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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
microsfere pe baza de alginat de sodiu, polifenoli si
nanoparticule de TiO, cu activitate antioxidanta, anti-
fungica si capacitate de retinere a metalelor grele din
apele uzate. Procedeul, conform inventiei, consta in
prima etapa din preprarea extractului de polifenoli din
petale de trandafiri, prepararea solutiei de alginat de
sodiu 2% prin dizolvarea polidizaharidei Tn extractul de
polifenoli, prin agitare mecanica, prepararea nanopar-
ticulelor de TiO, din tetraizopropoxid de titan, acid
acetic concentrat si solutie de polivinil pirolidona dizol-

vaté in alcool etilic, prin electrofilare urmaté de cal-
cinare, adaugarea nanoparticulelor in solutia de alginat,
extrudarea solutiei intr-un vas care contine solutie de
clorurd de calciu ca agent de reticulare, rezultand
microsfere care prezinta proprietati antifungice fata de
Aspergillus niger, precum si de retinere a Cu®* din ape
contaminate.

Revendicari: 2
Figuri: 1

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 135381 A2



RO 135381 A2

JOFICILL DE STAT PENIRU INVENTIE 31 MAMD!
Cerere de brevet de mvent;e

Nr. .S\ 9‘3

| Data denozit .... 2.9 Q5 ZUZU.

COMPOZITIE SI PROCEDEU PENTRU REALIZAREA DE MICROSFERE PE BAZA
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DESCRIEREA INVENTIEI

Sursele de apa potabild sunt supuse contamindrii si necesitd un tratament adecvat pentru
eliminarea contaminantilor care provoacd boli. Contaminarea aproviziondrii cu api potabild
poate apdrea atat in apa sursd, cét si in sistemul de distributie, dupé ce deja a avut loc tratarea
apei. Existd multe surse de contaminare a apei, inclusiv substante chimice si minerale naturale
(de exemplu, metale grele, bacterii), practici locale de utilizare a terenurilor (ingrasaminte,
pesticide, operatiuni de alimentare concentratd), procese de fabricatie si revarsari de canalizare
sau deversdri de ape uzate. Fungii sunt potential contaminanti importanti, deoarece produc
anumiti metaboliti toxici care pot provoca pericole severe pentru sdnatate pentru oameni i
animale [1, 2].

Utilizarea sistemelor biopolimerice pentru retinerea metalelor grele din apele contaminate a
capatat o atentie sporitd datoritd abundentei resurselor naturale, pretului de cost relativ mic,
emisiilor reduse de carbon si impactului scazut asupra mediului inconjurator [3, 4].

Alginatul de sodiu este o sare solubild in apa a acidului alginic, o polizaharida naturald netoxica
extrasd din algele brune marine ce se utilizeaza in indepartarea poluantilor din ape, industria
alimentara, farmaceutica si medicina [5-8].

Studiile arata ca alginatul de sodiu este preferat ca bioadsorbant in comparatie cu alte materiale
datoritd diverselor avantaje: biodegradabilitate, biocompatibilitate, proprietitile hidrofile datorate
grupdrilor carboxil si abundentd. Gruparile carboxil ale alginatului de sodiu (-COQ") induc
capacitatea de formare de geluri biodegradabile (alginat de calciu insolubil) in prezenta cationilor
polivalenti (Ba**, Ca**, Zn**, Cu®* sau Fe*") prin interactiuni ionice. Prezenta cationilor divalenti,
in special Ca®*, conduce la schimbari conformationale importante ale alginatului de sodiu,
cunoscutul model “egg box”, datoritdi complexarii gruparilor carboxilice ale monomerului

guluronat [9].
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Pentru indepartarea poluantilor din ape s-au raportat compozitii ale alginatului de sodiu sub
forma de microsfere, cu alcool polivinilic [10], amidon [11], celuloza [12], amidon si argile [13],
cirbune activ [14], etc. Formuldrile prezentate mai sus se referd doar la eliminarea poluantilor
sub forma de metale grele sau a compusilor organici din apele contaminate, fard a lua in
considerare obtinerea unui adsorbant pe bazi de alginat de sodiu care s prezinte atat capacitatea
de indepirtare a metalelor grele prin fotocataliza cét si activitate antifungica.

Dioxidul de titan (TiO;) prezinta proprietati chimico-fizice excelente, ceea ce permite utilizarea
sa in aplicatii de mediu, fotocataliza, senzori de gaz, celule solare si baterii pe baza de litiu [15].
Aria redusd a suprafetei si banda interzisd larga reprezintd principalele dezavantaje ale TiO,.
Dioxidul de titan poate fi preparat sub formd de nanoparticule, nanotuburi [16] prin metoda
hidrotermald, metoda sol-gel [17]. Dezavantajul metodelor de obtinere a nanoparticulelor de
TiO, prezentate consta in durata mare de sinteza.

Procedeul de electrofilare este un procedeu nou, usor de aplicat pentru producerea nanofirelor
din diferiti polimeri, din cauza usurintei in manipulare si a costurilor reduse. Prin acest procedeu
se obtin fire cu diametre diferite (de la 10 um pana la 10 nm)si un raport mare suprafatd/volum,
ceea ce este adecvat pentru diferite aplicatii industriale, cum ar fi: celulele solare, biosenzori, si
medicale. Acest procedeu a fost brevetat in 1934. in procesul de electrofilare, o picituri de
solutie polimericd este plasata la capatul acului unei seringi printr-o pompa. Prin aplicarea unei
tensiune solutiei polimerice, astfel incdt si se depdseasca tensiunea superficiald, se permite
evaporarea solventului si obtinerea nanofirelor interconectate care sunt colectate pe un suport.
Cresterea intensitaii cdmpului electric schimba suprafata semisfericd a fluidului de la varful
acului intr-o forma conici, forma cunoscutd sub numele de conul Taylor. La o anumita
intensitate a cAmpului electric, forta electrostatica repulsivd domind tensiunea superficiala avand
loc evaporarea solventului iar un jet al solutiei de polimér este evacuat din varful conului Taylor.
Se cunoaste obtinerea nanofirelor de TiO, prin electrofilare [18].

Cererea de brevet RO125151 [19] descrie obtinerea fotocatalizatorilor de dioxid de titan sub
forma filme subtiri nanostructurate utilizate la depoluarea fotocatalitica a apelor impurificate cu
diversi poluanti organici clorurati. Avantajele utilizdrii nanoparticulelor de TiO, ca adsorbent se
datoreazi ariei suprafetei mari, capacitatii de adsorbtie mare, stabilitatii, lipsei toxicitatii, inertiei
din punct de vedere biologic si chimic, si afinitdtii mari pentru poluanti organici si anorganici

[20-22]. De asemeni, s-a raportat utilizarea de dopanti pentru imbunatitirea activitatii
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fotocatalitice a TiO, [23]. In cererea de brevet RO133146 [24] se prezinti utilizarea dioxidul de
titan (TiO,) dopat cu Fe si azot / oxid de grafend redus, sub forma de pulbere nanometrica,
pentru degradarea fotocatalitica a poluantilor chimici din mediu, activ in domeniile ultraviolet si
vizibil.

Se cunoaste incorporarea TiO; in alginat de sodiu, in scopul obtinerii filmelor alimentare
antimicrobiene [25] capabile de a distruge bacteriile in momentul iradierii cu lumina ultravioleta.
Atat TiO; cét si alginatul de sodiu sunt aprobati de U.S. Food si Drug Administration ca aditivi
alimentari. Sub actiunea lampii fluorescente, timp de 5 h, activitatea fotocatalitici a
nanocompozitului alginat/TiO; a condus la inhibarea proliferarii bacteriilor de tip Escherichia
coli si Staphylococcus aureus, in timp ce nu s-a inregistrat nici un efect prin expunerea
nanocompozitului la lumina din regiunea vizibila [25].

Utilizarea nanoparticulelor de TiO, sub formad de suspensie pentru adsorbtia ionilor metalici
prezintd urmatoarele inconveniente: agregarea particulelor, pierderea activittii de adsorbtie si
dificultatea de recuperare dupa utilizare. In scopul reutilizarii nanoparticulelor de TiO, s-au
raportat sfere pe baza de alginat de sodiu, nanoparticule de TiO, si particule magnetice [26, 27]
sau aerogeluri obtinute din alginat de sodiu si nanoparticule de TiO, [28].

Loosli si coautorii [29] sugereazd cd alginatul de calciu induce o dezaglomerare partiald, dar
semnificativad a aglomeratelor de nanoparticule de TiO,.

Compozitiile pe bazd de TiO, prezentate mai sus prezintd fie capacitate de degradare
fotocatalitica a poluantilor din ape, de adsorbtie a poluantilor in domeniul ultraviolet-vizibil, fie
activitate antimicrobiana.

Prezenta inventie prezinta inlatura dezavantajele utilizarii suspensiei de nanoparticule de TiO,
prin utilizarea nanoparticulelor de TiO, sub formad de nanofire, obtinute prin electrofilare, si
imobilizarea acestora intr-o matrice de alginat de calciu, hifrofoba.

in ultimii ani, cercetatorii s-au preocupat din ce in ce mai mult de studierea compusilor fenolici
(din fructe, legume, cereale, ierburi si mirodenii) datoritd efectelor lor benefice asupra sanatatii
umane. Se cunoaste din cererea de brevet RO133170 [30] extractia biochimica de polifenoli din
toate partile plantei Vitis vinifera, in special speciile rosii, negre sau albastre.

Pe langa activitatea antioxidanta, mai multe studii au aratat ca compusii fenolici au si proprietati

antimicrobiene [31].
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Polifenolii naturali au fost studiati in tratarea apei, ca agenti floculanti si ca bioadsorbanti pentru
metale grele si coloranti [32], datoritd gruparilor hidroxil si carboxil capabile sd lege ionii de
metal care au sarcini pozitive puternice, cum ar fi ionii de fier (") si cupru (*). Polifenolii pot
actiona prin diferite moduri: prin complexare moleculara cu proteine pro-oxidante, prin chelare a

I**, Cu®) sau prin captarea directd a speciilor

ionilor metalici potential pro-oxidanti (Fe’*, A
reactive de oxigen (ROS) [33].
Principalul dezavantaj al polifenolilor constd in lipsa stabilitatii pe termen lung, facand acesti
compusi naturali foarte sensibili la lumina si calduri. incapsularea polifenolilor este o metodi de
stabilizare a acestora.
Problema tehnica pe care o rezolva inventia, consta in realizarea de microsfere pe baza de alginat
de sodiu, extract de polifenoli si nanoparticule de oxid de titan, cu activitate antioxidanta,
antifungicd si capacitate de retinere a metalelor grele din apele uzate. Microsferele, conform
inventiei, sunt alcatuite dintr-o solutie de alginat de sodiu dizolvat in extract de polifenoli si
nanoparticule de dioxid de titan obtinute prin electrofilare si calcinare.
Procedeul de obtinere a microsferelor constd intr-o primé etapa din prepararea extractului de
polifenoli din petale de trandafiri, prepararea solutiei de alginat de sodiu 2% alginat de sodiu
(g/vol.) prin dizolvarea polizaharidei in extractul de polifenoli, prin agitare magnetica, obtinerea
nanoparticulelor de TiO, pornind de la tetraisopropoxid de titan, acid acetic concentrat si solutie
de polivinil pirolidona dizolvati in alcool etilic, prin electrofilare si apoi calcinare, iar in ultima
etapd se adaugé nanoparticulele de TiO, in solutia de alginat de sodiu si se extrudeaza solutia cu
ajutorul unei pompe prevazute cu ac si seringd, intr-un vas care contine solutie de clorurid de
calciu ca agent de reticulare, din care se obtin microsfere ce prezintad atat proprietati antifungice
fatd de fungul Aspergillus niger cét si de retinere a cuprului (Cu®") din ape contaminate, prin
fotocataliza.
Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:

- Compusul obtinut prezintd simultan activitate antifungicd si capacitate de retinere a

metalelor grele din apele uzate, prin fotocatalizi,
- Pentru obtinerea polifenolilor se valorificd deseuri de tescovini, petale de trandafiri,
contribuindu-se astfel la reducerea impactului asupra mediului;
- Se utilizeaza nanoparticule de TiO, care prezinta activitate fotocatalitica, in detrimentul

absorberilor UV de origine organica, ce prezinta toxicitate;
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- Se inldturd instabilitatea polizaharidei (alginatului de sodiu) si a polifenolilor prin
realizarea de microsfere insolubile in apa.

Materii prime:

- Alginat de sodiu, pulbere, (C¢H;O¢Na), furnizat de BioChemica, caracterizat prin: masi

moleculara in intervalul 10000-600000 g/mol, puritate 90,8%, metale grele (Pb) max. 0,002%,

pierdere la uscare max. 15%, pH (1% apa) 5,5-8,0, cenusa sulfatatd 18-27%.

- Extract de polifenoli din petale de trandafiri, caracterizat printr-un continut total de polifenoli

de 53 mg/g GAE si activitate de stingere a radicalului DPPH de 52,6% (in conditiile testarii unei

concentratii de 2 g extract de polifenoli /100 mL metanol)

- Tetraisopropoxid de titan

- Acid acetic concentrat

- Polivinilpirolidona

- Alcool etilic de concentratie 98%

-Solutie 2% CaCl, in apa distilatd

Se prezintd in continuare modalitatea de realizare a inventiei:

(a) Prepararea extractului de polifenoli din petale de trandafiri. 20 g petale de tradafiri rosii,
proaspete, autohtone, proaspat spalate se introduc intr-un vas Erlenmeyer cu 100 mL apa
distilata, cu ajutorul unui agitator magnetic, unde se fierb la temperatura de 80 °C, timp de 30
minute si 200 rpm. Dupa 30 minute, extractul se filtreaza printr-o hartie de filtru si se
depoziteaza la intuneric, pana la utilizare.

(b) Prepararea solutiei de alginat de sodiu 2% alginat de sodiu (g/vol.) prin dizolvarea
polizaharidei in extractul de polifenoli, prin agitare magneticd la temperatura de 90+1 °C,
timp de 4 h, 200 rot/min.

(c) Obtinerea nanoparticulelor de TiO; prin electrofilarea unei solutii constituite din 1,5 mL
tetraisopropoxid de titan dizolvate in 3 mL acid acetic concentrat peste care s-a adaugat sub
agitare timp de 30 minute, o solutie formata din 0,45 g polivinilpirolidona dizolvata in 10 mL
alcool etilic de concentratie 98%. Electrofilarea a avut loc intr-un echipament de
electrospinning prevazut cu o pompa peristalticd in care s-a introdus solutia de electrofilat si
un colector circular, in conditii de tensiune de +16,22 kV, un debit al solutiei de 1,5 mL/h si

o distantd intre ac si colector de 14 cm. Nanofibrele obtinute au fost calcinate la temperatura
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de 550 °C, viteza de 2 °C/min, timp de 3 h. Asa cum se aratd in Figura 1(a) s-au obtinut
nanoparticule de TiO; cu dimensiunea cuprinsa intre 24-188 nm.

(d) Addugarea nanoparticulelor de TiO, 0,1% (g/vol) in solutia de alginat de sodiu si
amestecarea in continuare la temperatura de 90+1 °C, timp de 30 minute, 200 rot/min

(e) Extrudarea solutiei obtinute intr-o pompa peristaltica prevazuta cu ac si seringd, la un debit
de 180 mL/h, la temperatura camerei, intr-un vas care contine solutie de clorurd de calciu
2%, agent de reticulare, timp de 24 h.

() Filtrarea printr-o hartie de filtru Whatman #1, spdlarea cu apa distilatd si uscarea
microsferelor formate la temperatura de 60+1 °C timp de 8 ore.

in paralel s-au obtinut microsfere fira nanoparticule de TiO, (probi de control), in aceleasi

conditii.

Pentru microsferele pe baza de alginat de sodiu, polifenoli si nanoparticule de TiO; obtinute s-au

determinat urmétoarele proprietati:

- morfologia, diametrul si mdrimea nanofirelor si analiza elementald prin microscopia

electronica de baleiaj (SEM) cuplatd cu Spectroscopia de Energia de Raze X Dispersiva (EDS)

cu ajutorul unui microscop electronic cu baleiaj de inaltd rezolutie QUANTA 450 FEG (FEI,

Eindhoven, Olanda), mod de lucru high vacuum, dupa depunere pe banda de C.

- retinerea ionului cuprului (Cu’") din ape sintetice cu ajutorul unui Spectrometru cu absorbtie

atomica cu cuptor de grafit, Model Avanta ULTRA Z 933 PLUS (GBC Scientific Equipment

PTY.Ltd.-Australia). 0,5 g adsorbant se introduc in 50 mL solutie Cu (**) 3 mg/L intr-un pahar

Berzelius care este plasat apoi sub o lampd UV, timp de 60 minute. La fiecare 10 minute, se

extrag 3 mL de proba din paharul Berzelius, se filtreazd cu ajutorul unei seringi cu membrana

filtrantd ce are diametrul porilor de 0,45 pm si se analizeaza pentru detectia ionului Cu (**).

- activitatea antifungicd asupra fungului Aspergillus niger, care este intdlnit si in apele reziduale.

in acest scop, fungul Aspergillus niger a fost crescut pe mediu de culturd Potato Dextrose Agar

(PDA) in placi Petri cu diametrul de 90 mm, timp de 7-9 zile la temperatura de 25 °C. Suspensia

de spori a fost obtinutd in conditii aseptice; numarul de spori fiind determinat prin citirea la

camera Thoma. Concentratia de spori utilizati a fost de 10° spori/mL. Mediul de cultura a fost

preparat in sticle de reactiv conform instructiunilor de pe ambalaj si sterilizat la autoclav la

temperatura de 121 °C, timp de 20 de minute. Dupa sterilizare si racire, aproximativ 0,7 g proba

sub forma de pulbere a fost incorporatad in 20 mL mediu de cultura in conditii aseptice si apoi

%
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acesta a fost turnat in placile Petri. Dupa solidificare, mediul de cultura a fost inoculat cu 2 pL
suspensie de spori in centrul placii. Toate determindrile au fost realizate in doua repetitii. Probele
martor au fost realizate utilizand aceeasi metoda de lucru, dar fara proba.

Placile Petri au fost apoi izolate cu parafilm si incubate la temperatura de 25 °C, timp de 7 zile.
Determinarea gradului de crestere al coloniilor a fost realizatd prin masurarea diametrelor
acestora in ziua a 7-a de incubare.

Imaginile microscopiei electronice de baleiaj pentru nanoparticulele de TiO, obtinute prin
electrofilare, microsferele pe baza de alginat de calciu si extract de polifenoli si microsferele care
contin nanoparticule de TiO sunt prezentate in Figura 1 (a-d). In acord cu imaginile de suprafata
realizate prin analiza SEM, microsferele obtinute (Fig. 1 (b, ¢)) au prezentat o suprafata rugoasa,
cu un diametru cuprins intre 0,903-1,069 mm iar nanoparticule de TiO, au avut dimensiunea
cuprinsd intre 50,13-101,1 nm (Fig, 1 (a, d)). Prezenta nanoparticulelor de TiO, in matricea de
alginat de calciu este evidentiata si prin analiza elementala (Tabel 1).

Tabel 1. Analiza elementald a nanoparticulelor de TiO; si a microsferelor de alginat de

calciu/nanoparticule de TiO; in comparatie cu microsferele de alginat de calciu.

Element chimic Microsfere de alginat de | Nanoparticule de TiO;

calciu/nanoparticule de

TiO,

Procente in | Procente | Procentein | Procente

greutate, % | atomice, % | greutate, % | atomice, %
CK 41,77 51,36
OK 50,17 46,31 75,67 90,30
AuM 1,92 0,14
CakK 4,82 1,78 -
Ti K 1,32 0,41 24,33 9,70

Adsorbantul obtinut prezinti o eficientd de 84,3% de retinere a ionului Cu (**) in concentratie de
3 mg/L, urmand ca eficienta maxima sa fie atinsa la 60 minute (88,14%), in conditii de agitare
magneticd cu viteza de 400 rpm si expunere la lampa UV.

A fost observat faptul cd gradul de inhibare asupra dezvoltarii fungului Aspergillus niger a fost

de 16,4% pentru proba alginat de calciu si de 18,6% pentru proba alginat de calciu/nanoparticule
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de TiO,. Activitatea antifungicd poate fi explicata atat datoritd nanoparticulelor de TiO, prin
migrarea electronului din banda de valenta in banda de conductie, generand radicali hidroxil la

suprafatd, precum si polifenolilor din structura microsferelor.
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REVENDICARI

Compozitie de microsfere pe bazd de alginat de sodiu, polifenoli si nanoparticule de
TiO,, caracterizata prin aceea ci, pentru obtinerea lor s-au utilizat 2 g de pulbere de
alginat de sodiu dizolvate in 100 mL extract de polifenoli si 0,1 g nanoparticule de TiO,
obtinute prin electrofilare cu dimensiunea cuprinsa intre 50,13-101,1 nm, care prezinta un
diametru cuprins intre 0,903-1,069 mm, o eficientd de retinere a ionului Cu ¢ de
88,14%, la 60 minute expunere la lampa UV si activitate antifungica fatd de Aspergillus
niger timp de 7 zile de expunere, utilizatd in prevenirea cresterii si dezvoltarii fungilor
toxici si retinerea ionilor de metale grele din ape uzate.

Procedeu de obtinere a microsferelor pe baza de alginat de sodiu, polifenoli si
nanoparticule de TiO,, caracterizate prin aceea ci, obtinerea lor are loc intr-o pompa
peristalticd, la un debit de 180 mL/h, la temperatura camerei, prin picurare intr-un vas

care contine 300 mL solutie de clorura de calciu 2%.
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(d)
Figura 1. Imagini SEM pentru: (a) nanoparticule de TiO, obtinute prin

electrofilare; (b) microsfere pe baza de alginat de calciu si extract de polifenoli; (c) si
(d) microsfera pe baza de alginat de calciu, extract de polifenoli si nanoparticule de

TiO;, la diferite magnitudini
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