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CUVINTE CHEIE

curcumina, concentrate din protein din zer, PEG4000, PEG6000, Silimarina,
resveratrol, activitate antioxidanta, stabilitate, solubilitate, andocare moleculara

INTRODUCERE

Curcumina (CCM) este compusul predominant (70%) din extractul
turmeric, este un polifenol natural care are actiune antioxidantd, antinflamatoare si
anticancerigend. Este un compus care prezinta sensibilitate la lumina, aer si la caldura,
si de asemenea are solubilitate redusa in apa. Actiunea farmacologica este diminuata
chimice. Scopul principal al prezentei teze de doctorat este determinarea unor tehnici
de preparare in scopul imbunatatirii solubilitatii si stabilitdtii curcuminei in diverse
medii apoase de pH 1.5 (mediu gastric simulat), pH 7.4 (mediu fiziologic simulat) si
pH 8.0 (mediu intestinal simulat) si la diferite temperaturi: 296 K, 301 K, 309 K si
313 K.

In acest contest, in Capitolul 1 au fost dezvoltate cateva strategii si anume:
incapsularea CCM in proteina, de exemplu in concentratul de proteina din zer, prin
complexare in diverse medii cu pH controlat si in functie de temperatura., prin co-
precipitare si uscare prin pulverizare, SD, sau prin liofilizare, FD.

Scopul principal al prezentei teze de doctorat este determinarea unor tehnici
de preparare si caracterizare in scopul imbunatatirii solubilitatii si stabilitatii
curcuminei, descrise in Capitolul 2 si 3. In scopul determindrii relatiei dintre metoda
de preparare si proprietatile/aplicatiile produsului obtinut, in functie de caracteristicile
materialului investigat, a fost utilizat un numar mare de metode de caracterizare
fizico-chimice.

Capitolul 4 deschide o tematica de top si anume folosirea nanomaterialelor
nanostructurate pentru transportul ionilor fiziologic esentiali sau a moleculelor
biologic active in vitro cau in vivo. Scopul acestui studiu a fost de a analiza raspunsul
osteoblastelor cultivate pe hidroxiapatite substituite cu strontiu (HAP-Sr) de
cristalinitate ridicatd bine definitd depuse sub forma de pelicule subtiri pe placi de
sticla. Pana in prezent, acest aspect nu a fost investigat cu atentie in contextul bio-
ceramicii. in acest studiu, prezentim activitatea osteoblastelor pe HAP-Sr sintetizat
pentru diferite cantitdti de strontiu care inlocuiesc calciu in cadrul retelei de
hidroxiapatitd (Cai0(PO4)s(OH)2, HAP), si anume HAP-5%Sr, HAP-10%Sr, HAP-
15%Sr si HAP-59,2%Sr (Sr-HAP, cu formula Sri0(PO4)s(OH)2), in comparatie cu
HAP pur stoichiometrica, ales ca martor. Fiecare bioceramica a fost depusa ca substrat
subtire multistrat auto-asamblat (scaffold) si legata chimic de suprafata placilor de
sticla. Utilizarea acestor nanomateriale drept vehicol de transport al curcuminei este
in progres in Centrul de cercetare in Chimie Fizica in vederea folosirii in implante
ortopedice impotriva infectiilor.

In Capitolul 5, sistemul dispers solid cu continut ridicat de curcumina a fost
preparat cu concentrat de proteina din zer in raport molar de 5:1 prin metoda uscarii
prin pulverizare. Analiza prin difractie de raze X pe pulberi si DSC aratd formarea
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sistemului dispers solid in stare amorfd, iar analiza FTIR identificd prezenta unor
interactiuni slabe de tip legituri de hidrogen intre componentele sistemului. Imaginile
SEM arata o morfologie omogena a microparticulelor sferice.

Capitolul 6 descrie interactiunea moleculard dintre curcumind, CCM si
concentratul de proteina din zer, WPC, care a fost studiatd utilizind masuratori de
fluorescentd. Numarul de legare (n), constanta de legare (Ks) si parametrii
termodinamici (AG, AH si AS) au fost determinati la diferite temperaturi si la diferite
valori ale pH-ului solutiilor apoase. Abordarea termodinamica si structurala a
mecanismului de legare dintre CCM si WPC constitue o premiera in literature de
specilitate. S-a evidentiat cea mai mare stabilitate a acestui complex CCM-WPC in
mediu cu pH acid (de exemplu, fluid gastric cu pH 1,5), scazand la valoarea pH-ului
alcalin (de exemplu, lichid din intestinul subtire cu pH 7,5 pana la 8) si, astfel,
indicdnd o buni stabilitate a acestui complex in mediul gastric simulat. Complexul
CCM-WPC ca pulbere uscata prin pulverizare a fost investigat in continuare prin
imagistica XRD, FTIR si AFM. Interactiunea si mecanismul de legare a fost
aprofundat si prin andocare moleculara.

Capitolul 7 trateaza stabilitatea si solubilitatea curcuminei, CCM, care pot
fi Imbunatatite prin complexarea cu concentrat de proteina din zer (WPC). CCM-
WPC de complecsi cu raport molar 1:1 si 1:0,5 au fost incapsulate prin doud metode,
si anume uscare prin pulverizare (SD) si uscare prin congelare/liofilizare (FD).
Obiectivul major al acestei lucrari este de a determina stabilitatea si solubilitatea
complexelor CCM-WPC incapsulate prin metoda SD si FD. Difractia de raze X si
analiza termogravimetrica au fost efectuate pe CCM brute si WPC, precum si pe
complecsii acestora. Stabilitatea acestor complecsi CCM-WPC este studiata prin
spectrele UV-Vis si timpul de injumatatire, ti2, determinat prin cinetica de ordin 2. S-
a studiat de asemenea si activitatea antioxidanta ICso a curcuminei atat in stare pura
cat si in complecsii CCM-WPC de diverse rapoarte molare.

Capitolul 8, foloseste microscopia de forta atomica (AFM) pentru a
evidentia topografia suprafetei filmelor de adsorbtie pentru curcumina purd, proteina
din zer pura si complexul lor (CCM-WPC). Rezultatele obtinute arata ca
nanoparticulele individuale au fost stabilizate in dispersie apoasa si adsorbite cu
succes pe lamele de sticld sub forma de filme subtiri bine organizate si netede cu o
rugozitate superficiala de cca 5 nm.

O alta strategie este dezvoltata in Capitolul 9 si consta in utlizarea
polimerului de sinteza, polietilen glicolul, PEG, biocompatibil de masa moleculara
variata: PEG400, PEG4000 sau PEG6000, in topitura. Prin inglobarea curcuminei in
topitura PEG rezulta un sistem stabil bicomponent. Am constatat ca introducerea
proteinei din zer in compozitul PEG-CCM bicomponent a condus la un alt compozit
tri-component PEG-CCM-WPC cu imbunatatirea stabilitatii curcuminei in medii
apoase; prin adaugare de silimarina, SIL, compozitul resultant a fost: PEG-CCM-
WPC-SIL; prin aceiasi metoda s-a preparat si PEG-CCM —~WPC-RESV. Asadar s-au
preparat 8 noi materiale, numite compozite sau complecsi, sisteme multi-componente
care contin curcumina. Formarea complecsilor a fost investigata prin Spectroscopia
de Infrarosu cu Transformatd Fourier (FTIR). Stabilitatea termicd a tuturor
complecsilor sintetizati a fost investigatd comparativ cu precursorii prin analiza
termogravimetrica (TG) si analiza de calorimetrie cu scanare diferentiald (DSC). S-
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au efectuat studii de stabilitate a CCM in diverse medii apoase si s-a constatat ca
materialele compozite au condus la marirea substantiala a timpului de injumatatire -
al curcuminei — contribuind totodata la realizarea unor sisteme policomponente de
foarte buna calitate care se pot folosi in industria alimentara sau in cea farmaceutica.

Capitolul 10 descrie Concluziile Generale ale cercetarii din Teza de
Doctorat.

Capitolul 11 prezinta realizarile Drd. Ing. Chim. Levente Z. Racz, in munca
de cercetare stiintifica inclusa in aceasta Teza de doctorat.
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CAPITOLUL 1. STRATEGII PENTRU iIMBUNATATIREA
BIODISPONIBILITATIIL, BIOACTIVITATII SI COMPORTAMENTULUI
FIZICO-CHIMIC AL CURCUMINEI

Curcumina este unul dintre compusii vegetali cel mai frecvent explorati, cu
diverse actiuni biologice, cum ar fi proprietati antibacteriene, antivirale, antifungice,
antineoplazice si anti-oxidante/antiinflamatorii. Datele de laborator si studiile clinice au
demonstrat ca biodisponibilitatea si bioactivitatea curcuminei sunt influentate de
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caracteristicile tipurilor de complex molecular de curcumind. Curcumina are o
capacitate mare de a forma complecsi moleculari cu proteine (cum ar fi proteinele din
zer, albumina serica bovind, B-lactoglobulina), carbohidratii, lipidele si compusii
naturali (de exemplu, resveratrolul, piperina, quercetina). Acesti complecsi cresc
bioactivitatea si biodisponibilitatea curcuminei. Revizuirea actuala a constatat aceste
strategii de derivatizare pentru curcumina in ceea ce priveste aspectele biologice si
fizico-chimice, cu un accent puternic pe proteinele din zer, metodele de caracterizare si
caracteristicile termodinamice ale complecsilor proteine - curcumind. Revizuirea
literaturii ofera o abordare completa a interactiunilor curcumina-biomolecule cu privire

B.
Figura 1. B: formele enol si ceto ale CCM

Majoritatea medicamentelor chimioterapice au toxicitate ridicata, prin
administrarea lor sistematica acestea se distribuie in organism netintit, ele ajungand
aleator la diferite organe/tesuturi, provocand multiple efecte secundare. Prin urmare
utilizarea unor compusi cu profil bun de siguranta, netoxice si cu biodisponibilitate
ridicata ar fi imperios necesara. Curcumina este un compus polifenolic hidrofob [21],
cu o gamid largd de proprietati farmacologice (Figura 2): antiproliferativ,
anticancerigen [22-33], antidiabetic, antioxidant [34], antiinflamator [35-37],
antifungic si antimicrobian [38], motiv pentru care atentia cercetatorilor s-a Tndreptat
citre studiul acesteia in domeniul biomedical. In plus, CCM ca agent antiviral [38-40]
si antiinflamator [41] poate fi utila pentru prevenirea si in tratamentul COVID-19.
Acest aspect este foarte bine documentat in literatura: CCM previne bolile
inflamatorii, inhiba carciogeneza, controleazd bolile neurologice, respiratorii,
cardiovasculare, metabolice, autoimune si unele cancere [38-40].
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Figura 2: Efectele terapeutice ale CCM s-au reflectat printr-un spectru larg de
actiune, cum au fost observate de literatura. Actiunea antitumorala a CCM a fost pe
larg explorata in conditii clinice si experimentale.

Cel mai mare dezavantaj al CCM este solubilitatea sa scdzutd in apd, prin
urmare biodisponibilitatea sa scazuta; existd multe publicatii pe aceastd temd. Au fost
expuse metodele de eliminare a acestor dezavantaje ale CCM prin: obtinerea de
dispersii solide de a doua si a treia generatie, complexarea CCM cu proteine,
adaugarea diferitelor flavonoide sau adjuvanti, ca piperina, la CCM. PEG-ilarea poate
imbunatati deficientele CCM, dar combinarea prin alte tehnici sau alti polimeri i-a
imbunatatit si mai mult proprietatile. O alta alternativa este complexarea CCM cu
proteine, care imbunatiteste foarte mult dispersibilitatea in apd, stabilitatea si
biodisponibilitatea CCM. Cele mai bune rezultate pentru imbunatatirea proprietatilor
CCM se pot obtine prin combinarea tuturor tehnicilor enumerate. Identificarea
metodei corecte de formulare si utilizarea excipientilor adecvati in relatie cu CCM
poate avea ca rezultat un tratament farmacologic eficient prin administrarea unei doze
mai mici, ceea ce poate avea o implicatie semnificativa a costurilor.

CAPITOLUL 2. INGINERIA USCARII PRODUSELOR ALIMENTARE SI A
PRODUSELOR FARMACEUTICE

Dezvoltarea produselor farmaceutice s-a dovedit a fi o provocare, ca urmare
a complexitatii producerii si purificarii, dar si stabilizarii fizice si chimice a acestora.
Pentru a avea un termen de valabilitate admisibil ca produs farmaceutic, pentru un
produs in forma solida este necesara combaterea instabilitatii sub actiunea factorilor
de mediul . Cel mai important factor la deteriorea calitatii produsului este apa inclusa
in produsele medicamentoase si alimente, astfel trebuie utilizata o metoda de uscare



pentru eliminarea acesteia. Tehnologiile bine cunoscute sunt liofilizarea, uscarea prin
pulverizare si uscarea la presiune redusa [1].

Liofilizarea este cea mai comuna metoda de a produce proteine in stare
solida, dar aceastd procedurd poate aduce multe neajunsuri in timpul congelarii si
uscdrii, precum modificari ale pH-ului, formarea cristalelor de gheatd, modificarea
concentratiei de dizolvare si altele. Aceste probleme pot cauza denaturari
semnificative in proteine, astfel incat apare nevoia utilizarii de stabilizatori in timpul
procedurilor de racire si uscare [1, 4, 5].

Uscarea prin pulverizare este o metodd cunoscutd pentru producerea
particulelor de dimensiuni mici prin transformarea unui material fluid Tn particule
uscate, intr-un mediu de uscare fierbinte gazos [11, 12]. De cand a fost descoperita,
aplicatiile sale operationale. Transformarea fluidului in particule uscate are un efect
foarte slab asupra calitatii acesteia, metoda fiind comuna si raspandita ca tehnologie
de incapsulare in industria alimentara, . [12, 14]. Procedeul este potrivit pentru
substante sensibile la caldura, cum ar fi compusii fenolici, deoarece temperatura de
uscare prin pulverizare este relativ scazuta (in general, temperatura de intrare este mai
micad de 200 °C) si timpul de rezidenta al picaturii/particulelor este foarte scurt (in
cateva secunde). Aceastd metoda consta in interactiuni complexe ale componentelor
echipamentului, parametrilor de procesare si proprietatile fizice ale materialelor , care
toate impreuna influenteaza caracteristicile produsului final [14]. Trebuie mentionat
faptul ca diferenta dintre parametrii procesului de uscare si caracteristicile
materialelor care alcatuiesc complexul, reglementeaza procesul de microincapsulare,
care in cele din urma influenteaza proprietatile pulberii obtinute, cum ar fi fluiditatea,
stabilitatea, solubilitatea, forma, dimensiunea, continutul de umiditate, eficienta
procesului si densitatea Tn vrac [14, 15].

CAPITOLUL 3. METODE DE CARACTERIZARE A COMPLECSILOR

in scopul determinirii relatiei dintre metoda de preparare si
proprietatile/aplicatiile produsului obtinut, in functie de caracteristicile materialului
investigat, a fost utilizat un numar mare de metode de caracterizare fizico-chimice. Tn
cele ce urmeaza sunt prezentate metodele si aparatele utilizate -pentru caracterizarea
cat mai complexa a produsilor obtinuti:

» analiza morfologica realizata prin microscopia electronicd de transmisie (TEM),
microscopia electronica de scanare (SEM) si microscopie de forta atomica (AFM)

« analiza structural: difractie de raze X pe pulberi (PXRD) si spectroscopie in infrarosu
cu transformata Fourier (FTIR)

« analiza termica: termogravimetrie (TGA), derivata curbei termogravimetrice (DTG)
si calorimetrie de baleiaj cu scanare diferentiala (DSC)

* analiza interactiunii dintre WPC si CCM - din studii de spectroscopie de
fluorescenta

» testarea stabilitdtii si solubilitdtii curcuminei — din cercetare folosind
spectrofotometrie de UV-Vis
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* Analiza termodinamica — AG, AH si AS

* cercetarea citotoxicitatii pe culturi celulare A375 si A549

« testul MTT pentru viabilitate celulara

* biocompatibilitatea nanomaterialelor folosind cultura de osteoblaste

CAPITOLUL 4. RASPUNSUL IN VITRO AL OSTEOBLASTELOR UMANE
CULTIVATE PE HIDROXIAPATITE SUBSTITUITE CU STRONTIU

Scopul acestui studiu a fost de a analiza raspunsul osteoblastelor cultivate
pe hidroxiapatite substituite cu strontiu (HAP-Sr) de cristalinitate ridicatd bine
definita depuse sub forma de pelicule subtiri pe placi de sticld. Pana in prezent, acest
aspect nu a fost investigat cu atentie in contextul bioceramicilor. In acest studiu,
prezentam activitatea osteoblastelor pe HAP-Sr sintetizat pentru diferite cantitati de
strontiu care inlocuiesc calciul in cadrul retelei de hidroxiapatita (Cai0(PO4)s(OH)z2,
HAP), si anume HAP-5%Sr, HAP-10%Sr, HAP-15%Sr si HAP-59,2%Sr (Sr-HAP,
cu formula Srio(PO4)s(OH)z2), in comparatie cu HAP pur stoechiometrica, ales ca
martor. Fiecare bioceramica a fost depusa ca substrat subtire multistrat auto-asamblat
(scaffold) si legata chimic de suprafata placilor de sticla. Aceste acoperiri au revelat
prin imagistica AFM si SEM o texturd granulard formatd din nanoparticule
bioceramice. Ele poseda un grad ridicat de cristalinitate, adica 68% pana la 86%, in
functie de cantitatea de Sr din reteaua HAP, dupa cum s-a putut vedea in urma analizei
XRD. Osteoblastele au fost cultivate pana la 21 de zile si au prezentat aderenta si
proliferare imbunatatite, evidentiate in special la continuturi relativ ridicate de strontiu
(in special 5 si 10 % in greutate, determinate de SEM-EDX), unde activitatea
fosfatazei alcaline si colagenul de tip I au fost puternic evidentiate. Aceste bioceramici
au prezentat o biocompatibilitate ridicata in vitro stimuland activitatea osteoblastelor
in procesul de formare a osului. Aceste nanobiomateriale pot avea aplicatii in
chirurgia ortopedicd si dentard, imbunatitind osteointegrarea ca acoperiri ale
implanturilor osoase, precum si pentru repararea si regenerarea 0soasa.

Nanohidroxiapatita  stoechiometrica de 1inaltd puritate, HAP:
Cai10(P0Oa4)s(OH)z2 si nanohidroxiapatite substituite cu strontiu, HAP-Sr, pentru diferite
cantitati de Sr: HAP-5% Sr; HAP-10% Sr; HAP-15% Sr; HAP-59,2%Sr (adica Sr-
HAP: Sr10(PO4)6(OH)2), au fost sintetizate prin metodologia chimica umeda, asistata
de compusi sablon. Dupa liofilizare, matritele organice au fost indepartate prin
calcinare in doud etape, la 550 °C timp de 6 ore si apoi la 850 °C timp de 4 ore.

Hidroxiapatita este utilizatd drept vehicul pentru transportul ionilor
fiziologic esentiali.
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Figura 1. Micrografii SEM si spectre EDX pentru substraturi de HAP-5%Sr (@, b, €)
si HAP-10%Sr (c, d, ) liofilizat calcinat
Revista de Chimie (Bucharest) 69(12), 3537-3544 (2018)
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CAPITOLUL 5. DISPERSII SOLIDE DE CURCUMINA-PROTEINA DIN
ZER CU SOLUBILITATE IMBUNATATITA SI EFECT INHIBITOR AL
CELULELOR CENCEROASE

Sistemul dispers solid cu continut ridicat de curcumina a fost preparat cu
concentrat de proteine din zer in raport molar de 5:1 cu metoda uscarii prin
pulverizare. Analiza prin difractie de raze X pe pulberi si DSC aratda formarea
sistemului dispers solid in stare amorfd, iar analiza FTIR identificd prezenta unor
interactiuni slabe de tip legaturi de hidrogen intre componentele sistemului. Imaginile
SEM pentru sistem aratd o morfologie omogend a microparticulelor sferice
asemandtoare unor gogosi. Solubilitatea curcuminei din sistemul dispers a fost
atingand o valoare de 70 pg/mL in solutie apoasd tampon la pH=8, asemanatoare cu
mediul intestinal. Materialul sintetizat prezinté efect citotoxic mai pronuntat in cazul
celulelor melanomului pielii, comparativ cu celulele de adenocarcinom pulmonar, dar
in ambele cazuri efectul este promitator, iar prin analize mai complexe potentialul
antitumoral al CCM-WPC_SD ar putea fi exploatat Tn continuare.

Pentru a demonstra fomarea sistemului dispers solid CCM-WPC_SD
obtinut prin incorporarea CCM in WPC, in raport molar optimizat 5:1, acesta mai intai
a fost analizat prin XRPD.

100 -
—CCM
——WPC
—— CCM-WPC_SD
80 -
S 604
)
2>
2 404
9
S
20 -
O T 14 T g T - T L T 2 T L 1
5 10 15 20 25 30 35

20(°)
Figura 2. Difractogramele XRPD comparate ale CCM, WPC si CUC-WPC_SD
Studia UBB Chemia, 66(3), 209-224 (2021)

Analizdnd curba DSC a CCM-WPC_SD se poate observa un semnal
endoterm larg de intensitate scazutd intre 40 si 90°C atribuit eliminarii apei nelegate
reziduale, lipseste semnalul de topire al CCM, ceea ce indica incdrcarea curcuminei
in WPC 1in raport stoechiometric de 5:1.
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Figura 3. Curbele DSC comparate ale CCM, WPC si CCM-WPC_SD
Studia UBB Chemia, 66(3), 209-224 (2021)
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Figura 4. Spectrele FTIR comparate ale CCM, WPC si CCM-WPC_SD, domeniu
spectral a) 3750-2750 cmt si b) 1800-400 cm!
Studia UBB Chemia, 66(3), 209-224 (2021)

Modificarile suferite de unele benzi de vibratie, in special de acelea
caracteristice gruparilor OH si COOH, sugereaza existenta unor legaturi de hidrogen
slabe si de interactiuni de tip electrostatic intre cele doud componente ale sistemului
dispers CCM-WPC_SD.
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Figura 8. Teste de citotoxicitate efectuate pe celulele A375 si A549, tratate cu
CUC-WPC _SD. a) Testul MTT arata gradul de deteriorare a viabilitatii celulelor in
24 de ore. b) Testul LDH arata cantitatea de LDH eliberata in mediul de cultura al
celulelor tratate cu medicamentul timp de 24 de ore. ¢) Testul oxidului de azot (NO)
arata cantitatea de oxid de azot eliberatd in mediul de cultura al celulelor tratate.
Studia UBB Chemia, 66(3), 209-224 (2021)

Valorile LDH calculate nu prezinta nici o diferenta semnificativa intre cele
doud linii celulare (Figura 8b). in comparatie cu celulele tratate cu Tween 20, nu a
fost observatd necroza, totusi, valorile negative Inregistrate ar putea indica un blocaj
al membranei [6]. O reactie direct dependentd de dozd a fost observata in cazul
celulelor A375 prin nregistrarea de valori ridicate ale monoxidului de azot (NO) la
concentratii de peste 30 pg/mL. Rezultatele sunt in concordanta cu efectele observate
n cazul testului MTT. O reactie dependenta de doza a fost observata si pentru celulele
A549, totusi tendinta a fost mai haotica (Figura 8c), in comparatie cu celulele
melanomului pielii. Cu toate acestea, cea mai mare valoare inregistratd pentru
concentratia de monoxid de azot a fost asociata cu cea mai mica valoare inregistrata
pentru testul MTT, Th ambele tipuri de celule.
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CAPITOLUL 6. LEGAREA DINTRE CURCUMINA SI CONCENTRATUL
DE PROTEINA DIN ZER. ABORDARE TERMODINAMICA SI
STRUCTURALA

Interactiunea moleculara dintre curcumina, CCM si concentratul de proteina
din zer, WPC, a fost studiata utilizind masuratori de fluorescenta. Numarul de legare
(n), constanta de legare (Ks) si parametrii termodinamici (AG, AH si AS) au fost
determinati la diferite temperaturi si la diferite valori ale pH-ului solutiilor apoase.
Abordarea termodinamica a evidentiat cea mai mare stabilitate a acestui complex
CCM-WPC in mediu cu pH acid (de exemplu, fluid gastric cu pH 1,5), scdzand la
valoarea pH-ului alcalin (de exemplu, lichid din intestinul subtire cu pH 7,5 pana la
8) si, astfel, indicand o buna stabilitate a acestui complex in mediul gastric simulat.
Apoi, in pH alcalin, care este caracteristic mediului intestinului subtire, acest complex
poate elibera CCM pentru a patrunde in circulatia sanguina si a fi directionat catre
locul sau de actiune. Complexul CCM-WPC sub forma de pulbere uscatd prin
pulverizare a fost investigat in continuare prin imagistica XRD, FTIR si AFM.
Difractia de raze X pe pulberi arata ca datorita interactiunii chimice dintre CCM si
WPC se formeazd un nou compus amorf. Spectrele FTIR ofera dovezi puternice
pentru interactiunea CCM cu WPC si formarea complexului CCM-WPC. Imaginile
AFM au dezvaluit nanostructura CCM, WPC si complexului CCM-WPC cu o
dimensiune medie a particulelor de la 30 nm la 60 nm. Studiile de andocare au aritat
interactiunile hidrofobe dintre CCM si WPC, in acord cu formarea, condusd de
componenta entropica, a complecsilor CCM-WPC, ceea ce duce la o mai buna
intelegere a mecanismului de legare dintre aceste componente. Prin urmare, acest
capitol a confirmat ca WPC este un purtator promitator pentru CCM, ceea ce poate
conduce la obtinerea unui supliment alimentar functional prin Incorporarea, distributia
si stabilitatea ridicatad a acestor compusi bioactivi, sporind impreuna efectele lor
biologice.

Parametrii de legare, numarul de legare (n, numarul locurilor de legare) si
constanta de asociere (Ks, constanta de legare) [57, 58, 61, 62], caracterizeaza
echilibrul:

nCCM +WPC = (CCM)WPC

_ [ccmy,wpC)
5T [ceMrMWPC]

unde parantezele drepte indica concentratia la echilibru a speciilor respective.
Acestea pot fi calculate conform urmatoarei ecuatii (Ec.1) [ 57, 64], pentru stingerea
statica:
Fo—

=" = logK s + nlog[CCM] (1)

log

unde: F - intensitatea fluorescentei, Fo - intensitatea maxima (fluorescenta intrinseca
a WPC pur) si [CCM] -concentratia molara a CCM.
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Figura 1. Spectre de fluorescentd de emisie a solutiilor de WPC (2 mL solutie,
concentratia 2x10M) obtinute prin titrare treptatd cu cate 10puL de solutie CCM
(2x10°® mol/L), rezultind concentratii de CCM cuprinse intre 107 - 6,8x10°5 M (vezi
Tabelul 1), pH 1.5 la patru temperaturi constante (296, 301, 309 si 313K), indicate
pe grafice. Maximul spectrelor de fluorescenta este la lungimea de unda de 328 nm;
spectrele au fost Tnregistrate Tn intervalul de 300-600 nm, cu lungimea de unda de
excitatie de 295 nm.
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Figura 2. Liniile de regresie y = a + bx ale l1g((Fo-F)/F) vs Ig([CCM]) la valoarea pH
1,5 si la temperaturile studiate: 296, 301, 309 si 313K. Cu lg se noteaza logaritmul
zecimal.

Modificarea entalpiei (AH) si entropiei (AS) au fost calculate din ecuatia Van't Hoff
(Ec.(2), prin reprezentarea grafica a log Ks fatd de 1/T (T-temperatura absoluta) [57,
58, 62, 63].
AH | AS
@

l'ﬂKs = _E+?

unde, Ks - constanta de asociere de echilibru (L/mol) la temperatura corespunzitoare
(T in K) si R - constanta universala a gazelor [J/(mol-K)]. Temperaturile utilizate au
fost cuprinse Intre 296 si 313 K. AH si AS au fost determinate din panta si respectiv
interceptarea y a dreptei de regresie a relatiei Van't Hoff. Modificarea energiei libere
(AG) a fost calculata cu ajutorul Ec. (3) [62] si Ec. (4) [63,64]:

AG = AH —TAS (3)

AG = — RTInK; (4)

Valoarea negativa a lui AG releva faptul ca procesul de interactiune este spontan
(Tabelul 4) [61]. Valorile pozitive AH si AS ale interactiunii dintre CCM si
concentratul de proteine din zer (Tabelul 4) subliniaza ca fortele hidrofobe joaca un
rol major in procesul de legare [65, 66], legarea este determinata in principal de
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entropie, iar entalpia este nefavorabila. pentru aceasta complexare a lui CCM cu WPC
[67].
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Figura 5C. Difractia cu raze X pentru CCM, WPC, amestecul lor fizic CCM-WPC si

complecsii CCM-WPC (raport molar 35:1) la diferite valori de pH: 1,5, 7,4 si 8,0.

2]
a

Figura 5C prezinta difractogramele de raze X pe pulberi ale CCM, WPC,
CCM-WPC (amestec mecanic), si alte trei probe obtinute prin complexare la pH 1,5,
7,4 si 8,0. Difractogramele pe pulberi evidentiaza faptul cd prin complexare s-au
obtinut compusi diferiti fatd de cei initiali. Cele mai intense 3 varfuri de difractie
pentru curcumind sunt la unghiurile de difractie 20: 8,850°, 17,300° si 25,160°, n
timp ce cele mai intense varfuri de difractie pentru complecsi se gasesc la 26: 9,130°,
18,140° si 26,260°. Fiecare dintre cele trei probe complexate are un halou de difractie
intens, ceea ce demonstreaza ca complecsii au si o cantitate de fazd amorfa. Halo-ul
din proba care a fost preparatd la pH 1,5 este mai putin intens, in comparatie cu
halourile corespunzatoare probelor care au fost preparate la pH 7,4 si pH 8,0, care sunt
foarte proeminente.
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Figura 6B. Spectrele FTIR ale CCM, WPC si complecsilor CCM-WPC in raport
molar 35:1 lapH 1,5, 7,4 si 8,0. Spectrele sunt normalizate la 1

In concluzie, existi dovezi puternice pentru interactiunea dintre CCM si
WPC si formarea de noi complecsi supramoleculari. in special, modificarea benzii de
absorbtie in domeniul spectral 3600-3000 cm! se poate datora formirii legiturilor de
hidrogen intre CCM si WPC.

\ A A \/ B
Figura 8. (A) B-lactoglobulina bovind. Cupa centrald este constituita din cele opt
catene P antiparalele (A-H) si este strajuita de bucle flexibile: A-B, C-D, E-F, G-H;
(B) Conformatiile de andocare suprapuse ale tautomerilor de curcumina ceto-enol si

diceto, avand cea mai mare energie de legare.
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In analiza noastri de andocare am considerat ca moleculd gazdi B-
lactoglobulina monomerica 3NPO, depusi in baza de date RCSB. In Figura 8A este
reprezentatd aceasta structura in care au fost etichetate si cele opt catene P antiparalele
(A-H) precum si buclele flexibile: A-B, C-D, E-F, G-H care inconjoard caliciul
central. Amintindu-ne de tranzitia Tanford, mentionata anterior, se poate remarca in
aceastd conformatie cristalografici ci bucla EF este in stare deschisd. in Figura 8B,
sunt reprezentate, de asemenea, suprapuse conformatiile avand energiile de legare
maxime calculate pentru tautomerii ceto-enol si diceto ai curcuminei. Se poate
observa astfel, ca cele doud conformatii diferd doar putin. Energiile lor de legare sunt:
-9,11 kcal/mol pentru ceto-enol si -8,82 kcal/mol pentru forma diceto. n cele ce
urmeaza se vor prezenta in detaliu aceste rezultate.
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CAPITOLUL 7. COMPLEXAREA CURCUMINEI CU PROTEINA DIN ZER
PENTRU IMBUNATATIREA SOLUBILITATII iN SOLUTII APOASE,
STABILITATEA SI EFECTUL ANTIOXIDANT AL CURCUMINEI

Stabilitatea si solubilitatea curcuminei, CCM, pot fi imbunatatite prin
complexarea cu concentrat de proteine din zer (WPC). Complecsi CCM-WPC in
raport molar 1:1 si 1:0,5 au fost preparati prin doua metode, si anume uscare prin
pulverizare (SD) si uscare prin congelare (FD). Obiectivul major al acestei lucrari este
de a determina stabilitatea si solubilitatea complecsilor CCM-WPC incapsulati prin
metoda SD si FD. Difractia de raze X si analiza termogravimetrica au fost efectuate
pe CCM bruta si WPC, precum si pe complecsii acestora. Modificarile
comportamentului termic si ale cristalinitatii sugereaza formarea acestor complecsi
CCM-WPC. Imaginile de microscopie electronicd cu scanare au aratat cd metodele
utilizate au influentat morfologia si proprietatile complecsilor formati. Stabilitatea si
solubilitatea curcuminei sunt imbundtatite prin complexare Tn ambele metode de
incapsulare. S-a observat prin compararea raportului molar utilizat si metodelor de
uscare folosite, ca rezultatele obtinute sunt diferite. Solubilitatea probelor obtinute
prin metoda FD a fost mai mare decét a celor obtinute prin metoda SD, ceea ce poate
explica diferenta de morfologie a acestora (probele FD sunt mai amorfe decat probele
SD). Proprietatea antioxidanta a curcuminei si a complecsilor proteici in comparatie
cu vitamina C au aratat ca CCM are o valoare IC50 mai mica decat vitamina C, adica
efectul antioxidant al CCM este mai mare (Tabel 5). Adaugarea de WPC a imbunatatit
activitatea antioxidantd a CCM, probabil datoritd incapsularii sale in proteina.

Tabelul 5: Concentratie inhibitorie (ICso0) determinata pentru acidul ascorbic, CCM
si complecsii CCM -WPC

Materiale Ecuatia, dreptei din Masa 1C50 1C50 (M)
graficele din Excell molara (ng/mL)
(g/mol)
Acid ascorbic y=8,429x — 7,0714 176,24 6,771 3,842* 10°
Curcumina y =4,3234x + 2,1078 | 368,38 11,077 3,007*10°
1CCM:1IWPC_SD y =2,9895x +2,2429 | 18768,38 15,975 8,511* 107
1CCM:1WPC_FD y =2,7424x — 2,3095 19,074 1,016* 10°®
1CCM:0.5WPC_SD | y =2,3338x +2,2733 | 9568,38 20,298 2,121* 10°®
1CCM:0.5WPC_FD | y=2,6255x —2,7293 18,004 1,881* 10

CCM poseda structura cristaling, care prin complexare cu concentratul de
proteind din zer devine amorfd. Aceastd naturd amorfd a complecsilor contribuie la
cresterea semnificativa a solubilitatii. Morfologia complecsilor este diferitd in functie
de tehnicile de uscare utilizate. Proprietatile antioxidante, solubilitatea si stabilitatea
CCM au crescut semnificativ prin complexare.
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CAPITOLUL 8. LEGAREA PROTEINEI DIN ZER DE CURCUMINA SI
CARACTERISTICILE STRUCTURALE ALE COMPLEXULUI ACESTORA
EVIDENTIATE PRIN MICROSCOPIE DE FORTA ATOMICA

Curcumina (CCM) are efecte benefice asupra sanatitii umane datorita
activitatii sale farmacologice, avand rol protector impotriva multor boli. Concentratul
de proteina din zer (WPC) este un produs rezultat din industria laptelui care este
adesea folosit pentru a imbunatiti si stabiliza diferite alimente. Proteina din zer
favorizeaza curcumina sa-si Imbunatateasca solubilitatea in apd, biodisponibilitatea
slaba, stabilitatea si eficacitatea. Microscopia de Forta Atomica (AFM) a fost folosita
pentru a evidentia topografia suprafetei filmelor de adsorbtie pentru curcumina pura,
proteina din zer pura si complexul lor (CCM-WPC). Rezultatele obtinute aratd ca
nanoparticulele individuale au fost mobilizate in dispersie apoasd si adsorbite cu
succes pe lamele de sticla sub forma de filme subtiri. Forma lor este rotunjita, iar
diametrul difera de la o proba la alta: 30 nm pentru CCM, 55 nm pentru WPC si 40
nm pentru complexul CCM-WPC. Se demonstreaza ca atdit CCM cat si WPC
formeazd un complex care le inglobeaza intr-o structurd compactd. Rugozitatea
suprafetei a fost de asemenea monitorizata, iar curcumina pura produce un film neted
si uniform, in timp ce prezenta WPC determina aparitia mai multor pori pe suprafata
filmului, ceea ce creste valoarea rugozitatii. Rezultatele obtinute ofera dovezi utile
pentru aplicarea WPC ca purtitor eficient al CCM, un compus polifenolic bioactiv. in
plus, aceasta lucrare sprijina utilizarea complexului CCM-WPC ca supliment
alimentar, cu rol in mentinerea sanatatii.

Nanostructurile sistemului CCM — WPC au fost investigate cu succes prin
microscopie de fortd atomica, care este o metodd fundamentala pentru
nanocaracterizarea materialelor. Pulberile initiale de CCM si WPC au fost capabile sa
formeze nanoparticule in mediul apos. Aceste nanoparticule au fost adsorbite pe
substrat de sticla formand filme subtiri. Forma lor este rotunda iar diametrul mediu
difera de la o proba la alta: 30 nm pentru CCM, 55 nm pentru WPC.

Complexarea dintre CCM si WPC duce la un diametru intermediar de
aproximativ 40 de nm. Nanoparticulele de CCM sunt adsorbite uniform pe suprafata
de sticla generand un film subtire neted cu rugozitate mica. WPC tinde sa genereze
pori in filmul adsorbit, ceea ce duce la valori relativ mai mari ale rugozitatii.
Complexul CCM-WPC formeazd un film subtire neted in care influenta
concentratului de proteind din zer produce In compozitie niste pori care afecteaza
valorile rugozitatii.

Aceste rezultate ar putea sprijini dezvoltarea alimentelor functionale,
inclusiv curcumina si proteinele din zer, cu noi utilizari in iaurt si suplimente nutritive
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Figura 3. Imagini AFM ale complexului CCM-WPC, pH 7,4 adsorbtie pe sticla si
uscare in mod natural: a) imagine topografica, b) imagine de faza, c) imagine de
amplitudine, d) profile de-alungul sagetilor din panoul (a), ) imagine
tridimensionala si f) histograma de distributie a particulelor. Aria de scanare 2 um x
2 um. Stud. Univ. Babes-Bolyai, Chem 2022, 67(3); sub tipar
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CAPITOLUL 9. SINTEZA SI CARACTERIZAREA COMPOZITELOR
FORMATE DIN PEG, CURCUMINA SI PROTEINA DIN ZER -
STABILITATE TERMICA iMBUNATATITA

Curcumina (CCM) este un polifenol natural cu un potential farmaceutic
limitate. Pentru a rezolva acest aspect au fost sintetizate noi compozite (noi complecsi)
din curcumina-PEG (PEG4000 sau PEG6000), cu sau fard un adaos de proteina din
zer (WPC), resveratrol (RES) sau silimarina (SIL). Stabilitatea termica a tuturor
compozitelor sintetizate a fost investigata comparativ cu precursorii prin analiza
termogravimetricd (TG) si analiza de calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC),
evidentiind o stabilitate termicd panda la 200 °C. Formarea compozitelor si
interactiunea dintre componenti a fost investigata prin spectroscopia in infrarosu cu
transformata Fourier (FTIR). Studiul cinetic demonstreaza o stabilitate maritd a
curcuminei in compozitele studiate, Tn special pentru compozitele: PEG4000-CCM-
WPC-SIL si PEG6000-CCM-WPC-SIL care prezintd cea mai inaltd stabilitate a
curcuminei in faza apoasa. Aceasta strategie de proiectare a compozitelor pe baza de
PEG-CCM si WPC este utila deoarece conduce la noi materiale cu stabilitate marita
a curcuminei si la proiectarea diverselor suplimente alimentare.

Prezentul studiu descrie o serie de complecsi pe baza de doua tipuri de
polietilen glicol (PEG4000 si PEG6000) si curcumina, cu sau fird un adaos de
proteind sub forma de proteina concentrata din zer (WPC) sau un polifenol secundar,
trans-resveratrol (RES) sau silimarina (SIL). RES si SIL au fost alesi datorita efectului
sinergic raportat in prezenta curcuminei — trans-resveratrol [Du et al. 2013, Chen et
al. 2017]; silimarina [Montgomery et al. 2016].
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Figura 1. Curbele TG si DSC pentru curcumina
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Stabilitatea termica a tuturor compozitelor sintetizati a fost investigata
comparativ cu precursorii prin analiza termogravimetrica (TG) si analiza de
calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC), evidentiind o stabilitate termica pana la
200 °C.

Tabelul 4. Timpul de injumatatire (ti2) al curcuminei si pentru compozitele
(complecsii) cu PEG4000 sau PEG6000 prin utilizarea modelului cinetic de ordinul
doi.

t2 (min)
Material
pH 1.5 pH 7.4 pH 8.0

CCM 78 74 4

PEG4000-CCM 292 146 16
PEG4000-CCM-WPC 3266 4072 1113
PEG4000-CCM-WPC-RES 3395 4872 2524
PEG4000-CCM-WPC-SIL 4248 5176 2569

PEG6000-CCM 327 170 13
PEG6000-CCM-WPC 1983 2017 1228
PEG6000-CCM-WPC-RES 3867 5378 2532
PEG6000-CCM-WPC-SIL 5050 5534 2099

Stabilitatea curcuminei in solutii apoase pentru compozitele dezvoltate in
acest studiu a fost investigatd comparativ, prin determinarea timpului de injumatatire
dupa o cinetica de ordinul 2. S-a constata o stabilitate marita a curcuminei in toate
compozitele noi obtinute Tn special pentru compozitele: PEG4000-CCM-WPC-SIL si
PEG6000-CCM-WPC-SIL care prezintd cea mai 1naltd stabilitate a curcuminei in
medii apoase (Tabel 4).

CAPITOLUL 10. CONCLUZII GENERALE

Cel mai mare dezavantaj al CCM este solubilitatea sa scazuta in apa, prin
urmare biodisponibilitatea sa scazuta.
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Pentru combaterea acestui neajuns, au fost dezvoltate cateva strategii si
anume: incapsularea CCM in proteina, de exemplu in concentratul de proteina din zer,
prin complexare in diverse medii cu pH controlat si in functie de temperatura., prin
co-precipitare si uscare prin pulverizare, SD, sau prin liofilizare, FD. Identificarea
metodei corecte de formulare si utilizarea excipientilor adecvati in relatic cu CCM
poate avea ca rezultat un tratament farmacologic eficient prin administrarea unei doze
mai mici, ceea ce poate avea o implicatie semnificativa a costurilor.

Spre exemplu, sistemul dispers solid cu continut ridicat de curcumina a fost
preparat cu concentrat de proteina din zer in raport molar de 5:1 prin metoda uscarii
prin pulverizare. Analiza prin difractie de raze X pe pulberi si DSC aratd formarea
sistemului dispers solid in stare amorfd, iar analiza FTIR identifica prezenta unor
interactiuni slabe de tip legaturi de hidrogen intre componentele sistemului. Imaginile
SEM arata o morfologie omogena a microparticulelor sferice.

Interactiunea moleculard dintre curcumind, CCM si concentratul de proteina
din zer, WPC, care a fost studiata utilizind masuratori de fluorescentd. Numarul de
legare (n), constanta de legare (KS) si parametrii termodinamici (AG, AH si AS) au
fost determinati la diferite temperaturi si la diferite valori ale pH-ului solutiilor apoase.
Abordarea termodinamica si structurala a mecanismului de legare dintre CCM si WPC
constitue o premiera in literature de specilitate. S-a evidentiat cea mai mare stabilitate
a acestui complex CCM-WPC in mediu cu pH acid (de exemplu, fluid gastric cu pH
1,5).

De asemenea, au fost sintetizati mai multe complexe pe baza de PEG (fie
cu PEG4000, fie cu PEG6000) cu sau fara incorporarea proteinei din zer sau a unui
polifenol secundar, fie trans-resveratrol, fie silimarina. Adaugarea proteinei duce la
un complex mai stabil prin legaturi de hidrogen. Acest lucru se coreleaza cu cresterea
dramatica a solubilitatii in apa In complexele cu PEG, curcumina si proteina din zer.
Adaugarea unui polifenol secundar scade solubilitatea in apa. Cu toate acestea,
potentialul antioxidant si antiinflamator cumulat ar putea fi mai plina de satisfactii in
cadrul unui supliment. In ceea ce priveste stabilitatea termica, toate complexele sunt
destul de stabile pana la aproximativ 200 °C. Acest lucru este mai mult decat adecvat
in ceea ce priveste orice procesare ulterioara privind o potentiald aplicatie
farmaceutici. In schimb, in ceea ce priveste stabilitatea pH-ului, rezultatele
evidentiaza In mod clar efectul benefic al WPC si al flavonoidelor asupra cresterii
timpului de Tnjumititire al CCM. In timp ce complexele PEG-CCM tind s se
descompuna rapid la toate valorile pH-ului, cele mai complexe, inclusiv cel putin
proteina din zer, stabilizeaza foarte mult curcumina.

S-au efectuat testari in vitro al osteoblastelor umane cultivate pe
hidroxiapatite substituite cu strontiu demonstrand un potential osteogen ridicat al
acestor ceramice si implicarea lor puternica in formarea si mineralizarea osului.
Aceste substraturi ceramice au stimulat celulele osoase sa creasca pe suprafata lor si
sa participe activ la formarea de oase noi si au favorizat cresterea osoasa pe suprafata
lor,conducand osteoblastele sa intre in stadii terminale de diferentiere declansand
procesul de mineralizare a osului nou format.

S-a demonstrat ca toate substraturile ceramice testate au fost biocompatibile
cu diferente semnificative in ceea ce priveste adeziunea, proliferarea si diferentierea
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celulelor. Cea mai buna biocompatibilitate si osteoconductivitate excelenta a fost
evidentiata de HAP-Sr, Tn special cei cu o cantitate de Sr de 5%, 10% si 15%.

Aceste rezultate promititoare recomanda complexele mentionate pentru
potentiale aplicatii farmaceutice. Sunt in curs de desfasurare studii viitoare pentru a
examina efectele lor prospective atat in vitro, cat si in vivo.

CAPITOLUL 11

Activitatea de cercetare stiintifica se concretizeaza in 5 lucrari stiintifice
cotate ISI: 2 lucrari publicate si 2 lucrari acceptate pentru publicare si 1 lucrare in curs
de publicare, la revista Molecules. Mentionam ca avem inca doua lucrari stiintifice in
manuscris care sunt finalizate in vederea publicarii.
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Lista de comunicari la conferinte si simpozioane

Diseminarea rezultatelor stiintifice din Teza de Doctorat s-a realizat in 4 prezentari
orale la conferintele nationale de la Academia Oamenilor de Stiintd din Roménia [1-
4], dintre care una a fost in Engleza [4] la NanoBioMat 2022 cu participare
internationala.

1. L. Racz, A. Mocanu, Cs.-P. Racz, I. Kacso, O. Horovitz, M. Tomoaia-Cotisel, RO:
,.Sistem de dispersie solida de curcumina-proteine din zar cu solubilitate imbunatatita
si efect inhibitor al celulelor canceroase” ENG : ,,Curcumin-whey protein solid
dispersion system with improved solubility and cancer cell inhibitory effect”,
Prezentare orald, Academia Oamenilor de Stiinta din Romania, Conferinta Stiintifica
Nationald de Toamna ,,Traditii si Progrese in Stiinta Romaneasca”, Sectiunea Stiinte
Biologice, 18 — 20 noiembrie, on line platforma Zoom, Volum rezumate pag. 21
(2021).

2. L. Racz, Cs.-P. Racz, A. Mocanu, I. Kacso, M. Tomoaia-Cotisel, RO : ,,Potentialul
terapeutic al curcuminei si tehnici de a-i imbunatati solubilitatea si bioactivitatea in
vivo”/ ENG : ,,Therapeutic potential of curcumin and techniques for improving its
solubility and bioavailability in vivo”, Prezentare orald, Academia Oamenilor de
Stiintd din Romania, Conferinta Stiintificd Nationald de Toamna ,,Traditii si Progrese
in Stiinta Romaneasca”, Sectiunea Stiinte Biologice, 18 — 20 noiembrie, on line
platforma Zoom, Volum rezumate pag. 30-31 (2021).

3. L. Racz, Cs. P. Racz, O. Horovitz, A. Mocanu, M. Tomoaia-Cotisel, RO:
“Perspective asupra interactiunilor curcuminei cu proteinele din zér: abordare
termodinamica a legdrii curcuminei de proteine si potentiale efecte biologice” / ENG:
“Insights into curcumin and whey protein interactions: Thermodynamic approach of
curcumin - protein binding and potential biological effects”, Prezentare orala,
Academia Oamenilor de Stiinta din Romania, Conferinta Stiintificd Nationala de
Primavara ,,Era digitald — Provocari si Oportunitati pentru Societatea Contemporana”,
6 — 7 Mai 2022, sectiunea Biologie, on-line platforma Zoom, VVolum de rezumate,
pag. 103-104 (2022).

4. L. Racz, Cs.-P. Racz, O. Horovitz, A. Mocanu, M. Tomoaia-Cotisel, ENG:
,,Thermodynamic approach of curcumin and whey protein binding”, Virtual
International Scientific Conference on “Applications of Chemistry in Nanosciences
and Biomaterials Engineering” NanoBioMat 2022 — Summer Edition, 22-24 June
2022, Oral presentation on Session |, Advanced Techniques for Material Design and
Processing, on line platforma TEAMS (2022).
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Contract PN2 Perteneriat 241/2014-2016 Dezvoltare de nanomateiale innovative
bazate pe nanotehnologie avansatd cu aplicatii in profilaxia dentara si a bolilor
paradontale, InovaMat Coordonator: Universitatea Babes-Bolyai, Director: Conf. Dr.
Aurora Mocanu

Obtinerea unui produs alimentar de tip supliment, pe substrat natural de Apium Graveolens
L. optimizat nutritional prin imbogatire cu seleniu si vitamine, in scopul imbunatatirii calitatii
vietii.

COD SMIS 119675

Optimizarea nutritionald a produselor alimentare pe baza de struguri si fructe de padure, prin
imbogdtire cu resveratrol, in scopul intensificarii aportului de antioxidanti in alimentatie.
COD SMIS 119601

Membru in Centrul de Cercetare Stiintifica in Chimie Fizica

Doctorandul Ing. Chim. Réacz Levente Zsolt este membru in Centrul de Cercetare
Stiintifica in Chimie Fizica din 2015. CECHIF: Fondator (2006) si Director (2006-
prezent): Prof. Univ. Dr. M. Tomoaia-Cotisel, Facultatea de Chimie si Inginerie
Chimica din cadrul Universitatii Babes-Bolyai din Cluj-Napoca.
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