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INTRODUCERE

In ultimii ani, o atentie deosebitd a fost acordati proceselor de valorificare a resurselor
vegetale, cercetarile fiind focalizate pe proiectarea si implementarea unor procese inovatoare, care sa
respecte politicile europene bazate pe principiile de prevenire si control integrat al poludrii si pe
conceptele de dezvoltare durabila, cu asigurarea sustenabilitatii. Pentru indeplinirea acestor conditii
este absolut necesard adoptarea unor tehnologii care sa respecte cerintele proceselor de tip
,biorefinery”, sau ,,verzi”, bazate pe principiile conceptului de ,,Green chemistry”. Astfel, in ultimul
timp noi tehnologii au fost implementate pentru cresterea eficientei proceselor de extractie utilizand
ultrasunetele, microundele sau actiunea fluidelor supercritice pentru intensificarea acestora. Aceste
tehnici sunt considerate a fi nepoluante si au marele avantaj ca reduc consumul de energie si materii
prime si ofera randamente mari de extractie a diferitilor compusi cu activitate biologica din diverse
bioresurse.

Necesitatea cercetdrilor in acest domeniu este justificatd pe de o parte de dorinta valorificarii
complexe a materiilor prime vegetale rezultate ca subproduse si deseuri din tehnologiile actuale de
prelucrare, iar pe de alta parte de cresterea accentuata a cererii pentru produse naturale obtinute prin
procedee ieftine si nepoluante.

Ca urmare a acestui fapt, n ultimii ani interesul in acest domeniu de cercetare a crescut,
numeroase studii privind stabilirea conditiilor optime de extractie a diferitilor compusi din surse
diverse de biomasa fiind realizate prin procedee neconventionale (Talmaciu s.a., 2015a). Cu toate
acestea, datele privind operarea, simularea si eficientizarea acestora, prin prisma parametrilor cinetici
specifici fiecarui proces, sunt Incd insuficiente.

In literatura de specialitate datele privind modelarea cinetica a proceselor ce folosesc fluide
supercritice sunt putine (Oliveira s.a., 2011; Hasan si Farouk 2013; Huang s.a., 2012) si vizeaza in
principal determinarea influentei parametrilor de operare asupra extractiei. In cercetarile privind
extractia compusilor polifenolici din biomasd, foarte putine studii au fost conduse in sensul
investigarii cinetice a acestor tipuri de procese, datele privind atat extractia polifenolilor din coaja de
molid folosind extractia cu fluide supercritice (SFE), cat si conditiile de modelare cineticd a acestora
fiind inexistente.

Tn acest context prin subiectul ales, teza de doctorat intitulatd Contributii privind elucidarea
mecanismelor implicate in procesele de extractie si caracterizare a polifenolilor cu activitate
biologica folosind tehnici neconventionale are ca obiectiv fundamental realizarea unui studiu
superioara a unor resurse de biomasa, larg accesibile la noi In tard, pana in prezent insuficient
valorificate, si anume a deseurilor de coaja de molid provenite din industria de prelucrare a lemnului.

Ca procedee de valorificare prin conversie in componenti cu valoare adaugata — polifenolii
- S-au studiat unele tehnici neconventionale, si anume extractia asistata de ultrasunete §i extractia cu
fluide supercritice. Totodata, cercetarile s-au indreptat cu precadere asupra aspectelor de inginerie
implicate 1n astfel de procese, dar si asupra aplicabilititii extractelor obtinute n diverse domenii, cum
ar fi cel al sistemelor vegetale sau de sinteza utilizand agenti de reactie de provenienta vegetala.

Pentru realizarea acestui obiectiv fundamental s-au propus si urmarit o serie de obiective
specifice, si anume:

= stabilirea unor conditii preliminare de operare a proceselor de extractie folosind

ultrasunete si fluide supercritice,
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= realizarea unui studiu cinetic asupra procesului de extractie asistat de ultrasunete care
sa ofere date ce pot fi folosite pentru optimizarea si cresterea eficientei acestuia pe baza
parametrilor cinetici specifici determinati;
= realizarea unei analize comparative, cu avantaje, dezavantaje si recomandari privind cele
doud tehnici neconventionale studiate pentru extractia compusilor polifenolici din
coaja de molid,;
= caracterizarea extractelor vegetale obtinute din punct de vedere al continutului total de
compusi polifenolici separati (cantitativ si calitativ) si a activitdtii antioxidante a
acestora;
efectuarea unui studiu privind influenta extractelor polifenolice obtinute asupra
principalelor procese fiziologice si metabolice din sistemele vegetale;
litati de utilizare a extractelor polifenolice din
coaja de molid - sinteza nanoparticulelor de argint.
Toate aceste obiective sunt prezentate de-a lungul celor trei mari capitole in care teza de
doctorat a fost structurata.
Tn prima parte a tezei, in Capitolul 1. Biorafinarea - procedeu pentru obtinerea de
compusi cu activitate biologica se analizeaza stadiul actual al cercetérilor In domeniul extractiei
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compusilor cu proprietdti biologice active, Indeosebi a compusilor polifenolici, atat la nivel national
(inclusiv in cadrul grupului nostru de cercetare), cat si international. In acest capitol este sintetizati o
selectie de date din literatura de specialitate, in care se prezintd informatii referitoare la principalele
tehnici de extractie utilizate global atunci cand se intrebuinteaza materiale vegetale, de asemenea se
descriu cele mai avansate metode de separare, identificare si cuantificare a compusilor polifenolici
din plante, se prezinta principalele aspecte ce trebuie luate in considerare in realizarea studiilor
cinetice, si se specifica cateva dintre directiile de aplicabilitate a extractelor vegetale obtinute si
caracterizate.

In cel de-al doilea capitol - Materiale si metode, se expun contributiile personale, fiind
detaliata metodologia utilizatd pentru realizarea cercetdrilor experimentale. Acest capitol cuprinde
cinci subcapitole, si anume:

= Subcapitolul Metode aplicate pentru caracterizarea materialului vegetal, include

prezentarea modului de lucru urmarit in realizarea operatiilor preliminare privind
utilizarea materialului vegetal, si anume maruntirea, analiza granulometricd si
determinarea umiditatii;

= Subcapitolul Metode aplicate pentru extractia compusilor polifenolici, contine descrierea

procedeelor de lucru si parametrilor studiati pentru extractia asistata de ultrasunete si
cea cu fluide supercritice, in comparatie cu metoda clasicd bazatd pe folosirea
solventilor;

= Subcapitolul Metode spectrofotometrice si cromatografice de analiza cantitativa a

compusilor polifenolici, include tehnicile de determinare a continutului total de
polifenoli, flavonoide si taninuri, a capacitatii antioxidante si de caracterizare a
extractelor prin cromatografie lichida de inalta performanta;

» Subcapitolul Teste privind aplicarea extractelor polifenolice ca regulatori de crestere a

plantelor de busuioc, ofera informatii privind metodele de lucru folosite pentru studiul
testelor de germinare, acumulare de pigmenti clorofilieni si carotenoizi, precum si a
testelor citogenetice si studiilor histoanatomice;
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= Subcapitolul Sinteza nanoparticulelor de argint (NPAg) folosind extracte polifenolice,
cuprinde modul de lucru pentru sinteza NPAg si descrierea metodelor de caracterizare
a nanoparticulelor obtinute si teste privind activitatea antimicrobiand/ antifungicd a
NPAg.
Tn capitolul 3 — Rezultate si discutii sunt prezentate rezultatele cercetarilor experimentale
realizate. Pe baza acestor rezultate discutiile aferente se axeaza pe:
» sublinierea parametrilor optimi gasiti drept favorabili pentru cresterea continuturilor
totale de compusi polifenolici extrasi;
= prezentarea unei analize comparative intre cele trei tehnici studiate prin evidentierea
eficientei celor doud metode neconventionale in raport cu: valoarea continutului total
de polifenoli extrasi, puritatea extractelor obtinute, selectivitatea metodei fatd de
compusii investigati si aspectele economice;
caracterizarea extractelor vegetale din punct de vedere al compusilor bioactivi obtinuti;
= prezentarea studiilor experimentale privind aplicabilitatea extractelor obtinute ca
bioregulatori de crestere a plantelor sau agenti de biosintezd a unor nanoparticule
metalice;
prezentarea analizei cinetice a procesului de extractie asistatd de ultrasunete, care ofera

date ce pot fi folosite pentru simuldri de transpunere a procesului de extractie la nivel
pilot sau chiar industrial.

Prin prisma directiei de cercetare aleasa, din punct de vedere al obiectivului general propus,
cel de aprofundare a cunostintelor in domeniul tehnologiilor inovatoare de extractie, si din dorinta
de a dezvolta noi solutii de valorificare complexa a unor deseuri vegetale (coaja de molid), in vederea
obtinerii de noi produse cu potential de comercializare si aplicabilitate, tema de cercetare poate fi
incadratd in domeniul biotehnologiilor axate pe aplicarea principiilor corespunzatoare conceptului de
Green chemistry, pentru o dezvoltare durabila si sustenabila, pana in prezent insuficient dezvoltate la
nivel industrial Tn Romania.

De asemenea, lucrarea se conecteazd cu directiile de cercetare din domeniul mediului,
directia de cercetare - modalitati si mecanisme pentru reducerea poludrii mediului.

Importanta cercetarilor in acest sens este justificata pe de o parte de necesitatea valorificarii
complexe (nu numai pentru obtinere de energie) a unor materii prime vegetale incluse in categoria
subproduselor si deseurilor rezultate din tehnologiile actuale de prelucrare, iar pe de alta parte de
cresterea accentuatd a cererii pentru produsele naturale obtinute din plante.

Extrapoland rezultatele prezentate in teza de doctorat, se pot proiecta si optimiza noi procese
si tehnici de extractie a compusilor bioactivi cu structurd polifenolicd din biomasa, a caror
aplicabilitate in diferite domenii care vizeazad sectoare precum industria cosmeticd si farmaceutica,
medicina, industria alimentard, chimica, cresterea plantelor sau bioremedierea solurilor a fost deja
certificatd (Bujor s.a., 2015; Tanase s.a., 2014; Volfs.a., 2012).

Obtinerea unora dintre rezultatele experimentale prezentate in aceasta lucrare de doctorat, a
fost posibild si prin participarea la un stagiu de cercetare, tip internship, accesat prin cadrul
programului Erasmus+. Acesta s-a realizat pe parcursul a patru luni (martie - iulie 2015) la Facultatea
de Chimie si Inginerie Chimica din cadrul Universitatii Maribor din Slovenia si a avut ca scop
studierea mecanismelor implicate n procesele de extractie si caracterizarea a polifenolilor folosind
fluide supercritice. Datele obtinute si prezentate in cadrul tezei de doctorat s-au concretizat in 6 lucrari
publicate Tn reviste cotate ISI (5 lucrari) si CNCSIS (B+), (1 lucrare), precum si 4 comunicari la
diverse manifestari stiintifice nationale si internationale.
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Capitolul 1
BIORAFINAREA - PROCEDEU PENTRU OBTINEREA DE COMPUSI CU ACTIVITATE
BIOLOGICA

1.1. Aspecte generale privind compusii activi din biomasa - compusi cu structura polifenolica

Una dintre cele mai mari provocari cu care se confruntd societatea la nivel actual este
trecerea de la 0 economie care se bazeaza, in mare parte pe folosirea materiilor prime fosile
neregenerabile, la o economie care sa utilizeze resursele regenerabile si care sa asigure, n
conformitate cu definitia conceptului de dezvoltare durabild, satisfacerea nevoilor generatiei prezente
fara a compromite posibilitatea generatiilor viitoare de a-si satisface propriile nevoi.

Dintre diferitele forme de resurse regenerabile (energie solara, eoliand, geotermald), doar
biomasa, care include culturi agricole (atat alimentare, cat si furajere), culturi energetice cu potential
ridicat, deseuri din agricultura si silvicultura si plante acvatice, este 0 resursa care reprezinta baza
atat pentru obtinerea de combustibili, cat si pentru diferiti componenti chimici cu valoare adaugata
(Sheldon 2011).

In prezent, pentru utilizarea si valorificarea biomasei pot fi aplicate diverse tehnologii de
conversie a acesteia in produsi cu valoare adaugatda (figura 1.3), in functie de aplicabilitatea
produsului final rezultat. In ultimii ani, cercetirile au fost centrate pe proiectarea si implementarea
proceselor in concordanta cu politicile europene bazate pe principiile de prevenire si control integrat
al poludrii, valorificarea deseurilor si subproduselor rezultate, pe tot ciclul de viata al produselor, care
reprezinta una dintre directiile fundamentale de actiune.

Procedee de valorificare a biomasei

h 4 h 4

Combuste Conversie Extractie Fermentare Deg’md:?rf Fosilizare si
Nﬂca o
Extractie cu Extractie eu Extractia Extr actie cu fluide
ultrasunete micr ounde Soxhlet super critice
POLIFENOLI POLIFENOLI

Figura 1.3. Procedee de valorificare a biomasei

1.2. Surse naturale de compusi cu structura polifenolici - specii vegetale studiate

In ultimii ani interesul fati de extractia compusilor activi din biosurse, in special a
polifenolilor, a crescut ca urmare a faptului cd acestia sunt recunoscuti pentru proprietatile lor
biologice valoroase (Popa 2013), reprezentand surse naturale de antioxidanti si bioproduse precum:
aditivi alimentari, produse cosmetice si farmaceutice, alelochimicale, s.a. (Bujor s.a. 2015, Volf s.a.
2014, Volfs.a., 2012, Popa s.a., 2008).

Speciile de conifere reprezintd de asemenea bine cunoscute si importante surse de compusi
polifenolici, in special taninuri, a caror concentratie variaza In structura vegetald, in general functie
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de planta si diferitele parti morfo-anatomice ale acesteia (cantitati mai mari fiind prezente in general
in coaja, radacini, noduri si duramen), (Diouf s.a. 2009), a caror utilizare in industria de prelucrare a
pieilor (tabacire) este practicata din cele mai vechi timpuri.

Pe baza acestor informatii, pentru cercetarea experimentald a fost aleasd una cele mai
comune specii de conifere, si anume: molidul, coaja acestuia fiind recunoscuta pentru continutul
ridicat de compusi polifenolici.

Cercetdrile asupra extractiei polifenolilor din coaja de molid (figura 1.9) cat si asupra
pentru a evidentia capacitatea acestor compusi in procesele de dezvoltare a plantelor (Ignat s.a., 2009;
Tanase s.a., 2011), in procesele de bioacumulare a metalelor grele in plante (Stingu s.a., 2011; Stingu
s.a., 2012), de utilizare ca agenti de chelatizare (Volf's.a., 2012) alelochemicale (Popa s.a., 2008) sau
pentru activitatile antifungice (Danila si Popa, 2008). De asemenea, au fost realizate studii folosind
extracte polifenolice din coaja de molid pentru a analiza capacitatea acestor principii active ca
antioxidanti si agenti anti-inflamatori (Diouf s.a., 2009).

Capitolul 2.
MATERIALE SI METODE

2.2. Metode aplicate pentru extractia compusilor polifenolici

Obiectivul general al tezei este cel de realizare a unui studiu aprofundat asupra proceselor
neconventionale de extractie a polifenolilor din coaja de molid, provenite ca deseuri din industria
forestiera si de prelucrare a lemnului, disponibile in cantitdti Insemnate la nivel national, in prezent
deloc sau ineficient valorificate din punct de vedere al componentilor chimici.

Astfel, s-au ales pentru studiu doua dintre tehnicile neconventionale de extractie, considerate
revolutionare din punct de vedere al eficientelor oferite si a impactului redus asupra mediului. Aceste
tehnici sunt: extractia asistatd de ultrasunete (UAE) si extractia folosind fluide supercritice (SFE).
Concomitent, s-a aplicat si una dintre tehnicile clasice de extractie, si anume extractia cu solventi
(etanol 70%), rezultatele fiind folosite la realizarea unei analize comparative amanuntite asupra
acestor tipuri de procese.

2.3. Metode spectrofotometrice si cromatografice de analizd cantitativdi a compusilor
polifenolici

2.3.1. Determinarea continutului total de polifenoli, flavonoide si taninuri

Continutul total de polifenoli al extractelor din coaja de molid s-a determinat
spectrofotometric folosind metoda Folin-Ciocélteu, care se bazeaza pe proprietatea compusilor
fenolici de a reduce molibdenul din reactivul Folin-Ciocalteu (amestec de acid fosfomolibdic si acid
fosfowolframic). Continutul total de polifenoli, exprimat in mg echivalenti acid galic (GAE)/g
biomasa, s-a calculat in functie de absorbanta citita la spectrofotometru pentru lungimea de unda de
765 nm, luand in considerare curba de calibrare a solutiei standard de acid galic.

Continutul total de taninuri a fost determinat folosind o metoda adaptata dupa metoda Folin-
Denis (Ravber s.a., 2015) care se bazeazd pe acelasi principiu al oxidarii compusilor fenolici in
prezenta reactivului Folin-Denis, (amestec de wolframat de sodiu si acid molibdic). Pentru
determinarea CTT s-a utilizat curba de calibrare a acidului tanic (TA), rezultatele finale fiind
exprimate in miligrame de acid tanic pe gram extract uscat (mg TA/ g extract uscat).
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Continutul total de flavonoide a fost determinat in conformitate cu metoda colorimetrica a
clorurii de aluminiu (cu viraj de culoare spre galben in prezenta flavonoidelor). Aceasta permite
depistarea flavonoidelor din extracte vegetale, in prezenta etanolului, hexaclorurii de aluminiu si
acetatului de sodiu, determinata la 415 nm. Rezultatele obtinute au fost exprimate ca miligrame de
quercetind pe gram de extract uscat (mg Q/g extract uscat).

2.3.2. Determinarea capacititii antioxidante a extractelor din coaja de molid

Activitatea antioxidantd a extractelor din coaja de molid s-a determinat pe baza testului
DPPH, folosind radicalul liber stabil 2,2-difenil-1-picrilhidrazil - DPPH. Testul DPPH permite
evaluarea capacititii unui compus fenolic de a ceda atomi de hidrogen. In urma schimbului de
electroni radicalul DPPH, de culoare violet si absorbantd masurabila la 515 nm, este redus la fenil
picril hidrazina, compus de culoare galbena.

2.3.3. Caracterizarea extractelor prin cromatografie lichidd de inalti performantd

Pentru analiza HPLC, extractele lichide obtinute au fost fractionate prin extractie lichid-
lichid cu acetat de etil (1:2 v/v). Separarea si identificarea acizilor polifenolici, s-a realizat utilizand
un sistem cromatografic DIONEX Ultimate 3000, echipat cu un detector UV-VIS PDA, pe o coloana
C18 Zorbax RX 4.5x250 mm si Spum diametrul particulelor, utilizand ca faze mobile (A) - acid acetic
1% in apa ultrapura si (B) - metanol, la temperatura de 30 °C, cu un debit de 1,2 mL/min si gradient
de 10 - 40 % B in 40 minute. Metoda folosita, permite identificarea si cuantificarea (be baza curbelor
de calibrare a standardelor) a sapte compusi fenolici si anume: catechina, acizii galic, vanilic, sinapic,
p-cumaric, siringic si ferulic.

2.4. Teste privind aplicarea extractelor polifenolice ca regulatori de crestere a plantelor de
busuioc

Experimentele folosind semintele de busuioc au fost precedate de un numar mare de teste de
laborator pentru a se stabili influenta compusilor polifenolici asupra principalelor procese fiziologice
si de biosinteza implicate in germinarea semintelor si dezvoltarea plantulelor rezultate. In acest scop
au fost efectuate teste de germinare a semintelor si analize fiziologice, citogenetice si histoanatomice.

2.5. Sinteza nanoparticulelor de argint folosind extracte polifenolice

Pentru sinteza nanoparticulelor de argint, extractul vegetal din coaja de molid a fost
amestecat, in diferite proportii (1:10, 1:50 si 1:100) cu o solutie de azotat de argint 1 mM. Pentru
intensificarea reducerii ionilor de AgNOg, solutiile preparate au fost tinute sub agitare permanenta si
incélzite pand la o temperatura maxima de 70 °C pentru timpi variabili de reactie.

Nanoparticulele formate s-au caracterizat din punct de vedere dimensional, morfologic si
structural. De asemenea s-a testat activitatea antibacteriana a acestora asupra a cinci culturi
bacteriene, atdt gram negative (Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa) cat si gram
pozitive (Staphylococcus aureus, Escherichia coli si Klebsiella pneumoniae).
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Capitolul 3.
REZULTATE SI DISCUTII

3.1. Caracterizarea materialului vegetal

Coaja de molid a fost caracterizatd din punct de vedere al umiditatii si distributiei
granulometrice. Astfel, coaja de molid folosita in studiile experimentale s-a caracterizat printr-un
continut de umiditate de 10,44 + 0,18 % si o distributie granulometrica a particulelor dupa maruntire,
formata din 55% particule cu dimensiunea cuprinsa intre 0,25 - 1 mm, 30% particule cu dimensiunea
particulelor mai mica de 0,25 mm si 15 % particule cu dimensiunea intre 1 si 2 mm. Diametrul mediu
determinat al particulelor maruntite a fost de 0,6 mm.

3.2. Separarea compusilor polifenolici din coaja de molid prin extractie etanolica

Variatia in timp a CTP al extractelor din coaja de molid (Picea abiea) obtinute prin extractie
etanolica este prezentata in figura 3.1. Maximul concentratiei totale de polifenoli de 87,15 mg GAE/g
biomasa a fost atins dupa 6 zile (8640 minute) de extractie. Dupa aceasta perioada, s-a inregistrat o
scadere cu 11,2 % a CTP, fapt ce poate fi pus Tn seama reabsorbirii acestora in materialul vegetal,
dupad atingerea starii de echilibru.

100

T ———
Wy,
'/’ “"""'-u——_-—-
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f.‘_ﬂ__._,/

CTP,mg GAE/ g

Timp, min

Figura 3.1. Continutul total de polifenoli al extractelor din coaja de molid (Picea abies) obtinute prin
extractie etanolica

3.3. Separarea compusilor polifenolici din coaja de molid prin extractie asistata de ultrasunete

Pentru aprecierea performantei procesului de extractie asistata de ultrasunete si determinarea
continutului total de polifenoli ce pot fi separati din coaja de molid s-a investigat experimental
influenta principalilor parametri asupra procesului. In acest sens s-a studiat variatia in timp a
concentratiei totale de polifenoli extrasi (TPC, in mg GAE/g coaja de molid) in prezenta si in absenta
ultrasunetelor, suprafata de contact expusa actiunii ultrasunetelor si temperatura de extractie. Toate
aceste date fiind folosite ulterior pentru studiul cinetic realizat asupra procesului de extractie, cu
scopul determindrii parametrilor critici ce influenteaza evolutia acestuia.

3.3.1. Influenta ultrasunetelor in procesul de extractie
S-a constat faptul ca prezenta ultrasunetelor imbunatateste semnificativ randamentul de

extractie, CTP-ul dublandu-si valoarea comparativ cu cel obtinut n procedeul clasic (figura 3.2).
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Figura 3.2. Influenta prezentei/ absentei ultrasunetelor asupra continutului total de polifenoli al
extractelor din coaja de molid (Picea abies)

3.3.3. Influenta temperaturii asupra procesului de extractie

Dupa cum se poate observa in figura 3.4, CTP creste odatd cu cresterea temperaturii,
atingand valoarea maxima de 42,5 mg GAE/g coaja de molid dupa 30 min de extractie, la temperatura
de 60 °C. La aceasta temperatura, continutul total de polifenoli determinat a fost cu cca. 10 % mai
mare decat in cazul extractiei efectuate la temperatura de 45 °C, cand continutul total de polifenoli
maxim extras a avut valoarea de 33,48 mg GAE/g coaja de molid. Acest comportament poate fi
datorat solubilitatii mai mari a polifenolilor in solventul de extractie, dar totodata si difuziei ridicate
a moleculelor extrase sau a transferului de masa mai rapid la temperaturi inalte.

50

CTP (mg GAE / g biomasa)

0 20 40 60 80
Timp (min)

Figura 3.4. Influenta temperaturii asupra continutului total de polifenoli al extractelor din coaja de molid
in prezenta ultrasunetelor pentru diferiti timpi de extractie

3.4. Modelarea cinetica a procesului UAE

3.4.2. Determinarea parametrilor specifici modelului aplicat

Datele experimentale obtinute in urma studiului procesului de extractie a compusilor
polifenolici din coaja de molid in prezenta ultrasunetelor (prezentate in figura 3.4) au fost prelucrate
matematic si reprezentate grafic in coordonatele specifice modelului cinetic al reactiei de ordin doi
(figura 3.5). Validarea acestui model cu datele experimentale a fost demonstrata de valori ale
coeficientilor de regresie de R?> 0.98.
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Figura 3.5. Validarea modelului matematic cu datele experimentale obtinute

Folosind ecuatiile de regresie matematica stabilite, pentru fiecare temperaturd in parte s-au
calculat parametrii cinetici specifici modelului si anume capacitatea de extractie (concentratia la
saturatie — Cs), constanta de viteza de ordin doi (K) si viteza initiala de extractie (h), prezentati in
tabelul 3.1. Din acest tabel se observa cd parametrii cinetici calculati sunt influentati de temperatura

de extractie.

Tabel 3.1. Parametri cinetici specifici modelului reactiei de ordin doi

Temperatura B B Cs=1/B, B k =h/(Cs)? )
) B=1/C.  A=1h o RSUA L min) R
45 0,0268 0,1402 37,31343 7,133 0,0051 0,9867
50 0,0248 0,0841 40,32258 11,891 0,0073 0,9926
60 0,0232 0,0574 43,10345 17,22 0,0094 0,9972

3.4.3. Determinarea energiei de activare (Ea)
Forma liniarizata a ecuatiei Arrhenius (6) obtinutd prin extrapolarea Inkl versus 1/T , arata

faptul ca viteza de extractie creste cu cresterea temperaturii (figura 3.8). Dupa cum rezulta din aceasta
ecuatie, dacd Ko si k sunt cunoscute, poate fi calculata energia de activare.

45
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2 v=0,3706x- 80,0700
E R?= 09554
2
=
== | o
w40
o
g
- L ]
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35 i i i

315 320 325 330 335

Temperature { K )

Figura 3.8. Relatia dintre temperatura si constanta de viteza de ordin doi

Valoarea energiei de activare obtinutd este pozitivd (Ea = 33,726 kJ/mol), aratand faptul ca
procesul de extractie a compusilor polifenolici din coaja de molid este un proces endoterm. Aceasta
valoare se Incadreaza intre valorile energiei de activare raportate in literatura de specialitate pentru
studiile privind extractia solid-lichid a compusilor bioactivi din biomasd. Valoarea Ea este situata
intre 20 si 40 kJ mol™, ceea ce inseamni ci procesul de extractie a polifenolilor din scoarti de molid
este guvernat dupa un regim mixt reactie chimica si de difuziune (Wang s.a. 2013, Gonzalez-Centeno
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s.a.,2015).
3.4.4. Validarea modelului aplicat

Concordanta dintre datele experimentale si cele prezise folosind modelul matematic a fost
determinati prin calculul coeficientului de determinare (R?), folosind relatia (11):

> (i=9)’ (11)
Zin:l()ﬁ - )7)2

unde n reprezinta numarul de experimente, Yyi reprezinta datele prezente luate in considerare
caracteristice experimentului i, ¥, sunt datele prezise specific experimentului i, y reprezinta

r2=1-

valoarea medie a datelor experimentale. VValorile acestui coeficient sunt cuprinse intre 0 si 1, o valoare
a lui R? mare indicand o mai buni compatibilitate dintre datele experimentale si cele prezise.

Concentratiile totale de polifenoli calculate (prezise) folosind ecuatia (9) au fost comparate
cu continutul total de polifenoli determinat pentru datele experimentale obtinute la temperaturile de
extractie de 45 °C si 60 °C (figura 3.9), observandu-se 0 buna concordanta intre acestea.

50
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™ 60°C model
o0&
0 20 40 60 80

Timp (minute)

Figura 3.9. Comparatia dintre datele experimentale si cele calculate folosind modelul reactiei de ordin
doi pentru determinarea CTP al extractelor din coaja de molid obtinute prin UAE

3.5. Separarea compusilor polifenolici din coaja de molid prin extractie cu fluide supercritice
Procesul de extractie s-a realizat fractionat, in doud etape, prin adoptarea parametrilor de
proces pentru a separa secvential compusii lipofilici si volatili de extractul polifenolic.

3.5.1. Extractia compusilor lipofilici

Randamentele obtinute in prima etapa de extractie, referitoare la cantitatile de compusi
lipofilici si rasini, exprimate ca rapoarte intre masa de extract obtinuta (g) si masa de proba supusa
extractiei (g), sunt sintetizate in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2 Randamentele extractiei in conditii supercritice a compusilor lipofilici din coaja de molid

Presiune Temperatura Randament de extractie
(bar/ psi) (°C) (%)

100/ 1450 40 0,65+0,01

100/ 1450 50 0,80 +0,05

100/ 1450 60 0,70+0,01

150/ 2175 50 1,81+ 0,02

200/ 2900 50 2,08 £ 0,06
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3.5.2. Influenta parametrilor de proces asupra randamentelor de extractie

3.5.2.1. Influenta temperaturii

Pentru a studia efectul temperaturii asupra randamentelor de extractie, experimentele au fost
efectuate la trei temperaturi diferite, si anume 40 °C, 50 °C si 60 °C, mentinand presiunea de si debitul
de CO; si EtOH-70 constante la 100 bar si 250 mL CO2/ min respectiv 1,2 mL EtOH-70/ min. Tn

figura 3.10 este reprezentat efectul temperaturii asupra randamentelor de extractie a compusilor
polifenolici, functie de timp.
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Figura 3.10. Efectul temperaturii asupra randamentelor de extractie a compusilor polifenolici din coaja
de molid (P = 100 bar, 250 mL CO2/ min si 1,2 mL EtOH-70 /min)

3.5.2.2. Influenta presiunii

Influenta presiunii asupra randamentului de extractie a compusilor polifenolici din coaja de
molid functie de timpul de extractie, poate fi observata in figura 3.11. Experimentele au fost efectuate
la trei presiuni de lucru diferite, si anume 100 bar, 150 bar si 200 bar. Temperatura de extractie a fost

mentinutd constantd la 50 °C, debitul utilizat fiind de 250 mL CO2/min, respectiv 1,2 mL EtOH-
70/min.
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Figura 3.11. Efectul presiunii asupra randamentului de extractie a compusilor polifenolici din coaja de
molid (T= 50 °C, debite de 250 mL CO./ min si 1,2 mL EtOH-70/min)

Se poate observa faptul cd, volumul de co-solvent utilizat are o influenta pozitiva asupra
randamentului de extractie. Randamentele maxime de 31,18 + 0,50% si 30,56 + 0,80% au fost
recuperate la debitul maxim de EtOH-70 introdus n sistem (2,5 mL/ min) pentru presiunea de 100
bar si temperatura de 40 °C. Acest comportament poate fi atribuit faptului ca la concentratii mai mari
de co-solventi solubilitatea compusilor fenolici creste semnificativ (Benelli s.a., 2010).
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3.5.3. Studiu privind consumul de solventi

Folosind datele experimentale obtinute, s-au construit curbele globale de extractie ca medie
a doud experimente individuale, efectuate in aceleasi conditii de lucru. Pe baza acestor curbe grafice,
a fost monitorizat consumul de CO- si EtOH-70 in functie de randamentele de extractie inregistrate.

Consumul de solventi calculat (Figura 3.13) a fost exprimat in kg solvent necesar pentru extragerea
unui kg de coaja de molid.
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Figura 3.13. Consumul de solventi inregistrat pentru extractia supercritica a polifenolilor din coaja de
molid: a) consumul de CO2; b) consumul de EtOH-70 pentru debitul de lucru de 1,2 mL/min; c) consumul
de EtOH-70 pentru debitul de lucru de 2,5 mL/min

Datele experimentale au aratat un consum de CO2 (kg CO2/ kg coaja de molid) mai mic,
comparativ cu, consumul de EtOH-70 (kg EtOH-70/ kg coaja de molid). Astfel pentru obtinerea
randamentului maxim de extractie (30,46 %) este necesar un consum total de aproximativ 2,5 kg CO2

(cu o variatie de = 0,5 kg, cauzata de abaterea de la debit) si respectiv 24,94 kg EtOH-70/kg coaja
molid.

3.5.4. Studiu privind influenta parametrilor de proces asupra continutului total de polifenoli,
taninuri si flavonoide

Dupa studierea impactului pe care principalii parametri de proces il au asupra randamentelor
globale de extractie, s-a dorit stabilirea modului in care acestia actioneaza individual asupra
continutului total de polifenoli, flavonoide si taninuri, dar si asupra proprietatilor antioxidante ale
extractelor obtinute, rezultatele inregistrate fiind prezentate in cele ce urmeaza.

3.5.4.1. Influenta temperaturii

In tabelul 3.3 sunt prezentate valorile continutului total de polifenoli (CTP), continutului
total de flavonoide (CTF) si continutul total de taninuri (CTT) al extractelor din coaja de molid
prelevate la fiecare 15 min de extractie, pentru cele trei temperaturi de lucru studiate.
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Se poate observa ca, pentru conditiile studiate (la toate cele trei temperaturi investigate)
valorile CTP, CTF si TTC variaza in cea mai mare parte in primele 15 - 30 min de extractie. Dupa
aceasta perioada, o scadere semnificativa a continutului de compusi fenolici poate fi observata odata
cu cresterea suplimentara a timpului de extractie.

Tabelul 3.3 Efectul temperaturii asupra continutului total de polifenoli, flavonoide si taninuri al
extractelor din coaja de molid obtinute prin extractie supercritica

Timp (Min)
Temperatura Continut fenolic
(mg/ g extract 15 30 45 60 75 90 105
uscat)
CTP? 679,26 690,94 163,91 87,78 4,08 38,19 27,26
40 °C CTF® 120,40 119,83 22,20 3145 36,83 32,46 19,09
CTT® 129,94 111,47 26,02 10,43 3,72 1,45 0,98
CTpP® 422,22 477,16 333,91 189,05 132,55 128,45 71,73
50 °C CTF® 3358 36,83 3195 2668 23,16 22,98 17,34
CTT® 73,06 71,71 50,58 31,52 18,26 13,24 9,49
CTpP® 997,61 829,35 260,88 102,90 69,95 3528 23,96
60 °C CTF® 39,95 32,83 10,44 8,16 6,11 586 5,18
CTT® 131,74 253,64 161,17 119,68 69,36 5580 23,01

amg GA/ g extract uscat; °mg Q/ g extract uscat; © mg TA/ g extract uscat
(GA - acid galic, Q - quercitin, TA - acid tanic)

3.5.4.2. Influenta presiunii

Influenta presiunii asupra continutului total de polifenoli, flavonoide si taninuri, s-a studiat
prin variatia presiunii de la 100 la 200 bar, la o temperatura constanta de 50 °C si debit constant de
solvent de 250 mL CO2/ min, respectiv co-solvent de 1,2 mL EtOH-70/ min.

in tabelul 3.4. se poate observa, ci valoarea continutului total de polifenoli recuperata creste
de la 422,22 mg/g extract uscat la 525,02 mg/g extract uscat, atunci cand presiunea este maritd de la
100 bar la 150 bar, in primele 15 min de extractie. O crestere suplimentard a presiunii la 200 bar
determina o scddere a CTP extras, pana la 377,44 mg/g extract uscat.

Tabelul 3.4 Efectul presiunii asupra continutului total de polifenoli (CTP), flavonoide (CTF) si taninuri (CTT)
extrasi din coaja de molid prin extractie supercritica

Timp (min)
Presiune Continut fenolic
(mg/g extract uscat) 15 30 45 60 75 90 105
CTP? 422,22 477,16 333,91 189,05 13255 12845 71,73
100 bar CTF® 33558 3683 31,95 2668 2316 2298 17,34
CTT® 73,06 71,71 5058 31,52 18,26 1324  9.49
CTP? 525,02 447,90 172,26 130,26 61,43 64,25 30,75
150 bar CTF® 2196 2335 29,01 3991 21,72 1855 6,47
CTT® 109,64 8292 36,52 17,65 7,96 440 3,10
CTP? 377,44 399,09 263,12 137,11 80,84 5236 9,33
200 bar CTF® 1790 17,43 18,08 26,85 21,79 20,97 19,95
CTT® 86,57 6291 3994 18,69 10,85 6,75 3,36

amg GA/ g extract uscat; ®mg Q/ g extract uscat; © mg TA/ g extract uscat
(GA - acid galic, Q - quercitin, TA - acid tanic)
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3.5.4.3. Influenta debitului de co-solvent

Studiul influentei cantitatii de co-solvent adaugata ca modificator la solventul principal de
extractie, s-a realizat la doua valori ale debitului introdus in sistem, si anume la 1,2 mL EtOH-70/
min, respectiv 2,5 mL EtOH-70/min. Pentru determinarea continutului totali de polifenoli, flavonoide
si taninuri, extractiile s-au desfasurat la temperatura si presiune constanta de 50 °C si 150 bar, probele
fiind la fiecare 15 min de extractie.

Dupa cum se poate observa in tabelul CTP, CTF si CTT cresc odata cu cresterea debitului
de EtOH-70. Adaugarea unor cantitati mai mari de co-solvent, imbunatiteste solubilitatea
polifenolilor, flavonoidelor si taninurilor, si in acelasi timp, acestia fiind recuperati intr-un ritm mai
rapid, materialul ajungand la epuizare in primele 30 - 45 minute de extractie.

Tabelul 3.5. Efectul debitului de co-solvent asupra continutului total de polifenoli, flavonoide si taninuri al
extractelor din coaja de molid (extractie supercritica, T = 50 °C, P = 150 bar)
Timp (min)
Conditii de lucru 15 30 45 60 75 90 105
1,2 mL/ min EtOH-70, CTP?® 525,02 44790 172,26 130,26 61,43 64,25 30,75
150 bar, 50 °C CTF"® 21,96 23,35 29,01 39,91 21,72 18,55 6,47
CTT® 109,64 82,92 36,52 17,65 7,96 4,40 3,10
2,5mL/ min EtOH-70, CTP?® 907,52 776,54 298,34 279,59 142,97 49,54 24,88
150 bar, 50 °C CTF"® 63,72 66,52 22,96 27,30 24,72 18,63 8,86
CTT®  129.88 86,81 52,73 45,50 19,02 2,03 0,47
amg GA/ g extract uscat; °mg Q/ g extract uscat; ¢ mg TA/ g extract uscat
(GA - acid galic, Q - quercitin, TA - acid tanic)

3.7. Analiza comparativa a continutului total de polifenoli extrasi prin Eth E, UAE si SFE

In tabelul 3.8 este prezentati o analizd comparativa a rezultatelor obtinute prin cele trei
tehnici de extractie studiate tinand cont de: timpul de extractie necesar, raportul solvent/ biomasa
utilizat, continutul total de polifenoli extrasi analizat spectrofotometric si cantitatea de compusi
polifenolici identificati si cuantificati folosind cromatografia lichida de 1naltd performanta.

Tabel 3.8 Analiza comparativa intre tehnicile clasice si cele neconventionale aplicate pentru extractia
compusilor polifenolici din coaja de molid

Parametru studiat Eth E UAE SFE
Timpul de extractie pana la atingerea concentratiei maxime (h) 144 1 1
Cantitatea de material folosita (g) 5 5 2
Volum de solvent folosit (mL) 50 50 20
Continutul total de polifenoli 14,48* 33,48 122,41
(mg GAE/g coaja de molid)

Continut total de polifenoli identificati prin HPLC (mg/ L) 14,83 269,20 491,73

* Continutul total de polifenoli dupa 1 h de extractie

3.8. Studii privind aplicarea extractelor polifenolice ca regulatori de crestere a plantelor de
busuioc
Pentru investigatiile privind actiunea compusilor polifenolici asupra proceselor fiziologice
induse in plantele de busuioc, extractele apoase au fost utilizate in patru variante folosind solutii de
lucru cu diferite concentratii si continut de polifenoli (CTP), (tabelul 3.9). Folosind aceste solutii de
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concentratii diferite s-a urmadrit evaluarea modului in care compusii polifenolici pot actiona ca
stimulator sau inhibitor asupra proceselor de dezvoltare a plantelor de busuioc.

Tabelul 3.9. Solutii ale extractelor de coaja de molid utilizate ca regulator de crestere pentru plantele de
busuioc

Solutia de lucru Abreviere  Concentratie coaji CTP
de molid (mg GAE/mL)
(g/L)
Extract apos pe baie de apa SB1 5 0,06 0,01
Extract apos pe baie de apa SB2 10 0,13+0,05
Extract apos obtinut cu ultrasunete SB3 5 0,35+0,08
Extract apos obtinut cu ultrasunete SB4 10 0,65+0,04

3.8.1. Influenta extractelor asupra germinarii

Influenta compusilor polifenolici asupra procesului de germinare a semintelor de busuioc a
fost evaluata prin estimarea matematica a energiei si a capacitatii de germinare. Luand 1n considerare
valorile Tnregistrate, s-a observat o influentd pozitivd asupra procesului de germinare, in cazul
aplicarii tratamentului semintelor cu solutii ale extractelor din coaja de molid, comparativ cu proba
martor (figura 3.15). Valori mai ridicate s-au obtinut atunci cand drept tratament au fost aplicate
solutii de concentratii mai mici (SB1 si SB3).

%o, comparativ cu proba martor

SBl SB2 SB3 SsSB4
Solutii testate
® Energia de gemmunare (%s)  ®Capacitate de gemunare (%o)

Figura 3.15. Influenta extractelor de coaja de molid asupra energiei si capacitatii de germinare ale
semintelor de busuioc (Ocimum basilicum L.)

3.8.2. Influenta extractelor asupra intensitatii fotosintezei si acumularii de pigmenti
fotoasimilatori

In figura 3.16, se prezinti influenta extractelor de coaja de molid asupra alungirii radacinilor
si tulpinilor. Pentru variantele experimentale utilizate nu s-au raportat diferente semnificative,
lungimile radacinilor si tulpinilor atingdnd o valoare medie de 15 + 1,8 mm, respectiv de 40 = 1,5
mm.

In ceea ce priveste acumularea de biomasa (figura 3.17), un efect pozitiv a fost semnalat in
cazul aplicdrii tratamentului semintelor cu extractele polifenolice, pentru toate experimentele
Tnregistrandu-se o crestere a cantitatii totale de biomasa proaspata acumulata. Cea mai mare valoare
de 0,019 £+ 0,005 g biomasa, a fost inregistrata pentru varianta SB1 (0,06 mg GAE/ mL), insa se poate
observa ca valori apropiate au fost inregistrate si pentru celelalte conditii studiate.
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Figura 3.16. Influenta extractelor de coaja de molid ~ Figura 3.17. Influenta extractelor de coaja de molid
asupra alungirii organelor vegetative ale plantelor de asupra acumularii de biomasa
busuioc (Ocimum basilicum L.)

In cazul pigmentilor fotoasimilatori (tabelul 3.10) se poate observa ci prezenta extractelor
de coaja de molid stimuleaza biosinteza clorofilei si pigmentilor carotenoidici, mai ales in cazul
variantelor SB1 si SB3.

Tabelul 3.10. Cantitatile de pigmenti fotoasimilatori sintetizate de plantele de busuioc (Ocimum basilicum L.)
dupa tratamentul semintelor cu extracte de coaja de molid

Proba Chl a Chlb Chl a+b Chl a/b Carotenoide
H9/g H9/g H9/g H9/g Ha/g

C 123,68 + 2,23 29,96 + 0,51 153,64 4,12 62,22 + 0,73

SB1 133,98 + 2,47 38,72+ 0,63 172,69 3,46 80,42 + 0,86

SB2 96,63 + 1,45 26,08 + 0,22 122,71 3,70 88,46 + 0,81

SB3 127,94 + 2,65 34,84 + 0,55 162,78 3,67 83,41+ 0,79

SB4 108,76 + 2,01 25,11 + 0,21 133,87 4,33 61,83 + 0,53

3.8.3. Influenta extractelor asupra diviziunii celulare

In tabelul 3.11 si figura 3.18, se prezinti frecventa fazelor diviziunii mitotice celulare,
precum si indicii mitotici inregistrati in apexul radicular de busuioc determinate dupa tratamentul
semintelor cu extracte polifenolice de coaja de molid.

Tabelul 3.11. Frecventa diviziunii celulare in apexul radicular de busuioc (Ocimum basilicum L.) sub influenta
solutiilor de polifenoli testate

Proba Nr.total Celulein Celulein Profaza Metafazi Anafazi  Telofaza
celule interfaza  diviziune (%0) (%0) (%) (%)
Control 6608 6239 369 38,75 26,02 12,20 23,04
SB1 4654 6010 399 42,36 22,31 13,53 21,80
SB2 5726 5391 365 36,16 24,66 9,86 29,32
SB3 7946 7533 593 33,39 26,48 12,98 27,15
SB4 8054 7655 443 37,92 22,57 15,80 23,70

In toate variantele experimentale, procentul de distributie a principalelor faze de diviziune
mitoticd este similar cu cel inregistrat pentru proba martor, o mare parte dintre acestea fiind la
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inceputul diviziunii celulare (profaza) iar celelalte in faze mai avansate (metafaza, anafaza si
telofaza), dupa cum se poate observa in figura 3.19.

.,"‘ ’ g 8‘51
- ' 7,46
_- 637
7 A Y 12,98 5 5,58 ' 55
Control sB1 B2 B3 B4 l . . . ' !
SB1 SB2 SB3 SB4

Control

Y%

Celule in diviziune (%)

Celule in diviziune

Solutii testate

® Profazi ® Metafaza Anafazi ™ Telofaza Solutii testate

Figura 3.19. Frecventa fazelor de diviziune celulara Figura 3.18. Variatia indicelui mitotic Tn apexul
mitotica identificate in apexul radicular de busuioc radicular de busuioc

Pentru stabilirea modului in care este afectata desfasurarea procesului de diviziune,
determinarea principalelor tipuri de aberatii si a frecventei acestora constituie un alt obiectiv al
studiului nostru, stiut fiind faptul ca orice agent, fizic sau chimic, poate exercita un efect clastogen
(este capabil sa producd rupturi cromozomiale) sau turbagen, adica are capacitatea de a induce
dereglari mitotice sau meiotice, fara afectarea directd a ADN-ului. Cele mai multe aberatii
cromozomiale s-au inregistrat in cazul variantelor SB2 si SB4 si sunt de tipul aberatiilor ana-
telofazice (tabel 3.12).

Tabelul 3.12. Frecventa celulelor cu aberatii cromozomiale ana-telofazice din apexul radicular la busuioc
(Ocimum basilicum L.) sub influenta produselor testate

Total celule Celulein Indice mitotic Anafaze+ Aberatii A-T
analizate diviziune (%) Telofaze (%) (%)
Control 6608 369 5,58 35,23 5,38
SB1 4654 399 8,57 35,34 6,38
SB2 5726 365 6,37 39,18 13,29
SB3 7946 593 7,46 40,13 6,72
SB4 8054 443 5,50 39,50 14,29

Prezenta aberatiilor se coreleaza cu numdrul mare de celule aflate in anafazd si telofaza,
cresterea procentald fiind acompaniatd si de largirea gamei acestora. Astfel, daca in probele martor
predomina puntile simple si multiple si rareori cromozomii retardati, in cazul celorlalte variante de
studiu, o pondere insemnata o au ana-telofazele (A-T) cu punti simple sau multiple, A-T cu
cromozomi intarziati sau retardati, precum si aberatiile complexe de tipul: A-T + punti + cromozomi
intarziati si/sau expulzati sau A-T multipolare + punti. Tn figura 3.21, se pot observa céteva tipuri de
aberatii cromozomiale intalnite in cazul probelor analizate.

- 3

S
%:5
a) b)
Figura 3.21. Tipuri de aberatii cromozomiale: a) ana-telofaza cu cromozomi intérziati, b) ana-telofaza cu
punti multiple si cromozomi expulzati
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3.9. Studii privind aplicarea extractelor polifenolice in sinteza nanoparticulelor de argint
3.9.1.1. Analiza UV-VIS

Avand confirmarea ca folosind extractul vegetal din coaja de molid are loc reducerea ionilor
Ag" din azotatul de argint la Ag° (asa cum se constati din figura 3.27), s-au realizat studii pentru a se
stabili timpul optim de reactie, raportul extract vegetal/ agent reducator si concentratia acestuia la
care se poate obtine cea mai mare acumulare de NP de Ag.

=
Ago
i Aglomerare si
Reducere in prezenta g 3
0
0

AgNOs

gruparilor fenolice stabilizare

NO,"

Sarea de argint + Extract coaji de molid

Nanoparticulele de
argint stabile

Figura 3.27. Mecanismul propus pentru reactia de sinteza a nanoparticulelor de argint folosind
extractul din coaja de molid

3.9.1.2. Caracterizarea morfologica, structurala si compozitionald a nanoparticulelor de argint

Tn graficul din figura 3.31, se poate observa ci nanoparticulele sintetizate au dimensiuni
cuprinse intre 0,1 si 0.5 um (100-500 nm) cu un diametru mediu de 0.226 pum (226 nm). Rezultate
similare au fost raportate si in cazul sintezei nanoparticulelor folosind extracte din canepa in studiul
realizat de Manjamadha si Muthukumar, 2016.
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Figura 3.31. Caracterizarea dimensionald a nanoparticulelor de argint sintetizate

3.9.2. Activitatea antimicrobiand/ antifungica a nanoparticulelor de argint sintetizate

Activitatea antibacteriand, determinata prin metoda microplacilor a fost testata utilizand un
numar de 12 dilutii ale solutiilor studiate (figura 3.34 b).

Analizele efectuate au ardtat faptul ca solutiile cuprinzand nanoparticulele de argint au o
activitate de inhibare mai mare, pentru toate cele cinci bacterii testate (3 bacterii gram pozitive
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli si Klebsiella pneumoniae) si pe 2 bacterii gram negative (S.
aureus (-) si Pseudomonas aeruginosa)), comparativ cu solutiile de extract si azotat de argint folosit
ca proba martor.
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Figura 3.34b. Capacitatea de inhibare a solutiilor care contin NP de Ag asupra culturilor bacteriene

de: A — Staphylococcus aureus (+); B —S. aureus (-); C — Escherichia coli (+); D — Klebsiella
pneumoniae (+); E — Pseudomonas aeruginosa (-)

Concluzii generale

Prin subiectul ales, teza de doctorat intitulatd Contributii privind elucidarea mecanismelor
implicate in procesele de extractie si caracterizare a polifenolilor cu activitate biologica folosind
tehnici neconventionale a avut ca obiectiv fundamental, realizarea unui studiu aprofundat asupra
in componenti cu valoare adaugatd a unor resurse de biomasa. Aceste resurse - deseurile de coaja de
molid sunt larg accesibile la noi in tara, pana in prezent insuficient valorificate si provin din industria
forestiera si de prelucrare a lemnului.

Ca procedee de conversie a biomasei vegetale alese, s-au studiat atat tehnicile
neconventionale de extractie asistate de ultrasunete si fluide supercritice, dar si metodele clasice de
extractie cu solventi organici. Cercetarile experimentale s-au indreptat cu precadere asupra studiului
aspectelor de inginerie implicate Tn astfel de procese, dar si asupra aplicabilitatii extractelor obtinute
n diverse domenii, parcurgandu-se o serie de etape:

1. Studiul cinetic al procesului de extractie asistat de ultrasunete

O importantd deosebitd s-a acordat procesului de extractie asistata cu ultrasunete in scopul
stabilirii mecanismelor cinetice implicate in astfel de procese. Acest studiu s-a realizat avand la baza
ipotezele si principiile modelarii cinetice a proceselor solid-lichid. Tn urma studiului cinetic s-a
remarcat faptul ca temperatura si timpul de extractie sunt principalii factori care influenteaza in mod
direct concentratiile totale de polifenoli extrasi si modelarea cinetica.

Pentru modelarea cinetica au fost propuse mai multe modele cinetice dintre care modelul
reactie de ordin doi a ardtat o buna concordanta intre datele experimentale obtinute si cele calculate
folosind coeficientii cinetici specifici. Validarea acestui model cu datele experimentale a fost
demonstrati de valori ridicate ale coeficientilor de regresie (R?> 0.98).

Folosind acest model a putut fi determinatd energia de activare a procesului, pe langa
parametrii specifici modelului (concentratia la saturatie - Cs, constanta de viteza de ordin doi - K si
viteza initiala de extractie - h), a carei valoare pozitiva (Ea = 33.726 kJ/mol), arata faptul ca procesul
de extractie a compusilor polifenolici din coaja de molid este un proces endoterm.

2. Un alt obiectiv propus, a fost realizarea unui studiu aprofundat asupra tehnicii de
extractie cu fluide supercritice a compusilor polifenolici din coaja de molid, folosind ca solventi de
extractie dioxidul de carbon supercritic si etanol 70 % pentru intensificarea procesului.

Tn acest sens s-a studiat in ce masura principalii parametri de proces (presiunea, temperatura,
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debitul de solvent) influenteaza atat randamentele globale de extractie, cét si continuturile totale de
compusi polifenolici (polifenoli totali, taninuri si flavonoide). Totodatd, au fost monitorizate si
consumurile de solventi si activitatea antioxidanta a extractelor obtinute la diferitele conditii de lucru
studiate.

In prima etapa a procesului SFE, compusii lipofilici au fost eliminati din coaja de molid
folosind doar CO: la presiuni inalte, atingandu-se astfel randamente de extractie de pana la 2,08 %
substante lipofile pentru cele 20 g coaja de molid extrasi. In a doua etapa, folosind drept co-solvent
etanol 70 % s-au putut extrage compusii polifenolici.

3. Studiile realizate au aratat ca un randament maxim extractie SFE (de 30,46 %) se poate
obtine deruland procesul la o presiune de 100 bar si temperaturd de 40 °C. Pentru acest randament s-
a inregistrat un consum de solventi de cca. 2,5 kg CO2/kg coaja de molid, respectiv 24,94 kg EtOH
-70/ kg coaja de molid. La aceste conditii de lucru, continutul total polifenoli determinat a fost de
314,49 mg/g extract uscat, in timp ce continutul total de flavonoide a fost de 100,67 mg/g extract
uscat iar continutul total de taninuri a fost 26,38 mg/g extract uscat. Totodata, testul DPPH a aratat
faptul ca extractele polifenolice din coaja de molid prezintd o activitate antioxidantd Tnsemnata,
procentele de inhibare obtinute fiind in medie cuprinse intre 80 - 90 %.

4.  Datele obtinute prin cele doua tehnici de extractie au fost folosite pentru efectuarea
unei analize prin comparatie cu tehnica clasica extractie cu solventi. Analiza comparativa a luat in
considerare aspecte precum: timpul de extractie necesar, raportul solvent/ biomasa utilizat, continutul
total de polifenoli extrasi analizat spectrofotometric si cantitatea de compusi polifenolici identificati
si cuantificati prin HPLC. Rezultatele acestei analize, recomandd SFE ca cea mai buna tehnica pentru
extractia compusilor polifenolici din coaja de molid, avand randamente de extractie cu cca. 73 % mai
mari fata de extractia asistata de ultrasunete si cu cca. 88 % fatd de extractia clasica cu solventi.

5. Un alt obiectiv urmdrit, a avut ca scop identificarea unor directii, compatibile cu
mediul inconjurator de utilizare a extractelor polifenolice de coaja de molid obtinute. Una dintre
directiile propuse si studiate in acest sens, a fost cea de utilizare a extractelor vegetale ca tratament
al semintelor de busuioc, cu scopul stimularii principalelor procese fiziologice si metabolice ale
plantei. Rezultatele obtinute au indicat faptul ca in comparatie cu probele martor, in cazul aplicarii
tratamentului cu solutii polifenolice s-a Tnregistrat o intensificare cu peste 26,5 % pentru energia de
germinare si de 18,5 % pentru capacitatea de germinare. O crestere semnificativd a numadrului de
celule aflate n diviziune celulara (de la 369 pentru proba martor la 593) a fost de asemenea observata,
sugerand astfel o accelerare a proceului de inmultire ale plantei.

Un alt studiu privind aplicabilitatea extractelor obtinute a fost cel de ca agent reducator in
procesele de sintezd a unor nanoparticule metalice (de argint), de mare insemnatate in medicina si
farmacie prin proprietatile antibacteriene si antimicrobiene ce le prezinta. Rezultatele obtinute Tn
urma studiului privind biositeza nanoparticulelor de argint, afirma potentialul extractului de coaja de
molid de a reduce ionii Ag* din sarea de azotat de argint la ioni Ag® cu formarea de nanoparticule
metalice. Studiile spectrofotometrice preliminare au aratat faptul ca un raport de 1:10 mL extract/
mL sare de argint, la o concentratie de 1 mM sunt cele mai bune conditii de conducere a procesului
de sinteza a NP de Ag, folosind extractul polifenolic din coaja de molid ca agent reducator.

De asemenea, nanoparticulele sintetizate prezinta o capacitate de inhibare ridicata, testata pe
5 culturi bacteriene (Staphylococcus aureus (+); S. aureus (-); Escherichia coli (+); Klebsiella
pneumoniae (+); Pseudomonas aeruginosa (-)). Aceasta capacitate de inhibare demonstrata pe un
numdr relativ mare de culturi bacteriene, sustine posibilitatea de utilizare a acestor tipuri de
nanoparticule metalice in domeniul medical si farmaceutic.
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Prin urmare se poate aprecia ca teza de doctorat aduce contributii fundamentale si aplicative
de utilizare practica a unor compusi cu activitate biologica, si:

» oferd date preliminare privind conditiile de operare a proceselor de extractie folosind

fluide supercritice si ultrasunete;

» prezintd un studiu cinetic amanuntit asupra procesului de extractie asistat de ultrasunete
ale carui rezultate pot fi folosite pentru optimizarea ulterioara a procesului, pentru
cresterea eficientei dar si pentru o posibild transpunere la nivel pilot sau industrial,
prin raportare la parametrii cinetici specifici determinati;

» prezintd o analizd comparativa detaliata cu avantaje, dezavantaje si recomandari privind
cele doua tehnici neconventionale de extractie a compusilor polifenolici din coaja de
molid;

» oferd o caracterizare amanuntitd a extractelor polifenolice separate, incluzand atat
continuturile totale de compusi polifenolici, flavonoidici si taninici separati (cantitativ
si calitativ) cat si activitatile antioxidante ale acestora;

= propune noi directii de utilizare si aplicabilitate a compusilor polifenolici din extractele
vegetale, si anume ca bioregulatori de crestere sau ca agenti reducatori in procesele de
sinteza a unor nanoparticule metalice.

Rezultatele prezentate in teza de doctorat, pot constitui baza pentru proiectarea si
optimizarea unor noi procese si tehnici de extractie a compusilor bioactivi cu structura polifenolica
din biomasa, a caror aplicabilitate In diferite domenii vizeaza sectoare precum industria cosmetica si
farmaceutica, medicina si cresterea plantelor.
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