RAPORT STIINTIRIC SI TEHNIC
privind
OBTINEREA DE HIDROGELURI PE BAZA DE
CHITOOLIGOZAHARIDE SI ACID 2 -FENILFORMILBORONIC

A doua etapa a proiectultiidrogeluri pe baza de chitooligozaharide pentrualiberarea
unor agenti antivirali si antifungicsi-a propussinteza si caracterizareale hidrogeluri pe baza de
chitooligozaharide (CHOS), sintetizate si selectate in prima etapa a proiectulyisi acid 2
fenilformilboronic (2FPBA), prin implementarea a zece activitati conform anexei Il din contractul

de finantare

A2.1 Sintezahidrogelurilor
Au fost sintetizate sase sedi hidrogeluri fiecare continand trei hidrogelugrin reactia de

condensare acida@HOScu grade de polimerizare diferite 28FPBA (Fig. 1 a,b).
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Fig. 1. Demersul sintetic pentru obtinerea hidrogelurilor (a)magineahidrogelurilor obtinute (b)

Pentru a atinge gradifferited e r et i cul are, au fost utili zat
f un c "Hi o nakelchetoolggoraharideloki functiuneaa | d e ah2FBEBA pentru fiecare CHOS:
1/ 1; 1,5/1 Be 8kxémpmMabepragsedura experimental
CHOS -HPBRAR, CU un raport mol ar NH2/ CHO de 1/ 1
di zol vate "~ nell, &c imd -walp &g dH¢ u "Hip i a foastadtudgatDi
solu™Hie d&P8B83&, 7h Hd, 3 ml apt + 2 ml etanol +



rot/min,la25°C. Cn mai pu-dli i odenad minn hti @ rtogex p e rAicmeem

a fost apl i c-afolasitsrapoa malandifaritintreCcrleldowa functiuni ale reactantilor
Tabel 1
Compozitia hidrogelurilor sintetizate
m V acid mo- Vetanol  V acid Raport molar Timp de
Vapa* Vapa** . .
Probe cHOS (mL) acetic * FPBA (mL) ( E) acetic™ NH2/CHO gelifiere (min)
(Mg) (eL)  (mg) ( E)
CHOS0-1 60 1.5 75 4577 15 2000 7.5 1/1 10
CHOS0-1.5 60 1.5 7.5 305 15 1500 7.5 1.5/1 15
CHOS20-2 60 1.5 75 22588 15 1000 7.5 2/1 120
CHOS30-1 60 1.5 75 4577 15 2000 75 1/1 10
CHOS30-1.5 60 1.5 7.5 305 15 1500 75 1.5/1 15
CHOS30-2 60 1.5 75 22588 15 1000 75 2/1 120
CHO$40-1 60 1.5 75 4577 15 2000 75 1/1 5
CHO$40-1.5 60 1.5 7.5 305 15 1500 7.5 1.5/1 10
CHO$40-2 60 1.5 75 22588 15 1000 7.5 2/1 60
CHOSS0-1 60 1.5 75 4577 15 2000 75 1/1 5
CHOS0-1.5 60 1.5 7.5 305 15 1500 7.5 1.5/1 10
CHOS50-2 60 1.5 75 2288 15 1000 7.5 2/1 60
CHOS/5-1 60 1.5 75 4577 15 2000 75 1/1 5
CHOS/5-1.5 60 1.5 7.5 305 15 1500 7.5 1.5/1 10
CHOS75-2 60 1.5 75 22588 15 1000 75 2/1 60
CHOSL00-1 60 1.5 75 4577 15 2000 75 1/1 5
CHOSL001.5 60 1.5 7.5 305 15 1500 7.5 1.5/1 10
CHOSL00-2 60 1.5 75 22588 15 1000 75 2/1 20

*cantitate utilizata pentru a solubiliza CHOS
**cantitate utilizata pentru asolubiliza aldehida

A2.2 Liofilizarea hidrogelurilor

Cu scopul de a caracteriza hidrogelurile sintetizate din punct de vedere supramolecular si
morfologic, acest au fost liofilizate, conducand la obtinerea de xerogeluri. In prealabil,
hidrogelurile au fost inghetate in azot lichid iar liofilizareafcut utilizand un liofilizator Labconco,
la 54°C si 1,510 mbar, timp de 24 de ore.

A2.3 Caracterizareastructurala a hidrogelurilor si xerogelurilor
Caracterizare structurala prin RMN

Spectrele RMN au fost inregistratel un Spectrometru Bruker Avance DRX 400 MHz
(Bruker, Germania). Pentru inregistrarea spectr&t¢RMN, hidrogelurile au fost preparaite apa
deuteratalirectin tuburideRMN.

Cn toate cazuril e, “"n spectrele hidrogelwu
protonului iminkt |l a 8,6 ppm, dar Hi depl asar e
Aceastaesteoconsee ™HL a reversibilitdé™ii reac H ei de

echilibru (Yu et al., 2021). De asenea, in spectreldH-RMN sa u 0 b s esemnadle Hi



caracteristicgorotoniorc or espunz £t or i inteddHD&S 3,64 ppan, uniria 34 ippn
corespunzttHdrvpecohoaul uni t tdHinteresitatnicalan5t4; 44j4,2pi c u
W 4,1 ppm corespunzttoare pbmomaowoflboandzib. unit
Raportul dintre integralele protibor H2  'Hi penmisregtimaaea gradului de iminate a
oligomerilor. AHa ooWwnrH enrua den aMtaap tdeetd fadogdos t i t L
cantitate mai mare de aldehidt, at-lnEHON ECHOSI2E

1,5, in timp ce pentr€HOS202 gr ad ul de substitu™Hi e a fost
asemenea, ct gradele de polimerizare mai mi ci
substituHie. Cn acele cazuri, vOscozaufosima a si
susceptibile Il a iminare. De aceeau ombScanuul gh

iminare mai mici, intre 22,4% pentru CHOSH0 K i 15, 7% gentru CHOSS50
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Fig. 2 Spectre RMN ale hidrogelurilda,b)si spectre FTIR pentru probe reprezentative de xerogel
(c)



Caracterizare structurala prin FTIR

Spectrele ATRFTIR au fost inregistrateu un Spectrometru Bruker Vertex 70 (Ettligen,
Germania) in zona 406600 cm'.

Spectroscopia FTIR a fost wutilizatt pentru
CHOS dupt F(FePaBcAHi aCncuspectrele xerogelurifl or a
corespunzttoar e vgrupariarida muforrdatee (Figred) (Aiindae P@zio &

Marin, 2020) (Iftime & Marin, 2018). Mai multn spectrele FTIRafost observata aparitia unei noi
benzila 1560 cmt, datost £ v i bdesacHi e Il @tr al e | enjatile de2-FRBA.r C=(
PrezeFRPRAaafo® confirmatt 'Hi Ye che ez ipdgaudi@-OH ma e7 6 0
compar a'H e c u-aremaecatdptule L e s B MN a b oulmaiadteatezdnficel mai
probabildecarece c hi | i br ul de r e ac "Hiletimaullfioosfti |diezptlraisia.t

Mai mult, spectroscopia FTIRiadicatunel e modi fi cktr i “n ar hit
ol i gomer i | or , unith@lor de2-FPBA. Anplirdadegiuméted e c t r i2756cm3 7 50
incareapav i bre@&éHi int i nderaemiante ‘HWir uhpitdrridxoirl ( Marin e
sa observat o udnarirdela~3240rsig3400 ahuin speatrele xerogelurilor, a avut
loc 0 deplasare a acesocatren umer e de undt ma i modifigariin,medaulu ger C
l egbtturilor de hidrogen. Foarte probabil, din
|l a formarea de noi | egtturi de hidrogen inter:!
corespunzttor lemgttnuarrialmorl edcal lairer egt e de aserl
unor noi | egtturi de hidrogen i ntr a-algochdosanl ar e
for sapdat bser va c¢ct gruptril e HRAPBApottoimao di heghtel
intramol ecul are de hidrogen cu atomil (A€ ame o
Wo¥ni ak ,2012).col ab.

Toate aceste date au demonstrat ct hidrog

formbridi de rmgen athtentgak ©ur Hi denthéeédmol ecul ar e.

A2.4 Caracterizare morfologica

Caracterizarea morfologica a hidrogelurilor obtinute a fost realizata prin microscopie
electronica de baleiaj (SEM)utilizand un Microscop SEMEDAX-Quanta 200 (Eindhoven,
Germania) iar imaginile obtinute au fost procesate utilizamodjramelelmage J si Origin Pro 8.

Masuratorile au fost facute pe xerogdridbtinute in urma liofilizarii hidrogelurilo¢Fig. 3).
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Fig. 3 Imagini SEM ale unor xerogeluri reprezentatsienistogramele obtinute in urma prelucrarii

imaginilor SEM

Toate xerogelurile au prezentat o morfolodgetip buretéFig. 3), cu pori micrometrici bine

definiti. Hidrogelurilepe baza d€HOS cugrade de polimerizare mai migi prezentat morfologie

ma i uni formk cu pori car act eadrefai'"Hi maptrti nd ep oV a Id
standard (Fig.3Dupt cum era de aHt eptetctlagtecuma@amtft o It & Hii a ma
de al dfestimadit c o,mypaocrtit mai mi ci , atri bui "Hi unei
reticulare.

A2.5 Determinarea comportamentului la umflare
Comportamentul la umfl are al hi drogelurilo
probe reprezentative (Fig. 4). Gradul masic de umflare la echilibru (MES) a fost legat de porozitatea

hidrogelurilor, cele cu pori mai mari prezentand o capacitaiemaee de a se umfla. Prin urmare,

MES-u | a crescut odatt cu creHterea |l ungi mii I
CHOS752, 25% " n apt ‘'Hi ~9% " n PBS Hi odatt cu sctd
MES-u | a fost eatitiimmpt dup®t 8Hor " n PBS. aauddstonult | e N
mai mari decéat i#®BS (Fig.4b) , probabil datoritt insolubilit!H

ridicat de struri al sol u'Hi ei de PBS (Phil et
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Fig. 4ValorleMES pentru unel e probe reprezentat

A2.6 Caracterizare supramoleculara

Este cunoscut fapt ul ct hidrogel area <chi't
autoasambl area deri-xcdaiHt bsan anhhf t lodrofiliidroibleeeiy rme gto
arhitecturi supramoleculare tridimensionale (Ailincai, Porzio, et al., 2020; Olaru et al., 2018). Prin
urmare, pentru a avea un indiciu asupra structurii supramoleculare a hidrogelurilor, acestea au fost
analizate prin microscopiedoptc a i n | umina polarizata (POM) H
(WXRD) utilizand un microscop Leica DM2500 (Hamburg, Germania) si respectiv un Difractometru
Rigaku Miniflex 600 cu emisie de CuKU. Deter:
urma liofilizarii.

Di fractogramele CHOS au prezentat aceeasi
semicristalin. Difractogramele xerogelurilor au prezentat benzide di fr ac "Hi e, S
arhitecturt supramol eaulapbrsatraantecadvt, paHé

chitosan 'Hi monoal dehide (Ailincai et al ., 20
| maginile POM au demonstrat «c¢ct toate hidrc
pol arizatt (Fig. 5), i ndi cOnupruanmodreadi |l ar di aa

reprezentat schematic in Fig. Datele POM au fost confirmate de capacitatea hidrogelurilor de a
emite | umint, sub il uminare cu o | ampa UV. Cr
oligomeri (Fig. ®), hidrogelurie au e mi sallbutnsitnrtuiad ,b atri bui tt or
(Ailincai & Marin, 2021; Iftime et al., 2017).

a) CHOS1001 b) CHOS100 2 c) CHOS201 d) CHOS202
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Fig. 5 Imagini POM reprezentative {d), emisia hidrogeluriloisub iluminare cu lampa UV (e),

reprezentare

A2.7 Caracterizare reologica

schematict

raze X pentru probe reprezentative ()

a ar hi

tectur

ii supra

Comportamentul ascoelastic al hidrogelurilor a fost analizat utilizand un Reometru

MCR302 AntorPaarGmbH cu sistem Peltier pentru controlul temperatligstele de baleiaj de

amplitudine au indicat comportamentul de gel al probelor studiate, cu valori ale modulsiigi ela
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Parametrii reologicG6 , HGOener gi a de coeziune au cCcr esc

poli merizare al oligomerilor. Astfel, wvaloril
prin creHterea gradului de polimerizagétdeil @
chimice suplimentare, stabilite ~ nt-FPBA Buan Hur

determinat <c¢cr eHt er e a Realé ata paftepteste 2dlogitei supldnentafeTaa b e
demonstrat caracterul tixotrop al hidrogelurilorcaracteristica importanta a acestora in vederea

aplicaii (Tabel 2).

Tabel 2.
Parametrii reologici pentru probele studiate
Sample t g te Ec Gé Gé& Grad de revenire®
(Pa) (%) (Pa) () (Pa) (Pa) (%)
CHOS20-2 2.3 15.8 9.9 1772.4 14.7 3.3 100
CHOS30-2 5.2 9.9 455 2569.7 53 3.8 98.7
CHOS40-2 8.4 9.8 375 4153.4 86.4 7.8 99.2
CHOS50-2 8.9 6.3 79.1 2817.9 147 7.9 88.0
CHOS752 16.2 3.9 131 3215.2 433 22.7 80.0
CHOS1002 28.4 3.7 211 5626.6 756 40.8 82.7
CHOS401 24.7 6.3 74.8 7739.6 414 38.1 100
CHOS751 36 3.9 102 7076.6 1040 84.7 84.8

aGo&d |l a 10 rad/ s si 1Pa;
bdeterminat dupa 300 s de la indepartarea stresului

A2.8 Evaluareain vitro a degradarii enzimatice

Probe reprezentative au fost supuse degradarii enzimatice in prezenta lizozimei, la pH
fiziologic si 37°C. Probele supuse degradarii enzimatice augediaza d€HOS cu grade diferite
de polimerizare, fiind cunoscut faptul ca masa moleculara a CHO®rastgpalul parametru care
influenteaza degradarea. O probt de referin’Ht

ftrt | i zozi mt. Rezul tatele au fost evaluate I
W modi f i c kerpiin SEM (Fidg. )] o0 g i

CHOS501, 21 zile CHOS501, 21 zile (PBS)



