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Inventia se refera la procedeul de obfinere a unui chitosan de masa molara mica,
destinat a fi utilizat ca agent antifouling, cu actiuni antimicrobiene, dintr-o sursa marina si
anume, capsulele de oua ale melcului Rapana venosa (R. venosa).

Chitosanul prezinta proprietati deosebite chimice si biologice, care-l fac utilizabil intr-o
varietate larga de aplicatii industriale si medicale. Aceste caracteristici, cum ar fi: biocompati-
bilitatea, biodegradabilitatea, non-toxicitatea si bio aderenta il clasifica ca un produs valoros
cu aplicatii farmaceutice, medicale, alimentare, textile, tratamentul apelor reziduale siin agri-
cultura.

Chitosanul este un biopolimer care consta din unitati de D-glucozamina (80%) si
unitati de acetil glucozamina (20%), obtinute prin deacetilarea chitinei in prezenta solutjilor
concentrate de alcalii.

Termenul de ,chitosan" in general corespunde polimerilor cu un continut in grupari
acetil mai mic de 25%. Produsul deacetilat complet (fig. 1a) este obtinut destul de rar,
datorita riscurilor aparitiei reactiilor secundare si a reactiilor de rupere a catenei polimerului
in timpul procesului de deacetilare. In schimb, sunt disponibili copolimeri cu grade diferite de
deacetilare, cunoscuti ca si ,chitosani comerciali” (fig. 1b).

Ca si chitina, chitosanul este un glucan de 3 (1-4) si a fost descris ca cel mai versatil
biomaterial natural, este un polimer biodegradabil, nontoxic cu masa molara mare si
asemanator celulozei (fig. 2).

Dupa cum se observa in fig. 2, singura diferenta intre chitosan si celuloza este
gruparea amino (-NH,) din pozitia C-2 din formula chitosanului, in locul gruparii hidroxil (-
OH), gasita in formula celulozei.

Chitosanul are trei grupari reactive in fiecare unitate glicozidica a lanfului polimeric:
0 grupare amino si doua grupari hidroxil. Dintre acestea cea mai importanta este gruparea
amino, care este responsabila de natura cationica a biopolimerului si care-i imprima acestuia
anumite caracteristici fizico-chimice, cum ar fi solubiltatea (pH = 6-6,5) si proprietatile sale
biologice.

Din aceasta cauza, chitosanul prezinta interes ca sursa materiala importanta datorita
proprietatilor sale excelente privind biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, adsorbtia,
capacitatea de a forma filme etc.

Solubilitatea chitosanului in solventi acizi anorganici este insa foarte limitata. Astfel,
chitosanul este solubil in solutie de 1% HCI, dar insolubil in acid sulfuric si acid fosforic.
Solubilitatea solutiilor de chitosan este slaba la un pH mai mare de 7, datorita precipitarii sau
gelifierii.

Hidroliza acida la temperatura camerei sau temperaturi scazute scindeaza efectiv
legatura glucozidica ale lanturilor principale de chitina si chitosan, micsorandu-le masa
molara.

Chitosanul este considerat a fi un material suport atat in organismele marine, cat gi
in insecte, in crustaceele terestre, in ciuperci sau in anumiti fungi. Valorificarea prin proce-
sare la scara larga a organismelor marine in special in industria alimentara a condus la obti-
nerea unor cantitati mari de deseuri obtinute din captura procesata de tip crustacee si midii.

Cercetarile efectuate in ultimii patruzeci de ani au aratat ca deseurile de crustacee
constituie o sursa bogata de produse cu valoare adaugata, cum ar fi: chitosan, proteine,
pigmenti, a caror bioconversie a atras un interes deosebit.

Ins& procesarea acestor deseuri ridica probleme serioase privind protectia mediului,
intrucat acestea fiind perisabile trebuie conservate Tn anumite conditii de temperatura, iar in
procesele de extractie a chitosanului se folosesc solventi acizi si alcalini de diferite
concentratii, la temperaturi de procesare destul de ridicate (tabelul 1, tabelul 2).
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Reactivi chimici utilizati pentru extractia chimica a chitosanului

Tabelul 1
Nr. Etapa Reactivii chimici utilizati
crt.
1 Demineralizare HCI, HNO,, CH,COOH, HCOOH
2 Deproteinizare NaOH, KOH, NaHCO,
3 Decolorare C,H;0H, Acetona, DMSO, H,0,; NaCIO
4 Deacetilare NaOH, KOH
Etapele extractiei chimice a chitosanului din degeurile de crustacee
Tabelul 2
Nr. Etapa Reactivi Concentratii | Temperatura Timp
crt. (‘C) (h)
1 Demineralizare HCI 0,69-2 M 15-30 0,5-48
2 Deproteinizare NaOH sau KOH 0,1-3,8 M 25-100 0,5-72
3 Decolorare C,H;OH, Acetona, NaCIO - 20-30 1-12
4 Deacetilare NaOH sau KOH 30-60% 60-150 0,5-
144

De-a lungul anilor au fost dezvoltate o multitudine de tehnici de extractie a chito-
sanului extras din deseurile de crustacee, de tipul crabilor, crevetilor, lobsterilor, homarilor
si a langustelor. Exoscheletul artropodelor contine aproximativ 30-40% proteine, 30-50%
carbonat de calciu si 20-30% chitind per masa uscata de proba.

Aceste procente variaza cu tipul speciei de crustacee si sezonul de recoltare.

Tehnicile pentru obtinerea chitinei si a chitosanului din diversele deseuri de crustacee
stau la baza proceselor chimice utilizate pentru obtinerea la scara industriala a chitinei si a
derivatelor sale, fig. 3.

Este de asemenea cunoscut ca procedeul industrial pentru extractia chitinei si a
chitosanului din diferitele deseuri de crustacee, are la baza procese chimice severe datorate
existentei legaturilor covalente in compusii ce alcatuiesc deseurile de crustacee. Aceste
metode genereaza mari cantitafi de deseuri chimice periculoase si pot initia ca reaciii
secundare fie hidroliza polimerului, fie o deacetilare partiala a acestuia, conducand spre pro-
dusi finali cu proprietati fiziologice necorespunzatoare.

Se cunoaste faptul ca procesele chimice de extractie pentru chitina din deseurile de
crustacee efectuate intre 1954 si 1993 au fost imbunatatite si cuprind patru etape (fig. 4):
demineralizarea, deproteinizarea, decolorarea si deacetilarea.

Totusi, in mod specific, extractia chitinei, consta din numai doua etape: deminerali-
zarea si deproteinizarea, care implica dizolvarea carbonatului de calciu cu solutii de HCI, iar
indepartarea proteinelor se realizeaza cu solutii de NaOH, ordinea etapelor de deminerali-
zare si de deproteinizare putand fi inversata.

Chitosanul obtinut din deseurile de crustacee este un chitosan cu masa molara medie
si mare (M ~ 250+5000 KDa), cu aplicatii limitate. Ca urmare, pentru a-i imbunatati actiunea
se recomanda a fi prelucrat pentru obtinerea unui chitosan cu masa molara mica sau
oligomeri, utilizdnd una din cele trei depolimerizari: chimica, enzimatica sau fizica.
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In depolimerizarea chimica sunt utilizati solventi reducétori de tip HCI, HNO, sau
H,0O,, depolimerizarea enzimatica utilizeaza enzime de tip chitinaze sau chitosanaze, iar cea
fizica utilizeaza cu randamente scazute radiatiile gamma, de tip Co-60.

Exista diverse brevete de inventie, ca de exemplu, US 2040879, US 4833237 in care
sunt descrise tehnicile de obtinere a chitosanului prin extractie chimica din deseurile de
crustacee marine prin folosirea reactivilor chimici de diferite concentratii si cu timpi
indelungati de procesare.

Brevetul de inventie japonez JP 184002 descrie metoda de obtinere a chitosanului
solubil apos, cu masa molara mica prin suspendarea pudrei de chitosan in apa, adaugarea
de nitrit de sodiu si apoi de acid acetic suspensiei pentru a-i scadea pH-ul la 5, printr-un
tratament termic variat (5-70°C).

Problema tehnica pe care o rezolva aceasta inventie este gasirea unei noi surse
marine de chitosan, nepoluanta, a carei prelucrare sa nu necesite tratamente chimice
daunatoare mediului, cu timpi de procesare scazutj, iar chitosanul ob{inut prin aceasta noua
metoda sa se incadreze prin morfologia si structura sa chimica in categoria chitosanului cu
masa molara mica, cu aplicatii medicale si industriale.

Prezenta inventie propune un procedeu nou de extractie chimica a chitosanului,
utilizdnd o sursa marina, neexploatata, si anume capsulele de oua ale gasteropodului R.
venosa. Aceasta metoda consta intr-o singura etapa, si anume, eliminarea proteinelor si
lipidelor ce alcatuiesc peretii capsulari ai oualelor, prin utilizarea unor solutii diluate de alcalii
(NaOH sau KOH) cu timpi redusi de extractie, iar separarea chitosanului din suspensia
alcalina se realizeaza prin centrifugare, inlocuind filtrarea din metodele cunoscute.

Procedeul conform inventiei prezinta ca avantaje:

- folosirea organismelor marine ca materie prima pentru obtinerea chitosanului;

- utilizarea unei noi surse marine de extractie, nepoluanta, care poate fi obtinuta fie
prin pescuit, odata cu capturarea melcilor de R. venosa, fie prin acvacultura, aceasta sursa
neafectand mediul prin perisabilitatea ei;

- reactivii folositi in timpul procesului sunt mai putini si de concentratii mici, cu timpi
de procesare redusi;

- obtinerea unui randament bun in chitosan, prin Tnlocuirea filtrarii cu centrifugarea
in procesul de separare al chitosanului prin deproteinizare;

- chitosanul obtinut este cu masa molara mica, cunoscut in literatura de specialitate
cu o activitate marita animicrobiana, des utilizat in aplicatiile medicale si ale bioingineriei.

Un interes deosebit din punct de vedere al sursei marine de chitosan, neexploatata
pana acum, il reprezinta capsulele de oua ale melcului de R. venosa, un gasteropod inva-
dator, introdus accidental, in secolul trecut, in apele bazinului Marii Negre, si care in timp,
adaptandu-se la noile conditii a devenit indezirabil pentru populatiile de midii, din bazinul
pontic.

Metoda propusa pentru obtinerea unui chitosan cu masa molara joasa, consta n
curatarea capsulelor de oua ale R. venosa de impuritati (praf, nisip, cochilii de balanus,
cochilii scoici) prin spalare, uscare si maruntire. Foarte importanta in pregatirea materiei
prime este curatarea capsulelor de continutul de oua din interior.

Se da n continuare un exemplu de realizare a procedeului, conform inventiei, in
legatura cu fig. 5, care reprezinta schema procedeului de obtinere a chitosanului.

Capsulele curatate si maruntite sunt suspendate intr-o solutie diluata (4-6%) de
NaOH, iar suspensia alcalina obtinuta este tinuta sub agitare continua (300-600 rpm) la
temperatura (65-75°C) pana la dizolvarea completa a capsulelor (4-10 h).



RO 132848 B1

Suspensia obfinuta este centrifugata la rotatii cuprinse intre 5000-11000 rpm, in
vederea separarii chitosanului sub forma de precipitat de supernatantul alcalin incarcat cu
lipidele si proteinele ce au alcatuit peretii capsulari.

Pentru o mai buna separare a chitosanului, se indeparteaza supernatantul, prin
centrifugari repetate si spalari succesive ale turtei de chitosan cu apa distilata pana la
obtinerea unui pH neutru al supernatantului suspensiei de spalare.

Precipitatul de chitosan obtinut dupa indepartarea supernatantului apos cu pH neutru,
este supus spalarii si centrifugarii cu un amestec de acetona: alcool etilic, in raport
volumetric = 1:1, in vederea purificarii, a indepartarii urmelor de lipide "agatate" de chitosanul
extras.

Precipitatul umed de chitosan este uscat in etuva, timp de 8-12 h, la temperatura de
65°C.

Identificarea si caracterizarea chitosanului extras chimic din capsulele de oua s-au
realizat prin microscopie cu epifiuorescenta si metode spectrale, de tip UV-VIS-NIR si FTIR-
ATR.

Rezultatele obtinute prin analizele spectrale de microscopie cu epifluorescenta
confirma structura chitosanului, conform inventiei. Observatiile de microscopie s-au efectuat
cu microscopul OPTIKA B 350.

Analizele spectrale de tip UV-VIS-NIR au fost efectuate cu spectrofotometrul JASCO,
model V 670, spectrele UV-VIS au fost inregistrate in domeniul 200-2000 nm, cu o rezolutie
de 0,5 nm.

Pentru analizele spectrale in IR s-a utilizat un spectrofotometru Perkin-Elmer
100 FT/IR echipat cu ATR, spectrele IR ale probelor solide analizate au fost inregistrate in
domeniul 4000 cm ' si 600 cm ', cu o rezolutie de 4 cm ' si acumulare de 32 de scanari, la
temperatura camerei.

Caracterizarea chitosanului obtinut prin procedeul conform inventiei s-a realizat prin:

- determinarea masei molare, cu ajutorul unui vascozimetru capilar, de tip
Ubbhelohde, prin determinarea vascozitatii intrinseci a solutiilor slab acide de chitosan;

- determinarea gradului de deacetilare (DDA), utilizdnd un pH metru ORION STAR
215, prin titrarea potentiometrica a solutjilor slab acide de chitosan cu solutii de NaOH, de
concentratii scazute;

- cenusa;

- gradul de absorbtie al grasimii si gradul de absorbtie al apei, utilizdnd Vortex VELP
TX 4 (800-3000 rpm) si microcentrifuga Nahita (4000-7000-11000 rpm).

Se recolteaza capsulele de oua ale R. venosa, se spala cu apa de pH =7, pana la
indepartarea impuritatilor (nisip, cochilii de scoici si balanus) si uscarea in etuva la 45-50°C,
timp de 12 h.

Se cantaresc 10 g de capsule de oua curatate si uscate, care se maruntesc prin
taiere la dimensiuni mici, se indeparteaza ouale din interiorul lor si se suspend intr-un volum
de 400 mL solutie de NaOH de concentratie ¢ = 6%, pentru deproteinizare.

Se deproteinizeaza capsule pe o plita electrica, la temperatura de 75 + 1°C, sub
agitare continua a suspensiei (500 rpm), timp de 6 h, pana la dizolvarea completa a
capsulelor.

Se separa chitosanul din suspensia alcalina calda prin centrifugare, initial la viteze
de 5000 rpm, cu indepartarea supernatantului si spalarea continua a precipitatului obtinut
(chitosan) cu apa distilata incalzita, la temperatura de 65 + 1°C pana la obtinerea unui pH
neutru al supernatantului de spalare.
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Chitosanul obtinut este curatat de impuritati (resturi de lipide) prin spalare cu un
amestec de acetona:alcool etilic, Tn raport volumetric de = 1:1 si intr-un raport de
masa:volum = 1:10, centrifugat la viteze de 7000+11000 rpm, supernatantul este indepartat,
iar precipitatul de chitosan este uscat in etuva la 65°C, timp de 8+12 h.

Dupa uscare, chitosanul obtinut este triturat intr-un mojar cu pistil, cantarit si
depozitat in recipienti adecvati. Au rezultat 1,22 g de chitosan cu un randament de 12,2%
fata de cantitatea de capsule supuse procesarii.

Pentru prelucrare, chitosanul este dizolvat fie in solutie de acid acetic 2% (cu
0,1 M KCl), fie in solutii foarte diluate de HCI, sub agitare continua (300 rpm), timp de 24 h,
la 45 + 5°C. Solutiile obtinute, de diferite concentratii sunt filtrate pentru indepartarea
eventualelor impuritati insolubile si stocate pentru diverse aplicatii

Dovedirea structurii chitosanului, conform inventiei s-a efectuat prin:

Analiza biologica

Chitosanul pudra obtinut prin extractie chimica din capsulele de oua R. venosa in
solutii diluate alcaline a fost analizat cu ajutorul microscopului cu epifluorescenta, unde s-au
observat ca acesta emitea fluorescente de culoare galben-verzuie (420+450 nm), carac-
teristice emisiilor de fluorescenta ale chitosanului.

Analiza spectrala de tip UV-VIS-NIR

Confirmarea chitosanului s-a bazat prin identificarea gruparilor caracteristice ale
acestuia prin cele doua varfuri caracteristice de absorbtie de la 218 nm si respectiv, 270 nm
din spectrele inregistrate.

Analiza spectrala de tip FTIR-ATR

Principalele benzi caracteristice ale chitosanului extras chimic prin aceasta inventie
sunt redate in tabelul 3.

Distributia semnalelor FTIR

Tabelul 3

Nr. Numar de Distributiile
crt. unda (cm")

1 3386 Vibratia de intindere a N-H din gruparile libere amino (vy.,)
2 3287

3 2946 (Vo) din - CH,

4 2884 (Vo) din - CH,

5 1656 Ve—o @ Amidei |

6 - Oy (reziduuri acetilateN-din banda Il amida)

7 1428 -OH a gruparii alcoolice primare

8 1370 vibratjile O-H si C-H din inelul gucozidic

9 1316

10 1161 -C-O-C din legatura glucozidica

11 1028 - CH,-OH (gruparea alcoolica primara)
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Chitosanul obtinut prin aceasta inventie se caracterizeaza prin:

- masa molara cuprinsa intre 1500 si 3000 Da;

- grad de deacetilare (DDA) cuprins intre 74 si 76%;

- vascozitate;

- cenusa 1%;

- grad de absorbtje a grasimii > 320%;

- grad de absorbtie a apei > 500%.

Compusul obtinut prin aceasta inventie prezinta activitate antimicrobiana si anti-
bacteriana cu utilizari in acvacultura, in agricultura, in tratarea apelor de balast din industria
maritima - navala, fiind biocompatibil, biodegradabil si nepoluant mediului inconjurator.
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Revendicari

1. Procedeu de obfinere a chitosanului sau poli D-glucozaminei cu masa molara
mica, caracterizat prin aceea ca, se recolteaza capsulele de oua ale melcului de R.
Venosa, se spala cu apa pentru indepartarea impuritatilor si se usuca in etuva, dupa care
se suspenda capsulele uscate si maruntite intr-o solutie alcalinda de NaOH, in raport de
masa:volum = 1:40 si se mentine suspensia sub agitare la o viteza de 500 rpm si o tem-
peratura de 65+75°C, pana la dizolvarea completd a capsulelor de oua, se separa chitosanul
din suspensia alcalina prin centrifugari si spalari succesive cu apa distilata incalzita pana la
obtinerea unui pH neutru Tn supernatantul apei de spalare, chitosanul obtinut este supus
purificarii prin spalare cu un amestec de alcoool etilic:acetona in raport volumetric 1:1 si se
usuca in etuva.

2. Chitosan obtinut prin procedeul conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, are 0 masa molara cuprinsa intre 1500 si 3000 Da si un grad de deacetilare cuprins intre
74 si 76%.
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