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REZUMAT EXTINS AL TEZEI DE DOCTORAT

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

Cercetarea si dezvoltarea biopolimerilor au castigat un impuls semnificativ, conduse
de ,chimia verde” si principiile de sustenabilitate care sunt din ce in ce mai adaptate in
industrie. Caracteristicile biopolimerilor, cum ar fi biocompatibilitatea lor, rata de



degradabilitate proiectata cu precizie, procesabilitatea termica, rezistenta relativ ridicata,
toxicitatea scazuta, cristalinitatea controlata si hidrofilitatea au facut biopolimerii extrem de
utili in aplicatii biomedicale.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

chitosan celuloza

Figura 6.1. Structura chitosanului si celulozei

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

Desi biopolimerii cu efect antimicrobian se pot obtine prin modificarea permanenta a
biopolimerilor prin reactii chimice, in aceasta teza de doctorat s-a utilizat o tehnicd de
functionalizare prin impregnare, metoda SIR (Solvent Impregnated Resin), obtinandu-se 135
materiale noi. Aceste materiale sunt obtinute pornind de la doua suporturi: celuloza (CE)
si chitosan (CH), 6 extractati prietenosi cu mediul: (i) saruri cuaternare de amoniu
(bromura de dodecil-trimetil-amoniu (DDTMABr), bromura de tetradecil-trimetil-amoniu
(TDTMABF), clorurda de hexadecil-trimetil amoniu (HDTMACI)), (ii) saruri de fosfoniu
(bromura de dodecil-trifenil fosfoniu (DDTPPBr), bromura de tri n-butil-hexadecil fosfoniu



(HDTBPBr)) si (iii) saruri cu sulf si azot (tiouree (Thio si mercaptobenzotiazol (MBT)).
Rapoartele masice suport:extractant pentru toate materialele studiate sunt: 1:0,012;
1:0,024; 1:0,05; 1:0,075; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,4; 1:0,5. Suplimentar, in cazul
materialelor CH-DDTMABr, CH-TDTMABr, Ch-HDTMACI, intrucat la cel mai mic raport de
functionalizare CH:saruri cuaternare de amoniu = 1:0,012 luat in studiu nu a fost observata
crestere bacteriand, s-au sintetizat materiale cu acesti extractanti la rapoarte masice mai
mici, respectiv 1:0,003; 1:0,006; 1:0,0009.

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

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

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

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

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

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

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

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

- In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea celulzei se poate observa din
micrografiile SEM faptul ca pentru toate materialele obtinute fibrele de celuloza sunt mai
aglomerate in urma functionalizarii. S-a observat ca materialele obtinute au multe fibre
mai subtiri. Cu toate acestea, nu au fost observate diferente structurale majore intre
fibrele de celuloza si materialele obtinute prin functionalizarea celulozei cu extractanti.



Aceasta modificare morfologica este atribuita umflarii si dezintegrarii partiale a fibrelor
celulozice in timpul procesului de modificare a suprafetei, urmata de insertia de fragmente
cu grupari active prezente in extractanti, care acopera suprafata fibrelor. Cu toate
acestea, fibre de dimensiuni micro analoge cu o microstructura de suprafata aspra si in
forma de tija sunt relevate pentru probele pe baza de celuloza microcristaling,
gemonstrénd functionalizarea suprafetei omogena fara variatii mari a morfo suprafetei.

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

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

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

- Din datele privind aria suprafetei specifice, diametrul porilor si volumul total de pori a CE
si a materialelor obtintue prin functionalizarea CE, se poate afirma faptul ca: (i) aria
suprafetei materialelor CE-DDTMABr (0,002 nm) si CE-HDTMACI (0,082 nm) este mai
mica decat a CE (0,091 nm), iar a celorlalte materiale este mai mare (intre 0.168 nm si
5.429 nm); (ii) diametrul porilor materialelor CE-DDTMABr (176 nm) este mai mare decat
a CE (66,0 nm), iar a celorlalte materiale este mai mic (intre 3,08 nm si 36,5 nm); (iii)
volumul total al porilor al materialului CE- DDTMABTr (6,278e-04 cm3/g) este mai mic decat
al CE (2,563e-04 cm3/qg), iar iar a celorlalte materiale este mai mare (intre 2,335e-04
cm3/g si 1,077e-03 cm3/q);

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

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

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

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

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

Eficienta materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu sarurile cuaternare
de amoniu, sub aspect al numarului unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate,
este prezentata in Figura. 6.3., respectiv rata de inhibare atinsa de fiecare material obtinut
in urma functionalizarii este prezentata in Figura 6.4.
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Figura 6.3. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu

Indiferent de sarea cuaternard de amoniu utilizatd pentru functionalizarea CE,
materialele obtinute au prezentat efect antibacterian total incepand cu raportul CE:sare
cuaternara de amoniu = 1:0,1.
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Figura 6.4. Rata de inhibare bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CE cu
saruri cuaternare de amoniu

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

In consecinta, datorita abundentei gruparilor hidroxil pe suprafata CE, este posibila
modificarea cu usurinta a suprafetei CE cu o serie de grupari chimice (N, P sau S), care
imprima proprietati specifice noului derivat format, cu aplicatii variate: materiale



biodegradabile de inaltéd performanta, inginerie biomedicald, industria medicamentelor, ca
agent antimicrobian, cataliza, industria textild, agent floculant in tratarea apelor etc.

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

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

S-au sintetizat prin functionalizarea CH cu aceiasi extractanti, materiale la raporte de
functionalizare diferite, pentru a urmari eficienta materialelor sub aspect al manifestarii
activitatii antimicrobiene.

Astfel, atunci cand au fost testate materialele obtinute prin functionalizarea CH
cu saruri cuaternare de amoniu, CH-DDTMABr, CH-TDTMABr si CH-HDTMACI, s-a
observat crestere bacteriana doar la rapoartele 1:0,003 pana, la 1:0,009, la toate celelalte
rapoarte de functionalizare cresterea bacterianad nefiind observata (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Numarul unitatilor formatoare de colonii bacteriene dezvoltate in cazul materialelor
obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu

In consecintd, rata de inhibare a cresterii bacteriene pentru materialele obtinute prin
functionalizarea Ch cusaruri cuaternare de amoniu a foat maxima pentru rapoartele 1:0,012
pana la 1:0,5.

La rapoartele de functionalizare CH:sare cuaternara de amoniu mai mici, rata de
inhibare a cresterii bacteriene a variat intre 49,41 %, pentru materialul CH-
DDTMABT obtinut la raport CH:DDTMABr=1:0,012 si 92,94% pentru materialul CH-TDTMABr
obtinut la raport | CH-TDTMABr=1:0,009 (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Rata de inhibare bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu
saruri cuaternare de amoniu

La rapoarte mici de functionalizare, pentur materialele CH-saruri cuaternare de
amoniu, efectul antibacterian a fost corelat cu lungimea substituentului alchil al fiecarui
extractant, respectiv cu distanta de la azotul cuaternar pana la scheletul de baza al
chitosanului, data de conformatia acestui brat.

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

Pentru a observa incepdnd cu ce raport de functionalizare se manifesta efectul
antibacterian in cazul materialelor CH-DDTPPBr, am sintetizat raporte 1:0,003 pana la
1:0,009 si s-a confirmat ca efect bactericid total, in cazul acestor materiale, se obtine
incepand cu raportul masic 1:0,012 (Figura 6.12.).
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Figura 6.12. Rata de inhibare bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu
saruri de fosfoniu

Rata de inhibare a cresterii bacteriene pentru materialul CH-DDTPPBr a variat intre
87,06% (raport CH:DDTPPBr=1:0,003) si 95,29% (raport CH:DDTPPBr = 1:0,009), ceea ce
presupune o activitate antibacteriana foarte buna chiar si la utilizarea unei cantitati foarte
mici de extractant.

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

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

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

Rata de inhibare a cresterii bacteriene a crescut proportional cu cresterea raportului
de functionalizare (Figura 6.14.), atingand valoarea maxima (100%) pentru materialul CH-
MBT incepand cu raportul de functionalizare CH:MBT=1:0,3.
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Figura 6.14. Rata de inhibare bacteriana, in cazul materialelor obtinute prin functionalizarea CH cu
saruri cu sulf

La raport de functionalizare CH:Thio=1:0,012 pentru materialul CH-Thio a fost
obtinutd o rata de inhibare a cresterii bacteriene de 31,76%, in timp ce in cazul aceluiasi
material, pentru raportul de functionalizare CH:Thio=1:0,5 s-a atins rata de inhibare de
78,82%. Pe baza acestor rezultate, desi raportul de functionalizare CH:Thio a fost crescut de
50 ori, rata de inhibare abia a crescut de 2,5 ori, ceea ce ne determind sa consideram ca
acest material, CH-Thio are efect mai degraba bacteriostatic si nu bactericid.

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

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

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

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

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

Testele microbiologice de control s-au efectuat utilizand o suspensie bacteriana de
aproximativ 1x10% UFC/mL din tulpini microbiene de referintd (ATCC). Pentru a pune in
evidenta efectul asupra bacteriilor Gram-negative au fost studiate materiale insamantate cu
tulpini de Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, in timp ce
efectul materialelor asupra bacteriilor Gram-pozitive a fost urmarit pe tulpina de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Eficienta acestor materiale, sub aspect al activitatii
antifungice, a fost testatd pe Candida albicans ATCC 10231.

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



in timp ce chitosanul nativ a prezentat efect bactericid usor mai bun asupra bacteriilor Gram-
negative (Figura 6.16 si Figura 6.17).
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Figura 6.15. Rata de inhibare a cresterii bacteriene a materialelor asupra Staphylococcus aureus
ATCC 25923

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

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

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

Toate materialele obtinute prin functionalizarea CH cu saruri cuaternare de amoniu



au prezentat o activitate antibacteriana mai mare, in general, impotriva Staphylococcus
aureus, decat asupra speciei Escherichia coli (Figura 6.15 si Figura 6.17).
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Figura 6.17. Rata de inhibare a cresterii bacteriene a materialelor asupra Escherichia coli ATCC 25922

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

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

Materialul adera puternic la peretele celular bacterian si pe membrana celulara
fungica, deteriordandu-le structura si nepermitand schimbul de elemente nutritive necesare
pentru dezvoltarea microbiana, ceea ce ulterior duce la moartea celulei, si obtinerea efectului
antimicrobian.

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

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

obtinute prin functionalizarea CH)

Materialele obtinute prin functionalizarea CE cu saruri cuaternare de amoniu si saruri



de fosfoniu au aratat o capacitate antibacteriana substantiala impotriva speciilo
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans si Pseudomonas aeruginosa chiar
si la concentratii foarte mici de agent antimicrobian imobilizat la suprafata. Inhibarea cresterii
tulpinilor Staphylococcus aureus, Escherichia coli si Candida albicans a fost obtinuta prin
utilizarea materialelor CE-DDTMABr, CE-TDTMABr si CE-DDTPPBr, indiferent de raportul de
functionalizare testat.

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

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

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

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

In cazul materialelor obtinute prin functionalizarea biopolimerilor cu saruri cuaternare
de amoniu, activitatea antibacteriand a fost dependenta de lungimea lantului alchil care
distanteaza gruparea pendantd a sdrii cuaternare fatd de structura de baza a biopolimerului.

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

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

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

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

Sub aspectul hidrofobicitatii, daca comparam acesti doi extractanti utilizati pentru
functionalizarea materialului suport, se sustine ipoteza conform careia prin cresterea
hidrofobicitatii biocidelor cationice, acestea devin capabile sa interactioneze cu membrana
citoplasmatica.

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

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