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INTRODUCERE

Ingineria tisularda modernd (ingineria de producere a tesuturilor) utilizeaza tratamente
celulare regenerative si biomateriale avansate pentru a promova recuperarea tesuturilor din jurul
unui portiuni specifice care prezintd malformatie si care este asfel vizata pentru recuperare sau
regenerare. In acest sens, nanofibrele electrofilate sunt aplicate pe scard larga in multiple aplicatii
biomedicale, structuri care sustin dezvoltarea si regenerarea tesuturilor in procesele de inginerie
tisulara, in vindecarea ranilor, administrarea de medicamente, filtrare, ca membrana de afinitate in
procesele de separare si purificare foarte specifice, in imobilizarea enzimelor, In implanturi de
grefa vasculara cu diametru mic, biotehnologie, in ingineria mediului, In stocarea si generarea
energiei dar si in diverse alte cercetari. Proprietatiile unice ale acestor nanofibre dar si costurile
reduse de producere reprezintd un avantaj, iar nanofibrele obtinute pin electrospinning devin o
resursd importanta in cercetare si in industrie, oferind alternative inovatoare pentru viitor.
Biosolidele joaca un rol semificativ in reducerea poluarii si refacerea terenurilor degradate.

Obiectivul major al tezei de doctorat este acela de a dezvolta un protocol multivalent
utilizat pentru caracterizarea complexa, utilizand metode avansate, a unor tipuri diferite de
biomateriale. Acest protocol implica stadii multiple care incep cu i) proiectarea si constructia unui
dispozitiv de electrospinning (electrofilare) pentru producerea probelor; ii) producerea locala (in
cadrul laboratorului de Fizica aplicatd a Departamentului de Fizica si Chimie a Universitatii
Tehnice din Cluj-Napoca) de noi materiale de tipul folii de nanofibre (bio si nonbio) si de
fertilizatori (prin cooperare cu Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Masini si
Instalatii destinate Agriculturii si industriei alimentare-INMA Bucuresti- Sucursala Cluj-Napoca);
iii) alegerea celor mai potrivite metode si tehnici de caracterizare a biomaterialelor cum sunt
Rezonanta Magnetica Nucleara (cu tehnicile de relaxometrie in campuri joase si spectroscopie a
'H si 3C in cAmpuri inalte); iv) caracterizarea complexi a probelor de folii de nanofibre si a
fertilizatorilor organo-minerali obtinuti in cadrul programului experimental at tezei de doctorat; v)
aplicare unui nivel primar de analizd a datelor masurate cum este transformata Fourier 1D si
transformata Laplace 1D si 2D; vi) aplicarea unui nivel secundar de analizd cum sunt procedurile
de deconvolutie si cuantificare a continutului elementelor componente; vii) analiza statistica in
componente principale pentru determinarea celor mai relevanti parametrii si corelatii ale acestora,
utilizata pentru clasificarea probelor si viii) utilizarea tehnicilor moderne care presupun folosirea
inteligentei artificiale, in particular utilizarea retelelor neuronale artificiale si instrumente de

invatare automata (machine learning) pentru prezicerea proprietatilor biomaterialelor.
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CAPITOLUL 1 Materiale biologice
1.1 Biomateriale obtinute prin electrospinning

Biomaterialele sunt materiale naturale sau sintetice special concepute pentru a interactiona
cu sistemele biologice. Cea mai comuna abordare de clasificare a biomaterialelor se bazeaza pe
tipul de materiale utilizate. Astfel, acestea pot fi clasificate in: metale, ceramici, polimeri si
substante compozite. De asemenea, in functie de sursa lor, se pot clasifica ca fiind naturale sau
sintetice. Un atribut esential al wunui biomaterial este biocompatibilitatea. Astfel,
biocompatibilitatea biomaterialelor, se referd la performanta oricarui material plasat intr-un mediu
biologic specific de a obtine un raspuns adecvat din partea gazdei [1]. Biomaterialele sunt
materiale care sunt folosite tot mai des in stiinta medicala in ultimele decenii. In corpul uman, o
serie de tesuturi ale corpului, cum ar fi dintii, ligamentele, tendoanele oaselor si altele au fost
inlocuite cu succes de aceste biomateriale. In momentul de fata, aplicatii din ce in ce mai diverse
ale biomaterialelor sunt prezise si asteptate de a fi puse in practicd deci urmeaza sa fie tot mai
studiate. O provocare importantd in utilizarea acestor biomateriale este atenuarea respingerii
imune. Astfel, standardele actuale ale implanturile realizate pentru intreaga viata si inlocuirea
osoasd implica biocompatibilitate totala a biomaterialului utilizat fatd de caracteristicile biologice
s1 mecanice ale tesutului inlocuit. Pand acum au fost descoperite o serie semnificativd de
frecvent in bioterapie si stiinta medicald. Aceste biomateriale pot fi grupate in doud categorii si

anume polimeri naturali sau sintetici, care au capatat astfel o atentie destul de importanta [2].

1.1.1 Principiile de producere a fibrelor prin electrospinning

Procesul de electrospinning (sau electrofilare) este o tehnologie utilizata pe scara larga
pentru producerea de fibra electrostatica, care utilizeaza forte electrice pentru a produce fibre
polimerice cu diametre cuprinse intre 2 nm si cativa micrometri folosind solutii polimerice atat din
polimeri naturali, cat si din polimeri sintetici [3]. Acest proces de electrospinning este o tehnica
veche, care a fost observata pentru prima data in 1897 de catre Rayleigh si studiat in detaliu de
Zeleny in 1914 [4]. Lucrarea lui Taylor din 1969 despre avioanele cu propulsie electrica a pus
bazele pentru electrofilare [5]. Electrospinning-ul este o tehnica de filare care foloseste forte
electrostatice pentru a produce fibre fine obtinute din solutii polimerice. Pentru a produce aceste
fibre este necesara o tensiune electrica (KV) pentru a genera electrofilare [6]. Un sistem de
electrospinning este format din 3 componente majore (vezi Figura 1.1): o sursa de Tnalta tensiune,
seringa si o placa de colectare impamantata (sau un tambur rotativ) care utilizeaza o sursa de inalta

tensiune pentru a transmite sarcina cu o anumita polaritate in solutia de polimer care este accelerat
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Fig. 1.1. Schema de principiu a unui dispozitiv de electrospinning (electrofilare) care constd dintr-0
seringa (rezervor a solutiei de electrofilare), actionata de un injectomat (pompa), un tub flexibil care duce
la un ac metalic fixat pe un suport, un tambur (acoperit sau confectionat dintr-un material conductor
electric) care se roteste cu viteza variabila fiind actionat de un motor si o sursa de 1nalta tensiune reglabila
cu borna pozitiva conectata la acul metalic si cu borna negativa conectata la tamburul rotitor (o simulare
a procesului de electrospinning poate fi urmarita la https://nmr4.utcluj.ro/Ramo/Electrospinning/).

catre un colector avand polaritate electrica opusa. Majoritatea polimerilor sunt dizolvati cu ajutorul
unor solventi Tnainte de procesul de electrofilare. Fluidul polimeric este apoi introdus 1n seringa
pentru electrofilare. Deoarece solventul sau polimerul folosit pot emite mirosuri neplacute sau
chiar daunatoare, se recomanda ca aceste procese sa fie facute in camere cu sistem de ventilatie
[7]. Datorita campului electric aplicat se formeaza Conul Taylor, un jet de solutie incarcat electric
care este aruncat din varful acului. Tn timpul acest proces, solventul se evapori iar polimerul
ajunge pe placa de colectare sub forma de fibra [8]. Astfel, procesul de electrospinning ofera o

tehnica simplificata pentru formarea fibrelor.

1.1.2 Aplicatii ale fibrelor produse prin electrospinning

Tot mai recent au inceput sd se analizeze diverse aplicatii ale fibrelor produse prin
electrospinning. Nanofibrele electrofilate sunt aplicate pe scara larga in aplicatii biomedicale,
structuri care sustin dezvoltarea si regenerarea tesuturilor in procesele de inginerie tisulara
(ingineria de producere a tesuturilor), in vindecarea ranilor, administrarea de medicamente,
filtrare, ca membrana de afinitate Tn procesele de separare si purificare foarte specifice, In
imobilizarea enzimelor, in implanturi de grefa vasculard cu diametru mic, biotehnologie, in
ingineria mediului, in stocarea si generarea energiei dar si in diverse alte cercetari care sunt in
desfasurare [9-11]. Electrospinning-ul este o platforma de productie utilizata pe scara larga pentru
ingineria tesuturilor, unde, se pot produce structuri care imita indeaproape matricea extracelulara.
Ingineria tisulara utilizeaza tratamente celulare regenerative (metode fara schele) si biomateriale
avansate (metode bazate pe schele) pentru a promova recuperarea tesuturilor din jurul unui portiuni

specifice care prezintda un defect (vatamare) si care este vizata pentru recuperare/regenerare [ 12].

3


https://nmr4.utcluj.ro/Ramo/Electrospinning/

Ing. Ramona CRAINIC Metode avansate de caracterizare a unor materiale biologice

1.2 Biosolide
Biosolidele sunt solide organice obtinute prin tratarea ndmolului obtinut de la statiile de

epurare si tratare a apelor uzate. In timpul epurarii apelor uzate, lichidele sunt separate de solide,
iar solidele rezultate pot sa contind materie organica si nutrienti. Daca aceste solide ar fi sa fie
folosite pentru a obtine ingrasaminte organo-minerale performante atunci, datoritd continutul
redus de nutrienti al acestor biosolide este necesard addugarea de ingrasaminte si compusi minerali
in reteta de producere. Procesarea acestora implica actiuni termo-mecanice si extrudare reactiva,
care, printr-o amestecare eficientd la nivel molecular, faciliteaza dezvoltarea reactiilor chimice
intre componente. Astfel, se obtine o structura omogena, atat fizic cat si chimic, a granulelor [13,
14]. Biosolidele utilizate in agriculturd sunt solide organice obtinute prin digestia si stabilizarea
namolurilor rezultate din epurarea apelor uzate pentru a reduce concentratiile de agenti patogeni
si substante chimice toxice sub nivelurile stabilite, astfel putdnd fi utilizate Tn siguranta ca
ingrasaminte fara a afecta astfel sanatatea plantelor, a solului si apelor subterane si astfel, Tn mod
indirect, fara a afecta sanatatea consumatorilor de produse agricole sau animale [15-17]. Datorita
cresterii populatiei globale, urbanizarii si industrializarii, volumul apelor uzate si, ca urmare,
cantitatea de namol brut de epurare si deci de biosolide creste continuu. Pe de alta parte, cresterea
populatiei va duce la cresterea cererii de productie agricold si alimentara. Gradul de satisfacere a
acestei cereri depinde, Tn principal, de cantitatea de ingrasamant folosita de fermieri pe terenurile
lor agricole. In aceste circumstante, utilizarea biosolidelor ca ingrisimant pare a fi o optiune foarte

buna [18].

1.2.1 Componentele principale ale unui biosolid utilizat ca si fertilizator

De obicei, biosolidele contin concentratii mari de azot (N), fosfor (P), potasiu (K) si sulf
(S) si mai multi micro-nutrienti, inclusiv cupru (Cu), zinc (Zn), calciu (Ca), magneziu, bor (B),
molibden (Mo) si mangan (Mn). De exemplu, in Australia rata de aplicare a biosolidelor este
determinatd de azotul total si de asa numitul NLBAR. Cu toate acestea, o preocupare legata de
NLBAR este raportul tipic scdzut N:P (azot/fosfor) in biosolide. De exemplu in ceea ce priveste
cerintele de ingrasaminte pentru culturile agricole, se urmareste ca la aplicarea de biosolide pe
baza de N sa nu duca la un exces de P. Atunci cand biosolidele sunt aplicate in mod obisnuit, acest
lucru poate duce la acumularea progresiva a nivelurilor de P din sol, crescand riscul transportului
fosforului catre cursurile de apa prin eroziune si scurgere [19, 20].

Ingrasamintele organo-minerale pe bazi de biosolide studiate in cadrul programului
experimental au fost produse local de INMA Bucuresti — Filiala Cluj-Napoca (Institutul National

de Cercetare-Dezvoltare pentru Masini si instalatii Proiectate Agriculturii si industriei
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Alimentare). In retetele utilizate unele componente au doar rol de ingrisamant iar altele, care sunt
esentiale pentru asigurarea matricei si care face posibild prelucrarea prin extrudare reactiva, au si
rol de ingrasamant. Biosolidul rezultat din compostarea namolului din apele uzate este o
componentd esentiald care furnizeazd materie organica si partial macro si micro-nutrienti.
Biosolidul utilizat in reteta a fost achizitionat de la SEdC Mioveni, Roméania. Continutul de materie
organica (aproximativ 43 %) este de aproximativ dublu fatd de continutul de carbon organic. Acest
procent de materie organica, datoritad structurii ei initiale sau datoritd aplicarii unor cantitati mari
de Tngrasaminte minerale, este foarte important pentru regenerarea solurilor, in special a celor
sarace 1n aceastda materie organica [21-23].

Pentru probele caracterizate in prezentul studiu aproximativ 50 % din fractia solida a
biosolidului este materie organica si are un efect pozitiv semnificativ asupra proprietatilor fizice,
chimice si biologice ale solului agricol [17, 21]. Printre altele (vezi Tabelul 1.1), componentele
introduse in cele trei versiuni ale formulei (V1, V2 si V3) in cantitate relativ mare au fost:
amidonul, hidrolizatul proteic si melasa. Amidonul de porumb din comert a fost obtinut de la SC
Roquette SA Calafat si a avut un continut de umiditate de 12.01 % si o densitate de 0.561 g/cm?.
Hidrolizatul proteic a fost obtinut la Sucursala Cluj Napoca a INMA Bucuresti.

Tabelul 1.1. Compozitia variantelor de fabricatie (V1, V2 si V3) ale ingrasdmintelor organo-minerale pe
bazi de biosolide [21].

Crt. Material brut Varianta V1 VariantaVV2 Varianta V3
Nr. [%] [%] [%]
1 Biosolid uscat (umiditate max. 20%) 30.00 30.00 30.00
2 Fosfat de mono-amoniu (MAP) 24.50 0.00 25.00
3 Fertilizatori minerali (N/P 20:20) 0.00 24.00 0.00
4 Nitrat de potasiu (KNO3) 22.20 23.10 23.00
5 Amidon 7.98 7.47 7.50
6 Uree 5.30 6.30 6.20
7 Proteine hidrolizate (solutie 11 %) 4.00 4.00 4.00
8 Sulfat de magneziu (MgSOQa) 3.30 2.82 3.56
9 Melasa din sfecla de zahar 2.23 1.89 0.00
10  Sulfat de mangan (MnSQa) 0.22 0.19 0.24
11  Sulfat de fier (FeSQO4) 0.11 0.09 0.11
12 Sulfat de zinc (ZnSOs4) 0.08 0.07 0.09
13 Sulfat de cupru (CuSO.) 0.05 0.04 0.06
14 Sulfat de cobalt (CoSOs4) 0.03 0.03 0.03
15  Acid ortofosforic (H2PO4) 0.00 0.00 0.21

1.2.2 Producerea fertilizantilor organo-minerali pe baza de biosolide
Conform reglementarilor Uniunii Europene, ingrasamantul organo-mineral este definit ca

Ingrasamant obtinut prin amestecarea, reactia chimicd, granularea sau dizolvarea in apa a

5
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Ingrasamintelor anorganice avand un continut declarat de unul sau mai multi nutrienti primari cu
Tngrasaminte organice, sau amelioratorul de sol [18]. Continutul scazut de nutrienti din biosolide
inseamna ca pentru producerea de ingrasaminte organo-minerale de inaltd performanta este
necesar sa se introducd in formula lor de fabricatie, pe 1dnga biosolide, si compusi minerali [17,
24]. Utilizarea ingrasamintelor organo-minerale in agricultura este in crestere in mare parte
datorita unor avantaje fata de aplicarea unica de ingrasaminte minerale sau de aditivi organici [25].
Combinatia de ingrasaminte organice si minerale imbunatateste interactiunea dintre minerale si
plante prin reducerea absorbtiei minerale a fosforului, cresterea disponibilitatii fosforului din
plante, cresterea activitatii biologice a solului si activarea activitatii radacinilor plantelor tinere
[26-28] Dintre diferitele forme fizice de prezentare a ngrasamintelor organo-minerale, cea mai
potrivitd este cea granulard. Ingrdsdmintele organo-minerale granulare au un continut scizut de
apa si alte substante volatile, necesitd mai putin spatiu de depozitare, polueaza mai putin mediul
precizia imprastierii [29].

Procesul de producere a Tngrasamantului organo-mineral pe bazd de biosolid granular
presupune mai multe etape. Prima etapa este pregatirea materiilor prime care consta in gruparea si
amestecarea acestora In doud categorii: 1) un amestec de componente solide (biosolid uscat, fosfat
mono-amoniu sau ingrasamant mineral N/P 20:20, azotat de potasiu si amidon) si ii) un amestec
de componente lichide (hidrolizat proteic in care se dizolva ureea, melasa si microelementele sub

forma de sulfat) [13].

INMA Bucuresti Filiala Cluj-Napoca si b) fertilizatorii organo-minerali pe baza de biosolide (V1, V2,V3)
produsi de INMA Bucuresti Filiala Cluj-Napoca [13, 14].



Ing. Ramona CRAINIC Metode avansate de caracterizare a unor materiale biologice

CAPITOLUL 2 METODE AVANSATE DE CARACTERIZARE A
BIOMATERIALELOR

2.1 Rezonanta magnetica nucleara

2.1.1 Principiile rezonantei magnetice nucleare

Rezonanta Magnetica Nucleara (pe scurt RMN) este o tehnica extrem de puternica pentru
analiza materialelor de tipuri diverse. Nu exista o alta metoda care sia se poate mandri cu o
aplicabilitate atat de mare in atdt de multe domenii, cum sunt: studiul chimiei organice si
anorganice, al polimerilor, catalizatorilor si membranelor, al materialelor precum ceramicile,
cimentul, sticlele si zeolitii, al supraconductorilor, vopselelor si lemnului, precum si al
biomaterialelor — incluzand creierul, tesuturile moi si dure, celulele, proteinele, sangele si plasma.
Acest domeniul de investigatie acoperd, de asemenea, procesarea alimentelor, plantelor si a

solului, geologia, explorarile petroliere si chiar studiul ghetii antarctice.

2.1.2 Ecuatiile Bloch si timpii de relaxare spin-retea, T; si spin-spin, T
In Rezonanta Magnetica Nucleari , evolutia magnetizirii nucleare I\7I(t) sub influenta unui

camp magnetic extern I§0 (t) este reprezentatd, intr-o manierd empirica, de catre Ecuatiile Bloch.

Astfel, se poate considera ca magnetizarea nucleard macroscopica (pentru un ansamblu statistic,
relevant, de spini) este sursa semnalului RMN, S(t), din care se colecteaza informatiile prin analize
specifice. Daca presupunem ca sistemul investigat este considerat ca o "cutie neagra" caracterizata
de timpii de relaxare transversala (T2) si longitudinald (T1), magnetizarea la echilibru (Mo) si
raspunsul sistemului de spini aflati in interactiune cu cdmpurile magnetice externe (sau interne).

Astfel se poate utiliza ecuatia lui Bloch generald, care se scrie sub urmatoarea forma:

dM _y(~ ~)_MX-T+MX-]

——=y(MxB (M, -M. )k
dt

_ , 2.1
T, T, @1

sau, daca proiectam aceasta ecuatie de-a lungul celor trei coordonate (Ox, Oy si Oz) obtinem setul

de trei ecuatii Bloch:

dg"tx — (M xB), - “;'
d:;{:y = y(M X I§)y —I\_I/I_—Zy , (2.2)
d(’;:Z =y(M X I§)Z —(MZ_EM‘”)
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N
unde magnetizarea nucleara totala este calculatd ca fiind M (t) = 2}1, . N este numarul de nuclee
i=1

din proba de masurat iar [i, este momentul magnetic al nucleului i, unde i parcurge toate nucleele

[30, 31].

2.1.3 Secventa de impulsuri CPMG pentru mdsurarea timpului de relaxare spin-spin, T
Timpul de relaxare longitudinal, T1, este cel mai des masurat prin tehnica numita inversion

recovery (recuperarea/remagnetizarea dupd inversie). Un prim impuls de radiofrecventd de 1803

are ca efect rotirea magnetizarii totale (aflata initial pe directia Oz) cu 180° si care dupa impuls se

orienteaza in lungul directiei -Oz. Dupa evolutia sistemului de spini pe durata unui interval de timp

7, 0 parte din spinii nucleari s-au relaxat.

90

2T time

A
A4

Fig. 2.1. Secventa de impulsuri de radiofrecventdi CPMG (Carr-Purcel-Meiboom-Gill) si scaderea

exponentiald a trenului de ecouri [30, reproducere cu permisiune].
2.1.4 Transformata Laplace

Evaluarea distributiilor timpilor de relaxare spin—retea (longitudinald), T1 si spin—spin

(transversald), T2 poate fi folositd pentru a identifica si studia diferitele specii moleculare in functie
de dinamica acestora. In ultima perioadd s-au dezvoltat noi metode de rezonanti magnetica
nucleard care permit unui sistem de spini sa evolueze sub influenta a diferitelor mecanisme de
relaxare, fapt care poate duce la obtinerea proprietitilor macroscopice ale acestor specii
moleculare. Aceste metode se bazeaza pe analiza datelor masurate prin utilizarea transformatei
Laplace inversa, care din acest punct de vedere este asemanatoare cu metodele spectroscopice

RMN multidimensionale clasice [30, 32-36].
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In general, transformata Laplace reprezinti o metodd practica de solutionare a anumitor
tipuri de probleme care implica diferite mecanisme de relaxare atunci cand conditiile initiale sunt
date. Astfel, evolutia magnetizarii unui sistem de spini este consideratd ca o suma de caderi
descrise de mai multe functii exponentiale avand constante de timp (T2) diferite. Fiecare dintre
aceste caderi este caracterizata de cate o anumitd pondere (sau probabilitate) din magnetizarea

totala A(T2),

M (t)= i AT, )eT_“ , (23)

n general, aceasta ecuatie se poate scrie sub forma matematica a transformatei Laplace [30, 32-
36]:

F(s) = Tf (e ¥dt, (2.4)

unde pentru S= jw (cu j? = -1, numirul imaginar) se obtine transformata Fourier. Astfel ci se

poate spune cd, transformata Fourier este transformata Laplace evaluatd doar pe axa imaginara.
Scopul utilizari transformatei Laplace inversd este acela de a determina, din datele masurate,

functiile de distributie ale timpilor de relaxare A(T,) unidimensionale. Transformata Laplace

poate fi aplicata cu succes si pentru a identifica functii de corelatie multidimensionale (ca de
exemplu mape parametrice T2 - T2 si T1 - T2).
2.2 Spectroscopia FT-IR

Spectroscopia in infrarosu este una dintre metodele moderne (alaturi de spectroscopia
RMN si spectrometria de masd) care permite, prin analiza spectrala identificarea tipurilor de
molecule care sunt prezente Tntr-o proba dar si concentratia acestora. In lume, sunt mai multe tipuri
de spectrometre cu infrarosu, dar cel mai utilizat este cel de tipul FT-IR. Termenul de FT-IR
provine de la cuvintele Fourier Transform Infrared. Tn acest caz, termenul potrivit folosit pentru
a descrie lumina este ca forma de radiatie electromagnetica. Astfel se considera ca lumina, ca unda
electromagnetica, este compusa din oscilatii electrice si magnetice reprezentate de catre vectorul
n camp electric si vectorul Tn cAmp magnetic. Distanta parcursd de o unda in timpul unui ciclu
(unei perioade) se numeste lungimea de unda, pentru care se foloseste litera greacd lambda (A). O
alta proprietate importantd a unei unde electromagnetice (luminoase sau mai ales in domeniul
infrarosu) este numarul de unda, care este notat prin litera ¥. Numarul de unda masoara numarul
de cicluri prin care trece o unda pe unitatea de lungime (I m). Aceste numerele de unda sunt

misurate in unititi de cicluri pe centimetru, care sunt frecvent abreviate ca cm * si pot fi pronuntate
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ca centimetri inversi, centimetri reciproci sau chiar numar de unda. Astfel, de exemplu, daca un
spectru are un peak la 3000 cm™?, acesta inseamni cid proba a absorbit lumini infrarosie care a
suferit 3000 de cicluri pe centimetru. Cele mai multe spectre masurate in domeniul infrarosu sunt
reprezentate grafic, pe axa x de la stanga la dreapta de la 4000 la 400 cm™. Graficele spectrelor
FT-IR ar trebui sa urmeze Tntotdeauna aceastd conventie [37-42].

Spectrul de absorbanta al unei probe se calculeaza din urmatoarea ecuatie:

A = —log (i) = log (IT"), (2.5)
unde A este absorbanta, lo este intensitate in spectrul de fundal iar | este intensitatea in spectrul
esantionului (proba de masurat).

Absorbanta este legatd de concentratia de molecule dintr-o proba prin intermediul unei
ecuatii numita Legea lui Beer (sau Beer-Lambert):
A = ¢fc. (2.6)

unde, ¢ este coeficientul de absorbtie, £ este lungimea traseului iar ¢ este concentratia solutiei.

Fig. 2.2. a) Prepararea probelor pentru masuratorile de spectroscopie FT-IR si b) Spectrometrul FT-IR
Jasco 6200 utilizat Tn cadrul studiilor experimentale.

2.3 Spectroscopia UV-VIS
Printre alte tehnici, cum ar fi determinarea punctului de topire, a indicelui de refractie si a

densitatii, spectroscopia optica Th domeniul radiatiei ultraviolete si lumina vizibila (UV-VIS) este
aplicata pe scara largd in aproape toate locurile de munca in cercetare, productie si controlul
calitatii pentru clasificarea si studiul substantelor. Spectroscopia UV-VIS se bazeaza pe absorbtia
luminii de citre o proba de interes. In functie de cantitatea (fluxul) de lumini si lungimea de unda
absorbitd de un esantion, Se pot obtinute informatii valoroase, cum ar fi puritatea probei Sau
elementele componente. Cu atat mai mult, cantitatea de radiatic absorbitd este legata de masa
probei, iar prin urmare, analiza cantitativa este posibila prin spectroscopie optica. Spectroscopia

optica se bazeaza astfel pe interactiunea luminii cu materia [43].

10
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2.4 Difractia de raze X
Cristalografia bazata pe difractia de raze X incidente pe probe de obicei de pulbere este 0

metodd bine stabilitd si utilizatd pe scara largd in domeniul caracterizarii materialelor pentru a
putea obtine informatii despre structura atomica a diferitelor substante aflate intr-o varietate de
stari. Au existat numeroase progrese in acest domeniu, de la descoperirea difractiei de raze X din
cristale in 1912 de catre Max von Laue si in 1913 de W.L. Bragg si W.H. Bragg. Originea
metodelor cristalografice poate fi urmaritd pand la primele studi ale aspectului exterior ale
mineralelor naturale. De atunci o mare cantitate de date au fost sistematizate prin aplicarea
geometriei (diverse proiectii) si teoria grupurilor. Astfel, cristalografia devine o metoda valoroasa
pentru studiul modului in care cristalele pot fi construite din unititi mici prin repetarea

corespunzatoare, la infinit, a unitatilor structurale identice (celulele elementare) in spatiu [44].

Fig. 2.7. a) Prepararea probelor pentru DRX; b) si ¢) Difractometrul de raze X 6000 SHIMADZU.
2.5 Imagistica prin scanare electronica de baleiaj, SEM
Microscopul electronic cu scanare (SEM) s-a demonstrat a fi unul dintre cele mai versatile

instrumente disponibile pentru analiza morfologiei si examinarea microstructurii si caracteristicile
compozitiei chimice. Tehnicile SEM ofera informatii despre topografie si alcatuirea suprafetelor
prin colectarea si prelucrarea semnalelor care sunt generate de o sonda (fascicul) de electroni
ascutita (focalizat) Tntr-un anumit volum de interactiune. Principalele avantaje pot fi rezumate
dupa cum urmeaza: 1) in primul rand, SEM ofera o0 vizualizarea impundtoare a structurilor
(,,imagine to imagination”). Aceasta se datoreazd capacitatii de a produce imagini cu plasticitate
ridicata si aproape stereoscopice (cu valente 3D) ca aspect, si, in functie de conditiile imagistice,
o adancime mare de focalizare chiar si pentru mostre cu relief pronuntat; 2) in al doilea rand, exista
0 gama uriasd de mariri reglabile de la marirea lupei de citire (aproximativ de 10 ori), de exemplu,
pentru cartografierea de ansamblu a zonelor mari de esantionare sau pentru identifica regiunile de

interes si posibilitatea de a mari intervalul pana la cativa nanometri, in functie de instrument

11
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(standard vs. rezolutie Tnaltd) si proprietatile probei; 3) in al treilea rand, exista puterea analitica
de a obtine informatii despre compozitia materialului prin selectarea semnalelor provenite din
interactiuni specifice, asa cum sunt, de exemplu, cuantele de raze X caracteristice sau electroni

retrodifuzati (imprastiati in spate).

|

Fig. 2.3. a) Prepararea probelor pentru analiza SEM b) Microscopul SEM JEOL JSM 5600LV cu scanare

prin baleiaj.
Este necesar sa se cunoasca cateva principii de baza specifice interferentei luminii opticii pentru a
intelege fundamentele microscopiei electronice. Cand centrul a doi peak-uri primari sunt separate
de o distanta egald cu raza discului Airy, atunci doua obiecte pot fi distinse unele de altele, iar
sistemul poate fi descris matematic prin ecuatia lui Abbe:

d=0.612 A/nsin a, 2.7)

unde d este rezolutia, A este lungimea de unda a radiatiei caracteristice, n este indicele de refractie
a mediului intre sursa punctuala si lentila iar o este jumatate din unghiul conului de lumina din
planul specimenului acceptat de obiectiv (unghiul de jumatate de deschidere in radiani). Termenul
nxsin(o) este adesea numit deschidere (aperturd) numerica.

Inlocuirea sursei de iluminare si a lentilei condensatorului cu fascicul de electroni si bobine
electromagnetice din microscoapele duce la aparitia de transmisie electronica. Microscopul cu
transmisie electronicd (TEM) a fost construit pentru prima data in anul 1930 iar fasciculul de
electroni a fost focalizat de catre o lentild de condensare electromagneticd. Fata de TEM, SEM
utilizeaza un fascicul de electroni focalizat pentru a scana suprafata specimenului sistematic,
producand un numidr mare de semnale (electroni secundari si radiatie electromagnetica
caracteristicd). Aceste semnale electronice sunt in cele din urma convertite intr-un semnal vizual

afisat pe ecran ca imagine [45].

12
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CAPITOLUL 3 CARACTERIZAREA FERTILIZANTILOR ORGANO-

MINERALI PE BAZA DE BIOSOLIDE

3.1 Rezonanta magnetica nucleara uni-dimensionala folosita pentru

caracterizarea fertilizantilor organo-minerali
Rezonanta magnetica nucleara este o metoda puternicad pentru caracterizarea materialelor

in special acelora de provenientd organica cum sunt fertilizatorul organo-mineral pe bazad de
biosolide. Tipurile de fertilizatori pe baza de biosolide produse in cadrul programului experimental
al tezei se incadreaza foarte bine in aceastd categorie. Una din abilitatile rezonantei magnetice
nucleare, este aceea ca se pot folosi mai multe tipuri de secvente de impulsuri, pentru a masura
diferiti parametriit RMN specifici probelor de studiat. Una dintre aceste secvente de impulsuri
RMN se numeste saturation recovery, si este folosita pentru determinarea distributiilor timpilor

de relaxare spin- retea, T1 [46, 47].

3.1.1 Distributiile 1D ale timpilor de relaxare spin-retea, T;

O altd valentd a rezonantei magnetice nucleare, este aceea, ca spre deosebire de multe alte
metode de caracterizare, poate sa ne ofere distributii ale parametrilor masurati si nu doar o valoare
care si caracterizeze global probele masurate [48, 49]]. In figura 3.1 sunt prezentate distributiile
timpilor de relaxare Ti pentru cei trei fertilizatori V1, V2 si V3 produsi, si ale caror elemente
componente sunt prezentate in Tabelul 1.1. Se pot observa aseméanari destul de mari ale curbelor
de distributie a lui T1 pentru fertilizatori V2 si V3, in schimb proba V1 prezintd o distributie a

timpilor de relaxare Ty diferita.

N
o

fertilizatori

N
=]

-
]
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o
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Fig. 3.1. Distributiile timpilor de relaxare longitudinala a lui Ty pentru cele trei tipuri de biosolide [21].

3.1.2 Distributiile 1D ale timpilor de relaxare spin-spin, T

Tn figura 3.2. sunt prezentate distributiile timpului de relaxare spin - spin misurate pentru
fertilizatorii obtinuti cu retetele de preparare V1, V2 si V3. Se observa cateva variatii specifice si
o diferentd fatd de distributiile obtinute pentru timpii de relaxare T1. In mare, acesti peak-uri pot

sd fie asociati cu componente cu dinamica diferitd si care contin hidrogen. Astfel, la valori mici

13
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ale lui Tz s-ar putea gasi componente ale acestor fertilizatori care contin hidrogen si care sunt rigide

(au o mobilitate redusa).
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V3

st
o

o
3

probabilitate normalizata

0.0 . : ; : ;
1E-5 1E-4 1E-3 001 0.1 1
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Fig. 3.2. Distributiile timpilor de relaxare transversali T, pentru cele trei tipuri de biosolide [21].

3.1.3 Distributiile 1D ale cuplajului rezidual dipolar

O metoda avansatd in rezonantd magneticd nucleard este aceea a folosirii semnalului
provenit de la coerente de mai multe cuante. Cel mai des utilizate sunt coerentele de doud cuante.
Acestea presupun ca cel putin doi spini nucleari ai hidrogenului (pentru ca acesta este spin-ul
masurat prin rezonantd magnetica nucleara, folosind spectrometru de tip Bruker Minispec) sa fie
cuplati. Astfel masuratorile de doud cuante actioneaza ca un filtru pentru spinii izolati iar doar
spinii cuplati, si care cel mai probabil se gasesc in componente rigide, sa induca un semnal RMN

in bobina de receptie.
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Fig. 3.3. Curbele de crestere si scadere de doua cuante masurate pentru fertilizatorii V1, V2 si V3
prezentate a) la scard normala si b) marite si ¢) Distributiile cuplajelor reziduale dipolare, @wp masurate
pentru cele trei tipuri de biosolide din curbele de doua cuante prezentate in a) [21].
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3.1.4 Spectre RMN a *H si *3C sub MAS

Spectrele *H si *C RMN misurate pentru ingrisimintele organo-minerale V1, V2 si V3
inregistrate in conditiit MAS sunt prezentate in figurile 3.5 si 3.6. Ca si caracteristica generala se
pot observa asemanarile dintre spectrele masurate, indicand o structurda moleculara similara.
Acestea constau dintr-un peak mic, larg, centrat la ~15.27 ppm. Amplitudinea acestui peak
masurata pentru fertilizatorul V2 este mult mai mica, in comparatie cu amplitudinea, peak-urilor
masurati pentru V1 si V3. Apoi se poate observa un peak relativ ingust, centrat la ~ 6.89 ppm, cu
0 coada lunga extinsa pana la aproximativ 15 ppm. Un umar mic apare pentru toate cele trei spectre

la aproximativ 1.93 ppm.
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Fig. 3.4. Spectrele RMN ale 'H masurate pentru fertilizatorii a) V1, b) V2 si ¢)V3 sub MAS la frecventele
10, 15 si 20 kHz [21].
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Fig. 3.5. Spectrele RMN a (a) *H masurate sub MAS la 20 kHz si (b) a *C masurate sub MAS la 10 kHz
pentru fertilizatorii organo-minerali V1, V2 si V3 [21].

3.2 Caracterizarea fertilizantilor organo-mineral prin spectroscopie FT-IR
Spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR) este o metodd moderna

capabild sa identifice structura probelor simple sau, daca proba masuratd este mai complexa, sa
ofere informatii detaliate despre tipul de legaturi chimice. In figura 3.7 sunt prezentate spectrele
FT-IR masurate pentru cele trei ingrasaminte produse prin colaborare in cadrul acestei teze. Se
poate observa o asemanare mare intre aceste spectre, dar exista si diferente specifice majore intre
ele. Astfel, pentru analiza spectrelor FT-IR, accentul este pus pe doua domenii de interes. Prima
zoni se afli in intervalul de la aproximativ 2600 la 3800 cm ™, unde se afld un peak larg asociat
cu apa, si prezintd unele maxime mici la aproximativ 2737-2741 cm™ (asociat cu vibratiile de
intindere a legaturii N-H din (NH5)), 2873-320 cm™ (asociat cu vibratiile simetrice vs din CHs, si
cu cele de intindere a legiturilor din C-H, N-H), 2933-2945 cm! (asociat cu benzi de ntindere C-
H, si cu vibratiile asimetrice vas din CHy), 3124-3127 cm ! si 3241- 3244 (asociat cu intinderea
simetricd a O-H apartinand apei care se gaseste intrinsec in probele masurate sau poate fi absorbita

higroscopic ca umiditate din aer) [50, 51].
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Fig. 3.6. a) Spectrele FT-IR ale probelor V1, V2 si V3 si b) Prepararea probelor pentru masuratorile de FT-
IR [21].

3.3 Caracterizarea fertilizantilor organo-mineral prin SEM, EDX si DRX

Daca analiza FT-IR poate identifica structuri la nivel molecular (prin legaturi chimice),
microscopia electronica cu scanare (SEM) si modelele obtinute din difractia de raze X (DRX) pot
oferi informatii despre organizarea structurala la nivel de la nano la micrometric [56]. Astfel,
imaginile SEM-EDX (spectroscopie dispersiva de energie localizatd prin SEM) sunt prezentate in
figura 3.8 pentru toate cele trei tipuri de ingrasaminte V1 (sus), V2 (mijloc) si V3 (jos). In coloana
din stanga este prezentatd o hartd (mapd) colorata care se suprapune cu imaginile SEM ale unei
suprafete de dimensiune submilimetricd a fiecarui tip de ingrasdminte. Pixelii colorati indica
prezenta unor elemente particulare si pot fi asociati dupa cum urmeaza: i) rosu cu fierul (Fe); ii)
albastru deschis cu potasiul (K-kaliu); iii) portocaliul cu sulf (S); iv) rosu deschis cu fosforul (P);
V) roz cu siliciul (Si); vi) albastru Tnchis cu aluminiu (Al); vii) galben cu oxigenul (O); viii) verde
cu azotul (N); ix) albastru cu carbon (C). Spectrele EDX fnregistrate pentru imaginile SEM din

stdnga sunt prezentate in coloana din dreapta.
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Fig. 3.7. SEM — EDX ale celor mai abundente elemente din ingrasamintele V1, V2 si V3 (stanga) si
spectre EDX masurate din hartile EDX (d reapta) [21].

—20 .
£ fertlizatori o (NHXHPO,)
© 3 ,
= o so,
8 150 4 KNO,
c a v +KNO,
= : & Ca(PO,)/CaSI0,/CaSIO,
r B
& 100 LR il e S _se 2 o V3]
o
m .
o av <>° 5
I 5_4_»,_[.&,4 LUJ)JL\ 2 s V2]
@ ; i
] !
E o-u‘wnr’h-“,whu\, !,JJ.,.J 2 X, Vl
20 30 50 60
20 r‘]

Fig. 3.8. Difractograma de raze-X masurate pentru probele de fertilizatori V1, V2 si V3 [21].

18



Ing. Ramona CRAINIC Metode avansate de caracterizare a unor materiale biologice

CAPITOLUL 4 CONSTRUIREA DISPOZITIVULUI DE

ELECTROSPINNING

4.1 Elementele componente
Aparatul de electrospinning (electrofilare) a fost conceput si realizat la o scard mica in

cadrul programului experimental al acestei teze de doctorat, pentru a putea produce mostre din
diferite tipuri de solutii dar si pentru a putea optimiza parametrii procesului, oferind astfel
posibilitatea de a obtine diferite tipuri de nanofibre. Elementele componente ale aparatului de
electrospinning includ o serie de componente esentiale, fiecare avand un rol important in
producerea si colectarea fibrelor. Proiectarea unor elemente componente ale aparatului de
electrospinning a fost realizata cu ajutorul programului de proiectare SolidWorks si apoi care au
fost printate la o imprimanta 3D localizatd in cadrul laboratorului de Rezonanta Magnetica
Nucleara si Fizica Senzorilor a Univ. Tehnice din Cluj-Napoca. Camera de protectie a fost
elementul cel mai complex si a fost conceput pentru siguranta utilizatorului si pentru mentinerea
unui mediu cat mai stabil din punctul de vedere al temperaturii si umiditatii. in Figura 4.1 se poate
vedea varianta finald a aparatului de electrospinning realizat in laborator. Acest dispozitiv are doua
niveluri, nivelul inferior cuprinde partea electricd si pompa de injectie, iar nivelul superior
cuprinde acul metalic cu ajutorul caruia solutia este eliberata si colectata de tamburul rotitor

precum si suportul pentru acul metalic, tamburul rotitor si motorul.

Fig. 4.1. Aparatul de electrospinning.
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4.2 Construirea dispozitivului

Construirea aparatului de electrospinning a avut loc n mai multe etape. In prima fazi s-a
montat camera de protectie formata din cele doud niveluri. La primul nivel au fost amplasate toate
elementele electrice (sursa de inalta tensiune si sursa de alimentare a motorului) dar si pompa de
injectie (injectomatul medical). Toate aceste elemente sunt protejate de zona de producerea a
fibrelor. In zona de producere a fibrelor a fost necesar ca nivelul superior si fie etans datorita

vaporilor toxici care se formeaza.

ji'

Fig. 4.2. Etapele procesului de construire a dispozitivului de electrospinning.
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CAPITOLUL 5 Producerea de nanofibre prin electrospinning

5.1 Materiale si metode de producerea a nanofibrelor prin electrospinning
5.1.1 Materiale

Materialele brute folosite pentru producerea de nanofibre prin electrospinning sunt
prezentate in Figura 5.1 si au fost achizitionate de la producatori diferiti. Astfel, colagenul peptidic,

provenit de la animalele terestre, a fost produs de Arkure Health Care (India, Rohtak).

(1) =

Chitosan (5-20mPa-s, 0.5% 1

SUPPLEMENT FACTS

== -

LOUIS FRANCOIS
GELATINE de POISSON
FISCHGELATINE
200 Bloom / Poudre / Pulver
Pyt R
R T e
Polds net / Nettogewicht : 1 kg Folvethylen glycol 8,000
Lot/ crurge : 16583 XocrcH,),on

TR no2s s D
<)

Fig. 5.1. Materiale brute folosite pentru producerea de nanofibre prin electrospinning .
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5.2 Producerea de nanofibre pe baza de chitosan

Producerea nanofibrelor de chitosan prin procesul de electrospinning implica
transformarea solutiei de chitosan intr-un material fibros la scard nano-metrica. Pentru producerea
acestor fibre pe baza de chitosan, deoarece chitosanul nu se dizolva in apa pura, a fost necesara
introducerea unor solventi precum acidul acetic sau acidul formic pentru formarea solutiei. Acidul
a fost diluat in apa distilata avand diferite procentaje. Nanofibrele produse din solutia pe baza de
chitosan au fost colectate pe folia de aluminu de pe tamburul rotitor (vezi Fig. 5.5) iar apoi
desprinse cu grija. In Figura 5.2 b) se pot observa céteva dintre nanofibrele obtinute in urma

procesului de electrospinning.

Fig. 5.2. Obtinerea nanofibrelor pe baza de chitosan.

Pentru a simplifica dezlipirea foliei de nanofibre depusa pe folia de aluminiu s-a folosit,
suplimentar, un tifon infasurat doar pe o portiune a tamburului rotitor. Vizual, folia produsa are o
culoare usor galbuie si translucida, iar la atingere folia de chitosan formata are o texturd neteda,
flexibila avand si o suprafata extrem de find. Aceasta folie are o structura care poate imita textura
si proprietatile mecanice ale tesuturilor biologice. Deoarece chitosanul are o rezistentd mecanica
mai buna decat alti polimeri naturali, solutia de chitosan a fost folosita in mai multe combinatii

pentru a Tmbundtati proprietatile altor polimeri naturali precum gelatina sau colagenul.
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5.3 Producerea de nanofibre pe baza de PVA

Introducerea unui material sintetic n procesul de electrospinning poate ajuta la formarea
unor nanofibre cu o structurd mecanicd mult mai buna [53]. In prima etapa s-a dorit introducerea
unui material sintetic precum PVA-ul (polivinil alcool). Pregatirea solutiei pentru electrospinning
este similard cu metoda folosita la formarea solutiilor pe baza de polimeri naturali. Solventul
folosit Tn acest proces a fost tot acidul acetic in concentratie de 90%, dar dizolvarea polimerului
nu s-a putut face la temperatura de 40° C, asa ca temperatura a fost crescuta la 60° C. Temperatura
de 60°C a fost utilizata la toate variantele produse pe baza de PVA, iar in total au fost produse 3
variante pe baza de PVA cu concentratii diferite (100 %, 50 % si 10 %).

Fig. 5.3. Obtinerea nanofibrelor pe baza de PVA.

Solutia de PVA a fost amestecatd cu solutie de chitosan (50 % s1 90 %). Solutia de PVA
nu are o vascozitate foarte ridicatd dar amestecata cu solutia de chitosan, vascozitatea a crescut
relativ mult. Parametrii folositi pentru producerea fibrelor pe baza de PVA si chitosan au fost
diferiti. Textura fibrelor rezultate pe baza de PVA prezinta o retea de fibre foarte subtiri, find la
atingere. Aceste fibre sunt foarte rezistente la rupere si au o elasticitate mai mare decat fibrele
obtinute din polimeri naturali [53]. Folia rezultata are culoare alba dupa cum se poate vedea si in

Figura 5.3, iar dezlipirea foliei de pe tambur nu a implicat dificultati.
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Tabelul 5.1. Nomenclatura solutiilor folosite pentru producerea foliilor de bio-nanofibrelor prin electrospinning.

Nomenclatura solutiilor
folosite pentru
electrospinning si producerea
foliilor

Solutia 1

Solutia 2

Polimerul 1 [%]

Solventul 1 [%]

Polimerul 2 [%]

Solventul 2 [%]

Solutiia 1
/Solutia 2

Ch6AAG0

Ch6AA90

Col6AA05
Ch6AAI0(90):Col6AAD5(10)
Ch6AA90(50): Col6AAD5(50)

FG6H20100
Ch6AAI0(90):FGEH-0(10)

Ch6AAIO(50):FG6H-0(50)

PVAGAAID
Ch6AA90(90):PVABAAID(10)
Ch6AA90(50):PVABAAID(50)
PEG6AAYD
Ch6AAIO(90):PEGEAAIN(10)
Ch6AA90(50):PEGBAAIN(S0)

Chitosan 6% wi/v
Chitosan 6% w/v
Colagen 6% wi/v
Chitosan 6% wi/v

Chitosan 6% w/v

Gelatina din peste

6% wiv

Chitosan 6% w/v

Chitosan 6% w/v

PVA 6% w/v
Chitosan 6% wi/v
Chitosan 6% wi/v

PEG 6% wi/v
Chitosan 6% wiv

Chitosan 6% w/v

Acid Acetic 60 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 05 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %

H,0O 100 %
Acid Acetic 90 %

Acid Acetic 90 %

Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %

Colagen 6% wiv

Colagen 6% wi/v

Gelatina din peste
6% w/v
Gelatina din peste
6% w/v

PVA 6% w/v
PVA 6% w/v
PEG 6% w/v
PEG 6% w/v

Acid Acetic 05 %
Acid Acetic 05 %

H20 100 %

H20 100 %

Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %
Acid Acetic 90 %

100/0
100/0
100/0
90/10
Stral/stra2

100/0

90/10

50/50

100/0
90/10
50/50
100/0
90/10
50/50
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CAPITOLUL 6 CARACTERIZAREA PROPRIETATILOR MATERIALELOR
BRUTE UTILIZATE PENTRU PRODUCEREA DE NANOFIBRE PRIN

ELECTROSPINNING
6.1 Relaxometrie RMN a 'H

Chitosanul se caracterizeaza printr-o componenta semirigida caracterizatd de un peak in
distributia lui T localizatd la T2 ~ 2.91 ms si o componenta semi-mobila cu un timp de relaxare
spin-spin la T, ~ 23.18 ms. Peptida de colagen se caracterizeaza prin trei componente mai putin
rigide, doud componente semi-rigide cu timpii de relaxare localizati la T> ~ 2.31 si, respectiv, la
T2~ 10.9 ms si una semi-mobild cu T2~ 57.0 ms. In mod identic, colagenul de peste marin se
caracterizeaza si prin trei componente mai putin rigide, doua componente semirigide cu T2 ~ 1.74
ms si, respectiv, T2~ 14.8 ms si una semi-mobila cu T2 = 58.6 ms. Cu exceptia unei singure
componente (cu T2 localizat la aproximativ 2 ms), restul componentelor colagenului de peste marin

sunt mai mobile in comparatie cu componentele corespunzatoare ale peptidei de colagen.
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Fig. 6.1. Distributiile lui T, misurate prin RMN a 'H pentru biopolimerii bruti a) chitosan -
portocaliu, colagen de peste marin - albastru, peptida de colagen - rosu si gelatina de peste - verde
si b) polimeri PEG si PVA utilizati pentru electrofilare [53].

6.2 Spectroscopie FT-IR
In Figura 6.2a cu portocaliu (jos) este prezentat spectrul FT-IR maisurat in cadrul

programului experimental pentru chitosan. Aceasta (spectrul FT-IR) prezinta o banda puternica si
larga in regiunea 3297 cm™ care poate fi asociati cu intinderea legiturilor N-H si O-H, dar si cu
legaturile de hidrogen intra-moleculare [166] si este localizata in amida A. Aceastd largire este
evidentiatd prin suprapunerea cu un alt peak larg situat la aproximativ 3200 cm™. Un peak puternic
de absorbtie a fost observat la 2924 cm™ care face pereche cu peak-ul situat la 2855 cm™ apartinand
amidei B si care poate fi atribuit Tntinderii simetrice si respectiv asimetrice a C-H. Acest dublet se
gaseste Tn multe probe organice (vezi si spectrele pe baza de colagen), in special in cele de

polizaharide, cum ar fi caragenanii [54], xilanul [55] si glucanii [56].
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Fig. 6.2. Spectrele FT-IR ale bio-polimerilor bruti a) chitosan - portocaliu, colagen de peste marin -
albastru, peptida de colagen - rosu si gelatina de peste - verde) si b) polimerii PEG si PVA utilizati pentru
electrofilare [53].

6.3 Difractie de raze X
Pentru caracterizarea structurald a bio-materialelor brute utilizate pentru producerea de

nanofibre electrofilate au fost inregistrate difractogramele DRX [57] si care sunt prezentate
comparativ in Figura 6.3. Se pot observa asemanari intre difractogramele de raze X inregistrate
pentru colagenul de peste marin, peptida de colagen si gelatina de peste care prezintd o structura
amorfa cu peak-uri largi centrati la 26 ~ 20.46° pentru colagenul de peste marin, la 26 ~ 20.64°
pentru peptida de colagen si la 20 ~ 20.11° pentru gelatina de peste. Pentru colagenul de peste
marin se poate observa si un peak (cel mai mic), ca un umar stang. Prin aplicarea unei proceduri
de deconvolutie a difractogramei de raze X masurata pentru proba de colagen se observa ca acesta
poate fi descompusa (ad-hoc) in trei peak-uri largi centrati la 26 = 11.82°, 20.36°, 23.60°, si largimi
de 4.45° 7.74° ¢i 27.23°, iar ariile integrale relative de 4.85 %, 31.25 % si, respectiv, 63.91 %.
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Fig. 6.3. Difractogramele de raze X ale materiilor prime a) chitosan (portocaliu), colagen de peste marin
(albastru), peptida de colagen (rosu) si gelatina de peste (verde) [53] si b) Polimeri PEG si PVA utilizati
pentru electrofilare.
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CAPITOLUL 7 CARACTERIZAREA SOLUTIILOR PENTRU PRODUCEREA DE
NANOFIBRE PRIN ELECTROSPINNING

7.1 Efectul denaturarii colagenului in solutii de acid acetic cu diferite
concentratii

Pentru a evalua efectul de denaturare asupra colagenului de peste marin, in cadrul
programului experimental al prezentei teze de doctorat, au fost preparate diferite solutii de solventi
din acid acetic glacial (AA). Concentratia de acid acetic a fost aleasa in intervalul de la 5 % pana
la 90 %. Colagenul de peste marin a fost dizolvat in fiecare dintre acesti reactivi iar pentru solutiile
rezultate au fost misurate spectrele de RMN a 'H si FT-IR [58], spectre care sunt prezentate in
Figura 7.1. Astfel, in Figura 7 1a, spectrele RMN a *H misurate pentru solutii de 6 % w/v colagen
dizolvat in acid acetic cu concentratii de 5 %, 10 %, 20 si 40 %, iar intensitatile RMN sunt
prezentate la scard completd (verticald). Spectrele RMN a 'H au fost misurate folosind un
tomograf RMN 1n campuri inalte (7 T), utilizdnd o procedura de spectroscopie localizata care
permite suprimarea apei (peak-ul provenit din rezonanta apei la 6n ~ 4.65 ppm este suprimat

experimental, cu o eficienta ridicata).
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Fig. 7.1. Spectrele RMN ale *H misurate in cAmpuri inalte utilizind spectroscopia localizati si
filtrarea apei reprezentate la a) intensitatea RMN reala si b) intensitatea RMN marita si ¢) spectre
FT-IR utilizate pentru determinarea denaturarii colagenului in solutii de acid acetic cu diferite
concentratii de la 5 % la 100 % [53].
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7.2  Spectroscopia RMN a 'H in cAmpuri inalte

Tn subcapitolul anterior s-a aritat ci o concentratie prea mare de acid acetic poate duce la
denaturarea colagenului. Acest efect a mai fost discutat pe larg si in referinta [53]. S-a constatat ca
daca se foloseste colagen dizolvat in solutie de acid acetic atunci, o cantitate de 10-20 % acid acetic
poate incepe sa produca denaturarea colagenului fapt care impiedica formarea fibrelor [53]. Cu
toate acestea, daca solutia este combinata cu alta (de exemplu, pe baza de chitosan), atunci se pot
obtine fibre de dimensiuni nano-metrice. Efectul concentratiei de acid acetic asupra colagenului
poate fi observat cu usurinti prin compararea spectrelor de RMN a *H localizate, misurate in cAmp
magnetic Thalt. Acestea sunt prezentate in partea de jos a Figurii 7.2a pentru probele etichetate cu

Ch6AA90 si Ch6AAG60. In intervalul de la & 1, 4.0 ppm la § 1, = 6.0 ppm se pot observa peak-

urii specifici apei suprimate.

a) 8 - - T - ‘ b)
i = ‘ 8 T - T T
o) els:;:turtcl:sperri‘:u LI \ | 571 solutii pentru | | ‘ \
Sl L .| 1% 5 electrospinning | /| ‘l
= i i o Or \ |
2, 1 s"l ‘ | S 5 n I
Z 4 ( \i\ ; h l | I [ 2| 24 L { | | |
= [pvassa% ‘AL"‘ ;,i,H\I ‘ | = [ (i | l i
3 oy ey 1) | R a e 2K Y| T A
;]32 FGGES-A J L \k,_/l_; "‘,«‘J'_:u,‘ b \: T _;;_/:M § J g 2 anxweo%wvAw:n@[o_"i/ ";\;‘”’l‘ I‘""')‘«"Clﬁ:bvnq‘/l L" “ 1
© ) i A\ \“ 1 % © . [ /o T
._:% ChEAABD } \J ] | ‘4 ‘\ _.% 1 [CHEAASIOWIFGEHO(0%) ) | N/ -V:I\ ""‘|‘. B
§ 0 ChaAAg‘o ‘ | / L'\\I_V ‘ : / I \‘\/' l\\__ _.ﬂc_.z 0 [ChBAABD(90%)F CEAADS(10%) |l”‘.,w,\f\jﬂ\_,‘" [ _—
€12 10 8 6 4 2 0 2 4 €12 10 8 6 4 2 0 =2 -4
8, [Ppm] &, [Ppm]
C) 8 [ T I T T T T T " ‘ r T ‘ T
S solutii pentru
| L. | ‘ |
@ g| electrospinning |
= A ‘
T I A TN,
lEl r /I ‘ ‘ ‘ ‘x |‘ .
4L \
é [ creansasons PEGEAADODY l’,/ I | b ‘
i ' i
® 2
2 t
S
= 0
5 'C?'ﬁAAGUESU%JFCSAAOS(SU%)
£12 10 8 6 4 2 0 2 4
8, [ppm]

Fig. 7.2. Spectre RMN ale *H misurate in cAmpuri inalte pentru a) solutie puri de acid acetic (90%
sau 60% si apa distilatd) si 6% w/v chitosan, gelatina de peste PVA si PEG; b) 90% solutie 1 de
6% w/v chitosan (AA 90% sau 60%) si 10% din solutia 2 de 6% w/v colagen de peste marin (AA
5%), gelatina de peste (100% apa distilatd), PVA (AA 90%) si PEG (AA 90%); c) solutie 1 (50%)
din 6% w/v chitosan (AA 90% sau 60%) si 50% din solutie 2 din colagen de peste marin 6% w/v
(AA 5%), gelatina de peste (100% apa distilatd), PVA (AA 90%) si PEG (AA 90%) [53].
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7.3 Distributiile timpilor de relaxare T,

Dinamica bio-polimerilor se schimba total o datd ce acestea sunt dizolvate in acid acetic
sau chiar in apa simpla distilata. Acest lucru este demonstrat de distributiile timpilor de relaxare
transversald T, masurate pentru solutiile preparate pentru electrofilare, asa cum sunt prezentate in
Figura 7.3. Peak-ul principal (asociat celui mai mare bazin/rezervor de hidrogen) este situat la
valori T2 mai mari, de ordinul sutelor de milisecunde. Distributiile lui T sunt inregistrate cu doi
timpi de ecou (TE). Astfel, un timp de ecou mic, TE (vezi distributiile T> prezentate in stdnga
Figurii 7.3 —a si ¢) va asigura codarea componentelor caracterizate printr-o mobilitate redusa, dar
in acelasi timp nu poate rezolva bine peak-uri care apar la valori T> mai mari (de obicei mai mari
de 100 ms). Acestea sunt rezolvate atunci cand parametrul experimental, timpul de ecou, este setat
la 0 valoare mai mare (TE = 0.5 ms — vezi distributiile T» prezentate in dreapta Figurii 7.3 —b si d
si trenul de ecouri CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) cade aproape de linia de baza. Dar, in
acelasi timp, un timp de ecou atat de mare actioneaza ca un filtru, iar componenta mai putin mobila

este mobila din semnalul RMN si nu mai apare in distributiile lui T.
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Fig. 7.3. Distirbutiile timpului de relaxare RMN a 'H T, masurate pentru solutiile folosite pentru
electrospinning bazate pe chitosan si colagen din peste marin (sus) si gelatina din peste (jos) utilizand un
timp de aparitie a ecoului TE = 70 us (stanga) si TE =500 us (dreapta).
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7.4 Spectroscopia FT-IR

Interactiunea dintre 6 % w/v chitosan in 60 % acid acetic (Ch6AA60) si 6 % w/v colagen
in 5 % acid acetic (Col6AAO0S) nu este atdt de complexa cum era de asteptat; fapt rezultat din
spectrele FT-IR prezentate in Fig. 7.4a. Aceste spectre (portocaliu si rosu in Fig. 7.4a) sunt in
principal superpozitii ale spectrelor inregistrate pentru solutiile separate (si discutate in mare
misurd mai devreme), dar prezinti si citeva caracteristici noi. In acest sens, se poate remarca ci
peak-ul corespunzitor apei face parte dintr-o banda mare cu caracteristicile principale care provin
din prezenta acidului acetic (vezi spectrul negru din Fig. 7.1c). Comparand spectrul FT-IR
inregistrat pentru solutia bi-componenta de Ch6 AA60(90%)Col6 AA05(10%) (spectrul portocaliu
din Fig. 7.4a) cu cel inregistrat pentru solutia bi-componenta de Ch6 AA60(50%)Col6AA05(50%)
(spectrul rosu din Fig. 7.4a) se poate observa ca diferenta de continut de acid acetic, in favoarea
primului, duce la o absorbtie crescuti a benzii largi situate in intervalul 3000-4000 cm™. Prezenta
chitosanului abia se remarca prin aparitia unor dublete extrem de mici situate la aproximativ 2844
cm™ si 2788 cm™, si mai ales prin mici serii zgomotoase de peak-uri mici extinsi in intervalul
3800-4000 cm, si in interval de 1475-1580 cm™. Cel mai mare efect al chitosanului este de
asteptat si apara la aproximativ 1100 cm™, dar existd o suprapunere cu grupul de linii de absorbtie

apartinand acidului acetic.
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Fig. 7.4. Spectrele FT-IR ale solutiilor pentru electrospinning preparate pe baza de a) colagen si chitosan
si b) gelatina de peste si chitosan.
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CAPITOLUL 8 CARACTERIZAREA PROPRIETATILOR NANOFIBRELOR

PRODUSE PRIN ELECTROSPINNING
8.1 Metode moderne de RMN pentru caracterizarea nanofibrelor

8.1.1 Relaxometrie RMN a 'H

Distributiile lui T, masurate pentru toate foliile de bio-nanofibre electrofilate sunt
prezentate comparativ in Fig. 8.1. Comparand aceste distributii ale lui T2 cu cele raportate in
capitolele anterioare, se poate observa ca acestea (Fig. 8.1) sunt mai asemanatoare cu cele masurate
pentru materiile prime (Fig. 6.1). Cea mai mare cantitate de hidrogen se gaseste in componentele
cu mobilitate extrem de redusa. Aceasta este o caracteristica generald valabila pentru toate foliile
din bio-nanofibre electrofilate si rezultata din prezenta peak-urilor principali (cu cea mai mare arie
integrald) situate la valori T2 mai mici de 1 ms. Cu o singurd exceptie, toate distributiile lui T2 sunt
caracterizate de un peak principal si o serie de alte trei peak-uri mici la valori ale lui T> mai mari,
fapt care indica o mobilitate mai mare. Exceptia o constituie folia de bio-nanofibre produsa prin
electrospinning din FG6H20, solutie preparata prin dizolvarea gelatinei de peste in apa distilata.
Tn acest caz se pot observa o serie de doi peak-uri principali situati la valori ale lui T, mai mici si

alte doi peak-uri situati la valori ale lui T2 mai mari.
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Fig. 8.1 Distributiile timpului de relaxare RMN a *H, T, masurate pentru foliile de bio-nanofibre obtinute
prin electrospinning din solutii preparate pe baza de a) colagen si chitosan si b) gelatina de peste si
chitosan [59].

8.1.2 Mape de schimb EXSY T>-T:

Desi ofertante, distributiile uni-dimensionale (1D) ale lui T2 masurate prin RMN nu pot
oferi o imagine completa a dinamicii retelei polimerie a foliilor din bio-nanofibre produse prin
electrospinning care, la nivel molecular, formeaza structura de bazd. Daca se presupune ca
solventul (acidul acetic, apd) nu este complet evaporat in timpul procesului de electrofilare, daca

eventuala reticulare (chimici si/sau fizicd) nu este permanentd, atunci o misuritoare RMN a 'H
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bi-dimensional de tipul T>-T> EXSY (Laplace-Laplace exchange spectroscopy) poate aduce

informatii valoroase [60, 61].
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Fig. 8.2. Spectrele RMN ale *H bidimensionale de tipul T,-T; EXSY (spectroscopie Laplace de schimb)
masurate pentru foliile de bio-nanofibre electrofilate din solutii de a) chitosan 6% w/v in acid acetic 60 %
(sol-1 90 %) si colagen 6% w/v in acid acetic 5 % (sol-2 10 %); b) chitosan 6 w/v n acid acetic 60 %
(strat 1) si colagen de peste marin 6% W/v in acid acetic 5 % (strat 2); c) gelatina de peste 6% W/v in apa
distilata si d) chitosan 6% w/v n acid acetic 90 % (sol-1 90 %) si gelatina de peste 6% w/v in apa distilata

(sol-2 10 %) [53].

In Fig. 8.2 sunt prezentate patru harti (mape) To-T2 EXSY inregistrate pentru doui folii electrofilate

din bio-nanofibre pe baza de chitosan si colagen de peste marin si doud pe baza de gelatina de

peste (una si cu chitosan) cu un timp de schimb, Tmix = 20 ms. Tn Fig. 8.2 a) este prezentati harta
(mapa) RMN a 'H de tipul T>-T2 EXSY inregistrati pentru Ch6AA90(90%)Col6AA05(10%) care

prezinta: i) patru peak-uri extra-diagonali clari care descriu procesul de schimb molecular dintr-

un rezervor de 'H caracterizat prin valori ale lui T, mari citre un rezervor de *H caracterizat de

valori ale lui T2 mai mici; si ii) un peak extins care descrie un proces de schimb molecular de la

un rezervor de H caracterizat de valori mici ale lui T, citre un rezervor de hidrogen cu valori T,

mai mari.
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8.2 Caracterizarea structurala a nanofibrelor prin spectroscopie FT-IR
Structura moleculard a bio-nanofibrelor produse prin electrospinning este diferita de

constituentii din solutii, asa cum se poate observa din spectrele FT-IR prezentate in Fig. 8.3. Astfel,
Fig. 8.3a prezinta spectrele FT-IR finregistrate pentru foliile din bio-nanofibre pe baza de
chitosan/colagen. Efectul concentratiei diferite de acid acetic din precursorii foliilor de bio-
nanofibre produse Tn cadrul programului experimental poate fi observat direct prin compararea
spectrelor Tnregistrate pentru Ch6AA90 (rosu - in partea de jos) si Ch6 AA60 (albastru — partea de
jos). Astfel, in domeniul de caracteristici specifice (350-1900 cm™) se pot observa doar mici
diferente intre aceste doud probe. La fel, in intervalul 2000-4000 cm™, unde apar peak-uri largi, se
observa unele diferente relativ minore. Astfel, se poate observa variatia de amplitudine a dubletului
situat la aproximativ 2896 si 2950 cm™. Se mai poate observa faptul ci, pentru proba care continea
initial cea mai mare cantitate de acid acetic, spectrul FT-IR al bio-nanofibrelor electrofilate
prezinti un peak situat la aproximativ 1724 cm™ care poate fi atribuit acidului acetic (vezi spectrul
rosu din Fig. 8.3a si spectrul FT-IR negru din partea de jos a Fig. 7.1c). Un spectru FT-IR similar
a fost inregistrat si pentru folia de bio-nanofibre electrofilatd obtinuta dintr-o solutie care contine

10 % Col6AA0S.
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Fig. 8.3. Spectrele FT-IR ale filmelor de bio-nanofibre electrofilate preparate pe baza de a) colagen si
chitosan si b) gelatina de peste si chitosan [53].

8.3 Caracterizarea SEM

Una dintre metodele clasice de caracterizare a nanofibrelor este realizata cu ajutorul
microscopiei electronica de baleiaj (SEM). Rezolutia la diferite mariri a imaginilor SEM este mai
mult decét adecvata pentru caracterizarea structurald a nanofibrelor obtinute prin electrofilare.
Dispunerea geometrica si efectul chitosanului pentru foliile electrofilate de bio-nanofibre este cel
mai bine indicat de imaginile SEM. Aceste imagini sunt prezentate in Fig. 8.4 pentru probele
Ch6AA60(90%):Col6AA05(10%) si FG6H:0.
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inm BBBEB 1Z 13 SEI

Fig. 8.4. Imagini obtinute prin microscopie electronica de baleiaj (SEM) ale foliilor de bio-nanofibre
a) Ch6 AA60(90%)Col6AA05(10%) si b) FG6H 0 obtinute prin electrospinning [53].

Utilizarea chitosanului, ca si componenta majora a bio-nanofibrelor electrofilate, duce la
formarea unei folii dens impachetata formata din straturi depuse succesiv, in timp ce ultimul strat
de nanofibre este depus pe ultima suprafata si se imbina in proportie semnificativa cu biomaterialul

existent (vezi Fig. 8.4a).
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Fig.8.5. Imagini obtinute prin microscopie electronica de baleiaj (SEM) cu marirea de x5000 (stanga) si
x10000 (dreapta) masurate pentru foliile de bio-nanofibre a) FG6H.0; b) PVAG6AA90; c) PEG6AA90;
d) Ch6 AA90(50%)FG6H.0(50%); e) Ch6 AA90(90%)PVABAA90(10%); f) Ch6AA90(50%)
PEG6AA90(50%) [59].

Se poate considera ca fibrele principale formeaza o asa-numitd retea de plasa. Fibrele
secundare cu diametrul de la jumatate (1/2) pana la o zecime (~1/10) din diametrul fibrelor primare
formeaza o retea secundara locala. Acestea se caracterizeaza printr-0 lungime de sub 1 um pana
la cativa micrometri si, de obicei, sunt conectate direct la reteaua primara, dar pot fi conectate si
prin bulbi mici. Mai multe fibre tertiare pot forma o alta retea locala si pot uni fibrele secundare
prin legaturi directe. O fibra tertiard poate uni doud fibre secundare fard alt contact, dar se pot
observa alte fibre tertiare care sa prezinta noduri de reticulare intr-un numar redus. La aceasta

madrire a imaginilor SEM, fibrele cuaternare (de ordinul IV) sunt greu de observat.
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CAPITOLUL 9 RETELE NEURONALE ARTIFICIALE FOLOSITE PENTRU

CARACTERIZAREA NANOFIBRELOR PRODUSE PRIN ELECTROSPINNING

9.1 Caracterizarea gradului de ordine locala a nanofibrelor folosind retele

neuronale artificiale
Procedura de analiza-predictie a fost aplicatd pe unele dintre imaginile SEM masurate. Mai

Tntai s-a observat ca ordinea prezisa nu este o valoare unica si cel mai bine poate fi descrisa ca un
interval. Aceasta este o abordare rezonabild pentru nanofibrele cu atat de multe caracteristici, altele
decat fibrele liniare (a se vedea discutia anterioard legatd de caracterizarea imaginilor SEM).
Astfel, se poate observa ca folia mono-componenta de nanofibre pe baza de gelatina de peste
FG6H20 prezinta un grad de ordine in intervalul 0.287 — 0.472. Aceasta inseamna ca fibrele sunt
in mare parte dezordonate. Cele mai dezordonate nanofibre au fost gasite pentru folia
Ch6AA90(50%):FG6H20(50%) cu doua componente produsa pe baza de gelatina de peste. Gradul
de ordine prezis a fost in intervalul 0.051 — 0.312 fapt care a plasat aceste retele ca fiind formate
din nanofibre aproape total dezordonate. Gradul de densitate al retelei de nanofibre poate juca, de
asemenea, un rol important in analiza gradului de ordine, asa cum se poate observa din setul de
doua  imagini  prezentat Tn  figura 9.1 (al treilea rand) pentru folia
Ch6AA90(90%):PVA6AA90(10%) cu doud componente. Dupd cum era de asteptat, o retea mai
densa poate fi caracterizatd printr-o orientare mai eterogend a fibrei, cu un grad de ordonare a
nanofibrelor in intervalul 0.281 —0.520. Aici se poate observa ca unele parti ale retelei de nanofibre
au trecut de limita de la dezordonata la ordonata de 0.5. O retea mai putin densa prezinta un interval
mai restrans de grad de ordonare (0.157 — 0.368) si in general poate fi caracterizata ca fiind mai
dezordonatd decat reteaua densd. Ultimele doud seturi de predictii (ultimul rand din Fig. 9.3)
obtinute pentru foliile pe baza de PVA, foliile din nanofibre cu doua componente Ch6AA90(90%)
PVA6AA90(10%) si cu o singurd componentd PVA6AA90 arata ca gradul de dezordine poate

creste odata cu cresterea numarului de componente.

o Gradul

= : - _ Gradul de
! > -—a deptr)er;j;:e ordine prezis
T (0.380) (0.618)
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Fig. 9.1. Gradul de ordine al nanofibrelor electrofilate prezis de RNA din imagini cu fibre simulate cu
a) 0.33 si b) 0.66 grade de ordine si din imagini SEM masurate cu o marire de x20000 pentru foliile
c) FG6H,0; d) Ch6AA90(50%)FG6H20(50%); ¢) si f) Ch6AA90(90%)PVA6AA0(10%); g) si h)
PVABAA9D [59].

9.2 Analiza statistica in componente principale si utilizarea retelelor neuronale

artificiale
Analiza componentelor principale (PCA) este un instrument puternic de evaluare a

comportamentului statistic al datelor masurate, permitand discriminarea diferitelor parti ale unui
sistem statistic, gasirea corelatiilor intre diferite tipuri de parametri si, daca este cazul, observarea
unui proces de evolutie. Principalul rezultat al aplicérii analizei PCA la masuratorile care implica
biosolide (asa cum s-au descris in capitolul 3 fertilizatorii organo-minerali pe baza de biosolide) a
ndmolurilor si a apelor uzate provenite de la un abator de pasari este reprezentat in Fig. 9.4 ca un
grafic al PC2 (a doua componenta principald) in functie dePC1 (prima componentd principala)
[62]. Aici, contributiile fiecarui parametru (absorbanta totald a spectrelor VIS-IRapropiat, To,1
timp de relaxare spin-spin, coeficientul de auto-difuzie D1, pH-ul, CE si TDS-ul) sunt considerate

ca pondere cu care sunt calculate componentele principale de la PC1 la PC6.
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Fig.9.2. Analiza statistica in componente principale PCA: graficul 2D al functiei PC1 versus PC2
obtinute pentru apele reziduale (netratate, tratate biologic, tratate chimic si ape evacuate) si probe de
namol biosolid folosit ca fertilizant colectate in patru luni de monitorizare [62].

Pentru a evalua importanta unui anumit parametru pentru fiecare componenta principala,
trebuie luate in considerare doar marimile valorilor enumerate. Semnul valorilor enumerate va
contribui la deplasarea datelor prezentate in Fig. 9.2 si va duce la separarea intre diferite tipuri
(grupe) de probe. Prima componenta principald PC1 este caracterizatd de cea mai mare separare a
datelor, iar deplasarea (variatia) scade odata cu cresterea numarului componentei principale, astfel
PCG6 are cea mai mica deplasare.

Tn figura 9.2, grupul de patru puncte (incepand cu luna unu pana la patru de monitorizare)
corespunzatoare apelor uzate neepurate care sunt prezentate cu romb albastru. Pentru lunile 2, 3 si
4 aceste puncte sunt situate in centrul figurii avand cele mai mici valori ale lui PC1 si PC2. Punctul
corespunzator lunii unu de monitorizare a apelor uzate neepurate este situat la un negativ mare a
lui PC1 si PC2. O anumita contributie poate fi gasita ca provenind de la parametrul RMN, T2 (-
0.561). Cea mai mica contributie la PC1 vine de la pH (0.25) si de la absorbanta totald masurata
in VIS-IRapropiat (0.336). In schimb, principala contributie la componenta principala 2 (PC2)
provine de la pH (0.794). De asemenea, cu o contributie mare poate fi creditata si absorbanta totala
n VIS-IRapropiat (-0.627). La PC2 o contributie nesemnificativa provine de la T2,1 (0.054), si apoi
de la TDS (0.165) si CE (0.22). Coeficientul de auto-difuzie RMN, D1 va avea o contributie relativ
importanta (0.343). Prin urmare, masuratorile pH-ului, CE si TDS-ului efectuate pentru probele
colectate in prima lund de monitorizare sunt in afara intervalului asteptat. Un comportament

similar poate fi gasit pentru apele uzate si epurate biologic (patratul umplut cu rosu in Fig. 9.2).
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Fig.9.3. Probabilitatea prezisa cu ajutorul RNA pentru a) apele reziduale netratate, b) apele reziduale
tratate chimic, c) apele reziduale tratate biologic, d) apele reziduale evacuate si €) namol biosolid [62].

Aici, punctele corespunzatoare probelor colectate 1n lunile 1, 2 si4 sunt grupate, iar punctul
corespunzator lunii 3 este Tn mare masura deplasat in directia negativa a PC2. Prin urmare, valoarea

pH-ului si absorbanta totald in VIS-IRapropiat masurate pentru aceasta probd sunt principalele

responsabile cu aceasta pozitie in afara grupului.
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CONCLUZII FINALE

1. S-adezvoltat un plan de cercetare care a fost utilizat pentru caracterizare complexa folosind
metode avansate, a unor biomateriale de tipul nanofibrelor obtinute prin electrospinning si de

tipul biosolidelor utilizate ca fertilizatori organo-minerali.

2. S-a proiectat, construit si testat cu succes un dispozitiv de electrospinning utilizat pentru
producerea de folii mono si bi-component de nanofibre prin electrofilare, bazate pe chitosan,

colagen, gelatina din peste, PVA si PEG.

3. Prin colaborare cu Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Masini si Instalatii
destinate Agriculturii si industriei alimentare-INMA Bucuresti- Sucursala Cluj-Napoca, s-au

obtinut prin extrudare 3 tipuri de biosolide utilizate ca fertilizatori organo-minerali.

4. S-autilizat cu succes relaxometria RMN a H pentru caracterizarea complex a fertilizatorilor
organo-minerali, materialelor brute utilizate pentru electrospinning, a solutiilor precursoare si

a foliilor de nanofibre.

5. S-afolosit pentru prima data relaxometria RMN bi-dimensionald de tipul T>-T2 EXSY si Ti-
T2 COSY pentru caracterizarea proceselor de schimb molecular si a componentelor dinamice

ale bio-nanofibrelor produse in cadrul programului experimental al acestei teze.

6. S-a folosit cu succes spectroscopia RMN in campuri inalte, localizatd, pentru studiul

denaturarii colagenului dizolvat in solutii de acid acetic in functie de concentratia acestuia.

7. S-au efectuat misuritori de spectroscopie RMN in cAmpuri inalte a *H si 13C sub MAS pentru
cele 3 tipuri de fertilizatori organo-minerali si s-au pus in evidentd modificari subtile datorate

unor variatii minore ale componentelor acestora.

8. Spectroscopia FT-IR s-a dovedit a fi o metoda utilizata cu succes pentru caracterizarea
complexd atat a fertilizatorilor organo-minerali, cat si a materialelor brute utilizate pentru

electrospinning, a solutiilor precursoare si in final si a foliilor de nanofibre.

9. Difractia de raze X a fost utilizata cu succes pentru caracterizarea structurald a materialelor
brute utilizate pentru electrospinning cat si a biosolidelor utilizate ca fertilizatori organo-

minerali.
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10.

11.

12.

Micrografia electronica de baleiaj (SEM) a confirmat producerea de nanofibre cu morfologie
(forma, structurd, dimensiunii si conectivitate) complexd influentatd puternic de tipul si
concentratia biomaterialelor folosite. In plus, cuplatd cu EDX s-a dovedit a fi esentiald pentru
clarificarea elementelor componente, nou formate prin extrudare si obtinerea de biosolide

utilizate ca fertilizatori organo-minerali.

S-a aratat cd si masuratorile clasice, utilizate pentru determinarea parametrilor fizico-chimici
ale unor solutii, cum ar fi pH, conductivitate electrica si TDS, turbiditate, indicele de refractie
si vascozitate pot fi folosite in mod inteligent. In acest sens masuritori dinamice de pH si de
conductivitate electrica au fost utilizate pentru determinarea cantitatii de fertilizator eliberat,
a unui timp specific de eliberare si a unei viteze de eliberare a fertilizatorilor in solutii de apa

distilata.

Analiza datelor a fost complexa si a implicat mai multe niveluri, incepand de la procesarea
primard a datelor masurate, continudnd cu analiza acestora care implica transformata Fourier
1D si transformata Laplace 1D si 2D, deconvolutia spectrelor Laplace si Fourier, analiza
cantitativa si terminand cu analiza statistica in componente principale (PCA) imbunatatita prin
utilizarea inteligentei artificiale care a implicat folosirea de retele neuronale artificiale si

invatare automata.
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