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SCOPUL, CONTEXTUL SI STRUCTURA TEZEI

In conformitate cu titlul, teza de doctorat a avut ca obiectiv general intensificarea
transferului de masa in procesele de extractie (lichid-lichid si solid-lichid) a compusilor activi.
Obiectivele specifice ale studiilor efectuate au fost:

e cvaluarea efectului factorilor de proces asupra performantei si cineticii procesului de
transfer a acidului indol-3-acetic (IAA) printr-o membrana lichidd pe baza de
cloroform, utilizand trioctilamina (TOA) ca agent purtator;

e optimizarea extractiei asistate de ultrasunete (UAE) si microunde (MAE) a pigmentilor
de clorofila si carotenoizilor din frunzele de menta (Mentha * piperita L.);

e imbunatatirea eficientei extractiei uleiului esential de cimbru (Thymus officinalis L.)
prin utilizarea combinatd a tratamentului cu ultrasunete si hidrodistilarii asistate de
microunde (MWHD).

Teza cuprinde 2 parti principale, 1. STUDIU DE LITERATURA si 2. CONTRIBUTII
ORIGINALE, la care se adauga concluziile generale si perspectivele de cercetare, lista de lucrari
si bibliografia.

STUDIUL DE LITERATURA contine aspecte importante despre procesele de extractie
lichid-lichid si solid-lichid, e.g., pertractia facilitatd prin membrane lichide, separarea IAA din
solutii apoase, metodele de extractie conventionale si neconventionale, compozitia, utilizarile si
efectele terapeutice ale mentei si cimbrului si extractia compusilor bioactivi din aceste plante.

In partea de CONTRIBUTII ORIGINALE sunt prezentate rezultatele obtinute in
cercetarile proprii referitoare la pertractia facilitatd prin membrane (capitolul 2.1), respectiv
extractia compusilor bioactivi din plante (capitolul 2.2).

Capitolul 2.1. PERTRACTIA FACILITATA PRIN MEMBRANE LICHIDE cuprinde
2 parti principale, i.e., 2.1.1. Efectele factorilor de proces asupra performantei procesului de
pertractie facilitata si 2.1.2. Cinetica procesului de pertractie facilitata, ambele referitoare la
transferul IAA printr-o membrana lichida pe baza de cloroform, utilizand TOA ca agent purtator.
Experimentele de pertractie facilitatd au fost efectuate intr-o celula de transfer tip ,,tub-in-tub”,
timp de 4 h, la temperatura mediului ambiant, cu agitare mecanica (200 rpm) a tubului interior.
Tubul interior a continut solutia de stripare cu NaOH, iar tubul exterior faza de membrana si solutia

de alimentare cu IAA.



Capitolul 2.2. EXTRACTIA COMPUSILOR BIOACTIVI DIN PLANTE cuprinde
doud parti, i.e., 2.2.1. Optimizarea extractiei asistate de ultrasunete (UAE) si a extractiei
asistate de microunde (MAE) a pigmentilor de clorofili si carotenoizilor din frunzele de
menti (Mentha x piperita L.) si 2.2.2. Imbunitatirea eficientei extractiei uleiului esential din
cimbru prin utilizarea combinata a tratamentului cu ultrasunete si extractiei asistate de
microunde.

In subcapitolul 2.2.1. s-au prezentat rezultatele obtinute la extractia compusilor bioactivi
din frunzele de mentd in prezenta ultrasunetelor (UAE), respectiv a microundelor (MAE). in
conformitate cu un plan experimental CCD cu doi factori si patru experimente in centrul planului,
au fost efectuate cate doudsprezece experimente pentru fiecare metoda de extractie. Concentratia
de clorofila a (CaC), concentratia de clorofila b (ChC), concentratia totald de carotenoizi (7CC) si
activitatea antibacteriand a extractelor din frunze de menta (evaluata prin méasurarea diametrului
zonei de inhibitie (d)) au fost masurate experimental si prezise la diferite niveluri ale factorilor
procesului, i.e., concentratia masica procentuald de etanol n solventul de extractie (ce; = 44—86%)
si raportul lichid/solid (R.s = 5,9-34,1 mL/g).

In subcapitolul 2.2.2. s-au prezentat rezultatele obtinute la extractia uleiului esential (UE)
din frunzele si tulpinile de cimbru. S-a studiat influenta pretratamentului cu ultrasunete aplicat
amestecului de extractie inainte de hidrodistilarea asistatd de microunde (MWHD) asupra
randamentului de extractie a UE si continuturilor de compusi bioactivi, i.e., timol, y-terpinen, p-
cimen, a-terpinen si S-pinen. S-au realizat si extractii comparative, fard pretratare, atat prin
MWHD, cét si prin hidrodistilare conventionala (CHD). S-a evaluat influenta factorilor procesului,
i.e., raportul lichid/solid, dimensiunea particulelor de material vegetal, tipul echipamentului cu
ultrasunete utilizat pentru pretratare si amplitudinea procesorului ultrasonic, asupra performantei
procesului de extractie (MWHD cu pretratare, MWHD si CHD).

In capitolul 3 sunt prezentate concluziile generale ale tezei si citeva perspective de

cercetare.



1.1.

INTRODUCERE

Extractia solid-lichid si extractia lichid-lichid sunt procese de separare a componentelor

dintr-o faza solida sau lichida pe baza diferentei de solubilitate intr-un solvent. Eficienta procesului

depinde de numerosi factori, e.g. (Hernandez et al., 2009):

natura si proprietatile solventului;

compozitia initiala a fazei solide/lichide;

suprafata de contact dintre faza solida/lichida si solventul de extractie;
raportul lichid/solid;

temperatura si presiunea de lucru;

durata de operare;

tipul si caracteristicile echipamentului de extractie.

Alegerea celei mai bune tehnici de extractie este esentiald atit pentru studiile cantitative,

cat si pentru cele calitative privind compusii bioactivi derivati din surse vegetale (Sasidharan et

al., 2011; Smith, 2003; Uwineza si Waskiewicz, 2020). In ultimii 50 de ani, au fost dezvoltate

tehnici noi de extractie, mai eficiente, rapide si ecologice, e.g. (Gupta et al., 2012; Peng et al.,

2021):

extractia asistatd de ultrasunete (UAE);
extractia asistatd de microunde (MAE);
extractia cu fluide supercritice (SFE);
hidrodistilarea asistatda de microunde (MWHD);

pretratamentul cu ultrasunete sau enzime inainte de extractie.



2.1. PERTRACTIA FACILITATA PRIN MEMBRANE LICHIDE

2.1.1. EFECTELE FACTORILOR DE PROCES ASUPRA PERFORMANTEI
PROCESULUI DE PERTRACTIE FACILITATA

Acest studiu a avut ca scop evaluarea factorilor de proces asupra performantei procesului
de transfer a acidului indol-3-acetic (IAA) printr-o membrana lichida pe baza de cloroform,
utilizand trioctilamina (TOA) ca agent purtator. Datele prezentate in acest capitol sunt publicate in
articolul:

Diaconu, 1., Parvulescu, O.C., Topala, S.L., Dobre, T. (2021) Effects of process factors on
performances of liquid membrane-based transfer of indole-3-acetic acid. Sci. Rep., 11(1), 23427,
WOS:000727615800033 (Q1).

2.1.1.1. Materiale si metode
IAA, cloroform, TOA si NaOH, furnizate de Merck (Germania), au fost folosite ca reactivi

de puritate analitica, fard purificare suplimentara.

2.1.1.2. Instalatia experimentala si parametrii procesului
Schema instalatiei experimentale pentru studiul transferului IAA din faza de alimentare 1n
faza de stripare este prezentata in figura 8. Instalatia a constat dintr-un tub exterior din sticla, care
a continut solutia de alimentare in partea superioara si faza de membranad in partea inferioard, si
un tub interior din sticld, care a continut solutia de stripare.
Diametrele tuburilor au fost:
e Tub exterior: diametru intern D;, = 0,042 m
e Tub interior: diametru extern d = 0,021 m si diametru intern d;, = 0,019 m
S-a presupus ca fazele lichide sunt perfect amestecate, iar volumele lor au ramas constante
pe durata procesului, i.e.:
e Vr=20x10°m?
e Vu=50x%x10"°m?
e Vs=7%x10°m?
Procesul de transfer de masa s-a desfasurat dupa cum urmeaza:

o [AA adifuzat prin faza F catre interfata dintre fazele F si M;
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e TOA (L) a difuzat prin faza M catre interfata F-M;

e JAA areactionat cu L la interfata F-M, forméand complexul IAA-L;

e Complexul IAA-L a difuzat prin faza M si a ajuns la interfata M—S, unde a avut loc
decomplexarea;

e IAA afost eliberat in faza S, iar L a difuzat inapoi in faza M.

- Faza de stripare

X

X
= _ Fazade

"~ alimentare

B
3 3
l l - Fazade
\L ; { ) membrana
L
e

Figura 8. Schema instalatiei experimentale

Concentratiile molare initiale de IAA, TOA si NaOH 1in fazele j (F, M, S), i.e., c44,r0, c1,Mm0
si cnvaoH,s0, au fost selectate ca variabile independente de proces (factori). Au fost efectuate 20 de
experimente la diferite valori ale ¢;44,70 (10*—1073 kmol/m?), ¢, m0 (1072 31 10~ kmol/m?) si cnvuor,s0
(102 s1 1 kmol/m?). Fiecare experiment a durat 4 h, la temperatura mediului ambiant, sub agitare
mecanica a tubului interior (200 rpm).

Valorile finale (f) ale concentratiei molare de IAA 1in solutia de alimentare (cr44 Frex) 1 In
solutia de stripare (cra4srex), corespunzdtoare timpului zr = 14400 s, au fost determinate
experimental cu un spectrofotometru LAMBDA 750 (PerkinElmer, SUA).

Eficienta extractiei (Ekex), coeficientul de distributie (Kpex) si eficienta de recuperare

(ERrex) s-au calculat cu ecuatiile (1)—(3).

c -c .
_ 144,F0 ~ CI4A4,Ff ex
Ep .= 100 (1)
CLi4,Fo0
c —-c
_ t1a,Fo IAA,Ff jex
KD,ex - (2)
ClL4A,Ff ex
E. =100 Cl44,5f ex 3
Rex — ( )
CLia,Fo
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Analiza statistica
Analiza de regresie multipla si analiza de corelatie au fost efectuate utilizand XLSTAT

2019.1 in Excel.

2.1.1.3. Modelare matematica
2.1.1.3.1. Modele statistice

Efectele factorilor procesului de pertractie (cr44,70, CNaoHS0 $1 CLM0) asupra variabilelor
dependente (rdspunsurilor), i.e., ciu4,rf, craass, EF, Kp, $1 Er, au fost cuantificate utilizind modele
statistice bazate pe un plan factorial 23. Conform unui plan factorial 23, au fost efectuate 8
experimente (1-8 1n tabelul 2) la doua niveluri (inferior si superior) pentru fiecare factor de proces.
Valorile adimensionale ale factorilor procesului (x1, x2 si x3) au fost calculate cu ecuatiile (4)—(6),
in care crarop = 0,00055 kmol/m?®, cvwomsoqp = 0,505 kmol/m® si crmoe = 0,055 kmol/m?
reprezinta valori ale factorilor in centrul planului experimental.

_ Caro —0,00055

= 4
! 0,00045 “)
Cnaorr.so — 0,505
— _Nabi,08 T T 5
2 0,495 )
¢ a0 — 0,055
= 6
3 0,045 ©)

Au fost efectuate suplimentar 4 experimente in centrul planului experimental (9—12 in
Tabelul 2). Modelele statistice descrise de ecuatia (7) cuantifica efectele factorilor adimensionali
x; (j = 1...3) si interactiunilor lor (x1x2, x1x3, X2x3, X1x2x3) asupra raspunsurilor y; (i = 1...5), i.e.: y1
= craarr> 10% y2 = crua5r% 10%; ys = Ep; ya = Kp; ys = ER

Coeficientii de regresie fr (k = 1...8, i = 1...5) au fost determinati pe baza datelor

experimentale din tabelul 2.

Vi =P+ Boxi + Byxy + Buxy + Bsixixy + Peixixs + Brixaxy + Byix x,px; (7)

2.1.1.3.2. Model bazat pe transfer de masa
Parametrii caracteristici ai procesului de transfer de masa in sistemul trifazic, i.e., constanta
de asociere 1n faza de membrana (K1) si in faza de alimentare (Kq, r), constantele de repartitie ale

speciilor IAA si L intre membrana si solutia de alimentare (Ri44,m/F $1 R m/F), constanta de repartitie
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a speciei L intre membrana si solutia de stripare (R mss) s constanta de extractie (Kex), sunt definiti
de ecuatiile (8)—(11), unde cs, (kmol/m?) reprezintd concentratia molara a speciei s (IAA, L, [AA-

L) in faza p (F, M, S).

Craa-L,p
Kus,pz—ap_FaM (8)
Craa,pCrL,p
Craam
RIAA,M/F = (9)
CraaF
Ry, =LM o, —F§ (10)
LM/p = > P s
CLp
K = Cra-Lm 11
ext — ( )
Craa,rCrm

Bilantul masic pentru specia L in sistemul trifazic, presupunand faze perfect amestecate,
este exprimat prin ecuatia (12), in care V), (m?) este volumul fazei p (F, M, S), iar ¢z mo (kmol/m?)
concentratia molara initiald a speciei L in membrana. Impartind termenii ecuatiei (12) la Vs, se

obtine ecuatia (13), in care rapoartele volumelor i (p = F, S) sunt definite de ecuatia (14).

ooV = (CL,M tCrarm )VM + (CL,F +Crurr )VF +ep Vs (12)
(CL,F + CIAA—L,F) Crs
Cr.mo = (CL,M +Crurm )+ + (13)
TviF Mmis
Vi _
rM/,,=V—,p—F,S (14)

P
Substituind ecuatiile (8)—(11) in ecuatia (13), se obtine ecuatia (15), care exprima

concentratia initiala de ligand in membrand, cz amo. Parametrul / in ecuatia (15) este definit de

ecuatia (16). Presupunand H = 1 (R, ,, ;7 ,» > 1 §1 R, ;57,5 > 1), concentratia complexului

IAA-L in membrana, ci44-,m, poate fi exprimata in functie de cz,mo, cra4,7$i Kext prin ecuatia (17).

H
Crmo = CIAAL,M{1 + r} (15)
extCLA,F
K .c 1 1
H =1+ s A4F + (16)
RL,M/FrM/F RL,M/FrM/F RL,M/S”M/S
Cr.m0
Cra-Lm = - 1 (17)
I+—
KaxtCIAA,F
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Fluxul molar total al IAA (Ji44,10) este definit de ecuatia (18) ca suma a fluxului molar al
[IAA liber (Jiu4) st a fluxului molar al IAA asociat (Jis4-2). Presupunand Jia « Jiaa-L, Jiaa,o0
[kmol/(m?-s)] se poate calcula cu ecuatia (19), in care kz44-., 1 (m/s) este coeficientul de transfer de
masa al complexului IAA-L 1n faza de membrana.

Substituind ecuatia (17) in ecuatia (19) si considerdnd regim stationar cu flux mediu
Jia4,100m, S€ Obtine ecuatia (20), in care cj44,£m reprezintd concentratia medie de IAA n faza de

alimentare. Conform ecuatiei (20), parametrii kz44-1m §i Kex: pot i estimati din ordonata la origine

c

. . . . - . LMO L .
si panta dreptei obtinute prin reprezentarea grafica a raportului ———— 1in functie de
1AA tot,m CIAA,F,m

Acesti parametri au fost determinati pe baza testelor experimentale efectuate la diferite
niveluri ale ¢z44,70 (0,0001, 0,0003, 0,0006 si 0,001 kmol/m?), cnaom,s0 (0,01 si 1 kmol/m?) si ¢z mo
(0,01 s1 0,1 kmol/m?).

Jraasor =14+ ar (18)
Jiaasor S pa-r = klAA—L,MCIAA—L,M (19)
Cr.m0 _ 1 N 1 1 20)

']IAA,tot,m k[AA—L,M k[AAfL,MKext CLia,F.m

2.1.1.4. Rezultate si discutii
2.1.1.4.1. Modele statistice

Valorile factorilor de proces (dimensionali si adimensionali) si rezultatele experimentale
craaFfex = 0,02-1x10™* kmol/m?®, criu spex = 0,22-2,58x10 kmol/m?®, Er.ex = 90,0-97,9%, Kp,ex =
9,0—46,6 si Erex= 66,5-94,2%, sunt prezentate in tabelul 2, care evidentiazd urmatoarele aspecte
relevante:

o valori mai mici ale concentratiei ciu4,r7fex la nivelul inferior al concentratiei cr44.r0 st la
nivelurile superioare ale concentratiilor cnaom,so $1 cL.mo; efectul concentratiei cr44,70 este de
12,5-14,3 ori mai mare;

o valori mai mari ale concentratiei c44,sfex 1a nivelurile superioare ale concentratiilor cz44,r0
s1 cnaom,s0; efectul concentratiei 44, 7o este de 8,2—9,9 ori mai mare;

o valori mai mari ale parametrilor Erex $i Kp,ex la nivelul inferior al concentratiei c44,r0 si la

nivelurile superioare ale concentratiilor cyzor,50 $1 €1, mo;
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o valori mai mari ale parametrului Ere.x la nivelul inferior al concentratiei cz44,0, la nivelul
superior al concentratiei cy.om,50, $1, cu exceptia experimentelor 4 si 8, la nivelul superior
al concentratiei ¢z, amo.

Cresterea concentratiilor czmo $1 a cyaomso determind o marire a eficientei extractiei si
recuperdrii, precum si a coeficientului de distributie. Un nivel mai mare al concentratiei cz,umo
determind o concentratie mai mare a complexului IAA-L in membrana, imbunatatind transferul
de masa. Pe de alta parte, un nivel mai mare al concentratiei cyaon,so determind o intensificare a
transferului de masa a complexului IAA—L datorita cresterii concentratiei de ligand eliberat dupa
decomplexare (Baylan, 2020; Baylan si Cehreli, 2018; Kaur si Vohra, 2010). De asemenea, s-a
observat cd Er si Er scad odatd cu cresterea ci44,70, In concordantd cu informatiile publicate in

literatura de specialitate (Boateng et al., 2021).

Tabel 2. Matricea experimentali pentru experimentul 23 factorial

CIAA,FO CNaOH,S0 CL,MO CIAA,Ffex CIAA,Sf ex
EF,ex ER,ex
Exp. x103 x103 x103 x| x| X x10* x103 Kpex
(%) (%)
(kmol/m?) | (kmol/m®) | (kmol/m?) (kmol/m?) | (kmol/m?)

1 0,1 10 10 -1 -1]-1 0,07 0,22 93,0 | 13,3 | 78,1
2 1 10 10 1 [ -1 1] 1.00 190|900 | 9.00 | 66.5
3 0.1 1000 10 201 1] 003 026 |97.0 | 323 | 91.0
4 1 1000 10 11 1] 042 258 | 95.8 | 22.8 | 90.2
5 0.1 10 100 |-1]-1]1] o004 024 | 96.0 | 24.0 | 85.1
6 1 10 100 1 [-1]1 0,50 2,00 95,01 19,0 | 70,0
7 0,1 1000 100 -1 ] 1 1 0,02 0,27 97,9 | 46,6 | 94,2
8 1 1000 100 1 1 1 0,28 2,37 97,2 | 34,7 | 83,0
9 0,55 505 55 0]0]0 0,25 1,11 95,51 21,3 | 70,6
10 0,55 505 55 0]0]0 0,26 1,08 95,3 | 20,3 | 68,7
11 0,55 505 55 0]0]0 0,23 1,15 95,8 | 22,8 | 73,2
12 0,55 505 55 0]01]0 0,24 1,13 95,7 1223|719

Raspunsurile procesului s-au determinat in functie de factorii adimensionali si
interactiunile acestora cu modelele statistice descrise de ecuatiile (21)—(25). Coeficientii de
regresie, fri (k= 1..8, i = 1..5), care au fost determinati prin procesarea datelor experimentale
prezentate in tabelul 2, impreuna cu valorile corespunzatoare ale erorilor standard (SE), statisticii
t (t) $1 p (Pii).

Rezultatele tabelate indica faptul ca datele calculate cu ecuatiile (21)—(24) sunt in buna
concordanti cu datele experimentale (R*> 0,966, R%.;;> 0,906, RSE < 3,050, F> 16,13, p < 0,009),

iar datele calculate cu ecuatia (25) nu sunt in buni concordanti cu datele experimentale (R* =
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0,674, R%.a/= 0,104, RSE = 9,233, F= 1,182, p = 0,462). De asemenea, toti factorii si interactiunile
lor binare si ternare din ecuatia (25) sunt statistic nesemnificativi, i.e., pxs> 0,05 (k=2...8). Ecuatia
de regresie (26), in care fis (k = 1...10) sunt coeficientii de regresie, a fost selectatd pentru a
exprima ys = Eg.

¥ =gy ¥10% =0,278+0,255x, —0,107x, —0,085x; —0,093x,x, —0,075x,x; + 0,048x,x; +0,042x,x,x;  (21)
Vo =Cpyug X 10° =1,193+0,982x, +0,139x, —0,010x; +0,123x,x, —0,017x,x; —0,040x,x; —0,037x,x,x, (22)
vy = Ep =95,35-0,737x, + 1,738, +1,288x; + 0,262 x,x, +0,313x,; — 0,712x,x; — 0,188 x,x,%; (23)
vy =Kp =24,04 -3,839x, +8,899x, +5,863x; — 1,518x,x, — 0,387 x,x; + 0,685x,x; — 0,208x,x,x, (24)
vs = Eg =78,53—4,821x, +7,341x, +0,805x; +1,829x,x, —1,733x,x; —1,820x,x; — 0,834x,x,x, (25)

Vs = Eg = Bis + Boski + Bosks + Pasks + BosXiXy + BesxiXs + BrsXoyXs + PusXi + Poss + Ploshs (26)
Modelele statistice exprimate prin ecuatiile (21) si (27)—(30), obtinute dupa eliminarea
termenilor statistic nesemnificativi din ecuatiile (22)—(24) si (26), impreuna cu rezultatele analizei
de regresie multipld, evidentiaza urmatoarele aspecte:
e cuarr scade cu scaderea variabilelor xi, x2x3 $1 x1x2x3 §1 cu cresterea variabilelor xz, x3, x1x2
SI X1X3}
e 4 creste cu cresterea variabilelor xi, x2 §1 x1x2;
e [Ercreste cu scaderea variabilelor x1 si x2x3 s1 cu cresterea variabilelor x2 si x3;
e valorile mai mari ale parametrului Kp corespund valorilor mai mici ale factorului x: si
valorilor mai mari ale factorilor x2 si x3;
e valorile mai mari ale parametrului Er corespund valorilor mai mici ale factorului xi si
valorilor mai mari ale variabilelor x2 si x2%;
o factorul x: are cea mai semnificativa influenta asupra concentratiilor cz44 £ $1 c144,51, In timp
ce factorul x2 influenteaza preponderent parametrii £, Kp si Er;
e datele calculate cu ecuatiile (21) si (27)—(30) sunt in bund concordantd cu datele
experimentale (R* > 0,905, R?.; > 0,870, RSE < 3,521, F > 25,47, p < 1,9-107).
Ecuatiile rezultate dupa eliminarea termenilor nesemnificativi sunt:

V2 = Cpag x10° = 1,193+ 0,982x; +0,139x, +0,123x,x, (27)

vy =Ep =9535-0,737x, +1,738x, +1,288x; — 0,712 x,x, (28)
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v, =K, =24,04 —3,839x, +8,899x, +5,863x, (29)

Vs =Ep =T111-4821x, +7,341x, +11,13x; (30)

2.1.1.4.2. Model bazat pe transfer de masa
Valorile experimentale ale concentratiei cr44,szex, concentratiei medii logaritmice cr44,7,m
calculate cu ecuatia (31) si fluxului molar mediu J744,.,m calculat cu ecuatia (32) la diferite niveluri
ale factorilor cz44,70 (0,0001, 0,0003, 0,0006 s1 0,001 kmol/m?), cnaor,s0 (0,01 si 1 kmol/m?) si ¢z, mo
(0,01 s1 0,1 kmol/m?) sunt prezentate in tabelul 14.

Tabel 14. Concentratia finala a IAA in solutia de stripare, concentratia medie logaritmica in faza de alimentare si
fluxul molar mediu al IAA

cuarox10® | cnaorso<10® | comox10® | crasiex10® | crarm*10® | Jiawoum*10°
No. | Exp.

(kmol/m?) (kmol/m?®) | (kmol/m?®) | (kmol/m?) (kmol/m?®) | [kmol/(m?-s)]
1 1 0,1 10 10 0,22 0,035 0,382
2 13 0,3 10 10 0,63 0,109 1,087
3 14 0,6 10 10 1,20 0,223 2,057
4 1 10 10 1,90 0,391 3,258
5 3 0,1 1000 10 0,26 0,038 0,446
6 15 0,3 1000 10 0,75 0,128 1,279
7 16 0,6 1000 10 1,42 0,281 2,439
8 4 1 1000 10 2,58 0,388 4418
9 5 0,1 10 100 0,24 0,045 0,416
10 17 0,3 10 100 0,69 0,146 1,190
11 18 0,6 10 100 1,30 0,320 2,234
12 6 1 10 100 2,00 0,581 3,429
13 | 7 0.1 1000 100 0.27 0,033 0,460
14 | 19 0.3 1000 100 0.77 0.117 1323
15 | 20 0.6 1000 100 151 0,249 2.586
16 8 1 1000 100 2,37 0,468 4,066

c -c :
Cotrm = 144,70 ~ CL44,Ff ex 31)
ln[ Cr4,Fo J
ClaA,Ff ex

cIAA,Sf,axVS

J =40 0 32
44, tot,m ”dii z, (32)

Conform ecuatiei (20), coeficientul de transfer de masa al complexului [AA-L in
membrana lichida, k744-2,1=0,82—11,5x1077 m/s, si constanta de extractie, Kexs = 1033,91-1779,66
m?/kmol, au fost determinate din valorile ordonatei la origine si a pantei dreptelor reprezentate in

Figura 9 (cz,m0/J144,100m In functie de 1/ciu44,rm). Datele din tabelul 15 indica urmatoarele:
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e kuua-Lm creste cu cresterea cyaom,so (pana la 5%) si scade cu cresterea ¢z, mo (de aproximativ

14 ori);

o K.qcreste cu cresterea cyqom,s0 (pana la 40%) si crmo (pand la 70%);

Efectele factorilor adimensionali x2 si xs asupra parametrilor kzi4.z,m $i Kex pot fi evaluate
pe baza ecuatiilor (33) si (34) (R* =1, RSE = 0). Ecuatia (34) indica o crestere a parametrului Key
cu cresterea factorilor x2 §1x3 §1 a interactiunii x2xs, efectul lui x3 fiind dominant. Ecuatia (33) indica
faptul cd influenta factorului x; asupra parametrului k44-1,1,caic €ste de peste 30 de ori mai mare
decat cea a factorului x2 si a interactiunii x2x3. Neglijand contributia factorului x: si interactiunii
x2x3 in ecuatia (33), s-a obtinut ecuatia (35). Conform ecuatiei (35), coeficientul de transfer de

masa este mai mare la valori mai mici ale concentratiei initiale de TOA in faza de membrana.

Y=k cae X107 = 6,0 +0,158x, —5,2x; - 0,142x,x, (33)
K oy eate = 1281,69+140,21x, +232,67x; +125,09x,x, (34)
y=6,0-52x, (35)
2.7E+07 1 y = 885.06x + 915072 2.7E+08 4 y = 10213x + 1E+07
= R%=0.9999 2 R*=10.9999
E22E+07 - £22E+08 +
3
£ 1.7E+07 A % 1.7E+08
A I
\§ 1.2E+07 A = 1.2E+08 A
, =
3 y = 819.78x + 872366 g y = 6889.2x + 1E+07
7.0E+06 - 5 7.0E+07 A
R*=10.9963 R*=0.9987
2.0E+06 T T T 2.0E+07 T T T

0.0E+00 1.0E+04 2.0E+04 3.0E+04 4.0E+04
1/¢ 14 p.m (m°/kmol)

0.0E+00 1.0E+04 2.0E+04 3.0E+04 4.0E+04
1/¢ 144,F,m (m3/kmol)

Figura 9. Variatia raportului czmo/Jiasom In functie de 1eparn In diferite conditii de operare:
¢ ¢ m0= 0,01 kmol/m?, cnuom.s0= 0,01 kmol/m?; m ¢;,0= 0,01 kmol/m?, cnuom,s0=1kmol/m?; ¢ ¢y, 0= 0,1 kmol/m?,
enaon,s0= 0,01 kmol/m?; 0 ¢z m0 = 0,1 kmol/m?, cyuom,s0= 1 kmol/m? (c144,70= 107*-10 kmol/m?, 7,= 14400 s)

Tabel 15. Valori ale coeficientului de transfer de masa al complexului IAA-L In membrana lichida
si ale constantei de extractie la diferite niveluri ale factorilor procesului

CIAA,FO CNaOH, S0 CLMO kiaar,<107 Kext

(kmol/m?) | (kmol/m?) | (kmolm®) | ¥ [ (m/s) | (m¥kmol)
10103 0,01 001 [-1]-1 10,90 1033.91
10103 1 0,01 11 11,50 1064,14
10103 0,01 0.1 1)1 0,784 1249.06
10103 1 0.1 1)1 0.816 1779.66
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2.1.1.5. Concluzii

Fiecare experiment a durat 4 h, la temperatura mediului ambiant, cu agitare mecanica (200
rpm) a tubului interior. Efectele factorilor adimensionali asupra raspunsurilor procesului, i.e.,
valorile finale ale concentratiei molare ale IAA 1n faza de alimentare (cz44,77) s1 solutia de stripare
(cua4,5r), eficienta de extractie (Er), coeficientul de distributie (Kp) si eficienta de recuperare (Er),
au fost cuantificate prin modele statistice bazate pe un plan factorial 23. Valorile experimentale au
fost: cra4 Frex = 0,02—1x107* kmol/m?; c144,s5fex= 0,22-2,58%1073 kmol/m?; Erex = 90,0-97,9%; Kp,ex
=9,0-46,6; ER ex= 66,5-94,2%
Luéand in considerare factorii semnificativi statistic si interactiunile acestora, rezultatele
analizei de regresie au indicat urmatoarele aspecte:
o toti factorii si interactiunile lor binare si tertiare au influentat semnificativ concentratia
CIAAFf
e cra45r a crescut cu cresterea factorilor ciu4,r, cNaoH S0 $1 @ interactiunii lor;
o valori mai mari ale parametrilor Er si Kp au fost obtinute la valori mai mici ale factorului
c144,70 $1 valori mai mari ale factorilor ¢z,a0 $1 cnvaoH, S0;
« valori mai mari ale eficientei Er au fost obtinute la valori mai mici ale factorului cr44,70 st
valori mai mari ale factorului cyzom s0;
o factorul ci44,r0 2 avut un efect pozitiv puternic asupra concentratiilor ¢z, r S1 Cr44,s7, 1ar
factorul cnvaomso a avut un efect pozitiv puternic asupra parametrilor Er, Kp si Ek;
e parametrii Er si Kp au fost corelati pozitiv foarte puternic (» = 0,95).
Rezultatele obtinute 1n acest studiu au demonstrat cd [AA poate fi transportat eficient
printr-o membrana lichida de cloroform, utilizand TOA ca ligand. Modelele matematice dezvoltate
pot fi utilizate pentru controlul si optimizarea proceselor de separare a IAA in sisteme cu

membrane lichide.

2.1.2. CINETICA PROCESULUI DE PERTRACTIE FACILITATA
Acest studiu a avut ca scop evaluarea factorilor de proces asupra cineticii procesului de
transfer a acidului indol-3-acetic (I4A4) printr-o membrana lichida pe baza de cloroform, utilizand
trioctilamina (70A) ca agent purtator. Datele prezentate in acest capitol vor fi publicate in

articolul:
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Topala, S.L., Diaconu, I., Parvulescu, O.C., Jidveian, R.S., Draghici-Popa, A.M. (2025)
Facilitated pertraction of indole 3-acetic acid in the presence of trioctylamine as a carrier. U.P.B.

Sci. Bull. Series B 2024, 87(4) (acceptat spre publicare).

2.1.2.1. Materiale si metode

Materialele si metodele au fost cele prezentate in capitolul 2.1.1.1.

2.1.2.2. Instalatia experimentala si parametrii procesului

Experimentele de pertractie facilitatd au fost efectuate in celula de transfer tip “tub in tub”
prezentata in capitolul 2.1.1.2, utilizand aceleasi volume ale celor 3 faze (F, M si S). Tubul interior
a continut solutia de stripare cu NaOH, iar tubul exterior faza de membrana si solutia de alimentare
cu IAA. Au fost efectuate 6 experimente, fiecare din ele avand loc timp de 4 h, la temperatura
mediului ambiat si la diferite valori ale concentratiilor initiale: ¢z44,70= 10*~1073 kmol/m?; ¢z, m0=
1072 kmol/m?; cyaom,s0= 10721 kmol/m?

Concentratiile molare ale IAA in fazele F si S la un moment ¢, i.e., cra4,7(¢) $1 cr44,5(¢), au fost
madsurate cu ajutorul spectrofotometrului UV1900i (Shimadzu, Kyoto, Japonia). Concentratia
molara de IAA 1n faza M la momentul ¢, i.e., ci44m(f), a fost calculatd pe baza bilantului de masa
folosind ecuatia (36).

Cantitatile specifice de IAA in fazele F, M si S la momentul ¢, i.e., RA(f), Ru(?) si Rs(f), sunt

definite de ecuatiile (37)—(39), iar ecuatia (40) a rezultat prin substituirea acestora in ecuatia (36).

Craam (t )VM =CparoVr ~Crar (t )VF _CIAA,S(t )VS (36)
R (t)— Craa,F (Z)VF _ C[AA,F(t) (37)
-(2)= =
CriaroVF Cr4,Fo
R, (t) - M (38)
CIAA,FOVF
Cra S(t)VS
R.(t)= . (39)
S( ) CraaroVr
Re(t)+ Ry (1) + Rs(1)=1 (40)
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2.1.2.3.  Modelare matematica

Un model cinetic bazat pe reactii consecutive ireversibile de ordinul intai (schema (41)),
caracterizat de ecuatiile (42)—(44), unde ki si k2 sunt constantele de reactie, a fost ales pentru a
descrie procesul de transfer de masa al IAA 1n sistemul membranar. Variatia n timp a cantitatilor
specifice de IAA in fazele F, M si S este exprimata prin ecuatiile (45)—(47). Ecuatiile (45) si (46)
au fost obtinute prin integrarea ecuatiilor (42) si (43). Ecuatia (47) a rezultat prin substituirea
ecuatiilor (45) si (46) in ecuatia (40). Valoarea maxima a functiei Ry(¢) definitd de ecuatia (46),

i.e., Rymax(tmax), $1 timpul # corespunzator, i.e., fmax, Sunt exprimate prin ecuatiile (48) si (49).

[AAFpP — 1AAM — [AAsp (41)
dR,(¢
#() =—k Ry ([ ) (42)
R
d cAl/lt(t) = klRF(t)_kZRM (t) (43)
dR(t
2( om0 (44)
Ri(t)=e™ (45)
k —kyt —kot
RM(t):kz—_lkl(e ky —e ks ) (46)
Ry(0)=1-Relt)= R (0)=1- (™~ e™) (47)
27 Y
—_ k2
k | kR
RM,max (tmax ) = (_l] (48)
k,
Il A
-k (49)
max kl —k2

Constantele cinetice ki si k2 au fost determinate pe baza datelor experimentale cu ajutorul
functiei Excel Solver. Constanta vitezei de extractie (k1) a fost calculatd prin minimizarea sumei
patratelor reziduurilor SSR; definitd de ecuatia (50), in care Rrex(ti) si Rrprea(t)) sunt valorile
experimentale si prezise (calculate) ale cantitatii specifice de IAA in faza F la ¢, = 1800 (i = 0,

1...8). Constanta vitezei de stripare (k2) a fost determinatd prin minimizarea sumei patratelor
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reziduurilor SSR> definitd de ecuatia (51), In care Rs.ex(ti) $1 Rsprea(t;) sunt valorile experimentale
si prezise ale cantitatii specifice de [AA 1n faza S la ¢.
8
SSRI = Z[RF,ex (ti)_RF,pred (ti )]Z (50)
i=0
8
SSR2 :Z[RS,ex(ti)_RS,pred(ti)]z (51)
i=0
Valorile finale (la #/= 4 h = 14400 s) ale eficientelor de extractie, stripare si recuperare ale
IAA, i.e., Eg, Essi Eg;, sunt exprimate prin ecuatiile (52)—(54), in care craars; craas, Rersi Rsy

sunt concentratiile molare finale de IAA in fazele F si S, respectiv cantitatile specifice finale de

TIAA 1n aceste faze.

c .
E,, =100 1- 47 | _100(1 - R, ) (52)
Craa,Fo ’
Ey - 100c, Vs _ 100c,4 Vs _ 100R,, _ IOOOO& (53)
" (Cparo— RFfCIAA,FO)VF (I- RFf YrardVr 1- RFf Ef
c V. E E
Ep =100—4Y5 = 100R;, =—2L-F (54)
' Cra,ro'F ' 100

2.1.2.4. Rezultate si discutii

Parametrii caracteristici ai ecuatiilor (45)—(47), i.e., k1, k2, tmax $1 Rumax, SUNt prezentati in
tabelele 17 si 18, care contin si valorile sumei patratelor reziduurilor (SSR: si SSR2), sumei totale
a patratelor (SS71 si SST2) definita de ecuatiile (55) si (56) si coeficientului de determinare (R si
R>»?) definit de ecuatiile (57) si (58).

8 2

2 Relt)

8
S5 =3 Ry olt)- T (55)
i=0

SST, = 3| Ry oft)) - (56)
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SSR,

Rl =1- ST (57)
R2=1-2K (58)
SST,
Tabel 17. Parametrii caracteristici ai modelului cinetic (cyaom.s0 = 1 kmol/m?)
T (kmol/m?) 107 3%104 6x10 10°
SSR; 0,019 0,028 0,029 0,003
SST, 0,757 0,935 0,896 0,825
Ry? 0,975 0,970 0,967 0,996
kx10% (s 3,64 2,12 1,93 2,17
SSR; 0,018 0,016 0,017 0,002
SST» 0,863 0,752 0,724 0,658
Ry’ 0,980 0,979 0,977 0,998
krx10* (s 3,12 4,02 4,18 2,00
Rusmax 0,397 0,258 0,238 0,383
tmax (S) 2968 3368 3434 4802
Tabel 18. Parametrii caracteristici ai modelului cinetic (¢4 = 10 kmol/m?)

Parametru — (km01/m3) 10 10 1
SSR, 0,012 0,012 0,019
SST 0,858 0,807 0,757
R 0,986 0,985 0,975
kx10% (s 2,32 3,53 3,64
SSR; 0,035 0,014 0,018
SST» 0,669 0,798 0,863
R? 0,948 0,983 0,980
kox10% (s 2,68 2,30 3,12
Ryt max 0,342 0,449 0,397
fmax (8) 4005 3485 2968

Rezultatele prezentate in tabelele 17 si 18 evidentiazd o foarte bund concordantd intre

datele experimentale si cele prezise (R1*=0,967-0,996 si R>*> = 0,948-0,998). Valorile constantelor
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de viteza pentru procesele de extractie si stripare, i.e., k&1 = (1,93-3,64)x10™* s7! si k2 = (2,00—
4,18)x10* s7', au fost similare, ceea ce sugereaza ca ambele reactii care se desfasoara la interfata
dintre fazele F si M (R)) si interfata dintre fazele M si S (R2) sunt etape determinante de viteza in
procesul de transfer de masa al IAA. De asemenea, t,.. (momentul de timp la care cantitatea
specificd de IAA in faza M este maximd) a crescut cu cresterea factorului cis4,70 $1 scaderea

factorului cyzom 50.

(H-A)r + ((CsH17)sN)m =——— ((CsH17)sNHA)m (R1)
((CsH17)sNHA)M + (HO)s =—— ((CsHi7)sN)m + (H20)s + (A)s (R2)

Influenta valorilor initiale ale factorilor crasro (10%~10 kmol/m?) si cnwomso asupra
parametrilor Rgex, Rufer, Rstex, Eifexs Esfex $1 Erfex (crmo = 107 kmol/m?, v = 200 rpm si ¢r= 4 h)
este ilustratd in figurile 11 si 12. Valoarea maxima a Rsfex (Rsfexmax = 0,911), corespunzatoare
valorilor maxime ale parametrilor Egrex (94,81%), Esfex (96,08%) si Erfex (91,09%), a fost obtinuta
la nivelul minim al factorului cz44,/0 (10* kmol/m?®) si nivelul maxim al factorului cyuom.so (1
kmol/m?3).

Valorile Rssex pentru celelalte niveluri ale factorului czaq,r0 (3x10%-107 kmol/m?), i.e.,
0,790-0,882, au fost cu 3-15% mai mici decat Rsfexmax = 0,911 (figura 1la). Cresterea
concentratiei ciaro (de la 10* kmol/m?® la 103 kmol/m?) a avut un efect negativ asupra
parametrilor Esfex $1 Erfer (care au scazut de la 96,08% la 84,54%, respectiv de la 91,09% la
79,04%), dar un efect neglijabil asupra parametrului Egrex (93,17-94,81%) (figura 11b).

Valorile Rsrex pentru celelalte niveluri ale factorului cyaomso (1072 kmol/m® si 107!
kmol/m?), i.e., 0,781 si 0,851, au fost semnificativ mai mici (cu 7,1% si 16,6%) decat Rsfexmax =
0,911 (figura 12a). Cresterea factorului cnaom,so (de la 102 kmol/m? la 1 kmol/m?®) a avut un efect
pozitiv semnificativ asupra Essex $1 Egrser (care au crescut de la 83,87% la 96,08%, respectiv de la
78,14% la 91,09%), dar un efect neglijabil asupra Egfex (93,17-94,81%) (figura 12b).

De asemenea, Esyex $1 Ergex au fost corelate pozitiv foarte puternic (» = 0,998).
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Figurall. Efectele concentratiei initiale ale IAA 1n faza de alimentare (cr44,70) asupra valorilor finale ale: (a)
cantitatilor specifice de IAA 1n fazele de alimentare (F), membrana lichida (M) si stripare (S); (b) eficientei

proceselor de extractie (E), stripare (S) si recuperare (R) a IAA (czm0= 102 kmol/m?, cyzon.s0 =1 kmol/m3, v =
200 rpm si ¢ =4 h)
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Figura 12. Efectele concentratiei initiale de NaOH in faza de stripare (cyaom.s0) asupra valorilor finale ale: (a)
cantitatilor specifice de IAA in fazele de alimentare (F), membrana lichidda (M) si stripare (S); (b) eficientei
proceselor de extractie (E), stripare (S) si recuperare (R) a [AA

(craa,r0=10"* kmol/m?, ¢z p0= 102 kmol/m3, v =200 rpm si - = 4 h)

2.1.1.5. Concluzii

A fost utilizat un model cinetic bazat pe reactii consecutive ireversibile de ordinul intai
pentru a prezice cantitatile specifice de IAA in fazele F, M si S. Parametrii ajustabili ai modelului,
i.e., constante de vitezd ale proceselor de extractie si stripare, k1= (1,93-3,64)x10* s7' si kr =
(2,004,18)x10* s', au fost identificati pe baza datelor experimentale. Valorile similare ale
parametrilor cinetici k1 si k2 sugereaza ca ata reactia de complexare de la interfata dintre fazele F
si M, cat si reactia de decomplexare de la interfata dintre fazele M si S au fost etape determinante
de viteza. Rezultatele au indicat o buna concordanta intre datele experimentale si cele prezise (R?

=0,948-0,998).
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Valoarea finald maxima (la #/= 4 h) a cantitatii specifice de IAA in faza S (Rszex = 0,911),
corespunzatoare valorilor maxime ale eficientei de extractie (Egfex = 94,81%), stripare (Esfex =
96,08%) si recuperare (Ersex = 91,09%), a fost obtinuta la cr44,r0 = 107* kmol/m? si cnwoms0 = 1

kmol/m?3.

2.2. EXTRACTIA COMPUSILOR BIOACTIVI DIN PLANTE

2.2.1. OPTIMIZAREA EXTRACTIEI ASISTATE DE ULTRASUNETE (UAE) SI A
EXTRACTIEI ASISTATE DE MICROUNDE (MAE) A PIGMENTILOR DE CLOROFILA
SI CAROTENOIZILOR DIN FRUNZELE DE MENTA ROMANEASCA (MENTHA x
PIPERITA L.)

Acest studiu a avut ca scop optimizarea extractiei asistate de ultrasunete (UAE) si a
extractiei asistate de microunde (MAE) a pigmentilor de clorofila si carotenoizilor din frunzele de
mentd (Mentha % piperita L.), utilizdnd solutii apoase de etanol ca solventi de extractie. Datele
prezentate 1n acest capitol vor fi publicate 1n articolul:

Rosu, A.M., Arus, V.A., Rdducanu, D., Platon, N., Georgescu, A.M., Muntianu, G., Nistor,
I.D., Topala, S.L., Parvulescu, O.C. (2025) Optimization of ultrasound-assisted extraction and
microwave-assisted extraction of bioactive compounds from Romanian peppermint (Mentha X

piperita L.). (lucrare in manuscris).

2.2.1.1. Materiale si metode
2.2.1.1.1. Material vegetal

Frunzele de menta uscate au fost furnizate de Dacia Plant (Romania). Materialul vegetal a

fost macinat, trecut printr-o sitd de 20 mesh (0,841 mm) si maruntit cu pistilul intr-un mojar.

2.2.1.1.2.  Procedura de extractie

Conform unui plan experimental CCD (Central Composite Design) cu doua variabile
independente (factori) si patru experimente in centrul planului experimental, au fost efectuate
doudsprezece experimente pentru fiecare metoda de extractie, la cinci niveluri ale factorilor de
proces, i.e., concentratia masicd procentuald de etanol in solventul de extractie (c.. = 44—86%) si
raportul lichid (solvent de extractie)/solid (material vegetal uscat) (Rrs = 5,9-34,1 mL/g) (Egri et

al., 2022; Mot et al., 2024). Nivelurile factorilor dimensionali, precum si cele ale factorilor
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adimensionali (X7 si X2), care au fost calculate folosind ecuatiile (57) si (58), sunt prezentate in

tabelul 19.

Tabel 19. Nivelurile factorilor dimensionali si adimensionali pentru UAE si MAE

EXp. Cet (%) RLS (mL/g) X1 Xz
1 50 10 -1 -1
2 50 30 -1 1
3 80 10 1 -1
4 80 30 1 1
5 65 20 0 0
6 65 20 0 0
7 44 20 ~1,414 0
8 86 20 1,414 0
9 65 5.9 0 ~1,414
10 65 34,1 0 1,414
11 65 20 0 0
12 65 20 0 0
X, = Ca =65 (57)
15
x, = Bus =20 (58)
10

Concentratiile de clorofila a si b si concentratia totald de carotenoizi din extractele
hidroalcoolice de menta (CaC, ChC si TCC) au fost determinate cu ajutorul unui spectrofotometru
UV-3100PC (VWR International, Avantor, Inc., Radnor, Pennsylvania, SUA), la lungimile de unda
de 470, 649 si 664 nm, utilizand ecuatiile (59)—(61), in care A47o, Asso $1 Assa reprezinta absorbtiile
extractului la 470, 649 si 664 nm. Analizele au fost realizate in triplu exemplar, iar rezultatele au

fost exprimate in mg/L.
CaC =13,36Agey — 5,19 Agy (59)
CbhC =27,43 Ay — 8,12 Ay (60)

10004,,, —2,13CaC —97,63ChC
209

1CC =

(61)

2.2.1.2. Evaluarea activitatii antibacteriene a extractelor hidroalcoolice de menta

Testul de difuziune Kirby-Bauer a fost utilizat pentru evaluarea activitatii antibacteriene
a extractelor de menta impotriva E. coli (Hudzicki, 2009).

Discurile au fost preparate din membrane din celuloza regeneratda Whatman (dimensiune

pori de 0,45 um si diametru disc de 5 mm), au fost sterilizate prin autoclavare, uscate si pastrate
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intr-un desicator pand la utilizare. Agarul Mueller-Hinton (MHA) a fost utilizat ca mediu de
cultura, iar bulionul Mueller-Hinton (MHB) pentru pregatirea inoculului. MHA si MHB au fost
furnizate de Merck KGaA (Darmstadt, Germania).

Activitatea antibacteriana a fost determinatd prin masurarea diametrului zonei de inhibitie
(d) cu ajutorul unui subler digital (Verke V86000, Polonia). Toate testele au fost realizate in triplu
exemplar. Efectele antibacteriene ale extractelor de menta obtinute prin UAE si MAE Tmpotriva

E. coli pentru cateva experimente (tabelul 19) pot fi vizualizate in figura 13.

(a) (b)
Figura 13. Efectul antibacterian al extractelor din frunze de menta obtinute prin UAE (a) si MAE (b)

impotriva E. coli.

2.2.1.3. Proiectarea experimentelor, analiza statistica si optimizarea procesului de extractie

In conformitate cu un plan experimental CCD cu doi factori si patru experimente in centrul
planului experimental, au fost efectuate doudsprezece experimente pentru fiecare metoda de
extractie. Toate masuratorile au fost realizate in triplu exemplar, iar rezultatele au fost prezentate
fie ca valori medii, fie ca valori medii + abateri standard (SD). Analiza statisticd si optimizarea
factorilor procesului de extractie au fost realizate utilizand software-ul STATISTICA 10 (Stat Soft
Inc., Tulsa, SUA).

2.2.14. Rezultate si discutii
2.2.14.1. UAE

Efectele factorilor adimensionali ai UAE (X si X2) si ai interactiunilor acestora asupra
variabilelor de raspuns prezise (Yjpruae, j = 1...4), i.e.: Yiprvae = CaCpruae, Yo pruae = CbCpruak;
Y3 pruae = TCCpruar; Yapruae = dpruar au fost cuantificate utilizind modelele statistice descrise de

ecuatia (62).
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_ 2 2 :_
Y, prvap =0y, +a; X tay X +a, X, +ay Xy +a, X, X,, j=1.4 (62)

Valorile coeficientilor de regresie din ecuatia (62) (aoj, aij, aiij, @z, ax; si aizj) au fost
determinate pe baza valorilor medii experimentale (corespunzatoare masuratorilor in triplu
exemplar) ale variabilelor de raspuns (Y;mu4k, j = 1...4), care sunt specificate in tabelul 20.

Valorile coeficientilor de regresie din ecuatia (62), coeficientilor de determinare (R?),
coeficientilor de determinare ajustati (R; .4, statisticii Fisher (F)) si valorile p; pentru F; la diferite
niveluri ale factorilor dimensionali si adimensionali ai procesului, specificate in tabelul 20,
evidentiazd urmatoarele aspecte:

. un efect pozitiv semnificativ al factorului X; asupra variabilelor de raspuns Yip,u4k,
Y2 pruak $1 Y3 pruak;

e un efect pozitiv semnificativ al factorului Xi si un efect negativ semnificativ al factorului
Xz asupra variabilei Ya p,u4E;

e o concordantd buna intre valorile experimentale si cele prezise ale variabilelor de raspuns
ale procesului (0,805 < R < 0,884, 0,642 < R; a4 < 0,788, 4,945 < F;<9,161 i 0,009 < p; < 0,039
pentruj = 1...4).

Tabelul 20. Valorile medii experimentale ale variabilelor de raspuns ale procesului (Yimu4r, j = 1...4) si valorile
asociate ale coeficientilor de regresie (aq;, ai;, any, az, axyj s aiy), coeficientului de determinare (R?), coeficientului
de determinare ajustat (R;.q?), statisticii Fisher (F}) si valorii p; pentru F; la diferite niveluri ale factorilor dimensionali
si adimensionali ai procesului UAE.

C. Rus Yimuar = Yo muar = Yamuare = Yamuare =

EXp. (%) (Ml/g) Xl Xz CaCm, UAE Cme UAE TCCm,UAE dm,UAE
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mm)

1 50 10 -1 -1 13,02 8,799 6,484 9,54
2 50 30 -1 1 1,214 0,809 4,948 9,12
3 80 10 1 -1 38,72 27,05 9,495 13,7
4 80 30 1 1 22,40 16,18 7,304 11,8
5 65 20 0 0 21,86 15,81 7,231 10,5
6 65 20 0 0 22,05 15,94 7,256 10,8
7 44 20 —1,414 0 5,421 3,737 5,464 8,30
8 86 20 1,414 0 32,71 23,05 8,688 10,5
9 65 5,86 0 —1,414 10,65 7,218 6,165 12,6
10 65 34,1 0 1,414 13,38 9,038 6,532 8,78
11 65 20 0 0 23,43 16,86 7,442 11,1
12 65 20 0 0 22,14 16,00 7,269 11,3

j 1 2 3 4
ag; 22,37 16,154 7,300 10,91
ay 10,69 7,615 1,241 1,232
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aiy -0,827 -0,769 -0,026 -0,515
ay -3,033 -2,036 -0,401 -0,964
any -4,354 -3,401 -0,389 0,145
aiy -1,129 -0,721 -0,164 -0,360
R? 0,875 0,884 0,850 0,805
R 0,770 0,788 0,724 0,642
F; 8,361 9,161 6,784 4,945
D 0,011 0,009 0,019 0,039

Coeficientii de regresie semnificativi statistic sunt evidentiati cu caractere aldine

Nivelurile optime ale factorilor adimensionali, obtinute pe baza metodei functiei de
dezirabilitate (f), au fost X1,opr,vae = 1,414 (Cet,opt,uae = 86%) $1 X2,0pr,use = -0,707 (RLs,0pt,u4E = 12,9
mL/g), pentru care fuse = 0,918.

Valorile variabilelor de raspuns prezise de ecuatia (62) la Xioprvae $S1 Xoopruak, i.e.,
Yiproptuag (j = 1...4), sunt specificate in tabelul 21. Pentru validarea modelelor statistice descrise
de ecuatia (62), au fost efectuate trei experimente UAE la nivelurile optime ale factorilor de proces.
Valorile medii ale variabilelor de raspuns experimentale in conditii optime (¥} u.0pr,v4E), abaterile
standard asociate (SDj) si valorile erorii procentuale de predictie (¢;), definite de ecuatia (63), sunt
prezentate in tabelul 21.

Valorile erorii procentuale de predictie (5,78% < g < 9,90%) si rezultatele testului 7 (p; >
0,06) indica faptul ca Yjmoprvae $1 Yjprop,uae nu au fost semnificativ diferite, ceea ce confirma

validitatea modelelor statistice.

(C,'j =100 Yj,m,opt,UAE B Yj,pr,opt,UAE , ] =1..4 (63)

J.m,opt UAE

Tabel 21. Valorile prezise si experimentale ale variabilelor de raspuns la nivelurile optime ale factorilor procesului
UAE (CQ[VOI)[,UAE = 86% §1 RLS,opt,UAE = 12,9 mL/g)

Variabila de raspuns Valoare optima Eroare procentuala de
J . . . Calculatd | Experimentala predictie
Simbol Unitate de masura Yorooirtdz | Yimonurtaz = SD; & (%)
1 CaCuue mg/L 36,93 39,20 + 3,757 5,78
2 | CbCuue mg/L 25,85 28,69 + 2,888 9,9
3 | TCCuue mg/L 9,256 10,19 + 0,954 9,18
4 duae mm 12,73 14,10+ 1,176 9,74
2.2.1.1.3. MAE

Efectele factorilor adimensionali ai MAE (X1 si X2) si ai interactiunilor acestora asupra

variabilelor de raspuns prezise (Y prmue, j = 1...4), i.e.: Y1 pomae = CaCprmar; Y2, prmae = CbCprmak;
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Y3 prmae = TCCprmuk;: Yaprmare = dprmare au fost cuantificate utilizdnd modelele statistice descrise de
ecuatia (64).

Y

J.pr,MAE

=by; +b,; X, +by, jxf +by, X, +b22].X22 +hy X\ Xy, j=1.4 (64)

Valorile coeficientilor de regresie din ecuatia (64) (bo;, bij, b1y, baj, b2y si biz;) au fost
determinate pe baza valorilor medii experimentale ale variabilelor de raspuns (¥jmmae, j =1...4),
specificate in tabelul 22. Coeficientii de corelatie Pearson () au indicat:

J corelatii pozitive foarte puternice intre Yimmae = CaCumae, Yommae = CbCumar $1
Y3 mmue = TCCmprare (r = 0,9565-0,9996);

. corelatii pozitive puternice intre Y4 mmae = dmmae $1 Yimmae (r = 0,6381), respectiv
Yammar $1 Yo mmae (r = 0,6315);

e o corelatie pozitivd moderata intre Y mmare $1 Y3 mmare (r = 0,5486)

Valorile coeficientilor de regresie din ecuatia (64), coeficientilor de determinare (R/?),
coeficientilor de determinare ajustati (R; .4°), statisticii Fisher (F}) si valorile p;pentru F; la diferite
niveluri ale factorilor dimensionali si adimensionali ai procesului sunt specificate in tabelul 22.

Tabelul 22. Valorile medii experimentale ale variabilelor de raspuns ale procesului (Yimmuz, j = 1...4) si valorile
asociate ale coeficientilor de regresie (bo;, bij, b1y, by, b2y si bioj), coeficientului de determinare (R;?), coeficientului
de determinare ajustat (R;.q?), statisticii Fisher (F)) si valoarea p; pentru F; la diferite niveluri ale factorilor
dimensionali si adimensionali ai procesului MAE.

o Ris Y1 mmaE = Yo mmaE = Yammae = Yammar =

Exp. ©%) | mL/g) Xi X> CaCumae CbConmae TCCpmar dm,MAE

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mm)

1 50 10 -1 -1 4,732 3,960 12,18 11,60

2 50 30 -1 1 6,216 2,140 9,199 11,24

3 80 10 1 -1 34,97 50,94 0,328 14,08

4 80 30 1 1 23,77 17,91 3,634 11,88

5 65 20 0 0 28,88 20,54 7,106 11,52

6 65 20 0 0 29,94 25,32 5,248 11,62

7 44 20 —1,414 0 6,859 9,860 12,08 10,74

8 86 20 1,414 0 32,28 39,81 0,107 12,14

9 65 5,86 0 —1,414 35,21 63,88 4,317 13,60

10 65 34,1 0 1,414 16,81 14,33 4973 11,62

11 65 20 0 0 32,68 34,97 2,467 11,70

12 65 20 0 0 31,19 30,18 3,945 11,78
j 1 2 3 4

by 30,67 21,69 9,132 11,655

by 10,47 7,482 1,291 0,637

by -6,894 -4,958 -0,992 -0,064

by -4,467 -2,976 -0,600 -0,670
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bay -3,674 -2,532 -0,789 0,521
by -3,172 -2,113 -0,665 -0,460
R? 0,924 0,924 0,934 0,973
R adf 0,861 0,860 0,879 0,950
F; 14,60 14,54 16,94 43,05
)4 0,003 0,003 0,002 0,0001

Coeficientii de regresie semnificativi statistic sunt evidentiati cu caractere aldine

Rezultatele prezentate in tabelul 22 evidentiaza urmatoarele aspecte:

e un efect pozitiv semnificativ al factorului X; si efecte negative semnificative ale
factorului X> si interactiunii X1X2 asupra Y1 p,mae, Y2prmae $1 Y3 prmae, precum si un efect negativ
semnificativ al factorului X2% asupra Y3 »,ma4k, efectul factorului X fiind cel mai important;

e efecte pozitive semnificative ale factorilor Xi si X>?, precum si efecte negative
semnificative ale factorului X2 si interactiunii X1X> asupra variabilei Y4 p,m4k;

e o concordanta foarte buna intre valorile experimentale si cele prezise ale variabilelor de
raspuns ale procesului (0,924 < R?* < 0,973, 0,860 < R;q? < 0,950, 14,54 < F; < 43,05 si 0,0001 <
p; <0,003 pentruj =1...4).

Nivelurile optime ale factorilor adimensionali, obtinute pe baza metodei functiei de
dezirabilitate (f), au fost X1 op,muae = 1,414 (ceroptmar = 86%) s1 Xo oprmae = -1,414 (Rrs,op,mae = 5,9
mL/g), pentru care fyz = 0,990.

Valorile variabilelor de raspuns prezise de ecuatia (64) la Xiopimare $1 Xi,0pimae, i.e.,
Y propemae (j = 1...4), sunt specificate in tabelul 23. Pentru validarea modelelor statistice descrise
de ecuatia (64), au fost efectuate trei experimente la nivelurile optime ale factorilor de proces.
Valorile medii ale variabilelor de raspuns experimentale in conditii optime (¥} m,op;m4E), abaterile
standard asociate (SD;) si valorile erorii procentuale de predictie (¢5), definite de ecuatia (65), sunt
prezentate In tabelul 23.

Valorile erorii procentuale de predictie (—5,41% < ¢; < 8,37%) si rezultatele testului ¢ (p; >
0,09) indica faptul ca Yjmopimar $1 Yjproprmae nu au fost semnificativ diferite, ceea ce confirma

validitatea modelelor statistice.

. =100 Yj,m,opt,MAlE _Yj,pr,opt,A/ME ]=14 (65)
’ Y/’,m,opt,[l/lAE
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Tabelul 23. Valorile prezise si experimentale ale variabilelor de raspuns la nivelurile optime ale factorilor procesului

MAE (Cet,opt,MAE =86% $i RLs,opt,MAE =59 mL/g).

Variabila de raspuns Valoare optima Eroare procentuala de
J . . . Calculatda | Experimentald predictie
Simbol Unitate de masura Yoot | Yomomatis - SD; & (%)
1 | CaCpuur mg/L 37,00 38,78 £ 3,165 4,58
2 | CbCuur mg/L 25,72 28,07 +£2,579 8,37
3 | TCCyur mg/L 9,574 10,31 £ 0,841 7,16
4 dmue mm 15,34 14,55 £ 1,301 -5,41

Rezultatele analizet ANOVA cu un singur factor (la @ = 0,05) au indicat ca valorile

Yimoptmae $1 Y mopr,uae nu au fost semnificativ diferite (p > 0,340) pentruj = 1...4.

2.2.1.5. Comparatie cu datele raportate in literatura

Valorile medii ale concentratiilor de clorofild a si b si concentratiilor totale de clorofila si
carotenoizi (CaC, CbC, CtC si TCC) din frunzele uscate de mentd romaneasca, obtinute in cadrul
experimentelor (ce; = 44-86% si Ris = 5,9-34,1 mL/g) efectuate in acest studiu, sunt prezentate in
tabelul 24. Pe langa metoda si conditiile de extractie, aceste valori pot fi influentate semnificativ
de alti factori, e.g., tipul si conditiile de uscare, soiul si originea mentei.

Tabel 24. Valorile medii ale concentratiilor de clorofila a si b si concentratiilor totale de clorofila si carotenoizi
obtinute in acest studiu.

Metoda UAE MAE
CaC, 1,214-39,20 mg/L = 36,42—672,1 mg/kg DM | 4,732-38,78 mg/L 47,32—713,1 mg/kg DM
CbC, 0,809-28,69 mg/L = 24,26—485,3 mg/kg DM | 3,165-28,07 mg/L = 31,65—-512,6 mg/kg DM
CtCy, = _ _ . _ _ -
CaC,, + ChC, 2,023-67,89 mg/L = 60,69—1157 mg/kg DM 7,897-66,85 mg/L = 78,97—1226 mg/kg DM
TCC,y 4,948-10,19 mg/L = 36,13—-222,7 mg/kg DM | 5,415-10,31 mg/L = 52,87-224,6 mg/kg DM

Xylia et al. (2024) au obtinut urmatoarele valori medii ale CtC in frunzele uscate de menta
din Limassol (Cipru): 910 mg/kg DM pentru uscare la soare, 890 mg/kg DM pentru uscare in
cuptor (la 42 °C) si 810 mg/kg DM pentru uscare la umbra. Valorile raportate de Uribe et al. (2015)
si Xylia et al. (2024) se incadreazd in intervalul determinat in studiul nostru, i.e., CtCm =

60,69-1226 mg/kg DM.
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2.2.1.6. Concluzii

Cuantificarea efectelor factorilor de proces asupra performantei extractiei si optimizarea
acestor factori sunt esentiale pentru obtinerea unei eficiente ridicate. Acest studiu a avut ca scop
optimizarea extractiei asistate de ultrasunete (UAE) si microunde (MAE) a pigmentilor de clorofila
si carotenoizilor din frunzele de menta romaneasca, utilizand solutii apoase de etanol ca solventi
de extractie.

Concentratiile de clorofila a si b si concentratia totald de carotenoizi din extractele de
frunze de mentd (CaC, CbC si TCC), precum si activitatea antibacteriand impotriva E. coli,
evaluata prin testul de difuziune Kirby-Bauer prin masurarea diametrului zonei de inhibitie (d), au
fost determinate experimental si calculate la diferite niveluri ale factorilor de proces, i.e.,
concentratia masicd procentuald de etanol in solventul de extractie (c.. = 44—86%) si raportul
lichid/solid (Rzs = 5,9-34,1 mL/g), conform unui plan experimental CCD. Fiecare experiment a
fost realizat timp de 30 min.

Modelele polinomiale de ordin doi obtinute pe baza datelor experimentale pentru UAE
(CaCpuae=1,214-38,72 mg/L, CbCp,uae = 0,809-27,05 mg/L, TCCp,uae = 4,948—9,495 mg/L si
dmuae = 8,300—13,66 mm) au evidentiat un efect pozitiv semnificativ al factorului adimensional
Cer (X1) asupra tuturor variabilelor de raspuns si un efect negativ semnificativ al factorului
adimensional R.s (X2) asupra dp,u4e. La nivelurile optime ale factorilor procesului UAE (cer,ops,u4E
= 86% si Ris,opr,u4e = 12,9 mL/g), valorile medii ale variabilelor de raspuns au fost: CaCi,ops,uaE =

39,20 mg/L, ChbCnopi,uar = 28,69 mg/L, TCCypops,uar = 10,19 mg/L $i doopr,vaz = 14,10 mm.

2.2.2. IMBUNATATIREA EFICIENTEI EXTRACTIEI ULEIULUI ESENTIAL DE
CIMBRU PRIN UTILIZAREA COMBINATA A TRATAMENTULUI CU
ULTRASUNETE SI EXTRACTIEI ASISTATE DE MICROUNDE

Scopul acestui studiu a fost de a Tmbunatati eficienta de extractie a uleiului esential (UE)
de cimbru (Thymus officinalis L.) prin cresterea randamentului extractiei si a cantitatii
componentilor valorosi (timol) prin aplicarea unui pretratament cu ultrasunete asupra materialului
vegetal urmat de hidrodistilarea asistata de microunde (MWHD). Datele prezentate n acest capitol
au fost publicate in articolul:

Gavrila, A.IL., Chisega-Negrila, C.G., Maholea, L., Gavrila, M.L., Parvulescu, O.C., Popa,
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I. (2023) Enhancing the extraction process efficiency of thyme essential oil by combined
ultrasound and microwave techniques. Agronomy, 13 (9), art. no. 2331, 1-14, WOS:
001093126200001 (Q1).

2.2.2.1. Materiale si metode

2.2.2.1.1. Materiale

Cimbrul proaspat (tulpini si frunze) a fost achizitionat de la Hofigal (Bucuresti, Romania).
Frunzele si tulpinile proaspete au fost tocate in bucati de 1-2 cm, apoi uscate Intr-un cuptor cu flux
de aer cald (Memmert UNE 500 Universal Oven, Memmert GmbH + Co, KG, Schwabach,
Germania) la 60 °C pana la atingerea unei mase constante. O parte din materialul vegetal uscat a
fost utilizata ca atare, iar o alta parte a fost macinata cu ajutorul unei rasnite electrice si sitatd pana
la dimensiuni ale particulelor mai mici de 0,1 cm. Cimbrul macinat a fost portionat in probe de

100 g (in recipiente din plastic sigilate) si pastrat la 4-5 °C pana la extractia uleiului esential.

2.2.2.1.2. Procedura de extractie a uleiului esential

Extractia uleiului esential din cimbru a fost realizatd prin hidrodistilare asistatd de
microunde (MWHD), utilizdnd un cuptor cu microunde multimod (Plazmatronika, Wroclaw,
Polonia), cu o frecventa de 2450 MHz.

Aburul produs in reactor a antrenat uleiul esential de cimbru, 1ar amestecul vapori de apa
—ulei esential s-a racit in refrigerent, a condensat si s-a separat (pe baza diferentei de densitate) in
tubul gradat al aparatului Neo Clevenger. Extractiile au fost realizate la diferite rapoarte
solvent/planta: 8/1, 10/1 si 12/1 (v/w). Pentru extractie s-au utilizat doua dimensiuni ale
particulelor de material vegetal: bucati de 1-2 cm si particule sub 0,1 cm. Solventul utilizat a fost
apa distilata, iar amestecul a fost supus extractiei pand cand nu s-a mai obtinut ulei esential (80
min).

S-a realizat si extractia comparativd a uleiului esential de cimbru prin metoda
conventionald de hidrodistilare. Extractia conventionala a fost efectuatd timp de 180 min (dupa
acest interval nu s-a mai obtinut ulei esential), la un raport solvent/plantd de 12/1 (v/w). Uleiul
esential separat a fost pastrat la 4°C pana la analiza GC-MS. Randamentul extractiei a fost

exprimat in g ulei esential (UE)/100 g material uscat (DM).
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2.2.2.1.3. Pretratamentul cu ultrasunete al materialului vegetal

Inainte de MWHD, materialul vegetal amestecat cu solventul (apa distilatd) a fost supus
unui pretratament cu ultrasunete timp de 30 min. Pretratamentul a fost realizat fie cu o baie cu
ultrasunete (ES375H Bench Top Ultrasonic Tank, Hilsonic Ultrasonic Cleaners, Birkenhead, UK)
cu un volum de 3 L, o putere de 120 W si o frecventd de 40 kHz, fie cu sonda de ultrasunete
(Vibracell VCX-750, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, SUA) cu o putere de 750 W, o
frecventd de 20 kHz si o sonda din titan cu diametrul de 13 mm. Ultrasonicarea amestecului de
extractie cu ajutorul sondei de ultrasunete a fost aplicatd cu un ciclu de lucru de 5 s on si 5 s off,
la o amplitudine de 50% sau 70%. Ultrasonicarea in baia ultrasonicd a fost aplicatd continuu.
Probele martor fara pretratament au fost supuse direct hidrodistilarii asistate de microunde sau

hidrodistilarii conventionale.

2.2.2.1.4. Analiza GC-MS a uleiului esential de cimbru

Uleiul esential separat a fost analizat cu un cromatograf de gaze cuplat cu spectru de masa
(GC-MS). Aparatul GC-MS, un sistem Thermo Electron Corporation Focus GC (Thermo Fisher
Scientific, Milano, Italia), care a fost echipat cu o coloand Macrogol 20 000 R (grosime film: 0,25
pm; lungime: 60 m; diametru: 0,25 mm). Faza mobila utilizata a fost heliul, cu un debit de 1,5
mL/min, iar volumul de injectie al probei a fost de 0,2 pL. Pentru detectie s-a utilizat un
spectrometru de masa Thermo Electron Corporation DSQII. Principalele componente ale uleiului
esential de cimbru (timol, y-terpinen, p-cimen, a-terpinen si f-pinen) au fost identificate conform
timpilor de retentie ai standardelor cunoscute. Identificarea celorlalte componente s-a realizat prin
compararea spectrelor obtinute cu baza de date Wiley. Cantitdtile absolute ale componentelor
individuale au fost calculate pe baza ariei de sub peak-urile din spectrele GC-MS si exprimate in

mg UE/100 g DM).

2.2.2.2. Analiza statistica

Toate extractiile au fost realizate 1n triplu exemplar, iar datele au fost exprimate ca valoare
medie + abatere standard (SD). Rezultatele obtinute la diferite niveluri ale factorilor de proces au
fost supuse analizei ANOVA cu un singur factor si analizei multivariate PCA (Principal
Component Analysis). Pentru evaluarea intensitatii corelatiilor liniare intre variabilele dependente

s-a utilizat coeficientul de corelatie Pearson (7). Diferentele au fost considerate semnificative
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statistic la p < 0,05. Analiza statistica a fost realizatd cu XLSTAT Versiunea 2019.1 (Lumivero,
Addinsoft, New York, NY, SUA).

2.2.2.3. Rezultate

2.2.2.3.1. Hidrodistilarea asistatd de microunde (MWHD) vs. hidrodistilarea conventionald
(CHD)

Prima etapa in optimizarea procesului de extractie a UE de cimbru a fost studiul cinetic
al probelor martor obtinute prin MWHD si CHD (figura 17). Dupd cum se observa in figura 17,
timpul necesar pentru atingerea temperaturii de reflux (momentul in care UE incepe sa fie colectat
in aparatul Clevenger) este mai scurt pentru MWHD (10 min) comparativ cu CHD (60 min).
MWHD a determinat o crestere rapidd a continutului de UE in primele 40 min (ceea ce corespunde
cu 83% din randamentul total), atingdnd o cantitate maxima dupa 70 min (1,73 +0,03 g UE/100 g
DM). Pentru CHD, continutul de UE a crescut lent, obtinandu-se 1,65 £ 0,06 g UE/100 g DM dupa

170 min. Experimentele ulterioare au fost realizate prin MWHD.

2.5
2.0
1.5 1

1.0 1

—a—MWHD
0.5 - —s— CHD

Continut de ulei esential (g/100g DM)

O-OfTTT-l-l-l-l-l-l-l-l
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Timp (min)

Figura 17 Studiu cinetic al hidrodistilarii asistate de microunde (MWHD) comparativ cu hidrodistilarea
conventionald (CHD), pentru un raport solvent-planta de 12/1 (v/w) si o dimensiune a particulelor de 1-2 cm.

UE de cimbru a fost analizat si identificat prin GC-MS. Rezultatele pentru ambele metode

(MWHD si CHD) sunt prezentate in tabelul 25.
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Tabel 25. Compozitia chimica a uleiului esential (UE) de cimbru obtinut prin hidrodistilare asistata de microunde
(MWHD) si hidrodistilare conventionald (CHD), pentru un raport solvent-planta de 12/1 (v/w) si o dimensiune a

particulelor de 1-2 cm

RT BP | Compozitia compusului (mg/100 g DM)
(min) Compus CAS | oq) MWHD CHD
9,043 o-Pinen 80-56-8 | 155 13+£02° 15+£0,72
9,205 Camfen 79-92-5 | 159 16+02° 261,22
9,941 Sabinen 3387-41-5| 163 7+0,1° 11+£0,5=
10,039 S-Pinen 127-91-3 | 165 33+£0,3° 41+1,8*
10,568 a-Terpinen 99-86-5 | 173 57+1,1° 68 +2,9:2
10,613 p-Cimen 99-87-6 | 177 88+3,0° 110 £ 4,82
10,783 Eucaliptol 470-82-6 | 176 6+£0,1° 11+0,5¢
11,245 y-Terpinen 99-85-4 | 183 523+374°* 573+24,92
13,071 Terpinen-4-ol 562-74-3 | 219 - 14+£0,62
14,657 Timol 89-83-8 | 232 969 +28,9 2 689 +29,9°
16,724 S-(E)-Cariofilen 87-44-5 | 254 4+0,1° 11+0,5¢
17,616 y-Cadinen 39029-41-9| 271 3+£0,1° 4+02¢

RT — timp de retentie; CAS — numar de inregistrare CAS; BP — punct de fierbere; literele diferite indica diferente

semnificative intre grupurile analizate (p < 0,05).

Pentru ambele metode au fost identificati cinci compusi principali, i.e., timolul, y-
terpinenul, p-cimenul, a-terpinenul si f-pinenul, care reprezintd intre 93% si 97% din cantitatea
totald de UE obtinut. Rezultatele specificate in tabelul 25 indicd o compozitie destul de
asemandtoare a UE obtinut prin cele doud metode de extractie.

Timolul este extras mai eficient prin MWHD, in timp ce y-terpinenul este extras mai eficient
prin CHD. Aceasta diferenta poate fi explicatd prin bioconversia y-terpinenului in timol, proces
influentat de mai multi factori, inclusiv metoda de extractie (Zarshenas et al., 2014). Acelasi
comportament se observa si pentru p-cimen, a-terpinen si f-pinen, care sunt extrasi mai eficient
prin CHD.

Krause et al. (2021) au propus o cale biosintetica a timolului, incepand cu ciclizarea
difosfatului de geranil, formand y-terpinen. Acesta este oxidat de enzima P450 monooxigenaza in
intermediari ciclohexadienolici. Acesti produsi sunt instabili si sunt dehidrogenati de o enzima de
tip dehidrogenaza/reductaza in intermediari cetonici alilici. Ulterior, prin tautomerism ceto-enolic,
se formeaza timolul (Krause et al., 2021).
2.2.2.3.2. Influenta raportului solvent/plantd asupra extractiei uleiului esential de cimbru
Urmatoarea etapd in optimizarea extractiei UE din cimbru a fost studiul influentei
raportului dintre solvent si materialul vegetal. Pentru a stabili volumul de solvent necesar obtinerii

unei cantititi cit mai mari de UE, au fost utilizate diferite rapoarte solvent/planta. In plus, pentru
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a evita degradarea materialului vegetal cauzata de iradierea directd cu microunde, este necesara o
cantitate adecvata de apa. Asa cum se observa 1n figura 18a, cantitatea de UE creste cu volumul de
apa. Raportul solvent/planta cel mai eficient pentru extractia UE de cimbru prin MWHD este de

12/1 (v/w).
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Figura 18. Influenta raportului solvent/planta asupra extractiei uleiului esential (UE) de cimbru prin hidrodistilare
asistatd de microunde (MWHD), pentru o dimensiune a particulelor de 1-2 cm: (a) continut de UE; (b) compusi
principali identificati prin GC-MS; literele diferite indica diferente semnificative intre grupurile analizate (p <
0,05)

Compusii principali ai UE de cimbru identificati prin GC-MS sunt prezentati in figura 18b.
Se observa ca proportia componentelor UE este similard pentru toate cele trei rapoarte, iar
cantitatea de timol este direct proportionald cu raportul solvent/plantd. Prin urmare, este necesara
o cantitate mare de apd pentru a antrena compusii cu puncte de fierbere ridicate.

Analiza ANOVA a indicat cd prin cresterea raportului solvent/planta de la 8/1 la 10/1,
continutul de UE creste semnificativ (p <0,05). Prin cresterea suplimentara a raportului, continutul
de UE creste nesemnificativ (figura 18a). In ceea ce priveste extractia timolului, analiza ANOVA
a indicat ca prin cresterea raportului solvent/plantd, concentratia de timol creste semnificativ (p <
0,05, figura 18b).

Desi cantitatea de UE este similard pentru rapoartele 10/1 si 12/1, experimentele ulterioare
au fost realizate pentru raportul 12/1 (v/w) deoarece cantitatea compusului tintd (timol) este mai

mare-comparativ cu celelalte rapoarte utilizate (969 + 28,90 mg timol/100 g DM pentru raportul
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12/1 comparativ cu 926 + 16,93 si 824 + 20,67 mg timol/100 g DM pentru rapoartele 10/1 si
respectiv 8/1).

2.2.2.3.3. Influenta echipamentului cu ultrasunete asupra extractiei uleiului esential de
cimbru

Inainte de extractia UE de cimbru prin MWHD, amestecul de extractie a fost supus unui
pretratament cu ultrasunete timp de 30 min, folosind doud tipuri de echipamente: o baie cu
ultrasunete (ES375H Bench Top Ultrasonic Tank, Hilsonic Ultrasonic Cleaners, Birkenhead, UK)
si un procesor ultrasonic (Vibracell VCX-750, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, SUA).

Se observa (figura 19a) ca pretratamentul cu ultrasunete al amestecului de extractie duce
la obtinerea unor cantitati mai mari de UE comparativ cu experimentele fara pretratament, atat
pentru baia cu ultrasunete (aproximativ 6% mai mult, i.e., 1,83 + 0,09 g UE/100 g DM), cét si
pentru sonda de ultrasunete (aproximativ 21% mai mult, i.e., 2,10 = 0,03 g UE/100 g DM). Acest
lucru se poate datora fenomenului de cavitatie, care poate stimula distrugerea peretilor celulari si
cresterea vitezei de transfer de masa. In baia cu ultrasunete, cavitatia are loc necontrolat. Energia
ultrasunetelor este dispersata inegal in baie si are intensitate scazutd. Pe de alta parte, in cazul
sondei, cavitatia are o intensitate ridicata localizata, iar procesul de sonicare este implicit mai
eficient (Panda si Manickam, 2019). Prin urmare, cantitatea mai mare de UE obtinuta atunci cand
pretratamentul cu ultrasunete a fost efectuat cu echipamentul Vibracell (o crestere de aproximativ

15%) poate fi explicatd prin aceste diferente intre bdile cu ultrasunete si sondele ultrasonice.
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Figura 19 Influenta pretratamentului cu ultrasunete asupra extractiei uleiului esential (UE) de cimbru prin hidro-
distilare asistatd de microunde (MWHD), pentru un raport solvent-planta de 12/1 (v/w), o dimensiune a particulelor
de 1-2 cm si o amplitudine de 50%: (a) continut de UE; (b) compusi principali identificati prin GC-MS; literele
diferite indica diferente semnificative intre tratamente (p < 0,05)
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Analizele GC-MS ale UE obtinut prin utilizarea consecutiva a ultrasunetelor si iradierii cu
microunde sunt prezentate in figura 19b. Se observa ca principalii constituenti ai UE sunt similari
pentru toate cele trei metode (extractia cu pretratament cu ultrasunete folosind atat sonda de
ultrasunete, cat si baia cu ultrasunete, precum si extractia fard pretratament). Dupa cum se observa
in figura 19b, timolul este extras mai eficient atunci cand pretratamentul cu ultrasunete este realizat
cu sonda ultrasonica (1196 + 15,35 mg/100 g DM pentru sonda ultrasonica si 1040 + 35,62 mg/100
g DM pentru baia cu ultrasunete). In schimb, p-cimenul este obtinut in cantititi mai mici (90 +
7,28 mg/100 g DM pentru sonda ultrasonica si 103 + 6,49 mg/g DM pentru baia cu ultrasunete).
Acest lucru ar putea fi cauzat de transformarea unor compusi in timpul aplicarii ultrasunetelor,
e.g., prin izomerizarea, oxidarea si degradarea dimerilor si polimerilor (Pingret et al., 2013). De
asemenea, fenomenul de cavitatie in apa poate duce la formarea de radicali liberi (He, OHe), care

pot provoca transformarea constituentilor din UE (Ince et al., 2001).

2.2.2.3.4.  Influenta amplitudinii ultrasunetelor asupra extractiei uleiului esential de cimbru
A fost studiatd si influenta amplitudinii ultrasunetelor asupra eficientei procesului de
extractie, utilizandu-se ultrasunete la doua amplitudini (4), i.e., 50% si 70%. Dupd cum se observa
in figura 20a, cantitatea de UE de cimbru este direct proportionald cu amplitudinea ultrasunetelor.
Continutul de UE pentru tratamentul la 4 = 70% (2,22 + 0,06 g UE/100 g DM) a fost cu
6% mai mare decat cel obtinut la 4 = 50% (2,10 £ 0,03 g UE/100 g DM).
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Figura 20. Influenta amplitudinii ultrasunetelor asupra extractiei uleiului esential (UE) de cimbru prin hidrodistilare
asistatd de microunde (MWHD), pentru un raport solvent-planta de 12/1 (v/w) si o dimensiune a particulelor de 1-2
cm, utilizdnd procesorul ultrasonic Vibracell: (a) continut de UE; (b) compusi principali identificati prin GC-MS;
literele diferite indica diferente semnificative intre tratamente (p < 0,05)
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Dupa cum se observa in figura 20b, compusul tinta (timolul) este extras mai eficient atunci
cand se utilizeaza ultrasunete cu 4 = 70% (1196 = 15,35 mg/100 g DM pentru 4 = 50% s1 1370 +
58,78 mg/100 g DM pentru 4 = 70%). Analiza statistica a confirmat ca prin cresterea amplitudinii
ultrasunetelor de la 50% la 70%, continutul de UE si continutul de timol cresc semnificativ (p <
0,05). Totusi, continutul de p-cimen este invers proportional cu amplitudinea ultrasunetelor,
obtinandu-se cantitdti mai mari la 4 = 50%. Acest lucru poate fi cauzat de transformarea

accentuata a unor constituenti la amplitudini mari ale ultrasunetelor.

2.2.2.3.5. Influenta dimensiunii particulelor de material vegetal asupra extractiei UE
Dupa cum se observa in figura 21a, dimensiunea particulelor frunzelor de cimbru
influenteaza in mare masura continutul de EU. Pentru o dimensiune a particulelor sub 0,1 cm, se
obtin cantitdti mai mari de EU, atat in cazul pretratamentului cu ultrasunete (pentru ambele
amplitudini aplicate, i.e., 50% si 70%), cat si in cazul extractiei fard pretratament. Utilizand
particule mai mici, continutul de UE este cu 23% mai mare atunci cand se aplicd un pretratament
cu ultrasunete (2,67 £ 0,06 g UE/100 g DM pentru 4 = 70%), comparativ cu extractia fara
pretratament (2,18 = 0,07 g UE/100 g DM). Analiza ANOVA a indicat cd continutul de UE a
crescut semnificativ (p < 0,05) prin reducerea dimensiunii particulelor de material vegetal.
Aceste strategii (pretratamentul cu ultrasunete utilizand o sonda ultrasonica si macinarea
materialului vegetal pana la o dimensiune sub 0,1 cm) au condus la obtinerea unui randament de
extractie mai mare comparativ cu alte studii. De exemplu, Kowalski si Wawrzykowski (2009) au
obtinut un randament de extractie de 2,15 g UE/100 g DM dupa aplicarea unui pretratament

ultrasonic folosind o baie cu ultrasunete, urmat de metoda conventionala de distilare cu abur.
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Figura 21. Influenta dimensiunii particulelor frunzelor asupra extractiei uleiului esential (UE) de cimbru prin hidro-
distilare asistatd de microunde (MWHD), pentru un raport solvent-planta de 12/1 (v/w): (a) continut de UE; (b) compusi
principali identificati prin GC-MS pentru o dimensiune a particulelor sub 0,1 cm; literele diferite indica diferente
semnificative intre tratamente (p < 0,05)

Continutul componentelor principale din UE de cimbru pentru o granulatie a frunzelor sub
0,1 cm este similar cu cel obtinut pentru o dimensiune a particulelor de 1-2 cm. Totusi, cantitatea
compusului tintd (timol) este mai mare pentru planta macinata la o granulatie sub 0,1 cm (vezi
figurile 19b, 20b si 21b). Acest comportament se observa pentru toate cele trei metode, i.e.,
extractia cu pretratament cu ultrasunete aplicand amplitudini de 50% (1542 +42,54 mg/100 g DM)
s1 70% (1764 + 52,68 mg/100 g DM), respectiv extractia fara pretratament (1396 + 62,7 mg/100 g
DM).

Dupa cum se observa in figura 21b, continutul de timol este mai mare cand se aplica un
pretratament cu ultrasunete cu amplitudine de 70%, in timp ce continutul de a-terpinen este mai
scazut (54 + 4,91 mg/100 g DM pentru 4 = 50% s1 33 £ 5,27 mg/100 g DM pentru 4 = 70%).
Acest comportament al a-terpinenului se observa si in cazul extractiei cu particule de material
vegetal de dimensiune 1-2 cm (51 + 4,5 mg/100 g DM pentru 4 = 50% si 46 = 4,02 mg/100 g DM
pentru 4 = 70%). De asemenea, continutul de p-cimen este mai mare pentru 4 = 70% (170 + 14,06
mg/100 g DM) comparativ cu 4 = 50% (100 + 9,9 mg/100 g DM) atunci cand planta este macinata
(figura 21b), in timp ce pentru extractia realizata cu particule de dimensiuni 1-2 cm se observa un
comportament opus (63 £+ 5,99 mg/100 g DM pentru 4 = 70% si 90 + 7,28 mg/100 g DM pentru
A = 50%) (figura 20b). Acest lucru ar putea fi cauzat de o posibild oxidare a unor componente

(e.g., a-terpinen si y-terpinen) care genereaza p-cimen. Totusi, sunt necesare cercetari suplimentare
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pentru a investiga posibila oxidare in conditii de tratament cu ultrasunete combinat cu extractia cu

microunde

2.2.2.3.6. Analiza Componentelor Principale (PCA)

Pentru a evalua relatia dintre metoda de extractie si compozitia UE, s-a realizat analiza
componentelor principale (PCA). PCA a evidentiat doud valori proprii mai mari decat 1,
corespunzatoare componentelor principale PC1 (3,55) si PC2 (1,04), care explica 90,68% din
variabilitate (70,21% + 20,47%).

S-au considerat ca variabile concentratiile de compusi majoritari (f-pinen, a-terpinen, p-
cimen, y-terpinen si timol), concentratii care s-au notat cu caractere inclinate, i.e. f-pinen, a-

terpinen, p-cimen, y-terpinen $i timol.

Tabel 26. Coordonatele variabilelor pe axele PC1 si PC2

Variabile (concentratii de compusi majoritari)| PCl1 PC2
S-Pinen —0,966 | 0,045

o-Terpinen -0,888 | —0,201

p-Cimen —0,150 | 0,985

y-Terpinen =0,930 | -0,079

Timol 0,950 | —0,063

Valorile semnificative sunt evidentiate cu caractere aldine

2.2.1.7. Concluzii

Compozitia UE obtinut prin toate metodele a fost analizatd prin GS-MS, iar constituentii
principali au fost timolul, y-terpinenul, p-cimenul, a-terpinenul si f-pinenul. Rezultatele obtinute
au indicat faptul ca pretratamentul cu ultrasunete al amestecului de extractie a determinat o crestere
a cantitatii de UE. De asemenea, prin combinarea strategiilor de pretratament cu sonda ultrasonica
si macinarea materialului vegetal pana la o dimensiune a particulelor sub 0,1 cm, s-a obtinut un
randament maxim de 2,67 = 0,06 g UE/100 g DM. Aceste strategii au fost favorabile si pentru

componentul tintd, i.e., timolul, obtinandu-se un continut maxim de 1764 + 52,68 mg/100 g DM.
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CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE DE CERCETARE

Teza de doctorat intitulati INTENSIFICAREA TRANSFERULUI DE MASA IN
PROCESUL DE EXTRACTIE A COMPUSILOR BIOACTIVI cuprinde doua parti principale,
i.e., 1. STUDIU DE LITERATURA, care contine aspecte relevante despre procesele de extractie
lichid-lichid si solid-lichid, acidul indol-3-acetic (IAA), compozitia, utilizarile si efectele
terapeutice ale mentei si cimbrului si extractia compusilor bioactivi din aceste plante, si 2.
CONTRIBUTII ORIGINALE, in care sunt prezentate rezultatele obtinute in cercetarile proprii
referitoare la pertractia facilitatd prin membrane lichide a IAA (capitolul 2.1), respectiv extractia
compusilor bioactivi din frunzele de menta si cimbru (capitolul 2.2).

In subcapitolul 2.1.1. rezultatele analizei de regresie multipla si ale analizei de corelatie au
indicat urmatoarele aspecte:

e toti factorii adimensionali si interactiunile lor binare si tertiare au influentat semnificativ
concentratia ci44,rf;

® cuas a crescut cu cresterea factorilor adimensionali crar0 (x1) $1 cnaomso (X2) S1 @
interactiunii lor (x1x2);

e valori mai mari ale parametrilor Er si Kp au fost obtinute la valori mai mici ale factorului
adimensional cz44,70 (x1) i valori mai mari ale factorilor adimensionali ¢z, 10 (x3) $1 CNaOH, SO

(x2);

e valori mai mari ale eficientei £r au fost obtinute la valori mai mici ale factorului x; si valori
mai mari ale factorului xz;

e factorul x; a avut un efect pozitiv puternic asupra concentratiilor cz44 rr$1 c144,s1, 1ar factorul
x2 a avut un efect pozitiv puternic asupra parametrilor £r, Kp si Ek;

e parametrii Er si Kp au fost corelati pozitiv foarte puternic (» = 0,95).

In subcapitolul 2.1.2. Cinetica procesului de pertractie facilitati, cantititile specifice de
[AA 1n fazele de alimentare (F), de membrana lichida (M) si de stripare (S) au fost prezise pe baza
unui model cinetic care presupune reactii consecutive ireversibile de ordinul intai. Parametrii
ajustabili ai modelului, i.e., constantele de viteza ale proceselor de extractie si stripare, k1 = (1,93—
3,64)x10* s7! si k2 = (2,00-4,18)x10* s7!, au fost identificati pe baza datelor experimentale.

Valorile similare ale parametrilor cinetici k1 si k2> sugereaza ca atat reactia de complexare de la
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interfata dintre fazele F si M, cat si reactia de decomplexare de la interfata dintre fazele M si S au

fost etape determinante de vitezd. Rezultatele au indicat o bund concordantd intre datele

experimentale si cele prezise (R* = 0,948-0,998).

Valoarea finald maxima (la #r= 4 h) a cantitatii specifice de IAA 1n faza S (Rsfex = 0,911),
corespunzatoare valorilor maxime ale eficientei de extractie (Egfex = 94,81%), stripare (Esfex =
96,08%) si recuperare (Errex = 91,09%), a fost obtinuta la ci44,70 = 10~* kmol/m?® si cyuomso =1
kmol/m?.

In subcapitolul 2.2.1. modelele de regresie obtinute pe baza datelor experimentale pentru
UAE (CaCuu4e = 1,214-38,72 mg/L, CbCp,uar = 0,809-27,05 mg/L, TCCp,uar = 4,948—9,495
mg/L si dnuar = 8,300—13,66 mm) au evidentiat un efect pozitiv semnificativ al factorului
adimensional c.; (X1) asupra tuturor raspunsurilor procesului si un efect negativ semnificativ al
factorului adimensional R;s (X2) asupra dy;v4e. La nivelurile optime ale factorilor procesului UAE
(Cetopt,uae = 86% $1 Ris.0pr,uar = 12,9 mL/g), valorile medii ale raspunsurilor au fost: CaCi,opr,uaE =
39,20 mg/L, ChbCp,opr,uae = 28,69 mg/L, TCCp,op,uar = 10,19 mg/L $i dp,opr,vae = 14,10 mm.

Modelele de regresie obtinute pe baza datelor experimentale pentru MAE (CaCyur =
4,732-35,21 mg/L, CbCmmae = 3,165-24,71 mg/L, TCCnyue = 5,415-9,751 mg/L si dpmar =
10,74—14,08 mm) au indicat urmatoarele:

. factorul adimensional c., (X1) a avut un efect pozitiv semnificativ asupra tuturor
raspunsurilor procesului, iar Xi? a avut un efect negativ semnificativ asupra variabilelor
CaCprmae, CbCprmar $1 TCCprmar;

e factorul adimensional R;s (X>) a avut un efect negativ semnificativ asupra tuturor
raspunsurilor, X>? a avut un efect negativ semnificativ asupra variabilei T7CCpyue Si un
efect pozitiv semnificativ asupra dp;m4e, 1ar interactiunea X1.X2 a avut un efect negativ

semnificativ asupra dp;m4E.

La nivelurile optime ale factorilor procesului MAE (cer,op,mae = 86% st Risopimar = 5,9

mL/g), valorile medii ale raspunsurilor au fost: CaCip,opsmar = 38,78 mg/L, CbCp,oprmae = 28,07
mg/L, TCCp,op,mae = 10,31 mg/L s1 dm,opt,mare = 14,55 mm.

Valorile medii ale CaCopi, ChCopi, TCCopt $1 dope pentru UAE si MAE nu au fost semnificativ

diferite. Extractele de mentd preparate in conditii optime de operare ar putea fi utilizate ca

ingrediente in alimente, produse de ingrijire personala, cosmetice sau produse farmaceutice.
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In subcapitolul 2.2.2. imbunitatirea eficientei extractiei uleiului esential din cimbru
prin utilizarea combinata a tratamentului cu ultrasunete si extractiei asistate de microunde
s-a studiat influenta pretratamentului cu ultrasunete aplicat frunzelor si tulpinilor de cimbru inainte
de hidrodistilarea asistatd de microunde (MWHD) asupra randamentului de extractie a uleiului
esential (UE) si continuturilor de compusi bioactivi. S-au realizat si extractii comparative, fard
pretratare, atdt prin MWHD, cat si prin hidrodistilare conventionala (CHD). S-a evaluat influenta
factorilor procesului, i.e., raportul lichid/solid, dimensiunea particulelor de material vegetal, tipul
echipamentului cu ultrasunete utilizat pentru pretratare si amplitudinea procesorului ultrasonic,

asupra performantei procesului de extractie.
Principalele obiective/directii de cercetare pe care le vizez in continuare se refera la:

» pertractia facilitatd a compusilor bioactivi utilizand diferite membrane lichide si agenti

de transport;

» extractia compusilor bioactivi din alte plante medicinale si aromatice utilizand diferite

tehnici conventionale si neconventionale;

» integrarea extractelor in matrici alimentare si/sau formulari cosmetice.
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