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Rezumat

Cercetdrile intreprinse in timpul implementarii acestui proiect au condus la urmatoarele
concluzii:

Deseurile valorificabile pentru obtinerea chitinei sau chitosanului provenite din surse cum ar
fi reziduurile alimentare reciclate din consumul de crustacee, conform datelor analizate din
chestionarul preferintelor alimentare, pot ajunge la aproximativ 200 g/luna/persoana.
Prepararea atat in mediul privat cat si In restaurante poate oferi oportunitatea colectarii si
valorificarii, pe termen scurt, a unei cantitati reciclabile consistente, in zona litorala, mai ales
in sezonul estival, la 1000 consumatori se aproximeaza o biomasa posibila de 54,5 kg/luna
din care 10,9 kg este deseul valorificabil.

Cel mai important mijloc de evaluare si colectare a deseurilor din mediu este asociat cu
urmarirea efectelor de eliberare, in conditiile modificarii factorilor fizico-chimici sezonieri
previzibili si imprevizibili cu potential major respectiv, furtuna.

Diferentele de frecventa a deseurilor sunt corelate cu factorii naturali (sediment, substrat,
abundenta speciilor, ecologia sau biologia acestora). Observatiile permit anticiparea obtinerii
biomasei variate si a unei compozitii specifice pentru fiecare statie si sezon de recoltare.
Cele mai abundente sunt bio-deseurile provenite din mediul natural, din sectorul Navodari,
langa digul artificial, unde se concentreaza o gama larga de factori, favorizand si nivelul
posibilitatilor de extragere ocazionala sau dupa furtuna.

R. venosa ofera o masa considerabila de deseuri organice, constand in capsule goale de ou3,
distingandu-se o aglomerare in portiunile superioare ale supralitoralului, respectiv plaja
accesibila recoltarii rapide.

In procesul de obtinere a chitinei/chitosanului din aceste tipuri de deseuri tratamentul de
deproteinizare influenteaza gradul de deacetilare, acesta fiind maxim cand concentratia de
NaOH este 5% si temperatura de procesare este mic3, conditiile din tratamentul cu solutia de
HCI neafectand semnificativ gradul de deacetilare.

Cand este importanta atat masa molarad a chitosanului cat si gradul de deacetilare, atunci
conditiile din tratamentul acid devin importante. Concentratia de HCl poate varia in limitele
studiate, dar tratamentul acid trebuie sa fie realizat intr-o singura etapa atunci cand se
urmareste un chitosan cu grad de deacetilare mare si masa molara mare, in timp ce pentru un
chitosan cu grad de deacetilare mare, dar masa molara mica tratamentul acid trebuie realizat
cu solutie mai concentrata de HCI si cel putin doua repetari. Pentru acest din urma caz
contributia factorilor ,concentratie HCI” si , numar tratamente acide” este semnificativa.
Randamente bune in obtinerea de chitosan, prin extractie chimica din capsule de oua de R.
venosa se obtin la temperatura de 90 °C, iar concentrata solutiilor de deproteinizare,
indiferent de valoare are aceeasi influenta. Astfel, se poate considera ca optimizat procesul de
extractie, din punct de vedere al randamentului, prin utilizarea unei concentratii minime de
NaOH, la temperatura de procesare, de 90 °C.

Evolutia gradului de deacetilare cu variatia celor doi factori (concentratia de NaOH si raportul
NaOH : chitina (v:m)) arata o variatie continuu crescatoare a DD cu cresterea ambilor factori.
In domeniul investigat, valoarea maxima a DD este in punctul x; = 1, x, = 1 care corespunde
unei concentratii de 55 % NaOH si unui raport v:im de 15:1. Cum experimentul desfasurat in



acest punct a condus la o valoare medie de 99 %, practic acesta este considerat punctul de
optim.

Se remarca faptul ca din punctul de vedere al concentratiei de NaOH si al duratei, conditiile de
obtinere a valorilor maxime atat pentru gradul de deacetilare, cit si pentru masa molara sunt
foarte apropiate. Raportul lichid solid, care de altfel influenteaza putin aceste doua caracteristici
ale chitosanului, pare sa fie favorabil la valori mai mici (15/1) cresterii gradului de deacetilare, in
timp ce masa molara maxima poate fi obtinuti la un raport 18/1. In functie de importanta relativa
a celor doua criterii (grad de deacetilare si masa molara) se pot selecta din frontul Pareto puncte
de optim corespunzatoare, pentru care se pot identifica conditiile de operare.

Proprietatile nanoparticulelor de chitosan, cum ar fi dimensiunea, polidispersitatea si potentialul
zeta depind atat de masa moleculara si de gradul de deacetilare al chitosanului, cat si de
surfactantul folosit.

Activitatea antioxidanta a probelor de chitosan s-a realizat prin monitorizarea capacitatii de
captare a doua tipuri de radicali: ROS (radicali de viata scurtad) prin metoda chemiluminescentei
si radicali cationici de viata lunga ABTS-+ prin metoda TEAC. Probele de chitosan au prezentat o
activitate de captare a radicalilor ROS cuprinsa intre 55,1-98,4 % si o capacitate de inhibitie a
radicalilor ABTS-* cuprinsa intre 14,33 si 90,9 %, aceasta capacitate fiind influentata de gradul
DDA si masa moleculara a chitosanului.

Chitosanul manifesta efecte similare in sistemele in vivo, la nivel fiziologic, In special prin blocarea
activitatii membranare. Efectele sunt influentate de proprietatile particulelor din solutii precum
si de raportul chitina: chitosan: oligochitosan, care influenteaza pasajul prin membrane.
Toxicitatea sau citotoxicitatea in majoritatea solutiilor testate este redusa sau moderata la larve
de Artemia. Prezenta oligochitosanului favorizeaza supravietuirea larvelor, patrunderea
oligochitosanului fiind favorizata prin ingestie. Testarea pe organisme mai complexe G.
balcanicus, denota un alt aspect si anume, viteza de patrundere a polimerului la nivel branhial
depinde de raportul chitina: chitosan si genereaza modificarea homostaziei ionice si scaderea
viabilitatii, in timp scurt.

Chitosanul trece prin tubul digestiv ajungand sa fie evidentiat microscopic in celule epiteliale,
cuticul3, celule ale tubului digestiv, precum si 1n alte tipuri de celule cum sunt miocitele, dupa 48
de ore de la expunerea organismelor la concentratii de minim 35 pg/mL Cs, metoda de marcare
cu FITC fiind eficienta pentru identificarea chitosanului in celule.

Testele de evaluare a impactului indus de aceste formulari pe baza de chitosan au constat in
analiza asupra capacitatii de supravietuire si proliferare celulara a unor linii celulare normale
si tumorale folosind testul de formare a coloniilor (Clonogenic assay), precum si
determinarea nivelurilor de expresie ale proteinei YKL40 asemanatoare chitinazei, in
vederea stabilirii eficacitatii terapeutice a acestor nanocompusi. Au fost analizate celule
epiteliale din glanda mamara, MCF-12A (ATCC CRL-3598) si tumorale - celule epiteliale
provenite dintr-un adenocarcinom de cervix uterin, HeLa (ATCC CRM-CCL-2). Pentru
evaluarea exprimarii proteinei YKL-40 asemanatoare chitinazei (chitinase-like) a fost folosita
linia celulara de melanom SK-MEL-28 (ATCC HTB-72).

Evaluarea cu MTT a impactului moleculelor de chitosan luate in studiu asupra viabilitatii celulare
arelevat inducerea unui efect citotoxic, diferentiat ca amplitudine in functie de compus, de doza
tratamentului in vitro - fiind demonstrata existenta relatiei doza-efect — si de tipul de cultura
celulara. Este de remarcat faptul c3, la culturile de celule tumorale HeLa gradul de afectare a
viabilitatii celulare este mai pronuntat decat cel al celulelor sanatoase MCF-12A. Corelat cu
rezultatele obtinute prin testul MTT, afectarea morfologiei si, implicit, a viabilitatii celulare, a fost
mai intensa in cazul celulelor tumorale HeLa, dupa tratamentul de 48 de ore.

Ansamblul rezultatelor referitor la evaluarea nivelurilor de expresie ale proteinelor
asemanatoare chitinazei, in special a YKL 40 in liniile celulare normale si tumorale converg catre
concluzia ca formulele pe baza de chitosan au indus o reactivitate celulara dependenta de doza,
demonstrandu-se existenta relatiei doza-efect. De asemenea, raspunsul citofiziologic a fost
influentat atat de durata tratamentului, cat si de tipul de cultura celulara, fiind mai intens dupa
48 ore de tratament si pe linia celulara tumorala. Exprimarea nivelurilor de YKL-40 (pg/ml) in



celulele de melanom uman, SK-MEL-28 dupa tratamentul cu diverse formule de
chitosan:oligochitosan s-a manifestat prin cresteri semnalate in cazul variantelor Cs11 si
Cs14, valori usor mai crescute comparativ cu martorul stimulat. Ca urmare, o crestere a
expresiei ar putea fi stimulata la concentratii mici de chitosan de masa molara cuprinsa intre
400-800 KDa.

Studiul a inclus testare in vitro a impactului unor solutii de chitosan obtinut prin controlul
parametrilor de extractie si purificare, astfel incat, au fost analizate si evaluate biologic 15
variante experimentale. Pe baza primelor rezultate obtinute la testarea in vitro (culturi celule
umane) si la testarea in vivo (doua organisme biotester, folosite In aplicatii de toxicitate,
ecotoxicitate, acvacultura) au fost create noi protocoale de evaluare folosind amestecuri de
chitosan precum si diferite formule de chitosan (CH):chitina (CHT):oligomeri. De asemenea,
au fost incluse in testare formulari prin grefare pe chitosan a ionilor de Ceriu (Ce).

Studiile de identificare a modului in care activitatea biologica a microorganismelor este
influentata de prezenta chitosanului cu masa molara diferita si in corelatie cu variatia
concentratiilor probelor testate, au pornit de la informatia ca mecanismele manifestate diferit
asupra sistemelor biologice (bacterii, fungi) sunt in functie de structura sistemelor biologice
expuse si tinta polimerului la nivel celular sau molecular (interactiunea dintre chitosan si
componentele membranare, modul de patrundere in structurile celulare). Au fost analizate
efectele induse de prezenta moleculelor de chitosan cu mase molare si grade de deacetilare
diferite asupra a trei tulpini de bacterii cu proprietati structurale diferite precum si cu actiune
patogena si virulenta variat3, tulpini de interes in domeniul sanatatii publice. Astfel, au fost
analizate efectele asupra unei speciei gram - pozitive Staphylococcus aureus (ATCC 23235) iar
din categoria gram - negative au fost evaluate Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27353) si
Escherichia coli (ATCC 25922). Pentru testarea actiunii antifungice au fost folosite doua specii
ale genului Candida: Candida albicans ATCC 10231 si Candida parapsilosis ATCC 22019.
Chitosanul induce inhibitia bacteriei S. aureus, in functie de masa molara astfel, probele cu
MM cuprinsa intre 170 si 413 kDa, efectele incep de la concentratia de 50 pg/mL. Chitosanul
cu MM intre 475 si 992 kDa induce efecte la concentratii mai mari de 200 pg/mL. Aceste
observatii pot fi asociate unor explicatii din literatura, conform carora particulele mai mici
pot patrunde mai rapid in celule. Nu au fost identificate fenomene de inhibitie bacteriana la
moleculele de chitosan cu masa molara mica de 26,30 kDa (C4) si 155 kDa (C16). Probele
testate de chitosan, au avut efecte apropiate de concentratiile bactericide ale antibioticelor
testate, ceea ce ofera perspective promitatoare privind aplicatiile viitoare.

Un alt aspect analizat a fost aderenta acestor microorganisme asupra filmelor pe baza de
chitosan. Astfel, membrane obtinute din chitosan, de concentratii 0,5%, 1%, 2%, in solventi
diferiti (acid acetic si acid lactic), In conditii de variatie a temperaturii, au fost expuse
culturilor bacteriane. A fost evaluat modul in care aceste microorganisme pastreaza sau nu
aderenta pe suprafetele membranelor, aspect important pentru aplicatiile biomedicale ale
chitosanului, dar si in alte aplicatii cum ar fi obtinerea de ambalaje sau filtre pentru api. In
studiul nostru, membranele obtinute la temperaturi scazute au avut un efect inhibitor total la
concentratii variabile de chitosan asupra tuturor bacteriilor. Efectul temperaturii in procesul
de configurare a membranelor este la fel de important ca si concentratia polimerului.



