionalda cu raportul de
functionalizare. In cazul ambelor bacterii Gram-negative testate, materialul CE-
HDTBPBr nu a reusit sa atinga rata de inhibitie maxima. Astfel, asupra P. aeruginosa,
chiar daca raportul de functionalizare CE:HDTBPBr a fost marit de 10 ori, de la 0,01
la 0,1, rata de inhibitie a materialului CE-HDTBPBr a crescut de la 6% la 21,6%.
Respectiv, la cresterea raportului de functionalizare de la 0,1 la 0,5, rata de inhibitie
a materialului CE-HDTBPBr a crescut de la 21,6% la 42,6%. Acelasi efect al
materialului CE-HDTBPBr s-a observat si asupra tulpinii de E. coli, cand cresterea
raportului de functionalizare de 50 ori (de la 0,01 la 0,5) a determinat abia o dublare
a cresterii ratei de inhibitie, de la 42,7 % la 89,1%.

DDTPPBr este extractantul a carui hidrofobicitate este mult mai mare fata de
cea a HDTBPBr, intrucat chiar daca substituentul alchil este mai scurt in cazul
DDTPPBr, substituentul fenil cu care este cuaternizat acest extractant are grad mare
de hidrofobicitate comparativ cu substituentul butil. Pe de altad parte, fiind mai scurt,
segmentul alchil determina o distanta mai mica a gruparii pendante fata de structura
de bazd a CE, ceea ce din nou sporeste efectul antimicrobian. Astfel, este subliniat
rolul balantei hidrofil — hidrofobe a peretelui celular bacterian si hidrofobicitatea
agentului antibacterian Tn manifestarea efectului bactericid. De asemenea, atractiile
electrostatice intre materialele sintetizate si membrana celulara bacteriana au rol
esential In exercitarea efectului bactericid, intrucat fortele puternice de atractie
electrostatica din polielectrolitul adsorbit si moleculele de lipide din membrana
celulara bacteriana determina in final distrugerea celulei bacteriene [340, 341].

4.3.Materiale obtinute prin functionalizarea celulozei cu saruri
cu sulf si azot

4.3.1.Studii pentru stabilirea raportului optim CE: saruri cu sulf si
azot

Pentru stabilirea raportului optim celuloza: sare cu sulf si azot, in
vederea obtinerii unor materiale care sa prezinte activitate antimicrobiana foarte buna
(R.I > 95%) s-au efectuat analize microbiologice, prin tehnici conventionale de
cultivare, urmarind dezvoltarea microorganismelor pe mediu de crestere neselectiv.
Dupa incubarea corespunzatoare, a fost evaluata cresterea cantitativa a coloniilor
bacteriene, prin determinarea numarul total probabil de colonii bacteriene dezvoltate
pe mediul de cultura (UFC/mL).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.5. si Figurile 4.7.- 4.9.

Tabelul 4.5. Influenta raportului CE:saruri cu sulf si azot in manifestarea efectului antimicrobian
al materialelor, exprimata prin nr. de colonii dezvoltate, in cazul materialelor obtinute
prin functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot

Numar unitati formatoare de colonii
Raport CE: sare cu sulf CE-sare cu sulf si azot
si azot i
Mercaptobenzotiazol (MBT) Tiouree (Thio)
1:0,012 36 58
1:0,025 21 31
1:0,05 19 26
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- Continuare Tabel 4.5 -

Numar unitati formatoare de colonii
Raport CE: sare cu sulf CE-sare cu sulf si azot CE-sare cu sulf si
si azot azot
Mercaptobenzotiazol (MBT) Tiouree (Thio)
1:0,075 14 22
1:0,1 12 20
1:0,2 9 16
1:0,3 0 15
1:0,4 0 14
1:0,5 0 11
MARTOR (MO) inocul 145
CE nefunctionalizata 119
(M1)

Raportat la analiza probei de control M1, cand celuloza nefunctionalizata a
permis dezvoltarea bacteriilor pe suprafata mediului de cultura, se poate concluziona
ca prin functionalizarea celulozei cu extractantii: MBT (Figura 4.7) si Thio (Figura
4.8.), odata cu cresterea raportului de functionalizare, capacitatea bactericida este
influentata pozitiv.
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Figura 4.7. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-
MBT la diferite rapoarte de functionalizare

In urma examinarii seriei de culturi microbiene la care s-a utilizat ca si
extractant MBT, s-a constatat ca la raportul CE:MBT = 1:0,3 nu a avut loc crestere
microbiand. In consecinta, raportul ce a prezentat efect bactericid total si este
considerat raport optim CE:MBT de este 1:0,3.
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CE-Thio

Figura 4.8. Comparatie intre proba martor (M0) - CE nefunctionalizata (M1)- materialul CE-
Thio la diferite rapoarte de functionalizare

Pentru materialul CE-Thio, indiferent de raportul de functionalizare studiat, nu
a fost obtinut efect bactericid total, dovedit prin rata maxima de inhibitie bactericida
calculatéa de 90,8% pentru raportul de functionalizare CE:Thio=1:0,5. Pentru o
activitate microbiologica optima raportul optim CE:Thio este 1:0,5.

4.3.2. Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot asupra tulpinilor
microbiene de referinta

Eficienta materialelor obtinute prin functionalizarea celulozei cu saruri cu sulf
si azot este exprimatd, sub forma ratei de inhibitie microbiana, in tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Rata de inhibitie a cresterii microbiene in cazul utilizaérii materialelor obtinute prin
functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot

Rata de inhibitie (%)
. Raport CE: | staphyjococcus | Pseudomonas | Escherichia gﬂﬂﬁi
Material sare cusulf | .0 s ATCC aeruginosa coli ATCC ATCC
si azot 25923 ATCC 27853 25922 e
Celulozé (CE) - 2,8 7,7 20 12,2
1:0,012 25,6 10,0 20,5 54,0
1:0,05 62,9 13,7 22,1 63,2
CE-MBT 1:0,1 100 19,5 50,4 100
1:0,3 100 36,2 65,4 100
1:0,5 100 41,0 100 100
1:0,012 20,7 12,9 28,9 52,5
1:0,05 27,7 20,7 49,6 55,8
CE-Thio 1:0,1 39,3 39,6 51,0 54,5
1:0,3 75,3 44,5 52,4 60,1
1:0,5 76,0 45,1 55,5 60,9
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Functionalizarea celulozei cu MBT sau Thio a determinat mbunatatirea
activitatii antibacteriene si antifungice a celulozei native, dovedit prin obtinerea unei
rate de inhibitie mai mare in cazul materialelor CE-MBT, respectiv CE-Thio comparativ
cu celuloza nativa, chiar si pentru raportul minim de functionalizare CE:extractant =
1:0,012.

Daca vom compara eficienta materialului CE-MBT asupra speciilor testate,
constatam ca efectul antimicrobian este mai bun in cazul bacteriilor Gram-pozitive si
a speciei de fungi, dovedit prin rata de inhibitie de 100% atinsa pentru un raport de
functionalizare CE:MBT = 1:0,1 atadt pentru specia S.aureus, cat si pentru specia
C.albicans. Din nou este sugestiv modul similar de manifestare a efectului
antimicrobian exercitat de cele doua specii sub actiunea materialelor CE-MBT cu
diferite rapoarte CE:MBT testate, intrucat rata de inhibitie calculata pentru raportu de
functionalizare CE:MBT=1:0,05 este aproximativ egala (62,9% pentru specia
S.aureus si 63,2% pentru specia C. albicans).

Cand a fost studiat efectul acestor materiale obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri cu sulf si azot asupra bacteriilor Gram-negative, s-a constatat ca eficienta
acestora este direct proportionald cu cresterea cantitatii de MBT, respectiv cu
cresterea raportului de functionalizare, CE:MBT, insa rata de inhibitie bacteriana
maxima a fost obtinuta doar pentru specia E. coli, la raportul CE:MBT = 1:0,5.

Materialul CE-Thio obtinut prin functionalizarea celulozei cu Thio, chiar si la
cel mai mare raport de functionalizare, nu a avut efect antimicrobian total. Se poate
vorbi mai degrabad de efect bacteriostatic, respectiv fungistatic in cazul acestor
materiale, CE-Thio. Daca consideram suficienta manifestarea efectului bacteriostatic
sau fungistatic, se constata ca biomaterialul nou sintetizat a impiedicat dezvoltarea
bacteriilor, fara a le omori neaparat, observandu-se o inactivare a cresterii tulpinilor
microbiene, asa cum reiese din analiza ratelor de inhibitie prezentate in tabelul 4.5.

CONCLUZII

In contextul rezistentei tulpinilor microbiene la cei mai multi agenti bactericizi
cunoscuti pana in acest moment, dezvoltarea de noi materiale antibacteriene sau
macar cu proprietati bacteriostatice, pornind de la biomateriale, a deschis noi
oportunitdti pentru inhibitiea adeziunii microbiene si limitarea transmiterii acestora.
Intrucadt natura poliolica a celulozei 1i permite sa fixeze o serie de compusi cu
functionalitati chimice care pot modula echilibrul hidrofil / lipofil astfel incat sa-i poata
oferi proprietati imbunatatite, ne determina sa consideram acest polimer natural, CE,
ca fiind un bun material suport cu aplicabilitate in multiple domenii. Spre exemplu, in
ceea ce priveste intrebuintarea materialelor obtinute din functionalizarea celulozei cu
grupari active cu azot, fosfor sau sulf, in tehnologia de conservare a alimentelor,
identificarea unor noi biomateriale cu proprietdti antibacteriene reprezinta una din
cele mai promitatoare tendinte. Este de dorit chiar sa se poata obtine astfel de
materiale antibacteriene care sa fie biodegradabile, motiv pentru care studiul celulozei
reprezinta un desiderat.

Tehnica de functionalizare prin impregnare utilizatd in aceastda tezd de
doctorat pentru functionalizarea celulozei, este o modalitate usoara de obtinere a noi
materiale, fara a implica obtinerea unor produsi secundari de reactie. Pe de alta parte,
in cazul tuturor derivatilor celulozei obtinuti prin functionalizare prin impregnare, au
fost obtinute proprietatile antimicrobiene sporite, comparativ cu celuloza nativa, ceea
ce duce la concluzia ca aceasta tehnica poate fi folositd cu succes pentru obtinerea de
noi materiale, cu efect antimicrobian foarte bun.
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Inhibitiea cresterii tulpinilor Staphylococcus aureus, Escherichia coli si
Candida parapsilosis a fost obtinuta prin utilizarea materialelor CE-DDTMABr, CE-
TDTMABr si CE-DDTPPBr, indiferent de raportul de functionalizare. Materialele
obtinute prin functionalizarea celulozei cu saruri cuaternare de amoniu si fosfoniu au
aratat o capacitate antibacteriana substantiala impotriva speciilor Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans si Pseudimonas aeruginosa chiar si la
concentratii foarte mici de agent antimicrobian imobilizat la suprafata. In cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu,
activitatea antibacteriana a fost dependenta de lungimea Ilantului alchil care
distanteaza gruparea pendanta a sarii cuaternare fata de structura de bazd a celulozei.
In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri de fosfoniu, activitatea
antibacteriana a fost puternic influentata caracterul hidrofob al gruparii pendante
(fenil comparativ cu butil), la care s-a adaugat distanta data de substituentul alchil al
sarii cuaternare (dodecil comparativ cu hexadecil). Materialele obtinute prin
functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot au manifestat in general efect
bacteriostatic sau fungistatic. Exceptie a fost in cazul CE-MBT cand s-a atins rata de
inhibitie maxima asupra speciilor Staphylococcus aureus si Candida albicans la raport
de functionalizare CE:MBT = 1:0,3.

BUPT



5.1. Materiale obtinute prin functionalizarea
chitosanului cu sdaruri cuaternare de amoniu|95

CAPITOLUL 5.

APLICATII MICROBIOLOGICE ALE
CHITOSANULUI FUNCTIONALIZAT

Abundenta polizaharidelor care pot fi utilizate pentru a prepara in mod eficient
materiale antibacteriene fie prin Tmbunatatirea sau modularea proprietatilor
antibacteriene naturale, cum e cazul chitosanului, fie prin conferirea de novo a acestor
proprietati celulozei sau altor polimeri naturali, face ca aceste materiale naturale sa
fie tot mai des studiate, iar aplicabilitatea acestora tot mai variata. Combinarea
activitatii antibacteriene cu alte proprietati bine cunoscute ale acestor polizaharide
deschid perspective bune pentru dezvoltarea viitoare a materialelor functionale
inovatoare.

5.1. Materiale obtinute prin functionalizarea chitosanului cu
saruri cuaternare de amoniu

5.1.1. Studii pentru stabilirea raportului optim CH: saruri cuaternare
de amoniu

Pentru a stabili raportul optim CH:saruri cuaternare de amoniu, care are efect
bactericid asupra inoculului bacterian, fiecare material a fost inoculat dupa
incorporarea in mediu de cultura si incubat timp de 48 h la 310 K, dupa care s-a
determinat numarul total de colonii, raportat la proba de control, M1, corespunzatoare
chitosanului nefunctionalizat (CH), respectiv proba martor, MO, corespunzatoare
inoculului microbian. Acest raport, la care a fost observata absenta completd a
cresterii microbiene sau rata de inhibitie calculata a avut cea mai mare valoare, a fost
considerat raportul optim, minim necesar, care produce efect bactericid total sau
prezinta efect bactericid semnificativ.

Efect bactericid total a fost considerat acolo unde rata de inhibitie a cresterii
bacteriene a fost de 100%.

In cazul materialelor CH-DDTMABr, CH-TDTMABr, Ch-HDTMACI, intrucét la cel
mai mic raport de functionalizare CH:saruri cuaternare de amoniu = 1:0,012 luat in
studiu nu a fost observata crestere bacteriana, s-au sintetizat materiale cu acesti
extractanti la rapoarte masice mai mici, respectiv 1:0,003; 1:0,006; 1:0,009.

In ceea ce priveste unitatile formatoare de colonii, situatia centralizata, pentru
fiecare material sintetizat la diferite rapoarte CH: saruri cuaternare de amoniu sunt
prezentate in Tabelul 5.1.
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Tabelul 5.1. Influenta raportului CH: saruri cuaternare de amoniu in manifestarea efectului
antimicrobian al materialelor, exprimata prin nr. de colonii dezvoltate, in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu

Numar unitati formatoare de colonii
Raport
CH: sare cuaternara de CH-sare cuaternara de amoniu
amoniu Bromurd de Bromurd de tetradecil- Clorura de hexadecil-
dodecil-trimetil- trimetil-amoniu trimetil-amoniu
amoniu (DDTMABr) (TDTMABTI) (HDTMACI)
1:0,003 43 16 36
1:0,006 31 8 32
1:0,009 22 6 24
1:0,012 0 0 0
1:0,025 0 0 0
1:0,05 0 0 0
1:0,075 0 0 0
1:0,1 0 0 0
1:0,2 0 0 0
1:0,3 0 0 0
1:0,4 0 0 0
1:0,5 0 0 0
MARTOR (MO) inocul 145
CH nefunctionalizat (M1) 85

Chitosanul, are el insusi activitate bactericida (Figura 5.1.b.), intrucéat
dezvoltarea bacteriilor pe suprafata mediului de culturd a fost inhibatd, cu o ratd de
inhibitie de circa 41,3%. Acest aspect a fost dovedit prin inocularea unei probe de
control M1 (unde a fost adaugat CH nefunctionalizat), care a fost comparata cu proba
martor MO (Figura 5.1.a.) unde a fost inoculat doar inocul bacterian in mediu de

cultura.

Figura 5.1.a. Cultura bacteriana martor
(MO).

Figura 5.1.b. Proba control - CH
nefunctionalizat (M1)
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Nu este de neglijat faptul ca in prezentul studiu a fost utilizat chitosan cu masa
moleculara medie (1-3kDa) [266] si grad mare de deacetilare (90%), ale carui
proprietati intrinseci sunt favorabile pentru manifestarea efectului bactericid [261],
[265], [240].

In urma examindrii seriei de culturi bacteriene la care s-a utilizat materialul
CH-DDTMABY, (Figura 5.2), s-a constatat ca la rapoarte CH:DDTMABr mai mari de
1:0,012 nu a avut loc crestere bacteriana.
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Figura 5.2. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1) - materialul CH-
DDTMABr la diferite rapoarte de functionalizare

UFC/mL

in consecinta in cazul materialului CH-DDTMABr, raportul optim de
functionalizare CH:DDTMABTr care produce efect bactericid total este CH:DDTMABr
= 1:0,012.

In ceea ce priveste materialul CH-TDTMABT, in urma analizei pl&cilor Petri
au reiesit aceleasi concluzii: prin functionalizare capacitatea sa bactericida este
sporita, astfel incat, materialul CH-TDTMABTr prezinta efect bactericid total la rapoarte
de functionalizare mai mari decat 1:0,009 (Figura 5.3.).
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Figura 5.3. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- materialul CH-
TDTMABTr la diferite rapoarte de functionalizare

in consecinta in cazul materialului CH-TDTMABr, raportul optim de
functionalizare CH:TDTMABr care produce efect bactericid total este CH:TDTMABr
= 1:0,012.

in urma examindrii seriei de culturi bacteriene in cazul materialului CH-
HDTMACI, s-a constatat faptul ca incepand cu raportul CH:HDTMACI = 1:0,012 nu a
avut loc crestere bacteriana (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- material CH-
HDTMACI la diferite rapoarte de functionalizar

UFC/mL
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In consecintd pentru materialul CH-HDTMACI, raportul optim de
functionalizare CH:HDTMACI care produce efect bactericid total este CH:HDTMACI
= 1:0,012.

Toti cei trei extractanti studiati (DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI) sunt saruri
cuaternare de amoniu cu care a fost functionalizat chitosanul, la care difera lungimea
lantului alchil care reprezinta bratul de distantare a catenei extractantului (dodecil,
tetradecil, hexadecil), dar care are catena pe gruparea pendantd, N, identica (metil).

Pentru acesti extractanti, raspunsul bactericid este similar, fapt dovedit de
rata de inhibitie totald a cresterii bacteriene, la rapoarte de functionalizare CH:sare
cuaternara de amoniu.

Hidrofobicitatea si sarcina cationica a substituentului introdus afecteaza
puternic activitatea antibacteriand a materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu
saruri cuaternare de amoniu [9]. S-a demonstrat cd, lungimea lantului alchil care
distanteaza catena extractantului aduce aport hidrofob si contribuie prin sarcina
cationicad la manifestarea efectului bactericid total al CH functionalizat, indiferent de
sarea cuaternara de amoniu utilizata [342].

5.1.2. Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu asupra
tulpinilor de referinta

Pentru a stabili eficienta materialelor sintetizate asupra unor tulpini
bacteriene de referintd, care constituie de altfel cei mai intalniti agenti patogeni, s-au
efectuat teste microbiologice de control asupra tulpinilor de Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) si Candida parapsilosis (ATCC 22019). A fost utilizat un inocul cu o
concentratie de 1 - 2 x 108 UFC/mL (0,5 McFarland), din care s-a insdamantat 1pL,
respectiv o concentratie bacteriana de 1 x 10> UFC/mL pentru fiecare tulpina testata.
Testele au fost efectuate in 3 repetari, utilizandu-se atat raportul optim stabilit
anterior, la testarea efectului antimicrobian asupra inoculului heterotrof, cat si alte
rapoarte CH:sare cuaternara de amoniu, pentru a putea fi observat comportamentul
microbian la diverse rapoarte, fata de raportul optim, fiind astfel confirmat raportul
optim necesar pentru efect bactericid/fungicid total.

Datorita compozitiei diferite a peretilor la bacteriile Gram-pozitive si Gram-
negative, interactiunea materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri
cuaternare de amoniu este diferita pentru aceste doua tipuri de bacterii [7, 209, 240,
242, 253, 255, 342, 344-347].

Calculdnd rata de inhibitie a cresterii bacteriene pentru cele 4 tulpini
specifice utilizate, sub actiunea CH, raportat la proba martor (inocul ATCC), respectiv
pentru materialele obtinute prin functionalizarea CH cu sarurile cuaternare de amoniu
raportat la CH, datele sunt urmatoarele (Tabelul 5.2.).
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Tabelul 5.2. Rata de inhibitie a cresterii microbiene, in cazul utilizarii materialelor obtinute prin

functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu

Rata de inhibitie (%)
R t -
) CHa:pst;rre Staphylococcus Pseudomonas Escherichia Cand.llda_
Material cuaternara aureus ATCC aeruginosa coli ATCC parz_;ln_?:lgss

de amoniu 25923 ATCC 27853 25922 22019
Chitosan (CH) - 13,1 18,5 24,5 17,7

1:0,012 100 31,7 25,8 76,0
CH-DDTMABr 10,1 100 57,2 100 100

1:0,012 100 55,2 100 100
CH-TDTMABr 751 100 60,3 100 100

1:0,012 100 13,1 52,7 100
CH-HDTMACI 70,1 100 29,2 69,0 100

Diferentele in structura peretelui celular al bacteriilor Gram-pozitive si Gram-
negative, (Figura 5.5.), au determinat efecte inhibitorii usor mai mici impotriva
bacteriilor Gram-pozitive in comparatie cu bacteriile Gram-negative pentru CH

nefunctionalizat.
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Figura 5.5. Diferente intre peretele celular la bacteriile Gram-negative si Gram-pozitive [10]
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Experimental a fost dovedit faptul ca locul de legare a CH nefunctionalizat este
la suprafata membranei externe a bacteriilor Gram-negative, prin legare blocand
permeabilitatea membranei, astfel cd, functia de bariera a acesteia este perturbata,
ceea ce modifica viabilitatea celulei [10, 348, 349].

Pentru a obtine materiale cu solubilitate ridicata in apa, mai ales la valori ale
pH-ului fiziologic si activitate antibacteriana imbunatatita, una dintre solutii sunt
materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu [342].
Acest procedeu este preferat datoritd potentialului bactericid al acestor saruri
cuaternare de amoniu [7].

Referitor la manifestarea efectului antibacterian asupra speciei Pseudomonas
aeruginosa, activitatea antibacteriana a materialelor obtinute prin functionalizarea CH
cu saruri cuaternare de amoniu scade pe masura ce distanta sarcinii pozitive fata de
scheletul polimerului (data de azotul cuaternar) creste.

Analiza conformerilor stabili ai celor trei extractanti care au in compozitie
saruri cuaternare de amoniu, arata faptul ca cea mai apropiata sarcina pozitiva, data
de azotul cuaternar, fata de structura de baza a CH este la TDTMABr, urmata de
DDTMABr si HDTMACI. Acest lucru este in acord cu rata de inhibitie calculata pentru
specia Pseudomonas aeruginosa corespunzatoare materialului CH-TDTMABr care are
cea mai mare valoare, 60,3%, pentru un raport CH: TDTMABr = 1: 0,1. In ordinea
cresterii lungimii lantului substituentului alchil care distanteaza sarcina pozitiva data
de azotul cuaternar, fatd de scheletul de baza al CH, celelalte doud saruri sunt:
DDTMABr, respectiv HDTMACI, cu rata de inhibitie calculata pentru materialul CH-
DDTMABr la raportul CH: DDTMABr = 1:0,1 ca fiind 57,2%, respectiv pentru
materialul CH-HDTMACI la acelasi raport masic, 29,2%.

In cazul materialului CH-TDTMABr, chiar si la reducerea raportului
suport:extractant de 10 ori rata de inhibitie se pastreaza aproximativ la acelasi ordin
de marime (55,2% pentru raportul CH:TDTMABr=1:0,012 fata de 60,3% pentru
raportul CH:TDTMABr=1:0,1).

In cazul materialului CH-DDTMABr, reducerea raportului CH:DDTMABr de 10
ori a determinat reducerea aproape la jumatate a eficientei bactericide, rata de
inhibitie fiind redusa de la 57,2% la 31,7%.

In cazul materialului CH-HDTMACI, la reducerea raportului CH:HDTMACI de 10
ori, rata de inhibitie pentru specia Pseudomonas aeruginosa a scazut de la 29,2% la
13,1%, ceea ce inseamna o reducerea substantiala a eficientei bactericide.

Raportat la tulpina de Escherischia coli, desi tot bacterie gram-negativ,
materialul CH-TDTMABr a prezentat activitate bactericida totala, cu o rata de inhibitie
a cresterii bacteriene de 100%, in timp ce materialele CH-DDTMABr si CH-HDTMACI
au o rata de inhibitie aproximativ egald, 54,9%, respectiv 52,7%. Si in cazul speciei
E.coli ratele de inhibitie sunt invers proportionale cu lungimea bratului de distantare
a sarcinii pozitive fata de scheletul polimerului de chitosan, asa cum este si in cazul
speciei Pseudomonas aeruginosa.

Se constata astfel ca activitatea antimicrobiana a celor trei materiale obtinute
prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu asupra celor doua tulpini
Gram-negative este invers proportionald cu distanta datd de lungimea bratului de
distantare a catenei de carbon fata de structura de baza a CH. Asadar, activitatea
antibacteriana a materialelor, avand aceeasi grupare functionald legata de azotul
cuaternar (in cazul de fata gruparea metil), depinde de pozitionarea sarcinii pozitive
pe scheletul polimerului [342].
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In concluzie, pentru aceeasi grupare functionald legatd de polimer prin
substituenti alchil de lungimi diferite, activitatea antibacteriana este mai mare atunci
cand sarcina pozitiva (sau segmentul cationic) este mai apropiata de structura de
baza a polimerului si scade atunci cand gruparea functionala este prezenta la o
distanta crescanda fata de structura de baza a polimerului.

In acest caz, se pare ca cea care afecteaza interactiunea cu membrana
externa a bacteriilor Gram-negative este conformatia derivatului polimerului. Pe
masura ce lungimea lantului substituentului alchil creste, polimerul probabil va avea
tendinta de a adopta o conformatie care este mai putin favorabila pentru legarea
eficienta cu componentele anionice ale membranei bacteriene si, prin urmare,
activitatea antibacteriana se reduce.

Pseudomonas aeruginosa se cunoaste ca este o tulpind rezistenta la cele mai
multe antibiotice utilizate in mod frecvent pentru tratatrea infectiilor [350, 351]. De
aceea, probabil si raspunsul bactericid mai scazut al celor trei materiale obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu asupra acestei bacterii,
comparativ cu raspunsul bactericid al acelorasi materiale asupra bacteriei Escherischia
coli, de asemenea Gram-negativa.

Pentru Staphylococcus aureus, bacterie Gram-pozitiva, indiferent de raportul
de lucru CH:sare cuaternara de amoniu, pentru toate cele trei materiale obtinute prin
functionalizarea chitosanului cu saruri cuaternare de amoniu, rata de inhibitie a fost
100%, activitatea bactericida fiind maxima. Astfel, lipsa membranei externe in cazul
bacteriilor Gram-pozitive faciliteaza manifestarea efectului antibacterian. Un alt
argument consta in prezenta in structura peretelui bacterian Gram-pozitiv a acizilor
teichoici (copolimeri bacterieni ai fosfatului de glicerol sau ribitolului si carbohidratilor
legati prin legaturi fosfo-di-ester), cu caracter anionic [255], care prezinta afinitate
mare pentru derivatii cu caracter cationic, cum sunt sarurile cuaternare.

In cazul Staphylococcus aureus relatia de interdependenta intre pozitia sarcinii
pozitive a azotului cuaternar si scheletul de baza al CH nu a putut fi dovedita. Peretele
bacteriilor Gram-pozitive avand in componenta un strat mai gros de peptidoglican,
extractantii utilizati pe baza de saruri cuaternare de amoniu cu caracter cationic au
aderat mult mai usor la suprafata peretelui celular, deteriorandu-i astfel structura,
ceea ce determina ulterior scurgerea continutului celular si implicit moartea celulelor
bacteriene (Figura 5.5.).

Aceasta inseamna ca structura peretelui celular la bacteriile Gram-pozitive
este distrusa si viabilitatea celulara este perturbata sub actiunea unor compusi cu
caracter hidrofob. In acest caz conformatia substituentului alchil pare sa joace un rol
secundar, deoarece materialul nu trebuie sa reuseasca sa patrunda prin porinele
membranei externe (cum are loc la bacteriile Gram-negative), ci e suficienta
adeziunea la suprafata celulei bacteriene. In acest caz, mai important este
caracterului hidrofob dat de introducerea lantului alchil din sarea cuaternara. Acest
argument sustine ipoteza cd locul de actiune al agentilor antibacterieni este
reprezentat de membrana citoplasmatica a bacteriilor [352], principalii constituenti ai
membranei citoplasmatice fiind proteinele de membrana si fosfolipidele. Astfel,
materialele obtinute prin functionalizarea chitosanului cu saruri cuaternare de amoniu,
care au in structura o catena alchil lunga interactioneaza puternic cu membranele
citoplasmatice datorita unei afinitati hidrofobe fintre lantul alchilic introdus si
fosfolipide, ducand la o activitate antibacteriana mai mare. Potentialul de interactiune
intre derivatii chitosanului (care au saruri cuaternare de amoniu in structurd) si
peretele celular bacterian este puternic influentat de echilibrul dintre caracterul
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hidrofil al celulei bacteriene si caracterul hidrofob al materialului testat. In cazul
bacteriilor Gram-negative, interactiunile cu membrana citoplasmatica sunt
conditionate de patrunderea materialului prin porinele aflate in membrana externa,
ceea ce face ca efectul antibacterian sa fie incetinit comparativ cu cel manifestat
asupra bacteriilor Gram-pozitive [347, 353].

In privinta activitatii antifungice a chitosanului si a materialelor obtinute
prin functionalizarea sa cu saruri cuaternare de amoniu, acestea au prezentat
activitate antifungica deosebitda asupra Candida parapsilosis ATCC 22019.
Manifestarea activitatii antifungice a chitosanului este corelata cu o cantitate mai mare
de acizi grasi nesaturati prezenti in membrana celulara a unor specii de fungi [354].
Continutul de acizi grasi nesaturati influenteaza pozitiv fluiditatea membranei, ceea
ce mai departe influenteaza susceptibilitatea pentru actiunea CH si a materialelor
obtinute prin functionalizarea sa cu saruri cuaternare de amoniu [259]. Aceasta
deoarece o fluiditate mai mare a membranei tinde sa conduca la existenta unei sarcini
negative pe membrana celulara, facilitdnd astfel legarea CH cationic la membrana
celulara fungica, ceea ce determind moartea celulei fungice. Pe de alta parte in
peretele celular fungic la unele specii, printre care si C. parapsilosis sunt prezente
manoproteine, ce au rol de integritate a peretelui celular, aderentd la tesuturile
gazdelor, virulenta si in influenteaza stabilirea unui raspuns imun protector al celulor
gazdei [355]. Aceste manoproteine contin grupari fosfat care, de asemenea,
influenteaza sarcina negativa a peretelui celular fungic [259, 356]. In acest caz, rolul
decisiv in manifestarea proprietatilor antifungice ale materialelor sintetizate in acest
studiu poate fi pus pe seama caracterului hidrofob al acestora, care determina
cresterea interactiunii cu peretele celular fungic [342].

Asadar, in privinta materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri
cuaternare de amoniu asupra activitatii antifungice, aportul caracterului hidrofob este
evident, reflectat in rata de inhibitie, indiferent de lungimea lantului de atomi de
carbon. Activitatea antifungica crescutda a materialului poate fi explicata prin
interactiunea electrostatica intre celula fungica si sarcina pozitiva permanenta
datorata cuaternizarii. Explicatia este ca, cu cat materialele studiate sunt mai puternic
incarcate pozitiv (au caracter cationic mai pronuntat), cu atat pot interactiona mai
puternic cu componente microbiene incarcate negativ, ceea ce duce la activitate
antifungica [342].

Astfel, rata de inhibitie pentru Candida parapsilosis este maxima, mai putin in
cazul raportului CH:DDTMABr=1:0,012 pentru materialul CH-DDTMABr. Posibil ca in
acest caz, extractantul, DDTMABr, avand lant de atomi de carbon mai scurt decat
ceilalti extractanti, sa putem aprecia ca exista un prag minim necesar a fi atins sub
aspectul aportului hidrofob, astfel incat activitatea fungicida sa se poata manifesta.
Asadar, pentru manifestarea activitatii antifungice totale pentru un material sintetizat
(RI=100%), este necesar sa se realizeze un echilibru intre caracterul hidrofob al
materialului testat si caracterul hidrofil al celulei fungice [342].

5.2. Materiale obtinute prin functionalizarea CH cu saruri de
fosfoniu

5.2.1. Studii pentru stabilirea raportului optim CH: sare de fosfoniu

In cazul materialului CH-DDTPPBr, intrucat la cel mai mic raport de
functionalizare CH:sare de fosfoniu = 1:0,012 luat in studiu nu a fost observata
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crestere bacteriand, s-au sintetizat materiale cu acesti extractanti la rapoarte masice
mai miciA, respectiv 1:0,003; 1:0,006; 1:0,0009.

In ceea ce priveste unitatile formatoare de colonii, situatia centralizata, pentru
fiecare material sintetizat la diferite rapoarte CH:sare de fosfoniu sunt prezentate in
Tabelul 5.3.

Tabelul 5.3. Influenta raportului CH:sare de fofoniu in manifestarea efectului antimicrobian al
materialelor, exprimata prin nr. de colonii dezvoltate, in cazul materialelor obtinute
prin functionalizarea CH cu saruri de fosfoniu

Numar unitati formatoare de colonii
Raport CH: sare de fosfoniu
CH:sare de fosfoniu Bromurd de dodecil-trifenil-fosfoniu Bromurd de tri n-butil-hexadecil-
(DDTPPBr) fosfoniu (HDTBPBr)
1:0,003 11 -
1:0,006 6 -
1:0,009 4 -
1:0,012 0 38
1:0,025 0 26
1:0,05 0 24
1:0,075 0 23
1:0,1 0 23
1:0,2 0 22
1:0,3 0 10
1:0,4 0 7
1:0,5 0 4
MARTOR (MO) inocul 145
CH nefunctionalizat 85
(M1)

In urma examinérii seriei de culturi bacteriene la care s-au utilizat materialele
obtinute prin functionalizarea CH cu extractantul DDTPPBr, s-a constatat faptul ca la
rapoarte CH:DDTPPBr mai mari de 1:0,009 nu a avut loc crestere bacteriana. In
consecinta, materialul CH-DDTPPBr, a avut efect bactericid total incepand cu raportul
CH:DDTPPBr = 1:0,012.

Intrucat din analiza probei de control, M1, s-a observat faptul ca doar CH
nefunctionalizat permite dezvoltarea bacteriilor pe suprafata mediului de cultura, se
poate concluziona faptul ca pentru materialul CH-DDTPPBr, indiferent de rapoartele
de functionalizare, capacitatea bactericida este influentata pozitiv (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- materialul CH-
DDTPPBr la diferite rapoarte de functionalizare

La rapoarte de functionalizare a CH cu DDTPPBr mai mari de 1:0,009
dezvoltarea bacteriilor nu a avut loc, ceea ce presupune o rata de inhibitie totala,
respectiv efect antibacterian total. In consecinta raport optim de functionalizare
pentru materialul CH-DDTPPBr a fost considerat raportul CH:DDTPPBr = 1:0,012.

In situatia materialului CH-HDTBPBr, capacitatea bactericida a fost
modificata, fiind direct proportionala cu cresterea cantitatii de HDTBPBr adaugat. Se
observa asadar ca, prin adaos de extractant, capacitatea antibacteriana a materialului
CH-HDTBPBr este imbunatatita (Figura 5.7). La un raport CH:HDTBPBr=1:0,012, rata
de inhibitie a cresterii bacteriene a fost de 55,3%, in timp ce pentru raportul
CH:HDTBPBr=1:0,5, rata de inhibitie a cresterii bacteriene a fost de 95,3%.
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Figura 5.7. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- CH:HDTBPBr la
diferite rapoarte de functionalizare
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Intrucat efect bactericid total al materialului CH-HDTBPBr nu a fost obtinut la
niciunul dintre rapoartele de lucru, s-a considerat raport optim CH:HDTBPBr =
1:0,5.

5.2.2. Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CH-saruri de fosfoniu asupra tulpinilor de
referinta

Inhibitiea cresterii tulpinii Staphylococcus aureus a fost obtinutd si prin
utilizarea materialelor CH-DDTPPBr si CH-HDTBPBr, a caror structura chimica difera
atat prin lungimea lantului substituentului alchil de la structura de baza a CH (dodecil
si hexadecil) pana la sarcina pozitiva a gruparii active, fosfoniu, cat si prin
substituentul de cuaternizare diferit (trifenil si, respectiv, tributil) (Figura 5.8).

S 7

a) DDTPPBr [322] b) HDTBPBr.

Figura 5.8. Conformeri stabili pentru sarurile de fosfoni

Asa cum reiese din analiza celor doua structuri chimice ale extractantilor
DDTPPBr si HDTBPBr (Figura 5.8.), este de asteptat ca activitatea bactericida sa fie
mai bunad in cazul DDTPPBr. Acest aspect se confirma in cazul testelor asupra
bacteriilor Gram-negative, unde atat pentru specia Escherichia coli, cat si pentru
specia Pseudomonas aeruginosa, la acelasi raport suport: extractant, independent de
alegerea acestui raport, rata de inhibitie este mai mare pentru materialul CH-
DDTPPBr, conform datelor din tabelul 5.4.

Tabelul 5.4. Rata de inhibitie a cresterii microbiene in cazul utilizarii materialelor obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri de fosfoniu

Raport Rata de inhibitie (%)
Material CH :dsa re Staphylococcus | Pseudomonas Escherichia Candida

e aureus aeruginosa coli parapsilosis

fosfoniu ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 22019
Chitosan (CH) - 13,1 18,5 24,5 17,7
1:0,012 100 31,0 100 100
CH-DDTPPEY 1:0,1 100 46,6 100 100
1:0,012 100 29,3 20,2 100
CH-HDTBPBr 1:0,1 100 28,2 35,5 100
1:0,5 100 48,6 40,4 100
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Efectul antimicrobian al materialului CH-DDTPPBr determina o rata de inhibitie
de 100 % asupra speciei Escherichia coli si 46,6 % asupra speciei Pseudomonas
aeruginosa, pentru un raport CH:DDTPPBr = 1:0,1.

Pentru acelasi raport CH:HDTBPBr = 1:0,1, in cazul actiunii antimicrobiene a
materialului CH-HDTBPBr asupra speciei Pseudomonas aeruginosa rata de inhibitie
este de 28,2 %, iar prin cresterea raportului CH:HDTBPBr de 5 ori, rata de inhibitie
ajunge sa fie similara (48,6%) cu cea pentru materialul CH-DDTPPBr. In acest caz,
justificarea alegerii raportului de lucru pentru stabilirea raportului optim suport: sare
de fosfoniu tine de considerente economice, dar si de scopul pentru care se utilizeaza
ca si material bactericid, materialul nou sintetizat.

In cazul utilizarii pentru functionalizare prin impregnare a CH a extractantilor
care contin saruri de fosfoniu, rolul in exprimarea efectului antibacterian al acestora
poate fi atribuit atat lantului hidrofob a celor doi derivati, cat si gruparilor aromatice
puternic hidrofobe din substituentul fenil comparativ cu radicalii butil, grefati pe
gruparea activa, fosfoniu [357, 358].

Rezultatele foarte bune obtinute asupra speciei Staphylococcus aureus,
frecvent intalnit in infectiile nosocomiale ale plagilor, ne indreptatesc sa consideram
ca materialele nou sintetizate au activitate antibacteriana excelenta.

In urma experimentelor efectuate, utilizand cele doua materiale, CH-DDTPPBr
si CH-HDTBPBr, rezultatele obtinute au aratat activitate bactericida totala asupra
speciei Staphylococccus aureus. Influenta hidrofobd este decisiva, intrucat atéat
gruparile aromatice, cat si lantul substituentului alchil care distanteaza heteroatoamul
de fosfor, de structura de baza a CH, contribuie la sporirea caracterului hidrofob al
celor doua materiale. Aceasta determina legarea puternica la suprafata celulei
bacteriene, ceea ce duce la o pierdere masiva de componenti intracelulari, ceea ce
duce la epuizarea nutrientilor si ulterior la moartea celulei bacteriene.

Datorita potentialului de a utiliza derivatii chitosanului cu compusi ai fosforului
sau cu fosfati, in domeniul medical [359, 360], in tehnologia implanturilor osoase
ortopedice sau dentare [361], cunoasterea datelor referitoare la activitatea
antibacteriana a materialelor obtinute prin functionalizarea prin impregnare a CH cu
extractanti care contin saruri de fosfoniu este esentiala.

Sub aspectul efectului antifungic al acestor materiale, rata de inhibitie a
cresterii Candida parapsilosis este 100%.

5.3. Materiale obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cu
sulf si azot

5.3.1. Studii pentru stabilirea raportului optim CH: sare cu sulf si
azot

Numarul unitatilor formatoare de colonii, in cazul materialelor obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri de sulf si azot sunt prezentate in Tabelul 5.5 Si Figura
5.9 si Figura 5.10.
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Tabelul 5.5. Influenta raportului CH: sare cu sulf si azot in manifestarea efectului antimicrobian
al materialelor, exprimata prin nr. de colonii dezvoltate, in cazul materialelor obtinute
prin functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot

Numar unitati formatoare de colonii
Raport CH:sare cu sulf CH:sare cu sulf si azot
si azot
Mercaptobenzotiazol (MBT) Tiouree (Thio)
1:0,003 - -
1:0,006 - -
1:0,009 - -
1:0,012 36 58
1:0,025 21 31
1:0,05 19 22
1:0,075 14 26
1:0,1 12 20
1:0,2 9 16
1:0,3 0 15
1:0,4 0 15
1:0,5 0 18
MARTOR (MO) inocul 145
CH nefunctionalizat 85
(M1)

Raportat la analiza probei de control M1, cand CH nefunctionalizat a permis
dezvoltarea bacteriilor pe suprafata mediului de cultura, se poate concluziona ca prin
functionalizarea CH cu MBT, odatd cu cresterea raportului de functionalizare,
capacitatea bactericida este influentata pozitiv (Figura 5.9)
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Figura 5.9. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- CH:MBT la
diferite rapoarte de functionalizare
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In urma examindrii seriei de culturi bacteriene la care s-a utilizat ca si
extractant MBT, s-a constatat ca la raportul CH:MBT = 1:0,3 nu a avut loc crestere
bacteriand. In consecintd, pentru materialul CH-MBT, raportul ce a prezentat efect
bactericid total si este considerat raport optim de functionalizare este raportul
CH:MBT = 1:0,3.

In urma examinarii seriei de culturi bacteriene la care s-a utilizat pentru
functionalizarea CH, Thio, s-a constatat ca pentru niciun raport CH:Thio nu a avut loc
efect bactericid total.

Raportat la analiza probei de control M1, se poate concluziona ca in cazul
materialului CH-Thio, odatad cu cresterea raportului de functionalizare, capacitatea
bactericida este influentata pozitiv (Figura 5.10).

CH-Thio
160
140
120
100
80
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Figura 5.10. Comparatie intre proba martor (M0) - CH nefunctionalizat (M1)- materialul CH-
Thio la diferite rapoarte de functionalizare

Pentru raportul de functionalizare CH:Thio = 1:0,012 a fost obtinutad o rata de
inhibitie a cresterii bacteriene de 22,4%, in timp ce la raportul maxim luat in lucru
CH:Thio = 1:0,5 rata de inhibitie calculata a fost de 60%.

Pentru stabilirea raportului optim de lucru, in conditiile in care nu putem vorbi
despre efect bactericid total, am considerat raport optim de functionalizare,
raportul CH:Thio = 1:0,5.

5.3.2. Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot asupra tulpinilor de
referinta

Desi fuctionalizarea chitosanului pentru a se obtine materiale biofunctionale
cu caracter policationic este foarte larg raspandita in randul cercetarilor din ultimii
ani, de mare interes este si strategia de reducere a sarcinii pozitive a gruparilor amino
protonate prezentate pe suprafata polimerica a chitosanului, astfel incat sa se obtina
derivati cu caracter anionic. Derivatii de chitosan cu caracter anionic au aplicabilitate
buna in domeniul medical, in cazul regenerarii tisulare si prezintad activitate

BUPT



110|Capito|u| 5.Aplicatii microbiologice ale

chitosanului functionalizat

antibacteriana sau antifungica selectiva. Derivatii cu sulf ai chitosanului au caracter
anionic si au structura asemanatoare heparinei, fiind capabili de interactiune
electrostatica cu factori de crestere celulara incarcati pozitiv, stabilizandu-i si
prevenind degradarea lor [362].

In aceasta teza de doctorat s-a dorit evidentierea existentei unei activitati
antibacteriene sau antifungice a materialelor care se obtin prin functionalizarea CH,
cu saruri cu sulf si azot sub forma gruparii -thiol. Compusii care contin gruparea thiol
sub forma ionizatd au reactivitate ridicata si prezintd numeroase functii biologice: rol
de cofactori metalici, participanti in structura proteinelor, precursori ai grupelor fier-
sulf implicate in lantul de transport al electronilor care asigura energia necesara
organismelor [363, 364].

Datorita recomandarilor MBT ca agent antibacterian si antifungic [365, 366],
am recurs la testarea materialului obtinut prin functionalizarea prin impregnare a CH
cu MBT ca si potential agent antibacterian si antifungic.

Efectul antifungic total al materialului CH-MBT asupra speciei Candida
parapsilosis a fost observat pentru raportul CH: MBT = 1:0,3, la care rata de inhibitie
a fost 100%. Pentru rapoarte de functionalizare mai mici, rata de inhibitie calculata
este prezentata in tabelul 5.6.

Tabelul 5.6. Rata de inhibitie a cresterii microbiene, in cazul utilizarii materialelor obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot

Rata de inhibitie (%)
; Raport Staphylococcus Pseudomonas Escherichia Candida
Material CH: sare aureus aeruginosa coli parapsilosis
cu sulf si ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 22019
azot

Chitosan (CH) - 13,1 18,5 24,5 17,7

CH-MBT 1:0,012 38,6 22,8 25,8 80,6

1:0,1 64,0 26,3 33,6 83,6

1:0,3 100 33,5 70,3 100

1:0,5 100 38,8 72,3 100

CH-Thio 1:0,012 43,5 36,6 38,6 81,5

1:0,1 48,3 38,6 43,5 86,7

1:0,5 54,4 46,7 51,0 100

Gruparea thiol este necesara pentru a se putea materializa efectul antifungic
si antibacterian. In privinta activitatii antibacteriene a materialului CH-MBT, in cele
mai multe studii, efectul extractantului, MBT, este considerat mai de graba a fi
bacteriostatic, decat bactericid [366].

Functionalizarea polimerului natural chitosan cu MBT a determinat
fmbunatatirea activitatii antibacteriene si antifungice a chitosanului nativ, dovedit prin
obtinerea unei rate de inhibitie mai mare in cazul materialului CH-MBT, comparativ cu
chitosanul nativ, chiar si pentru raportul minim de functionalizare CH:MBT=1:0,012,
asa cum reiese din tabelul 5.6. Prin cresterea raportului CH:sare cu sulf si azot, creste
concentratia de MBT si implicit se observa obtinerea unei rate maxime de inhibitie
bacteriana in cazul speciilor Staphylococcus aureus si Candida parapsilosis. De aici
concluzia cum cd, modul de actiune bactericid / fungicid al materialului CH-MBT este
asemanator, in cazul bacteriilor Gram-pozitive cu cel al fungilor, cel putin pentru fungii
cu perete celular asemanator Candida parapsilosis.
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in privinta efectului materialului CH-MBT asupra bacteriilor Gram-negative,
efectul bactericid este mult mai slab exprimat, dovedit prin rata de inhibitie maxim
obtinuta de 38,8% pentru specia Pseudomonas aeruginosa si respectiv 72,3% pentru
specia Escherichia coli, la raportul maxim luat in studiu, CH:MBT = 1:0,5.

Daca este sa comparam eficienta materialului CH-MBT la raportul CH:MBT=
1:0,012, pentru specia Pseudomonas aeruginosa aceasta este de 22,8%, iar pentru
specia Escherichia coli rata de inhibitie este 25,8%, fara diferente semnificative.

Atata timp cat inlocuirea hidrogenului in pozitia 4 a inelului fenil prezent la
pozitia a sasea a inelului benzotiazol cu o grupare nitro care atrage electronii, duce la
pierderea completa a activitatii [366], este de asteptat ca prin legarea extractantului
MBT la gruparea -NH; a chitosanului, activitatea antibacteriand sa fie redusa
substantial, comparativ cu materialele care aduc caracter policationic (materialele
obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare cu amoniu sau saruri de
fosfoniu). Dar, prin legarea gruparii thiol ionizate, de azotul din structura CH se
formeaza un derivat asemanator nitrosothiolilor ce au rol foarte important in ciclul
redox celular sau in procesele de semnalizare celulara [364].

In aceste conditii, in cazul materialului CH-MBT care a prezentat activitate
bactericida selectiva ar putea fi utilizat in domeniul medical sau in industria agricola.

Tioureea, avand posibilitate de a dona electroni prin intermediul oxigenului,
azotului si sulfului din structura sa, ofera o multitudine de posibilitdti de legare.
Materialele obtinute prin functionalizarea chitosanului cu tiouree sunt cunoscute ca
urmare a rolului liganzilor, capabili sa coordineze o serie de ioni metalici, dar si ca
liganzi neutri, monoanioni sau dianioni [367].

Conform studiilor, eficacitatea materialului CH-Thio, impotriva bacteriilor
Gram-pozitive este mai mare decat impotriva bacteriilor Gram-negative. Din datele
obtinute se constata faptul ca indiferent de raportul CH:Thio luat in studiu pentru
obtinerea materialului, rata de inhibitie pentru specia Staphylococcus aureus a fost
mai mare decat cea corespunzatoare speciilor Pseudomonas aeruginosa si Escherichia
coli (vezi Tabel 5.6).

Efectul antifungic al materialului CH-Thio este sustinut de interactiunile
electrostatice a sarcinilor pozitive ale polimerului cu fosfolipide incarcate negativ din
membranele celulare [356, 368]. Insa din cauza dinamicii compozitiei peretelui celular
fungic, un mecanism clar pentru efectul antifungic este greu de stabilit. Se poate
concluziona faptul ca efectul antifungic al materialului CH-Thio este dependent de tipul
de fung asupra caruia actioneaza [11, 356].

Materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot,
comparativ cu materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de
amoniu si cu saruri de fosfoniu, au prezentat efect bactericid / fungicid mai scazut.

CONCLUZII

Materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu
au prezentat o activitate antimicrobiand foarte bund pentru toate microorganismele
examinate, cu exceptia speciei Pseudomonas aeruginosa, bacterie care este
cunoscutd pentru rezistenta sa la majoritatea antibioticelor uzuale.

De asemenea, toate materialele obtnute prin functionalizarea CH cu saruri
cuaternare de amoniu au prezentat o activitate antibacteriand mai mare, in general,
impotriva S. aureus decat asupra Escherichia coli.
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Hidrofobicitatea, care se coreleaza bine cu bioactivitatea substantelor chimice,
este o caracteristica foarte importantda si comportamentul hidrofob diferit al
materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu joaca
un rol important in mecanismele lor de activitate biologica, indiferent ca este vorba
despre activitatea antibacterianda sau antifungica. Astfel, s-a demonstrat faptul ca
lungimea lantului alchil care distanteaza catena extractantului aduce aport hidrofob si
contribuie prin sarcina cationicd la manifestarea efectului bactericid total al
materialului, indiferent de natura extractantului - sarea cuaternard de amoniu
utilizata.

Materialele obtinute prin functionalizarea chitosanului cu saruri de fosfoniu
prezinta rezultate foarte bune in ceea ce priveste activitatea microbiologica asupra S.
aureus.

In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot,
activitatea antibacteriana / antifungica asupra Staphylococcus aureus si Candida
parapsilosis este mai putin evidenta in cazul rapoartelor mici de functionalizare si
creste odata cu cresterea raportului CH:sare cu sulf si azot.

In cazul bacteriilor Gram-negative testate, efectul raportului CH:Thio este
mai degraba unul bacteriostatic, decat unul bactericid, motivat de rata de inhibitie
aproximativ de acelasi ordin de marime, la o modificare a raportului de functionalizare
CH: sare cu sulf si azot de 50 ori.
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CAPITOLUL 6.
CONCLUZII FINALE. CONTRIBUTII ORIGINALE

Teza de doctorat este structurata in doud parti, structurate in 6 capitole si
149 pagini.

In partea I a tezei de doctorat se prezinta stadiul actual al cunoasterii n
domeniul sintezei, caracterizarii si aplicatiilor unor noi materiale naturale menite sa
prezinte proprietati microbiologice semnificative.

Necesitatea realizarii acestui studiu porneste de la dorinta obtinerii unor
materiale naturale cu proprietati dirijate, in vederea imbunatatirii actiunii si eficacitatii
lor microbiologice. Teza de doctorat prin continutul ei, a necesitat cunostinte teoretice
si experimentale, avand un profund caracter interdisciplinar prin utilizarea
cunostintelor de inginerie chimica si de mediu, biotehnologie, tehnica microbiologica,
metode moderne de analiza.

Chitosanul si celuloza reprezinta cei mai abundenti polimeri naturali, de
origine animala sau vegetald, sunt netoxici si biodegradabili, fiecare fiind purtatori ai
unor grupari functionale care sa le confere biocompatibilitate si proprietati superioare
fata de precursorii naturali.

Cei doi polimeri naturali studiati, chitosanul si celuloza, prezintd simetrie
structurald, avand aceleasi legaturi B-glicozidice, diferenta principala fiind prezenta
gruparilor amino primare la C2 in chitosan, in locul gruparilor hidroxil din structura
celulozei (Figura 6.1).

chitosan celuloza
Figura 6.1. Structura chitosanului si celulozei [190, 209]

in stare nativd ambii polimeri naturali studiati au foarte putine aplicatii in
comparatie cu diversitatea aplicatiilor formelor lor modificate. Prin modificarea
chimicd a structurii de baza a celor doi polimeri sunt imbunatatite majoritatea
proprietatilor native, sau sunt imprimate proprietati noi, printre care obtinerea unui
efect antimicrobian substantial al acestora.

Desi polimerii naturali cu efect antimicrobian se pot obtine prin modificarea
permanenta a polimerilor naturali prin reactii chimice, in aceasta teza de doctorat s-
a utilizat o tehnica de functionalizare prin impregnare, metoda SIR (Solvent
Impregnated Resin), obtindndu-se 135 materiale noi. Aceste materiale sunt
obtinute pornind de la doua suporturi: celuloza (CE) si chitosan (CH), 7 extractati
prietenosi cu mediul: (i) saruri cuaternare de amoniu (bromura de dodecil-
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trimetil-amoniu (DDTMABr), bromura de tetradecil-trimetil-amoniu (TDTMABF),

clorura de hexadecil-trimetil amoniu (HDTMACI)), (ii) saruri de fosfoniu (bromura

de dodecil-trifenil fosfoniu (DDTPPBr), bromura de tri n-butil-hexadecil fosfoniu

(HDTBPBr)) si (iii) saruri cu sulf si azot (tiouree (Thio), mercaptobenzotiazol

(MBT)). Rapoartele masice suport:extractant pentru toate materialele studiate sunt:

1:0,012; 1:0,024; 1:0,05; 1:0,075; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,4; 1:0,5. Suplimentar,

in cazul materialelor CH-DDTMABr, CH-TDTMABr, Ch-HDTMACI, intrucat la cel mai mic

raport de functionalizare CH:saruri cuaternare de amoniu = 1:0,012 luat in studiu nu

a fost observata crestere bacteriana, s-au sintetizat materiale cu acesti extractanti la

rapoarte masice mai mici, respectiv 1:0,003; 1:0,006; 1:0,0009.

Pentru a putea stabilii daca materialul prezinta proprietati bactericide, s-a
procedat la efectuarea unor studii microbiologice, care sa evidentieze comportamentul
acestor materiale in prezenta unui consortiu de bacterii obtinut din apa prelevata din
raul Bega. Studiile microbiologice au fost efectuate prin tehnici conventionale de
cultivare, urmarind dezvoltarea microorganismelor.

Punerea in evidentd a efectului bactericid s-a realizat prin determinarea
numarului total de bacterii mezofile aerobe si facultativ anaerobe, cultivate la 37°C
(numar total de germeni, NTG). Prezenta bacteriilor heterotrofe aerobe si facultativ
anaerobe s-a pus in evidenta prin insamaéantarea apei sau dilutiilor zecimale prin
procedeul incorporarii in mediu nutritiv solid (geloza nutritiva), dupa normativul SR
EN ISO 6222:2004.

Scopul principal al numararii coloniilor consta in posibilitatea de a detecta
variatiile in raport cu modificarea rapoartelor suport: extractant.

Rezultatele au fost exprimate ca numar de unitati formatoare de colonii
per mililitru (UFC/mL).

In absenta coloniilor in cutiile insamantate care contin volume de probe de
analizat nediluate, rezultatul se exprima ca fiind nedetectabil intr-un mililitru.

Daca cutiile insamantate contin mai mult de 300 colonii, rezultatul se exprima
numai ca numar aproximativ de unitati formatoare de colonii. Ulterior, pentru
exprimarea eficientei materialului asupra dezvoltarii microbiene, rezultatele obtinute
au fost exprimate sub forma ratei de inhibitie a cresterii microbiene.

O prezentare schematizatda a modului de obtinere si testare microbiologica a
materialelor se gaseste in Figura 6.2.

Materialele obtinute prin functionalizarea, prin impregnare a celulozei (CE)
sau chitosanului (CH) cu o serie de extractanti, la raportul masic
suport:extractant=10:1, au fost caracterizate prin microscopie electronica de
scanning, SEM, dispersie de energie de raze X, EDX si spectroscopie in infrarosu cu
transformata Fourier, FT-IR pentru a pune in evidenta prezenta extractantului
(DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI, DDTPPBr, HDTBPBr, MBT si Thio) pe suprafata
suportului (CE sau CH). De asemenea, s-a determinat si suprafata specifica, diametru
porilor si volumul total al porilor pentru materialele sintetizate. Astfel:

- In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea celulozei se poate observa din
micrografiile SEM faptul ca pentru toate materialele obtinute fibrele de celuloza
sunt mai aglomerate in urma functionalizarii. S-a observat ca materialele obtinute
au multe fibre mai subtiri. Cu toate acestea, nu au fost observate diferente
structurale majore intre fibrele de celuloza si materialele obtinute prin
functionalizarea celulozei cu extractanti. Aceasta modificare morfologica este
atribuita umflarii si dezintegrarii partiale a fibrelor celulozice in timpul procesului
de modificare a suprafetei, urmata de insertia de fragmente cu grupari active
prezente in extractanti, care acopera suprafata fibrelor. Cu toate acestea, fibre de
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dimensiuni micro analoge cu o microstructura de suprafata aspra si in forma de
tija sunt relevate pentru probele pe baza de celuloza microcristalind, demonstrand
functionalizarea suprafetei omogena fara variatii mari a morfo suprafetei.

in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea, prin impregnare a chitosanului
s-au constatat din imaginile SEM faptul ca morfologia materialelor obtinute in urma
functionalizarii chitosanului nu se modifica semnificativ fata de materialului suport,
(CH). Prezinta forma grauntoasa.

EXTRACTANT

DDTMABr
DDTPPBr MBT
TOTMABr

CELULOZA CHITOSAN HDTBPBr  Thio
(CE) (CH) HDTMACI
— —
Metoda SIR
(Solvent
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Resin)
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\ . .
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Figura 6.2. Modul de obtinere si testare microbiologica a materialelor

Din spectrele EDX se observa peak-urile specifice compozitiei celulozei si anume C
si O, sau peak-urile specifice C, N si O, din structura chitosanului. Totodata sunt
prezentate spectrele EDX carcateristice materialelor sintetizate prin
functionalizarea celulozei, in care se observa peak-urile specifice elementelor
prezente in compoztia celulozei, dar si a extractantilor. Astfel, apar peak-uri
specifice extractantilor DDTMABr si TDTMABr si anume Br si N, sau Cl. Totodata,
apar peak-uri specifice P si Br, elemente prezente in extractantii DDTPPBr si
HDTBPBr sau peak-uri specifice S si N, elemente prezente in in extractantii MBT si
Thio.

Din spectrele FT-IR se poate afirma faptul ca atat celuloza cét si chitosanul au fost
functionalizati cu succes cu cei 7 extractanti luati in studiu.

Din datele privind suprafata specificd, diametrul porilor si volumul total de pori a
CE si a materialelor obtintue prin functionalizarea CE, se poate afirma faptul ca:
(i) suprafata specifica a materialelor CE-DDTMABr (0,002 nm) si CE-HDTMACI
(0,082 nm) este mai mica decat a CE (0,091 nm), iar a celorlalte materiale este
mai mare (intre 0.168 nm si 5.429 nm); (ii) diametrul porilor materialelor CE-
DDTMABr (176 nm) este mai mare decat a CE (66,0 nm), iar a celorlalte materiale
este mai mic (intre 3,08 nm si 36,5 nm); (iii) volumul total al
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- porilor al materialului CE- DDTMABr (6,278-10"% cm3/g) este mai mic decat al CE
(2,563:10"% cm3/q), iar iar a celorlalte materiale este mai mare (intre 2,335-10%
cm3/g si 1,077-10°3 cm3/g);

- Din datele privind suprafata specifica, diametrul porilor si volumultotal de pori a
CE si a materialelor obtintue prin functionalizarea CH, se poate afirma faptul ca:
(i) suprafata specifica a materialelor este mai mica decat a CH; (ii) diametrul
porilor materialelor este aproximativ asemanator cu al CH; (iii) volumul total al
porilor al materialelor este mai mic decat al CH.

6.1. Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CE asupra unui inocul heterotrof

in privinta potentialului antimicrobian al CE, acesta poate fi pus in evidentd
numai prin intemediul materialelor obtinute prin functionalizarea acesteia, CE nativa
neavand efect antimicrobian semnificativ (rata de inhibitie a cresterii bacteriene de
17,93%). De aceea, utilizarea acestui polimer natural pentru obtinerea unor materiale
cu proprietati avansate este justificata in principal prin aceasta activitate
antibacteriana sporita impotriva microorganismelor patogene.

Am sintetizat materiale avand drept suport CE si trei extractanti - saruri
cuaternare de amoniu: DDTMABr, TDTMABr si HDTMACI; doi extractanti - saruri de
fosfoniu: DDTPPBr, HDTBPBr si doud saruri cu sulf si azot: MBT si Thio.

Pentru a stabili eficienta materialelor obtinute, s-au luat in lucru mai multe
rapoarte CE:extractant (w:w), astfel incat sa poata fi urmarita eficienta raportului de
functionalizare. Rapoartele suport:extractant luate in lucru au fost: 1:0,012; 1:0,025;
1:0,050; 1:0,075; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,4; 1:0,5. Ulterior, materialele obtinute la
aceste rapoarte au constituit materialele solide pentru testarea eficientei lor, sub
aspect al activitatii antimicrobiene, efectuandu-se teste microbiologice.

Eficienta materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu sarurile
cuaternare de amoniu, sub aspect al numarului unitatilor formatoare de colonii
bacteriene dezvoltate, este prezentata in Figura. 6.3., respectiv rata de inhibitie atinsa
de fiecare material obtinut in urma functionalizarii este prezentata in Figura 6.4.
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Figura 6.3. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu
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Indiferent de sarea cuaternard de amoniu utilizatd pentru functionalizarea CE,
materialele obtinute au prezentat efect antibacterian total incepand cu raportul
CE:sare cuaternara de amoniu = 1:0,1.
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Figura 6.4. Rata de inhibitie bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri cuaternare de amoniu

Rata de inhibitie a cresterii bacteriene este maxima, incepand cu raportul de
functionalizare CE:sare cuaternara de amoniu = 1:0,1. Chiar si la rapoarte de
functionalizare mai mici, s-a obtinut o rata de inhibitie a cresterii bacteriene cuprinsa
intre 78,99%, pentru materialul CE-HDTMACI obtinut la raportul CE:HDTMACI=
1:0,012 si 95,80%, pentru materialul CE-TDTMABr obtinut la raportul CE:TDTMABr =
1:0,5. La rapoarte mici de functionalizare CE:TDTMABr = 1:0,012 - 1:0,075,
materialul CH-TDTMABr a prezentat rata de inhibitie usor mai mare.

Rata de inhibitie a cresterii bacteriene, cand au fost testate materiale obtinute
prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu, a crescut in ordinea TDTMABr
> DDTMABr > HDTMACI. Acest aspect a fost corelat cu distanta data de lungimea
bratului substituentului alchil, de la structura de baza a polimerului (scheletul
polimeului), pana la sarcina pozitiva data de azotul cuaternar.

Eficienta materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri de
fosfoniu, sub aspect al numarului unitatilor formatoare de colonii bacteriene
dezvoltate, este prezentata in Figura. 6.5., respectiv rata de inhibitie atinsa de fiecare
material obtinut in urma functionalizarii CE este prezentata in Figura 6.6.
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Figura 6.5. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri de fosfoniu

Materialele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri de fosfoniu au prezentat
eficienta antimicrobiana buna si foarte bund, dovedita prin lista cresterii coloniilor
bacteriene pentru materialul CE-DDTPPBr, incepand cu raportul de functionalizare
1:0,1.
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Figura 6.6. Rata de inhibitie bacteriand, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri de fosfoniu

Rata de inhibitie a cresterii bacteriene pentru materialele CE-HDTBPBr a variat
in intervalul 70,59%, la raportul de functionalizare CE:HDTBPBr =1:0,012 si 98,32%,
la raportul de functionalizare CE:HDTBPBr =1:0,5. Pentru materialul CE-DDTPPBr
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variatia ratei de inhibitie a cresterii microbiene a fost in intervalul 94,96%, la
raportul de functionalizare CE:DDTPPBr=1:0,012) si 100%, la rapoarte de
functionalizare CE:DDTPPBr =1:0,5), ceea ce indica eficienta antimicrobiana foarte
buna pentru acest material.

Indiferent de raportul de functionalizare, materialul CE-DDTPPBr a manifestat
ratd de inhibitie a cresterii bacteriene mai bunda comparativ cu materialul CE-
HDTBPBr. Acest aspect a fost corelat cu diferenta de hidrofobicitate datd mai ales de
substituentul de cuaternizare diferit (trifenil, respectiv tributil). Desi, cei doi
extractanti, DDTPPBr si HDTBPBr au si lungime diferitad a lantului substituentului alchil
(dodecil si hexadecil) care distanteaza sarcina pozitiva a gruparii active de structura
de baza a CE, aportul de hidrofobicitate este neesential, comparativ cu cel imprimat
de substituentul de cuaternizare.

Eficienta materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cu
sulf si azot, sub aspect al numarului unitatilor formatoare de colonii bacteriene
dezvoltate, este prezentata in Figura 6.7., respectiv rata de inhibitie atinsa de fiecare
material obtinut in urma functionalizarii este prezentata in Figura 6.8.
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Figura 6.7. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot

in privinta materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu sdruri cu sulf si
azot, efect antimicrobian mai bun a manifestat materialul CE-MBT. Independent de
raportul de functionalizare, materialul CE-Thio au permis dezvoltarea unui numar mai
mare de colonii bacteriene, comparativ cu materialul CE-MBT, pentru care, odata atins
raportul de functionalizare CE:MBT = 1:0,3 nu a mai fost observata crestere
microbianad. Acest aspect a fost corelat cu atingerea unui echilibru al caracterului
hidrofob/hidrofil, care se pare ca este necesar a fi atins pentru obtinere aefectului
antimicrobian total.
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Figura 6.8. Rata de inhibitie bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE
cu saruri cu sulf si azot

Rata de inhibitie a cresterii bacteriene pentru materialele obtinute prin
functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot variaza intre 51,26% pentru materialul
CE-Thio la raportul de functionalizare CE:Thio=1:0,012) si 100% pentru materialul
CE-MBT la rapoarte CE:MBT de functionalizare mai mari de 1:0,3).

Pentru materialul CE-Thio, intrucat rata de inhibitie a cresterii bacteriene a
fost in intervalul 51,26%-90,76%, corespunzatoare unei cresteri a raportului de
functionalizare CE:Thio de 50 ori, putem considera ca aceste materiale au efect
bacteriostatic, ceea ce presupune o inhibitie a dezvoltarii bacteriilor, fara a le omori
neaparat.

In consecintd, datorita abundentei gruparilor hidroxil pe suprafata CE, este
posibila modificarea cu usurinta a suprafetei CE cu o serie de grupari chimice (N, P
sau S), care imprima proprietati specifice noului derivat format, cu aplicatii variate:
materiale biodegradabile de inalta performanta, inginerie biomedicala, industria
medicamentelor, ca agent antimicrobian, cataliza, industria textila, agent floculant in
tratarea apelor etc.

6.2. Efectul antimicrobian al materialelor obtinute prin
functionalizarea CH asupra unui inocul heterotrof

Chiar daca CH are, prin gruparea amino prezenta in structurd, o activitatea
antibacteriana intrinseca (dovedita prin rata de inhibitie a cresterii bacteriene de
41,38%), prin modificarea CH nativ, se pot obtine derivati ai acestuia cu proprietati
antimicrobiene remarcabile, cum sunt materialele obtnute prin functionalizarea prin
impregnare a CH cu saruri cuaternare de amoniu sau saruri de fosfoniu, la care a fost
atinsad rata maxima de inhibitie bacteriana.

S-au sintetizat prin functionalizarea CH cu aceiasi extractanti, materiale la
raporte de functionalizare diferite, pentru a urmari eficienta materialelor sub aspect
al manifestarii activitatii antimicrobiene.
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Astfel, atunci cédnd au fost testate materialele obtinute prin
functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu, CH-DDTMABr, CH-
TDTMABr si CH-HDTMACI, s-a observat crestere bacteriana doar la rapoartele 1:0,003
pana, la 1:0,009, la toate celelalte rapoarte de functionalizare cresterea bacteriana
nefiind observata (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu

In consecintd, rata de inhibitie a cresterii bacteriene pentru materialele
obtinute prin functionalizarea Ch cu saruri cuaternare de amoniu a foat maxima pentru
rapoartele 1:0,012 panala 1:0,5.

La rapoartele de functionalizare CH:sare cuaternara de amoniu mai mici, rata
de inhibitie a cresterii bacteriene a variat intre 49,41 %, pentru materialul CH-
DDTMABr obtinut la raport CH:DDTMABr=1:0,012 si 92,94% pentru materialul CH-
TDTMABr obtinut la raport CH-TDTMABr=1:0,009 (Figura 6.10).

100 ~ II_l_LL.I.LLl.LL.lLL.I.LLJ.L.I.LLl.LL.I.LL
80 A
S 60 1
= N mCH
; 40 A
® CH-DDTMABr
20 A
CH-TDTMABTr
0

CH-HDTMACI
D P Qo”\’)"f)(og’\%gx O Q’\’)Q\D(Q(\o
Qfx O o o¥a¥ o P a® AT RTINS
(G \ \ NTONTNNS

raport CH:sare cuaternara de amoniu

Figura 6.10. Rata de inhibitie bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea
CH cu saruri cuaternare de amoniu
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La rapoarte mici de functionalizare, pentru materialele CH-saruri cuaternare
de amoniu, efectul antibacterian a fost corelat cu lungimea substituentului alchil al
fiecarui extractant, respectiv cu distanta de la azotul cuaternar pana la scheletul de
baza al chitosanului, data de conformatia acestui brat.

In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri de
fosfoniu, CH-HDTBPBr si CH-DDTPPBr, la rapoarte de functionalizare intre 1:0,012
si 1:0,5, cresterea bacteriana a fost observata la materialul CH-HDTBPBr, in timp ce
materialul CH-DDTPPBr nu a prezentat crestere bacteriana (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri de fosfoniu

Pentru a observa incepand cu ce raport de functionalizare se manifesta efectul
antibacterian in cazul materialelor CH-DDTPPBr, am sintetizat raporte 1:0,003 pana
la 1:0,009 si s-a confirmat ca efect bactericid total, in cazul acestor materiale, se
obtine incepénd cu raportul masic 1:0,012 (Figura 6.12.).
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Figura 6.12. Rata de inhibitie bacteriand, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea
CH cu saruri de fosfoniu
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Rata de inhibitie a cresterii bacteriene pentru materialul CH-DDTPPBr a variat
intre 87,06% (raport CH:DDTPPBr=1:0,003) si 95,29% (raport CH:DDTPPBr =
1:0,009), ceea ce presupune o activitate antibacteriana foarte buna chiar si la
utilizarea unei cantitati foarte mici de extractant.

Rezultatele foarte bune, sub aspect al manifestarii efectului antibacterian, a
fost justificat prin aportul adus de caracterul hidrofob al substituentului fenil in cazul
materialului CH-DDTPPBr, comparativ cu substituentul butil, in cazul materialului CH-
HDTBPBr.

Este dovedit astfel rolul extrem de impoprtant pe care il joaca balanta
hidrofil/hidrofob in manifestarea efectului bactericid, la intercatunea cu celula
bacteriana.

Pentru materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cu sulf
si azot, rezultatele sunt similare cu cele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri
cu sulf si azot. Efect antibacterian mai bun are materialul CH-MBT, comparactiv cu
materialul CH-Thio, indiferent de raportul de functionalizare CH:sare cu sulf si azot
(Figura 6.13).
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Figura 6.13. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul
materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cu sulf si azot

Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a crescut proportional cu cresterea
raportului de functionalizare (Figura 6.14.), atingand valoarea maxima (100%) pentru
materialul CH-MBT incepéand cu raportul de functionalizare CH:MBT=1:0,3.

La raport de functionalizare CH:Thio=1:0,012 pentru materialul CH-Thio a
fost obtinutd o ratd de inhibitie a cresterii bacteriene de 31,76%, in timp ce in cazul
aceluiasi material, pentru raportul de functionalizare CH:Thio=1:0,5 s-a atins rata de
inhibitie de 78,82%. Pe baza acestor rezultate, desi raportul de functionalizare
CH:Thio a fost crescut de 50 ori, rata de inhibitie abia a crescut de 2,5 ori, ceea ce ne
determina sa consideram ca acest material, CH-Thio are efect mai degraba
bacteriostatic si nu bactericid.
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Figura 6.14. Rata de inhibitie bacterianad, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea
CH cu saruri cu sulf si azot

Datorita prezentei gruparii - NH», care actioneaza ca un nucleofil puternic, CH
poate fi functionalizat cu o gama larga de grupari active/pendante pentru a i se
modula structura pentru aplicatii specifice. Aceasta versatilitate structurala ii confera
chitosanului modificat multiple aplicatii: in industria alimentard - datorita filmelor de
protectie ce pot fi obtinute si ulterior aplicate pentru conservarea produselor, in
medicina si farmacie - ca agent antibacterian sau antifungic, in ingineria tesuturilor
si in vindecarea ranilor, in industria medicamentelor, in industria textila, in tratarea
apelor uzate etc.

Asadar, particularitatea CH este data de prezenta gruparii amino primare,
care ii confera un grad mare de reactivitate, in timp ce in structura celulozei, prezenta
a cate trei grupari hidroxil in fiecare unitate monomera permite formarea de legaturi
de H intramoleculare si intermoleculare puternice.

6.3. Efectul antimicrobian al materialelor asupra tulpinilor de
referinta. Prezentare comparativa.

Cei doi polimeri naturali studiati, CE si CH, desi au structuri moleculare
similare, cu aceleasi legaturi B-glicozidice intre unitatile monomere, sub aspectul
naturii chimice a polimerilor naturali studiati, celuloza este un polizaharid neutru sau
anionic, in timp ce chitosanul este un polizaharid neutru sau cationic. Din acest motiv,
chiar daca structura de baza a polimerilor naturali este similara, ei au manifestat
efecte antibacteriene diferentiate, functie de extractantul cu care a fost realizata
functionalizarea si tipul de microb asupra caruia au fost testate.

Astfel a fost urmarit modul de rdspuns al bacteriilor studiate sub actiunea
materialelor obtinute prin functionalizarea celulozei, respectiv chitosanului, cu grupari
de azot, fosfor sau sulf, avand structura chimica diferita. In toate cazurile, materialul
sintetizat a avut efect antibacterian imbunatatit fata de polimerul natural nativ.

Testele microbiologice de control s-au efectuat utilizdnd o suspensie
bacterianad de aproximativ 1x108 UFC/mL din tulpini microbiene de referinta (ATCC).
Pentru a pune in evidenta efectul asupra bacteriilor Gram-negative au fost studiate
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materiale nsdmantate cu tulpini de Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, in timp ce efectul materialelor asupra bacteriilor Gram-
pozitive a fost urmarit pe tulpina de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Eficienta
acestor materiale, sub aspect al activitatii antifungice, a fost testatd pe Candida
albicans ATCC 10231.

CE nefunctionalizatd a manifestat efect bactericid usor mai slab asupra
bacteriilor Gram-pozitive (Figura 6.15), comparativ cu cele Gram-negative (Figura
6.16 si Figura 6.17), in timp ce chitosanul nativ a prezentat efect bactericid usor mai

bun asupra bacteriilor Gram-negative (Figura 6.16 si Figura 6.17).

Staphylococcus aureus ATCC 25923

m1:0,012 m1:.0,1 1:0,5

Figura 6.15. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Staphylococcus
aureus ATCC 25923

in privinta efectului materialelor asupra speciei Pseudomonas aeruginosa,
toate materialele obtinute prin functionalizarea CE sau CH cu saruri cuaternare de
amoniu testati au prezentat efect bactericid, corelat cu cantitatea de extractant
utilizata pentru functionalizare (Figura 6.16.).

Nu a fost atinsa rata de inhibitie maxima, la niciun raport studiat, probabil
fiind necesara o cantitate de biocid mult mai mare. Membrana externa a celulei
bacteriene la specia Pseudomonas aeruginosa este o bariera selectiva importanta,
ceea ce determind o adsorbtie redusa a biocidului in celuld datorita susceptibilitatii
reduse a acestei specii pentru agenti biocizi.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Figura 6.16. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853

Materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu
au prezentat o activitate antimicrobiana foarte buna pentru toate microorganismele
examinate (cu exceptia Pseudomonas aeruginosa), bacterie care este cunoscuta
pentru rezistenta sa la majoritatea antibioticelor uzuale.

Toate materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de
amoniu au prezentat o activitate antibacteriana mai mare, in general, impotriva
Staphylococcus aureus, decat asupra speciei Escherichia coli (Figura 6.15 si Figura
6.17).

Toate materialele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de
amoniu utilizate (DDTMABr, TDTMABr, HDTMACI), au aratat activitate antibacteriana
foarte buna asupra speciilor Staphylococcus aureus si Candida albicans, indiferent de
raportul de functionalizare a materialului suport (Figura 6.15 si Figura 6.18).

Posibil ca acest efect sa se datoreze comportarii similare a peretelui celular
de la specia S.aureus cu celula fungica a speciei Candida albicans.

Materialul adera puternic la peretele celular bacterian si pe membrana celulara
fungicd, deteriorédndu-le structura si nepermitédnd schimbul de elemente nutritive
necesare pentru dezvoltarea microbianad, ceea ce ulterior duce la moartea celulei, si
obtinerea efectului antimicrobian.
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Escherichia coli ATCC 25922
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Figura 6.17. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Escherichia coli
ATCC 25922

Un alt rol important in permeabilitatea membranei celulare are cantitatea de
acizi grasi prezenti in structura acesteia, care ulterior se coreleaza cu gradul de
patrundere a elementului toxic in celula.

Candida albicans ATCC 10231 / Candida parapsilosis ATCC 22019
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Figura 6.18. Rata de inhibitie a cresterii bacteriene a materialelor asupra Candida albicans
ATCC 10231 (materialele obtinute prin functionalizarea CE) / Candida parapsilosis ATCC 22019
(materialele obtinute prin functionalizarea CH)
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Materialele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu
si saruri de fosfoniu au aratat o capacitate antibacteriana substantiald Tmpotriva
speciilo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans si Pseudomonas
aeruginosa chiar si la concentratii foarte mici de agent antimicrobian imobilizat la
suprafata. Inhibitiea cresterii tulpinilor Staphylococcus aureus, Escherichia coli si
Candida albicans a fost obtinuta prin utilizarea materialelor CE-DDTMABr, CE-
TDTMABr si CE-DDTPPBr, indiferent de raportul de functionalizare testat.

Materialele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cu sulf si azot au
manifestat in general efect bacteriostatic sau fungistatic. Exceptie a fost in cazul
materialului CH-MBT cand s-a atins rata de inhibitie maxima asupra speciilor
Staphylococus aureus si Candida albicans la rapoarte de functionalizare incepand cu
raportul CH:MBT = 1:0,3.

In cazul materialelor obtinute prin functionalizare CH saruri cu sulf si azot,
activitatea antibacteriana / antifungica asupra speciilor Staphylococcus aureus si
Candida parapsilosis este mai putin evidentd in cazul rapoartelor mici de
functionalizare si creste odata cu cresterea raportului CH: sare cu sulf si azot.

In cazul bacteriilor Gram-negative testate, efectul materialului CH-Thio este
mai degraba unul bacteriostatic, decat unul bactericid, motivat de rata de inhibitie
aproximativ de acelasi ordin de marime, la o modificare a raportului de functionalizare
CH:Thio de 50 ori.

Hidrofobicitatea, care se coreleaza bine cu bioactivitatea substantelor chimice,
este o caracteristica foarte importanta si comportamentul hidrofob diferit al
materialelor obtinute prin functionalizarea CH, joaca un rol important in mecanismele
lor de activitate biologica, indiferent ca e vorba despre activitatea antibacteriana sau
antifungica.

In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea polimerilor naturali cu
saruri cuaternare de amoniu, activitatea antibacterianda a fost dependenta de
lungimea lantului alchil care distanteaza gruparea pendanta a sarii cuaternare fata de
structura de baza a polimerului natural.

in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea polimerilor naturali cu
saruri de fosfoniu, activitatea antibacteriand a fost puternic influentata caracterul
hidrofob al gruparii pendante (fenil comparativ cu butil), la care s-a adaugat distanta
data de substituentul alchil al sarii cuaternare (dodecil comparativ cu hexadecil).

Tinand cont de potentialul materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu
saruri de fosfoniu, de a fi utilizate la obtinerea de materiale biocompatibile pentru
diverse tehnologii medicale, sigur ca utilizarea materialelor CH-DDTPPBr si CH-
HDTPPBr, a fost cu rezultate foarte bune asupra speciei Staphylococcus aureus, ceea
ce reprezinta un deziderat in obtinerea de biomateriale cu aplicatii biomedicale.

Materialele obtinute prin functionalizarea polimerilor naturali cu extractantul
DDTPPBr, adica CE-DDTPPBr si CH-DDTPPBr, au efect bactericid total asupra
bacteriilor Gram-pozitive si a tulpinii de Escherichia coli. Materialele obtinute prin
functionalizarea CE si CH cu extractantul HDTBPBr, adica CE-HDTBPBr si CH-HDTBPBr,
au efect bactericid maxim doar asupra bacteriilor Gram-pozitive.

Interactiunea componentelor cationice din structura de baza a polimerilor cu
componentele incarcate negativ prezente in membranele citoplasmice bacteriene este
considerata o etapa cruciala in manifestarea efectului antibacterian.

Sub aspectul hidrofobicitatii, daca comparam acesti doi extractanti utilizati
pentru functionalizarea materialului suport, se sustine ipoteza conform careia prin
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6.3. Efectul antimicrobian al materialelor asupra
tulpinilor de referinta. Prezentare conwparativé.uzg

cresterea hidrofobicitatii biocidelor cationice, acestea devin capabile sa interactioneze
cu membrana citoplasmatica.

Rezultatele obtinute confirma faptul ca actiune antibacteriana mai buna au
materialele obtinute prin functionalizarea CE sau CH cu DDTPPBr, care sunt mai
hidrofobe.

Cu toate ca se pot sintetiza o multitudine de materiale pornind de la precursori
naturali sau sintetici, prin diverse metode chimice, functionalizarea polimerilor
naturali biodegradabili cu materiale cunoscute ca si agenti bactericizi este o metoda
de functionalizare preferabild, ca raspuns la legile de mediu si problemele de
gestionare ulterioara a produsilor secundari de reactie, prin care se obtin materiale
cu proprietati imbunatatite si cu aplicabilitate vasta.

Cercetarile originale prezentate in aceasta teza de doctorat s-au concretizat
prin publicarea si/sau comunicarea a 6 lucrari stiintifice in reviste indexate in
Web of science. Cinci dintre lucrari sunt clasificate Q1, iar o lucrare Q2. De
asemenea, s-a realizat 1 lucrare de licenta si 1 lucrare de disertatie; Suma factorilor
de impact este 28,136. H-index-3.

De mentionat faptul ca lucrarea cu titlul: Factors Influencing the
Antibacterial Activity of Chitosan and Chitosan Modified by Functionalization,
a ca