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INTRODUCERE

In tehnologiile moderne actuale este tot mai mare preocuparea pentru obtinerea de
noi produse si materiale smart si ecologice, care sa raspunda nevoilor societatii moderne in
continua schimbare si adaptate pentru un mediu prietenos.

Biomaterialele au reprezentat si vor reprezenta un interes aparte in multe ramuri de
studiu datorita proprietatilor de larg interes pe care le poseda, cum ar fi: biocompatibilitate si
biodegradabilitate, non toxicitate, posibilitate de Tnglobare Th medicamente transportoare cu
scopul Timbunatatirii si preventiei sanatatii populatiei.

Au fost studiati multi polimeri in dezvoltarea de biomateriale de larg interes tehnic,
insa chitosanul ocupa cu precadere unul din primele locuri dupa celuloza si poate fi utilizat cu
succes in solutii, ca hidrogeluri si/sau nano/microparticule si cu diferite grade de deacetilare,
cercetarea aducand mereu in atentie o gama larga de noi materiale cu proprietati biochimice
personalizate.

Chitosanul este un biopolimer ce se poate obtine din surse naturale, datorita
proprietatilor sale biochimice unice, cum ar fi biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, non-
toxicitatea, capacitatea de a forma filme, membrane etc. ofera aplicatii diverse, singur sau in
derivati de chitosan cu aplicatii biomedicale promitatoare, cum ar fi tehnici de
microincapsulare, in cresterea investigatiilor pentru livrarea de medicamente, compusi
biologici si vaccinuri etc. [Ilbrahim M.A. et al, 2023]. Datoritd proprietatilor sale
antimicrobiene, chitosanul este Th mod special un biomaterial promitator, ca utilitate,
activitatea fiind legatéa de natura sa cationica, fiind un compus care se alchileaza usor cu mai
multi compusi chimici.

Chitosanul si derivatii sai includ o varietate de substante fizico-chimice si biologice, cu
proprietati specifice si utilizari diverse (industria farmaceutica, aplicatii biomedicale,
stomatologie, industria alimentara, tratamente pentru ape reziduale, agrochimie, mediu i
utilizari industriale). Desi sunt multe studii pe chitosan si derivatii sai, examinarea unor
modalitati mai bune de a obtine noi derivati functionali, sunt inca strategii ce raman de



interes, in special privind utilizarea biopolimerului ca matrice in dezvoltarea derivatilor
biologici ca agenti antimicrobieni pentru o crestere a eficientei si specificitatii sale.
Motivatia personala in alegerea tematicii din programul doctoral a fost aceasta
abordare, o dorinta de a contribui la studii de actualitate cu privire la dezvoltarea unor noi
solutii pentru noi produse care sa imbunatateasca sanatatea umana, cresterea solubilitatii
chitosanului prin grefarea chimica a unor compusi cu grupari functionale adecvate, in
vederea obtinerii de noi produsi cu proprietati antibacteriene imbunatatite.
Din acest motiv, obiectivul principal al tezei de doctorat ("Studii privind caracterizarea
functionald pentru noi derivati de chitosan") a fost obtinerea de noi produsi, caracterizarea
unor noi compusi si derivati de chitosan functionalizat, avand proprietati specifice, care pot
indeplini si rol de biomateriale, precum hidrogelurile.
Cercetarea derulata in programul doctoral a avut urmatoarele obiective specifice:
= Obtinerea si caracterizarea de compusi cu chitosan, folosind ionii metalici Cu (I1), Zn(ll) si
respectiv Fe(lll), studii privind noi complecsi metalici, cu aplicatii specifice.

= Sinteza si caracterizarea fizico-chimica si structurala a noilor derivati de chitosan folosind
pentru functionalizare unele saruri cuaternare 4,4’-dipiridiliu.

= Evaluarea influentei sarurilor cuaternare 4,4’-dipiridiliu selectate si a factorilor de sinteza,
pentru realizarea de noi derivati de chitosan functionalizat, care sa prezinte proprietati
biologice eficiente, antioxidante si antibacteriene imbunatatite, ce pot oferi solutii pentru
aplicatii medicale viitoare.

Astfel, teza de doctorat prin diversitatea unor studii aduce rezultate noi, care dupa
cunostinta noastra sunt neraportate, privitoare la derivatii de chitosan cu liganzi N-
heterociclici, din clasa 4,4’-dipiridililor, saruri cuaternare atent selectionate.

Teza de doctorat intitulata "Studii privind caracterizarea functionala pentru noi derivati
de chitosan" cuprinde sase capitole principale, axate pe obiectivele de interes ale temei
propuse in programul doctoral.

Primele doua capitole reprezinta partea de documentare. Primul capitol (Studii privind
obtinerea de materiale functionalizate pe bazé& de chitosan) prezinta stadiul actual al
cercetarii si este o sinteza din literatura de specialitate despre chitosan, polimerul cu aplicatii
remarcabile, diverse, si caracterizarea derivatilor de chitosan, unele fiind despre biomateriale
raportate, rolul si importanta acestora. Urmatorul capitol (Viologeni, compusi heterociclici, din
clasa 4,4-dipiridilului) se refera la compusii organici, N-heterociclici care sunt de mare
interes actual in obtinerea de materiale noi si in tehnologii revolutionare.

Partea experimentala a demersului stiintific este prezentata incepand cu capitolul al
3-lea (Derivati ai chitosanului obtinuti prin complexare cu ioni metalici), care include pentru
inceput, stadiul incipient din cadrul programului doctoral, primele sinteze de noi compusi pe
baza de chitosan, complecsii de chitosan cu ioni metalici. Astfel, intr-o prima etapa s-au
sintetizat si caracterizat noi derivati, complecsi de chitosan cu ionii Cu(ll) si ionii Zn(ll), apoi
cu ionii Fe(lll), din solutii, variind tehnica de obtinere si factorii de influentad in procesul de
obtinere: temperatura, pH-ul solutiilor, timpul de contactare, raportul de masa intre compusi,
evaluand probele prin analiza spectrofotometrica (UV-VIS), structurala (FTIR), si morfologica
(SEM) si prin studiu cinetic la ionii Fe(lll) in mediul acid.

De la capitolul 4 sunt redate rezultatele cercetarilor proprii, contributia personala
originala referitoare la sinteza, compozitia chimica si proprietatile fizico-chimice, structurale si
biologice pentru noile produse obtinute, noii derivati de chitosan functionalizati, folosind
compusi organici, din clasa 4,4™-dipiridilului. Au fost obtinute si caracterizate structural, saruri
N-heterociclice, din clasa 4,4-dipiridilului (viologeni), compusi organici de interes major
pentru ingineria materialelor si tehnologii moderne, prin proprietatile lor specifice, cu
reversibilitate redox, activitate antifungica, antibacteriana si activitate redox. Sarurile
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sintetizate si utilizate in obtinerea de noi derivati de chitosan au fost: dibromura de N,N*-
difenacil 4,4-dipiridiliu si dibromura de N,N*-bis(p-nitro fenacil) -4,4- dipiridiliu care are doua
grupari NO, in plus fata de prima sare. S-au sintetizat si saruri derivate de la 1,2-bis(4- piridil)
etan precum dibromura de N,N-difenacil -1,2-bis(4-piridil) etan si respectiv dibromura de
N,N’ bis(p-nitro fenacil)-1,2-bis(4- piridil) etan.

Capitolul 4 (Cercetari privind functionalizarea chitosanului cu compusi N-heterociclici,
in solutie apoasd si factori de influentd) prezinta rezultatele cercetarilor privind
functionalizarea chitosanului cu aceste saruri cuaternare, compusi N-heterociclici, in solutie
apoasa, si factorii de influenta (timpul de contactare, temperatura de lucru, agitarea, raportul
de masa dintre chitosan:sare) pentru sinteza noilor derivati de chitosan, caracterizare
analitica si fizico-chimica, prin metode de analizd moderna de punere in evidenta a
structurilor produselor (UV-VIS, XRD, FTIR, SEM-EDX, voltametrie ciclica). Rezultate
promitatoare au fost obtinute pentru derivatul de chitosan cu dibromura de N,N-difenacil -
4,4 dipiridiliu.

In capitolul 5 (Cercetdri privind functionalizarea chitosanului cu séruri dicuaternare N-
heterocicilice, Tn mediu acid) sunt prezentate cercetarile privind functionalizarea chitosanului
cu aceleasi saruri N-heterociclice, in mediu acid (acid acetic 2%), factorii de influenta in
sinteza noilor derivati de chitosan si metodele de caracterizare a materialelor, structurilor si
proprietatile lor biologice Tmpotriva patogenilor si bacteriilor, pentru a urmari eficienta
derivatilor pentru aplicatii medicale viitoare.

In capitolul 6 (Hidrogeluri cu chitosan ca biomateriale pentru aplicatii medicale) se
prezintad importanta si relevanta hidrogelurilor pe baza de chitosan pentru aplicatii medicale si
farmaceutice si rezultatele exploratorii privind obtinerea de noi hidrogeluri de chitosan
functionalizat, caracterizate prin metode structurale (FTIR) si morfologice (SEM) si privind
activitatea antibacteriana impotriva E. coli, in vederea stabilirii importantei practicii
biomedicale.

Teza cuprinde concluzii finale, unde sunt prezentate succint cele mai relevante
rezultate din stadiul cercetarii, si contributile originale, perspective privind continuarea
cercetarilor si diseminarea rezultatelor cercetarii. Teza de doctorat cu titlul Studii privind
caracterizarea functionald pentru noi derivati de chitosan, se extinde pe 180 pagini si este
structurata in doua parti: partea documentara reprezinta 24% din intregul volum al lucrarii
(fara paginile cu referinte bibliografice), iar parte experimentala reprezintd 76% (fara paginile
cu referinte bibliografice), cu rezultatele de interes ale tezei, contributii originale personale in
domeniul materialelor noi. Referintele bibliografice sunt prezentate la finalul capitolelor; n
total sunt peste 410 referinte studiate. Sunt publicate 3 articole stiintifice (ISI &BDI), cu
rezultatele obtinute Tn subiectul tezei, la 2 articole sunt prim autor, la un articol sunt co-autor.
In lucrare sunt incluse 17 scheme, un numar de 72 figuri si 24 de tabele reprezentative.

Activitatile de cercetare au fost efectuate utilizand infrastructura moderna din
Universitatea Dunarea de Jos din Galati (www.ugal.ro), din Departamentul de Stiinta si
Ingineria Materialelor, Departamentului de Chimie Fizica si Mediu, cat si Centrele de
cercetare acreditate (,ECEE”, “BioAliment” si “Moras”).

Consideram ca rezultatele obtinute si prezentate in teza pot constitui un reper de
interes si initiere care sa incurajeze continuarea studiilor pe chitosan cu noi derivati de
chitosan, folosind saruri N-heterocicilice, sa exploreze si hidrogelurile cu acesti compusi, cu
activitate biologica, in gasirea de solutii viabile pentru sustinerea sanatatii umane.
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Introduction

In today's modern technologies, there is an increasing concern for obtaining new
smart and ecological products and materials, which must fulfill the needs of our modern
society, a society which is constantly changing and trying to find solutions for a friendly
environment. Biomaterials are of great interest in many fields of study due to their numerous
properties they possess. Those properties are represented by: biocompatibility and
biodegradability, non-toxicity and possibility of being used as drug carriers with the aim of
improving and preventing the health of the population.

Many polymers have been studied with the aim of developing new biomaterials of
wide technical interest, but chitosan mainly occupies one of the first places after cellulose
and can be successfully used in different forms such as:solutions, hydrogels,
nano/microparticles with different degrees of deacetylation.

Chitosan is a biopolymer that can be obtained from natural sources and possesses
unique biochemical properties such as biocompatibility, biodegradability, non-toxicity, the
ability to form films, membranes, etc. Both chitosan and chitosan derivatives are considered
promising biomedical products that can be included in microencapsulation techniques and
enhancing investigations for the delivery of drugs, biological compounds and vaccines, etc.
[lbrahim M.A. et al., 2023]. Due to its antimicrobial properties, chitosan is a promising
biomaterial, possesing a cationic nature and being a compound that is easily alkylated with
several chemical compounds.

Chitosan and its derivatives include a variety of physico-chemical and biological
substances, with specific properties and diverse uses (pharmaceutical industry, biomedical
applications, dentistry, food industry, wastewater treatment, agrochemistry, environment and
industrial uses). Although there are many studies on chitosan and its derivatives, the
examination of better ways to obtain new functional derivatives are still strategies that remain
of interest, especially regarding the use of biopolymer as a matrix in natural development and
biological derivatives as antimicrobial agents for a growth of its efficiency and specificity.

The personal motivation in choosing this topic was the desire to contribute to
reasearching studies regarding the development of new solutions for natural products that
could improve human health by increasing the solubility of chitosan and by modifying its
chemical structure in order to obtain new products with antibacterial properties.
= For this reason, the main objective of the doctoral thesis ("Studies regarding the

functional characterization for new chitosan derivatives") was to obtain new products, to
characterize new compounds and derivatives of functionalized chitosan, having specific
properties, which can also be used as biomaterials, such as hydrogels.
The research which was carried out in the doctoral programme had the following
specific objectives:
= Obtaining and characterizing compounds with chitosan, using metal ions Cu (ll), Zn(ll)
and respectively Fe(lll), studies on new metal complexes, with specific applications.

= Synthesis and physico-chemical and structural characterization of new chitosan
derivatives using some 4,4' dipyridyl quaternary salts for functionalization.

= Evaluation of the influence of 4,4' dipyridyl quaternary salts and synthesis factors, for
obtaining of new functionalized chitosan derivatives with biological properties, antioxidant
and improved antibacterial properties, which can be a solution for future medical
applications.

Thus, the doctoral thesis brings new results due to the diversity of some studies which
to our knowledge are unreported, regarding chitosan derivatives with heterocyclic N ligands,
from the 4,4'-dipyridyl class, carefully selected quaternary salts.
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The doctoral thesis entitled "Studies regarding the functional characterization for new
chitosan derivatives" includes six main chapters, focused on the objectives of interest of the
topic that were proposed in the doctoral programme.

The first two chapters represent the documentary part. The first chapter (Studies on
obtaining functionalized materials based on chitosan) presents the current state of research
and is a synthesis of many studies on chitosan, the polymer with remarkable diverse
applications and the characterization of chitosan derivatives. Many of the reported studies
are related to biomaterials, their role and importance. The second chapter (Viologens,
heterocyclic compounds, of class 4,4, dipyridyl) refers to organic, N-heterocyclic compounds
that are of great current interest in obtaining new materials and as revolutionary
technologies.

The experimental part of the scientific thesis is presented starting with chapter 3
(Chitosan derivatives obtained by complexation with metal ions) and includes the early
stages of the doctoral programme, the first syntheses of new compounds based on chitosan
which were the complexes of chitosan with metal ions. Thus, new derivatives were
synthesized and characterized:complexes of chitosan with copper ions Cu(ll) and zinc ions,
Zn(ll), then with Fe(lll) ions, from solutions . The new complexes were obtained by different
methods and under different conditions.The influencing factors in the obtaining process wre:
temperature, pH of solutions, contact time, mass ratio between compounds and ultimatly, the
samples werw analysed by spectrophotometric (UV-VIS), structural (FT-IR), and
morphological (SEM) analysis ) and by kinetic study of Fe(lll) ions in acidic medium.

Chapter 4 includes the results of innovative research and the original personal
contribution regarding the synthesis, chemical composition and physico-chemical, structural
and biological properties for the new products obtained. The new functionalized chitosan
derivatives were obtained using organic compounds included in 4,4 dipyridyl class (N-
heterocyclic salts). Initially, four N-heterocyclic salts named also as viologens (organic
compounds of major interest for materials engineering and modern technologies) were
obtained and structurally characterized, through their specific properties, with redox
reversibility, antifungal, antibacterial and redox activity. The salts synthesized and used for
obtaining new chitosan derivatives were: N,N'-diphenacyl 4,4'-dipyridylium dibromide and
N,N'-bis(p-nitrophenacyl)-4,4'-dipyridylium dibromide which has two NO, groups in addition to
the first salt. N,N'-diphenacyl-1,2-bis(4-pyridyl)ethane dibromide and N,N'-bis(p-
nitrophenacyl)-1,2-bis(4- pyridyl) ethane.

Chapter 4 (Research on the functionalization of chitosan with N-heterocyclic
compounds, in aqueous solution and influencing factors) presents the results of research on
the functionalization of chitosan with these salts, N-heterocyclic compounds, in aqueous
solution, and the influencing factors (contact time, temperature of synthesis, agitation, mass
ratio between chitosan:salt) for the synthesis of new chitosan derivatives, analytical and
physico-chemical characterization, through modern analysis methods to highlight the
structures of the products (UV-VIS, XRD, FT-IR, SEM -EDX, cyclic voltammetry). Promising
results were obtained for chitosan derivative with N,N'-diphenacyl-4,4'-dipyridylium
dibromide.

Chapter 5 (Research on the functionalization of chitosan with diquaternary N-
heterocyclic salts, in an acidic environment) presents the research on the functionalization of
chitosan with the same N-heterocyclic salts, in an acidic environment (2% acetic acid).The
influencing factors in the synthesis of new chitosan derivatives are discussed and there are
some methods for characterizing materials, structures and their biological properties against
pathogens and bacteria presented in order to track the effectiveness of derivatives for future
medical applications.
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Chapter 6 (Chitosan hydrogels as biomaterials for medical applications) presents the
importance and relevance of chitosan-based hydrogels for medical and pharmaceutical
applications and the exploratory results regarding the new functionalized chitosan hydrogels
which were characterized by structural (FTIR) and morphological methods (SEM). The
antibacterial activity against E. coli, was also studied in order to establish the importance of
biomedical practice.The thesis includes final conclusions that emphasize the most relevant
results from the research and the original contributions, followed by dissemination of the
research results.

The doctoral thesis with the title "Studies regarding the functional characterization for
new chitosan derivatives" contains 180 pages and is structured in two parts: the documentary
part represents 24% of the entire thesis o(without bibliographic references), and the
experimental part represents which 76%, with the interesting results of the thesis, original
personal contributions in the field of new materials. Bibliographic references are presented at
the end of the chapters; being over 410 references in total that were studied; 3 scientific
articles are published (ISI & BDI), with the results obtained regarding the topic of the thesis,
in 2 articles | am the first author, in one article | am co-author. The work includes 17
schemes, a number of 76 figures and 24 representative tables.

The research activities were carried out using the modern infrastructure of Dunafrea
de Jos University of Galati (www.ugal.ro), Materials Science and Engineering Department
and Physical and Environmental Chemistry Department, as well as the accredited research
centers ("ECEE", " BioAliment" and "Moras").

We believe that the results obtained and presented in the thesis can be of great
interest and initiation that will encourage the carryng out of new studies on chitosan with new
chitosan derivatives, using N-heterocyclic salts, in order to obtain other hydrogels with these
compounds that could have biological activity, in finding viable solutions to support human
health.
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1. STUDII PRIVIND OBTINEREA DE MATERIALE FUNCTIONALIZATE

PE BAZA DE CHITOSAN
Acest capitol prezinta stadiul cercetarilor referitoare la biomateriale care au ca baza
chitosanul, parametrii i proprietatile speciale si importanta lor. Chitosanul alaturi de celuloza,
este biopolimerul cel mai raspandit in natura, un polizaharid natural obtinut prin dezacetilarea
chitinei, devenit un biomaterial cu interesante si multiple aplicatii in multe domenii, daca ar fi
sa amintim doar domeniul medical, datorita proprietatilor biologice importante,
biocompatibilitatii, biodegradabilitatii si toxicitatii scazute, sau in tehnologia farmaceutica, ca
agent antimicrobian si antitumoral [Kritchenkov A.S. et al., 2020; Chylinska M. et al., 2019].
Este discutata si obtinerea derivatilor de chitosan, in diferite forme si implicarea ampla a
acestora in domenii de aplicatii diverse. Chitosanul are 0 mare capacitatea de a fi modificat
chimic, dar raman limitari ale derivatilor de chitosan sintetizati datorita solubilitatii sale limitate
in apa, prezentand dezavantajul solubilitatii reduse ceea ce ii limiteaza utilizarea terapeutica
[Khan A. et al., 2021; Wang W. et al., 2020; Palmese L.L. et al., 2019; Liu C.et al., 2019].
Desi sunt multe studii pe chitosan si derivatii sai, examinarea unor modalitati mai bune de a
obtine noi derivati functionali, sunt inca strategii ce raman de interes, in special privind
utilizarea biopolimerului ca matrice in dezvoltarea naturala si a derivatilor biologici, ca agenti

antimicrobieni pentru o crestere a eficientei si specificitatii sale.

1. VIOLOGENI - COMPUSI HETEROCICLICI DIN CLASA 4,4-DIPIRIDILULUI

Compusii heterociclici sunt tipuri de molecule organice importante in chimia
medicinala si sunt folositi ca medicamente pentru diferite afectiuni, cu gama larga de aplicatii
terapeutice [Sirbu R. et al., 2019, Carver P.L. et al., 2019]. Structurile viologene reprezinta
candidati viabili in sintezele de noi compusi cum ar fi derivatii de chitosan cu proprietati
farmacologice sau medicale [EI-Naggar M.M. et al.,, 2020]. Combinatia de saruri N-
heterociclice (viologeni) cu chitosan cationic poate ajuta la crearea chitosanului functional
prin introducerea sarii heterociclice adecvate pentru reactile de adaugare sau substitutie ale
gruparii functionale care contin N deja formate [Botezatu (Dediu) et al., 2023; Costea |.F. et
al., 2022].

PARTE EXPERIMENTALA
3. DERIVATI Al CHITOSANULUI OBTINUTI PRIN COMPLEXARE CU IONI METALICI

Chitosanul ofera o disponibilitate mare prin gruparile functionale de pe structura
care faciliteaza interactiunea cu cationi si anioni, care au ca efect o imbunatatire a
capacitatii de legare, iar procesele de chelare decurg relativ rapid [Chen Z. et al., 2022, Al
M.A. et al., 2021]. Literatura prezinta diferite sisteme de complexare folosind ionii metalici,
cupru si zinc, cadmiu, mangan, ioni importanti in produse pentru industria farmaceutica si
domeniul medical [Luo X.Y. et al., 2022; Maia M. et al., 2020]. Rezultatele obtinute de
diversi cercetatori indica faptul ca prezenta ionilor metalici in solutie aduce modificari ale
complexului de adsorbtie a chitosanului [Carver P.L et al., 2019; Maia M. et al., 2020].

3.3. Complecsi de absortie ai ionului de Cu(ll) si Zn (Il) cu chitosan

S-a initiat studiu pentru procesul de adsorbtie al citosanului cu ionii metalici.
Granulele de chitosan se gasesc in diferite forme si sunt biopolimeri microporosi, prin
urmare porii sunt destul de mari pentru a permite adsorbtia unor ioni metalici cum ar fi de
Zn(ll), si Cu(ll), pe structura polimerica a chitosanului [Chen Z. et al., 2022; Wang M. et al.,
2019].
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S-au realizat probe de chitosan folosind ionii metalici Cu(ll), respectiv Zn(ll), singulari
si in amestec, la pH-ul solutiilor intre 6-8, conditiile optime pentru adsorbtia acestor ioni
[Cruz-Lopez L.P. et al., 2021], cu modificarea unor parametri de lucru. Probele au fost agitate
pentru timp de contactare de 15, 30 si 45 min., la 450 rpm (selectata ca fiind optima), la
temperatura camerei, dupa care produsul obtinut s-a filtrat pe hartie cantitativa. Solutiile de
supernatant au fost analizate spectroelectrochimic, utilizdnd un spectrofotometru UV-VIS
T90+, la lungime de unda situata intre 200-900 nm, folosind cuve de cuart (Schema 3.1).

Cu+Ch
cuan) | . > . E ‘

pH
o Conductivitate

‘ U'evis

Zaq) N — 450 rpm.

Schema 3.1. Obtinerea de noi complecsi de chitosan cu ionii de Cu(ll) si Zn(ll)

S-a constatat ca perioada de contactare influenteaza pH-ul, conductivitatea, precum
si absorbanta din spectrele UV-VIS ale solutiilor apoase dupa procesul de complexare
(Figura 3.4). Odata cu cresterea perioadei de contactare creste gi absorbanta si se
regasesc picuri la A dupa 240 nm. Chitosanul fiind un polimer cu capacitate de retinere
mare are o absorbtie mai rapida pentru ionii de zinc, comparativ cu ionii de cupru, care se
retin mai greu. O explicatie ar fi ca, retentia ionilor metalici pe chitosan este puternic
dependenta si de modificari de pH, de masa moleculara, de proprietatile specifice ale
fiecarui ion metallic. La 30 min. dupa contactare, absorbanta scade, cand sunt prezenti
ambii ioni simultan Tn solutie, fiind un echilibru de adsorbtie intre componenti.
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Figura 3.4. Variatia absorbantei cu timpul de Figura 3.7. Spectru de absorbtie in UV-

contactare pentru sistemul chitosan-Cu(ll) VIS pentru sistemul complex chitosan -
(rosu), chitosan-zn(ll) (albastru), chitosan- Zn(ll) - Cu(ll); timp de contactare: 15 min.
Zn(11)-Cu(ll) (negru) (grena), 30 min. (rosu) si 45 min.
(albastru)

S-au determinat ioni de Zn(Il) adsorbit de chitosan prin diferenta dintre Zn(ll), initial in
probele cu chitosan (10 mg/L) si Zn(ll) din filtrat. Pentru complexul chitosan cu ionii de zinc
are loc adsorbtia ionilor, de la inceputul contactarii cu chitosanul. Odata ce creste perioada
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de contactare, se inregistreaza o scadere a Zn(ll) retinut, prin epuizarea legaturilor
disponibile din structura moleculei de chitosan. in cazul complecsilor chitosanului cu ambii
ioni metalici (Zn(ll) si Cu(ll)), valorile absorbantei sunt mai mari decét in cazul sistemelor cu
chitosan si ionii metalici individuali. Spectrul UV-VIS privind actiunea sinergica a celor doi
ioni metalici pe structura chitosanului (Figura 3.7), reda ca ambii ioni se absorb pe
molecula chitosanului si odata cu cresterea perioadei de contactare, se regasesc doua
picuri, la A de 240 nm, iar dupa 45 de min., un palier la A intre 264-300 nm.

3.4. Complecsi de absortie ai ionului Fe (lll) cu chitosan

Chelarea cu ioni de Fe (lll) indica o coordonare puternica cu gruparile functionale, cu
interactiune dependenta de pH. Pentru pH acid, grupéarile cu azot din chitosan sunt active
in formarea legaturilor chelate, favorizédnd viteze de reactie pentru care absorbtia ionilor
metalici de fier implica un complex de transfer de sarcina [Chen Z. et al., 2022; Wang M.
et al., 2019]. S-a studiat eficienta de adsorbtie pe fulgi de chitosan prin modificarea
timpului de contactare si a concentratiei ionilor ferici, in mediu acid. Influenta unor
parametri in echilibrul de absorbtie este de interes pentru explicarea capacitatii ionilor de
Fe (lll) de a forma legaturi chelate cu chitosanul [Wang M. et al., 2019; Mahir T. et al.,
2018].

Experimente de adsorbtie

Chitosanul aflat in contact cu ionii Fe (Ill) (1 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L si 200 mg/L
Fe) a fost analizat prin modificarea unor parametri, experimente repetate de doua ori, la
temperatura camerei (Schema 3.2):

a) timpul de contactare: 100 mg fulgi de chitosan in contact cu 50 mL, din solutie
cu 100 mg/L si respectiv 200 mg/L Fe (lll), la 380 rpm (agitare mecanica) si timp de
contactare variabil intre 5 min. si 600 de min.

b) raportul fazelor de contactare: chitosan 100 mg si 200 mg cu 100 mg/L Fe (lll) si
respectiv 200 mg/L Fe (ll), timp de contactare de 540 min., 380 rpm.

c) efectul pH-ului in intervalul 1-7, la proba obtinuta din 100 mg chitosan cu 100
mg/L Fe (lll), timp de contactare 60 min., la 380 rpm, folosind HCI 0,1 N si NaOH 0,1 N.
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Schema 3.2. Obtinerea de noi complecsi de chitosan cu ionii de Fe (llI)
3.4.2. Rezultate si discutii

Adsorbtia ionilor metalici la suprafata chitosanului are loc printr-un complex de
suprafata care implica atomi de azot [Burke, A. et al., 2020; Lapo B. et al., 2018 ]. Cand
agitarea este peste 200 rpm creste si eficienta retentiei ionilor de Fe [Cruz-Lopes L.P. et
al.,, 2021; Ali M.A. et al., 2021]. Dupa 300 de min. se stabileste un echilibru intre faze;
pentru 100 mg chitosan se observa retentia ionilor metalici similara, pana la concentratie
de 66,6 mg/L Fe(lll) (Figura 3.9). Capacitatea de adsorbtie a chitosanului pentru ionii
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metalici este mult mai mare in mediul cu pH mai scazut.
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Figura 3.9. Efectul Fe (lll) adsorbit Tn
lantul chitosanului in functie de timpul de
contactare. Conditii de reactie: 100 mg
absorbant, 50 mL solutie de 100 mg/L Fe
(111),380 rpm, t= 22°C.
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Figura 3.10. lonii de Fe (Ill) ramasi in
solutie dupa adsorbtie pe chitosan in
functie de timpul de contact. Conditii de
reactie: 100 mg adsorbant, 50 mL solutie

de 100 mg/L Fe (Ill) si 200 mg/L Fe (lll),
380 rpm, t= 22°C.

Bilantul de adsorbtie si complexare pe chitosan, la cantitati diferite de aceasta si
aceasi solutie de Fe (lll), se stabileste dupa 60 de min., favorabil ca timp de contactare
(Figura 3.10). Pentru cantitate mai mare de chitosan (200 mg adsorbant), echilibrul se
stabileste mai greu cu variatii de pH si a conductivitatii solutiei. Cantitatea de ioni de fier
(1) adsorbiti creste odata cu timpul de contactare, atingand un echilibrul stabil in 5 ore, in
ambele probe. Dupa 240 de min., ca timp de contactare intre componenti, pH-ul de 5,5 de
la filtrat, ramane constant in ambele probe cu 100 mg/L Fe si respectiv cu 200 mg/L Fe
(Figura 3.11.a). Conductivitatea specifica a solutiilor indica aceeasi tendinta; o scadere a
valorilor pana la stabilirea echilibrului intre faze (Figura 3.11.b).

Retentia ionilor de Fe (lll) pe chitosan este puternic dependenta de modificarile
pH-ului. Daca pH-ul este puternic acid, atunci chitosanul este dizolvat, in timp ce pentru
pH mai mare de 4,5 s-a observat formarea unui sistem coloidal. in solutii mai acide, mai
multi protoni vor fi disponibili pentru a protona grupérile amino din chitosan pentru a forma
grupari protonice -NHs", reducand numarul de legaturi disponibile pentru adsorbtia Fe (lII).
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Figura 3.11. Efectul Fe (lll) absorbit in lantul chitosanului in functie de timpul de
adsorbtie urmarind variatia pH-ului (a) si conductivitatea specifica a filtratelor (b). Conditii
de reactie: 100 mg adsorbant, 50 mL solutie de 100 mg/L Fe (lll), 380 rpm, t= 22°C.
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O adsorbtie optima a ionilor ferici de 19,87 + 0,15 mg/L a fost obtinuta la pH intre
3,0-3,2. Capacitatea de adsorbtie a chitosanului dupa un timp de contactare de 60 de min.
scade cand pH-ul este mai mare de 3,2, adsorbtia ionilor de fier este eficienta, suprafata
totala a chitosanului fiind ocupata. Gruparile amino libere iau parte la legarea ionilor de Fe
(1) pe suprafata chitosanului, dar gruparile hidroxil si gruparile carbonil pot participa si la

proces de coordonare cu gruparile amin

B. Analiza izotermei de adsorbtie

0.

Conditiile optime ale procesului de echilibru au fost: 100 mg chitosan adsorbant,
cantitate mentinuta constanta, ionii Fe (lll) intre 25-200 mg/L, pH-ul de 3,20, timp de
contactare de 600 min. Rezultatele sunt prezentate in Figura 3.13 si Figura 3.14.
Rezultatele obtinute au indicat ca, la temperatura camerei, cantitatea de ioni de fier (lll)
adsorbiti pe molecula de chitosan creste odata cu timpul de contactare, ajungandu-se la un

echilibru intre componenti de cca. 5 ore.
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Figura 3.13. |zoterma de adsorbtie a

ionilor Fe (Ill) pe chitosan

L e AT :
Figure 3.16. Imagini SEM ale chitosanului modificat dupa sorbtia cu ioni de Fe (lll): 200 mg
adsorbant cu 1 mg/L Fe (lll) (a) si 500 mg adsorbant cu 50 mg/L Fe (llI) (b).
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Figura 3.14. |zoterma de adsorbtie

Freundlich

Din izoterma Langmuir, datele de echilibru din ultima valoare a capacitatii de
adsorbtie pe chitosan indica 82,30 mg Fe/g chitosan [Ali M.A. et al., 2021], mecanismul
absorbant datorandu-se interactiunilor ionice si complexarii cu gruparile functionale ale
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chitosanului. Capacitatea de adsorbtie pentru Fe (lll) este mare in comparatie cu valoarea
obtinuta pentru alti ioni si alti absorbanti [Ali M.A. et al., 2021]. Izotermele de adsorbtie de
echilibru pentru ionii de fier au indicat dupa 60 de min. peste 82,30 mg Fe/g chitosan,
adsorbant, capacitate de retentie. Procesul de sorbtie este adaptat izotermelor Freundlich si
Langmuir, dar izoterma de echilibru a fost mai adecvata cu modelul Langmuir [Burke A. et al.,
2000, Lapo B. et al., 2018].

Fulgii de chitosan sunt biopolimeri microporosi suficient de mari pentru a permite
trecerea ionilor de Fe(lll). Analiza SEM ofera un indiciu ca mecanismul de absorbtie a ionilor Fe
(Il1) pe chitosan este un fenomen complex si implica formarea de noduli pe structura
chitosanului prin adsorbtia ionilor metalici, prin coordonare puternica cu gruparile functionale
ale chitosanului (amina si hidroxil), fiind un adsorbant eficient pentru retentia ionilor metalici cu
posibile aplicatii Tn medicina si mediu (Figura 3.16).

4. CERCETARI PRIVIND FUNCTIONALIZAREA CHITOSANULUI CU COMPUSI
N-HETEROCICLICI, iN SOLUTIE APOASA, SI FACTORI DE INFLUENTA

Se prezinta sinteza in mediu apos pentru obtinerea de noi derivati de chitosan,
folosind saruri cuaternare de dipiridiliu. Rezultatele pentru derivatul de chitosan, folosind
dibromura de N,N’-difenacil- 4,4-dipiridiliu notat (CHS) sunt publicate in Journal of Physics:
Conference Series; Bristol 2021, vol. 1960, Nr. 1 (DOI:10.1088/1742-6596/1960/1/012001) si
confirma ca structura de functionalizare a chitosanului este influentata de mai multi factori.

Probele de chitosan, din surse diferite, prezinta disociere pentru mediul apos,
rezultand un pH slab bazic, ceea ce indica solubilizare limitata pentru chitosan, atat
chitosanul din probe comerciale cat si chitosanul din probe farmaceutice.

4.4. Functionalizarea chitosanului in mediul apos cu dibromura de N,N’- difenacil- 4,4’-
dipiridiliu
Modificarile chimice ale chitosanului sunt necesare pentru ai imbunatati solubilitatea

sa scazuta, in solutii apoase si pentru a obtine noi materiale cu proprietati distincte, chitosan
functionalizat pe structura polimerica, utilizarea de compusi N-heterociclici fiind o solutie de
interes pentru cercetare Tn acest scop scop [ EI-Naggar M.M. et al., 2020; Kritchenkov A.S. et
al., 2020].
Confirméandu-se capacitatea de legare in lantul biopolimeric al chitosanului a sarii
cuaternare de dibromura de N,N*- difenacil- 4,4-dipiridiliu (cap.4.3 - analiza structurala prin
spectre FTIR [Costea (Nour) I.F. et al., 2022] s-a experimentat obtinerea de noi derivati de
chitosan, urmarind influenta mai multor factori de influenta in procesul de sinteza.

4.4.1. Materiale si proceduri de sinteza

S-a folosit pulbere de chitosan (CH), Ci,H4N>Oq, chitina poli (D-glucozamina)
deacetilatd (M=340 g-mol™) achizitionata de la firma Sigma-Aldrich si sarea N-heterociclica,
dibromura de N,N*- difenacil- 4,4-dipiridiliu (C,sH»6Br.N,O,; M = 554 g-mol'l) (notata S),
sintetizata si purificata in laboratorul de chimie organica conform referintei [Dinica R.M.,
2007; Furdui B.et al., 2012], cu structura moleculara:
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Etapele de lucru in functionalizarea chitosanului cu sarea cuaternara de dipiridiliu sunt
prezentate in Schema 4.2 si imagini din procesul de sinteza in Figura 4.9. S-au modificat
unii parametrii de lucru, cum ar fi timpul de contactare intre compusi, temperatura de sinteza
si este modificat raportul de masa de chitosan : sare cuaternara dipiridilica.

s 900 rpm

Schema 4.2. Procedeu experimental de functionalizare a chitosanului (CH) cu sarea,
dibromura de N,N’-difenacil- 4,4-di

E

piridiliu (S), raportul de masa chitosan:sare fiind 20:1

Figura 4.9. Imagini din procesul de sinteza pentru derivatul de chitosan notat CHS

Parametrii de lucru experimentati pentru trei sinteze diferite, in vederea obtinerii de

noi derivati de chitosan sunt prezentati in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Conditii de experimentare in sinteza derivatilor de chitosan CHS, cu dibromura de

N,N*-difenacil- 4,4-dipiridiliu (S), varianta de sinteza (a) — (c)

Parametrii Sinteza (a) Sinteza (b) Sinteza (c)
timp de contactare T (°C)
min.)
CH - chitosan (@) 0,20 15 0,20 20 0,20
S - sare de dipiridiliu (g) 0,01 30 0,01 30 0,01; 0,02
viteza de agitare (rpm) 900 45 900 40 900
90 120 min. 60 90 min. timp
120 timp de 70 de contactare
la 22°C contactare 80 la 70°C
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4.4.4. Factori de influenta in procesul de sinteza a derivatilor de chitosan CHS
4.4.4.1. Influenta timpului de contactare

Probele uscate obtinute pentru chitosan, CHS au indicat randament intre 67 — 77 %
variabil in functie de timpul de contactare in procesul de sinteza (Figura 4.10.a). Randament
de sinteza > 77 % s-a nregistrat pentru timpul de contactare de 90 min., iar pentru timpul de
contactare de 120 min., randament cu valoarea cea mai mica, de 67 %.
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Figura 4.10. Evolutia randamentului de sinteza (n%) a derivatilor de chitosan CHS:
(a) - sinteza la t =22°C, pentru timp de contactare variabil, intre 10 min. si 120 min.;
(b) - sinteza cu temperatura modificata (20°C si 80°C), pentru timp de contactare de 120 min.

Sinteza pentru derivatul de CHS la temperatura camerei, pentru solutiile filtrate a
indicat pH intre 6,0 - 6,5 (Figura 4.11.a). Pentru timp de contactare variabil (15 - 120 min.),
s-a inregistrat o usoara crestere de pH, de la 6,56+0,02 (la 15 min.) la 6,72 £ 0,06 la 120
min. Dupa 72 de ore s-a observat ca toate solutiile filtrate indica o scadere usoara de pH,
intre 0,10 + 0,5 unitati de pH, ca rezultat al echilibrului intre gruparile functionale.
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Figura 4.11. Evolutia pH-ului in filtrate pentru sinteza derivatilor de chitosan CHS:
(a) sinteza la t=22°C cu timp de contactare variabil, intre 10 min. si 120 min.; (b) -
sinteza cu temperatura modificata, intre 20°C si 80°C, timp de contactare de 120 min.

Temperatura [°C]

Pentru solutile de sinteza, in solutie apoasa, pentru noii compusi de chitosan
functionalizat, la adaugare de sare dipiridilica, pH-ul scade, fiind spre slab acid, ceea ce
sugereaza realizarea de organizari structurale favorabile intre chitosanul polimeric si sarea
cu nuclee dipiridinice; valorile de pH ramén intre 6,3+0.2. Conductivitatea electrica a
solutiilor, pentru filtratele rezultate din derivatii de CHS au indicat valori intre 329 +3 pS/cm,
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prin cresterea sarcinii ionice din solutii, prin prezenta sarii cuaternare dipridilice, comparativ
cu chitosanul fara adaos de sare care a indicat valori intre 270 +2 uS/cm.

4.4.4.2. Influenta temperaturii de sinteza

Pastrand timpul de contactare constant, s-a modificat temperatura procesului de
sinteza. Pentru probele derivatilor de chitosan CHS pentru timp de contactare de 120 min.,
cand temperatura a fost modificata, intre 20°C + 80°C s-a obtinut o crestere a randamentului
de sinteza, n > 76% (Figura 4.10.b). Pentru temperatura de 20, 40 si 50°C randamentul se
mentine Tn aceleasi valori. Temperatura optima sugerata pentru procesul de sinteza in
obtinerea derivatului de CHS este intre 50+70°C, dar intervin modificari structurale ca de
altfel in orice schimbare a parametrilor in procesul de sinteza. Prin adaugarea de sare N-
heterociclica, randamentul de sinteza pentru derivatii de chitosan CHS indica o crestere
moderata, in functie de modificarea perioadei de contactare intre compusi si prin modificarea
temperaturii in procesul de sinteza.

4.4.4.3. Raport de masa chitosan : sare cuaternara de dipiridiliu

Amestecuri de chitosan-sare cuaternara de dipiridiliu, Th apa bidistilata, formate din
0,2 g chitosan cu 0,01 g sare (raportul de masa intre chitosan-sare fiind 20:1) si respectiv
formate din 0,02 g sare (raport chitosan-sare fiind 10:1) s-au mentinut la temperatura de
70°C, si timp de contactare de 90 min. S-a observat ca la cresterea de sare cuaternara
dipiridilica, ramane sare in solutie, iar influenta asupra gradului de substitutie a chitosanului
este redusa, prin eficienta de absorbtie limitatd in lantul chitosanului. Conductivitatea
specifica a probelor pentru sinteza de sare (raportul intre chitosan-sare fiind 10:1) indica o
crestere cu aproximativ 50%, ce confirma ca nu este un avantaj sa avem cantitate mai mare
de sare, nu se realizeaza legaturi stabile la structura chitosanului.

4.4.5. Caracterizarea structurala a derivatilor de chitosan CHS
S-a realizat caracterizarea structurala prin analiza de difractie cu raze X (XRD) si prin
Spectroscopia in Infrarosu cu Transformata Fourier (FTIR).
4.4.5.1. Spectrele de difractie cu raze X (XRD)
Spectrele de difractie de raze X (XRD) inregistrate pentru derivatul de chitosan
functionalizat CHS si proba de chitosan CH, obtinute in conditiile de la sinteza c (Tabelul
4.1) sunt prezentate in Figura 4.14.

- “'\/
: ch 9«77
" \“ Ch-s
Fum \
Yy

o fai Y
, o
500 MMWNWMfWW -

Wavenu

Figura 4.14. Spectre de difractie de raze X  Figura 4.15. Spectrele FTIR pentru derivatul
(XRD) pentru derivatul de chitosan CHS de chitosan CHS (albastru) si chitosan CH
(albastru) comparativ cu chitosan (rosu) (rosu), probe obtinute Tn aceleasi conditii de

sinteza (sinteza c - tabelul 4.1), raportul de
masa chitosan: sare fiind 20:1

Din imaginea spectrelor se observa o anumita modificare a cristalinitatii derivatului de
chitosan CHS datorita reactiei de adsorbtie pe structura polimerului de chitosan, varfurile
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scurte si plate indica ca probele au o cristalinitate foarte scazuta si un factor bun de
adsorbtie. Modificarile cristalinitatii derivatului de chitosan CHS sunt mai evidente cu
aranjament intre unghiul de 30-40 ©, prin prisma maselor moleculare mari si a gruparilor
functionale din structura compusilor.Analiza realizata prin XRD este totusi insuficienta pentru
a edifica structura noului produs, derivatul de chitosan CHS, pentru ca se impune utilizarea
unui alt echipament, mult mai sensibil care sa indice spectre de difractie la unghi mai mic de
10 © [Costea(Nour) L.F. et al., 2021].

4.4.5.2. Evaluare structurala prin Spectroscopia in Infrarosu cu Transformata
Fourier (FTIR)

Pentru caracterizarea structurilor se folosesc diferite alte instrumente de caracterizare
[De Masi A. et al., 2019; Ibrahim M.A. et al., 2023], dar si FTIR, fiind utila pentru a identifica
structura chimica a noilor derivati de chitosan. Probele analizate prin FTIR pentru noul
derivat sintetizat CHS au prezentat benzi caracteristice identificate in spectrele chitosanului
dar si alte benzi noi, confirmand noi structuri, precum si stabilitatea compusilor. In prima
zona, frecventa de vibratie corespunde gruparilor functionale hidroxil -OH si legaturilor C-C,
din structura chitosanului, cu o diminuare a transmitantei, la derivatul CHS. De la pozitia
3288 cm™ 1n proba de chitosan CH s-au produs deplasari de 1 cm™, pana la maxim 4 cm™
spre dreapta pentru derivatul de chitosan CHS (Figura 4.15).

Pozitile parametrilor spectrali reprezentativi sunt prezentate in Tabelul 4.2, asociati
cu caracteristicile principale de vibratie ale unor tipuri de legaturi, din structurile investigate,
ce pot fi asociate unor grupari functionale in structura chitosanului si la noii compusi ai
derivatilor sintetizati.

Tabelul 4.2. Pozitia benzilor reprezentative cu vibratiile responsabile
Tn derivatul de chitosan CHS, din spectre FTIR

Probe Vo-H Vc-c Vc=0 ON-H Oc-H Vc-o Vc-o
analizate

CH 3257 1879 1646 1580 1407 1162 1029
CHS 3882 1870 1647 1559 1374 1149 1024

Pozitia benzii de la 1559 cm™, prezenta in derivatul de chitosan CHS este absenta in
spectrul chitosanului analizat, fiind atribuita in acest caz prezentei legaturii C-N din structura
sarii cuaternare, dar poate fi prezent si in spectrul FTIR la probele de chitosan, cum s-a
dovedit pentru CH, si CH; la 1557 cm™ (cap. 4.3), atribuit structurii aminice. Pozitia benzii de
la 1024 cm™, atribuit leg&turii C-O indica o deplasare de -5 cm™ (spre stanga) pentru noul
complex structural al derivatului de chitosan CHS, in comparatie cu proba de CH. Benzile
caracteristice de la numarul de undad 893 cm™ si 422 cm™ au fost similare la chitosan si la noii
derivati de chitosan, dar intensitatea maxima difera, fiind mai mica pentru noii compusi, ceea
ce confirma implicarea in legaturi cu sarea N heterociclica, prin deformarea structurilor.
Asadar, in spectrul chitosanului derivat functionalizat CHS se observa o diminuare a
transmitantei, fiind un proces de modificare a structurii chitosanului.

4.5. Functionalizare pentru noi derivati de chitosan cu diferite saruri dipiridilice
n mediu apos

Privind functionalizarea polimerului s-au utilizat si alte saruri N-heterociclice, din clasa
4,4 dipiridiliu, pentru a urmari daca are influenta structura acestor compusi organici, in
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procesul de alchilare la chitosan, in sinteza pastrand temperatura constanta si timpul de
contactare acelasi.

S-au utilizat in plus fata de sara notata cu S; (dibromura de N,N-difenacil -4,4*-
dipiridiliu), si sarurile notate S, (dibromura de N,N-bis(p-nitro fenacil) -4,4- dipiridiliu), S
(dibromura de N,N™-difenacil 1,2-bis(4- piridil) etan) si respectiv, S, (dibromura de N,N’ bis(p-
nitro fenacil)-1,2-bis(4- piridil) etan). Conditiile de lucru au fost stabilite ca fiind cele optime,
prin prisma rezultatelor obtinute la derivatul notat CHS (cap. 4.4), raportul de masa intre
chitosan si sare fiind de 20:1. Intéi se realizeaza solubilizarea pentru chitosan, probele fiind
realizate in dublicat. Amestecul in solutia apoasa este agitat magnetic (900 rpm), timp de 90
min., mentinandu-se temperatura constanta de 70°C.

Probele se filtreaza (hartie cantitativa), dar procesul este unul anevoios; se usuca in
exicator timp de 48 h, se cantaresc la balanta analitica si se calculeaza randamentul de
sinteza, probele fiind pastrate apoi in vase Petri acoperite pana la analiza elementala si
structurala. Noii derivatii de chitosan functionalizat sunt notati CHS,;, CHS,, CHS;, CHS,
(Shema 4.3).

Ch

c 90 min.
CHS, bt
+50mlL,
X

Schema 4.3. Etape din procesul de sinteza de noi derivati de chitosan notati
CHS,, CHS;, CHS;, CHS,

4.5.4. Compozitia elementala |la derivatii de chitosan

Referitor la continutul de carbon total, C (%), din valorile obtinute se observa ca proba
de derivat de chitosan notata CHS; si CHS; prezinta aceeasi valoare, dar proba de chitosan
notatd CHS; indica o crestere de continut de C de +0,73 %, iar la proba de chitosan notata
CHS, o scadere de continut de C cu 0,71 % (Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Analiza continutului de azot total N (%) si carbon total C (%) la
a derivatii de chitosan notati CHS,, CHS,, CHS; si CHS,

Derivat N (%) C (%)

de chitosan calculat confirmat | calculat confirmat
CH 8,00 7,44 42,35 59,80
CHS; 9,56 5,99 43,06 60,09
CHS, 8,03 6,36 42 .63 60,82
CHS; 10,17 10,72 43,08 60,08
CHS, 7,97 5,85 42,71 59,37

Referitor la continutul de azot total, N (%), se observa ca derivatul de chitosan notat
CHS; indica cea mai mare valoare, de 10,72 %, o crestere de continut de azot de +3,28 %
comparativ cu proba de chitosan, fara adaos de sare N heterociclica, si respectiv o crestere
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la continutul de azot de +4,73 %, comparativ cu derivatul CHS;. O explicatie ar fi ca la sarea
S3 (dibromura de N,N’ bis(fenacil)-1,2-bis(4-piridil) etan) in structura, prezenta gruparii
etilenice favorizeaza ,infasurarea”, interactiunea cu lantul polimeric al chitosanului.

4.5.5. Evaluarea structurala prin Spectroscopia in Infrarosu cu Transformata

Fourier (FTIR)

Noii derivati ai chitosanului sintetizati pot genera retele compozitionale cu efect
sinergic, cand pot fi utilizati ca materiale biomedicale si aprofundarea structurilor este de
mare interes, pentru aplicatii viitoare. Pentru probele derivatilor de chitosan, notati CHS;,
CHS,, CHS; si CHS, s-au realizat spectre FTIR, prezentate in Figura 4.18, unde se observa
modificari in pozitia unor benzi caracteristice la derivatii de chitosan, cu reducerea
transmitantei, sugerand interactii in structura polimerica a chitosanului.

101 {2-Ch+Lr
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Figura 4.18. Spectre FTIR comparative pentru probele de chitosan CH si a
derivatilor de chitosan notati CHS,, CHS,, CHS; si CHS,

Frecventa de vibratie crespunzatoare gruparilor reactive -OH, in spectrul chitosanului
este absent in spectrul sarurilor cuaternare (nu se prezinta spectral). Aspectul de banda
larga la 3288 cm™, sugereaza existenta asocierilor prin legaturi de hidrogen, care apare in
solutie apoasa in structura derivatilor de chitosan sintetizati si se datoreaza efectului de
solvent. In spectrele IR ale derivatilor de chitosan benzile cele mai intense apar la 1191 cm™,
1085 cm™, 1049 cm™ si 1014 cm™. Analiza spectrald FTIR evidentiaza faptul c&, pentru
aceeasi grupare functionala in intervalul spectral 1400 — 1490 cm™, benzile caracteristice
sunt mai numeroase in spectrele derivatilor de chitosan functionalizat, ca efect al interactiunii
cu sarurile cuaternare dipiridilice. Din analiza FTIR, se observa ca sunt benzi caracteristice la
numarul de unda de 1647, 1559, 1149 si 1374 cm™, similar la chitosan si la noii derivati de
chitosan, cu deplaséri mici intre 1 cm™ si max 4 cm™.

4.6.Concluzii

4 Strategia de sinteza pentru noi derivati de chitosan functionalizat, in solutie apoasa,
datorita solubilitatii scazute a chitosanului, s-a concentrat pe alegerea adecvata a sursei
de chitosan (masa moleculara mare) si in stabilirea unor parametri de reactie, cum ar fi
temperatura de sinteza sau timpul de contactare dintre compusii chimici.

v' Sinteza chitosanului functionalizat in solutie apoasa cu sarea dibromura de N,N*-
difenacil -4,4- dipiridiliu s-a realizat in intervalul de temperatura 20°C - 80°C, pentru timp
de contactare de pana la 120 min (intre 15 min.- 120 min.).

v S-a observat ca prin adaugarea de sare N-heterociclica, randamentul de sinteza pentru
derivatii de chitosan CHS indica o crestere moderata, in functie de modificarea perioadei
de contactare intre compusi si prin modificarea temperaturii in procesul de sinteza, fiind
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obtinute randamente >70 % pentru probele uscate.

v" Desi chitosanul nu este total solubil in solutie apoasa, in prezenta sarii N-heterociclice
utilizate Tn procesul de sinteza, prin agitare mecanica, prin procesul de adsorbtie, la lantul
polimeric sunt observate unele modificari, schimbare de culoare in solutile probelor,
variatii de pH si la conductibilitatea solutiilor filtratelor.

v" Modificarile structurale pentru derivatii de chitosan CHS au fost confirmate prin analiza
XRD si spectrele FTIR, la toate probele, si deasemenea sunt sustinute de compozitia
elementala (C% si N%).

v' Interactiunile cu chitosanul pentru realizarea de noi derivati functionalizat sunt
confirmate utilizand si alte saruri N heterocicilice (dibromura de N,N™-bis(p-nitro fenacil) -
4,4~ dipiridiliu; dibromura de N,N’ difenacil-1,2-bis(4- piridil) etan si respectiv dibromura
de N,N’ bis(p-nitro fenacil)-1,2-bis(4- piridil) etan). Aceste saruri difera in structura prin
prezenta unor grupe etilen, pozitionate simetric si prezenta unor grupari functionale nitro
(NO,).

v" Modificarile structurale din spectrele FTIR la derivatii de chitosan functionalizat
confirma variatii in pozitia benzilor caracteristice, comparativ cu spectrul chitosanului, fara
adaos de sare N-heterociclica, obtinute in conditii de sinteza similare, si sustin prezenta
sarurilor cuaternare in structurile noi; raportul de chitosan:sare fiind de 20:1, datorita
masei moleculare mari a sarurile dipiridilice.

v' pH-ul este un parametru important al procesului de sinteza, ce nu poate fi neglijat in
obtinerea de noi produse, care vor avea proprietati distincte, solubilizare si caracteristici
biologice eficience, sau potential antibacterian, necesar in aplicatii biomedicale.

v'Studiile de investigare pentru aflarea masei moleculare pentru derivatii de chitosan CHS,
dar si pentru derivatii de chitosan functionalizat cu sarurile cuaternare dipiridilice, produsi
notati CHS;, CHS,, CHS; si CHS, sunt de interes in obtinerea de noi produse, pentru a
urmari solubilitatea acestora in mediul apos, pentru pH-ul fiziologic, si a Tmbunatati
activitatea antimicrobiana a chitosanului, material versatil cu aplicatii multiple.

v" Studiul privind mecanismele care guverneaza modul de actiune al compusilor, in solutie
apoasa in realizarea de noi structuri de derivati de chitosan, cu saruri dipiridilice este de
larg interes, natura/tipul probelor de chitosan este importantd, masa moleculara si gradul
de deacetialare ale chitosanului au un rol decisiv in procesul de sinteza.

5. CERCETARI PRIVIND FUNCTIONALIZAREA CHITOSANULUI CU SARURI
DICUATERNARE N-HETEROCICLICE, IN MEDIU ACID

in studiul prezent se descrie sinteza de noi derivati de chitosan cu dibromura de N,N*-
difenacil- 4,4-dipiridiliu si N, N"-difenacil)-1,2-bis(4-piridil)etan, in mediu de acid acetic, pentru
o0 solubilizare eficienta si pentru imbunatatirea activitatii antibacteriene a produselor.
Rezultatele  studiului  sunt  publicate in Carbohydrate Research, 2023,
doi.org/10.1016/j.carres.2023.108964. Se confirma functionalizarea chitosanului mult mai
eficientda in mediul acetic si influenta unor factori pentru imbunéatatirea proprietatilor,
indeosebi cele antibacteriene. Cercetarile s-au extins si cu alte saruri dipiridinice din aceiagi
clasa.

5.3.1. Materiale si sinteza sarurilor cuaternare

S-a utilizat chitosan de la sinteza de noi derivati de chitosan in mediu apos (cap. 4;
-C12H24N>049, M=340 g-mol'l, DD >75%). Pentru sinteza de noi derivati de chitosan s-au
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utilizat sarurile cuaternare dipiridilice, dibromura N,N'-difenacil-4,4'-dipiridiliu (notata Sr) si
dibromura de N,N' difenacil-1,2-bis(4-piridil)etan (notata Sm), aceleasi saruri utilizate in cap.
4. Sinteza, purificarea si caracterizarea sarurilor dipiridilice a fost realizata in laboratorul de
chimie organica al Facultatii de Stiinte si Mediu, din Universitatea Dunarea de Jos Galati,
utilizand toate etapele, asa cum s-a raportat in studiile anterioare. Caracteristicile structurale
obtinute sunt comparabile cu cele obtinute in referintele prublicate [Carac A. et al., 2018].
Diferenta dintre cele doua saruri dipiridilice este puntea etilenica in dibromura de N,N'
difenacil-1,2-bis(4-piridil)etan, care are o mobilitate optionala comparativ cu dibromura N,N'-
difenacil-4,4'-dipiridiliu, unde lipseste aceasta grupare etilenica. Pentru a le diferentia
structural am optat sa simplificam uneori notarea lor in text cu notatia Sr - sare cu punte
rigida, respectiv cu Sm - sare cu punte mobila (Figura 5.2).

J— P ST ONEr c:'f g
o 5ONL TN L NN T
:\E B x‘\ ff Q“: {f (He Cy :;{/_ \\=j£ W
C// o
dibromura de N,N'-difenacil-4,4'-dipiridiliu dibromura de N,N' difenacil-1,2-bis(4-
(notare Sr) (M = 554 g-mol™) piridil)etan (notare Sm) (M =582 g-mol™)

Figura 5.2. Structurile sarurilor cuaternare de dipiridiliu utilizate
5.3.2. Procedeu experimental pentru sinteza de noi derivati de chitosan

Initial s-au sintetizat sarurile N-herocicilice de interes, sarurile cauternare dibromura
de N,N'-difenacil-4,4'-dipiridiliu (Sr) si dibromura de N,N' difenacil-1,2-bis(4-piridil)etan (Sm)
(cap. 4.2.1), utilizate apoi la procedura experimentala de functionalizare a chitosanului
(Schema 5.1).
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Schema 5.1. Sarurile cuaternare dipiridilice si obtinerea probelor de
chitosan functionalizat

Procedura de lucru cu etapele desfasurate in sinteza noilor derivati de chitosan
functionalizat utilizdnd sarurile dipiridilice este redata in Schema 5.2. S-au cantarit cate 0,2 g
din fiecare sare dipiridilica dizolvate initial in 20 mL DMFA (N,N-dimetilformamida). S-au
preparat probe din chitosan (2 g) dizolvat in 200 mL acid acetic 2%. S-au preparat apoi
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probe de amestec chitosan si sare, in raportul de masa de 10:1, probe in triplicat cu
chitosanul dizovat si 0,2 g din fiecare sare.

15 min.
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Schema 5.2. Reprezentarea etapelor de lucru pentru sinteza si caracterizarea
noilor derivati de chitosan functionalizat, notati CHSr si CHSm

Probele de amestec chitosan si sare cuaternara dipiridilica au fost mentinute intr-o
baie cu ultrasonare 180 min., la temperatura camerei (35°C - 46°C - temperatura inregistrata
in solutie). La finalul experimentelor s-au adaugat cativa mL de NaOH 15% si s-au observat
coloratii specifice pentru hidrogelurile rezultate, in functie de structura chimica a derivatilor
sintetizati. Probele cu derivatul de chitosan functionalizat cu dibromura de N,N'-difenacil-4,4'-
dipiridiliu (Sr), notat CHSr, prezinta o culoare violet intensa, iar derivatul de chitosan cu
dibromura de N,N' difenacil-1,2-bis(4-piridil)etan (Sm), notat CHSm un galben inchis. Proba
de chitosan fara sare dipiridilica pastreaza un alb argintiu. O explicatie a culorilor este
proprietatea sarurile cuaternare de dipiridiliu, care la tratarea cu baze tari formeaza compusi
ilidici [EI-Gharably A.A. et al., 2022; Nadagouda M.N. et al., 2022].

Probele obtinute ale noilor compusi au fost filtrate, la o trompéa de vid. La filtratele
rezultate s-au adaugat 400 mL de apa distilatad si amestecul a fost supus la ultrasonare timp
de o oré, apoi la centrifugare timp de 15 min. la 5000 rpm, la 5°C. In final, sedimentul rezultat
a fost plasat in vase Petri si a fost uscat n etuva, la 60°C, timp de 24 de ore.

Asgadar, probele de chitosan si derivatii de chitosan functionalizat au fost sintetizate n
mediu acetic 2% si uscate la temperatura de 60°C. Randamentul de sinteza pentru probele
de chitosan functionalizat a fost > 65 % (65,30 +0,22, din probe triplicat).

Dupa uscare, probele au fost analizate pentru caracterizare fizico-chimica si
structurald, morfologica (echipamente prezentate in Figura 5.3) si pentru potentialul
antibacterian comparativ cu probele de chitosan obtinute in aceleasi conditii experimentale.
Toate probele pregatite de experimentare au fost pastrate pe baie de ultrasunare pentru
dizolvare si omogenizare, cel putin 60 min. La final in solutile obtinute s-a masurat pH-ul
(3,5+0,1) si conductivitatea electrica specifica (0,5 mS/cm) (folosind un pHmetru Consort
C862).
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Spectrofotometrul UV-VIS FTIR, Nicolet iS50 (Thermb
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Figura 5.3. Aparatura utilizata pentru caracterizarea derivatilor de chitosan functionalizat

5.3.4. Mecanismul de interactiune

Procesul de sinteza s-a realizat fara nici o etapa de protejarea a gruparilor hidroxil,
folosind doua saruri N-heterociclice sintetizate in laborator (Figura 5.2), iar propunerea de
structura chimica pentru derivatul de chitosan sintetizat cu dibromura de N,N' difenacil-4,4'-
dipiridiliu (Sr) este prezentata in Schema 5.3. Se considera ca sarea de dipiridiliu notata Sr
poate reactiona cu gruparea amino din structura chitosanului forméand un complex de
molecule bifunctionale. Sarurile N-hetrocicilice dipiridilice utilizate in sinteza prezinta
citotoxicitate slaba si se poate considera ca pot aduce un aport eficient pentru speciile
reactive [ROS], in noii compusi [Cérac A. et al., 2018].
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Schema 5.3. Reprezentarea mecanismului de interactiune chimica dintre chitosan dibromura
de N,N'-difenacil-4,4'-dipiridiliu (Sr)

Functionalizarea chitosanului s-a realizat cu sarea de dipiridiliu, dizolvata initial n
DMFA, cand se obtine o structura ilidica. Reactia este un echilibru acido-bazic cu formarea
de ilida, dependenta de capacitatea nucleofila a carbanionului ilidic [Dinica et al., 2007;
Carac A. et al., 2018]. in aceastad stare intermediard, sarea cuaternard dipiridilica, prin
delocalizarea sarcinii anionice, cu formarea de ion extern reactioneaza cu gruparea amino
libera de la chitosan generand o legatura stabilda. Fiind o structura simetrica, structura
dipiridilica ilidica prin celalalt carbocation stabil se uneste cu gruparea amino a altei molecule
de chitosan, rezultdnd o reticulare a moleculelor, formandu-se un compus de molecule
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bifunctionale. Prin prezenta ionilor de azot cationic din inelul heterociclic, produsul obtinut
poate ataca deasemenea grupe amino libere a aminoacizilor si se pot studia compusii pentru
aplicatii biomedicale.

5.3.6. Caracterizarea spectroelectrochimica prin UV-VIS

Probele derivatilor de chitosan functionalizat (CHSr si CHSm) comparativ cu
chitosanul fara sare, au fost caracterizate in domeniul UV-VIS, desi chitosanul in sine este
transparent si este dificil de caracterizat structural prin metode de spectroscopie
spectroscopie [Costea (Nour) LF. et al.,, 2022]. Spectrele inregistrate pentru probele
derivatilor de chitosan 1% (Mgerivat/Vacia acetic1) @U prezentat absorbanta la Anax de 225 nm,
chitosanul a prezentat o valoare maxima de 0,49 a.u. iar la derivatul functionalizat notat
CHSm valoarea de 0,59 a.u. (Figura 5.4).

In schimb, spectrele derivatului functionalizat notat CHSr indicd o absorbantd mult
mai mare, de aproximativ opt ori mai intensa in comparatie cu derivatul notat CHSm si,
respectiv proba de chitosan (Figura 5.4.). Proba pentru derivatul notat CHSr a prezentat un
pic cu intensitate mare la Anax de 260 nm, cu absorbanta de 1,9 a.u, 1n probele diluate in
acid acetic (Figura 5.4.b). Spectrele inregistrate confirma ca structura chitosanului are
modificari, structura sa este functionalizata si este de asteptat ca proprietatile sa fie diferite
de cele ale chitosanului nefunctionalizat.
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Figura 5.4. Sprectre UV-VIS inregistratate la derivatii de chitosan functionalizat notati
CHSr si CHSm, probe dizolvate in acid acetic 1%

Pentru obtinerea de derivati de chitosan, pH-ul joaca un rol foarte important in sinteza
lor. La pH mai scazut gruparea amino (-NH,) este protejata. In cazul derivatului notat CHSr,
functionalizarea cu sarea cuaternard de dipiridiliu nu aratd modificari de pH in solutii.
(3,50+0,03) [Dediu Botezatu A. et al., 2023]. S-au inregistrat spectre si in DMSO, analiza
fiind utila pentru a explora proprietatile de biocompatibilitate a nolilor derivati pentru studiul
unor celule umane [Carac A. et al., 2018].

Spectrele obtinute in DMSO (solutie aprotica) confirma, de asemenea, o absorbanta
mai mare pentru derivatul de chitosan CHSr comparativ cu derivatul de chitosan CHSm si
respectiv chitosanul fara adaos de sare (Figura 5.5), dar absorbanta are o intensitate mai
redusa comparativ cu spectrele inregistrate in mediul de acid acetic (Figura 5.4). Acest
rezultat este o confirmare a prezentei perechilor de ioni in structura derivatilor de chitosan
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CHSr, aranjamente strcturale mai favorabile Tn mediul acetic decat in DMSO (un solvent
aproptic).
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Figura 5.5. Sprectre UV-VIS la derivatii de chitosan functionalizat, notati CHSr si
CHSm, probe dizolvate in DMSO

5.3.7. Caracterizarea structurala prin FTIR

Functionalizarea chitosanului (masa de greutate mare HMW) cu cele doua saruri N-
heterociclice cuaternare dipiridilice si obtinerea de noi derivati de chitosan este confirmata si
prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) (Figura 5.6). Analiza FTIR
este utila pentru caracterizarea biopolimerilor, deoarece ofera informatii despre structura
moleculara a compusilor chimici [Sanchez-Cid P. et al., 2022; Wei H. et al., 2022].

Spectrele in infrarosu ale noilor derivati functionalizati au prezentat benzi
caracteristice pentru gruparile functionale ale chitosanului, unitatile de glicozamide si
respectiv pentru gruparile functionale din structura chimica a sarurilor N-heterociclice.

in spectrul chitosanului pur s-au identificat benzile specifice structurii sale chimice,
respectiv o banda largé de absorbtie in regiunea 3320 - 3292 cm™, care este o vibratie
specifica intinderii O-H si intinderii N-H. Apare in spectru de asemenea suprapunerea
intinderii grupului O-H din inelul glucidic, la 2875 cm™ specifica intinderii C—H, la 1650-1655
cm™', banda de vibratie specificd amidei | si, de asemenea, vibratiile de deformare a aminei,
la 1558 cm™', benzi de vibratie ale indoirii, N-H din amina si amida Il, la 1375 cm™, o band&
specifica deformarii simetrice CH; si la 1026 cm™, o bandéa specifica vibratiei scheletice de
intindere C-O [Wei H. et al., 2022]. Tn spectrul chiosanului derivat functionalizat notat CHSr
banda de absorbtie observata la 2934 cm™ este specificd intinderii C—H, la 3292 cm™ este
specifica intinderii O—H, la 1655 cm™ pentru N-H si intinderea din grupa functionald —CONH-
, iar benzile de la 1201 cm™ si 1313 cm™ sunt specifice deformarii simetrice CHj si respectiv
la 895 cm™", C-H vibratii de incovoiere in afara planului. Prezenta inelului aromatic este
confirmata de mai multe pozitii ale benzilor, care sunt mai intense in regiunile 1539-1560
cm™" si 834-897 cm™.
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Figura 5.6. Spectre FTIR la derivatii de chitosan functionalizat (CHSr si CHSm)
5.3.8. Determinarea masei moleculare prin masuratori vascozimetrice

Caracterizarea reologica a structurilor de chitosan si a derivatilor este importanta in
vederea caracterizarii proprietatilor hidrodinamice a polimerilor si cu scopul de a determina
masa moleculara medie [Kandile N.G. et al., 2015].

Masa moleculara medie (MM) a probelor derivatilor de chitosan functionalizat (CHSr
si CHSm), comparativ cu chitosanul a fost analizata din probe uscate ale derivatilor obtinute,
raportul de masa de chitosan:sare fiind 10:1 (cap. 5.3.3), din serii de cinci solutii diluate,
dizolvate in mediu acetic 1%, probe pastrate in baia cu ultrasunare, timp de o ora, pentru
omogenizare.

Din masuratorile timpilor de curgere efectuate la solutile probelor s-a calculat
vascozitatea cinematica si vascozitatea intriseca, iar prin reprezentare grafica (Figura 5.8),
folosind ecuatia [n]=k-M-a (M este vascozitatea medie a greutatii moleculare, [n] vascozitatea
intrinseca, k (1,424 10 cm3/g) si a (0,96) valori, constante), din datele prezentate se obtine
masa moleculard medie. Pentru derivatul de chitosan functionalizat notat CHSr se obtine o
valoare de 692 g/mol (Da) si derivatul de chitosan notat CHSm de 670 g/mol (Da), in
comparatie cu valoare de 657 g/mol (Da) pentru chitosan (CH).
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Figura 5.8. Vascozitatea intriseca la derivatii de chitosan functionalizat notati CHSr si
CHSm, comparativ cu chitosanul (CH)
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Apar modificari ale masei moleculare medii ale derivatilor de chitosan, in functie de
structura sarii N-heterociclice utilizate in functionalizarea chitosanului, valorile sunt mai mari
la utilizarea de sare cuaternara, notata Sr, comparativ cu sarea notata Sm, decat la
chitosanul obtinut fara sare, in aceleasi conditii de sinteza.

5.3.9. Evaluare electrochimica a activitatii antioxidante prin potential de circuit
deschis (OCP) si voltametrie ciclica (CV)

Activitatea antioxidanta la derivatii de chitosan sintetizati a fost evaluata prin studiul
electrochimic, prin rezultate inregistrate ale potentialului de circuit deschis (OCP) si prin
voltametria ciclica (CV) inregistrand voltamograme, in solventul aprotic DMSO, fara utilizarea
de suport electrolitic in probe, experimente realizate in triplicat. Evaluarea electrochimica al
electrodului de lucru (EL), electrodul de carbon, a fost studiata in celula electrochimica
clasica cu trei electrozi (Figura 5.3), in care domeniul de potential aplicat a fost intre +1
VIEagagcisar: Procesele de reducere si cele de oxidare in probe sunt suficient de rapide incat
se mentin conditiile de echilbru la suprafata electrodului de lucru (carbon).

Pentru masuratori de OCP, pentru derivatul de chitosan notat CHSr, sunt valori
pozitive si usoara crestere in timp (de la 0,04 V la 0,1 V/Eagagcisar), iar derivatul de chitosan
notat CHSm valori mai pozitive de potential (0,2 +0,02 V /Eagagcisar). AgClsa) comparativ cu
probele de chitosan, notate CH (0,18 + 0,01 V /Eagagcisa) (Figura 5.9). Este de asteptat ca
probele derivatului de chitosan notat CHSr sa prezinte capacitate de schimburi redox,
rezultatele indicand prezenta mai multor specii electroactive in probe. Prin structura
functionalizata a chitosanului si activitatea antioxidanta a biopolimerilor se poate imbunatati.

Prin voltametrie ciclica (CV) se pot obtine informatii privind mecanismul de
desfasurare a reactiei electrochimice, identificarea speciilor prezente in solutie, determinarea
coeficientilor de difuzie a speciilor electroactive. Cel mai simplu mecanism posibil este
oxidarea sau reducerea cu transfer de un electron intre speciile din solutie si electrodul de
lucru (reactia reversibila (O,+e-—Rg) [Da Silva S.B. et al., 2018; Sato K. et al., 2018].
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Figura 5.9. Evolutia valorilor de potential de circuit deschis (OCP)
inregistratéa la derivatii de chitosan functionalizat CHSr si CHSm, CH péana la 20 min.

Pentru derivatul de chitosan functionalizat s-au realizat experimente la trei viteze de
scanare diferite, la 20, 50 si 100 mV st pentru 3 cicluri de inregistrare, pentru potentialul
aplicat intre + 1 V/Eagagaisat (Figura 5.10; Figura 5.11). Voltamogramele ciclice inregistrate la
solutiile probelor, in DMSO au indicat o crestere a curentului anodic (l,2) cand creste viteza
de scanare. Pentru viteza de scanare de 100 mV s™, pentru derivatul de chitosan CHSr se
obtine pentru curentul anodic Ip, o valoare maxima de pana la 4,4 pA, la potential de

34


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Kan++Sato

intoarcere. La derivatul de chitosan functionalizat, notat CHSm valoarea de curent anodic
este mai redusa, Ip, de circa 3,2 PA, iar pentru chitosan fara sare este Ip, de 3,8 yA (Figura
5.10).
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Figura 5.10. Voltamograme ciclice Figura 5.11. Voltamograme
inregistrate la derivatii de chitosan inregistrate la derivatii de chitosan
functionalizat (CHSr si CHSm) in DMSO, functionalizat (CHSr si CHSm) in DMSO,
Eagagaisact 0.1V, viteza de scanare Eagagoisat 0.1V, viteza de scanare

de 100 mV-s’ de 100 mV-s™, trei cicluri

Tabelul 5.3. Evolutia intensitatii curentului anodic (Ip,) la chitosan si derivatii de chitosan
functionalizat, la modificarea vitezei de scanare si diferite cicluri de inregistrare

Viteza de CH CHSr CHSm
scanare -1pa (LA)
(mv_s-l) 1st 2nd 3th 1st 2nd 3th 1st 2nd 3th
100 7.87 7.598 7.40 11.54/ 10.07/ 9.36/ 549 | 542 |5.39
10.89 9.20 8.46
50 8.66 7.85/ 7.62/ 8.47/ 7.77/ 7.57/ 6.09 | 5.88 | 5.76
7.20 6.93 6.94 6.40 6.28
20 5.55 5.06/ 4.71/ 5.84/ 5.49/ 5.48/ 503 | 4.87 |4.81
4,99 455 4.70 4.37 4.40

O reactie electrochimica insotita de modificari ale structurii nucleului heterociclic
pentru sarea bipiridilica cuaternara, notatad Sr/2Br™ in forma starii oxidata (stanga) si in starea
sa redusa (dreapta) este redata mai jos:

Br/ \ Br J— e —\ Br/— / A\ Br —

< \/3_ -C—CHz—'N‘//’_\‘/\ \//_ \\M’ CH, (—/\ > Z <\ /’— _C_CHZ_?N{ .\f \/_\\Nf CH, ‘:_(;:\ >

\_f M \:/ \ — (‘) — € — M =/ — (! =
Sr** (oxidatd) ===>Sr"(redusa)\ Sr™ «» Sr*

Pentru un electron, pentru o reactie ireversibila, varfurile picurilor de curent catodic si
anodic nu sunt egale si unde oxidarea este foarte lenta, nu se observa un varf catodic de
electroni in gruparile functionale pe structura chitosanului [Qin Y. et al., 2020].

Prin participarea la reactie cu delocalizarea sarcinii anionice, in derivatii de chitosan,
sarea cuaternara dipiridilica contribuie astfel la reactiile electrochimice prin gruparile
functionale electroactive. Dupa finalizarea experimentelor CV, s-au inregistrat la probe
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spetrele UV-VIS, in DMSO, care au indicat modificari ale profilului, comparativ cu spectrele
inregistrate initial, si se observa in general o crestere a absorbantei (Figura 5.13).
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Figure 5.13. Spectre UV-Vis la derivatii de chitosan functionalizat (CHSr si CHSm),
probe dizolvate in DMSO, inainte si dupa experimente de voltametrie ciclica

In cazul derivatului functionalizat notat CHS, cresterea absorbantei este mai evident&
de la A de 255 nm péna la 300 nm, pe cand pentru derivatul notat CHSm este un pic
reprezentativ in jurul A de 260 nm, cu profil asemanator cu al probei de chitosan, fara adaos
de sare. Prin urmare, voltametria ciclica (CV) este un instrument util pentru a caracteriza
activitatea antioxidanta a derivatilor de chitosan, pentru ca ofera indicii utile in proprietatile
spectrale, morfologice privind schimbul electronic intre gruparile functionale, din structura
polimerica a derivatilor de chitosan functionalizat.

5.3.11. Analiza morfologica structurala prin microscopie electronica cu scanare (SEM)

Studiul morfologic al suprafetelor derivatilor de chitosan functionalizat cu sarurile N-
heterociclice s-a realizat folosind imagini din micrografii electronice cu scanare (SEM).
Imaginile SEM ale derivatilor de chitosan functionalizat, CHSr si CHSm, se prezinta ca o
structura microporoasa polifazica. Dimensiunile porilor sunt neuniforme, pereti subtiri,
prezintd microvilozitati scurte si numeroase. Se poate afirma un aspect de structura
bifunctionala pentru derivatul notat CHSr(Figura 5.16). Analiza compozitionald prin EDX
(Energy-dispersive X-ray spectroscopy), realizata pe imaginile SEM a relevat prezenta
elementelor chimice esentiale carbon (C),oxigen (O) si azot (N).
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Figura 5.16. Spectre EDX la imagini SEM selectate pentru chitosan (a) si derivatii de
chitosan functionalizat notati CHSr (b), CHSm (c)
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5.4. Evaluarea potentialului antibacterian a derivatilor de chitosan cu dibromura
de N,N’-difenacil 4,4’-dipiridiliu si dibromura de N,N’-difenacil 1,2- bis(4-piridil)etan

S-au preparat probe din derivatii de chitosan functionalizat (CHSr si CHSm), solutii in
acid acetic 1%, si apoi dilutii diferite pe care s-a testat activitatea antibacteriana fata de
microorganisme  patogene (Escherichia  coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) si non-patogene (Sacharomyces cerevisiae, Candia sp., Aspergillus niger,
Penicillium sp., Bacillus subtilis).

S-a testat potentialul antibacterian si activitatea antipatogenica a probelor.

5.4.1. Inhibarea microorganismelor patogene

Activitatea antimicrobiana la probele derivatilor de chitosan functionalizat a fost
testatd impotriva unei bacterii Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922) si a doua
bacterii Gram-pozitive (Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Listeria monocytogenes Scott
A). Au fost utilizate mediul neselectiv, Brain Heart Infusion (Oxoid, Hampshire, Regatul Unit)
pentru cultivarea Listeria monocytogenes si mediul Muller-Hinton (Scharlau, Barcelona,
Spania) pentru Escherichia coli si, respectiv, Staphylococcus aureus. O colonie din fiecare
tulpind a fost inoculata pe mediul specificat si fost termostatatd la 37°C timp de 18 ore,
pentru a ajunge in faza stationara. de crestere. Activitatea antibacteriana in vitro a fost
testata prin metoda difuzimetrica din godeuri decupate in mediul agarizat [Verlee A. et al.,
2017]. In vase Petri sterile a fost turnat un strat de mediu de cultura specific cu agar 1,5%,
dupa fluidizarea acestuia la 45°C. Apoi, 10 uL din fiecare dintre culturile over night au fost
inoculate In 7 mL de mediu de agar topit (42°C) si s-a turnat al doilea strat peste primul strat
de mediu, pentru a ajunge la o concentratie finald de 107 ufc/placa. Dupa solidificarea
mediului, s-au creat godeuri cu diametre de 9 mm in care s-au introdus 100 yL de proba.
Conditiile de incubare la probe au fost de 37°C timp de 24 h.

In Figura 5.17 este evidentiatd activitatea antimicrobiand a chitosanului si a
derivatilor sai impotriva tulpinilor patogene de Escherichia coli si Staphylococcus aureus.
Rezultatele au aratat ca, pentru aceeasi concentratie, activitatea derivatilor notati CHSr si
CHSm fata de ambele bacterii patogene este similara cu a probelor de chitosan, diametrul
zonelor de inhibitie este specificat in Tabelul 5.4.
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Tabelul 5.4. Evolutia activitatii chitosanului (CH)
si a derivatilor de chitosan functionalizat, impotriva
tulpinilor patogene de Escherichia coli si
Staphylococcus aureus

Probe  Concentratia Bacterii
% E. coli S. aureus
Ch 0.05 11+0.51  8+0.32
0.02 7+0.52 6+0.34
_ ) . Ch-DPE 0.05 14+0.4 12+0.31
o Flgl_Jrav5.17. _Actlwtate_a _ 0.02 10+0.21 ND
ant.lmlc.;roblana .a chitosanului .(CH) Si 0.01 ND ND
derivatilor de chitosan CHSr si CHSm Ch-DP 0.05 15+0.8 14+0.58

in concentratie de 0.05% (A, D), 0.02 0.02 114058 ND
% (B, E) Tmpotriva tulpinilor patogene 0.01 ND ND
de Escherichia coli (A, B) si
Staphylococcus aureus (D, E).
Activitatea anti- Escherichia coli in
acetic acid 1% si chitosan (C)

Figura. 5.18. Activitatea Figura 5.19. Activitatea antibacteriana (metoda
antibacteriana la derivatii  difuzimetrica) a sarii cuaternare Sr impotriva (a) Escherichia coli,
de chitosan si chitosan (b) Staphylococcus aureus si ) pentru derivatul CHSr
(CH) impotriva Bacilului cu Escherichia coli si Staphylococcus aureus
cereus

Studiile preliminarii au aratat totusi ca chitosanul si derivatii sai manifesta o inhibare
clara a speciei sporulate Gram pozitive Bacilului cereus (5 mm), in mediu acid 0,01% (Figura
5.18). Concentratiile minime inhibitorii (MIC) pentru probele testate impotriva Escherichia coli
sunt de 0,02% si, respectiv, 0,05% fata de Staphylococcus aureus (Figura 5.19). Nu a fost
observata activitate fata de Listeria monocytogenes [Botezatu Dediu A.V. et al., 2023].

Se stie deja ca chitosanul prezintd activitate antimicrobiana numai in mediu cu pH
acid datorita aminelor sale policationice care interactioneaza cu moleculele incarcate negativ
existente la suprafata bacteriilor, modificand polaritatea si permeabilitatea membranelor si
ulterior inhiband cresterea microorganismului. Pentru derivatii de chitosan functionalizat nu
sunt modificari esentiale imbunatatite, dar nu se pierde activitatea antimicrobiana a
chitosanului.

Rezultatele obfinute sunt in acord cu alte studii similare [Chylinska M. et al., 2019;
Kritchenkov A.S. et al., 2020] in care se subliniaza ca chitosanul are o influenta mai
puternica asupra bacteriilor Gram-negative decat asupra celor Gram-pozitive. Explicatia este
construita pe structura peretelui celular, avand in vedere ca membrana exterioara care are
molecule incarcate negativ este absenta din bacterile Gram-pozitive, iar stratul de
peptidoglican este mai gros decét la cele Gram-negative. Se considera ca exista un complex
de factori care interfereaza in efectuarea actiunii antimicrobiene a chitosanului si a derivatilor
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sai, inclusiv gradul de deacetilare, concentratia acestora, pH-ul si prezenta halogenului
[Chaudhary et al., 2020; Ibanez P. et al., 2020].

5.6. Concluzii
v Derivatii de chitosan functionalizati cu compusi organici sunt considerati

biomateriale interesante pentru aplicatii medicale indeosebi datorita activitatii lor
antimicrobiene potentiale, biocompatibilitatii, biodegradabilitatii si a nontoxicitatii.

v S-a realizat modificarea chimica a chitosanului solubil in mediu acetic prin
introducerea de saruri cuaternare dipiridilice, care functionalizeaza structura polimerului.
v S-au sintetizat derivati de chitosan functionalizati utilizadnd saruri de dibromura N,N*-

di fenacil)-4,4-dipiridiliu (S1) si dibromura N,N' difenacil-1,2- bis(4-piridil)etan (S2), saruri
ce difera printr-o grupare etilenica in plus la compusul notat S2, procedeu realizat in
mediu de acid acetic 2 %, pe baie cu ultrasonare, timp de 3 h. Produsul de polimer de
chitosan functionalizat, obtinut in urma reactiei de sinteza a fost precipitat cu NaOH 15
%, uscat, purificat si analizat.

v Sinteza de noi derivati de chitosan decurge in doua etape: in prima etapa se obtine
chitosan functionalizat pe situri marginale si apoi se produce formarea de molecule
bifunctionale heterociclice, prin legatura cu gruparea amino de la molecula de chitosan si
carbocationul ilidic din structura sarii dipiridilice.

v Raportul de masa intre chitosan si sarea N heterocicilica a fost de 10:1, si s-a
obtinut un randament de sinteza de peste 65 %, pentru probele de polimer functionalizat,
uscate la 60°C.

v Compozitia elementala pentru continutul total de C (%) si N (%) a confirmat sinteza
de noi derivati de chitosan, modificati chimic cu sarurile cuaternare N-heterociclice care
au favorizat interactiunea acestora in lantul polimeric al chitosanului, si astfel obtinerea
de noi materiale cu proprietati specifice.

v Noii derivati de chitosan cuaternizati cu sarurile N-heterociclice au fost caracterizati
spectroelectrochimic, prin spectroscopie UV-VIS, prin dizolvare in mediu de acid acetic si
n stare solida prin spectrometrie in infrarosu (FTIR).

v Se confirma modificari si diferentieri in structura polimerului, prin interactiunea
chimica cu structura sarii dipiridilice, utilizata in sinteza, avand masa moleculara diferita.
v n spectrele FTIR au fost identificate benzile de adsorbtie caracteristice ale grupelor

functionale ale chitosanului, ce reflecta structura chimica, precum si diferentele
structurale care pot fi induse de tipul si cantitatea de sare utilizata in procesul de sinteza.
Informatiile spectrale din infrarosu pot fi considerate o metoda analitica simpla si rapida in
dezvoltarea si exploatarea etapelor proceselor pentru functionalizarea selectiva a
chitosanului.

v Evaluarea electrochimica realizata prin voltametrie ciclica (CV) indica capacitate de
activitate redox, Tmbunatatitd pentru chitosanul functionalizat, potential antioxidant in
derivatul notat CHS1(cu dibromura de N,N*-difenacil 4,4 -dipiridiliu).

v Imaginile SEM confirma schimbari in ceea ce priveste morfologia chitosanului dupa
reactia sa cu sarurile dipiridilice, trecand la o structura microporoasa polifazica.
v Noii derivati de chitosan functionalizat notati CHS1 (dibromura de N,N-difenacil

4,4-dipiridiliu) si CHS2 (dibromura N,N' difenacil-1,2- bis(4-piridil)etan) au fost evaluati
morfologic prin microscopie electronicd cu scanare (SEM) si s-a demonstrat ca pot
prezenta o activitate antimicrobiana imbunatatitd pentru Bacillus subtilis, Tmpotriva
Escherichia coli si Staphylococcus aureus in comparatie cu chitosanul si cu sarurile N-
heterociclice.
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v Sinteza de noi derivati de chitosan modificati chimic cu saruri N-heterociclice
confirma obtinerea de noi materiale cu proprietati biologice si proprietati fotochimice
specifice; prin proprietatile imbunatatite pot oferi o noua perspectiva in aplicatiile
biomedicale.

6. HIDROGELURI CU CHITOSAN CA BIOMATERIALE PENTRU APLICATII
MEDICALE

Se prezinta o scurtda documentare privind hidrogelurile si importanta lor medicala, si
explorare in functionalizarea chitosanului ca hidrogeluri cu saruri cuaternare dipiridilice, prin
initierea de astfel de studii pentru a urmari proprietatile antimicrobiene.

6.3. Aplicatii biomedicale pentru hidrogelurile pe baza de chitosan

Cele mai multe aplicatii pentru hidrogeluri au fost raportate in medicina si anume in
sistemele de eliberare controlata a medicamentelor [Nazir I. et al., 2019; Tao G. et al.,
2019].. Pentru aplicatii biomedicale, chitosanul este utilizat intens pentru caracteristicile sale
speciale (Schema 6.1). Chitosanul cu forma cationica permite acestuia sa interactioneze cu
polimeri sau macromolecule care sunt de natura anionica si au anumiti polianioni. Aceste
interactiuni sunt folosite si pentru a produce nanoparticule de chitosan [Wei H. et al., 2022].
Dezvoltarea avansata a hidrogelurilor pe baza de chitosan a condus la sisteme noi de
incorporare si de transport a medicamentele in diferite medii [Wei H. et al., 2022; Tao M. et
al., 2019;].

Hidrogelurile sunt studiate ca sisteme locale de livrare a medicamentelor deoarece
poseda proprietati de autoreglare [Nazir I. et al., 2019; Xu Y. et al., 2019], biodegradare
controlata [Takei T. et al., 2020; Martdau G.A. et al., 2019] si capacitate de a proteja
medicamentele labile in vederea livrarii la locul sau organul tinta [Zhou J. et al., 2019; Affes
S. etal., 2021].

Dezvoltarea sistemelor de eliberare a medicamentelor polimerice ca alternativa la
formularile conventionale de medicamente a crescut constant de cateva decenii,
preocuparea cea mai mare fiind in incercarea de abordare a disponibilitati locala inadecvata
a medicamentelor si provocarile asociate cu locurile de livrare [Affes S. et al., 2021; Xu Y. et
al., 2019].

Prin proprietatile specifice chitosanul raméne un material versatil cu aplicatii diverse
in domeniul biotehnologiei si biomedical (preparate cu eliberare controlata) [Nazir I. et al.,
2019; Xu Y. et al., 2019]. Alegerea unei metode adecvate pentru detectarea si cuantificarea
medicamentelor eliberate din sistemele de livrare a hidrogelului depinde in primul rand de
tipul de medicament. Sistemele de administrare a medicamentelor cu hidrogel se bazeaza pe
aceleasi tehnologii analitice, de la cele mai ieftine si mai practice tehnici de spectroscopie
optica [Takei T. et al., 2020; Tao G. et al., 2019], pana la cele mai selective, sensibile si
costisitoare, cum ar fi cromatografia lichida de Tnaltd performantd (HPLC) [Zhang H. et al,
2020], spectrometrie de masa [Liu T. et al., 2020; Tao M. et al., 2019] sau reactie in lant a
polimerazei (PCR).
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Schema 6.1. Aplicatii biomedicale pentru hidrogeluri pe baza de chitosan

Hidrogelurile pe baza de chitosan au aratat un potential mare si au atras o atentie
considerabila in ultimii ani si pentru biosenzori si materiale de ambalare. Aceste materiale
actioneaza ca o punte pentru a conecta biologia si electronica, iar analitii pot fi recunoscuti
de bio-elemente, precum anticorpii. Apoi, interactiunea este transferata la semnale
optice/electronice, care sunt in cele din urma amplificate in rezultate masurabile [Wang Y. et
al., 2020]. Proprietatile hidrogelurilor pe baza de chitosan (bioactivitati excelente, sensibilitate
la stimuli, capacitate de incorporare, umflare, biodegradabilitate, nontoxicitate si costuri
reduse) au permis extinderea acestora si utilizarea in biosenzori.

Modificarile hidrogelurilor cauzate de factori externi (de exemplu, pH-ul si
temperatura) pot fi utilizate ca semnal pentru a raspunde la nivelul unui sistem [Liu T. et al.,
2020]. Comportamentul de raspuns al hidrogelurilor poate fi modificat prin selectarea
materiilor prime si a metodelor de reticulare [Pinelli F. et al., 2021; Rossi F. et al., 2020].
Aceste caracteristici au deschis calea pentru aplicarea hidrogelurilor ca biosenzori, care au
fost aplicate pe scara larga in diverse domenii, cum ar fi industria alimentara sau ingineria
tisulara. O atentie considerabila in ultimii ani, s-a acordat acestor materiale, pe baza de
chitosan, deoarece ofera informatii de calitate in timp real despre alimente, care pot satisface
cerintele oamenilor pentru alimente de inalta calitate si siguranta [Yang J. et al., 2021]. Alte
studii au raportat informatii referitoare la aplicatiile hidrogelurilor pe baza de chitosan ca
sisteme de livrare in medicina datorita proprietatilor si comportamentului hidrogelului cu
aplicarea sa ulterioara in biosenzori [Fu S. et al., 2021; Liao H. et al., 2019].

6.4. Obtinerea de hidrogeluri pe baza de chitosan cu saruri cuaternare de dipiridiliu

Chitosanul prezintad proprietati antimicrobiene si biocompatibile si serveste si ca un
bun bio-adeziv [Li J. et al., 2022]. Astfel, hidrogelurile pe baza de chitosan prezinta un mare
potential de a construi o interfatd simpla, biocompatibiléd si multifunctionala intre biologie si
electronica.

6.4.1. Metode de obtinere

Pentru sinteza s-a utilizat pulbere de chitosan (CH), Ci,H24N,Og, chitina poli (D-
glucozamina) deacetilatd (M=340 g-mol™; Sigma-Aldrich) si sarurile cuaternare de dipiridiliu.
Procedeul de sinteza a inclus 2 g de chitosan dizolvat in acid acetic 2% si cate 0,010 g de
sare N heterociclica, dizolvata in DMFA. Sarurile folosite au fost dibromura de N,N’-difenacil-
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4,4-dipiridiliu (Sr), dibromura de N,N’-difenacil-1,2- bis(4-piridil)etan (Sm) si dibromura de
N,N’ bis(p-nitro fenacil)-1,2-bis(4- piridil) etan (Sm2). Probele au fost supuse ultrasonarii timp
de 180 min., la temperatura camerei. La adaugare de solutie NaOH 15% s-au obtinut probe
avand consistentad de gel si culori diferite, in functie de natura sari utilizate. Consideram ca
DMFA, un solvent polar aprotic are un rol de stabilizator in reticulare Tn obtinerea
hidrogelurilor cu chitosan [Heravi M.M. et al., 2018]. Etapele de obtinere a hidrogelurilor
sintetizate sunt redate in Schema 6.5. Probele obtinute dupa pastrare 24 de ore in vase
Petri au fost investigate spectral prin FTIR si morfologic prin SEM. S-au utilizat aceleasi
echipamente prezentate in cap. 5 (Figura 5.3), conditiile de investigare fiind similare.
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0.2g9 CH
Escherichia
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Schema 6.2. Etape de lucru in obtinerea de hidrogeluri de chitosan cu
saruri cuaternare de dipiridiliu

Pentru activitate antibacteriana s-a testat specia bacteriana, Escherichia coli, cultivata
pentru prima datd peste noapte la 37'C pe placi de agar. Pentru testul de aderentd
bacteriana, impotriva unei bacterii Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922) 0,5 mL de
E. Coli din mediul de cultura a fost incubat separat pe substraturi diferite ale probelor de
hidrogeluri, pentru o perioada de 24 h, pastrate la 37 C. Probele au fost examinate structural
prin FTIR si morfologic prin SEM.

6.4.2. Rezultate si discutii

Imagini ale probelor de hidrogeluri preparate sunt redate in Figura 6.1, sarurile fiind
dizolvate initial iTn DMFA. Probele de chitosan cu sarea dibromura de N,N’-difenacil-4,4*-
dipiridiliu (Sr), ca hidrogel sunt de culoare mov intens. Pentru sinteza cu sarea dibromura de
N,N*-difenacil-1,2- bis(4-piridil)etan (Sm) si la derivatul sarii, dibromura de N,N™-bis (p nitro-
fenacil) 1,2- bis(4-piridil)etan notatata Sm(2), hidrogelurile sunt de culoare maron mai intens
(caramiziu), comparativ cu chitosanul care se prezinta ca probe alb gelatinoase.
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Figura 6.1. Imagini ale hidrogelurilor Figura 6.2. Spectre FITR ale probelor de hidrogel
de chitosan cu sarurile cuaternare format de chitosan si cu sarurile cuaternare

6.4.2.1. Investigarea structurilor hidrogelurilor cu ajutorul spectroscopiei FTIR

Spectroscopia FTIR a fost efectuata pe probe umede pentru a determina mecanismul
prin care sarurile cuaternare de dipiridiliu realizeaza legaturile incrucisate in hidrogelurile cu
chitosan (Figura 6.3). Se observa o banda larga la 3600-3000 cm™ prezenta in spectrele de
chitosan si in hidrogeluri cu sarurile dipiridilice, care este atribuitd suprapunerii vibratiilor de
intindere O-H si N-H. Nu sunt prezente multe alte benzi caracteristice, la chitosan, de
referinta fiind benzile de la 1647 cm™ si la 1418 cm™, care se pastreaza si la hidrogelurile cu
sarea de dipiridiliu.

6.4.2.2. Evaluarea modificarilor morfologice prin SEM

Toate hidrogelurile de chitosan cu sarurile cuaternare dipiridilice prezinta o morfologie
a suprafetelor cu structura sub forma de retea cu pereti porosi, cu unii porii interconectati
(Figura 6.3). Imaginile SEM indica o structura microporoasa polifazica, faze membranoase
neporoase, dar mai netede ca in hidrogelului notat CHSr fiind orificii Tn forma de cupola,
microfibrile si cristalite. Pentru hidrogelurile cu sarea dibromura de N,N*-difenacil 4,4-
dipiridiliu (Sr) imaginile indica o compozitie omogena, fara zone aglomerate sau neregulate,
ceea ce sugereaza o compatibilitate maxima intre chitosan si sare. Pentru hidrogelurile
notate CHSm, cu sarea N,N' bis-(p-bromofenacil)-1,2- bis(4-piridil)etan (Sm), caracteristicile
morfologice pot fi de real interes, deosebit de importante in aplicatiile biomedicale, fiind pori
interconectati. La chitosan structura este cu aspect asemanator cu cea de la hidrogelul notat
CHSm(2), ceea ce sugereaza ca interconectarea este limitata cu aceasta sare.
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Figura 6.3. Imagini SEM pentru hidrogelul de Figura 6.4. Imagini SEM pentru hidrogelul de
chitosan si hidrogelurile de chitosan cu sare  chitosan si hidrogelurile de chitosan cu sare
cuaternara de dipiridiliu cuaternara de dipiridiliu dupa
tratarea cu E. coli

6.4.2.3. Testarea activitatii antimicrobiene

Probele supuse direct atacului cu E coli, pastrate in conditii de 37°C timp de 24 h au
fost apoi examinate privind morfologia suprafetelor, aspectul lor, dupa atacul direct cu
patogenii. Imaginile SEM arata ca suprafata formata la hidrogeluri este diferitda acum la probe
(Figura 6.4), ca are si multe gauri la microscara, similare cu dimensiunea de bacterii, care
vor permite bacteriilor sa se scufunde cu usurinta in porii mici si sa adere la chitosan [Shang
B.B. et al.,, 2011]. Dupa 24 h, la contactul cu bacterille E. coli, aderenta bacteriana in
experiment a fost semnificativ mare in chitosanul de control. Gruparile amino din chitosan pot
fi protonate in solutie, ceea ce face ca acesta sa devina incarcat pozitiv si, prin urmare,
foarte util in aderarea la bacteriile E. coli, incarcate negativ. Hidrogelurile de chitosan au si
alte grupari functionale, la care pot adera bacterii, dar numarul bacteriilor este semnificativ
redus, apar si goluri (In hidrogelul notat CHSr), mecanismul neptutand fi elucidat. Rezultatele
indica faptul ca hidrogelurile de chitosan pot avea un efect la aderenta bacteriana de E. coli,
si acest beneficiu poate fi utilizat pentru aplicatii viitoare in diferite scopuri, prin continuarea
cercetarilor.

6.5. Concluzii

v Biomaterialele au un rol important in aplicatile medicale, reactia reciproca dintre
biomaterial si organism poate fi benefica sau daunatoare, iar biocompatibilitatea este o
caracteristica esentiala care trebuie analizata in primul rand.

v" Chitosanul, polimerul versatil prin proprietatile si caracteristicile sale specifice si gaseste
utilitate in hidrogeluri diverse, in multe aplicatii, cum este si cel medical, cum ar fi pentru
incorporarea si transportul medicamentelor.

v" Hidrogelurile cu baza de chitosan si alti compusi chimici sunt materiale de larg interes, cu
structura si tipologii diferite si studiile confirma importanta deosebita pentru aplicatii in
medicina, farmacie, biotehnologii, alimentatie si mediu.

v Obtinerea de noi hidrogeluri pe baza de chitosan pentru aplicatii in vivo cu toxicitate
minima si excretie naturald din organism ramane o provocare permanentd, ca
biomateriale.
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S-au initiat prepararea de hidrogeluri pe baza de chitosan functionalizat chimic, cu
sarurile cuaternare dipiridilice, in conditii de reactie blande, in prezenta de DMFA, agent
de reticulare, in mediu de acid acetic. Hidrogelurile obtinute au fost caracterizate din
punct de vedere spectral (FTIR) si morfologic (SEM).

Hidrogelurile prezintd o structura sub forma de retea cu pereti porosi, cu unii porii
interconectati, de exemplu la hidrogelurile preparate cu contributia sarii dibromura N,N'
bis-(p-bromofenacil)-1,2- bis(4-piridil)etan, caracteristici deosebit de importante in
aplicatiile biomedicale.

Imaginile de microscopia electronicd de scanare confirma structura hidrogelului si
morfologia materialelor obtinute, prin prezenta porilor interconectati, care sunt
polidispersati si indica actiunea favorabild asupra patogenilor testati, cum a fost cazul
pentru E. coli, comparativ cu hidrogelul de chitosan.

Hidrogelul cu sarea dibromura de N,N*-bis(difenacil) 4,4-dipiridiliu prezinta proprietati
imbunatatite pentru E. coli, comparativ cu celelalte hidrogeluri, dar pentru rezultate
relevante vom continua cercetarea, pentru a evalua caracteristicile fizico-chimice ale
hidrogelurilor (gradul de hidratare, bariera de deacetilare), mecanice Si antimicrobiene,
pentru a explora noi aplicatii medicale.

7. CONCLUZII FINALE $1 CONTRIBUTII ORIGINALE

Teza de doctorat intitulata ,Studii privind caracterizarea functionala pentru noi derivati

de chitosan” a fost dedicata unor investigatii privind functionalizarea chitosanului pentru noi
proprietati eficiente pentru aplicatii biomedicale. Privind noutatea si complexitatea cercetarii
au fost considerate cateva obiective majore, precum:

(1

(i)Folosirea chitosanului, polimerul care prin structura sa complexa ofera solutii
inovatoare in obtinerea de noi materiale functionale si care sa raspunda nevoilor
omenirii, iar preocuparile sunt pentru obtinerea de noi derivati cu solubilitate Tn
mediu apos si activitate antimicrobiana eficienta.

(i) Realizarea de documentare privind o clasa de compusi chimici de larg interes actual
pentru noi materiale, compusi N-heterociclicii (viologeni), indeosebi pentru
electrocromicitatea, activitatea redox reversibila a acestora si eficienta lor in
tehnologiile actuale, compusi care pot interactiona cu chitosanul.

(iii) Investigarea functionalizarii chitosanului cu saruri cuaternare dipiridilice, atent
selectate, studii realizate in mediul apos si mediul de acid acetic.

(iv) Evaluarea procesului de sinteza prin urmarirea factorilor de influentd si
caracterizarea derivatilor de chitosan functionalizat prin tehnici
spectroelectrochimice, structurale, electrochimice si antibacteriane.

(v) O abordare secundara, privind obtinerea si caracterizarea complecsilor de absorbtie
a chitosanului cu unii ioni metalici.

Concluziile generale sunt in consecinta urmatoarele:

S-au realizat studii de cercetare privind functionalizarea chitosanului cu compusi
N-heterociclici, In solutie apoasa, si factorii de influenta asupra sintezei, folosind n
procesul de alchilare, saruri cuaternare dipiridilice (viologeni) pentru a imbunatati
proprietatile chitosanului si pentru a creste capacitatea cationica a biopolimerului
rezultat, pentru imbunatatirea proprietatilor biologice. Initial s-a procedat la sinteza,
purificarea si caracterizarea structurald a compusilor chimici N-heterociclici, cu
importanta in stiinta materialelor noi, din clasa 4,4 dipiridilului (viologeni), literatura
prezentandu-i ca agenti cu proprietati antioxidante remarcabile, antitumorale si
antibacteriene cand sunt prezenti in materiale functionale.
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()  Sarurile organice utilizate au fost dibromura de N,N’-difenacil-4,4-dipiridiliu si
dibromura de N,N-dinitrofenacil-4,4* dipiridiliu care are doua grupari nitro (-NO,) in
plus fata de prima sare. S-au utilizat si sarurile de dibromura de N,N-difenacil-1,2-
bis(4- piridil) etan si respectiv dibromura de N,N™-dinitrofenacil-1,2-bis(4- piridil) etan,
saruri cu o grupare etilen, pozitionata simetric in structurd comparativ cu prima sare,
ultima sare avand in plus si doua grupari functionale nitro. Alegerea sarurilor se
explica pe baza structurii si reactivitatii acestora, precum si relatia lor cu proprietatile
functionale necesare pentru anumite aplicatii, in noi combinatii complexe si noi
materiale functionale raportate in literatura,. Sarurile sintetizate caracterizate din
punct de vedere fizico — chimic, prin rezultatele obtinute au fost corelate cu rezultate
publicate, reflectand structura lor chimica si puritatea acestora, precum si diferentele
structurale dintre acestea.

() in obtinerea de noi derivati de chitosan tinta a fost s& fie compusi cu solubilitate
fiziologic, si sa prezinte proprietati antibacteriene si antipatogenice, pentru aplicatii
medicale si farmaceutice. S-a experimentat obtinerea de noi derivati de chitosan
functionalizat cu sare dibromura de N,N-difenacil-4,4-dipiridiliu testand probe de
chitosan comercial cu grad de deacetilare (DD de 85%) de la Sigma Aldrich Chemie
GmbH ca si chitosan farmaceutic (DD de 95%). Desi chitosanul nu este total solubil
in solutie apoasa, in prezenta sarii N-heterociclice, in procesul de sinteza, prin
agitare mecanica, intre compusi prin procesul de adsorbtie, la lantul polimeric sunt
observate modificari, schimbare de culoare in solutiile probelor, variatii de pH si la
conductibilitatea specifica a filtratelor si ca rezulat final si imbunatatirea proprietatilor
biologice. Apar diferente structurale (tehnica FTIR) in compozitia probelor, iar
prezenta excipientilor la chitosanul farmaceutic influenteaza rezultatele si studiul cu
acest chitosan a fost abandonat.

(IV) Pentru probe de chitosan cu grad de deacetilare (DD >75%) de la Sigma Aldrich
Chemie GmbH, la raportul de masa intre chitosan si sarea N-heterociclica,
dibromura de N,N’-difenacil- 4,4-dipiridiliu de 20: 1 si 10:1, TIn mediu apos ,s-au
obtinut produsi cu randamente de reactie >60%, in derivati de chitosan
functionalizat, alte valori pentru a modifica raportul de masa nefiind cu rezultate
bune. S-au investigat factorii de influenta in procesul de sinteza (timpul de
contactare, temperatura de sinteza, raportul de masa, agitarea). S-au evaluat la
produsii noi, proprietatile fizico-chimice, s-a realizat analiza elementala, precum si
caracterizarea structurald (prin tehnica XRD, FTIR,) si morfologica (SEM), masa
moleculard si capacitatea antioxidanta. Spectrele FTIR din compusii de chitosan
functionalizat au confirmat prezenta de benzi caracteristice ale sarii cuaternare
dipiridilice Tn noile structuri ale derivatilor, confirmand formarea de legaturi covalente
de reticulare. Interactiunile cu chitosanul pentru realizarea de noi structuri de derivati
de chitosan in mediul apos sunt confirmate utilizand si alte saruri N-heterocicilice
sintetizate in laborator (dibromura de N,N’-bis(p-nitro fenacil) -4,4*- dipiridiliu;
dibromura de N,N’ difenacil-1,2-bis(4- piridil) etan si respectiv dibromura de N,N’
bis(p-nitro fenacil)-1,2-bis(4- piridil) etan).

(V) Cercetarile privind functionalizarea chitosanului cu saruri N-heterociclice, dibromura
de N,N-difenacil-4,4-dipiridiliu si dibromura de N,N’-difenacil-1,2-bis(4-piridil)etan
dizolvate in DMFA, prin sinteza in mediu de acid acetic 2 %, solubilitatea
chitosanului fiind optima, a relatat chitosan functionalizat cu randamentul de sinteza
peste 65%. Analiza elementala prin continutul total de C%, N% a confirmat sinteza
de noi derivati de chitosan functionalizat, iar caracterizarile spectofotometrice de
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asemenea au indicat modificari si diferentieri in structura polimerica. Informatiile
spectrale, prin tehnica FTIR pot fi considerate o cale analitica simpla si rapida in
dezvoltarea si exploatarea etapelor proceselor pentru functionalizarea selectiva a
chitosanului, pentru obtinerea de noi materiale.

(VI) Evaluarea electrochimica prin utilizarea metodei de voltametrie ciclica (CV), in DMSO
indica capacitate de activitate redox, imbunatatitéd pentru probe, potential antioxidant
in derivatul chitosan functionalizat cu dibromura de N,N™-difenacil 4,4 -dipiridiliu. Prin
analiza CV la noii derivati precum si analiza antibacteriana a indicat rezultate
favorabile dezvoltarii de noi compusi cu proprietati biologice. Noii derivati de
chitosan functionalizat cu dibromura de N,N*- difenacil 4,4 -dipiridiliu si dibromura de
N,N*- difenacil-1,2-bis(4-piridil)etan au fost evaluati morfologic prin microscopie
electronica cu scanare (SEM-EDX). Imaginile SEM obtinute confirma schimbari
morfologice la chitosanul polimeric (si compozitional, prin EDX) dupa reactia cu
sarurile cuaternare dipiridilice, trecand la o structura microporoasa polifazica.
Derivatii de chitosan functionalizat au demonstrat ca prezinta activitate
antimicrobiand imbunatatitd impotriva tulpinilor de Escherichia coli si
Staphylococcus aureus si pentru Bacillus subtilis, comparativ cu chitosanul fara
saruri N-heterociclice.

(VIl) Materialele noi, hidrogelurile cu chitosan reprezinta un candidat valoros datorita
relatiei dintre structura moleculara a chitosanului si toate proprietatile biologice
majore in vindecarea de rani umane (efecte antimicrobiene, antitumorale,
imunomodulatoare, de coagulare si de vindecare si regenerare a ranilor). S-a
realizat documentare pentru hidrogeluri pe baza de chitosan, caracteristicile si
aplicatii lor medicale. in cercetarea finala, s-au obtinut si noi materiale, hidrogeluri
prin sinteza dintre chitosan si sarurile cuaternare de dipiridiliu, materiale analizate
prin analiza structurala (FTIR) si morfologica (SEM) si din punct de vedere al
activitatii antibacteriene, impotriva Escherichia coli. Hidrogelurile preparate cu
sarea dibromura de N,N’-difenacil 4,4-dipiridiliu prezintd o compozitie omogena,
fara zone aglomerate sau neregulate, indicand o compatibilitate maxima intre
chitosan si sare, comparativ cu hidrogeluri cu sarurile cuaternare de dipiridiliu.
Imaginile SEM ale hidrogelurilor de chitosan functionalizat cu sarurile cuaternare
dipiridilice au prezentat o structura microporoasa polifazica si confirma structura de
hidrogel si morfologia materialelor obtinute, prin prezenta porilor interconectati, care
sunt polidispersati si indica actiunea favorabila asupra patogenilor testati, cum a fost
cazul pentru E. coli, comparativ cu hidrogelul chitosanului. Rezultatele indica faptul
ca hidrogelurile de chitosan functionalizat pot avea un efect la aderenta bacteriana
de Escherichia coli si acest beneficiu poate fi utilizat pentru aplicatii viitoare in
diferite scopuri, prin continuarea cercetarilor.

(V) S-au studiat Tn prima etapa si complecsi de chitosan cu ionii de Cu(ll) si Zn(ll),
procedand experimental la modificari de concentratie in solutii si timp de contactare
variabil. S-au evaluat spectrele de absortie UV-VIS, dupa chelarea cu ioni metalici
de Zn si Cu respectiv, individual si s-a evaluat valoarea cantitativa a ionilor in
solutie, precum si privind efectul sinergic al celor doi ioni metalici in amestec, de
importanta in sistemele biologice. Odata cu cresterea timpului de contactare au loc
modificari ale absorbantei, a conductivitatii electrice si a pH-ului solutiilor filtrate.

(IX) S-au obtinut noi complecsi de chitosan cu ionii ferici, Fe(lll) in mediu acid, studii
mai putin abordate, ionul feric avand importanta pentru mediul inconjurator dar si
pentru domeniul medical. S-a studiat variatia timpului de contactare intre compusi,
chitosan si solutia de ion Fe (lll), viteza de agitare, s-au variat cantitatille de chitosan
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si concentratia ionilor metalici din probe. S-au obtinut interactiuni intre compusi,
studiile oferind informatii privind variatia de pH si conductivitate specifica in solutii,
modificari in procesul de complexare dintre ionul metalic si chitosan, la timp de
contactare si pH variabil. S-a constatat ca perioada de contactare influenteaza
procesul de complexare cu chitosanul si aduce modificari in pH-ul solutiilor si
absorbanta din spectrele analizate. Studiul cinetic efectuat a indicat ca izoterma de
echilibru este mai potrivitd cu modelul Langmuir, reactia de complexare a
chitosanului a avut loc, prezentand afinitate pentru ionii Fe(lll), la pH cuprins intre
3,0-3,2, ajungandu-se la un echilibru intre componenti de cca. 5 ore. Prin spectrele
UV-VIS inregistrate din supernatant, dupa filtrarea probelor de sinteza ca si inainte
de sinteza si dupd complexare, s-a oferit solutia evaluarii capacitati maxime de
complexare cu ionii Fe(lll) cu chitosanul (82,30 mg Fel/g chitosan) iar analiza
morfologica a confirmat modificari in complecsi cand sunt cantitati diferite de
chitosan, si cand conditiile de sinteza se modifica.

CONTRIBUTII ORIGINALE

Obtinerea de noi materiale este o preocupare permanenta in cercetare, iar

valorificarea complexa a chitosanului, un biomaterial provenit din chitina si disponibil
comercial in diferite grade de deacetilare (mase moleculare) pentru modificarea lui chimica
controlata este intotdeauna o mare provocare si o sarcina foarte dificila datorita structurii sale
complexe.

Abordand solutii de cercetare pentru noi materiale, avand la baza chitosanul

cercetarile experimentale efectuate in cadrul acestei teze au adus cateva rezultate originale.

Principalele rezultate stiintifice originale obtinute, prin obiectivele tezei stabilite, pot fi

dupa cum urmeaza:

Sinteza de noi derivati de chitosan functionalizat folosind saruri N-heterociclice, din
clasa 4,4 -dipiridilului (viologeni) neraportate in literatura. n acest fel s-a demonstrat
unicitatea structurilor chimice pentru noi aplicatii, fiind publicate doua articole
stiintifice ISI.

A fost elaborata schema de sinteza originala a noilor derivati, prin etape selective
folosind solventi organici (DMFA, DMSO, etanol, acid acetic,) si amestecuri ale
acestora cu apa in diferite rapoarte. Se considera ca cel mai important solvent pentru
sarurile N-heterociciclice, sarurile cuaternare dipiridilice este DMFA, sarurile fiiind
total solubile.

Solubilitatea individuala a chitosanului a fost determinata de factori structurali, in
special continutul de grupari -OH libere, capabile sa formeze legéaturi de hidrogen, si
sinteza de noi derivati de chitosan functionalizat cu saruri din clasa 4,4 -dipiridilului a
avut rezultate bune in mediul de acid acetic, dar limitatd in mediul apos, desi
provocérile pentru noile aplicatii sunt sa fie obtinuti derivati cu solubilitate apoasa si la
pH fiziologic.

S-a stabilit ca, dintre sarurile cuaternare dipiridilice utilizate in sinteza, pentru pentru
functionalizarea chitosanului, sarea dibromura de N,N-difenacil-4,4-dipiridiliu a avut
activitate de alchilare buna, pastrand o eficienta antioxidanta, fiind astfel obtinuta o
solubilizare mai eficienta Tn apa si activitate biologicd Tmbunatatita la patogeni,
precum Escherichia coli si Staphylococcus aureus, ca si impotriva Bacillus subtilis.
S-a folosit o metoda simpla si rapida pentru a sustine obtinerea de noi derivati de
chitosan functionalizat, prin continutul si pozitia gruparilor functionale esentiale din
biopolimer, pe baza analizei FTIR, in conditile in care analiza RMN este mult mai
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scumpa si mai laborioasa si prin analiza de difractie de raze X (XRD) este necesar un

echipament mai sensibil (sub 10 ©), pentru confirmarea structurii, la probele obtinute,

raportul de masa dintre chitosan si sare fiind de 10:1 (respectiv de 20:1).

* Analiza FTIR a fost utila si la confirmarea rapida a structurilor de hidrogeluri cand s-
au determinat principalele modificari structurale care au avut loc si modul in care
prezenta sarurilor dipiridilice influenteaza procesul de sinteza. Un rezultat stiintific
foarte important a fost demonstrarea faptului ca la actiunea de E. coli, derivatii de
chitosan functionalizati indica activitate antimicrobiana eficienta.

= Putem considera ca s-a deschis o cale importanta pentru noi derivati de chitosan
functionalizat, cu folosirea de viologeni, saruri din clasa 4,4’-dipiridilului, pentru
obtinerea de noi materiale, cu posibile aplicatii intr-o serie de domenii pe cateva
directii principale, cum ar fi: medical, alimentatie sau ingineria materialelor.

* De interes sunt si contributiile privind obtinerea de complecsi de chitosan cu ionii
metalici, Indeosebi pentru Fe(lll) Tn mediu acid, date neraportate in literatura
(rezultatele sunt in curs de publicare), ca si pentru complecsi cu ionii de Cu(ll) si Zn
(1.

Contributiile originale ale tezei au fost diseminate in doua articole publicate in reviste
internationale cu vizibilitate stiintifica (Carbohydrate Research — 2023; Journal Physics
Conference - 2021), o lucrare publicata intr-o revista indexata in bazele de date, contributii in
11 comunicari la conferinte internationale de prestigiu din strainatate si din {ara, prezentari in
cadrul Conferintei Stiintifice a Scolilor Doctorale SCDS-UDJG, editia a-IX + a-XI.

PERSPECTIVE DE CONTINUARE A CERCETARILOR

= Extinderea analizei antibacteriene privind eficacitatea hidrogelurilor pe mai multe specii
bacteriene, impotriva bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative, precum si tulpini de
drojdii.

» Evaluarea activitatii antimicrobiene si antivirale a hidrogelurilor obtinute la nivelul unor
bacterii din institutii spitalicesti, iar noii compusi sintetizati sa fie supusi unor studii de
activitate antimicrobiana in cadrul unor colaborari pe termen lung, bine stabilite, care sa
respecte protocolul stabilit si problemele de etica.

= Realizarea unor cercetari privind eficacitatea activitatii antibacteriene a hidrogelurilor
comparativ cu alte materiale noi ce se pot obtine: membrane, filme, utilizdnd esantioane
cu derivatii de chitosan functionalizat sintetizati.

»= Investigarea in silico a mecanismului de activitate antimicrobiana ce se va baza pe
combinarea unor simulari de andocare si dinamicd moleculara (MD), in vederea
confirmarii ca derivatii de chitosan cu sarurile N-heterociclice pot prezenta activitate
antimicrobiana eficienta.

= Evaluarea activitatii antitumorale a hidrogelurilor obtinute, cercetari asupra actiunii
sinergice a categoriilor de compusi bioactivi prin teste in vitro si in vivo.

Dezvoltarea unor noi directi de cercetare, pot oferi informatii importante
producatorilor de medicamente, pentru suplimente alimentare, care sa constituie puncte de
plecare in fundamentarea de noi forme farmaceutice mult asteptate pentru imbunatatirea
sanatatii oamenilor.
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