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BN INTRODUCERE e

Importanta si necesitatea temei

Industria textila, desi este mare consumatoare de apa si energie, reprezinta una dintre cele
mai de interes si importante ramuri industriale. In ultimii ani comunititile stiintifice au prezentat
o preferinta cu tendinta de crestere asupra utilizarii colorantilor naturali care, desi produc culori
mai sterse si dificil de reprodus adesea, sunt mai siguri pentru mediul inconjurator si sanatatea
consumatorilor decat colorantii sintetici, care aduc riscuri de poluare si dezvoltarea de boli
grave precum cancerul. Printre sursele de coloranti naturali se numara si diferitele specii de
plante, native sau invazive, care contin pigmenti precum antocianii, flavonoidele, carotenoizii,
betalainele etc. Disponibilitatea extinsa a plantelor invazive datorata strategiilor de raspandire
si metodelor limitate de control eficient, a facut ca acestea sa devind resurse importante de
materie prima cu utilizari in medicina si in sinteza de nanoparticule, coloranti sau de alte
produse bazate pe compusii cu bioactivitate ridicata continuti de acestea.

Prezenta teza de doctorat a vizat doua specii invazive lemnoase, regasite in Romania,
respectiv Ailanthus altissima (cenusar) si Rhus typhina (otetar), sub urmatoarele aspecte:
utilizarea de diferite tehnici clasice si moderne de extractie, dozarea compusilor bioactivi de
interes, optimizarea parametrilor de proces cu scopul cresterii concentratiilor acestor compusi,
evaluarea activitdtilor antioxidante si antimicrobiene si chiar capacitatea de vopsirea a uneia
dintre aceste specii asupra unui substrat textil celulozic.

Frunzele de A. altissima si/sau fructele de R. typhina au fost implicate in procese de
extractie pentru care au fost modificati urmatorii parametrii: sezonul de colectare, solventul
utilizat, secventa de extractie, frecventa, intensitatea cdmpului electric incident, dimensiunea
bilelor si materialul de confectionare a bilelor, raportul solvent/solid sau durata procesului, cu
scopul de a limita degradarea unor compusi sensibili si a reduce consumul de resurse in
cresterea randamentului de extractie.

Noutatea studiului

Caracterul original al acestei teze de doctorat constd in evaluarea eficientei extractiei cu
microunde (MAE) folosind frecvente joase asupra foliolelor de A. altissima, intrebuintarea unei
tehnici de extractie secventiala care sa recomande utilizarea unui solvent ecologic, polar,
optimizarea continuturilor diferitilor compusi cu activitate biologica folosind un design
experimental de tip Box-Behnken, investigarea eficientei extractiei cu bile asupra fructelor de
R. typhina, evaluarea in vitro a citotoxicitatii celor doud specii invazive asupra unor linii
celulare nestudiate anterior pentru aceste plante si a unor membrane lipozomale, testarea
ecotoxicitatii cenusarului, dar si de valorificarea extractului apos din fructe de otetar in vopsirea
bumbacului, prin tehnici conventionale si moderne (epuizare Vvs. ultrasonare) si meta-
mordansarea cu mordanti mai putin utilizati, respectiv acidul citric si un amestec de sulfat de
fier si acid oxalic.



1. ANALIZA STADIULUI ACTUAL AL Y
CUNOASTERII PRIVIND POTENTIALUL
APLICATIV AL PLANTELOR INVAZIVE

1.1. Aspecte generale privind selectarea unor materii prime pe baza de
plante invazive

Speciile invazive au devenit o amenintare considerabila asupra sustenabilitatii (Ellison et
al., 2017) si biodiversitatii ecosistemelor (Li et al., 2024), datorita strategiilor de dispersare
eficiente pe care le detin (Mounger et al., 2021), substantelor alelopatice pe care le secreta (Liu
et al., 2021) si schimbarilor din mediu provocate de impactul antropic puternic (Arguelles &
March, 2022, Xu et al., 2021), in Roméania modul de gestionare a acestora realizandu-se
conform procedurii descrise de ,,Strategia UE privind biodiversitatea pentru 2030” (Comisia
europeana, 2020).

Plantele invazive nu doar ca modifica proprietatile solului (Stewart et al., 2021, Morrison
et al., 2022) si reduc abundenta diferitelor specii de animale native (Fletcher et al., 2019), dar
aduc de asemenea presiuni in plan economic, provocand scaderi ale productiilor agricole si
horticole (Ellison et al., 2017) si necesitand un consum ridicat de resurse pentru indepartarea
lor din terenuri (Arguelles & March, 2022).

Desi prezenta acestor specii este asociata cu dezvoltarea de alergii (Lazzaro et al., 2018)
sau bronsite alergice (Ellison et al., 2017), continuturile ridicate in compusi bioactivi pe care le
contin (Nguyen et al., 2023), toleranta crescuta la prezenta metalelor grele din sol (Afzal et al.,
2023) si compatibilitatea cu principiile economiei circulare (Pusi¢ et al., 2024), au dus la
implicarea materiei lor prime in numeroase cercetari care au confirmat utilitatea acesteia in
obtinerea de produse precum nanoparticule antimicrobiene (Nguyen et al., 2023),
biocombustibili (Gramauskas et al., 2023), biopesticide (Kozuharova et al., 2024) sau coloranti
naturali (Flax et al., 2021).

1.2. Descrierea plantelor invazive incluse in analiza

1.2.1. Generalititi si caracterul invaziv al speciilor lemnoase cenusar
(Ailanthus altissima) si otetar (Rhus typhina)

Ailanthus altissima (Mill.) Swingle (cenusarul) face parte din ordinul Sapindales, familia
Simaroubaceae (EPPO, 2024), iar in Romania acesta este adesea confundat cu Rhus typhina
(Crainic et al., 2019), care apartine familiei Anacardiaceae a aceluiasi ordin (EPPO, 2024).
Ambele plante sunt specii lemnoase de foioase (Caramelo et al., 2021), care au fost introduse
Tn Romania ca specii ornamentale (Anastasiu si Negrean, 2007, Qu et al., 2020 b).

Fructele rosiatice de R. typhina (otetar) sunt reprezentate de drupe cu gust acrisor (\WWang
et al., 2017 a) organizate in structuri cu forma de con (Wang & Zhu, 2017), a caror coacere are
loc in lunile iunie-septembrie (Wang & Zhu, 2017) si care sunt comestibile pentru pasari (Foster
& Gross, 1999).

In calitate de specii invazive, cenusarul si otetarul vor fi frecvent intalnite in terenurile
puternic antropizate precum marginile de drum (McAvoy et al. 2012), zonele din apropierea
cailor ferate (Seiler et al., 2019) sau campurile abandonate si incendiate (Maschek et al., 2018,
Seiler et al., 2019)

Cenusarul poate se poate adapta la conditii extreme de temperaturd, de pana la —33°C
(Caramelo et al., 2021), sau la perioade indelungate de seceta (Trost Sedej et al., 2021).



1.2.2. Compozitie chimica

Atat A. altissima cat si R. typhina reprezinta surse bogate de compusi cu potential bioactiv,
precum flavonoidele (Lai et al.,2014, Kim et al., 2016), alcaloizii (Shao et al., 2023, Konarska
et al., 2024), acizii fenolici (Pangi et al., 2022, Lai et al., 2014), cumarinele (Qiu et al, 2016,
Duan et al., 2021), taninurile (Dai et al., 2020, Zazharskyi et al., 2020 a) etc.

O serie de exemple de compusi bioactivi prezenti in structura chimica a cenusarului si/sau
otetarului este redata in Figura 1. Ailantona si shinjulactona reprezinta compusi specifici
familiei Simaroubaceaec numiti quasinoide (Pavela et al., 2014, Yang et al., 2014), iar
altissimacumarina H este o cumarina prezenta in fructele de A. altissima (Ni et al., 2019).

Altissimacumarina H

Fustin Vanilina

Figura 1: Structura chimica a unor compusi bioactivi regasiti in compozitia chimica a speciilor A. altissima si R.
typhina

Activitatea antioxidanta si acidul fenolic predominant in structura frunzelor de cenusar
pot varia de la o zona geografica la alta (Poljuha et al., 2017, Caramelo et al., 2021).

Fructele otetarului contin cantitati considerabile de vitamine (Zhang et al., 2022 a),
aminoacizi esentiali (Wang & Zhu, 2017), antociani si piranoantociani (Kirby et al., 2013,
Wang & Zhu, 2017), dar si ale acizilor fenolici malic, citric si tartric (Wang & Zhu, 2017,
Arlandini et al., 2021).

1.2.3. Efecte potential alergice sau toxice

Conditiile de mediu in care o specie de planta se dezvolta ii pot influenta potentialele
efecte alergene (Marti-Garrido et al., 2020). Atat polenul indivizilor de A. altissima cat si cel al
inflorescentelor de R. typhina pot produce alergii serioase (Marti-Garrido et al., 2020, Qu et al.,
2020 a). In cazul cenusarului, aceste reactii ale organismului sunt mai pronuntate de la inceputul
lunii iunie si pana la jumatatea lunii iulie (Prenzel et al., 2022), iar principalele proteine
implicate Tn dezvoltarea alergiilor sunt enolaza, pectat liaza 6 si calreticulina (Mousavi et al.,
2017).

Contactul cu seva, tulpinile sau frunzele celor doud plante pot determina dermatite de
contact (Whiticar & Harvey, 2009, Schall & Davis, 2009, Seo et al., 2018). Tn cazul contactului
cu seva de A. altissima au fost raportate situatii de aparitie a miocarditei (Karalija et al., 2020).

Uleiul semintelor de otetar a fost declarat drept comestibil de catre Comisia Nationala de
Sanatate din China (Zhang et al., 2022 a), insa fumul produs de arderea lemnului sau este toxic
(Lazzaro et al., 2018).

Frunzele de cenusar sunt toxice pana la letale pentru animale, exceptie facand caprinele
(Bourke, 1996). Daca pentru cenusar au fost realizate teste cutanate pentru confirmarea



alergiilor (Marti-Garrido et al., 2020), studii privind toxicitatea fructelor de otetar la om nu au
fost pana in prezent realizate (Wang & Zhu, 2017).

1.2.4. Caracterul aplicativ in medicina si industrie

Atat A. altissima cat si R. typhina s-au dovedit a fi plante medicinale valoroase, utilizate
traditional in tratarea problemelor gastrointestinale (Lai et al.,2014, Wang et al., 2017 b), ranilor
sau hemoragiilor (Zhu et al., 2020 b, Opiyo et al., 2021), afectiunilor sistemului genital
(Tabassum et al., 2017, Zhu et al., 2020 b) si ale celui respirator (Lungu et al., 2016, Liu et al.,
2019 a). Folosit ca ,,nux vomica” (Pedersini et al., 2011), cenusarul a reprezentat o planta
importanta in homeopatie (Kowarik & Saumel, 2007).

Proprietatile antiproliferative, antimalarice ale cenusarului (Yan et al., 2018, Knusel et
al., 2019 b) si cele antiseptice si neuroprotective ale otetarului (Liu et al., 2019 a, Naik et al.,
2021) sunt in prezent demonstrate prin cercetari stiintifice.

Continutul bogat in taninuri al frunzelor de otetar le ofera o capacitate buna de protejare
a globulelor rosii de procesele hemolitice (Olchowik-Grabarek et al., 2014, Olchowik-Grabarek
et al., 2018). Semintele de R. typhina si uleiul obtinut din acestea pot scadea nivelul
colesterolului LDL si sustine sanatatea persoanelor care sufera de diabet zaharat (Zhang et al.,
2022 a).

Ambele specii au aratat efecte antimicrobiene insemnate asupra diferitelor tulpini de
Pseudomonas aeruginosa (Vandal et al., 2015, Aissani et al., 2018), Bacillus sp. (Kossah et al.,
2011, Andonova, et al., 2021) si Staphylococcus sp. (Zazharskyi et al., 2019, Andonova, et al.,
2021).

Cenusarul si otetarul au demonstrat puternice efecte fitotoxice (Trost Sedej et al., 2021,
McCoy et al., 2022) si insecticide (Laznik et al., 2018, Kozuharova et al., 2022), fiind potrivite
pentru obtinerea pesticidelor ecologice.

Diferitele extracte ale acestor specii pot fi utilizate in sintetizarea de nanoparticule cu
proprietati antimicrobiene (Arshad et al., 2018, Ivanusa et al., 2022), anti-diabetice (Samad et
al., 2024) sau de crestere a protectiei UV (Cuk et al., 2021).

Aplicabilitatea acestor plante se extinde si spre industria alimentara (Glrbuz &
Kahramanoglu, 2021, Wang & Zhu, 2017), fitoremedierea solurilor si aerului poluate cu metale
grele (Liu et al., 2022, Ribera, 2022), industria biocombustibililor (Hoseini et al., 2018, Zhang
et al., 2018 a), cea farmaceutica (EL Ayeb-Zakhama et al., 2019), a furajelor pentru animale
(Katiki et al., 2013, Szabolcs & Varga, 2021) si a colorantilor naturali (Horvat & Iskra, 2020).

Numeroase brevete au fost pana in prezent inregistrate pentru diferitele produse
(insecticide, biofertilizatori, medicamente etc.) care au inclus extractele celor doud plante,
detalii cu privire la acestea putand fi gasite pe site-urile ,,WIPO IP PORTAL” si ,,Espacenet
Patent search”.

1.3. Sinteza literaturii de specialitate privind aplicarea unor pre-
tratamente si a extractiei compusilor din materiile prime vizate

1.3.1. Colectarea si uscarea materiei prime

In urma documentirii pe baza a 60 de articole publicate in reviste cotate ISI (Clarivate-
Web of Science) despre A. altissima, respectiv 26 de astfel de lucrari pentru R. typhina, cautate
utilizand cuvinte cheie precum ,,applications”, ,,bioactive compounds”, ,,biofuels”, ,,allergens”,
etc., au fost conturate urmatoarele observatii:
% Cele mai multe studii cu privire la potentialul aplicativ al celor doua specii invazive au
fost desfasurate in Asia si Europa (inclusiv Romania);
% Materialul vegetal a fost cu precadere colectat toamna si vara (in luna septembrie pentru
frunzele si semintele de cenusar si in lunile octombrie si august pentru frunzele, fructele
si semintele de otetar);



% Cea mai studiatad componenta a celor doua plante a fost reprezentata de frunze;

¢ Cele mai multe studii au utilizat materia uscatd la temperatura camerei sau in stare
proaspatd, depozitatd la — 20°C pana la momentul extractiei,

% Adesea materialul uscat a fost macinat si sitat Tnainte de depozitare;

1.3.2. Extractia compusilor bioactivi

In ceea ce priveste extractia compusilor bioactivi, au fost constatate urmatoarele aspecte:

% Dintre studiile analizate, cea mai mare parte a lor a fost centratd pe identificarea si
izolarea de compusi bioactivi ai celor doua specii invazive;

» Macerarea a fost cea mai frecvent utilizatda metoda de extractie pentru cenusar si otetar,

cu o duratd de 30 min—10 zile, iar ca metoda moderna populara in studii a fost folosita

extractia asistata de ultrasunete, pentru un interval de timp de 30 min— 4 h;

S-a preferat prepararea amestecurilor de extractie n raportul de 1:10 (substrat:solvent);

Materialul vegetal a fost extras de reguld o singurd data, insa au existat cazuri in care

procesul a fost repetat de 2-3 ori;

Tn diferite studii, la finalul extractiei, supernatantul a fost concentrat si resuspendat in

diferiti solventi precum apa distilatd sau DMSO;

% Solventii polari au fost preferati in extractiile cenusarului si otetarului, in special
metanolul, etanolul si apa distilata, insa rar au fost utilizati si solventi nepolari precum
hexanul, eterul de petrol sau cloroformul,

% Separarea supernatantilor s-a realizat adesea prin utilizarea hartiei de filtru, centrifugare
sau cu filtre de seringa,;

L)

%

%

X/
X4

L)

X/
L X4

1.4. Valorificarea pigmentilor naturali in vopsirea ecologica a materialelor
textile

Cele mai importante aspecte de urmadrit in vopsirea textilelor vizeaza siguranta utilizarii
produselor obtinute si impactul procesului de vopsire asupra mediului inconjurator. Aceste
cerinte sunt mai bine indeplinite de colorantii naturali care, desi nu au o capacitate la fel de bund
de colorare comparativ cu cei sintetici $i consuma mai multe resurse (umane, de timp), sunt
biodegradabili, regenerabili si reduc riscurile de aparitie a alergiilor sau altor boli grave.

Colorantii naturali au origini diverse, de la organisme simple precum bacteriile si pana la
nevertebrate precum molustele si insectele. Acestia pot proveni si din surse anorganice precum
argilele sau sarurile de sulf.

Vopsirea traditionald cu plante a fost populard in Europa din cele mai vechi vremuri si
aceasta se bazeaza pe prezenta diferitilor compusi de culoare gasiti in structura acestora:
antociani, betalaine, carotenoizi, flavonoide, taninuri etc. (Figura 2).

Cum nu au fost elaborate standarde care sa reglementeze vopsirea naturald a textilelor si
caracterul sau durabil, diferite surse de substante colorante si mordante au fost incluse in
criteriile NODS (,,Natural Organic Dye Standard”) (Karadag, 2023).

Colorantii naturali nu prezinta utilitate doar in domeniul textil, ci si in cel medical, in
cercetare sau in industria alimentara.

Exista in prezent o tendintd tot mai accentuatd de incurajare a dezvoltirii domeniului
vopsirii textilelor spre o directie mai ecologica, durabila, care sa sustind principiile economiei
circulare, utilizand resurse naturale regenerabile precum resturile agricole, deseurile vegetale
si materia organica a diferitelor plante invazive.
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BN 2. CONTRIBUTII ORIGINALE PRIVIND
INFLUENTA PARAMETRILOR ST A
TEHNICILOR EXTRACTIVE ASUPRA
CONTINUTULUI DE COMPUSI
BIOACTIVI DIN CENUSAR (A. ALTISSIMA)

2.3.1. Particularititi microstructurale ale materiei prime (frunze de A.
altissima), vizualizate cu ajutorul microscopiei SEM

Tehnica SEM a fost utilizatd pentru a obtine imagini ale microstructurilor frunzelor de
cenusar, proaspete sau uscate la 50°C (probe de vara si de toamni). Tn probele analizate au fost
puse in evidentd elemente epidermice precum perii protectori (tectori) (Figurile 3a,b,c si 4a) si
stomatele (Figurile 3c, 4a), gasite intr-un numar mai mare pe fata inferioara a foliolelor. O
perspectiva de ansamblu asupra glandelor nectarifere gésite la baza fetei abaxiale a foliolelor a
fost surprinsa, mai multe detalii cu privire la acestea fiind cuprinse in studiul lui Poljuha et al.
(2023). Uscarea si macinarea probelor a dus la deteriorarea peretilor celulari, cu aparitia de
fisuri si scaderea in volum a perilor protectori, iar ceara epicuticulard slab reprezentata a fost
dificil de observat in probele examinate.

Figura 3: Imagini SEM (300 x) ale frunzelor proaspete de Figura 4: Imagini SEM (500 x) ale pulberilor
A. altissima: (a) — peri tectori pe epiderma superioard; (b) —  frunzelor de A. altissima: (a,b) — pulberea din frunze
stomate si peri de protectie situati pe o nervura din de vara; (c,d) — pulbere din frunze de toamna. Sunt
epiderma superioara; (c) — stomate si peri de protectie surprinse elemente precum: (a,b) — peri de protectie;
situati pe nervura principald, vizualizatd pe fata abaxiala a (a) — stomatele; (b,d) — fragmente mari din suprafata
foliolei; si (d) — nectarie extraflorald situata la baza foliolei foliara.

(vizualizata pe fata inferioara).

2.3.2. Studiu privind eficienta iradierii cu microunde asupra extractiei
compusilor bioactivi din frunzele de A. altissima

2.3.2.1. Continutul total de polifenoli, taninuri si activitatea antioxidanta

In urma iradierii probelor, temperatura lor finald nu a depasit 43°C. Rezultatele privind
cantitatile dozate de compusi bioactivi din extractele foliolelor congelate si uscate la 60°C,
obtinute la diferiti parametrii de proces, si activitatea lor antioxidanta, au fost incluse in Tabelul
1, fiind anterior publicate in Cocirlea, M. D., Miclaus, S., Oancea, S. (2022).
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Tabelul 1: Activitatea antioxidanta (FRAP) si continutul in polifenoli totali (TPC) si taninuri (TTC) ale
extractelor etanolice din frunze congelate si uscate de A. altissima, obtinute prin tehnica MAE

Parametrii Control Durata__ Frecventa Intensita_teg cé}mpului Valori pentru
experimentali (.propav expunerii (GHz)’ electric incident prot?ele
neiradiata) (h) (V/m) iradiate
Extract din frunze congelate de A. altissima
0,5 1,74 660 1741,39+21,16
TPC 1 1,74 660 1684,86+42,85
(Mg GAE/ 1652,47+26.51 3 1,74 660 1744,86+22,73
100 g s.u.) 0,5 2,3 950 1690,89+35,73
1 2,3 950 1768,01+34,26
3 2,3 950 1880,18+15,41
0,5 1,74 660 464,50+2,74
TTC 1 1,74 660 439,89+7,44
3 1,74 660 448,1249,06
(mgg?i/ )100 401,43£5,71 0,5 2.3 950 403,93+1,96
1 2,3 950 469,11+9,55
3 2,3 950 424,89+4,94
0,5 1,74 660 1647,05+28,90
RAP 1 1,74 660 1391,25+55,81
3 1,74 660 1518,17+43,28
(e gAf‘f; 1566,21£28,95 =4 5 2.3 950 1506,40+29,41
1 2,3 950 1583,65+20,84
3 2,3 950 1694,75+31,28
Extract din frunze uscate de A. altissima
0,5 1,74 660 1143,37+16,47
PG 1 1,74 660 1178,64+13,07
3 1,74 660 1152,19+21,45
(e gGSAuE§ 1158,35£19,55 =45 2.3 950 1138,83+18,35
1 2,3 950 1196,86+9,49
3 2,3 950 1161,55+18,09
0,5 1,74 660 437,66%6,33
TTC 1 1,74 660 442,81+6,41
3 1,74 660 440,26%7,63
(mggcsi/. )100 447411871 0,5 2,3 950 463,23+6,62
1 2,3 950 428,27+6,64
3 2,3 950 432,9448,97
0,5 1,74 660 847,65+26,81
ERAP 1 1,74 660 842,97+28,71
3 1,74 660 871,46+19,27
grgg ?;AUE; 857,96+21,31 0,5 2,3 950 841,66+29,22
1 2,3 950 877,86+21,23
3 2,3 950 864,85+23,19

Toate extractele obtinute au prezentat o activitate antioxidanta considerabild, sustinuta de
un continut ridicat in compusi polifenolici, dar o cantitate redusa de taninuri condensate.

Tipul materialului (congelat sau uscat), prin analiza Kruskal-Wallis, a ardtat 0 influenta
semnificativa asupra mediei continutului in polifenoli (p = 0,001725) si cea a activitatii
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antioxidante FRAP (p = 0,001745), cu valori mai mari pentru materia congelata (p = 0,0009%),
conform testului lui Dunn.

Valori mai mari ale raspunsurilor TPC, TTC si activitatii FRAP au fost obtinute pentru
probele congelate prin iradiere, in special la frecventa de 2,3 GHz, raportat la valorile probelor
neiradiate.

2.3.2.2. Caracterizarea extractelor obtinute prin iradiere cu microunde, utilizind tehnica
ATR-FTIR

Folosindu-se literatura de specialitate (Deepika et al., 2017, Nandiyanto et al., 2019,
Awwad & Amer, 2020), au fost identificate benzile de absorbtie ale spectrelor FTIR obtinute
pentru materialul congelat (Figura 5A) si cel uscat (Figura 5B).
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Figura 5: Spectrele ATR-FTIR ale extractelor etanolice din frunze de Ailanthus altissima, iradiate si neiradiate
(control) cu microunde, preparate din probe congelate (A) si uscate in etuva (B)
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In general spectrele rezultate pentru cele dous tipuri de probe au fost aseméanatoare. A fost
semnalatd o decalare si o delimitare mai clara a benzilor de la 3472 si 3150 cm™ din spectrul
frunzelor uscate raportat la benzile intense de la 3366 si 3232 cm™ din materialul congelat,
avand drept posibild cauza modificarea unor compusi fenolici (observatie in acord cu rezultatele
analizei de dozare a TPC) sau obtinerea unor extracte mai concentrate din materialul uscat,
pentru acelasi raport solvent/solid ca in cazul probelor congelate.

Structura chimicd a compusilor nu a fost influentatd semnificativ de iradierea cu radiatii
microunde la frecventele testate (1,74 si 2,30 GHz), Insa actiunea mecanicd pe care aceasta a
produs-o asupra peretilor celulari, a imbunatatit randamentul de extractie.

2.3.3. Studiu experimental privind impactul pre-tratamentului si Sezonului
de colectare a materiei prime, precum si a extractiei secventiale
asupra continutului bioactiv din frunzele de A. altissima

2.3.3.1. Schema experimentald a procedeului de extractie secventiala din probele de
materie prima investigata

Foliolele de A. altissima, congelate sau uscate (pulbere find), caracterizate in prima faza
prin tehnica SEM (Figurile 3-4) si sub aspectul incadrarii in spatiul de culoare CIELAB, au fost
supuse unei extractii secventiale (Figura 6): prima etapa a presupus extractia initiala cu hexan,
urmata de o extractie a reziduului cu etanol 70%; a doua etapa a presupus inversarea ordinii
celor doi solventi utilizati (etanol 70% pentru foliole si hexan pentru reziduul rezultat).
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Figura 6: Descrierea schematica a partii experimentale privind extractia compusilor bioactivi din A. altissima, Th
doud etape cu n-hexan si respectiv etanol

2.3.3.2. Impactul pre-tratamentului materiei prime asupra modificirilor de culoare,
testate in sistemul CIELAB
Modificarile de culoare au fost observate pentru foliolele de cenusar congelate si uscate

la temperatura camerei (t.c.), 30°C si 50°C. In general, diferentele pronuntate de culoare au fost
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rezultatul degradarii clorofilei in urma proceselor de uscare. Extractele probelor congelate,
situate Tn gama de culori galben—galben-verzui, au prezentat o luminozitate mai crescuta (L*).

Nuanta rosiaticd a pulberilor uscate poate fi asociatd cu prezenta antocianilor (ex.
cianidina) (Vidovi¢ et al., 2015), iar cea galbena — cu a flavonoidelor si carotenoizilor
(Carradori et al., 2020, Andonova et al., 2023). Nu au fost raportate modificari semnificative
ale diferentei generale de culoare (Tabelul 2) pentru nici una dintre temperaturile de uscare
testare in raport cu probele congelate (AE fiind >3) (Pathare et al., 2013). Probele uscate au fost
mai colorate (mai putin albe) si au prezentat o nota mai subtila de galben. Rezultatele obtinute,
incluse Tn Tabelul 2, au fost publicate in Cocirlea, M. D., Soare, A., Petrovici, A. R., Silion,
M., Cilin, T., Oancea, S. (2024).

Tabelul 2: Modificarea parametrilor de culoare ai extractelor din probele uscate (t.c., 30°C sau 50°C), comparativ
cu cei ai extractelor din probele congelate, folosind sistemul CIELAB (luminozitatea L*; rosu-verde a*; galben-
albastru b*; diferentele de culoare AE).

Proba Procesarea L a* b AE Indice | Indice de
materialului de alb galben
Céamp vizual de 2°
27,68 £ -43,90 + 44,01 +
Congelare 0.82 0.05 0.07 - -14,81 96,01
Extract Uscare (t.c.) | 0,65+0,11 | 0,46+0,04 | 0,83+0,16 | 67,54 | -0,14 74,19
acetonic | Uscare (30°C) | 1,26 +0,05 | -0,58+0,07 | 1,80+ 0,04 | 66,00 | -0,32 83,86
din Uscare (50°C) | 0,38+0,05 | 0,09+0,04 | 0,41+0,05 | 67,68 | -0,06 63,04
frunze Camp vizual de 10°
de A. 26,63 + -35,05 + 43,32 +
altissima | Congelare 2 66 146 283 - -14,81 96,01
Uscare (t.c.) | 0,60+0,10 | 0,42+0,06 | 0,73+0,13 | 61,23 | -0,14 74,19
Uscare (30°C) | 1,16 +0,28 | -0,40+0,05 | 1,63+0,42 | 59,90 | -0,32 83,86
Uscare (50°C) | 0,36 +0,17 | 0,15+0,06 | 0,36 +£0,07 | 61,44 | -0,06 63,04

2.3.3.3. Continutul total de compusi bioactivi (polifenoli, flavonoide, taninuri, carotenoizi)
din extractele obtinute prin procedeul secvential

Tn urma realizirii extractiei secventiate si dozarii compusilor bioactivi s-a observat ci
etanolul a fost cel mai potrivit solvent pentru obtinerea de extracte cu bioactivitate ridicata,
indiferent de tipul probelor (congelate, uscate, de vara sau de toamna).

Rezultatele privind continutul total de compusi bioactivi sunt prezentate in Tabelul 3.

In timp ce probele congelate de toamni au prezentat cel mai mare continut in polifenoli
totali (7256,92 £ 13,65 mg GAE/ 100 g s.u.), foliolele congelate de vara au dat cea mai mare
cantitate de flavonoide (9197,65 + 53,43 mg QE/ 100 g s.u.). Probele uscate de vara au fost cea
mai buna sursa de taninuri condensate (990,35 + 0,48 mg CE/ 100 g s.u.) si carotenoizi (108,18
+ 0,64 mg beta-caroten/ 100 g s.u.).

In ceea ce priveste extractele etanolice, a fost observati o medie semnificativ statistic mai
mare pentru TPC in cazul probelor de vara raportat la cele de toamna (p < 0,05), dar 0 medie
semnificativ mai mica a continutului in taninuri condensate pentru probele congelate, fatd de
cele uscate (p = 0,02). In cazul flavonoidelor si carotenoizilor, diferentele dintre medii nu au
fost semnificative intre categoriile de material vegetal (de vara vs. de toamna, respectiv congelat
VS. uscat).

Corelatiile dintre variabilele de raspuns analizate au fost semnificative si pozitive (p <
0,05), cu exceptia celei dintre continuturile 1n flavonoide si carotenoizi (p = 0,0517).

Rezultatele obtinute, publicate in lucrarea Cocirlea, M.D., Soare, A., Petrovici, A. R.,
Silion, M., Calin, T., Oancea, S. (2024) au adus noutate in ceea ce priveste variatia continutului
de compusi bioactivi din foliolele de A. altissima raportata la sezonul de colectare (vara vs.
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toamna) si la pre-tratamentul materiei prime (congelare vs. uscare), completand totodata
lacunele privind continutul de taninuri, mai putin evaluat in studii.

Tabelul 3: Continutul in compusi bioactivi din extractele etanolice si hexanice din frunze de A. altissima,

obtinute prin procedeul secvential

Tipul de
pre- ) Carotenoizi (mg
tratament Tipul TPC (mg GAE/ TTC (mg CE/ TFC (mg QE/ beta-caroten/
si sezonul | extractului 100 g s.u.) 100 g s.u.) 100 g s.u.) 100 g s.u.)
o g .U.
colectare
extract 18,42 + 0,13 937+151 | 1611,23+30,00| 2,62 +0,04
hexanic 1
extract
; 3791,43+4,76 | 23368+339 | 6169,3+1603 | 75,67 +0,58
Congelat | etanolic 2
(vard) extract | £o7062+11.99 | 347.84+101 |9197.65+5343 | 5711+ 0,09
etanolic 1
extract 6,45+ 0,15 3354+345 | 41047 +12,90 | 33,83+0,14
hexanic 2
extract 9,91 + 0,22 6,47+059 | 29859+2897 | 1.74+0,01
hexanic 1
extract
; 5789,12 +3,14 | 28537+759 |6020,88+3590 | 84,98 +0,29
Congelat | etanolic 2
(toamnd) | extract | 2566541365 | 485,89+ 1,80 | 7998,83+5538 | 7159+0,14
etanolic 1
extract 34,41 + 0,12 2376 + 0,13 619,93 + 7,20 29.64 + 0,06
hexanic 2
extract 64.48 + 0,15 12376+0,03 | 11937+075 | 7033+ 0,43
hexanic 1
extract
; 5578,37 +0,37 | 990,35+0,48 | 9176,74+2606 | 10565 + 0,54
Uscat etanolic 2
(vard) | extact | 578474118 | 943,640,090 |7557,66+26,29 | 108,18+ 0,64
etanolic 1
extract 34,70 + 0,02 36,45 + 0,04 169,19 + 8,02 61,32 + 0,05
hexanic 2
extract 52,55 + 0,08 58,50 + 0,25 90,62 + 1,18 50,92 + 1,39
hexanic 1
extract
; 6180,00+ 15,83 | 598,42 +0,93 | 656538 +33,38 | 69,69 + 0,23
Uscat etanolic 2
(foamnd) | extract | g5 314489 | 5755040,10 |7012,84+21,08 | 5560011
etanolic 1
extract 14,12 + 0,02 4390+0,09 | 302,68+2334 | 44,84+0,07
hexanic 2

2.3.3.4. Profilul polifenolic al extractelor etanolice, in functie de sezonul de colectare si de
pre-tratament, determinat prin analiza HPLC

Profilul polifenolic pentru patru extracte etanolice de A. altissima (ordine de extractie
polar-nepolar), obtinute prin tehnica macerarii (Figura 6), din foliole congelate si uscate, de
vara si de toamna, a fost investigat prin tehnica HPLC-DAD, utilizand 15 standarde de referinta.
Timpii de retentie (RT) pentru standardele injectate individual sau Tn amestec, dar si pentru
polifenolii identificati in probele analizate, au fost inclusi Tn Tabelul 4. Cu toate ca atunci cand
amestecul a fost injectat s-au observat suprapuneri ale varfurilor acidului vanilic si
epicatechinei, respectiv ale acizilor siringic si cafeic, in cromatogramele extractelor delimitarea

lor a fost bine evidentiata.
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Compozitia probelor uscate a fost in general asemanatoare pentru cele doud sezoane de
colectare, diferenta fiind reprezentata de inlocuirea catechinei din extractele de toamna cu
epicatechina in extractele de vara. In cazul foliolelor congelate, in probele de vara au fost
identificati mai multi compusi bioactivi decat in cele de toamna, intre care rutina, hesperidina
si acidul rozmarinic. Quercetina a fost gasita doar in probele uscate.

Rezultatele incluse in Tabelul 4 au fost publicate in Cocirlea, M. D., Soare, A., Petrovici,
A. R., Silion, M., Calin, T., Oancea, S. (2024).

Tabelul 4: Timpii de retentie (RT) pentru compusii polifenolici identificati in extractele etanolice din frunze de

A. altissima
Prob2 | polifenoli | Polifenoli Probe
injectati injectati in
Polifenoli individual amestec Congelat | Congelat Uscat Uscat
(vard) | (toamna) | (vara) | (toamna)
Timp de retentie (RT) (min)
Acid galic 10,97 10,84 10,73 10,97 10,71 10,71
Acid protocatecuic 13,98 13,90 — 14,04 13,97 13,99
Catechina 15,63 15,91 - - - 15,79
Acid vanilic 16,74 suprapus cu 16,64 16,79 16,6 16,65
epicatechina

Epicatechina 17,28 17,38 - - 17,34 -

Acid cafeic 17,49 17,96 - - - -

Acid siringic 18,09 suprapus cu - - - -

acidul cafeic

Rutina 20,42 20,63 20,68 - 20,66 20,70
Acid ferulic 22,38 22,35 22,12 22,32 - 22,38
Acid p-cumaric 23,10 23,46 23,42 23,61 23,49 23,48
Hesperidina 24,01 24,03 24,32 - 24,36 24,38
Acid rozmarinic 26,33 26,69 26,46 - 26,57 26,53

Acid salicilic 29,31 29,61 — — — —
Quercetina 34,72 34,65 — — 35,07 35,22

Kaempferol 39,71 41,00 — — — —

Nota: ”—” compus nedetectat

2.3.3.5. Activitatea antioxidanta a extractelor obtinute in urma procedeului secvential

Activitatea antioxidanta FRAP a extractelor etanolice rezultate din macerarea secventiala
a prezentat valori cuprinse intre 5043,59-8522,58 mg AAE/100 g s.u., in timp ce pentru
activitatea DPPH, rezultatele au fost situate Tn intervalul 79,11% — 94,50%. Valorile pentru
extractele hexanice au fost mult mai reduse, activitatea FRAP situandu-se intre 0,79-79,95 mg
AAE/100 g s.u., iar activitatea antioxidantd DPPH — intre 1,85% si 44,45%.

Cea mai puternica activitate pentru fiecare dintre metodele de analiza efectuate, a fost
inregistratd la extracte etanolice obtinute din reziduu: congelate de toamna pentru FRAP
(8522,58 + 73,86 mg AAE/ 100 g s.u.) si uscate de vara pentru DPPH (94,50 £ 0,02%).

Testul Wilcoxon a confirmat prezenta unor medii semnificativ mai mari ale activitatilor
antioxidante analizate la utilizarea etanolului fata de hexan (p = 0,00016) (Figura 7). Nu au fost
raportate diferente semnificative ale mediilor acestor variabile de raspuns in functie de tipul de
material vegetal utilizat (de vara vs. de toamna, congelat vs. uscat).

Rezultatele pentru cele doua activitati antioxidante FRAP si DPPH au fost legate printr-0
corelatie pozitiva puternica (p = 0,0006, r = 0,76).
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Figura 7: Reprezentare prin boxploturi a activitatii antioxidante totale (FRAP and DPPH) in functie de tipul
solventului

2.3.3.6. Analiza statistici a datelor experimentale prin prisma eficientei tehnicii cu
microunde si a celei secventiale de extractie a compusilor bioactivi

In cazul activititii antioxidante FRAP, analiza modelului GLM a pus in evidenti
continutul total in polifenoli ca predictor semnificativ (p = 9,61x10, t = 20,65) pentru
extractele obtinute prin tehnica MAE, iar in cazul extractelor obtinute prin macerarea
secventiald, predictorii semnificativi determinati ai acesteia au fost: TFC (pentru extractele din
probe de vara, congelate sau folosite in a doua etapa de extractie), TPC (pentru extractele din
probe de toamna, uscate sau folosite in prima etapa de extractie). Pentru activitatea DPPH insa,
predictorii semnificativi ai extractelor obtinute prin tehnica secventiala au fost: TPC (pentru
extractele din foliole de vara, uscate sau implicate in a doua etapa de extractie), continutul in
carotenoizi (pentru extractele din foliole de vara sau implicate in prima etapa de extractie) si
TFC (pentru extractele din probe congelate).

Eficienta extractiei foliolelor de vara sau a celor congelate a crescut cand etanolul a fost
utilizat ca prin solvent in tehnica secventiala, insa pentru cea a probelor de toamna sau uscate
utilizarea solventului polar in cea de-a doua secventa a fost recomandata.

2.3.3.7. Evaluarea activititii antimicrobiene a extractelor etanolice

Cele patru extracte etanolice de foliole de Ailanthus altissima obtinute prin tehnica
secventiala (ordine de extractie polar-nepolar), au prezentat in urma efectuarii testelor
antimicrobiene in vitro efecte de inhibare asupra tulpinilor bacteriene de Staphylococcus aureus
(izolat clinic) (8-10 mm) si Enterococcus faecalis (ATCC 29212) (8-10 mm). Rezultatele
privind activitatea microbiana, prezentate in Tabelul 5, au fost publicate in Cocirlea, M. D.,
Soare, A., Petrovici, A. R., Silion, M., Calin, T., Oancea, S. (2024).

In ceea ce priveste probele congelate, extractele foliolelor de vara au inhibat mai multe
tulpini bacteriene. In cazul probelor uscate, extractele foliolelor de toamni au inhibat sase
tulpini bacteriene din zece, fiind numarul maxim de tulpini patogene sensibilizate n studiul de
fatd pentru aceasta planta.

Activitatea antifungica testata asupra unei tulpini de Candida albicans a fost absenta.

Diametrele zonelor de inhibare determinate de cele patru extracte testate pentru tulpinile
de E. coli, E. faecalis, S. aureus si S. pyogenes au fost situate sub limita inferioara a diametrelor
determinate de antibiotice standard precum ampicilina, gentamicina sau penicilina (CLSI, 2022,
EUCAST, 2023).
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Tabelul 5: Diametrul de inhibare (mm) a cresterii microorganismelor in prezenta diferitelor extracte etanolice din
frunze de A. altissima

Diametrul de inhibare (mm)

. Proba | congelat | Congelat Uscat Uscat
Tulpina (vara) (toamna) (vara) (toamna)
microbiana

Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) - - 8,0+£0,1 8,0+£0,1
Stapflylococcus aureus | g 01 | g0+041 | 100£0,2 | 100£0.2
(izolat clinic)

Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615)
Enterococcus faecalis
(ATCC 29212)
Bacillus subtilis
(ATCC 6633)
Salmonella enterica
(ATCC 13076)
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853)
Escherichia coli
(ATCC 25922)
Enterobacter aerogenes
(ATCC13084)
Candida albicans
(ATCC 10231)

- - - 8,0+01

8,0+0,1 90+0,2 | 90+0,2 | 10,0+0,3

- - - 8,0+01

9,0+0,2 — — 10,0 +0,2

2.3.3.8. Cercetari experimentale privind riscurile de mediu si sinatate realizate in
perspectiva aplicatiilor practice ale extractelor din frunzele de A. altissima

Testele de toxicitate efectuate in vitro asupra extractului etanolic din foliole de toamna
uscate au indicat un efect ecotoxic si citotoxic cu tendinta generala de crestere pe masura ce
doza aplicata a extractului analizat a fost crescutd. Astfel, indicii de crestere si germinare ai
cariopselor de grau si tomate au fost cel mai puternic afectati de concentratia de 1000 pg/mL,
efectul toxic asupra larvelor de Artemia salina s-a instalat la 3h distantd de la expunerea la
concentratia de 2000 pg/mL, rata cea mai mare a hemolizei (6,95 + 1,04%) a fost observata
pentru concentratia maxima analizata de 1000 ug/mL, testul MTS a indicat pentru celulele
HGF, HepG2 si MeWo un nivel scazut de citotoxicitate pentru cea mai mare cantitate de extract
la care au fost supuse (500 pg/mL), iar cea mai mare cantitate de carboxifluoresceina eliberata
prin ruperea membranei lipozomale a fost de 6,83% pentru o fractie de 200 pg de extract.
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SN 3. CONTRIBUTII ORIGINALE PRIVIND
INFLUENTA PARAMETRILOR SI A
TEHNICILOR EXTRACTIVE ASUPRA
CONTINUTULUI DE COMPUSI
BIOACTIVI DIN OTETAR (R. TYPHINA)

In ceea ce priveste bioactivitatea fructelor de R. typhina, un prin experiment a vizat
construirea unui design experimental de tip Box-Behnken in cadrul caruia sa fie optimizate
valorile a trei parametrii de extractie astfel incat raspunsurile unor compusi bioactivi de interes
sa fie crescute. Nivelurile parametrilor (inferior, superior si central) au fost incluse in Tabelul
6, iar conditiile rezultate din design pentru un numar de 15 extractii sunt prezentate in Tabelul
7. Aceste date au fost publicate in Cocirlea, M. D., Simionescu, N., Calin, T., Gatea, F., Badea,
G. I, Vamanu, E., Oancea, S. (2024).

Tabelul 6: Nivelurile parametrilor de proces selectati pentru designul Box-Behnken

Nivelul
Variabila [unitatea] Simbol | Inferior | Central | Superior
D Q) (+1)
Concentratia solventului [%] X1 40 55 70
Timpul extractiei cu ultrasunete [min] X2 10 20 30
Raportul solvent/solid [v/w] X3 10/1 15/1 20/1

Tabelul 7: Conditiile experimentale de extractie a compusilor bioactivi din fructele de R. typhina, conform
modelului Box-Behnken creat

Nr. Concentratia solventului | Timpul extractiei cu ultrasunete | Raportul solvent/solid

experimente (%) (min) (viw)
1 40 10 15/1
2 70 10 15/1
3 40 30 15/1
4 70 30 15/1
5 40 20 10/1
6 70 20 10/1
7 40 20 20/1
8 70 20 20/1
9 55 10 10/1
10 55 30 10/1
11 55 10 20/1
12 55 30 20/1
13 55 20 15/1
14 55 20 15/1
15 55 20 15/1
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3.3.1. Particularititi microstructurale ale materiei prime (fructe de R.
typhina) vizualizate cu ajutorul microscopiei SEM

Microstructura drupelor proaspete si uscate, intregi sau macinate, de R. typhina a fost
vizualizata utilizand microscopia SEM si au fost pusi in evidentd numerosii peri tectori aciculari
pe suprafata exterioarda a fructelor (Figura 8e) si locurile lor de insertie pe particulele de
dimensiuni mai mari din pulberea maruntita si sitata (Figura 8b). Pulberea alcatuita din particule
neuniforme include fragmente din invelisul semintelor. Imaginea SEM a unei Sseminte de otetar
este redatd in Figura 8f, iar o sectiune transversald prin invelisul acesteia poate fi observata in
Figura 8c. Autori precum Ali & Al-Hemaid (2011) au explicat ca ornamentatia si compozitia
microstructurala a diferitelor seminte poate ajuta la determinarea diferitelor specii de plante sau
familii.

Figura 8: Imagini SEM ale fructelor de R. typhina, realizate la diferite mariri (72 x, 2,5 K x): (a,b) omogenat din
fructe proaspete; (c) fructe uscate macinate; (d,f) samanta; (e, g, h) fruct uscat (intreg).

3.3.2. Influenta procedeului si a parametrilor de extractie, asistata de
ultrasunete si cu bile, asupra continutului total de compusi
bioactivi si activititii antioxidante din fructele de R. typhina

Doua tehnici moderne de extractie, respectiv extractia asistatd de ultrasunete (UAE) si
extractia prin agitare cu bile (BBE), au fost utilizate cu scopul obtinerii de produse cu activitate
biologica puternicd. Au fost dozate continuturile urmatoarelor categorii de compusi: antociani
(TAC), polifenoli totali (TPC), taninuri condensate (TTC), flavonoide (TFC) si carotenoizi,
fiind ulterior analizate activitdtile antioxidante masurate prin analizele FRAP si DPPH.

Extractia asistata de ultrasunete (UAE)

a. Continutul in compusi bioactivi

Extractiile realizate utilizand tehnica UAE au fost desfasurate conform conditiilor
prezentate Tn Tabelul 7. Concentratia de 55% a solventului a prezentat cele mai bune rezultate
pentru majoritatea compusilor bioactivi analizati, atunci cand extractia a durat 30 min.
Majoritatea compusilor au fost extrasi in cantitati mai mari din amestecurile mai diluate (raport
solvent/solid de 20/1 mL/g), insa antocianii au fost mult mai bine izolati din amestecurile mai
concentrate (10/1 mL/g). Valorile TAC au fost singurele crescute pentru timpul cel mai scurt
de extractie utilizat (10 min).

Aplicarea testului Kruskal-Wallis si testului lui Dunn au pus in evidentd observatii
precum: mediile TAC si TFC au fost semnificativ mai mari la concentratia solventului de 55%
decét la 70% (p = 0,0032*, respectiv 0,0440), continutul in polifenoli, flavonoide si carotenoizi
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a fost mai mare la raportul de 20/1 decat la cel de 10/1 (p = 0,0008*, p = 0,0171*, p = 0,0085%).
Valoarea medie a TTC a fost semnificativ mai mare cand extractia a durat 30 de min fata de
extractia de 10 min (p = 0,0136*) (Figura 9).
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Figura 9: Reprezentari boxplot ale TAC, TPC, TTC, TFC din fructele de otetar in functie de parametrii UAE
(concentratia solventului, timpul de extractie si raportul solvent/solid)

b. Evaluarea activitatii antioxidante

Rezultatele activitatii antioxidante FRAP pentru cele 15 extractii realizate prin tehnica
UAE au fost cuprinse in intervalul 106,817 + 2,687 - 910,749 + 4,572 (mg AAE/ 100 g s.u.), in
timp ce valorile activitatii DPPH s-au situat intre 84,422 + 0,089 - 91,257 + 0,059 %. Pentru
ambele metode de investigare a activitatii antioxidante totale, raportul solvent/solid de 20/1 a
oferit cele mai bune rezultate, indiferent de durata extractiei. Analiza Kruskal-Wallis si testul
lui Dunn au indicat medii mult mai crescute la raportul de 20/1 fata de cel de 10/1 (p = 0,0008*)

(Figura
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FiguralO: Reprezentare boxplot a activitatii antioxidante a fructelor de R. typhina extrase prin tehnica UAE, in

functie de raportul solvent/solid

Extractia prin agitare cu bile (BBE)

a. Continutul in compusi bioactivi
Conditiile de extractie optime identificate pentru tehnica UAE, utilizand un design de tip
Box-Behnken, au indicat o concentratie a solventului de 61,51% si un raport solvent/solid de
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20/1, acestea fiind apoi utilizate in tehnica extractiei BBE. In cadrul acesteia parametrii variati
au fost: timpul de extractie (5 min vs. 10 min), dimensiunea bilei in mm (1,4, 2,4 vs. 2,8) si tipul
de material al bilei (ceramica vs. metal).

Cele mai mari valori TAC au fost gasite la utilizarea bilelor de ceramica de 2,8 mm, n
timp ce continutul 1n taninuri a crescut in extractia cu bile de metal de 2,4 mm.

Aplicarea testului Kruskal-Wallis alaturi de testul lui Dunn a dus la urmatoarele
observatii: media TAC a fost mult mai mica la utilizarea bilelor de 2,4 mm decat la folosirea
celor de 2,8 mm (p = 0,0428), media TTC a crescut in probele unde au fost utilizate bilele de
metal si de 2,4 mm, raportat la probele control (p = 0,045*, respectiv 0,0089%*), iar media
continutului in carotenoizi a fost mai mare la utilizarea bilelor de metal (p = 0,0057 *), cu
dimensiunea de 2,4 mm si 2,8 mm (p = 0,0113 *, respectiv p = 0,0280), decét in control (Figura
11).
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Figura 11: Reprezentari boxplot ale TAC, TPC, TTC, TFC din fructele de otetar, in functie de parametrii BBE
(dimensiunea bilei, tipul de material al bilei)

b. Evaluarea activitatii antioxidante

Valorile activitatii antioxidante FRAP masurata pentru extractele obtinute prin tehnica
BBE au fost situate intre 702,25 £ 0,75 si 885,03 £ 1,64 mg AAE/ 100 g s.u., in timp ce
activitatea DPPH masurata a fost gasita in intervalul 83,26 £+ 0,42 - 93,32 = 0,04 (%).

Activitatea antioxidanta FRAP a fost mai mare in extractele pentru care s-au utilizat bilele
de 1,4 mm, in timp ce pentru activitatea DPPH, bilele de 2,8 mm au fost mult mai eficiente.

Analizele Kruskal-Wallis si testul lui Dunn au pus in evidenta 0 medie mai mare a
activitatii FRAP la durata extractiei de 5 min (p = 0,0230 *) comparativ cu cea de 10 min, si la
utilizarea bilelor de 1,4 mm fata de cele de 2,4 mm (p = 0,0180 *), respectiv a celor de ceramica
fata de cele de metal (p = 0,0432). Tn schimb, activitatea DPPH a fost semnificativ mai mare in
urma extractiei cu bile de 2,8 mm decét cu cele de 2,4 mm (p = 0,0347) (Figura 12).

Deoarece timpul de 5 min a influentat semnificativ doar media activitatii antioxidante
totale FRAP, a fost folositd aceasta valoare a parametrului ca fiind optima pentru prepararea
extractului suspus ulterior analizei antimicrobiene si testelor de toxicitate in vitro.
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Figura 12: Reprezentare boxplot a activitatii antioxidante a fructelor de R. typhina extrase prin tehnica BBE, in
functie de durata extractiei, dimensiunea bilei si tipul de material al bilei

3.3.3. Profilul polifenolic al extractului etanolic BBE, determinat prin
analiza HPLC

Analizarea profilului polifenolic al extractul BBE din fructe de R. typhina, obtinut in
conditii optimizate (solutie hidro-alcoolica 61,51%, bile ceramice de 2,8 mm, raport
solvent/solid de 20/1, durata de 5 min), prin tehnica HPLC-DAD a permis evidentierea
prezentei si cuantificarea a doi acizi fenolici si a unui flavonoid de insemnatate biologica
ridicata (Tabelul 8).

Compusul predominant in extractul obtinut a fost acidul p-cumaric (17,62 + 0,59 pg/mL),
urmat de acidul ferulic (8,91 £ 0,74 pg/mL) si miricetina (8,89 £ 0,23 pg/mL), cu valori
apropiate ale concentratiilor.

Tabelul 8: Compusii polifenolici identificati prin analiza HPLC in extractul etanolic din fructe de R. typhina

Compus polifenolic | Concentratie (pg/mL)
Acid p-cumaric 17,62 + 0,59
Acid ferulic 8,91+0,74
Miricetina 8,89 £ 0,23

3.3.4. Activitatea antimicrobiana a extractului etanolic BBE

Extractul din drupe de otetar obtinut prin tehnica BBE (concentratia solventului de
61,51%, raport solvent/solid de 20/1, durata de 5 min, bile ceramice de 2,8 mm, concentrat pana
la jumatate din volumul initial) a prezentat efecte de inhibare a cresterii a sase tulpini bacteriene
testate (trei specii Gram-pozitive si trei specii Gram-negative). Rezultatele incluse Tn Tabelul
9 au fost publicate in Cocirlea, M. D., Simionescu, N., Cilin, T., Gatea, F., Badea, G. 1.,
Vamanu, E., Oancea, S. (2024).

Cele mai mari diametre pentru zonele de inhibare produse de prezenta extractului, au fost
identificate Tn cazul tulpinilor de Streptococcus pyogenes (20 mm) si Salmonella enterica (12
mm). Diametrele observate pentru celelalte specii patogene afectate (Bacillus subtilis,
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Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae si Salmonella group D (izolat clinic)) nu au
depasit 8 mm. Efectul antifungic asupra tulpinilor de C. albicans si Saccharomyces cerevisiae
a fost absent.

Tabelul 9: Zonele de inhibare (mm) a microorganismelor patogene in prezenta extractului etanolic din fructe de
R. typhina

Zona de inhibare
(mm)
Bacillus subtilis ATCC 6633 8
Enterococcus faecalis ATCC 29212 8
Bacterii gram-pozitive Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 -
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 20
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 -
Citrobacter freundii ATCC13316 -
Escherichia coli ATCC 25922 -
Bacterii gram-negative Klebsiella aerogenes ATCC 13048 -
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 8
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 -
Salmonella enterica ATCC 13076 12
Candida albicans ATCC10231 -
Saccharomyces cerevisiae ATCC9763 -
Izolate bacteriene clinice sau din alimente
Staphylococcus aureus (izolat clinic) -
Staphylococcus aureus (izolat din alimente) -
Bacterii gram-pozitive Streptococcus anginosus (izolat clinic) -
Streptococcus anginosus group F (izolat clinic) -
Streptococcus mutans (izolat clinic) -
Bacterii gram-negative Salmonella group D (izolat clinic) 8

Categoria Tulpina microbiana

Fungi

3.3.5. Optimizarea conditiilor de extractie prin tehnica UAE a compusilor
bioactivi din fructele de R. typhina utilizdnd Metoda Suprafetei de
Raspuns (MSR)

In cadrul acestei sectiuni s-a urmarit optimizarea parametrilor de extractie pentru tehnica
UAE (concentratia solventului (Xsc), timpul de extractie (X1) si raportul solvent/solid (XRr)),
folosind designul de tip Box-Behnken, astfel incat valorile TAC (Y1), TPC (Y2) si activitatilor
antioxidante FRAP (Y6) si DPPH (Y7) sa fie cat mai mari, iar valoarea TTC (Y3) — cat mai
scazuta. Rezultatele obtinute, incluse in Tabelul 10, au fost publicate in Cocirlea, M. D.,
Simionescu, N., Calin, T., Gatea, F., Badea, G. |., Vamanu, E., Oancea, S. (2024).

Analiza de optimizare a indicat ca valori potrivite pentru variabilele independente incluse
in studiu, raportat la cerintele de maximizare si minimizare a unor compusi bioactivi si a
activitatilor antioxidante totale, urmatoarele: concentratia solventului de 61.51%, timpul de
extractie de 10 min si raportul solvent/solid de 20/1 (v/w).

Dezirabilitatea compozita de 0,7719 incadreaza rezultatele analizei de optimizare ca fiind
acceptabile pentru raspunsurile urmarite, luate ca un tot, sau separat.
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Tabelul 10: Valorile optime de extractie UAE rezultate din optimizarea pentru parametrii analizati

RAs Scopul Réspur_lsul Dezirabilitatea Dezirabilit.afea Valorile optime pentru
prezis compozitd factori
Y1 Maximizare 29,2151 0,7010
Y2 Maximizare | 1698,0266 0,9547 Xse = 61,5152 %:
Y3 Minimizare | 1430,4662 0,7896 0,7719 Xt =10 min;
Y6 Maximizare | 848,0085 0,9220 Xr = 20/1 (vIw);
Y7 Maximizare 88,2253 0,5565

Graficele de perspectiva, realizate cu scopul observarii influentei simultane a doi
parametrii de extractie (al treilea parametru se considera a fi constant) asupra variabilelor de
raspuns masurate, au evidentiat o tendintd de crestere a continuturilor in antociani si taninuri in
extractele preparate in raport 20/1, pentru concentratii medii sau scazute ale solventului (Figura
13 (I, 11 @)). Scaderea timpului de extractie si cresterea gradului de concentrare al extractului
(10/1) au provocat cresteri ale rezultatelor TAC (Figura 13 (I b)). Odata cu marirea raportului
de extractie (diluarea amestecului), continutul in polifenoli totali si taninuri a crescut odata cu
marirea timpului de proces (Figura 13 (II-III b)). Tot in contextul unei extractii mai indelungate,
rezultate mai scazute pentru TAC, TPC si TTC au fost observate utilizarea unei solutii hidro-
alcoolice mai concentrate (Figura 13 (I-1II ¢)).
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Activitatea antioxidantd FRAP a scazut odata cu prelungirea duratei de extractie a unui
amestecat preparat cu solvent mai concentrat, in timp ce pentru activitatea DPPH efectul acestor
conditii a fost opus, determinand cresterea sa (Figura 14 (I-II ¢)). Odata cu cresterea raportului
solvent/solid, aplicarea unor timpi mai lungi de extractie au produs valori mai mari ale activitatii
DPPH, in timp ce aplicarea acestor conditii a dus la reducerea activitatii FRAP (Figura 14 (I-11

b)).
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Figura 14: Graficele 3D ale suprafetei de raspuns aratand efectele: raportului solvent/solid si concentratiei
solventului (I-11I a), raportului solvent/solid si duratei de extractie (I-1II b), duratei de extractie si concentratiei
solventului (I-111 c), asupra I = TAC, Il - TPC, Il - TTC.

3.3.6. Analiza comparativa privind eficienta extractiei compusilor
bioactivi din fructele de R. typhina prin tehnicile UAE si BBE

Utilizand separat rezultatele obtinute in extractiile fructelor de otetar prin tehnicile UAE
si BBE, au fost calculate doua tipuri de valori medii: una generala, cuprinzand toate valorile,
indiferent de conditiile experimentale aplicate, si 0 a doua medie, mai specifica, incluzand doar
valorile extractelor obtinute la o duratd a procesului de 10 min. Observarea mediei generale a
indicat ca cele mai bune rezultate pentru TAC, TFC si continutul in carotenoizi au fost date de
extractia UAE, in timp ce valorile medii ale TPC, TTC si FRAP au crescut in extractia BBE. In
ceea ce priveste media calculata folosind valorile obtinute la 10 min de extractie, tehnica BBE
a produs valori mai mari pentru patru din cele sase variabile de raspuns: TPC, TTC, FRAP,
DPPH, iar continutul in carotenoizi a fost similar cu cel al extractelor obtinute prin metoda
UAE. Astfel, tehnica agitarii cu bile a fost preferata deoarece in cazul ambelor tehnici de
extractie a furnizat cel mai mare continut in polifenoli totali si cea mai ridicata activitate
antioxidanta FRAP, si aducand avantajul unei mai mari stabilitati termice a amestecului si
limitarea riscului de contaminare intre probe, comparativ cu metoda extractiei cu ultrasunete.

Analizarea relatiei dintre datele experimentale obtinute pentru extractele de R. typhina
prin modele liniare GLM

Analiza modelelor liniare GLM pentru extractia cu ultrasunete a evidentiat variabila TPC
ca fiind predictorul semnificativ in modelul activitatilor antioxidante totale FRAP si DPPH (t =
10,389; p = 2,37 x 1077 *** respectiv t = 6,594; p = 1,73 x 1073 ***). In cazul extractiei cu
bile, predictorul semnificativ al activitatii FRAP a fost continutul in carotenoizi (t = —4,647; p
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= 0,00046 ***), in timp ce TAC a fost predictorul semnificativ pentru activitatea DPPH (t =
1,999; p = 0,0655).

3.3.7. Cercetiri experimentale privind potentialul citotoxic al extractului
din fructele de R. typhina

Analizarea in vitro a efectelor potential toxice ale fructelor de otetar (extract obtinut prin
tehnica BBE realizata in conditiile: solutie etanolica 61,51%, bile de ceramica de 2,8 mm, raport
solvent/solid de 20/1, durata extractiei de 5 min) a aratat o crestere a efectului toxic n contextul
madririi concentratiei de extract testate. Cea mai puternica ratd a hemolizei a fost intregistrata la
cea mai mare concentratie testatd (1000 pug/mL), cu valoarea de 19,85 + 1,30%, in timp ce cea
mai mare citotoxicitate a fost observata pentru concentratia de 500 pg/mL (cea mai mare dintre
cele testate) asupra celulelor HepG2, cu un procent de viabilitate de 62% dupa 24 h de incubare.

26



4. CERCETARI APLICATIVE PRIVIND
UTILIZAREA EXTRACTULUIDIN
FRUCTE DE OTETAR (R. TYPHINA) IN

VOPSIREA ECOLOGICA A
MATERIALELOR TEXTILE

4.2. Strategii clasice si moderne de vopsire a materialelor textile

Mordantii chimici pot fi impartiti in doud categorii: care inchid culoarea si respectiv, care
o0 deschid (Singh et Singh, 2018). Acidul tanic si acidul citric, prin prezenta mai multor grupari
hidroxil sau carboxil, joacd rolul unor bio-mordanti, capabili s creasca afinitatea substratului
textil celulozic pentru particulele colorante (Ontiveros-Ortega et al., 1998, Darmawan et al.,
2024). A fost observat ca sulfatul de fier poate oferi materialului tratat umbre verzui (Singh &

Singh, 2018).

Tn studii, cea mai comuna metoda de izolare a colorantului din materia organica vegetala,
ramane fierberea, realizata in conditii variate prezentate pe scurt in Figura 15.
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Figura 15: Metodologia generala de obtinere a solutiei colorante provenite din diferite surse de material vegetal

Ca tehnici de vopsire care se utilizeaza in prezent in studii, pot fi enumerate: metoda
sonicarii (Periyasamy, 2022), vopsirea prin fierbere (cea mai comuna) (Hossain, 2023),
vopsirea cu aparate/masinarii specifice (Ain et al.,2024), vopsirea asistata de microunde

(Yameen et al., 2023), etc.
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4.3. Rezultate privind vopsirea ecologica a tesaturilor de bumbac cu
extractul din fructe de R. typhina

Tn extractul apos din drupe de R. typhina preparat pentru vopsirea esantioanelor textile de
bumbac (macerare la temperatura camerei, timp de 24 h, la intuneric, in apa distilata adusa
initial la 40 °C), a fost identificatd prezenta unui continut de antociani de 18,29+1,35 mg
cianidin-3-O-glucozida/ 100 g s.u.

4.3.1. Caracterizarea cromatica si testarea rezistentei la spilare si frecare
uscata a probelor de bumbac vopsite cu extractul din fructe de R.
typhina

Probele de bumbac au fost supuse vopsirii in extractul din fructe de R. typhina prin tehnica
clasicd a epuizdrii si tehnica moderna a ultrasonarii, in prezenta solutiilor mordantilor chimici
si ecologici de concentratie 3% sau 5% (meta-mordansare). Ca probe de referinta au fost folosite
esantioane de bumbac nevopsite si esantioane de bumbac vopsite in absenta mordansarii.
Rezultatele unui numar de 22 de variante experimentale de vopsiri ecologice cu extractul natural
obtinut din fructele de otetar, privind parametrii de culoare specifici si rezistenta culorii la apa
si frecare uscata, au fost incluse in Tabelul 11, fiind publicate in Cocirlea, M.D., Coman, A.,
Popovici L.F., Oancea S., Coman D (2024).

Luminozitatea probelor vopsite a fost redusa de tratarea substratului textil cu mordanti,
raportat la probele netratate, indiferent de tipul mordantului (clasic, ecologic) sau concentratia
solutiei sale. In cazul epuizarii, pentru cei mai multi dintre mordantii testati, concentratia de 3%
a scazut cel mai puternic luminozitatea (in cazul sulfatului de fier (II) si a sulfatului de cupru,
concentratia de 5% a dat cea mai scizutd luminozitate). In ceea ce priveste tehnica ultrasondrii,
concentratia mai mare (5%) a dat cele mai mici valori pentru parametrul AL*, exceptie facand
acidul citric pentru care cea mai intunecata culoare a fost gasita la concentratia de 3%. Cele mai
Tntunecate probe au fost obtinute prin tratarea bumbacului cu sulfat de fier.

In general, apropierea culorii de regiunea rosie a spectrului colorimetric a scazut fati de
probele netratate prin utilizarea acidului tanic si a mordantilor chimici, insé a crescut usor prin
tratarea esantioanelor cu acid citric. Probele tratate cu FeSO4 au prezentat valori ale coordonatei
b* cu tendinta spre regiunea albastra.

Modificarile de culoare raportate la valorile indicilor Aa si Ab, intre probele vopsite
mordansate si netratate cu mordant, sunt prezentate in Figurile 16-17.

Esantioanele albe de bumbac au prezentat in urma vopsirii cu extract din fructe otetar
nuante in zona roz—Violet-deschis, variate in functie de solutia de mordant utilizata pentru
fixarea culorii.

Diferente de culoare mai mari (de peste 6 unitati) au fost gasite pentru solutiile de FeSO4
3% si 5%, CuSO45% (epuizare) si amestecul de sulfat de fier 5% si acid oxalic 4% (ultrasonare).
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Tabelul 11: Caracteristicile de culoare si de rezistenta pentru probele de bumbac vopsite cu extractul din fructe

de R. typhina

NI Pr_ocedura de Rezistenta Rezistenta
ort. | vopsire /_I\_/Iordantul AL* | Aa* | Ab* | AC* | AH* | AE* la apé, la frecz%re

utilizat uscata

Metoda epuizarii
1 PrOba(geErlj)ferimé 75,86 | 21,46 | 2,31 | 2159 | 6,14 | - 2-3 3
2 3%?‘0‘3;’3‘;"”" 1,28 | 1,09 | 2,33 | 1,44 | 2,13 | 287 | 34 34
3 5%(A£ES§““C 1,02 031 | 192 | 059 | 1,85 | 219 | 45 4
. 3%?TC‘AdS;a”iC 064|023 | 160|001 | 1,62 | 1,74 | 34 4
5. 5%(ATCX’5;a”iC 033 -1,96 | 1,15 [-1,78| 141 | 2,29 4 45
6. 30/(;eFfeiirc))‘l(Sél)fat 1852 | 1468 | 688 | 1341 | 011 |[2461] 4 )
7 5()/<jeF1?i§84(|(§lél)fat 2557 | 1650 | 7,04 | 1407 | 11,71 | 3145 | 45 °
8. 3(;’/6"8:)?84(((5:“8';‘;“ 135|292 | 305 | 2,29 | 355 | 444 | 5 4-5
9. 5;?&‘:)?84(((55‘;';? 140 | 4,08 | 547 | -255| 633 | 697 | 5 4-5
10. A?’z/i"dF(fXSa(ﬂ‘(‘:zl‘gé’) 159 | 313 | 4,12 | 216 | 471 | 542 | 45 4-5
11. :zf’dF;fa(ﬁézlgé’) 1,02 | -477 | 2,62 | -419| 348 | 554 | 45 4-5
Metoda ultrasonarii

1| P rOba(CF‘fJgerm?é 7556 | 22,00 | 1,36 | 22,05 | 353 | - 2-3 3
2 3%'(“5235“”0 1,04 | 1,54 | 1,37 | 1,65 | 1,23 | 231 | 4 34
3. | g | 034 0g8 | 059 | 072 | 054 | 096 | 5 4
4. 3%(ATCX’3;a“iC 012|021 | 141|034 | 1,38 | 1,43 | 45 4
5. | T as | 134|196 | 090 | -187 | 106 | 253 | 45 4-5
6. B(J/(;eFﬁirc)h(l(;lg)fat 1418 | 1382 | 482 | 1316 | 041|038 4 M
’ S(ﬁeFﬁirc))A(Sg)fat 1964 | 1577 | 6,33 | 1407 | 253 |2597| 45 °
8. 3;2&‘;?84(%@;? 146 | -1,31 | 2,99 | 090 | 313 | 357 | 5 4-5
9. 552&1%?84((?8';? 184 | 1,77 | 400 | -1,10 | 432 | 4,83 5 45
10. :z?dijaﬂézlgé’) 1,79 | 044 | 352 | 092 | 343 | 398 | 45 5
1. ASCO/iOch;axsacl)i?:?Igg) 478 ] 195 | g7 | 798| 036 895 ° °
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Figura 16: Distributia caracteristicilor de culoare vopsite si mordansate concomitent, prin tehnicile de epuizare
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Figura 17: Distributia caracteristicilor de culoare vopsite si mordansate concomitent, prin tehnicile de ultrasonare

Diferentele generale de culoare, acestea au fost mici in cazul vopsirii US, temperatura
procesului de 40°C contribuind la acest aspect. Analizand valorile diferentei de nuanta (AH*)
s-a observat ca esantioanele tratate cu bio-mordanti (3-5%) au prezentat nuante roz—portocalii,
asemanatoare probelor netratate, Th timp ce tonul culorii a fost indreptat spre verzui-albastru n
cazul utilizarii sulfatului de fier. In ceea ce priveste saturatia probelor, aceasta a prezentat o
valoare medie mai mare in cazul vopsirii prin tehnica ultrasonarii.

Tratarea materialului textil celulozic cu mordanti ecologici a scazut cu 1-2 unitéti
rezistenta la apa fatd de cea a probelor mordansate cu mordantii clasici. In ceea ce priveste
rezistenta la frecare, nu au fost constatate diferente vizibile pentru cele doud categorii de
mordanti utilizati. Dintre mordantii ecologici, solutia de acid citric 5% a oferit cea mai buna
rezistenta la frecare bumbacului vopsit, apropiata de cea obtinuta pentru sulfatul de fier (5%) si
amestecul de FeSO4 (3-5%) cu acid oxalic.

4.3.2. Caracterizarea prin tehnica ATR-FTIR a probelor de bumbac
vopsite cu extract din fructe de R. typhina

In Figurile 18-19 sunt redate spectrele de absorbanti ATR-FTIR pentru probele de
bumbac control (nevopsite) si vopsite cu extract de R. typhina (mordansate sau netratate),
delimitate in functie de metoda de vopsire folosita: epuizare sau ultrasonare, care sa aduca in
prim plan gruparile functionale din extractul de otetar care au fost imprimate in structura fibrei
celulozice.
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Figura 18: Spectrele ATR-FTIR ale probelor de bumbac vopsite prin epuizare, cu extract apos din fructe de R.
typhina, Tn prezenta si absenta tratamentului cu mordanti

Prezenta vibratiilor de intindere a unei grupe hidroxil (—OH) fenolice/alcoolice, specifice
structurii celulozice a fibrei de bumbac sau posibilei prezente a unor taninuri provenite din
extractul de otetar, a fost indicatd de benzile de absorbtie gasite la 3271,06 cm™ (EH) si 3270,06
cm?t (US). O alta bandd de absorbtie specificd celulozei a fost observatd la 1028 c¢cm™,
corespunzand unui inel de piranoza C—O—C. Regiunea spectrului de sub 1000 cm™ a fost
considerata zona unica a probei (,,fingerprint area”) (Zhang et al., 2023). Structura chimica a
probelor vopsite nu a variat considerabil in functie de tehnica utilizata (epuizare vs. ultrasonare),
insa ultrasonarea a pastrat mult mai asemanator cu proba de control structura materialului
celulozic. Cel mai puternic impact asupra structurii esantioanelor I-a determinat tratarea cu
amestecurile de sulfat de fier (3-5%) si acid oxalic 4%.
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Figura 19: Spectrele ATR-FTIR ale probelor de bumbac vopsite prin ultrasonare. cu extract apos din fructe de R.
typhina, in prezenta si absenta tratamentului cu mordanti
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BN CONCLUZII GENERALE, CONTRIBUTII
ORIGINALE, RECOMANDARI SI
DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

In urma studiilor analizate, a metodologiei experimentale efectuate si a interpretarii
statistice a datelor obtinute, au fost creionate mai multe concluzii finale, redate pe scurt dupa
cum urmeaza:

% Conform documentarii pe baza literaturii de specialitate, frunzele de A. altissima si
fructele de R. typhina au prezentat o utilitate vasta pentru mai multe domenii industriale
(cosmetic, medical, al productiei de pesticide etc.), datoratd continutului acestora in
compusi bioactivi valorosi, proprietatile lor biologice fiind confirmate de rezultatele
testelor efectuate in partea de cercetare experimentald a lucrarii de doctorat.

% Imaginile SEM au surprins elemente morfologice specifice frunzelor (stomate, peri de
acoperire) in probele proaspete si uscate de A. altissima, dar si fisuri si scaderi in volum
a perilor tectori, rezultate din procesele de uscare la 50°C si macinare; pe suprafata
fructelor de otetar s-a Observat prezenta a numerosi peri de acoperire, cu vizibilitatea
unor locuri de insertie ale acestora pe particulele mai voluminoase ale pulberilor sitate.

% Extractiile compusilor bioactivi au fost realizate utilizand tehnici clasice (macerare

simpla sau cu agitare magneticd) si neconventionale (extractia asistatd de microunde

(MAE), extractia asistata de ultrasunete (UAE), si extractia prin agitare cu bile (BBE)).

% Iradierea cu microunde a frunzelor de cenusar congelate, expuse la radiatii cu frecventa
de 2,3 GHz, a dat un randament de extractie mai bun pentru TPC (1690,89+35,73—
1880,18+15,41) si activitatea antioxidantda FRAP (1506,40+29,41—- 1694,75+31,28) fata
de cel obtinut prin macerarea simpla (1652,47+26,51, respectiv 1566,21+28,95), analiza
ATR-FTIR confirmand absenta modificarilor structurale importante. Totusi, uscarea
foliolelor la 60°C a produs scaderea valorilor acestor variabile de raspuns fata de probele
cu material congelat.

% Aplicarea unei extractii secventiale (polar-nepolar, nepolar-polar), a aratat ca
substantele bioactive din foliolele congelate de A. altissima sunt mai bine concentrate
atunci cand etanolul este utilizat ca prim solvent de extractie (pentru pulberile uscate, o
pre-extractie in hexan poate imbunatati randamentul extractiei).

% Analiza CIELAB a indicat absenta modificarilor importante de culoare (AE) intre

materialul congelat si cel uscat la temperatura camerei, la 30°C si respectiv 50°C, insa

probele uscate au prezentat nuante mai rosiatice si scaderi ale indicelui de galben.

Etanolul s-a dovedit a fi un solvent mult mai potrivit decat hexanul pentru extractia

frunzelor de A. altissima, indiferent de tipul probei si de pre-tratamentul aplicat (de vara

sau de toamna, congelate sau uscate).

%+ Cea mai mare valoare a TPC si a activitatii antioxidante FRAP au fost identificate pentru

materialul congelat, de toamna, iar cel mai mare continut in taninuri, flavonoide si

carotenoizi— pentru cel uscat, de vara (extracte Tn care etanolul a fost utilizat ca prim
solvent). Activitatea antioxidanta DPPH a fost mai ridicata in extractele din frunze
colectate vara si uscate la 50°C.

Analiza HPLC a raportat prezenta a zece compusi fenolici In extractul etanolic din

foliole de cenusar uscate, de toamna, iar acizii fenolici galic, p-cumaric si vanilic au fost

identificati Tn toate cele patru extracte testate (extracte etanolice din frunze de vara si

de toamna, uscate sau congelate). Tn cazul fructelor de R. typhina acidul p-cumaric a

fost identificat si dozat (17,62 + 0,59 pg/mL), alaturi de acidul ferulic (8,91 £ 0,74) si

miricetind (8,89 £ 0,23 pg/mL).

X/
L X4

X/
L X4
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Extractul din frunze uscate de toamna ale A. altissima a inhibat dezvoltarea a sase din
zece tulpini microbiene testate, determinand un diametru al zonei de inhibare de 10,0 +
0,2—- 10,0 = 0,3 mm pentru patogenii S. aureus (izolat clinic), E. coli (ATCC 25922) si
E. faecalis (ATCC 29212). Extractul din fructe de R. typhina (BBE, 5 min, 20/1,
61,51%, bile ceramica 2,8 mm, concentrat pana la jumatate) a prezentat cel mai puternic
efect de inhibare asupra dezvoltarii tulpinilor S. pyogenes (ATCC 19615) (20 mm) si S.
enterica (ATCC 13076) (12 mm). In cazul ambelor plante, efectul potential antifungic
a fost absent.

Cea mai mare activitate hemoliticd a extractelor de cenusar si de otetar testate a fost
inregistratd pentru concentratia de 1000 pg/mL (6,95%, respectiv 19,85%). Singurul
efect usor toxic a fost regésit in cazul concentratiei de 500 pg/ mL de extract de otetar,
pentru linia celulara HepG2 (viabilitate de 62% dupa 24 h).

Cu privire la extractia cu ultrasunete a compusilor fructelor de otetar, desfasurata
conform unui design de tip Box-Behnken, s-a constatat ca cea mai mare valoare TAC a
fost prezenta la o durata de extractie de 10 min, pentru raportul de 1/10 si concentratia
solventului de 55%, in timp ce pentru celelalte variabile de raspuns (TPC, TTC, TFC si
carotenoizii) a fost mai potrivita extractia timp de 30 min, pentru un raport de 20/1 si 0
concentratie a solventului de 55%. Activitatea antioxidanta FRAP a fost mai puternica
la timpi mai mici de extractie (10 min), iar cea DPPH, la timpi mai indelungati (30 min).
In ceea ce priveste extractia drupelor de otetar prin tehnica BBE, media activittii
antioxidante FRAP a fost semnificativ mai mare la bilele cu diametru de 1,4 mm decat
la cele de 2,4 mm, in timp ce bilele de metal au favorizat semnificativ extractia
carotenoizilor fatd de probele fara bile.

Tehnica extractiei cu bile (BBE) este recomandata in cazul fructelor de otetar,
producénd la un timp de extractie similar tehnicii UAE, valori medii apropiate sau chiar
mai mari pentru compusii bioactivi dozati si activitatiile antioxidante masurate, fara a
ridica problema degradarii termice a compusilor sensibili sau de contaminare intre
probe.

Vopsirea bumbacului cu extract din fructe de otetar, continand o cantitate de antociani
de 18,29+1,35 mg cianidin-3-O-glucozida/ 100 g s.u, au dus la obtinerea de nuante roz-
violet, in general.

In cazul fructelor de otetar, mordantii ecologici testati (acizii tanic si citric) au prezentat
o capacitate buna de fixare a compusilor coloranti extrasi in tesaturile de bumbac, fara
a modifica puternic nuantele panzelor, dar marind rezistenta culorii Tn raport cu cea a
probelor netratate cu mordant.

Indiferent ca vopsirea a fost realizata prin epuizare sau ultrasonare, sulfatul de fier a
inchis culoarea pana la obtinerea de nuante albastre-verzi. Cea mai mare diferenta de
culoare generala (AE > 6 unitati) si cea mai scazuta luminozitate au fost identificate la
proba vopsitd in prezenta solutiei combinate de Fe2SO4 5% si acid oxalic 4%, prin
tehnica ultrasonarii.

Acidul citric a conservat cel mai bine nuantele roz-violet ale esantioanelor vopsite;
acidul tanic modificat usor nuantele spre roz-galben.

Concentratiile solutiilor de bio-mordanti de 5% au fost mult mai eficiente in cresterea
rezistentei la apa si frecare a probelor vopsite fatd de cele tratate cu solutii de
concentratie 3%, 1nsa nu la fel de puternic precum au facut-o solutiile de mordanti
clasici;

Corelatii pozitive semnificative au fost identificate intre Aa* si AC* (pozitiva) si AE* si
AL* (negativa).

Frunzele de A. altissima si fructele de R. typhina au demonstrat un potential aplicativ
important, prin compusii polifenolici pe care ii contin, activitatile antioxidante si
antimicrobiene demonstrate si efectele citotoxice si/ Sau ecotoxice reduse, capacitatea
buna de colorare in prezenta mordantilor ecologici a drupelor de otetar si eficienta
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ELE

crescutd a extractiei n etanol a compusilor cu activitate biologica pentru frunzele de
cenusar, solvent ,,prietenos” cu mediul.

MENTE DE ORIGINALITATE (CONTRIBUTII ORIGINALE)

Prezenta teza de doctorat a adus contributii in plan teoretic, experimental si aplicativ, in

privinta extractelor din frunze sau fructe a unor specii invazive de interes global, dar si pentru
Romaénia, care detin caracteristici care le recomanda pentru utilizarea lor in diferite sectoare
industriale, si in special, pentru cel al prelucrarii sustenabile a textilelor. Printre elementele de
originalitate dezvoltate se numara:

R/
L X4

RS

%

X/
L X4

K/

%

Tmbogatirea bazei de informatii privind caracterul bioactiv si conditiile optime de
extractie ale materiei organice colectate pentru plantele investigate;

Identificarea eficientei tehnicilor de extractie clasice si moderne pentru speciile
selectionate asupra continutului lor in substante cu activitate biologica, proprietatilor
antioxidante si capacitatii de vopsire a materialelor textile (bumbac);

Aplicarea tehnicii neconventionale de extractie cu microunde (MAE), cu frecvente
joase, asupra foliolelor de cenusar, cu scopul identificarii celor mai potrivite conditii
experimentale;

Evaluarea influentei, In cadrul unei extractii secventiale, a sezonului de colectare si
solventului (polar vs. nepolar), pentru a defini cele mai bune conditii de preparare a
extractului din frunze de cenusar;

Folosirea unui design experimental de tip Box-Behnken pentru a optimiza simultan
continutul in diferite categorii de compusi antioxidanti, pentru extractia asistata de
ultrasunete a fructelor de R. typhina;

Evaluarea eficientei extractiei cu bile (BBE) 1n obtinerea de extracte bogate in polifenoli
din fructele de otetar si identificarea celor mai bune conditii de extractie;

Investigarea prin tehnica ATR-FTIR a diferentelor in compozitie pentru extracte din
frunze de cenusar obtinute prin doua tehnici distincte: conventional vs. neconventional;
Contributii privind folosirea extractului din drupe de R. typhina in vopsirea tesaturilor
de bumbac, intrebuintand tehnici clasice (epuizare) si moderne (ultrasonare), cu
prezenta sau absenta meta-mordansarii traditionale (cu mordanti chimici) sau cu
mordanti ecologici, evaluate prin determinarea caracteristicilor CIELAB si a rezistentei
la apa si frecare uscatd, in conformitate cu testele standard specifice.

RECOMANDARI SI DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

Principalele directii de studiu menite sa completeze informatiile dobandite prin cercetarea

relatata in prezenta teza de doctorat fac referire la:

>

Utilizarea altor resurse sustenabile de compusi bioactivi (alte specii de plante invazive,
resturi alimentare sau reziduuri ale unor procese tehnologice), care sa fie supuse
procedurii experimentale dezvoltate;

Intrebuintarea extractelor obtinute in conditiile optimizate in realizarea de produse
calitative, ecologice;

Aprofundarea cercetarii aplicative privind extractul din fructe de R. typhina asupra altor
materiale textile sau cu utilizarea altor mordanti ecologici, si chiar implicarea extractului
de cenusar 1n acest proces, simplu sau in amestec cu extractul de otetar;
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