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INTRODUCERE

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

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

stabilitatea in cadrul produselor finale.

Produsii sintetici raman totusi indispensabili pentru numeroase aplicatii $i nu este
intotdeauna posibil a-i substitui cu 0 molecula naturala. Ideea asocierii unei componente sintetice
Cu una zaharidica in cadrul aceleiasi structuri chimice a condus la o noud clasa de materiale ce
intruneste proprietatile fizico-chimice ale fiecarui compus.

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

poliesterilor si a polizaharidelor.
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Tn domeniul biomedical, copolimerii pe baza de polizaharide si-au gisit aplicabilitate ca
sisteme de vectorizare a principiilor biologic active, ca suporturi pentru ingineria tisulard, ca
agenti de biocompatibilizare, in terapia genicd, componenta naturald a acestora asigurand
acceptarea de catre organism a produsului strain.

Sinteza copolimerilor amfifili a fost intens studiata in principal datoritd proprietatii lor de
autoasociere in medii apoase. Acest fenomen are loc cand un copolimer congine blocuri
de natura diferita (hidrofob /hidrofil) si este dizolvat intr-un solvent pentru care numai unul
din blocuri prezintd afinitate. Autoasocierea va duce la formarea de particule cu o structura
numitd micelara, 1in care blocurile ce nu prezinta afinitate pentru solvent se vor dispune in
interior, iar cele cu afinitate pentru solventul utilizat vor constitui un invelis extern.

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

Scopul acestei lucrari este de a hidrofobiza amidonul pentru obtinerea si caracterizarea
unor sisteme de eliberare a medicamentelor. Pentru aceasta, s-au sintetizat noi copolimeri pe
baza de amidon, sistemele descrise fiind elaborate via «click chemistry » (CuAAC) intre
lanturile de amidon purtdtoare de functii alchine laterale si lanturile de policaprolactona cu
functia azidica pe capatul terminal. Amfifilicitatea polimerilor obtinuti depinde de lungimea
lantului de policaprolactona, fiind proiectati pentru o viitoare utilizare in stabilizarea de
nanoparticule purtitoare de principii biologic active. In paralel, au fost obtinute hidrogeluri pe
baza de amidon si amidon modificat cu lanturi de acid gras si policaprolactona, reticulate cu acid

citric. A fost evaluata capacitatea lor de absorbtie a apei si a eliberarii de principii active.
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Capitolul I. Polimeri amfifili pe baza de polizaharide

CAPITOLUL I
|.1. POLIMERI AMFIFILI PE BAZA DE POLIZAHARIDE

Medicina moderna utilizeaza o varietate extinsd de materiale sintetice si instrumente
pentru tratarea de stdri medicale si boli. Dispozitivele biomedicale precum stenturile, grefele
vasculare, valvele cardiace, sacii de sange, oxigenatorii sanguini, dializorii renali, cateterele,
protezele de sold si genunchi, lentilele intraoculare, respectiv cele de contact, implanturile
cohleare si dentare au jucat iIn mod categoric un rol important in transformarea vietii si a calitatii
efective a acesteia. Progresele obtinute in domeniul medicamentelor bazate pe proteine, in cel al
terapiei genice, respectiv al livrarii directionate a medicamentelor si al ingineriei tesuturilor
prezintd un potential de revolutionare a medicinei contemporane.

Termenul de “biomaterial” este aplicat in categorizarea materialelor si instrumentelor ce
“interactioneaza” in mod direct cu tesuturi si organe umane. Aceste interactiuni pot implica, spre
exemplu, plachetarea (agregarea trombocitelor) si coagularea sanguina in cazul dispozitivelor ce
intrd 1n contact cu sangele, raspunsul imunitar si reactiile determinate de corpuri strdine de tip
biomaterial sau intrumente implantate in corp, sau, de preferat, conexiunea structuralda si
functionala intre implant si tesutul gazda (aceasta situatie este denominata drept osteointegrare in
cazul implanturilor dentare si ortopedice). Biomaterialele interactioneza cu sistemele biologice
prin intermediul suprafetelor lor. Controlul proprietatilor suprafetei unui biomaterial prezinta,
prin urmare, o importanta vitald, astfel incat acesta sa se integreze in mod corespunzator cu
tesuturile gazda — adica de a fi transformat intr-unul “biocompatibil”. Filmele si straturile
organice subtiri, in particular cele din polimeri, constituie solutii atractive de biomateriale pentru
acoperiri, deoarece ofera o excelenta versatilitate in cadrul gruparilor chimice care pot fi
incorporate la suprafatd (pentru a controla interactiunile tesut — biomaterial); acoperirile prezinta,
de asemenea, proprietati mecanice similare tesuturilor biologice moi. Relativa usurinta in
procesare reprezintd un alt motiv ce sustine puternicul interes pentru filmele organice subfiri,

deoarece suprafetele biomaterialelor pot fi acoperite cu polimeri * .

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

Cu toate acestea, manipularea acestora la scari mai mari este nontriviala, in timp ce
procesarea pentru fabricarea de dispozitive functionale din molecule de mici dimensiuni este
solicitanta. Pe de alta parte, copolimerii bloc amfifili, formati din homopolimeri cu hidrofilie
diferita, se pot auto-asambla in retele nanostructurate. Functionalitatea Incorporatd este totusi

limitata si necesita, In mod obisnuit, post-functionalizare.
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1.1.1. Polimeri amfifili
Copolimerii bloc amfifili (amphi: de ambele tipuri; philic: cu afinitate pentru) sunt

compusi din cel putin doud subunitati, dintre care una poseda proprietati de hidrofilie, iar cealalta
are un caracter hidrofob. In mod similar amfifililor cu masi moleculard redusi (lipide,
surfactanti), copolimerii bloc amfifili se auto-asambleaza, folosind solventi bloc-selectivi, intr-o
varietate de structuri, precum micele, micele compuse, vezicule, tuburi, faze cristal-lichide
liotropice % *. Tipurile de morfologii pot fi controlate prin varierea compozitiei copolimerilor, a
concentratiei initiale a copolimerilor in cadrul solutiei, prin natura solventului comun, cantitatea
de apa prezentd in mediu, prin temperaturd, prin prezenta aditivilor ca ioni, homopolimeri sau
tensioactivi, respectiv prin polidispersitatea lanturilor copolimerice °. Compozitia copolimerilor
este definitd in mare parte de masa moleculard si dimensiunile blocurilor homopolimere °.
Acestea din urma reprezintd un parametru important, iar valoarea lungimii secventei blocurilor
depinde de tipul auto-asamblarilor .

In solutiile diluate Tn anumiti solventi (ex. solvent bun pentru un bloc dar precipitant
pentru celalalt) copolimerii bloc manifesta comportament de autoasamblare. Lanturile polimerice
tind sa se organizeze spontan intr-0 varietate de structuri, de la micele sferice sau cilindrice pana
la vezicule (Figura 1) .

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

gama lor de aplicatii.

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

Spre exemplu, Zhang si Eisenberg ° au aritat ci sferele, cilindrii si veziculele au fost
formate din copolimeri polistiren-co-poli(acid acrilic) PS200-co-PAA21, PS200-co-PAA1S5,
PS200-co-PAAS, respectiv in solutii dimetilformamida (DMF) / apa. Gradul alungirii PS pentru
aceste trei tipuri de agregate a fost de 1,41, 1,26 si 0,99 *°. Acest exemplu ilustreaza modificarile
morfologice de la sfere la cilindri si ulterior vezicule, pe masura ce gradul de alungire se
micsoreazd. Dependenta morfologiei de concentratie se poate vedea in mod clar in cadrul
diagramelor de faza ale anumitor sisteme copolimerice. Shen si Eisenberg au investigat formarea
veziculelor PS-co-PAA, functie de concentratia solutiei de polimer >°,
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Pentru un continut fixat de apa, veziculele s-au format pentru concentratii ale
copolimerului PS310-co-PAA52 mai mari decéat aproximativ 0.6 wt. %. Cei doi au raportat, de
asemenea, ca, pentru majorarea concentratiei polimerului de la 0.6 la 5.0 wt. %, diametrul mediu
al veziculelor a crescut de la 90 la 123 nm. In general, odati cu marirea concentratiei solutiei
polimerice, morfologia agregatului tinde sa se modifice in mod similar conform celor observate
in cazul incrementdrii continutului de apa ™.

Pentru a induce auto-asamblarea copolimerului, este adesea necesar un solvent comun,
pentru a dizolva atat blocurile hidrofobe, cat si cele hidrofile si a forma o solutie copolimerica
inainte de adaugarea precipitantului. Alegerea solventului comun influenteaza, totodata,
morfologiile auto-asamblarilor obtinute 2.

Prin urmare, Yu et al. au aratat formarea de agregate sferice din PS500-co-PAA58 in
DMF, vezicule fiind insd obtinute cand solventul initial a fost tetrahidrofuran (THF) sau dioxan.
Controlul morfologiei agregatelor bloc — copolimerice poate fi realizat nu doar aplicand solventi
simpli, ci si micsti. Addugarea apei serveste la modificarea interactiunilor polimer — solvent si la
inducerea de schimbari morfologice si de auto-asamblare B Aceeasi situatie poate fi atinsa
intr-un solvent simplu prin variatii ale temperaturii aplicate. Cu toate acestea, au fost raportate
modificari ale auto-asamblarii copolimerului bloc induse de temperatura pentru sisteme
polimerice constituite in cea mai mare masurd din poli(etilen glicol) termoresponsiv *® sau din
blocuri din polielectroliti. Aspectele experimentale ale influentei fortei ionice, pH-ului ', ale
sarii adaugate si homopolimerilor au fost investigate folosind in principal sisteme copolimerice
bloc amfifilic pe baza de polielectroliti. Tn general, comportamentul de auto-asamblare al
copolimerilor bloc amfifili poate fi influentat de o varietate de factori dinstincti. Cu toate acestea,
existd teorii ce confera directii pentru rationalizarea morfologiilor observate si care pot fi
utilizate in predictia tipului de structuri auto-asamblate 2.

Din alta perspectiva, influenta compozitiei macromoleculare sau a solventului comun
asupra auto-asamblarii polimerului poate fi exploatatd cu scopul construirii tipului si
proprietatilor agregatelor. In plus, auto-asamblarea macromoleculard este mai degraba toleranta
fatd de introducerea diverselor grupuri functionale, ceea ce permite totodatd existenta
proprietatilor de reglare a ansamblurilor, pentru aplicatii specfiice. Acesta este unul dintre
avantajele principale ale auto-asamblarii polimerice, fata de cea din compusi de masa moleculara
redusd, precum lipidele si surfactantii. Alte avantaje sunt reprezentate de posibilitatea de a
introduce mecanisme aditionale pentru stabilizarea coloidala, de controlul concentratiei micelare
critice a polimerului (CMC), permeabilitatea scazuta si stabilitatea Imbunatatitd a membranelor
polimerului amfifilic si pot fi folosite in diverse aplicatii tehnologice **.

Este utild mentionarea faptului ca sistemele biologice implicd amfifili similari polimerilor
(proteine, polizaharide) in rezolvarea problemelor de stabilizare a heterofazei. Acesta este un
indiciu clar pentru cercetdtorii in stiinta materialelor: arhitectura macromoleculara a

copolimerilor amfifili §i asamblarea acestora la diferite scale de lungime, de timp, respectiv
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niveluri de interactiune, fac utilizarea acestor compusi foarte atractiva. Cele mai interesante
exemple de aplicatii potentiale sunt reprezentate de eliberarea de substante diverse , diagnoza
medical si reconstituirea de molecule biologice® . Dintre diferitele auto-asamblari polimerice,
micelele si veziculele au fost utilizate mai ales in biotehnologie. Spre exemplu, acestea servesc
atat drept purtatori de molecule hidrofobe (in capsula hidrofobad), cat si drept compusi hidrofili
(in interiorul apos) 2,

Polimerii amfifili au fost intens studiati pe parcursul ultimilor treizeci de ani. Acestia au
fost initial obtinuti prin copolimerizarea monomerilor cu suprafete active (ceea ce a condus la
obtinerea cunoscutelor polisapunuri). A fost vizatd combinarea dintre caracteristicilor
macromoleculelor si comportamentul de suprafatd activd al unitatilor individuale. Polimerii
obtinuti prin aceastd metoda au format agregate intramoleculare, denumite "coliere", chiar si la
concentratii foarte reduse, si au prezentat o foarte redusa solubilitate In apa. Legaturile
permanente dintre unitdtile cu suprafete active au favorizat agregarea acestora in mod
termodinamic, deoarece acesta a redus semnificativ pierderea entropica ce insofeste agregarea
unitatilor individuale.

Ulterior, au fost sintetizati alti polimeri amfifili, prin combinarea marii majoritdti a
unitatilor hidrofile cu doar cateva de tip hidrofob. In mod opus polisdpunurilor, acest tip de
macromolecule dispune de “un caracter amfifil global/general”, determinat de prezenta
secventelor hidrofile si hidrofobe in cadrul lanturilor (in loc sa fie lanturi formate din unitati
amfifile individuale). Astfel de polimeri sunt in generali solubili in apa (in functie de cantitatile
diferitelor unitati) si formeaza asocieri intermoleculare caracterizate de concentratii suficient de
ridicate 3. Tntr-adevar, in plus fatd de suprapuneri intre molecule, tendinta termodinamica a
grupurilor hidrofobe de a se asocia pentru a minimiza contactele cu mediul inconjurator apos
(efect hidrofob) creaza interactiuni suplimentare intre macromolecule. Aceasta conduce la
formarea unei retele reticulate fizic si deci la solutii apoase cu vascozitafi ridicate (polimeri
asociativi).

Un volum semnificativ de lucru a fost dedicat comportamentului solutiilor polimerice
apoase semidiluate si concentrate. In particular, a fost demonstrat ci nivelul de vascozitate poate
fi considerabil modificat prin intermediul varierii atat a naturii unitatilor hidrofobe, cat si a
distributiei acestora in cadrul lanturilor polimerice. La interfetele dintre faza apoasa si suprafata
hidrofobd, aceste macromolecule adsorb si conduc la formarea unui strat polimeric dens %% %,

In cazul interfetelor lichid — lichid, acest strat polimeric conduce la obtinerea unui
raspuns mecanic specific la deformarea suprafetei. Acesta este sursa proprietatilor de
emulsionare ale macromoleculelor amfifile. Pentru interfetele solid — lichid, suprafata solida este
acoperitd cu un strat polimeric ce controleazi interactiunile dintre particule si mediul ambient. in
general, stratul polimeric este suficient de dens pentru a preveni agregarea determinata de
atractiile Van der Waals. O altd caracteristici importantd a adsorbtiei macromoleculelor la

>

interfete este reprezentatd de “ireversibilitatea cineticd” a acestui proces. Intr-adevar, desorbtia
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unui macromolecule individuale necesitd desorbtia simultana a tuturor unitatilor hidrofobe din
interfatd, un caz foarte putin probabil. Prin urmare, dispersiile stabilizate polimeric pot fi in
general diluate fara destabilizare, fapt important in varii situatii %,

Sinteza polimerilor amfifili a fost realizatd in principal prin doud metode. Cea dintai se
bazeaza pe copolimerizarea a cel putin doi monomeri, unul hidrofil si unul hidrofob. Distributia
diferitelor unitati in cadrul lanturilor este controlatd in mare masurd de structura chimicad a
monomerilor (rapoarte de reactivitate) si de catre mediul de reactie (omogen, eterogen, micelar
etc.). S-a demonstrat ca prin intermediul cantitatii de surfactant din copolimerizarea micelara se
poate controla caracterul de bloc al copolimerilor amfifili.

Cealaltd procedurd implica modificare chimicd a unui polimer hidrofil existent, prin
atasarea de grupiri hidrofobe. In acest caz, distributia unitatilor hidrofobe in lungul scheletului
hidrofil este controlata in principal de catre mediul de reactie. Folosind aceste doua strategii de
sinteza si datoritd abundentei de structuri chimice, a fost posibild obtinerea de polimeri amfifili
ce prezintd sensibilitate la alte variabile fizico — chimice, precum temperatura, tiria ionica,
radiatiile UV vizibile si altele. Aceasta situatie conduce la obtinerea de sisteme coloidale ce
prezintd comportamente originale: variatie inversd a vascozitdfii in functie de temperatura,
modificarea tipului de emulsie prin iradiere UV sau tarie ionica, comportament polielectrolitic
etc.

Nu demult au fost emise noi cerinte legate de mediu. S-a manifestat un interes crescand
pentru polimerii amfifili obtinugi surse regenerabile, biodegradabili si biocompatibili. Solicitari
similare au rezultat si din noi tipuri de aplicatii legate de domeniul biomedical, precum
materialele pentru repararea de tesuturi, respectiv dispozitivele de eliberare de medicamente.
Aceasta situatie a condus la utilizarea de noi materiale, precum polizaharidele, pentru prepararea
polimerilor amfifili. Polimerii hidrofili de tipul polizaharidelor prezinta proprietati interesante,
precum biodegrabilitatea si biocompatibilitatea, putand fi modificati din punct de vedere chimic,
cu scopul obtinerii de polimeri amfifili.

Pionieratul utilizarii micelelor polimerice ca sisteme pentru eliberarca de medicamente a
fost realizat de grupul lui Ringsdorf in 1984 . Tn prezent, micelele polimerice sunt intens
studiate ca un foarte promititor purtitor nanoscopic de medicamente 2°, datoritd atractivelor
caracteristici de pe care le prezinta, ce respecta necesitatile eliberarii selective de medicamente .
Un aspect important este cad miezul micelar hidrofob dispune de o capacitate ridicata de
acomodare a medicamentelor hidrofobe. Au fost recent cercetate micele polimerice si ca sistem
de eliberare medicamentoasa orala 26, dar acestea erau initial considerate ca fiind cele mai
potrivite pentru administrare intravenoasd. O largd varitate de medicamente, precum
doxorubicin, paclitaxel, cisplatin, indomethacin si altele, au fost Incorporate in micele polimerice
si testate pentru aplicatii de eliberare de medicamente. Incircarea si eliberarea acestora prin
intermediul micelelelor polimerice si abordarile de optimizare constantd a eficienfei acestor

sisteme de eliberare pe baza de polimeri sunt corespunzator descrise in cercetarile lui Rijcken et
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27 2

al. 8 Auto-asamblarile veziculare polimerice au fost, de

asemenea, utilizate ca purtitori de medicamente *°, cu toate ¢ au fost obtinute sisteme mai

, respectiv Rosler si coautorii sai

complexe prin insertia de proteine naturale in membrane veziculare .

A fost insd necesard parcurgerea a numerosi pasi pand la atingerea acestui punct,
incepand cu strategii de sinteza, urmate de analize complexe asupra auto-asamblarii
copolimerilor, folosind diverse tehnici. Sinteza copolimerilor bloc amfifili reprezinta cheia
determindrii structurii, functionalitatii si proprietatilor ansamblurilor potentiale. Prin urmare,
trebuie facutd o alegere atentd a abordarii sintetice, pentru a obtine polimeri amfifili de
compozitia, masa moleculara si polidispersitatea vizata.

Procesul de asamblare este guvernat de doua forte opuse, atractia dintre compusii
insolubli si repulsia dintre partile solubile. Competitia dintre aceste forte depinde de geometria
moleculelor. Prin urmare, morfologa rezultanta a bloc copolimerilor in solutiile diluate poate fi
prevestita folosind consideratiile geometrice.

Israelachvili si colab.®® au dezvoltat o abordare foarte accesibila prin introducerea unui
parametru de asamblare ce este in legatura cu alti trei parametri geometrici:

p=—r ecuatia (1)

unde v este volumul ocupat de lanturile hidrofobice si ag reprezinta interfata optima, iar I. este
lungimea conturului lantului hidrofobic (Figura 2). Tabelul 1 arata relatia dintre p si morfologia
agregatului.

ao

.
ch‘#—v

Figura 2. Parametrii moleculari ai copolimerului bloc.

Tabelul 1. Dependenta morfologiei finale de parametrii moleculari intrinseci.

Parametrul de asamblare p Geometria moleculara Morfologie
<1/3 Vv Micele sferice
1/3-1/2 Micele cilindrice
Y
1/2-1 Vezicule, straturi flexibile
U
1 | I Lamele, straturi plane
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Un parametru important ce are legatura cu dimensiunea micelelor este reprezentat de
numarul de agregare Z, care reprezinta numarul de lanturi copolimerice incorporate intr-o
micela. Forster si colab. * au ilustrat o corelare generala intre Z si gradul de polimerizare in
sistemele puternic separate. Pentru un copolimer cu un bloc insolubil A si un bloc solubil B,
relatia poate fi exprimata ca fiind:

7=Z,NZNj %8 ecuatia (2)

Z, este in legatura cu parametrul de asamblare p, precum si cu parametrul Flory-Huggins,
X, care ia in considerare atat interactiunile polimer/polimer cat si pe cele polimer/solvent, Na si
Ng, fiind gradele de polimerizare ale blocurilor A respectiv B.

In functie de polaritatea solventului folosit, micelele bloc copolimerilor se pot imparti in
doua tipuri: obisnuite si inverse. Intr-un solvent polar, cum este apa, se formeazi micelele
obisnuite, cu un miez hidrofob si un invelis hidrofil, pe cand intr-un solvent apolar (sau de o
polaritate joasd), localizarea blocurilor este inversata.

In functie de lungimile relative ale lanturilor bloc copolimerilor si ale parametrului de
interactiune, fiecare tip de micela se imparte in alte doua tipuri de structuri micelare.

Cand N >> Ng, vom avea “micela crew cut” (a), cu un miez mult mai mare decat stratul
exterior %2,

Cand Na << Np, se formeaza micele sub forma de stea (b) cu un miez mult mai mic decat
coroana.

Figura 3.Structuri micelare a. ,,crew-cut”, b. micela stea.

Daca parametrul corespunzator interactunilor dintre doua blocuri yAB, este comparabil cu
cel care descrie interactiunile polimer/solvent al unui bloc ¥AS, si acestea doua sunt mult mai
mari decét cel pentru interactiunile polimer/solvent ale celuilalt bloc, ¥BS, atunci miezul micelei
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consta n principal din blocuri de tip A, coroana este alcatuita din B, umflat cu solvent, desi in
faza solventului nici un bloc copolimeric nu este prezent.

Relatiile de scalare intre raza micelei, R, numarul de agregare, Z si gradele de
polimerizare sunt descrise in Tabelul 2.

Tabelul 2.
Structura micelara Raza R Numarul de agregare Z
Stea "'NASIS ~NA4/5
Crew cut ~Na?? ~Na

Interactiunea dintre polimeri si moleculele de mici dimensiuni din substanta dizolvata,
precum surfactantii sau particulele coloidale, atrage un interes semnificativ datorita potentialului
extins de aplicare industriala si importantei biologice **. Spre exemplu, polimerii sunt utilizati in
controlul stabilitatii suspensiilor coloidale , micelele copolimerice bloc sunt folosite la eliberarea
localizata de coloizi mici 3, dar, in mod esential, interactiunea dintre biopolimeri si proteine sau
fosfolipide membranare prezinta un interes fundamental. In plus, interactiunile dintre polimeri

% 36 sau micele reprezintad un subiect de

hidrofili si grupari din particule coloidale mari
cercetare intensa.

Prezenta polimerilor hidrofili induce formarea de agregate polimer — surfactant sub forma
de micele acoperite cu lanturi polimerice 37 Aceasta asociere colaborativa are de obicei loc sub
concentratia micelara critica (CMC) a surfactantilor. Particule coloidale de mari dimensiuni
formeaza agregate Tmpreund cu polimerii, acolo unde exista lanturi polimerice hidrofile
infasurate Tn jurul particulelor coloidale. Lanturile polimerice pot lega intre ei diferiti coloizi,
conducand la formarea de aglomerari de coloizi sau gel *. La randul lor, mai multe lanturi
polimerice adsorbi pe aceeasi particuld coloidald, formand si stabilizdnd coroana hidrofila. O
caracteristicd importanta a acestui tip de agregate este ca adsorbtia este reversibila, particulele
coloidale putand aluneca eficient in lungul lantului. In cazul multor lanturi lungi adsorbite pe
aceeagsi particula coloidala, gradul de libertate aferent alunecarii conduce la formarea de agregate
in forma de stea, cu un numar variabil de brate.

Asocierea sinergetica a copolimerilor bloc cu molecule de mici dimensiuni se poate
caracteriza prin procesabilitate si auto-asocierea copolimerilor bloc cu functionalitatea chimica
ampla a moleculelor mici. Spre exemplu, Ikkala si colab. au dezvoltat 0 metoda versatila de a
construi supramolecule prin atasarea de molecule mici la capatul lanfului polimeric, prin
intermediul legaturilor de hidrogen, al interactiunilor electrostatice sau coordinarea metalului *.

Capacitatea suprafetelor hidrofile, in special a acoperirilor bazate pe poli(etilen glicol)

(PEQG), de a rezista la absorbtia de proteine a fost demonstrata in mai multe studii.
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Acoperirile cu copolimeri bloc amfifili, ce contin compusi PEG-ilati si fluoroalchilici au
prezentat forte de interactiune extrem de reduse cu moleculele proteice *.

In cele ce urmeaza, sunt descrise un set de tehnici de sintezi utilizate in mod obisnuit
pentru prepararea diferitelor tipuri de copolimeri amfifili. Metodele curente de sinteza solicita de
obicei tehnici de polimerizare “vie”, precum polimerizarea anionica, cea cationica sau cu transfer
de grup . Abordarile de polimerizare vie prezintd avantajul realizarii polimerilor cu distributie
restransd a masei moleculare, respectiv cu grade predeterminate de polimerizare ce depind
exclusiv de raportul molar dintre monomer si concentratia initiatorului.

Cu toate acestea, atunci cand una dintre componente nu poate fi polimerizatd conform
unui mecanism viu, sunt posibile urmatoarele variante: sinteza pornind de la macromonomeri sau
incapsularea cu grupari terminale speciale pentru reinitializarea transferului in lant, sau oprirea
acesteia. Pentru majoritatea procedurilor de sinteza, se impune a fi indeplinite conditii de puritate
ridicata a reactantilor, protocoale de izolare putin consumatoare de timp si/sau protejarea unor
grupari chimice. Toate metodele de sinteza au fost discutate si documentate detaliat de catre
Floudes si colab. *, de Gnanou si colab. sai ** precum si de Forster **. Mai jos, sunt prezentate
pe scurt o parte din tehnicile ce implicd cresterea secventiald de blocuri prin polimerizare vie,
urmand o descriere mai cuprinzatoare a polimerizarii radicalice prin transfer de atomi (atom
transfer radical polymerization, ATRP). Aceastd ultimd tehnicd este avuta in vedere datoritd
utilizarii ei in prepararea copolimerilor bloc amfifili in solutie si pe suprafete.

Caracterizarea surfactantilor din punct de vedere al gruparilor ce prezinta cap hidrofil
conduce la patru grupe distincte:

a) Surfactanti anionici: sufractanti cu o grupare hidrofoba si o grupare cap incarcata

negativ;

b) Surfactanti nonionici: sufractanti cu o grupare hidrofoba si o grupare cap hidrofila, cu

dipol-moment puternic; surfactantii nonionici nu au incarcare formala;

¢) Surfactanti amfoterici: sufractanti cu o grupare hidrofoba si o grupare cap hidrofila,

cu o sarcind pozitiva i una negativa.

Pe langd extinsa gama de aplicatii aferente vietii cotidiene, compusii amfifili iau, de
asemenea, parte in natura — lipidele din membranele celulare. Combinarea partilor hidrofile
(polare) si hidrofobe (nepolare) marcheaza proprietatile amfifile — lantul hidrofob favorizeaza
faza uleioasa, in timp ce lantul hidrofil o favorizeazd pe cea apoasd. Comportamentul

surfactantilor la nivel molecular depinde de lungimile si flexibilitatea secventei hidrofobe.
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Majorarea concentratiei sufractantilor

Figura 4. Agregarea surfactantilor in functie de cresterea concentratiei lor 2,

Diferitele proprietati ale celor doua parti ale moleculei determind un comportament fazic
complicat, bazat pe auto-asamblarea moleculelor amfifile in solutie. Agregarea si
comportamentul fazic aferente surfactantilor si polimerilor amfifili sunt descrise schematic in
Figura 4 .

Prin adaugarea unui surfactant amfifil in apd, moleculele acestuia de dizolva intai ca
molecule singulare, iar apoi formeazi un strat de adsorbtie la suprafati. In cazul in care
concentratia surfactantului depaseste concetratia micelara critica (CMC), suprafata nu mai poate
primi molecule de surfactant, forméandu-se micele. La Tnceput, are loc formarea de micele sferice
iar apoi, prin majorarea cantitatii de surfactant, structura se modifica in micele cu forma de
baston. Formarea micelelor controleazd proprietatile de solubilizare, responsabile pentru
procesele de curatare. Majorand in continuare cantitea de molecule de surfactant, micelele sub
forma de baston se aranjeaza intr-o structura hexagonala si, odatd cu marirea concentratiei, se
obtin faze cubice, nematice sau lamelare.

O alta proprietate, pe langa auto-organizarea amfifililor in faza volumica, este adsorbtia
la o suprafata sau interfatd. Adsorbtia de molecule amfifile pe suprafete conduce la modificarea
proprietatilor fizice, in special reducerea tensiunilor superficiale.

Moleculele de la suprafete sau interfete se afla intr-o conditie energetica specifica.
Interactiunea dintre moleculele singulare poate fi explicatd printr-o diagrama vectoriald. In
Figura 8 sunt prezentate toate fortele intermoleculare din faza volumica a unui lichid ce este
compensat. La suprafata, compensarea nu are loc din cauza absentei de vecini la exterior. Exista

totusi o forta directionata catre interiorul fazei volumice.

10
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Suprafatd

Fazd volumica

Figura 5. Fortele superficiale si din cadrul fazei volumice.

Precum a fost descris in Figura 4, sufractantii din solutie formeaza la suprafata, pentru
concentratii reduse, straturi de adsorbtie. Aceasta situatie determind 0 reducere a tensiunilor
superficiale, proportionald cu majorarea concentratiei surfactantului, pana in momentul in care
stratul de adsorbtie este extrem de dens. Figura 6 prezinta in mod schematic adsorbtia la
suprafata a moleculelor de surfactant, pana in momentul atingerii concentratiei micelare critice
(CMQ). In acest punct (CMC), suprafata este complet acoperiti cu molecule de surfactant,
incrementarea concentratiei acestuia determinand formarea de micele.

Figura 6(a) prezinta sistemul fard prezenta surfactantului in solutie, iar 6(b) existenta
acestuia intr-o concentratie sub CMC si un strat de adsorbtie incomplet la suprafata. Figura 6(c)
contine sistemul In punctul CMC, cu o suprafata total adsorbita. Pentru concentratii ce depasesc

CMC, se formeaza micele in faza volumica.

(a) (b)

Aer Aer
Suprafata %_3_3_3_%_3_? Suprafata
Fazi volumica Fazé volumica
(© (d)

Aer

Aer
IRRRRTTITLLLLLLL! ST IR RRRREERERTRERE! g

Faza volumica % % % Fazi volumica

Figura 6. Adsorbtia surfactantilor la suprafata.

Pe parcursul procesului de adsorbtie, tensiunea superficiala scade constant, pand la
atingerea CMC si formarea unui strat de adsorbtie complet la suprafata. La concentratii ce

depassesc CMC, tensiunea superficiald are o valoare constanta si nu mai scade, datoritd stratului

11
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complet de la suprafata. Moleculele aditionale de surfactant formeaza, din acest punct, micele si
nu mai afecteaza, prin urmare, tensiunea superficiala.

Figura 7 prezinta graficul schematic al tensiunii superficiale. Zona cu gradient al tensiunii
superficiale corespunde Figurii 6(b). Odata atinsa CMC, este format un strat de adsorbtie

complet (¢) si pentru concentratii mai mari, tensiunea superficiala rimane constanta.

N
o [mNm™']

log ¢ [log (mol I''Y]

Figura 7. Graficul schematic al tensiunii superficiale.

Idei conceptuale creative au condus la un progres recent rapid in domeniul sistemelor de
eliberare de medicamente (drug-delivery systems — DDS). Folosind sisteme eficiente,
proprietatile farmacologice si terapeutice ale medicamentelor conventionale pot fi imbunatatite
in mod exceptional . Sistemele de eliberare pot optimiza eficienta si reduce toxicitatea unui
medicament, respectiv imbunatati colaborarea si satisfacerea pacientului.

Diversitatea limitata de materiale biocompatibile si a tehnologiilor de asamblare a
acestora restrictioneaza adesea comercializarea de DDS. Printre variatele tipuri de DDS, micelele
polimerice au fost cercetate extensiv, datoritd proprietitilor lor remarcabile. In plus fatd de
abilitatea de a stabiliza medicamente hidrofobe, micelele polimerice prezinta dimensiuni reduse
ale particulelor, o distributie dimensionala relativ ingustd, CMC redus, un ritm lent de disociere
si previn absorbtia rapida de catre sistemul reticuloendotelial.

Micelele se inscriu intre cateva zeci si mai multe sute de nanometri in diametru, facilitand
integrarea sistemelor incarcate cu medicament in cadrul veziculelor endocitare, permitand astfel
inserarea in cadrul celulelor tinta. Pana in prezent, copolimerii bloc amfifili au fost cel mai des
utilizati in fabricarea micelelor polimerice. In sistemele amfifile, segmentul hidrofob formeaza
miezul micelei, iar cel hidrofil inconjoara miezul, stabilizand interiorul. In mod normal, ambele
segmente contin secvente repetitive de unitati de structuri chimice biocompatibile. Datorita
diversitatii limitate a unitdtilor recurente, morfologia lanturilor copolimerice a prezentat un
interes principal.

Printre variatele forme ale moleculelor de copolimer, structura amfifila de tip pieptene
este unica, determinand proprietati morfologice interesante, precum comportamentul cristalin
lichid. Au fost sintetizati multipli polimeri tip pieptene *°, bazati pe poli(oxietilend) . Conform
analizei literaturii existente, nu s-a incercat utilizarea polimerilor tip pieptene drept purtator si
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eliberator de medicamente, din cauza metodelor de sinteza complicate aferente. Tehnicile de
polimerizare vie, precum polimerizarea anionicd , sau cea radicalica si cu transfer de atom, sunt
adesea necesare pentru producerea lanturilor laterale monodispersate corespunzatoare
polimerilor tip pieptene.

Tn mod normal, segmentele hidrofile ale polimerilor amfifili au un efect mai redus asupra
CMC decat cele hidrofobe.Tn general, majorarea lungimii blocurilor hidrofobe reduce CMC, cu
toate cd acest efect nu este intotdeauna evident.

Surfactantii farmaceutici cu masa molecularda redusa utilizati in prezent prezintd o
toxicitate scazutd si o putere de solubilizare ridicatd. Pe de altd parte, au dezavantajul cd sunt
caracterizati de o concentratie micelara critica (CMC) destul de mare si sunt instabili Tn cazul
diludrii intense. Cu toate acestea, prin utilizarea copolimerilor amfifili, aceste inconveniente pot
fi eliminate, deoarece acesti produsi dispun de o putere mare de solubilizare si CMC redus, fiind
astfel mai stabili in vivo *,

Luand in calcul aceste avantaje ale sistemelor de eliberare medicamentoasa, a fost
dezvoltatd o metodologie chemo-enzimatica pentru sinteza de polimeri amfifili functionalizati,
fiind folositi poli(etilen glicol)i, PEG, deoarece acestia sunt biocompatibili, netoxici si solubili in
apa. S-a demonstrat *° ci prin modificarea lungimii si functionalititii lantului lateral, caracterul
hidrofoc si hidrofil relativ poate fi variat pe un interval generos. Datorita acestor modificari,
miezul acestor nanoparticule poate fi, de asemenea, variat, pentru a fi conform caracteristicilor
particulare ale unei molecule mici sau ale unui medicament.

1.1.2. Polizaharide amfifile

Majoritatea carbohidratilor n natura se gasesc sub forma polizaharidelor, categorie ce
include nu numai acele substante compuse doar din reziduuri glicozidice legate la zaharuri, dar si
din molecule ce contin structuri zaharidice polimerice legate prin intermediul legaturilor
covalente de amino acizi, peptide, proteine, lipide si alte structuri.

Functia lor biologica de baza include: sursa de energie a naturii (care este indeplinita de
catre amidon si glicogen), precum si cea de material de structurd (celuloza si chitina).
Carbohidratii sunt cunoscuti pentru faptul ca indeplinesc un ansamblu de roluri biologice dincolo
de continutul descris mai sus. Cunoscut sub numele de glico-cod, carbohidratii sunt in masura sa
transmitda 0 densitate ridicata de informatii cu privire la diversitatea lor structurali. Tn
polizaharide, informatia poate fi exprimata prin numarul si succesiunea de unitati zaharidice, cu
toate ca sunt codate si in pozitia si configuratia (o sau ) a unitatilor glicozidice.

Avand potential pentru codarea informatiei biologice, carbohidratii joaca un rol important
n procesele de recunoastere celula-celula. Acest fapt poate fi atribuit proceselor de recunoastere
macromoleculara ce au loc la suprafata celulei si implica un numar mare de diferite proteine
capabile de legarea carbohidratilor.
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Carbohidratii sintetici complecsi si polimerii pe baza de carbohidrati s-au evidentiat ca
agenti bine definiti pentru studierea rolului biologic al zaharurilor, datorita dificultatii de
extragere a glicoconjugatelor pure din surse naturale®.

Tn plus, polimerii ce contin carbohidrati s-au dezvoltat ca materiale avansate pentru
investigarea interactiunilor multivalente din aplicatiile biomedicale, farmaceutice si medicale.
Odata cu dezvoltarile recente din tehnicile de polimerizare, au fost descrise variate tipuri de
polimeri sintetici purtatori de zaharuri *® (figura 8), mai jos fiind ilustrate patru mari clase : a)
polimeri liniari, conectati de obicei la pozitia anomerica cu alte grupari hidroxil adiacente
resturilor de zahar; b) polimeri pieptene, care sunt polimeri sintetici ce contin zaharuri ca grupari
laterale; c) macromolecule dendritice; d) hidrogeluri.

—eoooeoeo T7?T°T°T
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Figura 8. Clasele principale de polimeri sintetici ce contin grupari zaharidice.

Polizaharidele, numite si glicani, sunt alcatuite din monozaharide si derivatii lor. Daca o
polizaharida contine doar un tip de molecula monozaharidica, este cunoscuta drept
homopolizaharida sau homoglican, iar cele care contin mai mult de un tip de monozaharida sunt
cunoscute drept heteropolizaharide.

Polizaharidele difera nu doar prin natura componentei monozaharidice dar si prin
lungimea si modul de ramificare a lanturilor lor. Chiar daca un rest zaharidic are doar un carbon
anomeric si poate forma doar o legatura glicozidica cu gruparile hidroxilice ale altei molecule,
fiecare rest zaharidic poarta un numar de hidroxili, ce pot fi acceptori ai substituientilor
glicozilici. Aceasta abilitate de a forma structuri ramificate distinge polizaharidele de proteine si
acizi nucleici, care apar doar ca polimeri liniari.

Principalele functii indeplinite de polizaharide in natura sunt fie de stocare, fie de element
structural. Cel mai comun polizaharid de stocare in plante este amidonul, care exista in doua
forme a- amiloza si amilopectina.

Polizaharidele structurale prezinta proprietati foarte diferite de cele ale polizaharidelor de
stocare, chiar daca compozitia acestor doua clase este similara. Celuloza, polizaharida
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structurala. este cel mai abundent polimer natural, fiind gasita in peretii plantelor, incluzand si
algele marine n aceasta categorie.

Cerintele pentru modificarile chimice vizeaza in principal Tmbunatatirea proprietatilor
mecanice, biocompatibilitate, solubilitate, controlul biodegradabilitatii si al formei®® .

Surfactantii polimerici derivati din polizaharide au primit o atentie deosebita *° >! °2 3,
Atasarea lanturilor hidrocarbonate pe scheletul diverselor polizaharide a fost foarte bine
documentata de lucrarile lui Landoll **. Initial, polimerii surfactanti au fost studiati doar ca
modificatori reologici. Abilitatea lor de a creste in mod semnificativ vascozitatea fazelor apoase,
precum si proprietatile vascoelastice ce le aduceau formularilor apoase, s-au dovedit valoroase in
mai multe aplicatii. Recent, proprietatile lor interfaciale au fost luate in considerare cu mai mult
interes, n special pentru prepararea suspensiilor coloidale ce contin particule cu caracteristici de
suprafata bine definite.

Numeroase aspecte ale absorbtiei lor la interfata lichid-lichid sunt puncte cheie in situatii
practice. Prezenta gruparilor multiple hidrofobice de-a lungul lantului polimeric duce la o
adsorbtie cvasi-ireversibila. O consecinta directa este stabilitatea emulsiei in dilutie. Aditional,
prezenta buclelor hidrofilice ce acopera suprafetele picaturilor uleioase genereaza repulsii
sterice. Aceste repulsii previn fuzionarea picaturilor, precum si adsorbtia altor macromolecule
(cum ar fi proteinele, de exemplu). In cazul polielectrolitilor, repulsiile electrostatice contribuie,
de asemenea, la stabilitatea picaturilor.

Polizaharidele stabilizate ih emulsii ulei-apa pot servi ca intermediari in prepararea
nanoparticulelor acoperite de polizaharide, ce pot avea aplicatii in sistemele de eliberare a
medicamentelor. Controlul proprictatilor nanoparticulelor (dimensiune, invelis) este realizata
printr-o cunoastere precisa a catorva parametri cum ar fi vscozitatea fazei continue (o solutie
apoasa de polimer amfifil) si de proprietatile fizice ale emulsiei initiale (variatia marimii cu
timpul, stabilitatea cu temperatura, vascozitatea,etc).

1.1.2.1. Metode de obtinere

Deoarece majoritatea polizaharidelor sunt de fapt polielectroliti, caracterul lor hidrofilic
poate fi controlat prin varierea numarului de incarcari ionice pe unitate zaharidica, sau, cand
zonele ionice sunt baze sau acizi slabi, prin schimbarea pH-ului mediului, care modifica gradele
de ionizare. Caracterul hidrofobic poate fi ajustat a) prin legarea covalenta a gruparilor
hidrofobice pe lantul hidrofilic al polizaharidei pentru a da, de exemplu, un polielectrolit alchilat,
un asa numit polisapun sau b) prin formarea asocierilor dinamice non-stoichiometrice intre
polizaharide si un surfactant incarcat opus, pentru a da un complex polielectrolit-surfactant. O
atentie deosebitd a fost acordatd efectelor concentratiei, gradului de substitutie, lungimii
secventei hidrofobe >°.
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Copolimerii bloc sunt sintetizati pe doua cai:

- Aditia secventiald a diferitilor monomeri in procedee de polimerizare ce contin centri
de reactie vii.

Polimerizarile ionice vii, polimerizarile radicalice cu transfer de atom (ATRP),
polimerizarile cu aditia reversibild a transferului de lant fragmentat (RAFT), polimerizari cu
deschidere de ciclu (ROP), sau combinatiile lor au fost toate utilizate pentru a obtine copolimeri
bloc foarte bine definiti ai unor compusi diferiti.

- Conectarea diferitelor lanturi polimerice liniare prin functiile lor terminale.
Se gasesc in literaturd multiple articole referitoare la intrebuintari de succes ale acestei

.. . . 7
reactii, ce folosesc ca substrat polizaharidele %3

, precum si tentative de grefare de lanturi de
policaprolactona pe polizaharide (doar in cazul celulozei). Dintre proprietatile polizaharidelor
mentionam capacitatea de a forma filme si geluri, stabilitatea intr-o gama larga de temperaturi si
pH-uri, biocompatibilitate, biodegradabilitate, solubilitate in apa, distributia moleculard,
stereospecificitate si proprietati functionale.

Odata cu cresterea numarului de aplicatii ale polizaharidelor amfifile in tehnologia
biomedicala, mai multi cercetatori s-au concentrat asupra copolimerilor biodegradabili amfifili
polizaharida-poliester.

O strategie in prepararea acestor polizaharide amfifile consta in polimerizarea cu
deschidere de ciclu a monomerului (lactida-diesterul ciclic al acidului lactic sau e-caprolactona)
in prezenta polizaharidei. Aceastd metoda duce la o rata de substituire neomogend si la o
polidispersitate ridicata datoritd gruparilor hidroxil de pe polizaharida care poate initia
polimerizarea. In acest caz, un numir mare de lanturi grefate poliesterice cu lungimi variabile
pot forma/duce la mascarea catenei polizaharidei si modifica proprietatile ei fizico-chimice.

Acest lucru constituie un dezavantaj major pentru aplicatiile biomedicale, unde
interactiunile mediului biologic cu suprafetele polimerice sunt importante pentru bioadeziune,
respingerea sterica a proteinelor serice sau orientare. Pentru a preintampina aceste dezavantaje,
o noua abordare a fost recent adoptata pentru a prepara complexul polizaharida-poliester amfifil,
in care lanturile preformate poliesterice au fost grefate pe catena polizaharidei. Pentru a obtine
lanturile poliesterice, sisteme catalitice bazate pe metal cum sunt octanoatul de staniu si
trietilaluminiu au fost folosite pentru polimerizarea cu deschidere de ciclu a esterilor ciclici.
Chiar si 1n acest caz, resturile de catalizator metalic ramase pot impiedica folosirea lor in
domeniul aplicatiilor biomedicale.

Polimerii amfifili prezinta o ridicatd activitate de suprafatd si interfatd; combind grupari
hidrofile si hidrofobe in structura macromoleculara principald sau in componente grefate. Cea
dintai este in mod normal bazatd pe uretan, hidroxil, respectiv compusi carboxilici, iar cele din
urma, pe lanturi alchil sau de acizi grasi, ca exemple relevante imediate. Polimerii amfifili
formeaza micele si agregate mono si polimoleculare in dispersii apoase si prezinta caracteristici

ridicate de absorbtie la interfata, aceasta situatie conducind la reducerea semnificativa a
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tensiunilor de suprafata si de interfata. In plus, dispersiile apoase tind si manifeste vascozitati
superioare datorate interactiunilor intermoleculare dintre gruparile hidrofobe, conducénd astfel la
formarea de asocieri polimoleculare si structuri de termen lung. Printre multiplele aplicatii pentru
acest tip de polimeri au fost sugerate formularile ecologice sau modificatorii de vascozitate
pentru sistemele tertiare de recuperare a petrolului®® .

Cu toate ca sistemele bazate pe polizaharide au fost luate in considerare pentru o gama de

59 60

aplicatii , un interes particular este prezentat de cele asociate utilizdtii in biomedicina.

Polizaharidele sunt polimeri naturali, caracterizati printr-o bund biocompatibilitate, ce au fost
nominalizati, pentru aplicatii de eliberare medicamentoasa localizata, incapsulare si modificari

reologice.
1.1.2.2. Caracterizare
Caracterizarea micelelor bloc copolimerilor a fost intens revizuita incepand cu Tuzar ®'si

Munk 2, in tabelul de mai jos fiind rezumate principalele tehnici.

Tehnici Caracterizarea micelelor

TEM, crio-TEM, SEM, AFM Forma, dimensiune

DLS Rn

SANS si SAXS Masa moleculara

SEC Dinamica echilibrului micelar

Ultracentrifugare Densitatea micelelor, masa moleculara
Fluorescenta Dinamica lanturilor, CMC, hibridizarea micelelor
RMN Dinamica lantului

Viscozimetrie Vascozitatea intrinseca

Tehnici de oprirea a fluxului Cinetica formarii micelelor si disocierea

Dupa cum se poate observa, o varietate de tehnici experimentale pot fi folosite pentru a
caracteriza morfologiile micelare ale bloc-copolimerilor formati in solutii diluate. Se recomanda
adoptarea microscopiei electronice prin transmisie (TEM) pentru a observa direct morfologia
complicatd, neregulata si polidispersa a agregatelor copolimerice.

Din tehnicile TEM se pot obtine informatii privind structura internd a micelelor prin
combinarea de tehnici de colorare, deoarece contrastul slab electronic poate rezulta din aceste
specimene, micelele continand in general elemente usoare cum ar fi C, H, N si O. De asemenea,
multe din aceste materiale sunt supuse degradarii in timpul observatiei, in zilele noastre tehnicile
contrastante cu metale grele fiind folosite pentru a preveni acest lucru. Astfel, micelele sunt
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depuse pe un suport TEM, acoperite cu un film de carbon si observate mai departe in stare
uscatd. Tehnicile de contrast negativ se bazeaza pe folosirea unui agent de contrast care nu
interactioneaza cu micelele si care se disperseazad pe substrat. Astfel, micelele apar ca niste
puncte luminoase pe un fond negru. Acidul fosfotungstic este un astfel de agent. Dimensiunea
micelelor copolimerului poate fi masurara direct din printurile negative ale microscopului.

Crio-TEM este o tehnica foarte convenabila pentru identificarea microstructurilor locale
in fluide complexe aflate ntr-o cantitate ridicata de apa, cum ar fi dispersiile micelare si
veziculare.

AFM-ul a devenit, de asemenea, o investigatie eficientd pentru vizualizarea directa a
micelelor bloc copolimerilor, masuratorile putand fi realizate fie in stare uscata, fie n situ, direct
in solutie.

Masuratorile in stare uscatd sunt cele mai folosite si realizate pe micelele absorbite sau
depuse pe un substrat plat solid (mica, grafit, etc) ce au fost anterior uscate. Dimensiunea si
forma micelelor pot fi afectate de efectele de deconvolutie, prin interactiuni specifice intre
substrat si unii compusi din acesta.

Tehnica microscopiei cu baleiaj (SEM), ca si AFM-ul oferd doar structura micelard a
morfologiei de suprafata (structura externd). Combinand TEM, ce furnizeaza informatii interne
ale micelelor copolimerului, cu SEM (sau AFM) care prezintd morfologia de suprafata, se pot
obtine informatii pretioase privind structura micelara a bloc-copolimerilor.

Difractrometria laser (DLS) este o0 metoda comuna de caracterizare, oferind detalii despre
morfologia micelard, precum si o valoare medie a dimensiunii, calculata la un numar mare de
micele copolimerice. In plus fatd de aceastd tehnica, difractia neutronilor (SANS) se foloseste
pentru a elucida structurile micelare. Pentru a genera suficient contrast, masuratorile SANS sunt
in general realizate in solventi deuterati si/sau copolimeri bloc partial deuterati. Dezavantajul
acestei tehnici consta in necesitatea unui calcul si in dependenta de un model.

SANS ofera informatii detaliate atat despre structura micelelor bloc copolimerului cat si
despre interactiunile inter-micelare. In sistemele dense, aceastd tehnica este folositd pentru a
studia termodinamica tranzifiilor de faza dezorganizare-organizare si detalii despre fazele
ordonate.
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Figura 9. Reprezentari specifice pentru a) micele individuale, sferice si b) retele conectate de
micele sferice.

Fluorescenta este utilizata frecvent pentru determinarea debutului agregarii surfactantului,
CMC. Aceasta tehnica implicd folosirea unei sonde fluorescente, ce partitioneaza favorabil in
miezul hidrofob al micelelor. Agregarea compusilor hidrofobi ai amfifililor polimerici este
consideratd a fi sub forma micelara, dar procesul de agregare si caracteristicile agregatelor sunt
diferite de cele ale micelelor surfactantilor cu masa moleculara redusa. Polielectrolitii modificati
hidrofobic, cu un continut mai bogat in secvente hidrofobe (>10 mol %), denumiti polisapunuri,
ar trebui sa prezinte o valoare nula a CMC, deoarece microdomeniile hidrofobe sunt prezente
pentru orice concentratie si confinutul lor creste liniar, proportional concentratiei polimerului. Cu
toate acestea, in unele cazuri, existenta unei concentratii sub care nu a putut fi detectata prezenta
nici unui microdomeniu semnificativ a fost demonstrata prin intermediul a diverse metode,
precum fluorescenta, conductibilitatea, RMN. Prezenta si valoarea acestei concentratii critice de
agregare (CCA) depind in mare masura de structura chimica a polielectrolitului amfifil, trebuind
luata in calcul variatia specifica a conformatiei polielectrolitului, in functie de concentratie.

Agregarea intramoleculard a partilor hidrofobe in polimeri amfifili poate conduce la
constituirea mai multor microdomenii hidrofobe in lungul lanturilor polimerice , conform
modelului colier, sau poate forma un singur microdomeniu (unimer). Agregarea intermoleculara
poate, de asemenea, avea loc prin asocierea de microdomenii via lanturi hidrofobe, sau prin
asocierea de unimeri (siruri sau globule). Racirea prin fluorescenta reprezintd una dintre cele mai
fiabile metode pentru masurarea numarului de agregare micelard. Metoda se bazeazad pe racirea
unei emisii a unei sonde, printr-un “stingator” (S). Atat sonda, cét si stingatorul, trebuie sa

prezinte o afinitate ridicata pentru micele si, pentru analiza datelor, trebuie presupusd o

19



Capitolul I. Polimeri amfifili pe baza de polizaharide

distributie Poisson a sondei si a lui S printre micele. Aceastd metodd a fost aplicatd in
determinarea numarului de agregare al microdomeniului (Nagg), construit din polimeri amfifili, Tn
solutie apoasa. Compararea lui Nagg cu numdrul de unitati hidrofobe per lant polimeric (Hp) poate
oferi o primd aproximare (dar nu In mod necesar pe cea corectd) a tipului de agregare. Prin
urmare, un Nagg redus si mai mic decat H, poate indica o agregare intramoleculara (model
colier). Cand Nagg = Hp, unimerul pare a fi cea mai probabild forma de agregare % n timp ce
Nagg > H, poate face dovada existentei asocierii intermoleculare ®* .

Studiile de vascozitate ofera perpectiva asupra comportamentului Tn ansamblu al solutiei
macroscopice, ca echilibru intre fortele electrostatice si hidrofobe ce se manifestd in solutiile
apoase ale polimerilor afifili. DS, masa moleculard si natura polizaharidelor se numard printre
factorii care influenteaza vascozitatea redusa in solutii apoase .

Polimerii cationici amfifili ® prezinta un progres in ceea ce priveste vascozitatea pentru
C, foarte redus, datoritda predominantei respingerilor electrostatice in fata atractiilor hidrofobe.
Aceasta tendintd este mult mai pronuntatd pentru plimerii cu DS ridicat, din cauza unei densitati
ridicate de sarcini, ce majoreaza respingerile electrostatice (comportament polielectrolitic).

Pentru polimerii amfifili, valorile vascozitatii reduse se modifica odata cu sciaderea lui DS
in functie de DS si lungimea R, datoritd baleerii intre asocieri hidrofobe si respingeri
electrostatice. Polimerii cu DS ridicat prezinta o crestere mica a valorilor vascozitatii reduse
odatd cu majorarea concentratiei polimerice, cauza regasindu-se in interactiunile hidrofobe
intramoleculare. Pentru un DS mic si R superior (dodecil si cetil), se obtine o crestere puternica a
nsp/CP odata cu majorarea lui CP ca rezultat al asocierilor hidrofobe intermoleculare. Procesul
de auto-agregare a polielectrolitilor amfifili este studiat folosnd fluorescenta in stare de regim

stationar, anizotropia $i masuratorile de vascozitate.

1.1.2.3. Aplicatii

S-a analizat vascozitatea emulsiiilor ulei Tn apa, cu fractia volumica a uleilui mai mica de
pululanilor amfifili in vederea solubilizarii integrale a membranelor proteinelor. Strategia lor a
implicat sinteza unui set de derivati de pululan amfifil si compararea performantelor lor in
identifierea acelui polimer ce solubilizeaza membrana proteinelor cel mai eficient. Modificarea
hidrofobica a acestei polizaharide a constat in aditia de grupari alchil, grefate printr-o legatura
esterica, ce este usor de hidrolizat daca este necesara eliberarea proteinei. S-a observat, in urma
analizelor proteinelor, ca legaturile amidice si esterice nu interfereaza cu legaturile peptidice. Au
fost introduse, de asemenea, si grupari carboximetilice pentru a asigura solubilitatea in apa a
polimerilor modificati.

Cele mai intens raportate sisteme polimer/solvent sunt copolimerii bloc nonionici, n

special Pluronic-ul, care reprezinta o serie de copolimeri tribloc ce contin un bloc hidrofilic E si
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grupari P sau B hidrofobice, E, P, B fiind poli(oxietilen), poli(oxipropilen), respectiv
poli(oxibutilen), intr-un amestesc de apa si solvent organic .

Comportamentul fazic in apa al copolimerilor bloc a fost intens studiat, avand in vedere
ca majoritatea aplicatiilor copolimerilor sunt in solutie apoasa . Solubilitatea copolimerilor bloc
scade invers proportional cu temperatura si, peste o anumita valoare a acesteia, are loc separarea
de faze "> ™. Pentru concentratii ridicate ale polimerului, incolicirea lanturilor polimerice in
solutie conduce la formarea de structuri omogene, imobile, asemanatoare gelurilor.

Prima structura de acest tip este de obicei una cubica, formata printr-o impachetare
ordonata a micelelor sferice. Pentru concentratii polimerice si mai ridicate, distributia regiunilor
hidrofile si hidrofobe conduce la formarea de structuri hexagonale sau lamelare. Structuri cubice
bilateral continue au putut, de asemenea, fi observate intre regiunile hexagonale si lamelare 2.
Pentru micelele in forma de stea, formate de un copolimer bloc intr-un solvent selectiv pentru
blocul central, este de obicei obtinuta o retea deschisa, fara nici o structura ordonata, pentru
concentratii polimerice mari.

In general, sistemele bloc copolimerice pot oferi mai multe sabloane distincte, la scala
nanometrica, precum Iimpachetdri cubice tridimensionale de unitati sferice, impachetari
hexagonate bidimensionale de unitéfi cilindrice, sisteme lamelare periodice unidimensionale si
morfologii cubice bicontinui tridimensionale. Considerdnd ca lungimea totald a lanturilor,
raportul de lungimi al blocurilor, arhitectura lanturilor si compozifia chimica a copolimerilor
bloc sunt toate reglabile, sabloanele pot fi facil ajustate pentru a deservi necesitati specifice.
Uneori, micele cu morfologii diferite (de exemplu, elipse sau bastoane) pot fi totodata obtinute
prin selectare unei combinatii corecte dintre lungimile blocurilor si calitatea solventului. Prin
urmare, nu sunt surprinzatoare aplicatiile masive a copolimerilor bloc in cadrul proceselor de
nanofabricare. Formarea si stabilizarea veziculelor sau emulsiilor poate fi realizata prin
selectarea surfractantilor sau copolimerilor bloc amfifili corespunzatori, in conditii atent definite.
Anumiti polimeri speciali, precum dendrimerii sau unele micele copolimerice bloc/grefate
modificate, ofera micromedii unice (‘nanoreactoare’), ce pot limita cresterea nanoparticulelor in
solutie, astfel incat acestea sa fie produse la dimensiuni uniforme ™ ™,

Copolimerii amfifili prezinta caracteristici excelente ca purtatori de medicamente cu
caracter hidrofob. Partile interioare hidrofobe ale polimerilor amfifili furnizeaza o buna acoperire
a medicamentelor hidrofobe, in timp ce partea externd hidrofila este compatibila cu mediul
biologic in vivo. Mai mult, ansamblele de nanoparticule obtinute din polimerii amfifili formeaza
domenii de insule disperse in zonele hidrofilice, ce depoziteaza medicamentele insolubile in apa
si functioneaza ca bariere inconjuratoare pentru a inhiba activitatea de pierdere a
biocomponentelor .

Descoperirea procedeului click chemistry a schimbat intr-un mod drastic viziunea

comunitatii stiintifice asupra sintezei copolimerilor bloc si grefati e,
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Numerosi monomeri ce nu pot fi utilizati pentru a produce bloc copolimeri prin
intermediul polimerizarilor vii (datoritd reactivitatii extrem de mari a anumitor reactivi sau
datorita diferentelor de solubilitate) se pot acum incorpora cu usurintd prin intermediul click
chemistry, reactie care a deschis o usd spre sintezele combinatorice de copolimeri bloc,
permitand obtinerea unor produsi cu proprietati unice ce pot fi Sintetizati repede si usor si cu

e . .. .77
numeroase aplicatii in domeniul stiinfelor farmaceutice '*.

I.2. REACTIA CLICK CHEMISTRY
I.2.1. Prezentarea reactiei click chemistry

Principala tinta in chimia cu aplicatii in domeniul medical consta in sinteza unor compusi
sau clase de compusi reprezentand noi medicamente sau optimizari si, din acest motiv, acest
domeniu este Tn mod particular atras de metode de sintezd ce permit construirea rapida a
moleculelor. Identificarea acestor strategii rapide de sinteza ar trebui sa permita chimiei medicale
asamblarea unui numar mare de componente biologic active intr-o perioada scurta de timp, astfel
madrindu-se procesul de descoperire si optimizare. Cu toate acestea, alaturi de faptul ca trebuie sa
fie rapide, caracteristicile cheie ale unei sinteze ideale sunt reprezentate de eficienta, versatilitate
si selectivitate.

In incercarea de obtine proprietati structurale si functionale precum cele ale
macromoleculelor naturale, cercetatorii din domeniul stiintei materialelor, al polimerilor si
biotehnologiei au fost intr-o continua cautare de strategii de legare bine definite ce pot fi folosite
cu eficientd n prezenta unui numar mare de grupari functionale diferite, intalnite in special in
aceste domenii.

Cerintele cheie pentru aceste strategii includ: selectivitate ridicata, ortogonalitate pentru
alte grupari functionale, compatibilitatea cu apa si alti solventi protici si, bineinteles, randamente
maxime.

Conceptul de ,, click chemistry” introdus in 2001 de castigatorul premiului Nobel pentru
chimie, Barry Sharpless este in mod indiscutabil unul din cele mai vizibile trenduri in chimia
contemporand si se referd la o clasd de transformari chimice care prezintd numeroase
caracteristici interesante: domeniu vast de aplicatii, randamente ridicate, conditii de reactie
simple si performante, o bund selectivitate 1n conditii experimentale normale,
stereospecificitate." Tn mod general, aceasta reactie constd in utilizarea a doud grupari care
reactioneazd Tmpreund intr-o manierd specificd, ireversibild si cu un bun randament. Este o
metoda fiabila ce permite legarea a doua elemente distincte prin cuplaj via legaturi heteroatomice
(C-X-C), intr-o maniera simpla, eficace si rapidd. Pentru a putea beneficia de calificativul de

»click chemistry”, o reactie trebuie sa satisfacd numeroase criterii si anume: conditii
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experimentale simple, insensibilitate la prezenta oxigenului sau a apei, stereospecificitate,
recuperare rapidda a produsilor prin metode ne-cromatografice cum ar fi cristalizarea sau
distilarea, randamente foarte bune, precum si un castig termodinamic Tn general superior valorii
de 20 kcal/mol.

Doar patru tipuri de reactii '° " ®° (Figura 1) sunt considerate ca respect criteriile unei
reactii ,,click chemistry” si anume:

- Reactii de cicloaditie, cum este cazul cicloaditiei 1,3-dipolara Huisgen si al reactiei
Diels-Alder.

- Substitutii nucleofile, 1n special cele cu deschidere de ciclu, deschideri fortate, electrofile
de heterociclu, cum ar fi aziridinele, epoxidele, sulfatii ciclici, ioni aziridinici, ioni
episulfonici, etc.

- Chimia carbonilica de tip non-aldol; exemplele includ formarea eterilor, ureelor,
tioureelor, hidrazonelor, amidelor, heterociclurilor aromatice, etc. Reactiile carbonilice
de tip aldol au in general forte termodinamice scdzute, prin urmare au timpi de reactie
mai indelungati si dau produsi secundari de reactie, de aceea nu pot fi considerate reactii
click in adevaratul sens al cuvantului.

- Reactii de aditie la dublele legaturi carbon-carbon, cum sunt epoxidarile, aziridinarile,

reactiile de aditie de tip Michaél.

OR" o}
R--oﬂg- | j /A
Z 0] -
Cicloaditia N / Aditii C=C

Diels-Alder — Catalist l Nuc
| —
R
R"-N HO.
s Surse naturale >—<
Cu() [Q] R' Nuc

"""" N Substitutii nucleofilice

—N ! O
N :}—R' ' )\ cu deschidere de cicha
N/ R
R : ~

\

Cicloaditia 1.3-
dipolard Huisgen,
catalizatd de Cu(l)

Chimia carbonilica
de tip non-aldol

Figura 1. Reactii ce se incadreaza in cerintele click chemistry 2

Avantajele acestei noi chimii sunt numeroase, devenind astfel un capitol semnificativ in

evolutia materialelor macromoleculare functionale ®*°.
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Astfel, selectivitatea sa, absenta reziduurilor si a produsilor secundari, modularitatea in
termeni de temperaturd, precum si toleranta sa atat in mediu apos cat si organic, au determinat

alegerea acestui tip de reactie pentru indeplinirea obiectivelor propuse.
Cicloaditia Huisgen 1,3-dipolara

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

©® CEC @ @
R—N3 = | R-N—N=N «— R—N=N=N <«— R—N—N=NH,

Figura 2: Natura dipolara a azidei

N_ 1 1
o © c' N ONR 4 NP Oaers
R,—c=C—H + N=N—N R >
! 2 80°C —( 5 g
Ry Ry *
majoritar minoritar

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

Cercetarile din ultimii ani au fost n principal consacrate acestei reactii care concentreaza
marea majoritate a publicatiilor pe acest subiect. S-a dovedit a fi atat de eficace, prin faptul ca
este realizabila 1n orice solvent, aici fiind inclusa si apa, si prin randamentele sale cantitative in
conditii fiziologice, fiind astfel compatibila si cu sistemele vii ®2 ®%, incat a devenit o alegere atét
pentru biologi cat si pentru organicieni si biochimisti, facand din ,,click chemistry” o adevarata

filozofie.
Mecanismul de reactie

Aceastd reactie genereazd Intr-o manierd ireversibild doi izomeri, triazolii 1,4 si 1,5,
printr-o abordare anti, respectiv syn. in prezenta unui catalizator pe bazi de cupru, cu grad de
oxidare I, este favorizatd obtinerea regioizomerului anti ® . Astfel, aceasta reactie este in mod
curent denumitd CuAAc (Cicloaditia Azida-Alchina Catalizata de Cupru(l)).

In 2001, cicloaditia Huisgen 1,3-dipolari a fost primiti cu mare interes datoritd imensei

ameliorari in ceea ce priveste regioselectivitatea si eficacitatea catalizatorului Cu(I).
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Sharpless si colab. au propus mecanismul ciclului catalitic al reactiei « click » in prezenta
de Cu(l) (Figura 4).*”

R1
R, R, CuLn
Y\\Tum -
N\
N N N N X Ry
n \N/ \N/ \Rz N
triazole
é v
P B-2 .
B-direct [CU n }
R, CulLn
N\\
— H
1 _ —
Cutn alchina
|
N N,
2
"
azida

Figura 4 : Ciclu catalitic al unei reactii de tip click in prezenta Cu(I)

In absenta catalizatorului Cu(I), reactia este lenta (72 h la 120° C) si de un randament slab
(20-40%), cuprul permitand, odata cu alchinele, formarea unui intermediar de tip C=CCuLn ce
accelereaza reactia de cicloaditie 8

Ciclul este amorsat de formarea acetilurii de cupru(l) ®. Calculele teoretice aratd ca
cicloaditia [2+3] (B-direct : I — IV) este defavorizata vis-a-vis de aditia din etapele (B-1 — B-2
— B-3), care se produce printr-un metalociclu intermediar cu sase membri (III).

Alegerea Cu(I) drept catalizator depinde de solventul utilizat in reactie, el insusi ales in
functie de reactivi si de produsul final dorit. Tn mod general, procentajul de catalizator de Cu(l)
utilizat in mediul de reactie se incadreaza intre 0,2% si 20% molar. Se pot folosi diferite tipuri de
saruri de Cu(I) pentru un mediu organic sau apos si utilizarea liganzilor este de cele mai multe
ori necesara pentru a stabiliza gradul de oxidare +1 al cuprului.

In mediu organic, se poate folosi o baza azotati de tipul EtsN (trietilamina), PMDETA
(N,N,N’,N’-pentametiletilentetramina) sau, cel mai des intdlnita, DIPEA (NN’
diizopropiletilamina) ®" necesara pentru a furniza derivatul acetilurd de cupru, implicat in ciclul
catalitic.

In mediu hidro-alcoolic, se alege de cele mai multe ori pentru reducerea in situ a
CuSO4*5H;0, ascorbatul de sodiu, sub atmosferd inerta. Avantajul, ce genereazd de asemenea
specii de Cu(I), const in eliminarea necesitatii unei baze in sistemul de reactie *®. Astfel:

- Sub formd de CuX (unde X: Br, I, Cl) solubilitatea constituie o problema, de exemplu :

CuBr este solubil in EtOH, MeOH, DMSO, DMF ; Cul este solubil in CH3CN ; CuCl este
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insolubil 1n solventi polari. Atunci este necesar sa se utilizeze o baza (amind tertiard) sau

temperaturi ridicate & % %,

- Sub forma de ligand (de exemplu, Cu(PPhs)3Br). Cuprul (I) este stabilizat in prezenta
aerului si necesitd prezenta unei baze (amine tertiare) %,

Reactia “click chemistry” poate avea loc in solventi organici, anorganici sau aposi, cum ar
sunt:

- solventi protici polari (alcool, apa) %

- solventi aprotici polari (THF, DMSO, CH3;CN, DMF, acetoni) ** %
- solventi nepolari (CCls, hexan, toluen) *°

- amestecuri de solventi: apa/alcool, DMSO/apa, DMF/apa.

Se impune 0 anumita precautie atunci cand se lucreaza cu azide si derivati azidici, deoarece
acestia formeaza compusi instabili daca nu sunt manipulati cu grija. Azida de sodiu (NaNs) va
forma un compus foarte exploziv (AgNs) in prezenta sarii de argint, iar NaNs, ntr-un mediu acid
va da nastere la HN3, un gaz toxic.

De asemenea, un raport prea mare de azida pe un compus organic mic genereaza compusi
explozivi. Tn acest context, exista o reguli care exprima raportul de siguranti intre suma totala de
carbon si oxigen impartita la suma totala de azot, care nu ar trebui sa fie mai mica de trei, pentru

sinteza monomerilor si polimerilor functionali 9 97 98 99 100 101 102 si

, a polimerilor bioconjugati
pentru post functionalizarea polimerilor 8°.

Polizaharidele constituie cel mai mare segment al polimerilor disponibili, si, prin urmare,
prezintd cel mai mare potential regenerabil, durabil si biodegradabil in vederea Tinlocuirii
polimerilor sintetici. Faptul ca acest potential raimane neexploatat Tntr-o mare masurd este o
dovada a provocarilor inerente din ultimii ani in ceea ce priveste transformarea polizaharidelor
din surse naturale, in forme mai potrivite pentru uzul uman.

Una dintre provocarile majore in modificarea polizaharidelor constd Tn depasirea
interactiunilor non-covalente care caracterizeaza structurile polizaharidice si conduc la restrictii
semnificative asupra prelucrabilitatii lor. Acestea exercita o influenta puternica prin restrangerea
solubilitatii polizaharidului in solventi, limitarea prelucrabilitatii si dictarea fezabilitatii si
functionalizarii polimerului.

1.2.2. Aplicatii ale reactiei “click chemistry” in domeniul polizaharidelor

Nu exista numeroase referinte in ceea ce priveste modificarea chimica a polizaharidelor
prin “click chemistry”. Primul caz de grefare a unui polimer pe catena principala polizaharidica a
fost descris recent de Makuska si colab.'® si anume, sinteza structurilor de tip pieptene, compusa
din scheletul de chitosan si de grefele laterale de PEG.

Tn 2006, Shinkai si colab.'® au fost primii care au utilizat aceasta reactie pentru grefarea
moleculelor mici pe lanturile de (1-3)-pB-D-glucan, in vederea obtinerii unor derivati cu diferite
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module functionale, ce s-au dovedit utili in transportul de gene. Ca mediu de reactie s-a folosit
DMSO si N-metilpirolidona (NMP) la 25°C timp de 12h in prezenta CuBr,, propilaminei si
ascorbatului de Na. Conversia reactiei de grefare variaza intre 68 si 73% in functie de molecula
grefata.

Tn acelasi an, Heinze si colab. 1%

au realizat cercetari de aceeasi natura pe lanturile de 6-
azido-6- celuloza pentru a sintetiza un nou polielectrolit, ce va prezenta heterocicluri care contin
sulf sau azot si care vor prezenta activitate biologica, clasindu-se printre cele mai promitatoare
medicamente cu activitate anti-HIV si antitumoralad. Reactiile au avut loc in DMSO 1la 25°C si la
70°C timp de 24 h in prezenta CuSO,*5H,0O si a ascorbatului de Na. Randamentele sunt
cantitative pentru cele 2 temperaturi, ceea ce demonstreaza eficacitatea reactiei ,,click chemistry”
la temperatura ambianta (Figura 5).
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Figura 5. Grefarea de molecule simple pe derivati de celuloza®.

Hotha '° a realizat cicloaditia Huisgen intre alchinil si azidoetil glicozida, in prezenta
Cul, pentru a obtine oligozaharide hetero si homo dimerice ce au 1,2,3-triazole. Autorii au

anticipat ca aceste cicluri triazolice pot avea o varietate de bioactivitati, de la antibacteriene la
anti-HIV (Figura 6).
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Figura 6. Sinteza pseudo-oligozaharidelor prin click chemistry.
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107 . C o
b.”" au deschis calea vectorizirii de molecule non-

Un an mai tarziu, Shinkai si cola
hidrosolubile in mediu apos la pH neutru prin faptul cd macromoleculele obtinute posedd o
conformatie elicoidald 1n apa si sunt capabile de a complexa anumite molecule hidrofobe. Pentru
aceasta, ei au introdus grupari de tip amoniu cuaternar pe lanturile de B-(1,3) glucan.
Polizaharida a fost functionalizata anterior la OH-ul din pozitia C6 (prin prepararea unui
intermediar bromurat cu CBrs; in DMF apoi reactia cu o sare de LiN3), urmata de reactia cu
clorura 3-trimetil amoniu-1-cationic. Conversia este totala in 24h.

Tn 2008, Vasella si colab.*® au lucrat pe derivatii azidici ai celulozei grefind lanturi
alchil de talie crescanda (de la 1 la 8 atomi de C) si terminate cu functie alchind. Reactia a avut
loc in DMSO la cald timp de 2-3 zile. Grefarea este cantitativa, dar rezultatul nu este
surprinzator tinand cont de timpul de reactie si de temperatura utilizata (intre 60 si 100 °C).

Echipa coordonata de Heinze a descris recent sinteza derivatilor celulozici ce au radicali
laterali dendrimerici atasati la un lant de celuloza printr-un ciclu triazolic. Au fost utilizate mai
multe strategii de sintezd, cu functionalizarea lantului celulozei. Acesta poate fi functionalizat cu
grupari azidice ** n urma substituirii cu un halogen cu grupari alchinice, folosind ca intermediar
texidimetilsilan''° sau tosilat**.

Tn 2009 Li'*? a raportat pentru prima datd administrarea orald a nanoparticulelor chitosan-
ADN deschizand astfel calea vectorizarii in domeniul terapiei genice. Produsii pe baza de
chitosan au manifestat o legare puternica de ADN si o protectie crescutd a acestuia Tmpotriva
degradarii nucleazelor.

Modificarea polizaharidelor prin ,.click chemistry” in solutie s-a dovedit eficace si
cantitativa in toate lucrarile. Pana acum, cateva cazuri au aratat ca aceastd strategie de sinteza
este posibild si in mediu eterogen. Hafrén si colab.™*® au demonstrat pentru prima datd ca
suprafetele solide polizaharidice pot fi modificate printr-o combinatie de organocataliza si click
chemistry intr-un mediu de reactie eterogen, la temperatura ambiantd. Astfel, a fost obtinut un
compus celulozic solid foarte fluorescent prin modificarea celulozei prin reactii de esterificare cu
un acid carboxilic purtator de functii alchinice, acidul 5-hexanoic. Apoi, reactia click a fost
realizatd cu un derivat azidic al cumarinului, In faza eterogena, la temperatura ambianta.
Formarea ciclulurilor triazolice a fost pusa in evidentd prin fluorescenta datoritd gruparilor
cumarinice. Autorii nu au dat nici o indicatie asupra gradului de conversie.

O abordare similard a fost raportati de Bras si colab.™* care au modificat fibre de
celuloza prin grefarea de lanturi de poli (e-caprolactona) in faza eterogenda, In THF, la
temperatura ambiantad. Eficacitatea reactiei nu a fost cuantificata, dar impreuna cu cele de mai
sus dovedeste fezabilitatea reactiei ,,click chemistry” in ceea ce priveste modificarea chimica a
polizaharidelor, chiar i in mediu eterogen.

In ceea ce priveste reticularea lanturilor polizaharidice, doar cateva referinte sunt mentionate.

Hilborn §i colab.™™ au obtinut primul exemplu de hidrogel preparat folosind CuAAC,
pornind de la poli (vinil alcool)(PVA) cu o greutate moleculara medie de 16000, functonalizat fie
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cu o alchind fie cu o azida printr-o reactie in doi pasi ce implica drept intermediari carbonil-
diimidazolele. Hidrogelurile obtinute prin ,,click chemistry” au prezentat capacitati de umflare
mult mai mari si proprietdti mecanice imbunatatite comparativ cu hidrogelurile obtinute prin
metodele cunoscute pana in prezent.

Crescenzi si colab.*® au reactionat la temperatura camerei, in apa, lanturi de hialuronat
de sodiu functionalizat cu grupari azidice, cu altele purtatoare de functii alchinice laterale.
Formarea unei retele chimice a fost confirmati prin analiza RMN *H HR-MAS si prin masuratori
reologice. Gelurile obtinute au fost supuse investigarii in vederea eliberarii controlate a
biomoleculelor relevante terapeutic precum si pentru matrici de celule pentru ingineria tisulara,
autorii demonstrand ca retelele hialuronice nu numai ca au facut posibila eliberarea controlata in
mod eficient a doxorubicinei dar si inglobarea celulelor de culturd, 60% din aceste celule
prezentand activitate proliferativa dupa constructia scheletului hidrogelului prin metoda click.

Zhang si colab™" au elaborat retele pe bazd de derivati azidici multifunctionali de
celuloza si de lanturi de poli—isopropilacrilamida cu grupari alchinice. in amandoui cazurile,
timpul de gelifiere este de cateva minute, ceea ce aratd rapiditatea reactiei ,,click chemistry” la
temperatura ambianta.

Hidrogeluri termosensibile pe baza de guar au fost obtinute n solutii apoase de catre
Tizotti ™® §i colab. intre guaruri functionalizate cu grupari alchinice si a,o-diazido-
poli(etilenglicol)-co-(propilen glicol).

Ringot 119 descrie in articolul siu obtinerea unei tesdturi de bumbac antibacterian
obtinuta prin "click chemistry" prin grefarea unui derivat de porfirind pe celulozd modificata
chimic. Materialul nou a fost capabil sa ucida bacteriile Gram-negative si Gram-pozitive, cum ar
fi E. coli si S. Aureus, dovedindu-si utilitatea in domenii care ar beneficia de dezinfectie de
suprafatd, permanent si eficient.

Tn 2009, Heinze'?® a raportat sinteza unor derivati deoxi-azido celulozici, solubili in apa,
obtinuti In urma carboximetilarii eterogene, intr-un mediu alcatuit din 2-propanol/solutie apoasa
de NaOH.Acest compus este de fapt un material de plecare pentru functionalizarea cu dendroni
de propargil-poliamidoamina via click chemistry (Figura 7).
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Figura 7. Conversia omogena a carboxmetil 6-deoxi-6-azidocelulozei cu prima generatie de

dendron propargilpoliamidoamina *%°.

Modificari in mediu apos ale dextranului au fost realizate de Seppala121 si colab., reactia
constdnd Tn introducerea functiilor azidice pe lantul polizaharidic folosind o baza drept
catalizator meta-amestec apa/isopropanol, la temperatura ambianta. Pentru valori scazute ale DS-
ului dextranului, s-a observat ca o ora este suficienta pentru a avea o reactie cantitativa, marirea
timpului de reactie pana la 24 ore neaducand imbunatatiri in conversia azidelor, probabil datorita
factorilor sterici.

1.3. Hidrogeluri pe baza de polizaharide cu hidrofilie redusa

.3.1. Metode de obtinere a hidrogelurilor pe baza de polizaharide

Hidrogelurile reprezinta o clasd de materiale polimerice care dispun de abilitatea de a
retine o cantitate substantiala de apa, prezentdnd o consistentd ,;moale si cauciucatd” si O
tensiune interfaciala redusa. Aspectul structural al acestor materiale domina prin propritatile lor
de suprafata, permeselectivitatea si permeabilitatea, ceea ce confera hidrogelurilor proprietati
unice si interesante, dar si similaritatea caracteristicilor lor fizice cu cele ale tesuturilor vii.
Hidrogelurile sunt materiale cu potential aplicativ in sfera aplicatiilor biomedicale, avand in
vedere ca prezintd avantaje fatd de alte biomateriale polimerice. Natura structurii hidrogelurilor,
datoritd continutului lor ridicat de apd, permite extragerea produsilor de reactie secundari
nedoriti, inainte de implantare, respectiv fluxul de lichide corporale dintre tesut si implantul in
vivo. Posibilitatea de fabricare sub variate forme geometrice si alterarea facila a formei fizice

permit ajustarea proprietatilor fizice, conform specificului unei aplicatii. In general,
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caracteristicile fizice ale hidrogelurilor sunt determinate de catre metodele de sinteza, respectiv

de catre parametri.

Hidrogelurile transparente din punct de vedere optic, in forma lor densa, sunt utilizate
pentru lentile de contact moi, in timp ce hidrogelurile poroase isi gasesc aplicatii ca biometerial
spongios, precum o grefa sintetica pentru repararea tesuturilor cartilaginoase, osoase $i nu numai
811 pentru a imbunatati fixarea grefelor in locatia de implant, cresterea tesutului se doreste a fi
directionata catre interiorul structurii din hidrogel poros. Prin urmare, porii materialului trebuie
sa fie interconectati si suficient de mari pentru a permite invazia de celule si vascularizarea

tesutul nou format 912122

Abilitatea hidrogelurilor de a absorbi apd se datoreaza prezentei grupurilor hidrofile
precum -OH, -CONH-, -CONH , , -COOH, si -SOsH '?. Continutul in apa al acestora
influenteaza diferite proprietai, precum permeabilitatea, caracteristicile mecanice si de
suprafatd, respectiv biocompatibilitatea. Hidrogelurile prezintda proprietati fizice similare
tesutului viu, aceasta similaritate datorandu-se volumului ridicat de apa inglobat, consistentei
moi — cauciucate si tensiunii interfaciale reduse cu apa sau fluide biologice. Posibilitatea
moleculelor de dimensiuni diferite de a difuza in (incarcare de medicament) si din (eliberarea de
medicament) hidrogeluri permite utilizarea acestora ca sisteme de eliberare. Avand in vedere ca
hidrogelurile au 0 permeabilitate ridicata pentru medicamentele solubile in apa si pentru
proteine, cel mai intdlnit mecanism de eliberare medicamentoasa, aferent sistemului hidrogel,
este difuzia.

Hidrogelurile sunt cel mai intens utilizate in eliberarea controlata a agentilor bioactivi si
pentru incapsularea de celule si biomolecule. In multe dintre aceste cazuri, structura
tridimensionald a hidrogelurilor trebuie sa se dezintegreze in produti netoxici nepericulosi,
pentru a asigura biocompatibilitatea gelului. Natura produsilor de degradare poate fi configurara
printr-o selectie corespunzatoare a elementelor de baza ale hidrogelului. Avand in vedere acest
considerent, sunt utilizate in prezent multiple si variate metode *** de reticulare chimice si fizice
pentru proiectarea hidrogelurilor biocompatibile.

Gelurile reticulate chimic sunt destul de stabile din punct de vedere mecanic, datorita legaturilor
ionice si covalente ce le caracterizeazd. Cu toate acestea, adaugarea unui agent de reticulare
conduce la efecte adverse daca acest compus este toxic, care, odata eliberat in corp, devine destul

de nociv. Metodele de reticulare chimica sunt urmatoarele:

- Polimerizarea radicald a monomerilor cu masd moleculara redusa, sau a homopolimerilor
ramificati, respectiv a copolimerilor, in prezenta unui agent de reticulare. Aceasta reactie este
cel mai adesea efectuatd in solutie pentru aplicatii biomedicale. Majoritatea polimerilor hidrofili

dispun de grupari hidroxilice, precum aldehidele, acidul maleic si oxalic, dimetilurea,
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diisocianatele etc., care condenseaza in cazul aplicarii grupurilor hidroxile organice ca agenti de

reticulare. Solventul utilizat pentru aceste reactii este im mod normal apa, dar metanolul,

etanolul si ancoolul benzilic au fost de asemenea folosite. Acesti solventi pot fi implicati doar

dacd dupa formarea structurii de retea, solventul poate fi inlocuit cu apa. Figura 1 prezintd o

schema de reactie tipica acestui tip de reticulare :

(—CH I - T’i’ 2=)a+ PY —» (-CH 2 -CH =) + AT

X P

(-CH 2-CH

Figura 1. Schema de reactie tipica structurii reticulate de tip Flory 123,

5

Reactiile de reticulare pot de asemenea avea loc in absenta agentilor de reticulare, daca poate fi

aplicat un initiator tip radical liber, care sa formeze radicali liber in lantul principal.

-Reactiile de copolimerizare sunt utilizate in productia gelurilor polimerice. Sunt produse in

acest mod multiple hidrogeluri, precum poli(hidroxialchil metilacrilatele). Initiatorii folositi in

cadrul acestor reactii sunt de tip radical si anionic, printre care: azoisobutironitrilul (AIBN),

peroxidul de benzoil etc. Soliventii pot fi adaugati pe parcursul reactiei, pentru a reduce

vascozitatea solutiei.

Mecanismul cinetic

Mecanismul de reticulare este compus din patru pasi: inifiere, propagare, reticulare si

finalizare. Finalizarea pot avea loc prin combinare, dispoportionare si tranfer de lanturi catre

monomer. Un exemplu de reactie reprezentativa este urmitorul * :

Initiere:

kq

I -24

ki
A + Ml —d Pl,O,O
Propagare si reticulare:

k
p12
Pogr + Peyz — CQpgr+1 T Pry-12+1

Finalizare prin combinare:

ktc11
Pp,q,r + Px,y,z Mp+x.CI+3I.r+Z

Finalizare prin disproportionare:

k111
Pp,q,r + ley,Z Mp.q.T + MX.)’.Z

32



Capitolul I. Polimeri amfifili pe baza de polizaharide

Transfer lant catre monomer:

kf11
Bygr+ My — My 4+ Pigo

kfi2
Pogr + Peyz—Mpgr+ Pry-1241+ Qoo

Reticularea prin radiatie cu energie ridicata

Radiatia cu energie ridicatd, precum cea de tip gamma “2° sau din fascicule de electroni,
poate fi aplicatd la polimerizarea compusilor nesaturati. Polimerii solubili in apa, derivati cu
grupari vinil, pot fi convertiti in hidrogeluri utilizand radiatie cu energie ridicata. Spre exemplu,
PEG derivat in PEGDA poate forma hidrogeluri in cazul iradierii UV (ultra-violet). Polimerii ce
nu dispun de grupari vinil aditionale pot fi de asemenea reticulati folosind radiatii. La expunerea
la radiatie gamma sau cu fascicul de electroni, solutiile polimerice apoase formeaza radicali pe

lanturile polimerice (spre exemplu, prin ruperea hemolitica a legaturilor C-H).

In plus, radierea moleculelor de apa determina formarea de grupari hidroxile, ce pot ataca
lanfurile polimerice, ducand la formarea de microradicali. Recombinarea acestor microradicali
pe diferite lanturi conduce la formarea de legaturi covalente si, in final, la o structura reticulata.
Caracteristicile de umflare si permiabilitate ale gelului depind de nivelul de polimerizare, o
functie de dozaj intre polimer si radiatie (in general, densitatea de reticulare creste odata cu doza
de radiatie).

Avantajul aplicarii acestui proces in formarea de geluri se regaseste in faptul ca poate fi
realizat in apa, in conditii blande, fara necesitatea pentru un agent pentru reticulare. Exista totusi
si neajusuri: materialul bioactiv trebuie incarcat dupa formarea gelului, deoarece iradierea ar
putea deteriora agentul. De asemenea, in cazul gelurilor precum PEG si PV A, reticularile sunt
constituite din legaturi C-C, care nu sunt biodegradabile.

Reticularea folosind enzime

A fost publicatd recent o noud metodd '?’, ce foloseste o enzimd pentru sintetizarea
hidrogelurilor pe baza de PEG. Tetrahidroxi PEG a fost functionalizat prin adaugarea de grupari
glutamil, formé&ndu-se retele prin adaos de transglutaminaza in solutia de PEG si poli(lizina-
cofenilalanind). Aceastd enzimd a catalizat reactia dintre gruparea y-carboxamida de PEG si
gruparea g-amind de lizind, pentru a obtine o legatura amida intre polimeri. Proprietatile gelului

pot fi modelate prin modificarea proportiilor de PEG si lizina.

Gelurile reticulate chimic implica utilizarea unui agent de reticulare, care este adesea
toxic. Aceasta actiune solicitd eliminarea agentului de reticulare din gel, ceea ce poate afecta
integritatea gelului.
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Din aceste motive, variantele reticulate fizic devin din ce in ce mai importante, dizolvarea
fiind prevenita datorita interactiunilor fizice dintre lanturile polimerice. Au fost cercetate mai
multe metode, explordndu-se prepararea gelurilor reticulate fizic. Cele mai utilizate medode si
domeniilor lor de aplicare sunt:

Reticularea prin interactiuni ionice

Un exemplu de reticulare prin interactiuni ionice este cea a alginatului. Acesta contine reziduuri
de acid glucuronic si manuronic si poate fi reticulat folosind calciumioni. Reticularea poate fi
realizata pentru valori normale ale temperaturii si pH-ului. Gelurile obtinute sunt folosite ca
matrici pentru incapsulare de celule ti pentru eliberare de proteine. In plus, hidrogelurile bazate
pe chitosan, precum si pe dextran, reticulate cu ioni de potasiu, reprezintd alte geluri sintetizate
prin interactiuni ionice. Pe langd reticularea polimerilor anionici cu ioni metalici, hidrogelurile

pot fi de asemenea obtinute prin complexarea polianionilor si policationilor.
Reticularea prin cristalizare

O solutie apoasa de PV A, trecuta printr-un proces de inghetare-dezghetare, conduce la un
gel rezistent si foarte elastic. Formarea gelului este atribuitd obfinerii de cristale de PV A, ce se
comporta ca zone de reticulare fizica in cadrul retelei. Proprietatile gelului pot fi modificate prin
varierea concentraiei polimerului, a temperaturii si a duratelor ciclurilor de inghetare si

dezghetare. A fost demonstrata utilitatea acestor geluri in eliberarea de medicamente 128,

Reticularea prin legaturi de hidrogen

Acidul poliacrilic si cel polimetacrilic formeaza complexuri cu poli(etilen glicol), prin
legaturi de hidrogen intre oxigenul din poli(etilen glicol) si gruparea acida carboxilica a acidului
polimetacrilic **°. De asemenea, au fost observate legaturi de hidrogen in acid polimetacrilic-g-
etilen-glicol. Aceste legaturi se formeaza doar atunci cand sunt protonate gruparile de acid
carboxilic. Rezultd ca umflarea gelurilor este dependenta de pH. A fost recent dezvoltat un
sistem de hidrogel folosind principiile hibridizarii ADN prin legaturi de hidrogen **. Tn cadrul
acestei metode, au fost cuplate oligodeoxiribonucleotide la o un polimer solubil in apa. Au fost
preparate hidrogeluri prin adaugarea unei oligodinucleotide (ODN), fie conjutate aceluiasi
polimer solubil in apa, fie in forma sa libera, la o solutie apoasa de copolimer derivat ODN,

solubil in apa.
Reticularea prin interactiuni proteice

Ingineria geneticd a fost de asemenea utilizata la prepararea de hidrogeluri. Principalul
avantaj consta in faptul ca secventa de peptide si, prin urmare, proprietatile ei fizice si chimice,
pot fi controlate precis prin proiecterea corectd a codului genetic aferent secventelor de ADN
sintetic 3. Capello si colab. au constituit copolimeri bloc secventiali, ce contin o repetitie de
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blocuri similare matasii, respectiv elastinei, in cadrul careia blocurile insolubile de segmente gen
matase sunt asociate sub formd de fibre sau paturi beta aliniate, cu legaturi de hidrogen. Aceste
hidrogeluri pot fi utilizate pentru eliberarea de medicamente, influentata de concentratie,
compozitie a polimerului si temperatura. Reticularea prin interactiuni antigen-anticorp a fost de
asemenea realizata: un antigen (IgG de la iepuri) a fost grefat pe o poliarilaida reticulatd chimic,
in prezenta unui reticulator aditional. Mai mult, hidrogelurile au fost obtinute prin imobilizarea
atat a antigenului cat si a anticorpului, sub forma unei retele polimerice interpenetrante. Aceasta

metoda poate permite eliberarea medicamentoasa ca raspuns la un antigen specific.

1.3.2. Metode de caracterizare a hidrogelurilor pe baza de polizaharide

Caracterizarea hidrogelurilor presupune in primul rand, verificarea solubilitarii lor, proprietate

ce se verifica prin doua metode.
Metoda A.

In mod curent, continutul de hidrogel dintr-un material este estimat prin mdsurarea partii sale
insolubile dntr-o proba uscatd dupa imersarea sa in apa distilata timp de 16 *’sau 48 de ore la
temperatura camerei 133 Proba se pregateste la o concentratie diluatd ( aprox. 1%) pentru a
asigura ca hidrogelul este dispersat in intregime in apa. Fractia gel este mdsuratd dupd cum

urmeaza:
. . Wa .
Fractia gel (hidrogel %)= W, *100 ecuatia (1)
i

unde, W; este greutatea initiald a probei uscate si Wy reprezintd greutatea partii uscate insolubile

a probei dupa extractia cu apa.
Metoda B.

O metoda mai precisd de masurare a fractiei insolubile, a hidrogelului de fapt, constd in
mésurarea greutitii dupa filtrarea sub vid '**. Greutatea W, a unei buciti de hidrogel este
determinata in urma uscarii intr-un cuptor la 105 °C pentru o ora si imediat racita intr-un exicator
ce contine gel de siliciu. In functie de materialul testat, o dispersie (S) de 1-2% poate fi pregitita
in apa distilata urmata de hidratare peste noapte la temperatura camerei. Dispersia hidratata este
ulterior centrifugatd pentru 2-5 minute la 2500 rpm inainte de a fi filtratd.Uscarea hidrogelului se
face ntr-un cuptor la 105 °C, urmata de o racire pana la o greutate constanta (W,). Procentul

fractiei insolubile poate fi calculat astfel:

. W, —W;,
% Hidrogel = % *100 ecuatia (2)
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Masuratori ale gradului de umflare

Pentru determinari ale gradului de umflare se foloseste metoda japoneza standard K8150,
conform careia, hidrogelul uscat este imersat in apa distilatd pentru 48 de ore la temperatura
camerei. Dupa umflare, hidrogelul este filtrat pe o plasa din otel inoxidabil cu 30 de grile. Gradul
de umflare este calculat

Ws-Wy

Umflarea = ecuatia (3)

unde W; reprezinta greutatea hidrogelului in faza umflata si Wy este greutatea hidrogelului in

stare uscata.

O altd metoda de a caracteriza umflarea consta in imersarea gelului uscat in apa distilata pentru
16 ore la temperatura camerei. Dupa umflare, hidrogelul a fost filtrat si s-a calculat gradul de
umflare conform

Umflare = £ *100 ecuatia (4)

unde C este greutatea hidrogelului obtinut dupa uscare si B este greutatea partii insolubile dupa

spalarea cu apa.

FT-IR este o tehnica folositoare pentru identificarea structurii chimice a unei substante.Se
bazeaza pe faptul ca componentele de baza ale unei sbstante (ex. legaturile chimice) pot fi
excitate si astfel ele pot absorbi lumina infrarosie la frecvente ce sunt specifice pentru anumite
tipuri de legaturi chimice. Aceasta tehnica este frecvent folosita pentru a investiga aranjarea
structurala'®® din hidrogeluri prin comparatie cu materielele de plecare.

Microscopia electronica de baleiaj

SEM-ul este utilizat pentru informatiile ce le oferd despre topografia suprafetei probei, fiind cea

mai des tehnica utilizata pentru a capta structura retelei caracteristice din hidrogeluri.
Difractia dinamica a luminii

Cromatografia pe gel cuplatd cu un aparat de difractie dinamica multipla a luminii (GPC
MALLS) este o tehnica utilizatd pentru determinarea distributiei moleculare si a parametrilor
unui sistem polimeric. Aceastd investigatie este folositda in cuantificarea hidrogelurilor din

. . . ~ . . .o . . 136
sistemele polimerice, cum sunt cateva hidrocoloide, guma arabica, gelatina si pululanul ™.

Analiza sol-gel

Pentru reticularea cu radiatii, analiza sol-gel este o metoda de caracterizare importantd deoarece

permite estimarea parametrilor cum ar fi randamentul de reticulare si degradare, doza de gelatie,
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etc. si de a corela acestea cu anumite proprietati fizico-chimice. Relatia fractiei sol si doza
absorbita conform ecuatiei Charlesby-Pinner este data in ecuatia de mai jos, ecuatie frecvent

folosita pentru polimerii liniari cum e cazul carboximetil celulozei *’

2
st/s =22+

do qO[Lz,()D

ecuatia (5)

unde s este fractia sol, po reprezintd densitatea de degradare, numarul mediu de scindari ale
lantului principal pe unitate monomericd si pe unitate de dozd, qo reprezintd densitatea de
reticlare, proportia de unitati monomerice reticulate pe unitate de doza, u2,0 este greutatea medie

initiald a gradului de polimerizare si D reprezintd doza de radiatie in Gy.
Reologia

Proprietatile reologice sunt dependente de tipul structurii (ex. asociere, reticulare) prezente in
sistem. Solutiile polimerice sunt vascoase la frecvente joase, cu tendinta de a urma legea G’ ~ o’
si G”~ . La frecvente inalte, domind elasticitatea (G’ > G’’). Aceasta corespunde
comportamentului de tip Maxwell cu un singur timp de relaxare ce poate fi determinat de la

punctul de jonctiune si timpul de relaxare creste cu concentratia.
Caracterizarea mecanica

In prezent, cea mai folosita metodd in determinarea proprietatilor mecanice ale hidrogelurilor
este cea a rezistentei la intindere ce presupune aplicarea unei forte pe fasii de material

imobilizate intre doua cleme.

Forta aplicatd si elongatia materialului sunt folosite pentru a obtine un grafic al deformarii
fortelor, grafic ce se foloseste pentru a obtine cateva proprietdti mecanice ale hidrogelului cum ar

fi modulul lui Young, limita de curgere,rezistenta la intindere.
Alte tehnici

Metodele principale folosite pentru a caracteriza si a cuantifica cantitatea de apa libera si legata
din hidrogeluri constau iIn DSC si RMN. Protonul RMN furnizeaza informatii despre schimbul
de molecule de apa dintre starile numite libere si legate. Folosirea DSC se bazeazd pe
presupunerea ca doar apa liberda poate fi inghetatd, astfel incat se presupune ca endoterma
masuratd la Incalzirea gelurilor inghetate reprezintd topirea apei libere si cd valoarea sa va

conduce la aflarea cantitatii de apa libera din hidrogeleul testat.

1.3.3. Metode de hidrofobizare a hidrogelurilor pe baza de polizaharide

Pentru aplicatii ne-biodegradabile, este esential ca matricea gelului purtitor sa-si mentind

integritatea fizicd $i mecanica. Stabilitatea mecanicd a gelului este, prin urmare, un aspect
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important In proiectarea unui sistem terapeutic. Spre exemplu, medicamentele si alte
biomolecule trebuie protejate de mediile daunatoare din corp, precum pH-ul extrem dinaintea
eliberdrii 1n locatia tinta. Pentru aceasta, gelul purtator trebuie sa aiba capacitatea de a-si mentine
integritatea fizica si rezistenta mecanicd, pentru a se dovedi un biomaterial eficient. Rezistenta
materialului poate fi majoratda prin incorporarea agentilor de reticulare si comonomerilor,
respectiv prin cresterea gradului de reticulare. Exista totusi un grad optim de reticulare, avand in
vedere ca o valoare prea mare a acestuia poate conduce la fragilitate si o elasticitate redusa.
Elasticitatea gelului este importanta in conferirea de flexibilitate lanturilor reticulate, pentru a
facilita migcarea agentului bioactiv incorporat. Este deci necesar un compromis intre rezistenta

mecanica si flexibilitate, pentru utilizarea corespunzatoare a acestor materiale.

1.3.4. Aplicatii ale hidrogelurilor pe baza de polizaharide cu hidrofilie redusa

Hidrogelurile au fost intens studiate ca biomateriale pentru o gama extinsa de aplicatii,
datorita similaritatilor lor structurale cu tesuturile din corp. Spre exemplu, sistemele de eliberare
de medicamente bazate pe hidrogeluri prezinta un interes ridicat deoarece pot fi usor modificate
pentru a-si adapta caracteristicile si pot conduce la livrare directionata, extinderea timpului de
circulatie si la reducerea toxicitatii si efectelor secundare. Moleculele de medicament sunt
incluse fizic in retea si eliberate din matricea hidrogelului prin difuzie, care poate fi ajustata prin
modificarea conformatiei retelei si/sau a afinitdfii acesteia pentru medicament. Mai mult,
hidrogelurile pot fi un excelent purtator nu doar pentru molecule mici, dar si pentru
macromolecule bioactive fragile, precum proteinele. Faptul ca hidrogelurile contin cantitati
ridicate de apa in refeaua polimericd permite constrangerea activitatii proteinelor in reteaua
polimerica protectivd §i previne denaturarea acestora, ceea ce transformd hidrogelurile in

materialele ideale pentru stocarea si eliberarea de proteine.

Cu toate acestea, hidrogelurile curente, ca instrumente de livrare a medicamentelor, sunt limitate
de catre natura lor hidrofila, care nu permite utilizarea lor sub forma de sisteme de eliberare
pentru medicamentele hidrofobe, din cauza unei eliberari rapide in faza initiald. In plus, din
cauza interactiunilor hidrofobe, se pot forma agregate de medicamente de mari dimensiuni pe
parcursul procesului de incarcare a medicamentului, ceea ce poate conduce la o concentratie

locala ridicata si cauza efecte secundare sau chiar toxicitate.

Gelurile formate prin reticularea polizaharidelor ce prezintd grupari carboxilice, sunt
cunoscute si folosite de multi ani, in domeniile stomotologiei si tehnologiilor de preparare a
mancdrii. Dintre aceste geluri, cele mai intalnite sunt compuse din alginate insolubile in apa care
includ, cu exceptia magneziului si a sdrurilor metalice alcaline, grupa a doua de saruri metalice
de acid alginic.
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Aceste geluri alginate insolubile in apd sunt formate In mod tipic prin conversia chimica a
alginatelor solubile 1n apd, intr-o solutie apoasd, in alginate insolubile in apa. Aceasta conversie
este de obicei realizata prin reactia dintre alginata solubild in apa si cationii polivalenti eliberati

dintr-o sare metalici di- sau trivalentd solubila.

Hidrogelurile pe bazd de polizaharide insolubile in apd si incédrcate cu medicament
prezinta atat o utilitate particulard in pregatirea preoperativa a cavitatilor vaginale si/sau rectale
pentru obtinerea unui mediu aseptic, cat si aplicabilitate ca dispozitive de eliberarea de
medicamente pentru orice cavitate sau suprafatd a corpului. Spre exemplu, pot fi folosite ca
pansamente, medicamente cu eliberare sustinutd sau contraceptive vaginale®®. Hidrogelul
medicamentos poate conferi o eliberare prelungitd a medicamentului in cavitatea corporala,
pentru pana la 24 de ore sau chiar mai mult si de asemenea este capabil de a absorbi exudati din
cavitatea corporald, fara o umflare considerabila. Rdimane umed, reducand prin urmare traumele
si iritatiile tesutului inconjurator, dar mentine suficienta integritate structurald pentru a fi eliminat

intreg din cavitatea corporald, chiar si saturat cu lichide corporale sau alte lichide apoase.

Hidrogelurile au cunoscut o dezvoltare extraordinard in ceea ce priveste incapsularea de
celule si eliberarea controlata a agentilor terapeutici dispusi in interiorul lor. O mare atentie a
ofst acordata gelurilor compuse din polizaharide — polimeri biologici, regasiti in numeroase
tipuri de tesuturi si organisme i care sunt capabili de a fi reticulafi in hidrogeluri care
incapsuleaza agenti activi (de exemplu, factori de crestere si alte macromolecule) sau celule
pentru eliberare ori incubare, prin intermediul degradarii hidrogelului pentru eliberarea agentului
sau celulei incapsulate. Totusi, aceste hidrogeluri se degradeaza in mod tipic doar in prezenta
enzimelor care descompun scheletul polizaharidei. Prin urmare, exista o necesitate pentru
compozitii biocompatibile care se degradeazd in prezenta unui mediu apos, de exemplu apa,
astfel Incat sa elibereze un agent activ dispus in interiorul hidrogelului. Aceste hidrogeluri pot fi

proiectate astfel incat sa se degradeze pe parcursul mai multor zile sau chiar luni.

Pe parcursul ultimilor ani, hidrogelurile au fost de asemenea utilizate ca imitatori
de matrici extracelulare tridimensionale, pentru a elimina limitarile conditiilor culturilor celulare
bidimensionale traditionale. Hidrogelurile precum matrigelul si colagenul, care sunt bazate pe
polimeri naturali, au fost cercetate extensiv pentru aplicatii in domeniul culturilor celulare
tridimensionale. Cu toate ca au fost obtinute rezultate promitatoare din prisma celulelor crescute
cu aceste geluri naturale, din cauza compozitiei lor complexe, variabile si insuficient de clar
definite, nu a putut fi obtinuta a cultura celulara precis controlatd. Pe de altd parte, hidrogeluri
sintetice cu retele si rezistentd mecanica bine definite pot constitui platforme tridimensionale
stabile pentru cresterea de celule, dar careia ii lipsesc semnalele biologice care pot realiza
comunicarea cu alte celule si controla comportamentul acestora. Prin urmare, sunt cercetate
hidrogelurile sintetice conjugate cu diferite molecule biologice cu semnal, pentru a inlocui
gelurile naturale.
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Numeroase studii abordeaza hidrogelurile pe baza de pululan, ca sisteme de eliberare
medicamentoasd, in mod particular sub forma de microgeluri si nanogeluri. Se pot obtine
rezultate terapeutice evidente prin eliberarea lenta a medicamentelor in plasma, modificand astfel

profilele concentratiei medicamentelor'®.

Au fost pregatite nanoparticule de hidrogel din pululan reticulat cu glutaraldehida, pentru
a dezvolta sistem purtdtor de ADN, potentand astfel eficienta de incarcare a genelor, proprietatile
de eliberare controlatd, biocompatibilitatea si stabilitatea “°. Tn particular, pululanii amfifili
obtinuti din grefe colesterile, acetile si cloroacetile pe grupari hidroxile, formeaza nanogeluri
capabile de a intrapola molecule hidrofobe, proteine sau peptide si acizi nucleici. Mai mult,
nanogelurile hidrofobizate bazate pe pululan interactioneaza cu totodatd cu variate ansambluri
moleculare, precum lipozomii si emulsiile apa-ulei ***. Prin urmare, conjugatele hidrofobizate pe
baza de pululan au fost utilizate ca purtatori de medicamente directionati, pentru substante
bioactive, precum metronidazol, acid nicotinic, sulfatiazol, mitoxantrona sau epirubicind, pentru
legarea lor de variate substante hidrofobe si proteine solubile, precum si in biotehnologie, ca

insotitori in prezenta B-ciclodextrinei sau pentru formarea de nanogeluri hibride.

Pot fi folosite ca nanopurtatori polimerici in stabilizarea proteica pentru chimioterapia in
caz de cancer si pentru vaccinuri artificiale. Nanogeluri ce raspund la stimuli, precum cele
sensibile la pH, temperaturd si lumina, au fost de asemenea proiectate, folosind o metoda de
auto-asamblare similara 2. Majoritatea studiilor importante din domeniul pululanului
hidrofobizat raporteaza asupra auto-asamblarii pululanului purtator de colesteril in nanoparticule
stabile de hidrogel, in cadrul carora lanturile de pululan au fost reticulate ne-covalent prin

asocierea compusilor pe baza de colesteril, ca in figura urmatoare:

S Miez hidrofob o
\ - S
~ [A—t;;:a;amblare i
\ k..

, ==
7 Tnvelis exterior.-~"
E hidrofi
27

Pululan ! Colesterol 20-30nm

Figura 2. Formarea nanoparticulelor bazate pe conjugat de colesterol-pululan, prin auto-agregare

- . 5 143
in solutie apoasa .
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Capitolul I1I.

MATERIALE SI METODE EXPERIMENTALE

I1.1. Materiale utilizate
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70% amilopectind

Sigma-

ACS reagent Aldrich

80% wt solutie in
toluen

(anhidra, 99,8%),

purit, > 98.0%

in solutie de toluen
(1.9 M)

Anhidru 99%. Fluka

purit, > 97.0%

Anhidru 99% Acros

Organics



Capitolul II. Materiale si metode experimentale

In cadrul acestei teze, din lista lungd de polizaharide existente s-a ales spre modificare
amidonul. Acesta va consitui componenta hidrofila si poli(e-caprolactona), componenta
hidrofoba, in urma grefarii lanturilor de poli (e-caprolactona) pe polizaharida, conferindu-se
caracterul amfifil produsului final.

Amidonul este principala sursd de carbohidrati din dieta umana si din punct de vedere
chimic este alcdtuit din doud polizaharide principale, amiloza si amilopectina, ultima
componentd constituie aproximativ 80% din amidonul cel mai des raspandit. Procentajul celor
doud polizaharide variaza in functie de originile botanice ale amidonului. Amiloza si
amilopectina au structuri diferite si proprietdti care au fost intens studiate si discutate de
Numerosi autori.

Amiloza este un o —glucan relativ lung, liniar, cu o masa moleculara MW= 100,000-500,000, ce
contine aproximativ 99% de lanturi (1 - 4)-a- si (1 -6)-o si diferda in marime si structura
depinzand de originea botanici. Amiloza are o masd moleculard de aproximativ 1 x 10°~1 x 10°.

Amilopectina este 0 moleculd mult mai mare ca amiloza, cu o masi moleculard de 1 x 10"~1x
10° si o structura foarte ramificata alcatuita din aproximativ 95% lanturi (1 - 4)- a si 5% (1 - 6)-a.
Ramificarile amilopectinei contin in jur de 20-25 unitdti glicozidice. Lanturile unitatii de
amilopectind sunt relativ scurte comparativ cu moleculele de amiloza, avand un profil de
distributie larg."** . Prezenta punctelor de ramificatie din amilopectind permite lanturilor scurte
liniare sa se grupeze impreund intr-un mod eficient sub formd de dublu helix paralel, formand

> In mod contrar, amiloza formeazi cea mai

astfel baza granulelor de amidon semicristaline
mare parte din regiunile amorfe, ce sunt distribuite aleator intre clusterele de amilopectina.

Regiunile de ramificare se constituie din stratul amorf ce separa cristalitele intre ele.

Umflarea in apa a granulelor de amidon pur reprezinta un proces reversibil la temperaturi
sub cea de gelatinizare, datorita structurii stabile semi-cristaline. Absorbtia de apa este in mod
normal mai micd de 40%. Atunci cand este majoratd temperatura unei suspensii de granule de
amidon cu exces de apd catre valoarea de gelatinizare, granula de amidon isi va pierde
caracteristicile de birefringenta si cristalinitate, in paralel cu umflarea. Aceasta modificare este
ireversibila si se numeste “gelatinizare”. Gelatinizarea completa are loc in mod normal pentru un

interval de temperaturi (10-15 °C).

Gelatinizarea este procesul de umflare a granulelor, urmata de dezmembrarea structurii
granulare, pentru care pierderea ordinii cristaline poate fi observatd ca urmare a disparitiei
difractiei de raze X. Incd dinainte de dezmembrarea granulei, unele materiale (in principal
amiloza) ncep sa fie extrase prin dizolvare din aceasta. Acest material isi majoreaza masa
moleculard si, odata cu ridicarea temperaturii, incd mai mult astfel de material ramificat este
extras. Cu toate acestea, pe parcursul gelatinizarii, nu este extrasd intreaga cantitate de amiloza.
Modificarea morfologicd a granulelor pe parcursul umflarii depinde de originea amidonului.

Pentru unele variante, precum cele ce provin din cartofi i porumb, granulele se umfla pe toate
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directiile, in timp ce in cazul graului, orzului si secarei umflarea este restrictionata pe o singura

dimensiune, determinand o contractie complicatd a granulelor.

Capacitatea de umflare a granulelor este in mod normal cuantificatd prin puterea de
umflare (greutatea granulelor umflate sedimentate per gram de amidon uscat) sau volumul de
umflare (volumul granulelor umflate sedimentate per gram de amidon uscat) la o temperatura
corespunzitoare “*°. Comportamentul de umflare a amidonului nu depinde exclusiv de originiea
acestuia, ci si de continutul de amiloza. In plus, retrogradarea are loc dupa pierderea structurii
ordonate, 1n timpul gelatinizarii amidonului, ceea ce conduce la sinereza sau separarea apei in
cadrul sistemelor alimentare ce contin amidon. Totusi, aceste neajunsuri ale amidonului pur pot
fi depasite, de exemplu prin introducerea in molecule de mici cantitdti de grupdri ionice sau
hidrofobe. Schimbdrile modifica proprietatile amidonului, inclusiv vascozitatea solutiei,
comportamenul de asociere si stabilitatea in cadrul produselor finale. Functionalitatea
amidonului poate fi modificata prin metode fizice, chimice si biotehnologice. Un alt scop al
acestor alterari este cel de a stabiliza granulele de amidon pe parcursul procesarii si de a face

amidonul adecvat unui numar mai mare de aplicatii.

Amidonul solubil utilizat de grad ACS a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich, are formula
chimica (CgH100s)x si 0 masd moleculara de 342,3. Este dispersabil in apa calda si se prezinta
sub forma unei pudre albe.

g-caprolactona a fost uscati pe site moleculare de 3 A timp de 3 zile inaintea utilizarii, iar Br-11
undecanolul dizolvat in toluen a fost mentinut in tuburi Schlenck sub argon.

I1.2. Metode si tehnici de lucru

11.2.1. Determinarea procentului fractiilor amiloza/amilopectina din amidon

Amiloza poate forma complexe cu iodul si diferiti compusi organici precum butanolul si
acizii grasi. Agentii de complexare sunt incorporati in spiralele de amiloza. Aceste complexe
sunt in mod esential insolubile in apd. Amiloza este extrasd cu usurintd din granulele umflate
pentru temperaturi usor peste cea de gelatinizare. Cantitatea de amiloza poate fi in mod normal
izolatd prin astfel de proceduri de extragere apoasd, prin metode de dispersie si precipitare,
respectiv ultracentrifugare. Amilopectina prezinta una dintre cele mai mari molecule din natura.
Masa molecularad a acesteia este de 100 de ori mai mare decat cea a amilozei. Comparativ cu
aceasta din urma, structura amilopectinei este mai complexa, avand in vedere ca 4-5% din totalul
de legdturi formeaza ramificatii. Datoritd dominatiei sale generale in cadrul compozitiei,
structurii §i proprietatilor granulare, amilopectina a fost intens studiata din prisma dimensiunilor

si structurii moleculare.
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Tabelul 1. Caracteristici fizico-chimice importante ale amilozei si amilopectinei **,

Proprietate Amiloza Amilopectina

Structura moleculara Liniara (a-1, 4) Ramificata (a-1, 4; a-1, 6)
Masa moleculara ~10° Daltoni ~10° Daltoni

Grad de polimerizare 1500-6000 3x10° - 3x10°

Complex elicoidal Puternic Slab

Culoare — iod Albastra Rosie-mov

Solutii diluate Instabila Stabila

Retrogradare Rapida Lenta

Proprietate gel Dens, ireversibil Moale, reversibil
Proprietate film Puternic Slab si casant

Capacitatea de legare a iodului (CLI) de amilozad a fost determinata printr-o metoda
spectroscopica care consta In urmdrirea evolutiei absorbantei unei solutii de amiloza (10ml) dupa
adaugarea succesivd (20 pl) a unei solutii de iod. Masuratoarea este realizata cu ajutorul unui
spectrofotometru la lungimea de undd de 288 nm, lungime ce corespunde unui maxim de
absorbtie a iodului liber in solutie. Comparatia cu o dreapta etalon obtinuta pentru o solutie fara
amiloza da cantitatea de iod fixatd, dupa cum este reprezentat in figura de mai jos (figura 2).
Amidonul dispersat va avea o culoare albastru intens, datorita formarii unui complex helicoidal
intre amiloza si iod, mai exact a unor helixuri de tipul V, alcatuite din 6 reziduuri glucozice
anhidre pe incoldcire, cu un pas de 0.8 nm si un diametru al cavitatii elicoidale hidrofobice de
0.5 nm. McGrance si colab.™® au aritat ca iodul este prezent in aproape fiecare intorsatura a

helixului amilozei, paralel cu axa sa lunga.

P ~ w »
o w s nw,

©
e

Absorbtia luminii la 288 nm

o

O 20 40 60 80 100
Volumul de solutie de iod adaugat (pl)

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

a) blanc, b) amiloza, c) amidon.
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Prepararea solutiei de amiloza

10 mg (masa uscatd) de amidon sunt solubilizate in 2 ml de DMSO la 60°C sub atmosfera inerta.
Solutia este diluata la 200ml cu apa. Se preleveaza 10 ml din aceasta solutie si se adauga 83 mg
de iodura de potasiu (ce corespunde unei solutii de 0.05N) nainte de dozaj.

Prepararea solutiei de iod

Se adaugd 100 mg iod si 830 mg KI 1n 2 ml de DMSO, apoi solutia este completatd pana la 100
ml cu apa si se lasd la agitat timp de o noapte pentru a permite sa se solubilizeze cat mai bine.
Solutia este imediat pastratd la frigider, dar durata sa de utilizare ramane limitatad la aproximativ

0 saptamana.

Dupa marcarea cu iod, continutul total de amiloza a fost de 30%, iar cel de amilopectina de 70%.

11.3. Metode de caracterizare
11.3.1. Caracterizare structurali
I1.3.1.1. Rezonanta magnetici nucleari (‘H-RMN)

Spectrele RMN 'H si *3C au fost Tnregistrate cu un spectrometru Bruker Avance I,
functionand la frecventa de 400 MHz ‘H si 100.6 MHz pentru *C. S-au utilizat solventi
deuterati.

I1.3.1.2. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) si cu transformata
Fourier prin reflectanta totali atenuata (FTIR-ATR)

Analiza IR s-a realizat cu un spectrometru Magna-IR Nicolet 550, 32 de scanuri, de la
400 la 4000 cm™ folosind pastile KBr prin majorarea produsilor cu bromura de potasiu solida si
aplicarea unei presiuni de 10 tone si cu un spectrometru Nicolet 1S10 Smart iTRdiamondATR
de la 600 to 4000 cm™. Tn cazul compusilor lichizi, filmele au fost depuse pe pastile de NaCl.

I1.3.1.3. Analiza suprafetelor prin spectroscopie fotonelectron cu raze X (XPS)

Proprietatile de suprafata ale polimerilor sunt foarte importante in cadrul multor aplicatii.
Adesea, acestea sunt diferite. Printre tehnicile de analiza a proprietétilor chimice ale suprafetelor
polimerice, XPS si TOF-SIMS sunt esentiale. Datoritd simplitétii sale in utilizare si interpretarea
de date, XPS este probabil cea mai utilizata tehnica de analiza a acestor suprafete. Este capabila
de a oferi informatii elementare cantitative si asupra legaturilor chimice. Cu toate acestea,

informatiile moleculare si asupra rezolutiei spatiale sunt reduse. TOF-SIMS, pe de altd parte,
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oferd o combinatie unica de specificitate moleculara ridicata, rezolutie spatiala sub-micrometrica
si sensibilitate superficiald extremd, ideale pentru elucidarea complexei chimii aferente
suprafetelor polimerilor. Este de asemenea unica metodd ce poate oferi simultan informatii
despre compozitie si morfologie. Totusi, TOF-SIMS are dezavantajul dificultatii de generare a
datelor cantitative. Prin urmare, XPS si TOF-SIMS reprezintd o excelentd combinatie pentru

caracterizarea suprafetelor polimerice.

Compozitia chimica a suprafetelor probelor a fost analizata prin spectroscopia cu raze X a
fotoelectronilor (XPS) folosind un spectrometru cu fotoelectroni PHI-5000 VersaProbe (F
ULVAC-PHI, INC), cu un analizor de energie hemisferica (0,85 eV rezolutie de energie cu
caracter obligatoriu, pentru materiale organice). O radiatic monocromatica de raze X, Al Ka (h v
= 1486.7 eV) a fost utilizata ca sursa de excitare. Standardul unghiului de decolare utilizat pentru
analiza a fost de 45 °, producand o adancime maxima de analiza in intervalul de 3-5 nm. Spectrul
minim de rezolutie a fost inregistrat in trepte de 0,5 EV cu o energie de trecere de 117.4 eV. In
plus, spectre de inalta rezolutie au fost inregistrate in trepte de 0,1 EV cu o energie de trecere de
58,7 eV. Softul folosit pentru tratarea spectrelor a fost MultiPak V8.2C, analiza o zona,
diamterul fasciculului de raze X = 100 micrometri, factori de sensitivitate C1s - 0.314, Ols -
0.733.

Masuriatorile Tof-SIMS s-au realizat folosind Physical Electronics TRIFT Il ToF-SIMS
instrument (Physical Electronics, Chanhassen, USA, folosind o sursid de ioni Au® de 22 keV
(current ionic de 2nA) pe o suprafatd de 300 pm x 300 pm. Sursa de electroni a fost operata la
energii scazute ale acestora pentru a compensa incarcarea. Doza de ioni a fost mentinutda sub
limitele conditiilor statice. Datele au fost normalizate la intensitatea totald minus intensitatea H*"

a trei masuratori pe arii diferite ale aceleiasi probe

11.3.2. Analiza termici - analiza termogravimetrica (ATG) si calorimetria diferentiala de
baleiaj (DSC)

Stabiliatatea termica a copolimerilor a fost investigata cu un echipament TGA Q50 de la
firma T.A. Instruments, sub atmosfera inerta (100 ml/min). Toate experimentele au fost realizate
n intervalul 20°C-500°C, la o viteza de incalzire de 10°/min.

Analiza termica a produsilor s-a realizat cu un DSC 822e de la Mettler-Toledo. Au fost
folosite capsule ermetice de aluminiu (40uL) si probele au cantarit intre 4 si 6 mg. Valorile au

fost inregistrate de la primul ciclu de incélzire.
11.3.3. Determinarea unghiului de contact

Unghiul de contact a fost determinat prin metoda ,picaturii” cu un aparat KRUSS
DropShape Analysis system DSAMK?2.
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Tensiunea interfaciala si de suprafatd poate fi masuratd cu un tensiometru optic, prin
asa-numita ,,metoda a picaturii”.

Forma unei picaturi de lichid ce atarna de varful unei seringi este determinata din raportul
de forte care include tensiunea de suprafata din acel lichid. Tensiunea de suprafatd sau tensiunea

interfaciala la interfata lichidului pot fi legate de forma picaturii prin urmatoarea ecuatie:
y=Ap.g.R?Z/P ecuatia (1)

unde y = tensiunea de suprafata
Ap = diferenta in densitate intre fluide la interfata
g = acceleratia gravitationala
Ro = raza curburii picaturii la apex
B = factorul de forma
B, factorul de forma, poate fi definit prin intermediul ecuatiei Young-Laplace exprimata

prin trei ecuatii adimensionale de ordinul I, dupa cum este aratat in figura de mai jos.

dx/ds = cos ¢
dz/ds =sin ¢
do/ds=2+Bz-(sind )/ x

X

Figura 2. Ecuatii ce definesc factorul de forma .

Metodele moderne computerizate, ce folosesc aproximari iterative, permit calcularea
ecuatiei Young-Laplace pentru factorul B. Astfel, pentru orice picatura cu densitate cunoscuta,
pentru cele doua lichide aflate in contact tensiunea de suprafatd poate fi masuratd conform
ecuatiei Young-Laplace. Aceasta abordare reprezinta un pas inainte fatd de metodele traditionale,
realizdndu-se cu usurintd si precizie. De asemenea, aceasta metoda are avantajul ca foloseste
volume foarte mici de lichid, masoara foarte usor tensiuni interfaciale foarte scazute si materiale

topite.
11.3.4. Analiza capacititii de micelizare
Difractrometria laser (DLS) a fost realizata folosind aparatul Malvern

Nanosizer S echipat cu un fascicul generator de laser de 10 mW He/Ne ce opereaza la K5=633

nm unghi de 90°. Toate valorile au fost realizate in triplicate de zece masuratori fiecare, obtinute
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la 25°C. Pentru un coloid monodispers, indexul de polidispersitate ar trebui sa fie sub 0.1, dar

valorile ce depasesc acest numar pot fi folosite in diferite comparatii.

I1.3.5.Microscopia electronica de baleiaj (SEM)
Microscopia de baleiaj (SEM) utilizata in cadrul acestei teze a utilizat un microscop
Quanta 250 de la FEI .

11.3.6. Microscopia electronica de transmisie (TEM)

Microscopia electronica de transmisie (TEM) a fost utilizata pentru a observa direct
morfologia si polidispersitatea agregatelor copolimerice. S-a intrebuintat un CM120 de la
Philips, probele fiind observate la o tensiune de 80kv dupa uscarea unei picaturi de solutie de

polimer pe o grild de cupru acoperitd de un film de carbon.

I1.3.7. Determinarea gradului de retentie a apei
Gradul de umflare [Q%] a fost calculat conform ecuatiei de mai jos:

Q% =% x 100 ecuatia (2)

unde, m(t) reprezinta masa hidrogelului umflat la timpul t si m(0) este masa initiala a
hidrogelului uscat. Rezultatele constituie valoarea medie a trei determinari.

11.3.8. Evaluarea in vitro a cineticii de incircare/eliberare de principii active

Pentru studiile de inarcare/eliberare a fost utilizat un medicament model, levofloxacin,
procurata de la Sigma Aldrich. Structura levofloxacinei este redata in schema 1.

H3C\ET/\ /CH3
o) (\N
N N
LEVOFLOXACIN —————* | \)
HO.
F
(@] (@]

Schema 1. Formula levofloxacinei.

Determinarea cantitatii de medicament incarcat si a cineticii sale de eliberare, s-a realizat
cu ajutorul spectroscopiei UV-VIS. S-a utilizat un instrument de tip Nanodrop ND 100, ce
permite analiza unui volum foarte mic de substantd (de ordinul microlitrilor). Atat pentru studiile

de includere cat si pentru cele de eliberare a fost necesara realizarea unei curbe de etalonare.
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Probele au fost cantarite si apoi imersate in 10 mL solutie de medicament in apa (10%
w/w) unde au ramas timp de 24 de ore pentru definitivarea procesului de difuzie. S-a folosit ca
medicament model, levofloxacina, un antibiotic hidrosolubil.

Curba etalonare levofloxacin in apa

1.2 -
17 A
8. 0.8 A
&
2 06 -
o
2 04
<
0.2 - y = 7.0487x
R2=0.9856

003 005 007 009 011 013 015
Concentratia (mg/ml)

-0.01 0.01

Figura 3. Curba de etalonare pentru levofloxacina in apa

Cantitatea maxima de medicament incarcat dupa 24 de ore a fost calculata
spectrofotometric (lungimea de unda folosita pentru identificarea cafeinei a fost 300 nm) dupa

cum urmeaza:

m =m, -C_; xV ecuatia (3)

unde m_ — levofloxacin incarcat (mg)
m, —cantitatea initiala de levofloxacin (mg)
Cvs — concentratia de levofloxacin in solutia ramasa de medicament dupa indepartarea
probei, calculata din curba de calibrare pentru levofloxacin in apa (mg/mL)

V — volumul solutiei de medicament ramas (m,).

Hidrogelurile incarcate cu levofloxacin au fost imersate in 100 mL solutie tampon
(pH=7,4) in recipienti acoperifi si fixati intr-o baie de apa cu termostatare si agitare GFL 1092, la
o temperaturd de 37°C si o viteza de agitare de 60 rpm.

Cantitatea de medicament eliberat la anumite intervale de timp a fost monitorizata
spectrofotometric. Rezultatele au constituit media a trei determinari.

Cantitatea maxima de levofloxacina cliberata a fost calculata folosind ecuatia curbei de

calibrare 1n apa si masa fiecarei probe astfel:

m; = 100 mb ecuatia (4)

mp
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unde: m_ — cantitatea maxima de levofloxacin eliberata, C_ — concentratia levofloxacinei
calculata din ecuatia curbei de calibrare (AL = C_ - 7,048 in apd) (mg/mL), m, — masa probei

(mg).

Determinarea cantitativd a medicamentelor cedate in mediul receptor, s-a facut prin

spectrofotometrie UV-VIS.

11.3.9. Modelul teoretic de difuzie a principiului activ
Ecuatia de ordin 1 a lui Lagergren
gt= Qe * [L1-exp(-ki*t)] ecuatia (5)
q « = cantitatea de xx absorbita la un anumit timp t (mg/g)
ge= Cantitatea de xx absorbita la echilibru (mg/g)
ki= constanta lui Lagergren (min™)
t=timp
Ecuatia de ordinul 2 a lui Ho

q = t*ks ge? / (1+t*Kz Q) ecuatia (6)
h= ks q¢°
ko= constanta relativa a acestui model [g/(mg*min)]

Ecuatia Korsmeyer—Peppas:

M/ M., = Kt " ecuatia (7)

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

eliberare si n exponentul de eliberare.
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CAPITOLUL I
MODIFICAREA CHIMICA A AMIDONULUI SOLUBIL

I11.1. Modificarea chimica a amidonului solubil cu cloruri acide

II1.1.1. Principiul reactiei

N %IW —_— QN\LI/\/W\/\N\/

Piridina Clorura de palmitoil

CN"' /O\n/\/\/\/\/\/\/\/
— Ai\n/;/\/\/\/\/\/\/

ol
@] 0 H\
&/ - "
~ 0 OH - > oH \m X |
o) o} o} OH
OH o OH
OH OH

Amidon

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

Esterificarea amidonului(2 g, 0.012 mol) cu clorura de palmitoil(3.29 g, 0.012 mol) a
fost realizatd in 50 mL de dimetilformamida (DMF), pe o baie de ulei, sub o continud agitare la
100° C timp de 6 ore, folosind piridina (1.13 g, 0.014 mol) drept acceptor de HCI. Dupa ce
mediul de reactie a fost racit la 50° C, un strat asemanator cu o ragind este separat de restul
solventului. Produsul este precipitat intr-un amestec de 70% (v/v) de etanol si apa, sub o agitare

puternica, apoi este filtrat si uscat.
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111.1.2. Analiza rezultatelor obtinute

Polimerii naturali, cum este cazul amidonului, celulozei sau cel al proteinelor reprezinta o
categorie interesantd de materii prime pentru diverse aplicatii ce impun un caracter
biodegradabil. In mod deosebit, amidonul este atractiv deoarece are un cost redus si este
abundent. Cu toate acestea, folosirea lui Tn stare nativa este limitata datorita rezistentei scazute,
vascozitatii ridicate (procesare slaba), fragilitatii ridicate §i incompatibilitatii cu polimerii
hidrofobi. De aceea este necesarda o modificare a acestuia in scopul hidrofobizarii si a
imbunatatirii proprietdtilor mecanice.

Dezvoltarea esterilor pe baza de amidon a inceput la mijlocul sec IX, cu cercetarile lui

Schuetzenberger care a reactionat amidonul acetilat cu anhidrida aceticd **

. Reactia de
esterificare este catalizata de H+ si are loc cu formarea de apa; poate fi realizatd cu anhidride
acide in medii apoase sau pe baza de solventi organici (piridina, DMSO, DMF sau isopropanol)
cu catalizatorii acizi (acidul clorhidric sau sulfuric) sau alcalini (NaOH sau trietilamina) **°.
Catalizatorii neutri sau slabi acizi/alcalini duc la o substitutie regioselectiva la gruparile hidroxil
ale amidonului de la C2, pe cand catalizatorii alcalini (cum sunt carbonatii, hidrogenocarbonatii,
acetatii si fosfatii) vor determina substitutii la C2, C6 si C3 ™.

Sinteza esterilor cu lanturi lungi de acizi grasi ai amidonului a atras un interes vizibil in ultima
perioada, introducerea unui lant lung de acid (C12 - C18) reducand fragilitatea amidonului nativ
si marindu-i hidrofobicitatea ™.

Insolubili in apa, esterii polizaharidici ai acizilor grasi isi gdsesc utilizarea in invelisuri
pentru substante active si ca adezivi cu temperaturi 1nalte de topire. Daca gradul de substitutie al
produsilor este prea mic, cum e in majoritatea cazurilor, atunci acestia nu sunt suficient de
hidrofobici. Permeabilitatea la apa a produsilor poate fi reglata tindnd cont de lungimea lantului
acidului gras sau, prin amestecarea in produs a altor polimeri sau prin alterarea grosimii stratului
de invelis. Hidrofobicitatea poate fi indusa prin esterificarea partiala sau totald a amidonului.
Agentii de esterificare preferati sunt cei cu formula RCO ; H, unde, R reprezinta o grupare alchil
C 1 -C ¢ liniard sau ramificatd, sau amestecuri, sau derivati ai acizilor sau ai amestecurilor de
acizi. Gradul de hidrofobicitate si proprietatile fizice ale amidonului modificat pot fi manipulate
prin selectia agentilor de esterificare. Amidonul hidrofobic se degradeaza in doua etape. in prima
etapd, esterul este hidrolizat de actiunea microorganismelor din mediul inconjurétor, iar in a doua

etapd, are loc actiunea amilazelor.

Gradul de esterificare poate varia dupa cum se doreste de la unu la trei, pe unitatea
glicozidicd a amidonului (schema 1), sau in functie de numarul de grupari hidroxilice pe unitatea
monomericd a polizaharidei dorite. De asemenea, polizaharide similare sau diferite cu grade de

esterificare variabile pot fi amestecate impreund pentru a atinge performantele dorite.
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Amidonul esterificat este stabil la atacul amilazelor, insd, in mediul inconjurator, legaturile lor
esterice sunt hidrolizate de microorganisme ce secreta esteraze.Astfel, mai departe, polizaharidul
devine disponibil atacului amilazelor care il vor transforma in unitatile sale monomerice,
glucoza si dextrina.

0

CHzo_C_(CH2)14CH3

H 0]
HOR H o
H
H OR

Schema 2. Structura chimica a amidonului reactionat cu clorura de palmitoil.

Mecanismul acestei reactii consta intr-un prim pas in atacul nucleofilic al electronului
liber al azotului din piridina asupra carbonului carbonil din clorura de palmitoil. Astfel, este creat
un complex cu un atom de azot incarcat pozitiv si cu un atom de oxigen incdrcat negativ.
Gruparea carbonilicd este regenerati ulterior in timp ce atomul de clor pardseste sistemul. Intr-0
a doua etapa, un atac nucleofilic echivalent, asupra carbonului carbonil din complex, este realizat
de perechea de electroni liberi din oxigenul (gruparea hidroxilicd) din amidon. Gruparea
carbonilica este regeneratd ulterior dupa eliminarea piridinei, un nucleofil puternic si o grupare
ce pleacd usor. Gruparea hidroxil nu este un nucleofil puternic care sd poata efectua atacul
nucleofilic din prima etapa, unde atomul de clor este o grupare ce pleaca buna, dar un nucleofil
slab. Din acest motiv reactia nu are loc invers, adica un atac nucleofilic asupra gruparii carbonil
de citre un ion de clor. Piridina actioneazi atat ca si catalist si ca solvent. In plus fati de efectul
catalitic, piridina, o bazd organica minimizeaza deteriorarea amidonului in timpul esterificarii
deoarece neutralizeaza acidul clorhidric format ca produs secundar. Izolarea produsului final se
face facil si randamentul este foarte bun. S-a folosit ca solvent pentru aceastd reactie N,N-
dimetil formamida (DMF), fiind cel mai avantajos **°. Produsul obtinut in urma reactiei a fost
precipitat cu un amestec de 50% apa si etanol.. Apa prezentd in etanol capteaza clorhidratul de

piridind format si acizii grasi liberi se dizolva in etanol, produsul fiind insolubil in amandoua.
111.1.2.1. Analiza structuralid a amidonului modificat cu lanturi de clorura de palmitoil

I11.1.2.1.1. Spectroscopia in infrarosu cu transformati Fourier (FTIR)

Prezenta radicalilor de palmitoil a fost confirmata de aparitia gruparilor carbonil ale esterilor
(C = 0) la 1742 cm™. Cele doua pic-uri de intensititi puternice ce corespund valorilor 2922 si
2851cm™ sunt atribuite gruparilor metil si metilen asociate substituientilor palmitoilici. Vibratiile
puternice ce apar la 3481 cm™, caracteristice gruparilor hidroxil ale amidonului nativ, sunt
diminuate in intensitate dupa acilare, deoarece numarul lor scade. Intensitatea benzii OH de la
3600 la 3400 cm ™ depinde de DS-ul esterilor. Banda de vibratie a gruparilor metilenice creste cu
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cresterea DS-ului. La 1746 cm ™ apare banda C=0 a esterului. Semnalele de la 1467 cm * si
1414 cm " si cele de la 1169-1030 cm * sunt atribuite v C-O-C si ves C-O-C din scheletul

polimerului. Pic-ul 8C-H apare la 1377 cm ™ si este corespunzitoare polimerului si lantului
hidrocarbonic al acidului carboxilic.

100

—— Amidon

50

Transmitanta%

1742 em’__

-

2851cm’
2922 ¢m’!

T T T T T T T

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Lungime de unda (cm'1)

Figura 1. Spectru FTIR pentru amidonul nemodificat si pentru amidonul esterificat cu
clorura de palmitoil (SCP4).

I11.1.2.1.2. Analiza suprafetei prin XPS si determinarea gradului de substitutie

Spectroscopia RMN 'H si ** este o metodd preferatd in determinarea DS-ului, dar cu
precddere in domeniul polizaharidelor neramificate si foarte substituite, si in special pentru
esteri. Marele avantaj al acestei analize este ca polizaharida intactd poate fi analizata, evitand
orice depolimerizare si pasi ulteriori de preparare a probei. Dar, in acelasi timp, natura
polimericd are si un dezavantaj, datoritd vascozitatii ridicate si caracterului de amestec,
semnalele sunt largi, de multe ori, prezinta o rezolutie slabd si asimetrica. Acestd vascozitate si
madrire a pic-ului poate fi partial compensata de folosirea concentratiilor scazute, cu costul de a
avea un semnal slab comparativ cu cel al artefactelor. De aceea, polizaharidele au fost partial
sau complet degradate de enzime, tartamente ultrasonice sau hidroliza acida, rezultdnd un
spectru RMN mai bun dar mai complex. Din acest motiv, adeseori pot avea loc calcule eronate
datorita impuritatilor daca semnalele de interes sunt ascunse de semnalele reziduurilor de reactie

cum a fost cazul spectrelor noastre.
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Gradul de substitutie a fost calculat cu ajutorul analizei XPS (figura 2) dupa cum a fost

descris anterior ***, ca fiind raportul dintre suprafata pic-ului (-O-C-O) ce corespunde esterului si
aria pic-ului -O-C-O din unitatea glucozidica (tabel 1).
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Figura 2. Deconvolutia XPS a pic-ului C1s pentru a. amidon, b. SCP1, c. SCP2, d.SCP3,e. SCP4.
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Tabel 1. Compozitia suprafetei chimice a amidonului, inainte si dupa esterificare, ca rezultat al
deconvolutiei semnalului C1s.

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

Energie (eV) 284 285.6 287.2 288.4
Amidon 36.21 3015 2803 :
ScP1 49.42 4183 462 413
SCP2 31.18 4549 17.45 5,88
SCP3 41.39 2596 2414 8.51
SCP4 72.66 2090 259 385

Tabel 2. Valorile DS-ului conform calculelor descrise mai sus, in urma reactiei amidonului cu
clorura de palmitoil timp de 6 ore la 100° C.

Nume Raport molar DS
proba (amidon:clorura de

palmitoil:piridind)

mmol
SCP3 1:15:1.72 0.3
SCP2 1:1.2:1.44 0.2
SCP1 1:05:1 0.15
SCP4 1:0.2:0.44 0.13

S-a obtinut un grad ridicat de substitutie pentru concentratii mari ale clorurii acide si
pentru timpi de reactie lungi. S-a observat cd un parametru important in maximizarea gradului de
substitutie este reprezentat de cantitatea de clorura de palmitoil folositd, pe cand timpul este de o
importantd minord, iar temperatura nu are nici o influentd in intervalul studiat. Piridina a fost
folosita intr-un exces constant fata de clorura acida de 0.22, cu exceptia cazului cand s-a verificat
daci aceasta are vreo influenti asupra DS-ului. In ceea ce priveste structura amidonului, si
anume raportul amiloza, amilopectind, s-a ardtat cd amidonul cu 28% amiloza arata cea mai mare

reactivitate, in timp ce amilopectina poseda cea mai mica reactivitate.
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Tabel 3. Analiza elementald a amidonului 1nainte si dupa esterificare.

Nume proba C @) N
Amidon 60.2 395 03
SCP1 798 212 -
SCP2 80.2 198 -
SCP3 88.2 118 -
SCP4 723 217 -

Analiza XPS a probelor a dezvaluit o buna corelare a rezultatelor analizei de suprafatd cu

determindrile gradului de substitutie.

111.1.2.2. Analiza tensiunii superficiale

S-au realizat masuratori al unghiului de contact la interfata lichid- aer prin metoda picaturii,

folosind ca solvent DMSO.

Tabel 4. Valorile unghiului de contact la interfata lichid-aer.

Nume y MN-mY) iy (mN-m?)
proba functie de conc. DMSO
solutiei (10mg/ml)

SCP1 38.6

SCP2 37.1 43
SCP3 37.8

Amidon 44

Cu cat este mai mica valoarea pentru probele analizate comparativ cu valoarea DMSO-ului cu

atat produsii sunt mai hidrofobi, analizd corelata si cu gradul de substitutie obtinut din analiza

XPS.
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I11.1.2.3. Analiza morfologica

amidon 200 um

D63 x500 200um

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

Imaginile SEM au aratat schimbari semnificative in ceea ce priveste morfologia amidonului dupa
reactia sa cu clorura de palmitoil, trecand de la o structurd granularad la una poroasd. Aceste
imagini au fost obtinute pe probe neliofilizate.

111.2. Modificarea chimicd a amidonului solubil prin introducerea gruparii
alchine

I11.2.1. Principiul reactiei
Principiul reactiei constd in faptul ca aceasta are loc intre grupdrile hidroxil ale
amidonului si bromul din bromura de propargil, pentru a forma un eter propargilic. Prezenta

hidroxidului permite activarea functiilor hidroxil, iar isopropanolul faciliteaza solubilizarea
bromurii de propargil (schema 3) *>°.

\O/$/O HO OH O/ Br /$/ OH O/
HO /@/O /@/ \%\

o
OH NaOH

Schema 3. Mecanismul reactiei de modificare a amidonului cu bromura de propargil.
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Reactia decurge astfel:

Se disperseaza amidonul (6 g, 110 mmol de grupari hidroxil) intr-un reactor cu manta,
prevazut cu un refrigerent si un agitator tip ancord actionat de un motor de 350 rpm (numar de
rotatii pe minut) in 100 mL de isopropanol si se agita la temperatura camerei timp de 10 minute.
O solutie apoasa de hidroxid de sodiu (5 wt%, 31 mL, 39 mmol) se adauga in picaturi si dupa 1
ord, tot in picaturi, bromura de propargil (17 g, 110 mmol). Se agita la 60° C timp de aprox 3 ore.
Se dizolva produsul final in apa si se precipitd de doua ori in isopropanol. Faza solida se filtreaza
si se usuca sub nisa.

Amidonul functionalizat recuperat se prezinta ca o pudra de culoare galben pai (5.42 g).
I11.2.2.1. Analiza structurala

111.2.2.1. 1.Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier

Amidonul a fost functionalizat printr-o substitutie nucleofilica a bromurii de propargil cu
alcoxizi de sodiu, conform unei proceduri descrise anterior de Tizzotti si colab. [15] pentru
functionalizarea alchinica a guarurilor.

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

reusita reactiei.

T T T T
2000
Wavenumber (cm-1)

——
3000

Figura 4. Comparatie spectre FT-IR a) amidon nemodificat si b) amidon functionalizat.
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Figura 5. Spectru RMN HR-MAS **C (DMSO-ds, 400 MHz, 90°C, &, ppm) al amidonului
functionalizat cu triple legéturi.

Tabel 5. Valori deplasari chimice ale carbonului pentru amidon nemodificat si amidon

functionalizat.

Deplasare chimica

Amidon Amidon propargilat
C2 73.78 73.78
C3 72.70 72.70
C4 79.51 -
C5 72.28 72.28
a - 80.9 (carbon cuaternar)”
b - 77.33 (carbon cuaternar)”
C - 58-59.79 (CH3nou aparuti)

"a se vedea explicatiile din capitolul 1V.1.1.1.2, caracterizare RMN.
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111.3. Sinteza poli(e-caprolactonei) cu grupare azidica
I11.3.1. Principiul reactiei

Sinteza decurge in doua etape: in prima se obtine PCL-functionalizat pe capat cu Br, iar
n cea de a doua se introduce functia azida, terminala.

Obtinerea poli(e-caprolactonei) functionalizata terminal cu Br

Polimerizarile au fost realizate folosind tehnicile standard Schlenk sub atmosfera inerta
de argon. e-caprolactona, solutia de bromo-11-undecanol in toluen au fost pastrate pe site
moleculare (3A) In tuburi Schlenk uscate in prealabil in etuva **°.

Reactiile au fost realizate intr-un balon de 250 mL, prevazut cu 3 gaturi. Pentru un grad
de polimerizare DP=4, intr-o prima etapa s-a adaugat 0 cantitate de toluen in balon, apoi s-a
transvazat, tot sub argon, o cantitate determinata de solutie de bromo-11-undecanol in toluen (38
mL,0.52 M, 0.020 mol) si o cantitate de AlEt; (ImL dintr-o solutie 1,1 mol/L). S-a incalzit baia
de apa la 50°C si apoi s-a adaugat e-caprolactona (4.5 g, 38.6 mmol). Dupa conversia completa a
monomerului, care a durat aprox. 5 ore, polimerul a fost precipitat in heptan rece, mentinut in
prealabil la frigider peste noapte. Agitarea joaca un rol important in eliminarea toluenului din
poli(e-caprolactond), de aceea se recomanda sa fie cat mai puternica. Precipitatul s-a separat prin

filtrare, apoi a fost uscat la temperatura camerei, sub nisa.

Azidarea poli(e-caprolactonei) bromurati terminal

OH
Br > NSNS
(@]

O

(0]
Br/\/\/\/\/\/\|:\o/u\/\/\,}o"'
Al(OEt)3 n

\ NaNs
O
OH
Ns/\/\/\/\/\/\|:\ow/n

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

PCL-Br (10 g, 39.8 mmol) si NaN3 (7.76 g, 119 mmol) s-au solubilizat in 200 mL de

DMF. S-a agitat amestecul de reactie in absenta luminii, timp de 15 ore, la temperatura ambianta.
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Dupa filtrarea sarurilor reziduale si spilarea cu apa distilata produsul a fost extras cu
diclormetan.

Faza organica s-a uscat cu MgSQO, anhidru, apoi a fost filtrata si evaporata sub vid. Dupa
evaporarea solventilor s-au obtinut, in functie de gradul de polimerizare, produsi (7.89 g) sub
forma vascoasa (pentru un DP=4) si pudre albe (pentru DP >4).

II1. 3.2. Analiza rezultatelor obtinute

I11.3.2.1. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)

Achizitia spectrului pentru policaprolactona functionalizata (Figura 6), a ilustrat prezenta
benzii de absorbtie vs=2100 cm™, caracteristici gruparii azidice.
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Figura 6. Spectrul FT-IR PCL-N3 DP=13.

I11.3.2.2. Rezonanta magnetica nucleara

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

Prin spectroscopia 'H NMR, s-a determinat gradul de polimerizare **® din intensitatile
relative ale pic-urilor ce apartin lantului polimeric, H, sau He+ H, si a celor apartindnd grupului
terminal metilenic He.

Tindnd cont de faptul ca I, I reprezinta valorile integralei pic-urilor de rezonanta,

valoarea medie a gradului de polimerizare poate fi determinata folosind ecuatiile de mai jos:

62



Capitolul II1. Modificarea chimica a amidonului

_letl¥ 5 = Ia
- Sau - .
n Ie n Ie
B" 5" o Y € 0 B &'
N3\/\/\/\/\/\/Ofﬂ/\/\/\0 OH
o Y Y € o B 5 n-la Y €
1 ’ B’B”B’
£,€ o,o
6’8!’8 LR
vy

E e ® E W T

T T T
0 3.5 3.0 . 15 1.

T
4.5 0 0.5 ppm

Figura 7. Spectrul *H RMN al PCL-N;3; DP=13

Caracterizarea RMN 'H a produsului final, a confirmat reusita reactiei prin prezenta pic-

urilor caracteristice gruparii azidice CH,Nj3 la valoarea asteptata (Figura 7).

Azido-PCL: NMR 'H (CDCls, 8, ppm) : 1.24 (m, v, v’-PCL), 1.54-1.61 (m, p and p’-PCL), 2.23-
2.29 (t, o and o’-PCL), 3.25 (t, &”>-PCL and CH,N3), 3.58-3.63 (t, &’-PCL), 4.02 (t, &-PCL);

13C NMR (CDCls, 3, ppm) : 25.2 (s, p-PCL), 25.8 (s, y-PCL), 28.7 (s, 8-PCL), 32.3 (s, a-PCL),
51.4 (s, CHoN3 ), 62.5 (s, £-PCL), 1735 (s, C=0).

111.3.2.3. Calculul gradului de polimerizare

Azido-policaprolactona a fost sintetizata in doud etape. Mai intai PCL-Br a fost obtinuta
printr-o polimerizare cu deschidere de ciclu a e-caprolactone i cu TEA ca initiator si 11-bromo-
1-undecanol ca agent de transfer, folosind tehnici standard Schlenk, sub atmosfera inerta.
Alcoxizii de aluminiu sunt initiatori eficienti, ceea ce ne-a permis producerea in prezenta
alcoolilor ca agenti de transfer, a unor oligocaprolactone foarte bine functionalizate, cu o masa
medie moleculard controlata ***®°.  Gradul de polimerizare pentru cele trei policaprolactone

utilizate in grefarea lor pe scheletul amidonului a fost determinat din raportul integrarii
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semnalelor pertinente (o si & de exemplu). Functionalizarea azidica a PCL a fost evidentiata
prin "H RMN prin aparitia semnalului caracteristic al azidei terminale la valoarea 3.24 ppm
(Figura 1).

Polimerul PCL-Br de diferite grade de polimerizare (4, 13, respectiv 20) a fost sintetizat
prin polimerizarea anionica a g-caprolactonei, in prezenta 11-bromo-undecanol ca agent de
transfer si a trietilaluminiului (AIEt;) pentru sinteza alcoolatului care va fi catalizatorul
polimerizarii.

Pentru a stabili cantitatea de e-caprolactond necesara obtinerii poli(e-caprolactonei) cu un
grad de polimerizare de 10, calculul s-a efectuat conform exemplului de mai jos.

or (02 )y, —o——Jc—(cHy)5 | —on
N J
— Y
251 g/mol 114 g/mol

Presupunem n=10. Atunci M;= 1391
. 10
Pentru a obtine 10 g de produs : ——=7.19 x 10 mol

7.19 x 10° mol x 251 = 1.80 g Bromo-undecanol
Scazand din masa totala a tubului Schlenk cele 5 g de bromo-undecanol utilizate, se obtine

cantitatea de toluen folosita, 33.71 g.

Astfel, cunoscand pii=0.9 g/cm® am determinat volumul V= %=37.45 mL solutie de bromo-

0.02
undecanol in toluen si ulterior concentratia, C = % =T 0.5 x 10 mol/mL
Daca pentru
5 g de bromo-undecanol.............. 37.45 mL
X = 13.48 mL solutic de BU
1.80 g bromo-undecanol.............. x mL

In urmatorul pas se determina cati mL de AlEt; se vor adduga in balonul de reactie.

- 10 ]
Astfel, stiind ca voi utiliza 10% de AlEt; : —x 7.19 x 10°=7.19 x 10" moli de AlEt, 5;

concentratia de AlEts este de 1.1mol/L ceea ce inseamna 1.1 x 10 mol/mL
1mL

x 7.19 x 10"* moli = 0.65 mL AJEt,
1.1x10-3 moli/mL

Pentru un grad de polimerizare DP=10 se obtin 0.053 moli CL ( caprolactond) x 114g/mol =

6.09 g. Stiind cd pc=1.030 glcm3 se obtine volumul de caprolactona ce va fi adaugat in
mediul de reactie V=5.9 mL CL.
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I11.4. Concluzii

o S-a realizat esterificarea amidonului cu clorura de palmitoil. Mecanismul acestei reactii
consta intr-un prim pas in atacul nucleofilic al electronului liber al azotului din piridina
asupra carbonului carbonil din clorura de palmitoil.

o In plus fatd de efectul catalitic, piridina, o bazi organicdi minimizeazi deteriorarea
amidonului in timpul esterificarii deoarece neutralizeaza acidul clorhidric format ca
produs secundar.

o Produsul obtinut in urma reactiei a fost precipitat cu un amestec de 50% apa si etanol.
Apa prezentda in etanol capteaza clorhidratul de piridind format si acizii grasi liberi se
dizolva in etanol, produsul fiind insolubil in amandoua.

o Prezenta radicalilor de palmitoil a fost confirmata de aparitia grupdrilor carbonil ale
esterilor (C = 0) la 1742 cm™. Cele doua pic-uri de intensititi puternice ce corespund
valorilor 2922 si 285lcm™ sunt atribuite gruparilor metil si metilen asociate
substituientilor palmitoilici. Vibratiile puternice ce apar la 3481 cm™, caracteristice
gruparilor hidroxil ale amidonului nativ, sunt diminuate in intensitate dupa acilare,
deoarece numarul lor scade.

o Intensitatea benzii OH de la 3600 la 3400 cm ™ depinde de DS-ul esterilor.

o Spectroscopia RMN *H si ™ este o metodd preferatd in determinarea DS-ului, dar cu
precddere in domeniul polizaharidelor neramificate si foarte substituite, si in special
pentru esteri.

o Gradul de substitutie a fost calculat cu ajutorul analizei XPS dupa cum a fost descris
anterior, ca fiind raportul dintre suprafata pic-ului (-O-C-O) ce corespunde esterului si
aria pic-ului -O-C-O din unitatea glucozidica.

o S-a obtinut un grad ridicat de substitutie pentru concentratii mari ale clorurii acide si
pentru timpi de reactie lungi.

o S-a observat cd un parametru important in maximizarea gradului de substitutie este
reprezentat de cantitatea de clorurda de palmitoil folosita, pe cand timpul este de o
importanta minord, iar temperatura nu are nici o influenta in intervalul studiat.

o Imaginile SEM au aratat schimbari semnificative in ceea ce priveste morfologia
amidonului dupa reactia sa cu clorura de palmitoil, trecAnd de la o structurd granulara la
una poroasa.

o S-arealizat modificarea chimica a amidonului solubil prin introducerea gruparii alchine.

o Amidonul a fost functionalizat printr-o substitutie nucleofilicd a bromurii de propargil cu
alcoxizii de sodiu.

o Reactia are loc intre grupdrile hidroxil ale amidonului §i bromul din bromura de
propargil, ducand la formarea eterului propargilic.

o Prezenta hidroxidului permite activarea functiilor hidroxil, iar isopropanolul faciliteaza
solubilizarea bromurii de propargil.
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o Sinteza azido poli (e-caprolactonei) decurge in doua etape: in prima se obtine PCL
functionalizata pe capat cu Br, iar in cea de a doua se introduce functia azida, terminala.

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

o Alcoxizii de aluminiu sunt inifiatori eficienti, ceea Ce a permis producerea in prezenta
alcoolilor ca agenti de transfer, a unor oligocaprolactone foarte bine functionalizate, cu o
masd medie moleculara controlata.

o Polimerul PCL-Br de diferite grade de polimerizare (4, 13, respectiv 20) a fost sintetizat
prin polimerizarea anionica a e-caprolactonei, in prezenta 11-bromo-undecanol ca agent
de transfer si a trietilaluminiului (AIEt;) pentru sinteza alcoolatului care a fost
catalizatorul polimerizarii.
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CAPITOLUL IV.
GREFAREA POLI (e-CAPROLACTONEI) PE LANTURILE DE
AMIDON

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

1V.1.1. Prin metoda clasica

IV.1.1.1. Principiul reactiei

0
0
XKJO OH , + NMOMOH
e 3
0 HO 0
0 ,T.Lr_o\;,\\/?\ n

OH CusO0,

Ma ascorbate

0
QOH
N—NMOMH
Nj’)\H

0
Fo /ﬁ/o\;\\?
H
OH

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

alchina si PCL purtatoare de grupari azidice.

Reactia tipica de grefare a PCL pe lantul de amidon prin “click chemistry” este descrisa
in cele ce urmeaza: amidonul propargilat (0.6 mmol) si azido-PCL (0.6 mmol) se dizolva intr-un
amestec 1:1 de apa si DMF (10 ml), peste care se adauga solutii proaspat preparate de ascorbat
de sodiu (0.12 mmol, 120 uL, 1M) in api si o solutie 75% de sulfat de cupru iI hidratat cu 5
molecule de apa (8 puL, 0.024 mmol ). Amestecul a fost agitat in absenta luminii, timp de 24 de
ore, sub atemosfera inerta, la 60° C. Produsul final a fost precipitat in apa si dializat Intr-o solutie
apoasa de 0.1 M EDTA timp de 5 zile folosind o membrand celulozicd de dializa (Orange
Scientific, MWCO: 3500 Da) pentru a indeparta catalizatorul. Apa a fost inlocuita de doua ori pe
zi. Produsul a fost liofilizat si, in functie de DP-ul lantului de PCL, s-au obtinut compusi cerati
(DP=4) sau pudre albe (DP>4) , cu un grad de substitutie, DS=0.25.
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IV.1.1.2. Analiza structurala
IV.2.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR

Cicloaditia dintre azido-PCL si amidonul propargilat a fost realizata intr-un amestec de
apa si DMF. Succesul acestei cuplari a fost confirmat pentru inceput de FTIR. Initial, alchina si
azida prezentau pic-uri caracteristice la 2117 cm™ (Fig.1.a), respectiv la 2100 cm™ (Fig.1.b).

Dupa formarea triazolului, aceste pic-uri au disparut, dupa cum se poate observa in spectrul
copolimerului final (Fig.1.c).

VsN3

/
2100 cm™!

Transmittanta %

Vsc=c /

2117 cm™

T T T

N
2000
Lungime de unda (cm!)

T
4000 3000

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

Alchinele interne, cu ai lor carboni sp atasati la alti carboni, vor prezenta benzi slabe
pentru legatura tripld, in regiunea 2100-2260 cm™. Totusi, aceasta intindere este relativ redusa,
nefiind cte-odata deloc prezenti in cazul in care alchina interna este simetrica. In aceste cazuri,
spectrul IR isi pierde valoarea de instrument util'®* . Alchinele terminale, pentru care carbonul sp
este atasat la un hidrogen, vor prezenta benzi in spectrul IR atat pentru hidrogenul lor, cat si
pentru legatura tripla. intinderea C-H de pe alchina terminala tinde si se prezinte ca o banda
puternici si ingustd, in regiunea 3260-3330 cm™, in timp ce legitura tripla prezinti un pic slab la
2100-2260 cm™. Vor apirea curbe C-H aditionale intre 610-700 cm™.

IV.2.1.2. Caracterizarea prin spectroscopie *H-RMN
Solubilizarea amidonului functionalizat cu triple legdturi, s-a dovedit ineficientd atit in

D,0 cat si in DMSO si semnalele protonului residual al apei s-au dovedit un factor perturbator
pentru integrarea precisa a pic-urilor dorite §i astfel pentru calcularea DS-ului.
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Astfel, analizele 'H RMN si FT-IR aratand ca cicloaditia este cantitativa, am determinat
DSaichina din spectrul copolimerului obtinut in urma reactiei “click”, presupunand ca DS-ul este
acelasi inainte si dupa cuplarea “click”. Aceastd procedurd a fost aplicatd cu success si pentru
caracterizarea guarului functionalizat cu PEG ™. Pic-ul pentru protonul -CH;N3 de la 3.24 ppm
a disparut complet si un nou pic triazolic a aparut in intervalul 7.8 - 8.1 ppm (Figura 2).

o}
N /\/\/\/\/\/{\ MOH
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Figura 2. Spectrul *H NMR al CC20.

RMN 'H HR-MAS NMR (DMSO-ds, 8, ppm): 1.31 (m, y-PCL), 1.54 (m, p and 8-PCL), 2.25 (t,
a-PCL), 3.37 (t, €’-PCL), 3.98 (t, e-PCL), 3.5-5.4 (m, pic-uri largi, amidon), 8.09 (s, C=CHN,
inel triazolic).

Este important sa mentionam ca acest DS este legat de functiile acetilenice implicate in
formarea triazolului. Am descoperit cu surprindere faptul ca amidonul propargilat a suferit o
cuplare oxidativa tip Glaser, care a dus la formarea de legaturi -C=C-C=C- , in absenta acetilurei
de cupru, dupa cum este mentionat in literaturd pentru reactiile ce implica acetilene 162163~ ge
cunoaste ca oxidarea este promovata de folosirea acetilurilor de cupru, dar din punct de vedere
preparativ, cele mai bune randamente ale dienelor sunt obfinute prin oxidarea acetilurilor de
oxigenul liber si nu de sarurile de cupru **.

Pana in prezent, in cazul amidonului propargilat, doar Tankam si colab.'® au raportat modificari
neasteptate, mai precis pierderea de reziduuri propargilice initiate de adifia intramoleculara a
OHe-urilor libere la triplele legaturi, urmata de hidroliza acestor structuri enolice.

Tn cazul nostru, conform analizei **C RMN, semnalele atribuite carbonului C2 si C4 din
amidon au devenit foarte largi datorita substitutiei si doua pic-uri atribuite carbonilor cuaternari
(80.9 ppm si 77.3 ppm) au aparut sugerand prezenta structurilor diacetilenice.

Acest lucru este ilustrat in Figura 3 a spectrului de *C si DEPT spentru amidonul acetilenic.
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Este posibila realizarea calculului pentru determinarea DS-ului direct pe amidonul acetilenic,
cand un spectru cantitativ RMN **C ste achizitionat pentru aceste probe. Semnalele folosite
pentru calcul sunt in acest caz ale carbonului C1 si (C6+CH2CCH), toate gruparile acetilenice
fiind luate in considerare, atét cele libere cat si cele cuplate. in mod contrar, DS-ul calculat din
spectru RMN 'H al polimerului click a inclus doar functiile acetilenice libere. Ca un exemplu,
valoarea DS-ului probei CC20 a fost 0.25 conform spectrului *H si 0.43 din carbonul cantitativ
corespunzator unui procentaj de cuplare acetilenica in timpul sintezei.

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

grupdrii triazolice.
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Figura 3. Spectrul DEPT si *H NMR pentru CC13.

IV.2.1.3. Analiza suprafetei prin XPS

Analiza XPS a fost folosita pentru investigarea din punct de vedere chimic a schimbarilor
rezultate Tn urma modificarii suprafetei amidonului nativ si modificat. S-a efectuat deconvolutia
pic-ului C1s din spectrul XPS pentru fiecare proba, dupa cum este ilustrat in Figura 4.

Energiile de legare diferite si procentajele atomice relative sunt date in Tabelul 1. Desi
XPS-ul nu este o analiza foarte sensibila, semnalul 1s al azotului de la 400 eV corespunzator
gruparii triazolice a fost detectat. Pic-urile largi gasite in regiunea corespunzatoare Nls la
valoarea de 398 eV and 400 eV au fost atribuite gruparilor N—N, respective N= N 166, ca rezultat
al formarii ciclului triazolic **.

In urma compararii pic-urilor Cls atat pentru amidonul nativ cat si pentru cel modificat,
se observd o crestere in ceea ce priveste pic-ul carbonului C1 de la 26.7% la 41.6% datorita
prezentei lanturilor de propargil, precum si o descrestere in intensitate pentru pic-ul C2 odata cu
esterificarea suprafetei. Deplasarile chimice relative la pic-ul C1 au fost de 1.6 eV pentru C2 si
3.5 eV pentru C3.
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Dupa modificarea cu PCL-N3, pic-ul corespunzator atomilor de carbon devine mai mare
decat cel pentru atomii de oxigen (Figura 4) si raportul O/C este egal cu 0.31 (Tabel 1), indicand
clar ca atomii de carbon au fost grefati si prin urmare modificarile chimice au avut loc. O astfel
de diminuare a raportului O/C se datoreaza lantului lung de PCL.
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Figura 4 . Deconvolutia pic-ului C1s pentru a) amidonul nemodificat, b) amidonul propargilat, c)
CC4 si d) deconvolutia N1s pentru CC4.

Tabelul 1 . Compozitia suprafetei chimice a amidonului, inainte si dupa modificari, ca rezultat al
deconvolutiei semnalului C1s.

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

Energia (eV) 284 285.6 287.5
Amidon 26.78 57.74 15.49
Amidon 41.59 41.39 17.02
propargilat

Cc4 68.7 22.5 8.73

Raportul teoretic O/C pentru amidon este 0.83 (obtinut din formula amidonului:
(CsH1005)n). Conform Tabelului 2 si Figurii 5, suprafata amidonului nemodificat este compusa si

din alte componente, azotul fiind mentionat in literatura ca provenind din proteinele ce sunt inca
prezente in polimerii naturali 2 %,
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Tabelul 2. Analiza elementala a amidonului, inainte si dupa modificare.

Proba C(%) O (%) N(%) OIC
Amidon 60.2 39.5 03 0.65
Amidon 65.9 30.3 - 0.45
propargilat
CC4 74.2 23.4 24 031
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Figura 5. Spectrul larg XPS pentru CC4.

1V.2.1.4. Analiza suprafetei prin Tof-Sims

Analizele Tof-Sims au dezviluit ci, exceptdnd fragmentele CyHy, * si  CxHyO;"
caracteristice amidonului, au fost detectate si pic-uri proeminente de fragmente derivate din

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

prin investigarile XPS.
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S-au observat pe probele analizate ioni ce contin cupru (Figura 7), investigatie ce a
Aceasta determinare este

imperioasa pentru produsele sintetizate deoarece se doreste utilizarea lor n aplicatii biomedicale.
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Figura 7. Spectrul pozitiv Tof-Sims al probelor cu continut variat de cupru, purificate a) 5 zile, b)

Datele Tof-Sims au fost prelucrate de asemenea si in vederea unui tratament cantitativ,
prin normalizarea intensitatii pic-ului de la valoarea 115, caracteristica pentru PCL in modul
pozitiv ([M+H]") si pentru 131, caracteristic pentru PCL in modul negativ (CeH1103).

Tabelul 3. Cuantificarea Tof-Sims a intensitatilor pic-urilor caracteristice PCL.
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Proba Intensitatea Intensitatea pentru Cuantificare
pentru 115 131

PCLN;3; 82.6 + 20.3 32450 1.1+£0.3

Amidon propargilat 74+39 0.2+0.1 0.6+0.0

CC4 46.9 £ 2.3 6.7+22 1.0+£01

IV.1.1.3. Analiza termica (DSC, ATG)

Un profil de degradare termica in 3 etape este vizibil pentru azido-policaprolactond, in
loc de doua, pentru PCL grefata pe scheletul amidonului. Figura 14 arata in mod clar o rezistenta
termica scazuta a amidonului si a PCL-N3 in comparatie cu probele grefate. Aceste doua curbe
aratd de asemenea o pierdere de masa destul de mare (aprox.10-20%) a substantelor volatile,
intre temperatura camerei si 200°C. Policaprolactona grefata prezintd un inceput de degradare in
jurul valorii de 250 ° C care este corelatd cu cea a azido-PCL (curba albastrd). In plus, curbele
urmaresc in mod paralel degradarea convergentd a amidonului i a policaprolactonei dar la o
temperatura mai ridicata, ceea ce indica stabilitatea lor crescuta. La 450 °C - 500 °C, sunt valori
ale masei reziduale apropiate de cele ale amidonului. Profilele ATG pentru probe diferite arata ca
diferentele de stabilitate termica dintre copolimeri sunt puternic dependente de lungimea lantului
de PCL.
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Figura 8. Analiza ATG pentru a) CC20, b) CC13, ¢) CC4, d) PCL-N3; DP=13,
e) amidon.

Fiecare probd a fost supusa unui experiment individual de topire-racire, prin incdlzire la
150°C si racire imediata la -100°C la un debit de of 5°C/min, sub o atmosfera constanta de azot
la 80 ml / min. Doua pasaje au fost realizate pentru a sterge istoria termica si pentru a observa
efectele termodinamice (Figura 8).
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Figura 9. Curbele DSC pentru copolimerii a) CC4, b) CC13, c¢) CC20.

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

PCL este un polimer semi- cristalin cu un punct de topire in jurul a 60 ° C sicu Tgde -60° C 170,
Se poate observa ca in intervalul de temperatura studiat, scheletul amidonului induce efecte
perceptibile, temperatura de topire Tr, corespunzatoare temperaturii de topire a fazei cristaline
din PCL este detectata in jurul valorii 35-45° C. Toate cele trei curbe arata endoterme probabil
relationate cu topirea cristalelor de diferite marimi din copolimerii finali. Racirea arata exoterma
de re-cristalizare. Al doilea pasaj inca arata endotermele dar cu valori mai scazute decét cele din
primul pasaj, fapt ce poate indica o fuziune a cristalelor de dimensiuni mai mici sau mai pugin
«perfecten. Efectul de stabilitate termodinamica este clar vizibil pentru CC20 si CC13, datorita
lanturilor lungi de policaprolactond, dar nu exista o diferenta semnificativa intre cele doua probe
deoarece inceputul fuziunii este acelasi dar maximul endotermei este mai mare pentru CC13
decét pentru CC20.

Tabelul 4 arata comportamentul la topire si recristalizare al PCL-ului din copolimerii investigati

pentru trei rate de racire diferite.
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Tabelul 4.
5°C/min
Proba AH; AHc T°monset | T°m max
CC4 47,9 J/g -498J/g |-35°C 19°C
CC13 44,3 J/g -39,6 J/g (30,6 °C 42,8°C
CC20 52,9 J/g -49,2J/lg [29,5°C 38,4°C
10°C/min
Proba AH; AHc T°monset | T°m max
CC4 20.97 J/g |18.61J/g |[19.36°C |15.2°C
CC13 32.06 J/g 46,9 J/g 15,27 °C [8.27°C
CC20 48,87 J/g 136.08J/g |20,13°C |-1,8°C
20°C/min
Proba AH; AHc T°monset | T°m max
CC4 13.4 J/g 9.4 J/g 36.96 °C |42.57 °C
CC13 23.67 J/g |43,6 J/g 44.68 °C | 54.27°C
CC20 56,6 J/g 30.34J/g |44.03°C [51.6°C

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

Valorile crescute de energie pentru CC20 sunt correlate cu o mai buna stabilitate, fapt
deja aratat prin ATG.

Aceasta valoare a entalpiei este expresia unei cantitati mari de cristale prezente in CC20
si in cazul acestei probe, aceasta valoare este corelata cu rezultatele obtinute din ATG. Faptul ca
temperatura este mai mica decat in cazul CC13, poate fi explicat prin cantitatea mica de cristale
din proba, ce 1i afecteaza stabilitatea.

Profilul ATG arata o mai mare stabilitate pentru PCL cu lanturi lungi, dar stabilitatea
termodinamicd observatd pentru fuziune nu respectd aceastd corelatie cu lungimea lantului:
maxima este pentru CC13 in loc de CC20. Se poate formula o ipoteza, cum ca lungimea lantului
de PCL contribuie la stabilitatea termodinamica a produsului, de aceea cu cat este mai lung, cu
atat mai rezistentd la temperatura este proba finala si, pe de alta parte, lungimea lantului induce
cristale mai stabile din punct de vedere termodinamic, adica temperatura de topire este mai

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

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

lantului polimeric, datoritd miscdrii nepermisive a segmentelor polimerice din amidon.
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Figura 10. Pasajele DSC pentru CC13 si PCL-N3 cu DP=13

Conform calculelor din termogramele DSC (figura 9), indicele de cristalinitate scade de
la 75% din PCL- N3 la 42% in copolimerul final.
Calculele au fost efectuate ca in modelul de mai jos:
Pentru PCL pur AHs= 142 J/g
Pentru PCL-N3; DP=13, AH¢= 107 J/g de unde rezulta o cristalinitate de 75%.
Pentru a realiza cuplarea ,,click”, s-au folosit 100 mg de amidon, adica 6.17 x 10 moli de ciclu
polizaharidic.
Stiind ca DS=0.25, atunci avem 1.54 x 10™ moli de cicluri grefate.
M pcL pp13 = ~ 1660 g — 0.255 g PCL-N3
Masa totala de amestesc utilizata in reactie M;=0.355 g, din care 0.255 g PCL-N3, adica 71%.
Pentru 1 g avem 710 mg PCL-Ns.
Daca aceasta ar fi 100% cristalina, atunci am avea 0.71 x 142 =100.8 J

n final, conform DSC-ului valoarea AH;= 42 J/g de unde rezulta ca cristalinitatea copolimerului

42 _
grefat este 1008 =41.6%
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Tabel 5. Cristalinitatea lanturilor de PCL dupa grefarea pe scheletul amidonului.

Masa " Masa %
< - . % PCL L
Probd moleculara moleculard " a % N - AHn, Cristalinitate
. . masic

PCL copolimerului
CC4 677 1325 3.17 34.41 13.4 J/g 27.4
CCi13 1703 2351 1.78 63.03 23.67 J/g 26.4
CC20 2501 3149 1.33 72.40 56.6 J/g 55.0

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

% crist = 100 *AH,, / 142. % PCL

IV.1.1.4. Analiza morfologica

N8 N —
x1.2k 50 um

Figura 11. Imagini SEM ale morfologiei interne pentru a) CC4, b) CC13, ¢) CC20, d) amidon,
e) amidon propargilat.

Morfologia copolimerilor a fost studiata cu ajutorul microscopiei de baleiaj. O modificare
evidenta este observatd in cazul probelor grefate comparativ cu amidonul de plecare. De la un
aspect granular (d), pana la probe cu lanturi lungi de PCL ce prezinta o structurd cu pori bine
definiti.
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IV.1.1.5. Comportamentul copolimerilor in diferiti solventi

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

5
4

@ Acetona
3 @ Api
5 O DMSO

O Cloroform
17 @ Toluen
O .

Cca CC13 Ccc20

Figura 12. Comportamentul copolimerilor CC4, CC13, CC20 in diferiti solventi.

Cloroformul, solvent nepolar, prezintd aceeasi capacitate de umflare pentru toti
copolimerii. In schimb, toluenul arati o crestere a gradului de umflare odati cu cresterea lantului
de PCL.

Acetona, care din punctul de vedere al polaritatii se situeaza intre apa si cloroform,
respectiv toluen, umfla mai pufin copolimerii, capacitatea ei de umflare scazand cu cresterea
lungimii grefelor.

IV.1.1.6. Investigarea proprietitilor de micelizare ale copolimerilor

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

Pentru a prepara solutii micelare din copolimerii bloc, s-a adaugat in picaturi apa dublu
distilata (1 ml) la o solutie polimerica (5mg) de THF (20 ml) aflatd sub o agitare blanda. Solutia
micelara a fost obtinutd dupa evaporarea lenta a THF la rotavap, folosind pompa de vid (30 °C,
3h). Concentratia finala a fost de 0.5mg/mL atat pentru masuratorile DLS cat si pentru TEM.
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Figura 14. Imagini obtinute cu microscopul optic pentru micelele C20

Morfologia micelelor formate a fost investigatd prin tehnica TEM; Figura 13 arata
micrografiile micelelor polimerice pentru copolimerii cu lungimea lantului PCL 20. Se observa
ca forma agregatelor in apa este sferica si ca dimensiunea particulelor este uniforma pe intreaga
suprafata. Influenta lungimii lantului de PCL este evidentd cand se face compararea celor trei
copolimeri. Asadar, datoritd lantului hidrofobic scurt, CC4 si CC13 au aratat o imagine TEM
diferitd, cu micele mai putin individualizate decat CC20.

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

ce a tulburat distributia diametrelor, dand nastere la o crestere a polidispersitatii.
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Figura 15.Distributia dimendiunii micelelor pentru CC20
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Figura 16.Distributia dimensiunii micelelor pentru CC4

S-a constatat ca diametrul micelelor creste (tabel 5) odata cu majorarea lungimii lanfului
grefat de PCL.

Tabel 6. Diametrul micelelor conform masuratorilor DLS.

Proba CC4 CCi13 CC20

Diam. (hnm) 594 772 1016

PDI 0.18 0.27 0.23

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

Compusii obtinuti sunt solubili in solventi organici si in anumite conditii ei se pot
autoasambla. In contact cu solutii apoase, lanturile moleculare tind si se reorganizeze, formand
agregate de tip micelar datoritd asocierilor intra sau inter-moleculare dintre componentele
hidrofobice, pentru a minimiza energia liberd interfaciald. Concentratia criticd micelard (CMC)
este concentratia minima necesara pentru un polimer de a forma micele prin procedeul de auto-
asamblare. Concentratia criticd de agregare (CAC) este definitd ca o concentratie minima
necesara pentru ca polimerul sa poati agrega. in mod normal, valorile CMC sunt mai mari decat
CAC. Acesti parametri sunt indicatori necesari pentru abilitatea de micelizare si pentru

stabilitatea micelelor. Micelele sunt supuse unei dilutii extreme dupa injectarea intravenoasa in
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corpul uman. Daca sunt stabile din punct de vedere cinetic, o disociere lentd permite micelelor
polimerice sd-si mentind integritatea si continutul in medicament pe perioada circularii in mediul
sangvin deasupra sau sub raportul CMC/CAC pentru un anumit timp.

Un raport scdzut CMC/CAC poate garanta ca micelele vor retine morfologia originald pana in
momentul atingerii zonei tintd, fapt ce constituie un avantaj al polimerilor amfifilici Tn

. .. .. . 171
comparatie cu surfactantii mici moleculari ~"".

In ceea ce priveste prepararea micelelor doud metode sunt mai exploatate. Prima metoda este
implicd dizolvarea directd a copolimerului in apd sau in mediu apos. Tehnica dializei, a doua
metoda, necesitd dizolvarea copolimerului mai intdi in compusi organici miscibili cu apa, cum
este dimetilformamida, tetrahidrofuranul sau dimetilacetamida si apoi amestecarea solutiei cu
apa la o ratd controlatd, cu eventuala evaporare a solventului organic, ce duce la obtinerea

moleculelor de copolimer sub formd de micele in apa.

Alegerea metodei se face in functie de solubilitatea copolimerului in apd sau in medii apoase.
Daca solubilitatea copolimerului este satisfacatoare, se prefera dizolvarea sa directa, In timp ce

pentru o solubilitate scazuta se prefera metoda dializei.

Moleculele amfifile constau in doud segmente diferite, care diferd prin solubilitatea lor si care

este determinata de lungimea blocurilor.

In metoda dializei, dimensiunea si distributia dimensionald a micelelor este influentatd de
solventul organic ales si de rata de amestecare a acestuia cu apa. La o concentratie critica a apet,
este initiatd formarea micelelor, iar dupd acest punct numarul lor continua sa creasca. La si
colab."? au folosit aceastd metoda pentru sistemul lor micelar si au aflat ca solventul afecteaza
dimensiunea micelelor. Folosirea DMSO-ului ca solvent organic a dus la cresterea micelelor de
poli(etilen oxid)-poli (benzil-L-aspartat) la dimensiunea de 17nm cu un randament de 6%. In
cazul N,N-dimetilacetamidei(DMAc), micelele au fost obtinute cu un randament mare, cu o
dimensiune medie de 19 nm si cu o distributie restransa. Astfel, metoda dializei poate fi folosita

pentru a modela proprietatile micelelor in functie de cerintele aplicatiei dorite.

Incarcarea moleculelor de medicament in miezul hidrofob al micelelor depinde de modul de
preparare al acestora. Daca metoda de dizolvare directa este folositd, amestecul de solutie de
medicament poate fi preparat cu un solvent organic de tipul acetonei, ca strat protector. Apoi,
amestecarea solutiei micelare si solutiei de medicament duce la Incorporarea acesteia din urma
dupa evaporarea solventului In care s-a realizat solutia de medicament. Motivul folosirii acestui
solvent este ca el poate solubiliza partea hidrofobica a copolimerului si a moleculelor de
medicament. In timpul adaugirii solventului organic ce contine copolimer si a moleculelor de
medicament 1n apa, se formeazad micelele, medicamentul fiind incorporat in miezul micelar in

acelasi timp.
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Avand micelele formate si moleculele de medicament Incorporate, urmatorul pas este transportul
acestora fard a afecta In nici un fel circuitul sangvin. Din punct de vedere termodinamic,
stabilitatea micelelor este masuratd cu ajutorul concentratiei critice micelare. Dupd cum s-a
mentionat in partea bibliografica, fortele opuse create de partile hidrofobice si hidrofilice ale
micelei necesitd o limitd inferioard pentru a mentine stabild structura sistemului de eliberare a
medicamentului. Aceastd limitd devine importantd In momentul administrarii intravenoase
deoarece concentratia sistemului scade imediat si poate duce la disocierea micelelor, care la
randul lor vor conduce la eliberarea moleculelor de medicament. Pentru acest motiv, valoarea
CMC ar trebui controlata foarte bine si luata in considerare cand se creaza sisteme micelare noi

pentru aplicatii terapeutice.

Valorile CMC depinde de raportul dintre lungimea partii hidrofobice si a partii hidrofilice. Un
raport scazut duce la o valoare mare a CMC comparativ cu un raport ridicat, deoarece fortele de
atractie ce apar din segmentul hidrofobic duc la autoasamblarea micelelor si scdderea ponderei

lantului hidrofobic conduce la cresterea CMC-ului.

Numeroase studii au fost realizate pana in prezent pentru a intelege cum anume lungimea
lantului afecteaza CMC. Astafieva si colab. 3 au investigat efectele lungimii lantului polimeric
asupra CMC 1n cazul micelelor copolimerului polistiren-b-poli(acrilatului de sodiu). Tn cazul
solventului apa, micelele formeaza zona miezului din blocuri de polistiren insolubil s1 hidrofob si
in zona coroanei, din blocuri PAN hidrofilice. Cresterea raportului segmentelor
hidrofobic/hidrofilic de la 6/400 la 110/380 unitdti monomerice rezultd intr-o descrestere
dramatici a CMC-ului de la 4.2%10° la 8*10® mol/L. Tn 2008, un studiu mai recent a fost
realizat de Wang si colab. "*, in care CMC a fost determinat prin folosirea unei metode de
fluorescenta spectroscopica bazatd pe partitionarea preferentialda a probei de piren in miez
hidrofobic Tntr-un mediu apos si s-a concluzionat ca cresterea polimerizarii blocului hidrofobic,

PCL, de la 27 la 186 unitdti in copolimerul tribloc poli(etil etilen fosfat) si poli (e-caprolactona)
(PEEP-PCL-PEEP) a dus la odescrestere substantiali a CMC de la 10.2 la 0.55*10° g/L™.

Astfel, asa cum o arata si aceste studii, cresterea segmentului hidrofobic a copolimerului
descreste valoarea CMC care imbunatateste potentialul lor de a fi folosite in tratamente actuale
prin prevenirea disocierilor sistemelor de eliberare a medicamentelor odata cu administrarea lor

intravenoasa.

Alte proprietati cruciale ce ar trebui considerate in ceea ce priveste prepararea sistemelor de
eliberare a medicamentelor sunt dimensiunea si distributia dimensionald a micelelor. Acele
micele ce sunt mai mici decat 200 nm sunt mai putin susceptibile la clearence si cele mai mici de
5 wm sunt capabile de a patrunde capilarele mici. Astfel, dimensiunea micelelor este unul din
factorii determinanti ai eficacitatii acestor sisteme si de aceea parametrii ce afecteaza

dimensiunea micelelor sunt necesari a fi relevati.
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In plus fatd de caracteristica de dimensiune, distributia dimensionala a micelelor este un aspect
important pentru sistemele de eliberare a medicamentelor. Ar trebui sd fie evident faptul ca
micelele de dimensiuni de 10 si 200 nm vor prezenta un timp de eliminare si o circulatie diferita.
Pentru a castiga mai multa putere de control a injectarii si a elimindrii sistemelor de medicament,
distributia dimensionald a micelelor trebuie sa fie cat mai uniformd. Una din explicatiile
acceptabile de ce unele micele sunt mai mari decat altele, desi sunt formate in acelasi solvent,
este aceea ca clusterele de dimensiune mare pot fi formate prin aglomerarea micelelor de mici
dimensiuni datorita fortelor de atractie secundare dintre miezurile hidrofobice ale micelelor.

Pentru a evita formarea acestor agregate mari, concentratia solutiei poate fi scazuta prin dilutie.

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

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

Autoasamblarea copolimerilor amfifili in polimerosomi s-a demonstrat a fi dependenta de blocul
hidrofilic'”, Tn cazul nostru amidonul.

1V.1.1.7.Concluzii

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

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

folositi in diferite aplicatii biomedicale.
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IV.1.2. Grefarea poli (e-caprolactonei) pe lanturile de amidon via “click

chemistry”prin metoda microundelor

IV.1.2.1. Principiul reactiei
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Schema 2. Schema reactiei ,,click chemistry” dintre amidonul functionalizat cu grupare de tip

alchina si PCL purtatoare de grupari azidice.

Grefarea PCL-ului pe lanturile de amidon a fost realizata si cu ajutorul microundelor.
Reactia tipicd este dupa cum urmeaza: amidonul propargilat (0.6 mmol) si azido-PCL (0.6
mmol) sunt ldsati peste noapte sd se dizolve intr-un amestec 1:1 de apa si DMF (10 ml), apoi
sunt transferati Intr-un flacon special, rezistent la presiune (pana la 20 atm) si inchis ermetic. Se
adauga solutii proaspdt preparate de ascorbat de sodiu (0.12 mmol, 120 pL, 1M) in apa si o
solutie 75% de sulfat de cupru iI hidratat cu 5 molecule de apa (8 pL, 0.024 mmol). Flaconul
este amplasat intr-un reactor monomodal cu microunde Discover® LabMate™ (Figura 15) si
iradiat timp de 60 de minute la o putere de 150W, la temperatura constantd de 130 °C.

Mentinerea temperaturii la aceasta valoare a fost posibila prin utilizarea aerului
comprimat. Aerul suferd o destindere rapida in momentul introducerii in cavitatea reactorului,
consumand astfel o cantitate importantd de caldura. Produsul final a fost precipitat in apa si
dializat intr-o solutic apoasa de 0.1 M EDTA timp de 5 zile folosind 0 membrana celulozica
(Orange Scientific, MWCO: 3500 Da) pentru a indeparta catalizatorul. Apa a fost inlocuita de
dous ori pe zi. In final, produsul a fost liofilizat.

85



Capitolul IV. Grefarea poli ( e-caprolactonei) pe lanturile de amidon

Figura 17. Reactorul Discover® LabMate™

Pentru a elimina diferentele dintre o reactie realizata in conditii clasice si una in prezenta
microundelor, au fost efectuate sinteze in paralel, utilizand aceleasi sisteme, prevazute cu
refrigerent.

1V.1.2.2. Influenta solventului asupra timpului de reactie

Iradierea cu microunde consta intr-o iradiere electromagnetica in intervalul de frecventa
de 0.3 pana la 300 GHz. Toate cuptoarele domestice si reactoarele cu microunde dedicate
sintezelor chimice opereaza la o frecventa de 2.45 GHz, pentru a evita interferentele cu
telecomunicatiile si cu frecventele telefoanelor mobile. Energia fotonului de microunde in
aceasta regiune de frecventd (0.0016 eV) este prea slaba pentru a rupe o legaturd chimica si este
de asemenea mai mica decat energia de miscare browniana. Astfel, microundele nu pot induce
reactii chimice 178 Chimia amplificata de microunde se bazeaza pe incalzirea eficienta a
materialelor prin incalzirea dielectrica cu microunde. Acest fenomen este dependent de abilitatea
unui material specific (solvent sau reactiv) de a absorbi energia microundelor si de a o converti
in caldura.

Caracteristicile de incdlzire ale unui anumit material (un solvent, spre exemplu) in conditii de
iradiere cu microunde sunt dependente de proprietatile sale dielectrice. Capacitatea unei
substante de converti energia electromagnetica in caldurd la o frecventa si temperatura data este
determinata de asa-numitul factor de pierdere tand. Acesta este exprimat drept coeficientul tané
=¢”’/e’, unde e’ este pierderea dielectrica, ceea ce reprezinta un indicator al eficientei cu care
radiatia electromagnetica este transformatd in caldurd, iar e’ este constanta dielectrica, ce descrie
abilitatea moleculelor de a fi polarizate de catre cAmpul electric. Este necesar un mediu de
reactie caracterizat de o valoare ridicata a lui tand pentru o absorbtie eficientd si, prin urmre,
pentru o incdlzire rapidad. Factorii de pierdere aferenti unor solventi organici simpli sunt cupringi
n tabelul imediat urmator. In general, solventii pot fi clasificati ca absorbanti puternici (tand >
0.5), medii (tand = 0.1 — 0.5) sau slabi (tand < 0.1) de microunde.
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Tabel 7. *" Factorul de pierdere tand pentru diferiti solventi.

Solvent tand Solvent tand
Etilen glicol 1.350 apa 0.123
etanol 0.941 cloroform 0.091
DMSO 0.825 Acetona 0.054
2-propanol 0.779 THF 0.047
Acid formic 0.722 diclormetan 0.042
metanol 0.659 toluen 0.040
DMF 0.161 hexan 0.020

S-a aratat ca umflarea granulelor de amidon incepe in masa fractiei mobile amorfe si in
regiunea mai moderat amorfa, imediat adiacentd regiunii cristaline. Atat capacitatea de umflare
cét si solubilitatea creste cu cresterea temperaturii, dar descresc dupa iradierea cu microunde 7%,
Tester si Morrison'” au aratat ca umflarea este o proprietate primara a amilopectinei si ca
amiloza actioneazd ca un diluant. Reducerea proprietatii de umflare si a solubilitatii poate fi
explicata printr-un rearanjament al regiunii cristaline din granulele de amidon, care pot fi
distribuite aleatoriu.

Rezultatele raportate de Luo Z. si colab. au ardtat ca tratamentul cu microunde a indus
rearanjarea moleculelor in sectiuni ale amidonului ce fac parte din regiunea cristalind si ca
iradierea a avut un efect mai pronuntat asupra amilozei decét asupra amilopectinei. Curbele DSC

au aratat ca cristalele imperfecte se topesc si recristalizeaza in altele mai perfecte.

Pinkrova si colab. 180 au ardtat ca la o putere de 90 kW si la o temperaturd de 100°C dintr-un
total de 86.71% amidon, doar un continut de 4.47% este degradat.

Ritter ' a aritat recent ci prezenta apei creste randamentul reactiei click cu microunde, datorita
efectului ei favorabil asupra sistemului catalitic. CEM monomodal, iradiere la 150 C, 130 W
timp de 30 min.

Iradierea cu microunde a fost primitd cu mult interes in domeniul chimiei datorita
incdlzirii rapide si a penetrdrii omogene de energie In comparatie cu metodele conventionale de
incalzire’®. Au fost dezvoltate multiple protocoale rapide si eficiente energetic pe baza de
microunde si aplicate in sinteza sau modificarea de polimeri sau materiale %,

Cu toate acestea, aspectul de control al selectivitatii reactiilor chimice prin utilizarea
activarii MW in sisteme inchise sau deschise este un domeniu fascinant, care insa nu este inca pe
deplin inteles. Principalul motiv pentru progresul din reactiile chimice este de fapt un simplu
efect termic / cinetic, o consecintd a temperaturii rapid obtinute §i a presiunii mai mari (in
recipiente inchise ermetic). Mecanismul de 1incdlzire dielectric produce efecte specifice
microundelor, care diferd de incélzirea conventionald. Un solvent cu o putere mare de absorbtie a

microundelor poate fi supraincélzit mai sus de punctul lui de fierbere prin utilizarea unui
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recipient sigilat. Catalizatorii sau reactivii eterogeni polari duc adesea la accelerarea reactiei intr-

- Lo 184 185
un mediu mai putin polar .

in ceea ce priveste polizaharidele, recent, Peng si colab. ‘*°

au investigat aplicatiile
iradierii cu microunde 1n sinteza carboximetil hemicelulozei, studiind structura chimica, masa
moleculard, proprietatile termice si reologice. Produsii au fost obtinuti prin schimbarea
conditiilor de reactie. Puterea de iradiere a fost menginutd la 300 W pentru toate procedurile,
timpii de reactie au variat de la 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 30, pana la 40 minute si temperaturile
au fost 30, 45, 65, i 85 °C.

,,Click chemistry” asistatda de MW este propusa ca o cale noua de sinteza pentru obtinerea
de compusi heterociclici intr-o reactie singulara, si intr-o maniera complet regioselectiva.

Timpul de reactie poate fi scizut de la ore la minute '®". Astfel, aceastd metoda aplicati:
click chemistry”, a fost descrisd pe larg in literatura de specialitate. Liskamp si colab.'®® au
sintetizat, folosind aceasta reactie, peptide dendrimerice multivalente.

Impactul ridicat al microundelor in ceea ce priveste progresul reactiei a fost demonstrat
prin randamente ridicate de 96% in comparatie cu 43-56%, in condifii conventionale de incalzire
pe baie de ulei. Morvan si colab. au descris cuplarea eficientd a oligonucleotidelor purtatoare de
grupari alchinice cu galactozide functionalizate azidic '*°, demonstrand c¢i microundele au
imbunatatit semnificativ cinetica reactiei.

Poli (g-caprolactona) sub forma de stea a fost sintetizata prin ,,click chemistry” asistata de
microunde de Schubert si colab.™®, care au folosit poli (e-caprolactona) functionalizati acetilenic
si azido-B-ciclodextrina.

1V.1.2.3. Analiza structurala
IV.1.2.3.1. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR

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

Pentru a determina timpul necesar finalizarii reactiei ,,click” s-a realizat o cinetica din 20
in 20 de minute, monitorizata cu ajutorul FT-IR-ului. Spectrele au fost inregistrate folosind o
celula de NaCl.
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Figura 18 . Cinetica FT-IR pentru ,,click chemistry”, cu ajutorul MW.

IV.1.2.3.2. Rezonanta magnetici nucleari (‘H-RMN)

Spectrele RMN *H si *C au fost inregistrate in aceleati conditii ca in cazul cuplajului
prin metoda conventionald si nu s-au observat diferente intre ele.

8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Figura 18. Spectru RMN *H pentru MW?2 cu un DPpc, = 13.

Astfel, temperatura de reactie a fost redusa de la 24 ore la doar 60 de minute. Cu toate
acestea, acest lucru nu este valabil decat pentru un mediu de reactie consituit dintr-un amestec
apa/DMF, concluzie observata in urma unui spectru proton al unei reactii realizate intr-un
amestec apa/THF, cdnd am descoperit cd dupd 60 de minute inca aveam prezenta azidei.
Explicatia acestui lucru constd in faptul ca absorbtia energiei generate de microunde este mai
ridicata in cazul DMF-ului decit in cazul THF-ului, aspect definit de un factor numit tan 9.
Pentru DMF acest factor este tan 6=0.161 si pentru THF, tan 6=0.047.
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Figura 19. Comparatie spectre RMN BCale reactiei “click chemistry” realizata in a) apa/DMF si
b) apa/THF.
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Figura 20 . Spectru RMN *C pentru MW?2 cu un DPpc,= 13.

S-a demonstrat ca microundele nu pot determina ruperea legaturilor chimice si cd energia

furnizata sistemului nu determina alinierea moleculelor. Pentru acuratetea rezultatelor,

temperatura este masurata in situ (figura 21).
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Figura 21. Parametrii de reactie pe parcursul reactiei ,,click chemistry” in a) DMF si b) THF
asistata de MW (-- puterea — temperatura -- presiunea)

1V.1.2.4. Analiza termica

Curbele de degradare termica ATG a copolimerlor obtinuti in urma cuplajului click cu ajutorul
microundelor sunt ilustrate mai jos, in figura 22.
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Figura 22. a) MW1, b) MW2, ¢c) MW3, d) MW4.

S-a observat ca pentru MW1 si MW4, deoarece reactia nu a fost completd in 60 de minute, fiind
realizatd intr-un amestec H,O/THF, termogramele prezintda inca amprenta puternica a
amidonului, ceea ce nu este cazul pentru MW2 si MW3. Pic-urile corespunzatoare degradarii
termice a amidonului si PCL-ului au fost aceleasi atat pentru probele cu cuplaj complet cat si
pentru celelalte, prezentand valori identice cu click-ul realizat prin metoda conventionala.

Faptul ca cele doua reactii nu au fost complete s-a vazut si prin analiza de suprafata Tof-Sims,

prin prezenta puternica a pic-ului N3 la valoarea corespuzatoare, 26.

Urmand procedura descrisa la capitolul 1V.1.1.4., de determinare a cristalinitatii PCL dupa
grefare, s-a constatat ca nu au fost diferente considerabile intre valorile obtinute pentru reactia

clasica si cea cu microunde.
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IVV.2. Grefarea poli (e-caprolactonei) prin polimerizarea &-CL la gruparile —
OH ale amidonului

IV.2.1.Principiul reactiei

OH

Amidon + AlEt; —> lAmidOI’l—O-]—AIEt3 3p +p CZHGT

p
E-CL
I
(Amidon) 0 { C (CHZtO—]EH

Schema 3. Mecanismul reactiei de grefare a amidonului prin polimerizarea cu deschidere de
ciclu a e-caprolactonei.

Reactia generald de polimerizare are loc astfel: e-CL (3 g, 0,026 mol ) se adauga peste
amidonul (3 g, 0,018 mol) uscat in prealabil o noapte la etuva la 50°C. Se introduce o cantitate
determinata de trietilaluminiu in solutie de toluen printr-o seringa, la temperatura camerei. Apoi,
mediul de reactie se incalzeste la temperatura dorita. Polimerizarea se opreste prin racirea rapida
la temperatura ambianta. Reactia are loc intr-un balon prevazut cu trei gaturi pentru a permite
evaporarea substantelor volatile, dar si condensarea lor intr-un refrigerent, si mentinerea unei
atmosfere inerte. Lanturile de PCL negrefate sunt indepartate prin extractia cu toluen (25 mL) la
temperatura camerei. Dupa 24 ore, fractia insolubild este filtrata, purificatd prin dializa ntr-o
solutie 0,1 M EDTA pentru indepartarea Al din sistem folosind o membrana celulozica de dializa
(Orange Scientific, MWCO: 3500 Da) si in final uscata sub vid. Partea insolubild contine lanturi

de amidon si poliester care au fost grefate chimic.

IV.2.1. Analiza rezultatelor obtinute

Metodele conventionale de procesare furnizeaza de obicei compozite pe baza de amidon
cu proprietdti mecanice scdzute, in principal datoritd descompunerii termice a amidonului,
absorbtiei puternice a apei si a adeziunii interfaciale scdzute. Amestecurile polimerice si
asocierile chimice, sub formd de copolimeri bloc sau grefati intre amidon si poliesterii alifatici,
cum e cazul poli(s-caprolactona), prezinta un interes deosebit din punctul de vedere al obtinerii
unor noi materiale biodegradabile.**

Copolimerul bloc poli(e-caprolactona) - amidon se pare a fi candidatul ideal deoarece in primul

rand este rezistent la tratamente apoase, in al doilea rand, deoarece poli(s-caprolactona) ofera o
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buna biocompatibilitate combinatd cu o bund permeabilitate pentru numeroase medicamente
terapeutice si o compatibilitate cu o gama larga de alti polimeri ™.

O cale de a realiza un astfel de copolimer, cu dimensiune controlatd a secventei de polimer
sintetic, o consituie utilizarea reactiei ,,click-chemistry”. Aceasta presupune realizarea anterioara
a unor derivati terminati 1n gruparea azido, respectiv in grupare alchind, prin modificarea
polimerilor de baza (amidonul, respectiv PCL). Este cunoscut faptul ca poli(e-caprolactona) este
un poliester alifatic biodegradabil si biocompatibil ce a beneficiat de o atentie sporitd in
utilizarea sa In domeniul medical, farmaceutic si in diverse aplicatii ce tin de mediul inconjurator
193

Monomerul e-caprolactona, este esterul ciclic al acidului hidroxi caproic si este un lichid incolor.
Inelul lactonic se desface relativ usor cu ajutorul compusilor ce contin atomi de hidrogen, in mod
special alcooli, fiind necesari insa si temperaturi ridicate si catalizatori. Fiecare deschidere de
ciclu duce la formarea unei grupari hidroxilice primare, terminale, si a uneia carboxilice.
Alcoxizii de aluminiu [R3—nAI(OR),] sunt folositi in mod curent drept initiatori in sinteza
poli(lactonelor) si poli(lactidelor). Datorita faptului ca alcoxizii de aluminiu pot fi obtinuti in
urma reactiei dintre un alcool si trialchil-aluminiu, o gama largd de alcooli este disponibila drept
optiune pentru structura terminald a ***.

Pasul cheie Tn ceea ce priveste aceastd polimerizare este reactia de transfer care are loc in
momentul adaugarii alcoolului in mediul de reactie.Aceastd reactie de transfer pastreaza in
capatul terminal al lantului polimeric o grupare hidroxil ce poate fi folositd mai departe in alta
reactie de transfer. Daca alcoolul este in exces comparativ cu initiatorul, gradul de polimerizare
dorit este dat de raportul [monomer]/[alcool].

Numeroase informatii experimentale din literaturd confirma intr-adevar faptul cd masa
moleculard poate fi prezisd din raportul molar monomer/initiator si ca distributia masei
moleculare este limitata, paralel cu o initiere rapida spre deosebire de propagare. Viteza de
propagare aparentd creste mai Intai cu excesul de alcool pana la o valoare specifica, peste care
cinetica Incetineste. Obtinerea unui poliester ce nu contine reziduu toxic metalic este o conditie
obligatorie pentru aplicatiile biomedicale. Datoritd faptului cd eliminarea metalului dureaza, se
recomanda scaderea cantitatii de initiator prin folosirea unui alcool drept co-initiator.

Amidonul, fie in starea sa nativa, fie modificat a fost un subiect de studiu intens de-a
lungul anilor. Odatd cu cresterea interesului in domeniul biomedical si farmaceutic asupra
polimerilor biodegradabili ca matrici pentru sistemele de eliberare controlata, au fost publicate
numeroase articole asupra modificarilor polimerilor naturali.

Kost si Shefer ** au studiat douid metode de formare a retelelor in vederea inglobarii de
medicament in matricea amidonului pentru utilizarea lor Tn cadrul sistemelor de eliberare
controlatd. Deoarece degradarea enzimatica a amidonului are loc atat in strucura sa cat si in
cadrul morfologiei, gradul de degradare, pand la eliberarea medicamentului, va fi afectat si va

depinde de structura si reteaua formata.
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Desi folosit de secole, amidonul continud sa fie un material brut abundent, necostisitor,
biodegradabil si care permite intr-un mod facil realizarea de modificari chimice. Mai mult, este
important faptul cd moleculele de amidon sunt multifunctionale, avand trei grupari hidroxil pe
unitatea glucozidica, care sunt in general accesibile pentru transformarea gruparilor OH tipice
primare si secundare *°°,

Poliesterii alifatici biodegradabili acoperiti terminal cu molecule de zahar au fost intens
studiati pentru utilizarea loc 1n aplicatii biomedicale, in special pentru sistemele de
nanoincapsulare destinate eliberarii de medicamente.

O abordare diferita in sinteza copolimerilor grefati pe baza de amidon prin polimerizarea n Situ
este reprezentata de polimerizarea cu deschidere de ciclu (ROP) a monomerului e-caprolactona
in prezenta polizaharidei.

In aceasta reactie, gruparile hidroxil ale amidonului se presupun a functiona ca situri de
inifiere. Studii anterioare au aratat ca catalistii comuni pentru ROP, cum e cazul tin octoatului
sau a isopropoxidului de aluminiu, au dus la eficiente de grefare scazute (0-14%) **’. Amidonul
este un material foarte hidrofilic ce are mereu un grad de umiditate. Apa din granulele de amidon
concureaza cu grupdrile hidroxilice ale amidonului in etapa de initiere a reactiei de polimerizare,
ducand la formarea de homopolimeri PCL, in loc de amidon-g-PCL, rezultand astfel valori mici
ale eficientei de grefare. O altd cauza pentru aceste valori scazute este natura eterogena a reactiei.
sau THF) si prezenta unui sistemu de reactie lichid-solid duce la o reducere a ratei reactiei dintre
amidon §i e—caprolactona. Cea mai mare valoare a eficientei de grefare (90%) a fost obtinuta
cand s-a folosit trietilaluminiu drept catalist *®®, care, cu toate acestea, este extrem de sensibil la
apa si aer si dificil de manipulat deoarece elibereaza etan in timpul reactiei, un produs rezidual
foarte inflamabil.

Acest capitol descrie studiul experimental al ROP e-caprolactonei in prezenta
amidonului.

IV.2.1.1. Analiza structurala
IV.2.1.1.1.Caracterizarea prin spectroscopie FTIR

Picurile de PCL caracteristice **° (3300 —3700, 1737, 1725, 850—1480, si 720) cm™ apar
in spectrele FIR, alituri de absorbanta largd a gruparilor O-H de 3200-3700 cm™. Rezultate
similare au fost raportate si in alte surse *.

Figura urmatoare surprinde intensitatea vibratiilor gruparii -C=0 ca banda larga la 1731 cm™ in

spectrul PCL/amidon, un rezultat similar celui obtinut de Wang si colab 201,
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Figura 23. Spectrul FT-IR al pentru a) amidon, b) SPCL2, c) SPCL3.
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IV.2.1.1.3. Determinarea gradului de substitutie al grefelor de PCL pe scheletul
amidonului

Determinarea compozitiei copolimerului s-a realizat plecand de la intensitatile semnalelor
pentru caprolactona si pentru unitatile structurale ale amidonului. Dupa cum este aratat in tabelul
12, semnalele din intervalul 3.6-3.7 ppm contin protonii Hz, Hs, Hg ai unitatii de amidon, fiind
clar diferentiati de protonii metilenici a-6 din caprolactond(CL) ce apar intre 1.3-2.3 ppm. De
aceea, raportul molar relativ (CL/Amidon) al amidonului si al unitdtii caprolactonice din
copolimer poate fi calculat folosind spectrul *H RMN dupi o procedura descrisa anterior?® si

anume:

CL  Intensitatea relativd a semnalelor protonilor metilenici a—3

Ne = =
ct Amidon Intensitatea relativa a semnalelor protonilor H2,H5,H6

Fractia molarda a componentei CL din copolimer poate fi de asemenea obtinutd printr-un
calcul simplu folosind valoarea Nc.. n plus, N¢i= CL/Amidon *100, numar ce reprezinta

totalitatea unitatilor de CL grefate pe 100 de unitati de amidon.

I, + 15 +1g = 8.6061
5+B+y (6 protoni) = 0.6555+0.0322+0.3716 =1.0593

_ (3+B+y)/6 _ 0.17655
New = (I,+Is+1g)/4 ~ 2.1515

= 0.082, 4 reprezentand numarul de protoni/ unitatea

glucozidica.

Acest N va da numarul de unitati de PCL pe unitatea glucozidica.

NG = Fs, * N = 0.102*0.082 = 8.3*10° grefe pentru 100 de unitati glucozidice.
Pentru a intelege mai in detaliu structura grefatd a copolimerului, s-a luat in considerare diferenta
structurala intre ramificatiile C,- si Cs- si Cg-. Protonii ramificatiilor Cy- si Cs sunt alcatuiti din
unitati -CH(OC=0)CH,- ce sunt atribuite protonului a-metilenic H,p. Protonul terminal al
ramurii Cg nu se poate distinge de unitatile principale ale caprolactonei datorita structurii identice
de tipul -CH(OC=0)CHpa, notat H,,.

Fractia unitatilor caprolactonice pe ramurile C,- si C3- poate fi calculata astfel:

Isp 0.0322
Fsb = =
Isatls, 0.0322+0.2839

=0.102

Fab = ls o p) - 1 = 0.6555-0.3716= 0.2839

unde ls,a si Isp reprezinta intensitatile semnalelor protonilor Hs,a si Hsp,

98



Capitolul IV. Grefarea poli ( e-caprolactonei) pe lanturile de amidon

Pentru a afla nr de moli de caprolactona grefatd in pozitia 2 sau 3 se procedeaza in felul
urmator:

0.0142
NG23= Hyp = 0.0284/2 = —————— =6.6*10, adica 0.066 grefe in pozitia 2 sau 3
(I2+15+16) /4

pentru 100 de unitati de amidon.

NG =NG-NG; 3= 0.083-0.066=0.017 grefe in pozitia 6.
Cu toate ca NGy 3 a fost deosebit de NGg, gradul de polimerizare nu s-a putut calcula separat
pentru fiecare grefa de PCLdeoarece toate unitatile principale de CL de pe ramurile Cp- si Cs- si
Ce- au aratat deplasari chimice similare 1n spectrul RMN. Totuti gradul de polimerizare relativ a

fost calculat din ecuatia GP=N¢ /NG, ca fiind 0.98.

Tabel 8. Deplasarile chimice *C si *H pentru copolimerul SPCL2.

Bc Deplasare chimica (ppm) H Deplasare chimica (ppm)

C, 100.22 Hia 5.09
C2 73.37 Hus 5.02
Cs 72.19 Ha 3.67
Cq 79.10 Hs 3.32
Cs 71.77 Ha 3.36
Ce 60.85 Hs 3.60
He.z 3.67
o 33.55 Hes 3.60
Cat 33.76 Haa 2.24
Cs 24.11 Ha 2.17
Cr 24.45
C, 24.99 Hy 1.30
Cy 25.13
Cs 27.89 H, 1.53
o 32.13 Hs.a 1.54
C. 63.51 Hes 1.40
Cu 60.85 Hea 3.97
C=0 172.77 Hea 3.37

De mentionat cad in ceea ce priveste notatia protonilor din unitatea amidonului, a
corespunde formei liniare, iar b celei ramificate.

Eficienta grefarii este dificil de determinat in cadrul acestui sistem prin tehnici de analiza
standard, cum ar fi RMN-ul, datoritd solubilitatii scazute a produsilor in solventii organici
standard. Calculul descris mai sus nu s-a putut realiza decat pe o singura proba.
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Conform literaturii *°® semnalele amidonului sunt atribuite dupa cum urmeaza

OH

Carbonul glicozidic C1 (101.2 ppm), C4 (81.4 ppm), C2,3,5 (72.2 ppm) si C6 (61.9 ppm).

Semnalul carbonului C4 s-a aratat ci este caracteristic fazei amorfe deoarece nu a fost detectat in

probele hidratate, cu o cristalinitate ridicata 204,

PCL nemodificat are urmatoarele atribuiri ale semnalelor, pentru carbonii metilenici numerotati
delallaV:

-(0-CHg- CHy- CHa- CHy- CH,-CO),-
TR \YAN

Tabel 9. Valorile deplasarilor chimice pentru carbonii PCL.

Grupare Deplasare chimica

Carbonil 173.5
O CH;I 65.3, 64.0
CHz 1l 33.8,33.1
CH I 28.9
CH, IV 25.7
CH,V 25.2

1V.2.1.2. Analiza termica

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

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

hidrofilic si PCL hidrofobic, precum si adeziunii interfaciale scdzute dintre cei doi compusi.
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Figura 25. Termograma ATG a amidonului nemodificat.

Structura moleculara a amidonului este complicata. Cu toate acestea, numeroase
investigatii au fost realizate pentru a stabili nivelul de organizare din interiorul granulelor de
amidon, cum ar fi difractia cu raze X, microscopia de fortd atomica si cea cu transmisie de
electroni.In forma nativa a amidonului, moleculele de amiloza si amilopectini sunt organizate in
granule sub formd de straturi alternante semi-cristaline si amorfe. Stratul semi-cristalin consta
din regiuni ordonate de helixuri duble formate de ramificatiile scurte ale amilopectinei.Regiunile
amorfe ale straturilor semi-cristaline si ale straturilor amorfe sunt compuse din amiloza si ramuri
neordonate de amilopectina 205,206 Cele doud forme nu pot fi evidentiate prin DSC deoarece au

valori similare pentru temperatura si entalipa de topire/decomplexare.

Temperatura si parametrii de entalpie au fost calibrati folosind topirea indiumului
(Tm=156.6 °C , AH = 28.45 J/g). Pentru valorile acestor doi parametri, majorarile indica o
formare crescuta a cristalelor, iar descresterile au loc odata cu sporirea continutului de amidon. O
alta potentiala cauza se regaseste in caracterul hidrofil al amidonului, ce ar putea determina o
adeziune slaba cu PCL-ul hidrofob. Fenomele similare au fost identificate si de catre Averous si
colab. ?7, care au studiat proprietitile amidonului termoplastic si amestecurile acestuia cu
policaprolactona. Tabelul reda faptul ca Tr, si AHf au scazut odata cu majorarea continutului de
PCL/amidon. Reducerea lui Ty, se datoreaza vascozitatii inferioare a amidonului, comparativ cu
ceaa PCL %%,

Masuratorile de flux de caldura si temperatura de tranzitie sunt cdi de obtinere a unor
informatii calitative si cantitative despre proprietatile unor compusi diversi. Proprietdtile de
amestecare ce pot fi prezise din masuratorile DSC includ gradul de miscibilitate, gradul de

interactiune intermoleculara si gradul de cristalizare.
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Ca un exemplu, o reguld generald pentru evaluarea miscibilitdtii amestecurilor binare
folosind DSC este dupa cum urmeaza: (a) nemiscibil- un amestec ce ilustreaza doud Ty si doua
Tm ce sunt independente din punct de vedere al compozitiei, (b) miscibil, un amestec ce
ilustreaza un singur Ty si Try In Intregul interval de compozitie, (c) partial miscibil, un amestec ce
are doud Ty si Trm ce sunt dependente de compozitie si un singur Ty si T Intr-un interval restrans
al compozitiei. Profilele DSC al polimerilor individuali si ale compusilor finali sunt prezentate n
figura 25, 26 si 27.

Tn tabelul 9 sunt prezentate cele mai importante caracteristici termogravimetrice ale

amidonului pur si modificat.

Tabel 10. Caracteristici termogravimetrice ale amidonului pur si modificat.

Proba AHtopireJ/g T°m  T°mmax  AH cristal J/g T° c onset T° ¢ max
onset
T 2 1 2 1 2
Amidon 2.97 30.71 2823 2.63 2.92 40.94 4055 44.32 43.68
SPCL2 13.13 30.71 28.05 14.38 1254 5181 40 55,51 43.87
SPCL3 22.6 23.06 1872 2535 2410 5220 45.11 58.28 50.18

*Notatie ce corespunde primului, respectiv celui de-al doilea ciclu de incalzire/racire.

Se observa ca in cazul acestor compusi avem pic-uri distinctive deoarece cristalizarea
polimerului este distribuita uniform, fapt ce duce la topirea mai lentd a unor componente. De
asemenea, existenta ramificatiilor si sub-ramificatiilor contribuie la aparitia diferitelor pante Tn
punctul de topire, iar diferitele aranjamente si greutati moleculare ale polimerului pot schimba
modul cum aceste pante apar in profilul DSC.

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

Pic-ul Ty, din blocul amidonului din ciclul 2 este destul de larg cu AH¢ redusa, fapt ce indica
dificultatea n cristalizarea segmentului de amidon, deoarece este inconjurat de segmentul de
greutate moleculara mare al PCL.

Rezultate similare au fost observate in alte sisteme copolimerice amififile.
componentei amorfe AGU poate influenta intr-un mod puternic comportamentul ratei de

209
Prezenta

cristalinizare al PCL prin faptul ca acest component are un T4 mai mare decat temperatura onset

de cristalizare a PCL. Acest fapt ar duce la o descrestere a ratei de cristalinizare, in special atunci

cand continutul compusului amorf creste.
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O deplasare distinctd apare in curba DSC, dupd incalzirea amidonului. Considerand in
timpul racirii, etrapolarea celui de-al treilea segment al diagramei teoretice pentru un polimer
semicristalin, se poate atribui aceasta deplasare tranzitiei vitroase a amidonului. Pentru amidonul
din grau si amidonul din porumb cu continut ridicat de amiloza, s-au localizat tranzitiile vitroase
in intervalul 173 - 183 °C. Nu s-au observat alte schimbari in comportamentul acestei
polizaharide la temperaturi mai mari 2*°.

Apa actioneaza ca un plastifiant In ceea ce priveste lanturile de amiloza si amilopectina
ale amidonului, afectand in mod dramatic si temperatura de tranzitie vitroasa. Astfel, cu cat este
mai mare continutul de apa, cu atat este mai mare si T
Gelatinizarea cu apa a amidonului din grau are loc in intervalul 65-125°C, procedeu prin care
cristalinitatea polimerului este distrusa gradual. Un amidon negelatinizat ar fi produs un pic
endotermic in acel interval, dar nu a fost nici unul, fapt ce a indicat ca gelatinizarea completa a
avut deja loc.

Cantitatea de dublu helix in amidonul nemodificat ar trebui sa fie strans corelata cu continutul in
amilopectind, cristalinitatea crescand odatd cu aceasta®’!, amidonul cu continut variat de amiloza
indica ca temperaturile de gelatinizare cresc cu cresterea cantitatilor de amiloza. Un studiu pe 11
tipuri de amidon cu proprietdti variabile de gelatinizare a ardtat cd polizaharida cu temperaturi
scazute de gelatinizare are material amorf mai mult i mai putin cristalin comparativ cu polimerii
cu temeraturi ridicate de gelatinizare. O explicatie a acestui fenomen este cd perfectiunea
cristalelor ar putea fi principalul mecanism ce controleazd temperatura de gelatinizare. Alti
factori, cum ar fi cantitatea de amidon deteriorat, tehnici de izolare si varierea conditiilor
climatice in timpul cultivrii, influenteaza de asemenea aceasta temperatura. In ceea ce priveste
amidonul, un biopolimer partial cristalin, fenomenul de topire nu poate incepe inainte de a depasi

regiunea caracteristica tranzitiei vitroase.

Nu a fost nici o deplasare semnificativd in ceea ce priveste Tq —ul PCL in amestesc indicand ca
structura cristalind a poliesterului nu este afectatd de metoda de polimerizare cu amidonul.
Proprietitile fizice ale amidonului sunt influentate de raportul amiloza/amilopectini. In timpul
gelatinizarii, granulele de amidon se umfla si formeaza particule de gel. in general, granulele
umflate sunt bogate in amilopectind, in timp ce amiloza liniard difuzeaza in afara granulelor si
realizeazd faza continud din exteriorul acestora. Termenul de retrogradare este folosit pentru a
descrie schimbadrile ce au loc in timpul récirii si depozitarii amidonului gelatinizat. Aparitia
cristalinitatii in gelurile de amidon este atribuita gelatinizarii si cristalizarii fractiei de amiloza.
Rezultatele DSC indicd ca cresterea procentajului de PCL in compus rezulta intr-o crestere a
valorii temperaturii de topire, in timp ce cea de cristalizare a scdzut, comportament asteptat,
datoritd Ty —ului mare din structura amorfd a amidonului versus structura semi-cristalind a PCL.
Deoarece tranzitia vitroasd este masura mobilitatii moleculare, o valoare scazuta a acesteia indica
o structurd mai putin compacta de amidon in prezenta PCL.

Acest fapt este un alt indiciu al unei forme de interactie dintre cei doi polimeri. AHp, si AH¢ din

acesti copolimeri au aratat o descrestere liniard odata cu cresterea concentratiei de amidon.
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Atat din spectrele FT-IR si RMN, cat si in DSC s-a vazut o crestere a intensitatii pic-ului
corespunzator caprolactonei pentru proba SPCL2, ceea ce a dovedit o bund corelare a acestor

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

Reziduurile datorate procesului de sinteza au fost identificate cu ajutorul XPS-ului si a
Tof-Sims-ului. Astfel, prin XPS s-au detectat alcoizii de aluminiu generati in situ in urma
reactiei gruparilor —OH ale amidonului cu AlEts.
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Figura 29. Studiul XPS pentru proba SPCL2.

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

cat si a celui modificat cu caprolactona sunt prezentate in tabelul 11.

Tabel 11. Procentajul atomic al elementelor in amidonul pur si cel modificat.

Procentaj atomic (%)

] C 60.2
Amidon 0 39.8
C 61.4

SPCL2 O 33.9
Al 4.6
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Figura 30. Spectrul TOF-SIMS, modul negativ pentru
A- amidon, B si C- SPCL2, respectiv SPCL3

Cu toate ca copolimerii SPCL2 si SPCL3 arata o compozitie de suprafata similara, pic-urile
caracteristice ale amidonului si ale PCL prezinta diferente superficiale in ceea ce priveste
intensitatea lor relativa.

Din deconvolutia XPS a pic-ului C1s pentru amidon si SPCL2 se observa modificari in suprafata
a pic-urilor caracteristice.
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Figura 31. Deconvolutia C1s pentru a) amidon, b) SPCL2
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Tabel 12. Normalizarea intensitatii pentru pic-ul caracteristic PCL, 131, in modul negativ
(CeH11057) si pentru pic-ul caracteristic PCL, 115, in modul pozitiv ([M+H]").

Proba Pic 131 Pic 115 Cuantificare

SPCL2 33+01 5415 06%0.0
SPCL3 31+07 4.0+17 08%0.0

Cuantificarea atat pentru CgH1103™ cat si pentru [M+H] T aratd ca diferentele dintre SPCL2 si

SPCL3 sunt foarte mici si ca suprafata este dominatd de semnatura amidonului, a se vedea
raportul 58 (C2H202_ )/59 (CzHgOg_ )

1V.2.1.4. Analiza tensiunii superficiale

Tensiunea superficiala a fost obtinutd prin metoda picaturii, la interfata lichid-aer, in

acelasi mod descris anterior la capitolul 111.1.2.2.

Tabel 13. Valorile unghiului de contact la interfata lichid-aer.

Nume y (MN-m ™) in y (MN-m ™)
proba functie de conc. DMSO
solutiei (1mg/ml)

SPCL2 42.05
SPCL3 38.2 43
Amidon 44

Cu cat este mai mica valoarea pentru probele analizate comparativ cu valoarca DMSO-ului cu
atat produsii sunt mai hidrofobi, analizd corelata si cu gradul de substitutie obtinut din analiza
XPS.
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IV.3.

Concluzii

Amestecurile polimerice si asocierile chimice, sub forma de copolimeri bloc sau grefati
intre amidon si poliesterii alifatici, cum e cazul poli(e-caprolactona), prezinta un interes
deosebit din punctul de vedere al obtinerii unor noi materiale biodegradabile.

S-a realizat reactia de grefare a amidonului prin polimerizarea cu deschidere de ciclu a ¢-
caprolactonei.

In aceasti reactie, grupirile hidroxil ale amidonului functioneaza ca situri de initiere.
Catalistii comuni pentru ROP, cum e cazul tin octoatului sau a isopropoxidului de
aluminiu, duc la eficiente de grefare scazute (0-14%).

Picurile &PCL caracteristice (3300 —3700, 1737, 1725, 8501480, si 720) cm™ apar in
spectrele FIR, alituri de absorbanta larga a gruparilor O-H de 3200-3700 cm™.
Determinarea compozitiei copolimerului s-a realizat prin RMN plecéand de la intensitatile
semnalelor pentru caprolactona si pentru unitatile structurale ale amidonului.

Eficienta grefarii este dificil de determinat in cadrul acestui sistem prin tehnici de analiza
standard, cum ar fi RMN-ul, datorita solubilitatii scazute a produsilor in solventii organici
standard.

Proprietatile mecanice ale amestecului amidon/PCL devin slabe odatd cu cresterea
continutului de amidon. Acest fapt se datoreaza incompatibilitatii dintre amidonul
hidrofilic si PCL hidrofobic, precum si adeziunii interfaciale scazute dintre cei doi
compusi.

Se observa ca in cazul acestor compusi avem picuri distinctive deoarece cristalizarea
polimerului este distribuita uniform, fapt ce duce la topirea mai lentd a unor componente.
De asemenea, existenta ramificatiilor si sub-ramificatiilor contribuie la aparitia diferitelor
pante Tn punctul de topire, iar diferitele aranjamente si greutati moleculare ale
polimerului pot schimba modul cum aceste pante apar in profilul DSC.

Pentru fiecare copolimer sunt observate doud endoterme distincte In ceea ce priveste
fenomenul de topire, fapt ce indicd o fazd de separare clara intre domeniile hidrofobic si
hidrofilic, atat punctul de topire, Tn, cat si cdldura de topire (AHs) sunt afectate de
greutatea lor moleculara.

Prezenta componentei amorfe AGU poate influenta intr-un mod puternic comportamentul
ratei de cristalinizare al PCL prin faptul ca acest component are un Ty mai mare decat
temperatura onset de cristalizare a PCL. Acest fapt ar duce la o descrestere a ratei de
cristalinizare, in special atunci cand continutul compusului amorf creste.

Reziduurile datorate procesului de sinteza au fost identificate cu ajutorul XPS-ului si a
Tof-Sims-ului.
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CAPITOLUL V
OBTINEREA HIDROGELURILOR PE BAZA DE AMIDON

V.1. Obtinerea hidrogelurilor pe baza de amidon prin reticulare cu

epiclorhidrina

V.1.2. Principiul reactiei
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Schema 1. Mecanismul reactiei de reticulare cu epiclorhidrina.

Hidrogelurile au fost pregatite dupa urmatoarea procedura generala: la o solutie

polimerica de 12% amidon (0.3 g, 1.85 mmol) a fost adaugata o cantitate determinata de solutie
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NaOH 1N si s-a realizat o agitare mecanica de cel putin 10 minute.NaOH a fost folosit Intr-un
raport masic fatd de epiclorhidrina de 1:1.

Inainte de a adauga agentul de reticulare, se elimini aerul prezent sub forma de bule cu ajutorul
unei bai cu ultrasunete. Se adauga agentul de reticulare, se omogenizeaza timp de 1 ora, dupa
care amestecul se depune intre doud placi de sticla, la etuva pentru un timp corespunzator
programului experimental.

Filmele se imerseaza in apa distilatd pentru indepartarea compusilor nereactionati, cu schimbarea
acesteia pana ce pH-ul apei de spalare acoincis cu cel al apei distilate si se continua cu imersarea
in acetona a hidrogelului pana cand toata apa este inlocuita.

Terminologia folosita in cele ce urmeaza este urmatoarea: HS- hidrogel pe baza de amidon
nemodificat, HAPg- hidrogel pe baza de amidon modificat prin introducerea de triple legaturi.

Tabel 1. Programul experimental folosit pentru obtinerea hidrogelurilor reticulate cu

epiclorhidrina.
Cod proba Timp de Temperatura de reticulare Raport molar grupari —-OH
reticulare (ore) (°C) primare/CA

HS35 35°

HS40 40°

HS50 5 50° 10:1

HS55 55°

HS1 1 10:0.25
50°

HS2 2 10:0.5

HS3 3 10:1.5

HS4 4

HS5 5

HAPg35 35°

HAPg40 40°

HAPg50 5 50°

HAPg55 55° 10:1

HAPg1 1

HAPg?2 2

HAPg3 3 50° 10:0.25

HAPg4 4 10:0.5

HAPg5 5 10:1.5

*

solutia polimerica de concentratie 12%.
Reactia amidonului cu EPCI duce la formarea de digliceroli ai amidonului, care sunt

foarte rezistenti la pH si la tensiuni mecanice datorita formdrii legaturilor eterice dintre reticulari

si gruparile hidroxil din polizaharid.
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Figura 1. Gradul de umflare maxim (SD) pentru hidrogelurile obtinute in urma varierii a.

cantitdtii de agent de reticulare, b. temperaturii, c. timpului de reticulare.

Se observa din reprezentarile gradelor de umflare ca acestea cresc odata cu scaderea cantitatii de
agent reticulant si scad odata cu cresterea temperaturii de reticulare.

Pentru probele pe baza de amidon hidrofobizat prin introducerea triplelor legaturi pe lantul sau s-
a observat un grad de umflare mai scazut comparativ cu cel al amidonului nemodificat. Si in
cazul acestor compusi, este evidentd dependenta capacitatii lor de retentie a apei, de cantitatea de

agent reticulant, durata si timpul de reticulare.

. == a. g
Figura 2. Imagini SEM pentru a. HAPg ret CA™ b. HAPg ret EPCL.
“sisteme descrise n capitolul V.3
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Imaginile SEM ale amidonului propargilat reticulat cu epiclorhidrina si acid citric au aratat
structuri asemandtoare, poroase cu mici diferente. Astfel, hidrogelul reticulat cu acid citric a
prezentat o structurd deosebit de uniformd, cu pori de dimensiuni apropiate, mai mici de S0pm.
Hidrogelul reticulat cu EPCL, in schimb are pori de dimensiuni mai mici de 10um insa acestia

nu sunt distribuiti la fel de uniform ca in exemplul de mai sus.

V.2. Modificarea chimica a hidrogelurilor pe baza de amidon functionalizat
cu grupare de tip alchina, prin reactia cu PCLNj3; via click chemistry

V.2.1. Principiul reactiei

o) Na Asc
CH, CusO, * 5H,0 o

Schema 2. Mecanismul reactiei ,,click chemistry” dintre PCL-N3 si hidrogelul pe baza de amidon

functionalizat cu triple legaturi, reticulat cu epiclorhidrina.

112



Capitolul V. Obtinerea hidrogelurilor pe baza de amidon

Urmarind reactia tipica de grefare prin click chemistry a PCL-N3 pe lantul de amidon
descrisa mai sus avem urmatorul protocol experimental: hidrogelul pe baza de amidon
propargilat (0.6 mmol), reticulat cu epiclorhidrina se lasa sub agitare peste noapte sa se umfle in
apa, apoi se adauga azido-PCL (0.6 mmol) dizolvata in DMF; amestecul de apa si DMF (10 ml)
se mentine la raportul de 1:1. Sunt apoi adaugate solutii proaspat preparate de ascorbat de sodiu
(0.22 mmol, 120 pL, 1M) in apa si o solutie 75% de sulfat de cupru Il hidratat cu 5 molecule de
apa (8 uL, 0.024 mmol ). Amestecul a fost agitat in absenta luminii, timp de 24 de ore, sub
atmosfera inertd, la 60° C. Produsul final a fost precipitat in apa si dializat intr-o solutie apoasa
de 0.1 M EDTA timp de 5 zile folosind o membrana celulozica (Orange Scientific, MWCO:
3500 Da) pentru a indeparta catalizatorul. Apa a fost inlocuitd de doua ori pe zi. Produsul final a
fost liofilizat.

V.2.2. Analiza rezultatelor obtinute
V.2.2.1. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR

Spectrul FT-IR al hidrogelurilor pe baza de amidon functionalizat cu grupare de tip
alchina prin reactia cu PCLN3 via click chemistry, notate cu HCC, a aratat ca si in cazul reactiei
amidonului propargilat cu poliesterul, benzile caracteristice lanturilor de PCL prin prezenta
grupdrilor esterice la 1733 cm™. S-a remarcat insd si un pic mic corespunzator gruparii azidice
datorita prezentei PCLNj3 nereactionat in ochiurile hidrogelului.

e A %
.‘I .“f 04 27em’ \ f
90 - == = /

1733 em’ _—

Transmitanta (%)

T T T
2200 2000 1800
60

Lungime de unda (cm -'}

301

Transmitanta (%)

y T T L e
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Lungime de unda (cm™)

Figura 3. Spectru FT-IR pentru a.HCC, b. HAPg, c. HA
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Figura 4. Spectrul RMN *H HR-MAS (DMSO) pentru proba HCC.

RMN-ul *H HR-MAS a aritat prezenta grupirii triazolice, astfel grefarea PCL-N3 pe hidrogelul
pe baza de amidon modificat cu triple legaturi a avut loc.

S-au realizat amestecuri de diferite concentratii apa/DMF 1in incercarea de a scoate PCL
nereactionat, prins in reteaua hidrogelului.

Figura 5. Comportamentul hidrogelului HCC in a.70/30% (v/v) apa/DMF, b.amestec 50/50%
(v/v) apa/DMF, c. amestesc 30/70% (v/v) apa/DMF.

Dupa 14 zile de agitare continud In amestecuri mai sus mentionate s-a observat ca iesirea PCL
din ochiurile hidrogelului a fost facilitatd de proportia mai mare a DMF-ului, fapt ce a condus la
o colorare intensd a mediului de dizolvare datoritd lanturilor de poliester si la revenirea la
proprietatile de hidrogel a compusului. De asemenea spectroscopia FT-IR a confirmat existenta

cuplajului chiar si dupa purificarea mai sus mentionata.
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V.2.2.3. Analiza morfologica

Tn figura 6 sunt ilustrate imaginile SEM pentru HCC spalate cu DMF si liofilizate si in figura 7
aceleasi hidrogeluri uscate din acetond cand s-a constatat ca aceastd metoda de uscare este prea

durd, ducand la o morfologie fara pori a hidrogelurilor.

Figura 6. Imagini SEM a,b. HAPg, ¢,d.HCC.
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Figura 7. Imagini SEM pentru HCC uscate din acetona.

V.2.2.4. Analiza termica

Stabilitatea termicd a copolimerilor a fost evaluata folosind analiza termogravimetrica
(ATG). Degradarea termica a policaprolactonei a fost studiata de multi cercetatori, Persenaire si
colab.**? propunand un mecanism de degradare in doua etape, mai intdi prin ruperea la
intamplare a lantului de PCL printr-o reactie de piroliza, urmata de formarea g-caprolactonei ca
rezultat al scindarii in urma procesului de degradare 213 Aoyagi si colab. 2% au propus un
mecanism de degradare intr-o singura etapa, in care polimerul se degradeaza prin indepartarea
specifica a monomerului de la grupdrile terminale. Asadar, mecanismul de degradare termica a
PCL este ambiguu si controversat 215, Figura 8 arata curbele de pierdere masica pentru hidrogelul
pe baza de amidon propargilat, pentru PCL si pentru produsul final, obtinut via ,,click chemistry”
intre polimerii mentionati mai sus. Temperatura initiald de degradare a PCL este mai mica in
copolimerul final fata de polimerul simplu.

PCL se degradeaza intr-o singurd etapa (in jurul valorii de 400 °C) implicand manifestarea
simultand a doud tipuri de reactie, si anume scindarea aleatorie a lantului si desfacerea
hidroxilului terminal, ducand la formarea e-caprolactonei #**%%. Figurile de mai jos aratda ca
degradarea celor doi polimeri este neuniforma.

Figura 8a. arata termograma ATG a hidrogelului pe baza de amidon propargilat. De mentionat ca
aceastd curba este similard cu cea a amidonului nativ, dar proprietatea sa termica a fost afectata
in directia imbunatatirii cu 20 °C a temperaturii de degradare. Descompunerea nu a fost completa

pana cand temperatura nu a ajuns la 600 °C .
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Figura 8 . Profilele ATG si derivatele lor pentru a. HAPg, b. PCL, c. CCH

Tabel 2. Valorile temperaturilor de degradare a polimerilor de plecare si a produsului final.

Proba HAPg PCL CCH
Temp (°C) 319.26 411.45 296.74 407.62
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V.3. Concluzii

o S-au obtinut hidrogeluri pe baza de amidon si amidon modificat, reticulate atat cu
epiclorhidrina cat si cu acid citric.

o S-a grefat prin procedeul click chemistry, PCLN3 pe hidrogelurile pe baza de amidon
modificat cu triple legaturi.

o Inurma grefarii s-a remarcat in spectrul FT-IR un pic mic corespunzitor gruparii azidice
datorita prezentei PCLNj3 nereactionate in ochiurile hidrogelului.

o Prezenta inelului triazolic din spectrul RMN 'H HR-MAS a confirmat de asemenea
reusita reactiel.

o S-au realizat amestecuri de diferite concentratii apd/DMF 1n incercarea de a scoate PCL
nereactionat, prins in reteaua hidrogelului, iesirea lantului hidrofobic din ochiurile

hidrogelului fiind facilitata de proportia mai mare a DMF-ului din amestec.

V.3. Obtinerea hidrogelurilor pe baza de amidon prin reticulare cu acid citric

Amidonul nativ nu este potrivit pentru a fi utilizat ca sistem de eliberare medicamentoasa
proprietatilor de eliberare rapida ce rezultd din umflarea substantiald in medii apoase, aldturi de
degradarea enzimaticd acceleratd prin a-amilaza in fluide fiziologice. Pentru a depdsi aceste
limitari si pentru a extinde domeniul aplicativ al amidonului ca exponent al eliberarii sustinute de
medicamente, proprietdtile acestuia pot fi configurate prin modificari fizice (retrogradare) si

chimice (reticulare) sau prin hidroliza enzimatica (dextrine).

Mecanismul si randamentul de eliberare a medicamentului dintr-o matrice polimerica
hidrofild poate depinde de permeabilitatea apoasd, de umflarea polimerului, dizolvarea si difuzia
medicamentului si de eroziunea matricii “*®. Acesti factori pot afecta structura si rezistenta retelei
gelului, din cauza proprietatilor fizice ale polimerului in sine, a interactiunilor lant-lant, respectiv
lant-solvent a polimerului. Amidonul contine doua tipuri de hidroxili: primar (6-OH) si secundar
(2-OH si 3-OH). Acestia sunt capabili de a reactiona cu reactivi multifunctionali, rezultand
amidonuri reticulate. Reticularea este realizatd cu scopul restrictiondrii umflarii granulei de
amidon in conditii de gatire, sau pentru a preveni gelatinizarea. Reactivii acceptati de catre
FDA? pentru obtinerea de amidon reticulat de calitate alimentard sunt clorura de fosforil,
trimetafosfatul de sodiu, anhidrida acetica adipica mixta si amestecuri de trimetafosfat de sodiu
si tripolifosfati. Epiclorhidrina nu mai este utilizatd de catre producatorii de amidon (SUA)
deoarece clorohidrinele sunt agenti cancerigeni. Acidul citric este cunoscut ca fiind nedaunator
in comparatie cu alte substante folosite in acest scop si rata de digestie de pancreatind scade

odati cu cresterea gradului de substitutie (DS) in citratul de amidon *%°.
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Cele doua stadii ale reactiei dintre amidon si acidul carboxilic constau mai intdi dintr-0
atagsare a acestuia via procedeul de esterificare cu gruparea hidroxilica si reactia acesteia mai
departe, tot via esterificare, cu altd grupare hidroxilicd a amidonului, producand astfel reticuliri
ale polizaharidei. Diversi autori au propus un mecanism bazat pe formarea intermediara a
anhidridei. Atasarea acidului carboxilic la polimer prin esterificare reactia a primului ciclu
anhidridic ar expune o noud unitatede acid in acidul citric care are conectivitatea chimicd exacta
penru a forma o un nou compus intra molecular anhidridic cu unitate adiacentd de acid
carboxilic. Reactia urmatoare cu eterul amidonului poate conduce la reticulare. Datorita
implicérii gruparilor hidroxilice ale amidonului in legdtura esterica, reticularea acestui polimer
hidrofilic s-a realizat pentru a limita afinitatea acestuia catre apa. Substitutia amidonului in stare
granulara este cu precadere intalnitd in regiunea amorfa, deoarece reactivii pot penetra mai usor
aceste zone. Stabilitatea termica a citratului de amidon are legaturd cu continutul de amilopectind
si/ sau structura amidonului. Asadar, citratul de amidon cu un continut mai mare de amilopectina
poate fi mai stabil termic decat cel cun continut scazut. Odata cu introducerea citratului, structura
granulara este alteratd. Substituientul citrat poate altera asocierile dintre amiloza si amilopectina
si fiecare component cu el Insusi in granule, ceea ce va impiedica umflarea granulelor de
amidon.

V.3.1. Principiul reactiei
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Schema 3. Mecanismul reactiei de reticulare cu acid citric.
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Probele au fost pregatite dupa urmatoarea procedura generala: la o solutie polimerica de
12% amidon (0.3 g) a fost adaugata o cantitate determinata de acid citric (Tabel 1) si s-a lasat
sub agitare 20 min. In cazul probelor pe bazi de amidon nemodificat a fost necesara ultrasonarea
pentru indepartarea bulelor de aer. Solutiile au fost plasate intr-o etuva sub vid la 50°C pentru
anumite intervale de timp, in functie de compozitia lor.

Terminologia folositd pentru acest capitol este urmatoarea: HS- hidrogel pe baza de
amidon nativ, HSCP- hidrogel pe bazd de amidon modificat prin grefare cu lanturi de clorura de
palmitoil, HSPCL- hidrogel pe baza de amidon modificat cu lanturi de policaprolactona.

V.3.2. Program experimental

Tabelul 3. Programul experimental al hidrogelurilor sintetizate.

Cod proba Timp de Raport molar grupari —-OH
reticulare (h) primare/CA

HS4 4

HS5 5 10:1

HS6 6

HS0.25 10:0.25

HS0.5 5 10:0.5

HS1.5 10:1.5

HSCP4 4

HSCP5 5 10:1

HSCP6 6

HSCPO0.25 10:0.25

HSCPO0.5 5 10:0.5

HSCP1.5 10:1.5

HSPCL4 4

HSPCL5 5 10:1

HSPCL6 6

HSPCLO0.25 10:0.25

HSPCLO.5 5 10:0.5

HSPCL1.5 10:1.5

* temperatura de reticulare a fost 50°C.

V.3.3. Analiza rezultatelor obtinute

V.3.3.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR-ATR

Figura 9 prezintd spectrul FTIR-ATR al citratului de amidon si al amidonului
nemodificat. Rezultatele sunt aceleasi cu cele raportate de lizuka si Aishima care au investigat
modelele spectrale a cinci tipuri de amidon (amidon din porumb, din cartof, pe bazd de orez,

amiloza si amilopectind) prin FT-IR/ATR si au gasit ca toate prezinta un model similar.
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In studiul aici de fatd, hidrogelul pe bazi de amidon reticulat cu acid citric (HS) a aritat
10 pic-uri in regiunea 3700-800 cm ™. Din studii anterioare, Irudayayaraj si Yang au aratat ca
absorbanta la 3381 si 2931 cm ™ poate fi atribuit gruparii O-H si C-H. Absorbanta de la 1350 cm’
! a fost atribuitd gruparilor O-C-H, C-C-H si C-O-H. Absorbantele de la 1150 si 1080 cm™ sunt
atribuite amandoud cuplarii C-O, C-C respectiv O-H. Absorbanta de la 1022 cm™ este atribuita

vibratiei C-O-H iar cele de la 930 si 860 cm™ sunt corespunzatoare pentru deformarea C-H.

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

Granulele de amidon nativ, prezinta o cristalinitate partiald cu un grad de cristalinitate de
20-40 %**. Pentru a investiga aceastd proprietate de obicei se foloseste difractrometria cu raze
X, dar s-au raportat rezultate in aceasta directie si folosind FT-IR. Banda de absorbtie IR la 1074
cm™ este sensibild la structura cristalind sau ordonata, iar banda de 1a 1020 cm? este asociata cu
structura amorfa din amidon. Astfel, raportul dintre intensitatea benzilor de la 1020 cm™/1074
cm™ poate exprima gradul de ordine din amidon??. Valorile mai ridicate indica faptul ca in
amidonul de plecare a existat o faza amorfd mai mare. Cresterea in intensitate a benzii de la
1724 cm-1 indica faptul ca mai multe grupari esterice au fost prezente in amidon prin legatura
covalentd intre acidul citric si moleculele polizaharidei. Raportul de mai sus a crescut odatd cu
gradul de substitutie fapt ce a indicat cd substituientii citrati au alterat impachetarea lantului si a
generat structuri mai amorfe in amidon.

Lungime de unda (cm™)
Figura 9. Spectrele FT-IR a. amidon, b.hidrogel pe baza de amidon nemodificat (HS)

Spectrul ATR-IR al hidrogelurilor HSCP a aratat benzile caracteristice pentru amidonul
modificat cu clorura de palmitoil. Mai intai, introducerea lanturilor de palmitoil a fost confirmata
de prezenta gruparilor esterice de tip carbonil (C=0) la 1743 cm™. Cele doua pic-uri de
intensitati puternice corespunzitoare valorilor 2922 si 2851cm™ sunt atribuite gruparilor metil si
metilen asociate substituientilor palmitoilici.
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Gruparea esterica formata 1n urma reticuldrii covalente absoarbe intr-o zona in care mai
absorb si alte grupari functionale si de aceea a fost necesard o deconvolutie spectrala intre 1500-
1800 cm™. Banda de absorbtie specifica pentru legitura esterica a fost gasita la 1743 cm™.

Absorbance (%)
\\
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Figura 10. Spectrele ATR-IR al HSCP a) spectru integral, b) deconvolutia picului
carbonil.

Vibratia puternica localizata la 3481 cm™ caracteristicd pentru grupdrile hidroxil din
amidonul nativ descreste in intensitate atat dupa acilare cat si dupa reactia de reticulare, conform
faptului ca aceste grupari se diminueaza. Este demn de mentionat ca intensitatea legaturii
esterice este mai puternica odata cu cresterea continutului de CA in hidrogel??*.
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Figura 11. Spectrul FT-IR al intensitatilor pic-urilor carbonil pentru a) HSCP0.25,b) HSCP

0.5,c) HSCP 1.5.

Pic-urile caracteristice ale PCL apar atat in polimerul grefat cat si in cel reticulat. S-a

realizat o deconvolutie (Figura 12) pentru a dezvalui pic-ul puntii esterice caracteristice
reticularii.
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Singura diferentd in spectrul FT-IR a fost diminuarea evidenta a vibratiilor gruparilor —

OH corespunzatoare polimerului grefat.

Absorbance (%)
~
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Wavelength (cm™ ')
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T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
4

Figura 12. Spectrele ATR-IR al HSPCL a) spectru integral, b) deconvolutia picului carbonil.

Wavelength (cm™

Pic-urile caracteristice ale PCL, 3300-3700, 1735 (C=0 din &-CL),1725, 850-1480 si 720 cm™,
toate apar in ambii polimeri, un extra pic s-a observat pentru PCL modificatd la 1722 cm™,
specific pentru —C=0, la 2871 cm™ este vibratia simetrici —CHy- din &-CL, iar la 2956 cm™

valoarea corespunzatoare vibratiei asimetrice.

V.3.3.2. Analiza morfologica

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

Morfologia celor trei tipuri de hidrogeluri este In concordantd cu hidrofilia lor. Hidrogelul pe

baza de amidon nemodificat, capabil sa retina cantitati mari de apa, va forma prin liofilizare un

material cu porozitate neuniforma, dar cu pori mai mari (Fig. 13A).

Reducerea hidrofiliei amidonului prin estericare cu CP sau prin grefarea de PCL va conduce la

retinerea unor cantitdti mai mici de apa cu formarea in urma liofilizdrii a unor materiale cu

distributie relativ uniforma a porilor si a dimensiunii mai reduse ale acestora. Din acest punct de

vedere morfologia celor doua tripuri de hidrogeluri este asemanatoare, cele pe bazd de amidon

modificat cu CP prezentand pori mai numerosi decat cele pe baza de amidon grefat cu PCL.
Morfologia atestatd de micrografiile SEM ale celor trei materiale este in concordanta cu

capacitatea lor de a retine apa care scade in seria HS >HSCP> HSPCL.
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Figura 13. SEM pentru HS(A), HSPCL(B), HSCP(C).

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

Capacitatea hidrogelurilor obtinute de a absorbi apa se datoreaza prezentei grupdrilor
hidrofilice ramase libere in polimerul ce formeaza structura acestor sisteme. Datoritd contributiei
acestor grupdri in retea, polimerul este astfel hidratat la diferite grade, in functie de compozifia
hidrogelului .

Capacitatea hidrogelurilor obtinute de a absorbi apa se datoreaza prezentei grupdrilor hidrofile
din polimerii ce formeaza structura hidrogelului.

Datorita contributiei acestor grupari in retea, polimerul va fi hidratat la grade diferite in functie
de compozitia hidrogelului. Caracteristica principala a hidrogelurilor este comportamentul la

umflarea 1n apa, mediu in care structura lor finald este dezvaluitd. Pentru aplicatiile farmaceutice,
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este important a se cunoaste cinetica de umflare a hidrogelurilor deoarece este un proces direct

legat de includerea de medicamente si de eliberarea acestora.

Retentia apei 1n raport cu timpul a fost obtinuta prin indepartarea periodica a probelor din apa,
uscarea lor rapida cu o hartie filtru si cantarirea lor din nou. Absorbtia apei de catre hidrogelurile
initial uscate a fost urmarita pana ce acestea au atins un grad de umflare maximal, curbele fiind
reprezentate in figurile 14 si 15.
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Figura 14. Cineticille gradului de umflare pentru hidrogelurile for HS, HSCP and HSPCL cu
raport molar —OH primary/CA variat (T=50°C).

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

scazuta.

Hidrogelurile cele mai umflate sunt cele pe bazia de amidon nemodificate. Desi in teorie HSCP
este mai hidrofob decat HSPCL, gradul de umflare a dovedit contrariul. O posibila explicatie
este legata de canalele de distributiec a PCL in jurul amidonului, acoperindu-l cu un strat
hidrofob. Tn plus, prezenta de grupari terminale -OH ar putea fi, de asemenea, implicate in

reactia de reticulare, desi concentratia lor este mai mica cea a unitatilor de amidon.

Lanturile de palmitoil, chiar daca sunt mai lungi, distributia de tip pieptene si DS-ul scazut le

permite sa actioneze ca o retea mai hidrofila decat cea pe baza de PCL.
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Figura 15. Cineticille gradului de umflare pentru hidrogelurile for HS, HSCP and HSPCL cu
raport molar grupe —OH primare/CA 10:1, reticulate 4 si 5 ore (T=50°C).

Avand in vedere ca scopul acestor hidrogeluri a fost acela de imobilizare si de eliberare de
medicamente, am incheiat cercetarile cu includerea de levofloxacind (Schema 2) si urmarirea
cineticii sale de eliberare. Au fost incarcate trei tipuri de hidrogeluri, cinetica de eliberare
constatandu-se ca fiind ca cea a sistemelor difuzionale tipice. Tn primele momente ale procesului
se inregistreazd o crestere rapidd a cantitatii de medicament eliberat,"burst effect”, fenomen
datorat faptului ca se elibereazd medicamentul de la suprafata, din pori si are o actiune benefica
constituind o primd concentratie de atac. Apoi, evolutia cineticd indicd o eliberare mai lentd a
medicamentlui din structura hidrogelului. Cantitatea de medicament eliberata scade odata cu
cresterea gradului de reticulare, dar este determinatd, de asemenea, si de cantitatea de

medicament inclusa care variaza si ea.

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

Probele uscate si cantarite au fost imersate intr-o solutie apoasa de levofloxacin (10 mL,
10% wiw) si lasate 48 de ore, includerea constand in difuzia medicamentului in retea prin
retinerea sa in porii materialului.

Cantitatea maximd de medicament incércata in fiecare proba a fost calculata folosind un
masuratori de spectrofotometru (lungimea de unda pentru levofloxacin folositd pentru detectie a

fost 300 nm) dupa cum urmeaza:
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m =m, -C_; xV ecuatia (1)

e m_— levofloxacin incarcat (mg)

e m, —cantitatea initiala de levofloxacin (mg)

e Ci¢— concentratia de levofloxacin n solutia raimasa de medicament dupa indepartarea
probei, calculata din curba de calibrare pentru levofloxacin in apa (mg/mL)

e V —volumul solutiei de medicament ramas (my).
Eliberarea levofloxacinei din hidrogeluri

Probele incarcate cu levofloxacin au fost imersate in flacoane acoperite ce contin 100 mL
de solutie tampon, pH=7.4. PBS-ul a fost ales deoarece se doreste utilizarea hidrogelurilor intr-
un mediu biologic, iar concentratia ionilor din solutie se armonizeaza cu cea a corpului uman.
Studiile de eliberare a medicamentului au fost realizate la 37°C intr-o baie de apa cu agitare,
GFL 1092 la 60 rpm, timp de 72 ore. Procesul de eliberare a levofloxacinei din hidrogeluri a fost
monitorizat cu un spectrofotometru UV-VIS NanoDrop, (Nanodrop ND-1000) de la Thermo
Scientific. Rezultatele reprezintd valoarea medie a trei determinari.

Levofloxacina eliberata a fost calculatd folosind ecuatia curbei de calibrare si greutatea fiecarei

probe, dupa cum este descris mai jos:

m;=——— ecuatia (2)

unde,

m_, este cantitatea de levofloxacina eliberatd, Cyr este concentratia calculata pornind de la curba

de calibrare a levofloxacinei(ALs = C.r x 7,048) (mg / ml) si ms reprezinta greutatea probei (Q).

Levofloxacina, un medicament solubil in apa, se elibereaza imediat cand este in contact
cu mediul de dizolvare asa cum se vede Tn cazul hidrogelurilor pe baza de amidon (HS).
Hidrogelurile cu lanturi de PCL au sustinut eliberarea levofloxacinei pentru mai mult de sapte
ore, CuU O cinetica liniara de sustinuta, Tn timp ce produsii pe baza de palmitoil, ocupa locul al
doilea, cu un interval de timp mai scurt. Examinarea cineticii de eliberare in vitro a
levofloxacinei de catre hidrogelurile pe baza de HSPCL au fost corelate cu comportamentul de
umflare si s-a constatat ca matricile pe bazad de PCL au avut proprietati imbunatatite de eliberare
sustinuta, comparativ cu hidrogelurile pe baza de HS si HSCP. Dupa eliberarea medicamentului
de la suprafata, eliberarea levofloxacinei a devenit mai lentd, deoarece polimerii hidrofobi
impiedica penetrarea mediului de dizolvare in reteaua de hidrogel.

La nivel hidrofob superior (cum e in cazul HSPCL), rata de eliberare a medicamentului a
fost redusa in mod semnificativ ca urmare a porozitatii reduse a matricei, dar a crescut eliberarea.
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Figura 16. Cineticile de eliberare a levofloxacinei (mg) / g hidrogel uscat) pentru HS (a), HSCP
(b), HSPCL (c¢) obtinute in urma varierii CA, la pH = 7,4, 37° C; Concentratia de medicament
incarcatd a fost de 20 mg / mL.
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liberare a levofloxacinei (mg) / g hidrogel uscat) pentru HS (a), HSCP

(b), HSPCL (c) obtinute in urma varierii timpului de reticulare (pH = 7,4, 37° C; Concentratia de

medicament incarcata a fost de 20 mg / mL).
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Hidrogelurile cu concentratii mai mici de CA prezinta 0 cinetica mai rapida de eliberare, in timp
ce hidrogelurile obtinute prin reticularea la o durata mai scurtad de timp, sustin eliberarea de
medicamente asa cum se vede in tabelul de mai jos:

Tabelul 4. Influenta duratei de reticulare asupra timpului maxim al eliberarii celei mai mari

cantitati de medicament (notat cu Tg).

t reticulatare (OT€) Te (min)
HS HSCP HSPCL
4 150 200 450
250 300 600
6 300 350 700

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

Descrierea matematicd a procesului de eliberare este dificild de realizat, datorita
caracteristicilor fizice care trebuie luate in considerare, ca difuzia apei in hidrogel, umflarea
matricii, difuzia medicamentului din retea, dizolvarea polimerului, porozitatea, compozitia si
schimbdrile in dimensiunea retelei.

Fiecare model are -caracteristicile sale datoritd acestor presupuneri si aplicabilitatii

respectivelor modele se restrictioneaza pentru anumite sisteme medicament-polimer.

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

Ecuatia empiricd a lui Lagergren propusa la sfartitul secolului XIX pentru a descrie cinetica

absorbtiei la interfata solid/solutie a fost cea mai folositd ecuatie de pand acum.

Ecuatia de ordin 1 a lui Lagergren
0t = e * [1-exp(-ki*t)] ecuatia (3)

unde, g = cantitatea de medicament absorbita la un anumit timp t (mg/g)
ge = cantitatea de medicament absorbita la echilibru (mg/g)
ki = constanta lui Lagergren (min™)
t = timp.
Ecuatia de ordinul 2 a lui Ho

= t*ks qe? / (1+t*Kz 0) ecuatia(4)

unde, h= ks q¢?
ko= constanta relativa a acestui model [g/(mg*min)]
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S-a observat ca valorile coeficientilor de corelare pentru primul model de ecuatie variaza

intre 0,927 si 0,998 iar majoritatea valorilor qe variaza semnificativ fatd de valorile

experimentale. Corelarile (R?) au fost folosite ca indicatori pentru o mai buna fitare a fiecarei

ecuatii considerate, eliberarea levofloxacinei urmand indeaproape modelele de ordinul unu si

doi. Tn orice caz, conform valorilor neglijabile ale R* pentru datele de eliberare, se constatd ci

aplicarea acestor modele matematice este pur empirica.

Fitarea datelor experimentale cu cele trei modele de hidrogeluri este redata in figura 18.
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Figura 18. Fitarea datelor experimentale cu cele trei modele de hidrogeluri, unde F1 insecamna

fitarea dupa ecuatia lui Lagergren, iar F2, fitarea conform ecuatiei lui Ho.

Se observa o caracteristici comuni a tuturor fitirilor: cantitatea de medicament eliberat

creste pand cand atinge un platou. Coeficientii de corelare sunt apropiati de valoarea unitatii (R 2
= 0.99). Aceste corelari (R2) au fost folosite ca indicatori pentru o mai buna fitare a fiecarei

ecuatii considerate, eliberarea levofloxacinei urmand indeaproape modelele de ordinul unu si

doi.

Toate rezultatele sunt in concordanta cu cele din literaturd, astfel dovedesc cd améandoua

modelele cinetice au furnizat o descriere buna a rezultatelor obtinute dupa cum se observa din

valorile coreldrii coeficientilor folositi in cadrul studiului.
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n orice caz, conform valorilor neglijabile ale R?> pentru datele de eliberare, se constatd ci
aplicarea acestor modele matematice este pur empirica si nici o concluzie definitiva in ceea ce

priveste mecanismul dominant de transport de masa, nu poate fi subliniata.

Tabelul 5. Datele eliberarilor modelate dupa ecuatiile de ordinul 1 a lui Lagergren si de ordinul

doi a lui Ho.
Lagergren first-order Ho second-order

Sample code  K; (min™) R ko *10° (g/mg*min) R

HS0.25 0.056482 0.984033 0.00040597 0.987539
HS0.5 0.0316211 0.994087 0.000323 0.99269
HS1.5 0.117487 0.936036 0.004673 0.906459
HSCPO0.25 0.136494 0.995974 0.00181937 0.993129
HSCPO0.5 0.0775174 0.986447 0.00123597 0.953802
HSCP1.5 0.168534 0.820371 0.00098299 0.855928
HSPCLO.25 0.06955 0.9544 0.000582 0.986862
HSPCLO0.5 0.096288 0.943995 0.002643 0.932435
HSPCL1.5 101 0.815854 10M2 0.815854
HS4 0.08280 0.980836 0.00062 0.996239
HSS5 0.0517335 0.944841 0.000644 0.963735
HS6 0.0205342 0.994028 0.000225 0.99217
HSCP4 0.0994252 0.996051 0.00368278 0.985231
HSCP5 0.0884048 0.979332 0.00242592 0.99574
HSCP6 0.0354149 0.953242 0.00163129 0.974334
HSPCL4 0.0237853 0.927039 0.000347 0.968867
HSPCLS5 0.009950 0.95966 0.0001256 0.979288
HSPCL6 0.005934 0.966756 0.000103 0.979041
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Datele obtinute din studiile de eliberare a medicamentului in vitro au fost de asemenea fitate si
dupa modelul Korsmeyer—Peppas %2*:

M¢/ M, = Kt " ecuatia (5)

unde M; / M., reprezintd fractia de medicament eliberatd la timpul t, k este constanta si n
exponentul de eliberare. Valoarea lui n este folositd pentru a caracteriza diferite mecanisme de
eliberare.

Tn figura 19 sunt prezentate curbele de fitare ale eliberirilor de levofloxacini din hidrogelurile
sintetizate.
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Tabel 6. Valorile obtinute pentru n in urma fitarilor datelor experimentale de eliberare a
levofloxacinei.

Cod proba k n Corelatia
HS4 0.653746 0.066955  0.9816
HS5 0.560196  0.10693 0.9325
HS6 0.362374 0.162344 0.919707

HSPCL4 0.421747 0.133135 0.981878
HSPCL5 0.239939 0.207467 0.980518
HSPCLG6 0.153168 0.26926  0.973818
HSCP6 0.509797 0.110631 0.941769
HSCP5 0.674259 0.0646923 0.978209
HSCP4 0.792862 0.0430326 0.949006
HSPCLO.5 0.831628 0.0486277 0.893314
HSPCLO0.25 0.623986 0.0702459 0.973754
HSPCL1.5 100,345 0.001599 0.815891
HSCPO0.5 0.802455 0.0412221 0.881709
HSCP0.25 0.870321 0.0227345 0.975406
HSCP1.5 0.623743 0.070475  0.904985
HS0.25 0.661916 0.0663089 0.927848
HS0.5 0.52228 0.0985701 0.906348
HS1.5 0.904474 0.0385136 0.887163

Pentru studiul de fata valoarea exponentului de eliberare “n” a fost considerata n=0.45 (o difuzie
clasica Fickiana- eliberare controlatd a medicamentului) si n=0.89 (indica un tip de transport 11
de eliberare relaxata, non-Fickiana, eliberare de ordin zero). Valorile cuprinse intre 0.45 si 0.89
pot fi vazute ca fiind un indicator pentru amandoua fenomene (difuzia de medicament in

matricea hidratata si relaxarea polimerului) iIn mod uzual numit transport anormal.

In ceea ce priveste exponentul de eliberare, din modelul Korsmeyer-Peppas obtinut si ilustrat in
tabelul 7 (n ~ 0.4), se poate sugera ca mecanismul ce a dus la eliberarea levofloxacinei a fost un
transport de tip Fickian.
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V.4.Concluzii

o Au fost obtinute prin reticulare cu acid citric si epiclorhidrina hidrogeluri noi, pe baza de
amidon si amidon hidrofobizat cu lanturi palmitoil si PCL.

o Spectrul ATR-IR al hidrogelurilor HSCP a aratat benzile caracteristice pentru amidonul

modificat cu clorura de palmitoil.

o

Introducerea lanturilor de palmitoil a fost confirmata de prezenta gruparilor esterice de
tip carbonil (C=0) si de prezenta picurilor corespunzatoare gruparilor metil si metilen
asociate substituientilor palmitoilici.

Gruparea esterica formatd in urma reticularii covalente absoarbe intr-o zona in care mai
absorb si alte grupari functionale si de aceea a fost necesara o deconvolutie spectrald
intre 1500-1800 cm™.

Vibratia puternica caracteristica pentru gruparile hidroxil din amidonul nativ descreste in
intensitate atat dupa acilare cat si dupa reactia de reticulare, conform faptului ca aceste
grupari se diminueaza.

Intensitatea legaturii esterice este mai puternicd odata cu cresterea continutului de CA in
hidrogel.

Pic-urile caracteristice ale PCL apar atat in polimerul grefat cat si in cel reticulat.

S-a realizat o deconvolutie pentru a dezvdlui picul puntii esterice caracteristice
reticularii.

Morfologia celor trei tipuri de hidrogeluri este in concordanta cu hidrofilia lor.
Hidrogelul pe baza de amidon nemodificat formeaza prin liofilizare un material cu
porozitate neuniforma, dar cu pori mai mari.

Reducerea hidrofiliei amidonului prin estericare cu CP sau prin grefarea de PCL
conduce la materiale cu distributie relativ uniforma a porilor si cu o dimensiuni mai
redusa a acestora.

Gradul de absorbtie a apei de hidrogeluri a fost saturat in 4 ore.

Masuratorile gradului de umflare au aratat ca absorbtia de apa este mai mare atunci cand
valoarea cantitatii de CA este scazuta.

Au fost incarcate trei tipuri de hidrogeluri, cinetica de eliberare fiind cea a sistemelor
difuzionale tipice.

Se inregistreaza o crestere rapida a cantitatii de medicament eliberat,"burst effect”,
fenomen datorat faptului ca se elibereaza medicamentul de la suprafatd, din pori si are o
actiune benefica constituind o prima concentratie de atac.

Cantitatea de medicament eliberatd scade odata cu cresterea gradului de reticulare, dar
este determinata, de asemenea, si de cantitatea de medicament inclusa care variaza si ea.
Hidrogelurile cu lanturi de PCL au sustinut eliberarea levofloxacinei pentru mai mult de
sapte ore, CU O cinetica liniara de sustinuta, in timp ce produsii pe baza de palmitoil,
ocupa locul al doilea, cu un interval de timp mai scurt.
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(@]

Examinarea cineticii de eliberare in vitro a levofloxacinei de catre hidrogelurile pe baza
de HSPCL au fost corelate cu comportamentul de umflare si s-a constatat ca matricile pe
baza de PCL au avut proprietati imbunatatite de eliberare sustinuta, comparativ cu
hidrogelurile pe baza de HS si HSCP.

Dupa eliberarea medicamentului de la suprafata, eliberarea levofloxacinei a devenit mai
lenta, deoarece polimerii hidrofobi impiedica penetrarea mediului de dizolvare in reteaua
de hidrogel. La nivel hidrofob superior (cum e in cazul HSPCL), rata de eliberare a
medicamentului a fost redusa in mod semnificativ ca urmare a porozitatii reduse a
matricei, dar a crescut eliberarea.

Hidrogelurile cu concentratii mai mici de CA prezinta 0 cinetica mai rapida de eliberare,

n timp ce hidrogelurile obtinute prin reticularea la o duratd mai scurta de timp.

Pentru descrierea cineticii de eliberare in vitro a principiilor active s-au folosit modelele
matematice, ale lui Lagergren de ordin ntdi si a lui Ho, pseudo de ordin doi.

Se observa o caracteristica comuna a tuturor fitarilor: cantitatea de medicament eliberat
creste pand cand atinge un platou.

Coeficientii de corelare sunt apropiati de valoarea unitatii (R 2 = 0.99).

Toate rezultatele sunt in concordantd cu cele din literatura, dovedind cd amandoua
modelele cinetice au furnizat o descriere buna a rezultatelor obtinute dupa cum se
observa din valorile corelarii coeficientilor folositi in cadrul studiului.

Datele obtinute din studiile de eliberare a medicamentului in vitro au fost de asemenea
fitate si dupa modelul Korsmeyer—Peppas.

In ceea ce priveste exponentul de eliberare, din modelul Korsmeyer-Peppas obtinut n ~
0.4, se poate sugera ca mecanismul ce a dus la eliberarea levofloxacinei a fost unul de tip
Fickian.
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Concluzii generale

o Am obtinut polimeri cu hidrofilie controlata prin esterificarea cu clorura de palmitoil;

o Gradul de substitutie a fost calculat cu ajutorul analizei XPS dupa cum a fost descris anterior,
ca fiind raportul dintre suprafata pic-ului (-O-C-O) ce corespunde esterului si aria pic-ului -
O-C-O din unitatea glucozidica.

o S-a obtinut un grad ridicat de substitutie pentru concentratii mari ale clorurii acide si pentru
timpi de reactie lungi.

o S-a observat ca un parametru important in maximizarea gradului de substitutie este
reprezentat de cantitatea de clorura de palmitoil folosita, pe cand timpul este de o importanta
minord, iar temperatura nu are nici o influenta in intervalul studiat.

o Imaginile SEM au aratat schimbari semnificative in ceea ce priveste morfologia amidonului
dupa reactia sa cu clorura de palmitoil, trecand de la o structurd granulara la una poroasa.

o S-arealizat modificarea chimica a amidonului solubil prin introducerea gruparii alchine.

o S-a sintetizat azido poli (e-caprolactonei) in douda etape: in prima s-a obtinut PCL
functionalizata pe capat cu Br, iar in cea de a doua s-a introdus functia azidica, terminala.

o Prin spectroscopia 'H NMR, s-a determinat gradul de polimerizare din intensititile relative
ale pic-urilor ce apartin lantului polimeric, H, sau H.+ H. si a celor apartinand grupului
terminal metilenic H,..

o Polimerul PCL-Br de diferite grade de polimerizare (4, 13, respectiv 20) a fost sintetizat prin
polimerizarea anionicd a e-caprolactonei, in prezenta 11-bromo-undecanol ca agent de

transfer si a trietilaluminiului (AIEt,),

o S-au obtinut noi copolimeri de tip pieptene, baza de amidon grefat cu PCL prin procedeul
,click chemistry” si ROP;

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

cristalinitatii copolimerului prin varierea lungimii lantului de PCL;

o Caracterul amfifilic al copolimerului a fost evidentiat prin capacitatea sa de a forma
polimerosomi in solutii apoase. Copolimerii grefati pot fi astfel potentiali candidati pentru a

fi folositi in diferite aplicatii biomedicale;

o S-a realizat grefarea prin ,.click chemistry” a PCL pe scheletul de amidon si cu ajutorul
microundelor, timpul de reactie scdzand de la 24 ore la 60 minute, In functie de solventul
folosit;

o S-a realizat grefarea prin ROP a PCL pe scheletul de amidon Din curbele DSC s-a observat
cda PCL are o greutate moleculard suficientd pentru a permite lantului poliesteric sa
cristalizeze;
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©)

Determinarea compozitiei copolimerului s-a realizat prin RMN plecand de la intensitatile

semnalelor pentru caprolactond si pentru unitatile structurale ale amidonului.

Eficienta grefarii este dificil de determinat in cadrul acestui sistem prin tehnici de analiza
standard, cum ar fi RMN-ul, datoritd solubilitatii scazute a produsilor in solventii organici
standard.

Proprietatile mecanice ale amestecului amidon/PCL devin slabe odatd cu cresterea
continutului de amidon. Acest fapt se datoreaza incompatibilitatii dintre amidonul hidrofilic

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

Se observd ca in cazul acestor compusi avem picuri distinctive deoarece cristalizarea
polimerului este distribuitd uniform, fapt ce duce la topirea mai lentd a unor componente. De
asemenea, existenta ramificatiilor si sub-ramificatiilor contribuie la aparitia diferitelor pante
in punctul de topire, iar diferitele aranjamente si greutati moleculare ale polimerului pot
schimba modul cum aceste pante apar in profilul DSC.

Au fost obtinute noi hidrogeluri cu hidrofobicitate controlatd prin natura agentului de
modificare a amidonului precum si prin parametrii de reticulare ai procesului;

Au fost obtinute prin reticulare cu acid citric hidrogeluri noi, pe baza de amidon si amidon
hidrofobizat cu lanturi palmitoil si PCL.

Acesti produsi sunt capabili de a incapsula si de a elibera medicamente la un pH fiziologic,
caracteristici ce depind de compozitia lor.

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

ajustarea parametrilor studiati;

©)

Procedura de modelare teoretica a difuziei a fost condusa pe baza datelor experimentale si

scopul acesteia a fost de a evalua influenta conditiilor de reactie asupra gradului de umflare si a

cantitatii de levofloxacina eliberate;

©)

o

Cresterea concentratiei de CA si a timpului de reticulare conduce la o densitate mai mare a
retelei finale, ceea ce conduce astfel la o scadere a retentiei apei, respectiv a medicamentului,
dar pentru hidrogelurile hidrofobe a fost observatd o perioadd mai lunga de eliberare a
levofloxacinei.

S-a constatat ca cinetica de eliberare depinde de tipul de material hidrofob din retea.

Studiul a ilustrat ca este posibil sa se obtina hidrogeluri prin combinatia adecvata a matricilor
hidrofobe pentru obtinerea unui profil farmacocinetic acceptabil pentru mediul in vitro.

Eliberarea a fost dependentd de iar modelul propus pentru cinetica de eliberare a fost cel

descris de indicii obtinuti descriu odifuzie de tip Fikian.
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