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Inventia se referd la biotehnologie, si anume la sinteza unor copolimeri obtinuti la fuctionalizarea chitosanului cu
antioxidanti, si poate fi utilizatd in domeniul industriei farmaceutice pentru obtinerea preparatelor cu proprietati
reducatoare, care pot fi aplicate pentru inhibitia formarii substantelor cancerigene, a N-nitrozaminelor produse in
rezultatul nitrozarii substantelor medicamentoase cu nitriti.

Antioxidantii naturali, astfel ca polifenolii, dar in special flavanoizii prezenti in diferite produse vegetale prezinta un
interes considerabil datoritd proprietatilor si efectelor lor potentiale nutritionale si terapeutice. Radicalii liberi si
speciile reactive de oxigen sunt implicate in aparitia diferitor tipuri de leziuni oxidative a biomoleculelor, iar ca
rezultat acesti factori de risc duc la dezvoltarea diferitor patologii in organismele vii. Radicalii liberi pot induce
modificari in diferite tesuturi biologice si celulele biomoleculelor cum ar fi lipide, proteine, ADN sau ARN. Rolul
principal al antioxidantilor este reducerea riscului dezvoltdrii diverselor patologii in organismul uman. Multi
antioxidanti sintetici au fost utilizati in industria alimentard, medicinala, farmaceuticd, dar cercetérile recente au
mentionat dezavantajele si posibilele lor proprietati toxice pentru sidndtatea umand si animald (Neeraj Kumar
Sethiya, Ashish Trivedi, Shrihari Mishra. The total antioxidant content and radical scavenging investigation on
phytochemical from dietary plant sources used globally as functional food. Biomedicine and preventive nutrition,
2014, nr. 4, pag. 439-444).

Este cunoscut faptul cd chitosanul (Cht) este netoxic, mucoadeziv, hemocompatibil, biodegradabil si poseda
proprietati antitumorale, antioxidante si antimicrobiene (Dongying Z., Shuang Y., Beini S., Shuang G., Sihan G.,
Kai Z. Biomedical Applications of Chitosan and Its Derivative Nanoparticles. Polymers, 2018, vol. 10, nr. 462, p.
17). Aceste proprietati fac ca chitosanul sa devina un biomaterial foarte atractiv pentru diferite aplicatii in domeniul
biomedical. Polimerii functionalizati cu substante biologic active sunt aplicati pe scara larga in domeniul biomedical
ca instrumente in diagnostica si tratamentul diferitor boli (Uthaman S., Lee S.J., Cherukula K., Cho C., Park I.K.
Polysaccharide-coated magnetic nanoparticles for imaging and gene therapy. BioMed Res. Int., 2015, p. 54). in
calitate de purtatori, particulele polimerice pot fi grefate cu medicamente multiple care la rdndul sau pot fi eliberate
controlat in organism.

Este cunoscut procedeul de functionalizare a chitosanului cu acidul ascorbic (AAS) [1], in care intr-un balon rotund
se adaugd chitosan si alcool izopropilic, aerul din balon se inlocuieste cu gaz inert, N,. Dupa ce amestecul s-a agitat
o ora, se adauga solutia de acid ascorbic, peste 30 de minute se mai adauga alcool izopropilic si apa, si se agitd inca
2 ore. Polimerul se filtreaza, se spala cu un amestec de alcool izopropilic si apa si apoi numai cu alcool izopropilic,
iar fractia obtinuta se usuca sub vid.

Dezavantajul procedeului dat este folosirea unor cantititi mari de alcool izopropilic si realizarea reactiei in gaz inert,
ceea ce complicd efectuarea experimentului gi mareste costul procedeului.

Cel mai apropiat dupa esenta tehnica si rezultatul obtinut este procedeul, in care la chitosanul in apa distilata se
adauga acidul ascorbic sub mediul de gaz inert (de azot). Chitosanul se dizolva si se agitd timp de 6 ore. Dupa
aceasta se efectueaza dializa produsului in apa timp de 3 zile si in final se usucd, obtinandu-se produsul in forma de
praf [2].

Dezavantajul acestui procedeu este timpul indelungat de efectuare a sintezei (6 ore + 72 ore de dializd) si utilizarea
gazului inert ce complica efectuarea experimentului si mareste costul procedeului.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui procedeu de functionalizare a chitosanului cu
acid ascorbic, care simplifici metoda de obtinere, micsoreaza timpul de sinteza, costul procedeului si numarul de
reagenti necesari.

Esenta inventiei consta in faptul cd se propune un procedeu de functionalizare a chitosanului cu acid ascorbic, care
include interactiunea chitosanului cu acidul ascorbic in raport molar de 1:1 intr-0 solutie de acid acetic de 1%, in
conditii aerobe, incalzirea si mentinerea amestecului timp de 3 ore la temperatura de 100°C intr-un vas conectat la
un refrigerent vertical, dupa care copolimerul obtinut se separa si se usuca.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in micsorarea timpului de sintezd de la 78 ore la 3 ore, astfel se micsoreaza
timpul de sintezd de 26 de ori. In procedeul propus sinteza se realizeazi in aerul atmosferic, astfel se micsoreazi
costul si se simplifica instalatia utilizatd in sinteza dupa procedeul dat.

Rezultatul tehnic obtinut este determinat de incélzirea amestecului reactant timp de 3 ore la 100°C, timp in care are
loc functionalizarea chitosanului cu acidul ascorbic.

Inventia se explica prin desenele din fig. 1-12, care reprezinta:

Fig. 1, Functionalizarea chitosanului cu acid ascorbic, raport echimolar, 3 ore, 100°C;

Fig. 2, Spectrul IR al chitosanului;

Fig. 3, Spectrul IR al chitosanului functionalizat Cht:AAs (1:1), 3 ore, 100°C;

Fig. 4, Spectrul IR al amestecului dintre chitosan si acid ascorbic;

Fig. 5, Curba de calibrare a AAs determinata prin metoda spectrofotometrica;

Fig. 6, Mecanismul de interactiune a DPPH-lui cu reducatorii;

Fig. 7, Variatia concentratiei de DPPH la interactiunea cu AAs pur in functie de [AAS];

Fig. 8, Variatia concentratiei de DPPH in functie de concentratia AAs din copolimer;

Fig. 9, Structura chimica a ABTS™;

Fig. 10, Variatia absorbantei (Amax 714 nm) in timp in functie de [AAs] la determinarea AAT,;

Fig. 11, Dependenta AAT in functie de concentratia acidului ascorbic;

Fig. 12, Variatia absorbantei (Amax 714 nm) in timp a chitosanului functionalizat cu AAs, (a)- ABTS™ pur; (b)-
chitosan pur; (c)- Cht-AAs.
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Exemplu de realizare a inventiei

intr-un balon Erlenmeyer (200 ml) se adaugi 1,00 g de chitosan sub forma de praf. in acest balon se toarna 100 ml
de acid acetic de 1 % si se amestecd cu agitatorul magnetic pana la solubilizarea chitosanului. Dupa aceasta se
adaugd 1n acelasi vas 1,10 g de acid ascorbic (raport molar Cht:AAs=1:1), se conecteaza refrigerentul si se
incélzeste timp de 3 ore la temperatura de 100°C (acidul ascorbic se oxideaza in dehidroascorbic numai dupa 6 ore
de tratament termic de 100°C). Dupa finalizarea timpului de reactie, amestecul se precipita, se filtreaza si se usuca
sub vid.

Mecanismul reactiei dintre chitosan si acid ascorbic este reprezentat in figura 1. Acest mecanism reprezinta
functionalizarea chitosanului cu acid ascorbic prin interactiunea grupelor amine (-NHy) si hidroxil (-OH) cu
eliminarea unei molecule de apa. Reactia are loc la 100°C timp de 3 ore.

Initial a fost obtinut spectrul IR al chitosanului (fig. 2) pentru a vedea picurile caracteristice acestuia. Picul cu
intensitatea cea mai puternici la frecventa 1023 cm™ ne aratd prezenta grupei eterice, -OH si -NHy, banda lata in
regiunea 3400-2500 cm™ si picul amprentei digitale 890 cm™ — prezenta grupei -OH, doui picuri in regiunea 3300
cm? — prezenta grupei  -NH,, picul 2865 cm™ — prezenta grupei metin.

Din spectrul IR (fig. 3) a compozitului Cht:AAs (1:1, 2 ore, 100°C) s-a constatat cd banda latd in regiunea 3400-
2500 cm si picul amprentei digitale 829 cm™ indica prezenta grupei -OH, aceastd bandad fiind marita. Picul la
frecventa 3222 cm™ ne aratd prezenta grupei -NH, picurile 2987, 2896, 1379, 1255 cm™ prezenta grupelor -CH, -
CHy, -CHs. Picurile 1712, 1570 cm indica prezenta cetonei, picurile 1712, 1570, 1405 cm™ — prezenta -C=C-.

Din rezultatele prezentate se constaté ca a avut loc functionalizarea chitosanului cu AAs la gruparea -NH.

Pentru a demonstra ca a avut loc interactiunea dintre chitosan si acidul ascorbic a fost obtinut spectrul IR al
amestecului de acesti 2 componenti.

in figura 4 se observa ci interactiunea nu a avut loc din motivul ca spectrul IR se aseamini cu cel al acidului
ascorbic si se deosebeste de spectrul compozitului obtinut.

Picurile chitosanului si acidului ascorbic s-au suprapus fara modificari, pe cand in urma sintezei compozitului Cht-
AAs apar schimbari pronuntate.

A fost determinata cantitatea de AAs care s-a functionalizat cu chitosan prin metoda spectrofotometrica.

Principiul metodei. Acidul ascorbic absoarbe in domeniul UV avand maximul de absorbtie la Amax 243 nm. S-a
construit curba de calibrare pentru AAs pur, ea fiind reprezentatd in figura 5, s-a obtinut ecuatia dreptei, iar prin
utilizarea acestei ecuatii se determina concentratia de AAs in compozitul obtinut.

Se prepari un sir de solutii de AAs de diferite concentratii in intervalul 10 — 10 M si analizandu-se in UV se
construieste curba de calibrare.

Calcule: A(Cht-AAs)=0,490; x = (0,490+0,0003)/0,1283 = 3,82* 10° M.

Concetratia acidului ascorbic in compozit este Caas= 3,82*10° M.

Canas= 3,82*10° *176 g/mol = 6,72 mg/I

Determindm concentratia procentuald a AAs in compozitul obginut:

X(AAs) = ([AAs])/[Cht-AAs]) *100 % = (6,72 mg/I / 60 mg/l) *100 % = 11,2 %

In continuare a fost determinata activitatea antioxidanta a chitosanului functionalizat cu AAs prin metoda DPPH.
Principiul metodei. DPPH sau 2,2-difenil-1-picrilhidrazil genereaza in sistem un radical stabil DPPH", care ulterior
interactioneaza cu antioxidantul, consumandu-se. In rezultat are loc decolorarea solutiei (datoriti consumdrii
DPPH), care vireaza de la violet la galben. S-a determinat variatia in timp a densitatii optice a DPPH la lungimea de
unda 517 nm in functie de concentratia antioxidantului. Mecanismul de interactiune a DPPH cu reducatorii este
prezentat in figura 6.

Au fost calculate continuturile de DPPH % in toate sistemele modelate, dupa formula:

At
W(DPPH) =~ X 100%
o

unde: At — absorbanta la un timp anumit, Ao — absorbanta la t=0 min.

Ulterior a fost construita dependenta W (DPPH)= f{(t) reprezentata in figura 7 pentru acid ascorbic pur si in figura 8
pentru copolimer.

S-a determinat concentratia procentuald a radicalului DPPH, care este o particuld oxidativa, dupa interactiunea in
timp cu diferite concentratii de AAs. Ulterior a fost construitd dependenta W (DPPH)= f{t) reprezentata in figura 7
pentru acid ascorbic pur. Din acest grafic se observa ca, cu cat este mai mare concentratia AAS, cu atat mai repede
scade concentratia DPPH.

S-a determinat concentratia procentuala a radicalului DPPH si dupa interactiunea in timp cu diferite concentratii de
copolimer Cht-AAs. Similar a fost construita dependenta W (DPPH)= f(t), reprezentata in figura 8 pentru copolimer,
in care se oberva cd, cu cat este mai mare concentratia copolimerului dat, cu atat mai repede scade concentratia
DPPH.

in continuare a fost determinati concentratia eficientd CEsp, care este definita ca cantitatea de antioxidant necesara
pentru diminuarea concentratiei initiale de DPPH' cu 50%. Au fost determinate continuturile (%) la echilibru de
DPPH in functie de concentratia antioxidantlui si s-a calculat raportul molar: [Antioxidant] : [DPPH].

Din graficul obtinut a fost determinata ECso, si puterea antiradicalica (PAR):

- pentru AAs pur: ECs0=0,70; PAR=1/ ECsp = 1,43;
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- pentru [AASs]ch din Cht: AAs: ECs0=0,70; PAR=1/ ECso = 1,43.

Puterea antiradicalica a [AAs]weor. din Cht-AAs este egala cu a reducatorului AAs pur. Prin aceastd functionalizare se
madreste timpul de prolongare a reducitorului, el fiind eliberat intr-un timp mai lung si nu interactioneaza deodata cu
particulele oxidative ca AAs pur.

Pentru determinarea activitatii antioxidante totale a fost folositd metoda ABTS™.

Principiul metodei. Testul ABTS cu utilizarea ATBS™* cation-radicalului (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-acid
sulfonic), permite evaluarea activitatii antioxidante totale (AAT) a antioxidatilor, structura chimicd a ABTS™ fiind
reprezentata in figura 9.

Solutia de lucru de ABTS™ se prepard prin diluarea solutiei initiale de ABTS™ cu alcool etilic de 70%, pana la
obtinerea densitatii optice a acesteia egala cu 0,7 + 0,03, masurata la lungimea de unda de 734 nm.

in figura 10 sunt prezentate curbele cinetice de consum a ATBS™*. ATBS™ cation-radicalul (particuld oxidativi) se
consuma la interactiunea cu antioxidantii testati. Consumul de ATBS™* cation-radical este cu atdt mai mare cu cat
este mai mare concentratia antioxidantilor.

Activitatea antioxidanta totala a fost calculata dupa formula data:

TO0a—Tla TOb-—T1b
AAT = -
T0a TOb

unde:

- TOasi Tla sunt absorbantele la 0 si la 1 min, respectiv, ale probelor de analiza,

- TOb si T1b sunt absorbantele probei martor.

Din datele obtinute in figura 10 se construieste graficul dependentei AAT in functie de concentratia antioxidantului
reprezentat in figura 11.
Activitatea antioxidanta a acidului ascorbic creste odatd cu marirea concentratiei acestuia.
Pentru a compara activitatea antioxidanti a AAs pur si Cht-AAs a fost studiati AAT a compozitului Cht-AAs. In
figura 12 este prezentatd variatia absorbantei la Amax 714 nm a ATBS™ pentru: (a)- ABTS™ pur; (b)- chitosan pur;
(c)- Cht-AAs. Din figura se observa cd AAT a Cht:AAs este cu mult mai inalta decit a chitosanului pur (fig. 12).
In baza datelor experimentale au fost calculate AAT pentru diferite probe si s-a constatat ci activitatea antioxidanta
a copolimerului Cht-AAs este cu 16,7 % mai mare decat a acidului ascorbic pur, la aceeasi concentratie de AAs (tab.

1).
Tabelul 1
Activitatea antioxidanta totald (ABTS™) a compozitului si a AAs pur dupi [AAs]
C(AAs), M 10* 0 2,03 2,0 2,03
(2,1%?,\/') Cht-AAs AAs pur AAs pur
AAT 0,009 0,293 0,232 0,244

Din rezultatele prezentate in tabelul 2 observim cd compozitul obtinut este solubil in apa, HCI (0,1 N) si acid acetic
de 1 %, ceea ce nu se obtine in cazul altor procedee.

Tabelul 2
Solubilitatea compozitelor obtinute
Compozitul
Cht-AAs, Cht-AAs, Cht-AAs,
Solventul 24 ore, t=25°C 2 ore, t=100°C 3 ore, t=100°C
Concen- Concen- Concen-
tratia, Solubilita-tea . Solubilita-tea tratia, Solubilita-tea
tragia, mg/ml

mg/ml mg/ml
H,O distilata 3 I 3,4 P 3 S
HCI, 0,1 N 3 I 3,4 P 3 S
Acid acetic, 1% 3 S 3,2 S 3 S

I-Insolubil, S-solubil, P- putin solubil




