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Abstract

Biomaterialele pe bazd de celulozd au o multitudine de aplicatii atat in cercetarea
fundamentald cét si in ingineria biomedicald. P4na in prezent progresele tehnologice depdsesc
dezvoltarea materialelor, astfel incat existd o cerere presanta pentru noi biomateriale si tot mai
multe aplicatii necesita dizolvarea celulozei in medii apoase. Astfel, in aceasta teza de doctorat
sunt propuse noi formulari pe baza de celuloza, in care sistemele de solventi pe baza de apa si
functionalizarea celulozei sunt exploatate ca strategii pentru dezvoltarea de biomateriale adecvate
pentru aplicatii 1n inginerie tisulara.

Strategiile propuse pastreaza caracteristicile cheie ale celulozei si permit sinteza
precursorilor baza de celuloza compatibili cu tehnici avansate de fabricatie. Studiile descrise in
teza de doctorat vizeaza combinarea celulozei cu alti polimeri naturali utilizati pentru a contribui
la proprietatile biomecanice ale materialelor. Aceastd lucrare descrie sinteza si caracterizarea
filmelor pe baza de celuloza-alginat utilizdnd un co-solvent, o investigatic cuprinzatoare a
printabilitdtii amestecurilor aditivate de celuloza-alginat, formularea si investigarea
caracteristicilor hidrogelurilor printabile pe baza de pectina si celuloza, si elaborarea hidrogelurilor
printabile pe baza de gelatind metacrilata si celuloza. Avand in vedere dificultatea de a proiecta
biomateriale sustenabile utilizdnd metode prietenoase mediului inconjurator, aceste rezultate
demonstreaza potentialul celulozei de a crea biomateriale fezabile din punct de vedere economic,
cu caracteristici si structuri previzibile adaptate la aplicatia preconizata.

Aceastd teza de doctorat contribuie la extinderea cercetdrii in domeniul ingineriei tisulare,
ajutand la dezvoltarea de suporturi biosintetice functionale, biomaterialele nou elaborate

incurajand de asemenea inovarea in directia unor tehnici si procese complexe de fabricatie.

Cuvinte cheie: celuloza, hidrogeluri, biomateriale, printare 3D, ingineria tesuturilor.



Rezumatul tezei de doctorat

Progrese spectaculoase au fost facute n ultimii 20 de ani, In care biomaterialele pe baza de
celuloza au contribuit la o multitudine de aplicatii in cercetarea fundamentald si ingineria
biomedicala. Fiind o resursa complexa, cu o gama larga de caracteristici care pot fi reglate,
celuloza are anumite beneficii cheie fatd de materialele conventionale, ceea ce o face o componenta
competitiva pentru proiectarea biomaterialelor, unde efectele la scara macrometrica pot fi obtinute
si prin diferite caracteristici dimensionale ale celulozei.

Cu toate acestea, atunci cand se lucreaza cu celuloza, in mai multe aplicatii critice, inclusiv
domeniul biomedical, necesita dizolvarea sa in medii apoase. Hidrogelurile sunt clasa de materiale
cele mai potrivite pentru proiectarea tesutului biosintetic, deoarece ansamblul foarte hidratat al
lanturilor polimerice poate oferi micromediul 3D necesar supravietuirii, aderentei si migratiei
celulare. Utilizarea unei strategii rentabile si ecologice pentru a sintetiza hidrogeluri pe baza de
celuloza este o provocare dintr-o varietate de motive, insa acestea sunt acum disponibile si cele
mai multe dintre ele se bazeaza pe derivarea celulozei. Prin urmare, este de mare interes sa se
investigheze potentialul diferitelor strategii care pastreaza caracteristicile cheie ale celulozei si sa
permita sinteza precursorilor pe bazd de celulozd compatibili cu tehnicile avansate de fabricatie.

Pana in prezent, progresele tehnologice depasesc dezvoltarea materialelor, astfel incat
exista 0 cerere presanta pentru noi tipuri de biomateriale. Prin urmare, in aceasta teza de
doctorat sunt propuse formulari noi pe bazi de hidrogel din materiale celulozice cu aplicatii
in ingineria tesuturilor. Avand in vedere obtinerea de biomaterialele eficiente pentru aplicatii in
ingineria tisulare, au fost studiate doua strategii de exploatare a celulozei: utilizarea sistemelor de
solventi pe baza de apa si functionalizarea celulozei. Mai mult decat atat, alti polimeri naturali au
fost utilizati pentru a ajuta celuloza Tn generarea de biomateriale performante. Prin caracterizarea
avansata a hidrogelurilor inovative propuse, sunt furnizate perspective valoroase asupra factorilor
care influenteaza proprietatile materialului rezultat si adecvarea acestora pentru tehnici avansate
de fabricatie.

Tn stadiul actual de dezvoltare, progresele tehnologice depisesc dezvoltarea materialelor,

creand o nevoie urgenta de noi formuldri de biomateriale pentru fabricarea complexa a suporturilor



de hidrogel. Obiectivul general al acestei teze de doctorat este de a dezvolta formuldri inovatoare
pe baza de celuloza si de a caracteriza performanta lor generald in conformitate cu progresele
si nevoile in domeniul biomedicinei. Astfel, studiul de cercetare cuprinde urmaytoarele obiective
generale:

Obiectivul 1. O abordare viabila pentru dezvoltarea de biomateriale noi pentru ingineria
tisulara prin combinarea celulozei cu diferiti biopolimeri. Tn acest scop, au fost avuti in vedere
compusi naturali, cum ar fi: (i) polizaharide, ex alginat si pectina, care prezinta un interes ridicat
pentru dezvoltarea biomaterialelor pentru aplicatii biomedicale specifice, In special pentru
eliberarea de medicamente si regenerarea tesuturilor, din cauza naturii lor regenerabile; (ii)
proteine, deoarece sunt esentiale in dezvoltarea biomaterialelor interactive celulare, gelatina fiind
un instrument valoros in dezvoltarea biomaterialelor. Cand vine vorba de construirea de suporturi
3D temporare, biosintetice care permit aderenta celulara si cresterea tridimensionald a tesuturilor,
biomaterialele hibride pe baza de celuloza joaca un rol cheie.

Obiectivul 2. Exploatarea capacititii polimerilor de a genera formulari imprimabile 3D si
de a produce structuri cu arhitectura controlata. Deoarece multe dintre aceste tehnologii sunt noi
si, prin urmare, neexplorate, ele implici o abordare cu adevarat interdisciplinara a
investigatiei. Avand in vedere noile perspective pe care tehnologiile de printare 3D le deschid,
permitand controlul final asupra formei, porozitatii, morfologiei si dimensiunilor unei constructii,
aceastd lucrare isi propune sa exploreze posibilitatea diferitelor metode de conservare a
proprietdtilor esentiale ale celulozei si de a permite sinteza precursorilor pe baza de celuloza
compatibili cu procesele moderne de fabricatie.

Pentru a atinge aceste obiective, teza a fost impartitd in sapte capitole.

Structura capitolului 1 este menita sa ofere o perspectiva clara asupra contextului stiintific
de selectare a polimerilor si de fabricare a platformelor biosintetice pentru ingineria
tesuturilor. Prima sectiune abordeaza principiile si directiile principale in ingineria tesuturilor,
unde s-a pus un accent semnificativ pe utilizarea celulozei in domeniul biomedical. Urmatoarea
sectiune prezinta materialele utilizate pentru a ajuta celuloza Tn generarea de biomateriale
performante pentru ingineria tesuturilor si argumenteaza selectia materialelor. Biopolimerii

utilizati sunt descrisi aici in detaliu, subliniind caracteristicile lor cheie de care poate beneficia



produsul final. Cea de-a treia sectiune prezintd metodele de fabricatie utilizate in aceasta teza de
doctorat si include o descriere detaliati a tehnologiei de printare 3D. In cele din urma, sunt
prezentate discutii privind obiectivele acestui studiu.

Teza de doctorat descrie strategii noi pentru obtinerera de biomaterialele pe baza de
celuloza, principalele rezultate experimentale fiind prezentate in capitolele 2-5. Avand in vedere
numeroasele provocari in modelarea proprietatilor biomecanice ale materialelor pentru a simula
organizarea macro $i microstructurald a tesutului natural, materialele pe baza de celuloza sunt
prevazute pentru proiectarea constructelor impreuna cu diferite metode de fabricatie.

Capitolul 2 descrie sinteza si caracterizarea filmelor biopolimerice pe baza de celuloza si
alginat, unde sistemul poli(etilenglicol)(PEG) / NaOH a fost folosit ca un co-solvent. Efectul
raportului dintre cele doud macromolecule naturale, precum si influenta lantului PEG a fost
investigat privind caracteristicile spectrale, termicem de rehidratare si morfologice. Din acest
capitol se pot trage urmatoarele concluzii:

1. Filmele biopolimerice pe baza de celuloza (forma sa microcristalind) si alginatul au fost
sintetizate folosind un solvent verde si o metoda dubla de reticulare care a dus la retele stabile atat
in stdre uscate, cat si in cea hidratata.

2. Fimele de celuloza-alginat dezvoltate sunt flexibile si au o buna stabilitate termica.

3. Raportul dintre cele doud polizaharide, precum si masa moleculara a PEG utilizate n
sinteza influenteaza puternic proprietatile materialului, dupa cum urmeaza: un continut mai mare
de celuloza va creste rigiditatea hidrogelului si, de asemenea, capacitatea de gonflare; continut mai
mare de alginat influenteaza caracteristicile morfologice care induc o rugozitate mai mare; in timp
ce un PEG cu 0 masa moleculara mai mare va creste compatibilitatea dintre cele doud componente.

4. Datorita faptului ca proprietatile generale pot fi personalizate prin schimbarea raportului
dintre celuloza si alginat, acestea pot fi materiale promitatoare, in timp ce avand in vedere
proiectarea verde a filmelor de hidrogel, acestea ar putea avea o contributie semnificativa la
dezvoltarea materialelor pentru inginerie biomedicala.

In capitolul 3, a fost studiat efectul de plastifiant al aditivilor (Glicerol si PEG) asupra

amestecurilor pe baza de celuloza utilizate pentru fabricarea constructelor imprimate 3D pentru



aplicare in ingineriei tisulare. Este prezentata o caracterizare completa a amestecurilor de polimeri
si a compozitelor in termeni de structura, morfologie, reologie si printabilitate folosind tehnica
extrudarii directe. Pe baza rezultatelor imprimarii in raport cu structura preproiectata, se poate

concluziona ca:

1. Formularile bicomponante pot fi preparate folosind carboximetilceluloza sau nanofibre
de nanoceluloza oxidate pentru a modifica anumite caracteristici fizice si, prin comparatie, s-a
observat ca formularile pe baza de nanocelulozd prezinta un comportament pseudoplast mai
pronuntat.

2. Glicerolul sau PEG pot fi utilizate ca agenti de umectare pentru a imbunatati printarea
formularilor si pot avea un impact Opus asupra caracteristicilor reologice si de printare ale
polimerilor pe baza de polizaharida.

3. Optimizarea procesului de printare ofera o descriere cuprinzatoare a rolului si efectelor
pe care parametrii de fabricatie (presiune, vitezd) le prezintd in procesul de extrudare directd in
ceea ce priveste formarea filamentului si grosimea lui.

4. Utilizarea glicerolului Tn amestecul de printare a dus la cea mai buna fidelitate de printare
3D.

5. Fabricarea constructelor 3D din celuloza si alginat plus un aditiv adecvat, nu numai ca
oferd geometrii precise, ci si directioneaza utilizdrile biologice ale hidrogelurilor hibride rezultate.

In capitolul 4, sunt dezvoltate formulari pe baza de pectina si nanocelulozi si fabricarea de
constructe biosintetice prin printare 3D. Proprietatile de curgere si printabilitatea amestecuroilor
precursoare sunt evaluate, in timp ce performanta structurilor imprimate 3D sunt evaluate in
termeni de stabilitate structurald, morfologica, rehidratare si proprietdti mecanice. Se evalueaza
selectia celei mai potrivite formulari de printare. Pe baza investigatiilor efectuate, se poate
concluziona ca:

1. Formularile compozite imprimabile 3D preparate prin combinarea celulozei oxidate si a
pectinei cu continut scazut de metoxilat pot genera constructii din polizaharida care pot fi usor si

rapid reticulate in conditii prietenoase cu celulele.



2. Evaluarea comportamentului reologic a aratat ca adaugarea de pectind imbunatateste
injectabilitatea, pastrand in acelasi timp raspunsul pseudoplast al celulozei.

3. Investigarea procesului de printare avand in vedere variatia multor parametri de
fabricatie explica efectele proprietatilor amestecului asupra setarilor de printare; totusi, la
optimizare, toate formularile au prezentat o printabilitate ridicata, in special atunci cand s-a utilizat
un continut mai mare de pectina.

4. Continutul de pectina are atat un efect asupra vascoelasticitatii hidrogelului, cat si o
influentd asupra rigiditatii hidrogelului si au demonstrat o adecvare excelenta in proiectarea
biomaterialelor.

5. Comportamentul reologic si de printare al formularilor pa baza de celuloza-pectina se
dovedeste a fi promitator, pe langa furnizarea unui mecanism eficient de reticulare. Prin urmare,

aceste formulari poate fi aplicat in printarea 3D pentru aplicatii in ingineria tisulara.

Tn capitolul 5, sunt descrise formulari - bioink pe bazi de celulozd si de gelatina
metacrilata. Aic, se studiaza performanta de bioprintare folosind celule stem derivate din tesut
adipos uman (hASCs) ale furmularilor de hidrogel nou dezvoltate, impreuna cu proprietatile
morfologice, de gonflare si biologice. Constructiile 3D de inaltd fidelitate sunt imprimate aici
folosind extrudarea pe baza de micro-valva si este prezentata o descriere detaliata a parametrilor
de influenta. Deoarece dezvoltarea materialelor de bioprintare adecvate a devenit un domeniu
semnificativ de cercetare, una dintre dificultatile principale fiind proiectarea unor formulari
bioactive cu un grad mare de repoductibilitate, aici sunt descrise pentru prima data formulari
extrem de stabile, care s-au bazat pe gelatind modificatd cu metacrilamida in combinatie cu
nanofibre de celuloza oxidate. Pe baza studiului efectuat, se poate concluziona ca:

1. Interactiunile fizice dintre proteina si polizaharida sunt eficiente Tn integritatea
structurala a materialelor, celuloza sustinand gelatina pe tot parcursul procesului de fabricatie.

2. Investigarea imprimabilitatii formularilor cu ajutorul sistemului bazat pe micro-valva a

oferit o elucidare valoroasa cu privire la rolul parametrilor de fabricatie in precizia imprimarii si a



dovedit ca depunerea poate fi controlata in principal de parametrii valvei pentru a utiliza presiunea
minima.

3. Prin testele de printare, a fost descris comportamentul termosensibil al formularilor
dezvoltate, aratand ca formularea care cuprinde derivatul de gelatina pe baza de peste prezinta o
fereastra de printare mai larga, prin urmare procesul de printare devine mai convenabil si mai
rentabil.

4. Toate formularile au livrat constructe 3D cu structurd internd bine definitd si un nivel
ridicat de precizie a formei, in conditii optimizate.

5. Investigarea proprietatilor constructelor 3D in ceea ce priveste comportamentul de
gonflare, caracteristicile morfologice si biocompatibilitatea au aratat ca, indiferent de tipul de
gelatina, un continut mai mare de proteine scade capacitatea de gonflare si porozitatea ca urmare
a cresterii rigiditatii hidrogelului. Cu toate acestea, viabilitate celulara ridicata a fost observata
pentru toate probele, Tn special pentru probele bogate n proteine.

6. In cele din urma, rezultatele bioprintarii au stabilit ca formularile nou dezvolatate pot
mentine viabilitatea celulelor Incorporate pe tot parcursul procesului de fabricatie si ca

constructiile 3D rezultate ofera un suport adecvat pentru incarcarea, dispersia si cresterea celulelor.

Concluziile finale si o prezentare generala sunt prezentate in capitolul 6, subliniind
aplicabilitatea acestor biomateriale pe bazda de celulozd in domeniul ingineriei tesuturilor,
iar capitolul 7 descrie contributiile originale.

In general, aceasta tezd de doctorat aduce contribitii valoroase in ingineria tisulara prin
descrierea de noi formulari pe baza de celuloza cu proprietati biomecanice personalizabile si care
facilitaza dezvoltarea de constructe biosintetice functionale. Avand in vedere dificultatea de a
dezvolta strategii biocompatibile de obinerea a materialelor pe baza de celuloza, aceste studii
demonstreaza capacitatea acestui polimer natural de a produce biomateriale accesibile, cu
proprietati si arhitecturi controlate ghidate de aplicarea preconizata. Concluzia generala a
cercetdrii actuale este cd biomaterialele nou dezvoltate stimuleazd inovatia catre metode de

fabricatie avansate



Teza de doctorat " Noi biomateriale pe baza de celuloza pentru aplicatii in ingineria
tisularda" prezinta principalele realizari stiintifice realizate, fiind constituitd pe patru lucrari care au
fost prezentate cu urmatoarea logica: de la cele mai comune componente polimerice care utilizeaza
o tehnicd de fabricatie conventionald si foarte accesibild (capitolul 2) la functionalizarea
polimerilor si fabricarea 3D (capitolul 3), formulari printabile din ce in ce mai complexe si
neexploratd (nanoceluloza si pectina — capitolul 4), pana la bioprintarea 3D, utilizand formularea
cu celule incorporate (capitolul 5). Rezultatele cercetarii obtinute in etapa de doctorat au fost
diseminate prin publicarea a 3 articole in reviste cotate ISI si urmeaza sa fie depus un manuscris,
cu candidatul ca prim autor.

Principalele contributii originale sunt:

1. Dezvoltarea filmelor dublu reticulate pe baza de celuloza-alginat folosind un solvent pe
baza de apa

Acest concept nu a fost publicat pana in prezent, fiind singurul studiu de cercetare care
exploateaza ideea adaugarii alginatului in celuloza dizolvata in sistemul PEG /NaOH si care prin
sinteza si caracterizarea acestor materiale care prezintd proprietati personalizabile in ceea ce
priveste gonflarea, flexibilitatea, rezistenta mecanica si stabilitatea in stare umeda, contribuie la
dezvoltatea filmelor biopolimerice. Capacitatea de a adapta proprietatile generale ale materialelor
obtinute prin variatia raportului dintre celuloza si alginat precum si sinteza sustenabila si
biocompatibila sugereaza ca acestea ar putea aduce contributii importante in domeniul
biomaterialelor.

2. Formularea amestecurilor bicomponente folosind un singur tip de celuloza

(carboximetilceluloza sau nanoceluloza) in combinatie cu alginat de sodiu, suplimentat cu aditivi
(glicerol / PEG).

Nanofibrele de celuloza oxidate obtinute au fost studiate in combinatie cu alginatul si sunt
descrise formuldri promitatoare de printare, aducand in prim plan contributia aditivilor. Studiul
asupra acestor formulari de printare, precum si asupra efectului aditivilor a oferit o cunoastere
cuprinzatoare a proprietatilor necesare in printarea 3D, iar studiul comparativ a incurajat
proiectarea de noi formulari de printare performante. De asemenea, acest studiu a aratat cd agentii

de umectare pot fi utilizati pentru a imbunatati printarea amestecurilor, dar este necesara o selectie



atentd a componentelor de printare, deoarece acestia pot avea, de asemenea, un impact negativ
asupra caracteristicilor reologice si de printare ale polimerilor pe baza de polizaharida. Acest
studiu stimuleaza cercetarea in directia proiectdrii materialelor pe baza de polizaharide si, ca
urmare, rezultatele  diseminate ale  cercetdrii au  castigat chiarsi interesul mass-mediei

internationale .

3. Proiectarea de noi formulari de printare 3D folosind pectina si nanoceluloza oxidata

Utilizarea acestei combinatii de materiale naturale pentru a produce formulari compozite
imprimabile 3D este raportatd pentru prima data si are un potential extraordinar in ingineria
tisulara, precum si pentru biofabricarea fara utilizarea unor resurse cu origine animala (de
exemplu, productia de carne ,,curata”).

Studiul dovedeste proprictatea remarcabila a pectinei de a modula elasticitatea,
comportamentul de hidratare si printarea materialelor. Dupa analizarea comportamentului
reologic, s-a demonstrat ca adaugarea de pectina nu influenteaza comportamentul pseudoplast al
celulozei. Impactul proprietatilor amestecurilor asupra setarilor de printare se explica printr-0
investigatie a procesului de printare care iau in considerare numerosi parametri de fabricatie.

Investigarea pectinei ca o componentd in formulari bioprintabile reprezintd o cercetare
temerara, ceea ce o face o alegere atractiva pentru proiectarea biomaterialelor. Formularile nou
dezvoltate au aratat o printare excelentd, in special atunci cand concentratia de pectind a fost
crescutd si, in plus, vascoelasticitatea si rigiditatea hidrogelului sunt ambele afectate de
concentratiile de pectina.

4. Formularea de bioink pe baza de nanofibre de celuloza oxidate si gelatina metacrilata.

In cadrul acestei lucrari, cercetarile in domeniul formularilor imprimabile 3D au continuat
sa exploreze printarea formulirilor celulozi-gelatind incorporate cu celule. In aceasti teza sunt
introduse pentru prima data formulari care prezinta o biocompatibilitate ridicata, reproductibilitate
rescuta si 0 sensibilitate foarte scazuta la schimbarile de temperatura. Formularile pe baza
de nanofibre de celuloza oxidate si gelatina metacrilata au fost optimizate pentru procesul de
printare cu sistem cu micro-valva, studiul oferind in plus o evaluare detaliatd a parametrilor de

fabricatie care influenteaza calitatea imprimarii.
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Comportamentul termosensibil al amestecurilor dezvoltate a fost detaliat prin experimente
de printare, demonstrand ca formularile (mai ales derivatul din gelatina pe baza de peste) au aratat
o fereastra de printare mai larga, facand procesul de printare mai convenabil si mai eficient din
punct de vedere al costurilor. Avand in vedere gradul ridicat de reproductibilitate si fidelitatea
ridicata a formei obtinute in structurile imprimate 3D, alaturi de viabilitatea celulard ridicata,
aceste formuldri sunt foarte promitatoare pentru dezvoltarea ulterioara de platforme pentru

ingineria tisulara.
5. Elaborarea protocoalelor de printare si a procedurilor de optimizare a parametrilor

pentru formularile cu vdscozitate scazuta folosind printarea 3D.

In paralel cu proiectarea biomaterialelor, pentru a aborda limitirile metodelor
conventionale de fabricatie, tehnologia de printare 3D a fost prevazuti. In acest sens, aspectele
tehnice au fost studiate pas cu pas, de la functionarea echipamentului pana la modelarea virtuala
3D, pentru a stipani reglajul fin al procesului, astfel incat sa se realizeze structuri de inalta
fidelitate si in continuare pentru a dobandi expertizd cu privire la: modul de integrare a
hidrogelurilor ca formuldri imprimabile, care tehnologie este cea mai potrivita pentru formulari
specifice si asigurarea standardelor inalte in bioprintare.

Studiile de cercetare prezentate in aceasta teza s-au axat pe proiectarea si caracterizarea
hidrogelurilor pe baza de celulozd, precum si pe optimizarea protocoalelor si parametrilor de
printare pentru fabricarea structurilor 3D bine definite folosind extrudarea directa si printarea cu
sistem micro-valva. Studiile publicate ofera o descriere cuprinzitoare a parametrilor cheie de
fabricatie care influenteaza calitatea printarii, si sunt utilizate doua tehnologii diferite de printare
prin contact 3D: extrudarea directa si printarea pe baza de micro-valva.

In general, aceasti tezd aduce contributii valoroase in domeniul biomedicinei prin
proiectarea si caracterizarea avansata a hidrogelurilor inovatoare si ofera descrieri detaliate asupra
factorilor care influenteaza proprietatile hidrogelurilor, precum si utilizarea amestecurilor n
printarea 3D. Prezenta teza de doctorat stimuleaza inovatia biomaterialele catre tehnici avansate

de fabricare.



