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1
Inventia se referd la domeniul
medicinii i farmaceuticii, si anume la

materiale polimerice cu proprietati
antibacteriene pe baz de chitosan.
Materialul polimeric, conform

inventiei, constd dintr-un copolimer de
chitosan, grefat cu izofural sau furacilind, in
cantitate de 10-30 mol %.

2

Rezultatul  inventiei  constd  in
asigurarea unei actiuni antibacteriene a
materialului polimeric la nivelul preparatelor
izofural si furacilind, activitdtii prolongate,
solubilititii sporite in apd, alcool si solventi
organici, §i sinecostului mai mic.

Revendiciri: 1

Figuri: 3



(54) Polymeric material with antibacterial properties

(57) Abstract:
1

The invention relates to the field of
medicine and pharmaceutics, namely to
polymeric  materials with  antibacterial
properties based on chitosan.

The polymeric material, according to
the invention, consists of a chitosan
copolymer, grafted with isofural or furaciline,
in an amount of 10-30 mol.%.

2

The technical result of the invention
consists in providing an antibacterial action of
the polymeric material at the level of isofural
and furaciline drugs, prolonged activity,
increased solubility in water, alcohol and
organic solvents, and reduced cost.

Claims: 1

Fig.: 3

(54) IlonumepHbIH MaTepUAaJl ¢ AHTHOAKTEPHAJBHBIMH CBOHCTBAMHU

(57) Pedepar:
1

H300pereHne oTHOCHTCA K 0OmacTu
MCOWLOWHBI W (PAPMALCBTHKH, a HMCHHO K
MO TUMCPHBIM MaTepHaIaMm c
AHTHOAKTCPHATPHBIMH CBOHCTBAMH HA OCHOBC
XHTO3aHA.

IlonuMepHBIH MaTepHat, COTJIACHO
H300pCTCHHIO, COCTOMT W3  CONOJMMEpa
XHTO3aHA, HPHUBHTOrO  m30(ypamoM  mWiH
(yparunmnaoM, B Kosmuectse 10-30 mom. %.

2
PesyapraTr W300pCTCHHA COCTOHT B
o0ccricUcHHH AaHTHOAKTCPHATBHOTO ACHCTBHA
NOTHMEPHOTO ~ MarepHaja  Ha  YPOBHE
mpemaparos  m3ofypan W (pypaLEIvH,
JUIUTETBHOTO s dekra, TOBBINICHHO H
pacTBOpHMOCTH B BOJC, cnupre  ®
OPTaHHYCCKAX PACTBOPHTEIAIX U MOHIKCHHOM
CccOECTOMMOCTH.
I1. popmysr: 1
Qur.: 3
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Descriere:

Inventia se¢ referd la domeniul medicinii si farmaceuticii, si anume la materiale polimerice cu
proprictati antibacteriene pe baza de chitosan.

La grupa dec preparate antibateriene pe bazd de nitrofuran se referd izofuralul, furacilina si altele,
posedand un spectru larg de actiune, fiind active fatd de multe bacterii Gram negative (Escherihia coli,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Acinetobacter baumannii) si Gram
pozitive (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis).

Preparatele antibacteriene cunoscute ca izofuralul si furacilina, utilizate in practica farmaceutica
sub forma de pastile, solutic sau unguente [1], s mentin pe piata farmaceuticd mai mult de 50 de ani, dar
poseda si unele dezavantaje:

- solubilitate neinsemnata in apa si dimetilformamid3 ;
- timp redus (pand la 60 de minute) de actiune in organismul uman.

Cel mai aproape de inventia propusd este poliglucida naturald chitosanul [2], ce se obtine prin
extractie sub forma de chitind din scheletul de creveti si raci, ciuperci si alte specii ale regnului animalier
si vegetal. Chitina este usor transformata in chitosan. Este cunoscut faptul ca chitosanul poseda activitate
antibacteriana de 100 - 300 pg/mL, dar poseda si unele neajunsuri:

- activitate biologicd mai mica decat a izofuralului sau furacilinei;
- putin solubil in apa;
- nepeliculogen.

Problema pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unor materiale polimerice din chitosan cu
proprictati antibacteriene la nivelul preparatelor izofural si furacilind cu activitate prolongati, solubilitate
mai bund in ap4, alcool si alti solventi organici.

Conform inventici, s¢ propunc un material polimeric cu proprietdti antibacteriene, care constad
dintr-un copolimer de chitosan cu anhidrida maleicd, grefat cu izofural sau furacilind, cu un continut de
izofural sau furacilind de 10-30 mol %.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in faptul c¢d materialul polimeric elaborat posedd actiune
antibacteriand la nivelul preparatelor izofural sau furacilina, insd cu activitate prolongatd datoritd
activititii antibacteriene prolongate a chitosanului, cat si solubilitate de 2-3 ori mai buni in apa, alcool si
solventi organici.

Inventia este argumentata prin studiul si analiza rezultatelor ilustrate suplimentar cu 5 tabele §i 3
figuri, care reprezinta:

- fig. 1, spectrul IR al polimerului suport chitosan;
- fig. 2, spectrul IR pentru chitosan functionalizat cu anhidrida maleici;
- fig. 3, spectrul IR pentru chitosan functionalizat cu furacilina.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Sinteza polimerului suport

Pentru sinteza polimerului suport chitosan-anhidrida maleica, la 1,0 g de chitosan dizolvat in 50
mL de dimetilformamidd (DMF) (solutia 1), se picurd solutia 2, ce constd din 0,6 g de anhidridd maleica
in 20 ml DMF. Reactia se realizeaza la temperatura de 70-75°C timp de 3 ore conform schemei:

[ 7] 0 CH,0H
CH,OH
0 H H
H o H t=70-75°C ——o0
+n o ——>» OH H
OH H
_ | T Jn
- Jn o] COOH

H NH i " \
2 Anbhidrida maleica
Chitosan Maleat de chitosan
(o]

Schema reactiei de functionalizare a anhidridei maleice la chitosan

Produsul de reactiec maleat de chitosan (MLC) se separd de DMF la distilare in vid si se usuca in
exsicator, iar apoi se utilizeazd pentru sinteza din exemplul 2. Din IR-spectrul acestui polimer (Fig. 2)
observim aparitia vibratiilor noi in comparatie cu chitosanul (Fig. 1) la frecventa de 1540-1590 cm!,
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caracteristici grupelor -NH-CO- si v =850-890 cm™, caracteristicd legaturii duble si la 2400-2650 cm!

pentru grupele carboxilice.
Exemplul 2
Functionalizarea izofuralului (furacilinei) la maleatul de chitosan cu compozitia 70:30 mol %
5 1,0 g de MLC se dizolvd in 20 ml DMF, se adaugi 0,8 mL de etilcloroformiat timp de 10 minute
sub agitare, la care se adaugd 0,6 g de izofural dizolvat in 30 ml DMF prin picurare si agitare.

CHZ0H O:N Io CHo0H
/
H oH \( m(C,Hs);N $H0H +n H
H H
OH H m(Csz)aN‘HCI 9
OH H 0, nC2H50H
n
H NH. . COoH )‘\ /\

H NH N

1. Maleat de chitosan J

o] II1.Polimer-analog atibacterian
II. Produs intermediar

(Izofuralmaleiat de chitosan)
Schema reactiei pentru Exemplul 2

10

Solutia s¢ mai agitd 3-4 orc la temperatura de 40°C. Dupd distilarca DMF se purificd prin
sedimentare in eter dictilic. Randamentul constituic ~73%. Din spectrele IR observam cresterea benzii
v=1540-1590 cm’!, caracteristice grupelor noi, cit si la v=3200-3300 cm’!, caracteristice grupelor amine
secundare si tertiare, cat si modificarea altor grupe.

15 Testarea activititii antibacteriene (bacteriostatice si bactericide).

Substantele Chitosan-IZF (70:30) si Chitosan-furacilind (70:30) au fost dizolvate in
dimetilformamida (cu concentratia de 10 mg/mL). Cercetdrile au fost efectuate prin metoda diludrilor in
serie in mediul nutritiv lichid (bulion peptonat din carne 2%, pH=7.0).

In calitate de culturi de referinti au fost folosite: Staphylococcus aureus (tulpina 209),

20 Staphylococcus aureus (MRS), Staphylococcus epidermidis (MRS), Enterococcus faecalis (t. ATCC
19433), Escherihia coli (t. ATCC 25922), Proteus mirabilis (t. ATCC 3177), Klebsiella pneumoniae (t.
3534/51), Salmonella typhimurium, Acinetobacter baumannii.

Culturile de microorganisme, crescute timp de 24 de ore pe agar peptonat inclinat, au fost spalate
cu solutic izotonicd de clorurd de sodiu si diluate pana la nivelul standardului optic de turbiditate cu

25 obtinerea inoculatelor ce contin 1 min de corpi microbieni in 1 mL de mediu. Inoculatele obtinute au fost
diluate cu substantele studiate in raport de 1:1.

Culturile obtinute au fost supuse incubirii la temperatura de 37°C (timp de 24, 48-144 ore). In
calitate de control au servit mediile nutritive insdmantate cu aceleasi tulpini fard continutul compusului
studiat. Evaluarea rezultatelor s-a efectuat vizual.

30 Activitatea bacteriostaticd (concentratia minimi de inhibitiec (CMI)) s-a stabilit in cazul lipsei
cresterii microorganismelor in mediul nutritiv lichid. Activitatea bactericidd (concentratia minimi
bactericidd (CMB)) s-a determinat in baza lipsei cresterii microorganismelor dupd insdimantarca repetati
pe geloza peptonatd cu incubarea ulterioara timp de 24, 48, 72 ore.

Rezultatele obtinute sunt expuse in tabelele 1-5.

35 Rezultatele investigatiilor demonstreazd ci substantele cercetate au manifestat activitate
antibacteriand inaltd fata de culturile Gram pozitive Staphylococcus aureus (tulpina 209), Staphylococcus
aureus (MRS), Staphylococcus epidermidis (MRS), Enterococcus faecalis (t. ATCC 19433) si Gram
negative Escherihia coli (t. ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (t. 3534/51), Salmonella typhimurium,
Acinetobacter baumannii.

40 Activitatea bacteriostaticd a substantei Chitosan-IZF (70:30) variazi in limitele concentratiilor
18,75->300 pg/mL, activitatea bactericida in limitele 75-> 300 pg/mL.

Activitatea bacteriostaticA a substantei Chitosan-furacilind (70:30) variazd in limitele
concentratiilor 18,75->300 pg/mL, activitatea bactericida a substantei Chitosan-furacilini (70:30) variazi
in limitele concentratiilor 75-> 300 pg/mL.

45 Ca rezultat, s-a demonstrat c¢d materialul polimeric are avantaje, manifestind o activitate
antibacteriand la nivelul izofuralului sau furacilinei, dar avind o actiune mai prolongati comparativ cu
aceste preparate.

50
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Tabelul 1

Activitatea bacteriostaticd a substantei Chitosan-IZF (70:30) pe perioda prolongatd
Concentratia minimi de inhibitie (ug/mL)

Test - culturi bacteriene

Doza S. aureus S. aureus S. epidermidis E. faecalis

(t. 209) (MRS)* (MRS)* (t. ATCC 19433)

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
300 - - - - - - - - - - - -
150 - - - - - - - - - - + +
75 - - - - - - - - + - + +
37,5 - - - - - - + + + + + +
18,75 - + + - - - + + + + + +
9,37 + + + + + + + + + + + +
4,68 + + + + + + + + + + + +

* MRS — meticilinrezistent
Continuare Tabelul 1

Test - culturi bacteriene
Doza | E. coli Kl. pneumoniae | S. typhimurium P. mirabilis Acinetobacter

(t. ATCC 5922) | (t. 3534/51) (t. ATCC 3177) | baumannii

24 148 [72 |24 [48 |72 [24 [48 [72 |24 [48 |72 |24 48 72
300 - - - - - - - - - - - - - - -
150 - - - + + + + + + + + + - - +
75 + + + + + + + + + + + + + + +
37,5 + + + + + + + + + + + + + + +
18,75 | + + + + + + + + + + + + + + +
9,37 + + + + + + + + + + + + + + +

Tabelul 2

Activitatea bactericida a substantei Chitosan-1ZF (70:30) pe periodad prolongatd
Concentratia minimi bactericida (ug/mL)

Test - culturi bacteriene

Doza S. aureus S. aureus (t. de la | S. epidermidis (t. de | E. faecalis

(t. 209) bolnav MRS)* la bolnav MRS)* (t. ATCC 19433)

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
300 - - - - - - - - - + - -
150 - - - + - - - - - + + +
75 + - - + - - - + + + + +
37,5 + - - + - - + + + + + +
18,75 + + + + - - + + + + + +
9,37 + + + + + + + + + + + +
4,68 + + + + + + + + + + + +

* MRS — meticilinrezistent

Continuare Tabelul 2

Test - culturi bacteriene

Doza | E. coli Kl. pneumoniae | S. typhimurium P. mirabilis Acinetobacter
(t. ATCC 25922) | (t. 3534/51) (t. ATCC 3177) | baumannii
24 48 |72 [24 |48 [72 [24 |48 |72 |24 |48 [72 [24 |48 72
300 + - - + + + + + - + - - + - -
150 + + + + + + + + + + + + + + +
75 + + + + + + + + + + + + + + +
375 |+ + + + + + + + + + + + + + +
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Tabelul 3
Activitatea bacteriostaticd a substantei Chitosan-furacilini (70:30) pe perioda prolongatd Concentratia
minimi de inhibitie (ug/mL)

Test - culturi bacteriene
Doza S. aureus S. aureus S. epidermidis E. faecalis

(t. 209) (MRS)* (MRS) (t. ATCC 19433)

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
300 - - - - - - - - - - - -
150 - - - - - - - - - - - -
75 - - - - - - - - + - + +
37,5 - - - - - - + + + + + +
18,75 - - + - - + + + + + + +
9,37 + + + + + + + + + + + +
4,68 + + + + + + + + + + + +

* MRS — meticilinrezistent

Continuare Tabelul 3

Test - culturi bacteriene

Doza | E. coli Kl. pneumoniae | S. typhimurium P. mirabilis Acinetobacter

(t. ATCC 5922) | (t. 3534/51) (t. ATCC 3177) | baumannii

24 148 [72 |24 [48 |72 [24 [48 [72 |24 [48 |72 |24 48 72
300 - - - - - - - - - - - - - - -
150 - - - - - - - - - + + + - - -
75 - - - + + + + + + + + + + + +
37,5 - + + + + + + + + + + + + + +
18,75 | + + + + + + + + + + + + + + +
9,37 + + + + + + + + + + + + + + +

Tabelul 4

Activitatea bactericida a substantei Chitosan-furacilind (70:30) pe perioda prolungatd
Concentratia minimd bactericida (ug/mL)

Test - culturi bacteriene

Doza S. aureus S. aureus (t. de la | S. epidermidis (t. de | E. faecalis
(t. 209) bolnav MRS)* la bolnav MRS)* (t. ATCC 19433)
24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
300 + + - + - - - - - + +
150 + - - + - R - - + + + +
75 + - - + - + - + + + + +
375 + + + + + + + + + + + +
18,75 + + + + + + + + + + + +
9,37 + + + + + + + + + + + +
* MRS — meticilinrezistent
Continuare Tabelul 4
Test - culturi bacteriene
Doza | E. coli (t. ATCC | Kl. pneumoniae | S. typhimurium P. mirabilis Acinetobacter
25922) (t. 3534/51) (t. ATCC 3177) | baumannii
24 148 |72 |24 |48 [72 |24 |48 |72 [24 [48 |72 |24 48 72
300 - - - + - - + - - + + + - - -
150 - - - + - - + - - + + + + - -
75 + + - + + + + + + + + + + + +
37,5 + + + + + + + + + + + + + + +
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Tabelul 5

Activitatea bacteriostatica si bactericida a substantelor Izofural, Furacilini si Chitosan

Test - culturi bacteriene, (ug/mL)

Compusul |S. aureus MRSA E. faecalis E. coli Kl Ps. A P. mirabilis
(t. 209) (t. NCTC|(t. ATCC (t. ATCC preumoniae |aeruginosa baumannii | (t. ATCC
12493) 19433) 25922) (t. ATCC|(t. ATCC (t. ATCC|3177)
3534/51 27853 19606
CMI |CMB|CMI [CMB|CMI |CMB |CMI CMB |CMI |CMB |CMI |CMB |CMI [CMB|CMI |CMB
Izofural
468 19,37 14,68 1]9,37|18,75|37,5] 18,75 | 18,75 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 300,0 | 37,5 | 75,0 | 37,5 | 75,0
Furacilid {167 (375 [375 [750 [37.5 [750 |187 [37.5 |[>300 |>300 [>300 [>300 |- |°  |150.0 [>300
Chitosan
>300 [>300 |>300 |>300 [>300 |[>300[>300 |[>300 |>300 |>300 |>300[>300 |[>300[>300|>300 |>300
5
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Material polimeric cu proprictiti antibacteriene, care consti dintr-un copolimer de chitosan cu
anhidrida maleicd, grefat cu izofural sau furacilini, cu un continut de izofural sau furacilind de 10-30 mol
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Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuald
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