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Inventia se referd la domeniul biochimiei si medicinei, in particular la un procedeu de obtinere a unui material
polimeric cu proprietati antioxidante din copolimer de chitosan cu quercetina, si poate fi utilizatd in domeniul
medicinei, farmaceuticii.

Este cunoscut procedeul de grefare a polifenolilor la chitosan cu utilizarea catalizatorului 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil) carbodiimid hidroclorurda (EDAC) [1], caracteristic pentru polifenoli ce contin in structura lor
gruparea carboxilicd. Acest procedeu este prea complicat si necesita un catalizator dificil de obtinut.

Dezavantaje:

- catalizator cu structurad chimica complicat;

- pret de cost prea inalt;

- randament relativ mic (30-35%).

Cel mai apropiat de procedeul revendicat este procedeul de grefare a quercetinei si altor polifenoli la chitosan cu
ajutorul enzimei cloroperoxidaza (CPO) [2], ce include la prima etapa oxidarea quercetinei pina la o-chinona, ce la
cataliza enzimatica reactioneaza cu grupa amina din structura chitosanului, formand un derivat grefat al chitosanului
cu quercetind. Acest procedeu este destul de complicat, indeosebi la etapa de oxidare a quercetinei, necesita enzima
cloroperoxidaza, dificil de obtinut si are urmatoarele dezavantaje:

- procesul de oxidare a quercetinei este dificil de controlat, fiindca se formeaza mai multi compusi;

- enzima CPO este greu de obtinut si are un pret de cost foarte inalt.

Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea unui procedeu de grefare a quercetinei la copolimeri din
chitosan fara utilizarea enzimelor si cu mult mai usor de controlat.

Problema este rezolvata prin procedeul de grefare a quercetinei la copolimer din chitosan cu anhidrida maleica, care
include amestecarea la agitare a chitosanului si a anhidridei maleice in raport molar de 1:1, dizolvate in
dimetilformamida, tratarea solutiei obtinute cu clorformiat de etil la temperatura de 0-5°C in prezenta trietilaminei,
adaugarea solutiei de quercetind in dimetiformamida in cantitate ce asigurd obtinerea concentratiei de quercetina in
copolimer de 10-50 mol%, mentinerea la temperatura camerei, decantarea si evaporarea solventului.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea unui copolimer nou din chitosan, anhidrida maleica si quercetina
printr-un procedeu ce nu necesitad utilizarea enzimelor, in conditii usor de controlat si cu proprietati antioxidante
bune.

Rezultatul tehnic obtinut este cauzat de activitatea chimica inalta a anhidridei maleice si clorformiatului de etil in
procesul de grefare a quercetinei.

Materialul polimeric obtinut cu proprietati antioxidante prezinta interes pentru practica medicinald, in special la
preintdmpinarea cancerului si a altor maladii.

Inventia este ilustrata in 4 figuri care prezinta:

Fig. 1, Spectrul IR pentru copolimerul suport chitosan cu anhidrida maleica;

Fig. 2, Spectrul IR pentru copolimerul chitosan cu anhidrida maleica, functionalizat cu quercetina;

Fig. ,3 Schema instalatiei de cercetare a efectului de prolongare a eliberarii quercetinei;

Fig. 4, Variatia intensitatii benzii de absorbtie pentru quercetini A=380 nm (curba 1) si pentru copolimer
functionalizat cu quercetina A=275 nm (curba 2).

Exemplu de realizare a inventiei

Sinteza 1 (coplolimerul suport).

Pentru sinteza copolimerului suport de chitosan cu anhidrida maleica (AM) se ia 1,0 g (0,006 mol) de chitosan care
se dizolva 1n 80,0 mL de dimetilformamida si se agitd. La aceasta solutie se adauga solutie de anhidrida maleica (0,6
g sau 0,006 mol, dizolvata in 30 mL de dimetilformamida). Amestecul de chitosan si anhidridda maleica s-a agitat
timp de 240 minute continuu, la temperatura camerei si alte 120 minute la temperatura de 50°C.

Sinteza 2 (copolimerul suport grefat cu quercetina).

Intr-un pahar cu volumul de 100 ml se cantireste 1g de copolimer de chitosan:AM (1:1) dizolvat in 20 ml
dimetilformamida (solutia-emulsie 1). in alt pahar se dizolva 0,453 g (0,0015 mol) quercetina in 10 ml DMF (solutia
2).

Solutia 1 se introduce in baia cu gheata si la agitare se picura 2,3 ml de trietilamina in calitate de catalizator. Dupa
15-20 minute la solutia 1 se adauga cu picatura la agitare 3,5 ml (0,032 mol) de clorformiat de etil. Amestecul
obtinut se agita 10-15 minute si la rece se adaug cu picétura solutia de quercetina (solutia 2).

Dupa 20-30 minute de agitare, solutia obtinuta se aduce la temperatura camerei si Se mentine 3-4 ore. Dupa aceasta
lichidul vascos se decanteaza si se evapora solventul. Copolimerul obtinut se purifica prin sedimentare in hexan sau
eter dietilic. Grefarea quercetinei la copolimer chitosan: AM s-a realizat conform schemei:
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Finalizarea reactiei chimice s-a verificat cu ajutorul cromatografiei pe strat subtire. Structura polimer-analogului

obtinut a fost confirmata cu ajutorul spectroscopiei IR (fig. 1, 2).

Din spectre observam schimbari esentiale in spectrul copolimerului chitosan:anhidridd maleica grefat cu quercetina,
indeosebi prin aparitia unei benzi de absorbtie mare la frecventa v=3500 cm™ caracteristicd grupirilor hidroxilice
prezente in quercetind. Observam aparitia unor vibratii noi in diapazonul v=3400-3500 cm™ caracteristice grupelor
amidice. La fel observim aparitia unei benzi noi de absorbitie la v=1200 caracteristici grupelor hidroxilice. In
spectre se mai observa si alte schimbari (fig. 2) ce confirma structura copolimerului functionalizat cu quercetina.
Testarea efectului de prolongare si antioxidativ

Pentru depistarea efectului de prolongare, adica timpul de eliberare a quercetinei din materialul polimeric s-a utilizat
o metoda de laborator bazata pe dializa quercetinei printr-o membrana semipermeabild de celuloid cu grosimea de
cca 10 pm. Schema instalatiei pentru dializd este prezentatd in figura 3. in paharul 1 s-au introdus 50 ml de
dimetilformamida. Tubul din sticla 2, la una din deschiderile sale, s-a acoperit cu 0 membrana semipermeabila 3,
care a fost fixata de tub astfel incat sa formeze o suprafata plana orientata spre exterior.

Tubul s-a introdus in paharul 1, in dimetilformamida la o addncime de 0,5 cm de fundul paharului. Apoi in tub s-a
introdus solutia analizatd - quercetina dizolvatd in DMF. Experimentul s-a infiptuit la temperatura camerei 20-
22°C. Peste fiecare 10 minute din paharul 1 s-a luat 1 ml de solutie, in care prin metoda spectrofotometrica ,,UV-
VIS*’ s-a depistat continutul quercetinei (A=280 nm). Pentru mentinerea volumului de solvent in pahar la fiecare
masurare s-a addugat 1 ml de solvent DMF.

Din rezultatele obtinute (fig. 3) s-a constatat ca quercetina individuald trece prin membrana semipermeabild in
decurs de 50-60 minute. Pe curba 1 (fig. 4) se observa o saturatie, pe cand quercetina grefatd la material polimeric
traverseazi membrana in decurs de 5 ore (Fig. 4, curba 2).

Testarea parametrilor de antioxidant se realizeaza prin metoda ABTS-+ (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-acid
sulfonic) care permite evaluarea activitatii antioxidative totale (AAT) a antioxidantilor. Solutia de lucru de ABTS-+
se prepara 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. La analiza copolimerului se ia 3 mL solutie
de ABTS-+ si 30 pul solutie de copolimer (10 pg/ml).
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La interactinea substantelor reducatoare cu ABTS-+ intensitatea culorii se micsoreza in functie de concentratia
antioxidantului.
Activitatea antioxidanta totald a fost calculatd dupa formula :
AAT=(T0a-T1a)/T0a-(TOb-T1b)/TOb,
unde:
TOa si Tla sunt absorbantele la 0 si la 1 min respectiv, ale probelor de analiza,
TOb si T1b sunt absorbantele probei martor.
Rezultatele experimentale sunt prezentate in tabel.

Tabel
Masa substantelor (g) Compozitia cr?]p%ymerulm final Proprietti
N d/o (mol%) antioxidative

Polimer suport Quercetina Polimer suport Quercetina (u.c.)
1. 1,0 0,45 50 50 0,92
2. 0,5 0,16 70 30 0,82
3. 0,5 0,06 90 10 0,50
4, Quercetina 0,92




