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Introducere

Prezenta teza de doctorat denumitd ,,Biocompozite pe bazéd de polimeri naturali cu
aplicatii medicale” este alcatuitd din 10 capitole si un capitol dedicat bibliografiei utilizate.
Tn cadrul acestei teze de doctorat s-a urmirit dezvoltarea de biocompozite si biosenzori pe
baza de polimeri naturali cu aplicatii medicale in domenii precum vindecarea ranilor,
refacerea tesutului osos sau studirea interactiei dintre ADN si medicamente
imunosupresoare.

Tn primul capitol al tezei de doctorat intitulat ,, Raport critic al datelor de
literatura” divizat Tn 5 subcapitole sunt redate notiuni introductive despre importanta
biocompozitelor, clasificarea acestora, principalele metode de sinteza, polimerii naturali
utilizati in cadrul tezei (celulozd bacteriand, polihidroxialcanoati, fibroind din matasea
naturald) si de asemenea despre biosenzori, tipurile de biosenzori, biosenzorii pe bazd de
ADN si principalele aplicatii ale acestora. In acest capitol se gisesc 2 tabele si 4 figuri.

Tn capitolul numérul doi al tezei de doctorat denumit ,, Tehnici de caracterizare
utilizate pentru studiul biocompozitelor” format din trei subcapitole sunt descrise
metodele de caracterizare utilizate pentru pentru investigarea noilor biocompozite si a
biosenzorilor pe baza de ADN.

Capitolul trei intitulat , Obiectivele tezei de doctorat si elementele de
originalitate” este divizat in trei subcapitole in care sunt redate obiectivele tezei de
doctorat, un studiu de caz si elementele de originalitate care se regdsesc in cadrul acestei
teze de doctorat.

Tn cadrul capitolului patru intitulat , Biocompozite pe bazd de celulozd
bacteriand si poli(3-hidroxibutirat-co-3-Aidroxivalerianat)” impartit in patru subcapitole
este descrisa prepararea si caracterizarea biocompozitelor pe baza de celulozd bacteriand
si polihidroxialcanoati, scopul acestui studiu fiind dezvoltarea unor biomateriale cu
potentiale aplicatii Tn domeniul vindecarii ranilor, fiind realizate si teste de
biocompatibilitate. Acest capitol este format din 11 figuri si un tabel.

Tn capitolul cinci intitulat ,, Biocompozite pe bazéi de polihidroxialcanoati si
hidroxizi dublu stratificati” format din patru subcapitole si 8 figuri sunt descrise obtinerea
si caracterizarea biocompozitelor pe baza de poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)
si hidroxizi dublu stratificati modificati cu dodecilsulfat de sodiu, materiale ce pot fi
considerate posibili candidati pentru domeniul vindecdrii ranilor tinand cont de

biocompatibilitatea prezentata.
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Capitolul numaérul sase intitulat ,, Biocompozite pe baza de fibroina din matasea
naturala si magnetitd”, format din 4 subcapitole si 9 figuri, se referd la prepararea si
caracterizarea unor noi biocompozite pe bazd de fibroind si magnetitd cu potentiale
aplicatii in domeniul vindecarii ranilor.

in capitolul sapte intitulat , Biocompozite pe bazi de celulozd bacteriand si

~ 3

magnetita” divizat in 4 subcapitole este prezentatd obtinerea biocompozitelor pe baza de

celuloza bacteriand prin metoda in situ, materialele rezultate fiind caracterizate din punct
de vedere morfo-structural si al biocompatibilitatii, evidentiindu-se faptul ca probele cu
un continut mai mare de magnetitd posedd caracteristici adecvate pentru aplicatii din
domeniul vindecirii ranilor. In acest capitol se regisesc 9 figuri.

Tn capitolul opt denumit ,, Hidrogeluri pe bazd de fibroind, poliacrilamidd si oxid
de grafena cu potentiale aplicatii medicale”, au fost preparate si caracterizate din punct
de vedere morfo-structural si biologic noi biomateriale de tip hidrogel cu scopul de a obtine
materiale cu rdspuns mecanic superior proprietdtilor mecanice ale fibroinei, dar care sa
prezinte biocompatibilitatea excelentd a proteinei din matasea naturald. Pentru realizarea
testelor biologice au fost utilizate biostructuri alcatuite din celule osteoblaste si hidrogeluri
de diferite compozitii, deoarece aceste biocompozite au fost proiectate pentru aplicatii din
domeniul tesuturilor dure. Capitolul este divizat in 4 subcapitole si contine 11 figuri.

Capitolul noua intitulat , Biosenzori pe baza de ADN si interactia acestora cu
azatioprina” a avut drept scop investigarea interactiei dintre ADN si azatioprina folosind
un biosenzor electrochimic pe baza de ADN, fiind utilizate si tehnici complementare
precum spectrometria masd, spectroscopia UV-Vis si microscopia electronicd de baleia;.
Acest capitol este alcatuit din 3 subcapitole Tn care se regasesc 12 figuri si 2 scheme.

Capitolul zece intitulat ,, Concluzii generale si perspective” este capitolul final al
tezei de doctorat in care sunt prezentate concluziile finale aferente fiecarui capitol si
perspectivele.

Atat numeroatarea paginilor din cadrul cuprinsului cét si referintele din text sunt
in concordanta cu cele din teza.

Cuvinte cheie: Biocompozite, celuloza bacteriana, polihidroxialcanoati, fibroina

din matasea naturald, hidrogeluri, biosenzori, azatioprina.
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CAPITOLUL 1. Raport critic al datelor de literatura

Biocompozite: definitie, clasificare, metode de obtinere, aplicatii

Promotoare ale chimiei sustenabile, biocompozitele sunt considerate materialele
viitorului deoarece provin din resurse regenerabile, sunt biodegradabile si prin intermediul
lor pot fi atinse obiectivele legate de reducerea poluarii mediului Inconjurator si limitarea
crizei energetice cauzate de epuizarea resurselor de petrol. Pe langa aceste proprietati,
biocompozitele fabricate din polimeri naturali prezintd si biocompatibilitate excelentd,
fiind astfel indeplinite cerintele de bazd necesare utilizarii acestora Tn domeniul
biomedical. Dezvoltarea biocompozitelor pe bazd de polimeri naturali biodegradabili
prezintd o importantd deosebitd in domeniul ingineriei tesuturilor, abordarile recente
implicand utilizarea unor suporturi tridimensionale ca schelet-suport pentru activitati
celulare de vindecare, reconstructie sau regenerare a tesuturilor vatamate.

Definitie

In functie de sursa citati, termenul de biocompozit este definit astfel: i) un
material compozit ce contine unul sau mai multe elemente de origine biologica; ii) un
material compozit ce contine doar elemente de origine biologica sau iii) un material
compozit biocompatibil si/sau prietenos cu mediul inconjurdtor destinat aplicatiilor din
domeniul medical[1-3]. n literatura de specialitate, biocompozitele mai sunt cunoscute si
sub denumierea de biohibride sau compozite verzi.

Biocompozitele combind proprietdtile materialelor componente pentru a oferi o
compatibilitate mecanicd si fiziologicad cat mai buna cu tesuturile gazda. Avantajul major
al biocompozitelor este reprezentat de posibilitatea obtinerii unei game variate de
materiale cu proprietdti controlate care isi pot gasi aplicatii in diverse domenii. Similar
compozitelor clasice, biocompozitele prezintd proprietdti superioare fatd de cele specifice
fiecarui component in parte.

Din punct de vedere compozitional, biocompozitele sunt alcatuite dintr-un material
de baza, (matricea) si un material complementar (materialul de armare).

Matricea constituie faza continua din biocompozite, putand fi de natura organica
(polimeri naturali - polizaharide, proteine, lignina, etc. sau polimeri sintetici - alcool
polivinilic, poliacrilamida, acid polilactic, polipirol, etc.) sau de natura anorganici
(hidroxiapatita (Hap))[3].

Materialul de armare este faza discontinua din biocompozite, putand fi de natura

organica (fibre naturale, polimeri, nanostructuri de carbon) sau de naturd anorganica
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(metale, hidroxizi dublu stratificati, nanoparticule magnetice, materiale ceramice, etc.) si
avand o influentd importanta asupra proprietatilor finale ale materialului sintetizat.

Clasificare

Biocompozitele si-au gasit aplicatii In medicina, bioinginerie, automobile,
constructii, etc. In cazul biocompozitelor utilizate in domeniul medical, o clasificare poate
fi facuta in functie de originea componentelor|3]:

= Qrganic/organic;

= Qrganic/anorganic;

= anorganic/anorganic.

Biocompozitele organic/organic sunt compozite de tip polimer natural/polimer
natural, de exemplu alginat de sodiu/fibroind din matase naturala, amidon/lignina,
chitosan/celuloza sau polimer natural/polimer sintetic, de exemplu acid polilactic/fibre de
celuloza, amidon/alcool polivinilic/celuloza. Acest tip de biocompozite au numeroase
aplicatii deoarece prezintd o biocompatibilitate ridicata si o flexibilitate excelenta[3,40]

Biocompozitele organic/anorganic sunt compozite esentiale in numeroase
aplicatii din domeniul medical deoarece prezintd avantaje precum flexibilitate,
biocompatibilitate sau biodegradabilitate provenite de la matricea organica si proprietati
mecanice si/sau antimicrobiene imbunatatite obtinute prin prezenta componentei
anorganice. Unul dintre cele mai importante avantaje ale acestui tip de compozite este
reprezentat de faptul ca tesuturile dure sunt, in general, biocompozite naturale de tip
organic/anorganic acest lucru facilitdnd obtinerea unor biocompozite cu proprietati
asemanatoare celor caracteristice tesuturilor umane. Cele mai bune exemple din natura
sunt osul sau dintii, acestea fiind alcdtuite dintr-o matrice organicd din fibre de colagen de
tip I, ranforsata cu hidroxiapatita sub forma de cristale, la care se adauga substante sau
cimenturi naturale bioactive (proteine, polizaharide, mucopolizaharide) si apa[40,41].

Biocompozitele anorganic/anorganic includ materiale pe baza de
hidroxiapatita/alumina/zirconiu, hidroxiapatita/nanotuburi de carbon/argint,
hidroxiapatita/nanoparticule de argint, acestea avand aplicatii in ingineria tesuturilor
dure[3,40].

O alta clasificare a biocompozitelor utilizate in aplicatiile medicale tine cont de
gradul de degradare al acestora Tn organismul uman, din acest punct de vedere

biocompozitele putand fi divizate astfel:
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= biocompozite neresorbabile - atat matricea cat si agentul de armare nu pot fi
resorbite in organismul uman. Materialele au aplicatii in sfera medicinii
ortopedice precum proteze de genunchi, placi osoase, fixatoare externe[42];

* biocompozite partial biodegradabile - matricea este dintr-un polimer
biodegradabil, iar agentul de ranforsare dintr-un material neresorbabil.
Materialele au aplicatii in domenii precum reconstructia cartilajului[43],
biosenzori[44];

= biocompozite resorbabile - atdt matricea cat si agentul de ranforsare provin
din materiale biodegradabile in organismul uman[45]. Acest tip de materiale se

utilizeaza 1n fixarea fracturilor si artrodeza diferitelor parti anatomice

Metode de preparare a biocompozitelor pe baza de polimeri naturali cu aplicatii

medicale

Metodele de obtinere pot fi sistematizate In trei categorii: metode conventionale,
din solutie si din stare solida, in Figura 1.1. fiind prezentate tehnici ce apartin fiecarei
clase[46]. In functie de caracteristicile necesare pentru aplicatia vizata, tipul de materiale
utilizate si metoda de preparare folosita, biocompozitele pot fi obtinute sub forma de fibre,

filme, membrane, tuburi, acoperiri, spume, bureti si hidrogeluri.

Extrudarea ]

Conventionale

Injectia

Evaporarea solventului

Separarea fazelor

Metode de obtinere Din solutie

Electrofilarea

Sinterizarea

Din stare solida

(Bio)Imprimarea 3D

|
|
|
|
|
|

Figura 1.1. Metode reprezentative de obtinere a materialelor biocompozitelor cu aplicabilitate in

domeniul medical.
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Biosenzori

Definitie

Un biosenzor este un dispozitiv alcatuit din doua elemente: un bioreceptor
reprezentat de un element biologic imobilizat care interactioneazd cu analitul si un
traductor utilizat pentru a converti efectul (bio)chimic, rezultat din interactiunea analitului
cu bioreceptorul, intr-unul electronic[217,218]. Bioreceptorul poate fi reprezentat de
tesut[219], celule[220,221], enzime[222,223], anticorpi[223], acizi nucleici (precum
acidul dezoxiribonucleic (ADN))[224], in timp ce traductorul are rolul de a transforma
energia respectiva intr-un semnal analitic util care poate fi de natura electrochimica[224—
227], optica[228] sau piezoelectricd[229]. Utilizarea primului biosenzor a fost raportata in
anul 1962 pentru monitorizarea nivelului gazelor din sange in timpul unei operatii[230].
In prezent unul dintre cei mai cunoscuti biosenzori este biosenzorul de glucoza[231], dar
domeniul biosenzorilor este studiat intesiv urmarindu-se dezvoltarea de biosenzori cu
aplicatii in numeroase domenii precum medicina, agricultura, securitate, siguranta
alimentara, etc.[218,232-234]. Mai mult, datorita descoperirilor din domeniul
instrumentatiei electronice, biosenzorii pot fi miniaturizati conducand la obtinerea unor
dispozitive de tip “laborator intr-un cip” (lab-on-chip) pentru monitorizare in vivo in timp

real sau ca dispozitive portabile[218,222,235].
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CAPITOLUL 2. Tehnici de caracterizare utilizate pentru
studiul biocompozitelor

Biocompozitele destinate aplicatiilor din domeniul medical sunt materiale ce
necesitd o caracterizare interdisciplinara. Astfel, in cadrul acestei teze de doctorat, pentru
investigarea proprietatilor structurale, morfologice, termice, de udabilitate, a capacitatii de
gonflare, a capacitatii de mineralizare, a biocompatibilitatii si a citotoxicitatii
biocompozitelor preparate au fost utilizate urmatoarele tehnici: Spectroscopie in infrarosu
cu transformanta Fourier (FTIR), Spectroscopiec RAMAN, Spectrometrie de masa (MS),
Spectrometrie UV-VIS, Difractie de raze X (XRD), Microscopie electronica de baleiaj
(SEM), Microscopie electronica de transmisie (TEM), Microscopie de fortd atomica
(AFM), unghi de contact; Analiza termogravimetrica (TGA), calorimetrie diferentiala de
baleiaj (DSC). Un alt tip de analize utilizate pentru caracterizarea biosenzorilor sunt cele
electrochimice precum Voltametrie ciclica (CV) si in puls diferential (DPV), iar testele in
fluorescentd), evaluarea viabilitatii si proliferdrii celulare (MTT) si evaluarea

citotoxicitatii biomaterialelor (LDH).




Biocompozite pe bazi de polimeri naturali cu aplicatii medicale

CAPITOLUL 3. Obiectivele tezei de doctorat si elementele de

originalitate

3.1.  Obiectivele tezei de doctorat

Scopul prezentei teze de doctorat consta in utilizarea biopolimerilor pentru
dezvoltarea de noi materiale biocompozite ce pot fi utilizate in aplicatii din domeniul
medical drept pansamente pentru vindecarea ranilor sau suporturi pentru refacerea
tesutului 0sos si pentru studirea interactiei dintre ADN si azatioprina folosind biosenzorii
electrochimici pe baza de ADN.

In acest sens au fost stabilite urmitoarele obiective:

O:. Identificarea biopolimerilor potriviti pentru aplicatiile vizate. Aceasta etapa a
constat 1n alegerea unor polimeri naturali biocompatibili si a unor agenti de ranforsare care
sa Tmbunatateasca proprietatile matricii polimerice in functie de cerintele aplicatiilor alese.

O2. Obtinerea unor biocompozite noi utilizand materialele identificate in vederea
prepardrii obtinerea unor sisteme biocompatibile cu caracteristici adecvate pentru
aplicatiile mentionate.

Os. Caracterizarea biocompozitelor fabricate din punct de vedere al proprietatilor
structurale, morfologice, termice, de udare, a capacitatii de gonflare, a capacitatii de
rapoartele optime intre cele doud componente ale biocompozitelor au fost evaluate in
materialele nou sintetizate prin tehnici FTIR, Raman, XRD, SEM, TEM, AFM, TGA,
DSC, unghi de contact, biocompatibilitatea si/sau citotoxicitatea materialelor fiind
evaluata pe linii de celule stem derivate din adipocite umane (hASCs) in cazul
biocompozitelor cu posibile aplicatii in domeniul vindecarii ranilor si pe celule
preosteoblaste MC3T3-El de la soareci (ATCC® CRL-2593™) pentru hidrogelurile
biocompozite cu posibile aplicatii in domeniul ingineriei tesuturilor dure.

Oa4. Determinarea comportamentului electrochimic si al mecanismului de transfer
electronic al azatioprinei cu ajutorul tehnicilor voltametrice precum voltametrie ciclica si
voltametrie n puls diferential utilizand un electrod de carbon sticlos. De asemenea, este
importantd si studierea procesului de interactie dintre acest medicament imunosupresiv si

acidul dezoxiribonucleic (ADN) folosind biosenzori electrochimici pe baza de ADN.
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3.3.  Elementele de originalitate prezentate in cadrul tezei de doctorat

Tn raport cu stadiul actual al cercetarii prezentat mai sus, in continuare vor fi
prezentate elementele de originalitate ale acestei teze de doctorat.

Elementele de noutate din cadrul studiului biocompozitelor pe baza de celuloza si
poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat (BC/PHBHV) cu potentiale aplicatii in
domeniul vindecarii ranilor sunt reprezentate atat de folosirea membranei uscate de
celuloza bacteriana n cadrul procesului de obtinere a materialelor cat si de utilizarea
PHBHV.

In cazul biocompozitelor pe baza de poli (3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)
si hidroxizi dublu stratificati cu posibile aplicatii in domeniul vindecarii ranilor, elementul
de noutate constd in faptul ca acestea au fost proiectate pentru aplicatii din domeniul
medical, avand in vedere ca pana la momentul realizarii acestui studiu, acest tip de
materiale erau studiate cu precadere pentru Tmbundtatirea proprietatilor termice ale
matricei polimerice sau pentru aplicatii din domeniul purificarii apelor industriale.

In ceea ce priveste dezvoltarea de biocompozite pe bazi de celulozi bacteriani si
magnetitd, o abordare originald a constat in dispersarea nanoparticulelor magnetice in
mediul de culturd al bacteriilor producatoare conducand la obtinerea in situ a materialelor
nanocompozite. Caracterizarea ulterioara a materialelor obtinute a relevat faptul ca aceste
biocompozite prezinta proprietati ce le recomanda ca potentiali candidati pentru domeniul
vindecdrii ranilor. In cazul biocompozitelor pe bazi de fibroind si nanoparticule
magnetice, sinteza acestui tip de materiale a fost raportatd pentru prima data in literatura
de specialitate, materialele obtinute prezentand proprietati potrivite pentru aplicatiile
biomedicale.

Utilizarea hidrogelurilor pe baza de fibroina, acrilamida si oxid de grafena pentru
aplicatiile din domeniul reconstrutiei osoase, reprezinta un element de noutate in literatura
de specialitate, caracterizarile realizate evidentiand proprietati morfo-structurale adecvate
pentru domeniul medical si o capacitate buna de mineralizare obtinuta printr-un efect
sinergic al proprietatilor componentilor utilizati, calitati care le fac eligibile pentru
domeniul ingineriei tesuturilor dure.

Tn cazul studiului legat de mecanismul redox al azatioprinei si interactiei acesteia
cu ADN-ul, elementul de noutate consta in propunerea unui mecanism de intereactie intre

azatioprind si ADN pe baza datelor electrochimice si de spectrometrie de masa obtinute.
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CAPITOLUL 4. Biocompozite pe baza de celuloza bacteriana

si poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)

Tn cadrul acestui capitol este prezentatd dezvoltarea unor biocompozite de tip
organic-organic pe baza de celuloza bacteriana si poli(3-hodroxibutirat-co-3-
hidroxivalerianat) cu potentiale aplicatii in domeniul vindecarii ranilor. Domeniul
vindecarii ranilor este un domeniu in continud expansiune datorita cresterii costurilor de
ingrijire i a imbatranirii populatiei, dar si din cauza cresterii incidentei diabetului si a
obezitatii. Unul dintre polimerii studiati intens pentru aplicatii in domeniul vindecarii
ranilor este celuloza bacteriand deoarece poseda caracteristici precum grad Tnalt de
puritate, capacitate buna de absorbtie si retentie a fluidelor si stabilitate mecanica.

Totusi, pentru a obtine biocompozite cu proprietati adecvate vindecarii ranilor este
absorbtiei si eliberarii de fluide, proprietatilor de barierd si a celor antimicrobiene,
folosirea polihidroxialcanoatului avand drept scop imbunatatirea anumitor proprietati ale
BC precum biocompatibilitate, biodegradabilitate si proprietati de bariera.

Tn acest context, n cadrul acestui studiu, BC a fost modificata printr-o metoda ex
situ, respectiv prin impregnarea cu solutii de PHBHV in cloroform folosind diferite

rapoarte intre cei doi biopolimeri, procesul de obtinere al biocompozitelor fiind redat in

Figura 4.1.
PHBHV CHCI,4
Solubilizare N
) —— K ';J“
» » y 61°C,4h — - Impregnare =V,
’.' ® O o BC/PHBHV

Figura 4.1. Reprezentarea schematica a etapelor implicate in obtinerea biocompozitelor pe baza

de BC si PHBHV (1/1, 1/2 si 1/5).

Prin analiza XRD a fost analizata evolutia modului de cristalizare al BC odatd cu
cresterea concentratiei de polihidroxialcanoat observandu-se cresterea dimensiunii

cristalitelor odata cu cresterea concentratiei de poliester natural.
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Figura 4.5. Difractogramele de raze X ale probelor martor de BC si PHBHV si a
biocompozitelor BC/PHBHV 1/1 si 1/5.
In continuare, a fost analizata morfologia biocompozitelor BC/PHBHYV imaginile
SEM fiind prezentate in Figura 4.6 si relevand atat arhitectura membranei de celuloza

bacteriand cat si modul aleatoriu de dispersare al filmului de poliester printre nanofibrele

de celulozd bacteriana.

BC/PHBHYV 1/1

BC/PHBHYV 1/2

7

Figura 4.6. Imaginile SEM ale membranei de celuloza bacteriana si a biocompozitelor de tip

BC/PHBHYV cu diferite rapoarte masice: 1/1, 1/2 si 1/5.
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Urmatorea etapa a constat in evaluarea prezentei/absentei urmelor de solvent
(cloroform) in cadul biocompozitelor preparate prin intermediul analizei TGA rezultatele

obtinute evidentiind prezenta urmelor de solvent rezidual (Figura 4.7.).

100 - —BC
—— PHBHV
——— BC/PHBHV 11
80 - ~——— BC/PHBHV 1/2
—— BC/PHBHV 1/5
X 60
"G
(2]
©
= 40
20 -
0-
e
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura, °C

Figura 4.7. Curbele TGA ale celulozei bacteriene, PHBHV-film si biocompozitelor pe baza de
BC/PHBHYV (1/1, 1/2, 1/5).

Proprietatile de udare ale biocompozitelor obtinute au fost testate prin masurearea
unghiului de contact prin care s-a evidentiat cresterea valorilor unghiului de contact a
biocompozitelor in comparatie cu valoarea obtinutd pentru BC, subliniindu-se tendinta de
hidrofobizare a suprafetei BC dupi impregnarea cu PHBHV. In Figura 4.9. fiind

prezentate imaginile optice obtinute.

Figura 4.9. Fotografiile optice ale formei picaturii de apa plasata pe suprafata probelor BC,
biocompozitul BC/PHBHYV 1/5 si proba martor de PHBHV

Ultima etapa a acestui studiu a constat in realizarea testelor de biocompatibilitate

pe bicompozitele obtinute pe linii de celule stem derivate din adipocite umane (hASC) prin

12




Biocompozite pe bazi de polimeri naturali cu aplicatii medicale

care s-a evidentiat faptul cd materialele sintetizate prezintd o biocompatibilitate relativ

buna.
0.4-
e _1\_'ITT == Control LDH
= S1 | =
£ 031 . S2
3 - S3
@ 021 =354
(=]
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0.1 = S6
w3 ST
0.0 g5 S8

Figura 4.11. Analize privind viabilitatea si proliferarea celulara MTT si LDH pentru probele de
biocompozite de tip BC/PHBHV cu diferite compozitii (S1-4), membrana de BC (S5),
BC/PHBHYV obtinut direct din mediul de cultura (S6); PHBHV film (S7) si BC/PHBHYV obtinut

direct din mediul de culturd, membrana liofilizata (S8).

Pentru a imbunatatii biocompatibilitatea acestor materiale ar fi necesard o
purificare mai eficientd a materialelor sintetizate pentru a elimina cat mai eficient urmele
de solvent sau utilizarea altor metode de obtinere a biocompozitelor precum cele din

topitura.
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CAPITOLUL 5. Biocompozite pe baza de polihidroxialcanoati

si hidroxizi dublu stratificati

Optimizarea materialelor destinate fabricarii pansamentelor utilizate in domeniul
vindecarii ranilor deschise reprezinta o provocare pentru cercetatorii din medicing,
biologie sau stiinta materialelor deoarece este necesard obtinerea unor materiale care sa
asigure 0 vindecare rapida a ranii, sd fie biocompatibile si sd mentina un mediu
antimicrobian pentru prevenirea eventualelor infectii. Biocompozitele sunt potrivite pentru
acest tip de aplicatii deoarece prezintd toxicitate scazutd, biodegradabilitate si
biocompatibilitate ridicate.

Tn acest context, Tn cadrul acestui capitol al tezei de doctorat de contributii originale
este descrisd sinteza si caracterizarca unor biocompozite filmogene pe baza de
polihidroxialcanoati si hidroxizi dublu stratificati organofilizati preparate prin dispersarea
prin ultrasonare a argilei anionice in solutia de polimer. Filmele biocompozite au fost

obtinute prin tehnica de evaporare a solventului (Figura 5.1).

PHBHV CHCI,
LDH-SDS
\ o | TR N
. Evaporarea
Solubilizare Ultrasonare solventului
61°C,4h ’ ) 45 min | N 24h
P ® O O f ) i J PHBHV/LDH-SDS

Figura 5.1. Reprezentarea schematica a procedeului de obtinerea al filmelor biocompozite
PHBHV/LDH-SDS (1%, 2% si 3%)

Investigarea proprietatilor morfo-structurale a reprezentat primul pas n
caracterizarea biocompozitelor de tip organic-anorganic obtinute si au fost realizate prin
tehnicile FTIR, XRD si SEM.

Spectrele FTIR ale biocompozitelor pe baza de poli(3-hidroxibutirat-co-3-
hidroxivalerianat) si hidroxizi dublu stratificati modificati cu dodecilsulfat de sodiu
prezentate in Figura 5.2. au evidentiat faptul cd prezenta argilei anionice nu produce

modificari asupra structurii organice a matricii polimerice.
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Figura 5.2. Spectrele FTIR ale filmului de PHBHV si biocompozitelor PHBHV/LDH-SDS cu
1%, 2% si 3% LDH-SDS

Prin analiza XRD s-a dovedit ca hidroxizii dublu stratificati isi pastreaza structura

structura ordonata in cadrul biocompozitelor biocompozitul obtinut fiind de tip intercalat

(Figura 5.3.).

\“—’J\/\/_\M PHBHV_LDH-SDS 1%

Intensitate, u.a.

PHBHV_LDH-SDS 2%

\ PHBHV_LDH-SDS 3%

10 20 30 40 50
20,°

Figura 5.3. Difractogramele de raze X ale LDH-SDS, filmului de PHBHYV si ale biocompozitelor
PHBHV/LDH-SDS cu 1%, 2% si 3% LDH-SDS.

Imaginile SEM au relevat obtinerea unor biocompozite cu suprafete rugoase
datorita dispersarii particulelor de argild anionicd in matricea polimerd.
Prin analizele TGA s-a aratat ca prezenta hidroxidului dublu stratificat conduce

la scaderea temperaturii de degradare a matricii polimerice, observandu-se faptul ca
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odatd cu cresterea concentratiei de argila creste si temperatura de degradare (Figura
5.4.).

——PHBHYV film

100 —— PHVHV-LDH-SDS 1%

—— PHVHV-LDH-SDS 2%

——— PHVHV-LDH-SDS 3%
———LDH-SDS

80
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g

(2]}

(1]

= 40
20 -
0

200 400 600
Temperatura, °C

Figura 5.4. Curbele termogravimetrice pentru: PHBHV — martor si biocompozitele

PHBHV_LDH-SDS cu 1%, 2%, respectiv 3% LDH-SDS si LDH-SDS

Prin intermediul analizei DSC s-a determinat faptul cd temperatura de topire a
probelor nu este influentatd de prezenta sau cresterea continutului de argila anionica.
intermediul testului LIVE/DEAD, observandu-se o mai buna mimicitate cu mediu

celular in comparatie cu materialul de referintd utilizat la 24 de ore de la insamantarea
celulelor.

B0

Figura.5.7: Imagini de microscopie confocala dupa marcarea fluorescenta a celulelor pentru a
evidentia celulele vii/moarte pe proba martor din PHBHV (B0) si biocompozitele pe baza de

PHBHYV si LDH-SDS cu un continut de 1% (B1), 2% (B2) si 3% (B3) de LDH-SDS.

.....

pentru testele in vivo pentru aplicatii din domeniul vindecarii ranilor.
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CAPITOLUL 6. Biocompozite pe baza de fibroina din matasea

naturala si magnetita

Aplicatiile medicale ale fibroinei din matase naturala, proteind obtinutd prin
regenerarea din solutie urmatd de procesele de precipitare sau modificare chimica sunt
obtinerea de fire de suturd, materiale pentru vindecarea ranilor, obtinerea de hidrogeluri
pe bazd de fibroind pentru imobilizarea sau eliberarea controlatd de principii active,
reconstructia tesuturilor si culturilor celulare, etc.

Suporturile pe baza de métase au fost intens studiate pentru eventuale aplicatii in
domeniul biomedical si biotehnologic. Pentru a obtine suporturi cu proprietati
imbunatatite, matasea a fost amestecata cu polimeri sintetici (ex: alcoolul polivinilic sau
poliacrilamida), polimeri naturali (ex: colagenul, elastina, gelatina, etc.) sau materiale
anorganice ( ex: nanoparticule magnetice, hidroxiapatiti sau argile). In plus, Tn ultimii ani,
nanoparticulele magnetice si in special magnetita, au fost folosite pentru dezvoltarea unei
game variate de aplicatii biomedicale si biotehnologice precum agenti de contrast,
biosenzori, hipertermia cancerului si sisteme de eliberare controlata de medicamente.

Tn acest context, in acest capitol sunt prezentate datele sinteza si caracterizarea
biocompozitelor pe baza de fibroinad din matasea naturald si nanoparticule de tip magnetita.
Procedeul de preparare al filmelor biocompozite a cuprins urmatoarele etape: obtinerea
soluttei de fibroind din mdtasea natural, dispersarea nanoparticulelor magnetice in
matricea polimera si obtinerea filmelor biocompozite prin metoda de evaporare a

solventului fiind descris Th Figura 6.2.

Fibroina

Y
@/\
0.2% 0.3% 0.45%

= -8 e
=
. SF/ MAG

Magnetita

=

Evaporarea
Ultrasonicare solventului

Figura 6.2. Reprezentarea schematica a etapelor implicate in obtinerea filmelor biocompozite

SF/IMAG.
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Biocompozitele obtinute au fost analizate din punct de vedere al proprietatilor
morfologice si structurale. Analiza FTIR relevand faptul ca amidele I si Il prezinta o
deplasare ce poate fi atribuitd obtinerii structurii 3 a fibroinei din matasea naturala (Figura

6.3.).

1651

1535

azs1 1245 /
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SF/MAG 0.2% ‘
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Absorbanta, u.a.
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0.004{SF

3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 6.3. Spectrele FTIR ale filmelor biocompozite SE/MAG cu 0,2%, 0,3% si 0,45%

magnetita si al filmului de fibroina.

Structura cristalina a probelor a fost evidentiatd cu ajutorul analizei XRD,
difractogramele biocompozitelor pe baza de fibroina si magnetita prezentate in Figura 6.4.
avand o forma similara cu cea a fibroinei, prezenta magnetitei fiind confirmata prin

maximul de la 35.7°.

SF/Magnetita 0.45%

w% SF/Magnetita 0.3%
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Figura 6.4. Difractograma de raze X pentru: magnetita-martor, film de fibroina — martor si

filmele biocompozite SF/MAG cu 0.2%, 0.3% si 0.45% magnetita.
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Analiza SEM a evidentiat modul de dispersare al nanoparticulelor magnetice n
matricea polimera si tendinta acestora de a forma clusteri aratand cd, odata cu cresterea
concentratiei de magnetitd, biocompozitele prezintd o dispersic mai uniforma a
nanoparticulelor magnetice, dar si o tendinta mai mare de a forma aglomerari.

n continuare, in imaginile TEM ale biocompozitelor fibroini/magnetitd se pot
observa atat zone in care nanoparticulele magnetice sunt bine dispersate, cat si zone in care
s-au format clusteri. Informatiile oferite de analiza TEM prezinta o importanta deosebita
deoarece atdt modul de dispersare cat si structura magnetitei pot influenta proprietatile

materialului obtinut (Figura 6.6.).

SF/MAG 0.2%

Figura 6.6. Imaginile TEM si HR-TEM ale pulberii de magnetita si filmelor de
biocompozite SF/MAG cu 0.2%, 0.3% si 0.45% magnetita.

Analiza AFM a relevat faptul ca biocompozitele obtinute posedd o suprafatd
rugoasd in comparatie cu suprafata neteda a filmului de matase (Figura 6.7.). Aceasta

proprietate prezentand numeroase avantaje pentru aplicatiile din domeniul medical precum
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sprijinirea aderdrii si proliferdrii celulelor. Totodata, prin analiza AFM s-a evidentiat si
distributia relativ uniformd a nanoparticulelor de magnetita atit pe suprafata cét si in

interiorul matricii polimere prin imagini 2D si 3D (deflectie si imagini 3D).

SF

SF/MAG 0.45% S SF/MAG 0.45%

SN

i

i

Figura 6.7. Imaginile AFM ale filmelor de SF si biocompozitului SF/MAG cu 0.45% magnetita.

Testele de viabilitate celulara folosind celule stem derivate din adipocite umane
realizate pe materialele obtinute au evidentiat faptul cd toate biocompozitele prezintd o

bund biocompatibilitate in vitro (Figura 6.8.).

Figura 6.8.: Imaginile de microscopie confocala de fluorescenta ale celulelor cultivate pe SF
(A0), SF/IMAG 0,2 % (Al); SF/IMAG 0,3 % (A2) si SF/MAG 0,45% (A3).

Rezultatele obtinute sugererand faptul ca toate biomaterialele testate prezinta o

e eyt

aceste materiale sunt candidati potentiali pentru testele in vivo pentru aplicatii din

domeniul vindecarii ranilor.
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Capitolul 7. Biocompozite pe baza de celuloza bacteriana si

magnetita

Folosirea celulozei bacteriene n cadrul aplicatiilor din domeniul vindecarii
ranilor se datoreaza proprietatilor sale remarcabile precum puritate, biocompatibilitate,
grad ridicat de porozitate, control asupra morfologiei, structurd asemanatoare cu
matricea extracelulara a colagenului si capacitatea nanofibrelor de BC de a ghida
celulele. Prin modificarea celulozei bacteriene cu magnetitd se urmareste imbunatatirea
procesului de vindecare a ranilor.

Tn acest context, in cadrul acestui capitol este prezentati obtinerea si
caracterizarea unor biocompozite noi pe baza de celuloza bacteriana si nanoparticule de
magnetitd cu potentiale aplicatii in domeniul vindecarii ranilor. Biocompozitele fiind
obtinute prin metoda in situ, respectiv nanoparticulele magnetice au fost dispersate in

mediul de cultura utilizat pentru fermentarea Acetobacter xylinum (Figura 7.1.).

Magnetita Acetobacter xylinum
- DSMZ 2004

Agllare Cultura stalc% Crestsreg a
BC/MAG

Mediu de cultura
Purificare || 1. NaOH

2. 30°C
Uscare Spalare
R e R |
NaN3 (0.02%)
BC/MAG

Figura 7.1. Reprezentarea schematica a etapelor implicate in obtinerea a membranelor

biocompozite BC/MAG prin metoda in situ.

Prin analiza XRD s-a evidentiat faptul cd modificarea celulozei bacteriene cu
magnetita nu influenteazd structura cristalind a biopolimerului (Figura 7.2.),
difractogramele biocompozitelor pe baza de celuloza bacteriana si magnetita prezentand

maximele asociate celor doi componenti.
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Figura 7.2. Difractogramele de raze X ale probelor martor de BC, MAG si ale biocompozitelor
BC/MAG cu diferite concentratii (1%; 2% si 5%) de magnetita.

Prin analiza SEM a fost evidentiata reteaua fibrilara specifica BC cat si distributia

relativ neuniforma a particulelor de magnetita atat pe cat si prinre fibrele biopolimerului.

. :

BC/Mag 2% BC/Mag 5%

Figura 7.4. Imaginile SEM ale celulozei bacteriene si biocompozitelor BC/MAG cu 1%; 2% si

5% magnetita.
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Pentru a pune mai bine 1n evidenta dispersia magnetitei in membranele de celuloza
a fost efectuatd analiza TEM a biocompozitelor in comparatie cu materiile prime, celuloza
si magnetitd evidentiindu-se astfel faptul ca biocompozitele obtinute prezintd atat zone in

care nanoparticulele sunt bine dispersate cat si zone in care s-au format clusteri.
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Figura 7.6. Imagini TEM ale celulozei bacteriene (50 nm si 100 nm), ale biocompozitului
BC/MAG 5%; si imaginea HR-TEM a BC/MAG 5%.

La concentratii mici de magnetita (1%), in celuloza bacteriand se pot observa
nanoparticule de magnetita cu diametrul de 3-5 nm Incastrate intre nanofibrilele de celuloza,
dar si clusteri de magnetita de 17-30 nm pe suprafata fibrelor de celuloza. La concentratii
mai mari de magnetitd (5%), tendinta de formare a unor clusteri sau aglomerate se
intensifica.

Testele de biocompatibilitate au relevat o bund biocompatibilitate a
biocompozitelor preparate pe linii de adipocite umane. Morfologia hASCs si abilitatea

acestora de a interactiona cu materialul de substrat, BC sau bionanocompozitele de tip
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celuloza bacteriand/magnetita, din punct de vedere al adeziunii celulare si al dezvoltarii
citoscheletului au fost investigate, in Figura 7.7, se observa ca celulele hASCs prezinta
filamente lungi si distincte de actina, Tnconjurate toate particulele magnetice din compozite
si determina morfologia de ansamblu a celulei. Formarea microfilamentelor de actina se
poate asemana cu un proces de modelare care apare ca raspuns la contactul dintre celula si

biocompozit.

BC 1% 2% 5%

Figura 7.7. Imaginile de microscopie confocala ale filamentelor de actina (marcaj rosu)
si a nucleilor (marcaj albastru) celulelor stem derivate din adipocite umane aflate in contact cu
suporturile polimerice BC si biocompozitele BC/MAG cu diferite concentratii de MAG de tip

1%, 2% si 5%.

Pentru a studia rata de supravietuire a celulelor pe materialele sintetizate, a fost
evaluata viabilitatea hASC la 24 de ore dupa insamantare prin testul LIVE/DEAD
impreund cu microscopia confocala de fluorescenta. Dupa 24 de ore de la insamantare,
au fost observate celule vii (marcate cu verde) pe suprafata tuturor materialelor testate,
insd cea mai mare densitate de celule vii a fost detectatd pe suprafata compozitului

celuloza bacteriana/magnetita cu 5% magnetita (Figura 7.8.).

Figura 7.8. Imaginile de microscopie confocald dupa marcarea fluorescenta a celulelor pentru

evidentierea celulele vii/moarte pe suporturile BC, BC/MAG 1 %, BC/MAG 2 % si BC/MAG 5%.

Testele biologice au evidentiat o buna biocompatibilitate si o viabilitate celulara

buna a compozitelor sintetizate pe linii de celule adipocite umane, cele mai bune rezultate

24




Biocompozite pe bazi de polimeri naturali cu aplicatii medicale

fiind prezentate de proba cu 5% magnetitd. Aceastd proba fiind considerata un candidat

bun pentru realizarea de studii in vivo in domeniul vindecarii ranilor.

CAPITOLUL 8. Hidrogeluri pe baza de fibroina,
poliacrilamida si oxid de grafena cu potentiale aplicatii

medicale

Scopul principal al acestui studiu consta in crearea unor suporturi de implantare care
sd mimeze matricea extracelulard naturald (ECM) pentru a asigura atasarea celulara,
proliferarea si diferentierea celulelor. Prin urmare, suporturile ar trebui sd prezinte o
biochimie, o topografie la scala micro/nano adecvate si proprietati mecanice potrivite pentru
a asigura pozitii de legare care regleaze activ si sa controleaze comportamentul celulelor
gazda in interactia lor cu materialul.

Pe baza acestor consideratii, a fost propus si caracterizat un nou material de tip
hidrogel pe baza de fibroind din matasea naturala, poliacrilamida si oxid de grafena, cu
scopul de a obtine un biocompozit cu raspuns mecanic superior proprietatilor mecanice ale
fibroinei, dar care sa prezinte biocompatibilitatea excelenta a proteinei din matasea naturala.
Datorita continutului scazut de informatii despre comportamentul biologic al materialelor pe
baza de fibroina/poliacrilamida/oxid de grafena pe celule osteoblate, a fost elaborat un studiu
pentru a evidentia o potentiald aplicatic a acestor biocompozite in domeniul regenerarii
0soase.

Pentru prepararea hidrogelurilor biocompozite au fost necesare urmatoarele etape:
1) dispersarea oxidului de grafena (0,1%) intr-o solutie de fibroind, prin ultrasonare; ii)
prepararea unor solutii de acrilamida (AA) de diferite concentratii in care a fost addaugat si
agentul de reticulare N,N’- metilenbisacrilamidd (N,N’-MBA), 1i1) amestecarea celor doud
solutii si adaugarea sistemului redox de polimerizare format din persulfat de potasiu (KP)
si trietanol amina (TEA). Reactia de polimerizare a durat 24 h si s-a desfasurat la
temperatura camerei, ulterior hidrogelurile fiind purificate folosind metoda extractiilor

repetate in apa distilata (Figura 8.1.).
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Figura 8.1. Reprezentarea schematica a procesului de obtinere al hidrogelurilor pe baza de
SF/PAA/GO.

Hidrogelurile biocompozite au fost caracterizte din punct de vedere structural prin
masurdtori FTIR si RAMAN, din punct de vedere morfologic, al evaludrii gradului de
gonflare si al capacititii de mineralizare prin SEM, iar din punct de vedete al
MTT, LDH, LIVE/DEAD).

Prin analiza FTIR s-a evidentiat formarea structurii B a SF din hidrogelurile
biocompozite obtinute deoarece spectrele FTIR au evidentiat atat deplasarea maximelor
de absorbtie caracteristice amidei I cét si lipsa benzilor de absorbtie specifice amidelor 11
si III. Un rol important In obtinerea structurii B prezintd componentele poliacrilamida si

oxid de grafena (Figura 8.2.).
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Figura 8.2. Spectrele FTIR ale probei martor pe baza de SF/PAA si ale hidrogelurilor
biocompozite SF/PAA/GO cu diferite rapoarte intre SF si PAA (10/90, 20/80, 30/70, 40/60,
50/50).

Analiza RAMAN a evidentiat o deplasare a benzilor G si D specifice GO in
spectrele nregistrate pentru hidrogelurile biocompozite, deplasare ce se poate datora
intercalarii lanturilor polimerice printre straturile oxidului de grafena.

Studierea capacitdtii de gonflare a hidrogelurilor obtinute realizata cu ajutorul
metodei gravimetrice a evidentiat ca Incorporarea oxidului de grafend si cresterea

concentratie de fibroind conduce la obtinerea unor valori mai ridicate ale gradului de
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gonflare datoritd cresterii numdrului de grupdri hidrofile si a scaderii densitatii de
reticulate. Aceastd proprietate prezentand o importanta deosebitd deoarece acestea pot
avea structuri similare cu tesuturile ce pot fi integrate cu usurinta in tesuturile gazda.
Graficele de gonflare ale hidrogelurilor pe baza fibroina, poliacrilamida si oxid de grafena
cu diferite rapoarte intre fibroina si poliacrilamida (10/90; 30/70; 50/50) continand 0.1%
oxid de grafena sunt prezentate in Figura 8.4.
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Figura 8.4. Gradul de gonflare al hidrogelurilor biocompozite SF/PAA/GO cu diferite rapoarte
intre SF si PAA (10/90, 30/70, 50/50).
Imaginile SEM realizate pe hidrogelurile complet gonflate au confirmat obtinerea
unor structuri tridimensionale poroase cu pori interconectati, odatd cu cresterea
concentratiei de SF din hidrogeluri observandu-se si o crestere a dimensiunii porilor

datorita scaderii densitatii de reticulare.
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Figura 8.5. Imaginile SEM ale hidrogelurilor biocompozite SF/PAA/GO cu diferite compozitii
de (10/90, 30/70, 50/50).

Evaluarea capacitdtii de mineralizare a hidrogelurilor pe bazd de SF/PAA/GO s-a
realizat prin doud metode: metoda ciclurilor alternante si metoda Kokubo T. Imaginile
SEM ale hidrogelurilor mineralizate prin metoda ciclurilor alternante au evidentiat
obtinerea unei faze minerale de tip acicular apropiata de structura hidroxiapatitei, in acest
caz compozitia hidrogelurilor nu a exercitat o influentd semnificativa asupra capacitatii de

mineralizare a materialului studiat (Figura 8.7.).
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Figura 8.7. Imaginile SEM ale hidrogelurilor biocompozite SF/PAA/GO cu diferite rapoarte
intre SF/PAA (10/90, 20/80, /30/70, 40/60 si 50/50 si Spectrul EDX al hidrogelului 50/50) dupa

biomineralizarea prin metoda ciclurilor alternante.

Imaginile SEM ale hidrogelurilor mineralizate prin metoda Kokubo T au evidentiat
o acoperire uniforma a tuturor hidrogelurilor biocompozite cu un strat mineral de tip
apatitd, a carui morfologie este puternic dependenta de compozitia hidrogelului, respectiv,
odatd cu cresterea continutului de fibroind se observa obtinerea unei acoperiri mai
uniforme cu diferite forme de hidroxiapatita, cresterea numarului de microglobule si

scaderea dimensiunii acestora.
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Testele de biocompatibilitate si citotoxicitate au fost realizate pe biostructuri de tip
celule osteoblaste MC3T3-E1/biocompozit de diferite compozitii si au subliniat faptul ca
proteina din matasea naturald joacd un rol important in biosistemul construit avand ca
rezultat imbunatatirea adeziunii si proliferarii celulelor.

Morfologia osteoblastelor de tipul MC3T3-E1 din interiorul hidrogelurilor
biocompozite de tip fibroina/poliacrilamidd/oxid de grafena si abilitatea acestora de a
interactiona cu materialul de substrat din punct de vedere al adeziunii si dezvoltarii

citoscheletului au fost studiate dupa 24 h de la insamantare prin microscopie confocala de

fluorescenta (Figura 8.8.).

.

Figura 8.8. imaginile de microscopie confocala de fluorescenta ale filamentelor de actina ale

celulelor osteoblaste MC3T3-E1pe biostructurile P1-P5.

Astfel, celulele MC3T3-E1 prezinta filamente de actina distinctive care inconjoara
nucleele in cazul probelor fibroina/poliacrilamida/oxid de grafena cu urmatoarele rapoarte:
30/70; 40/60 si 50/50. Aceasta distributie a componentelor citoscheletului determina, Tn
mod evident, morfologia de alungire din interiorul suporturilor cu un continut mai ridicat
de fibroind. Formarea microfilamentelor de actind poate fi atribuitd unui proces de
modelare care apare ca rispuns la contactul direct dintre celuld si biomaterial. Tn acest
context, rezultatele obtinute sugereaza faptul ca fibroina din matasea naturala joaca un rol
esential Tn adeziunea celulelor preosteoblaste MC3T3-E1 la biomaterialul de interes.

Pentru studierea supravietuirii celulelor in interiorul biomaterialelor testate, a fost
analizatd viabilitatea celulelor MC3T3-E1 la 7 zile de la Tnsamantare prin microscopie
confocala de fluorescenta (Figura 8.9.), bazatd pe marcarea simultand a celulelor vii

(culoarea verde) si a celulelor moarte (culoarea rosie).
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Figura 8.9. Imaginile de microscopie confocala de fluorescenta pentru testul Live/Dead

evidentiaza atat celulele vii cat si celulele moarte din interiorul biostructurilor P1-P5 dupa 7 zile

de la insamantare. Cu verde sunt marcate celulele vii, iar cu rosu sunt marcate celulele moarte.

Se poate observa faptul ca raportul dintre celulele vii si cele moarte este supraunitar
pentru toate compozitiile testate. De asemenea, sunt de notat diferente importante legate
de densitatea celulard in interiorul suporturilor de implantare, concentratia de celule vii
crescand odata cu cresterea continutului de fibroina din métasea naturala. Prin urmare, cea
mai mare cantitate de celule vii a fost obtinuta in cazul biostructurilor
fibroind/poliacrilamida/oxid de grafena/MC3T3-E1 cu rapoarte 40/60 si 50/50.

Impreuna cu observatiile legate de morfologia celulelor, aceste date sugereaza
faptul ca proteina din matasea naturald joaca un rol crucial in biosistemul construit avand
ca rezultat atat imbunititirea adeziunii CAt si a proliferarii celulelor. In plus, concentratia

.....

de fibroina are un rol important asupra biocompatibilitatii suporturilor de implantare.
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CAPITOLUL 9. Biosenzori pe baza de ADN si interactia

acestora cu azatioprina

Tn ultimele decade, biosenzorii electrochimici au capatat o importanta deosebiti
in domeniul dispozitivelor analitice utilizate pentru determinarea mecanismelor de
interactiec a ADN-ului cu diferiti compusi farmaceutici. Azatioprina (AZA) este un
medicament imunosupresiv utilizat in domeniul medical inca din anul 1963[290], initial
pentru a preveni rejectia transplantului renal si ulterior pentru tratarea bolilor autoimune
precum colita ulcerativa, artrita reumatoida sau ca medicament impotriva
leucemiei[314]. Acest medicament este un analog al purinei, mecanismul sdu de actiune
constand in blocarea metabolismul purinic si a sintezei ADN-ului. In literatura de
specialitate existd numeroase lucrari care semnaleaza o crestere a incidentei cancerului
de piele in cazul pacientilor carora li se-a administrat azatioprina si, ulterior, au fost
expusi radiatiei solare; acesta fiind unul dintre motivele care au condus la limitarea
utilizarii acestui medicament[315-317]. Pentru a diminua efectele adverse este necesara
utilizarea unor modele experimentale adecvate la scara de laborator si dupa evidentierea
principiului de actiune[318].

In acest context, principalul obiectiv al acestui capitol a fost investigarea
interactiei dintre ADN si azatioprind folosind un biosenzor electrochimic pe baza de
ADN, iar ca tehnici complementare fiind utilizate spectrofotometria UV-Vis,
microscopia electronica de baleiaj si spectrometria de masa. Caracterizarea in Situ a
interactiel dintre azatioprind si ADN sau a bazelor purinice pot furniza informatii
esentiale despre efectele acestui medicament asupra ADN-ului.

Tn primul rand a fost studiat comportamentul redox al azatioprinei cu ajutorul unui
electrod de carbon sticlos la diferite pH-uri prin intermediul unor tehnici precum
voltametrie ciclica si voltametrie in puls diferential.

Primul experiment a constat in inregistrarea unor voltamograme ciclice prin
baleierea in sens negativ (de la Ei=0 V la Emax=-1 V) si a evidentiat un maxim de reducere
la Epc=-0,68 V caracteristic procesului de reducere al gruparii NO2 din azatioprind, iar
dupa schimbarea directiei de baleiere s-a observat aparitia maximelor caracteristice celor
2 reactii de transfer de sarcind anodice de la Eps=10,45 V si Epa=+1,20 V. Toate
masurétorile electrochimice au fost efectuate cu ajutorul unui electrod de carbon sticlos

n solutii de azatioprina de concentratie 500 uM.
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-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 9.1. Prima voltamograma (==) si cea de-a doua voltamograma (e e e) ciclice, nregistrate
ntr-o solutie de AZA 500 uM in solutie tampon acetat 0.1 M pH =4,5 cu o viteza de scanare de
v= 50 mVS_l, EO:OV Ia Emax:1,4 V

Urmatorul experiment a constat in studierea efectului vitezei de scanare asupra
valorii curentului de reducere al azatioprinei, voltamogramele ciclice achizitionate au
aratat o crestere liniara a curentului de reducere odata cu cresterea patratului vitezei de
scanare si de asemenea o deplasare a potentialului maximului de reducere spre valori
mai negative, acest tip de comportament fiind caracteristic unui proces ireversibil
controlat difuzional.

500 mv s

300mvs

100 mvs™

25mvs
10 mV s'1

S uA

-1.0 -0.5 0{0 0t5 1:0 1.5 2.0
E 1V (vs. Ag/AgCI)

Figura 9.3. VVoltamogramele ciclice inregistrate la diferite valori ale vitezei de baleiere ntr-o
solutie de AZA 500 UM in solutie tampon fosfat 0,1 M pH =7,0.
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Ulterior a fost studiata influenta pH-ului asupra comportamentului redox al
azatioprinei prin voltametrie ciclica si in puls diferential, rezultatele obtinute subliniind
faptul cd potentialul de reducere al azatioprinei scade odata cu cresterea valorii pH-ululi,
acest tip de comportament sugerand faptul ca sunt implicati si protoni in procesul de
reducere. Prin rezultatele electrochimice prezentate s-a demonstrat ca reducerea
azatioprinei are loc intr-un singur pas, conducand la formarea unor produsi de reducere

care la randul lor vor fi oxidati la potentiale pozitive.

pH=7.0
N NO,!
pH =9.0 (,I
N S
- H,c' H
N Oy e
N N
pH=40 /\—J
Is pA ]1 pA
-1I.0 -OI.5 0:0 0:5 1.I0 1:5 1.0 0.8 -0.6 -0.4
E IV (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCI)

Figura 9.4. A) CV la 100 mV s* si B) DPV fnregistrate intr-o solutie de AZA 1in solutii de

electrolit cu diferite valori ale pH-ului.

Rezultatele prezentate anterior au aratat faptul ca procesul de reducere al
azatioprinei are loc intr-o singura etapa. Reducerea azatioprinei a condus la obtinerea unor
produsi de reducere care ulterior au fost oxidati la valori pozitive ale potentialului.

De fapt, comportamentul voltametric al azatioprinei este dominat de compusul 1-
metil-4-nitroimidazol. Tn Schema 1 fiind propusa reducerea electrochimica a azatioprinei
la compusul (2) printr-un mecanism ce prevede conversia gruparii NO> la 0 un compus de
tip dihidroxilamina printr-un proces ce implica 2 electroni si 2 protoni, valoarea maximului
1c, un produs instabil, fiind urmat de un proces de deshidratare ce a condus la obtinerea
compusului (3). La randul sau, compusul (3) a prezentat o reactie redox cvasi-reversibila

ce a fost demonstrata prin prezenta celor douda maxime, 2c si 2a, iar pe de alta parte,
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procesul de oxidare ireversibil la valori pozitive ale potentialului conduce la obtinerea

compusului (5), reactie responsabila pentru obtinerea maximului 3a.

NO, N‘OH N=0 peak 2, HN-OH HN-OH
¢ 1 w2e 2 ¢ 1 1 re w2 1 -2e" -2H* o=( j\
peak 1. H - 26" -2H* S H
H3C N N HsC N N HaC )j: poak 2, H3 NN peak 3 H3C )j:
L (P P L L
AZA (2 4

Schema 1. Mecanismul Redox propus pentru AZA.

Tn cel de-al doilea rand a fost investigat modul in care interactioneazi ADN cu
azatioprina, Tn acest scop fiind utilizati diferiti biosenzori electrochimici pe baza de
ADN, poli [A] sau poli [G].

Tn cadrul primului experiment au fost inregistrate voltamograme n puls
diferential pentru biosenzorul de ADN dupa incubarea intr-o solutie de azatioprind
variindu-se timpul de incubare, rezultatele electrochimice au prezentat aparitia unui nou
maxim de oxidare la +0,65 V caracteristic formarii 8-0x0-dGuo, un compus cu efect
mutagenic, in timp ce maximele de oxidarea ale celor doua baze purinice guanind si

adenina nu sufera modifica semnificative (Figura 9.7.).

dAdo

Figura 9.7. Voltamogramele DP inregistrate in solutie tampon acetat 0.1 M pH=4.5 cu un
biosenzor de ADN dupa incubarea sub potential aplicat, -0.60 V in solutie de AZA 100 uM AZA
timp de 1, 10 si 35 min.

35




Biocompozite pe bazi de polimeri naturali cu aplicatii medicale

Cel de-al doilea experiment a constat in incubarea biosenzorului de ADN 1n
solutii de azatioprind de diferite concentratii, timp de 10 minute, In aceste conditii
observandu-se o crestere graduala in concordantd cu cresterea concentratiei de
azatioprind acest comportament fiind indus de cresterea treptata a degradarii ADN-ului
generata de cresterea concentratiei de medicament in solutia de incubare observandu-se

de asemenea si aparitia maximului de la +0,65 V caracteristic formarii 8-0x0-dGuo.

dAdo

dGuo: -

120 NA  8.0H-dGuo

.
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Figura 9.8. Voltamogramele DP inregistrate in solutie tampon acetat 0.1 M pH=4.5 cu un
biosenzor de ADN dupa incubarea sub potential aplicat, -0.60 V in solutie de AZA 100 uM AZA
timp de 1, 10 si 35 min.

Pentru a avea o mai bund perspectivd legatd de originea maximului de la +0,65
V au fost realizate studii voltametrice folosind biosenzori de poli [A] (Figura9.9.) si poli
[G] (Figura9.10.).

Voltamogramele in puls diferential obtinute dupa interactia biosenzorului de poli
[A] cu azatioprina au prezentat o crestere importantd a potentialului anodic caracteristic
reziduurilor de adenind, maxim ce se poate datora atdt procesului de degradare a
azatioprinei cat si reziduurilor de bazd purinicd.

Voltamogramele in puls diferential obtinute dupa interactia biosenzorului de poli
[G] cu azatioprina au prezentat atat o crestere a potentialului anodic specific procesului

de oxidare al reziduurilor de guanina cat si maximul specific 8-oxo-dGuo.
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dAﬁo

E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 9.9. Voltamoramele DP masurate in solutie tampon acetat 0.1 M pH=4.5
inregistrate pentru biosenzori pe baza de poli [A] inainte de incubarea (neagru) si dupa incubarea
(ro in solutie de AZA 500 uM timp de 10 min.

dGuo

8-OH-dGuo

50 nA

E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 9.10. Voltamoramele DP masurate in solutie tampon acetat 0.1 M pH=4.5 inregistrate
pentru biosenzori pe baza de poli [G] inainte de incubarea (neagru) si dupa incubarea (portocaliu)
in solutie de AZA 500 uM timp de 10 min.
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Rezultatele obtinute prin spectrometria de masa in cazul probei de ADN dupa
procesul de digestie au evidentiat prezenta semnalelor specifice nucleotidelor libere ale
ADN-ului. In cazul probelor de ADN studiate dupi interactia cu azatioprina au fost
obtinute atat semnalele specifice ADN-ului cat si noi semnale corespunzdtoare unor
fragmente ale azatioprinei, fiind de asemenea subliniatd si prezenta 8-0x0-dGuo (Figura
9.11.). In plus, spectrele de mas# inregistrate in aceste conditii evidentiind prezenta unor
noi semnale ce pot fi atribuite formarii unor aducti intre reziduurile purinice si

fragmentele de azatioprina.
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Figura 9.11. Spectrele de masa ale ADN-ului dupa digestia acida A) inainte si B) dupa incubarea
intr-o solutie de AZA
500 uM, sub potential aplicat -0.60 V timp de 30 min.

Ulterior, pentru a identifica modul de interactie dintre ADN si azatioprina dupa
degradarea medicamentului imunosupresiv in prezenta luminii au fost realizate
masuratori UV-Vis pe probe degradate la simulatorul solar folosind doud pH-uri

rezultatele obtinute evidentiind faptul ca procesul de degradare a fost amplificat de de
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prezenta protonilor, in cazul probelor cu ADN observandu-se aparitia efectului
hipercromic caracteristic efectului de denaturare a ADN-ului efect ce se datoreaza

actiunii de denaturare a medicamentului imunosupresiv asupra acidului nucleic
(Figura9.12.).
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Figura 9.12. Spectrele de absorbtie ale: AZA preparate in solutii tampon A) pH 4.5 si B) pH 7 si
ale ADN-ului incubat cu AZA dupa degradarea prin expunerea la lumina intre 0 si 180 min

folosind probe preparate in solutii tampon C) pH 4,5 si D) pH 7.

A fost realizata si o caracterizare morfologica a a biosenzorilor de ADN inainte
si dupa interactia cu azatioprina, imaginile FESEM obtinute in cazul biosenzorilor de
ADN dupa interactia cu azatioprina evidentiind formarea unor clusteri datorita actiunii
medicamentului imunosupresiv asupra ADN-ului.

Rezultatele obtinute prin metode electrochimice au fost corelate cu rezultatele
morfologice obtinute prin FESEM si cu rezultatele spectrometrice obtinute prin
spectrometria de masd, in acest mod confirmindu-se faptul cd odatd cu reducerea

azatioprinei, are loc formarea 8-oxo-dGuo printre straturile de ADN, un compus cu
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potential mutagenic, acesta generand leziuni de tip oxidativ ale ADN-ului, pe baza

acestor date fiind propus si un mecanisc de interactie intre ADN si azatioprind, Schema
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Shema 9.2. Mecanismul de interactie propus dintre AZA si ADN.

Tn cadrul acestui studiu, prin intermediul masuritorilor de voltametrie ciclica a fost
evaluat comportamentul electrochimic al azatioprinei si a fost propus un mecanism redox
complex pentru aceasta. Totodata pentru a putea determina mecanismul de interactie dintre
azatioprina si ADN a fost utilizat un biosenzor de ADN care a fost incubat in diferite
conditii in solutii de azatioprina, rezultatele obtinute evidentiind faptul ca acest
medicament conduce la lezarea ADN-ului, oxidare rezidurilor de guanina si obtinerea 8-
0x0-dGuo, un produs cu potential mutagenic. Rezultatele electrochimice obtinute fiind

confirmate si cu ajutorul spectrometriei de masa.

CAPITOLUL 10. Concluzii generale si perspective

Temele de cercetare abordate pe parcursul studiilor doctorale au drept scop
realizarea de biocompozite pe baza de polimeri naturali care sa prezinte caracteristicile
necesare pentru a putea fi utilizate in domeniul aplicatiilor medicale. In acest context,
toate biocompozitele sintetizate au fost caracterizate prin diferite tehnici din punct de
vedere al proprieté‘gilor structurale, morfologice, termice, de udare, de gonflare, de
diferite linii celulare, in func;ie de aplica‘gia vizata, au evidentiat o buna
biocompatibilitate a materialelor obtinute cu mediul biologic.

Tn capitolul 4 etapa au fost obtinute biocompozite de tip organic/organic pe bazi
de celuloza bacteriana si poli (3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat) cu diferite

concentratii, factorul de noutate constand atat in utilizarea acestui tip de poliester cat si
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n utilizarea membranelor uscate de celuloza bacteriana. Materialele preparate au fost
caracterizate din punct de vedere morfologic, structural, al stabilitatii termice, al
comportamentului biologic si al proprietatilor de udare. Modificarea celulozei bacteriene
cu poli (3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat) a avut doud obiective principale,
biodegradabilitatii materialelor sintetizate. Prin realizarea masuratorilor de unghi de
contact pe biocompozitele pe baza de celuloza bacteriana si poli (3-hidroxibutirat-co-3-
hidroxivalerianat) s-a demonstrat faptul ca suprafata tinde spre un caracter hidrofob n
comparatie cu suprafata celulozei bacteriene caracterizata de hidrofilicitate, acest lucru
confirmand totodatd si imbunatatirea proprietatilor de bariera. Din punct de vedere al
testelor Dbiologice s-a aratat ca membranele biocompozite obtinute prezenta
biocompatibilitate si, respectiv, o viabilitate celulara buna pe linii de celule adipocite
umane, acest lucru conferind posibilitatea ca acest tip de materiale sa poata fi considerate
candidati pentru aplicatii din domeniul vindecarii ranilor.

Tn cadrul urmitorului studiu au fost dezvoltate noi biocompozite pe baza de
poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat) si hidroxizi dublu stratificati organofilizati
cu diferite concentratii, prin dispersarea prin ultrasonare a argilei anionice in solutia de
polimer. Filmele biocompozite au fost obtinute prin tehnica de evaporare a solventului
si au fost caracterizate din punct de vedere structural, morfologic, al stabilitatii termice
si comportamentului biologic in vitro. Tn acest caz factorul de noutate provine din
utililizarea acestui tip de materiale In domeniul vindecarii ranilor, tindnd cont de faptul
ca, pana la realizarea acestui studiu, materialele pe bazd de polihidroxialcanoati si
hidroxizi dublu stratificati vizau doar aplicatii industriale precum epurarea apelor.
Testele biologice au aratat o buna biocompatibilitate a materialelor biocompozite poli(3-
hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)/hidroxizi dublu stratificati organofilizati prin
intermediul testului LIVE/DEAD observandu-se o mai buna mimicitate cu mediu celular
in comparatie cu materialul de referinta utilizat, tinand cont de viabilitatea mai buna a
biocompozitele pe baza de poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat) si hidroxizi
dublu stratificati organofilizati sunt potentiali candidati pentru testele in vivo pentru
aplicatii din domeniul vindecarii ranilor.

Tn cadrul urmatorului capitol au fost relizate biocompozite noi pe baza de mitase

naturala si nanoparticule magnetice cu diferite compozitii, prin dispersarea
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nanoparticulelor de magnetita in solutia de matase. Dezvoltarea acestui tip de materiale
biocompozite reprezinta o idee originalda avand in vedere ca, pana la realizarea acestui
studiu, nu a fost raportata in nici o alta lucrare pe aceasta tema. Biocompozitele au fost
caracterizate din punct de vedere structural si morfologic pentru a evidentia modul de
dispersare al nanoparticulelor magnetice in matricea polimera. Testele biologice au
aratat o buna biocompatibilitate a filmelor biocompozite de tip fibroina/magnetita, prin
intermediul testului LIVE/DEAD evidentiindu-se faptul ca biocompozitele prezinta o
mai buna mimicitate cu mediul celulelor in comparatie cu materialul de referinta utilizat,
avand in vedere ca viabilitatea celulelor a fost mai buna la 24 de ore de la insdmantare.
magnetita sunt posibili candidati pentru testele in vivo pentru aplicatii din domeniul
vindecarii ranilor.

Tn continuare au fost sintetizate si caracterizate biocompozite noi pe bazi de
celuloza bacteriand si nanoparticule magnetice cu diferite compozitii obtinute prin
metoda in situ, respectiv prin adaugarea nanoparticulelor de magnetita in mediul de
culturd al celulozei. Analizele structurale si morfologice au evidentiat modul de
depunere/patrundere al nanoparticulelor de magnetita pe/intre fibrele de celuloza si
faptul ca la concentratii mai mari de magnetita, nanoparticulele magnetice prezintd o
acoperire mai uniformd a fibrelor de celuloza. Testele biologice au evidentiat o buna
biocompatibilitate si, respectiv o viabilitate celulard buna a compozitelor celuloza
bacteriand/magnetita pe linii de celule adipocite umane, cele mai bune rezultate fiind
obtinute la un procent de 5% magnetita, proba ce poate fi consideratd un candidat bun
pentru realizarea de studii in vivo in domeniul vindecarii ranilor.

In cadrul urmitorului studiu desfasurat in cadrul tezei de doctorat a fost
prezentata obtinerea unor hidrogeluri compozite pe baza de fibroina din matase naturala,
poliacrilamida si oxid de grafena. Analizele morfo-structurale au prezentat atat formarea
structurii B a fibroinei cat si influenta fibroinei si a oxidului de grafend asupra
proprietatilor hidrogelurilor obtinute. Cresterea continutului de fibroina si introducerea
oxidului de grafend au condus la cresterea gradului de gonflare si Tmbunatatirea
capacitatii de mineralizare. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pe biocompozitele
de tip fibroind/poliacrilamidad/oxid de grafena cu urmatoarele compozitii: 40/60/0,1 si
50/50/0,1. Testele biologice au evidentiat faptul ca, morfologia osteoblastelor variaza in

hidrogelurile fibroind/poliacrilamidd/oxid de grafena cu diferite compozitii, datele
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obtinute sugerand faptul cad fibroina din matase naturald imbunitateste organizarea
citoscheletului si distributia celulelor. Rezultatele referitoare la viabilitate si proliferare
impreuna cu cele privind potentialul citotoxic sugereaza ca osteoblastele prezinta o rata
de proliferare mai crescuta in contact cu hidrogelurile un continut mai ridicat de fibroina
din matase naturala, foarte probabil datorita adeziunii celulare mai bune prezentate de
compozit si nu datorita efectelor potentialului citotoxic. Prin urmare, biocompozitele
fibroind/poliacrilamida/oxid de grafena cu compozitiile 40/60/0,1 si 50/50/0,1 au
demonstrat cd sunt biocompatibile si au prezentat cel mai echilibrat raport intre
potentialul proliferativ si cel citotoxic. Biocompatibilitate excelenta, proprietatile
mecanice bune si potentialul de biomineralizare recomanda biocompozitele pe baza de
fibroina, poliacrilamida si oxid de grafena pentru potentiale aplicatiile biomedicale din
zona regenerdrii osoase. Totusi, potentialul citotoxic pe termen lung si non-
biodegradabilitatea oxidului de grafena si efectele specifice ale grafenei asupra celulelor,
tesuturilor sau organelor si metabolizarea in vivo necesita studii viitoare.

Tn ultimul capitol al acestei teze de doctorat dedicat biosenzorilor pe bazi de
ADN si interactiei acestora cu azatioprina a fost studiat comportamentul redox al
azatioprinei cu ajutorul unui electrod de carbon sticlos la diferite pH-uri prin intermediul
unor tehnici precum voltametrie ciclica si voltametrie in impuls diferential conducéand la
propunerea unui mecanism redox al acestui medicament imunosupresiv. S-a aratat de
asemenea faptul ca reducerea azatioprinei are loc intr-un singur pas, conducand la
formarea unor produsi de reducere care la randul lor vor fi oxidati la potentiale pozitive.
In cadrul acestui studiu au fost utilizati diferiti biosenzori electrochimici pe baza de
ADN, poli [A] sau poli [G] cu scopul de a studia mecanismul de interactie dintre ADN
si azatioprind. Rezultatele obtinute prin metode electrochimice au fost corelate cu
rezultatele morfologice obtinute prin FESEM si cu rezultatele spectrometrice obtinute
prin spectrometria de masa, in acest mod confirmandu-se faptul ca odata cu reducerea
azatioprinei, are loc formarea 8-oxo-dGuo printre straturile de ADN, un compus cu
potential mutagenic, acesta generand leziuni de tip oxidativ ale ADN-ului.

Tn concluzie, pe durata teze de doctorat au fost dezvoltate si caracterizate
biocompozite pe baza de polimeri naturali cu caracteristicile adecvate pentru aplicatiile
din domeniul medical.

Tn viitor, se va urmiri imbunititirea caracteristicilor biocompozitelor pe bazi

polihidroxialcanoati prin electrofilarea polimerului pentru a obtine structuri poroase
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tridimensionale cu suprafata specificd mare adecvate pentru utilizarea in domeniul
medical. De asemenea, biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, proprietatile mecanice
si antimicrobiene ale poliesterului natural pot fi imbunatatite prin modificarea cu diferite
tipuri de structuri anorganice precum oxid de zinc sau nanoparticule magnetice. Pentru
biocompozitele de tip celuloza bacteriana si  poli(3-hidroxibutirat-co-3-
hidroxivalerianat) se va urmari imbunatatirea modului de dispersare a copoliesterului
natural printre si pe nanofibrilele din structura membranelor de celuloza bacteriana si
eficientizarea procesului de purificare a biocompozitelor. Pentru imbunatatirea modului
de dispersie a poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianatului) se va modifica
porozitatea membranei de celuloza prin liofilizare si se va utiliza o incinta sub vid pe
durata impregnrii. In cazul filmelor biocompozitelor pe bazi de mitase si nanoparticule
de se va urmari imbunatatirea stabilitdtii dimensionale prin optimizarea parametrilor
experilentali precum concentratia solutiei de polimer, temperatura de uscare, timpul de
ultrasonare, grosimea filmului de polimer sau concentratia de agent de armare. Tn cazul
hidrogelurilor pe baza de fibroina/poliacrilamida/oxid de grafena trebuie avuta in vedere
testarea proprietatilor mecanice, acestea prezentand o importantd deosebitd in cazul
aplicatiilor din domeniul ingineriei testurilor dure. Avand in vedere cd toate
biocompozitele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat vizeaza aplicatii din domeniul
citotoxicitatii si realizarea de teste in vivo pentru materialele cu proprietati adecvate. De
asemenea se va urmari Utilizarea polimerilor naturali pentru dezvoltarea de dispozitive
de tip biosenzori modificati cu polimeri naturali pentru a facilita imobilizarea enzimelor
sau al altor tipuri de bioreceptori si pentru a imbunatati raspunsul electrochimic si pentru
a dezvolta actuatori pe baza de polimeri naturali pentru aplicatii in domeniul muschilor

artificiali.
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