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PROCEDEU DE OBTINERE ST COMPOZITIA UNOR DERIVATI DE
CHITOSAN CU POTENTIAL BIOLOGIC iM BUNATATIT

DESCRIEREA INVENTIEI

izventia se refera la procedeul de obtinere, compozitia i activitatea biologicd a unov derivati
de chitosan  Chitosanul cu greutate moleculd medie s-a tunctionalizat prin reacita o acidud
ascorbic (vitamina () sau a-tocoferolul (vitamina E) in vederea iniensificart efecteior
hwiogice antimicrobiene, tinta fiind imprimarea efectului antioxidant notlor derivatt obtinutt
Structura chimica a derivatilor noi sintetizati a fost confirmata prin spectroscopic IR, In urma
evaludrit biologice s-a evidentiat faptul c¢d derivatii chitosanului rezultati prezintd un efect
antiradicalic fata de radicalii DPPH si ABTS, efectul fiind comparabil cu cel al acidului
ascorbic. 1 net superior a-tocoferolului, utilizat ca antiexidant de referintd <i totodata
activitatea antimicrobiand este imbunatatita semnificativ.

Chitosanul, poli-a(1,4)-2-amino-2-deoxi-f-D-glucan, este o polizabarida naturala.
hidrofild. nontoxicd, biocompatibild si biodegradabila, ce se obtine prin N-deacciilarea -
chitinel (1), Este caracterizat chimic ca fiind un polimer policationic, constituit din unititi de
giucozamind §i N-acetil-glucozaming, legate glicozidic in pozitia 1-4, continaud grupirt
anoino si hidroxil libere, ceea ce 1l face susceptil la o serie de modulari structurale (2} tic-a
lungul timpului chitosanul a devenit un material cu multiple si importanic aphcati
biomedicale, interesul cercetatorilor pentru acest biopolimer datorandu-se proprietatsior sale 3
anume: biocompatibilitate, biodegradabilitate si toxicitatea scazutd (3). Datoritd acestor
caracteristici, chitosanului i s-au atribuit o serie de aplicatii, tie utilizat ca atare. fie prin
asoctere cu alti polimeri paturali in: industria alimentara, industria farmaceutica. indusiria
texiitd, agriculturd, industria produselor cosmetice (4). Cel mai cunoscud ciect viciopic
chittosanuhui este cel antimicrobian, fiind activ pe o serie de specit de bactesio dar s de Lnn
{5} Activitatea antimicrobiand este explicatd prin interacfiunile 1onice cuwre au foe (i
peptidopolizaharida, ce functioneaza ca si polication, si peretele celulei bactericne ce prezinta
sarcind negativa. Complexul format va afecta cationi precum Ca'?, Mg'* prezenti in percteie
celulet bacteriene, va creste permeabilitatea acestuia diminuandu-i astfel {uncinle {6}
Totodata este dovedit faptul ca chitosanul stimuleaza cresterea fibroblastelor. atectand
totodata activitatea macrofagelor, ceea ce are efect benefic Tn procesu! de cicatrizare @ raniler

Acest efect poate fi imbunatatit prin includerca in structura membranelor polimerice pe baza
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le chitosan a unor agenti antibacterieni de tipul ciprofloxacina, norfloxacina, sultonamide {7}
Un alt efect al chitosanului studiat intens in decursul timpului este cel antioxidant. Acest efect
s-a dovedit a fi dependent de gradul de deacetilare si de concentrafia polimerului. Grupariie
amino primare din structura chitosanului joacd un rol important, prin aceea ¢ interactioneaza
cu radicalii liberi formand grupiri NH;" (8). Dintre cele patru forme de grupiri amino: grupari
tinino, grupdri amino primare, grupdri amino secundare §i grupari amino cuaternare, cele din
urmd au demonstrat o activitate antioxidantd importanta fata de radicalii hidroxil. Pentru acest
poitraes  s-au evidentiat §i alte efecte terapeutice printre care s¢ numéard  etectul
hipocolesterolemiant, antiacid §i  antiulceros, efecte antiinflamatoare. antidiabetice st
neuroprotectoare (9, 10).

In vederea imprimarii i unei activitatii antioxidante chitosanului s-a recurs la derivatizarea
acestuia utilizand doi antioxidanti — acidul ascorbic (vitamina C) si u-tocoferohil (viamina
k)

Acidul ascorbic (vitamina C) este un reprezentant important al vianncior
mmdrosolubile cu importante efecte biologice, intervenind totodata ca si coenzima si agent
reducdtor intr-o multitudine de procese biochimice (11) Astfel, intervine in biosinteza
colagenului. a unor neurotrasmitatori (adrenalind, noradrenalind, serotonind), in metabolismul
glucozel, al acidului folic si al unor aminoacizi, in indepartarea radicalilor libers de oxigea, i
regenerarea vitaminei E la nivel membranar, etc. (11, 12). La randul ei vitamina b, aparfine
grupei de vitamine liposolubile, sub aceastd denumire reunindu-se o familie de tocoferalt, cel
mal activ fiind a-tocoferolul. Cel mai important efect al vitaminei E este cel antioxidan
impicdicand oxidarea acizilor grasi nesaturati, a vitaminei A, a carotenoidelor §1 a vnor to-
enzime. in organism impiedica peroxidarea acizilor grasi ceea ce are drept rezullat proteiared
fosfolipidelor membranare (11, 13).

Scopul inventiei de fatd este sinteza unor noi derivati de chitosan cu proprietati antinxidante
s1 aniimicrobiene Tmbundtatite. Pentru obtinerea derivatilor descrisi in inveafia de fafd s-au
utifizat urmatoaiele materiale:

- Chitosan cu greutate moleculara medie (CHM), achizitionat de la firina Sigma

Aldrich, cu Mw = 190,000-300,000 g/mol, grad de deaceiilare de 75-85% %

vascozitate 200-800 cP;

St

- vitamina C (acid ascorbic), achizitionat de la firma Sigma Aldvich, formula invioculara

CsHOy, masa moleculard 176.12, reactiv ACS cu puritote >99%;
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- vitamina E (a-tocoferol), achizitionat de la firma Sigma Aldrich, {orimuld moleculara
C20Hs00,, masa moleculara 430.71, reactiv ACS, puritate >95 5%, densitaie la 207(
de 0.950 g/ mL;

- acid monocloracetic, achizitionat de la firma Sigma Aldrich, formuld moleculara

CICH,COOH, masa moleculara 94.50, reactiv ACS cu puritate >99.0%.

Procedeul de obtinere a unor noi derivati de chitosan cu proprietati antioxidante si
antunicrobiene Tmbunatatite, conform inventiei, consta intr-o prumda clapd de activarea
chitosanuiui sub forma de O-carboximetil chitosan dupa care acesta reactioncazd cu cet dot
compusi bioactivi Vitamina C sau Vitamina E in prezenta acidului sulturic care are rol de
catalizator.

Pentru obtinerea O-carboximetil chitosanului, chitosanul in concentratie de 10% {m/v} s
adus intr-o solutie de hidroxid de sodiu 40% si s-a mentinut la frigider pentru 24 h Ulterior
chitosanul a fost supus reactiei cu acidul monocloracetic, raportul  dintre  acidul
monocloracetic si chitosan fiind de 1:6. Reactia a avut loc in mediu de etanol, Ja teviperatun
camerei, timp de 24 h (Fig. 1). Din amestecul rezultat produsul de reacthie s-a precipial cu

acetond, dupa care s-a purificat prin dializa (14).
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Fig.1. Reactia de sintezd a O-carboximetilchitosanului (GCMC)

In continuare se dau detalii privind procedeul de obtinere a celor doi derivati la care face
referire inventia, chitosan-acid ascorbic §i chitosan-a-tocoferol.

Exemplul 1: Procedeu de obtinere a derivatului chitosan-acid ascorbic (Vitamiing ()

O-carboximetil chitosanul (OCMC) (1 g, 0,01 moli) s-a amestecat cu 20 ml. acetona, dupi
care in suspesia rezultata s-a adaugat acidul ascorbic (3.53 g, 0.02 moli) si 3-4 picdiuni de acid
sulfuric concentrat cu rol de catalizator (Fig. 2). Amestecul rezuitat s-a agitat mecanic ia 40°C
timp de 24 h, dupa care compusul rezultat s-a separat din amestecui de reactic prin filirare

Purificarea s-a realizat prin dializa.
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Fig.2. Sinteza derivatului chitosan-acid ascorbic.

Exemplul 2: Procedeu de obtinere a derivatului chitosan-a-tocoferol (Vitamina I}

O-carboximetil chitosanul (OCMC) (1 g, 0,01 moli) s-a amestecat cu 20 ml. acetond, dupi
care in suspesia rezuliatd s-a addugat a-tocoferol (4,31 g, 0.02 moli) si -4 pic. de acid
sulfuric concentrat cu rol de catalizator (Fig. 3). Amestecul rezultat s-a lucélzil pe baie de apa
sub reflux timp de 10 h, dupa care compusul rezullat s-a separat din amestecul de reactie prin

precipitare cu acetond. Purificarea s-a realizat prin dializa.

QOOH
o) 0)
—QOH 0—OH o—+
NH, HN.o  HiC
HC
OCMC (2) ’

Fig. 3. Sinteza derivatului chitosan-a-tocopherol.
Metode de caracterizare a derivatilor de chitosan
Spectroscopia FTIR

Spectrele in infrarosu ale derivatilor de chitosan sintetizai au fost fnregistralc utihzand un
spectrometru FT-IR. ABB Bohmem MB-3000 (Canada), dupa 32 scanari pe o scard de la

PR N . - - . . .
4000-500 cm™, cu o rezolutie spectrala de 4 cm™. Interpretarea spectrelor s-a realizat folosind
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programul Horizon MBTM FTIR Software si GRAMS 32 Software (Galactic Industry
Corporation, Salem, NH), Version 6.00.

Functionalizarea chitosanului Tn urma reactiei cu acidul ascorbic (Vitamina S) st o-tocoterolui
(Vitamina E) este confirmata prin aparitia in spectru atit a benzilor de absorbtie caracteristice
chitosanulul, respectiv unitatii glucozaminice, céat si componentei vitaminice (Fig. 4. 5 s1 6).
Astfel, in spectrul chitosanului si derivatilor sdi functionalizati (chitosan-acid ascorbic,
chitosan-a-tocopherol) au fost identificate benzile caracteristice gruparit amidice, datorate
vibragiilor 8C=0O (amida I) in domeniul 1565-1665 cm™ si SNH (amida T1) in domeniul 1395-
1450 ecm” Totodatd in regiunea 3320-3400 cm” s-a identificat o bandd largd atribuitd
vibratiei de valentd a gruparilor OH alcoolice atat din structura chitosanului cit si din cea a

vitaminet C.
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Fig.4. Spectrul IR al chitosanului (1), OCMC (2), ascorbic acid (3).
chitosan-acid ascorbic (4).
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Fig.5. Spectrul IR alchitosanului (1), OCMC (2), a-tocoferol (6},
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Fig. 6. Spectrul IR al chitosanului (CMCHT), chitosan-acid ascorbic (VC-CHT), chiiosan-ct-
tocoferol (VE-CHT).

Lvaluarea activitdtii antioxidante

Activitatea antioxidantd al derivatilor de chitosan, a fost evaluatd utilizind doua teste i vitro
si anume capacitatea de inhibare a radicalilor liberi DPPH si ABTS.

Cupaciatea de inhibare a radicalilor liberi DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidsazil) a fost
evaluatd conform metodei descrise in literaturd (15). Probele ao fost dizelvate in acid acene
2% pentru a se obtine o solutie de concentratie 10 mg/mL.. Din aceastd solutie stoc s-au
masurat 50 gL, 100 pL si 200 pl la care s-au adaugat diferite volume din solujia metanohica
de DPPH 0,1 mM (2950 uL, 2900 ul, 2800 pl). Amestecul obtinut a fost mentinut Ia
intuperic timp de 30 de minute dupéd care s-a citit absorbanta la 517 nm. Ca antioxidant
standard s-au utilizat acidul ascorbic si a-tocoferolul in aceeasi concentraiie cu cea a probelor,
Determindrile au fost facute utilizand o proba martor, respectiv solutia metanolicd de DPPTH
Toate determindrile s-au realizat in triplicat. Capacitatea de inhibare a radicaltior liberi a fost
calculatd conform urmatoarei formule:

Inhibitie % =[(AM-AP)/ AM] X 100 (6)

in care: AM = absorbanta martorului la 517 nm;

AP == absorbata probei la 517 nm.

Rezultatele obtinute (Fig. 7) au evidentiat faptul ca prin functionalizarea realizata s-a

imprimat chitosanului (1) o activitate foarte buna antioxidanta, derivatii rezultati, chitosan-

6 iﬂgj@ﬁ/
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(1
acid ascorbic (4) si chitosan-a-tocoferol (6), prezentand un efect antiradicaiic fatd de DPPIL
foarte intens fata de chitosan (1) si respectiv O-carboximetil-chitosan (2), utilizai ca
intermediar in sinteza celor doi derivati. In conditii experimentale identice valorile
procentelor de inhibitie nregistrate pentru chitosan au variat intre 0,99-3,63%.

Pentru derivatul chitosan-acid ascorbic (4) procentul de inhibitie a radicaltlor DPPH] a
variat intre 96,60% si 99,47% in timp de pentru chitosan-a-tocoferol (6). aceste vaiori s-au
situat in intervalul 17,31-49,78%, depinzand de concentratia din proba testata. Totodats
valorile obtinute in cazul derivatului chitosan-acid ascorbic au fost comparabile cu cele

obtinute in cazul acidului ascorbic (97,81-99,82%) si superioare w-tocoferolului (86,80~

S ESG pp Sl

DPPPH Radical Scavenger Activi

bi 2 &

¢
Compounds

Fig.7. Efectul antiradicalic fata de radicalul DPPH (%) pentru chitosan (1). O-carboximerii-
chitosan (2), acid ascorbic (3), chitosan-ascorbic (4), a-tocoferol (5),

chitosan-a-tocoferol (6).

Capacitatea de inhibare a radicalului cation ABTS '. Generarea radicalului cation ABTS ™ s-
a icalizat prin tratarea solutiei apoase de acid 2,2 -azino-bis (3-elilbenzotiazolin-G-sultonic) (7
M) cu persulfat de amoniu (2,45 mM). Amestecul rezultat a fost pastrat la intuneric tmip de
12-16 ore pentru a favoriza formarea radicalilor ABTS', rezultand solutia stoc. Inainte de
inceperea experimentului solutia stoc de ABTS™ se dilueazi cu alcool etilic concentral in
vederea obtinerii unei solutii cu absorbanta de 0,700+0,020 la lungimea de unda 734 am.
Probele s-au dizolvat in acid acetic 2% pentru a se obtine o solutie stoc de concentratic 10
mg/ml.. Din solutia stoc s-au masurat 10 pL, 15 pl, 25 pb ¢1 50 pl. la care s-au adaugat

diferite volume din solutia de ABTS™ (1990 uL, 1985 pL., 1975 pL, 1950) (16). Amestecul

. %2‘@@3/
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rezultat s-a lasat in repaus 6 minute, dupa care absorbanta s-a citit la A = 734 nm, fatad de
martor (alcool etilic concentrat).
Activitatca antioxidantd a probelor analizate, exprimatd ca procent de inbibitie (1%) a
radicalului cation ABTS"" a fost exprimati procentual cu ajutorul urmitoarei formule:
i % ~ (Ao-AdAg) x 100 (8)
i care,

Ay = valoarea absorbantei solutiei etanolice de ABTS™";

A = valoarea absorbantei probei, cititd Ja 6 minute dupa adiugarea solutiei de ABTS .
Toate determinarile au fost efectuate in triplicat iar acidul ascorbic si vitamina I© au fost
utilizate ca substante de referinta (martor pozitiv) si prelucrate in mod simiiar provelor testate.

Rezultatele obtinute (Fig. 8) au evidentiat faptul c@ activitatea antiradicalica faga de
ABTS™ a derivatilor de chitosan (chitosan-acid ascorbic, chitosan-a-tocoferol) cste foarte
buni. In conditii experimentale identice valorile procentelor de inhibitie iniegistrate pentru
chitesan au variat intre 9,50-31,56%, valori ce nu il incadreaza in categoria substantelor
activitate antioxidantd, in schimb derivatii de chitosan obtinuti conform inventiei au valort ale
activiratii antiradicalice fatd de ABTS™ foarte mari.

Pentru derivatul chitosan-acid ascorbic (4) procentul de inhibitie a radicalilor ABTS™
a variat intre 66,06% si 99,07% in timp de pentru chitosan-a-tocoferol (6), aceste valori s-au
situat in intervalul 30,86-54,90%, depinzand de concentratia din proba testati. Totedatd
valoarea obtinutd in cazul derivatului chitosan-acid ascorbic la concentratia de 250 pigiing
(99,07%) a fost comparabilda cu cea obtinutd in cazul acidului ascorbic {99.87%) si u-

tocoterolului (98,85%) la acceasi concentratie, folosite ca si substante de referinta

Activity (%)

S Radical Scavenger

Fig. 8. Efectul antiradicalic fatd de radicalul cation ABTS " (%) pentru chitosan (1), O-
carboximetil-chitosan (2), acid ascorbic (3), chitosan-acid ascorbic {4), a-tocoleral (5),

chitosan-a-tocoferol (6)
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Teste antimicrobiene — Testele antimicrobiene au fost efectuate in conformitate cu metodele
standard 1SO 16649-2 SR / 2007 - Microbiologia produselor alimentare si animale. Protocolul
experimental pentru testarea eficientei antimicrobiane st antifungice utilizind, cuituri
bacteriene tip ATCC de Escherichia coli 25922 Salmonella typhymurinm 14028, Listeria
monocytogenes 7644; si fungice ca Candida albicans 90028 utilizand metoda difuzimetrica
(17).
Tehnica de lucru constd n urmatoarele etape: sterilizarea mostrelor; contaminare cu bacterii
de culturda ATCC,; inoculare si incubare efectuatd 24 si 48 de ore ia 44°C, identiticares
germentlor tinta. Sterilizarea probelor a fost realiazata la autoclav la 114 C, 0.5 bart iimp de
Z) min. S-au preparat suspensii din tulpinile ATCC in ser fiziologic peptenat, cu o turbiditate
de 0.5 Mc Farland. Plicile cu mediu Mieller Hinton s-au insamdn{at prin dispersie cu
tamponul steril din fiecare suspensie ATCC. S-au lasat placile s@ se usuce intredeschize timp
de 3-5 min., pana cand lichidul inoculat s-a absorbit in mediu, pentru ca suprafaia mediului s3
fic uscatd. Discurile din hartie de filtru Whatman no.4, cu diametrul de 5 mm <-au umeciat in
ser fiziologic peptonat apoi s-au impregnat cu cate 0,005 g din probele dv analizai, ca martor
negativ s-a folosit discul de hartie de filtru umectat in ser fiziologic peptonat. Cu ajuterul unor
pense sterilizate, discurile cu probe si martorul s-au asezat pe supratata mediului inoculat cu
tulpinile ATCC pe diagonale, respectiv centrul placii; S-au incubat la termostat placile Ja 37
£1° C timp de 24h; S-au masurat diametrele zonelor de inhibific totala pentru (uipina de
testat, inclusiv diametrul discului, cu ajutorul riglei, pe spatele placii cu mediul insdmardai, i
limina reflectatd, pe un fond intunecat.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabclul 1. Diametrul zonei de inhibitie a dezvoltarii bacteriilor i fungutui de catre

chitosan (1) si a derivatii sintetizati, chitosan —acid ascorbic (2) s1 chitosan-o-tocoferol

(3).

Diametrul zonei de inhibitie(mm) o
Escherichia | Salmonella [ Misteia | Candida
- coli 25922 typhymurium MoNOCylogenes L albicans
o | Proba 4028 7o | 900
i CH 9 10 12 | i{
'3 | VC-CHT 16 20 25 s
4 | VE-CHT 20 14 6 | 15
5 MARTOR 0 0 0 ‘ 0 7
9
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Din datele obtinute se poate remarca o intensificare semnificativd a activitatii
antimicrobiene a chitosanului prin modificarea lui cu cele doua vitamine, activiialea cea
mat intensd fiind manifestatd de derivatul cu Vitamina C «¥C-OH 7Ty @ carut activitale

antinucrobiand este dubla fata de cea a chitosanului.
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PROCEDEU DE OBTINERE S| COMPOZITIA UNOR DERIVATI DE
CHITOSAN CU POTENTIAL BIOLOGIC iMBUNATATIT

REVENDICARI

Revendicarea Nr 1. Procedeu de obtinere a derivatilor chitosan-acid ascorbic si
chitosan-a-tocoferol, caracterizat ce prin aceea ca, el constd in activarea
chitosanului sub forma de O-carboximetil chitosan dupa care acesta se trateazd cu
actd ascorbic respectiv cu a-tocoferol, in mediu de acetona st in prezenta aciduiiy
sulfuric drept catalizator. Dupa purificare prin dializa rezultd compusi de culoare alb-
galbui, cu activitate antiradicalica-antioxidanta si un efect antimicrobian imbunatatit
comparativ cu chitosanul.

Revendicarea 2. Derivali de chitosan caracterizati prin aceea ca contin acid
ascorbic sau a-tocoferol si prezintd potential biologic Tmbundtatit si anume
activitate antioxidantd si effect antimicrobian imbunatatit. Chitosan-acid ascorbic
prezinta un procent de inhibitie de 96,60%-99,47%, fata de DPPH, de ©6,06%-
99,07% fatd de ABTS™, iar diametrul zonei de inhibitie fatd de tulpinile bacteriene de
Escherichia coli 25922, Salmonella typhymurium, Listeria monocytogenes de 16-26
mm si fatéd de Candida albicans de 18 mm. Chitosan-a-tocoferol, procent de inhibitie
de 17,31-49,78%, fatd de DPPH, de 30,86-54,90% fata de ABTS *, diametrul zone:
de inhibitie fata de tulpinile bacteriene de Escherichia coli 25922, Salmoneiia
typhymiurium, Listeria monocytogenes de 14-20 mm si fata de Candida albicans de
15 mm.
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