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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului

Scopul principal al proiectului include sinteza polimerilor functionalizati cu

antioxidanti, determinarea proprietatilor antioxidante cu utilizarea metodelor ABTS si DPPH. in

calitate de polimer s-a studiat chitosanul, care este un biopolimer cu toxicitate redusa,

biocompatibili i care este biologic recunoscut de entitatile celulare.

Pentru realizarea scopului s-au stabilit urmatoarele obiective:

Sintetiza derivatilor chitosanului cu anhidrida diacetil tartrica, anhidrida maleicd si derivati
de dimetil- ester al acidului dihidroxifumaric;

Sintetiza derivatilor chitosanului grefati cu acid ascorbic;

Determinarea activitatii antioxidante a derivatilor obtinuti de chitosan- acizi carboxilici;
Optimizarea caracteristicilor mecanice, morfologice, determinarea structurilor chimice ale
polimerilor functionalizati;

Sinteza si caracterizarea produsilor obtinuti in rezultatul grefarii pe lantul de chitosan a
tiosemicarbazidelor;

Sinteza si caracterizarea produsului de chitosan cu formaldehida functionalizati cu diversi
polifenoli.

Sinteza si caracterizarea unor produsi rezultati prin grefarea unor polifenoli cu chitosan si

determinarea activitatii antioxidante a copolimerilor sintetizati;



2. Rezultatele stiintifice ale cercetarilor efectuate in cadrul proiectului pentru

perioada de raportare

2.1. Functionalizarea chitosanului cu acizi carboxilici

Functionalizarea compusilor polimerici prezintd un interes deosebit in domeniul
dezvoltarii materialelor inovative pentru aplicatii avansate. Functionalizarea chitosanului a
devenit o metoda benefica de a imbunatati proprietatile acestuia cu scopul de a prepara materiale
noi cu caracteristici mai bune.

Chitosanul reprezintd o polizaharida lineara, compusa din fragmente de D-glucozamina si
N-acetil-D-glucozamina legat prin legaturile B- (1-4). Acesta este obtinut prin deacetilarea
chitinei, componenta structurala a peretelui celular al fungilor si exoscheletul crustaceelor si a
insectelor.  Chitosanul poseda proprietati fizico-chimice favorabile precum toxicitate scazuta,
biodegradabilitate, biocompatibilitate, proprietati antioxidante, activitate antimicrobiana fiecare
dintre care favorizeaza utilizarea acestuia in diferite domenii de studii. Totusi 1n calitate de
material biofunctional acesta are anumite limitari, in special din cauza insolubilitatii acestuia in
mediul neutru, chitosanul este solubil in domeniul de pH acid, dar insolubil in domeniul neutru
sau baszic.

Sinteza unor copolimeri obtinuti la fuctionalizarea chitosanului cu antioxidanti, ce pot fi
utilizati cu succes in domeniul tehnologiei farmaceutice este de o mare importantd. Diferiti
copolimeri obtinuti prin procedeul de functionalizare al chitosanului cu antioxidanti naturali
posedd proprietati reducdtoare care pot fi aplicate In procesul de inhibitie la formarea
substantelor ~cancerigene, a N-nitrozaminelor, in rezultatul nitrozdrii substantelor
medicamentoase cu nitriti.

Antioxidantii naturali, astfel ca polifenolii, dar in special flavanoizii prezenti in diferite
produse vegetale au atras 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 dezvoltarii diverselor patologii Tn organismul
uman. Multi antioxidanti sintetici au fost utilizati in industria alimentara, medicinald,
farmaceutica, dar cercetarile recente au mentionat dezavantajele si posibilele lor proprietati
toxice pentru sdndtatea umana si animal.

Este cunoscut faptul ca chitosanul (Cht) este netoxic, mucoadeziv, hemocompatibil,

biodegradabil si posedd proprietdti antitumorale, antioxidante si antimicrobiene. Aceste
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proprietati fac ca chitosanul sa devina un biomaterial foarte atractiv pentru diferite aplicatii n
domeniul biomedical. Polimerii functionalizati cu substante biologic active sunt aplicati pe scara
largd in domeniul biomedical ca instrumente in diagnostica si tratamentul diferitor boli.

In calitate de purtatori, particulele polimerice pot fi grefate cu medicamente multiple care

la rindul sdu pot fi eliberate controlat in organism.
2.1.1. Functionalizarea chitosanului cu acidul dihidroxifumaric
Sinteza anhidridei diacetil tartrice

Principiul metodei consta in interactiunea dintre acidul tartric si anhidrida acetica in

prezenta acidul sulfuric cu formarea anhidridei diacetil a acidului tartric.

0

HO—G—CooH  (CH;C0),0 H,C—C—0 Co

—
HO—G—CO0k HS0,  He

\ ./
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OO0

Modul de lucru:

Intr-un balon Erlenmeyer se adaugi 4 g de acid tartric sub forma de praf. In acest balon
se toarna 0,12 ml de acid sulfuric concentrat si 12,6 ml anhidrida acetica si se agita continuuu cu
agitatorul magnetic cu incdlzire de tip WiseStir MSH 20D. Amestecul se incdlzeste pina la
fierbere timp de 10 minute, dupa care emulsia se toarnd intr-un pahar si se raceste la baie de
gheatd timp de 1 ora. Cristalele obtinute se filtreazd prin pilnia Buhner cu d=5 cm, se spala de
doua ori cu cate 5 ml de benzen uscat, apoi se usuca timp de 24 ore in exicatorul cu vid. Dupa

uscare s-a calculat randamentul reactiei:

N, =3,76/5,76 * 100= 65,3 %;

N, = 4,65/5,76 * 100= 80,7 %;
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Fig. 1. Spectrul IR al anhidridei diacetil tartrice peste 24 ore dupa obtinere.
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Fig. 2. Spectrul IR al anhidridei diacetil tartrice peste 336 ore dupi obtinere.
Anhidrida diacetil tartica cu timpul se distruge si nu mai poate fi utilizata, se poate utiliza

doar in citeva zile dupa obtinere, fiind pastrata in conditii speciale.

2.1.1 (a) Etapa L. Functionalizarea chitosanului cu anhidrida diacetil tartrica



Principiul metodei consta in N-acilarea chitosanului cu anhidrida diacetil tartrica.

Chitosanul (0,5 g) a fost adaugat in 50 mL acid acetic de 0,5 %, apoi s-a adaugat 1,65 g de
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anhidrida diacetil a acidului tartric dizolvata in 25 mL acetond, amestecul de reactie fiind agitat
timp de 15 h la temperatura camerei.

Modul de lucru:

Intr-un balon conic de 250 mL s-a adaugat 0,5 g chitosan care a fost dizolvat in 50 ml de
acid acetic de 0,5 % la temperatura camerei. Intr-un alt balon conic, 1,65 g de anhidrida diacetil a
acidului tartric (Anh. AT) s-a dizolvat in 25 mL de acetona. Solutiile din ambele baloane s-au
addugat n balonul de reactie. Amestecul de reactie a fost agitat timp de 15 h la temperatura
camerei. Dupa finisarea timpului de reactie, amestecul obtinut s-a folosit pentru etapa a 1l-a.

Dupa obtinerea amestecului de reactie s-au analizat spectrul IR al chitosanului
functionalizat cu anhidrida diacetil a acidului tartric (Fig.4), care a fost comparat cu spectrul IR

al chitosanului pur, figura 3.
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Fig. 3. Spectrul IR al chitosanului pur.

Picul cu intensitatea cea mai puternica la frecventa 1023 cm™ ne aratd prezenta grupei
eterice, banda latd in regiunea 3400-2500 cm™ si picul amprentei digitale 890 cm™ — prezenta

grupei —OH, doua picuri in regiunea 3300 cm™ prezenta grupei —~NH,, picul 2865 cm™ — prezenta

grupei metin.
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Fig. 4. Spectrul IR al chitosanului functionalizat cu anhidrida diacetil a acidului
tartric.
In spectrul din figura 4, se pot observa mai multe schimbari in comparatie cu spectrul IR
a chitosanului si anume: aparitia picurilor noi — 1723, 1600, 1531 cm™ ceea ce indica prezenta

grupelor acetil, grupei amidice si intensificarea picului 2922 cm™, explicinduse cu prezenta



grupei metil din grupa acetil, disparitia unui pic in regiunea 3300 cm™ indica schimbarea din
grupa NH; libera in —NH.
La fel, a fost calculat randamentul reactiei de sinteza al chitosanului cu anhidrida diacetil

a acidului tartric: vy = 0,21/0,47 * 100= 44,7 %;

2.1.1 (b). Etapa I1. Hidroliza chitosanului functionalizat cu anhidrida diacetil tartrica
Principiul metodei se bazeaza pe eliminarea grupelor acetil prin hidroliza alcalina pentru

a obtine chitosanul functionalizat cu sarea acidului tartric (Cht-ATNa).
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Modul de lucru:

In balonul de reactie se adaugi 2 g de NaOH dizolvat intr-o cantitate de api si se
amesteca cu agitatorul magnetic timp de 48 h. Dupa aceea amestecul se filtreazd si se pune in
exicatorul cu vid pentru 24 h.

Randamentul reactiei constitue : " = 0,58/0,98 * 100= 59,2 %

2.1.1 (c). Etapa Illa. Oxidarea Cht-ATNa in cu reagentul Fenton
Principiul metodei consta in oxidarea acidului tartric, care este legat de chitosan, pana la

acidul dihidroxifumaric, care prezinta activitate antioxidanta.
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Modul de lucru:

Intr-un balon Erlenmeyer se dizolva 0,58 g de Cht-ATNa in 100 ml de acid acetic de 0,5
% si continutul se trece intr-un alt balon, unde prealabil a fost adaugat 0,006 g de sulfat de fier si
0,007 g de sarea Seignette. Amestecul obtinut se raceste pind la -10°C cu gheata si sare, dupa
care se adauga 0,2 ml de H,O, de 35%. Peroxidul de hidrogen este adaugat foarte atent cu
intreruperi timp de 30 minute. Dupd addugarea totala a apei oxygenate, solutia se lasa in frigider
timp de 24 h la -5°C. Dupa 24 ore, solutia racita si oxidata se precipitd in acetona si se filtreaza
prin pilnia Buhner. Substanta de pe filtru se spala si se usuca in exicatorul cu vid. Dupa uscare s-

a determinat si s-au analizat spectrele IR pentru acidul dihidroxifunaric DFH,4 (Fig.5) si pentru

H,0,

F62+

copolimerul sintetizat (Fig.6), in vederea compararii lor.

%T

In spectrul copolimerului Cht-DFH3Na se observa picurile caracteristice acidului

dihidroxifumaric (1587 cm™, 1534 cm™,1379 cm™, 1151 cm™) dar si disparitia unor picuri
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Fig. 6. Spectrul IR al copolimerului chitosan: DFH3Na.
Comparind spectrele "H-RMN a chitosanului si a produsului de reactie, se observi
micsorarea intesitatii picului de la 3,00 ppm caracteristic protonilor C, fatd de intesitatea

picurilor in regiunea 3,5-3,7 ppm caracteristice protonilor C,-Cgs. Aceasta indica ca a avut loc

modificarea partiald a grupei NH- a chitosanului.

2.1.1 (e). Etapa I11. Oxidarea Cht-ATNa cu KIO4
Principiul metodei consta in oxidarea cu KIO4 a Cht-ATNa prin ruperea legaturii intre

carbonii ce contin grupele hidroxil obtinidu-se restul acidul glioxilic (Gly) legat de chitosan prin

legatura amidica forminduse Cht-Gly.

CH,OH
| o6 o—| CH,OH
OH ——o0 O—]
~ (@]
~a + KIO, OH ||
—_
™~ CH
NH - KIO, ~o + |
L | —n COONa
CcC——O NH
| e
HC|:—OH C|3—O
HO——CH HC=——0
COONa

Modul de lucru:
Intr-un balon Erlenmeyer se dizolva 100 mg de Cht-ATNa in 10 ml de acid acetic de 1 %

si se adauga 73,6 mg KIO4. Amestecul s-a agitat citeva zile continuu si s-au analizat spectrele
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UV-Vis la anumite intervale de timp pana, intr-o perioada la 30 ore. La final amestecul s-a
precipitat in acetona si s-a filtrat. Substanta de pe filtru s-a spalat si s-a usuct in exicatorul cu vid.

Studiul UV-Vis al reactiei

Amestecul de reactie a fost analizat in UV, pentru a determina finalitatea reactiei. Mai

intii s-a analizat spectrele solutiilor de KIO3 si KIO;.
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Fig. 7. Variatia absorbantei la A=222 nm pentru KIO, in dependeta de timpul
reactiei.

Din figura 7 s-a constatat ca KIO4 se consuma in prima ora.

KIO,4 absoarbe la lungimea de unda egal cu 222 nm, deaceea s-au urmarit schimbdrile
absorbantei la aceasta lungime de unda. KIOj3, absoarbe la lumgime de undd mai mica decit
KIO;.

Determinarea gradului de deacetilare (DD)

Metoda IR

DDA (%) = (A1320/A1420 — 0,03822)/0,03133;

unde A1320 — intensitatea picului la 1320 cm™

A1420 — intensitatea picului la 1420 cm™

DDA (%) = (2,0061/2,0150 — 0,03822)/0,03133 = 30 %.

2.2. Functionalizarea chitosanului cu acidul ascorbic (AAs).

Este cunoscut procedeul de functionalizare a chitosanului cu acidul ascorbic dupa
urmatoarea metoda: intr-un balon rotund se adauga chitosan si alcool izopropilic, aerul din balon
se inlocuieste cu gaz inert N,. Dupd ce amestecul s-a agitat o ord, se adauga solutia de acid
ascorbic, peste 30 minute se mai adaugd alcool izopropilic si apd si se agita inca 2 h. Polimerul
se filtreaza, se spald cu un amestec de alcool izopropilic si apda si apoi numai cu alcool

izopropilic, iar fractia obtinutd se usuca sub vid.
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Insa acest procedeul are anumite neajunsuri: se folosesc cantititi mari de alcool
izopropilic si realizarea reactiei are loc in gaz inert, ceea ce complicd efectuarea experimentului
si mareste costul procedeului.

Conform unui alt procedeu la chitosanul in apa distilatd se adauga acidul ascorbic sub
mediul de gaz inert (de azot). Chitosanul se dizolva si se agitd timp de 6 h. Dupa aceasta se
efectueaza dializa produsului in apa timp de 3 zile si in final se usucad obtinandu-se produsul in
forma de praf.

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

Metoda care a fost elaboratd in cercetdrile din proiect constd in functionalizarea
chitosanului cu acid ascorbic, prin metoda mai simplificatd, care micgoreazad timpul de sinteza,
costul procedeului si numarul de reagenti necesari.

In cadrul proiectului s-a propus un procedeu de functionalizare a chitosanului cu acidul
ascorbic, care include: interactiunea chitosanului cu acidul ascorbic intr-o solutie de acid acetic
de 1%, in conditii aerobe, incélzirea si mentinerea solutiei de chitosan cu acid ascorbic timp de 3
h la 100 °C intr-un vas de reactie, conectat la un refrigerent vertical, iar dupa realizarea sintezei,
copolimerul obtinut se precipita, se separd, se spala si se usuca.

Astfel prin metoda elaboratd s-a micsorat timpul de sinteza de la 78 h la 3 h, adica se
micsoreaza timpul de sinteza de 26 de ori. Deoarece in procedeul propus sinteza se realizeaza in
aerul atmosferic, astfel se micsoreaza costul si se simplifica instalatia utilizata.

Metoda realizata: intr-un balon Erlenmeyer (200 ml) se adauga 1,00 g de chitosan sub
forma de praf. in acest balon se toarni 100 ml de acid acetic de 0,5 % si se amestecd cu
agitatorul magnetic pina la solubilizarea chitosanul. Dupa aceasta se adauga in acelasi vas 1,10 g
de acid ascorbic, se conecteaza refrigerentul si se incalzeste timp de 3 h la temperatura de 100 °C
(acidul ascorbic se oxideaza in dehidroascorbic numai dupa 6 h de tratamentul termic de 100

°C). Dupa finalizarea timpului de reactie, amestecul se precipita, se filtreaza, se usuca sub vid.

2.2.1. Studiul interactiunii chitosanului cu AAs in dependenta de diferiti parametri

Principiul metodei consta in interactiunea chitosanului cu acidul ascorbic la temperatura,
prin substitutia hidrogenului de la grupa —NHo.

Procesul de functionalizare al chitosanului cu AAS a fost studiat in functie de diferiti

parametri: timpul de reactie, temperatura de realizare a sintezei si raportul molar.
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Modul de lucru:

Intr-un balon Erlenmeyer (50 ml) se adauga 91,8 mg de chitosan sub forma de praf. In
acest balon se toarnd 10 ml de acid acetic de 0,5 % si se amesteca cu agitatorul magnetic pana la
solubilizarea chitosanul. Dupa aceasta se adaugd in acelasi vas 100 mg de acid ascorbic, se
conecteaza refrigerentul si se incilzeste timp de 2 h la temperatura de 100°C. In acest timp
amestecul se coloreaza in galben-portocaliu. Dupa finalizarea timpului de reactie, amestecul se
adaugd cu picatura intr-un pahar cu acetond. Sedimentul obtinut se colecteaza, se usuca la
temperature camerei si apoi in exicator. Dupa uscare, s-a determinat spectrul IR al chitosanului
functionalizat Cht:AAs (1:1), 2 h, 100 °C (Fig.8), in vederea compardrii cu spectrul chitosanului
pur (Fig.3), din care se poate observa picul cu intensitatea cea mai puternicd la frecventa 1023
cm?, ceea ce indica prezenta grupei eterice, -OH si NH;, banda latd in regiunea 3400-2500 cm*
si picul amprentei digitale 890 cm™ — prezenta grupei —OH, doud picuri in regiunea 3300 cm™

prezenta grupei —~NH,, picul 2865 cm™ — prezenta grupei metin.

N

90.00 1048.4

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm1

Fig. 8. Spectrul IR al chitosanului functionalizat Cht:AAs (1:1), 2 h, 100 °C.
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Pentru chitosanului functionalizat cu acid ascorbic Cht: AAs in raport de 1 la 1 (2 h, 100
°C), s -a constatat ci banda latd in regiunea 3400-2500 cm™ si picul amprentei digitale 829 cm™
indicd prezenta grupei —OH, aceastd banda fiind marita. Picul la frecventa 3222 cm™ ne arata
prezenta grupei -NH, picurile 2987, 2896, 1379, 1255 cm? prezenta grupelor -CH, -CH,, -CHs.
Picurile 1712, 1570 cm™ indica prezenta cetonei, picurile 1712, 1570, 1405 cm™ — prezenta -
C=C-.

Astfel, din rezultatele prezentate se poate concluziona cd a avut loc functionalizarea
chitosanului cu acid ascorbic la gruparea- NH,.

La fel, chitosanului a fost functionalizat cu acid ascorbic Cht: AAs in raport de 1 la 2 (2
h, 100 °C). Din spectrul IR (Fig. 9) a compozitului Cht:AAs (1:2, 2 h, 100 °C) s-a constatat ca
banda latd in regiunea 3400-2500 cm™ si picul amprentei digitale 876 cm™ indica prezenta grupei
—OH, aceastd banda fiind marita. Picul la frecventa 3223 cm™ ne aratd prezenta grupei -NH,
picurile 2928, 1357, 1140 cm™® prezenta grupelor -CH, -CH,, -CHgs. Picurile 1747, 1576 cm?

indica prezenta cetonei, picurile 1747, 1576, 1318 cm™ — prezenta -C=C-.

%T

70

69.0
40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cml

Fig. 9. Spectrul IR al chitosanului functionalizat Cht:AAs (1:2), 2 h, 100 °C.

Studiul functionalizarii chitosanului in functie de raportul masic ne indicd ca in urma
functionalizarii in raportul 1:1 si 1:2, se obtine unul si acelasi compus, dar unde intensitatea
picurilor este diferita, astfel ca in a doilea caz picurile au intensitate mai mare, figura 9.

La fel a fost studiat proces de functionare al chitosanului cu AAs in functie de timp.
Comparand figurele 8 si 10 se constatd cd in urma functionalizarii chitosanului cu AAs in
raportul masic 1:1 se obtine acelasi compus, insi cu cresterea timpului de sintezd creste si
intensitatea picurilor.
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Fig. 10. Spectrul IR al chitosanului functionalizat Cht:AAs (1:1), 3 h, 100 °C.
Comparind spectrele *H-RMN a chitosanului si a chitosanului functionalizat cu acidul
ascorbic, se observa micsorarea intesitatii picului de la 3,00 ppm caracteristic protonilor C-2 fata
de intesitatea picurilor, in regiunea 3,5-3,7 ppm caracteristice protonilor C2-C6. Aceasta indica
ca a avut loc modificarea partiald a grupei NH»- a chitosanului.
Pentru a demonstra ca a avut loc interactiunea dintre chitosan si acidul ascorbic a fost

obtinut spectrul IR al amestecului dintre chitosan si cid ascorbic, figura 11.
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Fig. 11. Spectrul IR al amestecului dintre chitosan si acid ascorbic.
Din figura 11 se observa ca interactiunea nu a avut loc din motivul ca spectrul IR se

aseamana cu cel al acidului ascorbic si se deosebeste de spectrul compozitului obtinut. Picurile
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chitosanului si acidului ascorbic s-au suprapus fara modificari, pe cind in urma sintezei

compozitului Cht-AAs apar schimbari pronuntate.

2.2.2. Analize spectrofotometrice in procesul de functionalizare al chitosanului cu
AAs
S-au analizat spectrele UV-VIS in procesul de functionalizare al chitosanului cu AAS. S-
a efectuat sinteza conform conditiilor din experienta nr. 6 din tabelul 1, pentru analiza UV-VIS a
componentilor reactiei.
Tabelul 1.

Datele experimentale

Nr.

_ _ | Componenta reactantilor (in 10 ml acid acetic de 1%) Parametri fizici
experimentului

1. Cht (91,8 mg, 0,57 mmol), AAs (100 mg, 0,57 mmol) | 2 h, 100 °C
2. Cht (91,8 mg, 0,57 mmol), AAs (200 mg, 1,14 mmol) | 2 h, 100 °C
3. Cht (91,8 mg, 0,57 mmol), AAs (100 mg, 0,57 mmol) | 2 h, 100 °C
4. Cht (91,8 mg, 0,57 mmol), AAs (100 mg, 0,57 mmol) | 3 h, 100 °C
5. AAs (100 mg, 0,57 mmol) 3 h, 100 °C
6. Cht (91,8 mg, 0,57 mmol), AAs (100 mg, 0,57 mmol) | 8 h, 100 °C
7. AAs (100 mg, 0,57 mmol) 8 h, 100 °C

Rezultatele prezentate in figura 12 si 13 ne indicd ca in procesul de functionalizare al
chitosanului cu AAs are loc consumul de acid, care se observa dupd micsorarea densitatii optice

in maximul de absorbtie in functie de timp.

Scan Spectum Curve
3.000 .
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Absorbanta, 245 nm

2,5

15

0,5

Fig. 12. Spectrul UV-VIS Cht-AAS (Amax=245 nm) in functie de timp:
1-0 minute; 2-30 minute; 3-60 minute; 4-120 minute;
5-180 minute; 6-240 minute; 7-300 minute.

Cht-AAs
0 50 100 150 200 250 300 350 400
timpul, min
Cht+Aas Linear (Cht+Aas)

Fig. 13. Variatia absorbantei Cht-AAs (Amax=245 nm) in functie de timp.

Dupa 6 h de reactie, absorbanta a scazut la A=245 nm si a aparut un pic inalt la A=225 nm

— 230 nm. Aceasta schimbare se poate explica prin faptul distrugerii acidului ascorbic la

temperatura de 100 °C, timp de 6 ore.

Pentru a determina stabilitate AAS s-a efectuat experienta nr. 7 si s-au analizat spectrele

UV-VIS a Aas pur. Rezultatele experimentale obtinute sunt prezentate in figura 14.
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Fig. 14. Spectrul UV-VIS al AAS (Amax=245 nm) in functie de timp

1-0 minute; 2-30 minute; 3-60 minute; 4-120 minute;
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5-180 minute; 6-240 minute; 7-300 minute, 8- 360 minute; 9- 480 minute.
In acelasi mod a fost efectuati analiza UV a comportamentului AAs pur timp de 8 h si s-
a observat aparitia aceluiasi pic la A=225-230 nm. Diferenta a fost cd picul la 245 nm,
caracteristic AAs, nu se micsoreaza, ci din contra putin se mareste. Aceasta s-a putut intimpla
din motivul evaporarii solventului in urma tratamentului termic si respective, a avut loc

concentrarea solutiei.

3,5
3 |

Absorbanta, 245 nm
o — N
F S B IS |

o

0 100 200 300 400 500
timpul, min
Cht+Aas Aas

Fig. 15. Variatia absorbantei al Cht-AAs si a Aas (Amax=245 nm).

Determinarea concentratiei AAs prin metoda spectrofotometrica

Principiul metodei. Acidul ascorbic absoarbe in domeiul UV avind maximul de absorbtie
la Amax=243 nm. Prin construirea curbei de calibrare (Fig.17) cu utilizarea AAs pur, s-a
determinat [AAs] in compozitul obtinut.

Se prepara un sir de solutii de AAs de diferite cocentratii si analizindu-se in UV se
construieste curba de calibrare pentru AAS. Se prepara o solutie de compozit Cht-AAs si la fel,

se analizeaza spectrele in domeniul UV-Vis.
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Fig. 16. Spectrul UV-VIS al AAs (1 —1*10", 2 - 7*10®, 3 - 5*10, 4 — 2*10) si al
1,4
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Fig. 17. Curba de calibrare a AAs prin metoda spectrofotometrica.
A (Cht-AAs) = 0,490
x = (0,490+0,0003)/0,1283 = 3,82
Dupa ecuatia dreptei din curba de calibrare s-a determinat concetratia acidului
ascorbic din compozit — C(AAs) = 3,82*10™ M.
C(AAs) = 3,82*10° *176 g/mol = 6,72 mg/|
X(AAs) = ([AAs])/[Cht-AAs]) *100 % = (6,72 mg/l / 60 mg/l) *100 % = 11,2 %
Astfel se poate concluziona ca compozitul obtinut are urmatoarele careacteristici:
continutul de AAs este de 11,2 %, gradul de deacetilizare, DDA — 30 %, randamentul de reactie
fiind egal cu: n= (11,2 / 30) *100 % = 37,33 %

2.2.3. Determinarea activitatii antioxidante a copolimerului chitosan - AAs
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2.2.3 (a). Determinarea activitatii antioxidante prin metoda DPPH

Principiul metodei. DPPH sau 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil genereaza in sistem un radical
stabil- 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), care ulterior interactioneaza cu antioxidantul,
consumindu-se. In rezultat are loc decolorarea solutiei (datoritd consumarii 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-lui

cu reducatorii este reprezentat conform reactiei de mai jos:

NO; NO,

- R-11 H

O,N N—N — = ON N—N

ND} N'Dz

Modul de lucru:

e Direct in cuva cu Ix1 cm se adauga 2,5 ml solutie DPPH de C=5*10" M ;

e apoi se adauga 0,5 ml solutie de AAs / Cht: AAs de concentratia corespunzatoare;

e scagita;

e cuva Se introduce in fotocolorimetru si se inchide capacul pentru a asigura decurgerea
reactiel la intuneric;

e se determind absorbanta la intervalele de timp:0, 1, 5, 10, 20, 30, 60, 120 minute, in raport cu
etanol de 70%;

e astfel se procedeaza pentru toate concentratiile de AAs si [AAS]eor. Din compozitul obtinut;

e se traseazd curbele cinetice A=f{(t);

e se determind din grafic continutul in % a DPPH-ului, cu ajutorul caruia se traseaza alta
dependentd W, %=f([Red]/[DPPH]);

e in paralel se modeleaza proba 0: 2,5 ml DPPH+ 0,5 ml etanol 70%.

Datele experimentale sunt introduse in tabelul 2.
Tabelul 2.

Variatia absorbantei DPPH la interactiunea cu Aas pur

t, min 0 1 5 10 20 30 60
C(AAs),
10°M
0 0,290 0,278 0,277 0,276 0,275 0,274 0,273
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1 0,290 0,250 0,248 0,247 0,246 0,245 0,244
3 0,290 0,169 0,168 0,166 0,165 0,164 0,163
5 0,290 0,094 0,092 0,090 0,089 0,088 0,087
10 0,290 0,035 0,013 0,013 0,012 0,011 0,010
Tabelul 3.
Variatia absorbantei DPPH la interactiunea cu Cht:AAs dupa [AAs] in compozit
t, min 0 1 5 10 20 30 60
C(AAs),
10°M
0 0,290 0,281 0,279 0,278 0,270 0,266 0,260
1,12 0,290 0,238 0,234 0,231 0,226 0,222 0,215
5,60 0,290 0,140 0,125 0,118 0,110 0,105 0,098
11,20 0,290 0,063 0,021 0,020 0,019 0,019 0,018
0,35
0,3
*— * o
025 B—u—n —8 o a
0,2
< 0,15
8 01 b = o 4
_E - -
2 0,05 &
=
< 5 —i & A
0 10 20 30 40 50 60 70
t, min
—8—0 —l—1*107(-5) M 3#10A(-5) M —==— 5*10(-5) M —d&— 10*107(-5) M

Fig. 18. Variatia absorbantei DPPH (Ayax=517 nm) la interactiunea cu AAs pur.
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Fig. 19. Variatia absorbantei DPPH (Ams=517 nm DPPH la interactiunea cu
polimerul Cht: AAs.

Au fost calculate concentratiile de DPPH 1in toate sistemele modelate, dupa formula:

A
W (DPPH) = ﬂ—‘ = 100%

unde A,- absorbanta la un timp anumit, A5- absorbanta la t=0 min.

0

Ulterior a fost construitd dependenta W (DPPH)= f{(t):
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Fig. 20. Variatia concentratiei de DPPH la interactiunea cu AAs pur
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Fig. 21. Variatia concentratiei de DPPH la interactiunea cu polimerul Cht:AAs.

In continuare a fost determinati activitatea antioxidantd, care este definitd ca cantitatea
de antioxidant necesara pentru diminuarea concentratiei initiale de DPPH" cu 50% . Ea este
numitd concentratia eficientd la 50% (ECsp). Au fost determinate concentratiile la echilibru de
DPPH in toate sisteme modelate si s-a calculat raportul molar dintre inhibitor si DPPH. Datele

sunt prezentate in tabelul 4 si 5.

Tabelul 4.
Concentratia de DPPH la echilibru si raportul molar [AAs]/[DPPH]
C(AAs), 10° M 0 1 3 5 10
Weceh, %0 94,14 84,14 56,21 30,00 3,45
_[AAs] 0 0,2 0,6 1 2
[DPPH]
Tabelul 5.
Concentratia de DPPH la echilibru si raportul molar a AAs
din compozitul [AAS]ch/[DPPH]
[AAS]cht, 10° M 0 3 15 30
Wech, % 89,66 74,14 33,79 6,21
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[[AAs]Cht] 0 0,6 3 6
[DPPH]

A fost construita dependenta Ween, (DPPH)=f([AAS]/[DPPH]o) si  Ween
(DPPH)=f([AAS]cht/ /[DPPH]o).
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Fig. 22. Dependenta concentratiei [DPPH] in functie de raportul molar
[AAs]/ [DPPH].
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Fig. 23. Dependenta concentratiei [DPPH] in functie de raportul molar
[AAS]chi/ [DPPH].
Din graficul obtinut a fost determinata ECso, si puterea antiradicalica (PAR):

. pentru AAs pur

PAR=—— =2 =071
ECipo 14

unde ECip0=ECs0*2=0,7*2=14
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. pentru [AAs]cnt din Cht: AAs

PAR=—— =1 =071
ECipo 14

unde EC100=ECs5q *2=0,7*2=1,4

Puterea antiradicalicd a [AAs]wor. din Cht: AAs este egala cu a reducatorului - AAS pur.
Prin aceastd functionalizare obtinem un effect de prolongare, iar reducatorull va fi eliberat intr-
un timp mai lung si astfel nu va interactiona momentan cu particulele oxidative comparative cu
AAs pur.

Aceastd metodd de functionalizare este mai rapidd si mai eficientd decit metodele

existente.

2.2.3 (b). Deteminarea acivititii antioxidante a reducatorilor (chit.- AAS) prin
metoda ABTS™

Pentru determinarea activititii antioxidante totale a fost folositi metoda ABTS™.
Principiul metodei. Testul ABTS cu utilizarea ATBS™ cation-radicalui (2,2-azinobis-3-
etlbenzotiazolin-6-acid sulfonic), permite evaluarea activitatii antioxidante totale (AAT) ale

antioxidatilor, structura chimica a ABTS™ fiind reprezentati in felul urmitor:

~ > S sO;
A L= I
035 k

Solutia de lucru de ABTS™ se prepari prin diluarea solutiei initiale de ABTS™ cu alcool
etilic de 70 %, pind la obtinerea densitatii optice a acesteia egala cu 0,7 = 0,03, masurata la
lungimea de unda de 714 nm, figura 24.

La interactinea substantelor reducitoare cu ABTS™ intensitatea culorii se micsorezi in
functie de concentratia antioxidantului (AAs).

Activitatea antioxidanta totald a fost calculatd dupa formula data:

TO0a—Tla TOb-—T1b
AAT = —

T0a TOb
unde:
. TOa si Tla sunt absorbantele la 0 si la 1 min respectiv, probelor de analiza,
o TOb si T1b sunt absorbantele probei martor.

Dupa datele obtinute se construieste graficul dependentei AAT in functie de concentratia

antioxidantului (fig. 25).
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Pentru a compara activitatea antioxidanta a AAs pur si Cts : AAs a fost studiatd AAT a
compozitului Cts : AAs. Din figura se observa ca AAT a Cts : AAs este cu mult mai inalta decat
a chitosanului pur (fig. 26)

In baza datelor experimentale au fost calculate AAT pentru diferite probe.

Activitatea antioxidanta a copolimerului Cht-AAs este cu 16,7 % mai mare decit acidul
ascorbic pur, la aceeasi concentratie de AAs (Tab. 6).

Din rezultatele prezentate in tabelul 7, observdm cd compozitul obtinut este solubil in
apd, HCI (0,1 N) si acid acetic de 1 %, ceea ce nu se obtine in cazul altor procedee.

Reactivi:

1) solutia de bazia de ABTS™: se prepara prin dizolvarea prafului de ABTS si a

persulfatului de potasiu intr-un volum de 50 ml de apa distilata si tinuta timp de 12 — 16 ore;

2) solutia de lucru de ABTS™": se prepari prin diluarea solutiei initiale de ABTS™ cu

alcool etilic de 70 %, pind la obtinerea densitatii optice a acesteia de 0,7 £ 0,03, masurata la
fotocolorimetru la lungimea de unda de 734 nm;
3) alcool etilic (C,HsOH) de 70 %;

Tabelul 6.
Date cinetice de consum a ABTS™ (Amax=714 nm) la determinarea

activitatii antioxidative a AAs

t, min
C(AAS), 10°W 0 1 2 3 4 5 6
A

0 0695 |068 |0682 |0680 |0679 |0679 |0,678
1 069 |0675 |0672 |0672 |0,671 |0,670 |0,669
2 0,695 0,665 0,664 0,664 0,662 0,662 0,661
4 0695 |0646 |0645 |0,644 |0,644 |0,644 |0,643
6 0695 |0630 |0629 |0628 |0,628 |0,628 |0,627
8 0,695 0,621 0,620 0,619 0,618 0,617 0,617
10 069 |0611 |0610 |0,609 |0,609 |0,609 |O0,608
20 0695 0523 |[0523 |0522 |0522 |0521 |0,521
30 0,695 0,425 0,424 0,424 0,423 0,422 0,422
40 0,695 0,365 0,364 0,364 0,363 0,363 0,363
50 0,695 0,257 0,255 0,255 0,255 0,254 0,254
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Fig. 24. Variatia absorbantei (Anax = 714 nm) in timp in functie de [AAs]
la determinarea AAT.

Activitatea antioxidanta totald a fost calculata dupa formula data:

[Toa —Tlaj_(TOb —le)
AAT = TO, T0, unde

. TO, s1 T1, sunt absorbantele la 0 si la 1 min respectiv, probelor de analiza,

. TOy si T1, sunt absorbantele probei martor.
Dupa datele obtinute se construieste graficul dependentei AAT in functie de concentratia

antioxidantului.
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Fig. 25. Dependenta AAT in functie de concentratia acidului ascorbic.
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Fig. 26. Variatia absorbantei (Amax = 714 nm) in timp in functie de [AAs] din

compozit si a chitosanlui la determinarea AAT.
Tabelul 7.

Activitatea antioxidanta totala (ABTS™ a compozitului si a AAs pur dupi [AAs]

C(AAs), *10* |0 2,03 2,0 2,03
Cht
3 Cht-AAs AAs pur AAs pur
(2*10° M)
AAT 0,009 0,293 0,232 0,244

Activitatea antioxidantd a copolimerului Cht-AAs este cu 16,7 % decat a acidului

ascorbic pur, la aceeasi concentratie.

Tabelul 8.
Solubilitatea compozitelor obtinute
Compozitul
Cht-AAs, 2 h Cht-AAs, 3h
Solventu
Concentratia, . Concentratia, .
Solubilitatea Solubilitatea
mg/mi mg/mi
H,0 distilata 3,4 P 3 S
HCI, 0,1 N 3,4 P 3 S
Acid acetic, 1% 3,2 S 3 S

Compozitele sintetizate pe baza acidului ascorbic prezintd o solubilitate mai avansata
decat celelalte compozite obtiunute pe baza altor compusi.

Concluzii

29



Concluzii

e A fost sintetizat copolimerului Cht: DFH3Na si a fost studiatd structura lui prin metoda IR
din care se observa picurile caracteristice acidului dihidroxifumaric (1587 cm™, 1534 cm
11379 cm™, 1151 cm™). La fel structura acestui copolimer a fost analizatd prin compararea
spectrelor *H-RMN a chitosanului si a produsului de reactie, din care s-a constatat
micsorarea intesitatii picului de la 3,00 ppm caracteristic protonilor C2 fatd de intesitatea
picurilor in regiunea 3,5-3,7 ppm, caracteristice protonilor C2-C6, ceia ce indica modificarea
partiala a grupei NH- a chitosanului.

e Au fost optimizate conditiile sintezei copolimerului Chitosan-Acid ascorbic (Cht. - AAs) in
functie de diferiti parametri (temperaturd, raport masic si timpul de reactie). S-a elaborat o
metoda nouad de sinteza a copolimerului Cht.-AAS.

e A fost determinatd activitatea antioxidantd prin metoda ABTS si DPPH, iar structura
antioxidantilor sintetizati a fost determinata prin metoda IR si H- RMN.

e A fost obtinut copolimerul Chitosan-Catehina in prezenta acidului tartric prin prelucrarea
polimerului cu diferite cantitati de aldehida formica si in ultima etapa a fost functionalizata
catehina la copolimerii sintetizati. La fiecare etapd pentru toti copolimerii au fost obtinute

spectrele IR si au fost confirmate structurile.

2.3. Functionalizarea chitosanului prin obtinerea tiosemicarbazonelor

Metoda |

S-a studiat functionalizarea chitosanului cu tiosemicarbazone. In acest scop 0,1050 g
(0,00062 mol) de chitosan se dizolva in 10 mL de acid acetic de 1%. La solutie de chitosan se
adauga 0,0949 g NaOH si se agita timp de 30 min la temperatura camerii, se obtine precipitat
alb. Dupa aceasta se adauga 40 puL sulfurd de carbon (CS;) si se amesteca 15 ore. Amestecul
devine de culoarea galbend. Dupd care se adauga 60 pL etilclorformiat si amestecul iar devine
alb. Se lasa la agitat timp de 24 ore dupa ce se precipitd in acetona. Precipitatul se usuca in

execator si se analizeaza spectrele IR (Fig. 27).
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Fig. 27. Spectrul IR al produsului obtinut prin metoda I.

Produsul sintetizat s-a analizat prin metoda IR. Pentru a constata obtinere compozitului
de tipul tiosemicarbazonelor in regiunea 2400 cm™ trebuie sa apara picul grupei CNS. Din figura
27 se observa ca grupa CNS nu se contine in produsul obtinut. Respectiv functionalizarea dupa
metoda data nu a avut loc si sinteza s-a repetat cu putine modificari.

Metoda |

0,1050 g (0,00062 mol) de chitosan se dizolva in 10 mL de acid acetic de 1%. La solutie
de chitosan se adaugad 0,0949 g NaOH si se lasa la agitat timp de 30 min la temperatura camerii,
se obtine precipitat alb. Dupa aceasta se adauga 60 pL sulfura de carbon (CS2) si se amesteca 24
ore. Amestecul devine de culoarea galbena. Dupa care se adauga 80 pL etilclorformiat si
amestecul iar devine alb. Cu hartia de indicator se verifica pH-ul amestecului : pH-ul este acid si
se adaugd NaOH pana la pH-ul bazic. Se lasa la agitat pe o ord dupa ce se precipitd in acetona.

Precipitatul se usuca in exicator si se analizeaza spectrele IR.
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Fig. 28. Spectrul IR al produsului obtinut prin metoda II.

in spectrul IR sunt modificari, dar nu a aparut picul necesar (la 2400 cm™). Respectiv
aceasta metoda nu este potrivita.

Metoda 111

Pentru sinteza dupa metoda III s-a schimbat NaOH cu KOH. Mecanismul propus este
prezentat in continuare: 3,7440 g, 0,06 mol de KOH (M=56,1056 g/mol) cu puritate 90% se
dizolva in 3,5 mL de apa distilatid. Solutia de KOH se raceste. La solutia racita de KOH se
adauga 3,00 mL alcool izopropilic si 3,1982 g (0,03 mol) de clorhidrat de hidrazina H2N-
NH2*2HCI cu puritate 98,5%. Solutia rece de sulfura de carbon (1,81 mL, 2,284 g, 0,03 mol) se
adauga atent cu picdtura in vasul de reactie. Pe parcursul efectudrii sintezei temperatura
amestecului de reactie nu trebuie sa depaseasca 10 °C.

S

[

HaNNHz + CSp + KOH —e HpNNHCSK SH3l

—=

g | | P CocHs S "-f""'-:’.- 5] ANH2
Ha NNHCSCH 5 - | Nx C=—=MNMNHCSCH3
I IT
= CHz
| N/ C=NNHCNHR

Amestecul de culoarea sura deschisa se lasa la agitare timp de o ora, dupa aceasta se mai
adauga cu picatura de dimetilsulfat (2,85 mL, 3,784 g, 0,03 mol). Cu timpul amestecul devine de

culoare galbena deschisa pana la alb. Agitatrea se mentine timp de 90 minute. Amestecul obtinut
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se filtreazd, se obtine precipitatul alb, care se spald cu apa rece. In timpul spalarii cu apa rece
precipitatul s-a dizolvat.

Aceasta se poate explica prin faptul ca precipiatatul format e de origine anorganica (KCl)
si, care usor se dizolva in apa. Precipitatul de care avem nevoie e de origine organica $i greu
solubil 1n apa.

Metoda IV

1,6900 g (0,03 mol) de KOH cu puritate 90% se dizolva in 5 mL etanol. Solutia obtinuta
se raceste pand la 10 °C. Dupa acessta se adauga 1,0490g de clorhidrat de hidrazina H2N-
NH2*2HCI (cu puritate 98,5%) cu continutul de hidrazina 0,01 mol. S-a format precipitatul alb,
amestecul se lasa la agitat pe 5 minute. Atent cu picatura se adauga 0,6 mL (0,01 mol, 0,7614 g)
sulfura de carbon si se agita timp de o ora la temperaturd mai mica de 15 °C. Amestecul obtinut
este alb branzos. Peste o ord se adaugd 6 mL apa distilata si 0,95 mL (0,01 mol, 1,2613 g)
dimetilsulfat. Amestecul devine galbui, dar cu timpul incolor cu precipitatul alb. Se lasa la agitat
timp de o ord la temperaturda <15° C. Pe urma se adaugda 10 mL apa distilata rece (10° C).
Amestecul devine alb laptos, la filtrarea amesteului pe hartia de filtru nu ramane nimic, dar
filtrantul e transparent.

Metoda V

1,6886 g (0,03 mol) de KOH cu puritate 90% se dizolva in 10 mL etanol de 96 %. Solutia
obtinutd se raceste pand la 10 °C. Dupa aceasta se adauga 1,0490g de clorhidrat de hidrazina
H,N-NH2*2HCI1 (cu puritate 98,5%) cu continutul de hidrazina 0,01 mol, s-a format precipitat
alb, amestecul se lasd la agitat pe 5 minute. Atent cu picdtura se adaugd 0,6 mL (0,01 mol,
0,7614 g) sulfura de carbon si se agitd timp de 2 ore la temperaturd mai mica de 15 °C.
Amestecul obtinut este alb branzos. Peste o ord se adaugd 6 mL apa distilata si 0,95 mL (0,01
mol, 1,2613 g) dimetilsulfat. Amestecul devine slab gélbui, dar cu timpul incolor cu precipitat
alb. Se lasa la agitat timp de 2 ore la temperaturd <15 °C. In vasul de reactie se adauga 1,11 mL
(0,01 mol, 1,2712g) aldehida salicilica si se agitd 30 min. Amestecul a devenit de consistenta
cremoasa groasd de culoarea galbena. Pe urma se adauga 10 mL apa distilatd rece (10 °C).
Amestecul se filtreaza prin hartia de filtru, se spald de mai multe ori cu apa distilata rece si se
usucd in exicator. Se obfine precipitatul de culoarea galbena. (tip. = 170-180 °C). Produsul
obtinut a fost supus recristalizarii in 2-propanol. Amestecul se fierbe pina la dizolvarea completa
a produsului. Dupd ce produsul s-a dizolvat solutia lent se rdceste la temperatura camerii, se
obtin cristale galbene care au fost supuse analizei IR si H-RMN.

Mecanismul sintezei este urmatorul:
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Fig. 29. Spectrul IR al produsului obtinut prin metoda V.

Din spectrul IR (Fig.29) se observa ca sinteza a avut loc dupa mecanismul propus.

Picurile la 1614,1 cm™ si 1478,09 cm™ demonstreaza prezenta inelului aromatic, vibratiile

puternice in intervalele 1550-1460 cm™ si 1300-1100 cm™ manifesta aparitia gruparii NH-CS

caracteristice tioamidelor.
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Fig. 30. Spectrul H-RMN al produsului obtinut prin metoda V.
Tabelul 9.

Descifrarea spectrului H-RMN pentru produsul obtinut prin metoda V

Nr. d/o Deplasarea chimica, ppm Gruparea caracteristica
1 2,52 CH;
2 6,98 - 7,75 4H, C aril + 1H: OH
3 9,01 1H, -CH=N-
4 11,13 1H,=N-NH-

Reesind din descifrarea spectrului H-RMN a produsului obtinut se constatd ca acest
produs are urmitoarea denumirea (E)-metil 2-(2-hidroxibenziliden) hidrazin carboditioat sau

metil 2-salicilidenhidrazin carboditioat cu structura chimica prezentata im figura 31.

S
S)\NH
N _H
HO 5
3 5
4

Fig. 31. Structura chimica a metil 2-salicilidenhidrazin carboditioat.
Metoda V. 1.
La 0,2449 g de chitosan (masa moleculara medie) s-a adaugat 0,7001 g de
tiosemicarbazona in raportul molar 1:2. sinteza a avut loc in solutia de 2-propanol la incalzire
pina la fierbire timp de 10 ore. In mediu de alcool chitosanul se precipiti, dar tiosemicarbazona

se dizolva la fierbere. Reatia decurge dupd mecanismul propus:

OH
S

I/H
H /
CH=N-N—C—=8—CH; + HN-R———3 CHEN-N-C-R

- CH;SH

Produsul specific care determina ca reactia are loc este eliminarea mercaptanului cu
miros puternic ingapator. In decurs de 10 ore acest miros nu a fost depistat si amestecul de reactie
nu a suferat modificari. Concluzia este ca reactia nu a avut loc.

Metoda V. 2.
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0,1000g de chitosan cu masa moleculard medie a fost dizolvat in 10 mL solutie de acid
acetic de 0,5 %. La solutie de chitosan s-a adaugat 0,1436 g de tiosemicarbazona (raportul molar
1 :1) si 20 mL d’alcool izopropilic. La adaugarea alcoolului chitosanul s-a precipitat. Amestecul
a fost incélzit pina la fierbere timp de 8 ore. La fel nu s-a eliminat gazul cu miros specific. Deci,
sinteza nu a avut loc.

Metoda VI
La 10 mL solutie acetica de chitosan 1% s-a adaugat 60 pL sulfura de carbon. Amestecul

a fost agitat timp de 60 minute la temperatura camerii. Dupa aceasta s-a adaugat 0,86 uL
trictilamina CgHsN si amestecul a fost ldsat la agitat pe 2 ore. Chitosanul nu s-a precipitat,
amestecul a avut culoarea galbend. Apoi s-a mai adaugat inca 0,86 uL de trietilamina si 60 pL
etilclorformiat, amestecul a ramas in starea omogena, culoarea s-a modificat pina la galben pal.
Amestecul s-a amestecat o ora si a fost precipitat in acetona. Particulele obtinute erau foarte mici
de culoarea galbend deschisa. In timpul uscarii la temperatura camerii particulele s-au inbibat in

hirtia de filtru cu formarea peliculei. Pelicula data a fost supusa analizei IR (Fig. 32).
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Fig. 32. Spectrul IR al produsului obtinut prin metoda VL.
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Fig. 33. Spectrele IR a) spectrul al chitosanului, b) spectrul produsului obtinut prin
metoda VI .

Prin comparatia spectrelor IR a chitosanului si a produsului sintetizat s-a constatat ca
chitosanul n-a fost functionalizat. Structura chitosanului nu s-a modificat semnificativ.

Studiul influentei parametrilor de pH/ temperatural solvent asupra randamentul
eficient al produsului (%) si proprietdtile fizico-chimice ale acestora

La functionalizarea chitosanului cu tiosemicarbazide s-a studiat influenta pH-lui, insa
alcalinizarea mediului reactant (pind la pH=11) nu a influientat solubilitatea compozitului. S-a
studiat si influienta temperaturii asupra obtinerii acestor compozite, reactia realizindu-se la
temperatura camerei, apoi la 10 grade Celsius. Un alt parametru a fost timpul de reactie (s-a
variat de la 1h, 10 h si 20h, 3 zile).

In continuare a fost studiati natura solventului utilizat. Toti acesti parametri au fost
optimizati. Un parametru important este solubilitatea compozitelor obtinute. In acest context,
pentru sinteza au fost studiati diferiti solventi: etilclorformiat, dimetilsulfat, alcool izopropilic,
alcool etilic, dimetilformamida etc.

Concluzii

In studiul procesului de functionalizare a chitosanului cu tiosemicarbazone prin
obtinerea intii a semicarbazidei separate s-a obtinut spectrul IR si RMN. Din spectrul IR al
tiosemicarbazidei se observd ca sinteza a avut loc. Picurile la 1614,1 cm™ i 1478,09 cm™
demonstreaza prezenta inelului aromatic, vibratiile puternice in intervalele 1550-1460 cm™ si
1300-1100 cm™ manifesta aparitia gruparii NH-CS caracteristice tioamidelor. Reesind din
descifrarea spectrului H-RMN al tiosemicarbazonei sintetizate se constata ca acest produs are
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urmatoarea denumire - (E)-metil 2-(2-hidroxibenziliden) hidrazin carboditioat sau metil 2-
salicilidenhidrazin carboditioat.

In continuare a fost studiat procesul de functionalizare al chitosanului cu
tiosemicarbazona sintetizata. Pentru produsul obtinut au fost obtinute spectrele IR. Analizand
spectrul IR al produsului obtinut se observa ca compusul dat are picurile caracteristice
chitosanului si tiosemicarbazonei. La fel, a apdrut un pic nou care nu este prezent in spectrele

substantelor initiale. Acest pic demonstreaza legarea tiosemicarbazonei de chitosan.

2.4. Studiul procesului de functionalizare a chitosanului cu polifenoli

Cea mai importantd imbunatatire a proprietatilor macromoleculei de chitosan este bazata
pe functionalizarea acestuia cu compusi naturali biologic activi, din clasa flavonoizilor precum
quercetina si altele. Quercetina, 3,3,4,5-7-pentahidroxiflavona reprezintd unul dintre cei mai
abundenti flavonoizi intilniti in alimentatia umana. S-a demonstrat cd quercitina poseda un sir de
activitati biologice care sunt considerate sa aiba beneficii importante pentru sandtatea umana,
inclusiv activitate antioxidanta, activitate de captare a radicalilor liberi, anticancer si activitate
antivirald. Desi, posedd o multime de proprietdti farmacologice, utilizarea quercetinei in
domeniul farmaceutic este limitat din cauza solubilitatii slabe in apa. In plus, quercetina prezinta
o instabilitate chimica in special in mediul alcalin care probabil include schimbarea ionilor de
hidroxil din componenta inelului din structura quercetinei.

In ultimele decenii, derivatii polifenol-chitosan au sensibiliazat atentia oamenilor de
stiintd si au devenit un subiect de cercetare in domeniul farmaceutic, medicinal si in industria
produselor alimentare. Pe langd bioactivitatile studiate pe scard larga, polifenolii sunt de
asemenea bine cunoscuti pentru solubilitatea excelentd in apa.

Diferite tipuri de derivati polifenol-chitosan poseda unele imbunatatiri comune atat in
ceea ce priveste proprietatile fizico-chimice, cét si cele biologic active, inclusiv o mai buna
solubilitate in apd si o activitate antioxidantd mai puternicd. Proprietatea antioxidantd mai inalta
este atribuita introducerii gruparilor hidroxil hidrofile la catena de chitosan. In ceea ce priveste
polifenolii, s-a stabilit ca bioactivitdtile lor sunt determinate de structura moleculara, cu alte
cuvinte, gradul si pozitia hidroxilarii. Prin urmare, se presupune ca proprietatile fizico-chimice si
aplicatiile compusilor polifenol-chitosan depind de polifenolul specific grefat si de pozitia sa de
conjugare. Studierea noilor metode de functionalizare a chitosanului continua sa atraga un interes
deosebit printre comunitatea stiintificd. Astfel, s-au dezvoltat trei metode de obtinere a
derivatilor chitosan-polifenoli:

1) modificarea mediata de ester;

2) strategia mediatd de enzime;
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3) grefarea indusa de radicalii liberi

Modificarea mediata de ester a fost adoptata in sinteza derivatilor polifenol-chitosan in
ultimul deceniu. Diferiti agenti de reticulare creeazd o legatura covalentd intre acidul fenolic si
chitosan. Printre acestia, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), un agent de
cuplare solubil 1n apa, este cel mai studiat agent de reticulare care este folosit pe scard larga
pentru initierea legdturii covalente Intre gruparile carboxilice din acidul fenolic si grupdrile
aminice din catena de chitosan. Strategia mediata de enzime a fost consideratd o procedura
ecologicd pentru generarea derivatilor de chitosan. Unele polifenoloxidaze, cum ar fi tirozinaza
si lacaza, sunt capabile sa transforme compusii fenolici in o-chinone. Aceste specii reactive pot
suferi 0 reactie non-enzimatica si se leaga covalent la gruparea nucleofila aminica a chitosanului
prin formarea azometinelor (reactia de tip Schiff) sau mecanisme Michael.

Grefarea indusd de radicalii liberi reprezinta o metodd avansata de grefare a flavonoizilor
la macromolecula de chitosan. Ca sistem de inducere redox pentru a genera radicali de hidroxil a
fost selectat peroxidul de hidrogen cu acidul ascorbic. Radicalii OH ramasi ataca atomul de
hidrogen din cele 3 grupari din structura chitosanului: gruparea hidroxil, aminica si gruparile a-
metilenice, iar in rezultat se formareaza radicali macromoleculari de chitosan. Ulterior molecula
de polifenol este legata covalent in radicalii de chitosan. Pentru a mari solubilitatea scazuta a
chitosanului in diferiti solventi si astfel de a largi domeniile de aplicatie, au fost obtinuti diferiti
derivati ai chitosanului cu antioxidanti.

2.4.1. Studiul procesului de functionalizare a chitosanului cu aldehida formica si
polifenoli

In cadrul acestui studiu s-au optimizat conditiile de functionalizare a chitosanului cu
polifenoli. Astfel s-au analizat diferiti parametri, care pot influenta sinteza acestui complex: a)
raportul molar al reagentilor, b) omogenitatea sistemului de reactie si c¢) ordinea introducerii
reagentilor.

S-a studiat interactiunea chitosanului cu fenolii simpli, asa ca: fenol, rezorcind, pirogalol
etc. Pentru a evita substitutia multipla, s-a urmarit interactiunea echimolara intre componentele
reactiei: Chitosan: fenol: aldehida formica ca 1: 1: 1.S-a luat chitosan (1 mmol) si s-a dizolvat in
apad, apoi s-a adaugat fenol (1 mmol) care a fost dizolvat in apa. Se agita, dupa care se adauga
formaldehida (1 mmol). Se agita timp de 24 h la temperatura camerei. Se precipitd in acetona, se

filtreaza si precipitatul obtinut se usuca in exicator cu vid timp de 24 h.
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Reactia a avut loc in stare eterogend din motivul insolubilitatii chitosanului in apa.
Aceasta ar putea fi cauza neinteractiunii fenolului cu chitosanul. In spectrul (Fig.34) obtinut prin

metoda IR nu s-a observat aparitia picurilor caracteristice inelului aromatic.

1,00

0,98+

2118,42
659,32
445,06

0,961

0,94+

3285,48
2870,13
894,48
494,34

0,921

0,90+

%T
522,98

0,88-

555,87

0,86+
0,841
0,82-
©

: S
0,80+ o
 } o

o

—

i * * * * ' * * * * ' * * * * ' * * * * ' * * * * ' * * * * ' * * * * '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Fig. 34. Spectrul IR al chitosanului functionalizat cu fenol in mediul apos.
Siteza s-a repetat, dar in fazd omogend, dizolvind chitosanul in acid acetic.
Functionalizarea, la fel, nu a avut loc. In continuare s-a marit timpul de reactie (3 zile si fierbere

3h la 100 grade). In rezultat nu a avut loc functionalizarea.
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Fig. 35. Spectrul IR al chitosanului functionalizat cu fenol
in solutie de acid acetic, 1 %
Urmatoarea schimbare in sistemul studiat a fost ordinea introducerii reactantilor, adica
dupa dizolvarea chitosanului 1n acid acetic s-a addugat mai intdi foramaldehida, iar apoi fenolul.

Spectrele IR (Fig.36) au confirmat prezenta inelului benzenic al fenolului, astfel functionalizarea
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Fig. 36. Spectrul IR al chitosanului functionalizat cu fenol in care componentele
sistemului se adauga in ordinea urmatoare: chitosan — formaldehida — fenol.
La fel, a fost realizatd functionalizarea chitosanului cu alti polifenoli: rezorcina,
pirogalol, hidrochinona, hisperidina si quercitina. Din spectrele IR (Fig.37 si 38) s-a demonstrat

ci functionalizarea chitosanului cu rezocini a avut loc. In cazul pirogalolului nu a fost clar,
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deoarece in spectrul IR al pirogalolui pur nu s-a observat inelul benzenic (probabi ca substanta
este expirati). In cazul quercitinei si hisperidinei s-au studiat diferite raporturi molare: Chitosan:
aldehida formica: polifenol ca raport masic: 1: 1: 1, apoi 1 :1: 0.3 si 1: 0,3: 0,3. Cele mai bune

rezultate s-au obtinut pentru ultimul raport.
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Fig. 37. Spectrul IR al chitosanului functionalizat cu quercitina.
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Fig. 38. Spectrul IR al chitosanului functionalizat cu hesperidina.
Concluzii
In procesul de functionalizare a chitosanului cu polifenoli s-au studiat diferite metode de
sintezd in functie de diferti parametri. In toate cazurile au fost obtinute spectrele IR. In rezultatul
analizei acestor spectre s-a demonstrat daca procesul de functionalizare a avut loc. Pentru
sistemul Chitosan: aldehida formica: fenol in raport de 1: 1: 1 s-au gasit conditii optime de
functionalizare. Dupa obtinerea compusului s-a cercetat spectrul IR in care s-a observat ca inelul
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benzenic s-a legat de chitosan, aceasta poate fi demonstrata prin prezenta picurilor 1642 cm™ si
1553 cm™. Dupa aceleasi principiu s-a functionalizat chitosanul cu alti polifenoli.

La functionalizarea chitosanului cu rezorcina, similara fenolul, s-a obtinut un compozit ce
contine inelul benzenic, pentru care sunt caracteristice picurile la 1606 cm™si 1511 cm™. Acest
fapt ne demonstreaza ca functionalizarea a avut loc.

S-au optimizat conditiile de sinteza a produsului obtinut la functionalizare chitosanului cu
aldehida formicd si cvercitind (hespiridind). In urma obtinerii spectrului IR a produsului de
reactie s-a observat aparitia picurilor caracteristice inelului benzenic al cvercitinei (picurile 1448
cm™ si 1562 cm™) si aparitia picurilor caracteristice inelului benzenic a hesperidinei (picurile

1513 cm™si 1578 cm™). Au fost obtinute si spectrele UV-VIS pentru compusii solubili.

2.4.2. Functionalizarea chitosanului cu aldehida maleica si quercitina

Obtinerea copolimerului 1 Chitosan-Anhidrida maleica: 0,19770 g de chitosan au fost
dizolvate in 20 mL solutie acid acetic 0,5% la care s-au adaugat 0,30015 g de anhidrida maleica.
Amestecul a fost supus agitarii timp de 24 ore la temperatura camerii. In rezultat compusul a fost
precipitat in acetond. Precipitatul a fost colectat si uscat in execator cu vid timp de 24 ore.

Reactia de obtinere a copolimerului 1 Chitosan-Anhidrida maleicd a decurs dupa

urmatorul mecanism:

CH,0OH o)
o (R/——0
+
A N @ o0— 3
o/
R
NH, ©

Chitosan Anhidrida maleica

copolimer 1 OH

Pentru a demonstra formarea copolimerului 1 Chitosan-Anhidrida maleica au fost

obtinute spectrele IR chitosanului, anhidridei maleice si copolimerului 1.
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Fig. 39. Spectrul IR al chitosanului.
In figura 39 se observa doud picuri in intervalul 3500-2500 cm™ ce confirma prezenta
gruparii -NH,, picurile 3649,25; 3619,14; 3188,03; 1062,81; 890,40 cm™* arata prezenta grupelor

—OH, dar picul 1150,97 cm™ -prezenta ~C-O-C-, ceea ce este caracteristic pentru structura
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Fig. 40. Spectrul IR a anhidridei maleice.
Din spectrul IR a anhidridei maleice (Fig. 40) se observa trei picuri 1854,08; 1773,61
1752,55 cm™ caracteristice gruparilor anhidrice, la fel sunt prezente picurile care aratd prezenta

gruparii eterice in intervalul 1266,14-1055,81 cm™.

44



100
|

BRUKER
(>

90
I

80

70
I

60

2

1457.96 ——

607.10 —

121823 —
632.68 ——
405-99

3057.38 ——
2872.97 ——
279413 ——
2684.49 ——
2604.91 ——

—2506.13 ——
2383.61 ——
2170.42 ——
1887.20 ——
1703.84 ——
1632.88 ——
1584.79
1563.48
1430.60 —
1259.90 ——

T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Fig. 41. Spectrul IR al copolimerului chitosan-anhidrida maleica.

Spectrul IR (Fig.41) a structurii copolimerului functionalizat cu anhidrida maleica este
prezentat 1n figura 28. Vibratiile grupelor -OH, grupelor anhidrice C=O sunt prezente in spectrul
IR, ce demonstreazd cd compusul obtinut are in structura sa grupele functionale caracteristice
chitosanului si anhidridei maleice. In schimb se observi lipsa grupelor —~NHj si aparitia picurilor
1703,84 Cm'l; 1632,88 Cm'l; 1584,79 Cm'l, care demonstreaza prezenta amidei. In rezultat prin
spectrele IR s-a demonstrat functionalizarea chitosanului cu anhidrida maleica.

Determinarea solubilitatii copolimerului 1 chitosan-anhidrida maleica

Doua probe cate 0,01 g de copolimer 1 chitosan-anhidrida maleica au fost dizolvate in 1
ml de acid acetic (1%) si 1 ml de dimetilformamida timp de 24 ore. In rezultat s-a constatat ci
copolimer 1 este putin solubil Tn ambii solventi.

Sinteza copolimerului chitosan-querticina

Modul de lucru:

0,27340 g de copolimer se dizolvd in 20 ml dimetilformamida si se lasd pe 24 ore la
temperatura camerii (se obtine solutia gelatinoasd). La amestec se adaugd cu picatura 0,15 ml
trietilamina si se agitd timp de 30 min. Dupa aceia se adaugd 0,2 ml etilclorformiat, se agita 40
min (solutia are culoare galbuie). Se pregdteste solutia de cverticina 0,3201 g Tn 2 ml
dimetilformamida. Solutia de cverticina (culoare brund) si 0,15 ml trietilamina se adauga in vasul
de reactie (oranj=>verde brun). Peste 30 min de agitare se mai adauga 0,15 ml trietilamina si se
lasa la temperatura camerii timp de 24 ore la amestecare.

Solutia obtinutd se transfera in vasul Petri si se pune la uscat in execator cu vid pe 48 ore.
Au fost preluate 2 probe de substanta : una din solutie si una de pe peretii vasului de reactie.

Probele obtinute au diferitd consistentd : de pe peretii vasului chitosanul functionalizat este 1n
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starea solida tare, pe cand proba evaporatd din solutie are consistentd gelatinoasd. S-au obtinut
spectrele IR la ambele probe.

Sinteza se efectueaza dupa urmatorul mecanismul :

CH-OH -
(o]
D\ o, ) || ‘ I (Cals)N
d N OH ( cl c . OI CaHs trictilamina
(R) ctilclorformiat - HN C CH
5 ' - (CyHs)3 NHJCL || ||
o] CH
HN——C——CH |
. 0 Cc=o0
o CH || |
CoHg—0O0—C—0
Cc—=0
copolimer 1 OH
OH CH,COH

CH,OH
S _OH o, "0

(o] :F.'LO‘ /ﬂ I NoH N
. \/ o\ HO O A~ /N

e R T

"\ | - .a.
Rl + T 7 T0H —Co. 3 A C| |(|H oH
HN—C—CH o 4 - C,l101 © A _oH
” | O==c o, ) /L /j
o TH Cverticina \[ T \”’ ~
0 Cc=o0 e
I LT
C.H.—O0—C—20

Calculele au fost efectuate considerand raportul molar 1:1.
1) Se calculeaza masa partii reactante a copolimerului 1.
m (cop.1) =0,27340 g

Mr (cop.1) = 259 g/mol

M1= 114 g/mol

m1=0,27340*114: 259=0,12034 (Q)

2) Se calculeaza v1
v1=0,12034 g: 114 g/mol = 0,00106 mol |
3) Se calculeaza m si V a etilclorformiatului

M=108,5 g/mol

p=1,14g/ml

m=0,00106 mol * 108,5 g/mol=0,11501 g

46



V=0,11501 g: 1,14 g/ml = 0,10 ml

4) Se calculeaza m si V a trietilaminei
M=101 g/mol

p=0,726 g/ml

m=0,00106 mol * 101 g/mol= 0,10706 g
V=0,10706 g: 0,726 g/ml = 0,15 ml

5) Se calculeaza masa Cverticinei

m=0,00106 mol * 302 g/mol = 0,3201 g

! || w0

Wavenumber cm-1

Fig. 42. Spectrul IR al chitosanului functionalizat (proba de pe pereti).
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Fig. 43. Spectrul IR al chitosanului functionalizat (proba din solutie).
Din spectrele obtinute (Fig.42 si 43) s-a demonstrat ca in ambele probe sunt prezente
grupirile C=C-COOR (v=1710.43 cm™, 1706.83 cm™ respectiv). Functonalizarea a avut loc in

ambele probe, dar la proba evaporata picurile sunt mai intense.
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Chitosanul functionalizat cu cquerticina s-a spalat cu alcool etilic 70% pentru eliminare
cverticinei libere. Dupa spalare la fel a fost obtinut spectrul IR (Fig.44), care demonstreaza

procesul de functionare.
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Fig. 44. Spectrul IR al chitosanului functionalizat purificat cu alcool 70%.

Din Figura 44 se observa ca spectrul IR al chitosanului purificat cu alcool nu se
deosebeste de cel impurificat, la fel sunt prezente gruparile C=C-COOR v=1707,73 cm™,
1165,53 cm™, chiar si intensitatea picurilor este aceeasi.

La fel, au fost obtinute spectrele UV ale chitosanului functionalizat inainte si dupa de

purificare si a querticinei (Fig.45-47).

Scan Spectum Curve
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Fig. 45. Spectrul UV a querticinei.
Din spectrul UV (Fig.45) constatam ca quericina are 3 picuri caracteristice: 390, 270, 235

nm.
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Fig. 46. Spectrul UV al chitosanului functionalizat inainte de purificare
(C=100 pg/ml).
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Fig. 47. Spectrul UV al chitosanului functionalizat dupa purificare (C=100 pg/ml).

Din figurele 46 s1 47 se observa ca chitosanul functionalizat inainte si dupd spalare are
spectre asemanatoare.

Determinarea cantitatii de querticina functionalizata

Pentru a determina cantitatea de querticina interactionata cu chitosanul-anhidrida maleica
prin metoda spectrofotometrica a fost elaboratd curba de etalonare pentru querticina.

Au fost preparate un sir de solutii cu C(Quv)= 10, 25, 50, 75, 100 pg/mL. in 6 pahare
chimice de 50 mL, se introduce pe rand, cu pipeta, solutie de cverticina 0,5 mL de concentratia
stabilitd, 1,5 ml alcool etilic 96%, 0,1 ml AICl3, 0,1 ml acetat de sodiu 1M si 2,8 mL apa
distilata. Se lasa la temperatura camerii pe 30 min, ferit de lumina solard directd. Se masoara
absorbanta intr-o cuvi de sticld (Ix1 cm) la lungimea de unda de 415 nm. In calitate de solutie
martor se ia un amestec de reagenti fara cvercitind, iar volumul de querticina se substituie cu
acealas volum de apa distilatd. Proba analizatad se prepara la fel, in loc de solutie de cverticina se
adaugd 0,5 ml solutie de chitosan functionalizat cu C= 100 pg/ml. Rezultatele analizei sunt

prezentate in tabelul 10.
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Tabelul 10.

Datela experimentale

C(Quv), pg/mL

0

10

25

50

75

100

Cht-Quv

Absorbanta

0,001

0,087

0,208

0,314

0,478

0,658

0,148

Din datele obtinute se construieste curba de calibrare, figura 48.
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0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

/ y=0,0063x+0,0181
/ R?=0,9934
//
20 40 60 80 100 120
C(Quv), pg/mL

Fig. 48. Curba de etalonare pentru cverticina (A = 415 nm).

Utilizdnd ecuatia din grafic se calculeazd cantitatea de cverticina in compozitia

chitosanului functionalizat.
y =0,0063x + 0,0181
0,148=0,0063x + 0,0181
X=(0,148-0,0181):0,0063
X=20,62 pg/mL

Determinarea solubilitatii chitosanului functionalizat cu quercitind

S-au cantarit cate 10 mg de chitosan functionalizat si au fost dizolvate in diveriti solventi:

acid acetic 0,5%, alcool etilic de 50%, dimetilformamidd, dimetilsulfoxid. In solventi

dimetilformamida si dimetilsulfoxid s-a dizolvat foarte rapid.

Determinarea activititii antioxidante a quercitinei prin metoda DPPH

Se prepara un sir de solutii de cverticina de concentratiile: 1* 10° M, 2*10° M, 4*10™ M,

5%10 M, 610 M, 8*10”° M, 1*10™* M:_se cintireste la balanta analitica 0,03022 g cverticini

si se dizolva cu alcool etilic 70% in balon cotat de 100 ml (C=1*10" M), ulterior prin dilutie se

obtin celelalte concentratii. Se prepara solutie de DPPH 1*10™ M : DPPH solid cintirit la balanta

analitica se dizolva in etanol de 70%, 1ar prin dilutie se obtine [DPPH]= 5%10°M.

Mod de lucru:

e Direct in cuva cu I=1 cm se adauga 2,5 ml solutie DPPH de C=5*10"M :
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apoi se adaugd 0,5 ml solutie de cvercitind de concentratia corespunzatoare; se agita;
cuva se introduce in fotocolorimetru si se inchide capacul pentru a asigura decurgerea
reactiei la intuneric;
se determina absorbanta la intervalele de timp:0, 1, 5, 10, 20, 30, 60, 120 minute, in raport cu
etanol de 70%;
astfel se procedeaza pentru toate concentratiile de querticina;
se traseaza curbele cinetice A=f{(t);
se determind din grafic concentratia in % a DPPH-ului, cu ajutorul caruia se traseaza alta
dependentd W, %=f([Red]/[DPPH]);
in paralel se modeleaza proba-martor: 2,5 ml DPPH+ 0,5 ml etanol 70%.
Datele experimentale sunt introduse in tabelul 11.
Tabelul 11.
Variatia absorbantei (517 nm) la determinarea activititii antioxidative

a querticinei prin metoda DPPH

0 1 5 10 20 30 60 120

0 0,357 0,307 |0,287 [0,284 |0281 |0,279 |0,277 |0,275
1 0,376 0,273 |0,223 |0,209 |0198 |0,191 |0,182 |0,177
2 0,376 0,228 |0,156 |0,131 |0,109 |0,098 |0,081 |0,064
4 0,375 0,191 |0,059 |0,041 |0,039 |0,038 |[0,038 |---
6
8

0,370 |0,140 |0,043 |0,040 |0,039 |0,039 |0,039 |--
0,378 |0,122 |0,044 |0,042 |0,042 |--

10 0,368 |0,103 |0,034 |0,033 |0,033 |---
0,4
0,35 () M
0,3 *
E 075 == 1%10/(-5) M
£ 02 ——2*10M(-5) M
20,15 ( == 4*10A(-5) M
0,1
005 :|‘ e - == 6%10-5) M
0 - T T T T T T 1 +8*10A{_5) M
0 20 40 60 80 100 120 140 1%100(-4) M
Timp, min
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Fig. 49. Variatia absorbantei in timp in functie de concentratia querticinei.
Au fost calculate concentratiile de DPPH 1in toate sisteme modelate, dupa formula:

A
MWDPPH]=E£*100%
V]

unde A,- absorbanta la un timp anumit, A5- absorbanta la t=0 min.

Ulterior a fost construitd dependenta W (DPPH)= f(t), figura 50.
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‘ —=0M
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(
(
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Fig. 50. Variatia concentratiei (%) de DPPH in functie de concentratia querticinei.
In continuare a fost determinata activitatea antioxidanta, care este definitd ca cantitatea de
antioxidant necesarad pentru diminuarea concentratiei initiale d¢ DPPH’ cu 50%. Ea este numita
concentratia eficientd la 50% (ECsp). Au fost determinate concentratiile la echilibru de DPPH in
toate sisteme modelate si s-a calculat raportul molar dintre concentratia inhibitorului si [DPPH],

datele sunt prezentate in tabelul 12:

Tabelul 12.
Concentratia de DPPH la echilibru si raportul molar [Quv]/[DPPH]
C(Quv), 0 1 2 4 6 8 10
10°M
Weeh,, %0 85,99 47.07 17.02 10.13 10.27 11.11 8.97
[Quv] 0,0 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0
[DPPH]

Conform datele din tabelul 12, a fost construitd dependenta  Ween,

(DPPH)=f([Quv]/[DPPH]y), figura 51.
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Fig. 51. Dependenta concentratiei [DPPH] la echilibru in functie de raportul molar
[Quv]/ [DPPH].
Din graficul obtinut a fost determinatd ECsp, care este egala cu 0,19, respectiv puterea

antiradicalica (PAR) este egala cu:

1 1
= —= 12,63,
EC,,, 038

unde ECy00= ECso * 2= 0,19*2= 0,38

PAR=

S-a determinat activitatea antioxidantd a chitosanului functionalizat prin metoda DPPH.

Din chitosanul functionalizat purificat si uscat au fost preparate doud solutii cu concentratiile

cverticinei 1*10®° M si 2*10®° M si comparate cu activitatea antioxidanti a cverticinei pure
pentru aceleasi concentratii.

Tabelul 13.

Datele experimentale obtinute la determinarea activitatii antioxidante a

chitosanului functionalizat dupa DPPH

t,mn |0 1 5 10 20 30 60 120
10°M ‘
Querticina pura
1 0,376 |0273 |0,223 [0209 |0,198 |0,191 |0,182 |0,177
2 0,376 |0,228 |05 0,131 |0,109 |0,098 |0,081 |0,064
Chitosan functionalizat

1 0,376 |0223 |0,179 |05 |0,130 |0,116 |0,093 |0,075
2 0,376 |0,182 |0,125 |0,099 |0,076 |0,069 |0,062 |0,059
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Fig. 52. Variatia absorbantei in timp in functie de natura antioxidantului.
Din figura 52 se oberva ca chitosanul functionalizat cu Quv are activitatea antioxidanta

mai puternica decat cverticind purd cu aceeasi concentratie de querticina.
2.4.3. Functionalizarea chitosanului cu catehina in prezenta acidului tartric

O masa de 50 mg de polimer natural chitosan s-a amestecat cu 300 mg de acid tartric si
totul a fost dizolvat in 5 ml de apa distilatd. Amestecul obtinut a fost agitat timp de 2 ore la
temperatura camerii. Dupa amestecare chitosanul s-a dizolvat complet. in asa mod au fost
obtinute 2 probe. La prima proba s-a adaugat 1 mL de aldehida formica, la a 2-a - 2 mL. Probele
au fost agitate timp de 2 ore la temperatura camerii. Au fost obtinute solutiile cu consistenta slab
gelatinoasa, culoarea- transparenta. Solutiile au fost precipitate in cate 25 mL acetona.
Precipitatul obtinut are culoarea alba si consistenta gelatinoasd. Din fiecare proba a fost separata

o parte de precipitat si uscata in exicator pentru analiza IR.

Cts + Acid tartric >Prl
Pr1+ Aldehida formica(1 mL) >Pr2
Pr1+ Aldehida formica(2 mL) ->Pr3

La Produs1 si Produs2 au fost obsinute spectrele IR.
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Fig. 53. Spectrul IR al chitosanului.
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Fig. 53. Spectru IR al Cht-Aldehida formica (Pr2).
Din spectrul IR (Fig.52) se observa ca la substantele obtinute lipsesc picurile 3363,23 cm”
! si 3301,88 cm™, care demonstreaza prezenta gruparii NHp, in schimb din figura 53 se vede

aparitia gruparii NH (picul in domeniul 3378,7 cm™). La fel, a aparut gruparea carboxilica C=0
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(1716,4 cm™) si un pic nou la 1252,0 cm™ (gruparea OH). Intensitatea picurilor produsuluil
(Fig.52) este mai puternica comparativ cu IR al chitosanului (Fig.51), dar la produsul 2 (Fig.53)
intensitatea este la fel ca a chitosanului.

La fiecare precipitat obtinut mai sus s-a addugat cate 5 mL apa distilatd. Amestecul a fost
agitat 2 ore la temperatura camerii, in rezultat au fost obtinute geluri de culoarea alba. Gelurile
obtinute au fost uscate pe placa in etuva la 35°C. Pentru gelurile uscate la fel au fost obtinute
spectrele IR.

Au fost sintetizate Pr2 si Pr3 la care s-a adaugat cite 5 mL solutie alcoolica 30% de
catehina, (raporturi molare chitosan : catehina = 1 :1). Amestecurile obtinute au fost agitate timp
de 2 ore la temperatura camerei. Produsele obtinute au fost uscate in etuva la t=30-35 °C timp de
2 ore. La fiecare produs a fost obtinut spectrul IR.

V(Cts)= 0,5 mg/161mg/mmol=0,0031mmol

m(catehina)=0,0031mmol* 290mg/mmol=1,069mg

Pr2+catehina >Pr4

Pr3+catehina >Pr5

zzzzz

xxxxx

00000
em1

Fig. 54. Spectrul IR al catehinei.
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Fig. 56. Spectrul IR al copolimerului Pr5

Din spectrele IR (Fig.54-56) se observa ca intensitatea picurilor este mai slaba la
produsul final pentru obtinerea caruia a fost adaugat 2 ml aldehida formica. La produsele finale
picurile in regiunea 3220 cm™ s-au intensificat datoritd gruparilor OH de la chitosan si catehinad.
De la chitosan s-au pastrat picurile la 1155,6 em’? (gruparea eterica), 1363,7, 1203,2, 1067.,8,
879,7 pentru gruparea OH. De la catehina sunt prezente picurile la 1608,0 si 1521,1 (inelul
benzeic), 1453,0 (CH,), 1282,4; 1107,3 si 1237,2 (eter aromatic). La fel a ramas picul la 1723
cm? de la produs obtinut in penultima etapa (Pr3 si Pr2). S-au schimbat picurile In domeniul
900-670 cm™, care confirma substitutia la inelul benzeic.

Produsul 4 a fost precipitat in acetona si la fel a fost obtinut spectrul IR (Fig.57).
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Fig. 57. Spectrul IR al Pr4 precipitat in acetona.

Din spectrul obtinut (Fig. 57) se observa ca picurile sunt aceleasi, dar intensitatea lor este

mai slaba comparativ cu acealas produs uscat in etuva.

A fost determinati solubilitatea produsilor finali 4 si 5, tabelul 14. In 6 eprubete s-au

introdus cite 5 mg de fiecare produs, in fiecare s-a adaugat cite 5 ml apa distilata, acid acetic 1%,

HCI 0,1N.
Tabelul 14.
Solubilitatea produsilor finali
Produs Apa distilata Acid acetic 1% HCI 0,1N
Srodus 4 Nu s-a dizolvat Nu s-a dizolvat Nu s-a dizolvat
Produs 5 Nu s-a dizolvat Nu s-a dizolvat Nu s-a dizolvat

In concluzie, substantele obtinute nu s-au dizolvant in solventii alesi sau au solubilitatea

foarte scazuta.

2.4.4. Functionalizarea chitosanului cu masa moleculara mica cu quercitina

Materiale si metode

Functionalizarea chitosanului cu quercetina a fost efectuata folosind urmdtoarele

materiale: chitosan industrial cu masa molard de 704 kDav, quercetina, radicalul DPPH, nitrit,

dimetilformamida (DMF), acid acetic, clorformiatul de etil, trietilamina. Toate materialele sunt
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de calitate superioara, puritate inalta (distribuitor oficial Sigma Aldrich). Amoxicilina, 98 %
(producétor Farmaco) a fost procuratd din farmacie.

In cadrul cercetirilor experimentale au fost utilizate urmitoarele metode: Spectroscopia
UV-VIS (Spectrofotometrul UV Vis T80+), Spectroscopia IR (Bruker Alfa), metoda
viscozimetrica (viscozimetru din sticla cu diametrul capilarului de 0,99 mm) de determinare a
masei moleculare si metoda DPPH.

Functionalizarea chitosanului industrial cu quercetind

Mod de lucru:

Initial se cupleaza chitosanul cu clorformiatul de etil. Pentru aceasta in solutia de
chitosan de 1% care a fost dizolvat, anterior, in acid acetic in 0,5% se adauga la aceeasi cantitate
de clorformiat de etil, se agita timp de 24 h continuu (agitator magnetic Velp), iar in reazultat se
formeaza un precipitat care, ulterior, se centrifugheaza la centrifuga EBA-200 si se usuca in
exicatorul cu vid. In cadrul urmitoarei etape compusul obtinut (0,35 g) la cuplarea chitosanului
cu clorformiat de etil se dizolva in 3,5 ml de cloretanolamina si se adaugd o cantitate echimolara
de quercetind (v(Qv)=0,0015 mol), se agitd continuu timp de 24 h. initial, solutia este galbena,
ulterior aceasta devine bruna. In timpul procesului functionalizarii macromoleculei de chitosan
cu quercetina au fost realizate urmatoarele etape:

o Functionalizarea chitosanului cu clorformiat de etil, pentru a mari reactivitatea gruparii
aminice fatd de gruparea hidroxil din componenta quercetinei;

o Grefarea moleculei de quercetina la compusul intermediar sintetizat.

CH,OH

Hl—oH _0 +nCHIN
+ c—cC =
N[(CHy),NH[+CI-

« %* OC_H,

OH NH,

CH,OH

+ n(C_H;N
-n[(C,H),NH]+CI- « eﬁf*

n
HO NH—C —OC_H,
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Fig.58. Mecanismul de functionalizare a chitosanului cu quercetina.

Ulterior a fost efectuatd analiza IR a chitosanului, a quercetinei si a produsului sintetizat

chitosan-quercitina, (Fig.59).
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Fig. 59. Spectre IR a chitosanului industrial, quercetinei si a compusului
functionalizat chitosan-quercitina.

Dupa cum se observa in spectrul IR al compusului final (Fig.59), obtinut la
functionalizarea chitosanului cu quercetina, apar benzile caracteristice ale cvercetinei libere,
asociate cu benzile aromatice (1100-1600cm™). Benzile fenolice —OH (1200-1400 cm™) au
dispdrut, iar in timp au aparut picurile de absorbtie asociate gruparii C=0 (1600 cm'l) si banda
de vibratie a gruparii —NH in grupa amidici (peste 1500 cm™). Aproximativ, la lungimea de unda

1000 cm™ a aparut gruparea glicozidica din componenta chitosanului. Deci, in baza analizei
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spectrelor IR se poate stabili cd reactia s-a produs cu schimbdrile presupuse ale gruparilor
functionale.
In continuare a fost cercetati activitatea antioxidantd a compusului functionalizat prin

metoda DPPH, (Fig.60).
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Fig.60. Cantitatea DPPH la interactiunea acestuia cu chitosanul industrial grefat.
Calculind W (%) de DPPH conform concentratiei initiale de compus functionalizat fatd
de concentratia DPPH, a fost determinata ECsp prin metoda grafica care are valoare de 0,5.
Pentru a compara activitatea antioxidantd a compusului obtinut prin grefarea chitosanului

industrial cu quercetina s-a calculat cantitatea grefatd a quercetinei la macromolecula de chitosan

- ) d
y=0,017x- 0,061 _—

R = U,990///
1 /
0 / T T T 1
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-
-
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industrial.
Fig.61. Curba de calibrare a quercetinei pure (Amax=415 nm).
Initial a fost construitd curba de calibrare a quercetinei prin metoda spectrofotometrica.

Au fost preparate un sir de solutii etanolice de quercetina cu concentratia de la 10-100 pg/ml.
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Pentru toate solutiile preparate s-a determinat absorbanta la lungimea de unda de 415 nm. Proba
de chitosan functionalizati cu quercitind se prepard in mod similar, iar concentratia finala este de
100 ug/ml.

Din curba de calibrare (Fig.61) a fost obtinutd ecuatia: y=0,017x-0,06. Din ecuatie s-a
calculat concentratia quercitinei [Quer.] =14,94 pg/ml.

Sinteza chitosanului cu masa moleculard mica

S-a stabilit cd odatd cu micsorarea masei moleculare a macromoleculei de chitosan, se
mareste solubilitatea acestuia in mediul neutru si capacitatea de a fi functionalizat cu diferiti
compusi cu activitate antioxidanta. Pentru acest scop, chitosanul cu masa moleculara mare a fost
oxidat cu peroxid de hydrogen concentrate. Astfel, s-au cantarit 2 grame de chitosan (la balanta
analitica Kern) si s-au dizolvat in 60 ml de acid acetic de 2%, iar in rezultat s-a format un
amestec omogen, gelatinoas. Pentru oxidare s-a adaugt 1% de peroxid de hidrogen (14 M),
amestecul s-a agita timp de 24 de ore contiunuu la temperatura camerei. In timp, s-a observat ca
viscozitatea solutiei se micsoreaza si s-a schimbat coloratia amestecului obtinut: de la incolor la
violet deschis. Ulterior, se adaugd cu picatura solutie de 1% de NaOH pentru a precipita
chitosanul oxidat. Masa moleculard a chitosanului industrial si obtinut a fost determinata prin
metoda viscozimetricd. Ulterior a fost calculata masa moleculara a polimerului folosind ecuatia

Mark-Houwink.
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Fig.62. Dependenta 1 de concentratia chitosanului sintetizat
Din graphic (Fig.62) s-a stabilit ca [n]=1,8985
Log [ n] =logk+alogM
log 1,8985=l0g0,0018+0,93logM
M (chitosan sintetizat) =131472 g/mol.
Rezultate experimentale
Comparind datele obtinute n cazul celor doi polimeri am observat ca masa moleculard a
chitosanului obtinut prin oxidare este mai mica, fapt ce se explica prin gradul de deacetilare mai

mare, fatd de chitosanul industrial, grupa- NH3" avind o masi moleculard mai mici decit grupa
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acetil-, ramasa intr-o cantitate mai mare in structura moleculei de chitosan industrial. Initial se
cupleaza solutia de chitosan cu clorformiat de etil. Chitosanul oxidat cu masa moleculard mica a
fost grefat deasemenea cu quercetina, prin aceeasi metoda covalenta.

Spectrele polimerului de chitosan grefat cu quercetind prezintd o diferentd semnificativa
fatd de spectrele IR ale chitosanului si a quercetinei. Acesta are spectre caracteristici tipice de
polifenol, prezentand varfuri largi centrate la 3300 si 1375 cm ™ * datoritd vibratiei gruparilor OH
fenolice si hidroxilice grupeaza, in intervalul 1450—1600 cm ' datoritd vibratiilor de intindere a
inelului aromatic, respectiv vibratiile de intindere a legaturii C= O vibratie de intindere la o
lungime de unda de 1200-1300 cm ', respectiv. Picul la 1000-1150 cm ~', corespunzind in
principal legatura eterice (C-O- C), spectru care este crescut comparativ cu spectrul
monomerului de quercetind, indicand o polimerizare extinsd. Deasemenea in regiunea 2900 cm™
se observa aparitia unui pic, caracteristic grupdrii NH-, care lipseste in cadrul spectrului IR al
quercetinei.

Pentru a putea compara activitatea antioxidantd a compusului functionalizat cu quercitind
cu activitatea antioxidanta a quercetinei, s-a determinat cantitatea de quercetind functionalizata
cu chitosanul cu masa moleculara mica.

Dupa aceasta, utilizind ecuatia din grafic se calculeazd cantitatea de quercetind din
compozitia chitosanului functionalizat.

y=0,017x- 0,061
0,702=0,017x-0,061
0,702 + 0,061=0,017x
0,763=0,017x
x= 44,9 ng/ml.
La fel, ca si in cazul chitosanului industrial, a fost studiatd activitatea antioxidantad a

chitosanului oxidat, grefat cu quercitina.
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Fig.63. Variatia concentratiei de DPPH (%) in Fig.64. Dependenta concentratiei
DPPH in functie de concentratia chitosanului grefat. de raportul [Inh]/[DPPH].
Din rezultatele experimentale obtinute, a fost calculat ECsy pentru chitosanul

functionalizat cu quercetind. Valoarea acestuia este de 0,2.

2.5. Evaluarea proprietitilor reologice, a comportamentului de umflare si a
biodegradabilititii a copolimerilor obtinuti

La fel, s-a determinat efectul de prolongare a quercetinei functionalizata cu chitosan.
Studiile practice au fost efectuate cu ajutorul metodei de dializd cu membrana semipermeabila
recomandatd in practicile farmaceutice. In prima etapi, solutia de quercetind a fost supusa
trecerii prin membrane, iar la etapa a doua a trecut solutia de chitosan functionalizat.

In studiul reologic s-au studiat viscozititile pentru chitosan si copolimerului chitosan-
cvercitind. S-a determinat timpul de curgere si viscozitate a solutiilor de chitosan si
copolimerului chitosan- quercitind. S-a calculat viscozitatea relativa si cea cinematica. Din datele
obtinute se observa ca atat valorile viscozitatii relative, cat si valorile viscozitdti cinematice se
micsoreazi foarte mult atat in intervalul de temperatura de 20-40°C, cét si intr-un interval mai
larg de 20-80°C. Rezultatele obtinute arati cum decurg procesele fluidice a polimerilor
anitioxidanti Tn organismul viu.

2.5.1. Cercetarea efectului de prolongare al polimer-analogului Chitosan-anhidrida
maleica-quercitina

Efectul de prolongare a polimerilor functionalizati cu cvercitind s-a efectuat prin metoda
dializei prin membrane semipermiabile, recomandata in practica farmaceutica. La prima etapa a
fost trecuta prin membrana semipermiabila solutia de cvercitind, iar la a doua etapd, solutie de
polimer functionalizat cu quercitina.

Esenta acestei metode consta in faptul ca are loc trecerea solutiei de cvercitind si polimer
analog prin membrana in solutie de DMF intr-o perioada de timp - timp de dializa. Astfel, s-a
cercetat timpul de dializd a cvercitinei, apoi a polimerilor functionalizati cu cvercitina. In acest
scop a fost utilizatd metoda spectrofotometrica prin determinarea maximului de absorbtie dn
spectrul UV-Vis. De exemplu, pentru cvercitind a fost aleasa banda cu lungimea de unda de
£=365 nm, iar pentru polimerul analog chitosan-anhidrida maleica — cvercitina, banda cu
lungimea de unda de 275 nm.

Testarile au demonstrat ca timpul de dializa al cvercitinei constituie 30-45 min, iar al

polimerului analog mai mult de 4 ore.
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Fig.65.Trecerea quercetinei si a chitosanului functionalizat prin membrana

semipermeabila

Din rezultatele obtinute s-a constatat cd quercetina individuald trece prin membrana
semipermeabild in decurs de 50-60 minute. Pe curba 1 se observa o saturatie, pe cind quercetina
grefata la material polimeric traverseaza membrana in decurs de 4-5 ore.

Concluzii

A fost obtinut experimental derivatul chitosanului cu polifenolul quercetina. Cu ajutorul
analizei IR a fost stabilitd formarea noilor grupari functionale, ceea ce denotd formarea noilor
compusi. Deasemenea a fost obtinut chitosan cu masd molecular mai mica prin metoda de
oxidare cu peroxide de hidrogen. Utilizind spectroscopia IR au fost determinate schimbarile care
au avut loc in cadrul structurii chitosanului si a quercetinei.

Cu ajutorul testului DPPH a fost determinata activitatea antioxidantd a chitosanului
industrial si cel cu masd moleculard mica functionalizat cu quercetind. S-a determinat ca
chitosanul oxidat prezintd o solubilitate mai mare, comparativ cu chitosanul industrial grefat cu
acelasi flavonoid, deasemenea s-a stabilit cd chitosanul oxidat grefat cu quercetind poseda
proprietate antioxidantd mai mare decat quercitina, datorita cantitatii mai mari de quercetinad

grefatd la macromolecula de chitosan
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3. Cele mai relevante realiziri obtinute in cadrul proiectului

Rezultatele cercetarilor stiintifice cu privire la sinteza diferitor copolimeri ai chitosanului
cu antioxidanti au importanta pentru diminuarea concentratiei compusilor cancerigeni ce se
formeaza in tractul gastro-intestinal la nitrozarea diferitor preparate medicamentoase. Acesti
polimeri functionalizati vor fi formulati in preparatele medicinale impreuna cu substanta activa.

Aplicarea acestor rezultate stiintifice in practicd pot micsora incidenta morbiditatii si
mortalitatii cu privire la bolile de cancer.

Relevanta rezultatelor proiectului dat este determinatd, in primul rind, de sinteza si
utilizarea unor noi antioxidanti polimerici functionalizati, ce vor fi utilizati in calitate de
inhibitori ai procesului de nitrozare in sistemul gastro-intestinal a diferitor preparate
medicamentoase care duc la formarea N-nitrozoaminelor, care sunt potential cancerigene,
mutagene si teratogene. Polimerii de chitosan, modificati, reprezintd materia primd naturala, iar
antioxidantii grefati in catena laterala a acestor compusi polimerici sunt la fel compusi naturali
ce se pot obtine din produsele secundare vinicole.

Deoarece multe medicamente reprezintd amine secundare, tertiare sau contin grupa
amido-, ele pot reactiona cu agentii de nitrozare ce se formeaza din nitritii ce patrund in tractul
digestiv din produse alimentare, pentru a forma N-nitrozocompusi toxici (80% cancerigeni).

Din acest motiv, in ultimii ani, mai multe eforturi au a fost axate pe aplicatiile de
antioxidanti in tratamentele medicale.

In cadrul proiectului dat a fost studiatd functionalizarea chitosanului cu diferiti antioxidanti
naturali. In calitate de antioxidanti au fost analizati diferiti acizi carboxilici si polifenoli cum ar
fi: quercitina, hespiridina, catehina etc.

Variatia masei moleculare a chitosanul si gradul de deacetilare sunt parametri principali
investigati la functionalizarea diferitor compusi naturali. In acest scop in cadrul proiectului a fost
studiat procesul de oxidare al chitosanului pentru diminuarea masei lui moleculare si cresterea
solubilitdtii copolimerilor functionalizati.

Valoarea teoretici a acestor cercetari se evidentiazd prin determinarea structurii
copolimerilor formati dintre chitosan si antioxidantul studiat. A fost determinatd activitatea
antioxidanta a compusilor chitosanului grefati cu antioxidanti. Ca rezultat al grefarii acestor
antioxidanti de chitosan, S-a constatat o crestere a activitatii antioxidante al polifenol — chitosan
derivatilor fatd de compusii polifenolici nemodificati.

Valoarea aplicativi a cercetdrilor este determinata de utilizarea acestor compusi ai
chitosanului functionalizati cu antioxidanti in formularea medicamentelor pentru a inhiba
procesul de metabolizare rapidd cu formarea de metaboliti secundari, de a prolonga efectul si
pentru a diminua concentratia N-nitrosaminelor ce se formeaza la nitrozarea medicamentelor in
tractul digestiv.

Aceste rezultate au un aspect social, care este legat de sanatatea populatiei prin
diminuarea efectului cancerigen al medicamentelor ce poseda structuri nitrozabile (aici se includ
antibioticile, antiinflamatoarele, diureticile si al.) si pot fi nitrozate cu nitriti pe calea endogena.

Aceste rezultate stiintifice pot fi recomandate pentru implimentare in formularea
medicamentelor.
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4. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv

propunerile inaintate/proiecte castigate in cadrul concursurilor nationale/internationale cu

tangenta la tematica proiectului.

In perioada 2018-2019 nu s-a participat in programe si proiecte internationale, nu s-au

inaintat propuneri cu tangenta la tematica proiectului.

5. Colabor4ari stiintifice internationale/nationale

Organizatia

Subdiviziunile implicare

Forma de colaborare

Universitatea de Stat de Medicina si
Farmacie “Nicolac Testemitanu”,

Catedra Epidemiologie

Proiect de cercetare comun — Elaborarea noilor produse
pentru inhibitie in sinteza endogena a compusilor

cancerigeni, formati la nitrozarea medicamentelor.

Minnesota, SUA,

Health

Universitatea
Division of Environmental

Sciences

Proiect de cercetare comun — Elaborarea noilor produse
pentru inhibitie in sinteza endogenda a compusilor

cancerigeni, formati la nitrozarea medicamentelor.

Universitatea Politehnica Bucuresti,
Centrul de Cercetari pentru Protectia

Mediului si Tehnologii Ecologice

Proiect de cercetare Elaborarea noilor produse pentru
inhibitie in sinteza endogena a compugsilor cancerigeni,

formati la nitrozarea medicamentelor

Acord de colaborare semnat la 27.11.2019

Institutul de Chimie din Moldova,
LCS Chimie Ecologica

Proiect de cercetare comun — Elaborarea noilor produse
pentru inhibitie in sinteza endogenda a compusilor

cancerigeni, formati la nitrozarea medicamentelor.
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6. Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate

In perioada 2018-2019 nu s-au realizat vizite ale cercetitorilor din strainitate.

7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului

In perioada 2018-2019 nu s-au sustinutt teze de doctorat sau postdoctorat.

8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/ intenational

In perioada 26-28 noiembrie 2019, Maria GONTA, Stefan ROBU si Larisa MOCANU au

efectuat o vizita la Universitatea Politehnica Bucuresti, unde in cadrul Centrului de Cercetari

pentru Protectia Mediului si Tehnologii Ecologice a fost organizata o masa rotunda unde s-au

discutat si s-au diseminat rezultatele cercetarilor realizate in perioada 2018-2019.

9. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului (premii, medalii,

diplome)

Denumirea, locul, data .. .. Tematica /titlul Distinctii
. O Participantii o ]
manifestarii prezentdrilor obtinute

. . Cinetique des processus de
Dixieme colloque franco-roumain : on cilline
de chimie appliquee-COFrRoCA GONTA, M,; mtmsatlo.n amoxiet . 5
2018, 27-29 iunie 2018, Bacau, | SIRBU, E. avec des fons de nitrite et ) Diploma
Rominia. 1 1nh1b_1t10n de la_ ff)lTnatlon

de n-nitrosamoxicilline.

22st International Symposium “The | GONTA,  M.; | Different  methods  of | Diploma
Environment and The Industry” SIRBU, E.; | chitosan  grafting  with
SIMI 2019, Book of Abstracts, ROBU, S.; | quercetin and determining
Bucharest, Romania, 25-27 GONTA, A. the antioxidant activity of
September, 2019. synthesized copolymers.
22st International Symposium “The | CEACIRU, C.; Diploma
Environment and The Industry” GONIAA, M.; Functionalization of
SIMI 2019, Book of Abstracts, | CEACIRU, M. chitosan with polyphenols
Bucharest, Romania, 25-27 | LUPASCU, T. '
September, 20109.
22st International Symposium “The | CEACIRU, M.; Diploma
Environment and The Industry” | GONTA, M.; | Functionalization of
SIMI 2019, Book of Abstracts, | GUTU, I.; | chitosan with carboxyl and
Bucharest, Romania, 25-27 | CEACIRU, C.; | organic acids.
September, 2019. DUCA, GH.

GONTA, M.; | Functionalization of | Diploma
4th International Conference on | SIRBU, E.; | flavonoids (quercetin) to
Nanotechnologies and Biomedical | ROBU, S.; | chitosan matrix and
Engineering, September 18-21, | GONTA, A.; | determination of
2019, MOCANU, L. antioxidant  activity  of

obtained bio-composites.
International conference | CEACIRU, C.; | Functionalization of | Diploma
“Achievements and Perspectives of | GONTA,  M.; | chitosan with polyphenols
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Modern Chemistry” October 9-11, | CEACIRU, M. | and use of those completed
2019. in carcinogenesis.

GONTA, M.; | Functionalization of | Diploma
4th International Conference on | SIRBU, E.; | flavonoids (quercetin) to
Nanotechnologies and Biomedical | ROBU, S.; | chitosan matrix  and
Engineering, 18 — 21 septembrie | GONTA, A.; | determination of
2019. MOCANU, L. antioxidant  activity  of

obtained bio-composites.

CEACIRU, M.: | Functionalization of | Diploma
International conference | GONTA, M.; | chitosan with  carboxyl
“Achievements and Perspectives of | GUTU, I.; | acids and their use in the
Modern Chemistry” October 9-11, | CEACIRU, C. inhibition process of N-

2019. nitrosamines in  cancer
formation.
Sixth International Workshop on | GONTA, M, Diploma
Advanced Nano- and Biomaterials | RAU, I-B.;
and Their Device Applications | SIRBU, E. Synthesis  of  chitosan
French-Romanian, Topical derivatives with
Meeting on Nano and Biomaterials, polyphenols.
Cluj Napoca (Romania), May 12 -
16, 20109.
INFOINVENT 2019, Salonul | GONTA, M.; | Procedeu de Diploma
International de Inventii si Transfer | GUTU, L., | functionalizare a
Tehnologic, Ed. XVI, Chisinau, | CEACIRU, M., | chitosanului cu acid
R.Moldova, 20-23 noiembrie 2019. | CEACIRU, C. | ascorbic.
INFOINVENT 2019, Salonul CR}((?)];I;A 15'[ Procedeu de grefare a Diploma
International de Inventii si Transfer ; | quercetinei la copolimeri
Tehnologic, Ed. XVI, Chisinau, MOCANU’ L. din chitosan cu anhidrida
R.Moldova, 20-23 noiembrie 2019. SIRBUX E. maleica.
’ CEACIRU, C.

. e g o . CEACIRU, C.; | Functionalizarea Diploma

Conferinia Stiinfifica a studenilor CEACIRU, M. | chitosanului prin obtinerea

si masteranzilor (cu participare
internationald) VIITORUL NE
APARTINE EDITIA A IX-A. 15
aprilie 2019.
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10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului, implementarilor si
recomandarilor.

Principalele rezultate teoretice se evidentiaza prin determinarea structurii polimerilor de
chitosan grefati cu antioxidanti cu utilizarea diferitor metode: UV-VIS, IR, RMN si al.

S-au sintetizat copolimerii chitosanului grefati cu acizi carboxilici. In acest scop a fost a
functionalizat chitosanul cu anhidrida diacetil-tartrici. La etapa urmatoare chitosanul
functionalizat s-a hidrolizat pentru eliminarea grupelor acetil prin hidroliza alcalina pentru a
obtine chitosanul functionalizat cu sarea acidului tartric. Produsul sintetizat de chitosan — acid
tartric s-a oxidat la acidul dihidroxifumaric (DFH4). Ca urmare, s-a sintetizat chitosanul
functionalizat cu DFH3Na. Oxidarea s-a realizat cu peroxid de hidrogen, iar copolimerul prezinta
activitate antioxidanta, care s-a determinat prin metoda ABTS si DPPH si, S-a constatat ca
puterea antiradicala a copolimerului functionalizat cu DFH4 este de 2,5 ori mai mare decat cea a
agentului de cuplare (DFHy liber).

Pentru a caracteriza proprietatile fizico-chimice ale compusilor sintetizati de chitosan
functionalizat s-au Inregistrat spectrele IR si UV-Vis care au demonstrat cd functionalizarea
chitosanului cu diferiti reducatori s-a realizat. La final, au fost optimizate caracteristicile
mecanice, morfologice, si determinate structurile chimice ale polimerilor modificati.

Au fost sintetizati polimeri antioxidanti prin functionalizarea chitosanului cu grupe
tiosemicarbazidice. In acest scop au fost analizate un sir de metode de sintezd cu utilizarea
sulfurii de carbon. Mai intii a fost sintetizat un compus separat de tiosemicarbazona cu care mai
apoi a fost functionalizat chitosanul. Reesind din descifrarea spectrului H-RMN al
tiosemicarbazonei sintetizate s-a constatat ca acest produs are urmatoarea denumire-(E) -metil 2-
(2-hidroxibenziliden) hidrazin carboditioat sau metil 2-salicilidenhidrazin carboditioat. S-a
determinat influenta pH-lui, temperaturii si naturii solventului asupra eficientei randamentului
de sinteza a produsului (%).

O alta grupa de polimeri- antioxidanti s-a realizat prin functionalizarea chitosanului cu
aldehida (aldehida formica, aldehida maleicd) si ulterior grefarea diferitor polifenoli (quercetin,
hespiridina, 2,4-dihydroxycinnamic acid si al.) la chitosanul functionalizat cu aldehide. S-a
studiat interactiunea copolimerului chitosan- aldehida cu fenolii simpli, asa ca: fenol, rezorcina,
pirogalol, hidrochinona, iar in continuare s-a functionalizat hesperidina, quercitina si al.

Au fost evaluate proprietatilor reologice si efectul de prolongare ale copolimerului
antioxidant chitosan — quercitina. In rezultatul studiului efectului de prolongare cu utilizarea
metodei de dializd prin membrane semipermiabile s-a constatat ca polimerul chitosan-qvercitina
are timpul de dializa aproape de patru ori mai mare ca chitosanul. Astfel, prin grefarea
antioxidantilor la chitosan se poate obtine prolongarea activitdtii terapeutice antioxidante datorita
cresterii stabilitatii la reactii metabolice interne.

Rezultatele obtinute pot fi utilizate in formularea medicamentelor (fabrici farmaceutice) cu
scopul de a diminua concentratia substantelor cancerigene, care se pot forma in tractul digestiv la
nitrozarea medicamentelor si la absorbtia excesiva, care poate duce la aparitia unor reactii toxice
nedorite.
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11. Concluzii

A fost sintetizat copolimerului Cht: DFH3Na si a fost studiata structura lui prin metoda IR
din care se observa picurile caracteristice acidului dihidroxifumaric (1587 cm™, 1534 cm
11379 cm™, 1151 cm™). La fel structura acestui copolimer a fost analizatd prin compararea
spectrelor *H-RMN a chitosanului si a produsului de reactie, din care s-a constatat
micsorarea intesitatii picului de la 3,00 ppm caracteristic protonilor C2 fata de intesitatea
picurilor in regiunea 3,5-3,7 ppm, caracteristice protonilor C2-C6, ceia ce indica modificarea
partiala a grupei NH- a chitosanului;

Au fost optimizate conditiile sintezei copolimerului Chitosan-Acid ascorbic (Cht. - AAs) in
functie de diferiti parametri (temperatura, raport masic si timpul de reactie). S-a elaborat o
metoda noud de sinteza a copolimerului Cht.-AAs. A fost determinatd activitatea
antioxidanta prin metoda ABTS si DPPH, iar structura lui a fost determinatd prin metoda IR
si H- RMN;

S-a studiat functionalizarea chitosanului prin obtinerea tiosemicarbazonelor. In acest scop au
fost analizate diferite metode de sinteza cu utilizarea sulfurii de carbon. Prin spectrele IR s-a
demonstrat ca sinteza tiosemicarbazonelor nu s-a realizat;

A fost obtinut copolimerul Chitosan- catehind in prezenta acidului tartric, care in continuare
a fost prelucrat cu diferite cantititi de aldehida formica si in ultima etapda a fost
functionalizata catehina la copolimerii sintetizati. La fiecare etapa pentru toti copolimerii au
fost obtinute spectrele IR si au fost confirmate structurile;

S-au sintetizat diferiti copolimeri ai chitosanului cu polifenoli, s-au determinat activitatile
antioxidante ale acestor compusi. S-a constatat cd in procesul de sinteza are importanta
ordinea de introducere a reagentilor;

S-a studiat influienta parametrilor fizico-chimici asupra randamentului sintezei in functie de
pH, temperatura, timpul de reactie si natura solventului;

S-a sintetizat copolimerul Chitosan-quercitina prin functionalizarea Cht.in prima etapa cu
anhidrida maleica, apoi in etapa a II copolimerul (I) a fost prelucrat cu etilformiat si
trietilamind, dupa care in etapa a III copolimerul (II) obtinut a fost functionalizat cu
cvercitind. La fiecare etapa pentru toti copolimerii au fost obtinute spectrele IR. A fost
determinatd activitatea antioxidanta prin metoda ABTS si DPPH. S-a constatat ca chitosanul
functionalizat cu cverticina are activitatea antioxidantd mai puternica decat cverticind pura de
aceeasi concentratia;

In rezultatul studiului efectului de prolongare cu utilizarea metodei de dializa prin membrane
semipermiabile s-a constatat ca polimerul chitosan-qvercitina are timpul de dializa aproape

de patru ori mai mare ca chitosanul.
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Volumul total al finantarii (mii lei) (pe ani)

Anexanr. 1

Anul Planificat Executat Cofinantare
2018 100,0 100,0 0,0
2019 150,0 150,0 30,0

Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semndatura)

N Numele/Prenumele Anuln Titlul stiintific Funcp_a n Caflml Semnatura
d/o nasterii S proiectului
. 1948 Doctor habilitat, | Director de proiect,
Gonta Maria _ .
1. profesor Cercetator stiintific
universitar coordonator
Gutu lacob 1948 Doctor habilitat, Cercetator stiintific
2. ’ profesor 3B
e superior
universitar
Robu Stefan 1948 Doctor,‘ Cercetator stiintific
3. ’ conferentiar T
. . superior
universitar
4, Mocanu Larisa 1986 Master Cercetator stiintific
5. Sirbu Elena 1992 Master Cercetator stiintific
6. Ceaciru Mihail 1996 Lecentiat Cercetator stiintific
7 Gurghis Dionise | 1999 i Laborant
Lista tinerilor cercetatori
Nr Numele/Prenumele Anulu Titlul stiintific Functl? n Ca?iml
d/o nasterii T proiectului
Mocanu Larisa 1986 Cercetator
1. Master ...
stiintific
Sirbu Elena 1992 Cercetator
2. Master ...
stiintific
Ceaciru Mihail 1996 ) Cercetator
3. Lecentiat ...
] stiintific
" Gurghis Dionise 1999 i Laborant
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Lista doctoranzilor

Nr Numele/Prenumele Anul Titlul stiintific | ¥ WRetia in cadrul
d/o nasterii T proiectului
Mocanu Larisa 1986 Cercetator
1. Master e
stiintific
Sirbu Elena 1992 Cercetator
2. Master o
stiintific
Conducitorul proiectului Gonta Maria, dr.hab., prof. univ.
(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexa nr. 2

LISTA
lucrarilor publicate

Lista publicatiilor se prezinta in ordine alfabetica si va fi structurata separat

1.

capitole in monografii si culegeri internationale - 2

GONTA Maria. The study of N-nitrosamines formation in model and real gastric juice
systems. Emerging Developments and Environmental Impacts of Ecological Chemistry,
2019, 23p (in curs de editare).

GONTA, M.; SIRBU, E.; ROBU, S.; GONTA, A.; MOCANU, L. Functionalization of
Flavonoids (Quercetin) to Chitosan Matrix and Determination of Antioxidant Activity of
Obtained Bio-composites. 4th International Conference on Nanotechnologies and Biomedical
Engineering Proceedings of ICNBME-2019, Springer, Chisinau, Moldova,September 18-21,
2019, p. 355-359. ISBN 978-3-030-31865-9. https://doi.org/10.1007/978-3-030-31866-6.

articole din reviste nationale - 1

-categoria B,
GONTA, M., SIRBU, E. Cinetica proceselor de nitrozare a amoxicilinei cu ioni nitriti si
inhibitia formarii N-nitrozoamoxicilinei. Studia Universitatis (Seria Stiinte Reale si ale
Naturii). 2018, nr. 1(111), p.162-169. ISSN 1814-3237.
- articole in culegeri nationale - 5
CEACIRU, C. Functionalizarea chitosanului prin obtinerea tiosemicarbazonelor cu aplicarea
acestor compusi in inhibitia formirii substantelor cancerigene. In: Sesiune nationald de
comunicari stiinfifice studentesti editia a XXIII-a, etapa a |-a, Chisinau: 4 februarie -1
martie 2019. Chisindu: CEP USM, p. 33-35, ISBN 978-9975-142-91-5.
CEACIRU, C.; CEACIRU, M. Functionalizarea  chitosanului  prin  obtinerea
tiosemicarbazonelor cu polifenoli cu aplicarea lor in inhibitia formarii N-nitrozaminelor. In:
Conferinta Stiintifica a studentilor §i masteranzilor (cu participare internationala)
VIITORUL NE APARTINE EDITIA A IX-A. Culegere de teze. p.70-71. Chisinau:, 15 aprilie
2019.
CEACIRU, M. Functionalizarea chitosanului cu acizi carboxilici si utilizarea lor in procesul
de inhibitie a N-nitrozaminelor in formarea cancerului. In: Sesiune nationald de comunicari
stiintifice studentesti editia a XXIII-a, etapa a l-a, Chisinau: 4 februarie -1 martie 2019.
Chisinau: CEP USM, p. 27-30, ISBN 978-9975-142-91-5.
CEACIRU, M. Nitrozarea aminelor (piperazina) din salamurile afumate si elaborarea

metodelor de inhibitie in formarea N-nitrozaminelor cu utilizarea inhibitorilor naturali.
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economice (rezumatele tezelor de licenta si de master). Chisinau: CEP USM, 2018, p.19-23.
ISBN 978-9975-142-55-7.

. GONTA, M., SIRBU, E. Cinetica proceselor de nitrozare a amoxicilinei cu ioni nitriti si
inhibitia formarii N-nitrozoamoxicilinei. in: Conferinta Stiintifica nationald cu participare
internationala” Integrare prin cercetare si inovare”, 9-10 noiembrie, Chisindu-2018, p.198-
201. ISSN 978-9975-142-49-6.

rapoarte publicate/Teze ale comunicirilor la congrese, conferinte, simpozioane, in
culegeri (nationale / internationale) - 11

. CEACIRU, C.; GONTA, M;; CEACIRU, M.; LUPASCU, T. Functionalization of chitosan
with polyphenols. In: 22st International Symposium “The Environment and The Industry”,
Book of Abstracts Bucharest, Romania, on September 26-27, 2019, p.30-31.

. CEACIRU, C.’; GONTA, M.; CEACIRU, M. Functionalization of chitosan with polyphenols
and use of those completed in carcinogenesis. In: Book of Abstracts “Achievements and
Perspectives of Modern Chemistry” dedicated to 60th Anniv. of Inst. of Chemistry. 2019,
p.211, ISBN 978-9975-62-428-2.

. CEACIRU, M.; GONTA, M.; GUTU, L; CEACIRU, C. Functionalization of chitosan with
carboxyl acids and their use in the inhibition process of N-nitrosamines in cancer formation.
In: Book of Abstracts “Achievements and Perspectives of Modern Chemistry” dedicated to
60th Anniv. of Inst. of Chemistry. 2019, p.212, ISBN 978-9975-62-428-2.

. CEACIRU, M.; GONTA, M.; GUTU, 1.; CEACIRU, C.; DUCA, GH. Functionalization of
chitosan with carboxyl and organic acids. In: 22st International Symposium “The
Environment and The Industry”, Book of Abstracts Bucharest, Romania, on September 26-
27,2019, p.28-29.

. GONTA, M., CEACIRU, C,, GUTU, L, SIRBU, E., GONTA, A., ROBU, S. Synthesis and
study of some chemistry polymeric antioxidants double functionalised with malic
anhydridide, quercetine and other antioxidants. In: 14th Edition of International Symposium
Priorities of Chemistry for a Sustainable Development, PRIOCHEM XIV — 2018, Bucharest,
10th - 12th October 2018, Section: 1. Multifunctional materials and nanocomposites. p.18.
ISSN 2601 — 4203.

. GONTA, M., SIRBU, E. Cinetique des processus de nitrosation d’amoxicilline avec des ions
de nitrite et I’inhibition de la formation de n-nitrosamoxicilline. In ,,Dixieme colloque franco-
roumain de chimie appliquee-COFrRoCA 2018, 27-29 iunie 2018, Bacau, Romania, p.48,

Editura : Alma Mater Bacau.
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7. GONTA, M,, SIRBU, E. Mechanism of the inhibition process in the formation of n-
nitrosamoxicillin. In: 21st International Symposium “The Environment and The Industry”
SIMI 2018, Book of Abstracts, Bucharest, Romania, 20-21 September 2018, p.88-89. ISSN-
L: 1843-5831.

8. GONTA, M., SIRBU, E., MOCANU, L., GUTU, 1. The process of obtaining and study of
resorcinol functionalized chitosan. In: 14th Edition of International Symposium Priorities of
Chemistry for a Sustainable Development, Bucharest, PRIOCHEM XIV — 2018, 10th - 12th
October 2018, Section: 1. Multifunctional materials and nanocomposites. -P-19, p.37. ISSN
2601 — 4203.

9. GONTA, M,; RAU, I-B.; SIRBU, E. Synthesis of chitosan derivatives with polyphenols.
Sixth International Workshop on Advanced Nano- and Biomaterials and Their Device
Applications French-Romanian, Topical Meeting on Nano and Biomaterials, Cluj Napoca
(Romania), May 12 - 16, 2019.

10. GONTA, M.; SIRBU, E.; ROBU, S.; GONTA, A. Different methods of chitosan grafting
with quercetin and determining the antioxidant activity of synthesized copolymers. In: 22st
International Symposium “The Environment and The Industry”, Book of Abstracts
Bucharest, Romania, on September 26-27, 2019, p.24-25.

11. GONTA, M.; SIRBU, E.; ROBU, S.; GONTA, A.; MOCANU, L. Functionalization of
flavonoids (quercetin) to chitosan matrix and determination of antioxidant activity of
obtained bio-composites. In: 4th International Conference on Nanotechnologies and
Biomedical Engineering, 18 — 21 septembrie 2019, Abstract Book, p.105, ISBN 978-9975-
72-392-3.

Brevete de inventii -2

1. GONTA, M.; GUTU, L, CEACIRU, M., CEACIRU, C. Procedeu de functionalizare a
chitosanului cu acid ascorbic. Cerere de brevet nr. a 2019 0036 din 2019-04-22.

2. ROBU, S.; GONTA, M., MOCANU, L., SIRBU, E., CEACIRU, C. Procedeu de grefare
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Conducatorul proiectului _Gonta Maria, dr.hab., prof.univ.
(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexanr. 3

Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

Nume, prenume participant, date privind manifestarea stiintificd (denumire, data, loc), titlul

comunicdrii sustinute.

Denumirea, locul, data manifestarii | Participantii Tematica /titlul prezentarilor
Conferinta Stiintifica nationald cu Cinetica proceselor de nitrozare a
participare internationald” Integrare | GONTA, M., amoxicilinei cu ioni nitriti  si
prin cercetare si inovare”, 9-10 | SIRBU, E inhibitia formarii N-
noiembrie, Chisinau-2018. nitrozoamoxicilinei.
22st International Symposium “The | GONTA, M.; | Different methods of chitosan
Environment and The Industry” SIMI | SIRBU, E.; ROBU, | grafting with  quercetin and
2019, Book of Abstracts, Bucharest, | S.; GONTA, A. determining the antioxidant activity
Romania, 25-27 September, 2019. of synthesized copolymers.
_ GONTA, M.; | Functionalization of flavonoids
4th  International Conference on _ ) )
) ) ) SIRBU, E.; ROBU, | (quercetin) to chitosan matrix and
Nanotechnologies and Biomedical o o
o ~|'S.;; GONTA, A, |determination of  antioxidant
Engineering, 18 — 21 septembrie . ] ]
MOCANU, L. activity  of  obtained bio-
2019. .
composites.
International conference | CEACIRU, M.; | Functionalization of chitosan with
“Achievments and Perspectives of | GONTA, M.; | carboxyl acids and their use in the
Modern Chemistry”October  9-11, | GUTU, I.; | inhibition process of N-
2019. CEACIRU, C. nitrosamines in cancer formation
INFOINVENT 2019, Salonul | GONTA, M.;
International de Inventii si Transfer | GUTU, I., | Procedeu de functionalizare a
Tehnologic, Ed. XVI, Chisinau, | CEACIRU, M., | chitosanului cu acid ascorbic.
R.Moldova, 20-23 noiembrie 2019. CEACIRU, C.
ROBU, S.;
INFOINVENT 2019,  Salonul o
GONTA, M., | Procedeu de grefare a quercetinei la
International de Inventii si Transfer R ]
) . MOCANU, L., | copolimeri din chitosan cu
Tehnologic, Ed. XVI, Chisinau, | |
) ) SIRBU, E., | anhidrida maleica
R.Moldova, 20-23 noiembrie 2019. R
CEACIRU, C.
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Conferinta Stiintifici a studentilor si | CEACIRU, C;

masteranzilor (cu participare | CEACIRU, M. Functionalizarea chitosanului prin
internationald) VIITORUL  NE obtinerea tiosemicarbazonelor cu
APARTINE EDITIA A IX-A. polifenoli cu aplicarea lor 1in
Culegere de teze. Chisinau:, 15 aprilie inhibitia formarii N-nitrozaminelor.
2019.

Sesiune nationala de comunicari CEACIRU, M. Functionalizarea chitosanului cu

stiintifice studentesti editia a XXIII-a,
etapa a I-a, Chisindu: 4 februarie -1
martie 2019.

acizi carboxilici si utilizarea lor in

procesul de inhibitie a N-
nitrozaminelor n formarea
cancerului.

Conducatorul proiectului

Gonta Maria. dr.hab., prof.univ.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific)
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