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Capitolul |

Introducere

Scopul metodelor de modificare a materialelor polimerice cu aplicatii biomedicale
dezvoltate in aceastd teza constd in imbunatatirea stabilitatii acestora in mediul fiziologic,
conferirea unui caracter antibacterian, cresterea capacitatii de biomineralizare in vitro pentru
aplicatii in osteointegrare precum si Tmbunatatirea capacititii de retentie a metalelor grele
pentru aplicatii in hemodializa.

Prin importanta, noutatea si actualitatea ei, aceastd tema este incadrata cu prioritate in
preocupdrile internationale si nationale ale cercetdtorilor. Ipoteza de cercetare constd in
obtinerea de materiale polimerice functionalizate si compozite pentru aplicatii Tn hemodializa
si osteointegrare avand ca obiective pentru rezolvare in cadrul cercetarii stiintifice: sinteza si
caracterizarea nanocompozitelor pe baza de celuloza bacteriana functionalizatd si poli(3-
caracterizarea membranelor pe baza de acetat de celuloza incdrcate cu zinc cu proprietati
antibacteriene, sinteza si caracterizarea membranelor pe bazd de acetat de celuloza
functionalizate cu eter coroand cu capacitate crescutd de biomineralizare si sinteza si
caracterizarea membranelor compozite pe baza de polisulfond si oxid redus de grafena
functionalizat cu eter coroand cu potential ridicat de retentie a metalelor grele.

Obiectivele cercetarii sunt indeplinite prin dezvoltarea unor metode, revolutionare si
facile de modificare a substraturilor polimerice selectate. Initial, substratul polimeric a fost
reprezentat de celuloza bacteriana (BC) care a fost functionalizatd prin aminare (BCA) si apoi
modificata prin impregnare cu o solutie de poliester bacterian, poli (3-hidroxibutirat-co-3-
hidroxivalerat) (PHBV), pentru a-i imbunatati stabilitatea chimica si proprietatile mecanice
astfel incat materialul nanocompozit obtinut sa fie pretabil pentru aplicatii biomedicale, in
special pentru osteointegrare. Desi rezultatele obtinute au fost favorabile, principalele
dezavantaje ale celulozei bacteriene constd in pretul de productie ridicat si randamentul
volumetric scazut precum si lipsa capacitatii de productie pe scarad largd. Prin urmare, a fost
facutd tranzitia cétre un substrat celulozic mai eficient din punct de vedere economic, mai exact
acetatul de celuloza. Primele studii au vizat introducerea unui caracter antibacterian acetatului
de celuloza, deoarece atat in procesul de hemodializd cat si in cel de osteointegrare,
contaminarea bacteriana reprezintd o problema majora ce poate provoca complicatii sistemice
precum septicemia. In acest scop au fost pregitite materiale hibride prin sinteza in situ a

compusilor pe bazd de zinc pe suprafata membranelor din acetat de celuloza (CA), utilizand o
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metoda simpla bazati pe impregnarea cu saruri de zinc si precipitare alcalini. Tn continuare a
fost vizata cresterea capacitatii de biomineralizare a membranelor din acetat de celuloza pentru
aplicatii Tn osteointegrare. In acest studiu, suprafata membranelor comerciale de acetat de
celuloza a fost functionalizatd cu eter 4’-aminobenzo-15-coroana-5, folosind o abordare de
legare covalentd. Ultimul studiu a vizat extinderea abordarii de functionalizare covalenta a
suprafetei catre un material de umplutura (oxid de grafena redus), materialul functionalizat
fiind apoi utilizat pentru sinteza de membrane compozite pe baza de polisulfona. Polisulfona a
fost aleasa ca substrat polimeric Tn acest caz deoarece materialele sintetizate au ca aplicatie
detoxifierea organismului in caz de otravire cu metale grele prin procesul de ,,hemodializa de
o zi”, iar, conform studiilor de literatura polisulfona prezinta o hemocompatibilitate crescuta si
nu produce un raspuns imun substantial comparativ cu membranele pe baza de celuloza.
Membranele sintetice de polisulfona au fost modificate cu oxid de grafena redus functionalizat
cu eter coroand, un compus organic cu capacitate mare de complexare a ionilor metalici.
Rezultatele studiilor au aratat ca materialele polimerice modificate prin metodele
dezvoltate in cadrul acestei teze au prezentat stabilitate ridicata in mediul fiziologic, activitate
antimicrobiana extinsa impotriva bacteriilor Gram negative (Pseudomonas aeruginosa) si
Gram pozitive (Staphylococcus aureus), capacitate crescuta de biomineralizare in vitro si

imbunatatirea abilitatii de adsorbtie a ionilor metalici.

1. Introducere in tehnologia membranelor

Membranele pot fi definite ca medii de filtrare subtiri, Semi-permeabile, care actioneaza
ca o bariera intre doua faze distincte si permit trecerea unor molecule specifice doar atunci cand
sunt expuse la o fortd motrice, cum ar fi un gradient de presiune sau de concentratie. Din
punctul de vedere al capacitatii de separare, membranele pot fi clasificate Th membrane de

microfiltrare (MF), ultrafiltrare (UF), osmoza inversa (RO) si nanofiltrare (NF) (Fig. 1) [4].
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Figura 1. Reprezentare schematica a diferitelor tipuri de procese de filtrare prin membrane, de la 100 nm

(microfiltrare) pand la 0.1 nm (osmoza inversd) [7].

1.1 O scurta istorie a membranelor polimerice
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Figura 2. Momente importante din istoria membranelor polimerice [15].
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1.2 Principiile din spatele procesului de inversare a fazelor

Principiul din spatele metodei inversarii de faza este o demixare lichid-lichid a unei
solutii polimerice intr-o faza bogatd in polimer si una saraca in polimer, urmata de solidificarea
fazei cu cea mai mare concentratie de polimer [21]. In functie de factorul care initiaza procesul
de demixare, inversarea de faza poate fi impartitd in: precipitare prin imersie, separare de faza
indusa termic, separare de faza indusa de vapori si separare de faza indusa prin evaporare (Fig.

3) [22].

Blending modification processes
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Figura 3. Reprezentare schematica a diferitelor tipuri de inversie de faza [23].

Toate variatiile procesului de inversare a fazelor produc membrane ale caror structuri
se formeaza datoritd unei combinatii de separare a fazelor si transfer de masa si se bazeaza pe
principii termodinamice similare. Aceste aspecte termodinamice ale formarii membranei pot fi

descrise folosind o diagramd de fazad ternara construitd prin calcule teoretice ale limitelor
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binodale si spinodale bazate pe teoria Flory-Huggins pentru sisteme cu trei componente [27,
28].

Polymer

Metastable

region B Polymer-rich phase

Spinodal

Polymer

Polymer
precipitation

solidification

Polymeric
solution

Membrane

Binodal

One phase | S
region Critical
point

Polymer-poor phase

Non-solvent
D" (water)

Solvent

Figura 4. Reprezentare schematica a diagramei de faza ternara a unui sistem polimer/solvent/non-
solvent [29].

Adaptabilitatea metodei de precipitare prin imersie permite utilizarea unei game largi
de polimeri pentru fabricarea membranei. Cu toate acestea, polimeri precum acetatul de
celuloza, polisulfona si polietersulfona sunt intalniti mai frecvent in acest domeniu datorita
proprietatilor lor termice si mecanice favorabile si, de asemenea, datoritd capacitatii lor bune

de formare de pelicule si solubilitatii intr-o gama larga de solventi [45].

1.3 Metode utilizate pentru optimizarea proprietatilor si performantelor membranelor
Majoritatea materialelor membranare polimerice utilizate in domeniul biomedical
prezintd aceste caracteristici de bazd, totusi, pentru a obtine proprietdti noi si performante
imbunatatite, dezvoltarea tehnicilor de modificare a membranelor este obligatorie [46, 16].
O strategie presupune incorporarea de umpluturi functionale in structura polimerului,
rezultand astfel o performantd sinergicd intre matricea organica si umplutura anorganica [42].
Aceste tipuri de membrane hibride sunt una dintre clasele de materiale cu cea mai rapida

.....

materialului in functie de cerintele aplicatiei.
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O alta tehnicd de modificare este reprezentatd de functionalizarea suprafetei care poate
fi realizatd prin amestecarea polimerilor, adsorbtie fizicd sau imobilizare covalentd. Dintre
toate aceste metode, imobilizarea covalenta este cea mai eficientd, deoarece permite o legare
stabila, foarte selectiva, intre grupdrile functionale ale substratului polimeric si cele ale

agentului de functionalizare [51].
2. Polimeri utilizati pentru sinteza membranelor
2.1 Polimeri naturali - Acetatul de celuloza

Acetatul de celuloza (CA) este un ester al celulozei obtinut prin acetilarea gruparilor

hidroxil libere din unitétile de anhidroglucoza (AGU).

A
o OH
HO
10 o) 0] P
0]
. OH
OH
2 =
Cellulose
B C
CH3COO CH3COO CH3:COO
CH:COO CH:COO
A’O O L~ /’O O O L~
0 O
HO CH3COO
CH3:COO
CH3COO CH3COO CH3:COO
= -n - -n
Cellulose diacetate (CDA) Cellulose triacetate (CTA)

Figura 5. Structurile moleculare ale celulozei (A), diacetatului de celuloza (B) si triacetatului de celuloza (C)
[59].

Acetatul de celuloza este inca folosit pentru producerea unei varietati de bunuri de larg
consum, inclusiv textile, filme fotografice, produse de igiend personala si filtre pentru tigari
[70], dar rezistenta sa la actiunea agentilor chimici, flexibilitatea si proprietatile mecanice
rezonabile [71], impreund cu susceptibilitate scazutd la murdarie si naturd hidrofila [72],
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recomanda acest polimer in special pentru producerea de membrane cu aplicatii in domeniul
epurarii apei si biomedical.

Studiile au aratat ca acetatul de celuloza este un material adecvat pentru osteointegrare
celuloza Tn organismul uman sunt fragmente de glucoza si grupari acetil care nu induc
citotoxicitate, singurul lor efect fiind o acidificare usoard a mediului la locul de implantare.
Membranele pe baza de acetat de celuloza au fost printre primele materiale utilizate in scopuri
de hemodializd, cu toate acestea, selectivitatea si hemocompatibilitatea lor necesitd inca
imbunatatiri pentru rezultate superioare n acest domeniu [46]. Performantele de dializa ale
membranelor de acetat de celuloza pot fi imbunatitite prin integrarea de umpluturi functionale,
cum ar fi nanoparticulele sau moleculele organice. Tn acest scop au fost utilizate cu succes
nanofire de silice argiloasa [48], amestecuri de nanotuburi de carbon si grafend [42] sau
polizaharide sulfatate provenite din ciuperci [87], toate materialele sintetizate prezentand un

caracter necitotoxic, rate mari de flux si capacitate mare de legare a proteinelor.

3.2 Polimeri sintetici - Polisulfona

Polisulfonele sunt un grup de polimeri termoplastici de Tnalta performanta constand din
unitati repetate care contin o grupare sulfond si grupari alchil sau aril suplimentare [88]. Tn
functie de gruparea functionala suplimentara, se pot distinge trei tipuri principale de polisulfona

- polisulfona (PSU), polietersulfona (PES/PESU) si polifenilen sulfona (PPSU) (Fig. 7) [89].

13
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Figura 6. Principalele tipuri de polisulfona comerciala [89].

Structura chimicd a polisulfonelor este responsabila pentru proprietatile lor termice si
mecanice excelente. Stabilitatea termica ridicatd este asigurata de gruparea difenilen sulfona
care ofera proprietati mecanice ridicate, rezistentd mare la oxidare si ignifugare excelenta, dar
face polimerul rigid. Flexibilitatea lantului polimeric este asigurata de legaturile eterice care
contribuire de asemenea la stabilitatea termica [90].

Polisulfona este o alegere ideala pentru dezvoltarea membranelor cu aplicatii
citotoxicitatii scazute oferite de gruparile chimice alchil sau aril sulfona din structura sa,
permeabilitate ridicatd pentru proteinele cu greutate moleculara mica, capacitate mare de
retinere a endotoxinelor si rezistentd ridicatd in timpul sterilizdrii. Au fost propuse diferite
metode de modificare a membranei, cele mai multe dintre ele fiind axate pe cresterea
hidrofilicitatii membranei [93].Membranele de polisulfona pot fi modificate prin incorporarea
de umpluturi nanometrice sau macromolecule in matricea polimerului sau prin functionalizarea
suprafetei membranei pentru a controla microstructura acesteia, imbunatatind astfel

proprietatile de flux si anti-murdarire.

14



Madalina OPREA

Capitolul 11
Nanocompozite pe baza de celuloza bacteriana
functionalizata si poli(3-hidroxibutirat-co-3-

hidroxivalerat)

Rezumat: Buretii din celuloza bacteriand (BC) sunt materiale valoroase pentru ingineria
dimensionate cu porozitate deschisd interconectatd. Cu toate acestea, instabilitatea lor n
mediul fiziologic si proprietdtile mecanice slabe sunt principalele probleme care trebuie
rezolvate pentru a obtine schele tridimensionale adecvate pentru regenerarea tesuturilor. In
aceasta lucrare, un poliester bacterian, poli (3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat) (PHBV) si
o metoda simpla de impregnare au fost utilizate pentru a imbunatati proprietatile buretilor din
BC pentru aplicatii biomedicale. Suprafata foarte hidrofila a BC a fost functionalizata prin
aminare (BCA) pentru a-si imbunatati afinitatea fata de PHBV. Absorbtia PHBV in buretii
BC si BCA a depins de concentratia de PHBV si a fost confirmata prin spectroscopie in
infrarosu cu transformata Fourier si prin cresterea densitatii dupa impregnare. Investigatia
SEM a aratat cd PHBV a fost depus pe reteaua nanofibroasa BC, in unele conditii formand o
structura tridimensionala ordonatd sub formd de fagure, cu pori micrometrici uniformi.
Analizele termogravimetrice si cinetice au evidentiat o intarziere a degradarii termice pentru
buretii nanocompoziti BCA fatd de cei BC si o crestere a energiei de activare a degradarii fata
de PHBV pur. S-a obtinut o rezistenta mai buna la compresie pentru buretii nanocompoziti
BCA/PHBYV datorita interactiunilor crescute dintre polimer si substratul de celuloza aminata.
Testele de gonflare au aratat ca buretii BC si BCA nu au rezistat si s-au dezintegrat complet
in 90 de minute de incubare in solutie salind tamponata cu fosfat, dar s-a obtinut o buna
stabilitate in acest mediu fiziologic simulat dupa impregnarea cu PHBV. Gradul de gonflare
a variat Intre 1200% si 2400% pentru BC/PHBV si intre 700% si 1200% pentru buretii
BCA/PHBYV, valorile fiind suficient de mari pentru a permite difuzia apei si transportul
nutrientilor. Prin urmare, acesti bureti nanocompoziti BC/PHBV si BCA/PHBV obtinuti cu
usurintd, cu proprietati imbundtatite, ar putea fi o optiune promitatoare de scaffolduri pentru

inginerie tisulara.
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2. Materiale si metode

2.1 Materiale

Pulberea de poli (3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat) (2% hidroxivalerat) a fost
achizitionata de la Goodfellow (Cambridge Ltd. UK) si cloroformul (99%) de la Chimreactiv
(Romania). Membranele de celuloza bacteriand au fost produse in cultura statica de tulpina
bacteriana Gluconacetobacter Xylinus DSM 2004 (Institutul Leibniz DSMZ, Colectia
Germana de Microorganisme si Culturi celulare) in conditiile mentionate intr-un studiu
anterior [137]. Defibrilarea membranelor BC a fost efectuata mai intai cu un blender timp de
15 minute rezultand un gel, apoi folosind o moara coloidala verticala cu recirculare timp de 2
ore si in final intr-un Microfluidizator LM20 (Microfluidics, SUA) pentru 10 treceri. (3-
Aminopropil)trietoxisilanul (APS, 99%) de la Sigma Aldrich (Germania), etanolul (99%) si
acidul acetic glacial (99%) de la Chimreactiv (Romania) au fost utilizate fara purificare pentru
a grefa grupdri amino pe suprafata BC. NaCl, Na2HPO4, KCI si KH2POg4 de calitate analitica

au fost achizitionate de la Sigma Aldrich (Germania).

2.2 Funcrionalizarea supraferei BC

Modificarea chimica a suprafetei BC a fost efectuata in trei etape principale: (i) APS
(1%) a fost dispersat sub agitare magnetica intr-un amestec de etanol si apa (90/10) si pH-ul
a fost ajustat la 4 prin adaugarea de acid acetic glacial; (ii) s-a adaugat o cantitate de 100 g
suspensie BC in apa (1%) si componentele au fost omogenizate sub agitare magnetica, timp
de 2 ore la temperatura camerei; (ii1) amestecul omogenizat a fost mentinut la 100 °C timp de
2 ore sub reflux pentru functionalizarea suprafetei BC. Tratamentul termic a initiat formarea
de legaturi covalente intre grupdrile silanol din APS si gruparile hidroxil de la suprafata BC.

BC grefat cu grupdri amino a fost notat ca BCA.

2.3 Sinteza buretilor nanocompoziti

Suspensiile BC si BCA in apa au fost liofilizate timp de 72 de ore folosind un
echipament FreeZone 2,5 L (Labconco, SUA). Liofilizarea este o metoda ecologica, utilizata
in mare masura in industria alimentara si farmaceutica, fiind o practicd standard in procesarea
industriala a penicilinei, hormonilor, plasmei sanguine si vitaminelor [138, 139]. Buretii BC
si BCA obtinuti (Fig. 1 a) au avut o densitate medie de 0,021 si 0,019 g cm™. Solutiile PHBV
au fost preparate prin dizolvarea pulberii de polimer in cloroform sub agitare magnetica timp
de 90 min la 80 C. Cloroformul este alegerea optima pentru dizolvarea PHB sau PHBV si
este utilizat pe scara larga pentru a obtine scaffolduri sau materiale pentru uz biomedical [140,
141]. Buretii de celuloza au fost imersati in solutiile PHBV (Fig. 1 b) pentru diferite intervale
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de timp si apoi uscati intr-0 etuva cu vid la 40 °C timp de 30 de minute pentru a se indeparta
complet solventul. Pentru impregnare au fost utilizate solutii PHBV cu o concentratie de 0,1,
0,2 si 1%, rezultand bureti nanocompoziti BC si BCA. Acestia au fost notati ca BC/PHBVO0.1,
BC/PHBVO0.2 si BC/PHBV1 si, in mod similar, pentru nanocompozitele BCA.

Capitolul 111
Membrane din acetat de celuloza Tncarcate cu zinc

pentru potentiale aplicatii biomedicale

Rezumat: Acest studiu prezintd sinteza cu succes a membranelor de acetat de celuloza
incarcate cu zinc cu proprietati antibacteriene si potentiale aplicatii biomedicale. Principalul
scop al acestei lucrari a fost obtinerea de materiale hibride prin sinteza in situ a compusilor pe
baza de zinc pe suprafata membranelor polimerice, utilizind o metoda simpla bazatd pe
impregnarea cu sdruri de zinc si precipitare alcalina. Analizele FT-IR si SEM au fost utilizate
pentru a releva caracteristicile morfo-structurale, iar stabilitatea termica a fost investigata prin
TGA si DSC. Gradul de gonflare si proprietatile antibacteriene au fost, de asemenea, studiate
pentru a determina daca membranele obtinute sunt adecvate pentru a fi utilizate in vindecarea

ranilor.
1. Materiale si metode

1.1 Sinteza membranelor hibride

Trei solutii de saruri de zinc au fost preparate prin dizolvarea diferitelor procente (1, 2
s1 5%) de acetat de zinc dihidrat (Lach Ner, Cehia) in apa distilata, sub agitare magnetica la
temperatura camerei. Membranele comerciale de acetat de celuloza (Prat Dumas, Franta) au
fost plasate in vase Petri care contineau 10 ml din solutia corespunzatoare de acetat de zinc sau
apa distilata in cazul probei curate. Hidroxidul de amoniu diluat (28-30%, Sigma Aldrich) a
fost pulverizat uniform peste membrane pentru a initia precipitarea compusilor de zinc si pentru
a asigura deacetilarea acetatului de celuloza, favorizand astfel interactiunile dintre matricea

celulozica si compusii de zinc formati prin precipitare alcalina. Dupa 24 de ore de impregnare,
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membranele modificate au fost uscate la 80°C intr-o etuva de laborator cu vid pentru a

indeparta excesul de umiditate si solventii reziduali.

Capitolul 1V
Membrane din acetat de celuloza functionalizate cu eter

coroana cu potentiale aplicatii in osteointegrare

.....

un candidat extrem de competitiv pentru producerea de membrane polimerice. Cu toate acestea,
pentru cele mai bune rezultate in anumite aplicatii, este necesara modificarea membranei pentru
a minimiza interactiunile nedorite si pentru a introduce noi caracteristici polimerului. Tn acest
studiu, suprafata membranelor comerciale de acetat de celuloza a fost functionalizatd cu eter
4’-aminobenzo-15-coroana-5, folosind o abordare de legare covalentd. Scopul principal a fost
imbunatatirea capacitatii de biomineralizare a membranelor, facandu-le astfel materiale
prospective pentru aplicatii de regenerare osoasd. Mecanismul de reactie propus a fost
confirmat prin analizele XPS si RMN, in timp ce prezenta agentilor de functionalizare in
structura membranelor a fost evidentiata prin spectrele ATR FT-IR si Raman. Efectele
procesului de functionalizare asupra morfologiei, proprietatilor termice si mecanice ale
membranelor au fost studiate prin SEM, TGA si teste de tractiune. Rezultatele obtinute au
aratat cd membranele de acetat de celuloza au fost functionalizate cu succes cu eter coroana si
au oferit o bund iIntelegere a interactiunilor care au avut loc intre polimer si agentii de
functionalizare. Mai mult decat atat, rezultate promitatoare au fost obtinute in timpul studiilor
de biomineralizare Taguchi. Imaginile SEM, cartografierea EDS si spectrele XRD au indicat
faptul ca membranele CA-AB15C5 prezinta 0 capacitate superioara de retinere a ionilor de
Ca?", ceea ce determinid o depunere accentuati de fosfat de calciu pe fibrele polimerice

modificate, comparativ cu membrana CA curata.
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2. Materiale si metode

2.1 Materiale

Membrane comerciale de acetat de celuloza (diametru 47 mm, porozitate 0,45 um) au
fost furnizate de Prat Dumas Franta. Hidroxidul de sodiu (98%, Sigma Aldrich), etanolul (96%,
Chimreactiv), acidul acetic (99%, Chempur), etanolamina (99%, Sigma Aldrich),
glutaraldehida (25%, Sigma Aldrich) si eterul 4'-aminobenzo- 15-coroana-5 (97%, Sigma
Aldrich) au fost utilizate fara purificare suplimentara pentru functionalizarea membranei.
Pentru studiile de mineralizare au fost utilizate clorura de calciu (94%, Roth), acid clorhidric
(37%, Sigma Aldrich), tris(hidroximetil)aminometan (99,8%, Sigma Aldrich) si fosfat disodic

anhidru (99%, Sigma Aldrich). Apa utilizata in toate experimentele a fost apa distilata.

2.2 Functionalizarea suprafetei membranelor cu AB15C5

Prima etapa a constat in deacetilarea partiald a membranelor de acetat de celuloza
folosind o solutie de NaOH 5%. Membranele au fost scufundate in solutia de NaOH timp de
24 de ore la temperatura camerei. Apoi suprafata membranelor a fost functionalizatda cu
etanolamina (6 ore, 40 °C) si glutaraldehida (2 ore, 40 °C); ambele reactii au fost efectuate sub
agitare magnetica in mediu de NaOH. Functionalizarea cu AB15C5 a fost efectuata intr-un
mediu etanolic usor acid, sub agitare magnetica, timp de 2 ore la 40 °C. Dupa fiecare etapa,
membranele au fost clatite bine cu apa distilata pentru a indeparta orice compusi nereactionati.

Probele au fost uscate timp de 72 de ore la temperatura camerei inainte de caracterizare.

2.3 Biomineralizarea membranelor funcrionalizate

Studiile de biomineralizare au fost efectuate folosind metoda de Tnmuiere alternativa
descrisa de Taguchi si colab. [234]. Probele au fost mai intéi incubate intr-o solutie de CaCl>
200 mM la 37 °C timp de 24 de ore. pH-ul solutiei a fost ajustat la 7,4 utilizand HCI si baza
Tris. Apoi, membranele au fost clatite cu apa distilata si incubate pentru inca 24 de ore intr-0
solutie de Na;HPO4 120 mM la 37 °C. Ciclul a fost repetat de doua ori. in cele din urma,
membranele au fost clatite cu apa distilata si uscate timp de 72 de ore la 37 °C Tnainte de

caracterizare.
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Capitolul V

i @

O noua generatie de membrane pe baza de polisulfona s
oxid redus de grafena functionalizat cu eter coroana cu

potentiale aplicatii in hemodializa

Rezumat: Otravirea cu metale grele este o afectiune de sandtate rard cauzata de acumularea de
ioni de metal toxici In tesuturile moi ale corpului uman care poate pune viata in pericol daca
nu este tratatd. In cazul intoxicatiilor severe, hemodializa este metoda cea mai eficientd pentru
0 eliminare rapida a ionilor metalici din fluxul sanguin, prin urmare, dezvoltarea membranelor
de hemodializa cu capacitate superioara de retinere a ionilor metalici prezintd un mare interes
de cercetare. In studiul de fatd, membranele sintetice de polisulfona au fost modificate cu oxid
de grafena redus functionalizat cu eter coroana, un compus organic cu capacitate mare de
complexare a ionilor metalici. Caracteristicile fizico-chimice ale membranelor compozite au
fost determinate prin analizele FT-IR, Raman, XPS si SEM, in timp ce eficienta lor in retinerea
ionilor metalici a fost evaluatd prin analiza ICP-MS. Rezultatele obtinute au aritat ca
stabilitatea termica a oxidului de grafena redus a fost ITmbunatatitd dupa functionalizarea cu
eter coroana si ca prezenta umpluturii carbonice a influentat morfologia membranelor in ceea
ce priveste dimensiunile porilor si grosimea membranei. Mai mult decat atat, capacitatea de
retinere a ionilor de Cu?* din solutia de alimentare sintetici a fost de pani la trei ori mai mare

n cazul membranelor compozite comparativ cu cele curate.
1. Materiale si metode

2.1 Materiale

Polisulfona cu greutate moleculard medie de 35.000 g/mol si forma de pelete a fost
achizitionatd de la Sigma Aldrich (St. Louis, MO, SUA) si utilizata ca polimer de baza in
solutia de turnare a membranei. N,N-dimetilformamida (DMF) cu puritate analitica de 99,8%
a fost achizitionata de la Sigma Aldrich si utilizata ca solvent. Oxidul de grafena redus cu
tetraetilend-pentamind (rGO-NHz) (Nanoinnova) a fost folosit ca umplutura functionala pentru
modificarea membranei. Clorura cianuricd (CC) si eterul 4’-aminobenzo-15-coroana-5 (CE),
utilizate pentru functionalizarea rGO-NH2, au fost obtinute de la Sigma Aldrich. Toate

substantele au fost utilizate asa cum au fost primite, fara purificare prealabila.
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2.2 Functionalizarea rGO-NH; cu CE

Oxidul de grafena redus cu tetractilenpentamina a fost ales pentru acest experiment,
deoarece contine grupari amino (NH?2) foarte reactive la suprafata sa, facilitand astfel procedura
de functionalizare. In primul rand, rGO-NH. a fost dispersat in DMF prin ultrasonare la
amplitudine mica timp de 30 de minute, pe baie de gheatd pentru a preveni supraincalzirea.
Dupa ce s-a obtinut o dispersie uniforma, clorura cianurica a fost adaugatd in amestec sub
agitare magnetica si temperatura a fost setata la 40 °C. Sub influenta temperaturii, atomii de
clor din clorura cianurica reactioneaza cu gruparile amino de la suprafata rGO-NH, formand
legaturi amino. Pentru ca eficacitatea reactiei sa fie ridicata, solutia a fost mentinuta 1n aceste
conditii timp de 2 ore. Ulterior, temperatura a fost crescuta la 70 °C si a fost adaugat eterul
coroand 1n amestec. Mecanismul de reactie dintre eterul coroana si clorura cianurica este
similar cu cel descris anterior, mai precis, gruparile amino din structura eterului coroana
reactioneaza cu atomii de clor din clorura cianurica formand legaturi amino. Mecanismul
teoretic al reactiei de functionalizare este ilustrat in Schema 1. Dupa 2 ore, dispersia a fost
filtrata folosind o0 membrana de teflon (0,4 um diametru al porilor) si uscata intr-o etuva de
laborator cu vid timp de 48 de ore la 40 °C. Pulberea fina, neagra rezultata a fost supusa in

continuare caracterizarii pentru a demonstra ca functionalizarea a avut succes.

2.3 Sinteza membranelor compozite PSF/rGO-NH,-CE

Prima etapa a constat in dizolvarea peletelor de PSF in DMF sub agitare magnetica,
timp de 3 ore la 50 °C pentru a obtine o solutie de PSF de concentratie 12%. Dupa dizolvarea
completa a polimerului, s-a addugat o cantitate micd de rGO functionalizat (1 %) si solutia a
fost ultrasonata timp de 10 minute pe baie de gheatd pentru a asigura o dispersie uniforma a
umpluturii. Ultrasonarea a fost realizata la amplitudine micd pentru a preveni ruperea
legaturilor formate intre oxidul de grafena redus si eterul coroana. Membranele au fost apoi
preparate prin inversare de faza. Procedura de inversare de faza a constat in turnarea solutiei
polimerice racite pe o placa de sticla si scufundarea placii intr-o baie de coagulare care contine
un non-solvent, in acest caz apa distilata. Datorita schimbului de solvent si non-solvent, a avut
loc precipitarea polimerului si s-a format 0 membrand asimetricd. Aceeasi procedura a fost
urmatd pentru prepararea membranei PSF curate si ambele membrane rezultate au fost pastrate

in apa distilata inainte de caracterizare.

21



Materiale polimerice pentru aplicatii in hemodializa si osteointegrare

Capitolul VI

Concluzii generale

In capitolul I este prezentati motivatia alegerii temei pentru aceasta teza, importanta,
noutatea si actualitatea ei, precum si incadrarea acesteia In preocupdrile internationale si
nationale. Este formulata ipoteza de cercetare si sunt evidentiate obiectivele stiintifice pentru
rezolvare 1n cadrul cercetdrii. Este prezentat, pe scurt, continutul lucrarii, cu sublinierea
rezultatelor obtinute. De asemenea, sunt descrise: istoria membranelor polimerice, principiile
din spatele metodei de inversare a fazelor, metodele utilizate pentru optimizarea proprietatilor

si performantelor membranelor si principalii polimeri utilizati in tehnologia membranelor.

In capitolul II este prezentati sinteza si caracterizarea nanocompozitelor pe baza de
celuloza bacteriana functionalizatd si poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat) si se pot

desprinde urmatoarele concluzii:

e Materialele nanocompozite pe baza de PHBV si BC sau BC aminat (BCA) au fost obtinute
folosind o metoda simpla de impregnare.

e Varfurile suplimentare din spectrele FT-IR, observate dupa adaugarea de PHBV, confirma
formarea unei structuri nanocompozite; coroborand aceste rezultate cu imaginile SEM, se
poate spune ca o structura dublu stratificata stabila chimic a fost formata de cei doi polimeri.

e O stabilitate termica Imbunatatita a fost observata pentru BCA/PHBV: temperatura de
degradare de debut a BCA a fost deplasata de la 284 °C in cazul BC pana la 325 °C iar
analiza cinetica a aratat o energie de activare de degradare mai mare pentru BCA/PHBV
comparativ cu PHBV.

e Structura dublu stratificatd a buretilor nanocompoziti BC/PHBV si BCA/PHBV si
hidrofilicitatea scdzutd a acestora a dus la o stabilitate mai mare in mediul fiziologic

simulat, dezintegrarea buretilor nanocompoziti fiind prevenita in timpul gonflarii in mediul

PBS.

In capitolul TII este prezentatd sinteza si caracterizarea membranelor din acetat de
celuloza incarcate cu zinc pentru potentiale aplicatii biomedicale si se pot desprinde

urmatoarele concluzii:

e A fost dezvoltata o metoda usoara de modificare a membranelor de acetat de celuloza

bazatd pe impregnarea cu solutie de saruri de zinc urmatd de precipitare alcalina.
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e Analizele FT-IR, SEM si EDS au evidentiat incarcarea cu succes cu compusi antibacterieni
pe baza de zinc, in special hidroxid de zinc, ioni complecsi de tetraaminezincat si oxid de
zine, si distributia lor omogena in structura membranelor.

¢ Din evaluarile antibacteriene, se poate concluziona ca membranele CA incarcate cu zinc au
o activitate antibacteriand buna Impotriva tulpinilor bacteriene Gram-pozitive si Gram-
negative, un continut mai mare de zinc avand ca rezultat o inhibare mai pronuntatd a

cresterii microbiene.

Tn capitolul IV este prezentata sinteza si caracterizarea membranelor din acetat de
celuloza functionalizate cu eter coroana cu potentiale aplicatii in osteointegrare si Se pot

desprinde urmatoarele concluzii:

e A fost dezvoltata o metoda de functionalizare covalenta a membranelor de acetat de
celuloza cu eter 4’-aminobenzo-15-coroana-5, folosind etanolamina ca agent de modificare
si glutaraldehidd ca moleculd de legatura.

e Varfurile suplimentare prezente in spectrele FT-IR si Raman ale membranelor
functionalizate au confirmat prezenta agentilor de modificare in structura membranelor.

e Succesul reactiei de functionalizare si validarea mecanismului de reactie propus a fost
asigurat de analizele XPS si RMN, mai precis de aparitia unui nou peak C=N la 400,4 eV
in spectrele N1s si a unui varf de carbon aromatic la 285,52. eV in spectrele Cls ale CA-
ABI15CS5, precum si in analiza RMN.

e In urma studiilor de biomineralizare, s-a observat din analizele SEM, EDS si XRD ci
membranele functionalizate au o capacitate superioari de retinere a ionilor de Ca?*, aceasta
determinand o depunere accentuata de hidroxiapatita pe fibrele polimerice modificate

comparativ cu membrana CA curata.

Tn capitolul V este prezentata sinteza si caracterizarea membranelor membrane pe bazi
de polisulfona si oxid redus de grafend functionalizat cu eter coroand cu potentiale aplicatii in

hemodializa si se pot desprinde urmatoarele concluzii:

e In timpul acestui studiu au fost obtinute membrane compozite PSF/rGO-NH.-CE pentru
retinerea metalelor grele. Initial, oxidul de grafena redus a fost functionalizat cu eter
coroand, un compus cu 0 mare capacitate de a complexa ionii metalici.

e S-aobservat cd oxidul de grafena redus functionalizat a avut o stabilitate termica mai mare
datoritd efectului de protectie termicd al inelului benzenic din structura eterului coroana

atasat.
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e rGO-NH,-CE a fost identificabil in structura PSF, aspect confirmat de noile peakuri FT-IR
la1651 cmsi 1735 cm ! atribuite legaturilor N-H si C=0 din structura rGO functionalizat
si, de asemenea, prin prezenta benzilor D (1350 cm™) si G (1580 cm™) in spectrele Raman
ale membranelor compozite.

e Rezultatele obtinute in analiza ICP-MS au aratat cd membranele compozite PSF/rGO-NH>-
CE au prezentat o capacitate de adsorbtie a ionilor metalici de pana la trei ori mai mare in

comparatie cu cele din PSF pur.

Capitolul VII
Contributii originale si realizari stiintifice in domeniul de

cercetare

Cele mai importante aspecte de originalitate sunt:

Utilizarea de poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat) pentru imbunatatirea stabilitatii in

mediul fiziologic a materialelor pe baza de celuloza.

Utilizarea moleculei linker etanolamind ca alternativa rentabila din punct de vedere
economic la aminosilanii utilizati in mod conventional pentru functionalizarea
materialelor pe baza de celuloza si studierea mecanismului de reactie dintre etanolamina

si substratul celulozic.

Dezvoltarea unor metode facile de modificare a materialelor pe baza de celuloza in scopul
conferirii de proprietati antibacteriene si imbunatatire a capacitatii de biomineralizare in

vitro pentru aplicatii in osteointegrare.

Testarea versatilitatii metodelor de modificare dezvoltate prin aplicarea acestora si pentru
un agent de umpluturd (oxid de grafena redus) in scopul cresterii capacitdtii de retentie a

ionilor metalici pentru aplicatii in hemodializa.
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