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I. Stadiul actual al dezvoltirii in domeniu

Cresterea continua la nivel global a leziunilor cutanate — fie ele cauzate de traumatisme,
arsuri, rani cronice sau interventii chirurgicale — a intensificat cererea pentru strategii avansate si
eficiente de vindecare a ranilor. Ingineria tisulard dermica a devenit un domeniu esential al
medicinei regenerative, avand ca scop dezvoltarea de materiale biocompatibile si bioactive care
pot restabili integritatea pielii, preveni infectiile si stimula regenerarea rapida a tesuturilor. Cu toate
acestea, multe dintre materialele conventionale utilizate in ingrijirea ranilor sunt pe baza de
substante sintetice, care adesea nu sunt biocompatibile, pot provoca reactii adverse sau contribuie
la aparitia rezistentei la antibiotice din cauza utilizarii excesive a agentilor antimicrobieni.

In acest context, biomaterialele naturale, in special cele derivate din produsele apicole, oferd o
alternativa extrem de promitatoare [1-3].

Problema abordata in aceastd tezd se concentreaza pe dezvoltarea de biomateriale noi
pentru ingineria tisulard dermicd, cu un accent special pe Inlocuirea agentilor activi sintetici
conventionali cu compusi bioactivi naturali. Motivatia acestei abordari deriva din constientizarea
tot mai mare a limitarilor si posibilelor efecte adverse asociate cu substantele sintetice utilizate
frecvent 1n ingrijirea ranilor — cum ar fi reactiile alergice, vindecarea intarziata, citotoxicitatea si
aparitia bacteriilor rezistente la antibiotice.

In contrast, produsele naturale, in special cele derivate din activitatea albinelor — cum ar fi
laptisorul de matca, propolisul si mierea — constituie o sursa bogata de molecule biologic active cu
proprietdti terapeutice bine documentate. Acestea includ efecte antimicrobiene, antiinflamatorii,
antioxidante si regenerative, esentiale pentru o vindecare optima a ranilor. Prin integrarea acestor
compusi 1n matrici biopolimerice, cum ar fi chitosanul sau alti purtatori biocompatibili, devine
posibild dezvoltarea de materiale compozite care nu doar sprijind repararea tisulara, ci si reduc
riscul de infectie si reactii adverse, datoritd originii naturale si biocompatibilitdtii acestora [4-7].

Aceasta teza sustine ca utilizarea produselor apicole in locul substantelor sintetice nu doar
ca se aliniaza principiilor chimiei verzi si designului sustenabil al biomaterialelor, ci si amplifica
potentialul terapeutic al pansamentelor pentru rani. Obiectivul este crearea unor materiale care sa
fie mai sigure, mai eficiente si mai bine tolerate de organismul uman, mentindnd — sau chiar
depasind — performantele alternativelelor sintetice existente.

Substantele derivate din albine, cum ar fi laptisorul de matca, propolisul si mierea, sunt

recunoscute pe scard largd pentru proprietdtile lor terapeutice, incluzand efecte antimicrobiene,



antiinflamatorii, antioxidante si de regenerare tisulara. Acesti compusi bioactivi ofera o alternativa
naturala, sustenabild si biocompatibild la agentii sintetici utilizati frecvent in ingrijirea
conventionald a ranilor. Utilizarea lor in aceastd lucrare este motivata de interesul tot mai mare
pentru materiale biologic active, care se aliniaza principiilor sintezei verzi si medicinei
regenerative.

Cercetarea se concentreazd pe integrarea acestor produse apicole intr-o matrice
biopolimerica — cum ar fi colagenul, chitosanul si alginatul de sodiu — pentru a crea un material
compozit adecvat aplicatiilor dermice. Chitosanul, cunoscut pentru excelentele sale proprietati de
biocompatibilitate, biodegradabilitate si suport in procesul de vindecare a ranilor, actioneaza ca un
suport versatil care sporeste eficienta compusilor bioactivi incorporati. Materialele rezultate sunt
concepute pentru a avea proprietati multifunctionale: promovarea proliferarii celulare, stimularea
activitatii colagenului si keratinocitelor, modularea raspunsurilor inflamatorii si asigurarea unei
protectii antibacteriene eficiente [8-10].

Laptisorul de matca contribuie in mod special la vindecarea ranilor prin continutul sau de
defensina-1, care stimuleaza migrarea keratinocitelor si exprimarea MMP-9 — procese esentiale
pentru reepitelizare. Acidul 10-HDA, un acid gras principal din laptisorul de matcd, prezinta
activitate antimicrobiana cu spectru larg si moduleazd expresia genelor implicate in inflamatie.
Propolisul, bogat in flavonoide si compusi fenolici, oferd o activitate antimicrobiand si
antioxidantad puternicd, in timp ce mierea sustine hidratarea tesuturilor, inhiba dezvoltarea
bacteriana si favorizeaza debridarea autolitica.

Impreuna, acesti agenti naturali manifesta efecte sinergice, sporind potentialul regenerativ
al pansamentului si reducand riscul de infectie. Prin valorificarea activitatilor biologice intrinseci
ale produselor apicole si integrarea acestora intr-o platformd avansata de biomateriale, aceasta
lucrare aduce o contributie semnificativd in domeniul ingineriei biomedicale bazate pe produse
naturale. Rezultatele obtinute prezinta un potential important pentru imbunatatirea tratamentului
ranilor, in special in cazul leziunilor cutanate complexe, cum ar fi arsurile, ulcerele si ranile
infectate. Mai mult, aceasta abordare promoveaza sustenabilitatea si se aliniaza eforturilor globale
de reducere a dependentei de terapiile sintetice si bazate pe antibiotice.

Selectia produselor apicole ca agenti functionali in biomaterialele dermice este in
concordantd cu tendintele actuale din cercetarea biomedicald, care pun accent pe sustenabilitate,

biocompatibilitate si multifunctionalitate. De asemenea, utilizarea purtdtorilor biopolimerici



precum chitosanul, gelatina sau colagenul pentru incapsularea si eliberarea controlatd a acestor
compusi contribuie la cresterea eficacitatii terapeutice, stabilitatii mecanice si eficientei in mediile
specifice ranilor.

Aceasta cercetare aduce o contributie semnificativa literaturii de specialitate Tn domeniul
biomaterialelor regenerative, propunand o strategie inovatoare si holisticd de imbunédtétire a
procesului de vindecare a ranilor prin aplicarea optimizatad stiintific a produselor apicole. Prin
integrarea intelepciunii traditionale cu cele mai noi descoperiri din stiinta materialelor, ea
urmareste sd conecteze terapiile naturale cu practica clinica, contribuind astfel la progresul

ingineriei tisulare dermice.

Scopul tezei si obiectivele acesteia

Aceastd tezd doctorald este motivatd de mai multe consideratii fundamentale. Din
perspectiva medicald, exista o nevoie urgenta de materiale de vindecare a ranilor mai sigure si mai
eficiente, care sa sustina regenerarea rapida a dermului si sd reduca riscul de infectii, in special in
cazul victimelor arsurilor i al pacientilor cu rani cronice. Din punct de vedere stiintific, integrarea
produselor apicole in biomateriale avansate reprezintd o abordare noud, ce combina apiterapia
traditionald cu tehnicile moderne de inginerie tisulara. In acelasi timp, utilizarea produselor apicole
oferd o strategie naturald si sustenabild, acestea fiind resurse regenerabile, biodegradabile si
biocompatibile, care reduc dependenta de substante sintetice si se aliniaza prioritatilor globale de
protectie a mediului si a sdnatatii umane. Potentialul lor terapeutic este bine documentat, printr-o
gamad largd de activitdti biologice — inclusiv antioxidante, antimicrobiene, antiinflamatoare si
regenerative — care le sustin aplicabilitatea in repararea pielii. Literatura de specialitate valideaza
eficienta lor in accelerarea reepitelizarii, reducerea inflamatiei si prevenirea infectiilor microbiene.
Relevanta translationala a acestei lucrdri constd 1n dezvoltarea de materiale naturale,
biofunctionale, pentru ingrijirea ranilor si substitutia pielii, bazate pe produse apicole, care prezinta
un potential clinic considerabil, oferind solutii accesibile, cu risc scdzut si rentabile, atat in
medicina umand, cat si in cea veterinara [11-14].

Pornind de la aceste consideratii, cercetarea contribuie la domeniul biomaterialelor
regenerative prin propunerea unei strategii inovatoare si integrate de optimizare a vindecarii
ranilor, bazata pe utilizarea produselor apicole. Prin imbinarea cunostintelor traditionale cu
tehnologiile avansate din stiinta materialelor, teza urmareste sa conecteze terapiile naturale cu

practica clinica, facilitand progresul ingineriei tisulare dermice.



Scopul principal al acestei cercetdri doctorale a fost obtinerea si caracterizarea unor
biomateriale naturale noi, cu potentiale aplicatii in ingineria tisulard dermica, prin utilizarea
polimerilor biocompatibili in combinatie cu compusi bioactivi, in special cei derivati din produse
apicole. Studiul a fost structurat pe mai multe etape, fiecare avand ca obiectiv proiectarea si
evaluarea unor materiale cu proprietiti biologice si functionale imbunitatite. In mod specific,
obiectivele au inclus: obtinerea si caracterizarea unor bureti pe baza de colagen Tmbogdtiti cu
tincturd de propolis, utilizati prin tehnica liofilizdrii pentru a genera structuri poroase si
biocompatibile adecvate regenerdrii dermice; formularea si analiza unor filme bioactive pe baza
de chitosan si alginat de sodiu, in care au fost incorporate produse apicole individual sau in
combinatie, cu scopul de a crea materiale flexibile, antimicrobiene, destinate tratamentului ranilor;
sinteza si incorporarea de nanoparticule de argint in filme imbogétite cu produse apicole printr-o
metoda verde, utilizand propolisul atat ca agent reducator, cat si ca agent stabilizator, pentru a
creste eficienta antimicrobiand intr-o maniera ecologicad si biocompatibild; realizarea unei
caracterizari fizico-chimice si structurale detaliate a tuturor materialelor dezvoltate, utilizand
tehnici precum SEM, FT-IR si analiza termica, pentru a investiga interactiunile dintre componente
si stabilitatea acestora; precum si evaluarea proprietatilor biologice ale materialelor prin teste de
citotoxicitate pe linii celulare relevante, pentru a asigura biocompatibilitatea, alaturi de teste
antimicrobiene impotriva agentilor patogeni comuni ai ranilor, pentru a demonstra eficienta lor in
prevenirea infectiilor.

Prin atingerea acestor obiective, teza urmareste sda contribuie la dezvoltarea unor
biomateriale naturale sustenabile, eficiente si multifunctionale, capabile sd sprijine regenerarea

Biomaterialele sunt substante create si proiectate pentru a interactiona cu sistemele vii,
inclusiv cu celulele, tesuturile si organele. Ele indeplinesc o functie esentiald in domeniile medical,
farmaceutic si biotehnologic, prin sprijinirea sau imbunatatirea proceselor biologice, de cele mai
multe ori chiar in interiorul corpului uman. In ultimii ani, utilizarea lor in vindecarea ranilor a
inregistrat progrese notabile, mai multe produse aflindu-se in prezent in studii clinice. In ingineria
tisulara, biomaterialele furnizeaza in principal suport structural si distributie a sarcinii mecanice,
facilitdnd atasarea, cresterea si diferentierea celulard, contribuind totodata la definirea formei si

dimensiunii tesutului regenerat [15-16].



II. Contributii originale

1. Sisteme pe baza de colagen cu tinctura de propolis pentru ingineria tesutului dermic

Prima directie de cercetare a abordat obtinerea unor sisteme destinate vindecarii ranilor,
utilizand substante active naturale precum colagenul si tinctura de propolis. Colagenul a fost folosit
ca matrice bioactivd, avand un rol important In regenerarea epiteliului, iar propolisul pentru
activitatea sa antibacteriana. Sistemele obtinute au fost analizate prin spectroscopie FT-IR, analiza

DSC, Micro CT, spectroscopie UV-VIS si degradare enzimatica.
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Fig. 1 Spectre FT-IR ale materiilor prime (tincturd de colagen si tinctura de propolis) si probei T 5%.

Analizele FT-IR si DSC ofera dovezi convingatoare privind integrarea propolisului in
matricile de colagen. Spectrul FT-IR (fig.1) evidentiaza benzi specifice care corespund inelelor
aromatice ale flavonoidelor — componente esentiale ale propolisului — confirmand nu doar prezenta
propolisului, ci si integrarea sa structurala in cadrul colagenului. In plus, curba DSC(fig. 2) indica

o crestere a temperaturii de denaturare In prezenta propolisului, ceea ce sugereaza o stabilitate



termicd sporitad si posibile imbunatatiri ale proprietatilor mecanice ale matricei datorita efectului

de intarire oferit de propolis.
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Fig. 2 Curba DSC pentru probele de control, T1%, T3% si T5%

Pe langa analizele spectroscopice, imaginile Micro CT (fig. 3) arata ca toate probele contin
pori, cu o porozitate deschisa predominanta. Porii deschisi faciliteaza schimbul de gaze si difuzia
nutrientilor, aspecte esentiale pentru regenerarea tesuturilor. Cantitatea neglijabila de porozitate
inchisa sugereaza ca sistemul este bine structurat pentru a sustine infiltrarea si migrarea celulara,

ceea ce 11 sporeste aplicabilitatea in domeniul dermal.



Fig. 3 Imagini microCT ale probei de control (4), T1% (B), T3% (C) si T5% (D).

Analiza UV-VIS a fost realizata pentru a determina profilul de eliberare al substantei active
(propolis) din matricea polimerica. Conform graficului (Fig. 4), o eliberare semnificativa de

propolis are loc n primele 24 de ore.

Analiza profilurilor de eliberare ale probelor pe baza de colagen si tinctura de propolis
releva aspecte interesante privind comportamentul acestora. Proba cu cea mai mica concentratie
de tinctura de propolis (1%) prezinta cea mai mare cantitate de propolis eliberat. Aceastd observatie
sugereaza cd concentratiile mai reduse pot facilita un mecanism de eliberare mai eficient, posibil

datoritd unei obstructii mai mici in interiorul matricei polimerice.
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Fig. 4. Profilurile de eliberare ale probelor T1%, T3% si T5% in solutie tamponata cu pH fosfat



Analizele UV-VIS evidentiaza o corelatie criticad intre concentratia tincturii de propolis si
interconectivitatea porilor.

In concluzie, analiza detaliatd a pansamentelor pe bazi de colagen care incorporeazi
tincturd de propolis ilustreaza potentialul acestui sistem ca biomaterial pentru tratamentul ranilor.
Cercetari viitoare ar putea viza rafinarea formularii pentru a maximiza eficacitatea terapeutica,

asigurand 1n acelasi timp mentinerea integritdtii structurale si a functionalitatii in timp.

2. Biomateriale pe baza de produse apicole si eficienta lor in regenerarea tesuturilor moi

Avand confirmata eficienta propolisului in matricea de colagen, urmatoarea etapa a fost sa

exploram efectele combinate ale mierii, propolisului si 1aptisorului de matca.
Probele au fost realizate folosind miere de salcam, tincturd de propolis si laptisor de matca pur.
Pentru obtinerea amestecului, au fost folosite 20 mL de tincturd de propolis, 5 g de laptisor de
matca si 35 g de miere. Amestecul obtinut a fost omogenizat intr-un baie de apa timp de 20 de
minute si depozitat ulterior intr-un loc Intunecat, in recipiente bine sigilate.

Pentru prepararea filmelor pe baza de alginat de sodiu si chitosan, mai intai s-au preparat
straturile de alginat de sodiu prin dizolvarea mierii/tincturii de propolis/laptisorului de matca sau
a amestecului in 50 mL de apa distilata, impreund cu 1 g de alginat de sodiu si 0,1 g de glicerina.

Pe baza unor rapoarte din literatura de specialitate [20,21] si a experimentelor exploratorii
proprii, au fost alese urmatoarele raporturi pentru obtinerea a cinci probe (Figura 1): A — control,
AH (3,5 g de miere), AP (2 mL tincturd de propolis), ARj (0,5 g laptisor de matca), AM (5 mL
amestec).

Probele au fost turnate in placi Petri si uscate in vid, la 35 °C, timp de 24 de ore.

Ulterior, solutia de chitosan a fost preparatad prin dizolvarea a 2 g de chitosan in 50 mL de acid
acetic 1%. 10 mL din aceasta solutie a fost turnata peste fiecare strat de alginat de sodiu si uscata
in vid, la 35 °C, timp de 24 de ore.

Analiza SEM a compozitelor alginat de sodiu—chitosan a relevat diferente morfologice
distincte intre formulele studiate. Proba martor (A) prezinta o structurd relativ neteda si compacta,
indicativd pentru o matrice polimerica bine formatd. Addugarea mierii (AH) modificd usor
suprafata, rezultand o texturd mai netedd cu porozitate minord, probabil datoritd incorporarii
componentelor organice. Proba cu propolis (AP) prezintd o suprafatd mai aspra, cu structuri

granuloase vizibile (Fig. 2), sugerand separarea fazelor sau agregarea particulelor raginoase [24].



Formula infuzata cu laptisor de matca (ARj) arata o aparenta fibros-stratificatd, cu zone de
rugozitate crescutd, probabil datoritd interactiunii dintre proteinele laptisorului si matricea
polimerica.

In cazul compozitului cu amestec de miere, propolis si liptisor (AM), morfologia este
foarte eterogena, caracterizatd prin texturi diferite si potentiale interactiuni de faza intre agentii
bioactivi multipli (Fig. 5).

In ansamblu, imaginile SEM evidentiaza influenta semnificativd a produselor apicole
asupra caracteristicilor morfologice ale compozitelor alginat—chitosan, cu grade variabile de

rugozitate, porozitate si modificari structurale in toate formulele.

Fig. 5 Imagini SEM pentru peliculele compozite A; AH; AP, ARj; si AM.



In analiza FTIR a probelor, observam vibratiile —OH si —NH intre 3260 si 3280 cm™, care
evidentiaza legéturile de hidrogen ce sustin structura polimerica. Varfurile de la 2923 si 2880 cm™
reflecta prezenta gruparilor -CH2, iar benzile intre 1594 si 1603 cm™ indica legaturi C=0 si C=C
din polizaharide (fig. 6).

Adaugarea produselor apicole genereaza noi benzi intre 1619 si 1638 cm™, asociate
vibratiilor C=0 din zaharuri si proteinelor, iar varful de la 1542 cm™ evidentiaza banda amide II.
Alte benzi, precum cea de la 1408 cm™, corespund carbohidratilor si aminoacizilor, ardtand

interactiunile moleculare din probe.
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Fig. 6. Spectre FTIR ale probelor obtinute: A; AH; AP; ARj si AM

Analiza termogravimetrica arata cad pierderea de masd incepe la ~115 °C, continua intre
115 si 460 °C prin deshidratare si oxidare partiald, apoi intre 460 si 720 °C apare fragmentarea
lanturilor polimerice. Dupd 720 °C, materialul se oxideazd complet, ceea ce confirma stabilitatea

termicd si comportamentul chimic al biomaterialelor (fig. 7).
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Fig. 7. Analiza termica (curbe TG si DSC) pentru proba AM

In ceea ce priveste activitatea antibacteriana, filmele alginat—chitosan au prezentat un efect
inhibitor semnificativ asupra tuturor bacteriilor Gram-pozitive testate (fig. 8).

Probele imbogidtite cu propolis (AP) si amestecul de produse apicole (AM) au avut cele
mai mari zone de inhibitie, demonstrand un efect sinergic.

Pentru bacteriile Gram-negative, probele cu tinctura de propolis si amestecul de produse
apicole au aratat activitate semnificativ mai mare decat proba martor (fig. 9).

Mierea purd nu a generat zone de inhibitie semnificative, dar incorporatd in film (AH) a
manifestat activitate antibacteriana buna, mai ales impotriva P. aeruginosa si E. coli.

Acest efect se datoreaza eliberarii controlate a compusilor bioactivi din matricea filmului,
protectiei lor si imbunatatirii contactului cu celulele bacteriene.

Rezultatele confirma ca sistemele de livrare bazate pe filme polimerice pot amplifica
semnificativ activitatea antimicrobiand a produselor naturale, crednd un efect sinergic intre matrice

si compusii bioactivi.
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Fig. 9 Profiluri antibacteriene ale probelor impotriva bacteriilor Gram-negative



In ceea ce priveste testele de citotoxicitate rezulatele pot fi observate in figura 10. Testul
MTT evalueaza viabilitatea celulard prin masurarea activitatii metabolice. Valorile ridicate indica
supravietuire si proliferare, iar cele scizute sugereazi citotoxicitate. In cazul probelor noastre,
controlul mentine ~100% viabilitate. Filmul cu miere (AH) mentine o viabilitate moderata de
~65%, propolisul (AP) scade viabilitatea semnificativ, pand la ~20%, indicand citotoxicitate
ridicatd, in timp ce laptisorul de matca (ARj) prezintd cea mai mare viabilitate, ~80%, fiind cel
mai biocompatibil. Formula combinatd AM arata viabilitate redusa, ~10%, evidentiind necesitatea

optimizarii concentratiilor pentru a echilibra eficacitatea antimicrobiana si siguranta celulara.
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Fig. 10 Testele de citotoxicitate — MTT, LDH, NO

Testul NO ne oferd informatii despre potentialul imunomodulator al biomaterialelor.
Probele AH, AP si ARj au stimulat productia moderata de oxid nitric, intre 130 si 140%, sustinand
activarea imuna fara risc de inflamatie excesiva. Acest lucru sugereaza ca formularile bioactive

pot sprijini vindecarea si controlul infectiilor.

Testul LDH evalueaza integritatea membranei celulare. Nivelurile scazute de LDH pentru
AH si ARj confirma biocompatibilitatea, in timp ce AM prezintd valori mai mari, indicand
citotoxicitate crescuta.

In concluzie, aceste teste evidentiaza faptul ca mierea si liptisorul de matca incorporate in
filmele de alginat—chitosan sunt candidati promitdtori pentru aplicatii regenerative, in timp ce
propolisul necesitd ajustari pentru a mentine un profil sigur de biocompatibilitate.

Rezultatele obtinute cu biomaterialele pe bazd de produse apicole ne-au inspirat sa
dezvoltdm o varianta antimicrobiana, prin addugarea de nanoparticule de argint si prin utilizarea

unei matrice alginat—chitozan.

3. Filme compozite antimicrobiene pe baza de alginat—chitosan cu miere, propolis, laptisor de
matca i nanoparticule de argint obtinute prin sintezd verde

Astfel, urmatoarea directie de cercetare a vizat crearea de filme compozite
multifunctionale, cu rol atit regenerativ, cat si protector impotriva infectiilor.”
Avand in vedere lipsa studiilor privind efectele lor sinergice, scopul a fost de a oferi noi perspective

pentru amplificarea potentialului terapeutic al formularilor pe bazd de produse apicole. Acest lucru



este realizat prin incorporarea AgNP si examinarea impactului lor asupra eficacitdtii globale a
acestor compusi naturali.

Am preparat filme bistrat din alginat si chitosan, Incorporand diferiti compusi bioactivi
naturali si, Tn unele cazuri, nanoparticule de argint obtinute prin sinteza verde.

Pentru Tmbunatatirea proprietatilor biologice, nanoparticulele de argint (AgNP) au fost
obtinute prin sintezd verde, folosind tinctura de propolis ca agent reducator si stabilizant. AgNOs
a fost dizolvat n apa distilata, pH ajustat la 9,6, apoi s-a adaugat propolisul; formarea AgNP a fost
monitorizatd prin schimbarea culorii solutiei.

Analiza SEM a compozitelor alginat—chitozan evidentiazd diferente morfologice
semnificative intre formulari (Fig. 11). Proba AHAg prezintd puncte luminoase dispersate,
indicand prezenta nanoparticulelor, cu distributie uniforma pe film. APAg are o textura neregulata,

nanoparticulele interactionand cu compusii bioactivi, ceea ce creste complexitatea structurala.




Fig. 11 Micrografii SEM pentru probele A, AHAg, APAg, ARjAg si AMAg.

Filmul ARjAg are aspect stratificat, fibros, cu dispersie bund a nanoparticulelor,
contribuind la porozitate si variatii texturale. AMAg prezinta o suprafatd poroasa si structurd
complexad, evidentiind sinergia dintre compusi. Matricea simpla cu AgNP, AAg, aratd structura
uniforma, cu nanoparticule bine distribuite, pastrand integritatea retelei polimerice.

Astfel, includerea produselor apicole si a AgNP modificd morfologia filmelor, influentand
rugozitatea, porozitatea si caracteristicile structurale, ceea ce poate afecta proprietatile biologice
si functionale ale biomaterialelor.

Spectrul FTIR al probei cu miere aratd semnale caracteristice grupdrilor functionale din
chitozan, alginat si produse apicole. Varful de la 3277 cm™ corespunde intinderii N-H si O-H,
benzile C—H intre 30002800 cm™' indica carbohidrati si aminoacizi, iar benzile amidice la 1624
si 1552 cm™ evidentiaza proteinele. De asemenea, benzile la 1024 si 885 cm™ confirmd prezenta
polizaharidelor si structura chitozanului. Aceste date FTIR sunt esentiale pentru caracterizarea

compozitionald si structurald a filmului (fig. 12).
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Fig. 12 Spectre FTIR pentru probele AAg; AHAg; APAg; ARjAg si AMag

Spectrele UV-Vis (fig. 13) aratd clar interactiunile dintre nanoparticulele de argint si
compusii bioactivi. In probele cu propolis si liptisor, AgNP cauzeazi shift-uri si cresteri de
absorbtie, indicand interactiuni specifice. In miere si amestecul multicomponent, se observa benzi
mai largi si intensitate crescutd, demonstrand sinergia dintre AgNP si produsele apicole si modul

in care acestea influenteaza structura si proprietdtile filmului compozit.
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Fig. 13 Spectrele UV-Vis pentru probele fara AgNP (a) si cu AgNP(b).



Analiza termogravimetrica arata cd AMAg pierde solventul rezidual pana la ~115 °C, iar

dioxidul de carbon din reactiile de oxidare apare mai tarziu comparativ cu AM (fig. 14).
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Fig. 14 Analiza termica pentru probele AM (curbe negre) si AMAg (curbe rosii): curbele TG sunt

reprezentate ca linii continue, iar curbele DSC sunt reprezentate ca linii punctate.

Intervalul principal de degradare intre 115 si 460 °C include deshidratarea polizaharidelor,
degradarea proteinelor si fragmentarea scheletului polimeric, impreund cu oxidarea fragmentelor

mai mici. Aceasta evidentiaza stabilitatea termicd si comportamentul complex de degradare al

probei.
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Fig. 15 Profiluri antibacteriene ale probelor impotriva bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative

Am evaluat activitatea antimicrobiand a filmelor alginat—chitozan prin zonele de inhibitie.
Observam ca combinatia tuturor celor trei produse apicole cu AgNP, AMAg, prezintd cea mai

ridicata eficacitate, sugerand un efect sinergic (fig. 15).

Filmul cu AgNP simplu, AAg, are activitate bund Impotriva S. aureus, ceea ce confirma
rolul argintului. Propolisul combinat cu AgNP este cel mai eficient impotriva E. coli, iar mierea

sporeste efectul impotriva P. aeruginosa.
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Fig. 16 Teste de citotoxicitate — MTT, LDH si NO ale fibroblastelor gingivale umane (linia celulara HFIB-
G) masurate prin testul LDH dupa 24 de ore de incubare cu mediu incubat anterior timp de 24 de ore cu probele pe

baza de produse apicole: AAg, AHAg, APAg, ARjAg si AMAg.



Interactiunile dintre compusii bioactivi si AgNP, indicate si de UV-Vis, pot influenta
eliberarea si intensitatea efectului. Rezultatele subliniaza potentialul formularilor combinatorii
pentru pansamente antibacteriene, dar studiile viitoare vor analiza activitatea cantitativ si efectele

sinergice sau antagonice.

Formularea AMAg a prezentat cea mai mare inhibitie impotriva E. faecalis, In timp ce AAg
(doar AgNP) a fost cea mai eficientd impotriva S. aureus. Aceste rezultate (fig. 16) sugereaza ca
imbinarea produselor apicole cu AgNP amplifica efectele antimicrobiene mai pronuntat contra
anumitor tulpini Gram-pozitive, in special E. faecalis. APAg si AMAg au fost eficiente si

impotriva Gram-negativelor (E. coli, P. aeruginosa).

Am evaluat biocompatibilitatea filmelor prin testele MTT, NO si LDH (fig. 17). Testul
MTT aratd cd AgNP singuri (AAg) mentin viabilitatea aproape de 100%, dar adaugarea produselor
apicole reduce usor activitatea metabolica, AMAg avand cea mai scazuta viabilitate (~50%). Testul
NO indica efecte imunomodulatoare, APAg avand cea mai mare productie de oxid nitric, in timp
ce AMAg prezinta un nivel moderat, sugerand stimulare echilibratd. Testul LDH confirma ca toate
probele pastreazi integritatea membranei celulare, indicand citotoxicitate redusi. In ansamblu,
filmele sunt sigure pentru celule, dar este importantd optimizarea concentratiilor produselor
apicole pentru a echilibra efectul antimicrobian si compatibilitatea celulara.

Evaluarea citotoxicitatii (MTT, LDH, NO) a aratat ca filmele chitosan—alginat cu AgNP
(AAg) sunt biocompatibile, in timp ce Incorporarea produselor apicole—mai ales in combinatie
(AMAg)—poate creste stresul celular si reduce viabilitatea fibroblastelor. Este asadar esentiala
optimizarea compozitiei si concentratiilor aditivilor naturali pentru a obtine un echilibru intre
eficacitatea antimicrobiand si citocompatibilitate—criticd pentru dezvoltarea sigura si eficienta a

biomaterialelor avansate pentru vindecarea ranilor.

III1. Concluzii generale

Vindecarea ranilor ramane o provocare clinicd majora, iar strategiile traditionale nu oferd
intotdeauna bioactivitatea necesard. Aceasta cercetare a dezvoltat biomateriale naturale
multifunctionale — bureti colagenici cu propolis si filme din chitosan—alginat imbogatite cu miere,

propolis, ldptisor de matca si nanoparticule de argint sintetizate verde.



Materialele obtinute au demonstrat stabilitate structurald, activitate antimicrobiana
eficienta si biocompatibilitate buna. Combinatiile sinergice intre polimeri naturali, produse apicole
si AgNP au condus la performante promitatoare in regenerarea pielii si prevenirea infectiilor.

Limitarile includ variabilitatea materiilor prime, citotoxicitatea moderatd la concentratii
mari de AgNP sau propolis si lipsa testelor in vivo, indicand necesitatea optimizarii formulei si
evaluarii pe termen lung.

In rezumat, aceasti tezi oferd perspective esentiale privind proiectarea si formarea
biomaterialelor naturale, bioactive, pentru ingineria tesutului dermal si vindecarea ranilor. Prin
valorificarea proprietatilor unice ale produselor apicole aldturi de biopolimeri si nanoparticule de
argint sintetizate ecologic, cercetarea stabileste o baza solida pentru crearea de pansamente
eficiente si multifunctionale care sustin regenerarea tesutului si combat infectia. Desi provocarile
si limitarile rdman, rezultatele incurajatoare motiveaza continuarea cercetarii si rafinarea
materialelor pentru a permite tranzitia catre aplicatii clinice. In final, colaborarea interdisciplinara
continud in acest domeniu are un potential semnificativ de a imbunatati rezultatele pacientilor si

Prin investigatii continue si colaborare interdisciplinara, biomaterialele dezvoltate aici pot
contribui semnificativ la avansarea solutiilor terapeutice eficiente, bazate pe produse naturale, in

medicina moderna.

Perspective de viitor

Pe viitor, cercetarile pot fi extinse in mai multe directii. In primul rand, studii in vivo si
evaludri clinice vor fi esentiale pentru a testa eficacitatea si biocompatibilitatea materialelor in
modele reale. In al doilea rénd, se poate lucra la optimizarea compozitiei si a eliberirii controlate
a compusilor bioactivi, pentru a creste performanta terapeutica.

In plus, includerea altor agenti bioactivi, precum extracte vegetale, polen sau peptide
antimicrobiene, poate extinde functionalitatea materialelor. Ingineria avansata a materialelor, prin
tehnici ca electrospinning-ul sau imprimarea 3D, ar putea imbunatati structura, porozitatea si
proprietdtile mecanice. Nu in ultimul rand, evaluarea pe termen lung a eficientei antimicrobiene si
a rezistentei la biofilme va fi cruciala pentru aplicatii clinice durabile.

In concluzie, aceasta cercetare deschide multiple directii pentru dezvoltiri viitoare, iar
biomaterialele realizate aici pot contribui semnificativ la solutii naturale si eficiente in medicina

moderna.
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