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Introducere  

Lucrarea este structurată în două părți. Prima parte conține date generale din literatură 

referitoare la proprietățile polizaharidelor și metodele fizico-chimice utilizate, iar a doua parte 

cuprinde date și rezultate originale. Polizaharidele descrise în prima parte a lucrării sunt cele 

utilizate pe parcursul stagiului doctoral, și anume acidul alginic, acidul hialuronic, chitosanul şi 

ciclodextrinele (ca oligozaharide). Au fost menționate proprietățile generale și domeniile de 

utilizare ale acestor polizaharide punând accent pe capacitatea lor de a forma hidrogeluri în 

anumite condiții. Partea teoretică prezintă în continuare metodele fizico-chimice de caracterizare 

a proprietăților hidrogelurilor (reologia, microscopia electronică, spectroscopia IR, spectroscopia 

de fluorescență). Prima parte a lucrării se încheie cu un capitol dedicat spectroscopiei de rezonanță 

electronică de spin (RES), metoda principală de cercetare folosită în studiul hidrogelurilor 

polizaharidelor pe parcursul stagiului doctoral. Acest capitol pune accent pe caracteristicile 

spectrale ale nitroxizilor utilizați ca sonde de spin sau ca markeri de spin, care reflectă proprietățile 

dinamice și de interacție cu mediul din imediata vecinătate. Sunt prezentate aplicații din literatură 

referitoare la utilizarea spectroscopiei RES în studiul gelurilor/hidrogelurilor. 

În partea a doua a tezei care constituie contribuția originală, ne-am propus utilizarea 

spectroscopiei RES ca metodă spectroscopică complementară celor clasice (reologie, 

spectroscopie IR, microscopie SEM) pentru caracterizarea fizico-chimică a gelurilor. În cele mai 

multe cazuri s-a realizat marcarea cu spin a lanțurilor de polizaharide folosind radicalii amino-

TEMPO sau carboxi-TEMPO pentru a evidenția formarea gelurilor. 

Direcțiile de cercetare:  

➢ evidențierea neomogenităților gelurilor la nivel nanoscopic folosind sonde 

moleculare duale de dimensiuni mici;  

➢ determinarea capacităţii de încapsulare a unor molecule marcate cu spin cu mase 

moleculare acoperind două ordine de mărime (10-2–10-4); 

➢ rolul pe care îl au interacțiile gazdă–oaspete evidențiat indirect, prin analiza 

spectrelor RES și corelarea rezultatelor cu cele furnizate de alte metode fizico-

chimice, rezultatele fiind utile în proiectarea sistemelor biomoleculare complexe 

bazate pe alginat;  

➢ au fost analizate procesele de reducere a acidului cloroauric (HAuCl4) în soluții de 

polizaharide având ca rezultat formarea nanoparticulelor de aur (AuNP);  

➢ studiul RES privind formarea rețelelor interpenetrate (IPN) și semi-IPN ale 

alginatului și chitosanului prin introducerea în sisteme a celor două polizaharide 

marcate cu spin; 
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➢ disponibilitatea hidrogelurilor de a încapsula diferite molecule, cu utilizarea 

metodei RES pentru estimarea calitativă a dimensiunilor ochiurilor de rețea prin 

folosirea sondelor de spin cu dimensiuni cunoscute;  

➢ analizarea rolului riboflavinei de a genera specii radicalice reactive şi a acidului 

hialuronic de inhibitor de radicali și de antioxidant în procesul de fibrilogeneză a 

colagenului în tratamentul keratoconusului prin metoda CLX (corneal collagen 

crosslinking). 

 

Contribuții originale 

În capitolul trei al tezei s-a studiat modul în care interacțiile supramoleculare de tip gazdă-

oaspete în geluri de alginat funcționalizat cu unități gazdă (ciclodextrină) și unități oaspete 

(adamantil) schimbă morfologia, comportamentul reologic și capacitatea de încapsulare a 

hidrogelurilor.  

Această abordare pornește de la câteva studii anterioare prezentate în literatură. O parte 

dintre acestea, referitoare la sinteza gelurilor polimerice rezultate prin cuplarea lanțurilor polietilen 

glicolice cu unități de ciclodextrină, au fost prezentate pe larg în partea introductivă a tezei [2,3]. 

Un alt studiu se referă la marcarea cu spin a alginatului de sodiu cu grupări paramagnetice TEMPO 

cu scopul de a evidenția formarea gelului și interacțiile de schimb ionic prin modificările dinamice 

ale grupării paramagnetice [6].  

Grupările carboxil prezente în structura alginatului permit introducerea de noi grupări 

funcționale, oferind posibilitatea de a modula proprietățile gelurilor și, astfel, de a utiliza noii 

polimeri în aplicații specifice [4,5]. De exemplu, alginatul marcat cu spin a putut fi utilizat pentru 

a evidenția influența ionilor complexanţi asupra dinamicii lanțului și pentru a evidenția procesele 

de schimb ionic între alginat și EDTA [6].  

Interacţiile gazdă-oaspete determină modificări ale proprietăților gelurilor ce pot fi 

urmărite prin intermediul grupărilor paramagnetice de tip TEMPO, folosind fie metoda sondelor 

de spin, fie metoda marcării cu spin. Procedura marcării cu spin a alginatului (Alg), descrisă în 

literatură [6], a fost adaptată (Figura 1) pentru a introduce, pe lângă gruparea paramagnetică 

TEMPO (T), şi unități structurale de tip gazdă (β-CD funcţionalizată cu lanţuri alchil de diferite 

lungimi) sau oaspete (adamantan, Ad).  
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Figura 1. Schema procesului de marcare a alginatului cu spin şi cu fragmente de ciclodextrină 

sau adamantan 6. 

 

Derivaţii de alginat funcţionalizaţi au fost notaţi Alg-Ad, Alg-1,2-β-CD, Alg-1,3-β-CD și 

Alg-1,6-β-CD, iar derivaţii marcaţi cu spin au fost notaţiAlg-T, Alg-Ad-T, Alg-1,2-β-CD-T, Alg-

1,3-β-CD-Tşi Alg-1,6-β-CD-T. Prin analiza spectrelor RES ale acestor sisteme s-a realizat 

evidențierea indirectă a diferitelor tipuri de interacții necovalente și corelarea rezultatelor RES cu 

cele furnizate de alte metode fizico-chimice. 

Imaginile SEM oferă informații privind modificările morfologice determinate atât de 

funcționalizarea alginatului cât și de prezența unor interacții adiționale celor care determină forma 

gelului (complexarea ionilor de calciu de către grupările carboxil), și anume interacţiile de tip 

gazdă–oaspete. 

 

Figura 2. Imagini de morfologie a suprafeţei xerogelurilor Alg (a), Alg-Ad (b),  

Alg-1,3-β-CD (c) şi Alg-1,3-β-CD/Alg-Ad (d). 
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Figura 2 prezintă imaginile SEM ale suprafeţelor xerogelurilor de alginat investigate. În 

cazul alginatului nefuncţionalizat (Figura 2a) și a alginatului funcționalizat cu adamantan (Figura 

2b), porii rețelei sunt denşi și caracterizaţi printr-o distribuţie uniformă. Funcționalizarea cu 

ciclodextrină determină dimensiuni mai mari atât ale fibrilelor de gel, cât și ale porilor rețelei 

(Figura 2c). Cu toate acestea, imaginile SEM ale alginatului, alginatului funcționalizat cu 

adamantan și alginatului funcționalizat cu ciclodextrină se aseamănă într-o mare măsură.  

Interesant este faptul că imaginea SEM a gelului de alginat obținut prin adăugarea de ioni 

Ca2+ la un amestec de alginat funcționalizat cu adamantan și alginat funcționalizat cu ciclodextrină 

prezintă în mod clar o morfologie diferită, caracterizată prin pori considerabil mai mari, canale 

deformate și o rețea „încrețită” (Figura 2d). Aceste diferențe de morfologie a suprafeței indică 

faptul că interacţiile gazdă–oaspete între lanțurile de alginat afectează proprietățile globale ale 

gelului. Pentru a confirma acest lucru, au fost efectuate determinări de reologie și spectroscopie 

IR ce oferă, de asemenea, informaţii asupra proprietăţilor globale ale gelurilor. 

Proprietățile reologice ale gelurilor de alginat pot fi descrise în termenii a doi parametri, şi 

anume modulul de stocare, G’, și modulul de pierdere, Gˮ. Factori precum caracteristicile 

alginatului (sursa, proporția și secvența blocurilor M și G, vâscozitatea), tipul, concentrația 

cationului de complexare şi prezența în sistem a altor specii precum cationii monovalenți sau co-

solvenții, modifică proprietăţile reologice ale gelurilor de alginat. În studiul nostru, măsurătorile 

reologice au fost efectuate imediat după prepararea gelurilor. 

În Figura 3 se prezintă evoluţia parametrilor reologici ai gelurilor de alginat, alginat 

funcționalizat şi gelurilor preparate din amestecarea lor, determinată de creşterea tensiunii de 

forfecare, la o frecvenţă constantă de 1 Hz. În cazul tuturor sistemelor, se observă că modulul de 

stocare G’ este mai mare decât modulul de pierdere G” și că, de la o anumită valoare a stresului 

de forfecare (σ*), caracteristică fiecărui sistem, cele două module reologice devin egale. Acest 

fenomen marchează apariția deformării plastice. După cum se poate observa din Figura 3a, 

valoarea σ* crește semnificativ, fie prin funcționalizarea cu fragmente adamantil, fie cu 

ciclodextrină. De asemenea, trebuie remarcată creșterea rapidă a valorii σ* cu lungimea lanțului 

alchil. În cazul gelurilor rezultate din complexarea alginatului Alg-1,6-β-CD cu ionii de calciu, se 

înregistrează cea mai mare valoare în această serie.  
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Figura 3. Dependența modulelor G’ și G” de stresul de forfecare (σ*) pentru (a) gelul de alginat 

și gelurile de alginat funcționalizat cu ciclodextrină și (b) gelul de alginat funcționalizat cu 

adamantan și gelurile de alginat ce prezintă interacții gazdă–oaspete. 

 

Aceste date arată că atât funcţionalizarea lanţului alginat cu unităţi β-CD, cât și creșterea 

lungimii lanțului aminoalchil ce acționează ca linker între cele două, determină o creştere a 

elasticităţii rețelei de hidrogel. Astfel, prin funcţionalizare se poate modula rezistenţa gelului la 

deformare. 

Interacţiile gazdă–oaspete determină adesea modificări ale parametrilor spectrali RES ai 

grupărilor paramagnetice, și anume constanta de scindare hiperfină (aN) și timpul de corelație 

rotațional (τ). Astfel, urmărind modificările în spectrele RES ale grupărilor paramagnetice ataşate 

lanţurilor alginat, putem obţine informaţii suplimentare, la nivel nanoscopic, asupra acestor 

interacţii. 
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Figura 4. Spectrele RES ale alginatului marcat cu spin (Alg-T) funcţionalizat cu unităţi gazdă 

(1,n-β-CD) sau oaspete (Ad) şi ale amestecurilor acestora (Ad/1,n-β-CD), înregistrate în soluţie, 

la temperatura camerei. 

 

În Figura 4 sunt prezentate spectrele RES ale probelor de alginat marcat cu gruparea 

paramagnetică TEMPO (T) şi funcţionalizat cu grupări adamantil (Ad) sau cu unităţi ciclodextrină 

(1,n-β-CD) şi ale amestecurilor corespunzătoare (Ad/1,n-β-CD), înregistrate în soluție, la 

temperatura camerei. 

Atașarea covalentă a grupării paramagnetice la lanțul de alginat conduce la încetinirea 

mișcării acesteia, dar spectrul indică totuși menținerea într-un regim dinamic cvasi-izotrop (liniile 

spectrale sunt mai largi, cea de la câmp înalt având o înălțime mai mică) [1]. Observăm că, în 

soluţie, modificările parametrilor RES sunt minime în cazul amestecurilor de alginați care conțin 

grupări de adamantil și unități de ciclodextrină. Această observaţie, corelată cu modificările mici 

ale parametrilor RES, ne conduc către concluzia că interacţiile de tip gazdă–oaspete între grupările 

TEMPO şi cavităţile de ciclodextrină ataşate lanţurilor alginat sunt mai puţin favorizate decât 

interacţia radicalului TEMPO liber cu ciclodextrina în soluţie (Figura 5).  

Pentru a confirma această ipoteză am comparat spectrele RES ale sondei de spin 4-amino-

TEMPO liberă în Alg-1,2-β-CD (soluţie sau gel) cu spectrele alginatului corespunzător marcat cu 

spin (Alg-1,2-β-CD-T).  
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Figura 5. Spectrele RES ale 1) 4-amino-TEMPO în apă, 2) 4-amino-TEMPO în soluţie de Alg-

1,2-β-CD, 3) 4-amino-TEMPO în gel Alg-1,2-β-CD, 4) soluţie de Alg-1,2-β-CD-T, 5) soluţie de 

Alg-1,2-β-CD-T, în prezenţă de 1-adamantanol, 6) gel Alg-1,2-β-CD-T, 7) 4-carboxi-TEMPO în 

soluţie de Alg-1,2-β-CD, 8) 4-carboxi-TEMPO în soluţie de Alg-1,2-β-CD, în prezenţă de  

1-adamantanol, 9) 4-carboxi-TEMPO în gel Alg-1,2-β-CD, 10) 4-carboxi-TEMPO în gel Alg-

1,2-β-CD, în prezenţă de 1-adamantanol. 

 

În cazul Alg-1,2-β-CD-T, interacţiile gazdă–oaspete între grupările TEMPO şi unităţile de 

ciclodextrină ataşate covalent lanţului de polizaharid sunt, în teorie, posibile. Adăugarea de 1-

adamantanol la soluţia de Alg-1,2-β-CD-T nu a condus la modificări în spectrul RES, ceea ce ne 

indică faptul că ataşarea grupărilor TEMPO şi unităţilor ciclodextrină lanţului de alginat nu 

favorizează interacţia gazdă–oaspete în soluţie. În prezenţa ionilor Ca2+ se observă mişcarea 

restricţionată a grupării TEMPO ataşată lanţului alginat, fără modificări ale valorii aN. 

O altă serie de experimente a avut ca scop analiza comportării sondei de spin 4-carboxi-

TEMPO în soluţie şi în gelul Alg-1,2-β-CD. Această sondă de spin poate fi implicată atât în 

interacţii cu ciclodextrina, cât şi în complexarea ionilor de Ca2+, intrând astfel în competiţie cu 

grupările carboxil ale lanţului alginat. La fel ca în cazul sondei 4-amino-TEMPO, sonda 4-carboxi-

TEMPO nu formează complecşi cu cavităţile de ciclodextrină ataşate lanţului alginat în soluție. 

Spectrul RES al 4-carboxi-TEMPO în gelul Alg-1,2-β-CD este caracterizat prin prezenţa a două 

componente cu dinamică diferită. Componenta mai lentă poate fi atribuită complexării sondei de 

către unitățile de ciclodextrină atașate lanțului polizaharidic.  

În urma analizei datelor prezentate în Figura 6, putem trage concluzia că structura sondei 

de spin influenţează semnificativ interacţiile ce se stabilesc cu matricea gelului. În mod 
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surprinzător, interacţia dintre 4-carboxi-TEMPO şi lanţurile de alginat funcţionalizate cu unităţi 

ciclodextrină are loc în gel, dar nu şi în soluţie.  

 

Figura 6. Spectrul RES al 4-carboxi-TEMPO în gelul Alg-1,2-β-CD: verde – spectrul 

experimental, maro – spectrul simulat, albastru – spectrul componentei cu dinamică lentă,  

negru – spectrul componentei cu dinamică rapidă. 

 

Spectrele RES prezentate în Figura 7 și datele cuprinse în Tabelul 1, înregistrate pentru 

gelurile obţinute din amestecuri de alginat marcat cu spin şi funcţionalizat cu ciclodextrină sau cu 

adamantan (Alg-1,n-β-CD-T/Alg-Ad-T), prezintă două componente. Componenta caracterizată 

printr-o dinamică lentă este atribuită grupărilor TEMPO localizate în regiunea G a lanţurilor 

alginat, acolo unde are loc preponderent complexarea ionilor Ca2+, în timp ce componenta cu 

dinamică rapidă este atribuită grupărilor TEMPO localizate în regiunea M a lanţului alginat, 

precum şi grupărilor TEMPO situate la distanţă de nodurile reţelei de gel. Schimbarea majoră de 

dinamică a grupărilor paramagnetice ataşate lanţului de alginat este determinată de procesul de 

complexare a grupărilor carboxil de către ionii Ca2+ şi nu de interacţiile gazdă–oaspete.  
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Figura 7. Spectrele RES ale gelurilor alginat marcate cu spin: a) Alg-Ad-T, b) Alg-1,2-β-CD-T, 

c) Alg-1,2-β-CD-T/Alg-Ad-T, d) Alg-1,3-β-CD-T, e) Alg-1,3-β-CD-T/Alg-Ad-T, f) Alg-1,6-β-

CD-T, g) Alg-1,6-β-CD-T/Alg-Ad-T, înregistrate la temperatura camerei. 

 

Tabel 1. Raportul dintre ponderea celor două componente din spectrul RES şi distanţa dintre liniile 

extreme ale spectrului (2Azz, în G) pentru gelurile de alginat marcate cu spin 

Sistem Alginat individual Amestec Alg-Ad-T şi Alg-1,n-β-D-T 

 Raport componentă 

lentă/componentă 

mobilă 

2Azz Raport componentă 

lentă/componentă mobilă 

2Azz 

Alg-Ad-T - 57.4 - - 

Alg-1,2-β-CD-T 4.74 57.8 4.58 60.2 

Alg-1,3-β-CD-T 3.66 62.1 4.64 63.5 

Alg-1,6-β-CD-T 2.15 60.4 3.78 61.0 

 

În concluzie, complexarea de către ionii Ca2+ a blocurilor guluronice din alginatul 

funcţionalizat este determinantă pentru formarea gelului. Interacţiile gazdă–oaspete au totuși o 

contribuţie subtilă în ceea ce priveşte proprietăţile gelurilor, determinând modificarea parametrilor 

reologici şi morfologia acestora. Rezultatele RES demonstrează efectul local pe care îl au 

interacţiile gazdă–oaspete asupra dinamicii grupărilor TEMPO ataşate covalent lanţurilor de 

alginat. 
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Studiile efectuate în cadrul tezei în capitolul patru au cuprins și procesele de reducere a 

acidului cloroauric în soluții de polizaharide (alginat de sodiu, dextran și chitosan), având ca 

rezultat formarea nanoparticulelor de aur (AuNP) şi stabilizarea nanoparticulelor în gel (Figura 8). 

În aceste procese sunt implicate grupările hidroxil ale polizaharidelor care au capacitatea de a 

reduce Au3+ și de a proteja nanoparticulele în soluție și în gel [7-12, 13].  

   

Figura 8. Soluţii de 1) AuNP în alginat la temperatura camerei, 2) AuNP în chitosan la 

temperatura camerei, 3) AuNP în dextran la temperatura camerei 5) AuNP în alginat la 90C, 6) 

AuNP în chitosan la 90C, 7) AuNP în dextran la 90C. 

Obținerea gelurilor de alginat decorate cu nanoparticule de aur s-a realizat fie prin adăugare 

de ioni Ca2+ soluției de alginat conţinând nanoparticule de aur, rezultând gelul sub formă de perle, 

fie prin difuzia ionilor Au3+ în gelul de alginat, urmată de reducere in situ. Prima modalitate de 

preparare determină o distribuţie mai uniformă a nanoparticulelorde aur în gel. Procesele de 

reducere şi formarea nanoparticulelor de aur au loc mult mai lent în gel decât în soluție (Figura 9). 

S-a constatat că alginatul şi chitosanul favorizează formarea de nanoparticule cu dimensiuni mai 

mici de 100 nm, în timp ce dextranul determină formarea nanoparticulelor cu dimensiuni mai mari. 

Scopul acestui studiu a fost de a obține, din analiza spectrelor RES, informații dinamice ce 

pot fi asociate cu formarea nanoparticulelor metalice în soluție și în gel de alginat. Pentru aceasta, 

spectrele RES al alginatului marcat cu spin au fost înregistrate în soluție pe parcursul formării 

nanoparticulelor de aur. Nu a fost observată o modificare a dinamicii grupării paramagnetice atașate 

lanțului alginat ca urmare a formării nanoparticulelor de aur (Figura 10). Gruparea paramagnetică 

are aceeași dinamică în soluție și nu interacționează cu nanoparticulele de aur.  
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Figura 9. Formarea gelurilor de alginat prin A) adăugarea de ioni Ca2+ la soluția de AuNP în 

alginat și B) difuzia ionilor Au3+ în gelul de alginat urmată de reducerea în gel. 

 

 

Figura 10. Spectrul RES al alginatului marcat cu spin în soluție, în prezența ionilor Au3+, și 

spectrul RES în soluția de alginat marcat în care s-au format nanoparticulele de aur. 

 

Spectrele RES ale gelurilor Alg-T şi Alg-1,2-β-CD-T în prezența nanoparticulelor de aur 

prezintă o dinamică puternic restricționată, având două componente spectrale. Dinamica grupărilor 

paramagnetice atașate lanțurilor nu este influențată semnificativ de formarea nanoparticulelor 

(Figura 11). 
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Figura 11. Spectrele RES ale gelurilor de alginat marcate cu spin în absența sau în prezența 

AuNPs: a) Alg-T, b) Alg-T/AuNP, c) Alg-1,2-β-CD-T, d) Alg-1,2-β-CD-T/AuNP. 

 

Capitolul cinci este dedicat evidențierii formării rețelelor interpenetrate în sisteme de 

polizaharide. Termenul de rețea polimerică interpenetrată (IPN) se referă la materiale polimerice 

care rezultă prin întrepătrunderea a două sau mai multe rețele polimerice, fără a fi conectate 

covalent, dar care nu pot fi separate decât prin ruperea legăturilor chimice [14,15,17]. Atunci când 

doar rețeaua unuia din polimeri este reticulată, rezultă o rețea semi-IPN 16. 

Sistemul de polizaharide considerat în studiul RES pentru evidențierea formării gelurilor 

de tip semi-IPN și IPN a fost reprezentat de chitosan și alginat folosind ca agenţi de reticulare 

glutaraldehida, respectiv clorura de calciu. În cazul amestecului de chitosan/alginat, adăugarea 

agenților de reticulare și de gelifiere s-a realizat succesiv și alternant. Utilizarea chitosanului 

marcat cu spin şi a alginatului marcat cu spin a permis evidenţierea formării reţelelor de tip semi-

IPN şi IPN prin analiza modificărilor observate în spectrele RES. În Figura 12 sunt prezentate 

imaginile sistemelor analizate. 

 

Figura 12. Probele de gel 1) alginat + Ca2+, 2) alginat + chitosan + Ca2+, 3) alginat + chitosan + 

Ca2++ glutaraldehidă, 4) alginat + chitosan + glutaraldehidă + Ca2+, 5) alginat + chitosan + 

glutaraldehidă, 6) chitosan + glutaraldehidă. 
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În Figura 13 sunt prezentate spectrele RES ale chitosanului marcat prezent în sistemele 

preparate. Pentru aceste sisteme se observă o dinamică rapidă asemănătoare a grupărilor 

paramagnetice atașate covalent lanțului de chitosan (spectrele a, b, c). 

Prin adăugarea de Ca2+ s-a realizat complexarea alginatului, sistemul transformându-se în 

gel (sistemul 2). Față de soluția de alginat/chitosan, în cazului gelului separat se observă o mișcare 

mai lentă a chitosanului marcat. Aceasta indică faptul că lanțul de chitosan marcat este încorporat 

în rețeaua gelului de alginat. După cum se observă, gelul are semnal RES (spectrul roz), ceea ce 

indică faptul că alginatul și chitosanul formează o rețea semi-IPN. Adăugarea de glutaraldehidă la 

soluția de chitosan și alginat conduce la o mișcare mai restricționată. 

 

Figura 13. Spectrele RES ale chitosanului marcat în soluție de alginat, în prezența sau absența 

agenților de reticulare (ioni de Ca2+ și glutaraldehidă). 

 

Adăugarea de glutaraldehidă la soluția de chitosan marcat și alginat nemarcat conduce la 

formarea unui gel. Chitosanul marcat are o mișcare mai încetinită (spectrul albastru) relevată de 

lărgirea liniilor spectrale corespunzătoare unei rețele semi-IPN. Adaosul de Ca2+ la această soluție 

conduce la o imobilizare și mai mare, aceasta fiind dovada realizării unei rețele IPN (spectrul 

maro). Spectrele RES ale soluțiilor separate de geluri nu prezintă semnal, ceea ce indică faptul că 

sonda de spin este încapsulată în rețelele gelurilor. 

În cazul sistemelor care conțin alginat marcat cu spin s-au observat comportări similare. 

Spectrele RES sunt prezentate in Figura 14. În soluții de alginat și chitosan, alginatul marcat cu 

spin are o mișcare cvasi-izotropă (spectrele a și b din Figura 14). Prin adăugarea Ca2+ la soluția de 

alginat și chitosan se formează un gel semi-IPN, iar semnalul RES corespunde celui pentru un gel 

de alginat marcat cu spin (Figura 14, spectrul c). În cazul sistemului alginat / chitosan / Ca2+ / 

glutaraldehidă s-a observat o imobilizare mai avansată a grupării paramagnetice (spectrul d) 

corespunzătoare unei rețele IPN. 
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Figura 14. Spectrele RES ale chitosanului marcat în soluție de alginat, în prezența sau absența 

agenților de reticulare (ioni de Ca2+ și glutaraldehidă). 

 

Concluzia acestui studiu este că spectroscopia RES poate pune în evidență diferențele de 

dinamică ale grupărilor paramagnetice atașate covalent lanțurilor de polizaharide între rețelele IPN 

sau semi-IPN comparativ cu rețelele simple ale gelurilor formate de polizaharide pure. Studiul 

urmează să fie completat de investigațiile morfologice ale sistemelor discutate. 

În capitolul al şaselea sunt prezentate rezultatele privind utilizarea spectroscopiei RES ca 

o metodă nouă de estimare a capacității de încapsulare a diferitelor specii moleculare în rețelele 

geluri, de determinare a dimensiunii ochiurilor rețelelor de gel și ca metodă de a evidenția 

neomogenitățile din gel [16,20,21]. Astfel, s-a studiat difuzia sondelor indicate în Figura 15 și a 

albuminei serice bovine (BSA) marcate cu spin în gelurile menționate mai sus. Masele moleculare 

ale sondelor utilizate în evaluarea capacității de încapsulare a gelurilor sunt prezentate în Tabelul 

2. Albumina serică bovină a fost marcată urmând procedura descrisă în studiul privind 

complexarea/decomplexarea albuminei serice bovine cu dodecilsulfat de sodiu [22] în care s-a 

arătat că gelul reprezentat în Figura 16, care conține în structură ciclodextrină, poate purifica 

proteina.  

Sondele de spin TEMPO, 4-amino-TEMPO, 4-hidroxi-TEMPO și 4-carboxi-TEMPO au 

provenit de la firma Aldrich, în timp ce Pluronicii marcați cu spin (P123, L62, F127) au fost 

obținuți prin marcarea cu fragmente paramagnetice de tip nitroxid după metoda indicată în 

literatură [19]. 
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Figura 15. Sondele de spin utilizate pentru difuzia în geluri 19. 

 

Tabel 2. Masele moleculare ale sondelor de spin utilizate pentru difuzia în geluri 19 

Sonda de spin Masa moleculară (g/mol) 

TEMPO (T)  156  

4-hidroxi-TEMPO (T-OH)  172  

4-carboxi-TEMPO (CT)  200  

4-amino-TEMPO(TNH2) 171  

Pluronic L62NO 2500  

Pluronic P123NO 5800  

PEG8000-NO  8000  

Pluronic F127NO  12600  

Albumina serică bovină marcată cu spin  66000 

 

Au fost analizate o serie de hidrogeluri chimice care rezultă prin reacția dintre polietilen 

glicol (PEG) sau polipropilen glicol (PPG) funcționalizat cu grupări izocianat care reacționează cu 

grupările hidroxil ale α- sau β-ciclodextrinei. S-a urmărit evidențierea capacității de încapsulare în 

funcție de mai mulți parametri: lungimea lanțului PEG, raportul între concentrațiile inițiale PEG/β-

CD, influența polarității lanțului, prin comparația între gelurile ce conțin PPG și PEG (PEG900, 

PEG2000, PPG2000).  
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Figura 16. Reprezentarea schematică a rețelelor gelului polimeric format din 

ciclodextrină sau pentaeritritol cu PEG sau PPG, adaptată după 18. 

 

În funcție de raportul inițial al reactanților folosit în sinteza gelurilor polimerice PEG/CD 

sau PPG/CD, s-a observat prin analiza spectrelor RES că sondele cu masă moleculară mai mare 

de 12000 g/mol nu difuzează în toate gelurile polimerice care conţin apa ca solvent. De exemplu, 

F127NO difuzează în gelul care rezultă din reacţia PEG2000 cu -CD (Figura 17).  

 

Figura 17. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B), P123NO (C), 

PEG8000-NO (D) și F127NO (E) încapsulate în gel PEG2000/β-CD, în apă. 

 

Înlocuirea lanțului PEG cu PPG (mai hidrofob – conformații mai compacte) modifică 

dimensiunile ochiurilor rețelei. Înlocuirea -CD cu -CD schimbă capacitatea de a încapsula 

sondele moleculare, astfel încât sonda F127NO nu difuzează în aceste hidrogeluri. Înlocuirea apei 

cu diclormetan (DCM)/dimetilformamidă (DMF) determină creșterea dimensiunii ochiurilor 
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rețelei permițând încapsularea sondelor moleculare cu masă moleculară mai mare (PEG8000-NO 

sau F127NO). Albumina bovină serică marcată cu spin nu difuzează în gelurile polimerice 

(Figurile 18, 19 și 20). 

 

Figura 18. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B) și P123NO (C) 

încapsulate în gel PPG2000/α-CD, în apă. 

 

Figura 19. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B), P123NO (C), 

PEG8000-NO (D) și F127NO (E) încapsulate în gel PPG2000/α-CD, în DCM. 

 

 

Figura 20. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B), P123NO (C), 

PEG8000-NO (D) și F127NO (E) încapsulate în gel PPG2000/α-CD, în DMF. 
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Folosind o varietate de specii chimice, a fost posibil să se obțină o imagine generală a 

permeabilității gelurilor polimerice covalente. Spectrele RES ale sondelor de spin polimerice 

încapsulate în geluri polimerice indică în unele cazuri o mișcare lentă datorată fie interacției cu 

rețeaua de gel, fie unei mișcări constrânse în zonele de solvent delimitate de rețea. 

Alte două experimente au avut ca scop evidențierea schimbărilor în capacitatea de a 

încapsula sonde de spin a gelurilor în care ciclodextrina a fost înlocuită de pentaeritritol, atât în 

cazul utilizării apei cât și a utilizării DCM ca solvent. La fel ca în cazul PEG900/β-CD, s-a observat 

că doar sonda P123NO mai poate difuza în hidrogelul PEG900/pentaeritritol. În cazul utilizării 

DCM, dimensiunile ochiurilor reţelei se lărgesc și toate cele cinci sonde de spin sunt încapsulate 

în gel. 

În a doua parte a acestui capitol s-a studiat capacitatea de încapsulare a sondelor de spin în 

funcție de masa moleculară în gel de alginat şi în rețele de tip IPN și semi-IPN formate prin 

reticularea soluțiilor de alginat de sodiu și chitosan.  

În continuarea studiului s-a putut observa că sondele de spin obținute prin marcarea bloc-

copolimerilor F127, L62 și P123 au difuzat în geluri de alginat şi în geluri semi-IPN de alginat și 

chitosan (Figura 21).  

 

Figura 21. Spectrele RES ale sondei de spin F127NO în hidrogeluri de alginat, semi-IPN și IPN. 

 

De asemenea, şi albumina serică bovină marcată cu spin difuzează în gelurile de alginat şi 

gelurile semi-IPN. În cazul reţelei IPN, difuzia albuminei este posibilă, dar este dependentă de 

ordinea în care se adaugă agenţii de reticulare. Dimensiunea ochiurilor reţelelor hidrogelurilor IPN 

rezultate prin adăugarea succesivă de glutaraldehidă și Ca2+ la amestecul de chitosan şi alginat este 

mai mică decât dimensiunea BSA, deoarece albumina marcată cu spin nu difuzează în rețeaua IPN 

rezultată. 
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Albumina marcată cu spin are o mișcare restricționată în hidrogelurile semi-IPN și IPN 

(Figura 22). În prezenţă de glutaraldehidă se observă o mișcare foarte restricționată, ceea ce 

demonstrează o interacție puternică cu rețeaua gelului (spectrul gri). În prezenţă de glutaraldehidă 

şi Ca2+, semnalul RES este foarte slab, indicând o rețea de gel cu ochiuri de dimensiuni mici 

(spectrul verde). 

 

 

Figura 22. Spectrele RES ale BSA marcată cu spin în alginat, hidrogeluri semi-IPN și IPN. 

 

Așadar, experimentele de difuzie în hidrogeluri efectuate prin spectroscopie RES pot fi 

folosite pentru estimarea dimensiunii ochiurilor de rețea. În cazul unor dimensiuni mici ale 

ochiurilor rețelei, sonda nu poate pătrunde în rețeaua gelului și probele de gel nu prezintă semnal 

RES. La dimensiuni mari ale ochiurilor de rețea se observă un spectru RES ce indică o mișcare 

restricționată sau puternic restricționată. Experimentele efectuate au demonstrat că gelurile 

polimerice au o dimensiune a ochiurilor de rețea mai mică de 10 nm (dimensiunea BSA) față de 

hidrogelurile alginat și IPN cu chitosan. Dimensiunea ochiurilor de reţea a hidrogelurilor IPN este 

mai mare decât dimensiunea BSA. 

Dimensiunea ochiurilor de rețea ale gelurilor polimerice depinde de lungimea linkerului 

de polimer și de ordinea în care se face reticularea. Utilizarea metodei RES pentru determinarea 

dimensiunii ochiurilor de rețea prin folosirea sondelor de spin cu dimensiuni cunoscute este un 

element de noutate. 

Ultimul capitol al tezei se referă la modelarea procesului de crosslinking (CLX) al 

colagenului sub influenţa riboflavinei şi radiaţiei UVA, luând în considerare implicarea 

componentelor soluţiilor oftalmice (acidul hialuronic) şi proteinelor din filmul lacrimal.  

Sistemele studiate au fost alese deoarece elementele care intră în componența lor reprezintă 

actorii principali în procedeul de tratament în vederea stopării evoluției unei afecțiuni 
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oftalmologice, keratoconus. Acest tratament presupune inițierea formării unor legături intra sau 

interfibrilare în rețeaua de colagen – element structural al corneei – mediată de radicalii generați 

de fotodegradarea riboflavinei sub influența radiației UVA, așa cum este prezentat în Figura 23 

[23]. Acest procedeu poate avea și efecte adverse deoarece radicalii liberi formați pot induce 

moartea celulelor endoteliale, deci pot afecta retina sau cristalinul. 

 

Figura 23. Reprezentarea schematică a procesului de interconectare a lanțurilor de colagen 

mediată de radicalii generați de riboflavină sub acțiunea UVA 23. 

 

În literatura de specialitate [24-28] privind stoparea evoluției keratoconusului prin inițierea 

formării unor noi fibrile în structura colagenului în prezența riboflavinei nu sunt raportate date 

fizico-chimice privind procesele care au loc.  

 

Figura 24. Geluri de colagen formate la pH = 7,5 în absența riboflavinei (A), în prezența 

riboflavinei înaintea expunerii la radiația UVA (B) și după expunerea la radiația UVA (C). 

 

Cercetările efectuate în cadrul studiului au avut ca scop evidențierea prin metode fizico-

chimice a unor transformări în sisteme ce conțin acid hialuronic (HA), riboflavină, colagen. 

Metodele fizico-chimice utilizate au fost microscopia electronică de transmisie cu scanare 

(STEM), determinările reologice, determinări de microcalorimetrie și determinări RES de 

evidențiere a speciilor radicalice formate în prezența riboflavinei în diferite sisteme. În tipul acestui 
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proces se generează o serie de specii reactive de oxigen (ROS) cum ar fi hidroxil (HO•), superoxid 

(O2•–), hidroperoxid (HO2•) şi oxigen singlet (1O2). Probele studiate au fost obținute din colagen 

extras din dermă bovină. Soluțiile de colagen de 0,25 % în absența și în prezența riboflavinei 

(0,1%) și/sau a acidului hialuronic (0,1%) la intervale de temperatură de 10–37C și de pH 3,5–

7,5 au fost sau nu expuse radiației UVA (Figura 24) 

Formarea fibrilelor s-a evidențiat în sistemele de colagen la temperatura de 37C și pH = 

7,5, cu tranziție de la faza de sol la cea de gel ca rezultat al fibrilogenezei. Probele au fost examinate 

microscopic. Probele au fost pregătite folosind metodele similare cu cele descrise în literatură [29-

31]. 

 

Figura 25. Imaginile STEM ale fibrelor de colagen în absența (A) și în prezența (B) riboflavinei, 

pH = 7,5. 

 

În cazul probei preparate la pH = 7,5, în urma creșterii temperaturii la 37C s-a putut 

observa macroscopic transformarea sol-gel ca dovadă a fibrilogenezei, însă microscopic nu s-a 

evidențiat un proces uniform (Figura 25 A). În schimb, în prezența riboflavinei, chiar și în absența 

iradierii cu lumina UV, s-a observat microscopic formarea fibrilelor în mod mult mai ordonat 

(Figura 25 B). Acestea se formează și în prezența acidului hialuronic. Probele de colagen au fost 

caracterizate și din punct de vedere reometric. 

Scopul determinărilor RES a fost acela de a evidenția radicalii cu viață scurtă (în special 

cei centrați pe oxigen) în diferite sisteme expuse riboflavinei și radiației UVA. De aceea, 

experimentele de captare de radicali s-au efectuat pentru soluții de lactoferină (LF), lizozim (LYZ), 

albumină serică umană (HSA) și amestecuri ale acestora în prezența riboflavinei expuse UVA. 

Pentru aceasta au fost utilizați cei trei captatori de spin prezentați în Figura 26: DMPO – folosit 

pentru identificarea radicalilor hidroxil, CPH – folosit pentru evidențierea radicalilor superoxid și 
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hidroxil, respectiv TEMP – folosit pentru identificarea oxigenului singlet [32]. Pentru majoritatea 

sistemelor analizate specia radicalică analizată a fost radicalul hidroxil.  

 

Figura 26. Structurile captatorilor de spin utilizați 32. 

 

Metoda CLX de stopare a evoluției keratoconusului implică iradierea riboflavinei cu 

lumină UVA, astfel pentru a demonstra rolul luminii a fost înregistrat spectrul RES al soluției la 

întuneric, observând că nu există semnal (spectrul negru) și spectrul RES în prezența luminii 

(spectrul cian). În prezența luminii se observă semnalul RES de 4 linii caracteristic aductului 

DMPO-HO• (Figura 27). 

 

Figura 27. Spectrul soluției de riboflavină/DMPO în absența (negru) și în prezența luminii 

(cian). 

 

Spectrele RES ale aducților de spin formați în sistemele de proteină menționate mai sus 

conțin două componente. O componentă corespunde aductului DMPO-HO•, iar cealaltă 
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corespunde unui aduct al DMPO cu un radical centrat pe carbon care se formează prin interacția 

radicalilor ROS generați de riboflavină cu proteinele. Liniile corespunzătoare fiecărui aduct sunt 

marcate cu bulină roșie pentru DMPO-HO• și cu bulină albastră pentru aductul radicalului centrat 

pe carbon (Figura 28). În prezența acidului hialuronic sau a dextranului s-a constatat că formarea 

radicalilor centrați pe carbon este inhibată. Astfel, putem spune că acidul hialuronic nu are doar 

un rol în refacerea integrității filmului lacrimal, ci și un rol antioxidant împotriva radicalilor cu 

reactivitate mare. 

Figura 28. Spectrele RES ale aducților DMPO formați după expunerea la UVA în prezența 

riboflavinei în soluţie de a) HSA, b) LF, c) LYZ și în amestecul celor trei proteine în absența (d) 

și în prezența HA (e). 

 

 

Figura 29. Spectrele RES ale aducților DMPO formați după iradierea UVA în prezența 

riboflavinei a soluției de colagen în absența HA (a), în prezența HA (b) și în prezenţa 

amestecului HA+HSA+LF+LYZ (c). 
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Radicalii HO• și cei centrați pe atomi de carbon au fost evidențiați și în soluția ce conține 

colagen și riboflavină după expunerea la radiație UVA (Figura 28 a). Prezența acidului hialuronic, 

dar și a celor trei proteine (LF, LYZ, HSA) reduce contribuția radicalului centrat pe carbon (Figura 

29 b și c). 

În urma iradierii soluțiilor care conțin riboflavină se poate forma, pe lângă radicalul 

hidroxil, și radicalul superoxidul care are o reactivitate mai mare și care, teoretic, ar avea un efect 

negativ secundar mai mare în tratamentul CLX. Agentul de captare CPH poate evidenția formarea 

acestui radical prin utilizarea superoxid dismutazei (SOD). În Figura 30 sunt prezentate spectrele 

aducților CPH formați în soluția de colagen în absența (Figura 30, spectrul albastru) și în prezența 

SOD (Figura 30, spectrul verde).  

 

Figura 30. Spectrele RES ale aducților CPH formați prin iradierea cu UVA a unei soluții ce 

conține riboflavină și a) colagen, b) colagen+SOD, c) colagen+HA și d) colagen+HA+SOD. 

 

Se observă că intensitatea spectrului în prezenţa SOD este puțin mai mică, ceea ce ar putea 

conduce la concluzia că radicalul superoxid poate fi generat în soluția de colagen. În cazul soluției 

care conține colagen și acid hialuronic se observă că intensitățile celor două spectre sunt similare 

și mai mici (Figura 30, spectrul negru și magenta). Acest rezultat subliniază rolul de protecție pe 

care îl poate avea acidul hialuronic în timpul tratamentului CLX.  

Dintre posibilii radicali reactivi centrați pe oxigen generaţi în prezența UVA și riboflavinei, 

oxigenul singlet este cel care ar avea un potențial mai mare de distrugere a țesuturilor ochiului în 

urma tratamentului CLX (Figura 31). Generarea TEMPONE (4-oxo-TEMPO) a făcut posibilă 

detectarea oxigenului singlet în soluție de riboflavină în apă, în soluție de riboflavină și colagen, 

în soluție de colagen, dar și în solutia PESCHKE (formula farmaceutică ce conține riboflavină și 

dextran).  
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Figura 31. Spectrele RES ale TEMPONE format după iradierea UVA a sistemelor: a) H2O, b) 

colagen+riboflavină, c) colagen, d) soluție PESCHKE, e) lacrimi, f) colagen+HA,  

g) colagen+HA+HSA+LF, h) HSA+LF+LYZ. 

 

În schimb, formarea oxigenului singlet nu a fost evidenţiată în lacrimi, în amestec de 

colagen și acid hialuronic sau în amestec de colagen, acid hialuronic și proteine. Experimentele au 

arătat că acidul hialuronic are rolul de a neutraliza excesul de specii reactive formate. În prezența 

acidului hialuronic sau a dextranului s-a constatat că formarea radicalilor centrați pe carbon este 

inhibată, ceea ce dovedește că acidul hialuronic are rol antioxidant împotriva radicalilor cu 

reactivitate mare. 

Rezultatele determinărilor fizico-chimice privind sistemele ce conțin colagen și acid 

hialuronic expuse acțiunii riboflavinei și UVA susțin rolurile pe care riboflavina și acidul 

hialuronic le au în tratamentul CLX. Riboflavina, prin generarea de radicali liberi, asigură 

formarea unor legături interfibrilare care conduc la creșterea rezistenței mecanice a corneei, în 

timp ce acidul hialuronic are rolul de a regla sau a neutraliza o parte din radicalii liberi formați. 

Același rol îl are și dextranul care intră în compoziția soluției PESCHKE.  

Lucrarea este centrată pe utilizarea spectroscopiei RES ca metodă de cercetare a sistemelor 

care conţin polizaharide. Datele RES au fost completate de date obţinute prin reologie, 

calorimetrie, spectroscopie IR şi microscopie electronică. 

Datele prezentate în această teză oferă perspectiva de continuare a studiilor privind 

funcționalizarea polizaharidelor în scopul modulării proprietăților acestora în funcție de aplicațiile 

dorite. În special vor fi detaliate studiile privind formarea nanoparticulelor metalice în geluri ale 

polizaharidelor. 
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