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Scopul acestui studiu este de a obtine si testa hidrogeluri pe baza de chitosan ce
contin nanoparticule anorganice metalice si oxidice (Ag si ZnO) dar si compusi naturali
precum Acidul Usnic — AU. Daca hidrogelurile au rolul principal de a asigura vindecarea
ranilor rolul nanoparticulelor si a acidului usnic este acela de a potenta activitatea
antimicrobiand a hidrogelurilor, stiut fiind faptul ca unii polimeri, si In special chitosanul,

manifesta si activitate antimicrobiana.

Beneficiile aduse in cadrul acestui studiu sunt legate de sintetiza, caracterizarea
si evaluarea hidrogelurilor (multi)functionale, pe baza de chitosan/NP/AU cu efect
antimicrobian, care sa faciliteze vindecarea plagilor cutanate. Utilizarea hidrogelurilor cu
chitosan alaturi de cele cu colagen este considerata in prezent una dintre strategiile cele
mai eficiente in tratamentul plagilor, acestea avand avantajul ca favorizeaza vindecare
ranilor prin mentinerea unor parametri optimi de umiditate si aerare, iar nanoparticulele
anorganice metalice si oxidice alaturi de acidul usnic prezinta avantajul tratamentului
infectiilor sau prevenirea aparitiei acestora avand numeroase aplicatii in domeniul

biomedical si industria farmaceutica.

1. Introducer

Infectia bacteriand raméne una dintre cele mai grave complicatii pentru sanatate
umana si poate duce la moarte in unele cazuri grave [1]. Previziunile sumbre in domeniu
sunt legate de evolutia incidentei si severitatii acestor infectii estimandu-se ca, in 2030
mortalitatea indusa de infectiile cu tulpini rezistente sd depaseasca mortalitatea cauzata
de cancer. Acesta este motivul principal pentru care cercetarile in domeniu s-au
intensificat extrem de mult, directiile de cercetare fiind dezvoltarea de noi principii active
dar si dezvoltarea de rute de administrare mai eficiente. Din acest motiv, au fost depuse
eforturi ample, sustinute pentru gasirea de noi antibiotice cu toxicitate redusa raportata la
celula gazda si un spectru larg Impotriva unei largi diversitdti de agenti patogeni care sa
nu induca rezistentd. Numai agentii antimicrobieni si peptidele singure suferd de
toxicitate ecologica, activitate antimicrobiand pe termen scurt si instabilitate si degradare
proteolitica. Pentru a depasi astfel de dezavantaje, agentii antimicrobieni sunt deseori

incorporati fizic sau conjugati chimic cu polimeri biocompatibili, cum ar fi hidrogelurile,



avand drept scop sporirea eficacitatii si specificitatii lor antimicrobiane, reducerea
citotoxicitatii lor, prelungirea biostabilitatii si biodisponibilitatii si, nu in ultimul rand, a
promovarii altor proprietati fizico-chimice biomimetice [1].

Hidrogelurile reprezinta o clasa de materiale moi, de origine sintetica si / sau
naturala, de interes deosebit pentru aplicatii biomedicale cum ar fi ingineria tisulara,
medicina regenerativa si Sistemele cu eliberare controlata de substante biologic active [2-
12] datorita proprietatilor lor fizice, chimice si biologice compatibile cu cele ale tesuturi
biologice [13-17]. Hidrogelurile sunt reticulate fizic sau chimic cu agenti naturali sau
sintetici cu formare de retele tridimensionale (3D), care pot fi turnate in diferite forme si
sa retind cantitdti mari de apa (pana la 4000% raportata la greutatea lor uscata), desi nu
sunt hidrosolubile. Proprietatile lor de retinere a apei apar in principal din prezenta
gruparilor hidrofile, cum ar fi gruparile amido, amino, carboxil si hidroxil, in lanturi de
polimeri; gradul de gonflaree depinde de compozitia polimerului, porozitate si, in plus, de
densitatea si natura agentului de reticulare. Continutul de apa al hidrogelurilor creeaza o
structura foarte poroasa, moale si elastic consistenta si o tensiune inter faciald scazutd in
contact cu apa sau cu fluide biologice. Aceste caracteristici fac proprietatile hidrogelului
mai apropiate de cele ale tesuturilor biologice decat orice alt biomaterial sintetic.
Hidrogelurile cu proprietiti antimicrobiene s-au obtinut utilizdnd strategii diferite
(descrise in sectiunile urmatoare) care pot fi rezumate in doud metodologii principale
[18]. O prima metodologie implica utilizarea unor suporturi nativ antimicrobiene in timp
ce altele implicd incarcarea acestora cu substante antimicrobiene. Hidrogelurile pot fi
folosite ca suporturi pentru incarcarea moleculelor antimicrobiene, asa cum este prezentat
in Tabelul 1. Acestea pot fi de natura diferita, cum ar fi nanoparticule (de obicei, aur sau
argint), antibiotice sau alti agenti antimicrobieni. O atentie deosebitd revine utilizarii

agentilor naturali.



Tabel 1: Aplicatii ale diferitelor tipuri de hidrogeluri [1]

Hidrogeluri Aplicatii REF.
Hidrogeluri Nanoparticule de Ag Pansamente pentru rani si acoperiri de suprafata | [19]
antimicrobiene | Nanoparticule de Au Pansamente pentru plagi [20, 21]
incdrcate CU: Antibiotice Pansamente pentru rani si acoperiri pentru | [22]
implanturi

Agenti antimicrobieni Pansamente pentru rani si acoperiri de suprafata | [21, 23]
Hidrogeluri Peptide Pansamente pentru rani si acoperiri de suprafata | [24]
inerente active | Chitosan Pansamente pentru rani si acoperiri de suprafata | [25]
pe baza de: si utilizari chirurgicale

Polimeri sintetici Pansamente pentru rani si acoperiri de suprafata | [26]

Hidrogelurile pot fi proiectate pe baza materialelor care prezinta activitate
antimicrobiana intrinseca [27]. Cele mai relevante exemple de materiale antimicrobiene
folosite pentru fabricarea hidrogelurilor includ peptidele antimicrobiene, chitosanul sau
polimerii sintetici cu grupe functionale antimicrobiene de tipul gruparilor cuaternare de
amoniu, N-halamine, etc.)[28].

Chitosanul este o polizaharida liniara, semicristalina compusa din (1 — 4) -2-
acetamido-2-deoxi-pB-D-glucan  (N-acetil D-glucozamind) deoxi-p-D-glucan (D-
glucozamina) [29]. Structura acestui polimer este ilustrata in figura 1. Ca atare,
chitosanul nu este prezent in mod extensiv in mediu - totusi, el poate fi usor derivat din
deacetilarea partiald a unui polimer natural: chitina (figura 2).

Gradul de deacetilare (DD) al chitosanului, care indica numarul de grupe amino
de-a lungul lanturilor, se calculeaza ca raportul dintre D-glucozamind si suma D-
glucozaminei si N-acetil D-glucozaminei. Pentru a fi numit "chitosan”, chitina
dezacetilata trebuie sa contina cel putin 60% din reziduurile de D-glucozamina [30, 31]
(care corespunde unui grad de deacetilare de 60). Deacetilarea chitinei se realizeaza prin
hidroliza chimica in conditii alcaline severe sau prin hidrolizd enzimatica in prezenta

unor enzime specifice, printre care deacetilaza chitinei [32-34].

1.1. Chitosanul (CH)
Chitosanul este netoxic, biocompatibil si biodegradabil. Se utilizeaza in livrarea
de medicamente, sistemele de eliberare celulard si ortopedie, vindecarea ranilor,
oftalmologie, farmacii si vindecarea osului[35]. Prezinta activitate antimicrobiana

impotriva bacteriilor, fungiilor si drojdiilor. Este hipoalergenic, are proprietati




hemostatice asigurand o coagulare rapida a sangelui, actioneaza ca fixator de grasime
prin legarea la lipidele alimentare. Chitosanul posedd, de asemenea, alte activitati
biologice ce includ proprietati bacteriostatice si fungistatice care sunt utile pentru
tratamentul deschis al ranilor[36].

S-a demonstrat cd proprietdtile antifungice ale chitosanului pot fi influentate de un
numar de factori cum ar fi greutatea moleculara, taria ionica si pH-ul mediului de
dizolvare. De asemenea, in functie de starea fizicd, chitosanul poate avea proprietéti
antimicrobiene foarte diferite, cum ar fi daca chitosanul este prezent sub forma de filme,
hidrogeluri, acoperiri, in solutie sau ih combinatie cu alte materiale [37].

De-a lungul timpului, au fost propuse diferite teorii pentru a explica mecanismul
de actiune prin care chitosanul isi manifesta activitatea antimicrobiana si antifungica [38].
Desi mecanismul exact nu a fost inca elucidat, ipoteza de scurgere intracelulara este larg
acceptatd [38-40]. In acest mecanism au loc interactiuni intre moleculele de chitosan
incarcate pozitiv si suprafata celulei bacteriane incarcata negativ. Aceste interactiuni
conduc la permeabilitatea membranei modificate, la intreruperea membranei microbiene
si, ulterior, la scurgerea proteinelor si a altor constituenti intracelulare [37, 38, 41] care
cauzeaza moartea celulelor [38, 42, 43]. La concentratii mai mici de 0,2 mg / ml,
incarcatura pozitivda a chitosanolilor scade, chitosanul incarcat pozitiv se leagd de
suprafata bacteriand incarcatd negativ pentru a provoca aglutinarea, in timp ce la
concentratii mai mari, numdrul sarcinilor pozitive ale suprafetei bacteriene este mai mare,
pentru a le mentine in suspensie [38].

De asemenea, s-a demonstrat experimental cd activitatea antimicrobiana a
chitosanului este limitati la conditiile acide. In cazul unui pH neutru, are loc pierderea
incarcarilor pozitive ale gruparilor amino din structura chitosanului, si prin urmare
restrictioneaza utilizarea chitosanului ca agent antimicrobian la pH neutru [38, 43].

Du si colab. [44] au demonstrat ca proprietatile antimicrobiene si antifungice ale
chitosanului au fost imbunatatite prin incarcarea chitosanului cu diferite metale Ag, Cu,
Au si oxizi metalici ZnO, TiO.. Dintre toate metalele antimicrobiene, argintul este bine
cunoscut pentru eficienta sa importanta la o gama largd de microorganisme, pe langa
unele avantaje de prelucrare, cum ar fi stabilitatea la temperaturi ridicate si volatilitatea

scazuta [45].



In plus fatd de acestea, nanoparticulele de aur si nanoparticule de oxid de zinc au
evidentiat, de asemenea, proprietati antibacteriene excelente [46, 47]. Un studiu
comparativ a fost raportat de Herndndez-Sierra si colab. [46] in care atat proprietatile
bactericide cat si bacteriostatice ale nanoparticulelor de argint, oxid de zinc si
nanoparticule de aur au fost investigate asupra tulpinilor S. mutans. In ciuda proprietatilor
bune ale celor trei nanoparticule studiate, autorii au evidentiat un efect antimicrobian mai
mare impotriva S. mutans atunci cand se utilizeaza nanoparticule de argint. Astfel, au fost
necesare concentratii mai scazute decat in cazul nanoparticulelor de aur sau de oxid zinc.
Acesta este un factor important care ar permite atingerea unei toxicitati reduse.

Atéat hidrogelurile sintetice cat si cele naturale au fost folosite ca suport pentru
incorporarea nanoparticulelor [48]. De exemplu, au fost obtinute hidrogelurile sintetice
incarcate cu nanoparticule metalice pornind de la poli (N-vinil pirolidona) (PVP) [49],
alcool poli(vinilic) (PVA) [50] sau acidul poli (acrilamida-co-acrilic) [51]. Polimerii
naturali, cum ar fi gelurile naturale pe baza de chitosan, colagen, alginat [52, 53], au fost
de asemenea utilizati pentru a incapsula nanoparticule de argint.

Au fost raportate diferite metodologii care Incorporeazd nanoparticule cu
proprietdti antibacteriene n cadrul unui hidrogel care este cel mai important in ceea ce

priveste urmatoarele[1].

1.1.1. Formarea hidrogelului in prezenta nanoparticulelor

Aceasta metodologie, utilizatd de Yu si colab. [49] se bazeaza pe incorporarea
nanoparticulelor in hidrogeluri prin utilizarea ciclurilor de inghet-dezghet. Acestia au
descris prepararea hidrogelurilor de alcool polivinilic / poli (N-vinil pirolidona) (PVA-
PVP) purtand nanoparticule de argint utilizand aceasta abordare. Aceastd metodologie a
permis fabricarea de hidrogeluri fara agregarea semnificativa a nanoparticulelor de argint.
Mai mult, Travan si colab. [54]au realizat incorporarea NPs de argint in intr-o solutie
polizaharidica derivata din chitosan bioactiv. Aceasta solutie este un chitosan substituit
cu lactoza, 1-deoxilatil-1-il chitosan, numit "Chitlac". Odata ce nanoparticulele au fost
dispersate in solutia Chitlac, aceasta din urma a fost amestecata cu o solutie de alginat,
formand astfel hidrogelul final. Rolul polizaharidelor ramificate Chitlac este crucial in

formarea si stabilizarea NPs de argint.



1.1.2. Fabricarea simultana a hidrogelurilor si a nanoparticulelor

Fullenkamp si colab. [55] au folosit aceasta strategie pentru fabricarea unui
hidrogel antibacterian care elibereaza argint. In strategia prezentati in Figura 8,
hidrogelul antibacterian permite simultan formarea nanoparticulelor de argint si
reticularea gelului. Tn acest scop, s-au sintetizat polimeri polietilenglicol (PEG) solubili in
apa care contin grupari reactive de catechol. Azotatul de argint (precursorul
nanoparticulelor de argint) oxideaza grupele catechol conducand la reticulare covalenta.
Interesant, aceastd oxidare si, prin urmare, formarea hidrogelului se produc simultan cu
reducerea Ag (1). Hidrogelurile rezultate au aratat ca inhiba cresterea bacteriilor, fara a
afecta Tn mod semnificativ viabilitatea celulelor.

Tn plus, Gonzalez-Henriquez si colab. [56, 57] au generat, de asemenea,
nanoparticule in situu Tncorporate intr-o matrice de hidrogel care actioneaza ca un
container si stabilizator In timpul formarii nanoparticulelor. Aceastd metodd a fost
realizatd utilizind AgNOs ca sursd de argint. in plus, pentru sinteza hidrogelului s-au
utilizat ~ monomerul  hidroxietilmetacrilat ~(HEMA), agentii de reticulare
dietilenglicolmetacrilat (DEGDMA) si diacrilatul de polietilenglicol (PEGDA) si un
fotoinitiator (Irgacure 651 sau 2959). Amestecul de reactie a fost iradiat cu o lampa UV
la 365 nm, facilitind formarea simultana a hidrogelului si a nanoparticulelor de Ag.
Aceasta procedura sporeste stabilitatea NPs de argint si imbunatiteste de asemenea
dispersia acestora. Analizele cantitative arata ca anumite tipuri de hidrogel prezinta o
proprietate biocida importanta, prin reducerea a 99,9% din bacteria E. coli.

n concluzie, independent de abordarea de fabricare utilizata (descrisd mai sus),
trebuie luate in considerare douad aspecte cruciale in prepararea hidrogelurilor
antimicrobiene care utilizeazd nanoparticule. Primul aspect implica dispersia
nanoparticulelor. Tmbunatitirea dispersiei nanoparticulelor este asigurata de modificarea
suprafetei nanoparticulelor si o dispersie spatiald mare pentru a evita aglomerarea
particulelor metalice. Ca rezultat, interactiunile dintre hidrogel si nanoparticule sunt
imbunatatite, sporind interactiunea materialului cu mediul sdu inconjurator, unde sunt
localizate bacteriile [58]. Al doilea aspect important care necesitd o analiza este

citotoxicitatea asociatd cu nanoparticulele utilizate. Diferitele alternative raportate



urmaresc reducerea citotoxicitatii nanoparticulelor la celulele mamifere, mentinand in
acelasi timp activitatea antimicrobiana. Das si colab. [59] au propus utilizarea

contraionului hidrogelurilor hidrofilici cu incarcare pozitiva.

1.1.3. Nanoparticule de Ag (NPAQ)

Inca din antichitate, nanoparticulele de Ag au fost utilizate ca agent antibacterian
datorita efectului puternic inhibitor asupra bacteriilor si fungilor. De-a lungul timpului o
atentie deosebita s-a acordat asupra studiului proprietatilor antimicrobiene ale
nanoparticulelor de argint fiind directia cea mai studiatd, din punct de vedere al
aplicatiilor biomedicale scopul fiind acela de a obtine un efect bactericid puternic
utilizand o cantitate minima de nanoparticule de Ag [60-64].

Mecanismul antimicrobian al acestor structuri asupra organismelor patogene nu a
fost inca pe deplin elucidat, insa datele de literaturd mentioneaza trei posibile mecanisme:
(1) AgNPs interactioneazad puternic cu structurile bogate in sulf si fosfor ale membranei
microbiene (datorita afinitatii ridicate pentru structuri incarcate electric negativ); (ii)
AgNPs cauzeazad dislocarea ionilor vitali din structura membranei microbiene (datoritd
mecanismelor concurente caracteristice proteinelor intra-/trans-membranare); (iii)
prezenta AgNPs favorizeaza aparitia stresului oxidativ, datorita formarii speciilor reactive
de oxigen[65].

De asemenea, considerand versatilitatea proceselor de sinteza, nanoparticulele de
Ag pot fi inglobate sau depuse pe suprafata unei game largi de materiale (compozite sau
hibride organice sau anorganice) in scopul inducerii de proprietati anti-microbiene (efect
biostatic sau biocid, potential anti-aderent sau inhibitor al biofilmului microbian).
Conform datelor de literatura, sinteza nanoparticulelor de argint se poate face utilizand
metode fizice, chimice cat si biologice.

1.2. Nanoparticule de ZnO (NPZnO)

Datorita proprietatilor fotocatalitice deosebite dar si a proprietatilor
antimicrobiene si antiseptice deosebite nanoparticulele de ZnO au fost utilizate cu succes
intr-o serie vasta de potentiale aplicatii medicale[66-68]. Oxidul de zinc este utilizat cu

succes ca agent de protectie solara, in lotiuni sau creme pentru tratarea acneei sau a



infectiilor fungice, iar efectul pe care ZnO 1l are in epitelizarea pielii, precum si
proprietdtile antibacteriene, il recomanda ca pansament pentru rani.

Reddy si colab.[68] au studiat toxicitatea nanoparticulelor de ZnO fata de diferite
bacterii gram - negative (E. coli), gram-pozitive (S. aureus), si fungi prezentand o
inhibare completa a cresterii E. coli la concentratii > 3,4 mM, si S. aureus a fost la
concentratii > 1 mM. Aceste observatii au confirmat natura toxica a nanoparticulelor de
Zn0O pentru diferite sisteme bacteriene, ceea ce dovedeste posibilitatea aplicarii metodei
inclusiv pentru hidrogeluri cu activitate antibacterianad. Padmavathy si colab.[69] au
raportat sinteza de nanoparticule de ZnO cu diferite dimensiuni si au investigat activitatea
antibacteriand a acestora. A fost inregistratd o bioactivitate imbunatatita pentru
particulele cu dimensiuni mai scazute, comparativ cu particulele grosiere. De asemenea,
s-a observat ca nanoparticulele de ZnO obtinute au fost mai abrazive decét cele din
comert, generand o deteriorare mecanicd mai mare a membranei celulare si imbunétatind
efectul anti-bacterian al ZnO. Deasemenea, este folosit in creme utilizate in tratarea
diverselor dermatite, iritatiilor cauzate de scutece, contra basicilor sau inflamatiilor si
ranilor deschise, deoarece nanoparticulele de ZnO nu penetreaza celulele pielii viabile, ci
raman pe stratul exterior al pielii intacte (stratum corneum) cu toxicitate sistemica scazuta

[24] favoriz&nd vindecarea ranilor.

1.3. Acidul Usnic (AU)

Substanta chimica organica cunoscut si sub denumirea de dibenzofuran care se
regaseste in mod natural in mai multe specii de licheni, poate fi extras si din planta Laba
Ursului. Este utilizat cu succes in medicina, parfumerie, produse cosmetice. Acidul usnic
poseda 0 gama larga de proprietati: este un puternic antibiotic eficient impotriva
bacteriilor Staphylococcus, Streptococcus si Pneumococul, Mycobacterium tuberculosis.
Prezinta proprietati antivirale, antiprotozoare, antimicotice, antiinflamatorii si analgezice.
Este folosit cu succes in creme, pudre, paste de dinti, apa de gura, deodorante, sampoane

si produse de protectie solara fiind utilizat ca ingredient activ, in altele - ca un conservant.
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STUDIU EXPERIMENTAL

2. Materiale si metode

Toate substantele chimice: chitosan (Aldrich Chemistry), acid acetic glacial —
CH3COOH - (Silal Trading), acid usnic - CigHisO7 (Roth), acetat de zinc -
C4Hs04Zn*2H,0 (Sigma Aldrich), azotat de argint — AgNOs (Sigma Aldrich), au fost
utilizate fara purificare.

Spectrele in infrarosu (FTIR) au fost inregistrate cu ajutorul unui spectrometru
Nicolet iS 50 FT-IR, echipat cu un detector DTGS care furnizeaza informatii cu o
sensibilitate ridicatd in intervalul 4000 cm ! panid la 100 cm™ si o unitate ATR cu
diamant. Spectrele au fost realizate in modul iS50 ATR n intervalul 40-4000 cm™ cu o
rezolutie de 4 cm™. Microscopia electronici de baleaj (SEM) a fost realizati utilizand un
dispozitiv QUANTA INSPECT F SEM, cuplat cu un detector EDS (spectrometru de
dispersie a energiei) si cu un tun de emisie de camp (FEG), a carui rezolutie este de

1,2nm.

2.1. Prepararea nanoparticulelor antibacteriene prin electrospinning

2.1.1. Sinteza si caracterizarea materialelor compozite CH 1%

Solutia de chitosan a fost preparata prin dizolvarea a 1,049 g de chitosan intr-0
solutie apoasa de acid acetic (100 ml acid acetic cu 50 ml apa distilatd sub agitare
continua timp de 12 ore, la temperatura camerei.

Solutia de chitosan obtinuta a fost depusa pe hartie de copt utilizand o un sistem
injectomat ce actioneaza o seringa avand un ac de calibru 21. Conditiile de lucru in care
s-au obtinut materialele au fost urmatoarele: tensiunea de accelerare 11.06 kV, puterea de
incélzire a probei de 0.506kW, timpul de depunere 60 minute, debitul solutiei de 10 ml/h,

obtinandu-se filme de 80 mm latime, viteza de rotatie a tamburului este de 140 rpm, iar
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viteza de baleiere a acului este de 40 mm/s. Anodul alimentarii cu tensiune a fost conectat
cu varful seringii si catodul atasat la placa acoperitd de hartia de copt pe care s-au depus
fibrele electrofilate. Materialele obtinute au fost ulterior uscate, sub vid, la 60 °C peste
noapte pentru a indeparta acidul acetic si apa eventual ramas dupa electrospinning.

Pentru stabilirea conditiilor de depunere optime au fost realizate mai multe
incercari in timpul cdrora au fost variati diversi parametrii de depunere: viteza de

depunere, tensiunea, temperatura de lucru si durata depunerii.

2.1.2. Sinteza si caracterizarea materialelor compozite CH 1% / NPZnO 1%

Materialele compozite de tip CH1%/NPZnO 1% au fost preparate prin dizolvarea
a 1,049 g de chitosan si 0.0234g (CH3COO)Zn intr-o solutie apoasa de acid acetic (100
ml acid acetic cu 50 ml apa distilata sub agitare continud timp de 12 ore la temperatura
camerei.

Solutia astfel obtinutd a fost depusa pe hartie de copt in aceleasi conditii in care
au fost obtinute si materialele pe baza de chitosan 1%. Dupa depunere, filmul obtinut a
fost introdusa in solutie de NaOH 5N pentru obtinerea nanoparticulelor de ZnO si ulterior
spalate cu apa pentru indepartarea solutiei de NaOH in exces de pe suprafata membranei.
Materialele obtinute au fost uscate sub vid la 60 © C peste noapte pentru a indeparta

acidul acetic si apa eventual ramas dupa electrospinning

2.1.3. Sinteza si caracterizarea materialelor compozite CH 1%/AU 1%

Materialele compozite de tip CH1% /AU1% au fost preparate prin dizolvarea a
1,049 g de chitosan si 0.01 Acid usnic intr-o solutie apoasa de acid acetic (100 ml acid
acetic cu 50 ml apa distilata sub agitare continua timp de 12 ore la temperatura camerei.
Solutia astfel obtinuta a fost depusd pe hartie de copt in aceleasi conditii in care au fost

obtinute si materialele pe baza de chitosan 1%.

2.1.4. Sinteza si caracterizarea materialelor compozite CH1%/NPZnO1%/UA1%
Materialele compozite de tip CH1%/NPZnO1% /UA1% au fost preparate prin
dizolvarea a 1,049 g de chitosan, 0.0236g (CH3COO)2Zn si 0.01g Acid usnic intr-0

solutie apoasa de acid acetic (100 ml acid acetic cu 50 ml apa distilatd sub agitare
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continua timp de 12 ore la temperatura camerei. Solutia astfel obtinuta a fost depusa prin
electrospinning pe hartie de copt in aceleasi conditii in care au fost obtinute si materialele
pe baza de chitosan 1%. Dupa depunere, membrana obtinuta a fost introdusa in solutia de
NaOH 5N pentru obtinerea nanoparticulelor de ZnO si ulterior spalate cu apa pentru
indepartarea solutiei de Na OH dupa suprafata membranei. Materialele obtinute au fost
uscate sub vid la 60 ° C peste noapte pentru a indeparta acidul acetic si apa eventual

ramas dupa electrospinning.

2.1.5. Sinteza si caracterizarea materialelor compozite CH1%/NPAg 1%

Materialele compozite de tip CH/ NP CH 1% / NPAg 1% au fost obtinute prin
dizolvarea a 1.0049g chitosan in100 ml suspensie de acid acetic si NPAg (150 ml acid
acetic si 75 ml suspensie coloidala de Ag) sub agitare la temperatura camerei timp de 12
ore. Solutia astfel obtinuta a fost depusa pe hartie de copt in aceleasi conditii in care au
fost obtinute si materialele pe baza de chitosan 1%. Materialele obtinute au fost uscate
sub vid la 60 ° C peste noapte pentru a indeparta acidul acetic si apa eventual ramas dupa

electrospinning

2.1.6. Sinteza si caracterizarea materialelor compozite CH1%/NPAg1%/UA1%

Materialele compozite CH1%/NPAg1%/UA1% au fost obtinute prin dizolvarea a
1.0049g chitosan si 0.01 AU in100 ml suspensie de acid acetic si NPAg (150 ml acid
acetic si 75 ml suspensie coloidala de Ag) sub agitare la temperatura camerei timp de 12
ore. Solutia astfel obtinuta a fost depusa pe hartie de copt in aceleasi conditii in care au
fost obtinute si materialele pe baza de chitosan 1%. Materialele obtinute au fost uscate
sub vid la 60 ° C peste noapte pentru a indeparta acidul acetic si apa eventual rdmas dupa
electrospinning

Materialele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabel 2.
Codificarea probelor Continut Continut Continut | Continut
de chitosan | de usnic acid | de ZnONP | de AgNP
CH1% 1% - - -
CH1% / AU1% 1% 1% - -
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CH1% /NPZnO1% 1% - 1% -
CH1%/ NPZnO1%/AU1% 1% 1% 1% -
CH1% /NPAQ1% 1% 1% - 1%
CH1%/ NPAQ1%/AU1% 1% 1% - 1%

2.3. Testarea activitatii antimicrobiene
Tulpinile utilizate pentru acest studiu au fost obtinute din colectia de tulpini a

Laboratorului de Microbiologie, Facultatea de Biologie, Universitatea din Bucuresti.

2.3.1. Metode calitative de testare

Metoda disc-difuzimetrica adapatata

Testul utilizeaza metoda difuzimetrica adaptata (conform recomandarilor CLSI,
2015). Pe suprafata mediului Mueller Hinton (fara glucoza) agarizat 2% (pH = 7.2 - 7.4)
(pentru speciile bacteriene), respectiv a mediului Sabouraud agarizat cu adaus de
cloramfenicol (pentru speciile levurice), cu grosimea de 4 mm repartizat in placi Petri (&
=10 cm) s-a insamantat “in panzd” un inocul standardizat reprezentat de o suspensie de
celule microbiene realizata in apa fiziologica sterila (AFS) din culturi de 18-24 h cu
densitate standard de 1,5 x 108 UFC/ml ajustati nefelometric cu etalon McFarland 0,5
(pentru celulele bacteriene), respectiv densitate de 3 x 108 UFC/ml ajustata nefelometric
cu etalon McFarland 1 (pentru celulele levurice). Culturile microbiene de 18-24 h se
obtin prin insamantarea tulpinilor studiate pe mediu solid TSA (Tripticase Soy Agar),
respectiv. YPG (Yeast Pepton Glucose). Ulterior, la suprafata mediului insamantat in
panza se dispun esantioanele de testat (taiate sub forma unor discuri cu diametrul de
6mm). Placile sunt incubate timp de 16-18h la 37°C pentru a permite dezvoltarea
microorganismelor si difuzia libera a compusilor activi din materialele testate.
Rezultatele se interpreteaza prin evaluarea dimensiunii diametrelor zonelor de inhibitie a

cresterii.

2.3.2. Metode cantitative de testare

Cresterea microorganismelor planctonice in prezenta materialelor

14



Pentru testarea efectului materialelro obtinute asupra cresterii microorganismelor
in mediu lichid (culture planctonice), materialele obtinute au fost taiate la dimensiunile
de 1cm/lcm si sterilizate prin expunere la radiatii UV timp de 20 min pe fiecare parte.
Cate un fragment de material steril a fost depus individual intr-un godeu al unei placi cu 6
godeuri sterile. Peste materialele depuse, in godeuri s-au adaugat 2 mL mediu lichid
(bullion simplu pentru bacterii si YPG lichid pentru levuri) si ulterior 50 pL suspensie
microbiana de densitate 0.5 McFarland (bacterii) sau 1McFarland (levuri). Placile cu 6
godeuri astfel pregatite, au fost incubate le 37°C timp de 24h. Dupa expirarea timpului de
incubare 200uL din suspensiile microbiene obtinute au fost trasferati in placi cu 96
dogeuri sterile si turbiditatea culturilor microbiene a fost masurata spectrophotometric la
600nm.

Evaluarea formarii de Biofilme — material solid functionalizat

Pentru testarea efectului suprafetelor obtinute asupra producerii de biofilme,
materialele obtinute au fost taiate la dimensiunile de 1cm/1cm si sterilizate prin expunere
la radiatii UV timp de 20 min pe fiecare parte. Cate un fragment de material steril a fost
depus individual intr-un godeu al unei placi cu 6 godeuri sterile. Peste materialele depuse,
in godeuri s-au adaugat 2 mL mediu lichid (bullion simplu) si ulterior 50 uL suspensie
microbiana de densitate 0.5 McFarland. Placile cu 6 godeuri astfel pregatite, au fost
incubate le 37°C timp de 24h. Dupa incubare materialele au fost spalate cu AFS si mediul
a fost schimbat, pentru dezvoltarea biofilmelor dezvoltate pe acestea. Placutele au fost
incubate pentru diferite perioade de timp (24, 48 si respective 72h). Dupa expirarea
fiecarei perioade de incubare luate in calcul, esantionul pe care s-a dezvoltat biofilmul a
fost spalat cu AFS si depus intr-un tub steril intr-un mL AFS. Tubul a fost vortexat
energic timp de 30 sec si sonicat 10 sec pentru desprinderea celulelor din biofilm.
Suspensia celulara obtinuta a fost diluata si diferite dilutii au fost insamantate pe placi cu
mediu de cultura solidificat in vederea obtinerii si cuantificarii numarului de unitati

formatoare de cololonii.
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3. Rezultate si discutii
Materialele compozite obtinute au fost caracterizate atat din punct de vedere
structural cu ajutorul spectroscopiei in infrarosu (IR) cat si morfologic cu ajutorul

microscopiei de baleiaj.

3.1 IR

In spectrul Ir al materialelor pe baza de chitosan 1% (figura 1) benzile sunt in
general mari datorita caracterului macromolecular al compusului si datoritd numeroaselor
legaturi intermoleculare de hidrogen[70].

Astfel, in spectrul chitosanului au fost identificate benzile caracteristice gruparii
amidice, datorate vibratiilor v(—~C=0) (amida 1) la 1650 cm™ si §(C-N) (amida II) la
lungimea de 1568 cm™. Totodati, in regiunea 3 320 — 3400 cm™ s-a identificat o banda
larga atribuitd vibratiei de valentd a gruparilor OH alcoolice dar si a vibratiilor de
intindere a gruparilor vs(N-H).

De asemenea, au fost identificate urmatoarele benzi caracteristice gruparilor din
structura chitosanului:

- banda de la 2867 cm ™ este caracteristica vibratiilor de intindere a grupirilor v(—CHs)

- banda de la 1417 cm* este caracteristica vibratiilor de deformare a grupérilor (OH).

- banda de la 1372 cm™ (chitosan) este caracteristica vibratiilor de deformare a
gruparilor 6(—CHy).

- banda de la 1318 cm* este caracteristica vibratiilor de deformare a grupdrilor (-CHs)

(amina I11), ® (-CH2)n.

- banda de la 1152cm™ este caracteristica gruparilor (C=0) din puntile de oxigen
rezultate in urma deacetilarii chitosanului.

- banda de 121060 cm™ caracteristica vibratiilor de intindere a gruparilor v(C=0) din
legaturile C—-O-H, C—O-C and CH2CO.

-banda de 1a 892 cm™ este caracteristica gruparilor o(C—H) din structura polizaharidei

Din spectrele IR (figura 1) inregistrate pe materialele compozite pe baza de
CH1% si CH1%/NPZnO1%, se observa ca banda larga atribuita vibratiei de valenta a
grupdrilor OH alcoolice s-a deplasat la valori mai mici, ceea ce indica interactiunea dintre

acesta grupare si ZnO [36, 71].
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De asemenea, se observa o scadere a intensitatii benzilor din jurul valorilor 1151,

si 1060 cm™, corespunzitoare v(O-H) vibrational, sugerand existenta unor interactiuni

Tntre chitosan si oxidul de zinc.

In cazul materialelor compozite pe baza de CH1%, CH1%/NPZnO1%/AU1% si

CH1%/AU1% (figura 1), se pot observa modificari a intensitatii si formei varfurilor la

1643 si 1250 cm™ indicand faptul ci au avut loc interactiuni intre UA, chitosan si

NPZnO. Acesta concluzie este sustinuta si prin deplasarea benzilor de la 1643 cm * la

valori mai

mici.

De asemenea,

in cazul

materialelor compozite pe baza de

CH1%/NPZnO1% si CH1%/NPZnO1%/ AU1% (figura 1), se observa o scadere a

intensitdtii benzilor in jurul valorii de 1151, si 1060 cm™, corespunzitoare v(O-H)

vibrational, sugerand cd s-ar putea produce o interactiune intre Chitosan si oxidul de zinc

In tabelul 3 sunt redate valorile benzilor caracteristice materialelor compozite

obtinute.
Table 3 valorile banzilor caracteristice materialelor compozite CH1%, CH1%/NPZnO1%,
CH1%/AU1%, CH1%/NPZn0O1%/AU1%
Material compozit | v(OH) v(— v(— 3(OH) (- vs(-CH3) | vas(C=0) | v(C=0) | w(C-
vs(N- | C=0) | C=0), CH3) | ®(-CH2) C-O-H, | H)
H) S(NH3) +OH c-0-C
CH2CO
CH1% 3281 2874 1643 1408 1378 1318 1258 1060 896
1552 1152 1019
CH1% 3358 2875 1637 1476 1370 1319 1261 1058 895
INPZnO1% 1582 1150 1023
CH1% / AU1% 3266 2874 1633 1406 1377 1317 1252 1061 897
1552 1152 1023
CH1%/ 3273 2871 1630 1406 1377 1317 1252 897
NPZnO1%/AU1% 1560 1152 1059
1022
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Figura 1. Spectrele
CH1%/NPZnO1%/AU1%

materialelor CH1%, CH1%/NPZn0O1%, CH1%/AU1%,

Adaugarea nanoparticulelor de argint a condus la deplasarea benzii caracteristice

amidei | de la 1643 la 1637 cm™ datorita incorporirii nanoparticulelor de argint n

nanocompozit si implicit a interactiilor ce se dezvolta [71-73]
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In tabelul 3 sunt redate valorile benzilor caracteristice materialelor compozite
CH1%, CH1%/NPAg1%, CH1%/AU1%, CH1%/NPAg1%/AU1%

Table 3 valorile benzilor caracteristice materialelor compozite CH1%, CH1%/NPAg1%,
CH19%/AU1%, CH1%/NPAg1%/AU1%
Material | v(OH) v(-C=0) | v(-C=0), | 5(OH) 8(~CH3) | vs(-CHB3) vas(C=0) | v(C=0) | w(C-H)
compozit | vs(N-H) S(NH3) o (-CH2) + C-O-H,
OH C-0-C
CH2CO
Chitosan | 3281 2874 1643 1408 1378 1318 1152 1060 896
1552
Chitosan | 3253 2872 1637 1405 1380 1323 1152 1061 897
IAG1% 1545
Chitosan | 3266 2874 1633 1406 1377 1317 1152 1061 897
/AU 1552
Chitosan | 3275 2872 1637 1405 1378 1320 1152 1061 897
/Ag/ AU 1550

*CH1%/ AU1%/ Agl%
*CH1%/ AU1%
*CH1%/ Agl%
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Figura 2. Spectrele IR
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CH1%/AU1%,
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3.2. SEM

Morfologia de suprafata a materialelor pe baza de CH1% si CH1%/NPZnO1% a
fost evaluata utilizind microscopia electronica de scanare. In imaginile SEM (Figurile 3
si 4), se poate observa ca prezenta NPZnO pe suprafata chitosanului conduce la
modificari nete ale acesteia. Daca suprafata materialelor pe baza de CH1% (figura 3) pur
este neteda, compacta si omogena. Prin incorporarea NPZnO (figura 4), suprafata devine
rugoasa si eterogena. De asemenea se observa o distributie uniforma a NPZnO pe
suprafata chitosanului de dimensiuni similare (Figura 4) [74]. Se observa o structura

fibrilara a materialelor pe baza de CH1% pur.

A

baza de CH1%/N Pan%

CN;

Figura 4. Imagin

i SEM ale materialului compozit pe

In cazul materialelor CH1%/AU1% (figura 5) suprafata este neteda, compacta si

omogena ca si in cazul materialelor pe baza de CH1%
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Figura 5. Imagini SEM ale materialului compozit pe baza de CH1%/AU%

Din imaginile SEM fnregistrare pe materialul CH1%/NPZnO1%/AU1% (figura
6), se poate observa ca prin incorporarea NPZnO suprafata devine rugoasa si eterogena.
De asemenea, se observa o distributie uniforma a NPZn pe suprafata chitosanului de

dimensiuni similare (Figura 4).

dsafely.upo.ro T m CN afely. upb.rc D mm CNpSA wy

Figura 1. Imagini SEM ale materialului compozit pe baza de CH1%/NPZnO1%/AU1%

In cazul materialelor CH1%/NPAg1%/CH1%/NPAg1%/AU1% (figurile 7 si 8)
suprafata este netedd, compactd si omogena ca si in cazul materialelor pe baza de CH1%.
Se observa o morfologie fibrilara a materialelor pe baza de CH1% pur. Acest lucru se

poate explica prin incorporarea NPAg in masa materialului.
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Figure 2. Imagini SEM ale materialului compozit pe baza de CH1%/NPAg1%
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Figure 3. Imagini SEM ale materialului compozit pe baza de CH1%/NPAg1%/AU1%

Gradul de gonflare

Gradul de gonflare pentru materialele compozite obtinute s-a realizat utilizand ca
solvent apa distilata la temperaturi camerei.

Se observa din graficele obtinute (Figurile 9-14) ca gradul de gonflare cel mai
mare 1l prezinta materialele de tip CH1% si CH1%/AU1% datorita porozitatii ridicate a
materialului. Materialele de tip CH1%/NPZnO1%/AU1%, CH1%/NPZnO1%,
CH1%/NPAg1% si CH1%/NPAg1%/AU1% au grade de gonflare mai scazute datorita
scaderii porozitatii acestor materiale ca urmare a dispunerii nanoparticulelor in pori dar si
datoritd hidrofilicitatii scazute a acidului usnic. Acest rezultat este in acord cu

microscopia SEM.
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Figura 13. Grad de gonflare pentru Figura 14. Grad de gonflare pentru
materialul de tip CH1%/NPAg%o materialul de tip CH1%/NPAg%/AU1%

Evolutia absorbtiei de apd nu este continud in cazul tuturor probelor datoritd

faptului ca apare si o usoara degradare a matricii de chitosan. In cazul probelor CH1% si

CHI1%/AU1% evolutia absorbtiei de apa prezintd o alurd normald, proba absorbind apa
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pana la 24h dupi care incepe o degradare usoari a hidrogelului gonflat. In ambele cazuri,

degradarea dupa 5 zile fiind de ~10-15%.

Tip material Grad de gonflare,
%
CH1% 64.42
CH1%/NPZn0O1% 42.95
CH1%/AU1% 64.69
CH1%/NPZnO1%/AU1% 58.94
CH1%/NPAg1% 35.46
CH1%/NPAQ1%/AU1% 46.5

3.3. Testarea activitatii antimicrobiene
Activitatea antimicrobiand a fost testata pe culturi de C. albicans, P aeruginosa, S.

Aureus n regim planctonic sau biofilm.

Cresterea microorganismelor planctonice in prezenta materialelor

In cazul probelor pe bazi de chitosan si oxid de zinc, activitatea antimicrobiana a
filmelor depinde de la tulpini la tulpini. in cazul tulpinii S aureus activitatea este practic
aceeasl pentru toate probele ce contin ZnO ceea ce denota faptul ca aceasta activitate este
practic indusa de prezenta acestuia, probabil datorita interactiei dintre ionii hidroxil cu
suprafata incircata pozitiv a celulelor. Tn cazul bacteriilor gram negative de P aeruginosa
si a bacteriilor benefice C albicans, mecanismul complex face ca activitatea
antimicrobiand a sisteme ternare chitosan-AU-ZnO sad fie chiar mai modeste decat a
sistemelor binare aferente fiind necesare studii suplimentare in a intelege aceastd
evolutie.

In cazul probelor pe bazi de chitosan si nanoparticule de Ag comportamentul
antimicrobian este complex. Cu exceptia tulpinii S Aureus si partial in cazul P
cazul sistemului chitosan-AU activitatea fiind maxima, in cazul C albicans activitatea

antimicrobiana este mult sub activitatea antimicrobiana a chitosanului. Dat fiind faptul ca
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tulpinile de C albicans sunt benefice organismului, acest rezultat poate fi considerat un

beneficiu ce va trebui valorificat Tn viitor.
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Figura 15. Metoda cantitativa de testare a culturi plantonice pentru S. Aureus

Cresterea culturi plantonice P. aeruginosa

CH1% CH 1%/NPZn01% CH 1% /AU 1% CH 1% /NPZnO1%/AU1%

Figura 16. Metoda cantitativa de testare a culturi plantonice pentru P.aeruglnosa

Cresterea culturi plantonice C. albicans

CH1% CH 1%/NPZn01% CH 1% /AU 1% CH 1% /NPZnO1%/AU1% MT MM

Figura 17. Metoda cantitativa de testare a culturi plantonice pentru C. Albicans
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Figura 19. Metoda cantitativa de testare a culturi plantonice pentru P. Aeruginosa
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Figura 20. Metoda cantitativa de testare a culturi plantonice pentru C. albicans
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Metoda disc-difuzimetrica adaptata

Metoda a permis evaluarea diametrului de inhibitie in jurul discurilor realizate din
filme pe bazi de chitosan. In acest caz, se poate observa ci activitatea antimiocrobiana
cea mai buna revine probelor CH1%/AU1% (activ atat pe bacterii gram pozitive cat si

gram negative dar care nu afecteaza considerabil activitatea C albicans).
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Diametrul zonei de inhibitie (mm) P.aeruginosa

Figura 21. Evaluarea diametrului de inhibitie a filmelor obtinute prin
electrospinning, pe cele trei tulpini considerate

Evaluarea formarii de Biofilme

Evaluarea microbiologica a biofilmelor formate este esential datoritd faptului ca
comportamentul celulelor asociate in biofilm sunt net diferite de cel al celulelor
planctonice. In acest caz se observi ci pe tulpina S. Aureus toate probele continand acid
usnic manifesta o activitate antimicrobiana net imbunatatitd comparativ cu chitosanul pur
si, tendinta este ca dupd 24h, viabilitatea tulpinilor sa scada. in cazul P aeruginosa se
observa o activitate antimicrobiand extrem de bund cazul chitosanului pur insa in cazul
celorlalte sisteme activitatea antimicrobiand asupra biofilmului este scizuti. In cazul
tulpinii de C albicans, activitatea antimicrobiana este mica ceea ce denota faptul ca aceste

sisteme nu sunt foarte toxice pentru tulpina bacteriana benefica organismului uman.
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Figura 22. Metoda cantitativa de testare a activititii antibiofim asupra S. Aureus

Biofilm - P. aeruginosa PAO1
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Biofilm - C.albicans ATCC 10231
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Figura 24. Metoda cantitativi de testare a activititii antibiofim asupra C. albicans

CONCLUZII

Scopul acestui studiu I-a reprezentat sintetiza, caracterizarea si testarea din punct
de vedere a activitatii antimicrobiene si antifungice a unor hidrogeluri pe baza de
chitosan ce contin nanoparticule anorganice metalice si oxidice Ag si ZnO dar si compusi
naturali precum Acid Usnic prin metoda electrofilarii in scopul utilizarii acestor n
proceselor regenerative si chiar anti-infectioase aferente arsurilor si altor afectiuni ale
pielii.

Cele mai importante avantaje ale tehnicii de electrofilare sunt reprezentate de
posibilitatea obtinerii unor fibre foarte subtiri cu suprafatd specifica mare cat si de
posibilitatea de functionalizare a acestor fibre in functie de aplicatia dorita. Aceste
avantaje fac posibild utilizarea electrospinningului pentru un domeniu larg de aplicatii in
domeniul biomedical, aplicatii precum: inginerie tisulard, eliberare controlatd, in
domeniul implantologiei, vindecarea ranilor, si nu numai.

In cadrul acestui studiu s-au obtinut o serie de materiale compozite pe baza de
CH/ agenti antimicrobieni prin metoda electrificarii. Ca agenti antimicrobienu au fost
alesi si testati NPZnO, NPAg si acid usnic care conform datelor de literatura prezinta

proprietati antimicrobiene foarte bune atat pe bacterii cat si pe fungi. Desi mecanismul de
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actiune al activitatii antimicrobiene a acestor agenti nu este pe deplin cunoscut, totusi de-
a lungul timpului numeroase studii au incercat sa elucideze aceasta problema.

Sisteme polimerice de chitosan cu un continut scazut de NPZnO, NPAg sau /si
acid usnic pot fi folosite ca membrane biologice cu activitate antimcrobiana.

In cadrul studiului au fost obtinute 6 tipuri de materiale compozite de tip CH1%,
CH1%/NPZn01%, CH1%/NPZnO1%/AU, CH1%/AU1%, CH1%/NPAg1%,
CH1%/NPAg1%/AU1%. In urma caracterizarii fizico-chimice s-a putut observa ca
utilizarea diversilor agenti antimicrobieni influenteazd morfologia materialelor
compozite. Activitatea antimicrobiand a acestor structuri este promitatoare, filmele
obtinute fiind protective in raport cu bacteriile benefice de tipul C. Albicans insa active

asupra S. Aureus si P. Aeruginosa, atat in regim planctonic cat si in biofilm.
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