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INTRODUCERE

Terapiile alternative noi care folosesc medicamente cu principii bioactive de provenientd naturald au
devenit foarte utile in practica medicald, constituind o preocupare serioasa pentru domeniul medico-
farmaceutic in ultimii ani. Prin aceste demersuri de cercetare stiintifica s-a largit aria de preocupari luandu-se
in considerare cercetarea unor compusi bioactivi proveniti din reusrse naturale.

O sursa extrem de valoroasd si accesibila o reprezintda mediul marin, prin bogatia de organisme
marine ce oferd materia prima de cercetare a extractiei diverselor principii active. Marea Neagra ofera o sursa
foarte diversa pentru cercetarea zooplanctonului si a fitoplanctonului din care se pot obtine compusi bioactivi
deosebit de importanti ce pot fi valorificati prin terapii alternative in tratarea diverselor afectiuni. Prezenta
Teza de doctorat se incadreaza prin continutul ei in cercetdri asupra resurselor marine cu valorificari ale
compusilor bioactivi in obtinerea unor noi formulari farmaceutice.

Ipoteza de lucru in cercetarea efectuatdi a pornit de la obtinerea chitosanului din crabul
Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra, care este un crustaceu ce se gaseste din abundenta pe litoralul
romanesc. Din acest polizaharid (chitosanul extras) am obtinut noi formuldri farmaceutice.

Motivatia temei de cercetare a fost generatd de lipsa de competitivitate a medicamentelor pe baza
de chitosan in tara noastra, dar si de importanta chitosanului cunoscuta pe plan mondial, in utilizarile din
terapeuticd, bazata pe proprietatile remarcabile ale acestui polizaharid, dintre care amintim in mod special,
actiunea antimicrobiana, antioxidanta i cicatrizanta.

Obiectivul general al Tezei a fost acela de a obtine prin extractie chitosanul din carapacea crabilor
Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagr3, si realizarea de forme farmaceutice pe baza acestui chitosan cu
aplicatii terapeutice. Toate formularile farmaceutice le-am caracterizat fizico-chimic si farmacologic. Pentru
realizarea acestui obiectiv general am avut in vedere realizarea urmatoarelor obiective specifice:

v’ Obtinerea, realizarea si optimizarea pentru prima dati a unui proces biotehnologic de extractie al
chitosanului din carapacea dorsald a crabilor Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra si
caracterizarea produselor de extractie.

v’ Caracterizarea celor doi chitosani obtinuti, diferiti prin valorile maselor moleculare, prin analize
fizico-chimice care au urmarit determinarea gradului de dezacetilare, puritatea, continutului de
cenusd, umiditatea, pH-ul, solubilitatea si caracteristicile fizico-chimice prin analize
termogravimetrice si masuratori spectroscopice in UV-VIS si FT-IR si prin analize optice —
SEM.
obtinuti din resurse din Marea Neagra.

v' Realizarea formularilor semisolide de tipul hidrogeluri, pelicule, unguente cu utilizare topica, in
care am folosit, ca principii active chitosanii singuri sau asociati cu alti compusi bioactivi,
proveniti din alge si colagen de origine marina.

v’ Caracterizarea formuldrilor realizate, cu evidentierea comportdrii reologice a activitatii
antioxidante si antimicrobiene, aceste noi preparate putdnd constitui o alternativa la produsele
farmaceutice conventionale existente.

v Aldturi de determinarea caracteristicilor fizico-chimice ale chitosanului am efectuat si studii
fizico-chimice pentru evidentierea compusilor bioactivi pe materialele provenite din resurse
marine. In acest sens, am determinat continutul de polifenoli prin diferite metode (continutul de
polifenoli totali prin metoda Folin-Ciocalteu si prin metoda HPLC) pe algele marine, cu care am
asociat chitosanii luati in studiu. Acest obiectiv specific a fost necesar sa il efectudm pentru a
evidentia activitatea antioxidanta a formularilor semisolide realizate din chitosan si alge.

v Realizarea de teste in vitro pentru a evidentia cedarea substantelor medicamentoase din
preparatele pe baza de chitosan obtinut din resurse marine din Marea Neagra si ketoconazol.

Importanta temei alese este evidentiatd si sustinutd prin obiectivul general propus si incadreaza
Teza de doctorat 1n cadrul studiilor privind obtinerea de medicamente din resurse marine. Tema aleasa este
actuald, de mare complexitate ca studiu, fiind ancoratd in cercetdrile moderne la nivel national si
international. Tema se Incadreaza in liniile de cercetare cuprinse In programele de cercetare de valorificare a
resurselor oferite de Marea Neagra, fiind inclus 1n proiectul castigat in 2011 1n cadrul Proiectelor Complexe —
PCCDI cu tema Valorificarea superioara complexa a biomasei marine ofetita de Marea Neagra.

Originalitatea acestei Teze doctorale deriva in primul rand din investigarea unui polimer natural,
extras pentru prima datd din carapacea speciei de crabi de piatra, Pachygrapsus marmoratus, din Marea
Neagra. Teza constituie un studiu original avansat de cercetare a compusilor biologic activi din surse
naturale din Marea Neagra si include realizarea de noi forme farmaceutice semisolide cu aplicatie topica,
precum geluri, unguente si membrane, atdt din chitosan, cét si din asocierea acestuia cu alte substante de
origind naturald: algele marine si colagenul din peste. Aceastd abordare a substantelor compozite din
materiale naturale reprezintd o noud perspectiva de cercetare pentru imbunatétirea actiunii si eficacitatii



formelor farmaceutice deja existente si crearea de noi compusi, non-invazivi, de toxicitate redusa, care sa
livreze rezultatele asteptate intr-un timp mai scurt de vindecare.

Teza de doctorat prin continutul ei, a necesitat cunostinte teoretice si experimentale, avand un
profund caracter interdisciplinar prin utilizarea cunostintelor de ecologie marini, biotehnologie, notiuni
avansate de chimie-fizicad experimentald, tehnica farmaceuticd, metode moderne de analizd (spectroscopie,
metode optice, metode reologice) microbiologie, studii de farmaco-cineticdi de cedare a substantelor
medicamentoase si analize statistice In evaluarea datelor de laborator. Proiectul depaseste sfera importantei
pur teoretice, avand si o finalitate practica prin valorificarea ideii unui material natural, nontoxic si sigur, care
a fost analizat si confirmat de rezultatele obtinute, in industria farmaceutica si in medicina, prin realizarea
unor forme farmaceutice semisolide cu aplicare topicd, utilizare in vindecarea si cicatrizarea ranilor si
arsurilor.

Teza este alcatuita din doua parti. Partea I — stadiul actual al cunoasterii, ce cuprinde 3 capitole si
partea a Il-a — Contributii personale, ce cuprinde 6 capitole. Teza este insotita de capitolul de Introducere,
Concluzii generale si Bibliografie.

Partea | — Stadiul actual al cunoasterii

Capitolul | - Caracteristicile pielii, transportul transdermic al substantelor si modele
reologice ale formularilor farmaceutice aplicate topic, cuprinde informatiile din literatura de specialitate
in ceea ce priveste structura si functiile pielii, date despre absorbtia transcutanata si difuziunea prin piele.
Influenta pe care o au factorii fiziologici asupra transportului transmembranar si metodele de imbunatatire ale
acestuia sunt aspecte foarte importante de luat in calcul. Tot in acest capitol sunt descrise modele si
parametrii de caracterizare reologica ale formelor farmaceutice semisolide cu aplicatie topica.

Capitolul Il - Metode de analizd in caracterizarea fizico-chimicd si microbiologica a
chitosanului, prezinta descrierea unor metode si tehnici de determinare a principalilor parametri functionali
ai chitosanului, adicd gradul de dezacetilare si masa moleculard. Modalitatile de testare ale activitatii
antioxidante si actiunii antimicrobiene prin diferite metode chimice sunt relatate conform studiilor si
cercetarilor regasite in literatura de specialitate. Acest capitol sumarizeaza principalele metode de analiza
fizico-chimica pentru determinarea valorilor parametrilor si actiunilor antioxidante si antimicrobiene pe care
le poseda chitosanul studiat.

Capitolul 111 - Valorificarea resursei marine pentru obtinerea chitosanului si aplicatiile sale
biomedicale, prezinta diferitele surse de provenientd ale chitosanului, pe care cercetatorii din domeniul de
specialitate le-au folosit pentru a extrage acest biopolimer. Sursele de chitosan sunt variate, el fiind prezent
atat in organismele marine, precum crabi, moluste, scoici, creveti, dar si in anumite fungi si insecte cu
carapace chitinoasa. Din acest motiv si metodele de obtinere sunt diferite in functie de fiecare sursd. Pentru
chitind si chitosan sunt descrise caracteristice generale, structura, proprietatile si aplicatiile biomedicale si
industriale pe care le detin.

Partea a Il — a - Contributiile personale cuprind:

Capitolul IV - Obtinerea chitosanului din resursi marini din Marea Neagra, prezintd
procedeul de extractie chimicd al chitosanului din carapacele dorsale ale crabilor de piatrd, specia
Pachygrapsus marmoratus, din Marea Neagra. S-au urmirit anumiti pasi de extractie, intr-0 ordine
cronologica, si anume: etapa de deproteinizare, demineralizare, decolorare si dezacetilare alcalind puternica.
Tehnica de lucru a presupus utilizarea a doud variante de extractie, ce diferd prin conditiile de lucru, reactivii
folositi, temperatura si timpii de reactie. In urma acestor doua variante de extractie am obtinut doi chitosani
diferiti ca mase moleculare.

Capitolul V - Caracterizarea fizico-chimicd a chitosanului obtinut din Pachygrapsus
mormoratus, cuprinde caracterizarea celor doi chitosani obtinuti prin extractie chimica din Pachygrapsus
mormoratus din Marea Neagra, in capitolul anterior, prin analiza principalilor parametrii fizico-chimici.
Caracterizarea corectd si completd este foarte importanta pentru identificarea proprietatilor fizico-chimice pe
care le poseda chitosanul si stabileste efectele procesului de preparare asupra acestor proprietati. in functie de
influenta acestor caracteristici ale polimerului asupra aplicatiilor in care se foloseste, domeniile de
aplicabilitate sunt foarte variate. Pentru caracterizarea chitosanului obtinut am analizat si determinat
atributele calitative ale proprietatilor fizico-chimice, precum: gradul de dezacetilare, masa moleculara,
continutul de cenusa, solubilitatea, umiditatea, valoarea pH-ului, iar pentru confirmarea structurii si
compararea materialului extras de noi cu produsul standard luat ca referintd, am realizat analize
spectrofotometrice in infrarosu (FT-IR), in domeniul ultraviolet-vizibil (UV-VIS), dar si analize de
microscopie electronicad SEM si termogravimetrie TGA.

Capitolul VI - Forme farmaceutice pe bazid de chitosan, cuprinde descrierea modului de
preparare al diferitelor forme farmaceutice semisolide cu aplicatie topica, sub formd de unguente si geluri,
dar si bureti, pansamente, membrane si pelicule absorbabile pe bazi de chitosan pe care I-am asociat cu alte
substante ce prezintd actiune antimicoticd, antisepticd si regenerantd si cu substante de origine naturala,
precum algele marine, tot din Marea Neagra. Algele marine recoltate le-am pregatit sub forméa de extracte



alcoolice pe care le-am incorporat in preparatele farmaceutice semisolide alaturi de chitosan. Dintre polimerii
naturali, chitosanul prezintd un mare potential pentru a fi utilizat in aplicatii biomedicale si farmaceutice de
tratare a ranilor si 1n vindecarea afectiunilor de la nivel cutanat, datoritd biocompatibilitatii,
biodegradabilitatii si non-toxicitatii sale.

Studiile reologice s-au efectuat pe fiecare din probele rezultate, pentru a determina influenta unui component
aditional asupra vascozitatii formei farmaceutice. Am folosit doud vascozimetre, unul model HAAKE
Viscotester 550 VT, folosind sistemul de senzori MV1, si unul VISCOSTAR R Viscosimeter. Masuratorile
de vascozitate efectuate pentru viteza de forfecare, vascozitate si tensiunea de forfecare au rezultat in
reogramele si curbele de vascozitate care au fost analizate si comparate. S-a evidentiat caracterul
pseudoplastic al gelurilor si unguentelor studiate.

Capitolul VII - Studiul activititii antioxidante totale a noilor forme farmaceutice pe baza de
chitosan, cuprinde metodele de investigare ale proprietatii antioxidante a chitosanului extras chimic din
specia de crab de piatra Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra. Analiza s-a efectuat atat pe chitosan
ca substanta propriu-zisa de studiu, cat si pe combinatii ale acestui polimer cu alte substante de origine
marind. S-au luat in studiu 4 tipuri de alge marine (Ulvae lactuca, Cystoseira barbata, Ceramium rubrum si
Cladophora vagabunda), pregitite ca si extracte alcoolice. Chitosanul extras chimic a fost analizat pentru
proprietatile antioxidante prin testarea a trei metode si mecanisme de actiune, precum: puterea reducatoare cu
FeCls, capacitatea de captare a radicalilor DPPH si a radicalilor hidroxil. De asemenea, am determinat
capacitatea antioxidanta totala a unui compozit sub forma de hidrogel, obtinut din chitosanul extras de noi in
laborator, colagen si extract de alge marine, prin metoda chemiluminescentei. S-a evidentiat influenta
componentelor asociate in compozit asupra capacitatii antioxidante totale. Toate formuldrile studiate au
prezentat capacitate antioxidantd marcantd. Rezultatele obtinute arata faptul ca proprietatile antioxidante ale
chitosanului extras din Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra au crescut cu cresterea concentratiei de
chitosan din probele analizate. In comparatie cu datele regasite in literatura de specialitate pentru chitosanul
comercial, luat ca referintd In aceastd cercetare, s-a observat ca puterea reducdtoare a chitosanului extras de
noi este mai pronuntatd decat a chitosanului comercial, Insa valorile obtinute pentru testarea capacitatii de
captare a radicalilor hidroxil si DPPH au fost mai scazute decat ale acestuia. Rezultatele inregistrate pentru
probele de compozit marin (chitosan, alge, colagen) aratd aceeasi tendintd de marire a activitatii
antioxidante cu cresterea concentratiei compozitului.

Capitolul VIII - Cercetiri privind activitatea antimicrobiand a compusilor farmaceutici cu
chitosan, prezinta studiul microbiologic efectuat pentru determinarea activititii antimicrobiene a chitosanului
extras. In prima parte, s-a evidentiat proprietatea chitosanului de a inhiba dezvoltarea microorganismelor,
prin testarea acestei actiuni pe doua tipuri de bacterii diferite (una Gram-pozitivd — Staphyloccocus aureus si
una Gram-negativa — Escherichia coli) si pe o specie de fungi (Candida albicans). in a doua parte, chitosanul
a fost asociat cu alte substante naturale de origine marina, care de asemenea prezintd un caracter
antimicrobian demonstrat, si anume colagenul si 3 specii de alge marine (doud verzi - Cladophora
vagabunda, Ulvae lactuca, si una bruna - Cystoseira barbata). Din aceastd combinatie de substante s-au
realizat diferite formulari farmaceutice, precum: solutii, geluri, membrane si pelicule. Pentru formularile
preparate s-a efectuat un studiu prin care s-a evidentiat caracterul antimicrobian superior pe care il prezinta
aceste formulari fatd de efectul fiecarui component luat separat. Activitatea antimicrobiana atestatd si prin
studiile noastre realizate atat pe solutiile cu chitosan cat si pe peliculele realizate pe baza de chitosan
evidentiazd efectul antimicrobian asupra bacteriilor gram-pozitive Staphylococcus aureus, ridicat fatd de
bacteriile gram-negative. Formularile tip gel pe baza de chitosan si colagen au exercitat un efect mai bun
asupra bacililor gram-pozitivi de S. aureus, decat pe E. coli. La adiugarea extractelor algale in fomularile
compozite pe baza de chitosan si colagen, am observat o potentare a efectului inhibitoriu asupra ambelor
tipuri de microorganisme analizate. Cel mai bun efect antibacterian s-a observat in cazul formularii tip
compozit pe baza de chitosan CT 1, colagen si extracte de alga 20%, asupra bacilului S. aureus.

Capitolul IX - Studii farmaco-cinetice in vitro pe formuliri semisolide cu chitosan, cuprinde
analiza profilului de cedare al ketoconazolului in functie de influenta concentratiei de chitosan din formulari
semisolide pentru aplicatie topica. Pentru studiul cedarii substantelor s-au pregatit probe de forme semisolide
reprezentate de unguente tip U/A in care s-au incorporat doua tipuri de chitosan, de doua mase moleculare
diferite, in 4 concentratii (10%, 20%, 30%, 40%) si o substanta de referinta, ketoconazolul, care s-a mentinut
la o concentratie constantd de 2% in fiecare proba. Se constata cd masa moleculara a celor doi chitosani luati
in studiu influenteaza vizibil viteza de cedare. Astfel, formularile FII (cu chitosanul cu masa moleculard mai
mare) au Inregistrat viteze de cedare apreciabil mai mari decat formularile FI (cu chitosanul cu masa
moleculard mai micd). Se constatd cd la ambele formulari FI si FII, cele mai mari viteze de cedare ale
substantei active se Inregistreaza la concentratiile de 10% chitosan fatd de cele de 20%, 30%, 40%, explicabil
prin vascozitatile formelor de 10% mai mici, comparativ cu celelalte. La aceleasi concentratii de chitosan, in
cazul formularilor FII, cu masa moleculard mai mare (vascozitatea unguentelor mai mare) se obtin viteze de
cedare a substantei bioactive mai mari fata de formularile FI.



IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE ALE TEZEI

Obiectivul Principal al Tezei de Doctorat il reprezintd in primul rdnd extractia si obtinerea
chitosanului din resursd marina din Marea Neagra. In acest context, am extras pentru prima oara chitosanul
din specia de crab de piatrd, Pahygrapsus marmoratus, ce se gaseste pe litoralul Marii Negre.
Caracterizarea proprietitilor si parametrilor fundamentali ai polimerului de interes s-a realizat prin
analize fizico-chimice cu scopul de a confirma structura si a determina parametrii fizico-chimici principali.

Un alt obiectiv al Tezei, a fost realizarea unor formulari farmaceutice cu actiune topica pe baza de
chitosan si alte substante de origine naturald cu actiune terapeutica. Formele farmaceutice au fost preparate
prin incorporarea chitosanului simplu si a celorlate substante, precum algele marine si colagenul din peste, in
forme semisolide, cu obtinerea de creme, geluri, unguente, membrane si pelicule resorbabile. Aceste
preparate semisolide obtinute au fost supuse mai multor teste pentru optimizarea actiunii farmacologice a
substantelor active folosite. Caracterizarea formelor farmaceutice cu chitosan cu destinatie topica s-a
realizat prin analizele fizico-chimice ale caracteristicilor reologice si prin testarea capacitatii antioxidante
totale, a actiunii antimicrobiene, atat a chitosanului singur in formulare, cit si in formule compozite cu
celelelate substante.

METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

Metodologia generala de analiza si cercetare a Tezei porneste de la extractia si caracterizarea
chitosanului si continua cu formularea si analiza fizico-chimica a formelor farmaceutice.

Extractia s-a realizat prin punerea la punct a doud biotehnologii diferite de extractie chimica care au
condus la obtinerea a doud tipuri de chitosan, cu caracteristici diferite. Cei doi chitosani obtinuti din
Pahygrapsus marmoratus au fost caracterizati separat prin analize fizico-chimice cu scopul de a confirma
structura si a determina parametrii fizico-chimici principali. Testele de microscopie electronica,
spectroscopie FT-IT si UV-VIS au ajutat la stabilirea si confirmarea datelor privind structura chitosanului
extras chimic.

Pe baza chitosanilor obtinuti s-au realizat forme farmaceutice semisolide, de tipul cremelor,
gelurilor, unguentelor si peliculelor. Aceste formulari semisolide s-au caracterizat prin analize fizico-chimice
de reologie pentru stabilirea parametrilor de véscozitate, prin teste microbiologice analizand actiunea
inhibitorie asupra diferitelor microorganismelor patogene, prin determinarea activitatii antioxidante totale si a
continutului de polifenoli. De asemenea, s-au efectuat studii de cedare a substantelor active din formularile
farmaceutice realizate care analizeaza fenomenul de difuzie prin piele dupa aplicarea topica.

CAPITOLUL IV
OBTINEREA CHITOSANULUI DIN RESURSA MARINA DIN MAREA NEAGRA

Obiectivele studiului

Pentru obtinerea chitosanului am pornit de la extractia chitinei prin metoda chimica din carapacele
dorsale ale crabilor de piatrd specia Pachygrapsus marmoratus, din Marea Neagra, fiind o specie de
crustacee ce se gaseste din abundenta pe litoralul Marii Negre.

In obtinerea chitinei din material brut am urmrit anumiti pasi, intr-o ordine cronologica, si anume:
etapa de deproteinizare, demineralizare, decolorare si apoi am transformat chitina in chitosan printr-o metoda
de dezacetilare alcalina puternicd. Tehnica de lucru a presupus utilizarea a doud variante de extractie, ce
difera prin conditiile de lucru, reactivii folositi, temperatura si timpii de reactie. In urma acestor doua variante
de extractie am obtinut doi chitosani diferiti ca mase moleculare, proprietati si caracteristici functionale.

IV.3 ETAPELE PROCESULUI DE EXTRACTIE AL CHITOSANULUI
DIN RESURSA MARINA

Procesul chimic de obtinere al chitosanului din carapacea de crab urmireste mai multe etape, si
anume: deproteinizarea - etapa ce dizolva proteinele si glucidele, demineralizarea - care inlaturd carbonatul
de calciu si celelalte minerale, decolorarea - procesul de extractie al carotenoizilor si altor coloranti, si
dezacetilarea - care reprezinta procesul de transformare al chitinei in chitosan.



IV.4. REZULTATE SI DISCUTII

Prin cele doua variante de extractie am obtinut doi chitosani diferiti, atat din punct de vedere al
caracteristicilor, cat si prin culoare, textura si aspect macromolecular.

In urma variantei 1 de extractie (V1) a rezultat un chitosan (CT 1) cu aspect fin, de culoare alba,
slab galbuie. Chitosanul CT 2, obtinut prin varianta 2 de extractie (V2) are aspeCt mai grunjos, o culoare
maronie.O importantd mare trebuie acordatd fiecarei reactii in parte, dar si reactivilor si temperaturilor
folosite in cadrul variantelor de extractie deoarece acesti factori influenteaza parametrii importanti in
caracterizarea si calitatea chitosanului obtinut.

Randamentul de Reactie

Randamentul unei reactii ofera informatii despre gradul de eficientd al unei reactii chimice sau
proces biotehnologic. Se exprima procentual si este raportul dintre masa materiei prime luate in lucru si masa
produsilor de reactie transformati. Randamentul de reactie a fost obtinut prin compararea masei materialului
brut cu masa chitosanului extras chimic. Am calculat randamentele de obtinere ale chitosanilor extrasi din
carapacele uscate ale crabilor de piatra, prin cele doud variante V1 si V2, pentru a observa influenta pe care o
au conditiile de lucru si reactivii folositi in etapele procesului de extractie. Valorile randamentelor de obtinere
ale chitosanilor extrasi chimic prin variantele V1 si V2 sunt prezentate comparativ in Fig.IV.17:

Randamentul de obtinere (1))
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Fig.IV.17. Valorile randamentelor de obtinere ale chitosanilor chimic
prin variantele V1 si V2

Din Fig. IV.17 se poate observa o diferenta intre cantititile de obtinere ale chitosanului prin cele
doua variante de extractie. Diferenta dintre varianta V1 si V2 este reprezentatd de tratamentul folosit pentru
etapa de decolorare a probelor, adicd, cu permanganat de potasiu pentru varianta V1 si, respectiv, acetona si
eter etilic pentru varianta V2. Proba de chitosan CT1, obtinutd in urma variantei de extractic V1 a avut un
randament de reactie mai mic, fapt datorat caracterului puternic oxidant al solutiei de permanganat de
potasiu, care este posibil sa fii distrus legaturile de chitina in timpul procesului de indepartare al pigmentilor
din proba. Este posibil ca randamentul de reactie sa fie influentat de pierderea in greutate a probei din cauza
indepartarii excesive a gruparilor acetil din lantul polimeric in timpul procesului de dezacetilare.

CAPITOLUL V
CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A CHITOSANULUI OBTINUT DIN
PACHYGRAPSUS MORMORATUS

Obiectivul acestui capitol este de a caracteriza cei doi chitosani obtinuti din Pachygrapsus
mormoratus din Marea Neagrd, prin extractie chimicd in capitolul anterior, prin analiza principalilor
parametrii fizico-chimici.

Caracterizarea corectd si completd are o importantd majora in identificarea proprietatilor fizico-
chimice pe care le poseda si stabileste efectele procesului de preparare asupra acestor proprietiti. In functie
de influenta acestor caracteristici ale polimerului asupra aplicatiilor in care se foloseste, domeniile de
aplicabilitate sunt foarte variate.

Caracterizarea s-a realizat prin determinarea atributelor calitative ale proprietatilor fizico-chimice,
precum: gradul de dezacetilare, masa moleculara, continutul de cenusa, solubilitatea, umiditatea, valoarea
pH-ului, iar confirmarea structurii si compararea materialului extras in aceasta teza cu produsul standard luat
ca referintd s-a realizat prin analize spectrofotometrice in intrarosu FT-IR, in domeniul ultraviolet-vizibil
UV-VIS, dar si prin analize de microscopie electronicd SEM si termogravimetrie TGA.



V.2 PARAMETRII FIZICO-CHIMICI Al CHITOSANULUI EXTRAS DIN
PACHYGRAPSUS MORMORATUS DIN MAREA NEAGRA

V.2.1 GRADUL DE DEZACETILARE

Determinarea gradului de dezacetilare a unei mostre de chitosan se poate face prin titrarea unei
solutii acide de chitosan cu o solutic apoasd standardizatd de NaOH, concentratic molara cunoscuta, in
apropierea valorii de 0,1 M. Se inregistreaza valorile de pH ale sistemului apos in functie de volumul (in mL)
de solutie standardizatd de NaOH. Pe masura ce se adauga solutie de NaOH, se neutralizeaza mai intai acidul
clorhidric in exces existent in solutie, dupd care grupele —NH;" ale resturilor de D-glucozamini. La
terminarea titrarii, se determina volumul de solutie apoasé standardizatd de NaOH folosit numai la titrarea
grupelor — NH3". Formula de calcul al gradului de dezacetilare al chitosanului este (V.3):

DD[%] = 2032 V1 (V.3)
m+0.0042(v, -V,)

unde: m este masa probei, V1,V, sunt volumele de NaOH 0,1 M ce corespund punctelor de inflexiune, 2,03
este coeficientul rezultat din masa moleculara a unitatii monomere de chitind, 0,0042 este coeficientul ce
rezultd din diferenta dintre masele moleculare ale unitatilor monomere de chitind si chitosan [Czechowska-
Biskup R., 2012], [Czechowska-Biskup R., 2004].

Rezultatele obtinute

Fig.V.2 prezintd curba de titrare (culoare neagra) si curba derivatd corespunzatoare (culoare
albastrd) pentru titrarea a 0,2011 g chitosan (CT 1) cu o solutie apoasd de NaOH 0,0904 M. Din volumele
corespunzatoare punctelor de echivalentd (punctele de inflexiune pe curba de titrare sau maximele de pe
curba derivata), s-a obtinut valoarea AV=9.2 mL. Astfel, aplicand ecuatia (V.7), rezulta:

DD(%) = 20,03 92 0,0904 =715
0,2011+0,042x9,2x0,0904
Fig.V.2. Curba de titrare (culoare neagra) si curba derivata Fig.V.3. Curba de titrare (culoare neagra) si curba derivata
corespunzatoare (culoare albastrd) pentru titrarea sol.CT 1 cu  corespunzatoare (culoare albastrd) pentru titrarea sol.CT 2
sol. NaOH 0,0904M cu sol. NaOH 0,0904M

In cazul titrarii potentiometrice efectuate pe proba de CT 2 am folosit urmatoarele: [NaOH] =
0,0904 mol/L, m = 0,1817g chitosan (CT 2) si o valoare a AV = 6,8 mL. Fig.IV.3 prezinta curba de titrare
(culoare neagrd) si curba derivata corespunzitoare (culoare albastrd) pentru titrarea a 0,1817g chitosan (CT
2) cu o solutie apoasd de NaOH 0,0904 M. Din volumele corespunzétoare punctelor de echivalenta (punctele
de inflexiune pe curba de titrare sau maximele de pe curba derivatd), am obtinut valoarea AV=6,8 mL. Astfel,
aplicand aceeasi ecuatie (V.7), rezulta:

6,8x0,0904

DD(%) = 20,03 =
0,1817 + 0,042 x 6,8 x 0,0904

60,1

O comparatie grafica intre valorile gradului de dezacetilare ale chitosanilor obtinuti prin cele doua
variante de extractie este prezentata in figura (Fig.V.4) de mai jos:
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Fig.V.4. Valorile gradului de dezacetilare ale chitosanilor obtinuti prin cele doud variante de extractie

V.2.2. MASA MOLECULARA

Vascozitatea intrinseca este un parametru reologic foarte important folosit pentru caracterizarea
proprietatilor hidrodinamice ale polimerilor si pentru a determina masa moleculara medie aplicand ecuatia
Mark-Houwink [Wang W., 1991]. Determinarea valorii masei moleculare prin masuritori de vascozitate
intrinseca este o metoda mai simpla, atat prin tehnica de lucru folosita, cat si prin modalitatea de calcul.

Ca si formuld de calcul, pentru determinarea masei moleculare am folosit ecuatia (V.8) Mark-
Houwink:

[7]=kM® (V.8)

unde: M este vascozitatea medie a masei moleculare, [n] este vascozitatea intrinsecd, k si a sunt valorile
constante 1,424 x 10° (dL/g) si respectiv 0,96 [Wang W., 1991].

Rezultatele obtinute
Din masurdtorile efectuate am determinat valorile pentru véscozitatea cinematica (v) si pentru

vascozitatea redusd (1), reprezentate in Tabelul V.1 si Tabelul V.2 pentru fiecare din cei doi chitosani
obtinuti.

Tabelul V.1. Valorile de vascozitate obtinute pentru proba de Chitosan CT 1

Concentratia Vascozitatea cinematica Vascozitatea redusa (Nyeq, dL/Q)
(c, g/dL) (v, cSt)
0,04680 1,1631 8,1977
0,07488 1,392 8,7602
0,11232 1,7328 9,4497
0,14976 2,1093 10,0780
0,18720 2,56321 10,7492

Tabelul V.2. Valorile de véascozitate obtinute pentru proba de Chitosan CT 2

Concentratia Vascozitatea cinematica Vascozitatea redusa (Myeq, dL/Q)
(c, g/dL) (v, cSt)
0,02560 1,0212 8,3924
0,04096 1,1468 8,8931
0,06144 1,3180 9,2436
0,08192 1,5171 9,8240
0,10240 1,7207 10,2245

Valorile obtinute pentru masa moleculard pentru cei doi chitosani extrasi prin variantele V1 si V2
sunt prezentate comparativ in Fig.V.9:

Masa Moleculara (Mw)
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Varianta V1-CT 1 VariantaV2-CT2
Fig.V.9. Valorile obtinute pentru masa moleculara pentru cei doi chitosani extrasi prin variantele V1 si V2




In unele studii, masa moleculara se exprima in kDa. Se cunoaste ci, 1 g/mol = 1Da. Astfel, valorile
obtinute pentru cei doi chitosani se pot rescrie sub forma:
Mw CT1 =898 kDa
Mw CT2 = 956 kDa
Din datele experimetale obtinute, cei doi chitosani extrasi chimic se Incadreaza in limitele generale
ale valorilor de masa moleculara.

V.2.3. CONTINUTUL DE CENUSA

Continutul de cenusa din chitosan reprezintda un parametru ce poate influenta solubilitatea
polimerului si de asemenea poate conduce la o vascozitate scdzutd, afectand si alte caracteristici importante
ale produsului final de extractie. Continutul de cenusa al chitosanului este o caracteristica ce se refera la
puritatea produsul obtinut, de care se tine cont in aplicatiile pentru realizarea formelor farmaceutice si in
utilizarile biomedicale. Procentul de cenusa se poate calcula folosind urmatoarea formula de calcul [Monarul
Islama S., 2011]:

%Cenusd = Mrezidu 100 (V.9)

mprokﬁ

Rezultate
Aplicand formula de calcul din ecuatia (V.9) am obtinut o valoare de cenusda de 2,23% pentru proba de
chitosan CT 1 si respectiv, o valoare de 1,98%, pentru proba de chitosan CT 2. Continutul in cenusa al
fiecarui chitosan obtinut prin extractie chimica este prezentat comparativ in Fig.V.10.
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Fig.V.10. Continutul in cenusa al probelor CT 1 si CT 2

V.2.4. CONTINUTUL DE UMIDITATE

Chitosanul este un material de natura higroscopica, avand o capacitate mult mai mare decat chitina
de a forma legaturi de hidrogen cu moleculele de apa, legandu-se atat de gruparile hidroxil cat si de cele
amino. Cantitatea de apa absorbita depinde de mai multi factori, printre care: continutul initial de umiditate,
conditiile de pastrare si in special temperatura ambientala si umiditatea relativd [Gocho H., 2000]. Masa de
apd pierdutd se determind prin folosirea ecuatiei (V.10) de mai jos [Yong H., 2002], prin cantarirea probei
nainte si dupa uscarea la masa constanta, Intr-o etuva incalzita la o temperatura de 65 oc, timp de 24 de ore.

(V.10)

. m " - —Mm - "
%Umiditate = prohz-umeda prohi-uscatz %100
prohi-umeda

Rezultatele obtinute

Folosind ecuatia (V.10) data mai sus, am determinat continutul de umiditate pentru fiecare tip de
chitosan studiat si am obtinut valori apropiate intre cele doua probe. Astfel, pentru proba CT 1 procentul de
umiditate a fost de 8,54%, iar pentru CT 2 am obtinut un procent de 8,35%. Procentul de umiditate al
probelor de chitosan analizate este prezentat grafic mai jos, in Fig.V.12.
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Fig.V.12. Procentul de umiditate al probelor de chitosan analizate



V.2.5. SOLUBILITATEA PROBELOR DE CHITOSAN

Solubilitatea chitosanului reprezinta un reper de calitate al polimerului obtinut si anume, o
solubilitate mai mare indicd un chitosan mai calitativ si indicat in utilizarea proceselor farmaceutice si
medicale. Am determinat procentul de solubilitate al probelor de chitosan folosind formula de mai jos
[Fernandez-Kim., 2004]:

(Myigaraan +CT )= (mfinalatub + CT)

(mlmtlalatub + CT) - (mlnitlalatub)

(V.11)

%Solubilitate = x100

Rezultate
Procentul de solubilitate al chitosanilor obtinuti prin variantele V1 si V2 de extractie chimica este
prezentat in Fig.V.14:
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Fig.V.14. Procentul de solubilitate al chitosanilor obtinuti prin variantele V1 si V2 de extractie chimica

Utilizand formula de calcul prezentatd anterior in ecuatia (IV.11) pentru ambele tipuri de chitosan

extrase, am obtinut un procent de solubilitate de 74,75% pentru proba de CT 1 si o valoare de 67,39% pentru
CT 2.

V.2.6. VALOAREA pH-ului

Majoritatea proprietatilor caracteristice ale chitosanului sunt datorate gruparilor amino primare cu
un pKa de 6.3, ce se regisesc in numar mare in lantul polimeric. La un pH mic, ionii pozitivi ai gruparii NHz"
transforma chitosanul intr-un polielectrolic cationic solubil in apd. Atunci cand valoarea pH-ului creste peste
6.0 incarcatura pozitiva a gruparilor amino se pierde si astfel chitosanul devine insolubil in apa [Pillai C.K.S.,
2009].

Rezultate

in urma masuritorilor efectuate, probele de chitosan studiate au prezentat urmitoarele valori de pH,
apropiate de neutralitate: pentru proba CT 1 am obtinut valoarea de 6,9, iar pentru proba de CT 2 o valoare de
6,7. Aceste valori sunt reprezentate comparativ in Fig.V.15.

Valoarea pH-ului
6,9

6,9

63 6,7
6,7

I J
6,6 +

Varianta V1-CT 1 Varianta V2 -CT 2

Fig.V.15. Valorile de pH ale chitosanilor studiati

V.2.7. ANALIZA TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

Temperatura ridicata este deseori folosita pentru prepararea formularilor pe baza de chitosan. Totusi,
expunerea probelor la temperaturi nalte poate conduce la modificarea unor proprietati ale polimerului,
precum: solubilitatea, viscozitatea si aspectul. S-a constatat ca rata si nivelul de degradare al polimerului sunt
accelerate cu cresterea temperaturii si timpului de incélzire [Howling S.E., 2010]. Degradarea termica a
structurii chitosanului este mésuratd folosind metoda termogravimetricd. Aceasta este o reactie complexa ce
implica doua sau chiar trei etape de degradare.



Rezultatele obtinute

In conditiile experimentale date, chitosanul suferd o degradare termica (termooxidativi, in prezenta
oxigenului din aer) compusa din doud procese (notate cu B si C) distinct observate pe dependenta pierdere de
masa — temperaturd. Astfel, pentru fiecare dintre cele doua probe de chitosan, se observa urmatoarele regiuni:
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Fig.V.17. Termograma asociata pierderii de masa pentru Fig.V.18. Termograma asociata pierderii de masa
proba de chitosan CT 1 pentru proba de chitosan CT 2

Diferentele valorilor de temperaturd de tranzitie vitroasa se explicd prin valorile diferite de masa
moleculara ale chitosanilor analizati. In baza acestor rezultate, chitosanul se poate supune unor temperaturi
sub valorile temperaturilor de tranzitie vitroase fara sa influenteze proprietatile fizico-chimice.

V.2.8. ANALIZA SPECTROFOTOMETRICA iN INFRAROSU (FT-IR)

Analiza spectrofotometrica FT-IR s-a folosit pentru a identifica structura chimica a probelor de
chitosan extrase chimic din crabul de piatra Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra. Spectrele rezultate

au fost comparate cu cele ale chitosanului standard luat ca referinta pentru confirmarea structurii chitosanilor
extrasi.

Rezultate obtinute

Din analiza principalelor bande de absorbantd ale celor doi chitosani obtinuti in comparatie cu
spectrul chitosanului comercial standard luat ca referintd am observat cid cea mai mare absorbantd pentru
ambele probe de chitosan se observa intre lungimile de unda 1020 cm™ si 1220 cm™, ceea ce confirma
prezenta gruparilor amino libere (-NH,) din pozitia C, a lantului de glucozamina.

Aceastd similitudine a spectrelor confirma structura chitosanului extras chimic prin specterele IR
prezentate in Fig.V.20 si Fig.V.21 si centralizate in Tabelul V.4. Aceste rezultate sunt in concordantd cu
valorile raportate de cercetarorii Yateendra si colaboratorii pentru chitosanul standard comercial luat ca
referinta in acest studiu [Yateendra S.P., 2012].

Faveramter om. 1 b

Fig.V.19. Spectrul FTIR pentru Fig.V.20. Spectrul FTIR pentru proba Fig.V.21. Spectrul FTIR pentru proba
chitosanul standard de chitosan CT 1 de chitosan CT 2

V.2.9. ANALIZA PRIN MICROSCOPIE ELECTRONICA (SEM)

Microscopia electronicd s-a folosit pentru a studia morfologia si structura de suprafatdi a
membranelor obtinute din probele de chitosan (CT 1 si CT 2) extras prin metoda chimica prezentata anterior.

Rezultatele analizei

Imaginile obtinute prin microscopia electronicéa pentru studiul suprafetelor membranelor de chitosan
(Fig.V.22) arata ca structura membranelor compuse din CT 2 sunt mai poroase decéat cele obtinute din proba
de CT 1.



Fig.V.22. Imaginile SEM ale suprafetelor membranelor de chitosan obtinute;
a.— CT 1/acid acetic; b.— CT 2/acid acetic.

Acest fapt se datoreaza diferentei de mase moleculare ale chitosanilor, dar si vascozitatii gelurilor
formate prin dizolvarea in solutia de acid acetic. Gelul format din CT 2 a prezentat o vascozitate mult mai
ridicatd decat gelul format din CT 1. La examinarea probelor prin microscopie electronicd, chitosanul a
prezentat o suprafatd neomogena si rugoasa cu santuri fine si pori, ceea ce a creat un efect ridat suprafetei de
chitosan. Caracteristicile de suprafata ale probelor de chitosan preparate din crabii de piatrd Pachygrapsus
mormoratus din Marea Neagra sunt in corelatie cu literatura de specialitate.

V.2.10. ANALIZA SPECTROFOTOMETRICA iN UV-VIS

Rezultatele analizei
Datorita rezonantei plasmonice de suprafatd nanoparticulele de argint prezintd un peak intens de

absorbantd si astfel de poate detecta formarea acestor nanoparticule in solutiile analizate prin
spectrofotometria in UV-VIS [Starowicz M., 2006].
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Fig.V.24. Spectrele UV-VIS al solutiilor de chitosan

in Fig.V.24 sunt prezentate spectrele UV-VIS obtinute pentru nanoparticulele de argint preparate cu
diferite concentratii de chitosan. Din analiza spectrelor se poate observa ca intensitatea absorbantei solutiilor
analizate creste cu cresterea concentratiei in chitosan. Astfel, chitosanul actioneazi ca un bun agent
stabilizant pentru nanoparticulele de argint formate in solutie.

V.3. DISCUTII PRIVIND ANALIZELE FI1ZICO-CHIMICE EFECTUATE

Rezultatele comparative intre principalii parametri analizati pentru cele doud tipuri de chitosani
obtinuti prin variantele de extractie (V1 si V2) pe care le-am folosit in acest studiu sunt reprezentate in

Tabelul V.5.

Tabelul V.5. Rezultate comparative ale parametrilor principali pentru probele de chitosan obtinute

Parametru fizico-chimic VariantaV1-CT 1 Varianta V2 — CT 2
Gradul de dezacetilare (DD) 71,5% 60,1%
Masa Moleculari (Mw) 8,98 x 10° g/mol 9,56 x 10° g/mol
Valoare de cenusd (%Ash) 2,23% 1,98%
Valoarea de pH 6,9 6,7
% Umiditate 8,54% 8,35%
Solubilitate 74,75% 67,39%
CAPITOLUL VI

FORME FARMACEUTICE PE BAZA DE CHITOSAN

Obiectivul acestui capitol este de a prepara diferite forme farmaceutice semisolide cu aplicatie
topicd, sub forma de creme, unguente si geluri, dar si membrane si pelicule absorbabile pe baza de chitosan si
in asociere cu substante ce prezintd actiune antimicotica, antiseptica si regenerantd si cu substante de origine
naturald, precum algele marine. Din aceste alge s-au realizat extracte alcoolice care s-au incorporat in




preparatele farmaceutice semisolide alaturi de chitosan. Formele farmaceutice realizate sunt studiate din
punct de vedere reologic pentru a determina influenta pe care o exercita celelalte substante active asociate
asupra comportarii reologice si vascozititii acestor preparate.

VL2. STUDII PRIVIND COMPORTAREA REOLOGICA A UNOR FORME FARMACEUTICE PE
BAZA DE CHITOSAN CU DIVERSE ALTE SUBSTANTE ACTIVE

Tipurile de forme farmaceutice pe care le-am realizat in cadrul acestui studiu au ca si compus
principal chitosanul extras din crabii de piatrd, specia Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra.
Preparatele realizate au fost formulate ca si creme, unguente, geluri, membrane si bureti.

Cremele preparate sunt pe baza de lanolind, in diverse asocieri cu acid hialuronic si sulfadiazina de
argint, unguentele au ca baza o formulare de unguent emulgator de tip U/A si sunt asociate cu ketoconazol
(actiune antimicoticd) si cu extracte alcoolice de alge marine, precum Cystoseira barbata si Ulvae lactuca.
Gelurile sunt realizate din chitosan asociat cu extracte din trei tipuri de alge, doua specii de alge verzi (Ulvae
lactuca, Cladophora vagabunda) si o specie de alga bruna (Cystoseira barbata). Din aceste formulari de gel
au fost realizate si membrane pentru aplicatie topicd. Am folosit chitosanul extras sub forma de pulbere si
pentru impregnarea ca atare in pansamente.

CARACTERIZAREA REOLOGICA A UNOR NOI FORME FARMACEUTICE
PE BAZA DE CHITOSAN

Determindrile au fost realizate pe fiecare din probele rezultate pentru a determina influenta unui
component aditional asupra vascozitatii formei farmaceutice. Am folosit doud vascozimetre, unul model
HAAKE Viscotester 550 VT (Fig.VI.2), folosind sistemul de senzori MV1, si unul VISCOSTAR R
Viscosimeter (Fig.VI1.3). In cazul experimentului efectuat cu reovascozimetrul HAAKE temperatura a fost
mentinutd constantd la 25 + 0.1 °C utilizind o baie de apa Lauda E100 conectatd la aparat. Viteza de
forfecare a fost aplicatd pe domeniul 0-300 s™ mai intai crescitor, apoi descrescitor. La analiza reologica cu
VISCOSTAR R am ales pivotii R6 si R7 in functie de intervalul de vascozitate ce a fost determinat, deoarece
fiecare pivot corespunde unei valori constante care a fost folosita pentru a calcula viteza de forfecare (D) in
corelatie cu cu viteza selectatd (o), In rpm, dupa formula (VI.3):

D=w-R (V1.3)

V1.2.2 STUDIUL REOLOGIC AL CREMELOR PE BAZA DE CHITOSAN

Experimentele reologice s-au realizat cu véascozimetrul VISCOSTAR R, prezentat in Fig.VI.3.
Intervalele de timp dintre determindri si durata fiecdrei masuratori au fost de 10 secunde. Masuratorile s-au
realizat prin cresterea vitezei de rotatie de la 4 rpm. la 200 rpm., respectiv prin descresterea vitezei de rotatie
de la 200 rpm. la 4 rpm. Din masuritorile de reologie a acestor creme pe baza de chitosan au rezultat
reogramele si curbele de vascozitate prezentate in continuare.
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forfecare C1

In Fig. VL5, Fig. V1.6, Fig.V1.7 sunt prezentate rezultatele grafice pentru studiul reologic al probei de
cremd Cl. Rezultatele obtinute in urma studiului reogramelor conduc la observarea unui caracter
nenewtonian, pseudoplastic si tixotrop al probelor de cremi analizate. in cazul tuturor probelor analizate s-a
observat un caracter reologic pseudoplastic, prezentdind o scadere a vascozitatii aparente cu cresterea



vitezelor de forfecare. Dupa linearizarea curbelor de curgere peste o anumita valoare a vitezei de forfecare,
formularile preparate 1si mentin aceesi structura.

V1.2.4 STUDIUL REOLOGIC AL UNGUENTELOR PE BAZA DE CHITOSAN

Experimentele reologice s-au realizat cu vascozimetrul VISCOSTAR R, prezentat in Fig.VI.3.
Intervalele de timp dintre determinari si durata fiecarei masuratori au fost de 10 secunde. Misuratorile s-au
realizat prin cresterea vitezei de rotatie de la 4 rpm. la 200 rpm., respectiv prin descresterea vitezei de rotatie
de la 200 rpm. la 4 rpm. In urma masuratorilor de vascozitate a probelor de unguent am obtinut reogramele si
curbele de véscozitate prezentate mai jos. In Fig.VI.24, Fig.VI.25, Fig.VI.26 sunt prezentate rezultatele
grafice pentru studiul reologic al probei de unguent U1.
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Fig.V1.24. Reograma pentru proba U1l Fig.V1.25. Dependenta vascozitatii de Fig.V1.26. Linearizarea curbei de
la cresterea si sciderea vitezei de viteza de forfecare pentru proba Ul vascozitate ascendente pentru proba
forfecare Ul

Rezultatele obtinute evidentiaza un caracter nenewtonian, pseudoplastic si tixotrop al probelor de
unguent studiate. Toate probele analizate au avut un cacarcter reologic pseudoplastic, prezentind o scidere a
vascozitatii aparente cu cresterea vitezelor de forfecare.

V1.3.2 REOLOGIA UNGUENTELOR CU CHITOSAN SI EXTRACT DE ALGE MARINE

Studiul reologic al acestor forme farmaceutice semisolide a fost efectuat cu vascozimetrul HAAKE
(Fig.V1.2). Temperatura a fost mentinutd constanta la 25 + 0.1 °C utilizind o baie de apid Lauda E100
conectatd la aparat. Viteza de forfecare a fost aplicati pe domeniul 0-300 s* mai intdi crescitor, apoi
descrescator. Probele de unguent cu extract de algd, cu exceptia probei UC3, prezinta fenomenul invers
tixotropiei §i anume, reopexia. De asemenea, probele UC2 si UC3 au o comportare diferitd la viteze de
forfecare mici, de pana la 20 s, tensiunea de forfecare crescand mult mai repede cu viteza de forfecare. Din
acest motiv vascozitatea acestor probe s-a determinat din fitarea punctelor experimentale obtinute doar pe
acest domeniu de viteze de forfecare. Reogramele pentru probele UCI, UC4 si UCS sunt prezentate in
Fig.V1.56, Fig.V1.57, Fig.V1.58 de mai jos alaturi de gradul de reopexie.

« proba LCT
+ proba UC4
« proba UCS

Jits

iunea de forfecare, Pa
nea de forfecare, Pa

inea de forfecare, Pa

Vasites marED, a8

Fig.V1.56. Reograma Fig.VI1.57. Reograma Fig.V1.58. Reograma Fig.V1.59. Dependenta
obtinutd la cresterea vitezei ~ obtinuta la cresterea vitezei  obtinuta la cresterea vitezei vascozitatii aparente de
de forfecare (negru) si la de forfecare (negru) si la de forfecare (negru) si la viteza de forfecare pentru
scaderea vitezei de scaderea vitezei de forfecare scaderea vitezei de probele UC1,
forfecare (rosu) pentru (rosu) pentru proba UC4 forfecare (rosu) pentru UC4 51 UC5
probaUC1 proba UC5

Deoarece domeniul de pseudoplasticitate incepe de la viteze de forfecare de sub 10 s™ aceste probe
de unguent prezintd un grad mai mare de pseudoplasticitate. Scaderea vascozitatii aparente cu viteza de
forfecare pentru probele UCI1, UC4 si UCS este redata in Fig.VI.59.



V1.3.4 COMPORTAREA REOLOGICA A GELURILOR PE BAZA DE CHITOSAN SI ALGE
MARINE

Analiza reologica a formelor farmaceutice semisolide tip gel a fost efectuatd cu vascozimetrul
HAAKE. Temperatura a fost mentinuti constanta la 25 + 0.1 °C utilizind o baie de apd Lauda E100
conectatd la aparat. Viteza de forfecare a fost aplicati pe domeniul 0-300 s mai intdi crescitor, apoi
descrescitor. Pentru probele de gel pe baza de chitosan si extract de alge marine s-au trasat reograme sub

forma dependentei tensiunii de forfecare (t) de viteza de forfecare (7 ). Addugarea unui extract de alge peste

proba de gel simplu de chitosan (G1), modifica comportarea la curgere, fara a modifica semnificativ gradul
de tixotropie, care ramane aproximativ 3-3.5%. In schimb, caracterul pseudoplastic se accentucaza de la
proba G1, la proba G3, apoi la proba G2 (Fig.V1.67).
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Tensiunea de forfecare, Pa

Fig.V1.67. Reogramele obtinute la cresterea vitezei de Fig.V1.68. Dependenta vascozitatii aparente de viteza de
forfecare pentru probele G1-G3 forfecare pentru probele G1-G3

In figura Fig.VI.68 s-a reprezentat dependenta vascozitatii aparente, (adica raportul dintre tensiunea
de forfecare si viteza de forfecare) de viteza de forfecare pentru probele G1-G3. Modelul Cross modeleazi
relativ bine datele experimentale, parametrii de fitare fiind redati in Tabelul V1.7, alaturi de coeficientii de
determinare, R®. Din analiza datelor experimentale observam ci proba G1 are cea mai mica vascozitate si, de
asemenea, este cel mai putin pseudoplastica (m = 0.47, comparativ cu 0.54 si 0.64 pentru proba G3, respectiv
proba G2). Ambele extracte de alge maresc vascozitea si caracterul pseudoplastic al probelor de gel pe baza
de chitosan, cresterea fiind mai importanta in cazul extractului adaugat in proba G2.

VI1.3.5 PELICULE/MEMBRANE DE CHITOSAN CU ALGE MARINE

O caracteristicd foarte importanta a chitosanului este capacitatea sa de a forma cu usurinta pelicule
sau membrane [Fernandez de Castro L., 2016]. Formarea peliculelor se datoreazd interactiunilor
intermoleculare din timpul procesului de uscare, precum legatura electrostatica si de hidrogen [Becerra J.,
2017]. in Fig.VL.69 sunt prezentate peliculele obtinute din gelurile de chitosan in asociere cu extractele de
alge marine.

Fig.V1.69. Peliculele de Chitosan cu extracte de alge maine:
1. CT 1+ Ulvae, 2. CT 1 + Cladophora, 3. CT 1 + Cystoseira, 4. CT 2 + Ulvae, 5.
CT 2 + Cladophora, 6. CT 2 + Cystoseira.

Aspectul peliculelor obtinute este diferit, prezentdnd coloratii diferite in functie de extractul de alga
din compozitie. Culoarea pe care o prezintd probele obtinute nu este uniforma pe toatd suprafata peliculelor
deoarece grosimile gelurilor au fost neuniforme la etalarea pe foliile de polietilena. De asemenea, aspectul
peliculelor obtinute din chitosanul CT 1 este lucios si neted, pe cand suprafata peliculelor formate din
chitosanul CT 2 este usor grunjoasa si striata, prezentdnd mai multe bule de aer. S-a observat ca aditia de



extracte alcoolice in formele de chitosan modificd proprietatile fizice ale preparatelor de chitosan datorita
interactiunii dintre moleculele de apa, chitosan si polifenolii prezenti in extracte [Abdollahi M., 2012]. S-au
obtinut membrane de chitosan cu alge marine. Membranele au prezentat o elasticitate si o bioadezivitate
foarte bund. Gradul de transparentd a fost bun pentru toate probele, membranele prezentand claritate
satisfacatoare, fara zone opace.

CAPITOLUL VII
STUDIUL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE TOTALE A NOILOR FORME
FARMACEUTICE PE BAZA DE CHITOSAN

Obiectivele studiului. In acest experiment s-au studiat 4 tipuri de alge marine, pregatite ca si
extracte alcoolice. S-a determinat pentru fiecare algd continutul total de polifenoli prin metoda
spectrofotometrica, iar pentru speciile de algd verde Ulvae lactuca si algd brund Cystoseira barbata, s-a
analizat continutul in fenoli prin metoda cromatografica HPLC. Chitosanul extras chimic in Capitolul IV din
carapacele dorsale ale speciei de crab de piatrd Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagra a fost analizat
pentru proprietatile antioxidante prin testarea a trei metode si mecanisme de actiune, precum: puterca
reducdtoare cu FeCls, capacitatea de captare a radicalilor DPPH si a radicalilor hidroxil. A fost determinata
capacitatea antioxidanta totald a unui compozit sub forma de hidrogel, obtinut din chitosanul extras de noi in
laborator, colagen si extract de alge marine, prin metoda chemiluminescentei. S-a evidentiat influenta
componentelor asociate in compozit asupra capacitatii antioxidante totale.

VIL3. ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA A CHITOSANULUI

Activitatea antioxidanta a chitosanului a fost testata prin diferite metode de analiza, precum:
» Puterea reducitoare cu clorura ferica (FeCls)

» Capacitatea de captare a radicalilor 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl — DPPH

» Capacitatea de captare a radicalilor hidroxil

Rezultate i discutii

Analiza rezultatelor obtinute ne aratd cd s-a produs un viraj de culoare in cazul solutiilor de probe
pregatite, de la galben la verde. Cea mai mare valoare inregistrata (0,26 nm) la 700 nm a fost pentru proba de
amestec de concentratiec 10 mg/mL. O valoare ridicatd a absorbantei indica o capacitate mai mare a puterii
reducdtoare a probei. Fig.VIL.26 prezinta absorbantele inregistrate la citirea probelor de amestec de chitosan
de diferite concentratii. Graficul prezentat in Fig.VIL.26 arata ca absorbantele citite pentru probele analizate
au crescut gradual cu cresterea concentratiei de chitosan din amestec. O valoare mai mare a absorbantei
indica o putere reducétoare mai pronuntata.

VI1.3.2. CAPACITATEA DE CAPTARE A RADICALULUI 2,2-DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZYL
- METODA DPPH

Rezultate si discutii

Capacitatea chitosanul extras chimic din Pachygrapsus mormoratus, de captare a radicalilor DPPH
este prezentatd in graficul din Fig.VIL.27. Rezultatele obtinute au aratat ca solutia de chitosan analizatd isi
pierde din intensitatea culorii violet pe masurd ce creste concentratia. Gruparea amind din chitosan a
reactionat cu radicalii DPPH si a format molecule stabile. Cea mai mare valoare a capacitatii de captare a
DPPH a fost obtinutd pentru concentratia de 10 mg/mL a solutiei de chitosan. Acest rezultat indica o
capacitate mai pronuntatd de captare a DPPH cu cresterea concentratiei de chitosan, adica o reducere
semnificativa a moleculelor de radical DPPH.

VI11.3.3. CAPACITATEA DE CAPTARE A RADICALILOR HIDROXIL

Rezultate si discutii

Fig.VIL.28 aratd capacitatea chitosanului extras de captare a radicalilor hidroxil. Se observa ca
aceastd capacitate creste cu cresterea concentratiei de chitosan din probe. Chitosanul are capacitatea de a
capta radicalii hidroxil datoritd prezentei gruparilor hidroxil din lantul polimeric. Gruparile OH si NH; din
lantul chitosanului sunt dificil de asociat si reactioneazi cu radicalul hidroxil. Tonii de Fe* se produc atunci
cand sulfatul de fier (FeSO,) reactioneaza cu peroxidul de hidrogen. Chitosanul are abilitatea de a preveni
complexarea ionilor de fier cu radicalul hidroxil.
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VIL4.1. DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A COMPOZITULUI MARIN PRIN
METODA CHEMILUMINESCENTEI

Am obtinut forme compozite tip hidrogel avand in compozitie doi chitosani de mase moleculare
diferite (CT 1 si CT 2) si doud concentratii diferite de extract algal marin (10% si 20%).

Rezultate si discutii

Din analiza rezultatelor obtinute se poate observa cresterea actiunii antioxidante cu cresterea
concentratiei. Astfel, in cazul tuturor probelor, cele mai mici valori s-au inregistrat pentru concentratia de 5
pL, crescand progresiv pand la concentratia de 20 pL. Pentru probele avand concentratia de 20 uL s-a
inregistrat cea mai buna activitate antioxidantd. Cele mai ridicate valori pentru activitatea antioxidantd s-au
inregistrat pentru probele de hidrogel compozit formate din chitosanul CT 2, acesta avand o masa moleculara
mai mare. Graficele din Fig.VI1.33 — Fig.VII.36 de mai jos arata cresterea activitatii antioxidante totale in
functie de concentratie pentru fiecare proba de compozit analizata.
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CERCETARI PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A COMPUSILOR
FARMACEUTICI CU CHITOSAN

Obiectivele studiului sunt de a testa actiunea antimicrobiana a chitosanului si a formelor
farmaceutice preparate in asociere cu alte substante de origine marinad asupra unor bacterii gram-pozitive
(Staphylococcus aureus), bacterii gram-negative (Escherichia coli) si unei specii de fungi (Candida albicans)
prin evidentierea influentei parametrilor functionali, concentratiei si volumului de solutie de chitosan folosit.

VIIL3. ANALIZA ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A CHITOSANULUI

Materiale

Am lucrat 1n triplicat, pe cei doi chitosani de mase moleculare diferite, obtinuti prin metoda chimica,
si anume, un chitosan CT 1 cu Mw = 8,98 x 10° g/mol si un chitosan CT 2 cu Mw = 9,56 x 10° g/mol. Am
lucrat pe doud tipuri de bacterii: Staphylococcus aureus ATCC 6538P - Gram-pozitiv, Escherichia coli
ATCC 10536- Gram-negativ, pe o specie de ciupercd, Candida albicans ATCC 90028.



Rezultate

Graficele din Fig.VIII.11 si Fig.VIII.12 reprezinta dependenta razelor de inhibitie de volumul de
solutie de chitosan addugat pentru fiecare concentratie (0,025%, 0,05% si 0,1%) si tip de proba (CT 1 si CT
2). Rezultatele au artat ca actiunea antimicrobiand a chitosanului depinde atit de parametrii fizico-chimici ai
polimerului, cat si de tipul de microorganism cu care interactioneaza.
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VIIL5. STUDIUL ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A FORMULARILOR
REALIZATE CU CHITOSAN

Asocierea diferitelor substante ce prezintd actiune in acelasi domeniu de interes a dovedit o sporire a
eficientei in utilizarea lor in variate forme farmaceutice. in acest studiu, am preparat forme farmaceutice
semisolide, pentru aplicare topica, sub forma de geluri si membrane biodegradabile pe bazd de chitosan
asociat cu alte substante naturale de origine marina, ce au dovedit in mod individual actiune antimicrobiana
bund. Am testat actiunea de inhibare a dezvoltarii microbiene pe doua tulpini de bacili diferiti, unul gram-
pozitiv si unul gram-negativ, a substantelor de interes, intai separat si apoi in formularile preparate din
combinatiile acestora, astfel: a) formulari simple ale substantelor individuale, b) formuliri compuse din
asocieri ale acestor substante, ¢) compozitul formulat sub forma de gel si membrane.

VII1.5.2. ANALIZA ANTIMICROBIANA A PREPARATELOR

FORMULARE TIP GEL COMPUSA DIN CHITOSAN SI COLAGEN

COMPUSE PE BAZA DE CHITOSAN

Analiza rezultatelor din figura de mai jos (Fig.VIII.23) a aratat faptul ca o influentd majora asupra
proprietatii antifungice a gelului format din chitosan si colagen o are tipul de chitosan folosit, si anume
valoarea masei moleculare a polimerului. Astfel, gelurile formate cu chitosan CT 1 prezintd o actiune mai
buna fata de gelurile preparate cu chitosan CT 2.
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Fig.VIIL.23. Actiunea antimicrobiana a asocierii Chitosan-Colagen asupra E.coli si S.aureus



FORMULARE TIP GEL COMPUSA DIN CHITOSAN SI1 EXTRACT DE ALGE

Fig.VIIL.25 si Fig.VII1.26 prezintd reprezentarea grafica a actiunii antimicrobiene a formularilor tip
gel, compuse din chitosan CT 1 si CT 2, de mase moleculare diferite si extractele de alge marine
(Cladophora vagabunda, Ulvae lactuca, Cystoseira barbata) asupra bacililor gram-pozitivi (S. aureus) si
gram-negativi (E. coli).
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[
[

10
15 10

N
o

10

v

Raza de inhibitie

Raza de inhibitie
Raza de inhibitie
Raza de inhibitie

w

5

0
0 CT1+ CT1+Ulae CT1+ ) T2+ CT 2+ Ulvae T2+ 0 CT1+ CT1+UNvae cT1+ CT2+ CT 2+ Ulvae cT2+
Cladophora Cystoseira Cladophora Cystoseira Cladophora Cystoseira Cladophora Cystoseira
Fig. VIIL.25. Reprezentarea grafica a actiunii Fig.VIIL.26. Reprezentarea grafica a actiunii antimicrobiene
antimicrobiene a gelurilor formate din chitosan si alge a gelurilor formate din chitosan si alge marine asupra S.
marine asupra E. coli aureus

FORMULARE COMPOZIT TIP GEL FORMATA DIN EXTRACT DE ALGE, COLAGEN SI1 CHITOSAN

Asa cum reiese din graficele prezentate in Fig. VIIL.28, compozitul marin format din chitosan CT 1 +
Colagen + extract alge 20% prezintd cea mai puternicd actiune antimicrobiand, deoarece componentele
acestui preparat actioneazi sinergic pentru imbundtitirea caracteristicilor antibacteriene. Fiecare component
utilizat exercitd o proprietate antimicrobiana proprie, dar impreuna, In acest compozit puterea antimicrobiana
s-a accentuat printr-un sinergism de potentare.
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Fig.VI111.28. Rezultate comparative ale activitatii antimicrobiene a compozitului marin pe bacteriile studiate
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FORMULARI TIP MEMBRANE (PELICULE) OB TINUTE DIN AMESTECUL COMPOZIT
Fig.VIIL.29 prezinta placile de agar nutritiv si razele de difuziune formate in jurul membranelor,
pentru fiecare din bacilii bacterieni analizati.

S <l _ > g R
Fig.VIIL.29. Activitatea antimicrobiana a membranelor de compozit marin pe baza de chitosan CT1+Colagen+Alga
extr.20% B.CT1+Colagen+Alga extr.20% C. CT2+Colagen+Alga extr.10%  D.CT2+Colagen+Alga extr.10%

Halourile formate in jurul membranelor nu au fost la fel de clare precum gelurile turnate in godeuri.
Cu toate acestea, se observa o actiune antimicrobiana buna pe care o exercita aceste formulari tip membrana
pe fiecare din culturile bacteriene testate.



CAPITOLUL IX
STUDII FARMACO-CINETICE IN VITRO PE FORMULARI
SEMISOLIDE CU CHITOSAN

S-au facut cercetari in vitro pentru a studia cinetica de cedare a substantelor medicamentoase din
formulari farmaceutice cu chitosan. Pentru studiul cedarii substantelor s-au pregitit probe de forme
semisolide reprezentate de unguente tip U/A in care s-au incorporat doud tipuri de chitosan, de doud mase
moleculare diferite, in 4 concentratii si o substantd de referintd, ketoconazolul, care s-a mentinut la o
concentratie constantda de 2% in fiecare proba. S-a analizat profilul de cedare al ketoconazolului in functie de

influenta concentratiei de chitosan din fiecare tip de formulare.

IX.3. REZULTATELE EXPERIMENTALE

Tabelul 1X.14 si Fig.IX.15 prezinta rezultatele cumulate pentru formularea FI, reprezentand viteza

de cedare a ketoconazolului in functie de concentratia de chitosan.

Tabelul 1X.14. Parametrii de cedare ai ketoconazolului din formularea FI

Viteza de cedare in vitro (ug/cmzlmino's) 20,98 7,33 10,84 17,94
Latenti (min®®) -4,61 -12,17 -1,13 1,56
Coeficient de corelatie (RZ) 0,9992 0,9944 0,9935 0,9943
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Fig.IX.15. Reprezentare a cantitatii recuperate la nivelul compartimentului donor, raportata la unitatea de suprafata, in
functie de radical din timp pentru toate concentratiile de chitosan din FI

Tabelul IX.15 si Fig.IX.16 prezinta rezultatele cumulate pentru formularea FII, reprezentand viteza

Radical din timp (min®3)

de cedare a ketoconazolului in functie de concentratia de chitosan.

Tabelul 1X.15. Parametrii de cedare ai ketoconazolului din formularea FlI

Vitezi de cedare in vitro (ug/cm?/min®®) 116,68 108,94 101,75 50,15
Latenti (min®®) 3,79 2,89 2,82 3,96
Coeficient de corelatie (Rz) 0,9974 0,9926 0,9991 0,9915
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Fig.IX.16. Reprezentare a cantitatii recuperate la nivelul compartimentului donor, raportata la unitatea de suprafata, in
functie de radical din timp pentru toate concentratiile de chitosan din FII




IX.4. DISCUTIILE STUDIULUI DE CEDARE

Se constatd cad masa moleculara a celor doi chitosani luati in studiu influenteaza vizibil viteza de
cedare. Astfel, formularile FII au inregistrat viteze de cedare preciabil mai mari decat formularile FI. Acest
lucru este explicabil prin diferente intre marimea lantului polimeric al polizaharidului care este mai mare la
formularie FII fatd de formularile FI. Se constata ca la ambele formulari FI si FII cele mai mari viteze de
cedare ale substantei active se inregistreaza la concentratiile de 10% chitosan fatd de cele de 20, 30, 40%
explicabil prin vascozitatile formelor de 10% mai mici comparativ cu celelalte.

CONCLUZII GENERALE

In urma studiilor originale prezentate pe parcursul a 6 capitole se pot trage urmatoarele concluzii
generale care rezulta din fiecare capitol descris:

OBTINEREA CHITOSANULUI DIN RESURSA MARINA DIN MAREA NEAGRA

Se pot evidentia urmatoarele:

e Am obtinut chitosanul prin extractie chimicd din carapacele dorsale ale crabilor de piatrd, specia
Pachygrapsus marmoratus, din Marea Neagra, folosind doud variante de extractie. Am obtinut doi
chitosani diferiti ca masa moleculara, proprietati si caracteristici functionale.

e S-aconstatat ca gradul de dezacetilare este influentat de eficienta etapei de deproteinizare. S-a observat ca
deproteinizarea probelor are un rezultat mai bun 1n cazul variantei V1 de extractie, deoarece se utilizeaza
o concentratie mai mare de NaOH (4%) si o temperatura de reactie mai ridicata (90 °C). Cu toate ca
timpul de reactie este mai lung in cazul variantei V2 pentru aceeasi etapa de deproteinizare, temperatura
si concentratia mai mare de reactiv alcalin conduc la un randament mai bun al elimindrii proteinelor si
zaharurilor din compozitia probelor.

e In etapa de decolorare am folosit aceeasi temperaturd pentru ambele variante de extractie. Diferenta a
constat in utilizarea solutiilor cu actiune de inlaturare a pigmentilor. Astfel, in varianta V1, proba a fost
supusa unui tratament cu permanganat de potasiu, reactie ce s-a observat a fi mult prea severa datorita
caracterului puternic oxidant al permanganatului. Acest tratament a influentat valoarea randamentului,
deoarece a dus la pierderea unei proportii de chitina si implicit la obtinerea unei cantitati mai mici de
chitosan. In varianta V2 de extractie decolorarea cu un amestec format din acetoni si eter etilic a condus
la rezultate de randament mai bune, solutia decoloranta actionand doar asupra pigmentilor si colorantilor
din compozitia probei, neinfluentidnd structura polimerica a probei.

e Avand in vedere rezultatele pentru fiecare din variantele de extractie analizate, putem concluziona ca
varianta V1 a condus la obtinerea unei probe de chitosan mai calitativ, avand aspectul unei pulberi fine,
de culoarea alb-galbuie, care in comparatie cu varianta V2 necesitd un timp mai scurt de reactie, la
aproximativ aceleasi temperaturi.

e Valorile ridicate de randament obtinute sugereaza ca ambele tipuri de chitosan pe care i-am extras din
crabii de piatra Pachygrapsus mormoratus, din Marea Neagra sunt o sursd convenabild si economica de

CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A CHITOSANULUI OBTINUT DIN
PACHYGRAPSUS MORMORATUS

S-a constatat ca:

e Chitosanul prezintd o variabilitate intrinseca si poate avea proprietati diferite in functie de procesul si
metoda de extractie chiar si cand se porneste de la aceeasi sursa de obtinere. De mentionat este faptul ca
acest biomaterial are un caracter foarte complex ce este greu de controlat.

e Toti parametrii functionali ai chitosanului depind de cantitatea de grupari amino protonate din cadrul
lantului polimeric, adica de proportia dintre unitatile acetilate si ne-acetilate de D-glucozamina.

e Pentru chitosanul CT 1 am obtinut o valoare mai mare a gradului de dezacetilare (71,5%) datorita
temperaturii i concentratiei mai ridicate de NaOH folosite in etapa de dezacetilare. Masa moleculara
pentru CT 1 a fost mai mica decat cea a CT 2, fapt de a influentat si solubilitatea acestor probe, in sensul
cd proba CT 1 prezinta o solubilitate mai mare.

e Structura si morfologia chitosanului extras chimic din crabii Pachygrapsus mormoratus din Marea
Neagra a fost confirmata prin analizele spectrofotometrice (FT-IR, UV-VIS), termice (TGA) si de
microscopie electronica (SEM) efectuate in acest capitol.



Rezultatele obtinute pentru probele de chitosan CT 1 si CT 2 s-au incadrat in intervalele de valori
standard si sunt n concordanta cu datele din literatura de specialitate.

FORME FARMACEUTICE PE BAZA DE CHITOSAN.
STUDII PRIVIND COMPORTAREA REOLOGICA A UNOR FORME FARMACEUTICE PE
BAZA DE CHITOSAN CU DIVERSE ALTE SUBSTANTE ACTIVE

Aceste studii au evidentiat urmatoarele:

Preparatele farmaceutice pentru aplicatie topicd pe care le-am pregétit au in compozitie chitosanul extras
chimic ca substantd principald, la care am asociat acidul hialuronic, pentru efectul de regenerare a
tesutului, sulfadiazina de argint, pentru efectul antiseptic, ketoconazolul, pentru actiunea antimicotica si
extracte alcoolice din alge marine, verzi si brune, pentru efectul lor antioxidant si antimicrobian.

Am realizat aceste formuldri asociate cu scopul de a obtine preparate cu o eficientd de actiune marita si
potentatd de fiecare din componente in procesul de vindecare al ranilor cutanate.

Algele marine prezintd atdt un efect antioxidant cat si o actiune antimicrobiand bund. Preparatele ce
contin un amestec al acestor doud substante naturale au o actiune mult mai pronuntati in preventia
infectarilor bacteriene si cicatrizarea ranilor si conduc la obtinerea unor forme farmaceutice sigure, cu
toleranta ridicata, lipsite de toxicitate si reactii adverse. Efectul terapeutic este imbunatatit datoritd
sinergismului de potentare al actiunii dintre cele doud componente.

Am obtinut membrane pe bazd de chitosan si alge marine ce prezintd o elasticitate bund si o
bioadezivitate similard celor comerciale. Datoritd elasticitdtii si rezistentei mecanice corespunzatoare
permit taierea la dimensiunea si forma doritd pentru aplicatiile topice.

In urma studiilor reologice efectuate pentru formele farmaceutice semisolide au rezultat reograme ce
prezinta tensiunea de forfecare in functie de viteza de forfecare si evidentiaza faptul ca vascozitatea
aparentd pentru probele de crema, scade cu cresterea vitezei de forfecare.

Aceste rezultatele evidentiazd un caracter nenewtonian, pseudoplastic si tixotrop al probelor de crema si
unguent pe baza de chitosan.

Toate probele analizate au avut un cacarcter reologic pseudoplastic, prezentand o scadere a vascozitatii
aparente cu cresterea vitezelor de forfecare.

in cazul preparatelor sub forma de unguent pe baza de chitosan si extract de alge, reogramele obtinute au
evidentiat un fenomen de reopexie, cu exceptia probei UC3. Probele UC2 si UC3 au o comportare diferita
la viteze de forfecare mici, In comparatie cu restul probelor.

Probele de unguent cu chitosan si alge marine au evidentiat un grad mare de pseudoplasticitate, vitezele
de forfecare pentru acest domeniu incepand de la valori mai mici de 10 s™. Pseudoplasticitatea probelor
nu este modificatd semnificativ de concentratia de 2% a chitosanului si de prezenta extractelor de alge,
dar vascozitatea scade. Aceasta scadere a vascozitatii la addugarea de chitosan poate sa indice o micsorare
a interactiunilor intermoleculare din probele respective. Vascozitatea probelor scade si mai mult cu
adaugarea extractului de alge, cel mai probabil din cauza diluarii probei.

Pentru formularile tip gel din chitosan, analiza reogramelor obtinute evidentiazd un comportament
pseudoplastic pentru proba de gel G1. Reograma prezinta cele doud curbe obtinute la cresterea si
descresterea vitezei de forfecare, care aproape se suprapun, conducand la un caracter mai putin tixotrop.
Incorporarea extractului de alga in proba G1 nu modifica semnificativ gradul de tixotropie, influentand
doar comportarea la curgere.

Formele farmaceutice pe care le-am realizat in acest studiu au evidentiat un caracter nenewtonian,
pseudoplastic si tixotrop al probelor analizate si sunt in concordantd cu datele din literatura de
specialitate.

STUDIUL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE TOTALE A NOILOR FORME FARMACEUTICE PE

BAZA DE CHITOSAN

Din aceste studii din acest capitol se trage urmatoarele concluzii:

S-a investigat proprietatea antioxidantd a chitosanului extras chimic din specia de crab de piatra
Pachygrapsus mormoratus din Marea Neagrd. Analiza s-a efectuat atdt pe chitosan ca substantd propriu-
zisa de studiu, cat si pe combinatii ale acestui polimer cu alte substante de origine marina.

Am luat in studiu 4 tipuri de alge marine (Ulvae lactuca, Cystoseira barbata, Ceramium rubrum si
Cladophora vagabunda), pregitite ca si extracte alcoolice. Am determinat pentru fiecare algd continutul
total de polifenoli prin metoda spectrofotometrica, iar pentru speciile de alga verde Ulvae lactuca si alga
brund Cystoseira barbata, s-a analizat continuul in fenoli prin metoda cromatograficda HPLC.



Putem relata cé studiul efectuat pe algele marine a evidentiat un continut bogat in polifenoli, rezultat ce
sustine activitatea antioxidanta a acestor substante.

Rezultatele obtinute aratd faptul cd proprietatile antioxidante ale chitosanului extras din Pachygrapsus
mormoratus din Marea Neagra au crescut cu cresterea concentratiei de chitosan din probele analizate.

Prin testarea puterii reducatoare cu FeCl s-a evidentiat de fapt puterea reducatoare a chitosanului, ce
actioneazi prin reducerea ionului Fe** la Fe**. Puterea reducitoare a chitosanului a prezentat valori relativ
mari comparativ cu datele obtinute pentru chitosanul comercial.

Rezultatele obtinute pentru testarea capacitatii de captare a radicalilor DPPH au evidentiat de asemenea o
crestere a actiunii antioxidante cu cresterea concentratiei de chitosan din probele analizate.

De asemenea, si in cazul testatii capacitdtii de captare a radicalilor liberi, s-au inregistrat cele mai bune
rezultate in cazul probelor cu concentratiile cele mai mari.

Prin aceste studii s-a evidentiat faptul ca activitatea antioxidantad a chitosanului este dependentd de
concentratia de polimer din compozitia probelor, crescand proportional cu aceasta.

Rezultatele inregistrate pentru aceste probe de compozit marin aratid aceeasi tendintd de crestere a
activitatii antioxidante cu cresterea concentratiei compozitului.

Rezultatele obtinute pentru determinarea activitatii antioxidante a chitosanului si compozitului de origine
marind au evidentiat o dependenta a capacititii antioxidante de concentratia chitosanului din compozitia
probelor. Puterea antioxidanta a crescut progresiv si liniar cu cresterea valorilor concentratiei.

Atat chitosanul cat si algele marine prezinta proprietati antioxidante bune si asocierea acestora in diverse
forme farmaceutice conduce la potentarea acestei actiuni, ce genereazd obtinerea unui efect terapeutic
imbunatatit si complex.

CERCETARI PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A COMPUSILOR FARMACEUTICI

CU CHITOSAN

Din acest capitol se poate concluziona ca:

Rezultatele obtinute 1n cazul chitosanului au aratat cd actiunea antimicrobiand a acestuia este influentata
de mai mult factori, precum: masa moleculard, gradul de dezacetilare, pH-ul, concentratia si volumul e
solutie folosit, dar si de tipul microorganismului pe care actioneaza. Astfel:

Masa moleculard are o influentd majora asupra dezvoltarii si multiplicarii microorganismelor. Efectul
inhibitoriu este mai pronuntat cu cat valoarea masei moleculare este mai mica.

Gradul de dezacetilare prezintd o influentd mai micd decat masa moleculard. Rezultatele au ardtat cd o
valoare mica a gradului de dezacetilare conduce la un efect antimicrobian mai bun al chitosanului.
Cresterea concentratiei conduce la o scadere a puterii de inhibitie a chitosanului, pe cand cresterea
volumului de solutie influenteaza pozitiv actiunea inhibitorie asupra dezvoltarii microbiene.

Chitosanul, fiind o substanta cu caracter cationic, actioneaza mai eficient asupra bacteriilor gram-pozitive
decét asupra bacililor gram-negativi, datorita interactiunii electrostatice de la nivelul peretelui celular al
bacteriei.

Studiile efectuate au demonstrat eficacitatea si caracterul antimicrobian al chitosanului asupra diferitelor
microorganisme, si anume: o bacterie de tip gram-pozitiv (S. aureus), un bacil gram-negativ (E. coli) si o
ciuperci (C. albicans).

S-a observat o potentare a actiunii de inhibitie a chitosanului la asocierea cu alte substante ce prezintd
aceleasi caracteristici. Atat in cazul preparatului simplu de chitosan, cat si In cazul formularilor compuse,
se observa un efect antimicrobian superior la preparatele ce contin tipul de chitosan CT 1, cu masa
molecularda mai micd. Ambii parametrii functionali afecteaza aceastd proprietate in mod independent si in
acelasi sens, adica o scadere a valorii acestora conduce la cresterea activitatii antimicrobiene.

Formularile tip gel pe baza de chitosan si colagen au exercitat un efect mai bun asupra bacililor gram-
pozitiv de S. aureus, decat pe E. coli. Adaugarea colagenului in formulare a condus la marirea efectului
antimicrobian, deoarece acest polimer actioneazd predominant pe bacilii gram-pozitivi, la fel ca si
chitosanul.

La adaugarea extractelor de alge marine in fomularile compozite pe baza de chitosan si colagen, am
observat o potentare a efectului inhibitoriu asupra ambelor tipuri de microorganisme analize. Cel mai bun
efect antibacterian s-a observat in cazul formularii tip compozit pe bazd de chitosan CT 1, colagen si
extracte de alga 20% asupra bacilului S. aureus.

Formularile studiate si combinatiile de substante pe care le-am realizat au dezvaluit o actiune superioard
antibacteriana pe toate culturile patogene studiate, evidentiind sinergismul de potentare pe care il exercita.
Avénd la bazd numai componente de origine naturald, biocompatibile si biodegradabile, ce prezinta o
toxicitate aproape nuld, aceste formulari reprezintd o alternativa inovativa pentru realizarea unor noi
forme farmaceutice naturale in industria farmaceutica si nu numai.



STUDII FARMACO-CINETICE IN VITRO PE FORMULARI
SEMISOLIDE CU CHITOSAN

Din prezentele studii s-au tras urmatoarele concluzii:

S-a analizat profilul de cedare al ketoconazolului in functie de influenta concentratiei de chitosan din
fiecare tip de formulare.

Se constata cd masa moleculara a celor doi chitosani luati in studiu influenteaza vizibil viteza de cedare.
Astfel, formularile FII (cu chitosanul cu masa moleculard mai mare) au inregistrat viteze de cedare
preciabil mai mari decdt formuldrile FI (cu chitosanul cu masa moleculard mai micd). La ambele
formulari FI si FII cele mai mari viteze de cedare ale substantei active se inregistreaza la concentratiile de
10% chitosan fata de cele de 20, 30, 40% explicabil prin vascozitatile formelor de 10% mai mici
comparativ cu celelalte.

In cazul formularilor FI cu chitosan cu masa moleculard mai mica se inregistreazi o variatie atipicd a
vitezei de cedare, scadere-crestere, cu concentratia de chitosan. Dependenta vitezei de eliberare de
concentratia de chitosan este mai degraba parabolici. O scadere urmatad de o crestere. La toate
concentratiile apare un time-lag, probabil necesar patrunderii solventului in matrice.

Pentru formularea FII eliberarea decurge in general in doud faze. O prima faza este de cedare burst sau
dimpotriva de intarziere a cedarii. Aceastd comportare s-ar putea explica prin existenta unei fractii libere
de ketoconazol la concentratii mai mici de chitosan, fractie care scade cu cresterea concentratiei
chitosanului.

La concentratia cea mai mare (40%), ketoconazolul este legat complet si eliberarea lui necesitd o
imbibare a matricii. Viteza scade si ea cu cresterea concentratiei de chitosan.

Diferenta foarte mare de viteza intre cele doud tipuri de chitosan, se datoreaza probabil unor diferente de
structurd ale unguentului format si/sau de taria legaturii intre chitosan si ketoconazol.
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