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CAPITOLUL 1. INTRODUCERE 1

1. INTRODUCERE
1.1. Definirea Problemei

Conifercle produc un vast si divers sortiment de compusi bioactivi. dc natura organica,
din care marea lor majoritate nu par a participa direct la procesele de crestere s1 dezvoltare a
organismului vegetal. Acesti compusi cunoscuti in ansamblu sub numclc de raisini §i1 care in
literatura dc spccialitatc sunt decnumiti metaboliti secundari. pentru a-i dcoscbi de metabolitii
primari (fitosteroli, aminoacizi, nucleotizi, acizi grasi), sunt adesea distribuiti in mod diferentiat
printe grupurile de compusi, limitati taxonomic din organismul vcgetal. Marea majoritate a
acestor rasini dc coniferc au in componcnta lor terpenoide atit sub forma hidrocarbonata
(terpene) cat si sub forma oxigenati (acizi rezinici). Terpenoidele sunt substante compuse din
unitati formate din grupe de cinci atom de carbon, biosintctizate fie pe calea acetat/mevalonat
fie pe calea gliceralaldehid -3 fosfat/piruvat [1].

Studiile efectuate de citre chimisti asupra compusilor terpenoidici au permis inca, de la
inceputul secoluluir 20, atiat stimularea dezvoltdrii tehnicilor de separare si de analiza
(spectroscopie de IR, UV-VIS, RMN, EI-SM respectiv ESI-SM a cromatografiei sub diferitele
e1 forme), in scopul elucidarii structurilor chimice, cat si punerea la punct a procedeelor si
metodelor de sinteza chimica a lor {2,3,4,5,].

Incercanile experimentale de la inceputul anilor nouizeci, de descoperire si recunoastere a
proprietatilor biologice ale acidului abietic §1 derivatilor sai cu schelet terpenic se orienteaza in
prezent pe gasirca de noi recepturi pentru industria de medicamente, detergenti, insecticide,
terbicide, compusi de aroma etc. Aceasta apreciere crescanda a efectelor biologice foarte diverse
produse de acidul abietic §1 derivatii sa1 a condus prompt la o reevaluare a rolurilor posibile pe care
acesti compusi il joacd in plante in special in contextul intcractiunilor ecologice [6].

Asa cum mentioneazi Croteau, Kutchan si Lewis [1], multi dintre compusii naturali par sa arate
acum ci posedi o importanti capacitate de adaptare si protejare impotriva infectiilor microbienc ca si
substante care atrag insectele polenizatoare dar si ca agenti alelopatici — substante care influenteaza
competitia intre speciile de plante. Aceste functiumi ecologice afecteaza profund supravietuirea
plantei, motiv pentru care cercetitorii considera ca cel mai potrivit termen pentru acesti compusi este
de produse naturale ale plantei pentru a sugera faptul ca acestia actioneaza in primul rand asupra altor
specil.

Pornind de la functiile ecologice pe care acidul abietic s1 unii dintre derivati sai terpenoidici,
in calitate de metaboliti secundari il au, dar avand in vedere s1 diversitatea si rolul mereu crescand
al preparatelor alimentare, farmaceutice §i cosmetice in viata oamenilor, preocuparea crescanda
a consumatorilor, §1 nu numai, pentru obtinerea acestor produse prin tehnologii nepoluante
(‘clean technologies'), la ora actuala se cristalizeaza o tendintd de reconsiderare profunda a
atitudinii cercetatorilor si producatorilor consacrati fatd de imensul potential oferit de
metabolitii sccundari (terpenoide) din conifere {7].

In acest context general se incadreazi si tema de cercetare propusa fata de imensul potential
pe care metabolitii secundari din conifere in principal acidul abietic i derivatii sii terpenoidici il au,
atat in sensul folosirii lor ca materii prime ieftine in diverse industrii, cat i ca factori de ecologizare a
mediului ambiant.

In mod concret s-a incercat pe parcursul acestui studiu de cercetare, punerea la punct a unor
metode §i procedee de izolare §i purificare cat mai nepoluante a acelor produsi (saruri ale acidului
abietic cu metale alcaline, cu anumite amine alifatice primare, secundare tertiare, etanolamine etc.) ce
necesita costuri mici de fabricatie §i care prin proprietitile superficiale, biologice si in unele cazuri cu
bune capacitati de biodegradare, pot fi folosite fie ca materiale alternative la cerintele actuale ale unor
sectoare din industria substantelor tensioactive fie ca produse finite care pot fi valorificate direct pe
piata pentru a satisface nevoile consumatorilor.

Astfel impreuna cu Institutul National de Biologia Dezvoltirii Bucuresti, pe baza rezultatelor
experimentale expuse in cadrul acestei teze, am reusit brevetarea un procedeu de izolare si purificare a
acidului abietic levogir de inalti puritate din colofoniu [8], acid care a fost apoi folosit ca materie
prima pentru obtinerea unor derivali a caror proprietiti fizice, chimice si biologice le permit s3 fie
utilizate intr-o larga diversitate de sectoare industriale. Astfel unul din derivatii acidului abietic, si

BUPT



CAPITOLUL 1. INTRODUCERE 2

anume abietatul de sodiu, dupa studierea proprietitilor sale biologic active, a fost folosit ca ingredient
in compozitia unei creme dermatologice cu caracter bactericid, produsul rcusind sa fie premiat la
Salonul Intcrnational dc Inventica Brusscll din anul 1996 si ultcrior brevetat [9].

Structura complicati a compusilor care fac obiectul studiului de cercetare, tendinta lor de
transformare in structun macromolelare din categona polimenlor [10}] si1 caracterul alcalin al sarunilor,
au facut dificil de aplicat tchnicile cromatografice de gaz si lichid (cu cxceptia acidului abictic carc a
putut fi analizat calitativ §1 cantitativ prin mctoda HPLC). Din accst motiv pentru analiza structurald a
derivatilor acidului abietic am folosit tehnica de "RMN combinati pentru certitudine cu
spectrometria de masa. Deoarece din punct de vedere al bazei matenale, spectrometria de mas3 este
abia la inccput la noi in tari. analizele derivatilor acidului abietic au fost efectuate cu ajutorul
aparaturii §i softului detinute de colectivul de cercetare din cadrul Institutului FOM pentru Fizica
Atomica si Moleculard, Amsterdam.

Pc dc alta parte daca in ceca ce priveste amidele acidului abictic refeningele bibliografice sunt
numeroase fie ci este vorba despre sinteza in conditii optime a acestor substante, sau despre
proprietatile lor fizico-chimice i1 biologice si domenile de utilizare, nu acelasi lucru putem sd spuncm
despre intcrmediarii care apar in aceste reactii de condensare ale acidului abictic cu aminc (mono sau
poli) alifatice. aromatice sau mixte, etanolamine etc., si anume sirurile sale de amoniu. Informatiile
putine i adesea laconice ( mentionarea lor doar ca intermedian nestabili in procesele de obtinere a
amidelor, sau ca substantc prin intermediul cirora arc loc purificarea acizilor rezinici, rezumate ale
unor patente, publicitate la unele produse ale unor firme de prestigiu din domeniul agentilor de
curatare a lucrunlor din gospodanile casnicc care au in compozitia lor acesti compusi) [11, 12, 13] au
permis efectuarea de cercetari privind posibilitatca obtincrii unor reprezentanti ai acestor intermediari
a1 reactiel de amonolizi a acidului abietic §i investigarea proprietitilor lor tenstoactive.

Cercetarile experimentale efectuate in acest scop mi-au permis punerea la punct a unor sinteze
pentru unii reprezentanti din aceastd categorie in conditii de reactie mult mai blande decat cele
necesare in cazul obtinerii amidelor corespunzitoare (presiune atmosferica, temperaturi de reactie mai
mici de 50°C, lipsa unor catalizatori scumpi si dificil de procurat, aparatura simpla si usor de montat si
manipulat ) si cu randamente de reactie bune. in plus investigatiile efectuate pentru determinarea
proprietatilor lor au scos in evidentd faptul cd unii dintre acesti produsi pot fi folositi fic ca agenti de
emulsionare (cele care au in molecula lor monoamine alifatice primare §i secundare), fie ca agenfi de
spumare (cele obtinute prin reactii cu ctanolamine) sau chiar ca agenti de spilare (reprezentanti din
ambele categorii). Testele de biodegradabilitatc primara cfectuate conform standardelor UE au scos in
evidenta faptul ca multe dintre aceste sarur sunt usor degradate de microorganismele din apa, existand
situatii cand procentul de bio degradare a fost superior celui corespunzitor dodecilbenzensulfonatului
de sodiu (DBSS) sau dodecil sulfatului de sodiu (DSS) luati ca standarde.

De asemenea majoritatea reprezentantilor acestor compusi obtinufi s-au dovedit a avea
proprietitt bacteriostatice / bactericide atat faii de bacteriile Gram Pozitive cat si fati de cele Gram
Negative, iar pentru unele sdrun chiar propretifi fungistatice ceea ce le permite folosirea lor ca
ingrediente in compozitia unor solufii §i /sau unguente antiseptice.

Avand in vedere pe de o parte terenul virgin de cercetare autohtond cu privire la derivatii
acidului abietic cu proprietdti tensioactive si biologic active, existd premisele ca rezultatele studiilor
expenmentale care au stat la baza elaborarii acester teze si aduci o contribufie importanti la
imbogiatirea patrimoniului stiintific national. D ¢ asemenca, luind in considcrare imensul potential
oferit de padurile de rasinoase din nordul si nord-estul Romaniei (70% molid , genul Pinus), compusii
sintetizafi ar putea sa ofere si o solutie alternativa mai ieftind si mai ecologica ( folosirea riginii de
conifere fard distrugerea masei lemnoase) la compusii cu caracter tensioactiv dar provenind din
produsele petrolere.
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CAPITOLUL 1. INTRODUCERE

1.2. Structurarea Tezei

Capitolul doi punc in cvidentd rclcvanta domcniului abordat in contextul proritatilor
cercetim stiintifice prin enumerarea obiectivelor principale ale tezer de doctorat, in timp ce in
capitolul trei se prezinta stadiul actual al cercctérilor stiintificc din domceniul care face obicctul tezei
de doctorat. La inceputul capitolulut se evidentiaza pe scurt imensul potential oferit de contiferele din
specia Pinus prin producerca de oleorezini, un amestec complex, natural format din compusi
aparfinind claset terpenelor. i care pnin prelucrare conduce la doua produse larg folosite intr-o gama
vanatid de domenii industriale st anume terebentina si colofoniul. In continuare o atentie manta este
acordati acestui produs din urmd prin prczentarca categonilor cxistente la ora actuald pc piata
mondiald. a procedeelor care permit obtinerea acestor categorii de colofoniu, a compozitiei sale
chimice punandu-se accent pe fractiunea care contine acizii rezinici. a proprietitilor fizico-chimice,
biologice si toxicologicc cu implicatiille pe carc le au aceste caractenistici pentru viata omului §1 a
mediului ambiant. Paragrafc scparate sunt alocate datclor dc litcraturd privind acidul abietic cu
refenire in special la procedeele de izolare si purificare a enantiomerului siu levogir cel care de fapt
se gaseste 1 in stare naturald in oleorezini §i care prezinti activitate biologic activa, a metodelor de
analizi folosite de cercetiton de-a lungul timpului pentru 1dentificarea, elucidarea structurn st in final
valorificarea acestuia in diverse scopuri. Dc asemenea sc face referire la reactiile pe care acidul abietic
le poate da prin intcrmediul grupdrii carboxil punindu-sc accentul pe acclca care dau nastere la
abietatii alcalini si respectiv de amoniu. In finalul capitolului se trec in revista rezultatele cercetanlor
publicate anterior cu privire la sinteza unor abietati, la proprietitile lor tensioactive, biologice, prccum
si la posibilcle domenii de utilizare a lor functic dc aceste proprictap.

Capitolul patru intitulat parte experimentald, prezinta contnibutile proprui la dezvoltarea
cunoasterii stiintifice prin claborarea a unui procedeu de izolare din colofoniu si purificarc a acidului
abietic levogir. respectiv a unor procedec de sintezi a abietatilor de sodiu ( atit sarea neutra cit si
complexi) si potasiu, a sirurilor de amoniu ale acidului abietic cu mono-, di-, trietanolamina,
trietilamini, izobutilamini §i di-izo-butilamini, utilizarea in premiera a spectroscopier de masa
folosind diferite tehnici de ionizare (impact electronic, (EI), impact ¢lectronic prin pulvernizare, ESI,
ionizare chimici (Ag)) pentru elucidarea structurii sarunlor respective, elaborarea unei metode de
analizi calitativd si cantitativi prin HPLC a acidului abietic obtinut, precum §1 a unei metode
spetrofotometrice de determinare a procentelor de biodegradare a abictatilor de amoniu in locul
metodelor cromatografice sau a celei standardizate de catre legislatia europeanad 1 americana, mult
mai simpli 1 mai ieftini.

Influenta unor parametni tehnologici (temperaturda de reactie, pH-ul mediului, catalizatori
folositi, raportul molar al reactantilor care participi la reacfii, solventn folositi la punficarea
produselor obtinute) asupra randamentelor proceselor descrisc antcrior, precum §i alegerea acelel
combinatii de parametrii care si asigure un randament optim sunt prezentate in capitolul cinci. Un
paragraf specnal este alocat elucidani structurilor compusilor obtinuti prin analiza spectrelor de IR, MS
si 'H-RMN. In ultima parte a acestui capitol sunt interpretate si corelate cu diversi factori (structura
compusilor care fac obiectul analizei, pH-ul mediului, temperaturd, metoda de analiza folosita, etc.)
rezultatele expenmentale care caracterizeaza sarurile acidului abietic din punct de vedere al
proprictatilor tensioactive, microbiologice si de biodegradabilitate.

In capitolul sase se enumeri principalele concluzii care se desprind din analiza rezultatelor
cercetarii. Capitolul de referinte bibliografice incheie modul de structurare a tezei, in anexa fiind
prezentate analizele spectrale i cromatografice efectuate asupra produsilor sintetiza.
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CAPITOLUL 2. OBIECTIVELL TIZIT 4

2. OBIECTIVELE TEZEI

Desi la prima vedere chimia acidului abietic §1 a sarurilor sale parc sa-gi fi dezvaluit complet toate
sceretele. la o cercetare mai atentd sc poatc constata ¢i incad mai cxistd zone in carc lucrurilec nu sunt
complet clare. Un exemplu in acest sens 1l oferd sarurille cu metale alcaline care desi se fabrica si se
utilizeaza pe scard largi intr-o varictate de domenii de foartc mult timp, ofera surprize din punct de
vedere structural in sensul cd in funchic de raportul acid abietic:bazid, dar mai ales de tipul de
enantiomer folosit la sintezi se poate obtine o sare neutrd sau din contrd o sare complexa. Tot legat de
sarunlc alcaline alc acidului abictic cunoscute ca substantc cu proprictifi tensioactive, cercetan
rccentc au cvidentiat anomalii ale comportamentului acestora in solutii la concentratii inferioarc
concentratiei critice micelare cand in mod normal nu ar trebui sa existe surprize. Un alt aspect care a
fost putin investigat de cercetitorii din domeniu il constituie posibilitatea sintezei unor sarun stabile
ale acidului abictic cu uncle amine alifaticc si alchilolaminc cunoscutc mai demult doar ca
intermedian nestabili in reactiille de amonolizi pentru obtinerea amidelor acidului (abietati), ca
substantc cu propnictifi tensioactive, dar carc au o cu activitatc microbiologicd bactcnostatica /
bactericida si chiar fungistatica apropiati cu a multor din compusii cationici activi. Sprc deosebirce insd
de acestia din urma, sarunile acidului abietic cu unele amine pot fi biodegradate intr-un procent care
uneon depdseste chiar si pe cel al unor tenside anionice cunoscute ca usor biodegradabile.

Aceste aspectc impreund cu constatarca ci tara noastrd dispune de specii de conifere genul
Pinus sylvestris in proportie de peste 70% din suprafata totala de padure din partea de nord s1 nord-est.
reprezentind astfel o sursd importantd de colofoniu, precum si colaborarea cu Institutul de Biologia
Dezvoltarn Bucuresti in direcfia obfinerii unei creme dermatologice pe baza de siarun ale aciduln
abietic cu proprietati biologic active ne-au indreptatit sa abordim acest domeniu al derivatilor acidului
abietic.

Prin urmare scopul acestei teze a fost acela de a sintetiza compusi biologic activi si cu
grad de biodegradare ridicat din categoria sirurilor acidului abietic. Aceste caracteristici
combinate cu proprietitile amfifilice ale acidului abietic determini posibilitatea utilizirii lor fie
ca agenti anionici de spumare, de emulsionare sau de udare cu capacititi germicide similare sau
uneori superioare agentilor cationici activi dar care sunt insi mai greu biodegradabili ridicand
problema limitirii lor in preodusele cosmetice §i de curitare din motive ecologice.

La inceputul studiului experimental am reinvestigat posibilitatea obtinerii unui acid abietic de
inaltd puritate care si corespunda cerintelor impuse materilor prime folosite la fabricarea unor
produse cosmetice, acidul abietic furnizat de producitoni consacrati avand o puritate carc nu depaseste
80%. Purificarea acidului abictic aga cum cste cunoscut din referintele bibliografice este un proces
anevolios care in mod obisnuit necesita un numir de 4-5 recnstaliziri. Din acest motiv am incercat sa
realizim acest deziderat prin intermediul sarunilor acidului abietic cu baze organice optic active din
categoria alcaloizilor(chinini, chinidini, cinconini etc.). Rezultatele obtinute au condus la obtinerca
unui acid abietic cu puritate de peste 96% dar cu randamente nu foarte mar.

Pe langa 1zolarea din colofoniu a unui acid abietic de inaltd puntate, interesul nostru major a
fost sinteza §i caracterizarea sarurilor acidului cu metale alcaline gi mai ales cu amine alifatice mono,
di1 tn substituite i derivafit lor etanolaminici. Deoarece referintele bibliografice din acest domeniu nu
sunt foarte multe, la inceput a fost nevoie de efectuarea unor incercan preliminare pentru determinarea
acelor conditil dc reactic carc sd detcrmine obtinerca sarurilor i nu a amidclor lor corcspondente.
Pentru elucidarea structurii compusilor sintetizafi am utilizat in general metodele spectroscopiei de IR,
combinate cu spectrometria de masa s RMN. Dupi elucidarca structurii, compusii obtinufi au fost
testat din punct de vedere al activitifi coloidale si microbiologice.

Putem sa spunem cé in vederea definitivarii studiilor de cercetare amintite anterior, au fost
stabilite urmatoarele obiective concrete:

1. Analiza colofoniului in vederea depistirii compusilor oxigenati ai acizilor rezinici folosind
spectrometria de masd in variantele DTMS (Direct Temperature Resolved Mass
Spectrometry) ca si tehnici de fingerprint si ESI-MS (Negative-lon Electrospray Mass
Spectrometry);
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2. lzolarea acidului abietic din colofoniu §i purificarea sa prin intermediul sarurilor sale cu
baze organice optic active in scopul separirii enantiomerului siu levogir ;

3. Sinteza in conditii optime de reactie a sdrurilor acidului abietic cu metale alcaline, amine
alifatice si alchilolamine; Determinarea influentei unor parametrii de reactie asupra
randamentului de obtinere a sdrurilor de amoniu §i nu a amidelor corespondente ale
acidului abietic;

4. Utilizarea metodelor moderne de analizi pentru investigarea structurii compusilor
sintetizati. Aceste tehnici au inclus spectroscopia de IR, cromatografia lichidd de inalta
performanti, rezonanta magnetica de spin, spectrometria de masi (DTMS si ESI-MS);

5. Caracterizarea sirurilor acidului abietic din punct de vedere al proprietitilor amfiflice in
diferite conditii de pH (5-11), respectiv de temperaturi (25-45°C);

6. Studiul proprietitilor antimicrobiene ale derivatilor acidului abietic cu metale alcaline si
amine;

7. Determinarea gradului de biodegradare primari a compusilor sintetizati printr-o metodi
spectrofotometrici avind la baza proprietatea sirurilor respective de a forma un complex
colorat cu un colorant organic solubil intr-un solvent organic.
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3. ACIDUL ABIETIC. SURSE, METODE DE SEPARARE. DERIVATI

Obiectivul acestui capitol este acela de a plasa munca de cercetare efecuatd cu ocazia elabordrii
acestei teze intr-un context istoric al domeniului chimiei compugilor terpenoidici. Dupd o scurtd
expunere a imensului potential economic oferit de speciile de conifere din genul Pinus prin
intermediul oleorezinei. pe plan mondial §i autohton, capitolul relevd descoperirile. studiile si
cerceldrile efectuate de-a lungul secolului XX. subliniind astfel ratiunea pentru care am ales aceastd
temd.

3.1. Resursele naturale

in conformitate cu reglementirile FAO, [14] produsele forestiere pot fi clasificate in doui
catcgorii principale:

1. Produse din lemn obfinute in urma procesarii mecanice a trunchiunilor de copaci,
cum ar fi placaje, mobild, cherestea, scandur, lemn pentru foc etc.

2. Produse chimice forestiere. Aceasta categone poate fi impartiti la randul ei in doua
grupun de produse, alegind ca si criteriu de clasificare materia prima folosita pentru producerea lor.

Primul grup include produsele chimice din lemn, adica accle produse care sunt obtinute prin
procesarca chimici a materialului lemnos. Din perspectivd chimicd acest grup este obtinut prin
utilizarea a trei componente principale din compozitia lemnului: lignina, celuloza si hemiceluloza [15].

Al doilea grup il constituiec produscle chimice forestiere nelemnoasc care sunt obtinute prin
procesarca chimici a partilor nelemnoase ale copacilor cum ar fi frunzele. fructele. flonle. rasina
secretatd de unele dintre specit de copaci dar si a vanatelor specit de plante care cresc in penimetrul
padurilor. Principalele produse care rezulti din aceasti prelucrare sunt colofoniul, terebentina,
extractele taninice. acidul galic si tanic. uleiurile esentiale si uncle substante biologicactive necesare in
diverse receptuni farmaceutice st cosmetice [16].

Pinul reprezinti un nume comun pentru familia Pinaceae. Din aceasta familie fac parte in
principal acele coniferc care produc o substantd amorfa. raginoasi, numitd oleorezini, coniferc carc
se intind pe ari intinse in regiunt muntoase din emisfera nordica ( SUA, Canada, Rusia, Suedia,
Norvegia, China, Frantactc.). Adevaratn pini din genul Pinus pot fi identificati dupd modul de
aranjare a frunzelor i anume in ficcare specic un anumit numaér de ace (de la 1 la 5) este continut intr-
oteaca [17].

Rasina secretatd de coniferele din genul Pinus contine atit substantc toxice pentru sinitatea
organismelor vii cit si compusi chimici benefici pentru o serie de ramuri economice cum ar fi cea
farmaceuticad. cosmeticd, a adezivilor, substantelor tensioactive (detergenti, agenti antispumanti,
emulgaton, stabilizatorn, etc.) [18].

Oleorezina se gascste de obicei depozitati in anumite canale, numitc canale rezinice aparute
in scoarta coniferelor, ce pot fi longitudinale sau transversale primele fiind de dimensiunt mai mar
decat cele din urma. Prin canalele transversale rigina poate fi secretati de planti dar in cele mai multe
cazurl se constatd cd in urma ranini plantei, cantitatea de risini sporeste sau mai rar determind chiar
formarea rasimi. In aceste cazun se vorbeste de "'rasini patogene'' spre deosebire de cele obisnuite
numite ''rasini fiziologice'' [19]. Pentru scopun industriale oleorezina se obtine prin crestarca scoartei
coniferelor cu formarca unor gauri in care se introduc tuburi subtiri de sticld prin care se scurge rasina.
Pentru aceasti operatie se aleg doar copacii care au un diametru al trunchiului mai mare de 20 cm.
Oleorezina se lasa sd se scurgd prin tuburile de sticla in vase speciale timp de 24 de ore, dupa care
cantitatea obtinuti este conservati prin refrigerare [20]. Un muncitor poate in mod obignuit in decursul
unu an s colecteze aproximativ 1.5-2.0 tone de rasina cantitate, provenitd de la circa 600 de copact.
Cea mai potriviti perioadi a anului pentru colectarea risinii este considerati cea care se intinde intre
lunile mai §i noiembric.

La ora actuala se cultiva in intreaga lume aproximativ 20 de specii de conifere din genul Pinus
pentru acest scop, printre care amintim: Pinus palustris, Pinus elliottii, Pinus caribaceae, Pinus
massoniana. Pinus yunnanensis, Pinus latteri, Pinus armandi, Pinus kesiya var. langbianensis
cultivati in special in regiuni din China si Malayesia {21}, Pinus australis. Pinus tanda, din regiunile
muntoase ale SUA si Canada, Pinus pinaster raspandit in special in Franfa §i regiunea muntilor
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Carpati, Pinus sylvestri, Scotch fir raispanditi in nordul Europei in Norvegia, Suedia, Scotia dar i in
zona centrala si de sud-est a Europei (Polonia, Cehia nordul si estul Romaniei) etc.{22, 23].

La nivelul anului 1999 fondul forestier romanesc de conifere concentrat in zona judefului
Harghita se prezinti astfel: din totalul de 231 494 ha (suprafaa judefului), 228 614 ha (97%) sunt
suprafete ce apartin paduni. Din aceastd suprafatd 212 905 ha (93%) apartin Regiei Nationale a
Padurilor - Romsilva, iar 15 709 ha (7%) persoanelor particulare. Padurile sunt constituite
preponderent din specii de raginoase 73% din suprafata ocupati de padun, foioasele reprezentind
numai 27%. Proportia de participare a specitlor este: molid 65%, brad 7%, pin 7%, fag 19%, 2% alte
risinoase. In cadrul ocolului silvic Odorheiu Secuiesc, riginoasele ocupi numai 7%, in cadrul ocolului
silvic Praid 31%, iar in cadrul ocoalelor silvice Gheorgheni, Borsec st Miercurea Ciuc 92-95%.
Structura pe clase de varsti se prezinti astfel: [ (1 - 20 am) - 14%; IT (21 - 40 ami) - 17%; III (41 - 60
ani) - 16%; IV (61-80 ani) - 29%:; V (81 - 100 ani) - 17%; VI (> 100 ani) - 7%. Proportia pe clase de
varsti a coniferelor arati o structurd corespunzitoare, suprafata ocupata de arborele exploatabil (clasa
a [ a) si preexploatabil (clasa a I a) fiind majontara pentru obtinerea oleorezinet {24].

In conformitate cu datele de literatura din speciile mentionate mai sus se remarcd
urmiitoarele (Tabelul 3.1) care produc aproximativ 70% din intreaga productie de rasina.

Tabelul 3.1. Principalele specii de pin producitoare de oleorezini [25]

Nr. Crt. Specia de pin Aria geograficd de Cantitate de risind

rispindire colectati, [kg/copac/an]

1 Pinus massoniana Lamb Sudul st sud-vestul Chinei 2,5-5,0

2 Pmus kesiya Royle ex Gord | Malayesia g1 centrul Chinei 4-5

var. langbianesis

3 Pinus yunnanensis Zona orientali a Rusiei §i 4-5
Mongoliei

4 Pinus lattenn Mason Malayesia 10

5 Pinus elliottii Engelm S.U.A. si Canada 4

in ceea ce priveste productia mondiali de olcorezini trebuie mentionat faptul ci in perioada
1971 - 1993 productia a crescut cu aproximativ 36%, de la aproximativ 1100 mii tone in anul 1971 la
circa 1500 mii tone rasing in anul 1993, evolutia productiei mondiale de oleorezini fiind prezentata in
graficul din figura 3.1.
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Fig. 3.1: Evolutia productiei mondiale de oleorezind in perioada 1971-1993, [26]

Trebuie mentionat faptul ca din intreaga cantitate produsa in aceasti perioadi aproximativ 60% este
furnizati de China [27], asa dupa cum arati si datele statistice prezentate in figura 3.2.
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Fig. 3.2: Evolufia productici de oleorezind in China in perioada 1971-1993, [26]

Spre deosebire de situatia din Republica China, in tinle Europei tradifional producitoare de
oleorezini se constatd un declin in productia de oleorezini brutd recoltati de pe plantapiile de pini
proprii. Principala tard producitoare de risind de pin dar §i de produse derivate din aceasta rimane
Portugalia, tard favorizatd atat de condifiile climatice (temperaturni ridicate care determini scurgerea
unor cantitayi man de oleorezini in marea majorttate a anului calendarnistic) dar §i de existenta unor
vaste suprafete cu plantatii de Pinus Pinaster [28]. In Rominia datele directiilor silvice [24], indicd o
situatie asemanitoare cu cea din Europa dar din motive diferite. Astfel daci la ora actualid tin precum
Franta, Germania, Norvegia, etc., preferd si importe oleorezini, respectiv colofoniu din Chmna fiind
mult mai ieftine decat cele obtinute din productia internd, in tara noastrd productia de rigini de conifer
a scizut dramatic fie din cauza defrigarilor masive §i neplanificate, fie ca urmare a prabugini unor
ramur industriale traditional consumatoare de produse derivate din aceasta §i nu in ultimul rind din
lipsa fortel de munca necesara pentru recoltarea oleorezinei.

In vederea utilizirii practice, oleorezina este supusi distilirii prin antrenare cu vapori de apa
care duce la separarea in colofoniu, reziduul ce raimine dupa distilare i terebentina, fractiunea care
distild. Datele de literaturd arati ca risina de conifer purificati in prealabil di 70-80 % colofoniu si 20-
10 % terebentini, restul fiind apa i alte substante [29].

Rapoartele statistice din anul 2000 arata ca productia totald de colofoniu din lume, fie cd se
obtine sub formda amorfi, fluidi, sau carbonatati la nivel mondial a fost de 1 050 000 tone/an
distribuitd dupa cum arati figura 3.3.

200000

colofoniu fluid

235000 615000

Fig. 3.3: Distributia productiei mondiale de colofoniu in anul 2000, [26]
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Tabelul 3.2 Distributia productiei_mondiale de colofoniu pe zone geografice in anul 2000, [26]

Nr.crt. Zona geograficd Cantitatea de colofoniu produsijtone]
1 SUA 350000
2 Franta 85000
3 China 435000
4 Indonezia 53000
5 Brazilia 40000
6 Mexic 27000
7 India 26
8 Rusia 18000
9 Portugalia 15000
10 Alte tin 62000

10

3

1-SUA 2dndia 3-China 4-IndoneziaS5-Brazilia 6-Mexic 7-ndia 8 Rusia 9-Portugalia 10-alte tari
Fig. 3.4: Distributia productiei mondiale de colofoniu pe zone geografice in anul 2000

Asa dupa cum se observa atat din datele tabelului 3.2 cat si din figura 3.4 la ora actuala China
este cel mai mare producitor de colofoniu din lume si prin deductie si cel mai mare exportator. Datele
de literatura prezentate in tabelele 3.3. si 3.4 confirmi aceasti supozifie.

Tabelul 3.3. Principalele companii im

portatoare de colofoniu din China, [30]

Nr. crt. Tara importatoare Compania importatoare Cantitatea importat#
[tone/an]
1. USA 1. Hercules & Co 20000
2 Lawter 10000
2. Japonia 1. Alakawa 30000
2 Mitsu 10000-20000
3. Germania 1 Hermann Ter Hell 30000
2 Hoechst 35000
4 Marea Britanie A.V_ Pound 10000
5. Elvetia Resina 10000
6. Africa de Sud Zhongran Company 8000
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Tabelul 3.4. Destinatia exportului de colofoniu chinezesc in perioadal994-1999, [30]

Tara (zona)/an 1994 1995 1996 1997 1998 1999
Europa 122000 92900 68600 110300 151700 127000
Marea Britanie 38400 24700 30200 23300 13600 12100
Japonia 33300 49500 47400 36800 41500 66600
USA 12600 12700 1500 5500 11500 5400
Korea 11600 9800 7600 9000 11300 13100
Taiwan 15800 6900 2400 4300 5000 13100
Nigenia 3600 6500 7300 5100 4000 5100
Austraha 2500 2100 1700 1100 1500 4600
Thailanda 2900 2100 1800 2500 1900 3900
Turcia 800 600 1700 1200 2100 2500
Alele 47400 7600 5700 5600 9800 7700
Total 290900 215400 175900 204700 253900 261100

Cresterea cantitifii de colofoniu in uitimii 20 de ani este explicatd prin faptul, ¢ la rindul n
acesta a inceput sa fie o sursa de materie prima pentru diverse ramuri industriale dupa cum este relevat

siin figura 3.5.

in ceea ce priveste productia de colofoniu roménesc, aceasta s-a situat in anul 1988 in jurul
valorii de 4000 tone iar importul de colofoniu chinezesc in acelasi an s-a situat in jurul valor: de 1000
tone aceste cantitifi reusind si acopere necesitifile diverselor ramuri industriale. Cea mai mare
cantitate de colofoniu era destinatd industriei navale (47%), urmati de industria hartiei (34%) a
cauciucului sintetic (9%) a vopselelor si a cemelurilor pentru tipar (7%). Restul cantitifii a fost
destinat ramurii electronice i industriei detergentilor i produselor cosmetice [31]. A existat chiar
tendinta de a prelucra colofoniul brut in special cel importat cu scopul de a obfine produse derivate
care ulterior si fie exportate in tirile din Comunitatea Europeani in special in Franta, Germania i
Olanda. Dupa 1990 productia de colofoniu autohton a inregistrat un recul la inceput mai slab pani la
jumitate anului 1995 pentru ca dupi aceasti dati sciderea productiei si fie dramatica (900 tone/an,

1998) [32].

3.40%

ind.cernelur

4.80%
ind.cauciucului
sintetic

BB, 43.90%

Fig. 3.5: Principalele domenii de utilizare industriald a colofoniului
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3. 2. Compozitia chimica a rasinii de conifere

Din cele mai vanate materiale vegetale au fost izolate incd de la inceputul secolulut
numeroase hidrocarburi izomere cu formula moleculard CyoHie numite monoferpeni. Tot in plante se
gasesc sesquiterpeni CysHy,, diterpeni CyHsy. triterpeni CsHy [33,34). In afard de aceste
hidrocarburi sunt mai raspanditi in naturd dcrivatii lor oxigenati ( alcooli, aldehide, cctone, cpoxizi si
acizi), uncori mai bogati sau mai saraci in hidrogen decat terpenii de baza, dar avand acclasi numar dc
atomi de carbon in molecule ca acestia. Pentru toti acesti produsi naturali s-a introdus denumirea de
terpenoide, compusi chimici ce contin un schelet poliizopentanic prezentat mai jos:

-C-
|
séece

aciclic sau ciclic. Atét terpenele cit si terpenoidcle pot fi considerate ca fiind formate din doua sau mai
multe molecule de izopren unite prin legitun 1-4 sau ,cap la coada" (regula izoprenoidd). care desi
formala, a stat la baza clasificiri acestei vaste clase de compusi naturali [35].

¢ “ \
CEEE-6-C-oec- AT

Cp Cama Cap  Coada

Diterpenoidele (Cy) st triterpenoidele (Cjg) se obtin din gume i rasini vegetale nevolatile. In
ceea ce priveste biosinteza terpenelor, multi ani s-a considerat cd singura cale pentru producerca
izopentenil-difosfatului (IPP) estc cea a acetat- mevalonatului. Recent insi s-a dovedit ¢d acest proces
are loc la nivelul compartimentului reticular citosol-endoplasmatic al celulelor si tesutului vegetal. O
cale altermativd care nu implici mevalonatul §i care actioncazi la nivelul plastidelor plantelor
superioare, cste calea piruvat-gliceraldehid-3-fosfat, responsabila de ascmenca pentru produccrea
precursorulut IPP [36]. Dupa producereca IPP-ului s1 a dimetil-alil-difosfatului (DMAPP) prin
izomerizarca IPP la nivel subcelular, au loc o seriec de reactii de condensare a unititilor Cs sub
acflunea unor enzime specifice numite preniltransferaze. Aceste reactii de condensare implica de fapt
adifia a una, doua, trei unitati IPP la DMAPP pentru a genera precursorii specifici biosintezei fiecaret
clase de terpene: geranil-difosfat (GPP), pentru monoterpene, farnesil-difosfat (FPP), pentru
sesquiterpenc §i geranil-geranil-difosfat (GGPP), pentru diterpenc (figura 3.6).
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Fig. 3.6: Principalele cdi de biosintezd a precursorilor terpenelor in conifere
Nota: IPP- izopentenil-difosfatului;: DMAPP-dimetil-alil-difosfatului; FPP- farnesil-difosfat
GPP-geranil- difosfat; GGPP-geranil-geranil- difosfat

Dupa obtinerea precursorilor aciclici, mono-sesqui- §i diterpenele sunt generare sub actiunca
unor enzime specifice denumite terpensintaze (ciclaze) prin mecanismul reactiilor de aditie electrofile
specifice acestui tip de biosinteze [37, 38].

Din numirul mare de terpene si terpenoide care se cunosc la ora actuald in naturd, se vor
prezenta in continuarre doar aceia care se gasesc in rasina de conifere din specia Pinus.

Compozitia oleorezinei de conifere studiati de o serie de cercetiton {39, 40, 41, 42, 43], este
formata in principal din monoterpene, sesquiterpene, acizi rezinici §i uneori diterpene neutre.

Fractiunea de terebentini formati in principal din mono- §i sesquiterpene contine atit compusi
cu caracter toxic pentru insecte §i microorganisme patogene (/imonen, 3-caren) dar si alti agenti
biologic activi care adesea acfioneza sinergetic pentru a descuraja apropierea insectelor de copaci. De
asemenea, mono- §i sesquiterpenele actioneaza §i ca solvent pentru transportul acizilor rezinici cu
masa moleculare mare la locul unde trunchiul lemnos a fost rinit de atacul insectelor sau al
organismelor patogene. Sub actiunea oxigenului atmosferic fractiunea volatildi de mono- §i
sesquiterpene se evapora lasand o masa semicristalini de acizi rezinici care prin reactii de polimerizare
oxidativd formeaza o bariera protectoare [44].

Totodata, studiile efectuate au demonstrat ca din punct de vedere cantitativ componentele
terpenice din oleorezina difera de la o specie de pin la alta, de la o zona geografica la alta si mai mult
chiar de la un anotimp la altul in cazul in care recoltarea risinii s-a realizat pe parcursul a diferite luni
dintr-un an calendaristic de la o singurd specie de conifer aga cum par si evidenticze rezultatele
expernimentale efectuate de Jantan, Song, Arrabal [20, 45, 46] rezultate prezentate in tabelele 3.5, 3.6 ¢
3.7.
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Tabelul 3.5. Diferentele existente intre_speciile de pin din diferitele regiuni ale lumii, [20]

Zona geograficd China SUA Europa
Reprezentantul speciei P. massoniana P.elliotti Engelm |} P.virginiana Mill | P.occarpa Schiede
Lamb
Genul de care apartine Svlvestris Australes Contortae Oocarpe
Alfa-pinen [%] 31.7 15.2 19.8 247
Beta-pinen [%o] 1,2 12,4 16 0.2
Longifolen [%] 9.5 0 0 3.7
Cariopilen [%)] 1.4 0 0 urme
Nr.de componente 39 24 25 33
testate
Monoterpene [%] 343 32 376 263
Sesquiterpene [%] 13,7 0 0 4.1
Diterpene [%}) 51.9 67.5 61.7 69.1
Tabelul 3.6. Compozitia oleorezinei din specii de pin chinezesc, (%), [45]
V 1 2 3 4 5 6
ompounente
Alfa-pinen 31.7 37.4 388 38.5 15,2 218
Camfen 0.5 0.3 0.4 0.5 0.3 0.3
Beta-pinen 1.2 0.3 0.4 20 12.4 23
Mircen 0,4 0,2 0.5 0.5 0.4 0,6
Dipenten 0.5 0.2 0.5 1.7 3.2 0.8
Alfa-terpinen urme 0.1 0.1 0.1 urme 0.1
Longifolen 9.5 - 21 - - 1,7
B-trans Cargofilen 14 urme urme urme - 0.3
Farnesen 0,5 0.3 0.1 0.1 - 0.2
8.15acid isopimaric 0.1 0,1 0,1 0.1 0.1 1.0
acid pimaric 0.1 0,3 0.2 0,7 0.9 0.4
acid comunic 4.1 0.1 4.1 29 2.8 2.6
sandaracopimaric 1.3 3.7 1.2 1,4 3.8 1.3
acid isopimaric 0,2 10,9 1,1 1,4 11,2 14,0
acid levopimaric 215 243 28.5 310 260 7.7
acid dehidroabietic 1,7 1,2 2.7 2,6 2,05 0,7
acid abietic 10,9 8.2 8.2 5,5 4,7 20.1
acid neoabietic 99 2,7 8.5 8,7 11,3 42
acid mercusic - 8.2 - - - -

1. P.massoniana; 2. P.latteri; 3. P.kesiya var. langbianensis; 4. P.yunanensis; S. P. Elliottii; 6.P.armandi
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Tabetul 3.7. Compozitia chimici a oleorezinei din P. Pinaster recoltati in luni diferite, [46]

Nr.crt. Componente Iunie [%] Septembrie [%] Noiembrie [%0]
Monoterpene
1. a- pinen 70,26 65,34 73.99
2. canfen 0.63 0.61 0.69
3. B- pinen 18.60 24.13 14,27
4. mircen 0.88 0.82 0.49
5. a- felandren 0.07 urme urme
6. limonen 1.78 1.55 1.35
7. a- terpinolen 0.67 0.32 1.01
8. bomeol 0.10 urme urme
Sesquiterpene
9. a- cupiden 0.11 0.23 0.05
10. a- copen 0.14 0.14 0.04
11. a- humulen 0.39 0.38 0.45
12. v- cadinen 0.85 0,76 0,96
13. o~ cadinen urme urme urme
14 longifolen 1.87 1.85 1.69
Diterpene neutre
15. Isoabienol 1.07 0,64 1,21
16. Noradiol 0.11 0,13 0.48
17. Abienol 0.36 0,33 1,01
18. Pimarinal 0.61 0.53 0.43
19. Isopimarinal 0.82 0.91 0.80
Acizi rezinici
20. acid isoptmanc 8.18 6,04 947
21 acid palustric si 423 45.99 38.51
acid levopimaric
22. acid dehidroabietic 13.36 3.40 3.77
23. acid abietic 17,72 14,01 13,38
24. acid neoabietic 0.68 16,69 17.26
25. 7.13.15abietatrienocic 0.68 0.63 0,81

De asemenea s-a constatat ci in urma procesului de distilare a oleorezinei fractiunca mono- §i
sesquiterpenica trece in uleiul de terebentinei iar cea mai mare parte a acizilor rezinici rimane in
reziduu (aprox.90%). Compozitia uleiului de terebentini este dependenti de specia de pin st de zona
geograficd de raspandire a plantatiilor de pin [47]. Spre exemplificare fractia monoterpenicd din uleiul
de terebenfina obtinut din risina de P. balfourniana contine aprox. 81% a- pinen si doar 1,9% B -
pinen in timp ce cea din P. psendotsuga menziesii contine 31% a - pinen §1 36% § - pinen. O variatie
mai mare gasim in cazul uleiului de terbentind din P.heldreichii care contine 82,8% limonen si doar
11,5% pineni [46].

3.2.1. Monoterpenele din oleorezini

Monoterpenele se gasesc peste tot in natura si in marea majoritate a plantelor, din care cauza
au fost exploatate incd din antichitate la obtinerea parfumurilor, esentelor, a substantelor fungicide, in
receptunt farmaceutice sau ca mateniale 1zolante. Multi din reprezentanti acestei clase continui si fie
folositi §i astizi in aceleasi directii, dar in schimb unele dintre ele au inceput si fie considerate materii
prime pentru sinteza comerciald a numeroase produse de inalta valoare [48].

Prin definifie 0 monoterpena este un compus format din douid umitifi de isopren totalizand cel
putin 10 atomi de carbon, scheletul de atomi de carbon putind fi atit ciclic cét si aciclic. in rigina dec
conifere §i in pulpa lemnoasi abundi monoterpencle ciclice cu un singur incl dar mai ales cele
biciclice. Un exemplu de monoterpenid monociclici prezenta in cantitifi semnificative in unele specii
de pin (P. Pinea, P. Pinaceana, P. Lumholtzi) este limonenul (figura 3.7). Alte exemple sunt a-
terpinenul, (figura 3.7) scmnificativ in P.Syilvestris; B- felandrenul (figura 3.7) componcnt majoritar
in P. contorta, iar terpinolenul se giseste ca si component minoritar in aproape toate speciile de pin
[49].

BUPT



15
CAPITOLUL 3. STUDII DE LITERATURA

Monoterpene monociclice

~ 74

a — terpinen terpinolen B —felandren limonen

Monoterpene biciclice

B ® O

a —pinen B —pinen A’ —caren

CH;
CH;, =
CH, ' 3
3
camfen cis-pinan

Fig. 3.7: Structurile moleculare ale principalilor componenti monoterpenici din oleorezind

Terpenii biciclici din naturd au o legatura dubld. Ei apartin la saptc sisteme fundamentale
saturate gﬁgura 3.8), cu inel de sase atomi (turan, caran, pinan, iIsocamfan, fenchan, isobornilan) [35}.

In rasina de conifere se gisesc doar terpenii din grupa turanului, caranului §i a pinanului
(figura 3.8). Categoria chimici cunoscutid sub denumirca dc "monoterpenc biciclice” din rigina de
conifere include 6 compusi simph din clasa hidrocarburilor terpenice, 4 amestecuri alcatuite in
principal din a- §i S- pinen alituni de alte monoterpene mono- si biciclice, precum si alte 4 tipun de
hidrocarburi terpenice in cantitiyi mai mici.
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Fig. 3.8: Principalele grupe fundamentale de monoterpene biciclice

a- §i - Pinenul (figura 3.7) sunt monoterpene biciclice nesaturate, fiind din punct de vedere
chimic izomeri dc pozitic. a- Pinenul cstc 2.6.6-trimctil biciclo{3.1.1] 2 heptend, in timp cc - pinenul
este 2 metilen-6.6. dimetil biciclo [3.1.1] heptanul.

Camfenul (figura 3.7) este 3-metilen- 2,2 dimetilbiciclo [2.2.1]heptan §1 este inrudit cu S- pinenul
atat datorita faptului ca ambn compusi au un schelet de 10 atomi de carbon dar 1 datonita faptului ca
ambii contin un radical metilen in afara ciclului.

1-o- Pinenul este izomerul levogir al a- pinenului.

Cis-pinanul (figura 3.7) i dihidropinenul reprezinti derivati saturati ai a- §i - pinenului. Ei
diferd doar prin faptul ci cis-pinanul estc unul din cci doi diasteroizomert ai dihidropincnului in carc
gruparea 2-metil se gaseste in pozitia cis fatd de celalalt metil geaman. Dintre cet 6 compusi
monoterpenict biciclici a- pinenul este de departe cel mai raspandit component in oleorezini,
amestecurile de (+). (<) a- pinen reprezentind aproximativ 60-80% din cantitatca de monoterpeni din
oleorezina dar si din uleiul de pin (produs secundar de la fabricarea pastei de hartie i materie prima
pentru obtinerea colofoniului). [zomerul dextrogir al a- pinenului poate fi gisit in concentratii de pana
la 95% in oleorezina speciilor dc pin originari din Turcia in timp cc izomerul siu levogir predomina in
concentratu de 90-96% in rdsina speciilor de pin din Spamia §1 Austria [S0).

Cele patru tipuni de amestecuri de terpene sunt formate in principal din a- §i § - pinen, acestea
atingand imprcuni pani la 80% din total amestec, restul fiind reprezentat fie de alte monoterpenc
biciclice (camfen. caren, etc.) fie de monoterpene monociclice (/imonen) sau chiar de hidrocarbun
aromatice (p-cimen) si terpenoide din clasa alcoolilor tertiari. Doud din aceste amestecun constituie
produsii clasici de distilare ai terebentinei, unul dintre cle fiind bogat in a- pinen. (92-97%), CAS
[65996-96-5], iar celalalt este bogat in B - pinen, (78-81%). CAS [65996-97-6]. Celelalte doua tipun
reprezinti vanante ale terebentinei cu utilizin in industria lacurilor si vopselelor [S1, 52].

Monoterpenele prezente in rasina de pin se formeazi direct din precursorul aciclic geranil-difosfat
(GPP) sub acfiunea enzimelor monoterpenciclaze fie la nivel plastidic fie la nivel celular. Astfel dupa
generarea carbocationului intermediar prin ionizarea geranil-difosfatului, acesta suferd o aditie interna
(ciclizare) la cele doud duble legaturi. Aceste cicliziri sunt adesea insotite de o serie de alte fenomenc
cum ar fi migrarea radicalului metil, transpoziia ionului hidrurd inainte ca secventa de reactie si fie
completi prin deprotonare sau cuplarea carbocationului cu un reactant nucleofil, cel mai adesea apa. in
cazul unor specii de conifere, reactia conduce la formarea doar a unui singur izomer, fic a- fie -
pinen.(figura 3.9) pe cand in alte cazun, aceeasi reactie catalizatd de aceleasi enzime, conduce la
formarea amestecului de izomeri, exemplul cel mai concludent fiind dat de biosinteza a- §i f-
pinenului in Abies grandis intr-un raport fix de 2:3 [53].

eletelos

turan caran pinan boman isocamfan fenchan isobomilan
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3S -Linalil- difosfat

beta-pinen
Fig. 3.9: Mecanismul reactiei de ciclizare a geranil-difosfatului la a- i f} - pinen

Monoterpencle au in gencral toatc o aroma puternicd de brad chiar si la concentrafii mai
scizute, motiv pentru care ele sunt usor de recunoscut. In tabelul 3.8 sunt prezentate valorile unor
caracteristici fizice ale a- §i f§ - pinenului, camfenului §i cis-pinanului [54,55].

Tabelul 3.8. Caracteristicile fizice ale monoterpenelor prezente in risina de pin, [54, 55']

Nr. Component Pct.de topire | Pct.de fierbere | Solub. in apid | Pres.vaporilor
crt [°C] [°C/760mmHg] * [mg/l la [mmHg/25°C)
20°C)

1. a - pinenului -55 155-156 0,65 0,18-0.41

2. camfen -51-52 158,5-159,5 4,2 2,8

3. cis-pinan -53 169 0,5 -

4, B - pinen - 165-166 2 0,18- 041

5. l-a-pinenului - - 0,5-0.6 -

6. dihidropinen - 164,5-165 0,5-0,6 -

Monoterpencle prezente in risina de pin nu prezinti o reactivitate prea mare fatd de metale 1
mulfi dintre polimeni lor sunt folositi ca si curdfiton in industria petroliera si a circuitelor electronice.
De asemenea in timpul ultimilor ani foarte multe studii au fost efectuate in directia stabilini activitafi
antimicrobicne a monoterpenclor prezente in rigina de conifcre [S6-59). Un cxemplu care confirma
imensul potential pe care monoterpenele din conifere il au in dezvoltarea unor produse biologic active
s totodatd ecologice cu rol in distrugerea daunitorilor care afecteazi uneori iremediabil padurile de
conifere il constituic studiul amanuntit efectuat de Bycrs [60]. Acesta a constatat ¢i in cazul expuncrii
coloniilor de fungi si/sau insecte care ataca trunchiul de lemn de conifere, unei atmosfere saturate in
vapont de monoterpene izolate din rasina de Pinus Pinea, cresterea coloniilor este inhibatid in unele
cazuri complet iar insectele si larvele lor sunt distruse in proportie foarte mare. Camfenul s-a dovedit a
fi cel mai putin inhibitor, a- pinenul are o activitate antifungici moderatd in timp cc S- pinenul, S-
felandrenul si 3-carenul au un caracter inhibitoriu puternic. Mircenul si limonenul s-au dovedit a fi
cei mai toxici pentru insecte. in cazul in care aceeasi reprezentanti au fost testati in mod individual pe
medii de culturi ale acelorasi specii de fungi, mircenul si f- felandrenul s-au dovedit a fi cei mai toxici
pentru majoritatea speciilor de fungi in timp ce a-pinenul doar a incetinit dezvoltarea dar nu a inhibat-
0. O posibila explicatie a acestui comportament contradictoriu pentru unii din reprezentantii fractiei
monoterpenice ai raginii de pin ar fi ci amestecul de monoterpene testate contine nu numai
enantiomerul levogir al a- pinenului dar $i enantiomerul dextrogir care este mult mai toxic fati de

organismele vii [61]. De asemenea fractia monoterpenicd din compozifia multor rigini de pin 1 pare 3 e

- T larveisitatea tehnied
(Oh"})ogg) Bg‘ T mt:‘SOARA
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favonizeze la randul ei biosinteza unor compusi fenolict cum ar fi pinasilvanul care la randul siu are un
caracter antifungic puternic {62].

3.2.2. Sesquiterpenele din oleorezini

Sesquiterpencle sunt compusi naturali formafi prin unirea in relatia "cap la coadi" a trei
unitifi izoprenice in conformitatc cu rcgula izoprenica, radicalul izopropil din 2 metil- butan fiind
"capul" iar radicalul efil "coada". Numarul de ciclizan posibile ca i modificanle secundare ulterioare
care pot avea loc in cadrul acestei clase de substantc naturale este impresionant . Astfel la ora actuala
au fost izolati din ccle mai diverse plante si analizati prin metode moderne peste 2500 de reprezentanti
corespunzand la cel putin 120 de tipun de schelete de atomi de carbon. Dest in risina de conifere
fractiunea scsquiterpenica se gaseste in concentratii mici 2-5% in medic ,mai rar in unele specii de pin
in concentratii de 10% , totusi gratic metodelor modeme de izolare si analizia (HPLC preparativa, GC-
SM. RMN, EI-SM) s-au putut identifica aproximativ 45 de compusi sesquiterpenici |63, 64]. Cu toate
ca se gasesc in cantititi mici in rdgina de conifere, reprezentantii acestei clase (figura 3.10) joacd un rol
decisiv in protcjarea trunchiului de copac de atacul inscctelor §i microorganismelor. De ascmenca unii
din reprezentantn acestei fractiuni sunt responsabili de producerea aromelor si esentelor caractenistice
coniferelor [65].

Un exemplu de sesquiterpena carc estc majornitard in aproape toate speciile de pin il constituie
longifolenul (figura 3.10). in cazul speciilor de pin rispanditi in China si Malavesia (P. merkusii. P.
insularis), componentii majoritari din aceastd grupd sunt longipinenul $i B-cariofilenul (9,5%), in
schimb in cazul speciilor din SUA, predominanti sunt y-humulenul gi 3-selinenul (9-10%) . Ca si
componen{l minoritan prezenti in toate speciile de pin pot fi amintiti f-farnesenu! gi a-bisabolenul.

Sesquiterpene

LD g

O — selinen ¥ — humulen p — cariofilen
p — cariofilen a — longipinen a — hisabolen

8 — cadinen longifolen

Fig.3.10: Structurile moleculare ale principalii reprezentanti sesquiterpenici din rdsina de conifere
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in conformitate cu regula izoprenici. formarea sesquiterpenelor ciclice are la baza transformarea
biochimicd a farnesil-difosfatului (FPP) pnn reacth dc ciclizare catalizate de enzime specifice,
denumitc scsquitcrpensintaze. Accgti catalizaton naturali sunt in gencral produgi proteici cu masi
moleculara cuprinsa intre 40 000-70 000. cu un slab caracter hipofilic s1 care nu necesita alft cofacton
decat ionii metalici bivalenti, de regula Mg™" sau Mn™".

Reactiile de ciclizarc in cazul scsquitcrpenclor pot fi mult mai complexe decit in cazul biosintczei
admite astizi, ci pnmul pas in formarea enzimatici a sesquiterpenelor este ionizarea trans,trans
famesil-difosfatului la perechea de iomi carbocation-anion alil-difosfat, pas urmat apoi de
transformanle cationice implicand ciclizin §i rearanjan ulterioare inclusiv migran ale radicalului metil
sau schimban ale pozitiei sarcinii pozitive, culminate cu neutralizarea acestei sarcini fie prin picrderea
unui proton fie prin legarea carbocationului de un reactant nucleofil extenor (apa, sau chiar anionul
mmtial difosfat). Deoarece formarea directd a ciclului de 6 atomi din precursorul aciclic farnesil-
difosfat (FPP), este imposibild din punct de vedere geometric, acesta suferd initial o izomerizare de
pozitic cind se formeazi nerolidil-difosfatul (NPP) care arc rcactivitatea §i conformatia gcometricd
adecvata pentru a se cicliza [66, 67, 68]. Croteau si colaborator, [69], studiind conversia enzimatica a
{1-°H] -FPP la humulen si respectiv la f-cariofilenul, au constatat ci procesul incepe cu ciclizarea
famesil-difosfaruui 1a carbocationul Aumulil (1) carc ulterior fic pierde un proton de la carbonul C-9
formand direct humulenul (2) sau are loc in continuare o noui ciclizare prin atac electrofil al unui
proton la dubla legiturd din pozitia 2,3 cu formarea carbocationului f-cariofilil (3), ciclizare urmata
de pierderea unui proton cind rezulti f-cariofilenul (4) dupa cum este exemplificat si in figura 3.11

g;ﬁ@ —_n
N 4
/ 1

i — X

3 4

Fig. 3.11: Biosinteza humulenului si a cariofilenului in conifere

Desi studiile efectuate pentru descifrarca mecanismului reactiei de biosinteza a f-selinenului sunt inca
la inceput, se crede ca scheletul biciclic al acestuia ar putea rezulta prin ciclizarea geranil-difosfatului
la carbocationul eudesman (6) via germacren A (5), ciclizare urmati de deprotonare. In figura 3.12
este prezentatd schema de biosinteza a - selinenul (7).
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Fig. 3.12: Biosinteza - selinenul in conifere

Biosinteza d-cadinenului a fost studiatd de Benedict §i colaboratorii [10]. Formarea sa pare sa
inceapa cu 1zomenzarea farnesil-difosfatului (FPP) la nerolidil- difosfat (NPP) urmata de ciclizare la
carbocationul cis,trans- helmintogermacradienil (8), transformare care este insotitd de o schimbare in
pozitia 1-3. Procesul este definitivat prin rearanjan in intenorul ciclunilor si deprotonin care conduc in
final la obtinerea &-cadinenului (9) .

L e
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T (L — &L
S ' A

H
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Fig. 3.13: Biosinteza & cadinenului in conifere
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Izolarca si idcatificarca accstor scsquitcrpeni a ridicat si ridicd incd numcroasc intreban pentru
cercetaton. una dintre cele mai frecvente fiind: ' De ce plantele, fungii, insectele produc sesquiterpene
ca g1 metaboliti sccundan?'. Rispunsunlc la accastd intrcbarc iau in considerare fie posibilul rol pe
carc unii din compusii accstci clasc il au ca fcrohormoni, fiind astfcl responsabili dc comunicarca
intre indivizi aceleasi specii. fie pe cel de aparare prin prnisma caractensticilor senzonale specifice pe
carc le au unit dintrc ci (miros $1 aroma respingatoare uncon cu tendinti lacrimogena si chiar toxica
fatd de atacatori) {71]. Nu trcbuie ncglijat nici rolul pur stiintific pe carc accasti clasi dc compusi
naturali pare si il aibe prin structura complexa a reprezentantilor.

Astfel, structurile multor sesquiterpene pot servi ca prototipuri pentru chimigti organicieni in
proicctarca umor agenti biologic activi sau cu potcnfial chemotcrapeutic supernior. De ascmenca,
speciahigtii in producerea aromelor i esentelor naturale pot folosi avantajul dat de stucturile unor
sesquiterpene pentru a produce compusi cu proprietifi aromatice imbunititite [72].

3.2.3. Acizii rezinici din oleorezini
3.2.3.1. Nomenclatura si biosinteza acizilor rezinici

In ragina de conifere se gasesc in cantitate relativ mica compusi hidrocarbonati cu formula
moleculard Cy;Hs; numite diterpene in schimb insi, se gidsesc in cantitate apreciabild denvati lor
oxigenati in special carboxilafi care sc cunosc sub denumirca de acizi rezinici priman (19]. Astiz s
cunoaste cd motivul pentru care speciile de conifere secreti acizi rezinici alitun de mono- st
sesquiterpene in ceea ce generic este cunoscut sub denumirea de oleorezini, este acela de aparare
impotriva inscctelor, larvelor acestora §i a microorganismelor patogenc carc ataca scoarta copacului,
dar totodata si de vindecare a rinilor aparute pe suprafata in cazul in care atacul a avut loc [73,74).
Spre deosebire de rasinile secretate de alte plante sau insecte din aceleagi motive, oleorezina de
conifere este produsi in cantitifi relativ constante indiferent de gravitatea ranii {75], periocada de
secretie este mai lunga (7-10 zile) [76], iar mecanismul prin care risina asigurd vindecarea ranilor
produse de diuniton este acela de solidificare a acizilor rezinici pe misuri ce se evapora terebentina.
Acizi1 rezinici sau diterpenici prezenfi in portiunea nevolatild a oleorezinei apartin la doua tipurt:
pimaric si abietic (figura 3.14).

Tipul abietic

;ﬂﬂ ;6)* ;_fg\
CH, CH, CH,
H,C COOH H,C ~coowu H,C COOHN

Acid abistic Acid neoabieltic Acid palustric
CH
i s I l CH,
~—
H,C coox ".e ~coon
Acid levopimaric ’ Acid dehidroabietic

Tipul pimaric

=
CHy CH, "y I
\
H,C cooH H,e cooH w,c” “coow

Acid pimaric Acid isopimarie Acid sandaracopimaric

CH,
@ Acid comunic
HooC H

?

Fig 3.14: Principalele tipuri de acizi rezinici prezenti in conifere
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Acizii rczinici s¢ cunosc incd din sccolul XIX. dar chimia accstor diterpenoide a luat o
dezvoltare abia in "ann 30" odatd cu elucidarea structuri acidului abietic [77], cel dintai izolat din
rasina de Pinus abies.

Studiul biosintezei acizilor rczinici a marcat progresc uimitoarc la "mijlocul anilor ‘90"
[78, 79, 80, 81, 82]. precursorul formani scheletului de atomt de carbon pentru aceastd clasa de
terpene fiind geranil-geranil-difosfatul (GGPP) (fig.3.6). In acest caz pot avea loc doui tipuri de
ciclizari. uneori in cadrul accleagi secvente. Primul tip implicd ionizarca geranil-geranil-difosfatul
(GGPP) pentru a forma un carbocation reactiv, similar ca la biosinteza mono- s1 sesquiterpenelor, in
timp ce al doilea tip de ciclizare este mai complex s1 la randul sau cuprinde doua etape. In prima etapa
protonarca la dubla legiturd terminald din structura geranil-geranil-difosfatul (GGPP), conduce la
ionul intermediar, pimarenil; ionizarea acestut ester difosfat in a doua etapa inifiaza a doua secventa
de ciclizare care adeseori este insotiti de rearanjan in intcriorul nucleclor. Pentru exemplificare in
figura 3.15 se redid mecanismul biosintezei abietadienei i respectiv al acizilor abietic §1 dehidroabietic.

GGPP L. Copalildifosfat Pimarenil -

CH,
COOH
T *
Abietadiena Acid abietic Acid dehidroabietic

Fig. 3.15: Mecanismul biosinmtezei acizlor abietic si dehidroabietic via abietandiend in conifere

Biosinteza acizilor abietic §1 dehidroabietic are loc prin oxidarea grupani CH; de la atomul de
carbon C18 la gruparea carboxil. Aceasti transformare ¢ste catalizati de o enzimi §i anume P450-
dependent oxigenazd iar dehidrogenarea acidului abietic la acid dehidroabietic este catalizata de
citocromul NAD" -dependent dehidrogenazi (83, 84]. Rolul functional al acizilor rezinici s-a bucurat
dc putina atentic din partea cercetitorilor cu toate ¢i unii dintre reprezentanti par a avea proprictiti
msecticide §i fungice i prin urmare acestia au un rol important in vindecarea ranilor de pe trunchiurile
copacilor. O rasina semifluidi, lipicioasa, vascoasa care curge citre locul atacat este considerati mult
mai eficientd impotriva larvelor, a insectelor mature §i chiar a microorganismelor, ca urmare a
prinderii acestora in masa lipicioasi ca intr-o capcana [85}.

Daca primul acid rezinic izolat din colofoniu obtinut din rigina de Pinus abies, a fost acidul
abietic, ccva mai tarziu (Laurant,1840) a fost izolat din risina de Pinus maritima un acid rezinic
numit acid pimaric, care a fost recunoscut apoi (Vesterberg A,1887; Rusicka st colab., 1923) ca fiind
un amestec format din acid dextropimaric §i levopimaric [19]. Un rol important in descifrarea
structurii acestei clase de compusi organici I-a avut la inceputul secolului XX reactia de dehidrogenare
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cu sulf. Astfcl acidul dextropimaric (figura 3.16), carc a fost identificat din punct dc vedere structural
in 1947 de Rusicka si colaboratorii [19]. pnn dehidrogenare cu S pierde grupanle - COOH; - CH =
CH. precum s1 radicalul -CH;, obtinindu-se hidrocarbura numitd pimantren, carc trece la randul e
prin oxidare cu fericianuri de potasiu in acid 1,7 - fenantrendicarboxilic:

_on, 7 ik 2

H,C CH=CH, l l
H, COOH H, OOH
Aclid dextropimaric Pimantren Acld 1,7-fenantrendicarboxilic

Fig. 3.16: Reactii de degradare a acidului dextropimaric

De mentionat ci acidul dextropimaric nu sc izomerizcaza la incilzirc sau tratare cu aciz.

Acidul levopimaric este un 1zomer de structura al acidului dextropimaric si nu antipodul optic
cum s-a crezut multi vreme. El prezinti douid duble legitun conjugate putand forma un produs de
aditic cu anhidrida maleica [19]. Prin dchidrogenare cu sulf sau cu paladiu. acidul levopimaric cste
transformat in hidrocarbura fenantrenica numita reten, care trece prin oxidare la fel ca 1 pimantrenul
in acid 1.7 fenantrendicarboxilic, figura 3.17:

Q%:i?< S O O‘ K,Fe(CN),
H, COOH

Acid levopimaric Reten Acid 1,7- fenantrendicarboxilic

Fig. 3.17: Reactii de degradare a acidului levopimaric

Ultenior s-a constatat cd acidul levopimaric formeazi aducti dien cu anhidnda maleica,
acroleina, acrilonitrilul, acetatul de vinil. Pe baza reactici Diels-Alder a acidului levopimaric cu
anhidrnda maleica. (figura 3.18), Ehmer, [86] a putut pune la punct doud metode de analizi, una
volumetrica §1 cealaltd gravimetnca pe baza cirora se poate aprecia continutul acidului din rigina de
pin. Conform rezultatelor obtinute pe baza celor douid metode s-a constatat o sciderc liniard a
confinutului de acid levopimaric in timp, sciddere care se datoreazi actiunii oxigenului asupra risinii,
s1 nu 1zomerizari acidului, aga cum a explicat inifial Sandermann [87].

CH— c//o
HC yi N
CH— c< HC | | o
v “ /0 N c\o
CH— €
nc” COOH No - < coon

Fig. 3.18: Reactia Diels-Alder a acidului levopimaric cu anhidrida maleicd
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Acidul palustric (figura 3.14) se poate izomeriza partial prin incalzire la 170- 200°C in acid
abietic yi neoabietic conform reactici prezentata in figura 3.19:

H,C H_"(l; HC S
- = +

Acid palustric Acid abietic Acid neoabietic
Fig. 3.19: Reactia de izomerizare a acidului palustric

Acidul palustric a fost sintetizat prin reducerea acidului dehidroabietic [19], conform schemei
de reactii din figura 3.20:

HC H, &
Li-EtH, _+HO
210°C
HC COOH

C
HC™ cooH "
Acid dehidroabietic Acid sapinic Acid palustric
Fig. 3.20: Sinteza acidului palustric prin reducerea acidului dehidroabietic

3.2.3.2. Reactivitatea chimica a acizilor rezinici

Acizii rezinici sunt in general rezistenti la actiunea agentilor chimici, iar izomerizarea acizilor
neoabietic, palustric st levopimaric la acid abietic are loc in prezenta acizilor mineralh sau sub
actiunea temperaturilor inalte {88]. Cu toatc acestea, acizii cu doua duble legdtun conjugate pot sufen
usor izomeriziri ce conduc la compugi mai stabili din punct de vedere termodinamic, acizii abietic §i
dehidroabietic fiind in final cet mai favorizati Acest proces se petrece foarte des in mod natural in
decursul operatilor de obtinerc a pasteir de bartie, el fiind considerat ca principald cauza pentru
existenta unei concentratii crescute de acid abietic in apele reziduale de la fabricarea hartiei [89].

Acizi rezinici pot suferi de asemenea reactii de dehidrogenare, clorurare, oxidare cu formarea
unor produsi derivai. De exemplu in cazul acidului abietic deldrogenarea acestuia conduce la acid
dehidroabietic, clorurarea acestuia poate si conducd la acid mono- sau diclordehidroabietic [90].
Trebuie mentionat faptul cd procesul de clorurare a acidulm dehidroabietic la atomul de carbon C,-
s/sau C;4 tinde si intensifice caracterul hidrofob al derivatilor clorurati si totodati sd exercite o
toxicitate fati de organismele vii acvatice mult mai grava decét toxicitatea acidului dehidroabictic.
Oxidarea acidului abietic poate sa determine obtinerea de produsi oxigenafi apartinind la diferite clase
[91] (figura 3.21). Mecanismul degradiri oxidative a acizilor rezinici nu este nici la ora actuald pe
deplin clucidat. Importanta carc se¢ acorda procesului de oxidare estc pe deplin justificati avand in
vedere faptul cad mulfi dintre produsii oxigenapi formafi, in special cei din "categoria -oxo-" s-au
dovedit a fi foarte toxici pentru flora si fauna acvatici dar si pentru numeroase persoanc prin
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producerea de alergit st afectiuni ale pielin atunci cand acestea intré in contact cu diverse produse care

au in componenta lor acid abictic sau derivati ai colofoniului {89].

CH, CH,
R

~ \/
COOH 00n “scy H >/cwH
Acid levopimaric Acid palustric Acid abietic Acid neoabietic

HyC”-COOH

Acid dehidroabietic (DHA)

|

HO

HyC HyC

H,C ".C .'COOH AAAAA
7-hidroxi-DHA 15 - hidroxi-DHA 3-hidroxi-DHA
H,CW v, HO H,C™ °-.

COOH COOH
7-oxo0-DHA 3,15-dihidroxi-DHA

"~ COOH
15-hidroxi-7-ox0o-DHA

Fig. 3.21: Reactii de degradare oxidativa a acidului abietic
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Caracterul hidrofob al acizilor rczinici variazi dircct cu pH-ul si tcmperatura. Solubilitatca
acizilor rezinicti la 20°C. la valon ale pH-ului din intervalul acid pani la neutru inregistreaza in general
valonn mici (astfel pentru acidul abietic cstc de 3-5mg/l respectiv 4-6mg/l pentru acidul
dehidroabietic). Solubilitatca accstor acizi crcstc insd pc masurd cc valoarca pH-ului mediului sc
apropie de valorile corespunzitoare ale pK-ului (6.4 pentru acidul abietic, 5.7 pentru acidul
dehidroabictic). La valon alc pH-ului ce depagesc pe cele ale pK-ului, continutul apelor reziduale in
acizi rczinici crcstc mult datoritd in spccial cxistentei intr-o cantitatc apreciabilda a formelor lor
ionizate. Aceste forme 1onizate pot actiona ca si substante tensioactive formand micelit care determina
in final cresterea concentratiet dc acizi rezinici pani la circa 18% volume in cazul acidului abietic
[92]. Cercetatorii Peng si Roberts [93] au determinat solubilitatea in apa a opt acizi rezinici carc
ulterior au fost 1zolati din risind prin tehnici de extractie din faza solida s1 gaz cromatografie §1 au
ajuns la concluzia ca solubilitatea acestora este dependentd de structura lor. Astfel s-a constatat ca
acidul dehidroabietic cste ccl mai solubil in schimb acizii din tipul pimaric sunt mai putin solubili

Investigand legitura dintre biodisponibilitatea acizilor rezinici §i pH-ul mediului in timpul
tratamentului biologic de epurare a apelor reziduale din industnia hartiei, Werkar §1 Hall [94], au ajuns
la concluzia ci existd o relafic directd intre solubilitate, disponibilitate §1 mivelul pH-ului apelor
reziduale in sensul ci, schimban mici ale valonlor de pH conduc la crestent importante de cantititi de
aciza rezinici indepartati din ape in timpul cpurani.

3.2.3.3. Biodegradabilitatea acizilor rezinici

Comunitatea stuntificd a inceput recent sa identifice specule de microorganisme care ar putea
folosi acizii rezinici ca sursa dc carbon. Mecanismul biodegradirii acizilor rezinici este la ora actuala
partial cunoscut. Studiile incepute in anu “70 de citre Hemmingway si Greaves au relevat faptul ca
anumite microorganisme izolate din albiile a doud raun din nord-estul SUA si din namolul rezultat de
la o statie de cpurarc a apelor rezidulale au fost capabile si degradcze in proportie de 85-95% acizii
rezinici [95].

Din amestecul de acizi luat in studiu acizii dehidroabietic, palustric si levopimaric au fost
degradati cel mai rapid, urmind apoi acizii abietic §i neoabietic in timp ce acizii pimaric §i izopimaric
au rezistat la degradare. Alte studii efectuate in aceeasi perioada au identificat un numar apreciabil de
bacteri din genunle Arthrobacter, Alcaligenes entrophus, Pseudomonas g§i Flavobacterium
resinovorum care folosesc in special tipul abictic pentru necesarul de carbon [96]. Microorganismele
izolate din apele pirolignoase rezultate de la fabricarea hartiei au aratat preferinta pentru tipul abietic
incluzind acizn abietic, dehidroabietic si derivatul sdu acid 7-oxodehidroabietic. Aceleasi specii de
microorganisme pot insa si degradeze si unii din derivatii clorurati ca acid 1 2-clorodehidroabietic, dar
nu §1 1zomerit acid /4-clorodehidroabietic sau acid 12.14-diclorodehidroabietic De asemenea s-a
descoperit ca, desi aceste specii sunt capabile sd oxideze o0 multime de substante organice, metanolul s1
acetafii care se gisesc in cantititi mari in apele reziduale de la fabricarca hartici, nu au fost degradati.
Tulpinile acestor microorganisme au folosit intre 65-95% din cantitatea de acid dehidroabietic prezent
in apa intr-un interval de timp de 48 ore [97].

Un alt studiu datand din 1999 [92] a relevat faptul cd anumitc bacterii acrobe gram-ncgative
izolate din efluentele rezultate de la epurarea apelor uzate din industnia hirtie1 au putut sa se dezvolte
pe medn continind acid dehidroabietic, abietic si palustric. In schimb studiul a aritat ci nici una din
speciile de microorganisme izolate nu s-a putut dezvolta pe medii contindnd acizii din tipul pimaric
[95]. Faptul ca microrganismele preferd tipul abietic §1 nu cel pimaric a fost explicat prin descifrarea
mecanismului biodegradani acidului dehidroabietic [96]. Procesul de biodegradare incepe cu oxidarea
atomilor de carbon din pozitiile C-3 §i C-7 urmat de¢ hidroxilarca la pozitille C-11, C-12. Aceste
transformari determina clivajul nucleului aromatic, producand acid 2-izopropil-malic, si doi compusi
monociclict (4-metilen-3-metilcarboxilic ciclohexanoni si 4-metilen-3-metilcarboxilic ciclohexanol).
Acestt compusi sunt apoi oxidafi in continuare la alti intermediari care sunt mai usor de degradat.
Mecanisme similare au fost propuse pentru degradarea acizilor abietici de citre speciile de
Pseudomonas si Alcaligenes entrophus cind are loc intr-o primi ctapa oxidarca la C-7 urmata dc
transformarea acizilor in difenoli via dien-dioli. In etapa urmatoare are loc hidroxilarea la atomul de
carbon C-5, si apoi o serie de reactii de oxidare conduc la obtinerea de diacizi {97]. Studiile efectuate
de Yu si Mohn [98, 99] au condus la formularea unui mecanism de biodegradare a acizilor apartinind
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tipului abietic de citre microorganismele apartinind speciei Pseudomonas abietaniphilia, mecanism
prezentat in figura 3.22:

HO

HO

H,C H,C

~o0
HC OH OOH
Acid abietic Acid dehidroabietic Acid 7-oxo-dehidroabietic Acid 11,12- dihidroxi, 7-oxo-palustric
DHasel
HO

H
H,C HOOC HO
HC | Hy
o 8 —
H, OH .
0 (o]
Acld patustric H,C COOH H,C H

Acid 11,12-dihidrox|, 7-oxo-dehidroabietic

Fig. 3.22: Mecanismul biodegradidrii acizilor abietic §i palustric de cdtre specia Pseudomonas
abietaniphilia , BKME-9
Abrevieri: Moase-monooxigenazd,; Dhase- dehidrogenazd
Ditd-dioxigenazi responsabild pentru reacjia de hidraxilare la nivelul ciclului;
DitC- diaxigenaza responsabila pentru reacfia de distrugere a ciclului

Siin acest caz sc poate constata ci biodegradarea acizilor abictic respectiv palustric presupunc
intr-o prima faza, reactii de dehidrogenare care conduc la obtinerea acidului dehidroabietic care apoi in
etapele urmatoare, sufera sub actiunea diferitelor enzime spefice produse de microorganismele speciei
Pseudomonas abietaniphilia rcactii de oxidare la atomul de carbon din poziia C-7, reactii de
hidroxilare in pozitille C-11, C-12, urmati de o reactie de dehidrogenare la aceleasi pozitit pentru ca
in final enzime specifice sa inceapi distrugerea ciclurilor de atomi de carbon din structura compusilor
oxidati obtinuti antenor.
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3.3. Colofoniu si derivatii sii

3.3.1. Colofoniul
3.3.1.1. Definire, compozitie chimica

in conformitate cu Pinc Chemicals Association, Inc PCA, termenul de colofoniu (CAS 8050-
09-7) se refera la un amestec de diterpenoide (in special acizi rezinici) care este obtinut ca reziduu la
distilarea difentelor rasini de conifere. Din punct de vedere chimic se poate aprecia cd acesta
reprezinti o solutie de acizi rezinici divolvai in  terpene [100]. Dupa Othmer, colofoniul contine
aproximativ 90% rasini acide si 10% fractiuni neutre.

Rasinile acide sunt acizi monocarboxilici ale nucleelor hidrofenantrenice alchilate. Acizn cu
doui duble legitun au formula empirica C,sHyCOOH, gruparea carboxil fiind atasatd atomului de
carbon tertiar 1 este inchisd de jur imprejur de alte grupan. Reactiile grupam carboxil sunt dificil de
determinat. iar tina acizilor componenti poate fi apreciatd pornind de la urmitoarele constatan:

1) pot fi precipitati dintr-o solutie alcalind de Na,COs;;

2) sarurile aminelor lor sunt descompusc dc acidul boric.

Risinile pot fi clasificate in doua grupe : - tipul abietic;

-tipul pimanc
in concordantd cu urméitoarcle caracteristici :
a) Pnin dehidrogenarea cu catalizaton de Pd/C, la 350°C tipul abietic, care are un radical 1zopropil in
pozitia 13 ( figura. 3.14) produce reten (13-izopropil-4-metil-fenantren), iar tipul primaric care are
configuratia primari a gruparilor metil si vinil in pozifia 13 (figura 3.14) produce pimantren (/./3-
dimetil-fenantren). hidrocarbun terpenice a caror formule structurale sunt reprezentate in figunle 3.17
respectiv 3.16 .
Dehidrogenarea partiald a tipului abietic in conditii blinde la 260 -270°C conduce la obtinerea
acidului dehidroabietic, in timp ce in cazul tipului pimaric este obtinuta hidrocarbura, 4,13 dimetil-13
etil-11,12,13,14 -tetrahidrofenantren.
b) Dublcle legaturi ale acizilor facand parte din primul tip, sunt conjugate, in timp cc ale acizilor din
tipul pimaric nu pot fi conjugate datoriti naturu cuaternare a atomului de carbon din pozitia /3. In
aceste conditii insd acesta suferd o disproportionare atit in pozitiile 8-9 cat s1 in pozitille 14-15 care
produc un amestec de acizi dihidroabictici si hidroabietici{101].

Compozifia acizilor rezinici din fractiunea acidia a colofoniului agsa cum a fost stabilita de
cercetanle lui Fiessa s1 Champbell [102], este prezentati in tabelul nr.3.9.

Tabelul 3.9. Compozitia acizilor rezinici din colofoniu dupa Champbell, [102}

Nr.crt. Acidul rezinic Procentul{%]
1. Acid pimaric 4
2. Acid sandaracopimaric 4
3. Acid comunic 1
4. Acid palustric 8
5. Acid 1sopimaric 11
6. Acid abietic 38
7. Acid dehidroabietic 18
8. Acid neoabietic 3

Procentul de acizi rezinici in colofoniu variazi cu materia pnmi de la care se pomneste in
obtinerea produsului (tabelul nr.3.10) respectiv cu specia de conifer de la care a fost recoltata
oleorezina (tabelul nr.3.11) [103, 16].
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Tabelul 3.10. Continutul acizilor rezinici in diferitele categorii de colofoniu j103]

Nr. Componentul Colofoniu din uleiul Colofoniu din Colofoniul din lemn
Crt. rezinic de pin [%] risini [%] (Yo}

1. | Acid pimaric 2 3 3

2. | Acid palustric 18 10 10

3. | Acid isopimaric 18 11 7

4. Acid abietic 20 45 35

5. | Acid dchidroabictic 4 8 20

6. Acid neoabietic 18 7 4

Tabelul 3.11.Continutul acizilor rezinici in colofoniul diferitelor specii de pin, [16]

Acidul 1 2 3 4 5 6 7 8
ia de pin

P massoniana 342 36.6 13,6 5.0 8.8 0.0 1.9 0.0
P. vunnancnsis 219 46,7 12,6 53 6,0 5.8 2.1 0.0
P kesiva 27.1 373 13,7 8.6 7,4 38 2.2 0,0
P. latten 19,7 28.4 5.1 5.6 0,0 15,4 7.4 18,4
P clliottui 18,2 26,9 13,3 9,1 43 24.0 3.8 0,0
1-acid palustric ~ 3- acid neoabietic 5- acid pimaric 7- ac.sandaracopimaric

2- acid abietic 4- acid dehidroabietic

Fractiunile neutre sunt alcatuite in proportie de 60% din esteri ai acizilor rezinici §1 ai
acizilor gragi prezenti in rasinile de conifere, acizi grasi care se gasesc in general i in alte produse
naturale, insi predominand acizii oleic, linoleic, linolenic si stearic. Proportia resturilor de alcool in
cstentl rezinici, in ficcarce tip de risina cste diferitd si in cca mai marc parte ncidentificati. Din fractia
nesaponificabila a colofonmwului din oleorezind umi cercetaton [104,52] au izolat §1 caracterizat
urmdtoarele substantc:

6 -acid isopimaric 8- acid mercusic

Tabelul 3.12. Componentele fractiei nesaponificabile si constantele lor fizice, [S2]

Nr. Componentul Formula Constante fizice

crt moleculari

1. Hidrocarbura aciclica C-Hse p.t=60 [°C]

2. Ditcrpena triciclica C,6Hs, p.t. =192 [°C]

np™’= 1,5106; [a]’s = + 8,4

3. Diterpena alcoolica CxH3,0 pt. =117 [°C]

4. Hidrocarburi cristalind C31Hegs pt.=68 [°C]

5 Alcool sesqiuterpenic CsH-.,0 p.t.=153-158 [°C]

Din fractiunea nesaponificabila a colofoniului din lemn, Cox a izolat 3,5-dimetoxi-stilbenul
[19], 1ar Hamnis a izolat aldehida acidului izodextropimaric i urme de hidrat terpenic [105].

3.3.1.2. Procedee de obtinere a colofoniului

In functic dc tipul dc matcric primi si de conditiile de distilare, la ora actuald in lume sc disting mai
multe tipun de colofoniu i anume:

- colofoniul obtinut prin distilarca olcorczinet,

- colofoniu din uleiul de pin brut;

- colofoniu obtinut direct din trunchiul de copac.

Toatc cele tret tipuri de colofoniu mentionate anterior sunt similare din punct dec vedere al
compusilor chimici prezenti, dar sc difcrentiazi intre cle prin raporturile in carc se gisesc diferitcle
componente [106].

Procedcul de obtincre a colofoniului din oleorezind, folosit pe scari largd in China, Malaiczia,
Rusia cuprinde in mare 3 etape: topirea, purificarea si distilarea prin antrenare cu vapori de api a
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olcorczinci. El decurge in regim discontinuu in cazul in carc capacitatca dc prelucrarc a fabricii nu
depaseste 2000 tonc oleorczini anual, s1 continuu atunci cand aceasta capacitate depaseste 3000 tone
anual. In mod concret oleorezina bruti colcctati prin procedce manualc sau mecanice descrise in
paragraful 3.1. cstc incilzitd in rccipicntc prevazutc cu pereti dubli prin carc circuld aburul, la
temperaturi de 90-95°C pani cand aceasta se transforma intr-o masa fluidi. Aceastd masi fluidi este
apoi purificatd prin precipitare ca urmare a scaderii temperaturii §i spalata cu apa pentru indepartarea
impuritatilor. Prccipitatul obtinut cste trecut intr-un vas sau o coloana dc distilarc cand sub actiunca
vaporilor de apa se obtine distilatul (uleiul de terebentina) si reziduul amorf (colofoniul) [107].

In SUA sc aplica asa numitul procedeu Olustee (figura 3.23) carc presupunc doud opcratii de
bazi si anume: | _curitirea rasinii brutc i 2. distilarca prin antrcnarc cu vapori dec apa [108]. Curidtirca
rasinii brute e necesara pentru indepirtarea impuntitilor solide (scoarta de copac, ace de pin, insecte
moarte.etc.) precum si acelor solubile in apa (care au ajuns in butoaiele cu rasina brutd odata cu apa de
ploaic). Impurititile solide sc indcpartcaza prin filtrarc iar ccle solubile prin spalarca olcorczinei cu
apa caldi. In unele cazuri in care rasina a fost depozitati in butoaie metalice si nu de plastic,este
posibila §i o impurificarc cu compugi ai fcrului (oxizi). Cum prczenta oxizilor ferici ducc la
schimbarea culorii rdginii in brun inchis ceea ce va determina obfinerea unor compusi de distilare
inferionn din punct de vedere al calitatii, indepartarea acestora se face prin adaugarea obhgatoriu la
filtrarc a unor cantititi dc acid oxalic (0,6-1,2 kg/tond).

Risina odati curatati cste apoi supusa proccsului de distilarc prin antrenare cu vapon dc apa
intr-o blaza de distilare in care agentul termic, aburul, are rolul atit de a incalzii rigina cat 1 de a
facilita distilarea prin antrenare a vaporilor de terebentina. In scopul de a facilita deplasarea risinii din
vana de receptie citre vasul de amestecare i mai departe spre blaza de distilare, aceasta trebuie
incalzitd $1 diluata prin adaos de terebentina obtinutd dintr-o distilare anterioard, cantitatea adaugata
fiind astfcl calculata incit continutul acesteia in risind si fic de 30-40%. Trecerca rasinii din vasul de
amestecarc spre filtrarc gi apoi spre tancurile de spalarc sc face cu ajutorul aburului acesta fiind
responsabil si de atingerea unei temperaturi in vasul de amestecare de 85-100°C. In tancurile de
spalare ragina ficrbinte este spilati in contracurent cu apa caldi, apa adiugindu-se intr-un raport de
10:1. Dupa spalare, rasina este lisatd si decanteze peste noapte. Dupa expirarea acestei perioade,
stratul apos de la baza tancului este trimis in bazinul de depozitare a apelor uzate, stratul intermediar
de emulsic este trimis la vana de receptic pentru reprocesare iar stratul supcrior de rasind spélata cste
uscat si pompat citre tancul de alimentare a blazei de distilare. In timpul operatiei de distilare, vaporii
de terebentina antrenati de curentul de abur sunt cvacuati pe la partca supcrioard si dirijapi citrc un
condensator undc arc loc scpararca apei, dupa carc tercbentina cste trecutd pestc un strat de sirurn
higroscopice in deshidrator pentru eliminarea cat mai completi a apei. Dupa terminarea operatiei de
distilare (aprox.90-150 min), colofoniul fierbinte este evacuat pe la partea inferioard a blazei si
depozitat in containere speciale pentru ricire lentd si solidificare.

In ceea ce priveste colofoniul obtinut din uleiul de pin acesta se obtine pe scara larga in SUA
st in tdrile din nordul Europei (Norvegia, Suedia,Dancmarca). Ulciul dc pin brut rcprezinti un amcstcc
de acizi rezinici, acizi grasi in mare majoritate nesaturafi i substante nesaponificabile intr-o cantitate
mai micd dupd cum reiese din datele tabelului 3.13.

Tabelul 3.13. Compeozitia chimici a uleiului de pin brut obtinut la fabricarea hartiei,[ 109]

Nr. Crt. Componente Procente [%]
Acizi grasi 30-35
1. Acid oleic 45-50
2. Acid linolic 45-50
3. Acid palmitic 5-7
Acizi rezinici 35-60
4. Acid abietic 3040
5. Acid neoabietic 10-20
Substante nesaponificabile 5-10
6. f3- sitosterol 25-30
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Fig. 3.23.: Procedeul Olustee de fabricare a colofoniului din oleorezina de conifere

Aceasti categorie de colofoniu se obtine in urma separani prin adiugare de acid sulfuric a
sarurilor de sodiu a acizilor rezinici si a acizilor grasi, siruri obfinute in procesul de fabricare pastei de
lemn din industria hirtiei [110]. Proportiile in care variazi componentele in uleiul de pin se datoreaza
actiunii diversilor factori dintre care mai importanti sunt specia de conifer, varsta copacului, eficienta
sistemului de recuperare a uleiului, perioada de prelucrare, etc. Aceste variatii de compozitie se
concretizeaza in intervale de valori pentru constantele lor fizico-chimice:

Tabelul 3.14. Caracteristicile fizico-chimice ale uleiului de pin brut, [111]

Nr.crt. Caracteristica fizico-chimici Valoare
1. Densitatea relativa 0,95-1,24
2. Indicele de aciditate[mgKOH/g] 100-175
3. Indicele de saponificarefmgKOH/g] 120-180
4. Indicele de iod [mgl,/100g] 140-150
5. Punctul de fierbere[’C] 120-145

Procedeul de obtinere a acestei categorii de colofoniu (figura 3.24) consti dintr-o serie de
distilari a uleiului de pin brut cind alaturi de colfoniu se obtin si alte produse cum ar fi uleiul de pin
distilat, acizi gragi de inalti puritate, uleiuri volatile. Se poate constata din datele prezentate in tabelele
de mai sus si din figura 3.25 ca uleiul de pin brut reprezinta o sursa inepuizabila de izolare a unei serii
de compusi pornind de la acizii rezinici, la acizii gragi nesaturafi de puritate avansati §i mai recent
chiar o sursa de B- sitosterol precursor al unor hormoni sexuali sau al unor steroiz corticali. Singurul
dezavantaj il constituie faptul ca dintr-o toni de pasti de lemn se obtin aproximativ 35 kg de ulei de
pin brut [112]. Cu toate acestea fabricile de produse forestiere din SUA si nu numai, folosesc ca punct
de plecare pentru obtinerea colofoniului din ce in ce mai mult acest produs secundar de la fabricare
hartiei (247 000 tone metrice de colofoniu din uleiul de pin obtinut in 1998 in SUA, fata de 197 tone

\ 4 terobentini
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metrice dc colofoniu din olcorczinad) [113]. Accst fapt sc datorcstc numcroasclor avantaje ofcritc de

uleiul de pin brut:

1. prin continutul ridicat in acizi grasi nesaturati uleil de pin brut oferd o mai mare stabilitate la
oxidarc §i prin urmarc o stabilitate a culorii mai buni:

2. dat fiind faptul ci uleiul de pin brut reprezinta un produs secundar de la fabricarea hartier, preful st
aprovizionarea cu aceasti materic primid sunt privite de catrc producitorii de colofoniu ca fiind
mult mai sigure decit daci s-ar folosi olcorezina:

3. acizit grast din compozifia uleiului de pin brut sunt prezenti in stare libera §i nu in forma
esterificati ca §i in cazul grasimilor animale §i vegetale si deci nu mai este necesara hidroliza
acida pentru a-1 ehibera.

Vid
|
P
; — Distilat { — Distilat
o .
| o
Ulei de pin | T ‘ , \
o 1 | Acizigragi | | }
| i ! Y ! .. .
Ulei de pin : : l impuri | 1 Acizi grasi
——— | 1 | ‘; { - -
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. ' '
Pacura Colofoniu Ulei de pin distilat

Fig. 3.24: Schema tehnologicd de obtinere a colofoniului din uleiul de pin brut

Colofoniul din trunchiul copacilor se obtine prin tiierea si maruntirea bucitilor de lemn urmata de
extractia rasinii din masa lemnoasd cu solventi organici. Extractul este apoi supus unei serii de
dist1lin in urma cirora se obtin vanate fractit continand terpene si terpenoide monociclice (distilate) §1
colofoniul (reziduu).

Accst procedeu a fost aplicat in special in SUA constituind la inceputul secolului XX principala
sursa de colofoniu pentru o serie intreagi de sectoare industriale, materia prima provenind din padurile
virgine din sud-estul tiri. Cu toate acestea, productia americani anualid de colofoniu din lemn a
inceput si scadid la jumaitatea "anilor '50" de la 316 000 tone la mai putin de 20 000 in 1998. De
asemenea se remarcd aceeas! tendintd descrescitoare a cantitifii de colofoniu obfinut direct din
trunchiul coniferclor si in Rusia si Europa de Nord, datele statistice relevand ci la ora actuala
ponderea productici de colofoniu din trunchiul de lemn reprezinti mai putin de 5% din totalul
productiei mondiale de colofoniu [22]. Metoda cea mai des folosita pentru obtinerea colofomulut din
trunchiul coniferelor dateaza din amii 1950 cand s-a folosit lemnul de Pinus Sylvestris ca matene
prima §i care in general parcurge urmitoarele ctape:

1. distilarea cu vaport de apa (210-230°C) cand se obtin 3 fractiuni uleioase [I -120°C; II - (120-
140°C); III - (140-160°C)];
2. distilarea celor trei fractiuni uleioase cind rezultd urmitoarele fractiuni: pentru I -11 fractiuni, II g1

HI - cate 7 fractiuni, §i reziduul;

3. tratarea reziduului obtinut din distilarca fractiunilor 11 g1 Il prin alcalinizare, extractic cu eter,
evaporarc si apoi acidificre cind sc obtine 0 masa amorfa, corespunzitoare acidului abictic;
4. tratarea diferitelor fracti in vederea punerii in evidenta a diferitelor hidrocarburni (trans-p-mentan,

p-cimen, reten, 7-izopropil, 1, 4dimetil-tetradeca-hidrofenantren etc.) {114].
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3.3.1.3. Caracteristicile fizico- chimice ale colofoniului

La temperatura mediului ambiant, colofoniul se prezinti ca o masi solida transparentd sau
avind o coloratie slab gilbui, (figura 3.25) cu un miros §i gust slab de terebentini §i o fragilitate
aseminitoare sticlei obisnuite [115]. Densitatea colofoniului are valori cuprinse intre 1,07-1,08 fiind
mai greu decét apa si insolubil in ea. Daci colofoniul este tinut la luminé sau intr-o atmosfera umeda
cu timpul culoarea acestuia se schimbi de la galben pai la portocaliu sau chiar brun inchis. O posibila
explicatie a acestui fenomen ar fi oxidarea acidului abretic [116, 117)].

Fig. 3.25: Colofonin obfinut din rdsina de conifere

Desi la ora actuald se pot lua in considerare diferite criterii pentru aprecierea calitifii
colofoniului in scopul orientirii lui spre acele sectoare care asigurd optimul de valorificare, mani
producitorii de pe piata mondiald au hotirat de comun acord ci pretul de comercializare §1 implicit
calitatea colofonmului si fie stabilite in functie de culoarea §i valorile punctului de inmuiere. Dupa
culoare, colofoniul este clasificat pe grade de calitate folosindu-se notatiile i semnificatiile scalei de
culoare USDA aceptati in practica comerfului internagional [22]. Astfel colofoniul avand gradul de
calitate WW se prezinti ca o masa sticloasi de culoare pald fiind cel mai de dorit §i indicat pentru
procesarea ulterioara. Colofoniul avand gradul G imediat inferior (culoare galben deschis) este cel mai
des comercializat si folosit pe scard industriali. Un colofoniu avind gradul X transparent este rar de
obtinut §1 deci furnizat pe piati. Gradele care reprezinti culori de brun, rogu inchis, brun rogcat §i
negru (N, M, K, I, H) indicd un colofoniu de calitate inferioard care rareori este indicat pentru
obtinerea denivafilor sai [118].

Deoarece colofoniul are mai degraba o structurd aseminitoare sticlei decdt corespunzitoarei
star cristaline, in acest caz se vorbegte mai degraba de punct de inmuiere decat de punct de topire. In
medie limrtele de vanagie 2 punctului de inmuiere pentru colofoniu se gisesc in intervalul 70-85°C. Cu
cét colofoniul are o valoare a limitei maxime mai mare cu atit acesta este considerat de o calitate mai
buni.

Desi la ora actuald nu existd standarde de apreciere a calititii colofoniului recunoscute unanim
de toti producitorii si beneficiarii acestei categorii de produs, fiecare companie producitoare avand
proprile norme interne de calitate, recent, Societatea Americani pentru Testarea Materialelor (ASTM)
a pus la punct o seric de metode standard de determinare a materiilor insolubile, continutului de fer,
cenusd, de uletuni volatile, pentru determinarea indicelui de aciditate si saponificare, etc., [119]. fird
insi a impune pentru aceste caracteristici limite minime sau maxime care si fie respectate de
producitori, astfel ci fiecare companie producitoare din lume figi are propriile norme interne de
calitate. Cele expuse mai sus pot fi confirmate de datele tabelului 3.15:
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Tabelul 3.15. Valori admise pentru aprecierea calititii colofoniului in comertul mondial, {120]

Tara Culoare Punct de Indice de Indice de Substante
producitoare [grade] inmuiere aciditate saponificare | nesaponificabile
°C] [mgKOH/g] | [mgKOH/g] %]
Portugalia wWW Min. 70 165-171 171-177 4.3-55
Brazilia X'WW 70-78 155-170 165-185 max. 10
Indonezia X/'WW 75-78 160-200 170-210 max. 10

In ceea ce priveste China, cel mai mare producator de colofoniu din oleorezina din lume, valorile
admise pentru aprecierea calitafii colofoniului in scopuri comerciale sunt standardizate $i prezentate in
tabelul 3.16:

Tabelul 3.16. Constantele fizico-chimice ale colofoniului chinezesc obtinut din oleorezini,[16]

Categoria Super 1 I I IV \%
Aparenta Transparent Transparent transparent
Culoare Galben pai Galben Galben galben galben brun Galben
pai intens rogcat
Punct de inmuiere 74-80 76-83 75-84 75-84 74-80 74-80
[C
Indice de aciditate 166 166 165 165 164 164
[mgKOH/g]
Substante 5 5 25 25 3 3
nesaponificabile
[%]
Insolubile in - 0.03 0,03 0.03 0.04 0.04
alcool [%]
Cenusi [%] 0,01 0.02 0,03 0,03 0.04 0.04

Deoarece colofoniul este un amestec de compusi cu caracter mai degraba acid iar obtinerea
produselor denivate din acesta depinde de aciditatea lui functionald, un indice de aciditate ndicat
reprezinta o indicafic a unci calititi mai bunc a accstuia. Colofoniul d¢ cca mai buni calitatc arc un
indice de aciditate cuprins intre 160-170. Existd insa cxceptii care sc referd in special la colofoniul
obtinut din oleorezina de P. merkusii. care datoriti prezentei acidului mercusic are un indice de
aciditate de 190 [mgKOH/g] [47].

Procentul de materii nesaponificabile indica cantitatea de materii neacide din colofoniu, astfel
ca cu cit acest procent ¢ mai mic cu atit calitatea colofoniului ¢ mai buni. Colofoniul va fi considerat
de buni calitate dacd acest procent nu depaseste 10% in caz contrar colofoniu nu poate fi folosit in
continuare ca atare pentru obtinerea derivatilor sii [121].

3.3.1.4. Derivatii colofoniului

Derivatii colofoniului, asa numitele produse reprocesate, reprezinti produsele obtinute in urma
prelucram colofoniului prin hidrogenare, esterificare cu glicerind, pentaeritritol, aminoacilare, etc.
Acesti denvafi se impart in doud catcgori in functic dc procescle chimice la care estc supus
colofoniul si anume :

- colofoniu modificat;
- derivati ai colofoniului.

Din prima categonie fac parte in principal colofoniul hidrogenat. colofoniu disproportionat
colofoniul maleat, colofoniul polimerizat [122].

Din a doua categoric a produsclor reprocesatc din colofoniu fac parte sdrurile acide si rdginile
colofonice. In continuare voi prezenta citeva caracteristici si utiliziri ale acestor produse folosite din
ce in cc mai mult in diferite ramuri industriale. Ca si sursi de documentare am folosit standardele
chinezesti de calitate avind in vedere ci la ora actuald majornitatea acestor produse provin din China.

Colofoniul hidrogenat reprezinta un amestec heterogen solid transparent sau avind o coloratie
alb galbui si proprictafi rezistentc la actiunca oxigenului atmosferic, obtinut prin hidrogenarea la
presiuni de 13MPa si temperaturi de 220-250°C pe catalizator dc Pd/C. Este des folosit in industria
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adezivilor ca adaos in scopul cregterii aderentei acelor adezivi cu puncte de inmuicre ridicatd si
sensibili la presium ridicate. de asemenea in industna ahmentara, farmaceutica s a aliajelor folosite in
clectronica {16]. Condituile de calitatc standardizatc pentru colofoniul hidrogenat sunt prezentate in
tabelul 3.17:

Tabelul 3.17. Caracteristicile de calitate ale colofoniului hidrogenat (GB/T14020-92), {16]

Categoria Super Calitatea I Calitatea a-Il-a
Aparenta Transparent Transparent Transparent
Culoarea Super I I
Acid abietic [%] 2 25 3,0
Acid dehidroabicetic [%] 10 10 15
Punctul de inmuiere [°C} 72 71 70
Indicele de aciditate [mgKOH/g] 162 160 158
Impuntat {%] 0,03 0,03 0,04
Oxigen absorbit [%] 0,2 0,2 0.3
Substante nesaponificabile [%] 7,0 8,0 9,0

Colofoniul disproportionat este un amestec de compusi rezinici in special din clasa acizilor
(acid dehidro-, dihidro-, si tetrahidroabietic) obfinut prin procesarea la temperatun de peste 200 °C in
conditii catahticc (Pd depus pe ciarbunc activ) a colofoniului. Accst produs cste folosit ca gt cmulgator
pentru obfinerea cauciucului sintetic [123}.Condifiile de calitate standardizate pentru colofoniul
disproportionat sunt prezentate in tabelul 3.18:

Tabelul 3.18. Caracteristicile de calitate ale colofoniului dispropertioat (ZBB72002-84), [}16]

Categoria Super Calitatea I
Culoarea nu mai inchisa decat 1 3
Acid abietic [%) 0,2 0,5
Acid dehidroabietic [ %) 52,0 45,0
Punctul de inmuiere [°C] 75 75
Indicele de aciditate [mg KOH/g] 155,0 150,0
Substante nesaponificabile [%] 10,0 12,0

Coloforiul maleic reprezinti un aduct al colofoniului cu anhidrida maleici prncipalul
component care participi la aceasta reacfic fund acidul pumaric. Industrial se fabrica doua categoru de
colofoniu malcic carc difcra intre clc prin continutul de anhidrida malcica [124]. Principala utilizarc a
colofoniului maleic o constituie folosirea lui ca agent de incleiere in industria hartiei. Condititle de
calitate standardizate pentru colofoniul maleic sunt prezentate in tabelul 3.19:

Tabelul 3.19. Caracteristicile de calitate ale colofoniului maleic (ZBB72001-84), [16]

Categoria 115 103
Aparenta Transparent Transparent
Culoarea Rosu-brun Rogu-portocaliu
Punctul de inmuiere [°C} > 106 > 84
Indicele de aciditate [mg KOH/g] > 220,0 >178.0
Indicele de saponificare [mg KOH/g]) > 280,0 > 1900
Aductul cu anhidrida maleica [%] > 47 > 10
Impuritati [%] < 0,06 <0,06

Colofoniul polimerizat este fabricat prin polimerizarea acizilor rezinici din tipul abictic, in
catalizd acida, principalul component al acestui produs fiind dimerul acidulut rezinic cu formula
moleculard (CwoHeO4) [125]. Colofoniul polimerizat prezinti un punct de inmuiere inalt, o buni
rezistentd la achunea oxigenului din aer §i o capacitate mare de a putea fi usor amestecat cu rasinile
sintetice. Aceste calititi il recomanda pentru a fi utilizat in industria cernelurilor de tipar dar si ca
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matenial de protectie anticoroziva. Conditule de calitate standardizate pentru colofoniul polimerizat

sunt prezentate in tabelul 3.20.

Tabelul 3.20. Caracteristicile de calitate ale colofoniului polimerizat (ZBB72008-89), |16}

Categoria 115 140
Aparenta Transparent Transparent
Culoarea < 0,03 <3
Punctul de inmuiere [°C] > 110-120 > [35-145
Indicele de aciditate [mg KOH/g| > 145,0 > 140,0
Insolubilitatea in alcool [%] < 0,03 <00
Solubilitatca in api calda [%] < 0,20 < 0,20

Sarurile acide ale colofoniului se obtin prin reactiile dintre acizii rezinici prezenti in colofoniu
cu baze sau oxiza metalici. Principaln reprezentanft ai acestwt grup de produse sunt sidpununle de
calciu, potasiu a1 acizilor rezinici, precum s sapununic de potasiu alc colofoniuln disproportionat

[126].

Raginile colofonice sunt produse obfinute in marea lor majoritate in industnia chimica din
China prin esterificarea colofomului obtinut ca atare sau a colofonmlui modificat cu diferii alcooh.
Acegsti esteri ai colofoniului sunt larg folositi in industria cemelurilor de tipar, ca agenti de protectie
anticoroziva §i ca agenfi de lipire pentru diferite tipunn de adezivi. De asemenea, unn dintre e1 sunt
aprobati pentru utilizare in industria bauturilor ricoritoarc (esterul glicennei cu colofoniul parpal
hidrogenat sau esterul glicerinei cu colofomul) [127].

Conditile de calitate standardizatc pentru rdginile colofonice sunt prezentate in tabelul 3.21:

Tabelul 3. 21. Caracteristicile de calitate ale risinilor colofonice (ZBB72008-89), {16]
Denumirea rasinii Culoarea Punctul de Indicele de Solubilitatea
(Gardner) inmuiere [°C] acidit. |mg (C6H6:
KOH/g] risind) 1:1
Esterul metilic al <3 Lichid vascos <10 -
colofoniului
Esterul glicennic al <10 > 85 <10 sol.hmpede
colofoniului
Esterul dietilenglicolic al <7 35-40 <10 sol.limpede
colofoniului
Esterul metilic al <2 lichid vascos <10 sol limpede
colofontului hidrogenat
Esterul dietilenglicolic al <38 3040 <15 sol limpede
colofoniului hidrogenat
Esterul glicerinic al <1l > 120 <10 sol.limpede
colofoniului polimerizat
Esterul ghicernic al <8 >78 <10 sol.limpede
colofoniului hidrogenat
Esterul glicerinic al <10 > 130 <30 sol.impede
colofoniului maleic
Esterul glicennic al <8 >80 <10 sol.limpede
colofoniului disproportionat

Notd : Sistemul de apreciere a culorii Gardner este scalat intre 2- 18, 2 fiind alb,iar 18 negru
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3.3.2. Toxicologia colofoniului §i a derivatilor sii

Colofoniul este un produs comercial foarte important folosit de secole in diferite sectoare
industriale. Datele statistice din perioada 1988-1989 evidentiazi faptul ca din intreaga cantitate de
colofoniu produsé pe plan mondial (1200 mui tone) aproximativ 66% a fost folosita in industna hartiei,
a adezavilor 1 a cernclunior [128]. in plus, propnictitle sale fizice, chimicc §1 mecanice speciale il fac
sa fic folosit in ultimul timp §i in sectoare din industria electronici, cosmetici, alimentard etc. Un
exemplu concludent in acest sens il constituie raportul Asociapier Nord Amerncane pentru Teste
Toxicologice care evidentiazi faptul ca la sfarsitul "anilor '80" existau pe piata amencana peste 300 de
tipuri de produse tehnice care contineau colofoniu sau derivafi ai acestuia {129]. De asemenea, in
conformitate cu datele furnizate de Inspectoratul National de Analize Chimice Suedez, o cantrtate de
aproximativ 20 000 tonc de colofoniu (1995) obtinut din ulciul de pin a fost folosit la fabncarca a 17
tipuri de produse suedeze.

Testele toxicologice efectuate pe soarect, sobolam si porci de Guineea folosind ca matenale
colofoniu si derivatul siu hidrogenat au la bazi recomandarca orgamizatici EPA, cétre Pine Chemicals
Association, Inc.(PCA) din martie 1992. Datele de toxicitate acuta orala existente la mvelul Agenfiet
dc Protectic a Mediulu a Statelor Unite (EPA), refentoare la acesti compusi testati releva nctoxicitatea
lor. Valonle LDy, vanazi in functie de categona de colofoniu testata (dm oleorezina. ule1 de pin sau
trunchi de copac) 1 sunt in toate cazurile mai mari de 4000 mg/kg corp. In ceea ce priveste colofoniu
hidrogenat valorile LDs, sunt ceva mai man de 3200 mg/kg corp. Testele de toxicitate pe termen lung
reflectid de asemenea netoxicitatea colofontului 1 a denvatului sau hidrogenat. In acest scop colofoniu
a fost testat pe o perioadi de 90 zile. Matenialul de testat a fost administrat in dieta sobolanilor din rasa
Spraque-Dawley in concentratii de 0,01; 0,05: 0,2: 1,00; si 5,0%, in doze de 0, 10, 50, 200, 1000, si
5000 mg/kg corp/z1. Parametrui evaluaft au inclus aprecierea semnelor chinice, greutatea corporala.
cresterea in greutate, pofta de mancare, teste hematologice, greutatea organelor interne §1 patologia
microscopica. S-a constatat ca toate animalele la care au fost administrate doze cu 5% concentratie
agent de testare au murit intr-o siptimani ca urmare a refuzului de a mai manca, iar citeva animale
carora le-a fost administrati doza de 1% au prezentat sciden in greutate ca urmare a diminuarn
apetitului. Nu s-au observat modificari hematologice, modificiri ale compozitiei urinii la nici un nivel
de concentratie a dozei. De asemenea studiile histopatologice nu au raportat nici o schimbare. Pe baza
acestor studin s-a putut stabih ci valoarea dozet de la care nu se mai observa nici un efect, "asa numita
valoare NOEL" este de 0.2% atat in cazul colofoniului cat §i a denivatului sdu hidrogenat. Testarea
acestor compust privind_ poteng:ialul carcinogenetic s-a facut pe o perioada de 2 ami pe sobolam
folosind diferite biopsii. In nici unul din cazuri nu s-a demonstrat cvidenta carcinogenicititii, efectul
major fiind imposibilitatea de a creste in greutate in situatia cind a fost administrati doza cea mai
concentrat.. S-a obtinut astfel o doza toleratd maxima [130].

in concluzxc din datele existente pana in prezent in cvidenta organizatier carc se ocupd de
testarea potengialului toxicologic al substantelor care intrd in componenta produselor utilizate de
oameni in viata de z1 cu z1, putem si afirmdm ca in ceea ce priveste colofoniul §i dentvatul siu
hidrogenat acestia nu sunt toxici pentru organismul animal, nu prezinta potential carcinogen sau efecte
negative ale functiei de reproducere la subiectii femele.

Cu toate acestea data fiind diversitatea de produse care au in componenti colofoniu si/sau
derivafi a1 si s-a cvidenfiat §1 aparipa unor cazun de dermatite, alergii, eczeme i alte initatir ale
epidermei atit la persoancle care lucreazi in companiile producitoare dar si la simplii consumatori
care vin in contact pe diferite cai cu aceste produse. Astfel, sunt deja cunoscute cazunle destul de
numcroasc de irntati §1 eczeme din randul personalului care lucrcazi in industna hartiei si a adezivilor
pc bazi de colofoniu care sunt incorporati in pasta de hirtie pentru a deveni impenetrabila la
umidrtatef131]. La sfarsitul anilor '80 si inceputul anilor '90 s-au semnalat cazun de alergn la
persoancle care lucreazi in industria electronici unde se foloseste colofoniul §i unii din derivatii si ca
material cu caracter acid pentru indepértarea filmului de oxid de la suprafata metalului {132, 133].

Uleiul de pin cu continut de 2-20% colofoniu folosit adesea ca emulgator in compozifia
fluidelor nepolare de separare, de reguli ulciuni vegetale, “cutting fluids” din industria lubrifiantilor,
produce de asemenea alergii ale pielii {134]. Chiar si bandajele adezive care au incorporat colofoniu,
folosite in clinici §1 spitale s-au dovedit a induce iritan ale pielii copiilor sub 9 ani, acest aspect fiind
cunoscut lumii medicale inca din anmi "20. Cu toate acestea colofoniul nu poate fi inlocuit cu alte
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matcrialc inofensive cu rol adcziv in situtia in carc sc cere o aderentd puterica (cazurile de hemoragic
venoasa) [135).

Cazun de intare a ochilor si a tenului au fost semnalate i la unele persoane care au folosit
nmcl avind incorporat in rctcta de fabricatic i derivapi ai colofoniului cum ar abictolul {136, 137].
Existenta acestor semnalan s1 a multor cazun asemanatoare in evidentele dermatologice de la o sene
de clinici, a nidicat din partea cercetitonlor chimigti intrebarea: 'Care din compus/compusi din
compozitia colofoniului gi /sau derivatilor sii, induc o scnsibilitate sau chiar stiri grave de intiri alc
epidermet §1 aparatului respirator 7. Cercetinle efectuate pana in prezent sunt departe de a ne lamun
asupra compusului chimic care genercazi alergiile, unele dintre rezultate find confuze sau chiar
contradictorii. Aceasti neliamurire a problemei pare si aiba la bazi, pe de o parte complexitatea
compozifier colofonmlui. 1ar pe de alta parte. existd posibilitatea ca acestt derivapi sa fie indirect
raspunzitori de apanta alergiilor sau dermatitelor ca urmare a faptului cd mai contin in compozitia
lor urme de colofoniu brut [2]. Un alt impediment in obtinerea unor rezultate concludente gi
reproductibile. il constituie faptul ca reprezentanfi acizilor rezinici pot vana ca §1 compozifie cu tipul
mateniei prime folosite pentru izolare, cu mctoda de proccsarc a matcrict pnme, cu condititle de
ambalare §i depozitare a produsului. Luind ca punct de plecare faptul cd majoritatea compusilor
chimici (aprox.90%) prezenp in colofoniu aparfin acizilor rezinici ( paragraful 3.3.1.1, tabelul 3.8)
precum §i faptul ci acizi rezinici din tipul abietic sunt mai sensibili la actiunea oxigenului atmosferic
decat cei apariinand tipulmi pimanc §t ci pot conduce la o sene de denivap peroxidici,
hidroxoperoxidici, epoxizi, etc. carc la randul lor pot sé crecze reactu alergice, o seric de cercetiton
{138-140], s-au oprit la studierca din punct de vederc al induccrii de stiri alergice de citre acizii
rezinici din tipul abietic. In plus acestia sunt compusii majontan (50-75%) in colofoniu. Testele
efectuate pe porcii de guineia au relevat faptul cd acizii abietic §i dehidroabietic in stare purd au o
activitate alergenicd micd. in schimb produsii lor dc oxidare (figura 3.26) sunt agenti puternic
alergentr. {141, 142}, unn dintre ei1 fiind clasificaft ca avand gradul V de sensibilitate (intre 80-100%
raspunsun pozitive la testele toxicologice efectuate pe animale). De asemenea, testele efectuate mai
releva g1 urmatoarele situatii interesante:

l. In cazul in care substanta testati a fost colofomul care a avut in compozifie produsiu
oxigenati respectivi, pe persoanc in gencral predispuse la alergii, numirul cazunlor pozitive a fost cu
peste 70% mai mare decit daca produsii de oxidare au fost testati in mod scparat pe acclasi lot (tabele
322, 3.23, 3.24).

2. Dintre componentele testate in mod separat, acidul [5-hidroperoxiabietic(15-HPA) s
respectiv acidul 15-hidroxiperodehidroabietic (15-HPDA) s-au dovedit a fi cei mai puternici agenti
alergenici find clasificai cu gradul V de sensibilitate. Acidul 11.13-epoxi abietic (8- epoxi- A) poate fi
considerat un agent alergenic mediu (intre 30-40% cazuni pozitive), in timp ce acidul 7-
exodehidroabietic (7-0-DeA) a dat cele mai putine cazuri de alergii (10-15%).

3. Un fenomen interesant apare in cazul compusului acidul 15-hidroperoxiabietic (15-HPA),
care desi s-a dovedit a fi un puternic agent alcrgenic rezultatele obtinute nu pot fi reproductibile in
acest caz datoritd faptului ca acesta are o sensibilitate crescutd la actiunca oxigenului atmosferic [143).
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OOH

Acid 15-hidroperoxiabietic
(15- HPA)
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(15-DAP)

39
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CH,

Acid 15-hidroperoxidehidroabietic
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Fig. 3.26: Principalii derivati oxigenati ai acizilor abietici cu caracter alergen
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Tabelul 3.22. Rezultatele actiunii alergenice a derivatilor oxigenati ai acizilor abietici, [139, 143]

Compusul testat Concentratia substantei Nr. cazuri pozitive/Total
testate {%] cazuri testate

15- HPA 5 15/15
1 25/44

a- epoxi-A 5 3/12
1 1712

B- cpoxi- A 5 5/12
1 2/12

15-DAP 2 0/12
15-HPDA 5 10/10
1 10/10

7-0O-DeA 5 0/11
1 0/11

Noti: 15- HPA- acid 15-hidroperoxiabietic; a- epoxi-A- acid 13,14-cpoxi abictic;
B- epoxi- A- acid 11, 13-epoxi abietic; 15-DAP-bis(acid dehidroabietic-15-11) peroxid: 15-HPDA- acid
15-hidroperoxidehidroabietic: 7-O-DeA- acid 7-oxodehidroabietic

Tabelul 3.23. Rezultate obtinute la testarea unor derivati oxigenati ai acizilor abietici cu caracter

alergenic pe perioade diferite de expunere, [139, 143]

Perioada de Nr. persoane Nr. de cazuri pozitive
testarefluna} testate Colofoniuu | 7-O-DeA 7-O-DeA B- epoxi- A
(1%) (5%) (5%)
1 163 6 0 Netestat Netestat
2 159 6 netestat Netestat Netestat
3 437 24 netestat 0 2

Tabelul 3.24. Rezultatele testelor alergenice a unor derivati oxigenati ai acizilor abietici in
colofoniu si luati separat, [139,143]

Nr. 7-0-DeA B- epoxi- A Colofoniu din Colofoniu din
persoanelor 5% 1% 5% 1% oleorezinia (20%) | ulei de pin (20%)
testate pozitiv
1 + - - - + -
2 ++ + - - - -
3 +++ ++ - - - -
4 +++ +++ - - - -
5 ++ ++ - - - -
6 -+ -+ + + - -

Nota: 7-O-DeA- acid 7-oxodehidroabietic: B- epoxi- A- acid 11, 13-epoxi abietic

In ceea ce priveste derivatii colofoniului, studiile referitoare la potenpialul alergenic s-au
focalizat asupra compugilor rezultati in urma tratirii colofoniului cu anhidridi malcica, acizi fumaric si
maleic prin reactii de tip Diels-Alder, a produsilor de esterificare cu polialcooli, de reguli glicerol sau
pentraeritritol  precum §1 a derivaplor lor lidrogenapi [2]. Asa cum a fost mentionat in paragraful
3.3.1.4. produsit Diels-Alder ai colofoniului se folosesc la fabricarea hirtiei ca si agenti care miresc
rezistenta acesteia fati de apa dar intra si in componenta cernelurilor de tipar. Colofoniul modificat
prin esterificare isi giseste aplicafii in special ca agent de lipire, dar se adaugi si in compozifia
cemclunlor a vopselelor si in reteta de fabricatic a gumei de mestecat ca emulgator. Derivatii
hidrogenai sunt in gencral folositi ca cmulgatori ai procesului de¢ polimerizare la fabricarca
cauciuculut sintetic [144].

Din categornia produsilor Diels- Alder, acidul maleopimaric (MPA) si colofoniul tratat cu acid
fumaric s-au dovedit a induce reactii alergige sporadice [145] . iar din cea a produsilor de esterificare
gliceril-1 monoabietatul (GMA) pare si posede un potential alergenic (tabelele 3.25; 3.26; 3.27).
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Tabelul 3.25. Rezultatele testirii MPA si GMA asupra pacientilor de la Spitalul Karolinska,
Stockolm , Suedia, {146,147]

Perioada de Nr. Nr. cazuri Nr. cazuri Nr. cazuri Nr. cazuri pozitive
testare cazuri pozitive la pozitive pozitive la la MPA/GMA dar
[luna] testate | colofoniu(20%) | MPA/GMA | colofoniu si nu $i la colofoniu

MPA/GMA
MPA 1.2%
1 222 7 (32%) 13 (5.9%) 3 10
2 663 41 (6.2%) 11 (1.7%) 4 7
3 185 11 (5.9%) 1 (0.5%) 1 0
Total 1072 59 (5.5%) 25 (2.3%) 8 17

MPA 0.6%

4 271 13 (4.8%) 10 (3.7%) 4 6
5 146 9 (6,02%) 0 0 0
Total 417 22 (5.3%) 10 (2.4%) 4 6

GMA 5.4%

6 315 15 (4.8%) 10 (3,2%) 5 5

Tabelul 3.26. Rezultatele testirii cu diferiti compusi ai colofoniului la Centrul de dermatologie
Lisabona, Portugalia, [146,147]

Compusul testat Conc.compusului Nr. Pacientului Total cazuri

[%e] 11213[4(5]6]7]8]9 pozitive

Colofoniu Portughez 20 +l+ |+ + ]+ ]+ +] + 9 (1,4%)

CMAF 20 S N R e e R 1 (0,2%)

CMFA 20 +l+ |+ F ]+ 9 (1,4%)
GMA 20 SR IO R AU I A P A 0
MPA 1,2 e 0

Notda: CMAF -colofoniu modificat cu acid fumaric; CMFA ~colofoniu modificat cu aldehidda formica;
GMA- gliceril-1 monoabietat; AfPA- acidul maleopimaric

Tabelul 3.27. Rezultatele testelor alergenice fatd de MPA in diferite clinici din Europa, [146,147]

Nr. Locul testarii Nr. Cazuri pozitive Cazuri pozitive

crt. pacienti la colofoniu la MPA (0,6%)
1. Depart. de dermatologie a spitalului 317 18 (5.7%) 2

din Odense, Danemarca
2. Clinica de dermatologie Dortmund, 300 4 (1,3%) 0
Germania
3. Depart. de dermatologie a Spitalului 130 9 (6,9%) 0
Gentofte, Danemarca
4 Depart. de dermatologie a Spitalului 100 6 (6%) 0
Wycombe, Anglia
5. Clinica de dermatologie, Strasbourg, 65 2 (3,1%) 0
Franta
6. Depart. de dermatologie a Spitalului 200 10 (5%) 2
Sf. Rafael, Leuven, Belgia

Se poate observa ca in cazul testelor efectuate in Suedia (tabelul 3.25), numirul cazurilor
pozitive la acflunea MPA. vanaza in functie de perioada de testare §i de concentratia compusului testat
(intre 0,5% - 5,9% cazuri pentru concentratii de 1,2% respectiv 0- 3,7% cazuri pentru o concentratic
de 0,6%). Din totalul de 1072 pacienti testai in primele trei luni, doar 2,3% au prezentat reactii
alergice fata de MPA (1,2%). iar dintre acestia 17 nu au prezentat sensibilitate fati de colofoniu
nemodificat. Un procent de 2,4% pacienti dintr-un total de 417, au prezentat reactii pozitive fati de
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MPA (0.6%) din care 6 pacienti au reactionat negativ fata de colofoniu nemodificat in perioada a 4-a,
in schimb nu s-a semnalat nici o reactic pozitiva fati dc acclagi compus in perioada a-5-a.

In ccca cc priveste comportamentul pacicntilor testai fatd dc GMA (5.4%) doar 3,2% au
rispuns pozitiv iar dintre acestia doar 5 pacienti n-au fost alergici fatd de colofoniul nemodificat. In
schimb in cazul testelor efectuate in Lisabona (tabelul 3.26.) nu s-au inregistrat reactii alergice fata de
GMA si MPA ci doar la CMFA (20%).

Testele efectuate pe pacienti din clinicile dermatologice din diferite tan ale Europei de Vest
(tabelul 3.27.) au aritat ci doar 2 pacicnti din Dancmarca respectiv Belgia au reactionat pozitiv fata de
MPA (0.6%) din totalul de 317 respectiv 200 de persoane testate, in rest raspunsurile au fost negative.

Din datele prezentate putem si tragem concluzia ca datid fiind complexitatea compozitiei
chimice a colofoniului precum §i a denvatilor s& care la rindul lor pot continc in cantitii mici
componenti nemodificafi sau care au sufent degradan oxidative pe parcursul penoadei de stocare,
capacitatea colofoniului de a induce reactit alergice in difenite stadii trebuie s fie privitd ca rezultatul
combinatic intre compusii modificati si cci care sunt stabili la influcnta difentilor factori de natura
endo- sau exogena.

3.4. Evolutia cercetiirii fundamentale si aplicative privind acidul abietic si sarurile sale
cu metale alcaline si amine

3.4.1. Metode de izolare si purificare a acidului abietic din colofoniu

Incercarile experimentale dc izolare a acidului abictic din colofoniu au avut la inccput ca scop
determinarea structurii acestuia st atribuirea unei formule chimice [78]. Astizi se pune mai mult
accentul pe punficarea acidului 1zolat fiind dovedit faptul ca un acid cu grad de puntatc ndicat nu
cauzeaza reactii toxicc sau alergice organismelor vii. Datele de literaturd [148-150], mentioneazi o
largd varietate de metode 1 procedee de 1zolare a acidului abietic din colofoniu fiecare prezentand
avantaje $1 dezavantaje dar care in mare pot fi reduse la urmitoarcle patru :

Metoda lui Levy, constd in principiu dintr-o distilare fractionat a rasinii de conifere in vid
urmata de o cnstahizare a distilatulut din metanol. Produsul obtinut este purnificat prin topire la 178-
192°C, urmati de o ricire dinamica la 10-15°C. Puritatea produsului obtinut nu depiseste 68% iar
randamentul de obtinere a acidului abietic este cuprins intre 55-60%. Metoda este greoie necesita o
aparaturd complicatd, consumul de solvent si utilitap este mare iar produsul obfinut nu are o stabilitate
in timp trecind intr-un amestec de acizi rezinici izomeri cu acidul abietic. Schema bloc de operatii este
prezentata in figura 3.27 a).

Metoda lui Cohn consta din fierberea la reflux a unui amestec format din colofoniu si alcool
metilic in prezentd de H,SO, concentrat timp de 12 ore. Amestecul este apoi lisat si se riceasci incet
pand la aparifia unei mase impure de cristale de acid abietic (aproximativ 12 ore respectiv 5 ore in
cazul cand se¢ dispune de cnistale pure de acid abietic care s-au adiugat ca germeni de cristalizare
masel de amestec. Dupd separarea masei de cristale de solutia muma si spalare cu solutie apoasi de
metanol, aceasta este recristalizati din metanol absolut gi uscatd sub vid. Produsul obtinut prin aceasti
metoda are o puritate cuprinsi intre 70-75% (pct. topire 156-161°C), randamentul de obtinere fiind de
60-65%. Mctoda mai prezinti dezavantajul ci produsul obtinut este impurificat cu un produs galben,
greu de indepartat, format probabil din actiunea H,SO, asupra impurititilor operatii este prezentata in
figura 3.27b).
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Rasina de conifere

CHOH
v | Colofoniu —
DISTILARE FRACTIONATA | H,SO,
reziduu solid T )
gauu so | INCALZIRE
RACIRE . CHaOH 1 |
: ‘ ! SOLIDIFICARE l CHOH
CRISTALIZARE |
] | SPALARE
iINCALZIRE, =180°C |
| CRISTALIZARE |
RECRISTALIZARE )
ZARE 2 USCARE
USCARE )
.i Acid abietic impur
I
Acid abietic
a) b)
Fig. 3.27. : Scheme bloc de operatii pentru obtinerea acidului abietic prin: a) metoda lui Levy; b) metoda lui

Cohn

Metoda lui Knecht §i Hibbert. Obtinerea acidului abietic prin aceasti metodd a constat din
dizolvarea la temperatura camerei a colofoniului intr-o cantitate echivalentd de acid acetic glacial
dupi care amestecul a fost lisat la intuneric timp de o sdptimini, perioadd in care s-au scparat
cristalele de acidul abietic. Masa de cristale a fost filtrata §i1 recristalizatd repetat (aproximativ de 20
ort) din acid acetic, metanol st etanol. Aceasti metodi este anevoioasid, consumatoare de timp §i
reactanti iar puritatea produsului obtinut nu este superioard celei obtinute prin metodele descrise
anterior. Schema bloc de operatii este prezentati in figura 3.28.

BUPT



44
CAPITOLUL 3. STUDII DE LITERATURA

_ Colofoniu CH;COOH

N

DIZOLVARE |

AMESTECARE
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| 1 s3ptamana

Y

CRISTALIZARE

DIZOLVARE

RECRISTALIZARE |
I | ~ CH4,COOH

>urme de CH;0OH

Acid abietic

Fig.3.28.: Schema bloc de obtinere a acidului abietic prin metoda lui Kmecht si Hibbert

Metoda lui Steele. Daci observatia dupa carc colofoniu contine anhidrida acidului abietic este
acceptata si tindndu-se cont de acest fapt in toate metodele de izolare a acidului abictic din colofoniu,
procesul esential va fi unul de hidratare.

Metoda de preparare a acidului abietic din colofoniu dupa Steele constd in principiu din
urmitoarele ctape: (1). Cantitati aproximativ egale de colofoniu alb si acid acetic au fost incilzte
timp de 2 ore intr-un vas de reactie cu reflux.

(2). Amestecul a fost filtrat fierbinte printr-o hartie de filtru cu pori man, iar filtratul a fost
racit la temperatura camerel sau mai jos.

(3). Cateva cristale de acid abietic au fost adiugate pentru a incepe cristalizarea sau daca acest
produs nu este la indemani, solutia este lisati si stea peste noapte, cand spontan va avea loc
cristalizarea. Daca solutia a fost "alimentatd” cu acid abietic, cristalizarea incepe in decurs de o ord,
1ar hichidul devine o masi solidi de cristale.

(4). Produsul a fost filtrat pe o pdlnie Buncher la vid, 1ar filtratul a fost lasat la intuneric timp
de 24 orc pentru a obtine o noud recolta de cristale.

(5). Substanta de pe filtru a fost separata pe cat posibil de solutia mama s1 spalatd cu part
succesive de amestec alcool etilic : apd (9 : 1) sau cu alcool denaturat pani cind filtratul devine slab
colorat.
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Produsul obtinut a fost uscat la 40°C in atmosfera lipsita de oxigen. In final s-au obtinut
aproximativ 350 g de acid, tinindu-se cont si dc a Il-a recoltd de matcrial recuperat din solutia mama.
Produsul scparat mai sus, a avut valori alc punctului de topirc cuprinsc intre 155-159°C. in continuarc
produsul a fost recristalizat din alcool etilic de concentratie 95%, obtinindu-se un produs cu punct de
topirc de 158-162°C. Schema bloc de operatii este prezentata in figura 3.29.

Colofoniu CH .COOH 98%
- INCALZIRE LA REFLUX o
FILTRARE o
N reziduuri
| RACIRE |
cristale pure de acid abietic
s
]( INSAMANTARE
CRISTALIZARE
[ FILTRARE LA VID |
| f ~  filtrat _
C,H OH: Apa(9:1)
,r 4
SPALARE
‘ ‘ !
| USCARE LA VID j
| solutie alcoolicd
MOJARARE C ,H OH 95%
L
RECRISTALIZARE

Acid abietic

Fig. 3.29: Schema bloc de obtinere a acidului abietic prin metoda lui Steele

Alcoolul etilic (96%) a fost considerat mai eficient decidt metanolul sau acetatul de etil, pentru
recristalizarea acidului abietic,dinl00 g acid abietic impur dupd o primi recristalizare din etanol
randamentul a fost cu 30% mai mare decit daca recristalizarea s-ar fi facut din metanol. Puritatea
acidului recristalizat din alcool etilic a fost de 75% fati de numai 55% in cazul acidului abietic
recristalizat din acetat de etil. Purificarea acidului abietic brut este in mod obisnuit o sarcini laborioasi
solicitind cnistalizin numeroase din alcool esteri organici, acizi carboxilici. De asemenea, se poate
intimpla ca in timpul recristalizirilor repetate impurititile constituite din acizi rezinici izomri ai
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acidului abictic. ca urmarc a incalzirii si s¢ izomerizeze, trecand aldturi de acidul abictic levogir sub
forma enantiomerului sau optic dextrogir {151.

Pentru purificarea acidului abietic izolat din colofoniu, Kesler a utilizat metoda sarm complexe
dc sodiu. Astfcl in timp cc acidul abictic cstc solubil in ctanol, sarca complexa ¢ greu solubila (0,25
mg/l) s1 insolubild in apd. Pentru obtinerea sarii complexe a fost necesard izomerizarea in prealabil a
acidului continut in colofoniu pentru ¢i in forma dextrogir nu sc obtinc sarca complexa ci cca ncutra.
Pentru izomerizarea acidulului d- abictic la acid 1-abictic, Kesler a folosit acidul clorhidric sub forma
de solutie apoasi 10% concentratie.

Colofoniul a fost dizolvat in alcool ctilic ficrbintc, astfcl incdt si sc obtind o solutic de 33%. In
continuare solutia de risini a fost izomerizati prin adiugarca a 200 ml solutic dc acid clorhidric 10 %,
sub agitare continui timp de 5 minute. Etapa urmétoare a constat in neutralizarea mai intii a acidului
clorhidric cu o solutie dc hidroxid dc sodiu §i adiugarca unui cxces de solutie alcalina astfel incat sa se
ncutralizeze circa o cincime din cantitatca dc acid abictic continut in colofoniu. Dupad racirc
cristalizeaza sarea complexa de sodiu (CysH;0COONa- 3C2H30-), care dupa separare si spalare cu
alcool, se trateazi cu acid clorhidric solutie 1N cand se obtine acidul abictic de puntate inaltd [152].
Avantajul folosirii siri complexe pentru separarea acidului de cantitifile de impuritagi prezente in
colofoniu in special de produsii de oxidare a1 acizilor rezinici priman consta in absenta recnstalizarnlor
numeroase, operatii consumatoare de timp si solventi adesea toxici cazul metodei lui Steele precum si
in absenta distilini fractionate cazul metodei lui Levy

O purificare mult mai eficace este pe calea sarunlor lut cu baze organice. cateva dintre aceste
saruni fiind preparate de Balas , Dupont §1 Desalbre [153].

Conversia acidului abietic levogir 1n dextrogir s-a realizat pnn intermediul acidului
diclordihidroabietic care este cnstalin s1 usor de punficat. Acest acid a putut fi obtinut direct din
colofoniu prin saturare cu HCI concentrat intr-un vas de reactic ctang. Astfel, un amestec de colofoniu
si acid acetic 98% a fost introdus intr-un vas de reactie si incdlzit la fierbere timp de 4 ore. Amestecul
de reactie a fost apot rdcit la 0°C g1 saturat cu HCl concentrat fiind mentinut timp de 2 siaptamani la
temperatura camerei. Dupa filtrare in vid, partea solidd a fost supus recnstaliziri din acetona si,
ulterior, din acetat de ctil, obtindndu-se acid diclordihidroabictic. Acelasi procedeu sc folosegte si daci
se porneste de la acid abietic obtinut prin una dintre metodele de izolare din colofoniu. in continuare a
au fost adaugate, in pérti egale la intervale de 5-10 minute 200 ml solutie fierbinte de etoxid de sodiu
(17.5 g sodiwu s1 175 cm’ etanol absolut). Amestecul de reactie a fost incilzit la reflux timp de o ord
dupa care s-a addugat apd pentru dizolvare §i excesul de ctanol a fost distilat. Sapunul-reziduu a fost
apoi diluat in 3 litni de apa. Solutia a fost filtrati i filtratul acidifiat cu solutie de acid hidroclorhidric,
obfindndu-se un precipitat alb. Dupa filtrare §1 recristalizare din metanol, s-a obtinut acidul d-abietic
[18]. Schema bloc de operatii este prezentata in figura 3.30.
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Fig. 3.30: Conversia l-acidului abietic in d-acid abietic
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3.4.2. Elucidarea structurii acidului abietic prin metode moderne de analizi

Acidul abietic CAS [514-10-3], (acid |3-izopropilpodocarpa-7,13-dien-15-oic) [33] (figura 3.31),
izolat din colofoniu a format obiectul a numeroase studii de analizd structurald avand un schelet
hidrofenantrenic asa cum rezulti din dehidrogenarea cu sulf (Vesterberg 1903, [19]) sau cu paladiu
depus pe cirbune care duce la o hidrocarbura aromatica, retenul CsH,s (figura 3.17), reacfie in care se
elimini in afard de gruparea carboxil §i un metil care nu poate fi decat un metil angular. Din aceasta
constatare si inind seama de principiul constructiei izoprenice, s-a dedus scheletul moleculei.

20COO0H
Fig. 3.31: Formula structurald a acidului abietic

Locul celor doua duble legatun, a fost stabilit atit prin degradin oxidative sistematice, asa
cum indica transformirile de mai jos, cit i prin analiza spectrale de UV, Raman [154] si IR [155]

QiSPA
s COOH H, OOH

Acid abietic Reten Acid levopimaric

Astfel in spectrul de absorbtie in ultraviolet acidul abietic are o bandi principale la 241nm ceea ce
sugereazi ci cele doud duble legituri sunt distribuite pe doui din cele trei inele. In spectrul Raman se
remarci vibratiile din regiunea 1600cm™, iar in spectrul de IR vibratia de valenti a legiturii C=0,
apare la 1690 cm 'iar absorbtiile atribuite cuplajului vibratiei de deformatie a grupei OH cu vibratia
de valentid C=0 apar la 1420 respectiv la 950 cm™ acestea fiind considerate drept caracteristici pentru
identificarea acidului abietic. In figura 3.32 se prezinta spectrul de IR al acidului abietic in pastild de

bromura de potasiu [155].
100 b +
r% W
750 §
|
mni {
250 : {
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Fig. 3.32: Spectrul de vibratie -rotatie a acidului abietic in KBr,[155]
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Analiza structurii acidului abietic prin resonantd magnetici nucleara (‘H-RMN si “C-
RMN) a fumizat informati despre prezenta unor grupan functionale g1 despre structura lor partiala
prin intermediul deplasarilor chimice (8y respectiv 8¢ ). Dc ascmenca, constantcle de cuplarc dintre
protoni au ajutat la identificarea protontilor invecinati ceea ce a permis elucidarea pozitiei celor doud
duble legituri, spectrele d¢ RMN demonstrand ca dublele legatun din structura acidului abietic sunt
conjugatc dar distribuitc ficcarc pe citc un ciclu de 6 atomi de carbon. Cu toatc accstea rezolufia
spectrelor de 'H-RMN simple este adesea insuficienti pentru a permite calcularea tuturor constantelor
de cuplaj importante care si duci la stabilirea cu certitudine a structuri moleculare a unui compus
organic. De aceca, in acest caz s-a apclat la dubla rezonanta carc a dus la simplificarca spectrelor prin
decuplarea spinilor protonilor, adici la reducerea multiplicitifit semnalelor reusindu-se astfel
localizarea dublelor legitun la atomii de carbon C7, respectiv la C13, (figura 3.31). Totodata s-a reusi
sd se demonstreze ¢i gruparea carboxil este situatd aproape de planul comun al ciclunlor hexagonale s1
de cealalti parte a planului fata de radicalii metilici respectiv 1zopropil. O alta utilizare a RMN-ulu: de
dubla rezonanti a fost posibilitatea localizani moleculelor de acid abietic 1 a interactiumlor sale cu
componentii fosfolipidici ai membranelor celulare in scopul descifrani mecanismului de actiune cu
caracter toxic pentru unele organisme [156, 157,158]. In figura 3.33 se prezinta spectrele de rezonanta
magnetici nucleard 'H-RMN (a) si "C-RMN (b) ale acidului abietic obtinute cu ajutorul unui
spectrometru tip Bruker DRX-300, folosind ca solvent cloroformul deuterat iar ca etalon
trimetilsilanul (TMS) [155].
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Fig. 3.33: Spectrele de 'H-RMN (a) 5i >C-RMN (b) ale acidului abietic in CDCl,[155]
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Spectrometria de mas# prin ionizare electronici (EI-MS) a fost de asemena de un real
folos pentru elucidarea structurii acidului abietic astiz spectrul siu de masi putind fi gisit in bazele
de date care au acest profil. in figura 3.34 a) este prezentat spectrul de masi obtinut prin EI-MS la 70
eV al acidului abietic iar in figura 3.34 b) sunt redate citeva exemple referitoare la posibilele cai de
fragmentare ale ionului molecular de acid abietic.

-5

N

mie= 121

CH,
: l HyC
b)

Fig. 3.34: a) Spectrul de masd (EI-MS, 70eV) al acidului abietic; b) principalele cdi de fragmentare ale
ionului molecular de acid abietic

Aceasta repartizare a celor doud duble legituri pe doui cicluni diferite gi-a gisit aplicafii in
posibilitatea sintezei unor compusi oxigenati prin reactii de oxidare selectivd a unei singure duble
legdturi, compusi care sunt similari celor obfinufi in prima etapd a procesului de biodegradare a
acidului abietic de citre microorganisme. Folosirea acestor compusi oxigenati sintetizati ca §i
precursont ai reactillor de rupere a ciclurilor a permis accesul la descifrarea mecanismului
biodegradarii acidului abietic prin obtinerea pe cale chimici a produsilor similari celor de
biodegradare [160].
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QOdata stabilitd formula structurali a acidului abictic, accsta a putut fi detcrminat cantitativ din
cele mai diverse surse: colofoniu. apele uzate de la fabnicile de prelucrare a lemnului, hartier, din
compozitia vopsclclor utilizatc pentru tabloun, fresce, din rdsinile utilizate de antici pentru astuparca
amforclor. ctc. Primele metodc de analiza a continutului dc acid abictic au fost cclc cromatografice si
in special gaz cromatografia (GC). Aceasti tehnica se foloseste in special cand amestecul de analizat
are o compozitic complexa (ex. oleorczina), dar o cerintd importantd pe care trebuie sd o indeplincasca
probele de analizat cstc accca dc a fi suficient de volatile pentu a putca sd strdbatd coloana
cromatografici in fazi gazoasi ceea ce inseamna ca se exclud acei compusi cu greutate moleculard
marc. Trebuie mentionat insd cd in cazul compusgilor macromoleculan din clasa diterpenoidelor cu
tendintid de polimerizare. impcdimentul slabei volatilititi a fost rczolvat prin cuplarca CG cu MS.
Compusii trebuie de asemenea si fie stabili termic pentru a evita descompunerea acestora in faza
gazoasi.In cazul acidului abietic si in general al acizilor rezinici este necesard denvatizarea pentru a
creste volatilitatea si stabilitatea acestora in faza gasoasa. La inccputul utilizdrii GC sc folosca ca agent
de denvatizare diazometanul (CH-N,) acizii fiind transformati in estert metilici. Astizi insa
diazometanul a fost abandonat in mare parte datoritd toxicitatii gi instabilitdfn sale fiind inlocuit cu
tnmetilsilildiazometan (CHN,Si(CHs);) care reactioneazi cu metanolul in amestec la temperatura
camerei conducdnd la trimetilsililmetanol si diazometan conform reactitlor din figura 3.35 (a). Acesta
din urmi reactioneaza cu acidul analizat in modul obignuit [161].

O alta metodi de denvatizare este tnmetilsililarea care conduce atat la formarea de esteri cat s
de etert tnmetilsililici in conformitate cu reactile din figura 3.35 (b). Un dezavantaj al acestei metode
de denvatizare il constituic susceptibilitatea produsilor denivatizati rezultati la mdrolizd ca urmare a
prezentei urmelor de apa. De ascmenea, aceastd metoda cste mai dificil de aplicat in cazul acidului
abietic §1 al compusilor diterpenoidict in general, ca urmare a faptului cd in cazul cuplam
cromatografiet de gaz cu spectrometria de masa, spectrele de masi ale acestor compusi nu pot fi
comparate cu cele raportate in literatura de specialitate [162, 163] motiv pentru care inca in cazul
acidului abietic se foloseste metilatilarea ca procedura de denvatizare.

a) CHN,S(CH,); + CH,0OH — CH,0Si(CH,), + CH,N,

CHN, + RCOOH ——— RCOOCH, 4 N,

Si(CH
RCOOH T . Rcoosi(CH,)

Si(C
b) ROH i ROSI(CH,),

Fig. 3.35; Proceduri de derivatizare: metilarea grupelor carboxil prin trimetilsilildiazometan(a);
trimetilsililarea grupelor carboxil si hidroxil cu un agent de silatilare (b)

Recent a fost pusd la punct o noud procedurd de derivatizare a acizilor rezinici care fac
obiectul monitorizari nivelului lor in apele uzate de la fabricarea hirtiei prin analizi cu ajutorul
elctroforezei capilare in ciclodextrine. Procedura implica reactia dintre acizii rezinici §i un colorant de
fluorescentd 4-brom metil-7 metoxicumarina in prezenta carbonatului de potasiu. Atit analizele de
HPLC cit si cele de MS au relevat ca derivatizarea a decurs firid a se forma produsi secundan iar
estern au fost obtinuti in cantitéti cuantificabile [164].

Pentru determinarea continutului in acid abictic din rasinile folositc de citre romani pentru
sigilarea amforelor cu provizit §i bautura, Dominguez a pus la punct 0 noui metodi de derivatizare a
acizilor rezinici care consti in tratarea probelor analizate cu metilcloroformiat (MCF) intr-un mediu
de reactie alcatuit dintr-un amestec de acctonitril/api/metanol/piridind intr-un raport dc 7:1:1:2, pentru
obtinerea esterilor, operatie utila mai ales ca scurteaza timpul afectat derivatizirii si foloseste cantitifi
foarte mici de proba [165].

Progrese majore au fost facute nu numai in legiturd cu tehnicile de derivatizare dar si in
legaturd cu umplutura coloanelor cromatografice. Astfel s-a ajuns la concluzia ci un bun suport
cromatograﬁc pentru compusu terpenoidici il constituie azotatul de argmt (complex m) simplu sau
impregnat in gel de silice in cadrul analizei preparative de HPLC si TLC. In acest context sc
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mentioneazi cercetirile lui Lam [166], care a reusit si dezvolte o tehnicd de cromatografica
preparativa, pentru separarea acizilor rezinici in cantitifi de ordinul gramelor sub formd de esten
metilici,pe bazi de azotat de argint impregnat cu gel de silice

In cazul in care compozitia amestecului de analizat este formati din compusi diterpenoidici
greu volatili ca urmare a caracteruli polar sau ionic ceea ce nu corespunde cu cerintele GC, se poate
folosi cu succes tehnica analizei cromatografiei de lichid de inalti performanti (HPLC). Acecastia
metodi este adecvati unui numir mai mare de compugi organici in comparatie cu tehnica GC. Spre
deosebire de CG, temperatura de lucru este de reguld mentinuti la valoarea temperaturiii camerei
ceea ce permite analizarea §i a acelor compusi care nu sunt stabili termic si in plus nu este nevoie de
procedura preliminard de derivatizare. Un alt avantaj al utilizinii HPLC il constituie faptul ca exista
posibilitatea folosirii detectoarelor de UV. Principalul dezavantaj al HPLC-ului fati de GC in cazul
analizei acidului abietic din amestecurilor de acizi rezinici este imposibilitatea de a determina formele
izomere ale acidului in mod individual. Din amestecurile de diterpenoide acidul abietic este separat in
mod obignuit prin trecerea unei solutii alcoolice (metanol) de proba printr-o coloana C8-C18 cu faza
inversd, prin eluare, folosind un amestec de eluenti alcatuit din acetonitril/apd sau metanol/apa in
diferite rapoarte, detectarea prezentei acidului fiind asigurati de un detector de UV/VIS, [130, 167]. in
figura 3.36 este redat un exemplu de cromatogramai a unui amestec de acizi rezinici, folosind un aparat
HPLC Waters 2690 cu coloani tip C8 (250x 2,0 mm) cu fazi inversi, faza mobila fiind un amestec
de acetonitril/apa 80:20 (vol/vol).

12 40 Ip A
100 8.75 DHA
1__.43 Neo __ 12.46 AA

=

=

=

<

=

&

=

o —r —

6.00 7.00 8.00 95.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 156.00 10.00 17.00¢
Timp de retentie [min]}

Fig. 3.36: Exemplu de cromatogramd a unui amestec de acizi rezinici obtinutd prin tehnica de
HPLC,[167]

Cei patru reprezentnti ai acizilor rezinici (acizii dehidroabietic (DHA), neoabietic (Neo.A),
izopimaric (IpA), abietic (AA)), au putut fi detectati intr-un interval de timp de 8-13 min. Cu toate ci
tehnica de analizi a compugilor organici prezintz'x avantaje in sensul asigurarii unei sensibilititi si
a timpilor de retentle corcspunmton lzomenlor de pozitie ai acidului abictic [168]. Pentru o buni
separare a componeutelor acide din amestecul de acizi rezinici, este recomandabil ca pH-ul fazei
mobile si fie cit mai scizut (sub 6 in cazul acidului abietic) pentru a impiedica ionizarea acestora
[169,170]. Combinarea cromatografiei de lichide folositd in scopuri preparative cu GC-MS pentru
analiza fractillor HPLC colectate a dat rezultate mult mai precise in special in cazul determinirii
compozitiei in compusi diterpenoidici a unor vopsele pe bazi de rdsini de conifere folosite de pictorii
renascentisti [171].

Amestecurile mai complexe cum sunt produsele finite (vopsele, adezivi, produse cosmetice,)
care confin in compozitia lor acid abietic care se giseste sub formi polimerizati si care sunt greu
volatile sau putin solubile in solventi organici sumt deseori dificil de amalizat prin metodele
cromatografice chiar dacid ele sunt cuplate cu spectrometria de masid. Din aceste motive Direct
Temperature Resolved Mass Spectrometry,(DTMS) este o tehnicd foarte potrivitd pentru analiza
compusilor diterpenoidici in general si in special a derivatilor acidului abietic cu structurd complexa

[172,173]. in figura 3.37 sunt reprezentate schematic etapele ce trebuie parcurse in cazul metodei de
analizi DTMS.
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Fig.3.37: Diagrama etapelor de lucru pentru metoda DTMS

in cazul acestei metode, proba de analizi este incilzitd prin intermediul unui filament de
Pv/Rh (9/1) avand diametrul de 100 microni, filament plasat chiar in camera de ionizare. In acest mod
odata cu incilzirea probel, evaporarea §i piroliza ei are loc §1 1onizarea moleculelor volatilizate. In
cadrul acester metode se pot aplica diferite moduni de ionizare, cum ar fi de exemplu ionizarea
electromca (EI) sau ionizarea chimica (CI). De asemenea pentru analiza compusilor diterpenoidici este
preferabild o ionizare electronica de energie joasd (16eV) in scopul mimmizini fragmentiri
compusilor analizati i astfel s se poatd obtind informatii referitoare la structura moleculard a
compugilor. Ca urmare a faptului ci in interiorul camerei de ionizare vidul este de ordinul10* Pa
oxidarea (arderea) probei este imposibild. Separarea compusilor din proba de analizat se face in functie
de volatilitatea compusilor, acestia fiind separafi in ordinea crescitoare a masei lor moleculare prin
cresterea graduala a temperaturii probei. Compugii cu masd moleculard mai mica (acizi gragi, anumiti
acizi rezinici in forma monomera, ceruri) se volatilizeazi la temperatun mai joase, in timp ce fractile
macromoleculare (formele polimere ale acizilor rezinici, proteine, polizaharnide, siruri cu metale ale
acidului abietic) sunt separate la temperaturi mai inalte printr-o degradare pirolitici, in paralel, in
fiecare secundi fiind inregistrat spectrul lor de masi. Ionul total curent (TIC) (figura 3.38), rezultat
prin

Zona de Zona de
aevaporare piroliza

Intensitatea %

Temperatura ———— &

Fig.3.38: Modul de reprezentare graficd a ionului curent total (TIC)

inregistrare, va furniza informatii atit despre partea volatila cat si despre cea polimerici din proba.
Datele experimentale pot fi reprezentate si sub forma spectrului de masa care, in acest caz este un
spectru de masa total care asigurd o imagine completi despre compozifia calitativd §i adeseori
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cantitativd a probci analizatc. Avantajclc accstci mctode sunt marca ci scnsibilitatc dc ordinul

picomolilor. aplicabilitatea ei la diferite clase de compust organici st nu numai, abscnfa etapelor de

pregatire a probelor i timpul scurt al analizei efective (ordinul minutelor) [173].

Din accasti scurtd trceerc in revistd a stadiului de dezvoltate a metodelor de analiza carce se
folosesc la ora actuald pentru investigarea compusilor diterpenoidci in general, respectiv a acidului
abietic in particular, putem deduce urmitoarele concluzii :

1. Cromatografia dc gaz sc aplica dc cclc mai multc ori cuplatd cu spectromcetria dc masa in analiza

acizilor rezinici dar cu rezerve in situapile in care in probele supuse analizei confin numerosi

compusi oxigenati polari carc nu pot fi detectati prin accasta tehnica, conducand astfel la eron in
interpretarca rezultatelor.

Cromatografia de lichid cu vananta et HPLC s-a dovedit a fi o tehnicd adecvata pentru

investigarea rapida si cu sensibilitate apreciabila a acidului abictic, la ora actuald cunoscandu-se o

scric de variante uncle chiar standardizate. Principalul dezavantaj al acestei metode ramanc insad

imposibilitatea detectarii 1izomertilor de pozitie at acidului abaetic.

3. Analiza RMN in diferitele sale vanante este potrivitd pentru elucidarea structurii unor compusi noi
derivagi ai acidului abietic cum ar fi esterii, amidele si uneon sarunle de amoniu.

4. Spectrometria de masa folosita singura ca metoda de fingerprint (DTMS-ul cu difente vanante de
ionizare) pentru identificare unor compusi noi sau a acelora care nu pot fi dctectati prin alte
metode analitice, sau cuplati cu metodclec cromatografice s-a dovedit de departe cea mai
avantajoasi in cazul diterpenoidelor furnizind cele mai detailate informatii privind atat analiza
calitativa cat si cea cantitativa.

!\)

3.4.3. Referinte bibliografice privind ob{inerea si caracterizarea sarurilor acidului abietic
3.4.3.1. Metode de obtinere si caracterizare a sarurilor acidului abietic cu
metale alcaline

incercarile experimentale {151,152} au relevat faptul ca daca se trateaza o solufie alcoolica de
acid abietic cu o cantitate stoechiometrica de solutie de hidroxid de sodiu de o anumita concentratic, se
obtine abietatul de sodiu conform reactiei:

C19H29CO0H + NaOH — C|9H29-CO0Na + Hzo
acid abietic abietat neutru de sodiu

Dupont §i colaboratorii sdi [174] au obtinut abietatul acid de sodiu prin tratarca unei solutii
alcoolice a acidului abietic cu o patrime din cantitatea necesard de NaOH pentru neutralizare. La
concentrafii muci ale solutier alcoolice de acid abietic se separa dupa un anumit timp cristale in forma
de ace. Sarea obtinuti este un abietat de sodiu acid cu formula moleculard: CyoH,00:Na * 3 CyH300,
cu punct dc topire 170-175°C si rotatia specifica [a] = - 80°. Sarca este solubila in alcool pentru o
concentratie pana la 2,5%, altfel este greu solubila atit in etanol cat si in apa .

Produstii izomorfi cu acid abietic (I-pimaric, sapinic, alpinic) nu dau siruri acide, motiv pentru
care sarea complexa a acidului abietic permite separarea acestuia de ceilalti acizi primari prezenti in
rasinile de conifere. Pentru obtinerca cantitativa a sirii complexe a acidului abietic, este insi necesar
izomerizarea acidului, carc poate avea loc sub actiunca solutici apoasc de acid clorhidric 10% sau sub
formi de gaz. In aceastd situafie s-a constatat ci pentru o anumitd concentratie a sirii, randamentul
rcactie creste la inceput cu durata procesului, ajungind la un maxim 75%, dupi care scade datoriti
modificdrilor pe care le sufera acidul abietic sub actiunea acidului clorhidric.

Ellingson s1 colaboratorii {175} au obtinut sirurile alcaline de sodiu st potasiu ale acidului
abietic sub forma cristalini §i foarte pure prin neutralizarea acidului cu baze diluate urmati de
concentrarea in vid si doud recristalizari din etanol. Abietatii metalelor grele s-au obtinut din abietatul
de sodiu si clorurile respectiv sulfatii metalelor grele. Sarurile solide obtinute s-au spalat cu benzen
fazi la carc abietatii metalelor grele se solubilizeazi si astfel pot fi purificai. Cercetiitorii au obtinut
abietatul de staniu in benzen din clorura de staniu si abictatul de sodiu cind s-a format un produs cu
formula Sn(C50H3505), - 4(C10H300,).

Steele descric o metodi pentru obtinerea sarurilor acidului abietic cu metale grele (Mn, Pb,
Co, Ni, Fe, Cr) aseminitoare cu cea descrisa de Ellingson. Cercetiitorii au constatat de asemenea, ci
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toatc sirurile. cu cxceptia sarii bazice de crom. au fost solubile in benzen, precum si faptul ci sarurile de
fier si crom confin un exces de acid abietic.

Edmund si Wilmington [176] au obtinut abictati alcalini prin urmétorul procedcu: acidul abietic
suspendat intr-un fluid s-a ncutralizat cu alcalii sub forma dc hidroxizi sau carbonai. Dc menfionat cé,
pentru precipitarea sarunlor alcaline sub forma cnstalini. s-a adiugat un solvent carc nu este muscibil cu
fluidul in care se afla suspendat acidul abictic, dar nici cu solutiile dc alcahi. Cercetatorii an folosit ca s1
solvent gazolina. Astfcl. amestecand o parte colofoniu contindnd urme de acid abictic cu doud parti
acetona fierbinte si folosind aceeasi cantitate de hidroxid de sodiu s-a constatat ci masa de sare neutra
a fost prea mici pentru ca metoda si fie considerati cantitativa. Dacd, insa, s-a adiugat solutie de acid
clorhidric de difcrite concentratii. s-a constatat ci. pentru o anumiti concentratic a acidului,
randamentul de reactie creste cu cresterea impulut de reactie, atinge un maxim (datoritd faptului ca
acidul anorganic determini izomerizarea acidului abietic prezent in colofoniu), dupa care scade ca
urmarc a denaturarii acidului rezinic de catre acidul clorhidric.

Hoganei a folosit pentru obtinerea abietatului alcalin urmatoarea regeta: 30 g acid abietic s-au
dizolvat in 60 g alcool etilic de concentratic 96%. Solutia alcoolicd obtinuti s-a tratat cu solutie de
hidroxid dc¢ sodiu respectiv potasiu de 10% concentratic. Amestecul de reactic s-a distilat in vid, pana
la sec. cind s-au obfinut abietati respectivi, sub forma cristalina de culoare alba [177].

Chiar daci au fost puse la punct metode de sintezd a sarurilor cu metale alcaline acestea se
formeaza si pe cale naturali [2]. Spre deosebire de acidul de la care provin, sdrurile de sodiu si potasiu
sunt solubile in apa si exerciti proprietati tensioactive care la fac utile in industna sapununlor dar nu
numai. Astfel abietatul de sodiu si-au gasit aplicati g1 in industna hartiei atat ca adeziv [178], dar s1 ca
principalii compusi care pot si reducd continutul de acizi rezinici din apele uzate de la fabricarea
hartie1f179]. iar abietatul de potasiu se foloseste ca emulgator in reactiile de polimenzare de la
fabricarea cauciuculut sintetic (180, 181].

De fapt chiar procedeul in sinc de fabricarc a pastei de lemn are ca scop solubilizarca acizilor
rezinici din masa lemnoasa prin saponificare iar modifican ale valorii pH-ulut atit in domeniul alcalin
cét si in cel acid vor influenta vizibil comportamentul abietatilor alcalini. Daci apele de la fabricarca
pastei de lemn au un pH acid < 5.6, atunci abictatii metalici solubili pana la accasta valoare vor incepe
sa precipite sub forma acidului abietic, sau moleculele de sare vor incepe si se asocieze intre ele sub
forma de micelii comportindu-se ca §i sarurile acizilor grasi prezenti si ei in apele pirolignoase de la
fabricarca pastei de lemn. Dc asemenca, acestia sc pot asocia cu altc substangc organice prezente in
apa cum ar fi lignina. Acest fenomen de asociere se poate observa st cu ochiul liber prin apanfia unui
strat de spuma la suprafata de separare lichid -aer dar mai ales prin misuratori ale tensiunii interfaciale
carc demonstreza o sciderca mai marc a valorii acestci mirimi in prezenta abictatilor metalici dar
totodata s1 in prezenta in solutia apoasa a acidului abietic. O valoare alcalind a pH-ului determini de
asemenea posibilitatea precipitiarii acidului abietic in situatiile in care tina ionicd a solutiei depaseste o
concentratic a ionilor de sodiu de 2M. Ccrectirile experimentale au relevat faptul ci pentru a
impiedica precipitarea acizilor rezinici in apele reziduale din industria prelucriru lemnului sunt
necesare de luat o serie de conditii §i anume : un raport al fractiei de acizi rezinic/acizi gragi de 1:1
sau 1:2; o concentratie a sdrurilor anorganice de sodiu si/sau calciu de 0,1-0,3 M: diluarea apelor uzate
alcaline pana la valon ale pH-ului de 6,3-6,5, precum si o temperatura care si depaseasca 30°C in faza
de epurare [182, 183].

Cercetdn destul de recente [95] au remarcat ci atdt acidul cit sarurile sale cu metale alcaline
au proprietati amfipatice, actdul abietic prin faptul ca este nevolatil §1 greu solubil in apa cu tendinta
de asociere in forme dimere sau trimere acumulindu-se la interfata aer-lichid, iar sirurile prin partca
lor hidrofila sc vor ancora in stratul apos in timp cc partea lor hidrofoba cstc respinsa la suprafata in
faza gazoasid. Aceasta propnetate are o importan{i deosebitd in procesul de biodegradare a acidului
abietic si a sarunilor sale metalice dupa cum o demonstrazi si rezultatele experimentale cu privire la
scaderea tensiunii interfaciale solutiilor apoase ce contine acid abietic, la suprafata de separare acr-
hichid in cazul in care solufia a fost inoculati cu Mortierella isabelina. Se presupune ci aceasti variatie
a tensiunii interfaciale este rezultatul unei cresteri a concentratiei de compusi cu proprietit
tensioactive care determind astfel trecerea din faza gazoasd si solubilizarca acidului abictic in faza
hichida. Totodata s-a presupus ci acesti compusi cu proprietiti tensioactive ar putea proveni chiar din
procesul de biodegradare al acidului abietic avind in vedere cd specia de microorganism inoculati
transforma acidul in compusi mai putin toxici prin intermediul unor reactii de hidrolizi la inceput la
atomul de carbon C2 iar apoi la atomul C15 sau C16. Prezenta acidului abietic sub formi de abietati
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alcalini scurtcazi pcrioada dc biodcgradarc de la 14 zile la 9 zilc daca sc foloscste acceasi specic de
microorganism |184].

Cercetitorul Rudolf Lorcnz {185]. a constatat ca solutiilc dc abictati de sodiu §1 potasiu sufera
o rapidd imbatrinirc carc sc manifcstd prin modificarca tensiunii superficiale, rczultind o corclarc
foarte buni intre valonile tensiunit superficiale calculate dupa relatia Gibs si cele masurate pe solutit
proaspat prepararate
Abietatii de sodiu §i potasiu sunt substante cnistaline. de culoare alba, avand puncte de topire ndicate
220-225°C (219°C), conductantele la 20°C au valon dc 4,5 mS respectiv 4,8mS. [186], indicu de

refractie, {17 ] =1.55443 respectiv 1,5448 [187), rotatiile specifice a solufiilor de concentrajie 1M in

apa, [afl;)0 = -75 respectiv -80°. Sarurile sunt solubile in apa, cu formare de spuma abundenta la agitare.
La incilzre se descompun prin decarboxilare. De asemenea, pot avea proprietiti antimicrobiene fata de
unele specu de fung) [188].

3.4.3.2. Metode de obtinere si caracterizare a sirurilor acidului abietic cu
amine alifatice si alchilolamine

Primelc incercari de obtinere a compusilor cu azot ai acidului abictic au fost facute inci de la
inceputul ~“amilor 30 cand s-a observat ca acesta in prezenta amoniacului (gazos sau sub formi de
hidroxid de amoniu) pot conduce in functic de anumite valon ale temperaturu la saruni de amoniu sau
la amide. Astfel daci acidul abietic cste tratat cu amoniac gazos in exces §i incdlzit treptat se obtine
intr-o prima etapa sarea sa de amoniu sub foma unui fluid vascos de culoare galben-grun care daca
este incilzit in continuare pani la 200°C, prin eliminare de apa se transforma in amida corespunzitoare
[189]. Reactia de amonoliza poate fi redata schematic astfel:

C19H2s COOH + NH; — C19HngOO'NH4* I C1sH2sCONH; + H,0O

In cazul in carc amoniacul sc inlocuicste cu aminc sc obtin in prima etapa, cind temperatura
de reactie nu este prea mare, siruri numite sipunuri care prin incilzire trec ulterior in amde
substituite. Formarea amidei din sarea de amoniu nu este un proces direct de eliminare de apa din
aceasta sarc. Fiind sarurile ale unor acizi slabi cu bazc slabe (amoniac sau aminge), sarurile dc amoniu
ale acizilor abietic1 disociazi la cald in acid si amoniac (sau amine). Amoniacul sau amina se
aditioneaza apoi la grupa carbonil a acidului dand intermediarul tetraedic de aditie din care se elimina
molecula dc apa {190,191]

Pe baza reactier dintre acidul abietic si aminele alifatice (di-amilamina, l-bornilamina)
[153,192] s-a putut purifica acidul izolat din colofoniu sau din contri s-a realizat separarea
cnantiomerului levogir din amestecul de acizi rezinici continuti in colofoniu. Pentru a asigura insd un
randament bun de punficare sau separare trebuie luat acidul intr-un anumit exces §1 nu amina, o
temperatura de reactie relativ moderati iar timpul de reactie nu trebuie si depaseasca 30 min. in plus
s-a constatat cd in cazul aminelor alifatice di i trisubstituite, sarurile respective au propnetiti capilar-
active putand fi folosite ca agenti emulsionanti la prelucrarea fractiunilor grele petrohiere 193] . De
asemenea in urma cercetirilor s-a reusit obfinerea si de sdpunuri ca urmare a reactiilor dintre acidul
abictic i poliamine preferandu-se in aceste cazuri §i adausul de acizi grasi nesaturati acestia din urma
formand amide cu o grupare amino din poliamine. Astfel amestecul mol la mol dintre acidul abietic si
acidul oleic adus in fazi fluidd prin incilzire la temperaturi de 90-95°C, s-a tratat cu un mol de
dietilentriamind sub agitare continui si la temperaturi de 120-125 °C pana cind probele prelevate din
reactor 1 titrate cu hidroxid de sodiu 0,1IN, in prezenta de fenolftaleini, au aritat ci un singur mol de
acid a fost neutralizat. in urma reactici acidul oleic formeaza amide cu o grupare amino iar celelalte
grupdn amino- din molecula triaminei sunt transformate in sdruri prin reactia cu acidul abietic [194].
Tratarea acidului dehidroabietic cu amine alifatice in anumite conditit poate conduce la obtinerea unor
agenti anionici folosifi ca umectanti in industria textila.[195].

Reactia acidului abietic de inalti puritate cu hexametilendiamini in etil-metil-cetond la
temperatunn sub 70°C a condus la obtinerea unui precipitat cu formula moleculard
H.N(CH,)sNH"5 C1oH;0COO" care s-a dovedit a fi stabil doar la adaugarea unei solutii de HCI 10%
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astfcl incat pH-ul sa fic ncutru. Suspcensia astfcl obtinuta arc caracteristici tensioactive dar si germicide
putand fi folosita la curatarea toaletelor [196].

Cercetdn recente au relevat faptul ci acidul abictic poate forma saruri si cu monoaminele alchilate. Un
cxemplu in acest scns il constituic mctoda de obtincre a sani dc N.N-di-amilamini. O solutic acctonica
formata din acid abietic s1 N.N-di-amilamina supusa fierberi1 timp de 10 min a condus la obtinerea
sdni brute cu un randament de peste 90%. Dupa punficarea acesteia din ctanol s-a constatat ca dupa
cea de a patra recristalizare sarea are o puritate de peste 90,7%. Reactia ce sta la baza procesului este
redatd mai jos:

CisH:yCOOH + [CH3(CHy)isNH — > CisH,yCOO NH,'[(CH,)sCHs},

Sarea obtinuta poate fi folosita fie ca intermediar in procesul de punficare a acidului abietic, acesta
putdndu-s¢ regenera prin tratarea sinii cu acid acetic glacial si recristalizare din etanol, sau poate fi
folosita ca agent antimicrobian, inhiband complet sporularea Penculariei Onzae [197].

in functie de structura aminei (amini primara, amina secundari), raportul stoechiometric acid :
amind, temperatura de reactic, timpul dec reactic, sarurile respective pot fi mai mult sau mai putin
stabilc in sensul ¢i fie cu timpul trec in amida sau din contra refac acidul de la care au provenit, pot fi
folosite ca detergenti. insecticide. plastifianfi in special cele provenite din reactia acidului cu poliamine
alifatice, ca emulgatori pentru emulsii de tip U/A. Sarunle acidului abietic cu amine alifatice cu resturi
alchil formate din 4-6 atomi de carbon sunt substante solide care se prezintd sub formi de pulben in
general de culoare alba sau alb gilbuie, solubile atat in apa cat i in alcool, avand un pH de 7,3-8, nu
spumeaza la agitare dar in schimb marea lor majoritate pot fi folosite ca agenti de emulsificare [189].

Acidul abictic poate rcactiona si cu alchilolamincle in condifii mult mai bune decat cu
aminele, sarunle acestuia fiind mai stabile decat cele similare obtinute cu acizii grasi saturafi sv/sau
nesaturai. Astfel la tratarea separati a acizilor stearic, olcic respectiv abietic in aceleasi conditii cu
trictanolamina s-au obtinut compusi solubili in apa, cu proprictiti de spumare dar cu stabilitati difcrite
in apd st anume cel mai rapid s-a descompus cu refacerea acidului initial cel obginut cu acid stearic
(dupa 6 ore), dupa care a urmat compusul obtinut cu acid oleic (24 ore), iar cel cu acid abietic s-a
descompus mai greu (dupa cateva zile) [198].

Recent s-a constatat cd produsul obtinut prin tratarea acidului abietic cu N.N- bis (2-
hidroxietil) propiondiamini la temperaturi de 40-45 °C, folosind acetona ca solvent de reactie, timp de
20-30min estc o sarec de amoniu a acidului abietic solubild in api dar si in alcool. Detcrminarca
caractensticilor tensioactive (tensiune superficiali, CMC, capacitate de spumare, umectare
emulsionare, spalare) a relevat faptul ci sarea respectiva poate fi folositi atat ca si agent de spilare cat
si ca agent de spargere a cmulsiilor petroliere.

O schemd de obfinere a N.N-bis (2-hidroxietil) propiondiamini a pornit de la reacsia
dietanolaminei cu acctonitril la 100°C timp de 2,4 ore. in continuare amestecul de reactic s-a distilat in
vid obtindndu-sc nitrilul propionic al dictanoaminci. Produsul obtinut dupa hidrogenare la presiuni de
200 atm s1 115°C in prezenta catalizatorului Ni Raney a condus la obtinerea, cu randament de 76% a
dietanol propiondiaminei. Acesta in continuare s-a amestecat cu o cantitate in exces de acid abietic in
conformitate cu cele descrise mai sus. Randamentul de obtinere a sirii acidului a fost de 88% iar
puritatea produsului dupa 3 recnstalizin din alcool a fost de 91% [199]. Reactiile care stau la baza
obtinerii aminei sunt prezentate mai jos:

100°
NH(CH,CH,0H), + CH,:CH-CN N » (OH-CH,-CH,),-N-CH;-CH,-CN

2

HO-CH,-CH,
HO-CH,CH, \N
NH+CH,-CH-C=N + H, Ni Rane?: -CH,-CH,-CH,-NH,
HO-CH,CH, ~ > /
HO-H,C- CH,

. S-a reusit obtinerea si de saruri ale amestecului de acizi grasi i acid abietic prin tratare cu
cantititi egale (in g) de combinafii ale B-aminoalchilalcoolilor, solubile in alcool, dar si in apa.
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Adaosul de acid abietic determina o imbunatafire a proprietafilor tensioactive a sarurilor astfel objinute
ca rezultat al slabei disocieri chiar si la tratare cu o solutie alcoolicd de HCl conform reacties:

CH;sH,,COO-NH,(CH,CH,OH), —% CH,;sH;sCOO™ + "NH,(CH,CH,OH),
4—

Produsii de reactie ai acidului abietic cu mono §i dictanolamind au fost tratagi cu 10dura de metil, dupa
urmatoarea refetd: 462 parti de sare a acidului abietic cu alchilolamind au reactionat cu 140 parti de
produsi halogenura de metil in scopul dc a e imbunatati proprictatile dc agenti dc cmulsionarc {200].
Adausul la cald. la temperaturi de 85-90°C. de sarun cu mono, di- sau trietanolamina ale
amestccului dc acizi gragi si acid abictic unci cantititi stocchiometrice dc ccara tare, determini
obtincrca unci cmulsii de tip A/U carce poatc fi utilizati. prin adaus dc colorant liposolubil i o cantitate
de apa fierbinte pani cand aceasta trece in emulsie de tip U/A, ca pelicula hidrofugi. S-a constatat de
asemenea ci sdrurle acidului abietic cu mono, di- sau trictanolamini scad tensiunea superficiala a
solutitlor apoasc cu cresterea numarului dc atomi dc carbon, puterca de spumare creste pana la 12
atomu de carbon, dupi care aceasta scade cu cresterea atomulor de carbon. De asemenea, s-a observat
cresterea pH-ului cu cresterea atomilor de carbon iar abietatul de trietanolamoniu, a dat cele mai bune
rczultate la emulsionare [189].
S-au obfinut produsi capilan activi §i prin tratarea acidului abietic cu i1zoalchilolamine, dupa care
gruparea -OH secundara s-a condensat cu un acid anorganic polibazic. Procesul de esterificare a sini
a constat in incdlzirea la 140-170°C timp dc¢ 15 minutc a unui amestee echimolecular sare de amoniu-
acid sulfunic, folosind in acetoni. In prima etapa sarea de amoniu pierde o moleculd de apa
transformandu-s¢ in amida corcspunzitoarc dupid carc, sub actiunca acidului sulfuric accasta se
esterifica la gruparea hidroxil din pozifia B, trecand in forma esterulu sulfuric, conform reactiilor:

140-170° +
C19H29COOH + NH:-CH;-CH-CH;; —_— > C19H29C00. NH3-CH2-CH-CH3 —_—>

OH OH
H,SO, o)
—_—> C 19H29 C /
-2H,0 \NH-CH,-CH-CH,
OSO;H

Produsi capilari activi s-au sintetizat §i prin tratarea sdrurilor acidului abictic cu
izoalchilolamine cu acid boric in raport de 1: 0.3, sare: acid boric, prin incilzire la 110-140°C timp de
60 de min {201].

3.4. Concluzii preliminare

Din referintele bibliografice prezentate in acest capitol se pot trage urmitoarele concluzii:

1. Chimia raginilor de coniferc este complexa dar in cca mai mare partc acestca sunt alcituite din
compusi apartinind unei clase de produgi naturali cunoscutd sub denumirea de terpene, compusi
organici constituiti din unitati izoprenice

2. Componentele semnificative din compozitia oleorezinei apartin mai ales clasclor monoterpenelor
biciclice (compusi cu 10 atomi de carbon), acizilor rezinici diterpenoidici (derivati oxigenati ai
diterpenelor avand 20 atomi de carbon in moleculd) si mai putin sesquiterpenelor (compusi cu 15
atomi de carbon) indifcrent de regiunea geografici, specie sau anotimpul de recoltare a risinii;

3. Din clasa monoterpenelor biciclice se disting ca si pondere a- si B- pinenul (peste 80% din totalul
monoterpenelor sau aproximativ 34% din substanta uscati), longifolenul este reprezentativ pentru
clasa scsquiterpenclor iar din clasa diterpenoidelor ciclice se disting acizii levopimaric palustric si
abietic ponderea lor totala vartind intre 50-65% din totalul substantei uscate ;

4. Dintre cele trei clase de compusi prezenti in olcorezini, ponderea o detine clasa acizilor rezinici
(51-67%) urmati de clasa monoterpenelor biciclice (39-23%) iar la urmi clasa sesquiterpenelor cu
valori cuprinse intre 1-9,5%.

5. Pnn distilarea olcorezinei de conifere din specia Pinus sc obtine terebentina (distilatul) si reziduul
amorf, colofoniul. Acesta la randul sdu constituie punctul de plecare pentru oserie de alti produsi
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10.

11.

12.

13.

(acid abictic dc difcritc gradc de puntatc. saruri cu mctalc alcalinc i tranzitionalc, aming alifaticc,
aromatice §i etanolamine esten, compusi polimerizati, aducti Diels - Alder ), produst care frecvent
intrd in compctitic cu rasinile sintetice si uncle produsc derivate din industnia petrochimica in ccea
cc priveste domeniile de utilizare.

Din datele ce reflecta compozitia chimici a oleorezinei de conifere si a produselor sale de distilare
s¢ pot trage concluzii pnivind dircctiile cconomice de utilizare a acestora, sc pot constitul aprecien
pentru caracterizare difceritclor specii de pin in special a acclora carc din punct dc vederc
morfologic sunt similare.

Acizii rezinici §i 1n special acidul abietic principalul component al colofoniului sunt obtinuti fie
prin procesul de distilare a acestuia, fie ca produgi secundan eliberafi in apele naturale in timpul
procesarii materialului lemnos de rasinoase in vederea obtinerii pastei de lemn, precursor pentru
fabricarea hartiei.

Acizii rezinici. diterpenoide naturale triciclice cu o singurd grupare carboxil apartin in general la
doui tipuri - abietic si pimaric §i In marca majoritate sunt rezistenti la degradin chimice.
Compusii apartindnd tipului pimaric pot usor sufen rcactii de 1zomenzare conducand la 1izomen
mai stabili din punct de vedere termodinamic. acizii abictic §i dehidroabictic fiind in final cci mai
favorizati;

Complexitatea si varnietatea componentelor prezente in rasina de conifere a permis utilizarea celor
mai modcrne tehnici instrumentale de analiza. Astfel ca metoda de referintd pentru identificarca §i
cuantificarea compusilor terpenici si terpenoidici a fost folosita Gaz-Cromatografia (GC) i mai
ales gaz cromatografia cuplatd cu spectrometria de masd (GC-MS), cu o multitudine de variante
legatc atit de temperatura. pH., conditii de cluare cit si de tipul coloanclor, al umpluturii lor si al
aparaturii de detectie, al metodelor de derivatizare si tehnicilor de 1onizare;

Pentru separarea s1 cuantificarea rapidi a acizilor rezinici s-a apelat la Cromatografia Lichidd de
Inalta Performanta (HPLC) respectiv (LC-MS) cu specificarea ca prin aceastd tehnicd nu se pot
identifica izomenii de pozitic ai acidului abictic;

Elucidarea structurii unor noi compusi derivand de la acidul abictic a fost realizatd cu succes prin
folosirea Rezonantei Magnetice Nucleare (RMN) atat in varianta simpla dar mai ales in cea de
dubla rezonanti, combinati cu spectrometria de masa (MS),

Sarurile acidului abietic cu metale alcaline in diferitc combinatii au fost obtinute atit pc cale
sinteticd existand la ora actuald o multitudine de metode fiecare cu avantaje g1 dezavantaje, dar
cercetarile recente au ardtat ci se pot obtine §i pe cale naturald in functic de conditiile de pH in
apele uzate din industria de prelucrare a lemnului indeplinind un rol benefic in tratamentul de
detoxifiere biologicd a acestor ape prin caractensticile lor amfipatice. Desi metodele de sintezi au
fost puse la punct inci din anii 60, clucidarea comportamentului diferit al acestora in solutiile
apoase la difente concentratii §i valoni ale pH-ului, conexiunile dintre acest comportament §i
modificdnle de structurid pe care se pare le suferd aceste saruri ca urmare a diluiarii mediului de
reactie, constituie teme de cercetare de actualitate. Combinarea propretitilor tensioactive ale
acestor sarun cu proprietitile biologic active descoperite recent permite lirgirea ariei de utilizare a
acestora spre ramuri din industna produselor cosmetice §i farmaceutice;

Combinatiile cu caracter 1onic dintre acidul abietic §i amine (alchilolamine) au fost putin abordate
in litcratura de specialitate din cxterior si aproape deloc la noi in tard. Referintele bibliografice ii
mentioneaza ca fiind compusi care apar ca intermediari in reactiile de amonolizi a acidului abietic
cand prin disociere la cald formeazi amidele mono sau disubstituite ale acidului. De asemenea
saruri ale acidului abietic cu anumitc amine (l-bornilamina, dipentillamina) au fost folosite ca
intermediar in procesul de purificare a acidului abietic din amesteul de acizi rezinici sau pentru
separarea enantiomerului levogir cunoscut ca fiind si cel care se biosintetizeazi in organismul
vegetal si care prin urmare indeplinesgte si un rol biologic activ. Cercetari recente efectuate in
special sub patronajul unor companii farmaceutice sau de produse cosmetice au relevat ca anumiti
reprezentanfi ai acestei clase posedd proprietiti tensioactive (spumare, emulsionare, udarc)
similare cu a compusilor anionici clasici dar si proprietiti microbiologice comparabile cu a
tensidelor cationice ceea ce ar putea permite folosirea lor ca agenfi de dezinfectare si de curitare,
avand i avantajul unui grad de biodegradare superior agentilor similari din clasa cationicelor.
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Pentru atingerca obicctivelor propusc in capitolul 2. a fost nccesard parcurgerca mai multor
ctape experimentale fiecare dintre acestea reprezentind un ansamblu simbiotic de metode de sinteza si
analizi cu caracter specific.

4.1. Izolarea si purificarea acidului abietic din colofoniu

Pc baza rcferintclor bibliografice citatc in capitolul 3; paragraful 3.4, am alcs ca punct dc
pornirc pentru izolarca acidului abictic din colofoniul chinczesc, metoda lui Stecle (150,152, pe carc
insa am adaptat-o la obicctivele propuse (obtinerea unui acid abietic levogir cat mai pur §i cu costur
cit mai mici). Ca materii prime necesare derulidni procesului de 1zolare au fost utilizate urmitoarele cu
specificarca ci, substantele notatc cu asterix s-au folosit in proccsul de purificarc a  acidului (-)-
abietic:

- colofoniu dc provenicnti chinczcasca ofcrit dc Soc. Com. 'Azur' S. A. Timigoara (gradul comcrcial
W). cu un procent de 95% acizi rezinici din care in medic 42 % acid abictic conform analizclor
cromatografice.

- acid acetic glacial, CAS [64-19-7], purit. 99%, p.f. 118°C CH;COOH; acidul acetic a fost in
prealabil purificat prin ficrbere timp de 4 ore cu solutic de permanganat de potasiu 3% si ultcrior
distilat pentru indepartarea urmelor de aldehida acetica;

- alcool etilic, absolut, CAS [64-17-5], p.f. 78,33°C, C,H;OH, (Fluka Chemika); pentru indepartarea
aldehidei acetice, alcoolul a fost fiert cu 10 g KOH s1 10 g pulbere de Zn (cantitap
corespunzitoare unui volum de 1 1 alcool), timp de 1 ora sub reflux si apoi distilat;

- alcool metilic, CAS [67-56-1], purit. 99%, p.f. 64,7°C, CH,OH, (Fluka Chcmika).

- (+)- chinidini’, CAS [56-54-2], purit. 90%, p.t. 201-204 °C, C2H:,N-O: (Fluka Chemika);

- (-)<hinini anhidri®, CAS [130-95-0], purit. 99% p.t.175°C, C5H..N,0,; (Fluka Chemika);

- ($)-cinconini’, CAS [118-10-3], purit. 99%, p.t. 255-259°C, C;oH::N-O; (Fluka Chemika);

- (-)<cinconidini’, CAS [485-71-2], purit. 98%, p.t. 201-204 °C, C;sH»,N,0; (Fluka Chemika).

Procesul de obtincre a acidului abictic din colofoniul chinezesc a parcurs doud etape dc lucru si
anume, izolarea §i purificarea amestecului racemic de acid abietic cu subetapele :
1. separarea acidului abietic prin fierberea la reflux a unui amestec format din colofoniu i acid acetic
98%:
filtrarea sub vid a amestecului de separare;
racirea §i cristalizarea acidului abietic;
purificarea acidului abietic brut prin recristaliziri succesive din acid acetic glacial;
uscarea cristalelor de acid abietic respectiv separarea enantiomerului levogir din racemicul
obtinut 1in prima ctapd, prin scindarea sdrii acidului abietic obtinutd cu o bazd organicd optic
activd.
In vederea optimizarii procesului de izolare si purificare, am studiat de asemenea influenta
vanaficl unor paramctrii cum ar fi: raportul dc cxtractic colofoniu: acid acctic, durata dc ficrbere la
reflux si a temperaturii asupra randamentului de izolare §i purificare a acidului din colofoniu, testarea
comportarii enantiomerilor bazelor optic active din categoria alcaloizilor in reactia lor cu acidul
abictic, punind acccntul pc gradul dc puritatc optici a acidului lcvogir obtinut in urma proccsului dc
scindarc a sdrii §i randamentului cu care s-a realizat purificarca. Rezultatcle acestor tatoniri
experimentale au condus la formularea unui proces de izolare si ulterior de purificare a acidului abietic
levogir de puritate 96,96% cu un randament de 85%, care a fost si brevetat [8].

nwhwnN
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4.1.1. lzolarea acidului abietic din colofoniu

A. Instalatia
Pentru rcalizarca procesului de izolarc a acidului abictic s-a utilizat o instalatic de laborator formata
din urmétoarclc:

- balon Pvrex cu trei gaturi de 1000cm’ , din sticld bruni pentru a evita fotooxidarea acidului izolat;
- termometru cu slif pentru domeniul 20-250°C;

- agitator cu palcte actionat clectric:

- refngerent cu bule ascendent

- baie de ulei termostatati pentru domeniul de temperatura 125-127°C;

- palnic Bichner prevazuta cu frita de sticld tip G2:

- pahare Berzelius de 300, respectiv 600 cm’ capacitate;

- cilindni de sticla de difenitc capacitati.

B. Modul de lucru:

In balonul dc reactic s-au introdus intr-o primi fazi dc tatonarc cxperimentali, 350 g colofoniu §i
400 ml acid acctic (98%). Amestecul s-a incdlzit sub reflux i sub agitarc continud, timp dc 5 orc la
115-120°C. In continuare, amestecul de reactic fierbinte a fost filtrat la vid pe palnia Bichner iar
filtratul obtinut, 380 ml solutic limpcdc de culoarc galben-brun, s-a lasat la intuncnc, la tempceratura
camerel, intr-un pahar Berzelius, imp de 3 ore pentru crnistalizare. Dupad filtrare in vid, s-au obfmnut
aproximativ 148 5g de produs brut, care a fost supus operatiei de recristalizare din acid acetic glacial.
Solutia acctici obtinutd s-a incilzt la reflux 15 minute. Dupa filtrarc la cald st racirc dinamica la
temperatura de 13-20°C, folosind un amestec de gheati-apa, solutia (150 ml) s-a ldsat sa cristalizeze
timp de 2-3 ore, la intuneric. Masa cristalini de culoare alb gilbui s-a filtrat pe o palnie cu frita G2, 51
s-a spdlat cu o solufic de ctanol (50%, v/v) addugatd in portiuni dc 100 ml dc atitca ori pani cand
filtratul nu a mai prezentat culoarea galbeni. Atit solutia muma cat si solutiile alcoolice rezultate de la
spilarea cristalelor s-au depozitat separat in pahare Berzelius, la intuneric, pentru o eventuald
continuare a procesului de cristalizare a acidului abictic. Din solufia mumi s-a mai separat a doua zi
prin acelasi protocol inca aproximativ 5,9 g acid abietic 1ar din cele de spilare dupd o prealabila
concentrare la jumitate a volumului s-a mai reusit recuperarea a inca 1,6 g acid. Cristalele de acid
obtinute s-au uscat apoi in vid la 45-50°C, timp de 6 ore, si apoi la temperatura camerei intr-un
exicator timp de 24 ore, pe hidroxid de sodiu. in final s-au obtinut 128.8 g acid abietic. De mentionat
cd au fost nccesarc doud opceratin de recristalizarc din acid acctic glacial pentru ca produsul obtinut sa
nu-si mai modifice punctul de topire. O schema posibila a procesului de 1zolare a acidului abietic de
purttatc 75-80% cstc prezentati in figura 4.1
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Fig. 4. 1: Schema bloc pentru obtinerea acidului abietic din colofoniu

Rezultatele analizelor fizico- chimice (p.t. = 161-164° C; I, = 185+ 4 mg KOH/ g proba; I;=
164+ 6 mg I, /100g; [o])= - 65,34 +8, c=1% in ctanol) comparatc cu cclc din litcraturi [19,191]

precum si cele spectrale (IR) si cromatografice (HPLC) au confirmat ca substanta obfinuti este acid
abietic de puritate 75-80%.
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Trebuie facutd insd obscrvatia., constatatd cxperimental cd dacd, imediat dupa obfinerea
produsului finit, analiza polanmetrica a indicat ca acidul abictic cste levogir, fapt confirmat §i de
Stecle (valoarca rotatici specifice gasita de cl fiind de - 56,2° la D= 546 nm), rcluarca analizclor dupa
24 respectiv 72 ore a aritat cd exceptand valoarea rotagiei specifice toate celelalte analize au prezentate
rezultate foarte apropiate eroarca fiind in toate cazurile sub 1%, dovedind ca produsul este stabil. in
cazul rotatici spccifice, accasta a prczentat valon absolutc descrescatoarc, pentru ca la rcluarca
determindrilor la un interval de o sidptimand cu aceeasi probad si pastrind condifitle de lucru identice,
unghiul de rotatie sa fie zero $1 deci produsul si nu mai prezinte izomerie opticd racemizandu-se. O
posibild cxplicatic a acestui proces lent ar fi actiunca aciditdti rcziduale (urme dc acid acctic folosit
atat pentru extractic cat i pentru recristalizarc) dar §i tcmpcratura mai marc la carc sc ficrbe solufia
pentru  recristalizare (110-115°C fata de 78°C in cazul mctodci lui Stecle), cu toate cé in situatia in
care recristalizarea acidului brut s-a facut conform metodei lui Steele din alcool etilic 95% fenomenul
de raccmizarc a avut loc dupa trei zile.

Pomind de la datele din literaturi [202-204], care demonstreazi faptul ca in oleorezina
biosintetizati de conifere, acidul abietic se gaseste in forma levogira, acest enantiomer fiind considerat
mai activ decdt raccmicul sau cnantiomcrul dextrogir, atit in ccca cc priveste rcactivitatca chimicd cat
§1 capacitatea sa biologic activd [205, 206], in continuare cercetirile experimentale s-au axat pe
posibilitatca scpardri §i purificiru formei levogire a acidului abictic obtinut prin procedcul descris
anterior. Cercetarile de specialitate noteazi ca de cele mai multe on purificarea acidului abietic s-a
facut prin intermediul sarunlor sale.

4.1.2. Separarea si purificarea acidului abietic levogir

Plecand de la cercetinle experimentale ale lui Kesler [152] am studiat posibilitatea de a folosi
proprictatea unor saruri organice, optic active de a realiza separarea enantiomerilor acidului abietic
obtinut prin procedeul descris mai sus. Spre deosebirc insa de Kessler care a folosit pentru scparare,
metoda sani acide de sodiu a acidului abietic, in prezentul studiu s-a apelat la procedeul de separare a
acidului abietic levogir din racemic cu ajutorul sarurilor sale diastercoizomere, folosind baze optic
active din categoria alcaloizilor: (-)- chinina §i izomerul sau steric (¢ )- chinidina, respectiv (1 )-
cinconina §i izomerul sdu (-)- cinconidina. In exemplu de mai jos este prezentati reactia acidulum
abietic cu (-) - chinina:

(#) CigH2sCOOH +2 () C;0H2sN20, — (1) AA-(-)C |+ (HAA-(-)C
(#) AA (-)C

A. Instalatia:

Pcntru scpararca §1 purificarc acidului (-) abictic s-a utilizat o instalatic dc laborator compusa din
urmatoarele ustensile:
- patru baloane de 250 cm’ capacitate , cu trei gituri, confectionate din sticli termorezistenta de

culoare bruna si ctichetate cu notatiilc B, ... By,
- refrigerente ascendente;
- agitatoare cu palete din sticla i jt;lonate electric;
- palnii picuratoare cu slif de 50 cm” capacitate;
- baic dc apa termostatati la 40°C;
- evaporator rotativ Biichi;
- pahare Berzelius de 100 cm’ capacitate, palnii de separare.
X B. Modul de lucru:
In celc patru baloanc de reactic notatc cu B,....B4 s-au introdus urmétoarcle substantc: citc 10 g dc
acid abietic obtinut prin procedeul descris anterior, si cate 100 ml cloroform in baloanele notate B, si
B; respectiv cate 150 ml etanol absolut in rest. in paralel s-au cantirit la balanta analitici cantititilc dc
bazc organice corcspunzitoare obtincrii sirurilor diastereoizomere, la carc s-a addugat un cxces de 15-
20% pentru cresterea randamentului de formare a acestora. In continuare cantxtaple de baze organice
(cate 12,4 g de (-)-chinind (B,)/ (+)-chinidini (B,) st cite 11,2 g de (+)-cinconini (B;) si (-)-
cinconidind (B4)) s-au dizolvat intr-o cantitate minimi de cloroform respectiv de etanol absolut.
Solutiile organice de baze optice au fost transvazate in palniile de picurare atasate baloanelor de
reacfie. Ciand temperatura solutiilor de acid abietic a atins valori de 30-35°C, s-au lisat si se scurgi
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lent solutiile cloroformice respectiv etanolice din pilniile de picurare in baloancle de reactie, sub
agitare conttnud. Dupa adiugarea solutitlor de bazc organice, amestccurile de reactic s-au incalzit sub
agitarc, la temperatura de 40°C inca 50 minutc pentru desdvarsirca rcactici. La cxpirarca timpului de
rcactic. continutul baloanclor B, respectiv By s-a transvazat in cdtc un pahar Berzchius si racit la
temperatuni de 12-15°C folosind ca agent de racire amestecul apa-gheata.. Probele s-au ldsat la aceasta
temperaturd intre 4-9 ore in vederea cristalizarii sarurilor diastereoizomere ale acidului abictic. Masa
dc cristalc din ficcarc pahar contindnd solutiilc cloroformicc de sdrurilc formatc din componcnti
omogeni din punct de vedere optic ((-)AA-(-)chinina respectiv (+)AA~(+)cipconiné), s-a separat prin
centrifugare timp de 15 minute la 3000 rot/min si temperatura de 20°C. In continuare, in vedereca
scindirii sirurilor diastcrcoizomere. ficcare centrifugat s-a trecut cantitativ intr-o palnic de scparare,
unde s-a tratat cu 25 ml HC1 4N si 25 ml cloroform. Acidul abietic s-a separat in stratul cloroformic in
timp cc, bazcle organice, (-)-chinini respectiv (+)-cinconind, au rdmas sub formd dc clorhidrati in
stratul apos. Operatia dc cxtractic a acidului abictic s-a repetat de doud ori adaugénd dc ficcare data in
palnia de separare cite 10 ml de cloroform. Extractele cloroformice reunite s-au concentrat apoi in vid
la 30°C. intr-un evaporator rotativ Biichi, pani la eliminarea a 80% din cantitatea de cloroform (36
ml). Concentratele obtinute, de culoare alba s-au uscat in vid la 40°C obtinindu-se in final 6,2 g (=

62%) dc acid abictic levogir ([ali)o= -100° +6, c= 1% in ctanol) si respectiv 3,5 g (0= 35%) acid

abietic dextrogir ([arlfjO =+23°+2, ¢= 1% in etanol). Solutiile apoase de clorhidrati s-au tratat cu solutii
amoniacale 15%. pani la pH=10, pentru refacerea bazelor organice. in continuare bazele organice
optic active s-au extras cu cloroform, iar solutiile cloroformice s-au concentrat in vid pani aproape de
sec. Randamentul de recuperare a fost de aproximativ 98%.

Solutiile cloroformicc obtinutc de la centrifugarc i contindnd sarurile diastercoizomerc dc
forma (+)AA-(-)chinind rcspectiv (-)AA-(+)cinconind, s-au tratat cu 25 ml HCl 4N, in vederea
scindarii sari, acidul abietic trecand in stratul cloroformic. Dupa concentrarea si uscarea extractelor
cloroformice, in conditi similare cu ccle descrisc antenor, s-au obtinut aproximativ 1,9 g acid abietic
dextrogir, ([aE) = +24°+7, ¢= 1% in etanol) respectiv 5,8 g acid abietic levogir, ([a]i)o =-99°+7 ¢=
1% in etanol).

Continutul baloanelor B, respectiv B, s-a transvazat dc asemenca, in cdtc un pahar Berzelius.
Solutiile etanolice s-au racit la temperaturi de 24 °C, timp de 6-8 ore pentru cristalizarea sarurilor.
Alcoolul fiind un solvent polar, in conformitatc cu cclc cnuntatc dc Nenitescu [33], vor cnstaliza
sarunle diastercoizomere formate din componentii cu scnsurile de rotatic diferite din punct de vedere
optic.

Masa dc cristalc obtinuta in ccle doud paharc, rcprezentind sirurile diastercoizomere:
(-)AA-(+)chinidind rcspectiv (+)AA-(-)cinconidind s-a scparat prin centrifugare timp de 15-20 minute
la 3000 rot/min si temperaturi de 5-10°C. In continuare, in vederea scindirii sarurilor
diastereoizomere, fiecare centrifugat s-a trecut cantitativ intr-o palnie de separare, unde s-a tratat cu 25
ml HCI 4N s1 25 ml cloroform. Acidul abictic s-a scparat in stratul cloroformic 1in timp cc, bazcle
organice, (+)-chinidind respectiv (-)-cinconidini, au rimas sub formi de clorhidrafi in stratul apos.
Acidul abictic cxtras a parcurs acccasi cale ca cca descrisd mai sus, iar clorhidratii s-au trimis la
rccuperarca bazelor optic-active Solutiile ctanolice ramase de la centrifugare, §i continind sirurile
diastereoizomere formate din componentii avand acelasi sens de rotatie, si anume: (+)AA-(+)chinidini
respectiv (-)AA-(-)cinconidind, au urmat un tratament identic cu cel cnuntat mai sus. Randamentele de
obfinere a acidului abietic levogir au fost in aceste cazuri mai slabe si apropiate ca valoare,
aproximativ 48% respectiv 46%). De ascmenca, valorile cxperimentale corcspunzitoarc rotatiilor

specifice au indicat o puritate mai scizuta a acidului abietic levogir [a]f)o = -88° 42, respectiv [a]f)o =-
82°£5, c= 1% in etanol. O posibild schemi de purificare a acidului abietic pe calea sirurilor organice
optic active este exemplificatd in figura 4.2.

Puritatea acidului abietic levogir s-a determinat ca puritate opticd prin interpolarea valorilor
experimentale ale rotatiei specifice ale acidului abietic levogir intre cele doud valori ale acestei mirimi

fizice furnizate de literatura de specialitate, [a ® = -65° 10, c= 1% in etanol, corespunzitoare unei

puritati dc 75-80% (Fluka Chemika) respectiv [alf)o= -106 +5, c= 1% in ctanol corespunzitoarc unci
purititi dc 94-98% [19]. Dupa cum rcicse din calculele de interpolare, puritatca acidului abictic levogir

BUPT



24120 o13do 201up310 VIDY N 243U0210342)SPIP 40]1aN4PS PPOY Urad dAIGD ININPOD -(-) b 24p1f1and 3p 301 PUYIS: Tt ‘S1q

nb6onxap snaiqe pioy
[

J,0% € piA Ul diBISN TP—

13"HN 31injos

nnpisay

@

116oA3| anaiqe pioy

ﬁ

D0,0¥ B pPIA U] aieosn

Juaa|os _

juaajos asesadnoay

PIA U] iBIJUIOUO )

PIA Ul 3JRIJUDIUDD

ﬁ

[)

RUlUIYDd 3p jeiplyliofd
ap gseode ailnjosg

wio0j010|2 nd 3tjoesyxy

gpujuiyo-(-) asesadnosay

|

%¢l BledRjUOwWe ajjnjos

jJusajos aiseiadnoey

[9-(-)-vv-(-)] gaowozI0313)58Yp

aies a131%081Q

Wwio0j0i0|d NO 3ljoseaxy

A

[0- (-F'vv - (+)]sdes
ap Bo1WI0}040]2 3liNnjoS

r

N¥ IOH

0,91
‘ujwyiolg00¢ tebnjinyuan

[9-(-}vv-(+)] gadwozjoaiayse|p

ales aJa|d20s8)Q

8106-#/0,91-T1 ®] 31128y

IOH .

e B, B

]

10}J010]

* ‘Ujw 0£-098/0,0¥ Bl 311Z]RDU]

BUPT



66
CAPITOLUL 4. CONTRIBUTII ORIGINALE

a vanat, functie de baza organica optic activa intre 86 51 94% (tabelul 4.1a) iar pentru acidul abietic
dextrogir puritatca optica a avut valon cupnnse intre (tabelul 4.1.b).

Tabelul 4.1.a. Valorile rotatiei specifice, respectiv ale purititii acidului abietic levogir in functie
de baza organici optic activa utilizata

Nr. Baza optic-activa Rotatia specifics, [a, E’ Puritatea optica
crt [%6])

1. (-)-chinind -100° +6 94.2

2. (+)-chinidini -88°+2 87.8

3. (+)=cinconini - 99°+7 92.8

4, (-)~cinconidini -82°45 86

Tabelul 4.1.b. Valorile rotatiei specifice, respectiv ale purititii acidului abietic dextrogir in
functie de baza organici optic activi utilizata

Nr. Baza optic-activd Rotatia specificd, [aEJ Puritatea optic3
crt. [%]

. (-)~chinin2 +24°£7 88

2. (+)-chinidina +25°+2 89

3. (+)=cinconini +23°43 838

4. (-)-cinconidini +27°45 90

Datele experimentale obtinute ne-au permis sd prezentim in continuare (tabelul 4.2) conditiile
optime ce trebuie indeplinite atunci cand se doreste 1zolarea acidului abietic din colofoniu §1 separarea
respectiv purificarea enantiomerului siu levogir cu un grad de puntate de peste 90%.

Tabelul 4.2. Conditiile tehnologice optime pentru obtinerea si purificarea acidului (-)-abietic
prin metoda scindirii din sarea sa cu chinini

Nr.crt Parametrul tehnologic Valori limite
1. Solventul de extracfie Acid acetic 98%
2. Bazi organica (-)-Chinini anhidra 99%
3. Temperatura /durata incélzirii la izolarea 115-120°C/ 300 min
din colofoniu;
Temperatura /durata incalzirii la 40-41°C/ 60-70 min
purificare;
4. Solventi de recristalizare/extractie Acid acetic glacial, etanol
absolut/cloroform
5. Raport materie primai: solvent (m/m) 1:1,2-1,25
6. Numar rotatu la centrifugare 2500-3000 [rot/min]
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4. 2. Obtinerea sarurilor acidului abietic cu metale alcaline

Obtincrea sarurilor dc sodiu §i potasiu a acidului abictic s-a bazat pc rcactiilc dc ncutralizarc
alc acidului cu hidroxizii alcalini. pc studiile expenmentalc ficute dc Dupont [151], prccum si pe
datele puse la dispozitie de companile de profil [178]. Ca reactivi chimici necesan derulani sintezei
s-au utilizat urmatoarclc substantc:

- alcoolul ctilic. absolut. CAS [64-17-5]. p.f. 78.33°C. C,H;OH. pcntru indcpartarca aldchidci
acetice. alcoolul a fost fiert cu 10 g KOH s1 10 g pulbere de Zn (cantitifi corespunzitoare unui
volum de 1 | alcool), timp de | ora sub reflux si apoi distilat;

- hidroxud de sodiu, p.a. CAS (1310-73-2], punt > 87%.H,0 < 0,02% ,NaOH,

- hidroxid de potasiu, p.a., CAS [1310-58-3], purit > 87%, H.O < 13%, KOH;

- (-) - acid abictic obtinut conform paragraf 4.1.

Sinteza abietatilor alcalim a presupus urmatoarele etape de lucru [9, 207, 208, 209]:

1. pregatirea solutie1 alcoolice de acid abietic respectiv de hidroxizi alcalini;
2. obtincrea sarurilor dc Na (K) impurc prin ficrbere 1a reflux;

3. cnstalizarca abictatului de sodiu (potasiu):

4. punficarea produselor obtinute prin recristalizdn succesive;

5. uscarea, analiza §1 depozitarea produselor.

A. Instalatia folosita:
Pentru derularea procesului de sinteza a abietatilor s-a utilizat o instalatie de laborator compusa din
urmétoarele ustensile:
- doui baloanc de reactic de 250 cm’ cu fund rotund, confcctionate din sticld tcrmorezistenti de
culoare bruna;
- refnigerent ascendent cu bule;
- agitator magnetic;
- cuib electric;
- palme Buchner prevazuta cu frita de sticla tip G3;
- pahare Berzelius de 100 cm’, sticle de ceas, cilindrii de sticla .
B. Modul de lucru:

In fiecare din baloanele de reactie s-au introdus sub agitare magnetica cate 50 ml solutie
ctanolica dc acid abictic (30,8 g acid dizolvati in 100 ml alcool ctilic absolut); si catc 50 ml dc solutic
alcoolica IN de hidroxid dc sodiu respectiv de potasiu. Continutul fiecdrui balon s-a incilzit sub reflux
timp de 20 minute. In continuare, solutiile de culoare galben s-au transvazat in cate un pahar Berzelius
st s-au racit rapid pani la 15° C, sub agitare manualid. S-a observat ci pe misurd ce temperatura
amestecului a scazut solutia a inceput si se tulbure, primii germeni de cristalizare fiind vizibili la 30 de
minute de la inceputul penoade1 de racire. in acest moment agitarea solutiel a incetat §t solutia a fost
depozitatd la intuneric pentru cristalizare. Dupi circa 240 minute procesul de cristalizare a putut fi
considerat incheiat, solutiile alcoolice devenind suprasaturate cu cristale albe de abictati alcalini. Masa
de cristale s-a filtrat pe o palnie Biichner previzuti cu fritid din sticla G3, s1 apoi a fost spalata de 2 on
cu cétc 25 ml alcool ctilic absolut. Atit solutia mama cét si solutiilc dc spalarc (110 ml) s-au colcctat
intr-un pahar Berzelius si au fost lisate lisate timp dc 240 minutc la intuneric pentru o noud
cristalizare constatandu-se in acest interval de timp apanpa pe fundul paharului a unui strat subtire de
noi cristale care au fost tratate dupi acelasi protocol. In continuare cristalele de sare (28,6 g abictat de
sodiu respectiv 30,4 g abietat de potasiu) s-au dizolvat in alcool etilic absolut, fierbinte adiugat in
raport masic dc 1:1. Solutiilc obtinutc s-au incélzit apoi pani la ficrbecrc timp dc 3 minutc, dupa carc

s-au filtrat la cald. Filtratcle s-au racit dinamic la 15° C, folosind ca agent de ricirc amestecul apa -
gheata. 1 apoi depozitate la intuneric tlmp de 20 minute pentru cristalizare. In continuare, cristale de
sarc obtinutc s-au filtrat g1 spilat dc trci oni cu catc 30 mi dc alcool absolut pana cc picaturilc dc filtrat
au fost incolore. Solutiile obtinute de la filtrare s-au depozitat si dacid dupa 24 orc nu si-au facut
apantia cristalele de abietati, au fost distilate pentru recuperarea alcoolului. Masa de cristale prismatice
de culoare alba din fiecare tip de sare s-a uscat in vid la 40° C timp de 30 minute si ulterior intr-un
cxicator vidat timp dc incd altc 180 minute. Au fost necesare doui recristaliziri pentru ca valorile unor
propnetati fizice s rimana relativ constante.

Sarurilc obtinutc (24,7 g abictat dc sodiu si respectiv 25,9 g abictat dc potasiu) s-au stocat, in
vederea efectudrii de analize, in vase de polietileni ermetic inchise.
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Valorile medii experimentale, ale punctului de topire cat §i ale rotatiei specifice ( p.t.= 18143
°C. nf)o =1, 5433 +£0,047, in apa distilati, [aflf)o= -80° +4, c= 1% in apa distilatd) sunt comparabilc cu

datclc mentionate de Dupont [151].
Continutul de metal alcalin din fiecare sare (tabelul 4.3), s-a determinat prin spectroscopie de
absorbtic atomici folosind un aparat AAS tip Buck Scientific, Mode 210 VPG .

Tabelul 4.3. Continutul in metal al siarurilor acidului abietic cu metale alcaline

Nr. | Compusul analizat | % metal alcalin determinat practic % de metal alcalin calculat
crt. % Na %K % Na %K

1. Abietat de sodiu 6,71-6,74 - 7,09 -

2. | Abietat de potasiu - 10,98-11,02 - 11,47

Sintcza sirii complexe de sodiu a acidului abietic [210, 211] a comportat aceleasi ctape de
lucru cu doua deosebiri §1 anume: 1. in balonul de reactie s-a ntrodus circa o patrime din cantitatea de
hidroxid alcalin utilizatd pentru abictatul de sodiu; 2. recnistalizarea a avut loc din api, spilarea
crstalelor obtinute avand loc cu solufii apoase etanolice de 10 %.

Incercirile de a obtine o sare complexa pornind de la acid abietic dextrogir au esuat, analiza
spectromcetricd de absorbtic atomica a continutului de sodiu (2,08% Na) si mai alcs spectrul dc masa al
compusului obfinut au aritat ca este vorba despre un amestec format din doi moli de acid abetic s1 1
mol dc abictat ncutru dc sodiu. Schcma bloc dc obtincrc a abictatilor dc sodiu respectiv potasiu ©
prezentatd in figura 4.3

Acid abietic | C2Flz-OF 100%
L-OH 100%_

i 1 i

' AMESTECARE | | PREGATIRE SOLUTH |

oo 1
| INCALZIRE LA REFLUX, 15 min |

RACIRE, temp.15°C |

NaQH/ (KOH) Alcool etilic 96%

| CRISTALIZARE ;

VoA
\ FILTRARE IN VID

7

\L Sol. alcoolice .

abs > RECRISTALIZARE

v
TISCARF IN VID. temn 40°C

v
Abietat de sodiu (potasiu)

Figura 4.3: Schema bloc de obtinere a abietatului de sodiu (potasiu)
S-a constatat ci sarurile neutre ale acidului abietic sunt solubile in api in schimb sarea

complexa este greu solubila. Un fapt interesant observat a fost acela ci si sarea neutrd de sodiu a
prezentat izomerie opticd ea rotind planul luminii polarizate spre stinga la fel ca si acidul de la care s-a
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pomnit ceca ce dovedeste faptul ¢d dupd punficare acidul abictic levogir a fost stabil din punct de
vedere al proprictatilor optice.
4. 3. Obtinerea sarurilor de tip de ,amoniu” a acidului abietic

Datclc dc hitcratura refenitoarc la obtincrea cantitativa a sirurilor acidului abictic cu amincle si
etanolaminele sunt sdrace desi prezenta acestor sdruri este mentionatd de fiecare dati ca o etapa
intcrmcdiard in rcactiilc dc acilarc alc acidului cu aminc cu scopul obtincrii dc amidc [189-192].
Posibilc cxplicatii a acestei lipsc de intcres pentru accsti compusi ar fi ¢d ci nu si-au gasit aplicatii
practice sau provenind in general de la un acid slab si o bazi slabd nu sunt stabile la incilzire sau la
actiunca unor agenti fizici sau chimici, sau obtincrca lor cantitativa arc loc cu randamcntc foartc mici
facand in felul acesta sa creasca exagerat costurile de fabncatie ale produgilor. Plecand de la aceste
considerente, studiul dc ccreetare a avut in vedere gasirca unor raspunsuri satisfacatoarc la urmatoarelc
intreban:

1. Estc posibild obtincrea sarurilor acidului abictic cu amine in conditii dc rcactic mai putin drastice
decit cele in care se desfasoara obtinerea amidelor respective?.

2. Cat dc stabilc sunt clc in situatia unui raspuns afirmativ la pnima intrcbarc, si dacid poscda
proprictati tensioactive si/sau biologicactive (bactcriostatic, fungistatic, ctc.) ca i in cazul multor
amide provenite de la acestea;.

Pentru ca scopul propus si poati fi atins s-au parcurs urmatoarele ctape:

1. Tatonin experimentale pentru stabilirea tipului de amine respectiv etanolamine, st a himitelor de
vanatie a principalilor parametrii de reactie (temperaturd, timp, raport stoechiometric acid: amini),
pana la carc sc pot obtinc sarun §i nu amidc;

2. Etapa de sintezad propriu-zisd a sarurilor de amoniu in conditii optime de randament al procesului

st puritate a produsilor obtinuti prin definitivarea conditiilor de reactie;

Caractcrizarca sarurilor obtinutc si stabilirca posibilclor aplicatii practicc.

LI

4.3.1. Incercari experimentale preliminare

in acest stadiu de cercetare s-au folosit urmatorii reactivi chimici:
- acid abictic levogir preparat conform paragraf 4.1
- amine alifatice inferioare: izobutilamini, di-izo-butilamini, trietilamina;
- amine alifatice superioare: octilamini, tridodecilamini,
- ctanolaminc: 2-aminoctanolul, bis-(2-hidroxictil)- amina, tris-(2-hidroxictil)- amina;
- solventi de antrenare: benzen, toluen (H,0< 0,005%), p-xilen;
- solventi de reactic: acctond, acctat dc ctil, alcool ctilic absolut, alcool butilic, dioxan.

A.Instalatia folosita:

Pentru a putea sesiza daci vanapia parametrilor de reactie ce caracterizeaza sinteza sarurlor
dc amoniu a acidului abictic (tcmpcraturd, timp dc rcactic, raport stocchiomctric acid: amini respectiv
acid:etanolamini), favorizeaza i formarea amidelor aldtun de sarun, s-a folosit, in aceasti etapa de
cercetare, o instalatie de distilare azeotropa pentru antrenarea apei eventual formate in urma reactiei de
amonolizi a acidului abietic.

B. Modul de lucru:

O metoda generald de sintezi a sirurilor acidului abietic cu amine alifatice respectiv
ctanolaminc a prcsupus urmitoarcle: in balonul dc rcactic s-au introdus intr-un solvent adccvat dc
antrenare a apei, acidul abietic §1 amina intr-un raport molar acid: amina respectiv etanolamini care a
variat dcla 1:1 la 1:3. Amcstccul dc reactic s-a incilzit la tempcraturi variind intrc 20°C g1 100°C. Dc
ascmenca, timpul de reactic a variat intre 20 si 420 minute in functic de tcmperatura de reactie si de
tipul aminei respectiv etanolaminei. In continuare, continutul balonului de reactie s-a transvazat intr-
un pahar Berzelius, s-a ricit dinamic la 15-20°C sub jet de apa rece si stocat la intuneric in vederea
precipitdrii sarii. Precipitatul de culoare diferitd in functic de amina respectiv ctanolamina folosita, s-a
separat apoi prin centrifugare la 4000 rot/min, imp de 20 minute si la temperatura de 15°C. Purificarea
produsului brut obtinut, acolo undc accsta s-a obtinut in cantititi corcspunzitoarc, s-a rcalizat prin
recristalizari repetate din diferiti solventi (acctat de ctil in cazul sirurilor de amoniu ale acidului abictic
cu amine inferioare, etanol/ butanol in cazul celor cu amine superioare). Spilarea precipitatelor
purificatc s-a ficut cu acctoni anhidra. Uscarca compusgilor sintctizati s-a rcalizat in vid la 40°C intr-un
interval de timp variind intre 60-240 minute de la caz la caz.

In tabclul 4.4 sunt prezentate rezultatcle i obscrvatiile afcrentc accstei ctape de cercctarc.
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Fati dc obscrvatiilc cxpusc in tabclul 4.4, mai trcbuic luatc in considcrarc §i urmitoarcle
constatan :

- la tcmperatura de 20°C dintre cele trei etanolamine luate in studiu doar monoetanolamina a
reactionat cu acidul. dupd aproximativ 7 orc de menfinere la aceastd temperaturd obtinindu-se
aproximativ 1.23 g sare purificata:

- izobutilamina, respectiv di-izobutilamina au format sarun pe tot intcrvalul 20-60°C cu mcentiunca
ca masa de sare rezultata a fost mai mare la 50°C in ambele cazun.

- trictilamina a format un precipitat alb abia cind tcmpcratura de rcactic a atins 100°C mcediul dc
rcactic folosit fiind o-xilcnul dar proccsul a decurs la accasta temperaturd cu randament mic (10%)
iar odata cu cresterea temperatuni peste valoarea de 100°C st a timpului de reactie, sarea obtinuta
imitial incepe sd sc descompuna.

- in cazul aminclor supcrioarc indiferent de conditiilc de reactic s-au obtinut siruri ale acidului
abietic in cantitifi nesemnificative in schimb s-au obtinut amide in cantitifi apreciabile cand
tcmpcratura dc rcactic a depasit 70°C.

4.3.2. Sinteza propriu-zisi a sirurilor de amoniu ale acidului abietic

Pc baza rczultatclor prcliminarc s-au obtinut cantitativ pentru detcrminarca in continuarc a

caractenisticilor tensioactive s1 biologice doar sirurile acidului abietic cu urmétorii reactivi chimici:

- 2-aminoetanol, C:H;NO, purum, CAS [141-43-5], purit > 98%, d.’=1,06, M= 61,08, p.f=69-
70°C, (Fluka Chemika):

- bis-(2-hidroxietil)-amina, C;H,,NO., purum, CAS [111-42-2], purit > 98%, d.°=1,096, M=
105,14, p.£=115-120°C, (Fluka Chemika);

- tris-(2-hidroxietil)-amina, CHsNO;, purum, CAS [102-71-6], purit > 97%, d."=1,124, M=
149,19, p.£.=206-207°C, (Fluka Chemika);

- l-amino-2-metilpropan, C.H,\N, purum, CAS [78-81-9], purit > 98%, d;’=0,729, M= 73,14,
p.f=67-69°C, (Fluka Chemika);

- di-izo-butilamini, CsHisN, purum, CAS [33966-50-5], purit > 98%, d;°=1,06, M= 129.19,
p.f=69-70°C, (Merck),

- acetona anhidra, acetat de etil.

A. Instalatia folosita:
- baloane rotunde de 100 cm’, cu trei gatun, confectionate din sticld termorezistentd de culoare
bruni;
- refrigerente ascendente cu bule:
- agitatoare cu palete din sticla s1 actionate electric;
- palnii picuratoare cu slif de 50 cm’ capacitate;
- cuib clectric tcrmostatat:
- termometre cu slif cu interval de temperatura 20-100°C ;
- palnie de filtrare cu frita tip G2;
- pahare Berzelius de 100 cm’ capacitate;
- centrifuga, balanti tchnica clectronica tip Kerr-200.

B. Moaul de lucru:

Sinteza sarurilor acidului abietic cu amine alifatice inferioare respectiv etanolamine, va fi
descrisa pe larg folosind ca rcactanti acidul abictic si trictanolamina [212,213]. fn balonul de reactic
s-a introdus o cantitatc dc 12 g acid abictic dizolvati, sub agitare continua, in 50 ml acctona anhidra.
De asemenea, in palma de picurare atasatd balonului de reactie s-au adiugat 4,4 ml trietanolamini
dizolvati intr-un volum cgal dc acctona anhidrd. Solufia acctonica de acid abictic s-a incilzit panai la
temperatura de 45°C, moment in care s-a inceput picurarea solufiei acetonice de trictanolamini.
Opcratia dc picurarc s-a rcalizat sub agitarc continui intr-un intcrval dc 10 minutc. In continuarc
peretii palniei de picurare s-au spilat cu aproximativ 10 ml acetoni anhidrd care s-au adaugat
amestccului din balon. Continutul balonului de reactic s-a fiert apoi la reflux timp de 20-30 minute,
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sub agitare pani la aparitia unui precipitat de culoare bruna. in acel moment, amestecul de reactie s-a
transvazat intr-un pahar Berzelius, s-a ricit dinamic la temperatun dc 15-20°C si s-a depouzitat la
intuncric. timp dc 15-20 minutc. pentru definitivarca operatici de precipitarc. Amestecul scmisolid s-a
centrifugat la 4000 rot/min.. timp de 20 minute si la temperatura de 15°C. Dupa indepartarea
supcrnatantului s-au obtinut aproximativ 6,9 g sarc brutd. Punficarca sani s-a rcalizat prin dizolvarca
intr-o cantitatc cgala de acctat de ctil ficrbinte. filtrarc la cald i racire la 2-5°C folosind un amcstec de
apa-gheati, pentru precipitarea cantitativa a sarii. Precipitatul de culoare alb-gilbui s-a filtrat, s-a
spilat de doui ori cu cite 10 ml acetoni anhidri si apoi s-a uscat in vid la 40°C timp de 3 ore. In final
s-au obtinut 5.9 g sare de amoniu. O posibild schema bloc al procedeului de sintezi a sarurilor de
amoniu ale acidului abietic este prezentati in figura 4.4
Aceton3d
Acid abietic Amine alifatice

inferioare.ctanolamine

iNCAL ZIRE LA REFLUX

RA CIRE, +=1520°C

CENTRIFUGARE

Acetatdeetil 1:1 [ Supernatant

DIZOLVARE

FILTRARE LACALD

Impurititi _ RECUPERARE

RACIRE,t=2-5°C

FILTRARE
Acetoni L Filtrat

y

SPALARE PRECPITAT

| S

USCAREinVID,t=40°C

l

Sarea de amoniu a ac.
abietic

Figura 4.4: Schema bloc de obtinere a sirurilor de amoniu ale acidului abietic
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Modul cum difenpr parametrn influenjeaza randamentul de objincre a sarunlor precum s
stabilitatca accstora. valorilc proprictatilor coloidalc sunt prczentatc i discutatc pc larg in capitolul
urmator.

4.4. Metode de analiza

Compusii chimici sintctizati in paragrafele 4.1.- 4.3 au fost caractcrizati in continuarc prin
determinarca valorilor unor minmu fizice st chimice carc pot furniza indicatii privind identitatca si
puritatea acestora. Manmile fizice luate in studiu au fost de la caz la caz punctul de topire, indicele de
refractic, rotatia specificd, spectrele de IR §i cromatogramcle obtinutc prin HPLC. Compictarca
imaginii privind identitatea compusilor din probcle obtinute prin procedecle descrisc in paragraful 4.1.
s-a realizat prin determunarea indicilor de aciditate (1A), de saponificare (IS) st de tod (I;). Pentru
sarunile acidului abietic analiza s-a efectuat §1 prin determinarea valorilor unor manmi ce
caractcrizeaza starca coloidald dovedindu-sc astfel ¢d unit dintre ¢i sunt buni compusi supcerficial
activy.

Dc ascmenca pentru acci derivapi ai acidului abictic carc pot fi folositi in industria
detergenfilor si/san produselor cosmetice s-au analizat s propnietaple microbiologice §1 de
biodcgradabilitate folosind atat metodc standardizate dar si metode adaptate datorata lipsei aparaturii
sau a unor reactivi chimici.

In ceea ce priveste analiza compozitiei colofoniului, ne-am bazat pe datele cromatografier de
gaz furnizate prin buletinul de analizi de citre producatorn .

Avind in vedere ¢a intervalul de timp care a trecut de 1a analiza materici prime §i prelucrarea
sa a depasit 6 lum de zile (timpul garantat de producitor ci nu apar modificin importante in
compozitic) s-a proccdat in prcalabil la analiza prin spectromctric dc masd in scopul identificani
apanifiei unor eventuali produsi de oxidare a1 acidului abietic.

4.4.1. Analiza colofoniului

Analiza compoziier colofoniulm a fost efectuatid pnn cromatografie de gaz de catre
producitor acesta furnizind si datele respective prezentate in tabelul 4.5.
Tabelul 4.5. Compozitia chimici a colofoniului, materie prim3 la izolarea acidului abietic

Nr.crt Compusul chimic Valori limite [%)]
1. Acid abietic 40-44
2. Acid neoabietic 16.5-13
3. Acid isopimaric 4.0-2.6
4, Acid sandaracapimaric 3.2-2.6
5. Acid palustic 23-26
6. Acid dehidroabielic 6.3-4.8
7. Acid pimanc 7-10

Avand in vederc cd in buletinul de analizi furnizat, nu s-a specificd prezenta compugilor
oxigenati ai aciztlor rezimct gasifi in colofoniu, acegtia constituind un factor care influenteazi negativ
izolarea si mai ales purificarea acidului abietic, s-a efectuat si o analiza de tip fingerprint cu ajutorul
metodei DTMS, (DIRECT TEMPERATURE RESOLVED MASS SPECTROSCOPY) {159], datcle
obpnute fiind comparate §1 cu spectrul de masa al colofoniului obfinut prin metoda ESI-MS
(ELECTROSPRAY IONIZATION MASS SPECTROSCOPY), cfcctuata in varianta obtincrii ionilor
moleculari negativi [168].

Experimentele s-au realizat in colaborare cu specialistii laboratorului de analize spectrale din
cadrul Institutului pentru Fizica Atomici 1 Moleculari, FOM, Amsterdam, Olanda..

A Aparaturd. §i materiale:

- spectrometru de masa tip JEOL SX- 102A cu dubla focalizare (B/E) si filament din aliaj de P/Rh
(9 /1), (diametrul 100 pm);

- spectrometru de masd tip Finnigan TSQ7000 cchipat cu doud interfete de pulverizare pentru
operare atat in sistemul de ioni pozitivi (+ESI) cat si in cel de 1oni negativi (-ESI);

- sirnga tip SGE de Spl;

- metanol, HPLC puritate;
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- program dc soft pentru prelucrarca datclor : JEOL MP-700, var .3 4.
Conditiile de operare a aparatelor au fost:

1. pentru tehnica DTMS: - ionizare prin impact electronic la 16 ¢V,

- varatia intcnsitagii curcntului clectric 0.5A/min. pentru a determina
atingerea unei temperatun a filamentului de 800°C in 2 minute:

- accelerarea 1onilor moleculan la 8 kV:
- tempcratura camerci de ionizarc, 180°C:
- intervalul de scanare al aparatului, 20-1000 m/z;
- ciclul de timp, | secunda:
- rczolutia aparatului. 1000.

2. pentru tehnica ESI-MS: - debitul de pulvenzare al probei, 3 I/min;
- accelerarea ionilor moleculan la 5 kV:
- temperatura camerei de ionizare, 90°C;
- intervalul de scanare al aparatului, 200-2000 m/z;
- ciclul de timp, 13 secunde;
- rczolutia aparatului, 3000.

B. Modul de lucru

Pentru analiza DTMS a colofoniulut s-a aplhicat in mare protocolul de lucru descnis de Boon st
colaboratorii {172, 173]. Aproximativ 3 mg de colofoniu s-au dizolvat intr-un volum de 10 ml alcool
mectilic de puritatc HPLC. Din accasta solutic s-au aspirat cu siringa 2l carc s-au depus pe filamentul
sondet de insertie directd pentru uscarea acesteia in vid (107'Pa). Dupa uscarea probei, sonda s-a
introdus dircct in camcra dc ionizarc a spectromctrului dc masi. Proba dcsorbiti dc pc suprafata
filamentului la inceputul intervalului de temperatura si apoi pirolizati spre sfirgitul intervalului de
temperaturd, s-a ionizat in continuare prin tehnica de impact electronic la 16 eV. Pnin folosirea acestet
energii joase de ionizare s-a dorit impiedicarea fragmentirii excesive a moleculelor din proba.

Pentru analiza colofoniului prin metoda ESI-MS, proba de colofoniu (aproximativ 5 mg) s-a
dizolvat in 10-20 ml de solutie metanolica (CH;OH/ H;0 1:1). Din aceasta solutie un volum de 10 pl
s-a pulverizat in camera de ionizare a spectrometrului de masi. Rezultatele analizelor sunt prezentate
pe larg in capitolul 5, paragraful 5.5.4.

4.4.2. Determinarea parametrilor fizici ai compusilor sintetizati

Determinarea punctului de topire s-a realizat “prin metoda dc trecere”, cu ajutorul
microscopului Béetius, [214].

Aparatura folositd a constat dintr-un microscop tip Franz Kiistner, (model HMK 70/3193).

Protocolul de lucru a fost in conformitate cu procedura standard de determinare a punctului de
topirc (ASTM E 324) {119]. Pc misuta portobicct a aparatului, s-au dcpus cu penscta citcva cristale dc
colofoniu. Accstea s-au incdlzit clectric neintrerupt cu 2-4°C/min. pind in apropicrea punctului de
topire. In continuare s-a notat valoarea temperaturii cititd de pe scala termometrului atit la inceputul
intervalului de topire (inceputul rotunjirii muchiilor cristalelor), cat si la sfarsitul intervalului cind
substanta s-a topit complet.

Determinarea indicelui de refractie, ( nf)o ) s-a efectuat prin metoda refractometricd [214]. cu

ajutorul refractometrului Abbe, simplu, didactic folosind ca solvent alcoolul etilic absolut, concentratia
probelor fiind de 1% in toate cazurile. Masuritorile au fost efectuate in cate trei repetifi/ proba,
ludndu-sc in considcrarc valorilc medii alc indicclui de refractic.

Rotatia specifica, [a]f)o s-a determinati prin metoda polanmetrici [214], folosind un
polarimetru model Carl Zeiss Zena, (lungimea tubului polarimetric 10 dm), iar ca solvent a fost
utilizat ctanolul absolut, concentratia substantei de analizat fiind 0,13g/100ml. Pentru fiecare probai s-
au efectuat cate 3 citint pe scala analizorului aparatului, ludndu-se in considerare media citirilor.

Conductivitatea specificd, (A’°) s-a determinat prin metoda conductometrici descrisi in
paragraful 4.4.5.

Valonle medii, ai principalilor parametrii fizici ai compusilor sintetizafi sunt prezentate in
tabelul 4.6.
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Tabelul 4.6. Valorile medii ai principalilor parametrii fizici ai compusilor sintetizati

Nr. Subst. Stare de Pct. topire Indice de Rotatia | Conductivitatea'
crt. analizata agregare [°C] refractie specifica specifica
l",:)“ I fel [mS/cm]
1. AA Solid crist. 1704 1.5343+3 -100%2 -
2. A-Na Solid crist. 18043 1.544343 - 74,944 4,31+0,1181
3. A-K Solid crist. 219+1 1.5448+6 -80.9+2 3.58+0.1909
4. MEAA Solid amorf 13545 1,5436+4 -67.5%3 0.9120,2752
5. DEAA Solid amorf 14546 1.5431+4 -53+6 0.96+0,2392
6. TEAA Solid 141+4 1.5440+1 60,31 0.58+0.3243
7. IBAA Solid crist. 140+3 1,538+62 -78.3% 0.89+0.3236
8. DIBAA Solid cnist. 15344 1.544543 -89 4+1 0.94+0.2671
9 AA-Na Solid cris 22043 1.5449+1 - 10142 0.02+0.0147

Nota: A.A-acid abietic. A-Na- abietat de sodiu; A-K-abietat de potasiu; MEAA- abietat de monoctanolamoniu;
DEAA- abictat dc dictanolamoniu; TEAA- abictat dc trictanolamoniu; IBAA- abictat dc izobutilamoniu:
DIBAA- abietat de di-izobutilamoniu; AA-Na- sarea complexi a acidului abietic

*. determindrile s-au efectuat pentru solutii apoase 0.02M. respectiv 0.01M in cazul TEAA. la 20°C

4.4.3. Determinarea indicilor caracteristici ai acidului abietic

Principalii paramctrii chimici detcrminati au fost indiccle de aciditate, saponificarc si dc 1od.

Determinarea indicelui de aciditate ( IA ) s-a cfectuat printr-o metoda care combina modul de
lucru descris in metoda standard, ASTM-D 465-92, [119] cu cel pus la punct de Sandermann {216].

A.Reactivii chimici:
- hidroxid de potasiu, 0,1IN;
- solutie alcoolica de fenolftaleina, 1%;
- alcool etulic absolut.

B. Modul de lucru:

Intr-un flacon Erlenmaver, uscat si perfect curat, s-au cantirit cu precizie de patru zecimale
trei-patru grame de proba ce au fost apoi dizolvate in 50 ml alcool etilic absolut. Dupa adiugarea a
cdtorva picdturi de fenolftaleind, proba s-a titrat cu o solutic alcoolicd 0.1N de KOH, agitind mecrcu
pani la apanpa unet colorati roz-pal care persista 30 sec. Determininle experimentale s-au efectuat in
trci repetitit pentru ficcarc proba analizati, iar valorile indicclui dc aciditatc s-au calculat conform
rclatict (1):

1A= Vo  Froy <561, [mg KOH / g probi | (1)
G

unde: V,,,, - volumul de KOH solutic 01N folosit la titrare, ml;

F.., - factorul solutiei de KOH 0,1N;
G - cantitatea de proba luati la analizi, g.

Determinarea indicelui de saponificare ( IS) s-a efectuat pe baza proceduni de incru descnsa
in metoda standard, ASTM-D 464-92, [119] combinatid cu metoda pusi la punct de Sandermann {216].
A.Reactivii chimici:
- hidroxid de potasiu, 0,5N;
- acud clorhidnic, 0,5N;
- solutic alcoolici dc fenolftalcini, 1%;
- alcool ctilic absolut.
B. Modul de lucru:
2- 3 g de proba cantirite cu precizie de 4 zecimale s-au incilzit sub reflux, timp de 15 minute,
cu 25 ml hidroxid de potasiu 0,5N. Dupa expirarea timpului de fierbere, s-au adiugat solutiei calde 2-3
picatun de fenolﬁaleiné; Proba de analizat s-a titrat rapid la cald, cu acid clorhidric 0,5N pani la
disparifia culorii rogii. In paralel s-a executat si o proba oarba. Determinirile experimentale s-au
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efectuat in trei repetifit pentru fiecare proba analizati, iar valorile indicelui de saponificare s-au
calculat conform rclatici (2):

(0 -1) Fye -2
G

IS=

8
. Img KOH / g proba | (2)

unde: }, - volumul dc HCI solutic 0.5N folosit la titrarc pentru proba oarba. ml;

}, - volumul de HCI solutie 0,5N folosit la titrarea excesului de hidroxid, ml;
F,, - factorul solutiei de HC1 0,5N;
(G - cantitatca dc proba luati la analizi, g

Determinarea indicelui de iod (1)) s-a cfectuat pe baza procedurii de lucru descrisd in metoda
standard, ASTM-D 463-92 [119}, metoda care se bazeazi pe tratarea acidului cu un exces cunoscut de
10d o perioada de 60 min, dupi care se determini prin titrare cantitatea de iod rimasi necombinata.

A.Reactivii chimici:
- reacttiv Hannus;
- tiosulfat de sodiu, 0,IN
- solufie apoasi de 10dura de potasiu, 10%;
- solutie apoasd de amidon, 1%;
- cloroform.
B. Modul de lucru:

Intr-un flacon uscat si perfect curat prevazut cu dop rodat, s-au cantirit cu precizie de patru
zccimalc In jur de 0,6 g acid abictic. Acidul s-a dizolvat in 10 ml cloroform iar apoi, solutici obtinutc 1
s-au adiugat 25 ml reactiv Hannus. Amestecul rezultat s-a lisat si reactioneze la intuneric 50-60 min.,
agitand din cand in cand. In continuare s-au adaugat 15 ml solufie apoasa de 10dura de potasiu, 50 ml
apd distilati g1 s-a titrat cu tiosulfat dc sodiu 0,IN in prczentd dc amidon. Dctcrminirilc cxperimentalc
s-au efectuat in trei repetitn pentru fiecare proba analizati iar valornle indicelui de 10d s-au calculat
conform rclatici (3):

V.-V.)-F, s, -0,01296
1—,=(‘ ) ”stzos -100, [g iod / 100g probi ] 3)

unde: V), - volumul de Na; S, O; solutic 0,IN folosit la titrarc pentru proba oarba, ml;

V, - volumul de Na, S, O; solutie 0,1N folosit la titrarea excesului de iod din proba analizata,
ml;
Fya.s5,0, - factorul solutiei de Na; S: O3 0,1N;
G - cantitatea de proba luati la analizi, g.
Valorile medii a1 parametrilor chimici ai acidului abietic sunt prezentate in tabelul 4.7.

Tabelul 4.7. Valorile medii ai principalilor parametrii chimici ai acidului abietic izolat din

Nr. | Subst. 1A IS I;
crt. | Testati [mg KOH/ g acid] [mg KOH/ g acid] [g i0d/100 mg acid]
Experimental citat in Experimental citat in experimental citatin
literaturi’ literaturd’ literatura’
1. AA 179+ 3.4 176,6 184+ 4.7 182.7 162+ 3.6 167.9

Notd: *- valorile parametrilor chimici dupd Bodea, [19]
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4.4.4. Determinarea caracteristicilor superficiale ale sirurilor acidului abietic

Determinarea continutului de substantd activd din ficcare derivat al acidului abictic s-a
efectuat prin metoda STAS 99-51 [217]. bazati pe titrarea unci solutii de sare a acidului abietic cu
solunie 2N de clorura de benzildimetiltetradecilamoniu. C»sH,-NCl, (CBDMTDA) in prezenja de
timolftalcina (solutic 0.1 % in alcool ctilic 60%), ca 1 indicator.

A.Reactivii chimici:
- clorura de benzildimetiltetradecilamoniu, 2N:
- solutic alcoolici timolftalcini. 0,1 g timolftalcina s-au dizolvat in 100 ml alcool ctilic 60%;
- solutic apoasi dc lauril sulfat dc sodiu, 1%;
- amestec de indicatori albastru de metilen-eozini in raport de 1:2;
- solutic tampon acctat pcntru pH=4;
- solupie de mdroxid de sodim, 3%:
- cloroform.
B. Modul de lucru:

Protocolul de lucru a presupus intr-o prima ctapa deteminarea titrului solutiei de clorurd de
benzildimetiltetradecilamoniu (C;H4,NCI) fata de o solupie de lauril sulfat de sodiu 1% in prezenta de
amestec de indicatont albastru de metilen-cozina. Aproximativ 1 g lauril sulfat de sodiu cantirit cu
precizie de patru zecimale s-a trecut cantitativ intr-un balon cotat de 100 cm’ care a fost adus la semn
cu apa distilatd. Din solutia prcparati s-au pipctat 10 ml intr-o fiold dc titrarc pestc carc s-au adiugat
15 ml cloroform. 0,5 ml amestec de indicatori si 74,5 ml apa distilatd. pH-ul amestecului a fost adus
la 4 prin adiugarea a 10 ml solutie tampon acetat. In continuare s-a titrat cu solupja de CBDMTDA
2N pani la schumbarca culorii stratului cloroformic din verde in roz-gn. Titrul solutici dc CBDMTDA
s-a calculat cu ajutorul rclatici (4):

T= E,-a-10
E, -V

unde: T - titrul solutici de CABDMA;
E— echivalentul-gram al CABDMA , 365,5 g/echiv;
V - volumul dc solutic dc CABDMA folosit la titrarc, ml;
a — masa de launl sulfat de sodiu luatd pentru anahiza g;
E, — echivalentul-gram al launil sulfatului de sodiu, 288 g/echiv.

4)

Aproximativ 3-4 g de sare a acidului abietic s-au cintirit cu o precizie de patru zecimale, s-
au dizolvat in putini apa distilati dupa care s-au trecut cantitativ intr-un balon cotat de 250 ml, balonul
fiind complctat cu apid distilatid pani la scmn. Din solutia omogcnizati s-au pipctat 5 ml si s-au
introdus intr-o fiola dc titrarc prevazuti cu dop rodat dupa carc s-au mai adiugat 3 ml cloroform, 2 ml
solutie timolftaleind, 10 ml apa distilata g1 1-2 ml solutie de hidroxid de sodiu 5% pani la colorarea in
albastru a stratului apos. Proba s-a titrat cu solutia dc CBDMTDA pana la cgalizarca coloratici
albastre in cele doud straturi apos §i cloroformic. Determindrile experimentale s-au efectuat in doud
repetitii pentru fiecare proba analizata, iar valorile procentuale ale continutului in substan{a activa s-au
obtinut conform rclatici (5):

E,-V,-T-50
E,-g
unde: V) — volumul solutiei de solutic de CBDMTDA folosit folosit la titrarc, ml;
E, - echivalentul-gram al solutiei de solutie de CBDMTDA, 365.5 g/ echiv;

E; - echivalentul-gram al séarii acidului abietic luati pentru analizi;
g - masa de sare luata in lucry, g;

Valori medii ale continutului de substanta activa pentru ficcare derivat al acidului abietic sunt date in
tabelul 4.8.

% substanta activa =
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Tabelul 4.8. Continutul procentual in substantd activa a sdrurile acidului abietic
Nr. Compusul Cantitatea luatd pentru Volumul de sol. de % subst. activd
crt. testat analiza [g] CBDMTDA folosit la (valori medii)
titrare [mli}
I A-Na 1.  7.10
3.0018 2. 7.00 98.28
media 7,05
2. A-K 1.  6.60
3.0020 2. 6.50 95.80
media 6,55
3. MEAA 1. 5.60
1.2018 2. 5.50 84.83
media 5,50
1 DEAA 1. 470
1,2025 2. 460 80,37
media 4,65
5. TEAA 1. 420
1.2015 2. 420 80.47
media 4,20
6. IBAA 1. 5.60
1.2010 2. 550 88.50
media 5,55
7. DIBAA 1. 480
1,2020 2. 4.80 88.01
media 4,80

Determinarca punctului Krafft s-a cfectuat pe baza procedurii descrisc de Mandru §i
Ceacareanu [218]), metoda care se bazeaza pe proprietatea substantelor tensioactive 1onice de a-§1 man
brusc solubilitatea la o anumita temperaturd, numitd punctul Krafft.
A. Materiale §i aparaturd:

- flacoane de sticla perfect uscate §1 curate, baghete din sticla;

- cilindru gradat din sticla cu diametrul de 2- 4 cm;

- pahar Berzelius, 1000ml;

- termometru cu interval de temperatura -15 - +60°C;

- balanti analitica tip Mcttlcr-Tolcdo, AG410;

- dispoztiv electnc de incalzire prevazut cu transformator vanabil peniru reglarea vitezer de
incilzire.
B. Modul de lucru:

S-au cantirit intre 0,15i 2 g de sare a acidului abietic cu precizie de 0,01, si s-au introdus intr-
un flacon de sticla. S-a adiugat cantitatea necesard de apa bidistilatd obtinerii unei solupn saturatd
(continutul flaconului trcbuic si fic tulburc). Amestccul dc cercctat s-a introdus in cilindrul gradat iar
acesta in paharul Berzclius umplut cu apd rece de 4-6°C. De ascmenca, in cilindru s-a atasat
termometrul in asa fel incat rezervorul de mercur si fie total scufundat in soluie. Solufia saturata de
sare s-a incilzit uniform prin agitare manuali, pini cind s-a limpezit. in acel moment, s-a citit pe
scala termometrului valoarca temperaturii. Cilindrul gradat s-a scos din paharul Berzcelius, iar solutia
s-a lasat s3 se riceasci pana cand s-a retulburat. Determinarea s-a reluat de inca trei on pentru fiecare
proba.

Valorii medii ale punctului Krafft, pentru fiecare compus sintetizat, sunt date in tabelul 4.9.
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Tabelul 4.9. Valorile medii ale punctului Krafft pentru diferite concentratii ale solutiilor apoase

ale sarurilor acidului abietic

Nr. Substanta testati Concentratiile solutiei Temperatura corespunzitoare
crt. analizate [%] punctului Krafft [°C]
1. 1. 9.0 1. 8.0
A-Na 2. 7.0 2. 7.0
1.00 1.5 3. 8.0 3. 9.0
media 8,0 media 8,0
2. A-K 1. 8.0 1. 80
2. 90 2. 80
1.00 14 3. 90 3. 90
media 8,66 media 8,33
3. MEAA 1. 9 1. 100
2. 10 2. 110
1.00 0.9 3. 10 3. 110
media 9,66 media 10,66
4. DEAA 1. 90 1. 9.0
2. 80 2. 8.0
1.00 1.2 3. 90 3. 10.0
media 8,66 media 9,0
5. TEAA 1. 9 1. 10
2.9 2. 10
1.00 1.5 3. 10 3. 9
media 9.33 media 9,66
6. 1. 140 1. 120
IBAA 2. 150 2. 110
1.00 0.2 3. 150 3. 110
media 14,66 media 11,33
7. 1. 15.0 1. 140
DIBAA 2. 16,0 2. 140
1,00 0,2 3. 17.0 3. 150
media 16,0 media 14,66

Pentru determinarea concentratiei critice micelare (CMC) s-au aplicat doud mctodce de analiza
(metoda tensunn superficiale, st metoda conductometrica) din doua motive st anume:

1. comparca rczultatclor cxpcerimentalc obtinutc intre clc in special in cazul sérurilor dc amoniu a

acidului abictic pentru care nu am gasit referinte in literatura de specialitate:

2. determmarea CMC-ulmi conductometric poate fi consideratd si o dovada a faptulur ca prn
proccdcul dc sintcza propus in paragraful 4.3. s-au obtinut substantc ionicc (siruri) §i nu ncutrc
(amide).

Conccntratia criticA micclard, caracteristici dc bazi In domcniul chimici substantclor

tensioactive, s-a determinat pentru toate sérurile luate in studiu la temperatura de 20°C, atit in cazul
solufnlor proaspat preparate cat si dupid stationarea acestora timp de 6 ore. In plus, metoda
conductometricd a permis determinarea CMC- ului §i la temperaturi diferite de cea a mediului (30,

40°C).

Determinarea tensiunii superficiale s-a efectuat prin “metoda picdaturilor”, STAS 6118-59

[217], mctoda bazatd pc compararca valorii tensiunii superficialc a substantci de analizat cu cca a unci
substante cunoscute, in cazul nostru apa distilata.

A. Aparaturad si materiale:
- stalagmometru Traube;

- balanti tehnici electronica tip Kerr-200;
- baloane cotate, 1000 ml perfect uscate;
- pH-metru .

A. Modul de lucru:
a)Prepararea solutiilor de analizat

Pcntru ficcarc probd analizatd s-au prcparat solutii cu concentratii variind intrc 1-10 g/l

substanta activd. Astfcl pentru prepararca solutiilor de 10 g/l substanti activa s-au cantirit cu precizic
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dc 00! g in jur dc 10.2 g abictat dc sodiu, 104 g abictat dc potasiu, 11.8 g abictat dc
monoetanolamoniu, 12,4 g abietat de dietanolamoniu, 12,4 g abietat de trietanolamoniu, 11,29 g
abietat de 1zobutillamoniu 1 11,36 g abietat de di-izobutillamoniu §i apoi s-au dizolvat in circa 75 ml
apa bidistilatd. Solutiile obtinute s-au trecut cantitativ in baloane cotate de 1000 ml si s-a adus la semn
cu apa bidistilatd. Din solutiile inifiale s-au pipetat 10 ml in baloane cotate de 50 ml, obinandu-se prin
dilutic solutiilc dc analizat. pH-ul solutiilor a avut valon cuprinsc intrc 7,5-9.5
b) Calibrarea stalagnometrului

Cahibrarea stalagnometrulumi Traube s-a facut atat la inceputul masuratorilor cit si de fiecare
data cand a fost schimbata substanta analizata, prin umplcrca cu apa bidistilata a capilarci aparatului
pand la reperul superior urmati dc deschiderca robinctului aparatului §i numérarea piciturilor
desprinse din varful capilarel, pana cand nivelul lichidulu atinge reperul inferior al capilarei. Viteza
de desprindere a picaturilor a fost reglati la valoarea de 3 picaturi/min., iar numirul mediu de picitun
pentru apa bidistilata a fost de 26.
¢) Determinarea tensiunii superficiale

Dupa calibrarca aparatului, s-a trccut la cfcctuarca misuratonlor pentru ficcarc solutic dc
analizat aplicdnd accleasi opcrafii descrisc mai sus. Misurdtorile s-au cfectuat in dubla repetitic pentru
fiecare solutie de analizat, luidndu-se in calcul media acestora. Intregul protocol s-a reluat dupi
trecerca cclor 6 orc de repaus acordat solutiilor dc saruri.

Valoarea tensiunii superficiale corespunzitoare fiecirer substante analizate a fost calculata cu
rclatia (6)

y=72" % , |[dvn/em]) (6)

unde: a - numirul de picituri de solutic de analizat:

b — numairul de picatun de apa distilata;

2 — tensiunca superficiali a apei distilate {dyn/cm].

Prin reprezentarea grafici a valorilor tensiunii superficiale pentru diferite concentratii ale
probei analizate, cu logantmul concentratie, s-a determinat valoarea CMC-ului ca fiind valoarea de pe
abcisa sistemului de coordonate, corespunzitoare punctului de inflexiune a curbei.

Determinarea concentratiei critice micelare a sarurilor acidului abictic, prin mésuraton
conductometrice, a avut la bazi lucrarile lut Huang, Nakamura, st Hong Kang [219, 220} st propm
[221].

A. Aparaturd §i materiale:
- conductometru tip TOA Electronics CM-40 prevazut cu o celula de conductanta CDC64 1T cu

electrozi de platina;
- balanta tehnica electronica tip Kerr-200;
- baloane cotate, 100 ml perfect uscate §1 curate, pipete de 5 ml;
- pahar Erlenmayer de 200 ml;
- baie de apa termostatati;
- solufii standard de clorura de potasiu, 0,1N, 0,01N.

B. Modul de lucru:
a)Prepararea solutiilor de analizat
Solutiile initiale de analizat s-au obtinut astfel incat concentratia acestora sa fie de 30 mM in cazul
abictatilor alcalim i respectiv 20 mM  in cazul abictatilor dc amoniu. Tindnd cont dc "fenomenul de
imbatrdnire” caracteristic compugilor superficial activi, méisuritorile conductometrice s-au efectuat
numai dupi scurgerea intervalului de repaus de 6 ore de la prepararea solupiilor, necesar stabilir
cchilibrului intcrfacial. Dc ascmcenca, acclcasi solutii s-au folosit §i pentru  méisuratorilc
conductometrice la temperatuni de 30 respectiv 40°C.
b) Efectuarea mdsurdtorilor conductometrice

50 ml solutie de analizat s-au pipetat in cclula de conductantd fixati in baia termostati.

Constanta celuler a fost determinati folosind solutii standard de KCl 0,01IN si 0,IN, gasindu-se o
valoare de 0,7443 cm™. In paralel, in baia de apa, s-a mai fost introdus un pahar Erlenmayer de 200 ml
continind apa bidistilatd. Atit proba, cit §i continutul paharului Erlenmayer s-au incilzit sub agitare
manuali, la 20°C. Dupa stabilirea echilibrului termic atat in celula cat si in flaconul cu apa bidistilata
s-a citit pe scala aparatului valoarea conductantei. In solutia de analizat s-au pipetat apoi, 3 ml apa
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bidistilatd din vasul Erlenmayver. Dupa amestecarea solutici pentru omogenizare, s-a citit pe scala
conductometrului noua valoare a conductanici. Procedura de pipetare s-a repetat pani cand in celula
s-au adaugat 50 ml apa bidistilatd. In accl momcent continutul cclulci s-a inlocuit cu un volum dc 50 ml
din solutia aceluiasi compus analizat dar preparatd prin dilutie de 1:2 a solutiei inifiale. Dupd ce
echilibrul termic a fost atins in celula s-a citit valoarea conductantei care trebuie si fie egala cu ultima
valoarc cititd avand in vederce cd noua solutic arc acccasi concentratic ca a preccdentci. in continuarc s-
au pipetat din nou 5Sml apd bidistilatd in celuld. Procedura s-a repetat pani cind in celuli au fost
pipetapt aln 50 ml apa distilatd. De asemenea, modul de lucru a fost reluat si la alte temperaturi de
incalzirc (30 respectiv 40°C). Pentru ficcarc valoarc a conccntratici solutici de analizat, conductanta s-
a citit dc trci ori. ludndu-sc mai departc la calculul conductivitdtii specificc doar media citirilor.
Reprezentind grafic valorile conductivititn specifice functie de concentratie si citind valoarea
concentratici la punctul dc interscctic al cclor doua curbe sc detcrmind valoarca CMC -ului pentru
compusul analizat.

Determinarea capacitdtii de umectare

Putcrca dc umcctarc sau dc udarc rcprezintd o proprictatc foartc importanti cu aplicatii
practicc a compusilor supcrficial activi in general, dar mai ales a cclor din clasa detergentilor. Sc
considerd ca un detergent sau agent de spalare este cu atat mai eficient cu cat in pnma fazi a
procesului de spdlare are o putere de umectare mai mare sau cu alte cuvinte o valoare a timpului
nccesar udari unui material textil mai micd. Putcrea de umectarc a unui compus superficial activ cste
o manme care depinde atat de structura fibrelor din care e confectionat matenialul textil cat si de
valorilc concentratici criticc micclarc (CMC) a compusului tensioactiv utilizat. Astfcl s-a constatat ca
in general, pe misurd ce concentratia solutici de compus tensioactiv tinde spre valoarea CMC-ului,
timpul de umectare a matenalului creste. De asemenea natura matenalului textil influengeazi aceasta
valoare a timpului de umectare in sensul cd unele materiale textile (stofa) se umecteazi mai greu daca
solutia de tensidi are un pH alcalin in timp ce altc materiale (mitasea, materialele sintetice) din contra
preferd solupile alcaline valoarea CMC-ului influentand in acest caz mai putin durata de umectare.
Capacitatea de umectare a sirunlor acidului abietic s-a efectuat conform metodei standard STAS
6097-59 [217]. prin cronomctrarca timpului nccesar scufundairii unei rondele de material textil in
solutia de analizat de o anumita concentrapie, material care pluteste initial la suprafata solutie.

A. Aparaturd i materiale:
- rondele din diferite materiale textile (stofd din 1ana 80%, bumbac, mitasc). Rondelcle s-au célcat

in prealabil si s-au tinut apoi, 24 de ore intr-un exicator cu clorura de calciu;

- pahar Berzelius de 600 ml, gradat la 300 ml;
- penseta din inox;
- cronometru.

B. Modul de lucru:
a)Prepararea solutiilor de analizat
Solutiile imfiale de analizat s-au obtinut astfel incat concentratia acestora si varieze intre 0,5-20 mM
in cazul abictatilor dc amoniu, §1 respectiv intre 5- 30 mM in cazul abictatilor alcalini.
b) Efectzfarea determindrii

In paharul Berzelius, s-au introdus 300 ml solutie de analizat, avand gnja ca aceasta si nu
produca spumai (umplcrca paharului s-a ficut prin prelingerca pe perctii acestuia a solutici dc analizat).
Cu ajutorul pensetei s-au dcpus usor deasupra stratului de lichid trei rondele confectionate din acelagi
matenial textil (exemplu stofa din 1ani 80%), dupa care s-a pomit cronometrul. In momentul in care
fiecare rondeli a atins fundul paharului s-a notat timpul scurs. Protocolul de lucru s-a repetat de 10 on
pentru acelasi tip de matenal precum §i pentru aceeasi concentrafic a solufici compusului de analizat.
La calculul timpilor de udare nu s-au luat in considerare timpii cu valori mai mici de 25 sec respectiv
mai mar de 300 sec.

Determinarea capacitdtii de spumare a sarurilor acidului abietic s-a efectuat conform metodci
STAS 5774-58, [217] ea presupunind determinarea urmitoarelor marmi:

- puterea de spumare;

— stabilitatea spumei.

Puterea de spumare s-a exprimat prin inilfimea spumei (mm) formata intr-un cilindru gradat
prin agitarea energici §i scuturarea de citeva ori a acestuia.
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Stabilitatea spumei s-a expnmat ca raportul dintre volumul spumei dupd un anumit timp
determinat §i volumul initial al spumei formata in urma caderu liberc de la o anumita indlfime, a uneci
solutii dc sarc dc o anumita concentratic intr-un cilindru.

Modul de lucru:

a) Prepararea solutiilor de analizat

Solutiilc nitialc dc analizat s-au obtinut astfcl incat concentratia accstora sd varicze intre 0,5-
20 mM in cazul abictatilor dc amoniu, §i respectiv intre 5- 30 mM in cazul abictatilor alcalini. Ficcarc
solutie de sare s-a incalzit la 25°C timp de 10 minute inainte de a se efectua determinanile.

b) Determinarea puterii de spumare

200 ml dc solutic dc sarc s-au pipctat intr-un cilindru de sticld, cu dop rodat. dc 1000 ml, perfect uscat
sl curat prevazut cu trei repere §i anume unul la 50 cm’, altul la 250 cm® si un al treilea la 900 cm®.
Pipctarca solutici dc cxaminat s-a cfcctuat astfcl incat sd nu sc producd spuma. Cilindrul s-a inchis
apoi cu dopul rodat iar continutul accstuia s-a agitat cnergic dc 5-6 ori. Dupa cc intrcaga spuma
formata s-a prelins de pe peretii cilindrului st a format un strat compact s-a citit inilfimea spumer.

¢) Determinarea stabilitdtii spumei

50 ml solutic dc analizat de acccasi concentratic ca cca folositd pentru detcrminarca putcrii de
spumare, s-au pipetat, intr-un cilindru de 1000 m! prevazut cu trei repere si anume unul la 50 cm’, altul
la 250 cm’ si un al treilca la 900 cm’. Pipctarca solutici dc cxaminat s-a cfcctuat astfcl incét sa nu sc
produci spumi. D¢ asemenca, 200 ml din acccasi solutic de analizat s-u trecut cantitativ intr-o palnic
de separare fixati deasupra cilindrului gradat. Fixarea palniei de separare s-a facut in asa fel incat la
dcschiderca complcta a robinctului accstcia, solutia si cada vertical dc-a lungul axci cilindrului, 1ar
varful palnici si pitrundi pani la reperul dc sus. Odatd montajul realizat, s-a dat drumul solutici sa
curga in cilindru iar dupa ce palma a fost golita si cilindrul a fost agitat de 2-3 on s-a citit volumul
spumei formatc dupid 5, 10, 15 minute. Experimentele au fost rcpetate trei oni pentru fiecare
concentratic a solutici de analizat.

Determinarea puterii de emulsionare a sarurilor acidului abietic s-a efectuat conform metodei
STAS 6262-60, [217]. Pentru a caracteriza puterea de emulsionare s-a determinat in principal efectul
de stabilizare (ES), prin misurarea timpului scurs din momentul formirii emulsiei si pani la separarea
unui volum dat de fazi apoasi din emulsia formata anterior la 0 anumitd temperaturd i la o anumita
conccntratic a solutiilor apoasc alc sdrurilor dc analizat.

Modul de lucru:

a) Prepararea solutiilor de analizat

Solutiilc initialc dc analizat s-au obtinut astfcl incit concentratia accstora sd varicze intrc 1 §1 25 mM.
Ficcare solutic de sare s-a incilzit la 25°C timp dc 10 minutc alituri de faza nepolard (benzenul),
inainte de a se efectua determinarile.

b) Efectuarea determindrilor

10 ml solutic apoasa dc sare analizatd si 5 ml benzen s-au pipetat intr-un cilindru gradat de 20 ml
prevazut cu dop rodat. Confinutul cilindrului s-a agitat apoi energic de citeva or pentru formarea
emulsiei de tip U/A. In continuare, s-a cronometrat timpul scurs de la agitarea cilindrului §i pand cand
s-au scparat 9 ml de faza apoasi de solutic de analizat din emulsic.

4.5. Determinarea activititii microbiologice a sirurilor acidului abietic
4.5.1. Consideratii teoretice

Dctcrminarca activititin microbiologicc a sarurilor acidului abictic s-a rcalizat prin mctoda
difuzimetrica iar pentru detcrminarea concentratici minime inhibitoarc (CMI) s-a apelat la metoda
dilutnlor ambele metode fiind recomandate de OMS. [222] Metoda difuzimetrici cunoscuti in
literatura de specialitate sub denumirea de Testul Kirby-Bauer consti in principiu in plasarea pe
suprafata unui mediu potrivit (gelozi-agar pentru bacterii respectiv, Sabouraud-glucoza agar pentru
fungi) a unor rondele impregnate cu substanta de testat, mediul fiind in prealabil inoculat cu o
suspensic bactcriand/fungicd purd. Dupa incubarc, zonclc dc inhibitic sunt misuratc iar valorilc
diamctrclor sunt tradusc in urmitoarele categorii stabilite in standard: susceptibil cind d> 17 mm;
intermediar pentru valori ale diametrelor cuprinse intre 12 si 17 mm; rezistent cind d < 12 mm. [223,
224]. Procedura de lucru a presupus parcurgerea citorva etape premergitoare, §i anume:

1. Prepararea mediilor de culturd (medwml de geloza-agar Mueller-Hinton, respectiv

Sabouraud-glucozi agar ),
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2. Prepararea culturilor proaspete de 24h in mediu lichid a speciilor patogene:

3. Prepararea solutiilor stoc si a rondelelor din hartic de filtru impregnate cu solutu ale
substantclor supusc analizei;

4. Aplicarca suspensici dc microorganisme §i apoi a rondclelor pc suprafata mediului de
cultura:

5. Incubarca placilor cu mediul de culturd inoculat timp dc 18-24 orc la 28/37°C;

6. Masurarea diametrelor zonelor de¢ inhibitic a cresterit microorganismelor §i interpretarca

rezultatelor.
4.5.2. Materiale §i aparatura

- cutii Pctni: ansc bacteriologice:

- pipete Pasteur, pipete. siringi §i microsiringt;

- ¢prubcte cu dop de vata:

- baloanc cotatc de 100 respectiv 1000 ml:

- flacoane de sticla prevazute cu dopun metalice:

- cilindm gradati dc 1000 ml;

- autoclava pentru sterilizare, termostat;

- balanta analitica electronica tip Mettler-Toledo, AG 410:

- balanta tchnica clcctronica tip Kerr-200.

Prepararca mediilor de cultura a necesitat urmatoarcle matcriale:

- extract de carne:

- pcptona.

- agar’

- glucozi / fructoza,

- clorura dc sodiu, apa bidistilata stcrild, alcool ctilic solutic 96%.

Testarea activititii microbiologice a derivatilor acidului abietic s-a efectuat atit pe bacteni cat
st pe ciuperci in scopul determinini atat a activititii bacteriostatice cat si fungistatice. Agentii patogeni
alcsi pentru testarc sunt prezentati in tabelul 4.10. Flacoancle cu speciile respective s-au achizitionat in
starc purd de la Institutul de Igicna Publica Timisoara.

Tabelul 4.10. Specii de microorganisme testate pentru determinarea_activititii antimicrobiene

Nr.crt. Familia Genul Specia (tipul)
1. Enterobactericeae Escherichia Escherichia coli(G)
2 Enterobactericeae Salmonella S.choleraesuis(G)
3. Micrococaceae Staphylococcus S.aureus (G)
4 Ciuperci de inmugurire Candida Candida albicans

4.5.3. Protocolul de lucru
4.5.3.1. Prepararea mediilor de cultura

A. Prepararea bulionului nutritiv [225,226].

Reactivii chimici:

- extract de carne (Merck);

- pcptond,

- clorura de sodiu;

- apa distilata stenla.
Modul de lucru:

S-au cantirit 10 g de extract de carne cu precizie de 0,01 g, si s-a adus cantitativ cu api distilata
sterild intr-un balon cotat dc 1000 ml carc s-au dizolvat in 1000 ml. La solutia obtinuti s-au adaugat
apol 10 g peptond si 5 g clorurd de sodiu amestecul fiind incalzit pc baia de apa pana la dizolvarca
substantelor solide (aprox.75-85°C). pH-ul solutiel a fost ajustat la valori de 7.6-7.8 cu solutie de
hidroxid de sodiu 10%. Amestecul lichid s-a fiert apoi la 100°C timp de 1-2 min, s-a filtrat pe hartie de
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filtru si s-a introdus intr-un flacon dc sticld steril prevazut cu dop ctang. Din bulionul nutritiv astfcl
preparat s-au repartizat volume aproximativ egale (3ml) in 6 eprubete, carc apoi s-au inchis cu dopun
de vati. Eprubetclc s-au sterilizat in autoclavi timp dc 40 min la 115°C.

Bulionul nutritiv rcpartizat in cprubctc. va constitui mediul de culturd pentru culturile
proaspete de bacteni de 24h. Restul cantitatn de bulion nutntiv s-a folosit pentru prepararea mediului
de geloza (agar nutritiv).

B. Prepararca mediului gelozd (agar nutritiv)

Geloza este un mediu solid preparat prin adiugarea la bulionul nutritiv a unei cantitifi determinate de
agar (obtinut dint-o algi marini) [225]. Agarul arc proprictatca dc a sc dizolva in apa la 80-90°C si dc
a se solidifica la temperaturi sub 45°C. cu mentiunea c acesta este lipsit de substange nutritive pentru
microorganisme [223]. Tehnica de preparare a constat in adiugarca la 1000 ml bulion nutntiv, a 20g
agar fin maruntit. Amestecul s-a adus intr-un vas termorezistent (sticla Pyrex) si incalzit la 90°C direct
pc beecul de gaz. Solutia ficrbintc obtinutd s-a filtrat prin vati si s-a rcpartizat in flacoanc dc sticld
prevazute cu dopuri metalice etangc. Flacoancle cu mediul nutritiv s-au sterilizat timp dc 30 min la
120°C in autoclava.

C. Prepararea mediului Sabouraud-glucoza agar
Mecdiul Sabouraud cstc un mediu clasic pentru culturile de ciuperci si fungi.

Reactivii chimici:

- glucozi/fructozi,

- pcptoni.

- agaroxid nr.3:

- apa distilata sterila.
Modul de lucru

S-au cantart cu precizie de 0,01 g, 20 g agar (oxid nr.3) care s-au introdus apoi intr-un flacon de sticla
termorezistenta si s-au dizolvat in 1000 ml api distilatd prin incilzire la 90°C, amestecind usor cu o
baghcta de sticlid. La solutia obtinuti s-a adiugat o cantitate de 40 g glucoza sub continud agitare pand
la dizolvare. Dupa solubilizarea glucozei, s-au mai adaugat 10 g peptoni, amestecand usor pani la
dizolvarc. pH-ul solutici a fost ajustat la valoarca dc 5.6 cu solutic acid clorhidric 5%. Mcdiul dc
culturd astfel obtinut, s-a repartizat in flacoanc de sticld prevazute cu dopuri metalice ce se inchid
etans si s-a sterilizat in autoclava la 115°C timp de 20 minute. Este recomandabil si nu se depiaseasci
temperatura de 120°C la sterilizare deoarece existi riscul caramelizirii peptonei.

4.5.3.2. Prepararea solutiilor stoc si a rondelelor de filtru impregnate cu substanta de testat

Avand in vedere datcle din litcratura [228], concentratiile in substantd activa a solutiilor stoc
pentru derivatit acidului abictic luati in studiu, au fost de 1024 mg/l. Dupa etichetare, baloanele cu
solupiile stoc, s-au depozitat la temperatura camerei, la intuneric In acest caz nefiind necesara
stcrilizarca lor ca urmarc a conccentratici nidicatc in substanti activa.

Din solutiile stoc s-au preparat prin dilutie succesiva solutiile de testat. Astfel, in 5 eprubete
sterile de 10 ml capacitate (etichetate cu cifre de la 1 la 5 in ordine crescitoare) s-au introdus cu
ajutorul unei seringi sterile cite un ml api bidistilata sterili. In prima eprubeti s-a pipetat 1ml din
solutia stoc, amestecul s-a agitat de citeva ori obtinindu-se o dilutic de 1/2. Din aceasta solutic s-a
pipetat din nou Iml si descéarcat in eprubeta numarul 2, iar dupa cateva agitan s-a obfinut solutia
diluati la 1/4. Procedura s-a repetat in acelagi mod pani la eprubeta numirul 5, in aceasti ultima
cprubctd obtindndu-sc o dilutic de 1/32, solutia avind o concentratic in substanta de testat de 32 mg/l.

Cu ajutorul unei pensete sternle s-au umezit pnn introducere in aceasta ultima solufie rondelele
de hartie de filtru. Rondelele au fost uscate prin agitate in aer si apoi depozitate intr-un flacon de sticla
prevazut cu dop perfect curat si sterilizat in prealabil. Fiecare flacon a fost etichetat cu numele
substantci dc ccrectat §i concentratia accstcia.

4.5.3.3. Prepararea culturilor tinere de 24h
Pentru obtinerea de rezultate bune, tulpina bacteriand trebuie si fie izolatd sub formd de

cultura pura. in acest scop, din fiecare flacon care contine cultura 'preinocul' de specie bacteriana/fungi
s-a prelevat cu ansa bacteriologica sterilizati in flaciard 1 minut, materialul patologic de insdmantat.
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Dupa prelevarc. deschiderca flaconului s-a flambat in flacard pentru sterilizarc. si s-a inchis cu dopul
metalic. in continuare. s-a luat in mina stingi una din eprubetele umplute cu mediu de bulion nutritiv
pregatitc la punctul 1. s-a scos dopul dc vata cu dcgetcle inclar s1 mic de la mana drcapta, s-a flambat
dc cdteva on deschiderca cprubctei. s-a introdus ansa bactcriologicd cu matcrialul patologic si s-a
spalat in mediu. Deschiderea eprubetei s-a flambat din nou in flacird pentru sterilizare, s-a inchis cu
dopul de vata. iar ansa bactcriologici s-a sterilizat prin inrosirc in flacara.

Opcratiile descrise mai sus se rcpetd pentru fiecare tip de bactene/fung luat in studiu.
Eprubetele cu mediile astfel insamantate si etichetate, pentru identificarea ulterioara s-au introdus in
tcrmostat pentru incubarc la tempceratura de 37°C (cclc carc contin suspensiilc de bactcrii) §i respectiv
28-30°C (cele care contin speciile de fungi), timp de 24h. Dupa expirarea timpului de incubare, s-a
verificat dacd s-au dczvoltat germenii patogeni prin obscrvarca aparitici unci tulburcli in cprubctclc
respective. Daca rezultatul observatiei este pozitiv se poate trece la insimantarea inocululut pe medn
de cultura specifica.

4.5.3.4. Insiméantarea inoculului si aplicarea rondelele pe mediul de cultura specific

Din flacoancle cc contin mediile de culturd B si C preparate conform paragrafului 4.5.3.1.
lichefiate prin sterilizare si racite la 33-60°C s-au luat circa 10 ml cu ajutorul unei pipete si depusi in
cutit Petn de diametru 100 mm stenlizate in prealabil prin autoclavare. Cutiile au fost inclinate de
cdtcva ori in stinga §i in dreapta pentru dispersarca omogend a mediului pe toatd suprafata cutici,
avandu-se gnja de asemenea ca mediul si nu prezinte bule de aer, Din suspensiile reprezentand
cultura de microorganisme s-a prelevat cu ajutorul seringii 1 ml de culturd care a fost prelcvata pe
suprafata mediului de cultura specific ficcarei specii, inclinAndu-se cutia Petri de citeva ori (operatia
de inoculare s-a repetat de tret on pentru fiecare specie de microb). Dupa inoculare, cutiile au fost
lasatc deschisc la acr timp dc 10 minutc in vederca facilitiru absorbtici cultunii microbicnc in intrcg
mediul. Procedura s-a repetat pentru fiecare specie bacteriani. Cu ajutorul unei pensete au fost aplicate
pe suprafata medivlui la o distanta de 10 mm de peretele cutier cate 4 -5 rondele la distanta
aproximativ cgald una fatd dc alta.

4.5.3.5. Incubarea cutiilor si citirea rezultatelor obtinute

Placile Petri s-au introdus in termostat la temperatura de 37°C (28-30°C in cazul culturilor de
fungi) pentru incubare timp de 18-24 ore, dupa care au fost scoase pentru examinare. In situatiile in
carc pc suprafata mcdiului dc culturd, in jurul rondclclor dc filtru, au aparut zonc dc inhibitic a
dezvoltdrii bacteriilor, s-au citit diametrele acestor zone cu ajutorul unei rigle gradate in doui directii
perpendiculare facindu-se o medie aritmetici a valorii diametrelor. in situatia in care dupa 24 de ore
nu s-au scsizat zonc dc inhibitic ca urmarc a ncdczvoltdrii microorganmismclor patogenc, placilc au fost
lasatc alte 24 ore la termostatare dupa care s-au examinatc din nou.

Valonle obtinute au fost inregistrate §i supuse comparani cu standardele. Substantele testate
care au intrat in categonile susceptibil respectiv intermediar au fost supuse in continuare testirii
pentru determinarea CMI-ului prin metoda dilufiilor in agar [229] respectiv a concentrafiel minime
bactericide (CMB) [228].

4.5.4. Protocolul de lucru prin metoda dilutiilor in agar

Mctoda dilutiilor in agar rcprezinti la ora actuali mctoda dc rcferintd pentru detcrminarca
concentratici minime inhibitoare a unor noi agenti cu proprictifi bacteriostatice dar si pentru a
confirma echivocitatea rezultatelor obtinute prin metoda difuzimetrici. Prin aplicarea acestei metode,
microorganismclc sunt tcstatc asupra abilititii lor dc a sc reproducc vizibil, cu ochiul liber, pe o scric
de plici cu medii de culturd specifice care contin §i o cantitate determinati de solutic de substantd
antimicrobiani diluata intr-un anumit raport {230, 231].

Procedura de lucru a presupus parcurgerea citorva etape premergitoare, si anume:

1. Prepararea soluiilor de lucru ale substantelor de testat prin dilufii succesive pomnind de la

solutia stoc ;
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2

Prepararca placilor cu mcdiilor dec culturd (mediul dc gelozi-agar Mucller-Hinton,
respectiv Sabouraud-glucoza agar ):

3. Prcpararca inoculului dc agent microbian:

4. Inocularca plicilor:

5. Incubarea placilor cu mediul de cultura inoculat timp de 18-24 ore la 28/37°C;
6. Citirca s1 intcrpretarca rczultatclor.

Prepararea solutidlor de lucru a presupus obtinerea unor seni de dilutii in mediile de cultura
pornind de la solutiile stoc preparate conform paragrafului 4.5.3.2. Pentru fiecare substanta testata s-
au folosit aproximativ 10 cprubctc. Concentratia solutiilor de lucru a vanat dc la valoarca initiala
(1024 mg/l) pani la 4mg/1 (tabelul 4.11).

Tabelul 4.11. Prepararea dilutiilor substantelor de testat prin metoda dilutiilor in agar

Nr. Concentratia Volumul Volumul de Concentratia | Concentratia finala
crt. substantei de de solutie | api bidistilata substantei obtinuta
testat in solutia stoc [ml] [ml] obtinuti dupi adaos de 19 ml
stoc [mg/l] [mg/l] mediu

1. 1024 1 0 1024 5,12

2. 1024 1 1 512 25.6

3. 1024 1 3 256 12,8

4. 256 1 1 128 6.4

3. 256 1 3 64 3,2

6. 256 1 7 32 1.6

7. 32 | | 16 0,8

8. 32 1 3 8 0,4

9. 32 | 7 4 0.2

10. 4 1 1 2 0,1

Mediile de culturad preparate conform paragrafului 4.5.3.1., sterilizate si racite la 55-60°C,
s-au rcpartizatc in cantititilc ncccsarc (19 ml) in cprubctcle cc contin scrile dc dilutii ale solutiilor dc
lucru conform tabelului 4.11, la care s-au mai adiugat incd cite trei eprubete de control in care s-au
repartizat doar volumele corespunzitoare de apa bidistilata st mediu de culturd. Continutul eprubetelor
a fost agitat pcntru omogcnizarc §i apoi rcpartizat in strat cit mai uniform pc suprafata placilor Pctni
sterile. Plicile s-au lisat la temperatura camerei pentru uscare. Inoculul a provenit prin diluarea la
1:1000 cu solutie salind 0,85% concentratie a suspensiei reprezentind cultura de 24 ore a germenului
de testat. Este recomandabil ca inocularea plicilor si fie ficuti intr-un interval de 30 de minute pentru
a evita modificdnle care pot apirea in densitatea suspensiei de inocul. Inocularea s-a ficut cu ajutorul
unel micropipete calibrate ce elibereazia 0,001-0,002 ml suspensie bacteriana, sub forma unor spotun
dc 5-8 mm, la inccput inoculdndu-sc plicilc cc contin solutiilc ccle mai diluate dc substantc dc analizat
si apoi in continuarc in ordinea crescidnda a concentratici pe cele mai concentrate. De asemenca s-a
facut 1 nocularea placilor de control care nu contin substanti de cercetat.

Incubarea plicilor Petri s-a ficut la 37°C pentru germenii bacterieni respectiv 28-30°C pentru
fungi, timp dc 16-20 ore. Dupd inoculare plicile s-au analizat notindu-sc¢ intensitatea culturilor,
numarul de colonii sau absenta cultunilor, CMI- ul reprezentind dilutia (concentraia) cea mai joasa a
unci substantc analizatc carc inhibd crcsterca perceputi cu ochiul liber a unui microorganism. Din
placile care au prezentat inhibarca cresterii microorganismelor au fost prelevate cu ansa dc pe
suprafata lor, cultuni care au fost apoi inoculate in flacoane sterile, etichetate, partial umplute doar cu
gclozd (Sabouraud) fard substantd dc analizat, si carc apoi au fost incubatc la acclcasi tcmpcratun
mengionate mai sus. Dupa incubare s-au notat acele flacoane in care nu a fost sesizati o tulburarc sau
acelea in care tulburarea a fost nesemnificativd considerandu-se ci la aceste dilutii substanta de
analizat prezinti si un caracter bactericid.

Toate analizele au fost ficute in trei repetitii pentru fiecare substantd si respectiv pentru
fiecare microorganism.
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4.6. Analiza biodegradabilititii primare a sidrurilor acidului abietic

4.6.1. Scurte consideratii

Folosirca substantclor tcnsioactive in retetele de fabricatic a dctergentilor in tarilc UE, cstc
legiferatd de un numar de directive (73/404/EEC(EEC1973a); 73/405/EEC (EC 1973b); 82/242/EEC
(EEC1982a)) carc imprcuni formcaza normele standardizatc referitoarc la testele pentru biodegradarea
pnmard. Pc baza accstor norme s¢ impunc conditia ¢d numai acclc substantc tensioactive carc pot fi
degradate pe cale biologica in proporfie de peste 60% in timp de 19 zile si respectiv 80% in maxim 28
zilc pot fi folositc ca ingrcdicntc la fabricarca detcrgentilor si a produsclor de curdtirc a suprafctclor
casnicc in Comunitatca Economici Europcanid. Ca mctoda standard pentru determinarca biodegradarii
compusilor tensioactivi normele europene dar si cele americane recomanda "metoda OECD 301 D"
[232], avdnd ca principiu masurarca cantititii dc CO, produsa dc catrc activitatca microorganismclor
acrobicc dintr-un mcdiu nutritiv anorganic in carc a fost introdusd si substanta dc analizat Accasta
metoda este recomandati in special acelor substante care sunt pufin solubile in apa precum si celor
carc poscda capacititi dc adsorbtic, cum sunt compugii supcrficial activi ionici [233]. In plus, daca sc
foloscsc anumite culturi de bactcerii in special din genul Pscudomonas, metoda poate fi aplicata si in
cazul analizer biodegradabilititui acizilor rezinici {234, 235].

Desi metoda este uzitati pe scara larga in laboratoarele de specialitate din toatd lumea trebuie
mentionate citeva din dezavantajele ei care pot afecta acuratetea rezultatelor in cazul unor compusi st
anume:

- clibcrarca CO, organic poatc fi afcctatd dc o scric dc procesc fizico-chimice (adsorbtic,

volatilizare, precipitare, hidrolizi), de activitatea florei microbiene anaerobe precum si de
o serie de alte reactii non-biologice care consuma oxigen [236, 237);

- cxistenta unor situatii in carc carbonul anorganic a fost acumulat si ¢l in mediul dc analiza
pe parcursul deruliri analizelor in cantitdti destul de man care pot duce astfel la rezultate
eronate [238];

- modul dc captarc si dc méisurarc a cantititii dc CO, ccca cc a dctcrminat cxistenta la ora
actuali a mai multor variantc (captarca in solutii alcaline. trecerea pe adsorbanti cu
ajutorul unw curent de aer liber de CO, introdus prin vasul de reactie, etc.) ale metode:
12391;

Mctoda este greoaie, consumatoarc de timp si predispusa la crori experimentale.

Toate aceste dezavantaje precum si lipsa unui analizor de carbon organic ne-au indreptifit sa
propuncm o mctodi spcctrofotomctrici pentru analiza biodcgradiri derivatilor acidului abictic
sintctizati cu specificarca cd uncle ctape de lucru sunt similarc metodei OECD aplicatd pentru
determinarea biodegradani compusilor din colofoniu [240, 241]. La baza aceste1 metode propuse sta
mctoda standardizatd dc dctcrminarc a concentratici  detcrgentilor anionici din apcle naturalc asa
numita “metodd cu albastru de metilen”|242,243). Accasti mectodi sc bazcazid pc proprictatea
substantelor tensioactive anionice de a forma in apa cu o solutie de albastru de metilen, in anumite
conditii dc pH un complcx colorat carc poatc fi cxtras in cloroform. Faza cloroformicd cstc apoi
analizati prin misurarea absorbantei la 650 nm.

Unul din dezavantajele acester metode il constituie faptul ca albastru de metilen (Basic Blue 9,
CI 52015) ncfiind stabil in solutic foartc mult timp, solutiilc dc colorant trcbuic sd fic proaspat
preparate §i de asemenea curbele de ctalonare trebuie reficute. De asemeneca s-a constatat
expenimental ci sarurile acidului abietic fie ci sunt ale metalelor alcaline fie cele de amoniu, desi se
comporta ascmindtor substantclor tcnsioactive anionicc nu lcagd suficicnt albastru de mctilen astfel ca
o parte din acestea ramdn in stratul apos si nu trec in stratul cloroformic ceea ce va induce aparitia de
rezultate eronate.

Incercérile preliminarc de a gési un colorant carc si fic stabil mult timp in solutic §i totodata
capabil de a forma un complex colorat suficient de puternic cu abictatii pentru a trece complet intr-o
faza organica ne-au condus la alegerea cristal violetului (Methyl Violet 10B, CI 42555), care a format
cu abictatii respectivi un complex de culoarc albastru-violct (A= 605 nm) In mcdiu dc tampon sulfat
(pH= 2,3-3,5).
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4.6.2. Analiza biodegradabilitatii sarurilor acidului abietic

Analiza biodcgradam abictatilor a implicat urmatoarclc ctapc:
- pregdtirea solutiilor de analizat prin dizolvarca substantclor de testat intr-un mediu nutritiv
anorganic astfel incat concentratia tensidelor sa nu depaseasca 5 + 0,5 mg/l;
- inocularca solutillor dc analizat cu o populatic dc microorganismc acrobc provcenita din
efluentul final (neclorinat) de la statiile de tratare a apelor ordgenesti (inocul):
- determinarea vanaftier concentratiet de tensidi in timp prin prelevarea unor volume
dctcrminate dc solutic din mediu 1 analiza lor prin mctoda cu cnistal violct.
Mctoda spectrofotometrica a fost verificata pentru acuratete prin testarca simultan cu abictatii, a doud
substante tensioactive anionice standard (benzen dodecil sulfonatul de sodiu, respectiv dodecilsulfatul
de sodiu).
4.6.2.1. Reactivii folositi

l. Pentru analiza biodegradarii:

- apa bidistilata sterild, lipsitd de ioni de cupru:

- inoculul obtinut din efluentul secundar neclorinat provenit de la statia de epurare a apelor Timigoara
(2000 ml) care in prealabil a fost filtrat pe o hartie de¢ filtru Wattman, primii 200 ml aruncandu-se la
canal. Filtratul a fost supus agitirii magnetice pani la folosirca lui pentru acrare, fiind preferabild
utilizarea lui chiar in ziua in care a fost colectat. Cantitatea de inocul addugata in solutiile de testare a
vanat intrc 1-1,5 ml/1 solutic;

- solutii stoc dc abictati preparatc prin dizolvarca intr-un balon cotat de 1000 ml a cantitdfui
corespunzitoare de sare pentru 1 g substanta activa, si aducerea la semn cu apa bidistilata;

- mediu nutitiv anorganic preparat prin adiugarea intr-un balon cotat de 1000ml curat si perfect uscat,
umplut cu aproximativ 900 ml apa bidistilata sterila a cate 1 ml din fiecare din solufile de mai jos (a-
d):

a) - fosfat monopotasic KH-PO, 85¢g
- fosfat dipotasic K,HPO, 21,75 ¢

- fosfat disodic dihidratat Na,HPO,-2H,0 334¢

- clorura de amoniu NH,CI 1,7¢g

- apa bidistilata H,0 Pani la 1000 ml
b) - sulfat de magneziu MgS0O,4 7H,0 225¢
- apa bidistilatd H,0 Pani la 1000 ml

c) - clorura de calciu anh. CaCl, 275¢g
- apa bidistilata H,0 Pani la 1000 ml

d) - clorura ferica FeCl;'6H,0 025g
- apa bidistilata H,0 Pani la 1000 ml

2. Pentru analiza spectrofotometrica:

- benzen (p.a.> 99%);

- solutie tampon sulfat preparata prin diluarea intr-un balon cotat de 1000 ml a 6,8 ml acid sulfuric de
97% in aproximativ 800 ml apa bidistilatd, apoi adiugarea a 50 g fosfat disodic monohidrat i
aduccrea la scmn, dupa dizolvarea sirii, cu apa bidistilata;

- solufie stoc de cristal violet preparata prin dizolvarea intr-un balon cotat de 100 ml a 100 mg cristal
violct in 50 ml acid acctic glacial, urmati dc aduccrca la scmn cu apa bidistilati. Solutia astfcl
preparati s-a dovedit a fi stabila circa o luni;

- solutu standard de benzen dodecilsulfonat de sodiu (DBSS), C,sH,0NaSO; CAS [25155-30-0], 85%
s.a., respectiv de dodecilsulfat de sodium (DSS), C;;H,sNaSQ,, CAS [151-21-3], 99% s.a..de
concentratii 1 g/l din care vor fi obtinute prin dilupi corespunzitoare solutiile de testare de concentratin
5 mg/l.
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4.6.2.2. Materiale si aparatura

- flacoanc Erlecnmaycr de 2500 ml sterilizate la 140°C timp de 20 min;
- pipete stenile de 1: 3; 10 mi:

- cilindni gradatt de 300 1000 ml;

- baloanc cotate stenle de 530; 100; 1000 ml;

- palnii dc scpararc dc diferitc capacitati:

- shaker bath termostatat pentru 25 +1°C;

- balanti analitica clcctronica;

- spectrofotometru de UV-VIS tip JASCO 530

4.6.3. Protocolul de lucru
4. 6. 3. 1. Pregitirea probelor in vederea analizei

Prepararea solutiilor de testare

Din solutiile stoc de abictati preparate conform pet. 4.6.2.1 s-au masurat cu pipeta cate 10 ml
care au fost apoi introdusi in vase tip Erlenmayer speciale unde s-au mai adiugat cate 2 ml inocul si
1988 ml dc mcdiu nutritiv anorganic preparat conform pct. 4.6.2.1. Cantititilc dc solutii au fost astfcl
calculatc incét sa sc obtini in final concentratii de 5+0.5 mg/l substanta activa dc abictat in solutiile dc
testare. Folosind aceeasi procedura s-au preparat si solutille de dodecilsulfonat respectiv de
dodccilsulfat dc sodiu, prccum si solutiilc martor pentru ficcarc solutic dc testarc (solutii obtinute fara
adaos dc inocul). Deoarcce toate solutiile au capacitatc de spumarc s-a avut grijd ca eventuala spuma
formata sa se disperseze inainte de a obtine volumul de 2000 ml.

Termostatarea solutiilor de testare

Din solutiilc preparate anterior (standard si de abictati) au fost luate cu cilindrul gradat volumc
de cate 300 ml si turnate cu atentic prin prelingerea solutiei pe peretele vasului pentru evitarea
aparitici dc spumai, In vasc conicc curatc dupi carc accstca s-au inchis cu dopun din vati in asa fcl
incit si nu fic impicdicat schimbul dc gazc cu mediul inconjuritor. Probele s-au introdus apoi in
shaker unde s-au mentinut la temperatura constanti de 25 +1°C pe toata perioada testului (28 zile).

Prelevarea probelor

La intervale fixatc de timp (0: 4: 8: 12; 16: 19: 24 de zile) s-au luat cu ajutorul unor pipcte
sterile s1 in conditii aseptice cite 10 ml de solutie pentru primele doua determinari, apoi cate 20 ml
pentru ca in ultimele zile si sc ia catc 100 ml solutic. Pentru a preveni orice infectarc a probelor s-a
avut grija ca analiza lor si fie efectuata in cel mult 3 ore, in caz contrar probele au fost conservate prin
introducerea de solutie de clorurd mercurica 50 mg/1 51 mentinere la 4°C in frigider.

Pentru ficcarc tip dc sarc a acidului abictic testatd cxperimentclc s-au facut in trei repetitin atét
pentru solutiile inoculate cat gi pentru cele martor.

4.6.3.2. Determinarea spectrofotometrici a gradului de biodegradabilitate a sirurilor acidului
abietic

Pentru inccput s-au rcprezentat grafic curbele de ctalonarc atét pentru substantcle standard cét
s1 pentru substantele de testat. Din solutiile stoc standard preparate conform pct. 4.6.2.1 s-au obtinut
solutii apoasc diluatc la balon cotat dc 50 ml avand urmitoarclc concentratii 0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2.5;3,0: 4,0, 4,5, S,Q mg/l. Din solutiile diluate s-au luat citc 40 ml proba si s-au introdus in palnii de
separare de 100 ml. In continuare s-au pipetat cite 1 ml tampon sulfat, 2 ml solutie de colorant cristal
violct 1 10 ml benzen. Continutul palnici de scpararc s-a agitat usor, timp dc 1 minut dupé carc s-a
lasat in repaus 20 de minute pentru scpararea straturilor. La expirarca timpului s-a scos dopul palniei §i
stratul apos inferior s-a aruncat la canal, iar stratul superior benzenic s-a transvazat intr-un flacon de
sticld stcril prevazut cu dop. Citirca absorbantci s-a facut la A=605 nm, fati dc o proba oarba dc
benzen. Dupa ficcarc determinare cuva aparatului s-a clatit cu acetoni iar pentru aceeasi concentratic a
solutiei, s-au facut trei determiniri.

Valorilc medii alc absorbantci (tabclul 4.12) s-au rcprezentat grafic in functic de concentratia
solutitlor stoc pentru obtincrca curbclor de ctalonarc (figurilc 4.5-4.8).
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Tabelul 4.12. Valorile absorbantelor solutiilor de siruri corespunzitoare construirii carbelor etalon

9%

Conc. A-Na AK MEAA | DEAA | TEAA | IBAA | DIBAA DSS DBSS
solutiilor | Absorb | Absorb | Absorb | Absorb | Absorb | Absorb | Absorb | Absorb | Absorb
[mg/} [A=605 | [A=605 | [0=605 | [A=605 | [L=605 | [A=605 | [A=605 ]| [A=605 | [A=605
nm] nm] nmj nm} nm] nm] nm} nm} nm}
0,1 0.004 0.013 0.017 0.003 0.005 0.033 0.026 0.027 0.054
0.5 0.023 0.058 0.060 0.031 0.131 0.160 0.100 0.089 0.160
1.0 0,046 0.125 0.155 0.122 0.253 0.315 0.223 0.162 0.315
1.5 0.073 0.187 0.23 0.185 0.382 0.480 0.328 0.240 0.465
20 0,095 0,259 0.304 0.265 0.516 0.626 0.448 0.313 0.627
25 0,123 0,315 0.379 0.345 0.638 0.800 0.575 0.395 0.765
3,0 0,148 0,382 0.46 0.425 0.774 0.965 0.690 0.472 0.910
40 0.197 0,511 0.608 0.579 1.031 1.285 0.942 0.628 1.210
45 0.221 0,573 0.688 0.658 1.148 1.430 1.049 0.701 1.372
5,0 0,241 0,639 0.763 0.738 1.265 1.564 1.149 0.768 1.532
: 1
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Fig.4.5: Curbele de etalonare corespunzitoare solutiilor de abietati de sodiu (a)respectiv potasiu (b)
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Fig.4.6: Curbele de etalonare corespunzitoare solutiilor de abietati de mono- (a), di- (b), respectiv

trietanolamoniu (c)
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Fig.4.8: Curbele de etalonare corespunzitoare solutiilor de DSS (a), respectiv DBSS (b)

Procedura de lucru a fost aceeasi §i pentru solutiile inoculate (standarde §i de abietati) cat si
pentru solutiille martor. Din curbele de etalonare corespunzitoare fiecirei substante, functie de
valoarea absorbantei cititd pe curbd, se determini concentratiile probelor pentru fiecare perioadi de
timp iar din relatia (6) se determini procentul de biodegradare pentru fiecare interval de timp.

B.= S "% 100 %) 6)

0
unde : C,, - concentraia inifiald a solufiei inoculate a substantei de testat, mg/l;
C, - concentratia solufiei inoculate a substanei de testat la momentul de timp t , mg/l;
B, - procentul de biodegradare al substaniei de testat in intervalul de timp t.

Pentru ca rezultatele obfinute prin aceasti metoda si fie validate trebuie ca procentul de
biodegradare pentru standarde sa aiba valori mai mari de 80% in primele 14 zile de testare, in caz
contrar masuritorile trebuie reluate cu o alti cantitate de inocul adiugata.
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5. REZULTATE. DISCUTII

In acest capitol se prezintd discutiile §i unele concluzii preliminare asupra rezultatelor si
datelor obtinute in urma cercetdrilor practice pe care le-am prezentat pe larg in capitolul precedent.
Capitolul este structurat in urmdtoarele 7 paragrafe care prezintd: influenta divergilor factori asupra
randamentelor de obtinere a acidului abietic §i a derivatilor sdi §i corelatiile ce trebuie sd se
stabileascd intre acestia pentru a obtine produsele respective cdt mai pure §i cu randamente
optime(primele trei paragrafe). wrmdtorul paragraf este alocat eluciddrii structurii chimice a
compugilor sintetizati prin tehnici cromatografice (HPLC) si de spectroscopie IR, DTMS, "RMN: iar
ultimele trei trateazd caracterizarea sdrurilor acidului abietic cu metale alcaline §i de amoniu pe baza
proprietdtilor tensioactive, evidentierea unor proprietdti microbiologice la unii din derivatii acidului
abietic, precum gi studiul biodegradabilitatii primare a sdrurilor printr-o metodda spectrofotometrica

5.1 Influenta unor parametrii ai procesului de izolare a acidului abietic din colofoniu asupra
randamentului de separare si puritatii sale

Din datele de literatura si studiile experimentale preliminare s-a ajuns la concluzia ca izolarea
acidului abietic din colofoniu este dependentd de mai muli factori carc influenteazi randamentul de
obtinere cit si puritatea produsului. Cei mai importanti parametrii ai procesulut sunt:

5.1.1.Durata de refluxare a amestecului colofoniu:solvent de extractie

Pentru a pune in evidentd influenta duratei de refluxare asupra procesului de izolare a acidului
s-a lucrat in paralel cu sapte probe mentinind constante temperatura de reflux (115°C), solventul de
extractie (acid acetic 98%) si cantititile de materie prima si solvent luate in lucru (35 g colofoniu s1 40
ml acid acetic 98% ). Calculul randamentului s-a ficut raportand cantitatea de cristale brute obtinute in
urma ricirit §1 depozitdriit amestecului de extractic pand la atingerea echilibrului de cristalizare, la
cantitatea de acid abietic existentd in colofoniu (14,96 g acid abietic, corespunzitor procentului mediu
de 42%, vez tabelul 4.5). Timpul de refluxare a variat intre 60 si 420 minute.
Pentru a putea cuantifica influenta duratei de refluxare asupra purititii produsului, in toate cazurile s-
au efectuat doua recristaliziri din acid acetic glacial iar spilarea cristalelor s-a facut cu solutie apoasa
de ctanol de concentratie 50%(v/v).

Puritatea probelor s-a determinat ca puritate opticd prin interpolarea valorilor experimentale
ale rotatiei specifice ale acidului abietic levogir intre cele doud valori ale acestei marimi fizice

furnizate de hiteratura de specialitate, [a];o = -65°x10, c= 1% in etanol, corespunzitoare unei purititi
de 75-80% (Fluka Chemika) respectiv [aléo= -106 £5, c= 1% in etanol corespunzitoare unei puritifi

de 94-98% [19].
Rezultatele studiului sunt prezentate in tabele 5.1, 5.2. si grafic in figura 5.1.
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Tabelul 5.1. Influenta duratei de refluxare asupra randamentului de separare a acidului abietic
din colofoniu

Nr. Nr. prob3 Durata de reflux [min] | Masa de cristale brute Randament. de
t obtinute, [g] extractie acid
¢ abietic, [%]
1. P, 60 6.5 43
2. P- 120 1.7 51
3. P 180 8,9 60
4. P, 240 112 75
5. Ps 300 14 4 96
6. Pe 360 12,3 82
7. P, 420 11,7 78

Tabelul 5.2. Influenta duratei de refluxare asupra purititii acidului abietic separat din colofoniu

Nr. Nr.probia Durata de lndlcele de Pct. de topire Rotatia Puritatea
acid)

1 P 60 188435 147-148 -32,0+0,61 56

2 P, 120 1854 £25 167-168 - 49,240,35 66

3 P 180 183+2 4 167-169 - 58.4+1,53 71

4. P, 240 181+1,7 168-169 -64,24093 74

5 Ps< 300 179432 168-171 -83,7+1.25 85

6 Pg 360 184,312 5 157-161 -57,1+0,91 70

7 P, 420 184 £33 158-163 - 56,3+1,02 69

Nota: * - unghiul de rotaic a fost determinat din solutie etanolici 1% de acid abietic

100
[0
80
70
60

50

40

30

20

60

120

=t es  roclusulul
m randamertul de izdlare

240
300

durata de refluxare[run] 420

Fig.5. 1. Influenta duratei de refluxare asupra randamentului de izolare i puritdii acidului abietic izolat din

colofoniu
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Durata de refluxare are o influentd semnificativa asupra scpararni acidului abietic din
colofoniu in sens pozitiv pana la o anumita valoare, (o incalzire la reflux a amestecului colofoniu:
solvent de reactic pana la 300 dc minutc a determinat o crestere aproape proportionald atat a
randamcntului cit §t a punitifu produsului). dupd carc ambit paramctru au atins un maxim
(randamentul 96%. respectiv puntatea 83%). pentru ca in final, chiar daca durata de refluxare a
continuat sa crcasca atat randamentul cat mai ales puritatca au inrcgistrat o scadere. Accasta vanatic a
randamentului cu cresterea duratci de refluxarc ar putca fi explicata luand in considerare compozitia
colofoniului $1 comportamentul acizilor rezinici la temperatun ndicate in sensul ca acestia, exceptand
acidul dchidroabictic sunt izomeni, ¢i avand acccasi masd molcculara dar pozitia dublclor legaturi cste
diferita [148). incilzind colofoniul o perioadi mai mare de timp o parte din acizii rezinici mai pufin
stabih incep sa se transforme in formele lor mai stabile ajungand in final la acid abietic ceea ce se
observa prin cresterea randamentului. O duratd prea mare de refluxare conduce insa la transformarea
acidului abietic pe de o parte in acid dehidroabietic iar pe de alta parte in produsi de oxidare
macromolcculan greu solubili in solventi organici [150] ceea cc va conduce in final la scaderea
randamentului dar §i a punitagii. De aici se poate deduce cd un rol important in procesul de separare a
acidului abietic il are si temperatura de fierbere a amestecului motiv pentru care in continuare am
analizat 1 influenta acestui parametru.

5. 1. 2. Temperatura de refluxare a amestecului colofoniu:solvent de extractie

Acest parametru influenfeaza in mod indirect procesul de izolare prin intermediul solventului folosit
pentru operatia de secparare. In litcratura de specialitatc se cunosc nenumdrate metode de 1zolare a
acidului abictic in carc sunt mentionati diferigt solventi utilizap {149, 151, 152, ]. Avand in vedere ca
acidul abietic se solubilizeazi in foarte mulfi solventi organici atat polan cat i1 nepolan, am ales
pentru studiul influentei temperatuni de refluxare urmétorii solventi: (1) alcool etilic 96% (v/v) (p.f.
78°C); (2) benzen (p f. 80-81°C); (3) alcool metilic (p.f. 65°C); (4) acid acctic 98% (v/v) (p.f.116-
118°C). S-a lucrat in paralel cu patru probe cite una pentru fiecare tip de solvent. S-au mentinut
constanti pe durata expenmentulu atit timpul de refluxare (300 min.) cat §1 raportul de extractie
colofoniu: solvent de L:l cu un mic cxees de 15-20% solvent. Pentru a putca cuantifica influcnta
temperaturii de refluxare asupra puritifii produsului, recristalizarea acidului abietic a avut loc din
aceeasi solventi din care s-a facut §i scpararca lui realizindu-se doud recristaliziri. Spalarea cristalelor
s-a facut cu solutie apoasa de etanol de concentratie 50% (v/v). Rezultatele studiului sunt prezentate in
tabele 5.3, 5.4. g1 grafic in figura 5.2.

Tabelul 5.3. Influenta temperaturii de refluxare asupra randamentului de separare a acidului
abietic din colofoniu

Nr. Nr. Solvent Temp.de Masa de cristale brute Randament. de
crt. | Proba refluxare [°C] obtinute, [g] extractie acid
abietic, [%]
1. P, metanol 65 8,5 57
2. P, Etanol (96%) 78 11,4 76
3. Ps Benzen 81 7.8 52
4. P, Ac. Acetic (98%) 116 14,4 90

Tabelul 5.4. Influenta temperaturii de refluxare asupra purititii acidului abietic separat din
colofoniu

Nr. crt Nr.preba Temp. de Indicele de Pct. de Rotatia Puritate
reflux, aciditate topire e s 20 [%]
(G | mexomng | ra | wecifeilel
acid]
1. P, 65 181+ 2,8 165-168 - 54,319 69
2. P, 78 1804 + 23 167-168 - 65,5+1.2 75
3. P, 81 184+ 21 165-168 -36,9+1.4 59
4, P, 116 177+ 1,8 171-176 - 75,840,6 80
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Din valorile obtinute experimental §i prezentate in tabelele 5.3.; 5.4. respectiv figura 5.2 se
desprind urmétoarele:

in primul rind se confirmi cercetirile anterioare ale lui Steele [150] conform céruia procesul
de izolare a acidului abietic din colofoniu are loc cu randamente mai man cu cit temperatura de
refluxare este mai mare. Cu toate acestea acest parametru nu poate depisi o anumitd limitd deoarece
intervin procesele de descompunere termici a acizilor rezinici, cu formarea hidrocarbunlor
diterpenice, sau de oxidare cu formarea unor derivati oxigenafi macromoleculan [116]. Natura
solventului influenteazi de asemenea randamentul de izolare al acidului abietic din colofoniu. Astfel
conform datelor experimentale din tabelul 5.3. se poate observa, ci desi au puncte de fierbere
apropiate, randamentul de extractie al acidului abietic cu etanol a fost cu 26% mai mare decat in
situatia in care s-a utilizat ca solvent de extractic benzenul. Acest aspect poate fi explicat dacd luam in
considerare ipoteza formulati de Rusicka [78], conform careia acidul abietic se giseste in colofoniu
sub formi de anhidridi C,HssO; si pentru ca acesta sa fie eliberat este necesar si fie adiugata la
solvent si 0 anumiti cantitate de apa. In cazul folosirii alcoolului de 96% acesta confine o cantitate
suficienti de apa pentru eliberarea acidului abietic chiar de la inceputul incilzirii, in schimb in cazul
benzenului solvent nepolar, procesul de hidratare a anhidridei incepe abia dupé ce a fost eliberata apa
din reteaua amorf cristalina a colofoniului (60-75°C).

100 ——

[0

&5 7s B 226
= puntatea produsuabm temperatura de refhaxare [oC]
o randamendul de izolaw

Fig.5. 2. Influenta temperaturii de refluxare asupra randamentului de izolare §i asupra puritdtii acidului
abietic izolat din colofoniu

S. 1. 3. Numirul de recristalizari

Degsi cresterea numarului de recristaliziri influenteazi pozitiv puritatea unui produs, de la un anumit
numér operatia nu—si mai are justificare economica atit ca urmare a consumului mare de solvent cit si
al costului de productie al produsului in cauzi. Recristalizarea acidului abietic brut s-a facut din acid
acetic glacial. Spalarea cristalelor, dupa filtrarea lor s-a realizat cu solufie alcoolici de concentratie
50% (v/v). Cristalele obfinute, s-au uscate in vid la 40-45°C timp de 6 ore s apoi intr-un exicator cu
hidroxid de sodiu timp de 24 ore. Dupa fiecare operatie de recristalizare, s-a determinat rotatia
specifica a solutiei alcoolice 1% de acid abietic prin metoda polarimetrici. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul 5.5.

Tabc;lul 5.5.Influenta numirului de recristalizdri asupra purititii acidului abietic izolat din
colofoniu

Nr. Compusul Nr. recristalizini . - 0 Puritate [%
crt Rotatia specificd, [a]f) [%]
1 -543 69
1. | Acid abietic 2 -756 80
3 - 80.5 83
4 -842 85
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Se poate observa din datele expennmentale ca au fost suficiente 2 recristalizan din acid acetic glacial
pentru a obtine o puritate de aproximativ 80%.

5.1.4. Concluzii partiale

Procedeul de 1zolare a acidului abietic din colofoniu, prezinta o serie de avantaje:

L.

w

M

Cel mai potrivit solvent de extractic a acidului abictic din colofoniu este acidul acetic de 98%,
deoarece prin punctul de fierbere nidicat, favorizeaza izomenzarea celorlalti acizi din tipul abietic
prezenfi in colofoniu (palustric, ncoabictic, lcvopimaric) in forma mai stabild (acidul abictic)
conducand astfcl la cresterca randamcentulut de izolare:

Timpul alocat extractiei este mai scurt, 5 ore fata de 12 ore in procedeul lui Maly;

Perioada de cristalizare a acidului abietic prin aplicarea acestui procedeu, scade de asemenea,
foartc mult $1 anumc 3-4 orc fata dc ccl putin 24 in mctodele clasice.

Utilizarea acidului acetic glacial pentru punficarea acidului abietic §1 a solupiilor diluate de
alcool (50%) la spilarea cnistalelor constituic de asemenca avantaje atat din punct de vedere
tehnologic (numarul de recristalizan scade la 2 fata de 4 in vechiul procedeu, iar puritatea acidului
creste de la 73% la 80-82%). cat s1 din punct de vedere economic (consum de solventi scumpi mai
scazut:

Instalatia folositd pcntru obfincrca acidulut abictic cstc sumpla, usor dc manipulat putdndu-sc
obtine s1 in conditi de laborator cantitan apreciabile de acid abietic;

Acidul abietic obtinut prin acest procedeu cste stabil din punct dc vedere a compozitiel in sensul
ca daca este bine stocat s1 ferit de lumina is1 pastreaza culoarea alba a cnstalelor mult timp,
analizclc cromatograficc facutc cu o proba la sasc luni dupa obtincrc dovedind abscnta produsilor
de oxidare.

In tabelele 5.6-5.7 sunt rezumate valorile optime ale parametrilor tehnologici in vederea obtinerii unui
acid abictic de 75-80% puritate cu un randament de extractic de 90-92%.

Tabelul 5.6. Conditiile tehnologice optime pentru obtinerea acidului abietic de puritate 75-80%
cu un randament de extractie de 90-92%

Nr.crt Parametrul tehnologic Valori limite
1. Solventul de extractie Acid acetic 98%
2. Temperatura /durata incilzirii la scpararea din 115-120°C
colofoniu;
3. Solventi de recristalizare Acid acetic glacial. etanol absolut
4. Numar de recristalizan 2-3
5. Raport materie primi: solvent (m/m) 1. 1,2-1,25
6. Uscare in vid 4045 "C/6 ore

Tabelul 5.7. Consumurile specifice pentru obtinerea acidului abietic de puritate 75-80% cu un
randament de separare 90-92%

Nr.crt Materia prima Consum specific [kg/kg]
1. Colofom‘ul (90-95% aciz rezinici, 40-44 % acid 2,68-2. 45
abietic)
2. Acid acetic 98% 5,0¥-35
3. Alcool etilic 96% 6,5%-140
4. Api 1.5

Nota: * - fard recuperarea solventului;
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5.2. Consideratii privind obtinerea acidului abietic levogir de inalta puritate

Acidul abictic de puritate 75-80% poatc fi folosit ca atarc sau sub forma derivatilor sai in
industria clectronicii. a vopsclelor. a agentilor de aditivare, ctc dar in cazul in carc uni dintre derivapi
sai si anumc sarurile salc cu amine sau cu mctale alcaline constituic ingrediente in industria cosmetica
sau farmaccutici. ¢l trcbuic sa fic purificat pana la 95-99% si in plus adus in forma levogira.

Rezultatele obtinute in urma tratarii acidulur abietic de 75-80% punitate cu baze optice cum
sunt (-)-chinina anhidra. (+)-cinconina. (-)-cinconidind. (+)- chinidina sunt prczentate in tabelele 5.8-
5.9. precum si in graficul din figura 3.3.

Tabelul 5.8. Randamentele de purificare obtinute prin metoda scindéarii sirii acidului abietic cu
diferite baze organice optic active

Nr. crt. Baza organica Cantitate (-)-acid abietic, [g] Randamentul de
purificare [%]
l. (-)-chinini anhidra 6.2 62
2. (+)-cinconind 5.8 58
3. (-)-cinconidini 4.8 48
4. (+)- chuinidina 4.6 46

Tabelul 5.9. Constantele fizico-chimice ale (-)- acidului abietic obtinut prin metoda scindarii
sarii acidului abietic cu diferite baze organice optic active

Nr. Nr. Indicele de Pct. de Rotatia Indice de Indice de Puritate
crt. proba aciditate* topire* specifici* refractie* iod* optica
mgKOHNg |  [°C) 2] [g1/100mg | [%]
acid] b acid]

1. BI1 178.2-179.3 173-177 - 1006 1.5343+3 162-165 94

2. B2 179.7-180.0 172-175 - 99+7 1.5343+3 161-163 93

3. B3 180.4-180.8 172-174 - 88+2 1.5339+3 160.2-161 83

1. B4 180.1-182.3 171-176 - 8245 1.534443 159-161 77

Nota: * - Valorile constantelor fizico-chimice ale acidului abictic 98% puritate sunt: 1A =176.6 mg KOH/1 g
L1:=167.9 [g /100 mg acid): p.=173- 1751°C: [ |}, = -106°: 17’ =1. 5347

100 .
801
60 1~
40 |

20 }

| W puritatea optica [ randamentul de purificare

— i e

Fig.5. 3. Variatia randamentului de obtinere a (-)- acidului abietic §i puritdtii sale
cu tipul de bazd organicd optic activa folositd; 1.- (-)-chinini anhidri;
2.- (+)cinconini; 3.- (-)cinconidini; 4.- (+)- chinidina.
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Datele prezentate in tabelele 5.8: 5.9 precum si graficul din figura 5.3 confirma cercetarile lui
Lawer si1 Ballow pnvind posibilitatea punficani acidului abietic levogir pnin scindarea sarn formate
antenior dintre acid §i o baza organica. Comparativ cu valorilc randamentului obtinute de acestia prin
tratarca actdului cu (-)- bomilamina (19%) in cazul folosirii unor alcaloizi din clasa chininct, valorilor
obtinute sunt superioare in toate cazurile desi per ansamblu nu foarte spectaculoase. in schimb se
constati un salt in ceca cc priveste puritatca produsului obtinut constatind ci in cazul chininci ca
ajungc la 94% dacd o calculim ca puntatc opticd. pentru ca analiza cromatografica (HPLC) sa
confirme o puritate de 96%, aceasta valoare fiind obtinuti in conditiile efectuarii a doua recnistalizari.

Metoda de purificarc a acidului (-)-abietic prin intermediul siani acestuia cu (-)-chinini
anhidra poatc fi aplicata in spccial in cazurilc cand acidul abictic cstc un precursor pentru o scric de
derivati care se folosesc in recepturi cosmetice i farmaceutice precum si in cazurile cand se foloseste
ca substanta de testare in determinarea agentilor care induc alergii la persoancle sensibile la colofoniu,
sau in analizele cromatografice a apelor reziduale din industna prelucrani lemnului sau a hartiei pentru
determinarea concentratici reziduale de acizi rezinici.

5.3. Stabilirea conditiilor optime pentru sinteza sarurilor de tip amoniu ale acidului
abietic
5.3.1. Influenta temperaturii de reactie asupra randamentului de obtinere a sarurilor
de tip amoniu a acidului abietic

In continuare s-a studiat temperatura de reactic pe domeniul de vanatie 20-60 C. in toate
cazurile durata de incilzire a fost de 20 de minute, solventul folosit acetona, iar raportul molar
amind:acid= [:1,5. Purificarca sarurilor s-a facut prin rccristalizarc din ctanol absolut (sarurilc cu 1zo-
s1 di-izobutilamini), respectiv din acetat de etil (sarunle cu etanolamine). Pentru reproductibilitatea
rezultatelor aun fost necesare 2 recristalizan pentru fiecare sare obtinuta.

Rczultatclc sunt prezentate in tabelele 5.10- 5.14 respectiv in figura 5.4.

Tabelul 5.10. Influenta temperaturii de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului

de monotanolamoniu monoetanolamina [MEAA]

Nr. Nr. probi Temperatura de Masa de sare Randament. de
crt. reactie |°C] purificata, |g] obtinere a sarii, [%)]

I. P 20 Urme -

2. P, 30 Urme -

3. P; 40 29 24

4. P, 45 39 33

5. Ps 50 6.7 56

6. Ps 55 8.5 71

7. P- 60 8.4 70

8. Py 635 8.1 69

Tabelul 5.11. Influenta temperaturii de inciilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de dietanolamoniu [DEAA]

Nr. Nr. proba Temperatura de Masa de sare Randament. de
crt. reactie [°C] purificata, [g] obtinere a sarii, [%]

1. P, 20 Urme -

2. P> 30 Urme -

3. P, 40 3.8 28

4. P, 45 5.1 38

5. Ps 50 7.7 57

6. Pg 55 11.0 82

7. P 60 11.4 85

8. Pg 65 11.5 86
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Tabelul 5.12. Influenta temperaturii de incalzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de trietanolamoniu [TEAA]

Nr. Nr. probd Temperatura de Masa de sare Randament. de
crt. reactie [°C] purificata, [g] obtinere a sirii, [%0]

1. P, 20 Urme -

2. P: 30 Urme -

3. P, 10 1.6 14

4 P, 45 3.1 27

3. Ps 50 6.2 54

6. P 55 84 63

7. P- 60 9.6 70

8. Pg 65 10.3 75

Tabelul 5.13. Influenta temperaturi de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de izobutillamoniu [IBAA]

Nr. Nr. probd Temperatura de Masa de sare Randament. de
crt. reactie |°C] purificata, |[g] obtinere a sirii, [%]
1. P, 20 Urme -

2. P 30 Urme -

3. P; 10 3.5 29

4. P, 45 43 35

5. Ps 50 9.3 75

6. Pg 55 10.3 84

7. P- 60 93 75

8. Pg 65 8.4 69

Tabelul 5.14.Influenta temperaturii de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de di-izobutillamoniu [DIBAA]

Nr. Nr. probi Temperatura de Masa de sare Randament. de
crt. reactie [°C] purificata, [g] obtinere a sarii, [ %]

1. P 20 Urme -

2. P, 30 Urme -

3. Ps 40 43 31

4. P, 45 5.3 38

5. Ps 50 8.6 60

6. P 55 12.9 91

7. P- 60 12.1 85

8. Py 65 12.0 85
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Fig.5. 4. Influenta temperaturii de reactie asupra randamentului de obfinere a sdrurilor acidului abietic cu
diferite amine §i etanolamine

in ceea ce priveste puritatea substantelor, referinge bibliografice am avut numai pentru sarea
cu trietanolamini (rotatie specifici, punct de topire, indice de refractie) in rest sursele bibliografice
accesibile fac referire doar la sarurile acidului abietic cu baze optic active folosite in scopul purificani
sale. Din acest motiv am apelat la analizele spectrale de IR, si MS care se vor discuta in paragraful
urmator.

Dupa cum se observi din datele prezentate in tabelele 5.11- 5.16 dar mai ales din graficul din
figura 5.4, randamentul de reactie creste cu cresterea temperaturii in toate cazurile pani la o anumitd
valoare a temperaturii (55°C) dupa care fie ramine aproape constant fie incepe si scadi in cazul
obfinerii sdrurilor cu izo-butilamina, respectiv cu monoetanolamina. Aceastd scidere este numai
aparenta deoarece in aceste cazuri temperatura de reactie se apropie de temperaturile de fierbere a unor
amine cauzind pierderi inevitabile de reactant. Daci insd in amestecul de reacfie s-au adiugat citeva
picituri din aminele pure pentru completare, s-a observat ci randamentul a crescut ca §i in celelalte
cazuri dar nu foarte mult. Nu este recomandabil insd si se depiseasca limita de 65°C din doud motive
sl anume :

1. Solventul de reacfie folosit (acetona) se poate indeparta ugor din amestec, este inert din punct de
vedere chimic fati de ambii reactanfi §i totodata §i recuperarea lui se face usor;
2. La temperaturi de peste 70°C in unele cazuri incepe reactia de disociere a sarii cu formare de
amide.
in general i datele de literatura [189] recomanda ca procesul s se desfasoare la temperaturi cat
mai joase. In cazul sari acidului abietic cu trictanolamina (TEAA) s-a constatat o crestere a
randamentului cu cresterea temperaturn fira insi a se inregistra o limitare in intervalul de temperatura
studiat. Acest fapt poate fi explicat pe baza structurii trietanolaminei care nu poate forma amida dar i
a comportamentului acidului abietic care la valori ale pH-ului mai man decat pK, (5,7) dublate de o
crestere a temperaturii mediului se ionizeaz3 si tinde si se asocieze sub forma de structuri micelare
(sdpunuri) cu ionul amoniu al trietanolaminei rezultat in urma migrari protonului la electronii
neparticipanti al azotului [198].

Trebuie facuti mentiunea ca s-au obfinut siruri ale acidului abietic cu monoetanolamina §i cu
izobutilamina chiar la 20°C dar cantitiiile obtinute au fost nesemnificative iar intervalul de timp de la
care s-a observat aparifia de precipitat a fost de 24 ore in cazul sirii cu izobutilaminei §i respectiv 12
ore pentru cea cu monoetanolamina. In cazul celorlalte amine formarea sirii s-a sesizat dupi 3-4 zile
necesitind si o intrefinere a cristalizirii prin agitare mecanici.
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5.3.2. Influenta duratei de reactie asupra randamentului de obtinere a siarurilor de tip
amoniu a acidului abietic

In continuarea studiului experimental s-a mentinut pentru toate probele temperatura de reactie
constantd §i egald cu 35°C in schimb, am vanat durata incilziri amestecului. Raportul molar amini
(alchilolamund) : acid abictic s-a mentinut de ascmenca constant in toate cazurile g1 cgal cu 111§

Durata incilzini a vanat de la 10 la 60 minute. Datele obtinute sunt prezentate in tabelele

5.15-5.19, respectiv in figura 5.5.

Tabelul 5.15. Influenta duratei de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de monoetanolamoniu [MEAA]

Nr. Nr. proba Durata de reactie Masa de sare Randament. de
crt. [min] purificati, [g] obtinere a sirii,
[%o]
1. P 10 3.5 20
2. P- 15 6.7 42
3. P; 20 10.0 73
4. P, 25 9.0 69
5. Ps 35 83 68
6. Pe 45 8.0 67
7. P- 35 7.8 65
8. Pg 60 7.8 65

Tabelul 5.16. Influenta duratei de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de dietanolamoniu [DEAA]

Nr. Nr. probi Durata de reactie Masa de sare Randament. de
crt. [min] purificati, [g] obtinere a sirii,
[%e]
1. P, 10 4.8 36
2. P, 15 73 66
3. P, 20 11.7 81
4. P, 25 11.3 75
5. Ps 35 9.9 74
6. Ps 45 9.7 72
7. P 55 7.3 66
8. Pg 60 6.5 56

Tabelul 5.17. Influenta duratei de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
de trietanolamoniu [TEAA]

Nr. Nr. probi Durata de reactie Masa de sare Randament. De
crt. [min} purificata, [g] obtinere a sirii, [%]

1. P, 10 3.4 16

2. P, 15 5.2 29

3. Ps 20 8.5 67

4. P, 25 8.9 71

5. Ps 35 9.8 77

6. Pe 45 10,8 86

7. P, 55 10.9 87

8. Pg 60 9.5 81
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Tabelul 5.18. Influenta duratei de incilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului
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de izobutilamoniu [IBAA]

Nr. Nr. probi Durata de reactie Masa de sare Randament. de obtinere
crt [min} purificatd, [g] a sdinii, [%]

1. P, 10 45 36

2. P, 15 7.9 64

3. P, 20 11.0 82

4. P, 25 11.2 84

5. P 35 10.8 80

6. P 45 9.4 76

7. P, 55 8.4 68

8. Pg 60 83 67

Tabelul 5.19. Influenta duratei de inciilzire asupra randamentului de obtinere a abietatului

de di-izobutilamoniu [DIBAA]

Nr. Nr. probid Durata de reactie Masa de sare Randament. de
crt. [min] purificatd, [g] obtinere a sirii, [%]

1. P, 10 49 40

2. P, 15 9.0 75

3. P, 20 12.6 94

4. P, 25 13.6 92

5. Ps 35 12.6 89

6. Ps 45 12.4 87

7. P; 55 11.6 81

8. Py 60 11.6 81
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Fig.5.5. Influenta duratei de reactie asupra randamentului de obtinere a sdrurilor acidului abietic cu diferite
amine §i etanololamine

Analiza datelor experimentale demonstreazi importanta pe care o are durata de reactie asupra
randamentului procesului in sensul ¢, exceptind sarea acidului abietic cu trietanolamina, in toate
celelalte cazuri randamentul scade dupi o perioadi de incilzire de 20 minute. Mentinerea amestecului
de reacfie o perioadi mai lungi de timp poate duce la pierderi inerente datoriti evaporirii aminelor cu
puncte de fierbere joase ceea ce se va remarca prin sciderea cantitifii de sare obfinuti. De asemenea,
in situafia in care acidul abietic nu este suficient de pur, o incilzire indelungati poate si determine
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reactii de oxidare sau polimerizare din partea acestuia.. in cazul special al trietanolaminei, este posibil
sa sc lucreze atat la temperatun mai man de 55 C § intervale de timp mai man (45-50 minute)
obtindndu-sc randamente de peste 70%. cét i la tempceratuni de 55-60°C dar duratc de rcactic mai mici

20 munutc) cand cantitafilc dc sarc obtinutc au corcspuns unor randamente dc 65-70%, varianta alcasa
depinzind de sursele de caldura de care dispune producitorul si costul utilitidnlor. In situata in care se
alcge prima variantd. trcbuic sd sc ia in considcrarc §i conditiilc mai dificilc dc punficarc a sani
deoarece o stationare mai lunga a sarii in mediul de reactie la temperaturi medii conduce la formarea

unui precipitat brun vascos.
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5.3.3. Influenta raportului molar dintre reactanti asupra randamentului de obtinere a
sarurilor de tip amoniu a acidului abietic

Mentindnd constante temperatura de reactic (t = 55°C) si durata de incélzire (d. = 20 minutc) s-au
efectuat studin expenmentale pnvind influenta raportului reactanfilor acid abietic amina |
randamentului dc reactic. cercctarile au vizat un interval de vanatic a raportului molar amina : acid

intrc 1:1 g1 1:3.

tabelele 5.20- 5.24 si1 in figura 5.6.

Influenta raportului molar al reactantilor asupra randamentului de reactie este prezentatd in

Tabelul 5.20. Influenta raportului dintre reactanti asupra randamentului de obtinere a
abietatului de monoetanolamoniu [MEAA]

asupra

Nr. Nr. probi Raportul molar Raport masic Masa de sare Randament. de
crt. amina:acid abietic amina:acid purificata, [g] obtinere a sirii,
abietic [%0]
1. P, 1:1 1:4.4359 9.3 65
2. P 1:1,5 1:6.6539 10.4 72
3. P; 1:2 1:8.8719 10.7 74
4. Py 1:2.5 1:11,0898 10.8 76
5. Ps 1.3 1:13,3078 11,0 76

Tabelul 5.21. Influenta raportului dintre reactanti asupra randamentului de obtinere
a abietatului de dietanolamoniu [DEAA]

Nr. proba Raportul molar Raport masic Masa de sare Randament. de
Nr. amini:acid abietic amini:acid purificata, {g] obtinere a sirii,
crt. abietic [%]
1. P, 1:1 1:2,8723 11,6 71
2. P- 115 1:4.3085 12,8 80
3. P; 1:2 1:5,7447 13.0 81
4. Py 1:2,5 1:7,1890 13,1 81
5. Ps 1:3 1:8.6170 132 82

Tabelul 5.22. Influenta raportului dintre reactanti asupra randamentului de obtinere
a abietatului de trietanolamoniu [TEAA

Nr. Nr. prebd Raportul molar Raport masic Masa de sare Randament. de
crt. amind:acid abietic amini:acid purificati, |g] obtinere a sirii,
abietic [%]

1 P, 1:1 1:2,0242 6,2 42

2. P, 1:1,5 1:3,0363 8.9 60

3. P; 1.2 1:4,0485 114 76

4. P, 1:25 1:5.0606 11,9 80

5. Ps 1:3 1:6,0727 124 83
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Tabelul 5.23. Influenta raportului dintre reactanti asupra randamentului de obtinere
a abietatului izobutilamoniu [IBAA]

Nr. Nr. probi Raportul molar Raport masic Masa de sare Randament. de
crt aminii:acid abietic amind:acid purificatd, [g] obtinere a siirii,
abietic [%]

1. P, 1:1 1:4.1290 9.2 74

2. P, 1:1,5 1:6,1936 10,5 85

3. P, 1:2 1:8,2581 10,7 86

4 P, 1:2,5 1:10,3226 10,8 87

5. Ps 1:3 1:12,3872 10,9 88

Tabelul 5.24, Influenta raportului dintre reactanti asupra randamentului de obtinere
a abietatului di-izobutilamoniu [DIBAA]

Nr. Nr. probd Raportul molar Raport masic Masa de sare Randament. de
crt. amindi:acid abietic Amini:acid purificatd, (g] obtinere a siirii,
abietic [%]
1. P, 1:1 1:2,3365 12,2 86
2. P, 1:1,5 1:3,5048 12,7 89
3. P 1:2 1:4,6731 12,8 90
4. P, 1:2,5 1:5,84139 12,9 91
5. Ps 1:3 1:7,0096 13,2 93

s
AR

1: 1,5 1:2 2. 13
" OTEAA EIBAA mDIBAA raportul molar amina: acid abietic

Fig.5. 6: Influenga raportului molar dintre reactanti asupra randamentului de obginere a sdruilor

Din datele prezentate se poate constata cd raportul molar dintre reactanti influenteazi intr-o
micd masurd randamentul de obtinere a sarurilor, un salt mai mare inregistrind randamentul in cazul
obtinerii TEAA (crestere aproape dubli). In toate cazurile s-a observat ci raportul optim este de 1:2.
Coroborind datele experimentale referitoare la influenta unor parametrii asupra procesului de sintezi a
sirurilor de amonmu a acidului abietic se pot propune conditiile optime de reactie care trebuie
indeplinite pentru a obtine produsele dorite cu randamente de 68-70% date care sunt prezentate in
tabelul 5.25. §i care sunt comparabile ca valoare cu datele citate in literatura [189 ]
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Tabelul 5.25. Conditiile tehnologice optime pentru obtinerea sirurilor acidului abietic cu
amine §i etanolamine puritate cu un randamente de obtinere de 68-70%

Nr.crt Parametrul tehnologic Valori limite
1. Tempceratura de reactic 50-55'C
2. Durata reactiei de amonoliz3 15-20 min
3. Raport molar amina: acid (acidul in cxces) 1:1.5-1:2.5
4. Solventi de reactie /recristalizare Acetond. mat rar alcool etilic absolut, acetat de
etil
5. Numir de recristalizan 2-3
6. Uscare in vid 40-45 C/6 ore
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5.4. Analiza structurald a compusgilor sintetizati

5.4.1. Analiza spectrali de IR
Aparaturdg:
- spetrofotometru model UR20 (Carl Zeiss Yena, RDG), cu fereastra de KBr;
- spetrofotometru model BRUKER FT-IR IFS8S cu transformati Fourier.

Interpretarea spectrelor:
Spectrele de IR ale compugilor sintetizati sunt prezentate in figurile 5.7- 5.10 iar atribuirea benzilor in
tabelele 5.26-5.32.

Astfel in spectrul de IR al acidului abietic (figura 5.7) s-au putut distinge o serie de benzi
spectrale caracteristice acizilor carboxilici. in regiunea 2600-3000 cm™ atribuite vibratiei de valenti a
legaturilor O-H din gruparea carboxil, respectiv. C-H apar urmitorele benzi care pot fi atribuite

grupirii OH la 2933cm™ (voy) §i radicalilor -CHs, 1a 2833 (VZ,HJ asim ) respectiv la 2841 cm™ ( VéH’
sim). Vibratia de valent a legéturii C=0 din gruparea carboxil apare la 1691cm™

; . : l . i .

Fig.5.7: Spectrul de IR al acidului abietic efectuat in pastild de KBr

Cateva benzi spectrale mai slabe ca intensitate apar in regiunea 1400, 1300 respectiv 900-
950cm’', care pot fi atribuite unui cuplaj al vibratiei de deformatie OH cu wbmtla de valenta CO care
au loc in planul inelului format de grupele carboxil dimerizate (1361 cm™,1281 cm™), iar ultima de
bandi de frecventi la 941 cm™'poate ﬁ atribuita unei vibratii de deformatii a OH in afara acestui plan.
Tot in aceastd regiune la 1408 cm™ apar vibratiile de deformahe a legdturii CH din vecinitatea
legiturilor duble C=C din cele doui cicluri ale acidului. Comparand spectrelc obtinute cu cele din
colectia FDM.Spectra pentru spectrele de IR [155] s-a evidentiat suprapunerea in totalitate.

in tabelul 5. 26 se dau frecventele principalelor benzi spectrale i intensititile lor.
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Tabelul 5.26. Interpretiri posibile ale principalelor benzi de absorbtie-vibratie observate in

spectrul de IR al acidului abietic
Nr. Pozitia [cm ') Observatii Nr. Pozitia [cm ] Observatii
crt. crt.
. 61.50
1. 2933.20 Vora, 8 1361 8o
2 2883.36 VE;, 9. 1281.47 Ve oo
3 2841.60 Ve 10. 1191.79 Vibrafie de schelet a
CH, radicalului izopropil,
1 1691.27 = I 115434 Vibratie de schelet a
¢=0 radicalului izopropil
cu umdr pe 1191.79
5. 1368.75 S 12. 950.12 Yon
gruparea izopropil

Spectrele de IR ale abietatului de sodiu (A-Na) §i de potasiu (A-K) foarte aseminitoare avand
in vedere cd ambele substante apartin aceleasi clase, prezentate in figurile 5.8a -5.8b. aratd dispantia
celor patru benzi caracteristice gruparii carboxil si inlocuirea lor cu douid benzi caractenistice pentru
gruparea -COQ" si anume o vibratic de valentd asimetrici (vCOO™ asim) la 1554cm™ (A-Na) si
respectiv la 1546 cm™'(A-K), si o vibratie de valentd simetrici (vCOO™ sim) la 1420 cm'in ambele
situaii. De asemenea s-au putut identifica in cazul sdrurilor, vibratille de valentid caractenstice
legiturilor =C-H- alchenice care produc absorbtii la 3052 cm™ (A-Na), s1 3068cm™ (A-K), acestea
neputind fi sesizate in spectrul de absorbtic al acidului abietic. In tabelele 5.30-5.31 se dau
frecventele principalelor benzi spectrale si intensitatile lor (in conformitate cu datele atagate spectrului
original si aflate in Anexi ).
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Fig.5.8: Spectrele de IR ale abietatului de sodiu (a) respectiv de de potasiu (b) efectuat in pastild de KBr

Tabelul 5.27. Interpretiri posibile ale principalelor benzi de absorbtie-vibratie observate in
spectrul de IR al abietatului de sodiu

Nr. Pozitia [cm™] Observatii Nr. Pozitia [cm | Observatii
crt crt
1. 3052 i 8. 1176 Vibratie de schelet a
o radicalului izopropil.
2. 2932 veE 9. 1156 Vibratie de schelet a
cH, radicalului izopropil
cu umdr pe 1191.79
3 1554 Ve 10. 934 Trans- ¥
. 1466 5= 1. 898 Trans- ¥ o
5. 1420 Vi, 12. 804 trans- ¥

Tabelul 5.28. Interpretdri posibile ale principalelor benzi de absorbtie-vibratie observate in
spectrul de IR al abietatului de potasiu

Nr. Pozitia [cm ] Observatii Nr.crt. | Pozitia [cm] Observatii
crt
1. 3068 Ve 7. 1176 Vibratie de schelet a
cH radicalului izopropil,
2 2932 veE 8. 1156 Vibratie de schelet a
CHy radicalului izopropil
cu umdr pe 1191,79
3 1546 ve 9. 994.12 Trans-¥
4, 1468 5= 10. 934 Trans-7 -,
5. 1420 Vi, 11. 898 Trans- ¥ o
6. 1392 6 cx
2

Spectrele de vibrafie ale s&rurilor acidului abietic cu izobutilamin& (IBAA), respectiv di-
izobutilamini (DIBAA) (figurile 5.9a-5.9b) prezinti aseminiri ceea ce era de agteptat avind in
vedere ca ambele substante aparfin aceleasi clase de compugi. Se poate observa aparifia benzilor de
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valenti caracteristice gruparilor NH;' (3200cm™) respectiv NH,' (2960cm), a vibrailor de deformare
in plan a acclorasi grupari care au loc in regiunea 1575-1600cm’, precum si o vibratie de valents a
legiturii C-N in regiunea 1060-1191 cm™. in tabelele 5.29-5.30 sunt prezentate posibilele interpretin
ale principalelor picuri prezente in spectrele sarunlor respective.

a)

b)
Fig.5.9: Spectrele de IR ale IBAA (a) respectiv DIBAA (b) efectuat in pastild de KBr
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Tabelul 5.29. Interpretiri posibile ale principalelor benzi de absorbtie-vibratie observate in
spectrul de IR al abietatului de izobutilamoniu (IBAA)

Nr. Pozitia [cm ') Observatii Nr. crt. | Pozitia [cm™] Observatii
crt
1. 3200 Ve 8. 1420 Vi,
2 2928 v 9. 1380 S
CH, 2
3 2340 b 10. 1172 Vibratic de schelet a
NHy radicalului izopropil
4. 1618 v 11 1154 Vibratie de schelet a
¢=0 radicalului izopropil cu umar
pe 119179
5. 1596 5\4; 12. 1064 Vo o
- 3
6. 1536 5:7{ 13. 896 Trans- ¥
4 3
7. 1468 5=
CH

Tabelul 5.30. Interpretiri posibile ale principalelor benzi de absorbtie- vibratie observate in

spectrul de IR al abietatului de diizobutilamoniu (DIBAA)

Nr. | Pozitiafcm | Observatii | Nr.crt. | Pozitia {cm™] Observatii
crt. 8|
1. 2960 8. 1420 v
=0
2 2928 v, 9. 1384 §CH:
3 2340 10. 1174 Vibratie de schelet a radicalului
NH; izopropil
4. 1628 v 1l 1156 Vibratic de schelet a radicalulu
€=0 izopropil cu umir pe 1191,79
5. 1594 S5° 12. 1171 Vey
NH} -
6. 1550 5° 13 896 Trans-y -,
7. 1468 5=
CH

Spectrele de vibratic ale sirurilor acidului abietic cu mono, di- respectiv, trietanolamini,
(figurile 5.10a-5.10c), pastreaza in mare structura spectrelor precedente dar in plus apar o sene de
benzi provenite de la resturile de alchilolamine. In cazul sirii acidului abietic cu trietanolamini

spectrul a fost realizat in film de nyol sarea prezentandu-se sub forma unui compus semifluid.
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Fig.5.10: Spectrele de IR ale MEAA (a) 5i DEAA (b) efectuate in pastild de KBr, respectiv TEAA (c) efectuat
in film de nujol
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Tabelul 5.31. Interpretiri posibile ale principalelor benzi de absorbtie observate in spectrul de
IR al abietatului de trietanolamoniu (TEAA)

Nr. | Pozitia [cm] Observatii Nr. crt. Pozitia {cm™| Observatii
crt.
I 3388 V., din 8. 1420 v
trictanolamina
2 3032 V., dindubla 9. 1385 5(‘H2
legatura cichicd
3 2940 e 10. 1174 Vibratic de schelet a
Hy radicalului izopropil
1. 2368-2322 v . 11 1156 Vibratic de schelet a
AH radicalului izopropil cu
umir pe 1191.79
S 1633 VC:C 12 1066 VC-N dublct in t-
alchilolamind
6. 1551 chzo 13. 1030 Ve dublet in t-
alchilolamini
7. 1454 5% 14, 880 Trans-7 .,

Tabelul 5.32. Interpretiiri posibile ale principalelor benzi de absorbtie observate in spectrele de
IR ale abietatatior de monoetanolamoniu (MEAA) si dietanolamoniu (DEAA)

Nr. Pozitia [cm '] Observatii Nr. crt. | Pozitia [cm™] Observatii
crt
I, 2960 v 8. 1420 v
2 2928 v gf 9. 1384 -
3 2
3 2340 S 10. 1174 Vibratie de schelet a
NHy radicalului izopropil
4, 1628 v 11 1156 Vibratie de schelet a
¢=0 radicalului izopropil cu
umar pe 1191.79
5. 1594 5.‘:”{5 12. 1171 N
6. 1550 5 13, 896 Trans-7 o
7. 1468 5;—;{ 14. 3000-3200 Vou

5.4.2. Analiza cromatografici de HPLC a acidului abietic

Analiza cromatograficd a probelor s-a realizat folosind cromatografia de lichid de inalta
performanta, de repartific cu faza mversd avand la bazi procedura descrisa de metoda IPC-TM-650,
[215] cu unele modifican specifice in scopul simplificini protocolului de lucru luand in considerare
informatiile preliminare ale analizei spectrale.

Aparaturd §i materiale:

- cromatograf tip JASCO prevazut cu pompa de injectie tip PU 1580 si degazor DG-1580-54,
cu detector de UV-VIS (MD 1510), fixat la 240 nm respectiv 274 nm;

- coloani confectionati din otel inox cu diametrut 250*4,0 mm de tip NUCLEQSIL100 avind
ca umplutura particule sferice de silicagel 0,5 um pe care sunt grefate resturi de octadecil;

- filtru Millex-GS (dimensiunea porilor 0,22 pm);

- substanti etalon: acid abietic 98-99% (Fluka Chemika);

- probe de analizat (cite 10 mg dizolvate in 50 ml acetonitril).
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Conditiile de lucru:
- faza mobila:- CH;CN (HPLC punitate),
- debitul folosit:- Iml/min;
- temperatura coloanei:- 20°C;
- volumul de proba:- 10uL.
Prelucrarea datelor cromatogramei s-a facut folosind un soft BORWIN PDA, versiunea 1.50.
Cromatogramele acidului abietic izolat din colofoniu si ale acidului abietic levogir punficat sunt
prezentate in figura 5.11, a) i b).

_ /. :

1y

1

= e rJ —=
b)

Fig.5.11: Cromatogramele acidului abietic obfinute prin tehnica de HPLC cu fazd inversd; a) acid abietic
izolat din colofoniu §i purificat prin recristalizdri repetate din acid acetic; b) acid abietic separat din sarea sa
cu (-)-chinind

Dupa cum se observa din figura de mai sus in ambele cazuri acidul abietic a fost bine resorbit
de umplutura coloanei C18, cu fazi mversd picul obfinut fiind bine conturat, 1ar timpul de retentie
corespunzitor acidului abietic a fost de 10,213 min (Amex#). In cazul acidului abietic izolat din
colofoniu §i purificat prin 3 recnistaliziri din acid acetic glacial se poate observa existenta unui al
dotlea pic care nu apartine clasei acizilor rezinici, acestia in general avand timpi de retentic apropiati
cu ai acidului abietic in aceste conditii de lucru [170,215)]. Avand in vedere timpul relativ scurt la care
compusul respectiv apare in cromatograma considerdm ci acesta este mai polar decat acidul abietic §i
ca probabil este un derivat oxigenat al acidului dehidroabietic 15-OH -DHA sau 7-OH-DHA existent
in colofoniu §i care a fot extras impreuni cu acidul in solventul de extractie. in conformitate cu datele
furnizate de aceeagi cromatogrami (fig.5.11 a)) acidul abietic obtinut din colofoniu gi purificat prin
recristaliozin repetate din acid acetic glacial a avut o puritate de 80,8696% fata standardul folosit.
Cromatograma din figura 5.11. b). corespunde acidului abietic levogir extras din sarea sa cu (-) chinind
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prin procedeul descris in capitolul 4 paragraful 4.1. Se poatc constata ¢ prnin aceastd metoda de
purificare a fost indepartat intr-o proporfie mare compusul oxigenat care apirea in prima varianti,
puritatea calculati din raportul ariilor in acest caz crescand la 96,09%.

Pentru derivafii acidului abietic analiza de HPLC nu se poate aplica din doud motive:l.
Sarurile acidului abietic cu metalele alcaline sunt greu solubile in metanol sau alfi solventi organic;

2. Atat sdrurile cu metale alcaline cat si cele cu amine (alchilolamine) au un pH alcalin muit
mai mare decit 7. Aceste consideratii ne-au determinat sa apelim la RMN st la MS pentru analiza
acestor derivafi.

5.4.3. Analiza de rezonantd magnetici nucleari ("HRMN) a sérurilor de tip amoniu ale acidului
abietic
Aparaturd si materiale:
- aparat spectrofotometric tip Varian Gemini-600 cu frecvenfa cimpului magnetic de
600Hz;
- standard intem: tetrametilsilan (TMS);
- cloroform deuterat (CDCls).

Interpretarea rezultatelor

Analizele spectrale de 'HRMN s-au efectuat doar produsilor obtinuti din amine (etanolamine)
si acid abietic precum st la o probd presupusd a fi amida acidului abietic cu monoctanolamina
(MEAA)), obtinuti prin mentinerea la 80°C a unui amestec etanolic de monoetanolamini si acid, timp
de 40 min. Analizele efectuate au incercat sa identifice principalele grupe functionale din moleculele
de compusilor respectivi. Procedura de lucru este amintitd in paragraful 4.2.2 iar spectrele de
'HRMN sunt prezentate in figurile 5.12-16. Din analiza spectrelor de 'HRMN se¢ poate constata ci
acestea prezinta in toate cazurile anumite valori ale deplasarilor chimice care sunt comune tuturor ceea
ce este normal avand in vedere cd toate au in structura lor anionul abietat. De asemenea nu s-au
constatat modificin ale valorilor deplasarilor chimice la reluarea analizelor la un interval de o org, ci
doar mici modifican ale intensitat picurilor. De mentionat ci deplasirile chimice corespunzitoare
grupdrii functionale R-NH;" apar sub forma unor picuri de intensitate foarte slabi la 6,3566 ppm in
cazul sarii cu monoetanolamind, respectiv la 6,2293 ppm in cazul celei cu izobutilamini iar cele
corespunzitoare R-NH, respectiv R-NH' apar la 5,78 ppm, respectiv la 5,75 ppm in spectru. in cazul
presupusel amide protonul de la azotul amidei apare sub forma unui singlet Ia 4,88 ppm

Principalele valon ale deplasarilor chimice i semnificatia lor pentru sarurile acidului abietic
cu mono, §i trietanolamini precum si cele pentru proba MEAA sunt date in tabelul 5.33 iar cele
referitoare la sarurile cu amine in tabelul 5.34.

Py
-'vv-‘l"—r-v'-'vvgvvv 'vr--‘-vijvvvviuvv 4 vw-lvvvv'rt‘- v

)

29 "n? 2

a9

BUPT



CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTI 119

£
}
;u)(;t
T

W ='W

.~

b)

Fig.5.12: Spectrul de 'HRMN al abietatului de monoetanolamoniu abietat, a) imediat dupd plasarea in cimp
magnetic a probei;b) dupd o ord de stationare in cimp electromagnetic
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Fig.5.14: Spectrul de "HRMN al abietatului de monoetanolamind imediat dupd plasarea in camp
electromagnetic a probei (a); dupd o ord de stationare in cimp electromagnetic (b)
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Tabelul 5.33. Interpretiiri posibile ale principalelor deplasiri chimice ale protonilor din
spectrele de 'HRMN (600Hz) ale MEAA , DEAA respectiv TEAA

Nr. crt.

Compusul analizat

Deplasarea chimici (3) [ppm]

1.

MEAA

0.78 (s.3H. CH; angular). 0.98-1.01(d. 6H. izopropil) 1.15 ( s. 3H. CH,,
(C1)):1.22. (2H. CH.. (C11)) 1.51-1.54 (d ,4H. CH2. (Cs. C,2)). 1.63-1,86
(m, 6H CH,, (C-. C;:C,)): 2,040-2.042, (1. 2H CH, (Cs. Gy)): 2.21-223 (m,
H. CH, izopropil (C\s)); 2,9 (2H, CH; (HO-CH,-CH-N H" 3)); 3,69 (t, 2H.,
HO-CH-CH--N H *3). 5.35 (sH, CH, (C4)); 573 (s, H, OH din
monoetanolamina), 5.77; (d. 2H, NH';): 5.73 (s. H. CH, (C,»)). 6,3566 (s
HNH

TEAA

0,78 (s.3H, CH, angular); 0,96-0.98 (d, 6H, izopropil); 1.16 ( s, 3H, CH;
(Cis)): 1,22 (2H. CH.. (Cyy)); 1.51-1,54 (t .2H. CH2. (C,)).1.6-1.80 (m, 6H
CHQ_, (C;-, C3,C|)_)Z 2.03 (L. H Cﬁ (Cs. Cg))l 2.21-2.23 (m, H. Cﬂ lZOpfOpll
(Cis)); 2.9 (6H. CH; (HO-CH,-CH,)s-N H™)): 3.61 (1, 6H. (HO-CH,-CH;):-
NH"); 5.35(s,H, CH. (Ci4)); 5,31 (s. 3H, OH din trictanolamina); 5,72 (s.
H, CH. (C11)); 5,72 (s H, NH;)

MEA (amida acidului
abietic cu
monoetanolamina)

1,51-1,54 (t ,4H, CH2, (C,, C3)); ( s, 3H, CH; (Cis)).1,22, (2H, CH,, (Cy))):
2,21-2,23 ( m, H, CH, izopropil (C)s)); 2,9 (4H. CH; (HO-CH,-CH>-N H)).
3,69 (t, 4H, HO-CH,-CH>-N H "3). 5,35 (s.H. CH, (C14)).5.73 (s, H, OH
din monoetanolamina): 5,77; (d. 2H. NH'3); 5,35 (s. H. CH, (C,4)); 5.73 (s.
H, CH. (C17)).

Lt

5

Y

BUPT



CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTII 122

oy

CH
3 3
;io

b)
Fig.5.15: Spectrul de 'HRMN al abietatului de izobutilamoniu imediat dupd plasarea in camp
electromagnetic a probei (a); dupd o ord de stationare in camp electromagnetic (b)
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Fig.5.16: Spectrul de 'HRMN al abictatului de diizobutillamoniu imediat dupd plasarea in cémp
electromagnetic a probei (a); dupd o ord de stationare in camp electromagnetic (b)

Tabelul 5.34. Interpretiri posibile ale principalelor deplasiri chimice ale protoniler din
spectrele de '"HRMN (600Hz) ale IBAA respectiv DIBAA

Nr. Compusul analizat Deplasarea chimica (3) [ppm]
crt
I. IBAA 0,81 (s.3H, CH; (C9)): 0.90-0,92 (d. 6H, (CH3)-CH. Cy¢ §i C}-); 0,98-1,00

(cvadrublet scindat in doud dubletc, 6H, 2 metili nccchivalenti din
gruparea izobutil de la restul aminic); 1.18 (s, 3H. CH; (Ci)).1.22, (2H,
CH:, (Cyy)) 1.51-1,54 (d ,4H, CH2, (Gs, C12)); 1,69-1,87 (m, 6H CH., (C,,
C:.C1)): 2,040-2.042, (t, H CH, (Cs, Co)): 2,21-2,23 ( m, H. CH, izopropil
(Cis)); 2,54-2,56, (d, 2H, CHa, CH--NH 3): 5.35 (s.H, CH, (C\4)): 5.60 (s,
3H NH' 5). 5.74 (s, H. CH, (C2));

2. DIBAA 0.81 (s.3H, CH, (Cyo)): 0,90-0,92 (d, 6H, izopropil. Cy¢ i C}-): 0,98-1.00
(cvadrublet scindat in doud dubletc, 12H, catc 2 grupdn mctili
neechivalente pentru fiecare din grupdrile izobutil de la restul aminic ),
1,18 (s, 3H, CHs, (Cig)); 1,22, (CHs, (Cuy)) 1.53 (t 4H, CH2, (G, Cy));
1,74-1,83 (m, 2H, CH-, (C1)); 2.05, (1., H, CH. (Cs, Co)): 2,21-2,23 (m, H,
CH, izopropil (Cis)). 2,53-2,56, (d, 4H, (CH»)»-NH"3); 5,35 (s, H, CH,

(Ci0); 5,74 (s, H, CH. (Cy)); 6,22 (s 2H, NH' »)

5.4.4. Analiza prin spectrometrie de masi
5.4.4.1. Analiza colofoniului si a sdrurilor acidului abietic cu metale prin DTMS

Dupa cum s-a mai mentionat in capitolul de studii de literaturd (eapitolul 3, paragraful
3.4.2.), DTMS este considerata o metodd de analizi foarte potrivitd pentru analiza amestecunlor
complexe de compusi diterpenoidici. Ea reprezintd la ora actuald o metoda directd de analizd pnin
spectrometric de masi, care combind evaporarea §i degradarea termicd a amestecurilor de  compugi
organici care se diferenfiaza intre ei atdt printr-o polaritate diferita cat §i prin mase moleculare diferite.
Principalele sale avantaje constau in rapiditatea analizei aceasta tehnici neavand nevoie de o pregatire
prealabila speciala a probelor de analizi, cit mai ales proprietatea sa de tehnicd de fingerprint in
caracterizarea amestecurilor de diterpenoide. in plus datoriti existenfei unei corelatii foarte strinse
intre volumul fluxului de electroni ionizanti, spatiul de producere a moleculelor neutre §i axa de
extractie din spectrometrul de masa, interactiunile componentelor extrase din proba supusi analizei cu
perefil camerei de ionizare sunt minime, ceea ce este total diferit cu tehnica de separare prin gaz-
cromatografie. Din acest motiv prin DTMS pot fi analizate substanie atit cu polaritate mai mare cit §i
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cu mas¢ moleculare mai man decat permit tehnicile de gaz cromatografie. De asemenea nu numati
compusii diterpenoidici pot fi analizapi prin aceastd tehnica dar § sdrurile acizilor abietici cu metale,
metoda permifdnd detectarea atat a ionilor de metale alcaline (sodiu, potasiu), cit si a metalelor grele
(mercur, cupru ,cadmiu, plumb, etc.) un studiu aminunfit fiind efectuat in acest sens de Boon si
colaboratorii {171,172,173].

Protocolul de lucru pentru analiza colofoniului §i a sdrurilor cu metale alcaline ale acidului
abietic prin DTMS a fost descris in paragraful 4.4.1. Intr-o pnma etapa probele au fost analizate in
scopul determinini domeniilor de temperatura in care apar diferitele clase de compusi din probe
(acizii hben, produsii de oxidare, compusii macromoleculari, impuritatile, etc.), a efectelor chimice pe
care procesul de incalzire le poate induce asupra structurii lor i nu in ultimul rind ce fragmente de
iom specifice pot fi detectate dupa o ionizare electronica la 16eV a compusilor volatili. In a doua
etapi pentru compararca datelor expenmentale obtinute, probele au fost supuse §i analizei ESI atat in
modul poztiv cit si in cel negativ.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in figunle 5.17-5.19.
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Fig.5.17: Spectrul de masd DTMS insumat al colofoniului (in interior este reprezentat ionul total curent
TIC)

Dupi cum se observa din figura de mai sus analiza DTMS in cazul colofomulu aratd cid
majoritatea ionilor desorbifi au fost detectati in intervalul de scanare 35-46 in ionul total curent (figura
din intenior), ceea ce indicd o volatilitate relativ redusi a colofoniului. Spectrul dc mas3 insumat
pentru intervalul de scanare 35-46 a identificat prezenta acidului abietic, ionul siu molecular fiind
considerat si ion de bazi (m/z 302), precum si fragmentele de ion specifice formate in urma rupeni
ciclurilor hidrocarbonate (m/z 259; m/z 121; m/z 105, ctc.) dupd cum se poate observa §i prin
compararea spectrului obtinut experimental cu cel din colectia de spectre de masa [155] prezentat i in
figura 3.34. Alitun de 1onul molecular al acidului abietic s-au mai identificat ionii moleculan ai unor
produsi de oxidare ai acidului abietic (m/z 318, m/z 330) precum si ionii moleculari corespunzitori
unor acizi grasi saturati C16 (palmitic, m/z 257 [M+1]") precum si fragmentele lor ionice obtinute atit
in urma pierderii de molecule de apa (m/z 239) sau ca urmare a rupeni lantului de atomi de carbon
(m/z 213) [M-43]" La valori joase ale masei se pot observa ioni de alchil la m/z 69, 81, 93,
corespunzitoare senilor C,Hx, (alchene , cicloalcani) §i respectiv C.H,, 3 (cicloalchene) care insd nu
sunt foarte intense fumizand astfel informatii structurale minore [159}.

Spectrul de masa al colofoniului in varianta ESI negativ tot la 16 €V, prezinti o situatic mai
complexa dupd cum se observd st din figura 5.18 a §i b. Spre deosebire de vananta precedentd
spectrele de masa in aceastd variantd relevad prezenta unui numir mare de fragmente de ioni negativi
fiecare deosebindu- se de altul prin 16 unititi masice greu de identificat. Complexitatea spectrelor
poatc fi explicatd prin faptul ¢ dc accastd datd acidul abictic din colofoniu sc¢ prezintd sub forma
polimenzata fapt ce este dovedit §i prin prezenta in spectrul de masi al colofoniului in variantd
(+ESI) a formelor polimere: 2M, 3M, 4M, si 5M, ale acidului abietic dupd cum se poate observa si din
figura 5.19. De asemenea datoritd complexitagii spectrului de ESI nu se mai poate sesiza prezenta
produsilor de oxidare ai acidului precum nici fragmentele de ioni corespunzitoare prezengei unor acizi
grast In schimb ca §i in cazul analizei DTMS si aici sc constatd abundenja majoritard a acidului
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abietic la formarea curentului ionic, in varianta (-ESI) ionul de bazi apirand in forma [2M+H] unde
M = ionul abietat cu mv/z 301.2. in varianta +ESI ca ion de baza apare fragmentul cu m/z 673 dar se
regiseste si acidul abietic sub forma [2M+2H+Na]' (m/z 627). Aparitia ionului de sodiu poate fi
explicata daca luidm in considerare ca in prealabil colofontul a fost dizolvat intr-o solufic alcalina de
metanol in scopul eficientizini procesului de tonizarc al acestuia. Sc poate de asemenca constata ca §i
in accasti variantd in intervalul de scanarc 600-800 m/z fragmentcle de ioni care apar difcra unul fata
de altul prin 16 unititi (m/z 657, 673, 691, etc.) ceea ce conduce la concluzia cid fragmentele
respective de ioni s-au format printr-un mecanism mult mai complex decét cel al simplelor scindan
homolitice [117].

Din prezentarea comparativa a celor doud de tehnici de analiza ale spectrometnier de masa se
poate concluziona ca in cazul colofoniului metoda DTMS ofera informatii mult mai exacte §i intr-un
timp mai rapid asupra compozifiei structurale ale amestecului analizat.
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Fig.5.18.a: Spectrul de masa al colofoniului in variantd (-ES1) la 16 eV pe un interval cuprins intre
400-2000 m/z
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Fig.5.18.b: Spectrul de masd al colofoniului in variantd (-ESI) la 16 eV scanat pe un interval cuprins intre
500-800 mvz (b)
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Fig.5.19: Spectrul de masd al colofoniului in variantd (+ES1) la 16 eV scanat pe un interval cuprins intre
600-800 mv/z (sus) respectiv 300-2000 mv/2 (jos)

Analiza DTMS a abietapilor de sodiu (C;sHz(CO)YONa) si potasiu (C,sH2o(CO)OK) a fost
efectuata in aceleasi conditii de lucru ca i in cazul colofoniului, iar rezultatele analizelor au prezentat
2 picuri in TIC la 44-54 si 69-73 in cazul abietatului de sodiu (figura 5.20 a ; b), respectiv la 38-37 si
65-71 pentru abictatul de potasiu (figura 5.21 a; b.). Spectrul de masa insumat corespunzitor primului
pic din figura 5.20 a evidentiazd prezenta ionului molecular corespunzitor acidului abietic liber ca si
ion de bazi m/z 302 precum si seria de fragmente de ioni tipicd pentru acest compus m/z 259 [M-43]";
m/z 241 [M-43-18]" etc. dupd cum se poate observa si din figura 3.34. Ionii observabili in spectrul de
masd insumat corespunzitor piculm 2 din TIC figura 5.20 b pot fi atribuili abietatutului de sodiu
sodiatat m/z 347 si respectiv unor clustere formate din sodiatat asociat cu o parte de abietat de sodiu
m/z 671. Apantia acestor clustere, observabile si in cazul analizei colofoniului prin ESI a fost
evidentiatd de catre Boon si colaboratorii in cazul probelor supuse analizei DTMS si care contineau
NaCl [173]. Valorile man ale temperaturii la care are loc desorbtia compusului de pe filamentul de
pirolizi confirmi volatilitatea mult mai redusi a abietatului de sodiu comparativ cu a acidului liber. in
afard de ionii de sodiatat au mai fost detectati i ionii corespunzitoni acidului abietic liber (ionul
molecular si fragmentele de ioni care iau nastere din acesta in urma ionizirii probei), precum si cel
corespunzitor ionului de sodiu m/z 23 (pnmul pic din zona corespunzitoare maselor joase).

O analizi similard se poate face si in cazul spectrului DTMS pentru abietatul de potasiu. in
conformitate cu figura 5.21 a, pimul pic din TIC de la 38-57 relevi prezenta acidului abietic in stare
liberd, alituri de fragmentele de ioni asociate. In intervalul de scanare 65-71 (figura 5.21 b) spectrul
de masd insumat evidenfiazi prezenfa abietatului de potasiu, m/z 340 dar nu $i a omologului
corespunzitor sodiatatului de sodiu. in schimb apare ionul cu masa m/z 379 [M+2K]".

BUPT



CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTII 127

. W

}

E ]
2D

.S-B’ﬂ‘n.c’B.ﬂ'ﬂ.“‘“..}l‘lﬂ‘m;’-

yo)
o %5 ¥
18 7 185 87 01 il 308 333

'fﬁm'ﬁmmﬁnmﬁomw

Fig.5.20.a: Spectrul de masd DTMS insumat al abietatului de sodiu (in interior este reprezentat ionul total
curent TIC pe intervalul de scanare 44-54

Ut N
INW n fw

30 - . |'n.'notocn.lnunni-i-.l-l.l-.

Fig.5.20.b: Spectrul de masd DTMS insumat al abietatului de sodiu (in interior este reprezentat ionul total
curent TIC pe intervalul de scanare 69-73

Pe langa acesti ioni, similar spectrului DTMS corespunzitor abietatului de sodiu, apare §i in
acest caz, 1onul molecular al acidului abietic cu fragmentele de ioni asociate indeplinind si rolul de ion
de bazi. De asemenea spre deosebire de spectrul abietatului de sodiu in spectrul DTMS al abietatului
de potasiu apar o serie de ioni corespunzitori unor produsi de oxidare ai acidului abietic (m/z 363,
508, 703, 719 ). In zona corespunzitoare valorilor mici ale masei se poate constata si aparitia ionului
metalic de potasiu m/z 39.
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Fig.5.21a: Spectrul de masd DTMS insumat al abietatului de potasiu (in interior este reprezentat ionul total
curent TIC pe intervalul de scanare 38-57
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Fig.5.21.b: Spectrul de masd DTMS insumat al abietatului de potasiu (in interior este reprezentat ionul total
curent TIC pe intervalul de scanare 65-71

Dupa cum se observa din spectrele analizate (bazate pe timpul de aparitie a picurilor in TIC )
in compozitia sirurilor de sodiu respectiv potasiu pot fi identificate doud forme de acid abietic §1
anume forma liberd §1 forma de abietat de sodiu (potasiu) neutra. Analiza comparativa a acelorasi
compusi ai acidului abietic prnn (- ESI) confirmad in mare masurd analizele de DTMS. Astfel in
spectrul de masa al abietatului de sodiu, figura 5.22, ionul molecular m/z 625 [2M+Na] este i ion de
bazi urmat de o serie de picuri corespunzind unor fragmente de ioni de forma [3M+2Na] m/z 949,
[4M+3Na] m/z 1272; [SM+4Na] m/z 1596. In schimb prezenta impurititilor datorate produsilor de
oxidare nu s-a constatat in aceastd variantd, acest fapt putind fi pus fie pe conditiile de ionizare
aplicate care nu permit vizualizarea lor, fie contributia lor la intensitatea curentului ionic este atit de
mica incit practic sunt considerate a fi neglijabile. De altfel luind in considerare §i rezultatele analizei
de AAS privind procentele de Na existente in proba de analizi, precum §i analizele chimice (punct de
topire, indice de refractie etc,) ca si analizele spectrale de IR putem si concluzionam ca puritatea sarii
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acidului abietic cu sodiu este foarte mare. In ceea ce priveste abietatul de potaiu, spectrul sau de (-
ESI) (figura 5.23) prezinti aceleasi caracteristici ca §i cel de sodiu, ionul de baza fiind in acest caz
ionul cu formula [2M + K]
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Fig.5.22: Spectrul de masd al abietatului de sodiu in variantd (-ESI) la 16 eV scanat pe un interval cuprins
intre 500-2000 m/
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Fig.5.23: Spectrul de masa al abietatului de potasiu in variantd (-ESI) la 16 eV scanat pe un interval cuprins
intre 500-2000 m/;

5.4.4.2 Analiza prin spectrometrie de masi a sirurilor de tip amoniu ale acidului abietic

Informatiile furnizate de analiza spectrelor de rezonanti magnetica au fost completate pentru
certitudine cu spectrometria de masd in varianta ESI-MS, atat in varianta ionilor pozitivi (+ESI) cat si
in cea a ionilor negativi (-ESI). Pregitirea probelor a fost similara procedurii aplicate pentru analiza
colofoniului descrisa in paragraful 4.4.1. cu unele modificari ale conditiilor de operare a aparatului:

- setatarea aparatului intre 0-1000 m/z

- ciclul de timp: 3 sec;

- tensiunea de intrare: 36 V, energia de coliziune: 16 eV, iar cea de iesire 66 V;

- rezolutia de masd minimai: 14,1 si maximi:143;

- rezolutia masica: aproximativ 1Da.
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Rezultatele analizei sunt prezentate in figunle 5.24- 527 Se poate observa ca in vananta
(+ESI). ionii avand masa moleculara 62.3. 130,4; 743; si 150,3; corespunzind ionilor de
monoetanolamoniu, trietanolamoniu, izobutilamoniu si diizobutilamoniu sunt ioni de bazi. In varianta
(-ESI) s-a constatat ca pentru toate probele ionul abietat (301,2) a iesit ca ion de bazi totodatid in
acecastd ulima vanantd inregistrandu-se fragmentin de ioni putine §i de slabd intensitate
corespunzatoare unor impurnitagi.

in toate spectrele de (+ESI) din figurile mentionate sc poate constata prezenta picului
corespunzator lui m/z 4353) de intensitate relativ mica in spectrul de masa al MEAA respectiv TEAA
care nu a putut fi identificat §i este posibil sa provini de la impuntatile existente in probele de analizat
(produs: de oxadare a1 acidului abietic).
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Fig.5.24: Spectrul de masd in varianti ESI al abietatului de monoetanolamoniu: (+ESI) (a); (-ESI) (b)
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Fig.5.25: Spectrul de masi in variantd ESI al abictatului de trictanolamonin: (+ESI) (a); (-ESI) (b)
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o
Fig.5.26: Spectrul de masi in variantii ESI ol abietatului de izobutilamonin: (vEST) (a); (-ESD (8)
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Fig.5.27: Spectrul de masd in variantd ESI al abietatului de di-izobutilamoniu: (+ESI) (a); (-ESI) ()
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5.5. Analiza proprietitilor capilar active ale compusilor sintetizati
5.5.1. Continutul de substanti activd din compugii sintetizat

Valorile continutului de substanta activa obtinute experimental au demonstrat ca in general
compusii sintetizafi sunt indicati pentru a putea fi utilizati ca ingrediente in compozifia agentilor activ
de suprafaga. Toli compusii testati au avut un continut superior limitei minime de 80% substania activa
cerutd de normele romanesti in vigoare, existind situatii in care acesta a depasit 95% (abietatii
alcalini). De asemenea datele experimentale obtinute sunt in concordanta si cu analizele spectrale in
special cu cele de spectrometnie de masa care au dovedit puntatea ndicatd a tuturor substaniclor
analizate.

5.5.2. Punctul Krafft

Valorile punctului Krafft corcspunzitoarc sarurilor testatc au variat nescmnificativ cu
concentratia solutillor respective (diferentele sunt in majoritatea cazunlor mai mici de 1°C) ceea ce
este in conformitate si cu datele de literaturd [249] si in general se incadreazi in himitele acceptate de
standardul rominesc pentru substantele ionice capilar active (Tx,< 15°C) [217]. Aceasti varatic a
solubilitatn sarurilor acidului abietic cu temperatura poate fi explicata dacid luam in considerare
micelizarea moleculelor de sare la 0o anumiti concentratie a lor. Se cunoaste faptul ca la temperatun
joase tensidele au in general solubilitifi scidzute, solubilitatca lor fiind datorati in marc parte
solubilitapn moleculelor de tensida (monomeri). Pe miasura ce temperatura creste. energia monomerilor
creste acestea incep si se aglomereze mult mai rapid formand dimen, tnmeri polimen denumite
micele. La o anumiti valoare a temperaturii concentratia monomerilor atinge valoarea concentratiei
critice micelare §i in acest moment solubilitatea substantei tensioactive creste dramatic, ca urmare a
solubilizirii micelelor. Fenomenul poate fi sesizat si cu ochiul hiber prin limpezirea solufiei care pana
in acest moment a fost tulbure. Valorile mai man ale punctului lui Krafft in cazul abietatilor de
1zobutilamoniu, respectiv de di-izobutilamoniu pot fi explicate prin valorile man ale concentratiei
criice micelare corespunzitoare acestora. Solubilitatea crescuti a abietatului de trietanolamoniu la
temperaturi sub 9°C, poate fi explicati prin prezenta celor trei grupin hidroxil din ionul de
tnetanolamoniu ceea ce face si creasca in ansamblu solubilitatea sarii in apa.

5.5.3. Determinarea concentratiei critice micelare (CMC) a sarurilor acidului abietic

5.5.3.1. Determinarea concentratiei critice micelare prin misurarea tensiunii
superficiale a solutiilor apoase de siruri

Concentratiile critice micelare ale sarurilor acidului abietic in solutii apoase, exprimate in
mg sare/l , s-au determinat prin reprezentarea grafica a tensiunii superficiale versus logaritmul zecimal
al concentratiei solutiilor testate. Din punct de vedere matematic, concentratia criticd micelard (CMC)
a fost datd de valoarea concentratiei corespunzitoare punctului de intersectie al celor doud portiuni
liniare ale curbei care exprimi dependenta tensiunii superficiale de concentratia solutiilor de sare.

Determinarea concentratier critice micelare prin misurarea tensiunii superficiale cu
stalagmometrul Traube, a dat urmitoarele rezultate:
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Tabelul 5.35. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda picéturii pentru
diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de sodiu (A-Na)

Nr. Conc. IgC Nr.piciaturi Tensiunea *Nr.picituri *Tensiunea
crt. | solutiilor [g/1] numirate superficiall numirate superficiali
(media) [dyn/cm] (media) jdyn/cm]

1. 1.5 0.176091 275 67.32 310 60.12

2. 20 0.30103 33.5 55.25 36.0 51.32

3. 2.5 0.39794 38.0 49.00 42,0 14.32

4. 3.0 0.477121 42.0 144,32 45.0 41,65

5. 3.5 0.544068 44.0 42.35 46.5 40.00

6. 4.0 0.60206 47.5 39.25 49.0 37.00

7. 4.3 0,653213 49.0 38.00 51.0 35.54

8. 5.0 0.69897 49.0 37.50 52.5 34,65

9. 5.5 0.740363 149.0 37.00 55.0 34.00
10. 6.0 0.778151 48.0 36.50 56.5 33.10
11. 6.5 0.812913 47.0 37.54 54,0 34.56
12. 7.0 0.845098 46,5 38.00 53.0 35.00
13. 7.5 0.875061 46,5 38.50 52.0 35.89
14. 8.0 0.90309 46.0 38,50 49.0 37.00
15, 8.5 0.929419 45.5 38.50 48.5 37.75
16. 9.0 0.954243 46.0 39.00 49.0 38.00
17. 10 1 46,0 39.00 49.0 38,10

Nota: * - masuratorile au fost efectuate dupd 6 ore de stationare cand s-a atins echilibrul superficial

Tabelul 5.36. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda piciturii pentru

diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de potasiu (A-K)

Nr. Conc. 1gC Nr.picaturi Tensiunea *Nr.picaturi *Tensiunea
crt. | solutiilor jg/l] numadrate superficiala numarate superficiald
{media) [dyn/cm] (media) [dyn/cm]

L 1.5 0.176091 26,5 70,32 27.0 68.10

2. 2.0 0,30103 28,0 65,32 29,0 61,75

3. 2.5 0,39794 34,0 57.00 35,0 53.25

4. 3.0 0,477121 37,0 52,47 38.5 48,68

5. 3,5 0,544068 440 4731 41,0 45.36

6. 4.0 0,60206 47.5 41,25 45,0 41.65

7. 4.5 0.653213 48.5 38,75 46,0 39.50

8. 5.0 0,69897 48,3 38,69 50,0 37.25

9. 5,5 0,740363 48,0 39.00 49.5 37.85

10. 6.0 0,778151 47.5 39,25 490 38.00

11. 6,5 0,812913 47,5 39,50 48,5 38,75

12. 7.0 0,845098 47,5 41.00 48 39.00

13. 7.5 0,875061 47,5 41,50 47,5 39,25

14, 8.0 0,90309 47,5 42.00 47,5 39,20

15. 8,5 0.929419 47.5 42,25 47.5 39.25

16. 9 0,954243 47,5 42,25 47.5 39,25

17. 10 1 47.5 42,25 47.5 39.25

Nota: * - misuratorile au fost efectuate dupi 6 ore de stajionare cind s-a atins echilibrul superficial
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Tabelul 5.37. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda picéturii pentru
diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de monoetanolamoniu (MEAA)

Nr. Conc. lgC Nr.picidturi Tensiunea *Nr.picituni *Tensiunca
crt. | Solutiilor {g/1] numirate superficiald numirate superficiala
(media) {dyn/cm]} (media) jdyn/cm}

1. 1.5 0.176091 280 66.32 28.5 65.79

2, 2.0 0.30103 320 58.85 33.0 56.49

3. 2.5 0.39794 38.5 48.05 38.0 49.16

1. 3.0 0.477121 142.0 44.23 420 44 42

5. 3.5 0.544068 46.0 40.68 48..0 39.0

6. 4.0 0.60206 47.0 39,86 49.0 38.0

7. 4.5 0.653213 46.0 40.65 48.0 39.0

8. 5.0 0,69897 45.5 40.98 47.5 39.25

9. 5.5 0.740363 45.0 41.25 47.0 39.54
10. 6.0 0.778151 44.0 42.23 46.0 40.65
11. 6.5 0.812913 44.0 42.23 46.0 40.65

Nota: * - misuratorile au fost efectuate dupd 6 ore de stationare cind s-a atins cchilibrul superficial

Tabelul 5.38. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda piciturii pentru

diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de dietanolamoniu (DEAA)

Nr. Conc. igC Nr.picituri Tensiunea *Nr.picaturi *Tensiunea
crt. | Solutiilor [g/l} numirate superficiala numarate superficialid
(media) [dyn/cm] (media) jdyn/cm]
1. 1.5 0,176091 29.0 64.02 295 62.87
2. 1.8 0.255273 32,5 57.65 34.0 54.65
3. 2.0 0.30103 37,0 50,21 40.0 16,46
4, 22 0.342423 41.0 45.69 44.5 42.12
5. 2.5 0,39794 45.0 41,54 48,0 38,87
6. 2.8 0,447158 47,0 39.54 49.0 38.21
7. 3.0 0.477121 48,5 38.61 49.0 38.21
8. 3,2 0,50515 49.0 38.21 49,0 38.23
9. 3.5 0,544068 19.0 38.21 48.0 38.56
10. 3,7 0,568202 48.0 38,87 48.0 38,78
11. 3.9 0.591065 48.0 38.87 48.0 38.78
12. 4,1 0,612784 48,0 38,87 18.0 38.78
13. 4.3 0,633468 48,0 38.87 48,0 38,78
14, 45 0,653213 48,0 38.87 48.00 38.78
15. 4.8 0,681241 48.0 38,87 48.00 38.78
16. 5.0 0,69897 180 38,87 48.00 38.78

Noti: * - misurétorile au fost efectuate dupd 6 ore de stationare cand s-a atins echilibrul superficial

Tabelul 5.39. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda picaturii pentru

diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de trietanolamoniu (TEAA)

Nr. Conc. IgC Nr.picaturi Tensiunea *Nr.picaturi *Tensiunea
crt. | solutiilor [g/1] numarate superficiala numdrate superficiala
(media) [dyn/cm] (media) [dyn/cm]

1. 1,5 0,176091 30,0 61,65 32,0 58.36

2. 1.8 0,255273 37,0 50.63 41,0 45.23

3. 2.0 0,30103 44,0 42,31 48,5 38.54

4. 2,2 0.342423 47,5 39,22 53,0 35,21

5. 2,5 0,39794 51.0 36.56 53,0 35.21

6. 2,8 0,447158 52.0 36.0 52,5 35.65

7. 3.0 0477121 52,0 36,0 52,0 35,87

8. 3,2 0,50515 51.5 36,41 52,0 36

9. 3,5 0,544068 51,0 36.5 52,0 36

10. 3,7 0,568202 51,0 36.5 52,0 36

11. 3,9 0.591065 51,0 36,5 52,0 36

Nota: * - misurétorile au fost efectuate dupa 6 ore de stajionare cind s-a atins echilibrul superficial
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Tabelul 5.40. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda piciturii pentru
diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de izobutilamoniu (IBAA)

Nr. Conc. IgC Nr.picaturi Tensiunea *Nr.picituri *Tensiunea
crt. | solutiilor [gN) numdrate superficiala numirate superficiald
(media) jdyn/cm} (media) [dyn/cm]

1. 3 0.477121 28.5 65.32 29.0 63.89

2. 3.2 0.50515 33,5 55.69 36.0 52.00

3. 34 0.531479 37.0 50.21 41,0 45,65

1. 3.6 0.556303 42.0 .32 H.5 42.10

5. 38 0.579784 43.5 42.75 46.5 40,23

6. 1.0 0.60206 4.5 41,69 47.0 39.54

7. 4.2 0.623249 45.5 41.0 48.5 38.54

8. 4,4 0.643453 46.0 41,11 49.0 38.00

9. 4.8 0.681241 47.0 42.0 48.5 38.65

10. 5.2 0,716003 45.0 42,65 18,0 40.32
11. 5.4 0.732394 445 42.65 47.0 40.98
12. 5.6 0.748188 44.0 42.65 15.5 40,98
13. 5.8 0.763428 H.0 42.65 45.5 40,98
14. 6.0 0,778151 44.0 42.65 45.5 40.98

15. 6,2 0,792392 44,0 42,65 45,5 40,98

Nota: * - masurdtorile au fost efectuate dupd 6 ore de stationare cand s-a atins echilibrul superficial

Tabelul 5.41. Valorile medii ale tensiunii superficiale determinate prin metoda piciturii pentru

diferite concentratii ale solutiilor apoase de abietat de di-izobutilamoniu (DIBAA)

Nr. Conc. LgC Nr.picituri Tensiunea *Nr.picituri *Tensiunea
crt. | solutiilor [g/1] numairate superficiald numirate superficiald
(media) [dyn/cm] (media) [dyn/cm]
1. 3 0.477121 30,0 62.65 31.5 59.5175
2. 3.2 0,50515 34,0 55,12 35.5 52,364
3. 3,4 0,531479 37,5 50,02 39,0 47,519
4. 3.6 0.556303 40,0 46,98 42.0 44,631
5. 3,8 0,579784 42,0 44,65 44.0 41.23
6. 4 0,60206 44.0 42,52 49.0 38.36
7. 4.2 0.623249 46.5 40.32 19.0 38.39
8. 4.4 0.643453 48,5 38.58 48.0 38,98
9. 4.8 0.681241 51.5 36.21 47.5 39.54
10. 5,2 0,716003 51,5 36.21 47.0 39.54
11. 5,4 0,732394 51.0 37.0 470 39,54
12. 5,6 0,748188 50,5 37.0
13. 58 0,763428 50,5 37.45
14. 6 0,778151 50,0 37,45
15. 6,2 0,792392 50,0 37,45
16. 6,4 0,80618 50,0 37.45

Noti: * - misuritorile au fost efectuate dupd 6 ore de staionare cand s-a atins echilibrul superficial
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—e&—sol. de A-Na proaspat preparata —a—sol. de A-Na la echilibru 9 o/l

—a—sol. de A-K proaspat preparata —e—sol. de A-K la echilibru

Fig. 5.27: Variatia tensiunii superficiale a abietatilor de sodiu §i potasiu,cu concentratia
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Fig.5.28: Variatia tensiunii superficiale a sdrurilor acidului abietic cu izobutilamind si di~izo-butilamind, cu

concentrafia
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Fig.5.29: Variafia tensiunii superficiale a sdrurilor acidului abietic cu etanolamine, cu concentraftia
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Analiza reprezentirilor grafice a ardtat ca solutiile de sarun ale acidului abietic respecta regula
generald a compusilor tensioactivi referitoare la fenomenul de imbatranire adicd de vanatie a tensiunii
superficiale a unci solutii de tensidd cu timpul panid la stabilirca cchilibrului superficial {218]. S-a
constatat ¢ in toatc cazurilc. curbele corespunzitoarc tensiunii supcerficiale s-au deplasat spre stinga
in sensul scaderii valorilor si s-au stabilizat dupa circa 6 ore cand la o noud misuratoare nu s-au mai
sesizat vanatii majore ale acesteia. De asemenca s-a observat cé la echilibru, solutiile dc abictati de
sodiu §i potasiu au inrcgistrat cresteni ale valorilor CA/C-ului lor gi anume de la 5.5 g/1la 6,10 g/l in
cazul abietatului de sodiu (A-Na), respectiv de 1a 5.5 g/l la 7.0 g/l in cazul celui de potasiu, in timp ce
valoarea corespunzitoare tensiunii superficiale minime a scizut de la 39 dyn/cm la 32,0 dyn/cm in
cazul A-Na, respectiv de la 40 dyn/cm la 38 dvn/cm in cazul cclui dc potasiu (A-K). Abietatii de
trietanolamoniu (TEAA) respectiv de di-izobutilamoniu (DIBAA) s-au caracterizat prin scaderea
semnificativi a CMC-ului de la 4.0 g/l la 2,0 g/1 in cazul abictatului de trictanolamomiu (TEAA).
respectiv de la 5.2 g/l la 3.92 g/l in cazul (DIBAA). in schimb, valorile CMC-ului corespunzitoare
celorlalte sirun analizate nu a suferit modificin majore la vanatile tensiunii superficiale cu timpul.

Tabelul 5.42. Valorile medii ale CMC-ului §i tensiunii superficiale minime ale sidrurilor acidului
abietic la echilibru

Nr. Sarea acidului Concentratia criticid Tensiunea superficiald pH-ul
crt. abietic micelara [g/l] si [mM] minimd [dyn/cm] solutiei
1. A-Na 6,1 18 36.5 7,85
2. A-K 4.3 14 38.9 8,12
3. MEAA 34 9 39.0 9,35
4. DEAA 2.1 10 38.0 10,13
5. TEAA 23 5 35.80 10,10
6. IBAA 42 11 36.57 7,35
7. DIBAA 3.9 9 37.23 7,40

Raportarca valorile concentrafici critice micclare  (tabelul 5.42), la ccle similare
corespunzatoare altor substante tensioactive anionice cum ar fi palmitatul de sodiu (CMC=16,5mM):
dodecilbenzen sulfonatul de sodiu (CMC=32.4mM); dodecil suifatul de sodiu (CMC=8mM) sau
oleatul de amoniu (CMC= 2.1mM), {249-251}. a cvidentiat faptul ci in general, concentratia critica
micelard a substantelor testate se incadreazd in limitele de varatie ale acestei clase de agenti
superficiali activi. De asemenea, s-a putut confirma ipoteza potrivit careia, structura compusilor
influentcaza mult valoarea concentratici critice micelare.

In cazul abietatilor de sodiu §i potasiu valorile experimentale ale CMC-ului determinate prin
aceastd metoda, sunt apropiate de cele determinate de Nogueira [252] prin difuzie statici, eroarea fiind
sub 2%. Valorile mai mari ale CMC-ului abietatilor alcalini comparativ cu cele alc sarurilor acidului
abietic cu amine si etanolamine sunt justificate daca se are in vedere faptul ci in general concentratia
criticd micelara scade cu cresterea numdrului de atomi de carbon din molecula, regula care se respecta
si in cadrul seriilor omologe, TEAA avand cea mai mica valoare a CMC-ului (2,3 g/l) dintre toate
substantele analizate dar i din cadrul sdrurilor cu etanolamine.

In ceea ce priveste diferenta existenta dintre valorile CMC-urilor abietatului de sodiu si
respectiv potasiu aceasta poate fi explicata prin intermediul diferentei existente intre razele celor doi
ioni metalici stiind c3 odata cu scaderea razei ionului metalic pentru acelasi rest hidrocarbonat are loc
s1 scaderea valorilor CMC-ului compusilor respectivi.

Valorile tensiunii superficiale minime ale substantelor testate s-au dovedit a fi superioare celor
corespunzatoare altor clase de compusi tensioactivi anionici. Spre cxemplu, tensiunea superficiald
minima corespunzitoare sarurile cu metale alcaline si amine ale acizilor grasi nu depiseste valoarea de
30 dyn/cm. Pe ldngd structura triciclicd a restului hidrocarbonat, o posibili cauzi a unor tensiunii
superficiale minime, mai mari decat cele intilnite in mod obignuit la aceasti de clasi de compusi ar
putea fi datd de variafia aproape exponentiala a tensiunii superficiale a solutiilor apoase de abietati cu
pH-ul acestor sarun.

Din analizele efectuate cu sarurile acidului abietic s-a putut constata (tabelul 5.43) ca
indiferent de valoarea concentratiei de sare, un rol semnificativ la sciderea tensiunii superficiale la
interfata lichid-lichid, respectiv aer-lichid il are gi pH- ul solutiilor apoase ale acestor séruri.
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Tabelul 5.4.3. Variatia tensiunii superficiale a solutiilor de s&ruri cu pH-ul acestora

Solutii de siruri ale acidului abietic 1% concentratie
/p/H-nl/ A-Na A-K MEAA | DEAA | TEAA | IBAA | DIBAA
Tensiunea
superficiald [dyn/cm]
5 42,65 40,25 41 41,62 40,23 41,98 40,23
6 40,35 39,11 40,65 39,31 37,38 41,25 39,85
7 33,54 32,21 29,23 28.65 27 36,1 34,32
8 36,21 35 36,25 33,56 30,65 38,26 37,24
9 39,25 38,25 40,56 35,21 33,65 39,85 38,78
10 45,23 42,56 41,32 38,96 36,25 40,39 39,58
11 48,23 4858 46,4 4547 40,39 43,65 4236
12 49 87 49 48.05 46,25 45,75 44 98 446
13 50,65 49,23 48,65 4758 46,45 45,69 4532
50
48
46
44
42
40
38
36
34
32
30
28
26 + r T T T - T T - 4
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H-ul
—*= s0l.1% A-Na ——s0l.1% A-K —=—s0l.1% MEAA — s50l.1% DE&
—*— s0l.1% TEAA sol.1% IBAA s0l.1% DIBAA

Fig.5.30: Variatia tensiunii superficiale a solutiilor de siruri ale acidului abietic de concentratic 1%
substanti activid cu pH-ul acestora

De asemenea, sc poate observa, (figura 5.30.) cd o valoare minimi a tensiunii superficiale a
rezultat in toate cazurile pentru valori ale pH-ului cuprinse intre 7-7,5. De altfel dacid coroboram
aceste rezultate cu cele din tabelul 5.43, s-a constatat ci sarurilor care au avut valoarea pH-ului
cuprinsi in intervalul mai sus mentionat (IBAA si DIBAA), au prezentat si o valoare minim3 a
tensiunii superficiale inferioard cclorlalte siruri analizate. O valoare a pH-ului sub 6,5 nu este
recomandabild deoarece in acest caz alituri de siruri incepe sd s¢ formeze acidul abictic fapt
sesizabil prin apantia de precipitat pe fundul baloanelor.

Pentru ca un compus si fie recunoscut ca §i o substanfd superficial activi, in primul rind
trebuie sd asigure sciderca tensiunit superficiale la suprafata de separare lichid-lichid dintre doui
lichide de obicei nemiscibile, sau la interfata gaz-lichid. O concentrafic criticd micelard cit mai
micd favorizcazi utilizarca acclui compus intr-o scric de aplicafii industriale si cosmetice, sau
poate s fic folosit impreund cu alfi compusi carc au concentratii critice micelarc mult mai mart
pentru a obtine acclasi efect. Totodatd, o combinatic potrivita Intre concentratia solutiilor de siruri
in substan(i activd gi valoarca pH- ului acestora permit o folosire a accstora fic ca agenti dc
spumarc fie ca agenfi de spdlare respectiv de emulsionare in conditii optime. Mdasuritorile
experimentale privind detcrminarca concentratici critice micclare prin intermediul tensiuni
supcrficialc a solufiilor dc abictafi, pot furniza informafii utilc cu privirc la dctcrminarca
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conditiifor optime (concentratii, pH, temperaturi) de valorificare practici a capacitifilor
superficial active ale sarurnilor acidului abietic analizate.

5.5.3.2. Determinarea concentratiei critice micelare prin metoda conductometrica

Avand in vedere faptul, ci metoda stalagnometrici este greoaie si susceptibild de eron, iar pe de
alti parte, lipsa datelor bibliografice aferente valorilor concentratiei critice micelare
corespunzitoare ale abietatilor de izobutilamoniu respectiv di-izobutilamoniu, a fost necesara
verificarea acuratetii datelor experimentale obtinute anterior, prin folosirea unei alte metode
instrumentale O seric de avantaje dintre care amintim rapiditate, simplitatca protocolului
conductometrice pentru determinarea valorilor concentratiel cntlce micelare a sdrurilor acidului
abietic. De asemenea prin intermediul acestei metode s-a putut evidentia influenta unui alt
parametru (temperatura solufillor analizate) asupre concentrafiei critice micelare. Datele
experimentale obfinute prin misurdtori conductomerice sunt prezentate in tabelele 5.44- 5.50.
Reprezentarea gmﬁca a valorilor conductivitifii specifice functie de concentrafia solutiilor
analizate a permis stabilirea valorii concentratiei critice micelare aferente compusilor sintetizati
(figurile 5.31-5.33).
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Fig.5.31: Variatia conductivitdfii specifice a solutiilor apoase de abietagi de sodiu (a),
potasiu (b) cu concentratia §i temperatura
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Fig.5.32: Variatia conductivitdtii specifice a solutiilor apoase de abietafi de izobutilamoniu (a), §i respectiv
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CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTII 150

Dupda cum se observda din datele sintetizate in tabelul 5.51., valorile concentratier critice
micelare determinate prin metoda conductometrica sunt in toatc cazunie comparabile ca ordin de
marime cu cele obtinute prin metoda tensiunn superficiale. Similar  metodei tensiuni superficiale,
valonile experimentale au dovedit dependenta CMC-ului de structura compusilor analizati, in
particular de ponderea restului hidrofobic repectiv. marimea ionului metalic. Spre deosebire de metoda
tensiunii superficiale. metoda conductometrica prezinti avantajul ¢d este mai pufin costisitoare atit din
punct de vedere al timpului de lucru cat s1 al consumului de reactivi scumpi. In plus s-a dovedit a fi o
cale simpla pentru a testa caracterul 1onic al compusilor sintctizapi. Valornile destul de man ale
conductantei respectiv ale conductivititi specifice (ordinul miliSimens/cm) au ardtat ci produsii
obtinuti sunt sirun de amoniu si nu amide. Masuritonle efectuate la alte tcmperatun au evidentiat
faptul ca $1 din acest punct de vedere compusi testap sc comporta similar substanielor tensioactive cu
caracter ionic, in sensul ca odatd cu cresterea temperaturii solutitlor are loc si cresterea valoni CMC-
ului mai evident la inceput cu ocazia saltului de la 20 la 30°C i apoi mai lent la ndicarea temperaturii
la 40°C.

Tabelul 5.51. Valorile comparative ale CMC-ului pentru sarurile acidului abietic determinate
prin doud metode la 20°C

Nr. Substanta CMC ,»,°c (metoda tensiunii CMC ,,°c (metoda
crt. testati superficiale); [mM] conductometrica); [mM]
1. A-Na 18 16,42

2. A-K 14 15,09

3. MEAA 9 10,73

4. DEAA 10 9,83

5. TEAA 5 498

6. IBAA 11 11,10

7. DIBAA 9 9,23

5.5.4. Puterea de umectare a sarurilor acidului abietic

Referintele bibliografice [251,253] situecazd compusii superficial activi anionici in categoria unor
buni agenti de umectare in functie de anumiti parametni (CMC, temperatura, solubilitate, pH). Luand
in considerare faptul ca desi apartin aceleasi clase de tenside, sarurile sintetizate ale acidului abictic se
deosebesc printr-o serie de proprietifi structurale si fizico-chimice, in continuare ne-am propus si
identificam care dintre acest1 compusi au calitifi de umectare buni si in ce conditii.

Ca matenale textile s-au folosit rondele confectionate din stofa, bumbac si maitase, iar
concentratia solutiilor apoase de sdrun a varat de la 0,5 mM la 20 mM, respectiv 30 mM in cazul
abietapilor de sodiu s1 potasiu. Temperatura solutiilor a fost in toate cazurile aceeasi si anume de 25°C.
Pentru fiecare material textil g1 pentru fiecare compus au fost efectuate 10 repetifii ludndu-se in
considerare valorile medii cuprinse in intervalul 25-300 sec. Rezultatele medii obtinute sunt prezentate
in tabelul 5.52. si in figurile 5.34- 5.36.
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Fig.5.34: Variatia timpului de umectare cu concentratia solutiilor de abietati de sodiu (a), respectiv de
potasiu (b)
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Fig.5.36: Variatia timpului de umectare a solutiilor apoase de sdruri de amoniu ale acidului abietic cu amine,
cu concentratia: IBAA (a); DIBAA, (b);

Alura curbelor din graficele prezentate in figurile 5.34-5.36 reflecta faptul ca timpul de
umectare este functie de concentratia solufiilor de tenside atingind o valoare maxima in toate cazurile
in apropierea concentratiei critice micelare. Acest lucru nu este intimplator daca ludm in considerare
structura §i comportamentul substantelor superficial active in soluti apoase. La ora actuald este
recunoscut de citre cercetitorii din domeniu ci o solutie de compus tensioactiv prezintd trei
componente si anume monomerii liberi de compus, miceliile §i monomerii substantei adsorbifi la
interfata aer-lichid si/sau lichid-lichid, componente aflate permanent intr-un echilibru dinamic
[251,253]. Acest echilibru dinamic se traduce prin aceea cid odatd cu aglomerarea monomerilor in
micelii, are loc si procesul invers de desprindere a unor monomeri din agregat si migrarea lor in faza
apoasd. Consideratiile teoretice dar §i experientele practice efectuate de Shah [250] au aritat ca acest
proces invers are loc cu o intensitate mai mica decit cel de formare a miceliilor. Pentru ca fenomenul
de umectare a matenialelor textile s fie eficient este necesar ca monomerii substangei tensioactive s
se adsoarba la nivelul poztiilor hidrofobe in general reprezentate de molecule de aer care au fost
anterior captate in material respectiv i sa le transforme in pozitii cu caracter hidrofil. Prin urmare
eficienta umectirii este strans legatd de numirul de monomeri disponibili pentru adsorbtie. Formarea
unor micelii relativ stabile, ce corespunde concentratiei critice micelare a solutiei de tensidi, va
determina existenta unui numir mic de monomeri care s migreze la interfata §i prin urmare umectarea
materialului se va realiza intr-o perioadi de timp mai lunga. [254,255]. De aceea este preferabil pentru
obtinerea unei puteri de umectare bune a abietatilor, si se lucreze la concentratii in substanti activa
inferioare concentratiei critice micelare.

De asemenea, din graficele prezentate se poate observa ca in toate cazurile timpii de umectare
au avut valorile cele mai mici pentru bumbac §i cele mai mari pentru stofd dovedindu-se dependenta
fenomenului de structura interna a tesdturit §i grosimea maternialului.

Comparand valorile timpilor de umectare obtinufi experimental cu cele din literatura de
specialitate pentru categoria de compusi ionici [251] se constatd ci in general abietatii au dat valon
intermediare ale timpilor de umectare, intre timpii de umectare corespunzitori sarurilor de amoniu ai
acizilor grasi, respectiv sdrurilor cuaternare de amoniu, pentru toate cele trei tipuri de maternale textile.
In schimb, pentru stofa, abietati de sodiu §1 potasiu au inregistrat valori ale timpilor de udare mai man
decat cei similan sapunurilor acizilor grasi. Acest impediment poate fi corectat prin ajustarea pH-ului
solutitlor la 7,2-7,5 ceea ce va conduce la o scidere a tensiunii superficiale §i deci §i a concentratiel
critice micelare (vezi explicatii 5.5.3.1). In plus, in cazul materialelor din stofi este recomandat, ca
pH-ul solutiilor de compusi superficiali activi sa fie neutru sau usor alcalin indiferent de concentratia
in substantd activd a acestora [218]. In schimb atat bumbacul cat §i mitasea naturald se umecteaza
eficient atat in domenii acide cit si in cele alcaline.

Avand in vedere datele expenimentale obtinute, se poate concluziona ci:

- sdrurile acidului abietic analizate sunt in general buni umectanti pentru materialele textile din
bumbac §i métase la concentratii inferioare valorilor CMC-ului fiecirei sdn; astfel la concentratii
in substanti activa avand valoarea jumitate din valoarea corespunzitoare CMC-ului, timpii de
umectare (puterea de udare) au avut valori in jurul 60-70 de secunde cu exceptia IBAA si DIBAA,
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ceea ce este in concordanti cu valonle timpilor de umectare pentru compusii anionici din clasa
sdpununlor acizilor grasi;

- in domeniul solutiilor apoase cu concentratii superioare CMC-ului in toate cazurile valorile
timpilor de umectare au fost mai mari decit 60 de secunde, valoarea medie corespunzitoare
sarurilor acizilor grasi la concentratii duble fati de valoarea corespunzitoare a CMC-ului lor.

5.5.5. Determinarea capacititii de spumare a sirurilor acidului abietic

Studiile efectuate de o sene de cercetitori [218, 251, 253] cu privire la capacitatea solutiilor de
compusi superficiali activi de a spuma, au sugerat existenta a doud categorie de factori. O prima
categorie de factori, denumiti “factori cuantificabili " se refera la proprietitile intrinseci ale tensidelor,
in schimb cea de a doua categorie asa numitii “factori imprevizibili” se referd mai mult la conditiile
de lucru in care au loc experientele.

Studiul nostru experimental a luat in discutie doar influenta unor factori din prima categorie i
anume concentratia solutitlor §i implicit a concentratiei critice micelare asupra indltimii §i stabilitatii
spumeli.

5.5.5.1. Determinarea iniltimii de spumare

Masuritorile s-au efectuat la 25°C in toate cazurile §i in trei repetitii pentru fiecare valoare a

concentratiei. Rezultatele medii obtinute la determinarea indltimi de spumare sunt prezentate in tabelul

5.53 5i in figunle 5.37-5.39.

Tabelul 5.53. Valorile medii ale inilimii de spumare a solutiilor apoase de siruri ale acidului

abietic la 25°C
Nr. | Conc. Iniltimea spumei [mm] (Media + SD)
crt. | Solutie A-NA A-K MEAA DEAA TEAA IBAA DIBAA
[mM]
1. 1 - - - - 189+ 2.7 25+05 208+ 14
2. 3 - - 155+2 154+ 16 179+ 1.8 19.6+ 0.4 16,6+ 0,9
3. 4 - 150+ 1.4 150+ 1,5 165+ 1.6 - -
4. 5 175+ 1,6 169+ 1,9 148+ 2,6 147+ 25 159+ 35 15,3+ 0,2 13,8+0,4
5. 15 170+ 2,0 164+ 32 143+ 25 144+ 29 180+ 25 - -
6. 8 168+ 14 | 160+25 | 14019 | 14214 | 187+ 1,7 - -
7. 10 164+ 1,7 158 +2 3 135+ 4,1 136+ 3,1 203+ 45 10,1+ 0,8 | 10,9+ 0,7
8. 15 156+ 1,6 155 +42 148+ 1.8 156+ 2.0 231+ 28 16,9+ 0,1 15,7£ 0,5
9. 18 152 +4.0 162 +2 154+ 34 163+ 1,5 232+ 3 21,5406 | 18,9+0,3
10. 20 160+ 1.8 165+ 17 160+ 2 168+ 32 - 296+02 § 244112
11. 25 171+ 2.6 172+26 165+ 2,1 169+ 2,1 - 30,109 | 269+ 10
12. 30 19035 | 178+1,0 | 16832 | 171+ 1.2 - 30,1+08 | 27,0+038
190 - 180 -
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Fig.5.37: Variatia indlfimii de spumare a abietatilor de sodiu A-Na, (a); potasiu A-K, (b), cu concentratia
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Reprezentarea graficd a rezultatelor experimentale reflecti faptul ca inaltimea spumei (puterca
de spumare) formate este functie dc concentratia accstora solutilor testate. La concentratii de
substan{a activa infenoare valoni CMC-ului ficedrer sari indliimea spumei formate scade cu cregterca
concentragici. atingand un minim cind concentratia solutiilor a devenit cgald cu valoarca CMC-ului,
dupd care, odatd cu cresterea in continuare a concentratiel, inaltimea de spumare incepe §i ca si
creasca rapid, pentru ca de la o anumitd valoarc a concentrafici, aceasta sa crcasca nesemnificativ sau
sd rimina constanti. Acest comportament poate fi explicat daca luim in considerare corelatia care sc
stabileste intre stabilitatea micelelor din solufia de tensida s1 capacitatea acesteia de a fumiza
monomeri liberi capabili sd se adsoarba la suprafata bulelor de aer din stratul de la suprafaia [250,
253]. Pc de alta partc formarca de spuma implici aparitia unci noi interfcte cu suprafatd marc in urma
patrunderii moleculelor de aer in solutia de tensida. Cresterea suprafete interfaciale 1 apoi stabilizarca
€1 este asigurati prin formarea unui film adsorbant format din moleculele libere de compus
tensioactiv, film care determina astfel sciaderea tensiunii interfaciale aer/lichid [256]). Pc masura ce
moleculele de monomeri difuzeaza spre noua suprafati formata si se adsorb la aceasta, numarul lor in
stare liberd scade, §1 pnn urmare odatd cu cresterca concentrafiei solufici, este randul micelelor
formate si aflate in cantitate mare sd asigure monomerii liberi necesari adsorbtiel prin ruperea unor
legatun intramicelare. In cazul formani unor unor micelii stabile acestea nu vor fi capabile sa asigure
fluxul de monomer necesan formiari i ultenor stabilizini non interfete create i astfel puterea de
spumare §i in general stabilitatea spumei formate vor fi slabe. Pe de altd parte odatd cu cresterea
concentratiei solufie1 de compus tensioactiv micelele devin tot mai rigide st din ce in ce mai stabile
ceea ce va conduce la incetimirea cresterii non suprafeic si ulterior la stabilizarea ei la un anumit nivel
indiferent de cantitatea de tensidi adiugata in solutie.

Analiza datelor experimentale a aritat cd existi man diferente de valoare (de aproape un
ordin de manme) ale indlfimii spumei formate la sirurile cu metale alcaline 1 etanolamine pe de o
parte. si cele cu aming pe de altd parte. Fenomenul poate fi explicat prin valorile man ale CMC-ului
(numir mare de monomen liberi ce se pot adsorbi la noua interfatd aer/lichid) abietatilor alcalini
comparativi cu ale celorlalte sarun testate. De asemenea este normal ca si in preajma valorii CMC-
ului, abietatii de sodiu §1 potasiu sd formeze prin agitarea solutiilor lor apoase o spumi abundenta §i cu
indlhme mare (158 mm/A-Na, respectiv 155 mm/A-K) avand dintre toate substantele testate valonle
cele mai man ale CMC-ului. Valonle inilfimii spumei in cazul solugiilor apoase MEAA si DEAA sunt
mai mici decat in cazul abietatilor alcalini, dar fiari prea mari diferente (valorile minime
135 mm/MEAA, 136 mm/DEAA respectiv maxime 168 mm/MEAA, 171 mm/DEAA) s1 foarte
apropiate ceea ce este explicabil avand in vedere structura aseménitoare a celor doud sarun.

Un caz aparte 1l prezintd solutiile de TEAA care au inregistrat cele mai mari inaltimi ale
spumel (189 mm respectiv 232 mm cu un minim corespunzitor CMC-ului de 159 mm). Aceasti
capacitate mare de spumare a TEAA poate fi explicatd daca ludm in considerare faptul cd desi are o
valoarc micid a CMC-ului, prezenta in faza apoasi a acestei siri determind o sciddere semnificativa a
tensiunii superficiale la interfata lichid-lichid (33-34 dyn/cm) si prin urmare filmul de monomeri
adsorbii la noua interfala aer/lichid va determina o scidere mai pronuniati a tensiunii chiar daci
accstia se gasesc in numar mai mic {253]. Explicatia a fost sustinuti §i de constatarea practicd ci daca,
de exemplu pH-ul solutie1 de TEAA 3 mM a fost coborat de la 10 la aproximativ 7- 7,5 prin adaus de
solutie de acid acetic, indliimea de spumare a atins valoarca de 300 mm, tensiunca superficild a
solutiei avand valoarca de 24 dyn/cm. Puterea slabd de spumare a abietatior de izo- respectiv di-
1zobutilamoniu (indlfimi ale spumei intre 14- 18 mm) poate fi justificata prin valoarea mare a tensiunii
superficiale a solutiilor, precum §i printr-o solubilitate mult mai mica fata de a celorlalte sirun.

5.5.5.2. Determinarea stabilititii spumei formate
Stabilitatea spumei formate prin agitarea solutilor testate anterior a fost determinati prin

masurarea volumului de spumi la intervale de 5, 10 respectiv 15 min. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelele 5.54-5.60 si figunile 5.40.-5 41.

BUPT



CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTII

157

Tabelul 5.54. Valorile medii ale volumului si stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de
abietat de sodiu (A-Na)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [mi] Stabilitatea spumei,[%]
crt. solutie Media = S.D.
[mM]
O[min] S[min] 10 [min] 15 {min]) S5[min] | 10 [min] | 15 [min]

1. 5 2198+25 | 133.6+2.9 1279+ 351 126.0+£20 61 58 57
2. 7.5 213.5¢15] 1442+15] 136931 ] 1357+19 68 64 63
3. 8 2110+36 ) 1439+32 | 1368+22] 1345+25 68 65 64
1. 10 2059+ 42 1468+ 3.5 1372226 | 1356121 71 68 66
5. 15 1959+ 28 149.2+ 28 1403+ 2.4 | 138.3+3.2 76 73 70
6. 18 1909+34 1499+ 14| 1410+ 16| 1389+35 78 75 73
7. 20 200.9+ 1.9 160.4+ 4.1 1495+ 19 1478+ 14 80 76 74
8. 25 214.7+£ 3.5 178.3+ 1.6 17032 1.7} 1634121 83 79 76
9. 30 2386+40] 202.7+32 ] 1949+25] 1862+ 1.5 85 81 78

Tabelul 5.55. Valorile medii ale volumului si stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de
abietat de potasiu (A-K)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [ml] Stabilitatea spumei, [ %]
crt. solutie Media £ S.D.
[mM]
0{min] 5[min] 10 [min] 15 [min] | S[min] | 10 [min] | 15 [min]

1. 5 2122+ 06 | 1049+ 09 978+ 1.1 926+15 49 46 44
2. 7.5 2059+£09 | 1118+ 1,1 116.1+ 1,2 101.9+£ 0.6 54 52 49
3. 8 2009+ 25 109.8+ 2,1 107.5+ 2.3 101.2+ 2.6 55 53 50
4 10 198.4+29 | 113.3+x24 106.6+ 2.6 1079+ 23 57 57 54
5. 15 194,6+ 1,6 120.6+ 1.9 118.61+2,0 114.1+ 1,9 62 61 59
6. 18 2034+ 1,4 | 132915 1293+09 | 123.4+0,8 65 64 61
7. 20 207,229 | 1388+2,7 | 135.1£23 128.2+ 2.8 67 65 62
8. 25 216,021 152,7£19 | 1489+ 2.1 140.5+£ 2. 4 71 68 65
9. 30 223,5+ 1.8 162.4+ 2.1 157,5+ 1,7 152,2+ 1.8 73 70 68

Tabelul 5.56. Valorile medii ale volumului si stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de
abietat de monoetanolamoniu (MEAA)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [mli] Stabilitatea spumei, [%0]
crt. solutie Media = S.D.
[mM]
O[min} 5[min] 10 {min] 15 [min] S5[min] | 10 [min] | 15 [min]
1. 3 194613 | 1294412 | 113.9+15 | 110.6+13 66 58 57
2. 4 188,4+ 2,0 126.6+22 | 113.2+2,6 108.3+ 2,4 67 60 58
3. 5 1858+ 24 126.7£25] 1142428 | 110.4+31 68 62 59
4. 1.5 179.6+ 0.5 1266+ 08 | 117.3+0,6 110.3+ 1,1 71 65 63
5. 8 175,809 1243+ 04 | 1163+02 | 112.6+0,5 72 66 64
6. 10 169,5+ 3.1 12274291 1153+32 | 1122+238 74 68 66
7. 15 185.8+ 1,9 138.6+1,7 131.7£1,5 129.6+ 1,3 75 71 70
8. 18 193,4+20 1456191 138.7+21 | 136.8+1,9 76 72 71
9. 20 200,9+ 1,5 1533+ 13| 146.0+16 | 1433+ 14 77 73 72
10. 25 207,2+ 0,3 161.3£0,5 | 153.1+£02 | 151.0+0,7 78 74 73
11. 30 211,0£ 0,6 167409 ] 160105 | 156,8+ 0.8 79 76 74

BUPT



CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTI

158

Tabelul 5.57. Valorile medii ale volumului i stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de
abietat de dietanolamoniu, (DEAA)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [ml] Stabilitatea spumei, {%]
crt. | Solutie Media £ S.D.
(mM]
O[min] S{min] 10 [min] 15 [min] S[min} | 10 [min} | 15 [min]
1. 3 193413 | 129.5¢06 | 1251+ 1.1 | 122.7£09 67 64 63
2. 4 188,425 | 128.7+2.1 | 1244+23 | 1225¢23 68 66 65
3. 5 184626 | 127624 | 1238+27 | 121.8+£20 69 67 66
4. 7.5 1808+ 0.6 | 129.1£0.5 | 1243x0,6 | 123.0+£ 1.1 71 69 68
5. 8 1783+ 1.8 | 1283+1.3 1233+ 1.7 | 1215+ 1.2 72 70 69
6. 10 170.8¢09 | 124.6+04 | 1206+0,5 | 118.8+0,7 73 71 70
7. 15 195904 | 146.7+09 | 1426+ 16 | 140.7+ 13 75 73 72
8. 18 204,7¢ 1.5 | 1563+ 1,3 1505+ 12 | 148414 77 74 73
9. 20 211.0£3.1 | 163.1£29 | 156.2+23 | 154.0+22 78 75 74
10. 25 2122+35 | 168.1£3.0 | 159.2+£29 | 158.2+3.0 79 75 75
Il 30 214728 | 174.6+22 164.0+24 | 161.5£25 81 76 75

Tabelul 5.58. Valorile medii ale volumului si stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de
abietat de trietanolamoniu, (TEAA)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [ml] Stabilitatea spumei, [%]
crt. solutie Media = S.D.
(mM]
0[min) 5[min] 10 [min] 1S [min]) S[min} | 10 [min)] ] 15 [min])
1. 1 2373+0.6 | 1783+0.3 | 1669+ 16 | 163.8+ 1,5 75 70 69
2. 3 2248+04 | 178109 | 1685+21 | 163.7+28 79 75 73
3. 4 2072+21 | 1658+t 1,1 | 159.1£28 154+ 3,1 80 77 74
4. 5 1997+ 1.5 | 161.1+2.1 | 1554+ 14 | 151.3+24 81 78 76
5. 7,5 2260+ 1,1 | 186.1+08 | 179919 | 176.3£2,6 82 80 78
6. 8 234831 | 194.6x3.1 | 187.9£24 | 184.3£1,9 83 80 79
7. 10 2549+ 12 | 2137215 | 206.8+£23 | 204.0+25 84 81 80
8. 15 290,1+26 | 2475+24 | 2412427 | 238.3+2,1 85 83 82
9. 18 291.3+£24 | 250.5£26 | 2453+29 | 2422+ 14 86 84 83

Tabelul 5.59. Valorile medii ale volumului si stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de
abietat de izobutilamoniu, (IBAA)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [ml] Stabilitatea spumei, {%]
crt. solutie Media £ S.D.
[mM]
0[min] 5|min] 10 [min] 15 [min] S[min] | 10 [min] | 15 [min]
1. 1 31,4+ 0,6 11,3+ 19 6,7+ 1,5 - 36 22 -
2. 3 24,6+ 0,9 82+14 5,0+ 1,3 - 34 20 -
3. 5 192+ 13 59+1.2 3,5+ 1,1 - 31 18 -
4. 10 12,6+ 1,8 3,116 22+17 - 25 18 -
5. 15 212+ 15 57+ 13 41+ 16 - 27 19 -
6. 18 27,0+ 0.4 87+ 06 5,5+0,7 - 33 21 -
7. 20 37,1+ 1,3 13,6+ 0,8 8,5+ 0,5 - 37 23 -
8. 25 37811 | 152+009 8,708 - 40 23 -
9. 30 37,8+ 0.9 15,3+ 0,7 9,0+£0,6 - 41 24 -
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Tabelul 5.60. Valorile medii ale volumului i stabilititii spumei la 25°C a solutiilor apoase de

abietat de di-izobutilamoniu, (DIBAA)

Nr. Conc. Volumul spumei formate, [ml] Stabilitatea spumei, [%]
crt solutie Media £ S.D.
[mM]
O[min] S[min] 10 [min] 15 [min] S[min] | 10 [min] 15
[min]
1. 1 26,1+ 0.9 99+ 038 7,2+03 - 38 28 -
2. 3 20,8+ 1,7 7.3+ 1.6 53+1.2 - 35 25 -
3. 5 17,3+ 1.9 5,6+£15 3,5+ 15 - 33 20 -
4 10 13,6+ 1,2 4,1+ 17 24+ 18 - 34 18 -
5. 15 197+ 1.1 69+14 4015 - 35 20 -
6. 18 23,7+ 1.5 8.7+13 5214 - 37 22 -
7. 20 306+ 0,5 11,6209 6,9+ 0,6 - 38 23 -
8. 25 33,7+ 0,7 13,1+ 05 7,8+ 0,1 - 39 23 -
9. 30 33,9408 13,2+ 0,6 8,1+04 - 39 24 -
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Fig.5.41: Variatia stabilitdtii spumei cu timpul §i concentratia solutiilor apoase de sdruri de amoniu ale
acidului abieticc, MEAA (a); DEAA, (b); TEAA(c)

Datele experimentale, prezentate in tabelele i figunle de mai sus, vin si completeze
rezultatele obtinute cu privire la puterea de spumare a sarurilor acidului abietic. Astfel se poate
constata cd sirurile care au avut o putere mare de spumare (abietatii alcalini §i sirurile cu etanolamine)
au furnizat §i 0 spumi mai stabilid (in functie de concentratia solutiilor sciderea volumului spumei a
variat intre 10-30% in primele 5 minute pentru ca in urmétoarele intervale de timp sciderea si fie mai
lenta, de la caz la caz cuprinsa intre 2-10%, dupa cum se observi si din figunile 5.40-5.41) sub forma
unui strat dens format din bule de dimensiuni mici foarte apropiate unele de altele. Cea mai stabila
spuma indiferent de concentratia solutiilor s-a dovedit a fi cea furnizati de solutiile de TEAA (peste
80% din volumul initial de spumai a persistat si dupd 15 minute de stationare). Solutiile de DEAA au
prezentat si ele o spuma stabila, in primele 5 minute de repaus pierzindu-se in jur de 13-27% din
volumul initial de spumi functiec de concentratia in substanti activd a solufiilor, pentru ca apoi
sciderea volumului de spumi si fie aproape neglijabila, valoarea corespunzitoare stabilititii spumei
ramanind aproximativ constanti la 74% in medie. Solutiile apoase de MEAA au prezentat valori ale
stabilititii spumei aseminitoare celor apartinind solutiillor de DEAA (spre exemplu la o concentratie
in substanta activd 10 mM, stabilitatea spumei a fost de 79,45% dupd 5 minute pentru ca apoi si scada
la 74,32 % dupi 15 minute). in schimb se poate constata atit din datele prezentate in tabele cat si din
grafice ci stabilitatea spumei a crescut in toate cazurile cu cregterea concentratiei de substanti activa §i
in plus s-au inregistrat cregteri ale stabilititii spumei formate chiar si la concentratii ale solutiilor mai
mici sau in jurul valorii CMC-ului sirii analizate. Este de asemenea, interesant faptul ca intre
stabilitatea spumei in timp i logaritmul concentratiei sirii existd o dependenti liniara fara apariia
unui punct de rupere in jurul valorii CMC-ului. Acest fapt este semnificativ pentru aplicatiile practice
ale acestor sirun atit din punct de vedere economic cét si mai ales ecologic deoarece se pot folosi
cantitifi mici de sarun apropiate de valoarea CMC-ului substantei active respective pentru formarea
unor spume cu o stabilitate apropiati celei formate la concentratii mari.

Trebuie si mentionez cd la ora actualid existd o serie de investigatii de naturd teoretica si
practicd legate de posibila dependenti intre stabilitatea filmului de spuma §i concentratia compusului
tensioactiv. Conform acestor studii in derulare, stabilitatea filmului de spuma3 ar putea fi atribuitd mai
degraba unei “stabilititi cinetice” decat “termodinamice” adici unei stabilititi datorate unor forte de
frecare hidrodinamice intre moleculele de aer i lichid care impiedica in acest fel micsorarea grosimii
filmului 1 mai putin actiunii fortelor de respingere intermoleculard de naturd coulombiand. Prin
urmare cresterea stabilitdni filmului de spumi cu concentratia pani la valon apropiate CMC-ului ar
putea fi rezultatul unei saturdri a suprafetei de separare gaz-lichid cu un strat adsorbant de compus
tensioactiv. La concentratii ce depasesc valoarea CMC-ului, cregterca stabilitatii spumei ar putea fi
explicata prin stratificarea filmului, ceea ce ar putea justifica si absenta punctului de rupere in preajma
CMC-ului. {257,258

In ceea ce priveste sarurnile acidului abietic cu amine acestea au inregistrat cele mai slabe
valon ale stabilititii spumei, ceca ce intr-un fel era de agteptat avand in vedere §i puterea slaba de
spumare a lor. Spuma obtinuti s-a prezentat sub forma unui strat rarefiat format din bule cu diametre
marn cu tendinti méritd de aderare la peretii cilindrului. Acest lucru poate fi explicat daca luim in
considerare structura sirurilor respective care sunt mai putin polare decit celelalte sirun analizate $i
mult mai putin solubile in apa.

BUPT



CAPITOLUL 5. REZULTATE. DISCUTII 161

5.5.6. Capacitatea de emulsionare a sirurilor acidului abietic

Pornind de la datele biliografice care stipuleazi cad in general, compusii tensioactivi anionici
sunt utilizati ca buni emulgatori intr-o serie de aplicatii [256], cercetirile experimentale efectuate au
avut drept obiectiv testarea sirurilor acidului abietic ca potentiali emulgatori 1a formarea unor emulsii
stabile de tip U/A. Studiul experimental s-a limitat doar la capacitatea de a stabiliza emulsiile de tip
U/A deoarece balanta hidrofil-hidrofobd (HLB) a sirurnilor analizate, calculati in conformitate cu
relata lui Davis pentru compusii tensioactivi ionici [218] ia valori cuprinse intre 15 si 18. De
asemenea, sarurile sunt in general solubile in apa care, potrivit regulii empirice al lui Bancroft, va
deveni §i faza continua a emulsiet atunci cind ea se formeazi prin punerea in contact a celor doua
lichide nemiscibile (apa si benzenul) [259].

Prepararea solutiilor de testat s-a facut in aga fel incit intervalul de variatie al concentratiei sa
cuprinda valoarea CMC-ului fiecarei san, precum si valori inferioare dar i superioare acesteia. Toate
determinirile au fost efectuate la 25°C si in trei repetitii pentru fiecare substanti de analizat.
Rezultatele experimentale sunt prezentate in tabelul 5.61 si in figurile 5.42- 5.44.

Tabelul 5.61. Valorile medii ale efectului de stabilizare a emulsiilor de tip U/A a sérurilor
acidului abietic la 25°C

Nr. | Conc Timpul [sec] (Media + SD)
crt [ﬂi A-NA A-K MEAA DEAA TEAA IBAA DIBAA
1. 1 - - - - 1885+16,2 | 1119+16,5 | 1294+18.5
2. 25 - - 1467+13.2 | 1719+11.7 | 2131124 | 1220+11,7 | 1500+14,2
3. 5 1513+£10,5 | 1435+8,5 | 1534+16,1 | 1820+14,6 | 2296+18,1 | 1282+15.8 | 1611+11.5
4 10 1820+11,6 | 1750+11,4 | 1585+10,2 | 1926+10,5 | 2455+13,3 | 1358+13,5 | 1773+14,6
S. 15 2051+ 9,2 | 1900+12,7 | 1626+14.5 | 1994+13,7 | 2561+10,9 | 1400£113 | 1843171
6. 18 2173x+15,6 { 1965+19,1 - - - - -
7. 20 2225+11,7 | 2000+17,2 | 1660+18.2 | 2036+16,9 § 2657114 | 1446+10,5 | 1896+129
8. 25 2356+16,3 ] 20861123 | 1690+15,1 | 2089+12.7 - 1490:12,6 | 19384137
9 30 2425+18.4 | 2148+16,2 | 1710+148 | 2153139 - - -
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Fig.5.42: Variatia stabilititii emulsiei de tip U/A cu concentratia solutiilor apoase de sdruri alcaline (a) §i de
amoniu (b) ale acidului abietic
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Fig.5.43: Variatia stabilititii emulsiei de tip U/A cu concentratia solutiilor apoase de sdruri cu amine ale
acidului abietic

| S ——-—
T
I — ==~ )

¥ o8

-
o

b
L]

atia solufiel (mM]

Fig.5.44: Influenta tipului de sare asupra stabilitdgii emulsiei de tip U/A

Dupa cum se observa din graficele din figunle 5.42-5.43, stabilitatea emulsiilor a crescut cu
cresterea concentratiel agentului activ chiar si la concentratii sub valoarea CMC-ului. Trebuie remarcat
ca aceastd legitura intre stabilitatea filmului de emulsie §i concentratia stabilizatorului, reprezinta din
punct de vedere matematic o dependent liniari intre perioada de timp in care nu are loc separarea de
faze §1 logaritmul zecimal al concentratiei sirii. Aceasti relatie de proportionalitate poate fi explicata
dacd se ia in considerare existenta forfelor de frecare hidrodinamice care impiedicd micgorarea
grosimii filmului format la suprafata de separare dintre cele doui lichide nemiscibile (apa-benzen)
similar formarii filmului de spumi. Aceste forfe de frecare devin din ce in ce mai puternice pe misurd
ce are loc saturarea interfetei lichid-lichid cu sarea acidului abietic (la concentratii mai mici decit
CMC-ul) respectiv stratificarea filmului de emulsie (la concentratii mai mari decat CMC-ul) ceea ce ar
putea explica de asemenea, si lipsa modificarilor de comportament a emulsiei respective in apropierea
CMC-ului. Aceste ipoteze teoretice insi, nu sunt inci pe deplin confirmate de cercetirile
experimentale, exceptie ficand lucririle lui Danov §i colaboratorii [259). Pe baza unor investigatii
practice, acestia propun o relafe matematicd care face legitura intre cregterea concentrafiei
compusului tensioactiv in faza continud peste valoarea corespunzitoare CMC-ului §i tendinta de
descrestere in timp a coalescentei emulsiei.
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Stabilitatea emulsiilor formate in timp dcpinde de compozitia i proprietitile sarunlor
analizate (figura 5.44). Astfel s-a constatat capacitatea abietatului de trietanolamoniu (TEAA) de bun
emulgator $1 stabilizator al emulsiilor de tip U/A, atat la adaosul de cantitaii mici de sare (timp de
stabilitate a cmulsici aproximativ 39 minutc la o conccntratic 5 mM) ciat §i la concentratii mult
superioare CMC-ului, (45 minute la 20mM). Sarunle cu mono-etanolamind (MEAA) respectiv di-
ctanolamind (DEAA) au prezentat capacitate bund de stabilizare a emulsiilor in domeniile
concentratitlor mici sau chiar foarte apropiate de cea a concentratiei critice micelare (aproximativ 25
minute la adaosul de MEAA in concentratie de 10mM, respectiv 32-33 minute la o concentrafie de 10
mM DEAA.). in schimb sdrurile cu metale alcaline sunt buni stabilizatori la concentrafii mai mari
decit valorile CMC-ului (aproximativ 37 minutc la 20 mM adaos de A-Na fati de 25 minute la
adaosul de solutic 5 mM de A-Na).

Trebuie remarcatd capacitatea de stabilizare supenoard a abietatului de di-izobutilamoniu
(DIBAA) chiar i fatd de sarurile cu metale la adaosul acestuia in concentratii mici dar pe ansamblu
eficienta sarurilor cu amine asupra stabilititn emulsnlor de tip U/A s-a dovedit mai slaba datonta
faptului ca sunt mai pulin solubile in apa (in special IBAA) comparativ cu celelalte sarun analizate.

Aceste ultime rezultate pot fi explicate dacd ludm in considerare cele doud reguli empirice de
bazi in studiul emulsiilor in general, regula lui Brancroft si valoarea balantet hidrofil-hidrofoba (HLB)
{261]. Ambele reguli sunt in acord cu datele expernimentale obtinute, in sensul ¢3 viteza de micgorare a
grosimii filmului de emulsie este mica ( deci stabilitatea emulsiel e mai nidicatd), cand sarea acidului
abietic se dizolva in faza continua a emulsiei (apa) si are o elasticitate Gibbs mare. De asemenea,
solubilitifile sarurilor g1 valonle HLB confirmi capacitatea buni a sarurilor acidului abietic cu metale
st etanolamine de a fi utilizate in formarea unor emulsit stabile de tip U/A necesare in diverse aplicatii
practice (industnia vopselelor, cauciucului, lotiunilor §1 cremelor cosmetice). in schimb, in cazul
sarurilor cu izobutilamind §1 di-izobutilamind, alegerea unei concentratii ugor superioare CMC-ului
poate determina o stabilitate minima a emulsulor respective.

5.6. Determinarea activititii antimicrobiene a compusilor sintetizati

Activitatea antimicrobiand a sarurilor acidului abictic a fost testatd folosind doud metode si

anume :
1. metoda difuzimetricd prnin care s-a apreciat gradul de sensibilitate al unor microorganisme
patogene fatd de aceste substante, in conditii de laborator 'in vitro';
2. metoda dilutiilor prin intermediul cireia s-a determinat concentratia minimi inhibitoare (CMI)
respectiv cea minima bactericida (CMB).
Testarea substantelor s-a efectuat atit pe microorganisme din specia bacteriilor G* ¢at si G, cit si pe
fung1. Concentratia solutilor testate dupa dilutia solutilor stoc la 1:100000 a fost de 32mg/! in toate
cazurile, in cazul metodei difuzimetrice.

Rezultatele experimentale obfinute i prelucrate statistic sunt prezentate in tabelele 5.62.-5.63.
cat 1 in figurile 5.44-5.48. Trebuie mentionat ci la 24 de ore de incubare, nu s-a observat cu ochiul
liber aparitia microorganismelor pe suprafata mediului de cultura impregnat cu rondelele de filtru cu
exceptia marginilor plicii, dest in probele martor suprafata mediului a fost invadati cu colonii de
microorganisme in toate cazurile. Din acest motiv misurarea zonelor de inhibitie, in situatiile in care
au aparut s-au efectuat la 48 ore de incubare a plicilor.
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Tabelul 5.62. Activitatea antimicrobiani a sirurilor acidului abietic dupi 48 ore de incubare
exprimati dupid valoarea diametrele zonelor de inhibitie

Nr. | Subst. Escherichia coli (G) | S.choleraesuis(G) Staphylococcus Candida albicans
crt. | Testatd aureus (G')
S I R S I R S | R S | R
1. A-Na ++ 84 114 13,2
+03 +1.1 +14
2. A-K 55 9.5 7.6 7.4
+03 +0.6 +0.2 +0.3
3. | MEAA 8.6 7,1+ 25
+0.7 04
4. | DEAA | 123 10.8 8,1 3,1
1.1 +09 +05 +£0.1
5. TEAA | 142 11,7 10,2 ~*
+0.2 +14 + 1.0
6. IBAA ++ ++ ++ 84
+038
7. | DIBAA + | 252 + —*
+13
8 Martor +++ +++ +++ ++

Semnificafia simbolurilor: S- sensibil la substanta testatd; I-intermediar ; R-rezistent la substanta testatd; (+++)-
foarte rezistent; (++)- putin rezistent; cifrele indici diametrul mediu al zonelor de inhibitie {mm].

*- in cazul testini sirurilor de amoniu ale acidului abietic pec medii inoculate cu Candida s-a apelat la o
procedura mai speciali in sensul ci in mediul de cultura lichefiat si depus in placa Petri, s-a introdus cu o siringi
sterild 1 ml solutie de sare de concentratic 32 mg/l, solutie care s-a repartizat uniform pe toat suprafata plicii,
dupd care placa s-a inoculat cu suspensia microbiand.

In aceasta primi etapa datele experimentale au ardtat ca abietatul de di-izobutilamoniu
(DIBAA) a prezentat un caracter antifungic puternic fatd de Candida la o concentratie de 32 mg/l,
Astfel la 48 de ore de incubare colonia de ciuperci a reusit sa se dezvolte doar pe marginea plicii,
dupa cum arata §i figura 5.44 (a). O sensibilitate mai mici dar totusi de remarcat a prezentat i
abietatul de trietanolamoniu (TEAA), coloniile izolate de Candida apiridnd mai ales in partea dreapta
Jos a figuni 5.44 (b). In schimb coloniile de Candida au fost mai rezistente fai de actiunea solutiilor
de abictati (A-Na), acestea reusind si se dezvolte chiar linga zonele cu rondele dupd cum indica si
figura 5.44 (c).
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9

Fig.5.44:Sensibilitatea (rezistenta )culturilor de Candida albicans la actiunea solutiilor apoase de sdruri ale
acidului abietic : DIBAA(a); TEAA (b);A-Na (¢)

Un fapt interesant l-a constituit sensibilitatea S.choleraesuis la actiunea solutiilor de abietat de
di-izobutilamoniu (DIBAA), demonstrat prin diametrul mare al zonei de inhibifie care se poate
remarca si in figura 5.45 (a).Este posibil insi ca actiunea bacteriostatici a DIBAA si fie intinta de
actiunea antimicrobiani puternicid a acidului abietic mai ales fatd de bacterile Gram negative
[205, 206]. Spre deosebire de actiunea puternic bacteriostatici a solutiilor de DIBBA, solufiille de
abietat de izobutilamoniu (IBAA) au avut o slaba sensibilitate fatd de tulpinile de S.choleraesuis,
acestea invadind toati suprafata placii Petri dupa 48 de ore dupa cum se poate observa i din figura
5.45 (b).

a) b)
Fig.5.45: Sensibilitatea (rezistenta ) culturilor de S.choleraesuis la actiunea solutiilor apoase de sdruri ale
acidului abietic: DIBAA (a); IBAA (b);

Asa dupa cum era de asteptat cele mai multe saruri ale acidului abietic au avut o activitate
bacteriostaticd buna fata de culturile de Escherichia coli. Cea mai sensibila s-a dovedit a fi solutia de
TEAA diametrele zonelor de inhibtie depisind 14 mm, (figura 5.46 a) urmati de solutia de DEAA
care a determinat aparifia unor zone de inhibitie cu diametre medii de 12 mm (figura 5.46 b). O
activitate bacteriostatici medie s-a remarcat in cazul solutilor de A-K si respectiv MEAA (figura
5.46¢ si d). In ceea ce priveste actiunca antimicrobiani fatd de Staphylococcus aureus s-a remarcat
solutia de abietat de sodiu (A-Na) care a avut o activitate caracterizati drept intermediari cu tendinte
spre sensibil dupd cum se poate constata si din figura 5.47. Celelalte probe supuse testari au dat
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rezultate neconcludente motiv pentru care am procedat in continuare la determinarea CMI (CMB) prin
metoda dilutiilor.

) d
Fig.5.46:Sensibilitatea (rezistenta ) culturilor de Escherichia coli la actiunea solutiilor apoase de sdruri ale
acidului abietic: TEAA (a); DEAA (b); MEAA(c); A-K (d)

Fig.5.47:Sensibilitatea culturilor de Staphylococcus aureus la actiunea solutiei apoase de abietat de sodiu

Solutiile stoc pentru prepararea dilutiilor au avut toate aceeasi concentratie 1024 mg/l.. Pentru
fiecare substantd testatd precum si pentru fiecare specie de microorganism s-au folosit cate 10
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eprubete. Concentratia finald a substantei de analizat dupd adaosul dc¢ mediu nutritiv in cprubete a
vanat de la 5,12 mg/l la 0.1 mg/l. Determindnle au fost efectuate in cate trei repetitii. CMI a fost
consideratd a fi cca mai mica concentratic a substanger de analizat de la care nu mai ¢ pereeptibila cu
ochiul liber dezvoltarca microorganismclor inoculatc in prcalabil.

Din placile care au prezentat inhibarea cresterni au fost prelevate cu ansa in conditi sterile
microorganisme care au fost apoi inoculate in cate trei flacoane, umplute in prealabil cu mediu de
culturd. pentru fiecare gen dc microorganism. Flacoanele au fost apoi temostatate timp de 24 orc la
37°C respectiv 28°C (Candida). Concentratia minima bactericidi (CMB) respectiv fungicida (CMF) a
fost consideratid a fi acea concentratie a substanict dc analizat din flaconul care nu a prezentat o
tulburealad perceptibila cu ochiul liber.

Rezultatele experimentale obtinute sunt prezentate in tabelul 5.63.

Tabelul 5.63. Activitatea antimicrobiani a sirurilor acidului abietic dupi 48 ore de incubare
exprimati prin valorile CMI respectiv CMB (CMF)

Nr. Subst. Escherichia coli (G) S.choleraesuis(G’) Staphvlococcus Candida albicans
crt. | testata aureus (G')
CMmi CMB CM1 CMB CM1 CMB CMl CMF
[mgA] [mg/] [mg/] [mg/l] [mg/] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
1. A-Na 32 +0.21 3,6 £0.69 2.2 40,11 2,002 0,848,535 1,2+485 28485 3,248.5
2. A-K 4,8+ 0.6 5,2+04 1.84 40,12 1,6 20,16 28185 3,085 3, 8+85 38485
3. MEAA 1,840,25 | 2,56+043 | 1,64+045 2.1+0,14 1,485 1,64+8, 48185 5,12+8,
5 5
4. DEAA 1.6 £0,32 220,12 1 1,5610,36 } 2,240,223 1,32 £8.5 1,56+8, 42185 4,56+8,
5 5
5. TEAA 0,8 +0.29 1.2+0,16 1,2+045 | 2,48+036 1 124185 1,33 1,5648,5 1,64+85
+8,5
6. BAA 6,3 0,47 6,4 £020 6,4408 7,580,225 8.4 8.5 12,8 6.4 85 8,04£8.5
185
7. DIBAA 3.4 40,13 4.009 0.4 +0,1 0,6 £0,1 5,6+8.5 5,885 0,2 +8.5 02185
8. Martor —_ —- —_ —_ — — — -

Dupa cum sc observa din datele tabelului de mai sus, sc poatc aprecia c¢d in gencral toate
substantele analizate au determinat o inhibare a cresterii coloniilor de microorganisme, insd aceasta
inhibare a fost mai accentuatd sau mai slaba funclie de structura compusilor analizai. Astfel abietatul
de sodiu a manifestat o activitate antimicrobianid mai intensid fatd de Staphylococcus aureus. datoratd
probabil restului de acid abietic §1 faptului ca la concentratiii mici, alituri de abietatul de sodiu incepe
sa s¢ formeze acidul liber care in conformitate cu datele de literaturd prezinti activitate bacteriostatica
st respectiv bactericidi buna [205,206]. Activitatea antimicrobiani puternicd a manifestat i DIBAA
fata de S.choleraesuis respectiv Candida albicans, valorile CMI (CMB), fiind de 0,4 mg/1 (0,6mg/1)
fatd de S.choleraesuis si de 0,2 mg/l fati de Candida. De fapt in acest caz cele doud metode au dat
rezultate similare, in sensulAcé s1 metoda difuzimetrica indica sensibilitatea crescuti a organismelor
respective fatd de DIBAA. In schimb valorile CMI (CMB) in cazul IBAA sunt cele mai man fati de
toate microorganismele sugerand o mai slaba activitate antimicrobiani In ceea ce priveste sarunie cu
ctanolamine se remarca activitatea bacteriostatic bund a TEAA atit fatd de bacteriile Gram negative
cat si fatd de cele Gram pozitive. (valorile CMI au variat intre 0,8 mg/l pentru Escherichia coli i 1,24
mg/l pentru Staphylococcus aureus). De asemenea nu este de neglijat nici activitatea fungistatici a
TEAA fatd de Candida albicans datele experimentale aritind o valoare a CMI de 1,56 mg/l. Celelalte
doui saruri au avut comportamente aseméinitoare cu TEAA dar valorile CMI (CMB) au fost ceva mai
man sugerand o mai slabi activitate antimicrobiana.

Datcle experimentale furnizate de cele doud metode sunt comparabile cu cele din literatura
[205,206] pentru aceastd clasa de derivati ai acidului abietic ele sugerand posibilitatea folosirii
sarurilor respective nu numai ca §i agenfi de spumare, emulsionare dar §i ca agenti cu proprietifi
bacteriostatice (bactericide), De altfel trebuie mentionat ci prin coroborarea celor doud proprietiti cea
de emulgator s1 de agent cu avtivitate antimicrobiani s-a putut breveta o reteti de cremi dermatologica
avand efecte benefice impotriva unor infectii ale pielii cu Stafilococi [9].
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5.7. Studii privind biodegradarea primara a siarurilor acidului abietic

In cazul sarurilor acidului abictic cu metalc alcaline si monoaminc alifatice cu numir mic de
atomi de atomi de carbon, respectiv etanolamine, biodegradarea acestora presupune de fapt un numér
de reactii de oxidare, de chminare de apa, clivajul unui incl ciclic din restul acidului abictic. In urma
acestor reactii catalizatc de cnzime sc producc o anumitd cantitatc dc CQ, ca rczultat al activitatii
microorganismelor in timpul mecanismului de biodegradare [95-99].

Pentru determinarea procentului de degradare a sdrunilor acidului abietic de catre
microorganismele provenite din efluentul secundar neclorinat de la statia de epurare a apelor
ordsenesti Timigsoara, s-a folosit o metoda spectrofotometrici bazati pe misurarea absorbantei
(A=605 nm) unui complex organic format din substania de analizat $1 un colorant organic (cristal
violetul), complex care este solubil intr-o fazi organica (benzenul) [242].

Pentru fiecare proba analizata s-au efectuat trei repetitii.

Rezultatele experimentale obtinute sunt prezentate in tabelele 5.64-5.65 si figunle 5.48-5.51.
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Fig. 5. 48 :Variatia concentratiei solutiilor apoase de sdruri alcaline ale acidului abietic pe perioada de
incubare: A-Na (a); A-K (b)
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Fig. 5. 49 :Variatia concentratiei solutiilor apoase de sdruri ale acidului abietic pe perioada de incubare:

MEAA (a); DEAA (b); TEAA ()
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Fig. 5.50 : Variatia concentratiei solutiilor apoase de sdruri ale acidului abietic pe perioada de incubare:
IRAA (a); DIRAA (b)
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Fig. 5. 51 :Variagia gradului de biodegradabilitate a sirurilor acidului abietic pe perioada analizatd

Cu o singura excepfie, abietatul de trietanolamoniu, valorile gradului de biodegradabilitate a

sarunilor acidului abietic luate in studiu au depdsit inca din a 19-a zi de pragul de 80% stabilit de
normele europene in domeniu [243]. De asemenea, daci comparam valorile gradului de
biodegradabilitate obfinute pentru sarurile acidului abietic cu cele ale compugilor anionici luafi ca
standarde (DSS, DBSS ), s¢ poate observa cd abietatii alcalini, au avut un grad de biodegradabilitate
foarte apropiat de ce al DSS, acesta fiind considerat in literatura de specialitate unul din compusii
tensioactivi anionici usor biodegradabili [236, 237] si anume:

Tabelul 5.66. Valorile comparative ale gradului de biodegradabilitate a abietatilor alcalini si a

standardului
Nr. Compusul Grad de biodegradabilitate [%]
crt.
1. Abietat de sodiu (A-Na) 92,21
2. Abietat de potasiu (A-K) 92,06
3 Dodecilsulfat de sodiu (DSS) 92,68
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in schimb fatd dc DBSS. considcrat o tensida greu biodegradabili (70% grad de biodegradare)
[233, 237]. toate substantele analizate au prezentat valori superioare. Trebuie insa precizat ca datele
expenmentale prezentate, reprezinta de fapt cantitatea totald de sarun care a fost indepartata din apa
atit prin intcrmediul microorganismelor prezente in inoculul obfinut din efluentul de la stapia de
epurare a apelor uzate, cat §1 in absenta inocului. Rezultatele experimentale obfinute fara inocul
(tabelul 5.67) sc refera la posibilitatca indepartarii unor cantitili de sare din apd ca urmare a unor
procesc fizice (volatilizarc. adsorbtic la peretii vasului) sau chimice (hidrolizi, fotolizd). De asemenca
se poate intimpla caprobele si poati fi biodegradate chiar de unele organisme prezente in apa distilata
folositd ca mediu de dizolvare a probelor (asemenea apa poate sa contind conform unor determiniri
pani la 10° celule viabile/ml in cazul in care probele nu au fost in prealabil sterilizate corect).

Determinirile efectuate in mediu abiotic au demonstrat ¢3 in medie ponderea proceselor
chimice si/sau fizice s-a situat intre 1-2% la sirunlc cu mctalc alcaline pand la 4-7% la sirunle
acidului abietic cu etanolamine.

Datele de biodegradabilitate a sarunlor acidului abietic cu metale alcaline i etanolamine
determinate prin metoda spectrofotometrica s-au incadrat in limitele determinate de alti cercetiton
prin metoda OECD standardizati [243]. In ceea ce prniveste sirunle acidului abietic cu 1zo-, di-
izobutilamini, datele obfinute nu au putut fi comparate ca urmare a faptului ca pentru acesti compusi
nu existd referinte bibliografice legate de biodegradabilitata lor.

La o pnivire generala, putem si consideram ca metoda spectrofotometricd adaptatd pentru
acest tip de analize, a fost adecvatd pentru monitorizarea sciderii confinutului de siruri a acidului
abietic din apele naturale, determinat ca procent de biodegradare. De asemenea pe parcursul derulani
experientelor s-a putut evidentia stabilitatea complexului organic: sare — colorant neexistand situatii in
care valorile absorbantei citite pentru aceeasi proba sa difere foarte mult intre ele.
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Studiul dc cerectarce cfectuat in scopul claboririi tezei de doctorat a avut ca obicct de
investigatie sinteza §i caracterizarea sdrurilor acidului abietic cu metale alcaline (Na, K),
amine alifatice cu lant scurt de atomi de carbon (izobutilamind, di-izobutilamind) gi
ctanolamine (mono-. di- §i trietanolamind) din punct de vedere fizico-chimic, structural, al
proprietatilor superficial active si activitatii microbiologice in vederea unor posibile utiliziriin
industna detergentilor, farmaceutica, cosmetica.

Compugii tensioactivi sau superficial activi fic cd sunt denumiti generic agenfi de
spumare, agenti de udare, spélare sau emulgatori, reprezinta la ora actuala o clasa de substante
organice folositi pe scard larga intr-o seric de ramun industriale, putindu-se afirma fara
posibilitatea unci erori ¢ prezenta acestora in viata noastrd cotidiand a devenit indispensabila.
Desi principala lor sursa de sinteza o constituie produsele petroliere, in ultimi 10-20 de am
atentia cercetitonilor s-a concentrat §1 spre alte resurse naturale alternative, mai putin
costisitoare si totodatd cu un efect toxic diminuat asupra mediului incomjurator. O posibila
resursd naturald alternativi de materie prima pentru productia de compust superficiali activi
anionici, poate fi considerat acidul abietic. produs de biosintezi continut in oleorezina de
conifere din specia Pinus. in urma distilirii cu vapon de apa a oleorezinei, acidul abietic, alituri
de alti compusi nevolatili formeazi reziduul cunoscut comercial sub denumirea de colofoniu sau
sacaz.

6.1.1zolarea acidului abietic din colofoniu i purificarea lui

Izolarea acidului abietic levogir, din colofoniu chinezesc s-a bazat pec incdlzirea la
reflux in anumite conditii de reactie a unei solutii acetice de colofoniu. Dupa doua recristalizari,
puritatea acidului calculata ca puritate optica a fost de 75-80%.

Analiza cromatografici de HPLC a confirmat de asemenea puritatea acidului abictic ca
fiind de 80%. Datorita sensibilitatii crescute a acidului abietic la lumind §1 la actiunea
oxigenului din aer, acesta in timp se racemizeazi. Deoarece, doar enantiomerul levogir prezinta
actiune biologic activd separarea si ulterior purificarea acestuia din racemicul format s-a facut
pnn intermediul sarunlor sale cu baze optic active din categoria alcaloizilor.

Cel mai bun randament (62%) pentru purificarea enantiomerului levogir s-a obtinut in
cazul (-)- chininei anhidre. Puritatea acidului abietic a fost de peste 95%, valoare confirmata si
de analiza cromatografica de lichid.

6.2. Sinteza sirurilor acidului abietic

Procedeul de obtinere a abietatilor alcalini s-a bazat pe reactia de neutralizare la cald a
unui volum determinat dintr-o solutie alcoolicd de acid abietic, cu volume echivalente din
solufile alcoolice de concentratie 1M de hidroxid de sodiu respectiv de potasiu.

Punificarea sarunlor brute obtinute s-a realizat prin recnstalizare de doui ori din etanol
absolut. Randamentele de sintezi au avut valori medii cuprinse intrec 88% in cazul abietatului de
sodiu si 89% pentru cel de potasiu. Punitatea sarurilor s-a situat in ambele cazuri la valori de
peste 98%. S-a constatat de asemenea, ci acidul abietic purificat pe calea sirurilor cu baze optic
active si-a pdstrat sensul rotatiei optice pe perioada derulirii procesului de neutralizare fiind
stabil din punct de vedere termic.

Utilizarea unei patrimi din cantitatea necesara de solutie etanolica de hidroxid de sodiu,
a condus in aceleasi conditii de reactie, 1a obtinerea unei siri complexe cu formula moleculard
3C0H300,°C2H200,Na doar daci a fost utilizat acid abietic levogir. Incercirile de a obtine o
sare complexa pornind de la acid abietic dextrogir au esuat, analiza spectrometrici de absorbtie
atomicd a aritat ci este vorba de un amestec format din 2 moli de acid abietic si un mol de
abietat neutru de sodiu.

Sinteza sarurilor acidului abietic cu amine alifatice respectiv etanolamine, s-a bazat pe
reactia dintre acidul abietic gi aminele respective in conditii de temperaturi si timp de reactie
moderate.

Valorile medii ale randamentelor de sintezi au vanat intre valori de 74-75% in cazul MEAA,
s1 90-92% in cazul IBAA respectiv DIBAA .
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6.3. Analiza structuralid a colofoniului 1 a compusilor sintetizati
6.3.1 Analiza colofoniului utilizat ca materie primi pentru acidul abietic

Analiza de gaz cromatografie a colofoniului chinczesc cfectuatd de fumizor a relevat un
continut de 40-44% acid abietic:

Analiza de spectrometrie de masd folosind tehnica DTMS (Direct Temperature Resolved
Mass Spectrometry) a evidentiat: existenta unui singur pic in “ionul curent total”(TIC);
prezenta in spectrul de masd insumat a ionulului molecular de bazi [M]',corespunzitor
acidului abietic; majoritatea ionilor desorbiti in TIC au fost detectati in intervalul de scanare
a temperaturit 35-46 ceea ce indicd o volatilitate relativ redusd a colofoniului: prezenta
ionilor moleculan ai unor produsi de oxidare ai acidului abietic precum si 10ni1 moleculan
corespunzaitori unor acizi grasi saturati [M+1]" dar in cantitati nesemnificative;

Analizele de spectrometrie de masa folosind tehnica Electron Spray lonisation in ambele
variante (-ESI) respectiv (+~ESI), la 16 ev sugereaza faptul ci in colofoniu, acidul abietic
se gaseste sub forme polimere (2M, 3M, 4M,); in vananta (-ESI), ionul de bazi a aparut in
forma [2M+H] : in varianta (+ESI) ca ion de bazi a aparut fragmentul cu (m/z 673). Nu s-a
sesizat in schimb in cadrul acestei tehnici de analizd prezenta ionilor moleculan a1 unor
produsi de oxidare ai acidului abietic.

Din prezentarea comparativd a celor doud dc tehnict de analizi ale spectrometrict de masa
se poate concluziona ci in cazul colofoniului metoda DTMS oferda informapii mult mai
exacte si intr-un timp mai rapid asupra compozitiei structurale ale amestecului analizat.

6.3.2. Analiza structuralid a derivatilor acidului abietic obtinuti

Analiza spectrelor de vibrati —rotatie a abietatilor sintetizati a confirmat structura acestora.
Analiza DTMS a abietatului de sodiu a evidentiat prezenta a doud picuri in TIC,
corespunzitor celor doui intervale de scanare a temperatuni. Spectrul de masa insumat
corespunzitor primului pic, a dovedit prezenta ionului molecular al acidului abietic liber ca
si ion de bazi, alituri de seria de fragmente ionice si /sau radicali tipica acestui tip de
produs. Ionii observabili in spectrul de masa insumat corespunzitori picului 2 din TIC, au
fost atribuiti abietatului de sodiu sodiatat respectiv unor clustre formate din sodiatat asociat
cu o parte din abietatul neutru de sodiu. In afari de ionii de sodiatat, au mai fost detectati si
1onil corespunzitori acidului abietic liber, precum i cel corespunzitor ionului de sodiu.
Analiza DTMS a abietatului de potasiu a confirmat in cazul primului pic din TIC, prezenta
acidului abietic in stare liber3, alituni de fragmentele de ioni asociate. In cel de al doilea
interval de scanare, spectrul de masi insumat a stabilit prezenta abietatului de potasiu, m/z
340, dar nu si a omologului corespunzitor sodiatatului de sodiu. In schimb in spectru aparut
ionul molecular [M+2K]". Pe langd acesti ioni, similar spectrului DTMS corespunzitor
abietatului de sodiu, a aparut si in acest caz ionul molecular al acidului abietic cu
fragmentele de ioni asociate, ca ion de bazi. De asemenea, spre deosebire de spectrul
abietatului de sodiu, in spectrul DTMS al abietatului de potasiu s-a remarcat o serie de ioni
corespunzatorni unor produsi de oxidare ai acidului abietic. In zona corespunzitoare valonlor
mici ale masei s-a putut constata si aparifia ionului metalic de potasiu.

Analiza comparativa a structurii abietatilor alcalini, prin varianta (-)ESI-MS, a confirmat in
mare masura analizele DTMS-ului. Astfel in spectrul de masa al abictatului de sodiu, ionul
molecular de bazi [2 M+Nal, a fost urmat de o serie dc picuri corespunzind unor
fragmente de iom de forma [3M+2Na], [4M+3Na], [SM+4Na}. In schimb prezenta
impurititilor datorate produsilor de oxidare nu s-a constatat in aceasti variantd, aceasta
datorandu-se, contributiei nesemnificative a acestora la intensitatea curentului ionic.
Analizele spectrale de masd efectuate asupra sdrurilor de tip amoniu a acidului abietic in
variantele (+ESI)-MS respectiv (-ESI)-MS, la 16¢V au semnalat prezenta ca ioni de bazi a
ionilor de monoetanolamoniu, trietanolamoniu, izobutilamoniu si diizobutilamoniu. in
vanianta (-ESI) s-a constatat ci pentru toate probele ionul abietat a iesit ca ion de baza.
Totodata in aceasta ultimid variantd s-au inregisrat fragmentin de ioni pufine si de slaba
intensitate corespunzitoare unor impuritati.
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6.4.Analiza s3rurilor acidului abietic din punct de vedere al proprietatilor superficial
active

Analiza sirunlor acidului abietic din punct de vedere al propnetatilor superficial active
a condus la urmiitoarele rczultate :
Valorile punctului Kraft nu au vanat semnificativ cu concentratiile solutiilor (diferengele au
fost in majoritatea cazunlor mai mici de 1%, cu exceptia abietatilor de 1zobutilamoniu si
respectiv di-izobutilamoniu) ceea ce este in conformitate cu datele de literaturd, §1 in general
s-au incadrat in limitele acceptatc de standardul romancsc refecntor la compusii 1onici
capilar activi ( Ty, < 15°C).
Determinarea concentratiei critice micelare a solutiilor apoasc de saruri ale acidului abictic
s-a realizat prin doud metode §i anume a) metoda picaturii pentru determinarea tensiunii
superficiale 1 b) metoda conductometrica permite reproductibilitatea datelor experimentale.
Rezultatele experimentale obtinute prin metoda picituni au aritat ci in general solutiile de
saruri ale acidului abietic respecta regula generala a compusilor tensioactivi referitoare la
fenomenul de imbatranire, adica de scidere a valorlor tensiuni superficiale a unei solutii de
tensida panai la stabilirea echilibrului interfacial.
Valorile CMC-ului obtinute prin metoda picaturi au fost comparabile cu cele aferente
sapunurilor alcaline §i sarurilor de amoniu ale acizilor grasi; in schimb, valorile tensiunii
superficiale ale derivatilor acidului abietic, au fost mai mari decat ccle similare sdrurilor
acizilor gragi. Afirmatia este valabila doar in cazul in care pH-ul solutiilor respective a avut
valori alcaline. in schimb, experientele efectuate cu solutii apoase de siruri ale acidului
abietic de acceasi concentratic, au aritat, cd valorile tensiunii superficiale au scizut pe
masurd ce pH-ul s-a deplasat spre valon slab alcaline respectiv neutre, pana la atingerea
unui minim in intervalul 7-7,5. Odati cu trecerea pH-ului solutiilor in domeniul acid s-a
inregistrat o noua cregtere a valorilor tensiunii superficiale ale acestora. Se poate afirma
astfel ca, printr-o combinatie bine determinata pH-concentratie in sare, se pot obtine valori
ale tensiunii superficiale chiar sub limita de 30dyn/cm aferentd sdpununilor acizilor grasi.
Utilizarea metodei conductometrice de determinare a concentratiel critice micelare (CMC) a
sarurilor sintetizate, a stabilit modul de vanatie a acestui parametru cu temperatura
solutiilor. Astfel, odati cu cresterea valoni temperatuni de la 20 la 35°C valoarea CMC-
ului a crescut brusc iar apoi mai lent pe miasurd ce temperatura solutiilor a atins valoarea de
40°C.
Determinarea CMC-ului prin misuritoni conductometrice constituie o cale facild pentru a
testa caracterul ionic al derivatilor acidului abietic cu aminele/ (etanolaminele).
Testarea proprietitilor de udare ale sarurilor acidului abietic a arditat ca acestea sunt in
general buni umectanti pentru materiale textile confectionate din matase, stofa g1 bumbac la
concentratii inferioare valorii CMC-ului. De asemenea, este preferabil ca pH-ul solutiilor
testate si fie ajustat la valon de 7,2-7,5, pentru a imbunatiti puterea de umectare a acestora.
O temperatura a solutiilor de analizat cuprinsa intre 25-40°C, influenteazi pozitiv valorile
timpilor de udare.
Studiile experimentale efectuate in directia testirii capacitafilor spumante a sarurilor
acidului abietic au demonstrat ca, exceptand sarurile cu izo-butilamini §i di-izobutilamini,
toate celelalte substante au format spume abundente si stabile chiar si la concentrafii in
substanta activa inferioare CMC-ului. In general spumele formate au avut densitate mare,
fiind alcdtuite din bule mici, uniforme de formi sferici. Spumele formate prin agitarea
solutiilor de sdruri cu amine s-au dovedit a fi instabile in timp; stratul de spumi avind
indltimi mici i fiind foarte rarefiat.Cel mai bun spumant a fost abietatul de trietanolamoniu,
urmat de abietatii metalelor alcaline §1 apoi de abietatii de mono-, dietanolamoniu.
Investigatiile experimentale cu privire la capacitatea de emulsionare au evidentiat faptul ca
prin adaosul de cantitifi mici de sare unui sistem nemiscibil apa-benzen se obtin emulsii
stabile in timp. Prelucrarea datelor experimentale a relevat existenta unei relatii cvasiliniare
intre stabilitatea filmului de emulsic §i logaritmul concentratiei sirii. Abictatul de di-
1zobutilamoniu, s-a dovedit a fi mai eficace decdt abietatii de sodiu si potasiu la
concentratii mici(c<10mM) in formarea unor emulsii stabile de tip U/A. Aceste constatiri
conduc la concluzia ci sarurile respective pot fi folosite intr-o vasti serie de aplicatii.
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6.5. Activitatea biologic activi a sarurilor sintetizate ale acidului abietic

Sarurile acidului abietic luate in studiu nu sunt doar buni umectanti, spumanfi si/sau
cmulsionanti. dar au prczentat §i proprictifi antimicrobicnc ascmindtoarc compugilor
superficiali activi din clasa cationicelor. Astfel testele de activitate antimicrobianai, efectuate
prin doud metode standard (metoda difuzimetricd, si metoda dilutiilor), atat fatd de
microorganisme din clasa bacteriilor cit si fatd de fungi au condus la urmitoarele concluzii:

1. Toate substantele analizate au determinat o inhibare a cresterii coloniilor de
microorganisme, mai slaba sau mai vizibild, functie de structura compusilor compusilor
analizati si de tipul de microorganism testat:

2. Abiectatul de sodiu a manifestat o activitate antimicrobiand mai evidenti fata de
Staphylococcus aureus, activitate datoratd probabil restului de acid abietic §1 faptului ci la
concentratii mici incepe si se formeze acidul liber care, in conformitate cu datele de
literatura prezinti activitate bacteriostatica g1 bactericidi buna. Prin coroborarea celor doua
categorii de proprietiti cea de emulgator si de inhibitor al cresterii de microorganisme s-a
putut breveta o retetd de cremd dermatologicd pe bazi de abictat de sodiu avind cfecte
benefice asupra unor infectii ale pieli cu Stafilococi.

3. Activitate bacteriostatici a manifestat si abietatul de di-izobutilamoniu fatd de cultunle de
S.choleraesuis respectiv Candida albicans.

4. Abietatul de trietanolamoniu s-a caracterizat printr-o activitate bacteriostatica buna atat fata
de bacteriile Gram pozitive (Staphylococcus aureu) cit 1 fatd de cele Gram negative
(Escherichia coli). De asemenca nu este de neglijat nici activitatea fungistaticd fati de
Candida albicans.

5. Abietatii de monoetanolamoniu, dietanolamoniu, izobutilamoniu au prezentat activitate
bacteriostaticd slaba.

6.6. Biodegradabilitatea compugilor sintetizati

Folosirea unei metode modificate fatd de metoda standard pentru determinarea gradului
de biodegradare a probelor analizate a condus la urmitoarele concluzii:

1. sdrurile acidului abietic cu metale alcaline si amine alifatice respectiv etanolamine pot fi
considerate substante usor biodegradabile in conditii acrobe.

2. In general se poate considera ci cu, cat structura sirii este mai simpla cu atat perioada de
timp 1n care se atinge limita superioari de biodegradare este mai mica.

3. Determinarea gradului de biodegradabilitate prin misurdtori spectrofotometrice s-a dovedit
mai pufin susceptibild la erori ca urmare a unei stabilitifi man a complexului organic
colorat sare-cristal violet, ceea ce a permis ca citirile absorbantei s3 nu inregistreze abaten
mari de la medie, iar curbele de etalonare sa fic trasate in conditii bune.

4. In toate cazurile in care s-au realizat si citinile probelor oarbe fara inoculum, procentul de
degradare a fost nesemnificativ in comparatie cu cel de biodegradare. Scaderea continutului
de sare din vasele de analizat in lipsa inocului, poate fi datorati unor procese fizice de
adsorbtie la suprafata paharului sau de evaporare, dar §i consecinta unor reacii chimice de
fotolizi, respectiv hidroliza.

BUPT



BIBLIOGRAFIE 180

7.
(8].
[9].

[10].

[1].
[12].

[13].

[14].

[15}.

[16].
[17].
[18].
[19].

[20].

[21].

BIBLIOGRAFIE

Croteau R., Kutchan T. M., Lewis N. G., “Natural products have primary
ecological functions ", ASPB, chapter no.24, Natural products

(secondary metabolites), NY, 1999: 235-236.

Soltes E. J., Zinkel D. F.. " Chemistry of rosin”, in: Zinkel D.F., Russel J. (eds):
Naval stores: production chemistry utilisation.N.Y: Pulp and Chemical Association,
1989: 261-330.

Lee H-B, Peart T. E “Gas chromatographic and mass spectrometric determination
of some resin and fatty acids in pulp mill effluents as their pentafluorobenzyl ester
derivates ", ] Chromatography 498 1990:376-379.

Holmbom B., “Improved gas chromatographic analysis of fatty and resin acid
mixtures with special reference to tall 0il ", J. Am.Oil Chem. :54 Soc. 1977: 289-293.
Kamatzuki W., Krause T., “Hochdruck-Flussigkeits-Cromatograhie”, HPLC.
Papier (Darmstad) 34. 1980, Heft10A: 29-37.

Oikari A., Fragoso H., Keppanen H., Chan T., “Bioavailability to fish of
sediment- borne retene, as PAH derived from abietic acid in pulp mill effluents”,
Presented at 20® Annual Meeting of SETAC, Philadelphia, PA, november 14-
18,1999: 234-246

Keira T., Aizawa Y., Karube H., Niituya M., “Adverse effects of colophony’.
Industrial Health, 1997, p. 1-7

Caloianu M., Jianu L., Radu F. si al., “Procedeu de obtinere a acidului abietic de
inaltd puritate ", Brevet de invenfie RO 111265 C1, 13.12.1995

Caloianu M., Jianu 1., Radu F. §i al., “Cremd dermatologicd antisepticd”, Brevet
de inventic RO 111329 B1, 13.12.1995

Gomez J., Selas R. S., Merino J.R., “Extraction of copper (II) with resin acids”,
CA, Vol. 102, No.10, 1985, 1168964,

Pecina R., “Shampoo based on triethanolamine salts of abietic acid”, ES 548 463,
1987/6/12, CA, Vol.108, 1988, 118744x

Miyamato M., si al., “Hair conditioners containing abietic acid derivates of
ammonium salts”, JP. 60. 0,1 112 [85 01, 112], 1984. CA vol. 102, Nr. 16, 1985,
172422¢, .

Ryoichi F. R, “Preparation of dehydroabietylamino acids and their salts as
surfactants”, J. Am.Chem.Soc., vol. 146, 1986, p.1606-1609. CA, Vol.106, nr.19,
1987, 72799k.

¥EEx Global Forest Resources Assessment 2000 (FRA 2000).Committee on
Forestry Rome, Italy 2001 Proceeding of FAO Expert Consultation to Review the
FRA 2000 Methodology for Regional and Global Forest Change Assessment
Program, Working Paper 42.

Tay S. C. H. si al., “High — intensity mechanical pretreatment and high-
compression screw pressing for deresination of aspen Kraft pulps”. TAPPI Joumnal,
1996: 265-268.

Zahaobang S., “Production and Standards for Chemical Non-Wood Forest
Products in China”, Occasional Paper 6,1995, ISSN0854-9818: 17.

Sadhra S., Foulds LS., Gray C.N., “Colophony: uses, heaith effects, airborne
measurement and analysis ", The Annals of Occupational Hygienc, 38, 1994:385-394.
Bystrom L., “Pine: A Nutritional Supplement/Medicinal,Toxicant and Effective
reppellent”’: lmb43 @cornell.edu.

Bodea C., - Tratat de Biochimie Vegetald. Partea 1. Fitochimie vol. II, Editura
Didactici i Pedagogica, Bucuresti, 1965 1189-1200.

Jantan 1., Ahmad A. S, “Oleorezine of three Pinus Species from Malaysian
Plantations”, ASEAN Review of Biodiversity and Environmental Conservation,
november-december, 1999: 1-9.

Freezaillah C. Y., “Pilot plantations for quick growing industrial tree Species”
Malaysian Forester 30(4), 1967: 246-252.

2

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[23].

[39].

[40].

[41].

[42].

{43].

[44].
[45].

[46].

Copper J. J. W., Greenhalgh P. Smith A. E., “Gum naval stores: An Industrial
profile of turpentine and rosin production from pine resin”, Report No. G.187.
Tropical Development and Research Institute, 127 Clerkenwell Road London, ECIR
SDB. Overscas Development Administration. 1984. p.40.

Vincent A. J., Mitchell B. A. si Sandeasegaran K., “Permanent sample plot
information on the stocking growth, crop development attained and yield of Pinus
caribaeca. P. Merkusii and P. Insullaris”, in Malayva,Malaysian Forcster XXVIL,
1965, p. 212-222.

**xx Adresa nr. 6451/01.048.1999 a Regie1 Nationale a Padurilor, Directia Silvica
Miercurea Ciuc.

**++  Chinese Forestryv YearBook, 1986-1992, Publishing House of Chinese
Forestry, Beijing, 1994: 15.

**#++ Intenational economic and Trade news. www.wto.org/cnglish/res_c/statis_¢/
Chen D. He Y. si Brown A. G. (eds), Forest Chemical Industry and Products.
Publishing House of Chemical Industry, Beijing, 1992: 271.

Coppen J. J. W. si Houe G. A., “Non wood forest products”’, FAO. ISBN 92-5-
103584-5, 1995: 1-9.

Brown A. G, Ho G. (eds). “Black Wattle Tree and Its Utilisation”. Publishing
House of Chemical Industry. Beijing, 1992: 28.

**** China Statistics Yerabook, 2000: 124-150.

**+*  Statistical Reports — SILV1, SILV3, RNP - Bucharest, 1997: 38-45

Olenici, N..Olenici, V.. : “Hyvlobius abietis - particularititi biologice, ecologice si
comportamentale si protectia cultunilor de molid impotriva vatimanlor cauzate de
acesta., Bucovina Forestiera nr. 1si 2. 1994: 23-27

Nenitescu C. D. - Chimie organicid, vol. II. Editura Didacticd §i Pedagogica,
Bucuresti, 1984: 456-468.

Avram M. - Chimie Organici, vol. II (editia a 11-a). Editura Zecasin Bucuresti,
1995: 478-498

Ruzicka L., “The Isoprene Rule and the Biogenesis of Terpenic Compounds’,
Expenentia, 9, 1953, p.357. CA, vol 65, 1954, 26578d (rezumat)

Lichtenthaler H. K., “Biosynthesis of isoprenoids in higher plant cloroplasts
proceeds via mevalonate independent pathway”, FEBS Leth. 400, 1997: 271-274
Cane D. E., “Isoprenoid Biosynthesis. Stereochemistry of the Cyclisation of Allylic
Pyrophosphates”, Assoc. Chem.Res., 18, 1985: 220.

Martin D., Tholl D., Gershenzon J., and Bohlmann J., “Methyl jasmonate induces
traumatic resin ducts, terpenoid resin biosynthesis, and terpenoid accumulation in
developing xylem of Norway Spruce Stemsl”, Plant Physiology, Vol. 129, 2002:
1003-1018.

Zinkel D., “Identification of new resin acids in Southern pine oleoresins and rosin”
Naval Stores Rev., 96(3), 1986, p. 123-129.

Coppen J., Robbinson J., Mullin L., “Composition of xylem resin from five
Mexican and Central American Pinus species growing in Zimbabwe ", Phytochem .27
(6), 1998, p.1731-1734.

Song, Z., Liu X. si Liang Z., “Chemical composition of oleoresins from Chinese
pine species for gum rosin production”, Naval Stores Rev. March/April, 1993: 6-9.
Lange W., Weibmann G., “Zusammensetzung der neutralteile des balsam
Kolophonums von Pinus Sylvestris,Pinus migna austriaca Endl und Pinus Pinaster
Ait.”, Holz als Roh und Werkstoff,45,1987 :285-288.

Lange W., Weibmann G., “Die zusammensetzung der diterpenkohlenwasserstoffe
des harz balsam von Pinus Sylvestris, Pinus Austriaca Endl und Pinus Pinaster”
Ait.Holzforchung, 43 (6), 1989:359-362.

Gijzen M., “Conifer monoterpenes: biochemistry and bark beetle chemical
ecology”, American Chemical Society , 1993: 8-22.

Song Z., “Development of fine chemical from Chinese gum oleoresins”, Chemistry
and Industry of Forest Products, 14 (1), 1994: 67-74.

Arrabal C., Cortijo M., Cadahia E., “Oleoresina de Pinus Pinaster en arboles
plus”, Rev.Acta Phytochemica 34, 2000:109-117.

2

k]

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[47].
[48].
[49).
[50].

[51].

[52].
[53).
[54].
[55].
[56].
[57].
[58].

[59].

160].

{61}].
[62].

[63].

{65].

[66].

[67].

[68].

[69].

[70].

[71].

Fengel D. si Wegener G., “Wood. Chemistry. Ultrastructure. Reactions”, Berlin
‘Walter de Gruvter,1984: 324-350

Obst J., “Special (Secondary) Metabolites from Wood. In Forest Products
Biotchnology . Ed. Taylor& Francis.Scothland UK 1991. p. 151-165.

Dev S., “Terpenoids™ In: Rowe, J., ed.. Natural products of Wood Plant I1,Berlin:
Springer-Verlag, 1989 p.691- 807 .

Bauer K., Garbe D.. “Common Flavour and Fragance Materials”,
Verlagsgesellschaft mbH.D-6940, Weinheim, RFG,1985.

Broderius S., Hemmerneister D. Russem C., “Toxicity Of Eight Terpenes to
Fathead minows(Pinephales promelas). Daphinia (Daphnia magna) and Algae
(Selanostum capricornutum)”, Unpublished raport to USEPA, 1990: 23-26

Derfer M., Traynor J., “The chemistry of turpentine”’, Naval Stores, Editors Zinkel
D. Si Russcll J. Pulp Chemical Association N.Y ., 1992: 123-125

Wagschal K., Savage T.G., Croteau R., “Isotopically sensitive branching as a tool

for evaluating multiple product formation by monoterpenecyclases ", Tetrahedron 47,

1991: 5933-5944.

**+*+ CRC, Handbook of Chemistry and Physics,1986: 287.

Meylon W. W.S.K.O.W _Syracuse Research Corporation,1993.

Bagci E. si Digrak M., “Antimicrobial activity of essential oils from trees Turkey .
J. Biol.20, 1996: 191-198.

Bagci E. si Digrak M., “Antimicrobial activity of essential oils of some Abies
species from Turkey”, Flavour Fragrancc J.11,1996: 403-411.

Canillac N. Si Mourey A., “Senzitivity of disteria to silver fir and maritime pine
essential oils ", Sci.Aliments 14, 1996: 403-411.

Lis-Balchin M., Deans S.G. si Eaglesham E., “Relationship between bioactivity
and chemical composition of commercial essential oils”, Flavour Fragrance J.13,
1998: 98-104.

Byers J.A., “Host tree chemistry affecting colonization in bark beetle in R T.Corde
and W.J Bell”, Chemical Ecology of Insects 2. Chapman and Hall, N.Y ., 1995: 54-
160.

Blanchette R.A., “Anatomical responses of xylem to enjury and invasion by fungi”.
J. Biol. Chemistry 267, 1992: 21784-21792.

Cheniclet C., “Effects of wounding and fungus inoculation on monoterpene
producing systems of maritime pine”, J. Exp. Bot. 38, 1987: 1557-1567.

Joulain D., Konig W.A. “The Atlas of Spectral Data of Sesquiterpenes “, E. B.-
Verlag, Hamburg (1998).

Croteau R. B., Bohlmann; J., Jetter R., Crock J. E., Steele; Christopher L.,
“Gymnosperm nucleic acid molecules encoding sesquiterpene synthases and methods
of use”. U. S. Patent No. 6,265,639 July 24, 2001.

Barton D.H.R., P.de Mayo., “Recent Advances in Sesquiterpencid Chemistry.”
Quarterly Review 11, 1957:189-195 .

Bernard-Dagan C., Biosynthesis of lower terpenocids: genetic and physiological
controls in wood plants” in Gencetic Manipulation of Wood Plants (Hanover J.W.
and Keathly D E., eds), 1988: 329-351.

Bohlmann J., Meyer-Gauen G., Croteau R., “Plant terpenoid synthases:
molecular biology and phylogenetic analysis.” Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 95,
1998: 4126-4133.

Steel C.L. si al,. “Sesquiterpene synthases from grand fir (Abies Grandis)
comparison of constitutive and wound-induced activities and Cdna isolation,
characterization and bacterial expression of d-selinene synthase and y-humulene
synthase.” J. Biol. Chem., 273, 1998: 2078-2080

Croteau R., Davis E.M., “Cyclization enzymes in the biosynthesis of monoterpenes.
sesquiterpenes, and diterpenes.” Top Curr Chem 209, 2000: 53-59.

Benedict C.R., Alchanati I., Harvey P. J., Liu J., “The enzymatic formation of é -
cadinene from farnesyl diphosphate in extracts of cotton.” Phytochemistry, 39,
1995: 326.

Nif F., Decorzant R., Giersch W., Ohloff G. A, “Stereocontrolled Access to (+)-,

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[72].

(73].

[74].

[75].

[76].

[77.

[78].

[79].
[80].

[81].

[82].

[83].

[84].

[85].

[86].
[87].
[88].
[89].
[90}.

[91].

[92].

(-)-. and (+)-Patchouli alkohol.” Helvetica Chimica Acta, 64, 1981: 1387

Cane D.E. Enzyvmatic formation of Scsquitcrpencs, Chemical Review, 90, 1990:
1089.

Croteau R., Johnson M. A., “Biosvnthesis of terpenoid wood extractives.” In T
Higuchi, ed. Biosynthesis and Biodegradation of Wood Components ., Academics
Press, Orlando, FL., 1985: 379-439.

Raffa K.F., Berryman AA., Simasko J., Teal W., Wong BL., “Effect of grand fir
monoterpenes on the fir engraver, Scolytus Ventralis (Coleoptera: Scolytidae) and its
symbiotic fungus.” Environ. Entomol. 14, 1985, p. 552-556.

Lewinson E., Gizjen M., Savage TJ., Croteau R. “Defense mechanism of conifers.
Relationship of monoterpene cyclase activity to anatomical specialization and
oleoresi monoterpene content . Plant Physiol., 96, 1991b: 38-43.

Lewinson E., Gizjen M., Croteau R., “Defense mechanism of conifers. Differences
in constitutive and wood- induced monoterpene biosynthesis among species’. Plant
Physiol., 96, 1991a: 44-49.

Gijzen M., Lewinsohn E., Croteau R.. “Antigenic cross reactivity among the
Monoterpene Cyclases from Grand Fir and Induction of these Enzymes upon Stem
Wounding . Arch. Biophys., 294, 1992: 670-674.

Ruzika L., Frank B., “Polyterpene und Polyterpenoide. LXXIII. Aula gerung von
Haleinsaureanhybrid au Abietinsaure und Dextropimarsaure, " Helv. Chim. Acta 15,
1932, p. 1289-1294

Chappel J., “Biochemistry and molecular biology of the isoprenoid biosynthetic
pathway in plants”. Ann. Plant Rev. Phys. Plant. Mol. Biol. 46, 1995: 521-547.
McGarvey D.J.,Croteau R., “Terpenoid metabolism.” Plant Cell 7,1995: 1015-
1026.

Gershenzon J., Kreis W., “Biochemistry of terpenoids: monoterpenes,
sequiterpenes diterpenes, sterols, cardiac glycosides and steroid saponins.” Ann
Plant Rev 3. 1999: 222-229.

Bohlmann J., Gershenzon J., Anbourg S., “Biochemical molecular genetic and
evolutionry aspects of defense-related terpenoid metabolism in conifers”” Rev.Acta
Phytochemica 34, 2000: 109-117.

Funk C. si Croteau R., “Diterpenoid resin acids biosynthesis in conifers:
caracterization of two cytochrome P450-dependent monooxygenases and an
aldehyde dehydrogenase involved in abietic acid biosynthesis.” ARCH. Biochem.
Biophzs., 308, 1994: 258-266.

LaFever R. E., Stofer V. B., Croteau R., “Diterpenocid resin acid Biosynthesis in
conifers: enzymatic cyclisation of GGP to abietadiene, the precursor of abietic
acid”. Arch. Biochem. Biophys., 313, 1994 139-149

Hodges J.D. si al., “Oleoresin characteristics and susceptibility of four southern
pines to southern pine beetle (Coleoptera Scolytidae) attacks” Canadian
Entomology Journal 111, 1979: 889-896.

Ehmer E., Palkim F., “Content of 1-pimaric acid in pine oleoresin,” Anal. Ed.
Nr.14,1942: 146-147.

Sandermann W., “Crystallization of resins, Ils causes desadvanlages and
prevention,” Fette and Seifen, 50,1943: 273-278.

Liss G.E. Microbiology and biodegradation of resin acids in pulp mill

Effluents: a minireview. Can. J. Microbiol.,75, 1997: 1401-1405.

Liss G.E. “Microbiology and biodegradation of resin acids in pulp mill effluents”: a
minirevicuw. Can. J. Microbiol. 75, 1997: 599-611.

Champbell W.P. “Haloderivates of dehydroabietic acid”. J. Chem. Phys. Vol. 9,
1941: 341-351.

Van den Berg K.J.,Pastorova I., Spetter L.,Boon J.J. “State of oxidation of
diterpenoid Pinaceae resins in varnish, wax lining material, eighteenth century resin
oil paint, and a recent copper resinate glaze”. Proceedings of the 11" Triennial
Meeting of [ICOM Commuittee for Conservation, ed. by J.Bridgland, 1996: 930-937
Thoms B. R., ‘'Biodegradation of resin acids in pulp and paper mill effluents’’.
Literature review. Environmental Microbiology ESE 550, 2000, 13 pagini.

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[93].
[94].

[95].

[96).

[97].
[98].

[99].

[100].
[101].
[102].
[103].
[104].
[105].

[106].

[107].
[108].

[109].
[110].
[111].
[112].
[113].

[114].

[115].
[116].

[117].

[118].

Peng G.si Robert J.C., “'Solubility and toxicity of resin acids . Water Resecarch,
34:10, 2000: 2779- 2785.

Werker A.G. si Hall E.R., “Limitations for the biological removal of resin acids

from pulp mill effluent”. Wat. Sci. Tech. 40 (11-12). 1999: 281-288.

Kutney J.P., Singh M., Hewitt G., "Studies related to biological detoxification of
kraft pulp mill effluent .Ill. The biodegradation of abietic acid with Mortierella
isabellina”. Helvetica Chimica Acta. 65(3). 1982: 661-667.

Morgan C.A., si Wyndam R.C., “Isolation and characterization of resin acid
degrading bacteria found in effluent from bleached kraft pulp mill”.
Can.J Microbiol..42. 1996: 423-430.

Rintala J. and Lipesto R.. “Thermophilic anaerobic-aerobic treatment of kraft
bleaching effluents ”. Wat. Sci. Tech. 28 (2), 1993: 11-16.

Mohn W.W., Yu Z, “Isolation and characterization of thermophilic Bacteria
capable of degrading dehidroabietic acid”, Can.J . Microbiol. 45, 1999: 513-519.
Mohn W.W. si al., “Biochemistry and ecology of resin acid biodegradation in pulp
and paper mill cffluent treatment systems”. Wat. Sci.Tech. 40 (11-12).,1999: 273-
280.

Hodges A.W.,Johnson J.D., “Chemicals and biofuels from pine oleoresin’.
Southem Journal of Applied Forestry,21(3). 1997: 108-111

Kirk R.E., Othmer D.F., Encyclopedia of Chemical Technology, editia a 2-a (15
volume), Interscience, New York, 1983: 1234.

Fiessa F., Campbell W.P., “Concerning dehydroabietic acid and the structure of
Pine resins acids ', J. Am. Chem. Soc., vol. 60, 1938: 159-169.

Zinkel D. si Russell J., Naval Stores: Production, chemistry, utilization, Pine
Chemicals Association. Atlanta, GA, 1989: 234.

Imamura H., “Contributions of extractives to wood characteristics. In: Rowe, J.,
ed.,Natural products of Wood Plant 11", Berlin: Springer-Verlag, 1989: 843- 860.
Harris P., “Concerning abietic acid and its derivates”, J. Am. Chem. Soc. vol 36,
1934: 1935-1938.

Krishnamurty T., Juyal S. P., si Updahaya L. P., “A4 review of some investigations
on pines for their oleoresin (review of tapping methods used worldwide” In:Seminar
on the Role of Pine Resin in the Economic and Industrial Development of India, New
Delhi, 1971: 1-35.

**** Harcourt AP Dictionary of Science and Technology, http:// www.harcourt.com.
McConnel N.C., Operating Instructions for Olustee Process for Cleaning and Steam
Distilation of Pine Gum. USDA publication ARS-687,1963: 452-254.

Bown D., Encyclopedia of herbs and their uses, N.Y..DK Publishing, Inc, 1995, p
329

Clayton G., Clayton F. Patty’s industrial hygiene and toxicology 3" revised
edition,N.Y.: John Willy& Sons 1981: 3245

Smock G.A., Handbook for pulp and paper technologists 2™ edition. Vancouver:
Angus Wilde Publications , 1992, p. 43-44.

Ekman R., Holmbom B.. The wood extractives in alkaline peroxide bleaching of
groundwood from Norway spruce.Nordic, Pulp Paper Res.J. 4,1989: 181-191

Mc Sweeney E. E., Arlt Jr. H. G., Russell J., Tall oil and its uses (II). N.Y .: Pulp
Chemical Association, Inc. 1987: 40-41.

Bruun H. H., Die Reinignung der Abietinsaure aus Kolophonium und die
Darsteltungeinerger ihrer Derivate, Finska Kemistsau, flindets. Medd. 63, 1954,
p.2241

*#*%%*  China pine chemicals and aromatic chemicals supplier,
http://www.pinechemicals biz

Pavlyachenko M. M., Akulovich V. M., Bulyopo N. N..- “Products of oxidation of
resin acids”, Zhur. Obschei Kim., 25, 1955: 914-918.

Pastorova I. Van den Berg K.J.,Boon J.J., Verhoeven J.W., “Analysis of oxidised
diterpenoid acids using thermally assisted methylatio with TMAH”. J.of Analytical
and Applied Pyrolysis, vol. 43, 1997: 41-57.

**** Rosin, The Columbia Encyclopedia, Sixth Edition. Copyright © 2001Columbia

BUPT


http://wvm.pinechemicals.biz

BIBLIOGRAFIE

[119].
[120].

[121].

[122].
[123].

[124].

[125].
[126].
[127].
[128].
[129].
[130].
[131].
[132].
[133].
[134].
[135].
[136].

[137].

[138].

[139].
[140].

[141].

[142].

[143].

University Press._ www.bartlcby.com.

#***  Active Standards for rosin and turpentine under the junsdiction of
subcommittee D 31, http://www.astm.org/commit/subcommit/D3 htm

Wherry R.W., “Other uses of rosin”, Zinkcl D.F.. Russcll J. (cds): Naval storcs:
production chemistry utilisation. N.Y.: Pulp Chemical Assciation,1989, p.707-708.
Lawrence R. V., “Processing pine gum into turpentine and rosin”. In: Naval
Stores. Production. Chemistry. Utilization. Editors Zinkel D. si Russcll J. Pulp
Chemucal AssociationN.Y.. 1989: 123-142.

Greenhalgh P., “The Production Marketing and Ultilization of Naval Stores.”
Report of the Tropial Products Institute, 1982 p.170.

**** Disproportionated Rosin, Huaiji Forest Products Chemical Co., Ltd,
www.HJFP.com.

Isutsui M., ‘UJapanesse pine resins. Addition of abietic acid and levopimaric
acidwith maleic anhvdride”, J. Chem. Soc. Japan, Pure Chem. Sect, .vol. 72, 1951:
10-12

Hoffineister D., Berger K., - “Tall oil IV Additives from tall oil rosin”, Plastc
Kautschuk, vol. 31(1), 1984, p. 60-63

**** Pottasium soap of disproportionated rosin, Wuzhou Pine Chemicalc Ltd.
http://www.wuzhouwahson.com/

*+** Rosin glycerin ester, Zhang Jiagong City Yangguang Chemical Co. Ltd,,
www_chinachemnet.com/vangguang/product-e.html

Ehrin E., Karlberg A.T., “Dectection of rosin (colophony) components in technical
products using an HPLC technique”. Contact Dermatitis, 23, 1990, p.359-366.
Fisher A. A. “Contact allergen alternatives” J. Am. Acad. Dermatol. 14, 1986:952-
954

*+++ EPA. 2000. Data Collection and Development on High Production Volume
(HPV) Chemicals. Fed. Reg. Dec. 26, 2001 Vol. 65(248) 2001: 81686-81698.
Nielsen N. H. si Menne T., “Allergic contact sensitizationin an unselected Danish
population”, Acta Derm. Venereol. (Stockholm) 72, 1992:456-460.

Widstrom L. “Contact allergy to colophony in soldering flux”. Contact Dermatitis:9
1983: 295-301.

Goh C.L., Ng. S.K., “Airborne contact dermatitis to colopfony in soldering flux”.
Contact Dermatitis 1987:17: 89-91.

Pryce D. W., White J., “Soluble oil dermatitis”: A review. J. Soc. Occup. Med. 39,
1989: 93-98.

Taylor J. S., “Adhesives, gum, and resins”, In: Fisher A., (ed): Contact dermatitis,
3" edition Philadelphia: Lea & Febiger, 1986, p.661.

Maibach H. 1., Engasser P.G., “Dermatitis due to cosmetics”, In Fisher A. Ed.
Contact Dermatitis 3" edition. Philadelphia, 1989: 378-379.

Sadhra S., Foulds 1.S., “Allergenic potential of neutrals in unmodified colophony,
and a method for their separation from resin acids ”. Br. J. Dermatol. 132, 1995: 69-
73.

Gafvert E., Bordalo O., Karlberg A-T.,” Patch testing with allergens from
modified rosin (colophony) discloses additional cases of contact allergy”. Contact
Dermatitis, 35, 1996: 290-298.

Karlberg A-T and Gafvert E., “Isolated colophony allergens as screening
substances for contact allergy”. Contact Dermatitis, 35, 1996: 201-207.

Andersson K. E., Burrows D., Allergens from the standard series. In "Textbook of
Contact Dermatitis', Springer-Verlag, Berlin, 1992: 415-417.

Hausen B. M., Kreuger A., Mohnert J., “Contact allergy due to colophony (III).
Sensitizing potency of resin acids and some related products”. Contact Dermatitis,
20, 1989: 41-50.

Khan L., Saced M. A., /38, 148- Dihydroxy-13a-isopropylabietic acid, an ellicitor
of contact allergy”. J. Pharm. Sciences: 83, 1994: 901-910.

Karlberg A-T, Bohlinder K.,Boman A. si al., “Identificationof 15-
Hydroperoxyabietic acid as contact allergen in Portuguesse colophony” J. Pharm.
Pharmacol.,1988:40:42-47.

BUPT


http://wAvw.astm.org/commit/subcommit/D3.htm
http://www.HJFP.com
http://www.chinachemnet.com/vangguang/product-e.html

BIBLIOGRAFIE

[144].
[145].

[146].

[147).

[148].

[149].
[150].

[151].

[152]

[153].

[157].

[158].

[159].

[160].

[161].

[162].

[163].

[164].

[165].

Karberg A-T, Boman A, Nilsson J.L.G., “Hvdrogenation reduces the allergenicity
of colophony (rosin.) . Contact Dermatitis, 19, 1988 22-29.

Karberg A-T, Gafvert E., Hagelthorn G., Nilsson J.L.G., “Maleopimaric acid - a
potent sensitizer in modified rosin”. Contact Dermatitis, 22, 1990: 193-201.

Gafvert E., Shao. L.P., Karlberg A-T, Nilsson U., Nilsson J.L.G., “The
allergenicity of rosin (colophony) esters (1l). Glycerylmonoabietate identified as
contact allergen . Contact Dermatitis. 31. 1994: 11-17.

Karlberg A-T, Boman A. Hacksel U., Jacobsson S., “Contact Allergy to
dehydroabietic acid derivates isolated from Portuguesse colophony”. Contact
Dermatitis, 19, 1988: 166-174.

Brus G., Marten G., “Determination of the degree of neesaturation of resin acids
and products therefore”, Congr. Tech. intern, ind. Peintures ind. assoc., vol. I,
1977: 317-320. CA vol. 88, 1338h (rczumat)

Levy P., “Zurkemtns des Amerikanischens Colophoniums”, Berliner Berichte,
vol.40, 1938, p.3658-3660.

Buchbauer G., Kolbe R., “Abietic acid, starting material for natural product
synthesis ~, Sci. Pharm. 53, 1985: 173-176.

Dupont G.H., “Uberfiithrung von Harzen in krystallisierte Produkte”, Ind. Eng.-
Chem. Ind.. Ed.32. Detroit, Mich. Ruchhold. Chem. Inc. 1940: 273-279, CZB 1,
1946, p.1250.

Kesler C.C., Lowy A, “Die Reinignung der Abietinsaure aus Kolophonium und die
Darsteltungeinerger ihrer Derivate. Ber. Dtsch- Chem, Ges 36, 4200, C 1944: 288.
Lawler B., Ballow K., “Purification of I- abietic acid with I- bornylamine”, Can, J.
Chem.,62 (12), 1984: 2822-2829, C.A. vol 102, n0.5,1985, 46161f

Le-Van Toi, “Raman Spectra of resin acids and their derivates”, Peintures,
pigments and Vernish 29, 1953:125-131.

**** FDM FTIR Spectra of organic compounds, FDM Electronic Handbook,
www.fdmspectra.com

Haslinger E., Kalchhauser H., Robien W., Steindl H., “2D-NMR of Natural
Products, Part 5. Structure Elucidation and Complete 1H- and 13C-Assignment of
Resin Acid”, Derivatives Monatsh. Chem. 115, 1984: 597-603.

Martin G. E., Crouch R. C., “Inversed-Detected Two-Dimensional NMR Methods:
Applications in Natural Products Chemistry”, Journal of Natural Products, 54, 1991:
1- 17.

Villalain J., “Location of toxic molecule abietic acid in model membranes by MAS-
NMR”. Biochimica and Biophisyca Acta 1328, 1997: 281-289.

Van den Berg K.J., Boon J.J., Pastorova L., “Mass spectrometric methodology for
the analysis of highly oxidized diterpenoid acids in Old Master paintings” J. of Mass
Spectrometry 35(4) 2000: 512-533

Presser A., Haslinger E., Weis R., “Synthetic transformation of abietic acid IV. B-
and C- ring oxidation”, Monatsh. Chem. 129, 1998: 921-930.

Hashimoto, N., Aoyama, T., Shioiri, T., “New methods and reagents in organic
synthesis. 14. A simple efficient preparation of methyl esters with
trimethylsilyldiazomethane (TMSCHN2) and its application to gas chromatographic
analysis of fatty acids’, Chemical Pharmaceutical Bulletin 29, 1981 :1475.

McGinnis Th.P., “Quantitative determination of fatty and resin acids in Kraft black
liguors as their Trimethylsilyl derivates by gas chromatography”. J. of
Chromatography A, 829, 1998: 235-249.

Mayr M., “Gaschromatographische und massenspektrometrische Untersuchungen
von Harzsauren und Diterpenoide des Tallols, sowie von modifizierten
Diterpensauren.” Thesis University of Viena ,1984.

Luong J.H.T., Rigby T., Male K.B., Bouvrette P., “Derivatisation of resin acids
with a fluorescent label for cyclodextrin-modified electrophoretic separation”. §J.of
Chromatography A 849, 1999: 255-265.

Petit-Dominguez M.D. si Magante J.M., “MCF fast derivatization procedure for
the identification of resinous deposit components from the inner walls of roman age
amphorae by GC-MS”. Talanta 51, 2000, p.727-734.

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[166].

[167].

[168].

[169].
[170].

[171].

[172].

[173].

[174].
[175].

[176].

[177].
[178].
[179].

[180].

[181].

r182]

[183].

[184].
[185].

[186].

[187].

Williams C.M. si Mander L.N., “Chromatography with silver nitrate”.
Tetrahedron, 57, 2000, p. 425-447

Cunningham A.F., Furneaux G.C., Hillmand D.E., :Determination of rosin in
shellac by high performance liquid chromatography and gel permeation
chromatography . Analytical Chemistry 48, 1976:2192-2194.

McMartin D.W., Peru K., Headley J., “Evaluation of liquid chromatography-
negative ion electrospray mass spectrometry for the determination of selected resin
acids in river water ", J. of Chromatography A, 952, 2002: 289-293

Willard H. H., Merritt L. L. Dean, J., A. Inostrumental methods of analysis,
Wadworth Publishing Company, Belmont, Ca 1988: 234-238.

Chow S. Z. si Shepard D., “High performance liquid chromatographic
determination of resin acids in pulp mill effluent”’. Tappi J. 79(10), 1996: 173-179
Van den Berg K.J., Van der Horst J., Boon J. J., “Mass spectrometry as a tool to
study processes of diterpenoid resins in work of art : GC and LC-MS studies”
Advances in Mass Spectrometry , vol.14, Ed. By Kanalainen E J. i al, Proceedings
of the International Mass Spectrometry Conference , Tampere Finland , 1997: 563-
573

Boon, J. J., si Van Och, J., “4 mass spectrometric study of the effect of varnish
removal from a 19" century solvent-sensitive wax oil painting” in ICOM-CC 11"
tniennial meeting, Edinburgh , 1996: 197-205.

Boon, J. J., Pureveen, J., Rainford, D., si Townsend, J. H., “The opening of the
Wallhalla, 1842°: studies on the molecular signature of Turner's paint by direct
temperature-resolved mass spectrometry (DTMS)” in Tumer’s painting technique in
context 19935, ed. J. H. Townsend. UKIC, London 1995 3545

Dupont G. H. si Lafon P.F., “Beitrag zur Kenntnis der krystallisierten Salze der
Abietinsaiire” 1, CZB. 1, 1946: 3226.

Ellingson E. O., “Abietinsaure und emige ihrer Salze”, J. Am. Chem. Soc. Vol 37,
1944: 325-335

George E., Wilmengton A., “Herstellung von Sulfonierten Abietinsaureestem, die
den Sulfonsaurerest im Alkoholrest des Esters enthaiten, durch Umsetzung von
abietinsauren Na oder von Abietinsaurechlorid”, Helw. Chim. Acta. Vol. 45, 1952:
1289-1294

Hoganei. R., “Messurgen der Oberflachenspannung von losungen der Kalium und
Natriumsalze”, Helv. Chim. Acta. Vol.164, 1981, p.321-331

¥*¥* Resinas Sinteticas Resicol, “Sodium resinate for paper sizing”,
WWW.resinas.com

Hubbe M., “Rosin soap sizing agent”’s, Wood and Paper Science, NC State
University,october 2000 m_hubbe@ncsu.edu

Constant D., Wulff C., “Abietic acid derivates and their use as emulsifiers-
pretreatment with base; removal by extraction or steam distillation”, US Pat..
5456861, 1995,/10/10. Www. Chemweb.com/IFI CLAIMS(r) /Patent Service.htm
Davis C.B., “Rosin soaps as polymerization emulsifiers”. In : Zinkel D F_, Russel J.
(eds): Naval stores: production chemistry utilisation.N.Y.: Pulp and Chemical
Association,1989: 625-642.

Strom G., Stenius P., Lindstrom M., “Surface chemical aspects of the behaviour of
soaps in pulp washing ", Mord. Pulp Pap. Res. J., 5 (1), 1990: 44- 49.

Palonen H., Stenius P., Strom G., “Surfactant behaviour of wood rosin
components: solubilitz of rosin and fatty acid soaps in water and in salt solutions
Svensk Paperstid”., 85(12), 1989: 93-99.

Servizi J.A., Martens D.W., Kutney J.P., “Microbiological detoxification of resin
acids ", Water Poll. Res. J. Canada 21(1), 1986: 119-126

Lorenz R., “DaB Gibbsschetheirem der Oberfiakenspannung Angewandt auf
Natriumabietinatlbsung”, C.Z.B, 111, 1943, p.966-967 (Rezumat)

Varma R.P.,, Goel H., “Conductance behavior of lithium soaps in aqueous
methanol”  J.oof Surfactants and detergents, 3(4), 2000: 527-532.
(www.chemweb.com/ Compendex Chemistry).

Varma R.P., Kumar U., Sangal P Characterisation of sodium abietate and their

BUPT


mailto:hubbe@ncsu.edu
http://Www.Chemweb.com/IFI
http://www.chemweb.com/

BIBLIOGRAFIE

[188].

[189).

[190].
[191].
[192].

[193].

[194]

[195].

[196].

[197].

[198].

[199].

[200].
[201].
[202].

[203].

[204].
[205].

[206].

[207].

[208].

[209].

[210].

refractive index studies in methanol.”Asian J. of Chemistry 12(3) 2000: 659-662
(www.chemweb.com/ Compendex Chemistry).

**+3* Zhejiang Taiz hou Biological Agrochemistry Factory, “Sodium resinate
(Rongsha Jieman) specializing in eradicating Orchard Pest,” Guangzhou CCM
Chemicals Co., www.cnchemicals.com

Lindner Ch. “Abietic acid derivates with amines and their use as emulsifiers,” Pt.
54684516, 1996/3/13, Bayer  Aktiengeselschaft, Cologne = Germany,
www.Chemweb.com/IFI CLAIMS(r) /Patent Service. htm

Kein G. 1. “Hydroabietyl-and dehydroabietyl amino componnds,” U.S. Pat.2,686,
776, Aug. 17,1984,

Kein G. 1. “Hydroabietyl-and dehydroabietyl amino compounds,” U.S Pat.,4889795
1989/12/23, www.Chemweb.com/IFI CLAIMS(r) /Patent Service.htm

Hasselstom T., Mc Pherson J. D. — “The d-abietic converssion in l-abietic acid.”, J.
Am. Chem Soc. Vol.61, 1939, p.2247-2248.

Coak E. W,, Hoss Ph. H. “Aliphatic amino propyl quaternary ammonium salts,”
U.S. Pat. 2, 589,674, Martie 18,1952.

Johnson J.M., Mark F. “Amido-amino-amine soaps of abietic acid, surface active
agents”, U.S. Pat.2,514, 954, Iul. 11,1950.

Pratt Y. T. — “Derivates of dehidroabietic acid with amines as ionic surfactants ™, J.
Am. Chem. Soc. vol 60, 1951: 3803-3807

Petit-Boido M.D. “The preparation of some alchyl (Etizo-Pr, Bu, Amil,
Hexametiljamino- abietates”, Peintures, pigments and varnishes, vol.23, 1947 168-
170.

Ryoichi F.R,. “Preparation of abietylamines salts as fungistatic substances,” P.US.
557564210,1988/05/12.

w.w.w.. Chemweb.com/IFICLAIMS(r) /Patent Service.htm.

Fiero G.W., “Salze von Tridthanolamin. Bei den Salzen des Tridthanolamins mit
gesatt. Fettsauren”, ]. Am. Pharmac. Ass. Vol.127, 1988: 658-60.

Kogonei R., “Uber die aus kephalinerhaltenen Fettsauren. Verbindungen von -
Aminoathylalkohol mit gesathigten und ungesattigten Fettsauren.” J. Prakt. Chem.
Vol.130/4, 1982: 331-339

Belov N., Kuskova S. D. “Some transformation of abietic acid amino salts,” Zhur
Obsckei Kim., Nr.24,1954: 1087-1094. CA vol. 49, 1955, 13168f, rezumat).

Kats J., “Capillaraktive Mittel. Fettsauren verdem mit Isoalkylolaminen ungesetzt u.
Dann die sek”. A.P. 2216 618 vom 10/8, 1939, amsg. 1/10, 1940.

Green C.L.Keeble, B. si Burly J., “Further gum turpentine analyssis of some P.
QOocarpa, P. Caribaea, P. Kesiya provenances.”Tropical Sience,17,1994: 165-174.
Hyung-Joe L., Rava M. M., Coates R.M., “Synthesis and characterization of
abietadiene, levopimaradiene, palustradiene and neoabietadiene: hydrocarbon
precursors of the abietane diterpene resin acids”. Tetrahedron, 57, 2001: 6155-6167.
Savage J., Croteau R., “Conifer oleoresin: biochemistry and bark beetle chemical
ecology”. J. Biol. Chem., 269, 1994: 4012.

Mahmaud M. “Antibiotic properties of I- abietic acid and its abietyl compounds,”
Quart. J. Crude Drug Res. 10 (3), 1970:1601-1607. CA vol.75, 15721 h.
Gubrynowicz Q. “Contemporary posibilities of making use of terpenoid compounds
of Pinus trees for synthesis of derivates with expected pharmacological action”,
Farmacol. Pol., 44 (4),1988: 209-213. CA vol.111, 170652 o.

Radu F., Jianu L., Filimon M. “Researches proving the obtaining and properties of
sodium and potassium abietates,” Lucran Stiintifice USAMVB Timigoara, 1-3 iunie,
1995:79-83.

Radu F., Gergen L. “Sodium and potassium abietates- ingredients in cosmetic and
pharmaceutical products”, Acta Phytotherapica Romanica, VI (1-2), 2000: 91-94.
Radu F., Georgescu L., Berbentea F. “Studiu privind obtinerea si caracterizarea
biologicd a abietatilor de sodiu si potasiu”, 'Cercetani stiintifice, procese si
tehnologii agroalimentare, Ed. Eurostampa Timigoara, 2000: 45-51.

Radu F., Jianu I, “Researchs concerning the termodinamic of ion-exchange
process of sodium acid abietate salt during the removal of some transitional metals,

BUPT


http://www.cheinweb.com/
http://www.Chemweb.com/IFI
http://www.Chemweb.com/IFI

BIBLIOGRAFIE

[211].

[213]).

[214].

216].

217].
[218].

[219].

[220].

[221].

[222].

[223].

[224].
[225].

[226].

[227].
[228].

[229].

[230].

from residual waters”. Innovacio. a tudomany es a gyakorlat cgyscge az

ezredfordulo agrariumaban, Debrecen, 11-12.04.2002 : 107-113.

Radu F., Jianu 1., “Researchs concerning the kinetic of ion-exchange process of
sodium acid abietate salt during the removal of transitional metals. from residual
waters. Macro and trace elements-* The biological essentiality of macro and trace
elements, Jena, 2002, 246-252.

Radu F., Jianu L., “Researches regarding the obtaining of the abietic acid salts with
mono-, di. tri-ethanolamines, agents with tensioactive properties usd in cosmetics
and pharmaceutic industry”, ‘Zilele Academice Timigene’, Ed. A-VI-a , 27-28 mai,
Ed. Mirton. Timisoara, 1999: 191-198.

Radu F., Jianu 1., Georgescu L. " Obtaining of some condensates of abietic acid
.Preliminary studies”, Scientifical Researches USAMVB Timisoara, ed. Agroprint
Timigoara. 1999: 85-90.

Becker H. si al. “Organicum, chimie organica preparativa,” Edit. Stuntifica si
Enciclopedica Bucuresti, 1982: 100-101.

***2 Tost methods manual, ‘Rosin Flux residue analysis—HPLC Method ', IPC-TM-
650. The Institute for Interconnecting and Packaging Electronic Circuits,
Northbrook, IL,USA, 1995.

Sandermann W. ‘A rapid method for the determination of free acidity and
saponification index of some resin acids in paints varnishes”, Farben,
Lacke,Anstrichstaffen, 1950: 449-452 (CA vol. 45, 1951, 3168c, rezumat)

¥#+* Culegere dc standarde si norme inteme. “Coloranti organici. Produse
ajutdtoare. Detergenti,” MIPC-ILA, 1965, Bucuresti
Maindru 1., Ceacdreanu D.M., “Chimia coloizilor §i suprafetelor. Metode
experimentale ", Ed. Tehnica, Bucuregti, 1976: 393-394.

Huang X., Yang J. si al.,, “Determination of the critical micelle concentration

(CMC) of anionic surfactants by conductivity measurements”, 1. of Chem.
Education, vol.76 (1), 1999: 93-94
Nakamura H., Sane A. Matsuwura K., “Determination of critical micellar
concentration of anionic surfactants by capillary electrophoresis using 2-
Naphthalenmethanol as marker for micelle formation”, Analytical science, 14, 1998:
379-383.

Radu F., Gergen 1., “ Critical micellar concentration determination of ammonium
salts of abietic acid with ethanolamine by conductometric measurements ”, Annals of
West University of Timigoara, Sernies Chemistry,12, (1), 2003, p. 17-21.

*¥**#* National Committee for Clinical Laboratory Standards. “Performance
standards for antimicrobial disk diffusion method for susceptibility tests.” Seventh
ed. Approved Standard. M2-A6. National Committee for Clinical Laboratory
Standards, Wayne Pennsylvania, 1997
Hindler J.A., Thrupp L.D., “Interpretive Guidelines for Antimicrobial
Susceptibility Test Results : What Do They Mean?”. Clin. Microbiol. Newslet, 17,
1989: 129-136.

Sherris J., “Antimicrobic Susceptibility Testing. A Personal Perspective”, Clin. Lab.

Med.,9 (2),1989: 191-202
Booth C., “Methods in Microbiology”, vol 4, Academic Press, London, 1975: 795-
798.

Cruickshank R., “Medical Microbiological. A Guide to the Lab. Diagnosis and
Control of Infection”, E&S Livingstone Ltd, Edingburgh, 1965: 852.

Ritchie B.J., “Micological media and methods”, Plant Pathologist's Pocketbook,
eds. J.M.Waller, J M. Lenne, S.J. Waller, 2000: 413-420.

Trif R., Grozav S., “Microbiologie generald, indrumdtor de lucrdri practice”,
litografia Institutului Agronomic Timigoara, Timigoara, 1990: 107-117.

**4* European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).
“Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibacterial agents
by agar dilution”, EUCAST Definitive Document E.Def. 3.1, Clin Microbiology and
Infection, vol. 6(9), 2000: 510-515.

Olsson-Liljequist B., Larsson P., Walder M., “Antimicrobial Susceptibility Testing

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[231].

[232].

[233].
[234].
[235].

[236]

[237].

[238].
[239].
[240].
[241].

[242].

[243].

[244].
[245].

[246].

[247].

[248].
[249]

[250].
[251].

[252].

[253].

[254).

in Sweden IIl. Methodology for susceptibility testing.” Scand. Infect. Dis, nr. 103,
1997: 23-30.

Cruickshank R., “Handbook of bacteorology~, E&S Livingstone Ltd, Edingburgh,
1960: 281-285.

¥+x+ OECD Guideline for the testing of chemicals 301B: “Ready biodegradability-
CO; evolution (modified Sturm test”), (original version, adopted in May, 1981).
Pans.

Sturm R. N., “Biodegradability of ionic surfactants : screening test for predicting
rate and ultimate biodegradation™. J. Am. Oil Chem. Soc., 50, 1973: 159-167.
Hallaksela A-M., Salkinoja M., “Bacteria inhabiting artificially inoculated xylem
of Picea abies ', Scand J. For. Res. 7, 1992: 165-170

Mohn W.W., Wilson AE., Bicho P., “Physiological and phylogenetic diversity of
bacteria growing on resin acids”, System. Appl. Microbiol., 22, 1999: 68-71

Larson R. J., Hansmann M. A,, si Bookland E., “Carbon dioxid recovery in
ready biodegradability- tests: mass transfer and kinetics constants”, Chemosphere,
33, 1996: 1195-1200.

**+3¥ US EPA Fate, transport and transformation Test Guideline. 835.3110. Carbon
dioxid evolution test. Office, Prevention Pesticide and Toxic Substance |,
Washington, DC, 1996.

Weytjens D., Van Ginneken L., “The recovery of carbon dioxide in the Sturm test
for ready biodegradability ', Chemosphere, 28, 1994: 801-812.

Larson R. J., “Estimation of biodegradation potential of xenobiotic organic
chemicals”. Appl. Env. Microbiol., 38, 1979: 1153-1160.

Madsen, T., “Biodegradation of tall oil rosin”. GLP Study No. 308067/471. Water
Quality Institute, Horshplm, Denmark, 1993: 23-39

Eldib, LA., “Biodegradability evaluation of rosin, and sodium salt”. Eldib
Engineering and Research, Newark, N.J., 1985: 154-156.

¥*** ISO 7875/1 International Organisation for Standardisation. Determination of
surfactants Part 1: “Determination of anionic surfactants by the methylene blue
spectrometric method’.

**+* HMSO Analysis of surfactants in watwer, wastewater, and sludges. Methods
for the examination of watwers and associated materials, Her Majesty's Stationery
Office, London, 1981, ISBNO 11 751605 8.

Lombart R., Ebelin J., “The hydrogenation of the resin acids of pine gum II"”". Bull.
Soc. Chim. France, 1953: 930-936

Wenbert E., Jackson B.G., “Partial degradation and reconstitution of podocarpic
acid”, J. Am.Chem. Soc.,80, 1958: 217-220.

Matsuya Y. si Matsuya S., “Effect of abietic acid and poly(methylmethacrylate) on
the dissolution process of zinc-oxide-eugenol cement”. Biomatenals, vol.15(4), 1994,
p.307-314.

Gref. R, “Gas chromatographic analysis of underivatized resin acids.” J.
Cromatography 1988: 448:428-432.

Seracu D, “fndreptarde chimie analitica”, Edit. Tehnici, Bucuresti 1989: 111.
Griesser F., “Surfactants and micelles”, Marcel Dekker INC., N.Y. 10016,
1994:196-200.

Shah D.O., “Micelles, microemulsions and monolayers”, Science and Technology,
Marcel Dekker Inc., N.Y. 10016, 1995: 3-11

Patist A., Oh S.G., Leung R., “Kinetics of micellization: its significance to
technological processes, Surfaces and Colloids A, 176, 2001:3-16.

Noguiera J.M.F., Castanho A.R.B., “Crude tall-oil sodium salts micellization in
aqueous solutions studied by static and dynamic light scattering”, Surfaces and
Colloids A, 191, 2001: 263-268.

Huibers P.D., “Surfactant self-assembly, kinetics and thermodynamics
in micellar and microemulsion systems, Ph. D. Thesis, 1996 : 124-128,
huibers'@ mit.edu.

Oh S. G., Jobalia M., “Some physicochemical properties of colloidal surfactants”,
J.Colloid Interface Sci. 156, 1993: 511-516.

BUPT



BIBLIOGRAFIE

[235].
[256].

[257].

[238].

[259].

[260].

[261].

[262].

Oh S. G., Shah D.O., “Chemistry, physics and applications of surface active
surfactants ", Langmuir 8, 1992: 1232-1237.

Rosen M. J. “Surfactants and interfacial phenomena”, 2" ed., John Wiley &Sons,
N.Y.. 1989: 286-294.

Velikov K. P., Velev O. D. Marinova K.G. “Effect of the surfactant concentration
on the kinetic stability of thin foam and emulsions films”, J. Chem.Soc., Faraday
Trans. 93(11), 1997: 2069-2075.

Kim Y.H, Koczo K., Wasan D. T., “Dynamic Film and Interfacial Tensions in
Emulsion and Foam Systems ", J. Colloid Interface Sci.,187, 1997:29-44.

Danov K., Velev O., Ivanov L. “Bancroft rule and hydrodynamic stability of thin

films and emulsions . Book of Presentations of 1 World Congress on Emulsions,

Paris, 1-21, 125 1993.

Aderangi N., “Coalescence of single drops at a liquid-liquid interface in the
presence of surfactants’ polymers”. Chem. Eng. Communications J., Vol. 132, 1995
:207-222.

Camarda K. V., Bonnell B. W., Maranas C. D., “Design of surfactant solutions
with optimal target properties ”, Ind. Eng. Chem. Res. 34, 1995: 4150.

Lupea A. X,, Radu F., Gergen L. “Abietic acid ammonium salts, biodegradable
surface-active agents, with antimicrobial activity”, Revista de Chimie, 54, .11,2003:
042-948.

BUPT



