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INTRODUCERE

Biomasa lignocelulozica reprezinta o sursa sustenabila de materie prima ce poate fi
utilizata in domenii precum agricultura, constructii, mediu, cosmetica, medicina s.a.m.d..
Utilizarea acesteia presupune o serie de avantaje precum disponibilitate crescuta, costuri
reduse de productie, proprietati fizice, chimice si mecanice remarcabile, dar si unele
dezavantaje precum aplicabilitate selectiva, tehnici specifice de prelucrare, durata de viata
redusa comparativ cu materialele sintetice s.a.m.d. Printre provocarile intalnite in prelucrarea
biomasei se afla cantitatea de deseu vegetal care se acumuleaza, dupa selectarea
componentelor de interes, creand probleme economice, sociale, dar in special de mediu. In
industria forestiera, dupa prelucrarea masei lemnoase raméan cantitati mari de lemn, sub forma
de deseuri insuficient valorificate. De exemplu, in urma procesului tehnologic de prelucrare a
lemnului, rumegusul obtinut prin sectionarea acestuia este transformat in peleti, insa coaja, ce
este o sursa sustenabila de compusi polifenolici si nu numai, este de cele mai multe ori
disponibilizata.

in contextul valorificarii deseurilor vegetale si utilizarii acestora la nivel industrial,
cercetatorii si-au indreptat atentia catre studiile privind extractia, stabilizarea si formularea
compusilor chimici naturali din biomasa. in aceastd directie, societatea stiintifica aplica
tehnologii actuale si cauta noi perspective de prelucrare a biomasei vegetale, permitand
obtinerea de bioproduse prin procedee verzi si cu costuri reduse.

Coaja reprezinta o sursa sustenabila de compusi chimici naturali, precum lignina,
zaharuri, hemiceluloze, celuloza sau extractibile ce pot fi utilizati cu succes in diverse scopuri.
Din categoria extractibilelor, compusii polifenolici se remarca printr-o reactivitate crescuta
(datorata numeroaselor grupari -OH din structura) atribuindu-le proprietati remarcabile ce-i
propulseaza in utilizari atat in sistemele biologice cat si in remedierea componentelor de
mediu. Studiile din literatura de specialitate confirma utilizarea acestora in sistemele biologice
ca agenti antibacterieni, antioxidanti, anticancerigeni sau antiinflamatori, cat si in sistemele de
mediu fiind utilizati ca bioregulatori de crestere a plantelor sau biosorbenti pentru unii poluanti
organici sau anorganici din sol si apele uzate. Desi compusii polifenolici prezinta proprietati
deosebite, demne de a fi utilizati la nivel industrial, stabilitatea acestora la factorii externi
precum lumina, oxigenul atmosferic sau temperatura este relativ scazuta. Acest fapt a impus

dezvoltarea unor metode de formulare a acestora sub forma de biocompusi cu scopul de a
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potenta proprietatile si de a largi domeniul de aplicabilitate. Studiile au aratat ca incluziunea
compusilor polifenolici Tn materiale polimerice sau formularea acestora ca nanomateriale nu
duc doar la cresterea stabilitatii polifenolilor la factorii externi, ci contribuie si la imbunatatirea
proprietatilor biologice al materialului de incluziune crescand valoarea produsului obtinut.
Astfel, biocompusii ce contin extract polifenolic din biomasa isi gasesc aplicabilitate in:
industriile electrice si electronice sub forma de complecsi metalici (Karpagavinayagam si
colab., 2019); in sisteme de mediu prin indepartarea unor poluanti din apele uzate cand sunt
formulati sub forma de nanoparticule (Cheng si colab., 2022); dar si in industria alimentara
permitand purificarea sucului de mere atunci cand sunt inclusi in criogeluri (Yavaser si colab.,
2020).

Prin urmare, formularea compusilor polifenolici din extractibile din biomasa in noi
produse vine cu avantajul cresterii valorii compusilor initiali, incurajand utilizarea deseurilor
vegetale ca surse de materie prima si face astfel trecerea spre o economie circulara cu
atingerea conceptului de ,zero deseuri”.

Raportandu-ne la cele mai recente studii existente in literatura de specialitate, tema
abordata in cadrul lucrarii intitulata ,,RECUPERAREA EXTRACTIBILELOR DIN DESEURI DE
BIOMASA SI CONVERSIA ACESTORA iN NOI BIOPRODUSE CU APLICATII iN SISTEME
BIOLOGICE $I DE MEDIU” isi propune sa aduca contributii cu privire la valorificarea
extractului polifenolic din coaja de molid prin obtinerea de noi compusi chimici cu posibile
aplicatii in sisteme de mediu si biologice. Scopul temei abordate este de a valorifica cat mai
complex deseurile de biomasa vegetala, avand in vedere ca etapele parcurse si tehnicile
utilizate pentru obtinerea biocompusilor sa se incadreze in conceptul de ,,chimie verde”.

Obiectivul general al lucrarii de doctorat este asadar valorificarea extractului polifenolic
din coaja de molid prin formularea de biocompusi cu potentiale aplicatii in remedierea
componentelor de mediu si in sisteme biologice, pentru reducerea cantitatii de deseuri
rezultate in industria prelucrarii lemnului. Pentru atingerea obiectivului principal, s-a propus
atingerea urmatoarelor obiective specifice:

O1 —selectarea, pregatirea si caracterizarea fizico-chimica a cojii de molid, in vederea
obtinerii extractibilelor (compusi polifenolici);

O2 - optimizarea parametrilor de lucru pentru extractia asistatd de ultrasunete a
compusilor polifenolici din coaja de molid cu scopul cresterii randamentului si reducerea

timpului de extractie;



O3 — caracterizarea fizico-chimica, morfologica, structurala si biologica a extractului
polifenolic obtinut Tn conditii optime Tn vederea identificarii unor potentiale aplicatii ;

04 — formularea extractului polifenolic sub forma de biocompusi (combinatii complexe,
nanoparticule, fibre si criogeluri) si caracterizarea fizico-chimica, morfologica, structurala si
biologica a acestora

O5 - valorificarea criogelurilor incarcate cu extract polifenolic prin propunerea unor
aplicatii in procesele de remediere a apelor uzate, dar si in sisteme biologice agenti
antibacterieni si antioxidanti.

Lucrarea de doctorat este structurata in doua parti.

Prima parte a fost dedicatd studiului de literaturd si abordarea stadiului actual al
cercetarilor in domeniul valorificarii extractibilelor din biomasa. Aceasta parte este dezvoltata
in Capitolul 1, intitulat Stadiul actual al cercetarilor privind posibilitatile de separare,
caracterizare si formulare a extractibilelor din biomasa. Acest capitol prezinta clasificari
succinte ale extractibilelor din biomasa si a compusilor polifenolici, precum si metode de
separare a acestora prin tehnici conventionale si neconventionale, cu accent pe cele
neconventionale. Obiectivul principal al tezei fiind valorificarea extractului din coaja de molid,
acest capitol, cuprinde si parcurgerea stadiului actual al cercetarilor privind proprietatile
biologice ale compusilor polifenolici din biomasa, dar si posibilitatile de formulare ale acestora
in biocompusi cu scopul cresterii stabilitatii si largirii domeniului de utilizare in sistemele
biologice.

Partea a doua cuprinde 7 capitole si reda partea de contributii originale a lucrarii de
doctorat, in care sunt prezentate datele si rezultatele experimentale obtinute pe parcursul
perioadei de pregatire prin doctorat.

Capitolul 2 prezinta materialele si metodele utilizate in cercetare. in acest capitol este
specificata sursa de provenienta a cojii de molid si procedurile utilizate pentru pregatirea si
caracterizarea acesteia in vederea obtinerii de extractibile. De asemenea, sunt prezentate
materialele, aparatura, metodologia de lucru si analiza in vederea optimizarii procesului de
extractie asistata de ultrasunete, a caracterizarii si formularii extractului polifenolic sub forma
de complecsi, nanoparticule, fibre si criogeluri si cu potentiale aplicatii biologice si de mediu.
Formularea extractului polifenolic are loc prin varierea parametrilor de lucru (concentratie, pH,

solventi, timp de actiune) redate detaliat, alaturi de metodele de caracterizare a produselor



obtinute. Utilizarea bioproduselor incarcate cu extract polifenolic s-a realizat Tn sisteme
biologice si de mediu, iar metodele aplicate sunt prezentate tot in acest capitol.

Capitolul 3 este dedicat pregatirii materialului vegetal pentru experimentare precum si
analizei preliminare si fizico-chimice. Pentru analiza preliminara s-a determinat continutul de
cenusa si umiditate, urmat de dozarea componentilor principali din coaja de molid, precum si
caracterizarea structurala a acesteia prin Spectroscopie in Infrarosu cu Transformanta Fourier
(FTIR). Aceste analize ajuta la identificarea in biomasa studiatd a compusilor de interes i
indica posibilitati de dezvoltare ulterioara de noi produse.

Capitolul 4 prezinta studiul de optimizare a extractiei compusilor de interes intr-un
proces asistat de ultrasunete. in vederea cresterii randamentului de extractie si avand la baza
studiile de cercetare efectuate in cadrul colectivului, s-au aplicat doud metode de extractie a
compusilor polifenolici. Prima metoda consta in adaugarea de B-ciclodextrina, cu rol de
incluziune a compusilor polifenolici in timpul procesului de extractie in baia de ultrasunete, iar
cea de-a doua metoda presupune schimbarea sursei generatoare de ultrasunete (prin
utilizarea sondei de ultrasunete) fara alte adaosuri. Studiile au continuat pe cea de-a doua
metoda de obtinere a extractului polifenolic, iar procesul a fost optimizat intr-un plan
experimental de tip 3% (27 experimente) urmat de analiza prin metoda ANOVA.

Capitolul 5 cuprinde caracterizarea fizico-chimica si biologica a extractului polifenolic
obtinut in conditii optime. Astfel, s-a determinat cantitatea de masa uscata a extractului
polifenolic (fiind si varianta de prelucrare a extractibilului in ideea formularii biocompusilor)
obtinuta prin concentrarea acestuia la rotavapor si uscarea ulterioara prin liofilizare; s-a
determinat continutul de zaharuri reducatoare precum si dozarea gruparilor functionale. Profilul
cromatografic obtinut prin cromatografie lichida de Tnaltd performantd a permis identificarea
compusilor principali prezenti in extractul polifenolic si a oferit informatii in legatura cu
posibilitatile de formulare si valorificare a extractului. Evaluarea proprietatilor biologice s-a
realizat prin determinarea activitatilor anticancerigene si antioxidante ale extractului polifenolic
studiat.

in Capitolul 6 sunt redate posibilitati de formulare ale extractibilelor din coaja de molid.
Astfel, s-a realizat atat biosinteza de complecsi si nanoparticule cu ioni de fier si cupru, cat si
obtinerea de fibre prin electrofilare (electrospining) cu B-ciclodextrine. Compusii obtinuti au fost

caracterizati din punct de vedere fizico-chimic si structural.



Capitolul 7 este cel mai complex si amplu cuprinzand etapele parcurse si rezultatele
obtinute in sinteza si caracterizarea criogelurilor de dextran incarcate cu extract polifenolic din
coaja de molid. Pentru obtinerea criogelurilor s-au efectuat studii privind influenta concentratiei
de extract polifenolic, dextran si reticulant folosite in biosinteza. Fiecare studiu cuprinde
determinarea randamentului de obtinere a criogelurilor, determinarea compozitiei elementale,
a porozitatii si a gradului de umflare in functie de concentratiile reactantilor. Cuantificarea
rezultatelor a inclus si analiza structurala si morfologica a compusilor obtinuti.

Capitolul 8 prezinta posibilitati de valorificare a criogelurilor incarcate cu extract
polifenolic. Astfel se propun aplicatii in sisteme biologice dovedind activitatea antioxidanta si
antibacteriana a produselor obtinute, in culturi patogene de Salmonella typhymurium, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli. Toate cele trei tipuri de bacterii au fost complet inhibate de
criogelurile de dextran incarcate cu compusi polifenolici. De asemenea, criogelurile ce contin
cea mai mare concentratie de extract polifenolic prezinta si cea mai intensa activitate impotriva
radicalului superoxid, dovedita prin utilizarea metodei DPPH.

Ca aplicatii de mediu s-a studiat capacitatea criogelurilor obtinute de a indeparta
poluanti (organici si anorganici) din ape uzate. Astfel, s-au evaluat proprietatile sorbtive ale
criogelurilor in sisteme statice monocomponent, in prezenta unor poluanti precum coloranti
(albastru de metil si cristal violet) dar si metale grele Cu(ll) si Pb(ll). Criogelurile pe baza de
dextran si compusi polifenolici au demonstrat capacitati de sorbtie superioare comparativ cu
cele raportate in literatura pentru alte tipuri de sorbenti dar pentru aceiasi coloranti. in ape
uzate ce contin ioni de Cu(ll0 sau Pb(ll) criogelurile au fost eficiente la pH slab acid (6,5) cu
utilizarea de doze mici de sorbent (0,25 g/L).

Lucrarea de doctorat se incheie cu diseminarea rezultatelor experimentale si
concluziile finale in care sunt ilustrare, intr-o forma compacta, rezultatele cercetarii.

Diseminarea rezultatelor cercetarilor a fost realizata prin publicarea a doua articole ISI,
un articol BDI si prin participarea la trei conferinte internationale si una nationala prezentate in

detaliu in sectiunea Activitate stiintifica.



PARTEA A DOUA: CONTRIBUTII PROPRII
CAPITOLUL 2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Pentru atingerea obiectivelor propuse in cadrul acestei lucrari s-a propus o schema de
lucru care reda parcurgerea etapelor urmarite (Figura 2.1.) Prima etapa a presupus colectarea
materialului vegetal (coaja de molid, Picea abies) si pregatirea acesteia pentru experimente
printr-un pre-tratament, urmata mai apoi de o caracterizare fizico-chimica. Materialul in
prealabil pregatit a fost supus procesului de extractie a compusilor polifenolici prin intermediul
ultrasunetelor. Optimizarea procesului de extractie s-a realizat prin urmarirea parametrilor ce
influenteaza puternic procesul de extractie (temperatura, timp, amplitudine), pornind de la
studiile realizate in colectivul nostru in anii anteriori de catre Ghitescu si colab., 2015 si
Talmaciu si colab., 2016. Extractul polifenolic astfel obtinut a fost caracterizat din punct de
vedere fizico-chimic si biologic, iar mai apoi a fost valorificat prin obtinerea de bio-produse cu

potentiale aplicatii in sisteme biologice si de mediu.

Coajd df molid

Curitare .
Uscare HPretratare

Micinare

Caracterizare fizico-chimica:
timp =5 min. 10min, 15min. ~ Dozarea compusilor principali A=30%, 50%,70%

In bai - . . Cu sondi de
In baie de Obtinerea extractului polifenolic
ultrasunete L S ultrasunete
prin extractia asistatd de ultrasunete
SL=110 7 l T=30°C, 40 °C, 50 °C
Caracterizarea fizico-chimicd a extractului polifenolic
‘ Formularea extractibilului sub forméd de biocompusi ‘
Caracterizare . i . Criol cluri Nan£ fbre Caracterizare
fizico-chimich Complecsi si Nanoparticule ' f fizico-chimici
l l Biologice: - antioxidanti
) o A - antibacterieni
Caracterizare fizico-chimicd Aplicatii

Bioremediere:- adsorbtia ionilor metalici
-indepartarea colorantilor

Figura 2.1. Schema propusa pentru atingerea obiectivelor din cadrul acestui studiu
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CAPITOLUL 3. PREGATIREA BIOMASEI DE INTERES SI ANALIZA FIZICO-CHIMICA A
ACESTEIA

3.1. Analiza preliminara si dozarea componentilor principali din coaja de molid
In urma analizei chimice s-a constatat un continut de umiditate de 9,73% si cenusa
3,62%. Datele experimentale pentru dozarea componentilor principali au indicat un continut de
14,08% hemiceluloze, 28,72 % celuloza si 36,15 % lignina. Rezultatele privind dozarea

componentilor principali sunt in concordanta cu tipul biomasei utilizat (Bejenari si colab., 2022,

Cabolova si colab., 2021, Thorenz si colab., 2018).

3.2. Analiza cojii de molid prin Spectroscopie in Infrarosu cu Transformanta Fourier
(FTIR)
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Fig. 3.2. Spectrul FTIR al cojii de molid

Conform figurii 3.2. putem aprecia ca vibratiile de legatura corespunzatoare lungimilor
de unda identificate prin analiza FTIR pune in evidenta prezenta a numeroase grupari

functionale printre care si cele ce se gasesc in structura compusilor polifenolici precum C-H,

C-0, O-H, C=0, dar si a componentilor principali ai cojii de molid.



CAPITOLUL 4. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA EXTRACTIBILELOR iN
PREZENTA ULTRASUNETELOR (UAE)

4.1. Metode de obtinere a extractibilelor prin extractie asistata de ultrasunete

1 — amestec coaja: solvent

2 —apa a)
3 — sursa de caldura

4 - traductori 2 i

5 - termometru

Coaja de molid Temperatura Centrifugare
-

Extract
Solvent Timp Filtrare polifenolic
b)
1- generator de ultrasunete
2- proba 1
3- baie de racire e

Temperaturi (°C)
Coaji de molid Timp (min)
Amestec etanol: apa Amplitudine (%)
70% (v/v)

Centrifugare
Extract

e————— polifenolic

Filtrare

Figura 4.1. Schema de lucru. Obtinerea extractibililor prin intermediul baii de ultrasunete (a) si
a sondei de ultrasunete (b)

Extractia asistata de ultrasunete poate fi realizata prin utilizarea unei bai de ultrasunete
(Figura 4.1. a) sau a unei sonde de generare de ultrasunete (Figura 4.1. b). Indiferent de
aparatura selectatd pentru procesul de extractie se va tine cont de parametri precum
amplitudinea, puterea disipata, timpul si temperatura pentru a obtine un randament ridicat al
procesului de extractie. S-au analizat ambele metode ale procesului de extractie asistat de

ultrasunete a compusilor polifenolici din coaja de molid.

4.1.1. Extractia compusilor polifenolici pe baie de ultrasunete in absenta si prezenta de
B-ciclodextrina

S-a studiat posibilitatea de extractie pe baie de ultrasunete in prezenta B-ciclodextrinei,
in ideea cresterii randamentului de extractie dar si de a incapsula compusii polifenolici in

structura acesteia potentandu-le astfel proprietatile biologice care pot suferi modificari in urma
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contactului cu factorii exteriori (temperatura, lumina, oxigenul atmosferic). Data fiind
insolubilitatea B-ciclodextrinei in solventul de tip etanol, procesul de extractie a fost destul de
dificil, iar randamentul extractului nu a crescut semnificativ (de la 31,64 mg/g la 33,75 mg/g
(tabel 4.2.)). Din acest motiv metoda propusa nu poate fi luata in considerare pentru cresterea
randamentului de extractie dar poate fi justificata pentru inglobarea compusilor polifenolici

concomitent cu extractia acestora.

Tabel 4.2. Continutul total de polifenoli prezenti in extractele cu B-CD

. Timpul de _— TPC (mg
Nrrt.C Cong_eglt)ratla extractie Tem[(aoti:r;ltu ra ssﬁ/%%rtt (Z(-) I|I1?L) echivalenti GAE/ g
) (min) ) coaja de molid)

1 - 31,64
5 5 34,37
45 50 1:10 33,13

19,25

3 10 18,665

4.2. Optimizarea metodei de extractie asistata de ultrasunete generate de sonda
Studiul s-a efectuat tindnd cont de influenta amplitudinii, a temperaturii si a timpului

asupra randamentului Tn compusi polifenolici separati.(Tabel 4.4).

Tabel 4.4. Concentratia compusilor polifenolici in functie de temperatura, amplitudine si timp la
extractia asistata de sonda de ultrasonare

Continutul total de polifenoli

Nr. | Temperatura Timp Amplitudine (mgGAEI/g coaja de molid)
Crt. (*2°C) (min) (%) Media Deviatia

aritmetica CTP standard
1 5 34,2 1,1126
2 10 30 35,99 1,7750
3 15 35,5 2,1040
4 5 34,95 1,1125
5 30 10 50 38,09 0,8976
6 15 37,61 1,8129
7 5 36,62 1,9042
8 10 70 37,74 0,8465
9 15 36,02 0,1484
10 5 41,67 1,1923
11 10 30 41,86 1,1933
12 40 15 39,93 0,9990
13 5 41,79 1,4629
14 10 50 42,20 0,2691
15 15 39,83 1,4128




16 5 39,9 1,4298
17 10 70 39,93 1,2678
18 15 37,68 1,8605
19 5 37,18 1,1609
20 10 30 39,13 2,5290
21 15 40,81 0,3717
22 5 38,37 0,5927
23 50 10 50 40,67 1,5477
24 15 40,24 0,6636
25 5 38,4 0,9169
26 10 70 39,1 1,0414
27 15 37,36 0,9549

In urma parcurgerii unui plan experimental factorial complet de tip 32 (27 experimente)
si a analizei variatiei prin metoda ANOVA (tabel 4.5.) s-a stabilit ca temperatura de 40°C ,
timpul de 10 minute si amplitudinea oscilatiilor de 30% permite obtinerea continutului cel mai
ridicat de compusi polifenolici (42,41 mg/g). Cu ajutorul sondei de ultrasonare timpul de
extractie scade la 10 minute fatd de 45 min pentru aceeasi extractie realizata in baia de

ultrasunete.

Tabelul 4.5. Analiza variantei prin metoda ANOVA

Sursa DF’ Adj SS Adj MS Testul-F | Testul-P
Model 18 0,938963 0,052165 17,80 < 0,001
Temperatura 2 0,663096 0,331548 113,12 <0,001
Amplitudinea 2 0,073838 0,036919 12,60 0,003
Timpul 2 0,065292 0,032646 11,14 0,005
Interactiuni
Temperatura*Amplitudine 4 0,055418 0,013854 4,73 0,03
Temperatura*Timp 4 0,068755 0,017189 5,86 0,017
Amplitudine*Timp 4 0,036693 0,009173 3,13 0,08
Lack-of-Fit 7 0,015306 0,002187 0,27 0,905
Pure Error 1 0,008143 0,008143
Total 26 0,962411

" DF — grade de libertate; Adj SS — patratul sumelor ajustate; Adj MS — patratul mediei ajustate
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CAPITOLUL 5. CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA $SI BIOLOGICA A EXTRACTULUI
POLIFENOLIC OBTINUT iN CONDITII OPTIME

5.1. Caracterizarea fizico-chimica a extractului polifenolic

5.1.1. Analiza FT-IR a extractului polifenolic obtinut din coaja de molid

Extractul polifenolic al cojii de molid (Picea Abies)

Figura 5.1. Spectrul FTIR al extractului polifenolic din coaja de molid

Pentru analiza structurala si compozitionald a extractului polifenolic, s-a utilizat metoda
spectroscopiei in infrarosu (Figura 5.1.). Aceastd metoda a permis identificarea gruparilor

functionale, oferind informatii despre structura compusilor separati in extractul obtinut.

5.1.2. Determinarea continutului de substanta uscata din extractul polifenolic obtinut la
sonda

Pentru a determina masa de substanta uscata s-a utilizat extractul concentrat la
presiune redusa (175 mbar) la rotavapor, pana la eliminarea completa a etanolului din sistem.
A urmat apoi o etapa de uscare prin liofilizare, dupa care s-a determinat, prin cantarire,
substanta uscata. Experimentul s-a realizat folosind 50 mL de extract obtinut la sonda de
ultrasunete. Tn urma metodei descrise mai sus s-a obtinut 0,53g substanta uscata/ 50 de mL
extract polifenolic. In urma calculelor rezulta ca se obtin 8,387 g substanta uscaté extract/ 100

g coaja absolut uscata luata in lucru.
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5.1.3. Determinarea continutului total de zaharuri reducatoare cu metoda acid dinitro-
salicilic (DNS)

Studiul s-a realizat prin spectrofotometrie UV-VIS la lungimea de unda de 540 nm. Curba
de calibrare a fost realizata utilizand solutii de glucoza cu concentratii de 0,4 mg/mL, 1mg/mL,
2 mg/mL, 3 mg/mL si 4 mg / mL. Analiza a permis identificarea unei cantitati considerabile de
zaharuri reducétoare in extractul obtinut din coaja de molid avand o valoare de 16,37 mg ZR/g

coaja.

5.1.4. Profilul cromatografic al extractului polifenolic obtinut

Analiza cromatograficd a extractului polifenolic
2500 - 4
6
2000
- 1500 4 ‘
Emou - ‘ ‘
500 4 [
1 3 3 k nil o7
0 ; . .'JLI—J < J LN, P - : 3
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Timp (min)

Figura 5.2.Profilul cromatografic al extractului polifenolic

Metoda cromatografica folosita a permis identificarea a sapte compusi polifenolici si
anume: catehina (2) si acizii galic (1), vanilic(3), siringic(4), sinapic(5), ferulic(6) si p-cumaric
(7). Acizii siringic, ferulic si sinapic s-au regasit in concentratie mai ridicata, fiind urmati de

catehina si acizii galic, vanilic si p- cumaric.

5.2. Proprietatile biologice ale extractului polifenolic din coaja de molid

5.2.1. Activitatea anticancerigena

Activitatea anticancerigena a extractului polifenolic a fost determinata printr-un studiu
electrochimic de interactiune a acestuia cu molecule de ADN. Comportamentul electrochimic
al extractului polifenolic s-a studiat prin punerea in contact cu diferite concentratii ale solutiilor
de ADN, iar formarea legaturilor dintre gruparile functionale ale extractului polifenolic si

molecula de ADN s-a pus in evidenta prin spectrofotometrie UV-VIS (Figura 5.3.). In cadrul
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acestui studiu, ADN-ul dublu catenar a fost extras din sangele de pui utilizand metoda de liza

a celulelor nucleare (Oleksi si colab., 2006).
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Figura 5.3. Spectrele de absorbtie electronice ale extractului polifenolic Th prezenta unor concentratii
crescande de ADN

5.2.2. Activitatea antioxidanta

Pentru a masura activitatea antioxidanta a extractului polifenolic s-a urmarit proprietatea
acestuia de a capta radicalii superoxid, Oz . Studiul s-a realizat prin aplicarea testului de
captare a radicalilor liberi in DMSO/0,1M BusNBF4, iar ca metoda de analiza s-a aplicat
voltametria ciclica. Rezultatele experimentale au aratat ca extractul polifenolic prezinta
capacitati antioxidante remarcabile fiind mai eficient (ICso = 0,09) decéat standardul folosit drept
referintd (a- tocoferol; 1Cso =3,04). in urma analizei capacitatii antioxidante a extractului
polifenolic prin voltametrie ciclica, s-a observat o scadere a potentialului radicalului superoxid

odata cu cresterea concentratiei de extract polifenolic (Figura 5.5.).

--100
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Figura 5.5. Voltamograma ciclica a DMSO/0,1M Bu:NBF, saturat cu oxigen pe un electrod de Pt in
absenta si prezenta diferitelor concentratii de extract polifenolic (10 mg/mL) cu o viteza de scanare de
100 mV/s
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CAPITOLUL 6. POSIBILITATI DE FORMULARE A EXTRACTULUI POLIFENOLIC DIN
COAJA DE MOLID SUB FORMA DE COMBINATII COMPLEXE, NANOPARTICULE SI
FIBRE

6.1. Sinteza de combinatii complexe si de nanoparticule
Sinteza combinatiilor complexe si a nanoparticulelor s-a realizat cu molecule standard
de (+)-catehina (2mM si 4mM), compus identificat in componenta extractului polifenolic, si
solutie de Cu(ll) (0,5 mM- 0,7 mM), in diferite medii de reactie. Studiul s-a efectuat tinand cont
de influenta raportului stoechiometric Metal:Ligand (ioni de cupru si (+)-catehinei) precum si de
concentratiile acestora. Formarea complecsilor si a nanoparticulelor s-a pus in evidenta prin

intermediul spectrofotometriei UV-VIS.

6.1.1. Sinteza combinatiilor complexe in mediu de acetat de sodiu 20 mM, pH=5

Al

Figura 6.1. Spectrul UV-vis al complecsilor ce contin (+)- catehind 4mM si Cu(ll) in
concentratii diferite (0,5 — 4 mM) din momentul aparitiei coloratiei (a) si dupa 210 min de la

initierea reactiei (b) in prezenta acetatului de sodiu

Analiza spectrofotometrica (figura 6.1.) confirma formarea legaturilor dintre Cu(ll) si (+)-
catehina prin prezenta picurilor corespunzatoare inelului B, la lungimea de unda de 395 nm.
Cresterea concentratiei ionului de cupru determina o complexare mai rapida, insa odata cu
cresterea acesteia stabilitatea complexului, in timp, scade (dupa 210 minute). Prin utilizarea
acetatului de sodiu, se obtin complecsi cu stabilitate relativ scazuta, formarea acestora facand

parte din procesul de obtinere a nanoparticulelor.
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6.1.2. Sinteza combinatiilor complexe in solutie de tartrat acid de potasiu si etanol 20%
(viv) 20 mM, pH=3,7

Utilizarea tartratului acid de potasiu nu a prezentat rezultate satisfacatoare in obtinerea
complecsilor datorita timpului ridicat de formare a legaturilor ionice. Investigatiile
spectrofotometrice au fost realizate in momentul aparitiei coloratiei galben pal. Dupa 20 de zile
de la punerea in contact a solutiilor coloratia specifica formarii complecsilor s-a remarcat doar
pentru probele ce contin catehina 2 mM nu si pentru cele ce contin (+)- CatH 4 mM (Figura
6.4.).

a) b)

Figura 6.4. Spectrul UV-vis al complecsilor ce contin (+)-CatH 2 mM (a) si resectiv4 mM (b) dupa 20

zile de la punerea in contact a reactantilor

6.1.3. Sinteza combinatiilor complexe in amestec etanol: apa 70% (v/v), pH =5
Combinatiile complexe obtinute n prezenta etanolului au prezentat o stabilitate crescuta
comparativ cu celelalte medii de reactie prezentate anterior, fiind totodata si solventul utilizat
la obtinerea extractelor polifenolice din coaja de molid. In urma experimentului s-a constatat ca
solutia de etanol 70%, favorizeazd formarea complecsilor de cupru cu polifenoli de tipul
catehinei, procesul de complexare avand loc rapid (dupa 7 minute), iar stabilitatea este extrem

de ridicata (pana la 7 luni) daca sunt feriti de lumina si mentinuti la rece.

2l

a) b)

Figura 6.5. Spectrul UV-vis al formarii complecsilor dupa 30 minute (a) si respectiv 72 de ore (b)
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6.2. Sinteza nanoparticulelor cu standard de (+)-Catehina
Datele din literatura confirma faptul ca obtinerea combinatiilor complexe cu catehina in
solutie de acetat de sodiu sunt extrem de instabile, insa acest sistem poate fi folosit ca parte
din procesul de formare a nanoparticulelor. Pentru a urmari modul in care conditiile de lucru
favorizeaza formarea nanoparticulelor, s-a studiat influenta temperaturii de reactie, a pH-ului
solutiilor, variatia raportului stoechiometric M: L si a concentratiei ionului metalic. Procesul s-a
urmarit prin spectrofotometrie UV-VIS pana in momentul forméarii nanoparticulelor si SALD

dupa formarea completa a particulelor pentru a stabili distributia dimensionala a acestora.

6.2.1. Studiu privind influenta concentratiei ionului de cupru (ll), a timpului de reactie, a
temperaturii si pH-ului in formarea nanoparticulelor cu ioni de Cu(ll)

Studiul de pH s-a realizat prin luarea in lucru a doua solutii cu pH=5 preparate in
aceleasi conditii. Scopul acestui protocol experimental a fost acela de a identifica daca exista
diferente majore ale valorilor de pH in urma modificarii volumului la prelevarea probelor pentru
analizele spectrofotometrice. Pe durata analizei (160 minute), pH-ul acesta se pastreaza
constant nefiind influentat de volumul probelor sau variatia temperaturii din timpul procesului,
fenomen datorat transferului termic in urma manevrarii sticlariei.
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Figura 6.6. Variatia in timp a intensitatii Figura 6.7. Influenta concentratiei ionului de
absorbtiei combinatiilor complexe pana la Cu(ll) asupra formarii nanoparticulelor in functie
formarea nanoparticulelor de durata de reactie
Legenda

— timpul necesar complexarii moleculelor de (+)-CatH cu ionii de Cu(ll)
— stabilitatea combinatiilor complexe in timp
mmm — momentul formérii nanoparticulelor

Figura 6.6 ilustreazd momentul aparitiei nanoparticulelor sub forma precipitatului,
insotita de scaderea in intensitate a picului. Din aceste date se poate observa ca timpul
necesar formarii combinatiilor complexe este de 50 de minute pentru parametrii utilizati, fiind

urmata de stabilizarea acestora in timp (coloanele galben intens) si apoi de formarea
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nanoparticulelor in intervalul 100- 160 min. Analiza spectrofotometrica a evidentiat o crestere
a concentratiei complexului format o daté cu cresterea concentratiei ionului de cupru. Aceasta
este apreciata prin cresterea intensitatii picului corespunzator inelului B (formarea legaturii
dintre (+)-catehina si Cu(ll)). in cazul utilizarii solutiei de Cu(ll) cu concentratia de 7 mM
formarea nanoparticulelor are loc dupa doar 90 minute (Figura 6.7), iar pentru restul solutiilor

dupa 150 min.

6.2.2. Studiu privind influenta raportului stoechiometric (metal: ligand) in formarea
nanoparticulelor cu ionii de cupru(ll)

Studiul privind variatia raportului stoechiometric metal: ligand indica faptul ca raportul
de 1:1 este cel favorabil obtinerii nanoparticulelor cu ioni de Cu(ll) si standard de catehina.
Cresterea concentratiei molare a ionului de cupru sau a catehinei, nu face decat sa rezulte sub
forma de exces de ioni metalici sau liganzi dupa finalizarea reactiei. Astfel se obtin

nanoparticule cu aspect unimodal si cu un diametru mediu de 100 nm.

6.3. Biosinteza nanoparticulelor pe baza de extracte din coaja de molid
Biosinteza nanoparticulelor pe baza de extract polifenolic din coaja de molid s-a realizat
prin co-precipitarea sarii de CuSO4:5H20 si FeCls:6H20. Astfel, pentru biosinteza
nanoparticulelor de Cu(ll) si Fe(lll) s-au luat in lucru o solutii in concentratie de 1mM si extract

polifenolic obtinut in prezenta ultrasunetelor (TPC=42,41 mg GAE/g coaja).

6.3.1. Biosinteza nanoparticulelor utilizand in sistem ioni de Cu(ll)

Raportul volumic, Cu(ll): extract polifenolic, utilizat Tn acest studiu este delO:l.
Rezultatele experimentale au indicat ca la temperatura camerei nu are loc formarea
nanoparticulelor cu ionii de Cu(ll) si ca prezenta luminii nu influenteaza procesul de obtinere a
acestora. Curbele de distributie dimensionald au indicat prezenta nanoparticulelor de
dimensiuni cuprinse intre 50-70 nm ca avand un aspect unimodal in primele 20 min de reactie
pentru probele supuse agitarii magnetice si prezenta nanoparticulelor cu dimensiuni cuprinse
intre 50-500 nm si cu un diametru mediu de 151 nm pentru probele obtinute in absenta agitarii

magnetice.
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Figura 6.10. Distributia dimensionala a Figura 6.11. Distributia nanoparticulelor pentru
nanoparticulelor pentru suspensia obtinuta la suspensia obtinuta la temperatura de 90-
temperatura de 90-96°C fara agitare magnetica 96°C cu agitare magnetica. Timp de reactie 50 minute

6.3.2. Biosinteza nanoparticulelor utilizdnd in sistem ioni de Fe(lll)

Biosinteza nanoparticulelor de Fe(lll) a avut loc la temperatura camerei prin variatia
raportului volumic Fe(lll) (1TmM): extract (1:1, 1:3, 2:1 si 1:10). Formarea nanoparticulelor cu
ionii de Fe(lll) are loc instantaneu, din momentul punerii solutiilor in contact. Experimentele au
avut loc in mediu apos si etanolic, fiind posibila formarea si analiza nanoparticulelor obtinute
in extractul apos la rapoartele volumice Fe(lll): extract = 2:1 si 10:1, iar pentru extractul etanolic
la rapoartele 1:1 si 2:1. In cazul extractului apos (Figura 6.14.) se observa obtinerea
nanoparticulelor cu diametrul mediu de 71 nm pentru raportul 2:1 si nanoparticule cu diametrul
mediu de 110 nm pentru raportul 10:1. In cazul extractului cu etanol: apa 70% (v/v) si ionii de
Fe(lll) se observa obtinerea nanoparticulelor cu diametrul mediu de 145 nm pentru raportul 2:1

si nanoparticule cu diametrul mediu de 185 nm pentru raportul 1:1.

Normalized Particle Amount
H H 8

Normalized Particle Amount
8 ¥ 9 &

(@) (b)

Figura 6.14. Caracterizarea dimensionala a nanoparticulelor de fier(lll) sintetizate in prezenta
extractului apos la raportul volumic = 2:1 (a)) si 10:1 (b))
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Figura 6.15. Caracterizarea dimensionala a nanoparticulelor de fier sintetizate in prezenta extractului
etanolic la raportul volumic = 1:1 (a)) si 2:1 (b))

6.4. Includerea extractului polifenolic in B-ciclodextrina modificata cu L-lactida prin
procesul de electrospinning
Includerea prin electrospinning, a extractului polifenolic, in fibore de B-ciclodextrina
modificata cu lactida (astfel incat sa fie compatibila cu solventul utilizat in procesul de extractie)
s-a investigat prin microscopia electronica de baleiaj (SEM). Extractul polifenolic a fost inglobat
cu succes in moleculele de B-CDLA, fibrele rezultate avand dimensiuni mai ridicate comparativ

cu B-CDLA singur (250 nm) avand un diametru mediu de 400 nm.

Fig. 6.17. Imagini SEM pentru morfologia fibrelor de B-CDLA incarcate cu extract polifenolic

6.5. Potentiale aplicatii de mediu ale nanomaterialelor obtinute
Compusii sintetizati in acest capitol, pot avea aplicatii de mediu puténd fi utilizati ca
biosorbenti pentru depoluarea apelor uzate sau in sisteme biologice ca agenti antibacterieni.
Studiile de literatura au demonstrat faptul ca polifenolii din extractele din biomasa aduc un plus
proprietatilor biologice ale acestor clase de compusi, iar prin studiul actual s-a dovedit obtinerea
cu succes a nanoparticulelor, complecsilor si nanofibrelor de B-ciclodextrind. Prin urmare,
sinteza acestor biocompusi deschid noi directii de cercetare avand in vedere aplicabilitatea

acestora in sistemele biologice si de mediu.
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CAPITOLUL 7. SINTEZA S| CARACTERIZAREA CRIOGELURILOR PE BAZA DE
EXTRACT POLIFENOLIC DIN COAJA DE MOLID $I DEXTRAN

In scopul obtinerii a de noi criogeluri bioactive s-au investigat sistematic urmatorii
parametri: gradul de reticulare, raportul dintre reactanti si concentratia dextranului. Etilenglicol
diglicidileterul (EGDGE) s-a folosit drept reticulant avand rol de agent stabilizator in timpul
procesului de gelifiere. Pentru studiul comparativ s-au sintetizat si probe martor ce contin doar

dextran si EGDGE drept agent de reticulare.

7.1. Studiul privind influenta volumului de extract polifenolic in formarea criogelurilor
Avand in vedere sinteza criogelurilor, volumele diferite de extract polifenolic concentrat

a fost raportat la volumul de dextran luat in lucru. Astfel, probele au fost notate ca fiind PF :Dx
= 1:5 (v/v) pentru criogelurile ce contin 1 mL extract si respectiv PF :Dx = 1 :2,5 (v/v) pentru
criogelurile ce contin 2 mL extract din coaja de molid. Caracterizarea criogelurilor obtinute s-a
facut din punct de vedere al randamentului de sinteza, a gradului de umflare, a porozitatii, si a

compozitiei structurale, elementale si morfologice.

7.1.1. Randamentul de obtinere a criogelurilor pe baza de dextran si extract polifenolic

din coaja de molid
Tabel 7.1. Influenta volumului de extract polifenolic asupra randamentului de obtinere, GFY %,
al criogelurilor

Reticulant Cod proba Continut (grame) Wi (9) W (@) GFY %
1 g Dx 20%

1,4 g polifenoli
0,852 g NaOH 5M
0,41925 g EGDGE 50%
1 g Dx 20%

Martor 0 g apa
PF:Dx =1:2,5 (v/v) 0,852 g NaOH 5M
EGDGE 0,41925 g EGDGE 50%
50% 1 g Dx 20%
e . 0,7 g polifenoli
PF:Dx = 1:5 (v/v) 0,852 g NaOH 5M
0,41925 g EGDGE 50%

PF:Dx =1:2,5 (v/v) 2,2830 3,67125 | 62,19%

2,1402 2,27125 | 94,23%

2,2573 2,97125 | 75,97%

1 g Dx 20%
Martor 0 g apa 0
PF:Dx = 1:5 (VIV) 0,852 g NaOH 5M 2,18%5 | 227125 | 96:4%

0,41925 g EGDGE 50%
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Rezultatele experimentale prezentate in Tabelul 7.1.releva un randament crescut pentru
obtinerea criogelurilor ce contin 1 mL extract polifenolic comparativ cu cele ce contin 2 mL.
Acest fapt poate fi datorat imobilizarii Tn structura polimerica a dextranului a unui numar mai
mare de compusi polifenolici prezenti in extractul din coaja de molid. Randamentul mai scazut
in cazul obtinerii criogelurilor ce contin 2 mL extract concentrat poate fi datorat moleculelor de

compusi polifenolici neimobilizati in structura dextranului ce apoi au suferit un proces de
oxidare ca urmare a pregatirii probei pentru analiza.

7.1.2. Analiza FT-IR a criogelurilor

Analiza prin spectroscopie FT-IR a fost aleasa ca o metoda aditionald de caracterizare
a criogelurilor pe baza de dextran si incarcate cu extractul din coaja de molid. Dupa cum se
poate observa in Figura 7.2, aceasta analiza ofera certitudinea unei structuri compozitionale

complexe, cu un continut insemnat de grupari aromatice atribuite compusilor polifenolici si
lanturilor polimerice corespunzatoare dextranului.

PF: Dx = 1:5 (v/v)
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Figura 7.2. Spectrele FT-IR ale criogelurilor PF:Dx = 1:2,5 (v/v) respectiv PF:Dx = 1:5 (v/v) si a

probelor martor corespunzatoare acestora
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Astfel, spectrul FT-IR permite identificarea vibratiilor de alungire corespunzatoare
dextranului, inregistrate la lungimile de unda cuprinse intre 1100 - 1300 cm ! corespunzéatoare
gruparilor hidroxil si a legaturilor C-O din inelele glucopiranozice respectiv la banda de
absorbtie de 3400 cm ! corespunzatoare vibratiilor de alungire a gruparilor hidroxil specifice
polizaharidelor si a compusilor fenolici (Dinu si colab. 2011). Benzile de absorbtie intre 2800-
3400 cm -1 corespund vibratiei de intindere C-H. Semnalele benzilor de absorbtie cuprinse intre

1400- 1700 cm "1 pot fi atribuite vibratiilor nucleului aromatic.

7.1.3. Analiza compozitiei elementale a criogelurilor

Compozitia elementala a suprafetei criogelurilor incarcate cu polifenoli a permis
investigarea mai precisa a compozitiei probelor precum si investigarea proprietatilor de
suprafata ale acestora. Analiza EDX ofera posibilitatea evaluarii compozitiei elementale la
suprafata criogelurilor incarcate cu polifenoli comparativ cu cele obtinute in absenta acestora.
In urma analizei s-a demonstrat incapsularea cu succes a compusilor polifenolici prezenti in
extractul din coaja de molid, prin aparitia elementelor corespunzatoare sau identificate in
compusii naturali de tip polifenol (Tabel 7.2.).

Tabel 7.2. Analiza elementala a criogelurilor in functie de raportul volumic dintre extractul polifenolic

si dextranul luat in lucru

PF:Dx=1:2,5 PF:Dx =1:2,5 (viv i~ AL PF:Dx = 1:5 (v/v

Element (Viv Martor W) PF:Dx=1:5 (vIv) Martor W)

Wt% At% Wt% At% Wit% At% Wt% At%

C 46,88 55,72 48.37 57.27 50.07 58.59 48.16 56.94

N 01,44 01,47 01.49 01.51 01.73 01.73 01.68 01.70

@) 39,99 35,69 38.44 34.16 38.73 34.02 38.89 34.52

Na 11,27 7 10.85 06.71 09.02 05.52 10.71 06.62
Mg 0,075 0,045 - - 00.04 00.02 - -
P 0,06 0,03 - - 00.05 00.02 - -
K 0,065 0,025 - - 00.08 00.03 - -
Zn 0,25 0,055 - - 00.28 00.06 - -

Cl - - 00.86 00.34 - - 00.55 00.22

7.1.4. Determinarea porozitatii (P%)

Din rezultatele experimentale se poate observa ca nu exista o diferentd majora intre

cele doua probe, valorile porozitatii fiind apropiate. Valorile obtinute se coreleazd cu cele
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raportate anterior in literatura de specialitate pentru gelurile obtinute prin tehnica
inghet/dezghet (Dinu si colab., 2011).

Tabel 7.3. Influenta volumului de extract polifenolic asupra porozitatii, P%, criogelurilor

Martor
Nr. Crt. ) AL ) A PF:Dx = 1:5 Martor
Porozitate% PF:Dx =125 (vIv) PF'D()\(//:/)l'Z’S (VIv) PF:Dx = 1:5 (V/V)
P1 % 57.86 48.68 55.8 57.25
P> % 56.60 48.05 54.22 55.24
Ma 57.23 48.36 55.01 56.25

7.1.5. Structura morfologica a criogelurilor PF :Dx = 1 :5 (v/v) respectiv PF :Dx =1 :2,5
(v/v)

Figura 7.5. Imagini SEM ale criogelurilor PF:
Dx = 1: 5 (v/iv) (A) respectiv a probei martor (B)

Figura 7.4. Imagini SEM ale criogelurilor PF: Dx
=1: 2,5 (v/v) (A) respectiv a probei martor (B)

Analiza SEM a criogelurilor incarcate cu polifenoli cu raportul volumic PF: Dx = 1: 2,5
(v/v) a permis identificarea porilor cu dimensiuni cuprinse intre 40 si 100 ym (Figura 7.4. (A)).
Tn cazul probelor obtinute Tn absenta extractului polifenolic s-au putut identifica, pori ce prezinta
o forma alungita comparativ cu cea sferica in cazul probelor incarcate cu polifenoli (Figura 7.4.
(B), cu dimensiuni cuprinse intre 40-700 pym. Analiza SEM a criogelurilor incarcate cu polifenoli
cu raportul volumic PF: Dx = 1. 5 (v/v) a permis, de asemenea, identificarea porilor de
dimensiuni variate. Astfel, s-au putut identifica ca fiind majoritari porii cu dimensiuni cuprinse
intre 10 -100 pym pentru probele incarcate cu polifenoli (Figura. 7.5. (A)). Criogelurile obtinute
in absenta extractului polifenolic (Figura 7.5.(B)) a permis identificarea, porilor cu dimensiuni
cuprinse intre 10-700 um. Analizele SEM pentru ambele probe indica imobilizarea cu succes

a compusilor polifenolici in structura polimerica a dextranului.
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7.1.6. Gradul de umflare a criogelurilor pe baza de dextran si extractul din coaja de molid

In cazul probei PF :Dx = 1:5 (v/v) se observd o umflare instantanee, ins& aceasta
descreste in primele 20 minute de la contactul cu apa ultrapura, dupa care atinge pragul de
echilibru. Acest fapt poate fi datorat eliberarii anumitor molecule de polifenoli captate slab in
structura polimerica a dextranului. Cu toate acestea in cazul probei PF :Dx = 1 :2,5 (v/v), se
observa o crestere a gradului de umflare a criogelurilor in primele 35 de minute, de la imersarea
acestora in apa ultrapura, dupa care valorile se pastreaza constante. Fenomenul poate fi
explicat printr-o captare si retinere mai eficientda a compusilor polifenolici din extractibil Tn

structura dextranului.

~Ml-PFDx=1:25 (v/v)
~[0-MPFDx=1:25 (VIV)
10 4 -M-PF:Dx=1:5 (V)
-[1-M PE:Dx=1:5(V/V)

Eas—s—o—0—a0 & &

4& LIl ' '

34

SR (g/9)

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Timp (min.)

Figura. 7.6. Gradul de umflare a gelurilor incarcate cu polifenoli raportate la cantitatea de
extract polifenolic luat n lucru

7.2, Studiu privind influenta concentratiei dextranului in formarea criogelurilor

Probele utilizate pentru studiul influentei concentratiei de dextran Tn formarea
criogelurilor s-au notat astfel: PF:Dx5% pentru criogelurile ce contin dextran in concentratie de
5 %, PF:Dx10% pentru criogelurile ce contin dextran 10% respectiv PF:Dx20% pentru probele
ce contin dextran in concentratie de 20%. extractului polifenolic cu apa bidistilata si respectarea

aceluiasi volum final de reactanti.
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7.2.1. Randamentul de obtinere a criogelurilor pe baza de dextran si extract polifenolic
din coaja de molid

Tabel 7.4.Randamentul de obtinere a criogelurilor pe baza de dextran si extract polifenolic din coaja
de molid
Denumire Proba Continut (grame) Wa(9) | Wm(g) | GFY %
0.05 g Dx 5%
0.0028 g polifenoli
0.1704 g NaOH
0.0559 g EGDGE 50%
0.05 g Dx 5%
PF:Dx 5 % 0gapa
Martor 0.1704 g NaOH
0.0559 g EGDGE 50%
0.1 g Dx 10%
. 0.0028 g polifenoli
PF:Dx 10% 0.1704 g NaOH
EGDGE 0.0559 g EGDGE 50%
50% 0.05 g Dx 5%
PF:Dx 10% 0gapa
Martor 0.1704 g NaOH
0.0559 g EGDGE 50%
1 g Dx 20%
PF:Dx 20% 1,4 g polifenoli
0,852 g NaOH 5M
0,2795 g EGDGE 50%
1 g Dx 20%
PF:Dx 20% 0gapa
Martor 0,852 g NaOH 5M
0,2795 g EGDGE 50%

PF:Dx 5 % 0.2331 | 0.2791 | 83.51%

0.2296 | 0.2766 83 %

0.2892 | 0.3291 | 87.87%

0.2632 | 0.3263 | 80.66%

2,0252 | 3,5315 | 57,34%

1,8711 | 2,1315 | 87,78%

Rezultatele experimentale prezentate in Tabelul 7.4. releva un randament mai crescut
pentru obtinerea criogelurilor ce contin extract polifenolic si Dx10%, urmata de probele cu un
continut de 5% respectiv 20% dextran. in schimb se poate observa un randament de obtinere
mai mare in cazul utilizarii dextranului in concentratie de 20% pentru probele sintetizate in
absenta extractului polifenolic. Acest fapt poate indica fie o afinitate mai crescutd a compusilor
polifenolici fatd de o concentratie mai scazutd a compusului gazda, fie incapacitatea
dextranului de a capta o cantitate mai mare din compusii de interes, datorata concentratie prea

scazute.

7.2.2. Analiza FT-IR a criogelurilor
In urma analizei spectrofotometrice nu s-au observat modificari majore in cazul structurii

criogelurilor obtinute prin modificarea concentratiei dextranului. Diferenta dintre acestea fiind
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data doar de intensitatea picurilor, dar nu si de o modificare valabila a benzilor de absorbtie.

Acest fapt este perfect normal data fiind cresterea in concentratie a compusului gazda, dextran.

7.2.3. Determinarea compozitiei elementale a criogelurilor

Tabel 7.5. Analiza elementala a criogelurilor sintetizate in prezenta diferitor concentratii de dextran

. [ . 0, . 0
PF:Dx5% PF:Dx5% PF:Dx10% | FHDX10% | pep o0y, | PRIDX20%
Martor Martor Martor
Wit% | At% | Wt% | At% | Wt% | At% | Wit% | At | Wi% | At% | Wt% | At%
C 4441 | 60.78 | 19.83 | 26.93 | 21.85 | 29.60 | 21.99 | 29.87 | 44.48 | 53.38 | 47.43 | 56.30
N | 01.55 | 01.82 | 03.60 | 04.20 | 02.88 | 03.34 | 02.94 | 03.43 | 01.70 | 01.75 | 01.33 | 01.35
O | 18.80 | 19.32 | 46.83 | 47.76 | 44.65 | 4542 | 43.22 | 44.09 | 41.01 | 36.94 | 39.29 | 35.02
Na 06.91 | 0494 | 29.74 | 21.11 | 3042 | 21.53 | 31.84 | 22.60 | 1252 | 07.85 | 11.55 | 07.16
Mg 00.05 | 00.03 - - - - - - 00.03 | 00.02 - -
P |00.17 [ 00.09 | - - 100.07 [ 0004 | - - - - - -
K | 00,44 | 00,18 - - 00.14 | 00.06 - - 00.06 | 00.02 - -
- - - - - - - - | 00.20 | 00.04 | - -
Zn
Cl | 27,67 | 12,83 - - - - - - - - 00.40 | 00,16
Rezultatele experimentale ilustrate in tabelul 7.5, permite identificarea ionilor

corespunzatori compusilor biologici Tn concentratii si prezenta corespunzatoare fiecarei probe
in functie de afinitatea acestora fata de concentratiile dextranului luate in lucru. Astfel, pentru
probele incarcate cu polifenoli ce contin 5% respectiv 10% dextran s-a identificat in plus
prezenta ionilor de fosfor, iar in cazul probelor ce contin dextran 20% se poate observa
prezenta ionilor de zinc. Acest fapt poate fi explicat printr-o afinitate aparte asupra anumitor
clase de compusi polifenolici din extractul cojii de molid fatd de capacitatea dextranului de a le

imobiliza, care la randul sau este influentata de concentratia acestuia.

7.2.4. Determinarea porozitatii (P%)

Tabel 7.6. Influenta concentratiei dextranului asupra porozitatii, P%, criogelurilor

Proba | PF:Dx 5% PF :Dx PF :Dx 10 % | PF :Dx 10 % | PF :Dx 20% | PF :Dx 20%
5% Martor Martor
Martor
P1 % 74.38 80,39 83.98 70.49 95.89 58.57
P2 % 80.25 77.41 83.06 75.44 96.83 58.92
Ma 77.31 78.9 83.52 72.96 96.36 58.74
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Din rezultatele experimentale se poate observa ca nu exista o diferentd majora intre
cele doua probe a carei concentratie a dextranului este de 5% respectiv 10%, valorile porozitatii
fiind apropiate. Cu toate acestea proba PF:Dx20% prezinta o capacitate de reticulare mai

eficienta prin tehnica inghet/dezghet comparativ cu celelalte doua probe.

7.2.5. Structura morfologica a criogelurilor PF :Dx5%, PF :Dx10%, respectiv PF :Dx20%

A B A B
Figura 7.9. Imagini SEM ale criogelurilor Figura 7.10. Imagini SEM ale criogelurilor
PF:Dx5 % incarcate cu polifenoli (A) respectiva PF:Dx10 % incarcate cu polifenoli (A) respectiv a
probei martor (B) probei martor (B)

A B
Figura. 7.11. Imagini SEM ale criogelurilor PF:Dx20 % incarcate cu polifenoli (A) respectiv a probei
martor (B)

Comparéand cele trei tipuri de probe sintetizate, putem spune ca nu exista diferente
majore in ceea ce priveste dimensiunea porilor, exceptie facand proba PF:Dx5%, in care
imaginile SEM prezinta obtinerea unei structuri compacte. Desi dimensiunea porilor este relativ
aceeasi, majoritari fiind cei cu dimensiuni cuprinse intre 40 um - 70 ym si cu 0 medie a acestora
de aproximativ 50um, Proba PF: Dx20% prezintd o structura poroasa mult mai densa
comparativ cu PF:Dx10%, ceea ce poate fi datorat unei matrici a dextranului mult mai stabila

o data cu cresterea concentratiei acestuia.
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7.2.6. Gradul de umflare a criogelurilor obtinute prin variatia concentratiei de dextran

Criogelurile sintetizate in prezenta dextranului de concentratie de 5% respectiv 10%,
(PF :Dx 5%, PF :Dx10%) ating mai greu pragul de echilibru comparativ cu probele sintetizate
in prezenta dextranului de concentratie 20 %. Acest fenomen poate fi datorat capacitatii
dextranului, care, in concentratie mai mare, poate forma criogeluri cu proprietati hidrofilice
pronuntate. Utilizarea dextranului Tn concentratie de 20% confera o stabilitate si hidrofilie mai
ridicata criogelurilor incarcate cu polifenoli, permitand o retinere mai eficienta a compusilor

polifenolici naturali din coaja de molid.

-0~ M PF:Dx 20%
— M- PF:Dx 20%
- M- PF:Dx 10%
=[]~ M PF:Dx 10%|
— - PF:Dx 5%

' é/g,éé % é DM PFDxS%

{FELLES - ——

T T T T T T
20 40 60 80 100 120

Timp (min.)

Figura 7.12. Influenta concentratiei de dextran asupra formarii criogelurilor incarcate cu

polifenoli si a probelor martor

7.3. Studiul privind influenta volumului de reticulant, EGDGE 50%, in formarea

criogelurilor

Pe parcursul sintezei, s-a urmarit influenta volumului de reticulant EGDGE 50% asupra
morfologiei structurale ale acestora si capacitatea de includere a compusilor polifenolici naturali
in lanturile polimerice ale dextranului. Astfel probele au fost notate cu PF :EG = 1 :0,25 (v/v)
in cazul criogelurile ce contin 0,5 mL EGDGE 50%, PF :EG =1 :0,375 (v/v) pentru probele ce
contin 0,75 mL EGDGE, respectiv cu PF :EG =1 :0,5 (v/v) pentru criogelurile ce contin 1 mL
EGDGE 50%. Si in acest caz probele martor au fost obtinute prin inlocuirea extractului

polifenolic cu apa bidistilata cu respectarea aceluiasi volum final de reactanti.
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7.3.1. Randamentul de obtinere a criogelurilor in functie de volumul de reticulant EGDGE

50% adaugat si capacitatea de reticulare a acestora

Tabel 7.7. Rezultate GFY % pentru criogelurile obtinute cu volume diferite de reticulant

EGDGE 50%

Reticulant Proba Continut (grame) Wa (@) | Wm(g) | GFY %
1 g Dx 20%
PF:EG(:/ \}) 0.375 0 éfzggpl\logfgﬂog,w 22830 | 3,67125 | 62,19%
0,41925 g EGDGE 50%
0,
PF:EG = 1: 0,375 Lo ox 23%
(VIv) 0.852 ggN;’OH EM 2,1402 | 2,27125 | 94,23%
Martor 0.41925 g EGDGE 50%
1 g Dx 20%
PF:E?\;V%: 025 0 éé’zggpﬁggﬂog,w 2,0252 | 3,5315 | 57,34%
EGDGE 0,2795 g EGDGE 50%
0,
50% PF:EG = 1: 0,25 1 % S);ég%
(VIv) 1,8711 | 2,1315 | 87,78%
0,852 g NaOH 5M
Martor 0,2795 g EGDGE 50%
1 g Dx 20%
PF:E(&;)L 0.5 0 ;g‘zggpﬁfgﬂ."ghﬂ 2,6532 | 3,811 |69,62%
0,559 g EGDGE 50%
PFIEG=1:05 LY ox 2%
(VIv) 0.852 ggN;OH - 2,4395 | 2,411 | 91,1%
Martor 0,559 g EGDGE 50%

Diferentele foarte mici dintre cele trei modalitati de reticulare nu pot concluziona
eficienta adevaratd a gradului de reticulare fara alte analize prealabile, insa rezultatele
randamentului de obtinere sunt in concordanta cu datele din literatura de specialitate ce

vizeaza obtinerea acestor tipuri de compusi (Dinu si colab., 2011).

7.3.2. Analiza FT-IR a criogelurilor

Analiza prin spectrofotometrie FT-IR a fost aleasa ca o metoda aditionala de
caracterizare a criogelurilor pe baza de dextran si incarcate cu extractibil din coaja de molid.
Aceasta analiza ofera certitudinea unei structuri compozitionale complexe, cu un continut
insemnat de grupari aromatice atribuite compusilor polifenolici si lanturilor polimerice
corespunzatoare dextranului. Analiza spectrofotometrica nu a relevat modificari majore in cazul
structurii criogelurilor obtinute prin modificarea volumului de reticulant EGDGE 50% si raportat
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la extractul polifenolic din coaja de molid. Diferenta dintre acestea fiind data doar de

intensitatea picurilor, dar nu si de o modificare valabila a benzilor de absorbtie.
7.3.3. Determinarea compozitiei elementale a criogelurilor

Compozitia elementald a suprafetei criogelurilor sintetizate cu volume diferite de
reticulant EGDGE 50% a permis investigarea mai amanuntitda a compozitiei acestora prin
investigarea proprietatilor de suprafata. Si de aceasta data se poate observa incapsularea cu
succes a compusilor polifenolici prezenti in extractul cojii de molid in toate cele 3 cazuri a
variatiei volumului de reticulant adaugat, fapt dovedit prin aparitia ionilor metalici
corespunzatori compusilor chimici naturali. Astfel incat in cazul probelor PF:EG =1 : 0,25 (v/v)
si PF:EG =1:0,5 (v/v) s-aidentificat in plus prezenta ionilor de magneziu si zinc, iar in cazul
probei PF:EG = 1 : 0,375 (v/v) se poate observa prezenta unei cantitati mai mari de oxigen si
sodiu Tn structura criogelului. Acest fapt poate fi explicat printr-o ihcapsulare a anumitor clase
de compusi polifenolici din extractul cojii de molid la structura dextranului in functie de volumul

de reticulant EGDGE 50% adaugat.

7.3.4. Determinarea porozitatii (P%)

Tabel 7.9. Influenta raportului volumic PF: EG asupra porozitatii, P%, criogelurilor

Proba PF: EG = PF:EG = PF.EG = PF:EG= |PFEG=1:| PR EG=1
1: 0.25 1:0.25 1: 0.375 1: 0.375 0.5 (viv) 0.5 (v/v)
(Vviv) (Viv) (Vviv) (Vviv) Martor
Martor Martor
P1 % 95.89 58.57 57.86 48.68 94.28 55.95
P2% 96.83 58.92 56.60 48.05 94.21 52.60
Ma 96.36 58.74 57.23 48.36 94.24 54.27

Rezultatele experimentale ilustrate in tabelul Tabelul 7.9.indica o reticulare buna a
compusilor polifenolici la structura polimericd a dextranului dupa efectuarea ciclurilor de
inghet/dezghet, in toate cele trei cazuri ale rapoartelor volumice PF: EG aplicate. Se poate
observa ca nu exista o diferenta majora intre cele doua probe PF: EG= 1:0,25 (v/v) si PF: EG=
1:0,5 (v/v) valorile porozitatii fiind apropiate, fiind in acord cu analiza SEM prezentata anterior.
Valorile obtinute coreleaza cu cele raportate anterior in literatura pentru gelurile obtinute prin
tehnica inghet/dezghet (Dinu et al. 2011).
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7.3.5. Structura morfologica a criogelurilor PF:EG = 1: 0,25 (v/v), PF:EG = 1: 0,375 (v/v)
respectiv PF:EG = 1: 0,5 (v/v)

A B
Figura 7.15. Imagini SEM ale criogelurilor PF:EG Figura 7.16. Imaginile SEM ale criogelurilor
=1: 0,25 (v/v) incarcate cu polifenoli (A) respectiv. PF:EG = 1: 0,375 (v/v) incarcate cu polifenoli

a probei martor (B) (A) respectiv a probei martor (B)

Figura 7.17. Imagini SEM ale criogelurilor PF:EG = 1: 0,5 (v/v) incarcate cu polifenoli (A) respectiv
a probei martor (B)

Imaginile SEM prezentate in figura 7.15 corespund probelor ce contin raportul volumic
PF: EG= 1:0,25 (v/v) atat pentru cele sintetizate in prezenta extractului polifenolic, cat si pentru
cele martor. Se observa o structura poroasa bine definita in cazul probei martor, in schimb cea
incarcata cu polifenoli prezintda o matrice poroasa compacta, ceea ce poate indica o
conglomerare a compusilor polifenolici la structura dextranului. Analiza SEM a permis
identificarea porilor cu dimensiuni cuprinse intre 10 um - 100um, cu o medie de 56 um (Figura
7.15 (A)). In cazul probei martor s-au identificat pori cu dimensiunii cuprinse intre 10 um - 70
pm, cu o medie de 53 um (Figura 7.15 (B)).

Imaginile SEM din figura 7.16 prezinta structura poroasa a criogelurilor PF:EG = 1:
0,375 (v/v). Analiza SEM a criogelurilor incarcate cu polifenoli cu raportul volumic PF:EG = 1:
0,375 (v/v) a permis identificarea porilor de dimensiuni variate cuprinse intre 40 si 100 ym, iar
in cazul probelor obtinute in absenta extractului polifenolic s-au identificat pori cu dimensiuni

cuprinse intre 70 - >100 pm.
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Imaginile SEM ilustrate in figura 7.17. prezinta o structura internd compacta a
criogelurilor incarcate cu extract polifenolic din coaja de molid neputand face posibila
identificarea corespunzatoare a dimensiunilor porilor. Cu toate acestea s-a reusit identificarea
prezentei unor structuri poroase cu dimensiuni de pana la 70 ym. n cazul probei martor se
poate observa o structura poroasa clara, cu o geometrie alungita a acestora si dimensiuni medii

cuprinse intre 40 um - 100 pm.

7.3.6. Gradul de umflare a criogelurilor sintetizate prin variatia raportului volumic PF
‘EG

~W-PFEG =1:0,375 (V)
-0~ M PF:EG = 1: 0,375 (vIv)
—M- PFEG =1:0,25 (vIv)
- M PFEG =1: 0,25 (VIv)
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Figura 7.18. Gradul de umflare a gelurilor incarcate cu polifenoli in functie de cantitatea de
reticulant EDGDE 50% luat in lucru

in toate cele trei cazuri se observd o comportare a gradului de umflare aseméanatoare
cu atingerea pragului de echilibru in primele 20 minute pentru probele PF:EG = 1: 0,25 (v/v),
PF:EG respectiv PF:EG = 1: 0,5 (v/v) si in primele 5 minute pentru proba PF:EG = 1: 0,375
(v/v). In cazul probei PF:EG = 1: 0,25 (v/v) se observa un usor retard in capacitatea de umflare
a criogelurilor comparativ cu celelalte doua probe. Comparand cele trei tipuri de probe, pe baza
rezultatelor gradului de umflare a acestora, putem afirma ca criogelurile ce contin raportul
volumic PF :EG = 1:0,375 (v/v) sunt de preferat pentru in a fi utilizate pentru experimentele
viitoare, avand proprietatea de a reticula mai eficient compusii polifenolici din coaja de molid.

Tinand cont de studiile efectuate Tn cadrul acestui capitol se poate afirma ca cantitatile
ideale pentru sinteza criogelurilor 2 mL extract polifenolic, 5 mL Dextran 20% si 1 mL EGDE

50%.
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CAPITOLUL 8. APLICATII ALE CRIOGELURILOR iINCARCATE CU EXTRACT
POLIFENOLIC DIN COAJA DE MOLID iN SISTEME BIOLOGICE $I DE MEDIU

Literatura de specialitate ofera informatii legate de activitatea si aplicatiile
nanoparticulelor in sisteme biologice sau de mediu. Pentru a contribui cu informatii noi la
studiile actuale, s-a ales propunerea unor aplicatii pentru criogelurile incarcate cu extract
polifenolic din coaja de molid. Astfel, pentru a evalua potentialele aplicatii biologice si de mediu
ale criogelurilor incarcate cu extract polifenolic s-au luat in lucru trei probe, astfel:

- proba martor (DxPFO) ce nu contine extract polifenolic;

- DxPF1 ce contine 0,7 g extract polifenolic concentrat (CTP= 42,41 mg GAE/g coaja)

- DxPF2 ce contine 1,4 g extract polifenolic concentrat/uscat (CTP = 42,41 mg GAE/g

coaja).

8.1. Aplicatii in sisteme biologice
8.1.1. Utilizarea criogelurilor in sisteme biologice ca agenti antibacterieni

Activitatea antibacteriana a probelor de criogel si a extractului polifenolic brut a fost
evaluatd impotriva tulpinilor Gram-pozitive si Gram-negative (Gram-pozitiv Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) si Gram-negative Escherichia coli (ATCC 25922) si Salmonella
typhymurium) prin determinarea numarului de celule bacteriene viabile utilizand metoda
numararii pe placi. Studiul s-a realizat pe placi Petri sterile, ce au fost inoculate cu 1 mL din
fiecare dilutie bacteriana si mentinute la temperatura camerei, aproximativ 25 °C, timp de 24
de ore permitand bacteriilor sa formeze colonii vizibile.

Tabel 8.1. Inhibarea cresterii bacteriene de catre criogelurile pe baza de dextran si extract

polifenolic
Microorganism Inhibarea cresterii bacteriene (%)

DxPFO DxPF1 DxPF2 PF

Gram(+) | Listeria monocytogenes 51 100 100 100
ATCC 7644

Gram(-) Escherichia coli ATCC 27 100 100 100

25922

Gram(-) Salmonella typhymurium 67 100 100 100

ATCC14028

Atat probele de criogel care contin extract polifenolic din coaja de molid, precum si

extractul in sine, au demonstrat o activitate remarcabila, inhibdnd complet cresterea bacteriana

33



(100%) atat pentru tulpinile Gram-pozitive, cat si pentru cele Gram-negative. Acestea s-au
dovedit a fi mai eficiente in inhibarea cresterii coloniilor bacteriene comparativ cu criogelurile

pe baza de dextran fara extract.
8.1.2. Utilizarea criogelurilor in sisteme biologice ca agenti antioxidanti

Activitatea antioxidanta a probelor de criogel pe baza de dextran si extract polifenolic a
fost evaluata utilizand testul de captare a radicalilor liberi DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).
Acest test este bine cunoscut pentru masurarea capacitatii antioxidantilor de a neutraliza

radicalii liberi, care sunt molecule reactive implicate in procesele de oxidare celulara.

Tabel 8.2. Activitatea de captare a radicalilor DPPH al extractului polifenolic si al criogelurilor

Proba DPPH radical inhibitor (%) ICs0 (Mmg/mL)
DxPFO 0 -
DxPF1 30,37+0,11 -
DxPF2 42,19+0,29 -

PF 3.33 mg/mL 78,17+0,19

PF 1.66 mg/mL 54,12+0,12 1,76+0,05
PF 0.83 mg/mL 17,11+0,11

Proba martor de criogel (fara extract polifenolic) nu a prezentat activitate antioxidanta.
Criogelurile pe baza de dextran si extract polifenolic au aratat proprietati moderate de captare
a radicalilor liberi; cea mai mare activitate antioxidanta a fost observata pentru proba care
contine cea mai mare concentratie de extract (DxPF2) (Tabelul 8.2). in schimb, extractul
polifenolic din coaja de molid a prezentat o capacitate buna de captare a radicalilor DPPH
(peste 70% inhibare a radicalului DPPH la 3,33 mg/mL).

8.2. Aplicatii in sisteme de mediu

8.2.1. Utilizarea criogelurilor pe bazad de extract polifenolic ca adsorbanti pentru

indepartarea unor coloranti

Testele efectuate in cadrul acestui studiu oferd informatii despre capacitatea de
adsorbtie a criogelurilor incarcate cu extract polifenolic. Pentru a intelege procesul de sorbtie
si capacitatea de retinere a colorantilor de tip albastru de metil (MB) si cristal violet (CV) s-au
efectuat studii cinetice pentru fiecare colorant in parte. Izotermele de adsorbtie prezinta relatia
intre cantitatea de colorant adsorbitd pe unitatea de masa a sorbentului si concentratia

colorantului in solutie la echilibru, la o temperatura constanta. Acestea sunt esentiale pentru a
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intelege mecanismele de sorbtie si pentru a determina capacitatea maxima de sorbtie a
sorbentilor. Caracterul izotermelor de adsorbtie a colorantului de catre criogeluri a fost
determinat din valorile de echilibru ge si Ce la diferite concentratii ale colorantilor. Capacitatea
de sorbtie la echilibru a fost investigata pentru a identifica sorbentii cu cele mai bune

performante in indepartarea colorantilor CV si MB.
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Figura 8.7. Rezultatele experimentale pentru Figura 8.8. Rezultatele experimentale pentru
izotermele de sorbtie a CV pe sorbentii PF (A), izotermele de sorbtie a MB pe sorbentii PF (A),
DxPFO (B), DxPF1 (C) si DxPF2 (D) si modelele DxPFO (B), DxPF1 (C) si DxPF2 (D) si modelele
de izoterme obtinute prin ajustarea neliniara a de izoterme obtinute prin ajustarea neliniara a

izotermelor Langmuir, Freundlich, Sips si D-R izotermelor Langmuir, Freundlich, Sips si D-R

Datele experimentale si ajustarea celor patru modele de izoterme (Langmuir,
Freundlich, Sips si Dubinin-Radushkevich - D-R) sunt prezentate in Figurile 8.7A-D si 8.8. A-
D. Modelul Sips descrie cel mai bine procesul de sorbtie pentru ambii coloranti.

Capacitatile experimentale de sorbtie au fost: 0,2217 mmol/g pentru extractul de
polifenoli, 0,2716 mmol/g pentru criogelul DxPFO, 1,1180 mmol/g pentru criogelul DxPF1 si
1,2779 mmol/g pentru criogelul DxPF2. Cantitatea de MB adsorbita la echilibru pe criogelurile
DxPF2, DxPF1, DxPFO si pe extractul de polifenoli a fost mult mai mica comparativ cu cea
obtinuta in cazul colorantului CV.

Criogelurile pe baza de dextran si extract polifenolic au demonstrat capacitati maxime
de sorbtie, superioare altor biosorbenti pentru colorantii CV si MB, conform cercetarilor actuale.

Acest lucru indica faptul ca aceste criogelurii ar putea fi biosorbenti promitatori pentru
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indepartarea eficientd a moleculelor de colorant, in special a celor cationic, din apele uzate,

oferind o solutie eficienta si ecologica pentru tratarea apelor uzate contaminate cu coloranti.

8.2.2. Utilizarea criogelurilor ca biosorbenti pentru decontaminarea apelor poluate cu

ioni de metale grele
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Figura 8.8. Capacitatea maxima de adsorbtie a ionilor de Cu(ll) si Pb(ll) in functie de pH (a) si
eficienta de indepartare a acestora de catre criogelul incarcat cu extract polifenolic din deseu de

biomasa (b)
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Figura 8.9. Cantitatea de poluant adsorbita pe suprafata biosorbentului (a) si eficienta de
indepartare a ionilor metalici (b) la contactul cu diferite concentratii de criogel incarcat cu extract
polifenolic din deseu de biomasa

In acest sens, s-a efectuat un studiu preliminar pentru a evalua capacitatea de adsorbtie
de catre criogelurile incarcate cu extract polifenolic din coaja de molid a ionilor metalici Cu(ll)
si Pb(ll). Studiul preliminar s-a realizat prin dozarea concentratiei de adsorbant si s-a urmarit
influenta pH-ului solutilor de ioni metalici asupra capacitati de sorbtie a criogelului.
Experimentele au fost realizate in regim stationar si tehnica de analiza utilizata pentru
determinarea concentratiei de plumb si cupru din solutia initiala, cat si din supernatant dupa

timpul de contact cu biosorbentul, a fost Spectrometria de Absorbtie Atomica in flacara (AAS).
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Influenta pH-ului

Pentru a analiza influenta pH-ului asupra capacitatii de sorbtie a criogelurilor, s-au
preparat solutii de Cu(ll) cu o concentratie de 30 ppm si Pb(ll) cu o concentratie de 20 ppm
care s-au pus in contact cu 0,25g/L sorbent si s-au lasat timp de 4 ore sub agitare continua la
125 rpm. La finalul reactiei, solutiile au fost filtrate si s-au supus analizei prin AAS. Rezultatele
experimentale sunt ilustrate in figura 8.8. in cazul solutiilor metalice de Pb(ll) s-a reusit
retinerea a 1,99 mg/g (Figura8.8.a) reprezentand 2,33% din cantitatea maxima pentru pH-ul
de 2,5, respectiv 3,99 mg/g echivalentul a 4,05% pentru solutia cu pH 4,5. Pentru solutia cu
pH=6,5 rezultatele au aratat o capacitate de adsorbtie de 66,68 mg/g ioni de Pb(ll) pe suprafata
biosorbentului, reprezentdnd 68,49% din cantitatea maxima ce putea fi adsorbita de catre
criogelul incarcat cu extract polifenolic din deseu de biomasa. In urma rezultatelor se poate
observa ca criogelul incarcat cu extract polifenolic din deseu de biomasa prezinta activitate
adsorbanta in cazul ambelor tipuri de metal, eventual cu o afinitate usor mai ridicata pentru

ionii de Pb(Il) in cazul pH-ului de 6,5.

Studiul de dozare a biosorbentului

Rezultatele experimentale obtinute arata ca o concentratie mai mica de biosorbent (0,25
g/L) duce la retinerea unei cantitati mai mari de poluant (98,75 mg/g Cu(ll) respectiv 24,13
mg/g Pb(ll)) pe suprafata acestuia comparativ cu o concentratie mai crescuta de biosorbent.
in cazul solutiilor ce contin 0,5 g/Lbiosorbent se observa o crestere privind eficienta de
indepartare a ionilor de Cu(ll) si Pb(ll) de pana la 88,86% respectiv 55,07% (figura 8.9.b), insa
datorita suprasaturatiei cu biosorbant are loc inhibarea procesului de adsorbtie a ionilor ducand
la o scadere a cantitatii de metal adsorbit (Figura 8.9.a).

Prin urmare, biosorbentul a prezentat bune capacitati de adsorbtie si a ionilor metalici
Cu(ll) si Pb(ll). Rezultatele sunt promitatoare si confirma datele ilustrate in studiile de adsorbtie
a ionilor metalici de catre alte materiale adsorbante. insd pentru a definitiva studiul, este

necesara continuarea investigatiei pentru a determina cinetica si izoterma de adsorbtie.
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CONCLUZII GENERALE

- Studiile efectuate in cadrul acestei teze de doctorat, s-au axat pe obtinerea extractibilelor din
coaja de molid si utilizarea acestora prin mai multe variante de formulare. S-a reusit astfel
proiectarea mai multor bioproduse cu aplicabilitate in sisteme biologice si de mediu;

- Ca sursa de biomasa a fost utilizatd coaja de molid ce reprezintd un deseu generat de
industria de prelucrare a lemnului. Materia prima este caracterizata de un continut de umiditate
de 9,73% si cenusa de 3,62%, iar componentii principali sunt prezenti in urmatoarele procente:
lignina 36,15%, celulozéa 28,72% si hemiceluloze 14,08%;

- Pentru obtinerea extractibilelor s-a optat pentru o metoda de extractie neconventionala si
anume cea asistata de ultrasunete generate de o sonda de ultrasonare. Stadiul actual a
demonstrat ca aceasta varianta este mai eficienta din punct de vedere al continutului total de
polifenoli, dar si a timpului de extractie (10 minute fata de 45 minute in cazul baii de ultrasonare)
- Influenta parametrilor de proces a fost studiata prin realizarea unui plan experimental factorial
complet de tipul 3°=27 experimente, in care temperatura, timpul si amplitudinea sondei au fost
considerati parametrii independenti, iar continutul total de polifenoli parametrul dependent. In
urma analizelor s-au determinat conditiile optime de obtinere a extractului polifenolic din coaja
de molid prin intermediul sondei sunt la temperatura = 40 °C, amplitudinea = 30 % si timpul =
10 min, concentratia fiind 42,41 mgGAE/g coaja de molid;

- Analiza HPLC a extractului polifenolic obtinut demonstreaza separarea compusilor de tip acid
siringic si respectiv ferulic in cantitati mari, dar si a catehinei si a acizilor galic, vanilic si p-
cumaric;

- Studiul privind proprietatile biologice ale extractului polifenolic a permis analiza capacitatii
antioxidante si anticancerigene. Rezultatele experimentale au aratat o interactiune clara cu
moleculele de ADN, ceea ce indica o capacitate anticancerigena semnificativa a compusilor
naturali din extract;

- Rezultatele studiului privind capacitatea antioxidanta au indicat o scadere a potentialului
radicalului superoxid odata cu cresterea concentratiei de extract polifenolic din sistem, ceea ce
indica un comportament antioxidant promitator;

- Pentru cresterea randamentului de extractie a compusilor polifenolici dar si cresterea
stabilitatii la factorii oxidativi, s-a studiat extractia asistata de ultrasunete in prezenta B-

ciclodextrinei (pe baie de ultrasunete). Rezultatele experimentale obtinute nu au fost notabile,
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deoarece compusul de incapsulare se degradeaza in prezenta ultrasunetelor pentru parametrii
de proces;

- Pentru a valorifica extractul polifenolic din coaja de molid obtinut prin extractia asistata de
ultrasunete generate de sonda de ultrasonare, s-a studiat posibilitatea de formulare a acestora
sub forma de combinatii complexe, nanoparticule, fibre, dar si de imobilizare in criogeluri
polimerice naturale pe baza de dextran;

- Studiile realizate au aratat ca pentru obtinerea combinatiilor complexe cu stabilitate mai
ridicata este de preferat utilizarea ca mediu de reactie a etanolului 70%, iar pentru sinteza mai
rapida a nanoparticulelor este de preferat utilizarea acetatului de sodiu 20mM. Datele obtinute
au evidentiat de asemenea formarea nanoparticulelor cu dimensiuni cuprinse intre 50 si 500
nm si un diametru de 100 nm;

- Biosinteza nanoparticulelor pe baza de extractibile din coaja de molid s-a realizat prin co-
precipitarea sarii de CuS04-5H20 si FeCls-6H20. In cazul ionilor de Cu(ll), rezultatele
experimentale au indicat ca la temperatura camerei nu are loc formarea nanoparticulelor si ca
prezenta luminii nu influenteaza procesul de obtinere a acestora. Curbele de distributie
dimensionala au indicat prezenta nanoparticulelor de dimensiuni cuprinse intre 50-70 nm ca
avand un aspect unimodal in primele 20 min de reactie pentru probele supuse agitarii
magnetice si prezenta nanoparticulelor cu dimensiuni cuprinse intre 50-500 nm si cu un
diametru mediu de 151 nm pentru probele obtinute in absenta agitarii magnetice. Biosinteza
nanoparticulelor de Fe(lll) a avut loc la temperatura camerei, iar formarea lor are loc
instantaneu. Experimentele au avut loc in mediu apos si etanolic; in cazul extractului apos s-a
observat obtinerea nanoparticulelor cu diametrul mediu de 71 nm pentru raportul 2:1 si
nanoparticule cu diametrul mediu de 110 nm pentru raportul 10:1. n cazul extractului cu etanol:
apa 70% (v/v) s-a observat obtinerea nanoparticulelor cu diametrul mediu de 145 nm pentru
raportul 2:1 si nanoparticule cu diametrul mediu de 185 nm pentru raportul 1:1;

- Testele preliminare privind incluziunea, prin electrospining a compusilor polifenolici in fibre
de B-ciclodextrina modificata cu lactida s-au cuantificat prin intermediul analizei SEM. Imaginile
SEM au indicat obtinerea cu succes a nanofibrelor. Extractul polifenolic a fost inglobat cu
succes in moleculele de B-CDLA, fibrele rezultate avand dimensiuni mai mari, comparativ cu
B-CDLA fara extract de 400 nm;

- Pentru obtinerea conditiilor optime de sinteza a criogelurilor, cu proprietati bioactive, s-a
investigat in mod sistematic gradul de reticulare, raportul dintre reactanti si concentratia
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dextranului. Etilenglicol diglicidileterul (EGDGE) s-a folosit drept reticulant avand rol de agent
stabilizator in timpul procesului de gelifiere. S-a realizat un numar de 3 cicluri inghet/dezghet,
folosind o temperatura de inghet de -18 °C, un timp de inghet de 24h, o temperatura de dezghet
de 22 °C si un timp de dezghet de 2h pentru a obtine filme de criogel stabile.

- In functie de rapoartele volumice utilizate (PF :Dx, PF :EG) si de concentratia dextranului s-a
reusit obtinerea criogelurilor cu structuri poroase de dimensiuni relativ mici, cu o medie de 55
pum. Criogelurile astfel sintetizate prezinta proprietati chimice foarte bune, cu o viteza a gradului
de umflare si porozitate foarte ridicate. Analizele FTIR si EDX au demonstrat includerea cu
succes a extractului polifenolic din coaja de molid in structura polimericé a dextranului. In urma
experimentelor se poate concluziona ca utilizarea unui raport volumic PF :Dx = 1 :2,5 (v/v)
respectiv PF :EG =1 :0,375 (v/v) si o concentratie a dextranului de 20% sunt de preferat in
obtinerea acestui tip de compusi.

- Analiza proprietatilor biologice ale criogelurile obtinute a demonstrat o capacitate
antimicrobiana ridicata, inhibadnd complet cresterea bacteriana (100%) atat pentru tulpinile
Gram- pozitive, cat si pentru cele Gram-negative.

- Comparativ cu extractul polifenolic ca atare cu o capacitate de peste 70% de inhibare a
radicalului DPPH la 3,33 mg/mL, criogelurile pe baza de dextran si extract au aratat proprietati
antioxidante moderate, cel mai ridicat fiind in cazul criogelurilor cu un continut mai ridicat de
polifenoli.

- Criogelurile cu polifenoli au prezentat proprietati foarte bune de adsorbtie a unor coloranti
toxici (albastru de metilen si violet cristal). Criogelurile au prezentat capacitati superioare de
sorbtie, indicand faptul ca aceste criogeluri ar putea fi sorbenti promitatori pentru indepartarea
eficienta a moleculelor de colorant din apele uzate.

- Rezultate promitatoare s-au obtinut si in cazul testelor de sorbtie a ionilor unor metale grele
din apele uzate. Astfel, criogelurile pe baza de dextran si incarcate cu extract polifenolic din
coaja de molid au dovedit bune capacitati de absorbtie la pH de 6,5, utilizadnd cantitati mici de
sorbent de 0,25 mg.

- Prin urmare, rezultate obtinute in cadrul studiilor de doctorat, prezintda o contributie
semnificativa in ceea ce priveste valorificarea deseurilor rezultate in urma prelucrarii lemnului,
prin obtinerea de bioproduse cu potentiale aplicatii in sistemele biologice si de mediu. Toate

obiectivele studiului au fost indeplinite.

40



ACTIVITATE STINTIFICA

Lucrari stiintifice publicate gi in curs de publicare in reviste cotate ISI:

Maria Marinela Lazar, Roxana Petronela Damaschin, Irina Volf, Maria Valentina Dinu,
Deep cleaning of crystal violet and methylene blue dyes from aqueous solution by
dextran-based cryogel adsorbents, Gels, 10, 546, 2024. (Q1, IF: 5,0);

Roxana Petronela Damaschin, Maria Marinela Lazar, Caludiu-Augustin Ghiorghita,
Ana Clara Aprotosoaie, Irina Volf, Maria Valentina Dinu, Stabilization of Picea abies
speruce bark extracts within ice-templated porous destran hydrogels, Polymers,
manuscript ID: polymers-3195704 (Q1, IF: 4,7).

Articole publicate in reviste indexate in baze de date internationale (BDI):

Roxana-Petronela Damaschin, Valentin I. Popa, Irina Volf, A Suitable Method For
Polyphenols Complexes With Copper, Buletinul Institutului Politehnic din lasi, Sectia
Chimie si Inginerie Chimica, 64 (68), 3, 2018.

Participari la conferinte:

Roxana-Petronela Damaschin, Catalina Anisoara Peptu, Mirela Goanta, Valentin I.
Popa, Irina Volf, A suitable method for copper complexes with flavonoids, TUIlasi
Doctoral School Conference, 23-24 mai, lagi, (http://www.csd.tuiasi.ro/) (comunicare)

Roxana-Petronela Damaschin, Valentin |. Popa, Irina Volf, Studies on some
polyphenols complexes and nanoparticles with copper(ll). 4th International Conference
on Chemical Engineering (ICCE 2018), Innovative materials and processes for a
sustainable development Oct. 30 - Nov.2, lasi, Romania
(http://www.ch.tuiasi.ro/ICCE2018/index.html). (poster);

Roxana-Petronela Damaschin, Constantin Carausu, Catalina Peptu, Irina Volf, Central
composite experimental design for ultrasound assisted extraction of polyphenols from
Picea abies bark wastes. 10th International Conference on Environmental Engineering
and Management (ICEEM 10) September 17-20, (www.iceem.ro). (poster);

Maria Marinela Lazar, Roxana Petronela Damaschin, Irina Volf, Claudiu Augustin
Ghiorghita, Ana Clara Aprotosoaie, Maria Valentina Dinu, Development of antioxidant
and antimicrobial bioactive porous hydrogels based on renewable resources. Congresul
International Conference ,Prepare the future by promoting excellence” XXXIV edition,
29 feb.- 3 mar 2024, lasi, Romania (poster).

41


http://www.csd.tuiasi.ro/
http://www.ch.tuiasi.ro/ICCE2018/index.html
http://www.iceem.ro/

BIBLIOGRAFIE SELECTIVA

Farhan M., Rehman A.A., Ahmad A., Hadi S.M., Falvonoids-Induced Redox Cycling of
Copper lons Leads to Generation of Reactive Oxygen Species: A Potential Role
in  Cancer Chemoprevention, International Journal of Biological
Macromolecules, 106, 569-578 (2018).

Bejenari |, Hristea G., Carausu C., Mija A., Volf I., A Sustainable Approach on Spruce
Bark Waste Valorization through Hydrothermal Conversion, Processes, 10(1),
111, (2022)

Belkassa, K., Khelifa, M., Batonneau-Gener, |., Marouf-Khelifa, K., Khelifa, A.,
Understanding of the mechanism of crystal violet adsorption on modified
halloysite: Hydrophobicity, performance, and interaction, J. Hazard. Mater, 415,
125656, (2021)

Bera S.R., Saha S., Biosynthesis and characterization of Thevetia peruviana leaf
extract capped CdTe nanoparticles in photoconductive and photovoltaic
applications, Materials Today: Proceedings, 5, 3476—3485, (2018)

Cannavacciuolo C., Pagliari S., Celano R., Campone L., Rastrelli L., Critical analysis
of green extraction techniques used for botanicals: Trends, priorities, and
optimization strategies-A review, TrAC Trends in Analytical Chemistry Volume
173, (2024)

Carbone K., Macchioni V., Petrella G., Cicero D.O., Exploring the potential of
microwaves and ultrasounds in the green extraction of bioactive compounds
from Humulus lupulus for the food and pharmaceutical industry Ind Crop Prod,
156 (2020)

Chatterjee N.S., Sukumaran H.G., Dara P.K., Ganesan B., Ashraf M., Anandan R.,
Mathew S, Nagarajarao R.C., Nano-encapsulation of curcumin in fish collagen
grafted succinyl chitosan hydrogel accelerates wound healing process in
experimental rats, Food Hydrocolloids for Health Volume 2, (2022)

Chen, L.; Zhu, Y.; Cui, Y.; Dai, R.; Shan, Z.; Che, H. Fabrication of starch-based high-
performance adsorptive hydrogels using a novel effective pretreatment and
adsorption for cationic methylene blue dye: Behavior and mechanism, Chem.
Eng. J., 405, 126953 (2021)

Damaschin R.P., Popa V.l., Volf I., A Suitable Method For Polyphenols Complexes
With Copper, Buletinul Institutului Politehnic Din lagi Publicat De Universitatea
Tehnica ,Gheorghe Asachi” Din lagi Volumul 64 (68), Numarul 3, Sectia Chimie
Si Inginerie Chimica, (2018)

42


https://www.sciencedirect.com/journal/trac-trends-in-analytical-chemistry
https://www.sciencedirect.com/journal/trac-trends-in-analytical-chemistry/vol/173/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/trac-trends-in-analytical-chemistry/vol/173/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/food-hydrocolloids-for-health
https://www.sciencedirect.com/journal/food-hydrocolloids-for-health
https://www.sciencedirect.com/journal/food-hydrocolloids-for-health/vol/2/suppl/C

Dheyab M.A., Aziz A.A., Jameel M.S., Khaniabadi P.M., Mehrdel B., Mechanisms of
Effective Gold Shell on Fe304 Core Nanoparticles Formation using
Sonochemistry Method, Ultrasonics Sonochemistry, (2019)

Ferreira L.F., Minuzzi N.M., Rodrigues R.F., Pauletto R., Rodrigues E., Emanuelli T.,
Boci V.C., Citric acid water-based solution for blueberry bagasse anthocyanins
recovery: optimization and comparisons with microwave-assisted extraction
(MAE) LWT, 133 (2020)

Francis A.O., Zaini M.A.A., Muhammad I.M., Abdulsalam S., El-Nafaty U.A.
Physicochemical modification of chitosan adsorbent: A perspective. Biomass-
Convers. Biorefinery. 2021:1— 19 (2021)

Ghiorghita C.A., Platon I.V., Lazar M.M., Dinu M.V., Aprotosoaie A.C., Trends in
polysaccharide-based hydrogels and their role in enhancing the bioavailability
and bioactivity of phytocompounds, Carbohydrate Polymers, Vol. 334, (2024)

Ghitescu R.E., Volf I., Carausu C., Buhlmann A.M., Gilca |.A., Popa V.l., Optimization
of ultrasound-assisted extraction of polyphenols from spruce wood bark,
Ultrasonics Sonochemistry (22): 535-541, (2015),

Meregalli M.M., Puton B.M.S., Camera F.D.M., Amaral A.U., Zeni J., Cansian R.L.,
Mignoni M.L., Backes G.T., Conventional and ultrasound-assisted methods for
extraction of bioactive compounds from red araca peel (Psidium cattleianum
Sabine) Arab J Chem, 13 (2020), pp. 5800-5809

Micale N., Citarella A., Molonia M.S., Speciale A., Cimino F., Saija A., Cristani M.,
Hydrogels for the Delivery of Plant-Derived (Poly)Phenols, Molecules. 2020 Jul;
25(14): 3254, (2020)

Moreno-Luna F.B., A. Tovar-Corona, Herrera-Perez J.L., Santoyo-Salazar J., Rubio-
Rosas E., Vazquez-Cuchillo O., Quick synthesis of gold nanoparticles at low
temperature, by using Agave potatorum extracts, Materials Letters, 235, 245-
257, (2019)

Nie L., Chang P., Liang S., Hu K., Hua D., Liu S., Sun J., Wang T., Okoro O.V.,
Shavandi A., Polyphenol rich green tea waste hydrogel for removal of copper and
chromium ions from aqueous solution, Cleaner Engineering and Technology,
Volume 4, 100167, (2021)

NREL. (2013). Biomass characterization. National Renewable Energy Laboratory.

https://www.nrel.gov/bioenergy/biomass-characterization.html

Nutrizio M., GajdosKljusuri¢ J, BadanjakSabolovié M., BursaéKovagevié D., Supljika
F., Putnik P., Semenci¢Cakié M., Dubrovi¢ |., Vrsaljko D., Maltar Strmeéki N.,
Jambrak A.R., Valorization of sage extracts (Salvia officinalis L.) obtained by
high voltage electrical discharges: process control and antioxidant properties

Innov Food Sci Emerg Technol, 60 (2020), Article 102284
43


https://www.sciencedirect.com/journal/carbohydrate-polymers
https://www.sciencedirect.com/journal/carbohydrate-polymers/vol/334/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/ultrasonics-sonochemistry
https://www.sciencedirect.com/journal/ultrasonics-sonochemistry
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7397257/
https://www.sciencedirect.com/journal/cleaner-engineering-and-technology
https://www.sciencedirect.com/journal/cleaner-engineering-and-technology/vol/4/suppl/C
https://www.nrel.gov/bioenergy/biomass-characterization.html

Patil S.S., Pathak A., Rathod V.K., Optimization and kinetic study of ultrasound
assisted deep eutectic solventbased extraction: a greener route for extraction
of curcuminoids from Curcuma longa Ultrason Sonochem, 70 (2021)

Pereira Antonio G.B., Rodrigues Francisco H.A., Paulino Alexandre T., Martins
Alessandro F., Fajardo André R., Recent advances on composite hydrogels
designed for the remediation of dye-contaminated water and wastewater: A
review, Journal of Cleaner Production, Volume 284, 124703, (2021)

Seera, S.D.K.; Kundu, D.; Gami, P.; Naik, P.K.; Banerjee, T. Synthesis and
characterization of xylan-gelatin cross-linked reusable hydrogel for the
adsorption of methylene blue, Carbohydr. Polym., 256, 117520, (2021)

Seida Yoshimi, Tokuyama Hideaki, Hydrogel Adsorbents for the Removal of
Hazardous Pollutants—Requirements and Available Functions as Adsorbent,
Gels., 8(4): 220, (2022)

Tutunchi P., Roufegarinejad L., Hamishehkar H., Alizadeh A., Extraction of red beet
extract with B-cyclodextrin-enhanced ultrasound assisted extraction: a strategy
for enhancing the extraction efficacy of bioactive compounds and their stability
in food models Food Chem, 297 (2019),

Tyliszczak B., Drabczyk a., Kudfacik-Kramarczyk S., Rudnicka K., Gatkowska J.,
Sobczak- Kupiec A., Jampilek J., In vitro biosafety of pro-ecological chitosan-
based hydrogels modified with natural substances Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 107 (11) (2019)

Ungureanu, G., Bejenari, |., Hristea, G., & Volf, I., Carbonaceous Materials from Forest
Waste Conversion and Their Corresponding Hazardous Pollutants
Remediation Performance. Forests, 13(12), (2022),

Wong S.M., Zulkifli M.Z.A., Nordin D., Teow Y.H. Synthesis of Cellulose/Nano-
hydroxyapatite Composite Hydrogel Absorbent for Removal of Heavy Metal
lons from Palm Oil Mill Effluents. J. Polym. Environ. 2021; 29:4106—4119.

Wu M., Brown A. C., Applications of Catechins in the Treatment of Bacterial
Infections.Pathogens,10(5),546;(2021)

Xiong Y., Chen M., Warner R.D., Fang Z., Incorporating nisin and grape seed extract
in chitosan- gelatine edible coating and its effect on cold storage of fresh pork,
Food Control Volume 110, (2020)

Zurob E., Cabezas R., Villarroel E., Rosas N., Merlet G., Quijada Maldonado E.,
Romero J., Plaza A., Design of natural deep eutectic solvents for the
ultrasound-assisted extraction of hydroxytyrosol from olive leaves supported
by COSMO-RS, Sep Purif Technol, 248 (2020)

44


https://www.sciencedirect.com/journal/food-control
https://www.sciencedirect.com/journal/food-control/vol/110/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/food-control/vol/110/suppl/C

