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Rezumat:

Cresterea nivelului de trai din ultima perioada s-a remarcat si In orientarea
unui segment din ce in ce mai mare al populatiei catre produse naturale,
chiar dacd mai scumpe. Teza prezinta contributii referitoare la obtinerea si
caracterizarea unor extracte de plante din bucatdria si medicina
romaneasca: busuioc, cimbru, coada calului, coada soricelui, leustean,
madghiran, marar, oregano, patrunjel, rozmarin si telina, In scopul utlizarii
acestora ca antioxidanti si aromatizanti naturali. In plus, a fost propus un
model cinetic pentru degradarea oxidativa a uleiurilor si a fost realizat un
biosenzor pentru determinarea antioxidantilor cu structura polifenolica.
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INTRODUCERE

Una din problemele majore in domeniul chimiei alimentelor este procesul
nedorit de oxidare a grasimilor si al altor ingrediente, in timpul procesarii si stocarii
acestora. Procesul nu poate fi stopat in totalitate, dar in scopul retardarii sale mai
multi antioxidanti sintetetici sau naturali (E300-E321) au fost aprobati de catre
Uniunea Europeand (Directivele 89/107/CEE, 94/34/CE, 94/35/CE, 94/36/CE,
95/2/CE, 96/85/CE, 98/72/CE si 2001/5/CE; Decisiziile 97/292/CE si 2002/247/CE).
Unii dintre acestia, cum ar fi: propil-galatul (PG, E 310) si derivatii sai, tert-butil-
hidrochinona (TBHQ, E 319), butil-hidroxianisolul (BHA, E 320) si butil-
hidroxitoluenul (BHT, E 321) sunt suspectati a fi toxici sau chiar carcinogenici.
Acesta este motivul pentru care, in ultimii ani, au aparut pe piata diferite extracte
din plante cu efect antioxidant comparabil si uneori chiar mai mare decat cel al
antioxidantilor sintetici.

Oferta pietei trebuie sa tind cont de preferintele consumatorilor. Cresterea
nivelului de trai din ultima perioada s-a remarcat si in orientarea unui segment din
ce in ce mai mare al populatiei catre produse naturale, chiar daca mai scumpe, dupa
cum se va putea observa si din studiul de caz prezentat la sfarsitul acestei lucrari.

Pornind de la aceste considerente si avand la baza materialul vegetal
recoltat din zona de Vest a tarii, obiectivul principal al acestei teze a constat in
analiza activitatii antioxidante a unor extracte din plante utilizate drept condimente
in bucatdria romaneasca, caracterizarea si purificarea acestora in scopul obtinerii
unei mixturi cu efect antioxidant si aromatizant in acelasi timp.

Materialul vegetal din care s-au obtinut extractele a constat din: (1) -
busuioc (Ocimum basilicum) - partea aeriana; (2) - cimbru (Thymus vulgaris) -
partea aeriand; (3) - coada calului (Equisetum arvense) - frunze; (4) - coada
soricelului (Millefoli flos) - flori; (5) - leustean (Levisticum officinale) - frunze; (6)
- maghiran (Maiorana hortensis) — frunze; (7) mdrar (Anethum graveolens) -
partea aeriand; (8) - oregano (Origanum vulgare) - partea aeriand; (9) - patrunjel
(Petroselinum crispum) - frunze; (10) - rozmarin (Rosmarinus officinalis) - partea
aeriana; si (11) - telina (Apium graveolens) - frunze.

Teza cuprinde doud parti principale:

Partea I, in care sunt prezentate consideratiile teoretice generale cu privire
la procesul de oxidare al principiilor active din alimente, factorii care il influenteaza,
principalele reactii care au loc, tehnicile uzuale de urmarire a autooxidarii
alimentelor, metodele de prevenire si diminuare a acesteia.

Partea a II-a, in care sunt prezentate contributiile proprii, cuprinde date
generale referitoare la plantele studiate, metodele de extractie si de purificare
utilizate, metode imbunatdtite de analizad a activitatii antioxidante in vitro si in situ,
analiza compozitiei chimice a extractelor si analiza activitatii antimicrobiene a
mixturii propuse.

In cadrul tezei de doctorat obiectivele urmarite au fost:

1. Extractia principiilor active din materialul vegetal si purificarea acestora;

2. Imbunatatirea a trei dintre metodele existente pentru analiza activitatii

antioxidante (metoda cu permanganat de potasiu, metoda cu luminol si
metoda cu DPPH) si aplicarea acestora pe extractele apoase si alcoolice
ale plantelor studiate;

BUPT



8 Introducere

3. Determinarea compusilor de aroma din extractele studiate prin
cromatografie de gaze cuplatd cu spectrometrie de masa;

4. Determinarea calitativé si cantitativda a continutului de flavonoide,
antociani §i taninuri;

5. Propunerea unei mixturi antioxidante contindnd sapte din cele
unsprezece plante cercetate si verificarea acesteia in vederea:

e determinarii posibilitdtii de folosire ca antioxidant pentru grasimi
saturate (unturd) si nesaturate (ulei); analizarea in acest scop a
comportdrii la oxidare a grasimilor mentionate, in prezenta si in
absenta antioxidantilor, folosind atat metode standardizate cat si
metode mai noi de tipul analizei termice si conductometriei;

e determinarii eficacitatii antimicrobiene a mixturii propuse;

6. Propunerea unui model cinetic pentru degradarea oxidativa a uleiurilor;

7. Propunerea si modelarea unui biosenzor pentru determinarea compusilor
polifenolici din uleiuri;

8. Studiul receptivitatii populatiei fata de alternative naturale de aditivi
alimentari

Prin finalizare, studiile intreprinse in cadrul acestei teze vor permite
identificarea si determinarea cantitativa a principiilor active in vederea caracteriz3rii
chimice cat mai complexe a speciilor studiate si propunerea unor modalit3ti concrete
de utilizare a acestora in industria alimentard.
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PARTEA 1.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII IN DOMENIU

I.1. Oxidarea principiilor active din alimente

Oxidarea produselor alimentare poate fi definita ca un proces chimic si/sau
biochimic general, in care substratul este un compus de obicei nesaturat (lipidic in
special), asupra caruia actioneaza fie direct, fie mediat, oxigenul molecular [1, 2].
Oxidarea alimentelor constituie cauza majord a formarii compusilor rau mirositori si
a rancezirii, ceea ce contribuie la reducerea perioadei de garantie, a valorii nutritive
§i uneori chiar la cresterea toxicitdtii acestora [2].

In procesele de oxidare normale prezintd importantd atdt reactiile
enzimatice cat si cele neenzimatice. Acestea se gdsesc In strédnsa interactiune.
Astfel, formele active ale oxigenului rezultate pe cale enzimaticd pot provoca
oxidarea neenzimatica. Structura de baza care se formeaza in urma acestor reactii o
reprezintd legatura peroxidica. Aparitia legdturii peroxidice poate fi cauzata fie de un
proces chimic de tip radicalic sub actiunea directd si neselectivda a oxigenului
atmosferic sau dizolvat in substratul nesaturat (olefine, grasimi, acizi grasi
nesaturati, steroide etc.) fie de un proces biochimic catalizat de enzimele care
favorizeaza incorporarea a doi atomi de oxigen in substrat (lipoxigenaza,
fenoloxidaza, peroxidaza, ascorbinoxidaza si catalaza).

in alimente, cele doud procese se pot desfisura simultan daca parametrii de
stare ai sistemului (temperatura, pH, tarie ionica, activitatea apei etc.) corespund
actului primar de formare a radicalilor liberi (oricare ar fi natura lor). Desi cele doua
tipuri de procese, chimice si biochimice, au loc prin intermediul radicalilor liberi, ele
se desfasoara dupa mecanisme si in conditii fundamental diferite. Din acest motiv,
peroxidarea chimicd a fost denumita autooxidare spre a o deosebi de peroxidarea
enzimatica [1].

I.1.1. Factorii care influenteaza autooxidarea alimentelor

Deoarece procesele oxidative au loc intr-un numar foarte mare de produse
alimentare si deoarece se desfiagoarda atét in timpul conditiondrii si prelucrarii
alimentelor cat si in timpul stocarii lor este important a se cunoaste mecanismele
dupa care se desfagoara dar si factorii care influenteaza aceste reactii pentru a se
putea interveni in vederea limitarii sau chiar a stoparii lor. Factorii care influenteaza
oxidarea alimentelor sunt redati in figura 1.

BUPT



10 1. Stadiul actual al cunoasterii in domeniu

IONII METALELOR GRELE

1

< I
LUMINA FACTOR RADIATIILE

NATURA SUBSTRATULUI UMIDITATEA si PH-ul

N

TEMPERATURA FOTOSENSIBILIZATORI CONCENTRATIA DE O;

Figura 1. Factorii care influenteaza procesele de autooxidare

I1.1.1.1. Natura substratului

Compozitia chimicd a produselor alimentare prin continutul lor in lipide gi
acizi grasi dar si a altor substante nesaturate usor oxidabile influenteaza in mod
hotarator procesele de oxidare ale acestora.

A) Oxidarea lipidelor si a acizilor grasi

Lipidele si acizii grasi liberi reprezinta una din cele mai instabile componente
alimentare care suferd transformari importante nu numai in timpul conditionarii si
prepararii dar si in timpul stocarii produselor alimentare. Ele influenteaza procesele
de autooxidare prin numarul, pozitia si geometria legdturilor duble astfel [1-4]:

acizii grasi saturati nu se oxideaza in conditii normale;
legaturile duble conjugate sunt mai reactive decat cele neconjugate;
vitezele reactiilor de oxidare cresc cu numarul de legaturi duble din
structura acizilor grasi;

e acizii cis se oxideaza mai usor decat izomerii lor trans;

e acizii liberi se oxideaza mai usor decat cei din structura lipidelor;

Procesul de alterare oxidativd este deci mai agresiv pentru grasimile
nesaturate si se desfasoara dupa un mecanism care va fi descris in paragraful
urmator.

B) Oxidarea carotenoizilor
Carotenoizii au o larga rdaspandire in toate tesuturile vegetale insotind cel
mai adesea clorofila. Importanta lor se datoreazd culorii pe care o conferd
produselor alimentare cat si valorii lor nutritive, fiind surse importante de vitamina
A. Datoritd gradului mare de nesaturare, ei se oxideazd usor si in functie de
conditiile existente (presiunea partiala a O,, activitatea apei temperatura, prezenta
radicalilor liberi sau a hidroperoxizilor), oxidarea poate avea loc [1, 4, 5]:
e cu scindarea gruparilor terminale de la unul sau ambele capete, cu
formare de :

caroten — B- apocarotenal — crocetina

I i)
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I.1. Oxidarea principiilor active din alimente 11

+ la sistemul polienic dupa mecanismul oxidarii lipidelor cu formare de
peroxizi ca produsi primari si respectiv compusi carbonilici, acizi
alcooli etc., ca produsi finali ai oxidarii;

e la grupérile terminale respectiv la ciclul B-iononic formand 5,6
epoxizi. In continuare, poate avea loc o izomerizare cu formarea
5,8-epoxidului, respectiv a furanooxidului.

Procesul de oxidare al carotenoizilor decurge cuplat cu oxidarea acizilor grasi
nesaturati, fiind catalizat de porfirine si metale grele. Metalele grele, in special
cuprul, catalizeaza imbrunarea carotenului, in absenta grasimilor, datoritd oxidarii
avansate. Mecanismul de cataliza este asemandtor celui pentru grasimi, accelerdnd
viteza de formare a radicalilor liberi.

C) Oxidarea substantelor tanante [4]

Procesul de autooxidare a substantelor tanante, in special a catechinelor,
prezintd o deosebitd importantda in industria alimentara, deoarece determind
inchiderea la culoare a produselor vegetale. De mentionat ca acelasi efect are loc si
prin oxidarea enzimatica a catechinelor, substratul suferind aceleasi transformari,
din care cauza este greu de mentionat in ce mdsura imbrunarea care apare este de
naturd enzimatica sau autooxidativa. Oxidarea catechinelor la chinone e posibil s3d
se realizeze prin intermediul apei oxigenate, care se formeaza in urma unei reactii
secundare gi anume:

HzK + 02 — K+ HZOZ
H,K + H,0, - K + 2 H,0
unde: H;K- catechina; K- ortochinona corespunzatoare

in general, ortochinonele care se formeaza in urma oxidarii catechinelor nu
sunt stabile, descompunandu-se foarte rapid. Pe mdsura ce creste masa moleculara,
stabilitatea scade; de asemenea scade si prin cresterea numarului de grupe
fenolice; de exemplu chinonele derivatilor pirogalolului sunt mai putin stabile decét
cele ale pirocatechinei. Instabilitatea chinonelor se epriAcé prin tendinta lor de a se
condensa cu formare de produsi de culoare inchisd. In urma acestui proces se
formeaza molecule alcadtuite din 3-4 si mai multe resturi de catechind, deoarece
masa moleculara creste de la circa 300 la peste 1000.

D) Oxidarea substantelor de aroma [3, 4]

Oxigenul poate provoca degradarea substantelor aromate si ca urmare
alterarea aromei caracteristice, insotitd de aparitia unui gust strain.

Procesul chimic de autooxidare a terpenelor, unele din principalele categorii
de substante de aromd, se explica in prezent prin teoria desfdsurérii reactiilor in lant
dupa schema clasica. Prezenta hidroperoxizilor a putut fi pusd in evidentd in primele
stadii ale oxidarii terpenelor.

De exemplu oxidarea limonenului duce la obtinerea urmatorilor compusi:
citronelal, linalol, citronelol, citral, d-carvona, si trans-carveol. Carvona este
consideratd substanta caracteristicd pentru oxidarea terpenelor, care denatureaza
gustul si aroma.
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12 1. Stadiul actual al cunoasterii in domeniu

E) Oxidarea acidului ascorbic [4]

Acidul ascorbic se oxideaza foarte rapid in solutie, in special in mediu slab
alcalin. Procesul de oxidare are loc in doud stadii. In primul stadiu acidul ascorbic
trece in acidul dehidroascorbic, proces care este reversibil. In acest caz se mai
pastreazd activitatea vitaminicd. In a doua etapd@ in conditiile existentei unor
oxidanti mai energici, are loc oxidarea pana la acid 2,3-dicetogulonic si ulterior pana
la acid oxalic si treonic cu pierderea completd a activitatii vitaminelor. Acidul 2,3-
dicetogulonic nu are valoare nutritivd si constituie substratul unor noi procese de
descompunere pana la pigmentii melanoidinici care sunt cauza imbrunarii sucului de
citrice si a fructelor deshidratate.

F) Oxidarea aminoacizilor, peptidelor si proteinelor

Proteinele, peptidele si aminoacizii din alimente pot suferi modificari
oxidative cauzate de anumiti agenti. Spre exemplu oxidarea histidinei, cisteinei,
metioninei, triptofanului si tirozinei de cdtre anionul superoxid, peroxidul de
hidrogen sau oxigenul singlet poate avea loc atunci cand alimente continand foto-
sensibilizatori, cum ar fi riboflavina, sunt expuse la luminda. Aminoacizii liberi si
resturile de aminoacizi pot fi oxidate in prezenta lipidelor peroxidate. Metionina,
cisteina, lizina si histidina sunt cele mai susceptibile la oxidare.

Oxidarea proteinelor a fost mai putin studiatd, in ciuda faptului c& decurge
simultan cu cea a lipidelor in marea majoritate a alimentelor. Proteinele influenteazd
puternic caracteristicile fizice ale alimentelor, astfel incat modificdrile oxidative ale
acestor biomolecule afecteaza puternic integritatea alimentelor. Modificarile fizice si
chimice in proteinele oxidate includ distrugerea aminoacizilor, descresterea
solubilitatii datoritd polimerizarii, pierderea activitatii enzimatice, formarea unor
derivati ai amino-acizilor si modificdri in digestibilitatea proteinelor. In plus,
modificdrile oxidative pot altera capacitatea de legare a apei si de hidratare a
proteinelor si pot duce la formarea complecsilor lipido-proteici. Majoritatea acestor
modificari oxidative au fost corelate cu scaderea calitatii alimentelor. Cercet3ri
efectuate Tn ultimii 10 ani arata Tnsa ca in multe cazuri oxidarea proteinelor, mai cu
seama daca este controlata, duce la Tmbundtatirea proprietatilor structurale ale
alimentelor {4, 6, 7].

I1.1.1.2. Lumina

Substantele grase sunt afectate in mare masura de actiunea luminii, care
catalizeaza procesele de rancezire oxidativd. In prezenta oxigenuiui are loc o reactie
fotochimica in lant cu formare de peroxizi cu o vitezd proportionald cu radacina
patratd a intensitatii radiatiei. Actiunea radiatiilor depinde de capacitatea de
absorbtie a grasimilor, fiind mai expuse alterarii acizii gragi cu un numar mai mare
de duble legaturi. Cea ce caracterizeaza procesele fotochimice este faptul cd in
majoritatea cazurilor nu se opresc odata cu indepdrtarea sursei de radiatii, ele
continudnd odata ce au fost amorsate.

Hemoglobina, clorofila si p-carotenul exercitd un efect dublu in procesele de
oxidare. In cazul péstrérii grasimilor la fintuneric, pigmentii joacd rolul de
antioxidanti, in timp ce la lumind, pigmentii accelereaza si chiar initiazd oxidarea
fotochimica.

Un defect specific al produselor alimentare expuse la radiatiile luminoase fl
constituie aparitia asa numitului gust "de lumind”, o sensibilitate ridicata in acest
sens avandu-| laptele, berea si vinul (in special cand este sulfitat). Aparitia gustului
"de lumind” este catalizatd de prezenta unor metale (Cu, Fe) care accelereaza
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I.1. Oxidarea principiilor active din alimente 13

procesele de oxidare a grasimilor, aminoacizilor respectiv a proteinelor. Deosebit de
labile sunt grupele -S-S- existente in proteine, grupe care pot suferi procese de
oxidare si reducere cu formare de compusi cu miros caracteristic. Aminoacizii care
contin in moleculd sulf ca cisteina, cistina, metionina, sunt sursele principale. Se
presupune cd purtatorul gustului “de lumina” se formeazad prin reactia fotochimica
dintre gruparea 3-metil-2-buten si o componentd sulfhidril, cu formare de 3-metil-2-
buten-1-tiol. Sub actiunea luminii, din humulon se formeaza radicalul prenil care
reactioneaza cu hidrogenul sulfurat rezultat din cisteind sau glutation, forméand
prenilmercaptanul, responsabil de gustul caracteristic, alaturi de 3-metil-2-buten-1-
tiol.

Degradarea aspectului produselor vegetale se caracterizeaza prin reducerea
culorii (decolorare) si eventual brunificarea produselor datorita intensificarii
proceselor de oxidare a carotenoidelor si antocianilor. Carotenul suferda un proces
de izomerizare, forma trans trecand in forma cis, cu reducerea activitatii vitaminice.
Clorofila trece n feofitina, de culoare bruna.

Antocianii se degradeaza sub actiunea luminii datoritd deschiderii ciclului,
culoarea specifica reducandu-se:

ot C=0
HO—Z N/ //_\\__OH OH—”\" //_\\__OH
I T orRer 00 O XD
\\l/\// \\l/\//
OH OH

Pe langd modificirile de gust si culoare ale produselor alimentare sub
actiunea combinata a radiatiilor luminoase si a oxigenului are loc si degradarea
unor vitamine cu reducerea sensibild a valorii nutritive a alimentelor respective. De
exemplu activitatea vitaminelor din grupul B este redusa in proportie de 10-13 %,
efectul cel mai puternic fiind exercitat asupra vitaminei B, care se transforma in
lumiflavind (trimetilizoaloxazind), sau lumicron in functie de pH-ul mediului.
Procesul depinde de temperatura si inceteaza la indepartarea sursei de lumina [4,
8, 9].

I.1.1.3. Temperatura

in unele operatii culinare si in pregatirea unor semifabricate produsele
alimentare sunt prajite in ulei sau untura, temperatura de prajire se situeaza intre
150-200°C. Aceste prajiri cer un volum mare de materii grase care pot suferi
transformari profunde care le schimba proprietdtile fizice, chimice, organoleptice,
nutritionale in special in cazul supraincélzirilor si prin prijiri repetate.

Efectul temperaturilor ridicate asupra lipidelor se poate manifesta in absenta
sau in prezenta oxigenului. In mod practic ins3, degradarea termica a lipidelor are
loc in prezenta oxigenului, efectul termic fiind cuplat cu cel de oxidare. In acest gen
de degradare se formeaza atat produsi usor volatili cat si produsi grei, nedistilabili,
colorati, rezultati din polimerizarea gliceridelor nesaturate si din oxidare.

In fractiunea volatild acidd s-au identificat acizi grasi nesaturati (C¢ - C;2),
cetoacizi si hidroxiacizi (C¢ - Cg), diacizi si acizi aromatici. Fractiunea volatila
neacidd include : hidrocarburi saturate (C; - C;4), hidrocarburi nesaturate (C12 -
C14 ), alcooli (C4 - Cg), esteri, lactone, aldehide saturate ( C5 - C10 ), aldehide
nesaturate (C6 - C11), compusi aromatici (fenoli, fenil-propionaldehida, 2-pentil-
furan).
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14 1. Stadiul actual al cunoasterii in domeniu

Compusii nevolatili sunt formati din polimeri care pot fi: polimeri
intermoleculari (intre gliceride sau acizi grasi ai aceleiasi gliceride) si anume dimeri
si trimeri datoritd condensarilor de tip Diels-Alder precum si dimeri si trimeri de
oxidare, polimeri intramoleculari rezultati din ciclizarea unei molecule de acid gras
nesaturat, ciclul fiind mai mult sau mai putin nesaturat.

Grasimile si uleiurile degradate termic devin neutilizabile dupa un anumit
timp de utilizare. Desi grasimile degradate termic (cel putin dupa prima utilizare)
contin o cantitate micd de peroxizi, acestia pot contribui la distrugerea vitaminelor si
acizilor grasi esentiali din alimentele care au fost prajite si care s-au absorbit din
grasimea degradata termic. Prezenta acestor peroxizi in alimente contribuie la
rancezirea acestora.

De asemenea, trebuie avut in vedere cd, la prajire, sunt expuse proceselor
oxidative in egald masura si acil-lipidele saturate. Datele experimentale dovedesc cd
si In acest caz autooxidarea este un proces tipic radicalic dar initierea din perioada
de inductie va avea o cu totul alta alura mai ales in privinta propagarii lantului
radicalic. La o temperaturd medie de peste 60°C selectivitatea autooxiddrii scade
intrucat hidroperoxizii se descompun in radicali alcoxi si hidroxi:

R-O-OH — RQOe + HOQe

Radicalii formati datoritd marilor reactivitati pot smulge un atom de hidrogen din
catenele acizilor grasi saturati. Din astfel de reactii rezultd un numar mare de
produsi intre care predomind aldehidele si metilcetonele. Datoritd regimului termic
sever la care sunt supuse grasimile saturate, scindarile retroaldolice si autooxidarea
aldehidelor intermediare sunt mult intensificate [1, 4, 5, 8].

1.1.1.4. Ionii metalelor grele

Produsele alimentare contin intotdeauna urme de ioni ai metalelor grele, in
special Fe, Cu, Mn, Mo care pot proveni din materii prime, materii auxiliare sau apa
tehnologicd, din utilaje sau din ambalaje. Acestea au o actiune catalitica asupra
procesului peroxiddrii. Trebuie diferentiat efectul ionilor metalelor grele din structuri
chimice simple (oxizi, hidroxizi, saruri etc.) de cel al acelorasi ioni din structuri
macrociclice heminice sau din metaloproteide. Diferentele in acest sens nu apar la
nivelul starilor de oxidare ci la nivel cinetic: viteza de reactie, mecanism,
regioselectivitate [10].

1.1.1.5. Fotosensibilizatorii

O serie de pigmenti prezenti in produsele alimentare si in special
carotenoidele, clorofilele si porfirinele in anumite conditii (concentratie, prezenta
radiatiilor luminoase) au rol de sensibilizatori optici (fotosensibilizatori) si prin
aceasta un efect prooxidant. Carotenul de exemplu in concentratie de 0,01% inhib3
oxidarea, pe cand in concentratie de 0,001 % o accelereaza. Molecula acestor
fotosensibilizatori are capacitatea de a absorbi la frecventa radiatiei din ultraviolet si
vizibil. Ea poate prelua energia cuantei pe care apoi o transmite moleculelor
reactante.

Existd doud tipuri de sensibilizatori optici. Din tipul I fac parte combinatiile
chimice care se activeazd sub actiunea luminii si reactioneaza direct cu substratul,
pe care il transforma in radical liber.
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I.1. Oxidarea principiilor active din alimente 15

Calea I: Sensibilizator + Substrat + hv ———» Intermediar - 1
Intermediar - I + O, ——» Produsi + Sensibilizator

Sensibilizatorii de tipul al II-lea, opus fata de primii transforma oxigenul
activat in singlet 10, .

Calea II: Sensibilizator + O+ hv——p  Intermediar - 11
Intermediar - II + Substrat ——p  Produsi + Sensibilizator

Urmétoarele substante actioneazd in calitate de fotosensibilizatori care
produc oxigen singlet (102) in alimente: clorofilele, feofitina - a, hematoporfirina,

hemul din hemoglobina si mioglobina.

Cele doud tipuri de sensibilizatori participd la reactii concurente ale caror
viteze depind de natura sensibilizatorului si a substratului. La concentratii mari de
oxigen domina tipul II. La concentratii mici de oxigen domina tipul I [3].

1.1.1.6. Umiditatea si pH-ul

Continutul de umiditate a produselor alimentare si in principal apa libera
care determina presiunea de vapori din produs si deci activitatea apei (aw),
influenteaza intr-o mare masurd atat procesele de autooxidare cat si peroxidarile
enzimatice. Valoarea activitatii apei in produsele alimentare variaza in limite foarte
largi (de la 0,2-0,4 la cereale, legume deshidratate, biscuiti etc. pana la valori
ridicate de 0,8-0,98 la gemuri, marmelade, pdine, carne etc.) avand un rol
determinant in desfagurarea reactiilor chimice si biochimice.

In reactiile chimice apa poate actiona ca un solvent in care reactantii sunt
capabili s3 se dizolve, sa fie transportati si sa reactioneze, dar poate functiona si ca
partener in reactii chimice. Influenta activitatii apei asupra oxidarii este complexa.
Evolutia vitezei de reactie poate fi prezentatd ca avand trei faze.

In prima faza cand a,, are valori scdzute apa exercitd un efect antioxidant
explicat prin formarea de legaturi de hidrogen intre moleculele de apa si cele de
hidroperoxid. Acest complex protejeaza hidroperoxizii sa nu se descompund in
radicali liberi, astfel incat viteza de reactie este relativ redusd. Acest efect se
manifesta doar la interfata lipidica saturatd de apa. Un alt motiv al actiunii
antioxidante este dat de diminuarea activitatii catalitice a urmelor de metale grele
prin hidratare si prin formare de hidroxizi insolubili.

Cea de-a doua faza are loc la o valoare intermediara a a,, in care viteza
reactiei de oxidare creste. Influenta prooxidantd este atribuitd compusilor
susceptibili de a reactiona, iar metalele difuzeaza mai usor spre siturile catalitice.

Ce-a de a treia faza are loc la valori ridicate ale a, intre 0,7 si 1. Doud
efecte antagoniste se manifestd: dilutia urmelor de metale ce catalizeaza reactia
conduce la scaderea vitezei de reactie, iar diminuarea viscozitatii conduce la
cresterea vitezei de reactie.

Trebuie mentionat faptul ca in cazul produselor alimentare deshidratate
poate avea loc si o oxidare a proteinelor, oxidare care este accelerata la un continut
ridicat Tn apa. In acest caz apa actioneaza ca solvent cauzand hidratarea proteinelor
si astfel oxigenul este mai usor transportat la grupérile oxidabile ale proteinelor. La
activitdti ale apei extrem de scazute, degradarea proteinelor poate fi cauzatd de
radicalii liberi rezultati din oxidarea lipidelor (4, 11, 12].
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16 1. Stadiul actual al cunoagterii in domeniu

In ceea ce priveste influenta pH-ului asupra proceselor de oxidare din
produsele alimentare trebuie mentionat ca toate reactiile redox sunt controlate prin
valoarea potentialelor electrochimice, care la randul for sunt dependente de
concentratia ionilor de hidrogen [12].

1.1.1.7. Radiatiile

Iradierea cu radiatii ionizante a produselor alimentare (accidental sau in
urma procesarii acestora) poate modifica calitatile senzoriale (culoare, gust, miros,
texturd), nutritionale si inocuitatea acestora, ca urmare a unor reactii complexe
(oxidare, polimerizare, decarboxilare, hidrogenare, dehidrogenare) pe care le suferd
componentele chimice din aceste produse. Radiatiile ionizante sunt responsabile de
initierea proceselor de oxidare datorita radicalilor liberi pe care ii genereaza astfel c3
in multe privinte reactiile sunt identice cu cele ce au loc in cazul autooxid&rii.

Cauzele chimice ale deteriorarilor de gust in grasimile iradiate nu sunt incd
foarte clare deoarece peroxizii i hidroperoxizii formati sunt inodori si nu au legaturd
cu gustul de seu care apare atat in cazul grdsimilor iradiate cat si in cazul celor
autooxidate. Daca in cazul autooxidarii modificarile de gust se datoreazd compusilor
carbonilici formati in fazele secundare ale autooxidarii, in cazul grdsimilor iradiate
acesti compusi (aldehida propionicd, butiricd, valerianica, capronicd, crotonica,
pelargonica si acroleina) se formeaza atdt in prezenta cat si in absenta oxigenului
[4, 13].

1.1.1.8. Concentratia de oxigen

Daca aportul de oxigen este nelimitat, viteza oxidarii este independentd de
acesta, dar la presiuni de oxigen foarte scazute, viteza oxidarii este proportionald cu
concentratia de oxigen (Co2 ), conform relatiei:

~ dCo, ~ k1-Co,

vV = =
dt k> +C02

(I.1-1)

unde: k; si k; sunt constantele de viteza pentru etapele de initiere si respectiv de
propagare a oxidarii [3, 12].

I1.1.2. AUTOOXIDAREA LIPIDELOR

Intrucat cea mai mare influentd asupra calitdtii produselor alimentare o au
produsii de oxidare ai lipidelor, mecanismul de oxidare al acestora a fost cel mai
bine studiat.

La reactiile de autooxidare participd acizii (sau esterii acizilor) grasi
nesaturati. In prima etapa a se formeaza hidroperoxizi. Acestia sunt relativ instabili
si de aceea participa la numeroase reactii de degradare responsabile de aparitia
unor substante nedorite.

Schema generala a autooxidarii acizilor grasi este prezentata in figura 2.
Aceasta schema va fi dezvoltata in paragrafele urmatoare.
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Figura 2. Schema generald de degradare a acizilor grasi prin autooxidare [2,3]
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18 1. Stadiul actual al cunoasterii in domeniu

1.1.2.1. Formarea hidroperoxizilor
A) Mecanismul formarii hidroperoxizilor este unul inlantuit clasic [1, 2]:

I. Initiere: include perioada de inductie in care s-au identificat radicali liberi
alchil (R-), hidroxi (HO-), peroxi (ROO-), alcoxi (RO-), etc.

II. Propagarea lantului:

a) Cresterea lantului radicalic
(1)R- + 0, —<— R-0-O-
(2) RO, + R-H —X2 5 ROOH + R-
(3) RO- + R-H —%3 R-OH + R-
b) Ramificarea lantului

(4) ROOH —*+— RO- + HO-
(5) 2ROOH —%—» RO, + RO- + H,0

111. Intreruperea lantului
(6) 2RO, —=%5—» ROOR + O,

(7) R- + RO- —*3 ROR
(8) R- + RO,;» —¥» ROOR
(9) 2R- —*—3 R-R

(10) 2RO- —X* 3 ROOR
unde cu RH s-a notat acidul gras nesaturat.

Se considerda ca formarea radicalilor liberi in cantitate suficientd este in
strdnsd legatura cu prezenta oxigenului singlet care este o form3 excitatd a
oxigenului molecular. Oxigenul singlet poate reactiona cu dublele legaturi ale acizilor
grasi nesaturati spre deosebire de oxigenul molecular care desi are doi electroni
liberi poseda o stare cuanticad numitd triplet, incapabild sa reactioneze cu moleculele
de lipide. Oxigenul singlet poate fi generat pe diferite cdi, cea mai importanta fiind
cea a fotosensibilizarii prin intermediul pigmentilor naturali din alimente (paragraful
1.1.5).

Producerea primilor radicali liberi necesari pentru a efectua etapa de
propagare ar putea avea loc prin descompunerea hidroperoxizilor, catalizata de
catre metale (in special metale tranzitionale) sau prin expunere la lumina. Timpul
necesar pentru obtinerea unei cantitati suficiente de peroxid pentru a sustine lantul
radicalic sau pentru a anihila efectul antioxidantilor poarta denumirea de perioadd
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I.1. Oxidarea principiilor active din alimente 19

de inductie. Peroxidul este atat produs de reactie cat si initiator, deci reactia este
autocatalitica [14].

Reactia (1) este extrem de rapida, in cele mai multe cazuri viteza de reactie
fiind limitatd difuzional (k, aproximativ 10’ - 10° I/mols) si independentd de
concentratia de oxigen, chiar la valori mici ale acesteia. Energia sa de activare este
apropiata de zero (aceasta fiind comportarea obisnuita a reactiilor de combinare a
radicalilor). Este o reactie de echilibru, cresterea temperaturii favorizand procesul
invers. In faza lichida insa, reactia de disociere poate fi neglijatd [10].

Reactia (2) este mai lentd. Constanta de vitezd k, este dependenta de
gradul de nesaturare avand valori intre 0,025 si 60 I/mol-s, corelat cu numarul de
duble legdturi din structura acizilor grasi, care poate varia intre 1 si 6. Pentru
compusi avand structuri asemanatoare, viteza extragerii hidrogenului este legata de
exotermicitatea reactiei, reactia fiind favorabild pentru substraturi avand energia de
legatura pentru R-H mai micd de 90 Kcal (energia de disociere radicalicd a ROO-H).

Trebuie remarcat ca radicalii ROO- nu sunt foarte reactivi comparativ cu alti
radicali organici. Energia de activare este relativ ridicata ceea ce indica efectul
favorabil pe care il are cresterea temperaturii [10].

Treptele schemei generale sunt aceleasi pentru toti acizii grasi nesaturati.

In cazul acidului oleic, extragerea atomului de hidrogen se produce la
gruparea metilen adiacenta dublei legaturi, adica pozitiile 8 si 11. Prin aceasta iau
nastere un amestec de 4 hidroperoxizi, cu gruparea peroxidica in pozitiile 8, 9, 10 si
11. Cantitatea de 8- si 11- hidroperoxid este mai mare decat cea a izomerilor 9- si
10-. Configuratia dublei legaturi din este influentatd de temperaturd [3]. La 25°C
cantitatile cis si trans 8- si 11- hidroperoxizi sunt egale, iar izomerii 9- si 10- au in
special configuratie trans [2,3].

Acidului linoleic, datoritd structurii 1,4-pentadienice este de aproximativ 20
de ori mai susceptibil la oxidare decét cel oleic. Gruparea metilen din pozitia 11 este
activatd de catre cele doua duble legaturi adiacente si extragerea hidrogenului din
aceasta pozitie produce un radical pentadienil intermediar care se stabilizeaza prin
formarea, in urma reactie cu oxigenul, a doi hidroperoxizi (cis, trans si trans, trans)
contindnd un sistem dienic conjugat si cu gruparea peroxidica in pozitille 9 si
respectiv 13. Gruparile monoalil din acidul linoleic (pozitiile 8 si 14) reactioneaza de
asemenea, dand nastere la 4 hidroperoxizi (8-, 10-, 12- si 14-O0H), care reprezintd
aproximativ 4% din total si care contin duble legaturi izolate [2].

Acest mecanism este in competitie cu aditia ROO- la dubla legatura:

adiie

N/
R[I)-+/C—C\

Radicalul provenit din reactia de aditie poate participa la doud reactii paralele:

BUPT
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\C /
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ducand la formare fie de poliperoxizi fie de epoxizi [10].

Reactiile (6)-(10) corespund etapei de terminare a reactiilor inlantuite.
Ponderea acestor reactii depinde in principal de structura acidului gras si de
concentratia de oxigen. In cazul unor radicali primari sau secundari (cel mai comun)
se formeaza compusi ceto- si hidroxi-:

0—o.
~ .7 N
/C\H----O/o > _C=o0+0z+ <|>H
| C
AN
PN /

/

in cazul radicalilor tertiari a fost pusa in evidentd formarea unui tetroxid intermediar
instabil [10]:

Rt — OO®* + R{ — 0O+ Rt — O --------- O—R{ [ — ROOR+ 03

Terminarea lantului poate de asemenea sa aibd loc dacd sunt prezente
molecule strdine capabile sa reactioneze cu radicalul ROOe prin aditie sau prin
donarea unui atom de H (situatie mai des intdlnitd) pentru a da produsi de reactie
care nu vor propaga reactia de autooxidare. Efectul inhibitor al acestui tip de
compusi este legat de viteza reactiei cu radicalul ROOe precum si de inactivitatea
produsilor de reactie [10]. Astfel de substante sunt antioxidantii (naturali - in
principal tocoferoli, catechine - sau de sintezd - fenoli, amine, etc.), utilizati pentru
a preveni deteriorarea alimentelor expuse la aer [3].

In urma unor rezultate experimentale in care s-a folosit drept substrat
linoleatul de etil, s-a demonstrat ca viteza de absorbtie a oxigenului de cétre
substratul lipidic nesaturat poate fi exprimata prin relatia [3]:

dCo, _ ka-Cri -CrooH (1.1-2)
dat 1 A-Cpy )
+———
p

in care: RH este substratul de acid gras nesaturat; ROOH - peroxidul format; p -
presiunea oxigenului; A si ka - constante empirice.
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B) Formarea hidroperoxizilor acizilor grasi saturati

Desi oxidarea hidrocarburilor saturate a fost subiectul multor investigatii,
doar putine lucrari descriu autooxidarea acizilor grasi saturati naturali si a esterilor
acestora. Studiile mai vechi asupra autooxidarii hidrocarburilor saturate sugerau
aplicabilitatea rezultatelor obtinute pentru acizii grasi saturati, precum si o
dependenta liniard a vitezei de reactie, de lungimea lantului de atomi de carbon.
Studiile mai recente duc insa la concluzii diferite. Prezenta a douda maxime in
curbele DSC indica faptul c3 termooxidarea decurge in cel putin doud etape, fiecare
reactie fiind caracterizatd de parametrii cinetici diferiti (15, 16].

Astdzi se acceptad cd intermediar se formeaza monohidroperoxizi, iar atacul
oxigenului se poate produce la toate gruparile metilenice ale acizilor grasi, dar se
pare ca existd preferintd pentru pozitiile a, B si y.

Atacul oxigenului asupra atomului de carbon a produce un a-peroxid care se
transforma in acid C,.;.

Atacul oxigenului asupra atomului de carbon B produce un p-peroxid care
poate suferi scindari intre atomul C, si gruparea carboxil cu formare de p-cetoacid
care prin decarboxilare da metilcetone C,..,. p-Peroxidul poate suferi scindari fie intre
atomii de carbon a-p ai alcoxiradicalului intermediar cu formare de alcanal C,.,, fie
intre atomii de carbon B-y cu formare de hidrocarburd C,.s.

Atacul oxigenului asupra atomului de carbon y duce la acelasi tip de produsi
dar, in plus, hidroperoxidul din pozitia y este responsabil de formarea de y-lactone
prin ciclizarea y-hidroxiacizilor formati intermediar.

Pentru prima etapa, de formare a hidroperoxizilor, viteza de reactie, Vv,
poate fi descrisa printr-o ecuatie de forma:

v =kp(vy/2k1)1/ 2 Cpy (1.1-3)

unde: v, este viteza de producere a radicalilor liberi, k, si k; sunt constantele de
viteza pentru reactiile de propagare si de incetare, iar Cgy este concentratia de acid
gras saturat.

In primele stadii ale oxidarii reactia decurge prin atacul direct al oxigenului
la legdturile C-H din molecula. Viteza v, se presupune constantd, astfel incat

termenul: kp(vy /2k1)1/2 =k = const. si k este o constanta globala de ordinul 1. Cu

inaintarea procesului de oxidare, hidroperoxizii se descompun in principal in cetone,
alcooli si acizi grasi dupa cum urmeaza:

k
RCH(OOH) —2— R(C=0)R, + H,0

k
RCH(OOH)CH2R, —3 » RCOOH + R,COOH
k4
ROOH — RO- + -OH

k
RO- + RH —>> ROH + R-
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S-a constatat cd k, <<k, si cd formarea alcoolilor este descrisd de o

cinetica de ordinul I. Procesul global de descompunere a produsilor primari se
asteaptad sa fie de asemenea de ordinul I:

Vdesc, = (k2 + k3 + kq)-CrooH (1.1-4)

Una din metodele prin care aceste fenomene au putut fi urmarite a fost
calorimetria de scanare diferentiala (DSC). Toti parametrii cinetici au indicat c3
perioada de initiere este similard pentru trei tipuri de compusi investigati: acizi
grasi, esterii lor etilici si trigliceride. Similaritatea parametrilor cinetici demonstreaza
faptul ca viteza de autooxidarea a acizilor grasi nu este corelata cu lungimea lantului
hidrocarbonat. S-a gasit de asemenea ca autooxidarea compusilor saturati necesita
energii mai mari decat a celor nesaturati [15, 16].

C. Reactii paralele.
C1.Formarea dimerilor si polimerilor
In unele cazuri, in paralel cu formarea hidroperoxizilor se obtin si produsi
polimerici, de multe ori cu structuri complexe, in special atunci cand lipidele sunt
oxidate termic. Aceste modificari sunt insotite de scaderea indicelui de iod, cresterea
masei moleculare si a viscozitatii lipidelor respective [17].
La presiuni scazute ale oxigenului, legatura carbon-carbon se formeaza intre
doud grupe acil in mai muite moduri [3]:
e reactia Diels-Alder intre dubla legaturd si o diend conjugat3, cu
producere de ciclohexenad tetrasubstituita:

R1 Rq
R3 R3
+ —
(., .
R2 R

Linoleatul, de exemplu, poate forma un sistem dublu conjugat in timpul
oxidarii termice si apoi reactioneaza cu alte molecule de linoleat (sau cu oleat) cu
producere de dimer ciclic:

CH3—(CH2)3 —<"3H
CH

CH== CH— (CH2)3 —CHj
(CH2)g— COOCH3

CHg — (CH2)7— COOCH3

In cazul acilglicerolilor, dimerizarea are loc intre grupérile acil de la doi
triacilgliceroli sau intre doua grupari acil de la aceeasi molecula:
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?Hg— ooc— cHay—! R
cH—00C —cHg—! MR

CHy—00C— (CH)y— CHg3

|

C|:H2— 0OC — (CHa)x
(I:H —00C —(~- 2k
CH2—OOC—(CH2)y'—CH3
combinarea radicalilor liberi cu formare de dimeri neciclici. Oleatul,
de exemplu, da nastere la un amestec de dimeri cuplati in pozitiile

8,9 10si 11:

R1{— CH2—CH=CH—CH>—R2

Sy
|

R1—CH —CH=CH—CHpy—R2 (A)
R{—CH=CH—CH—CHz—R2 B8)
R1—CHy—CH=CH—CH—Ry ©
R{—CH—CH— CH=CH—R2 (D)

aditia radicalilor liberi la dubla legatura. Aceastd reactie conduce la
formarea unui radical dimeric, care, la randul sau, poate extrage
hidrogen de la altd moleculd sau ataca altd dubld legatura cu
formare de compusi aciclici sau ciclici. De exemplu, la dimerizarea
oleatului se formeaza urmatorii compusi:

R{—CH —CH=CH—R2 R1{—CH —CH=CH—Rj
+ — I

R{—CH —CH=CH—Ry R{—CH —CH=CH—Ry

diena aciclica

sau
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R1—CH —CH=CH—Rg

+

R1— CH —CH=CH—Ry

Ry{—CH—CH=CH—Ry Ry—CH2—CH—CH—Ry
/ l H.
R1— CH —CH—CH—Ry R{—CH —CH=CH—Ry
R1—CH2—CH—CH —Ry R1—CH2—CH—CHo—R2
l monoena aciclica
H-

R1—CHz R2

produs monociclic saturat

C2. Reactii paralele. Formarea copolimerilor peroxidici si a 1,4-epiperoxizilor

Daca unul din atomii implicati in legdtura dubla poarta un substituent cum ar
fi: aril, vinil sau gruparea ciano, alchilperoxi-radicalul poate reactiona prin aditionare
la dubla legatura:

ROO- + CH,;==CH ——» ROO— CH,—CH

Ph Ph

Radicalul alchilic format este foarte reactiv. Cu oxigenul poate forma un copolimer
alternant, in raport 1:1, printr-o reactie in lant:

ROO— CH,—CH +0, — ROO— CH,—CH—O0

Ph Ph
+ Ph-CH=CH,

ROO — CH;—CH—0—O—CH,—CH -

O-

Ph Ph

Reactiile de obtinere a polimerului peroxidic pot fi acompaniate de doua
reactii secundare cu pierderea gruparii peroxidice, a caror importantd depinde in
primul rand de presiunea oxigenului si de stabilitatea radicalului terminal al lantului
in crestere.

Obtinerea polimerului este favorizata de presiuni ridicate. La presiuni medii,
se pot forma compusi carbonilici, prin reactii concurente:
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— CH,—CH—O0—0—CH,—CH+ ——» — CH,—CH-+ + CH,0 + CHO
Ph Ph Ph Ph

La presiuni scazute formarea de epoxizi devine importantd, foarte probabil
prin reactii de tipul:
PN

— CH,—CH—0—0—CH,—CH+»—» — CH,—CH—O0. + CH,—CH
Ph Ph Ph Ph

Epoxizii pot fi de asemenea formati prin interactia dintre hidroperoxizi si
olefine [10].

Polimerii peroxidici contin de obicei pana la zece unitdti monomerice. Prin
incdlzire au loc ruperi ale legaturiior 0-O gi C-C cu formare de compusi carbonilici.
Ruperi ale acestor legdturi au de asemenea loc in mediu bazic.

Sub influenta luminii, compusii ce contin legaturi duble conjugate pot suferi
aditia 1,4 - a oxigenului cu formarea unui peroxid ciclic similar cu reactia Diels-
Alder. Un fotosensibilizator (hematoporfirina, clorofila) este uneori necesar pentru a
cataliza formarea peroxidului ciclic. Se presupune ca energia luminoasa este
transferata direct sau prin intermediul fotosensibilizatorului, dienei, cu formarea
unui diradical care reactioneaza cu oxigenul [10]:

. C
N 7N R
—j Jumini —j 02 ! |
— —_—
_ _ —_ O
Ne Ne \cl/
I .

1, 4 - epiperoxid

1.1.2.2. Descompunerea hidroperoxizilor

Hidroperoxizii acizilor grasi sunt incolori, fara gust si fara miros. Sunt
compusi care pot fi descompusi usor, sub actiunea caldurii, a luminii sau a anumitor
substante prezente in mediu. Stabilitatea legaturii peroxidice se schimba in functie
de natura substituentilor. Scindarea acestora duce la obtinerea unui amestec
complex ce contine alcani, alchene, alcooli, aldehide, cetone, esteri, acizi, etc., fiind
insotita de scaderea gradului de nesaturare in cazul hidroperoxizilor proveniti de la
acizi grasi nesaturati [18]. Hidroperoxizii se descompun pe masura formarii lor, dar
in primele stadii ale autooxidarii viteza de formare a hidroperoxizilor depaseste
viteza de descompunere, fenomen ce se inverseaza in stadiile ulterioare.

Primul pas in descompunerea hidroperoxizilor este scindarea legaturii
oxigen-oxigen cu formare de radical alcoxi si radical hidroxi- Radicalul alcoxi poate
suferi o scindare a legaturii carbon - carbon, de o parte sau de alta a gruparii alcoxi
[2, 3]:
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A B

—CH=CH— CH——CHy—

7N

—CH==CH. + CH—CHy— —CH=CH— CH+ ‘CHy—

o 0

Optiunea ,B” presupune scindarea legaturii C-C pozitionatd mai departe de
locul dublei legaturi si este preferatd energetic deoarece duce la formarea unei
oxoene, sau a unei oxodiene, compusi care pot fi stabilizati ulterior prin rezonanta.
Fragmentarile de tip ,B” justifica existenta demonstrata a unor produsi secundari de
tipul: alcani, aichene, derivati carbonilici, acizi carboxilici, esteri. In plus se
genereaza radicali noi care amplifica viteza peroxidarii. Energia de activare a acestor
ruperi este relativ mare, in jur de 140-175 kJ/mol. Din acest motiv, astfel de
fragmentdri sunt caracteristice proceselor termooxidative.

Optiunea ,A” ar duce la obtinerea de eteri vinilici si alchene, produsi care au
fost identificati in cazul foto-oxidarii {2, 3].

De exemplu, din 8-hidroxiperoxidul oleatului de metil, in functie de locul de
scindare:

CH3 - (CHg)7 - CH = CH! CH' (CHg)g - COOMe
a, b
1 O_ v

Prin scindare in ,a"” se ajunge la decanal si 8-aldo-octanat de metil, iar prin
scindare in ,b” se ajunge la 2 - undecanal si metil - heptanoat.

In aceeasi maniera, fiecare din ceilalti trei hidroperoxizi ai oleatului vor
produce patru produsi tipici. Astfel, din 9 - hidroperoxidul metil-oleatului se va
produce: nonanal, 9-aldo-nonanoat de metil, 2-decanal, octanoat de metil; din 10 -
hidroperoxid, se va produce: octan, metil-10-oxo-9-decanoat, nonanal, metil-9-oxo-
nonanoat; iar din 11-hidroperoxid, se va produce: heptan, metil-11-0x0-9-
undecanoat, metil-10-oxo-decanoat si octanal {3].

Asa cum s-a aratat, prin autooxidarea linoleatului se formeaza preponderent
doi hidroperoxizi conjugati — si anume 9-hidroperoxi—10,12-octadecadienoat de
metil (metil-9-HPODE) si 13-hidroperoxi-9,11-octadecadienoat de metil (metil-13-
HPODE), din care se obtin radicali alcoxi, care, la randul lor, se scindeaza cu
formare de compusi mai simpli. De exemplu, din 9-hidroxiperoxi-10,12-
octadecadienoat de metil se formeaza 3-nonenal, 9-aldo-nonanoat de metil, 2,4-
diecadienal si octanoat de metil.

O alta clasa de produsi care au fost observati au fost epoxizii, formati prin
cel putin doud tipuri de procese: fie formarea epoxidului in locul dublei legdturi, fie
in imediata vecindtate a acesteia. In cazul trioleinei rezultatele experimentale indica
faptul cd oxigenul a fost aditionat la legatura dubla, fara pierderea atomilor de
hidrogen.

Numerosi compusi se obtin prin fragmentarea epoxi - intermediarilor prin
scindarea legaturii dintre doi atomi de carbon ai inelului epoxidic pentru a forma un
situs de nesaturare aditional si pierderea fragmentului ce continea oxigenul. O alta
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variantd implicd protonarea oxigenului epoxidic urmata de deschiderea inelului si
ruperea unor legaturi C-C.

(CHg)7 - COOMe

CH3 - (CHp)4 - CH=CH-CH=CH ?H

CH3 - (CH2)4 - CH=CH - CHp - CHO OHC - (CHy)7 - COOMe

3 - nonenal i 9 - aldo-nonanoat de metil
T T —~a
CH3 - (CHz)4 - CH=CH- CH=CH- CHO CHg3 - (CHg)g - COOMe
2.4 - diecadienal octanoat de metil

in cazul epoxidului format din trioleind retentia oxigenului si pierderea unui
lant hidrocarbonat a fost favorizatd. Determinarea lungimii acestui lant
hidrocarbonat a permis stabilirea pozitiei inelului epoxidic Tntre atomii de carbon 6 si
7. Spectrele de masad pentru trilinoleil hidroperoxizi si trilinolenil hidroperoxizi au
pus in evidenta aceleasi modalitati de fragmentare [18].

Mecanismul implicé formarea a doud legaturi duble. Se disting doud situatii
in functie de pozitia grupdrii epoxidice (dacd a fost sau nu in vecindtatea unei
leg&turi duble). In primul caz, prin hidroliza catalizatd acid se formeaza un diol
vicinal, care sufera deshidratare:

+Ht
o |—> }6H OH ?: —>§:OH 2H0

atac nucleoﬁl diof vicinal

in cea de-a doua situatie se formeazd un intermediar stabilizat prin
rezonantd cu o viatd suficient de lungd pentru a putea primi un electron si a forma
un enol, care imediat formeaza un situs de nesaturare prin pierderea gruparii
hidroxil ca urmare a deshidratarii:

+H* +3 +e- - H0
—_— + —>7 } —_— —_—
OH OH OH OH
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Stereochimia indicata in reactia de mai sus este arbitrara. Este foarte
probabila rotatia legaturilor cu obtinerea izomerilor trans [18].

Un alt set de produsi de oxidare ai acizilor grasi, aflati in cantitati mai mici,
sunt bis-hidroperoxizii. La descompunerea acestora se formeazd, ca si in cazul
hidroperoxizilor simpli, epoxizi intermediari (doi epoxizi pot fi formati) care sufera
transformari ulterioare similare cu cele ale monohidroperoxizilor [18].

Trilinolenina formeaza anumite specii de produsi care nu au fost observate
pentru alti triacilgliceroli. Unele din acestea sunt ceva mai putin polare decat
monohidroperoxizii. Lipsa fragmentelor de scindare a lantului acilic indica faptul ca
aceste molecule contin o singurd grupare hidroxil. Tot din trilinolenina se formeaza
epidioxizi in locul uneia din dublele legaturi precum si hidroperoxid epidioxizi.

O alta clasa de produsi de oxidare sunt diepoxizii, care au fost observati in
cazul trioleinei si trilinoleinei, gruparile epoxidice inlocuind dublele legaturi [18].

Aldehidele saturate care se formeaza n timpul autooxidarii suferd mai
departe o serie de transformari prin reactii de oxidare, dimerizare, condensare. De
exemplu, trei molecule de hexanal se combina si formeaza tripentiltrioxanul:

3CsH 1ICHO — H;C5 ‘(Ow‘ CsHpy
0 0

CsHy)
tripentikrioxan
Aldehidele nesaturate pot suferi o autooxidare clasicd prin atacul oxigenului
la gruparea o - metilenica cu formare de hidrocarburi cu lant scurt, aldehide si

dialdehide:
R-CH,-CH=CH-CHO

E

R-CH-CH=CH-CHO
|
OOH l
R-CHO + OHC - CH, - CHO
malondialdehida

Prin oxidarea aldehidelor cu duble legaturi conjugate se formeaz3d epoxizi
care se descompun mai departe, dupa varianta a sau b, conform schemei de mai jos

[3]:
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179 9 8 7 6 5 4 3 2 1,0

V4
CH3-CH2-CH2-CH2-CH2-CH=CH-CH=CH-C<
1/2 07 H
2,4 - decadienal
/O
CH3-CH-CH2-CH2-CHy-CH=CH-CHACH-C N
2, 3 - epoxidul 2,4-decadienalului H
b a
@]
Ve /
a)CH3-CH2-CH2-CH2-CH2-CH=CH-C\ +CH3-C\
H H
2 - octenal
b)CH3-CH2-CH2 -CH2-CH2 -CH=CH - CH3 + OHC - CHO
2-octend glioxal

1.1.2.3. Interactiunea produsilor de oxidare ai acizilor grasi cu proteine

Hidroperoxizii pot sa reactioneze cu grupdrile functionale din catenele
laterale ale aminoacizilor componenti ai proteinelor (-NH, din lisina, -CONH, din
asparagind si glutamina, -SH din cisteina, -S-CH; din metionind, -OH din sering,
tirozind, hidroxilisind). S-a studiat reactia model dintre 13-hidroxiperoxidul acidutui
linoleic si N-acetilcisteina [2]:

O-OH
WM + HS —— CHp — CH——COOH
HC COOH |
NHCOCH3
13-LOOH N-acetil-cisteina
NHCOCH3
OH S — CHp — CH— COOH
COOH
H3C
OH

aduct al N-acetilcisteinei
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In prezenta oxigenului astfel de aducti se pot forma si cu alti aminoacizi sau
cu hem proteine. Acesti aducti se descompun formand oxo-, epoxi-, mono-, di- §i
trihidroxiacizi. Unii dintre acestia au gust amar.

Radicalii generati de hidroperoxizi pot extrage un hidrogen din catena
lateralda proteinelor (PH):

RO- + PH ——> P- + ROH

2P- ——> P-P
Prin combinarea a doi radicali de proteind se formeaza proteine reticulate.
Dialdehida malonicd este un agent de reticulare foarte bun, intrucat

formeaza compusi de condensare cu grupdrile -NH; din catenele laterale ale
proteinelor:

\ H/CHZ\CH/_‘\CH/CH\\CH/OH +2PNH2 \CH/CF\\

dialdehida malonica proteina reticulata

Si alti compusi carbonilici rezultati din autooxidarea acizilor grasi
condenseazd usor cu grupele amino proteine cu formarea bazelor Schiff
corespunzatoare, care apoi, prin mai multe condensari repetate de tip aldolic conduc
la formarea polimerilor bruni. Polimerii bruni sunt adeseori lipsiti de azot deoarece
aminocompusii pot fi eliminati usor prin hidrolizd. Cand hidroliza se produce in
primele stadii ale cascadei de condensari aidolice se elibereaza aldehida care are un
miros puternic si prin urmare va avea loc nu numai modificarea culorii (imbrunare)
ci si modificarea aromei globale.

Atunci cand continutul de apa in amestecul proteine/lipide este scazut, are
loc mai degraba degradarea catenelor laterale decat reticularea proteinelor.
Pierderea de aminoacizi depinde puternic de natura proteinei si de conditiile de
reactie. Marind timpul de reactie si temperatura creste concentratia de volatile.
Multe dintre acestea au un miros neplacut cu atat mai evident cu cat este mai mare
continutul de azot din produse [2].

1.1.2.4. Reactii de rupere a legaturii 0-O prin homoliza indusa termic

Descompunerea termica a hidroxialchil peroxizilor este relativ complexd.
Radicalii formati pot extrage un atom de hidrogen de la substante donoare de
hidrogen (de tipul ZH) cu formare de alcooli:

RO-OH — RO- + «OH

RO-\ ROHY _ .
Ho- [V > HOH

Z- + RO-OH — ZOH + RO-

sau se pot descompune cu formare de hidrogen, aldehida si acid:
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R-CH5-0-0-CH(OH)-R'-> R-CHO+R -COOH +H,

In unele cazuri, reactia este precedatd de o perioadd de inductie care este mult
redusa dacd in mediu s-a format deja aldehida:

R—CH,—0 —OH
R—CH,—0—0OH —» H,0 + RCHO » R—CH,—0 —0—CH—R

l OH

[RCHO] + RCOOH + H,

Descompunerea termica a peroxiacizilor carboxilici poate duce la formarea
de oxigen si acidul corespunzator sau de dioxid de carbon si alcoolul cu un atom de

carbon mai putin:
/ R—OH +CO,
R—(I:I —O0—OH o

I
0 \ R—C —OH +1/20,

Este caracteristic faptul ca acil hidroperoxizii nu initiaza procesul
polimerizarii si acesta e un motiv de a presupune ca acil hidroperoxizii se
descompun dupad un mecanism neradicalic prin formarea unui complex ciclic:

0---H
V4
R—C_ | — RCOO- + -OH—> R- +CO,+-OH
0—o l

ROH+COy

Descompunerea diacilperoxizilor alifatici, incepe cu desfacerea legaturii
peroxidice si formarea radicalului carboxilat, cu formarea posibila din acegtia a doi
oxizi de carbon si cu formarea radicalilor de hidrocarburi. Mai departe are loc
descompunerea indusa a radicalilor cu formarea eterilor dar nu a alcoolilor ca in
cazul descompunerii acil hidroperoxizilor.

Astfel, prin descompunerea peroxidului de lauroil se formeaza eter didecilic,
n-decan si in cantitdti mai mici acidul undecilic. Formarea eterului are loc dupa
reactia:

[CH3(CH,)9CO},0,— 2 CH;(CH,)yCOO- E» 2 CH;3(CH,)3CH,
- 2

CH;3(CH;)sCH; + [CH3(CH,)9CO],0, » CH;3(CH;)sCOOCH,(CH,)sCHj;
- CH;3(CH,)oCOO-
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La prdjirea in ulei a produselor alimentare, mai ales la prajirea repetata (in
acelasi ulei) se formeaza aldehide saturate si nesaturate, cetone, hidrocarburi,
lactone, alcooli, acizi si esteri, care compun fractiunea volatild. In plus, se mai
formeazd compusi nepolimerici polari de volatilitate moderatd, dimeri si polimeri,
acizi gragi liberi, dupa cum a fost sistematizat in figura 3 [3].

Acizi grasi, esteri, triaciligliceroh
|

Saturati Nesaturati
| [
b y L 1

Reactii Atacul O, in pozitia Reactii
termolitice a, By, 5 termolitice Atacul O,
! 1 L ,
acizi, hidrocarburi, alcani cu lant lung, dimeri substante volatile
esteri, propendioli, aldehide, cetone, aciclici produse dimerice
acroleini, cetone lactone si ciclici de oxidare

Figura 3. Produse care se formeaza la degradarea termica a lipidelor

Modificarile pe care le sufera uleiul sau grasimile la prajire vor fi influentate
de temperaturd, durata prajirii, existenta metalelor, tipul de utilaj [2, 3, 19].
Stocarea la temperaturi scdazute conserva eficient grasimile saturate, dar nu si pe
cele nesaturate si acest fapt face necesara utilizarea antioxidantilor [20].

1.2. METODE SI TEHNICI DE EVALUARE A AUTOOXIDARII ALIMENTELOR
(PRINCIPII)

Selectarea celei mai potrivite metode de analiza este dificild datoritad
complexitadtii proceselor care au loc gi care nici pana in prezent nu au fost in
totalitate elucidate. Incepand cu anii 1940, o serie de teste au fost propuse in
special pentru analiza oxidarii lipidelor. Aceste teste masoara fie:

produsii caracteristici rancezirii hidrolitice
produsii fazelor de initiere si de propagare
produsii fazei finale

evolutia cantitatii de oxigen sau de substrat.

I.2.1. METODE STANDARDIZATE [21]

Inceputurile activitatii de standardizare in Romania dateazd din perioada
premergatoare celui de al doilea razboi mondial, primele standarde cu caracter
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national fiind adoptate in 1937-1938 in cadrul AGIR - Asociatia Generala a
Inginerilor din Romania. In anul 1948 a luat fiintd Comisiunea de Standardizare,
primul organism national de standardizare. Dupa o serie de reorganizari ale
organismului national de standardizare, in 1970 a luat fiintd Institutul Roman de
Standardizare - IRS care a functionat pana in anul 1998. Prin Ordonanta 39/1998 se
pun bazele standardizarii voluntare in Romania. De la aceasta data, organismul
national de standardizare este Asociatia de Standardizare din Romania - ASRO.
Ordonanta 39/1998 a fost aprobata si modificata prin Legea nr. 355 din 6 iunie
2002 si publicata in Monitorul Oficial al Romaniei nr. 447 din 26 iunie 2002.

Pe plan international exista mai multe organisme care se ocupa de
standardizare, cel mai cunoscut fiind ISO (International Organisation for
Standardisation - o retea a institutelor nationale de standardizare din 148 de tari,
intre care si tara noastra).

Standardul este ,un document, stabilit prin consens si aprobat de un
organism recunoscut, care furnizeaza, pentru utilizari comune si repetate, reguli,
linii directoare sau caracteristici pentru activitati sau rezultatele lor, in scopul
obtinerii unui grad optim de ordine intr-un context dat" (SR 10000-1:1994).
Standardele nu sunt obligatorii (au caracter de aplicare voluntard) dar in unele
cazuri (cum sunt de exemplu domeniile care se refera la securitate) standardele pot
fi facute obligatorii de catre institutiile statului.

In domeniul analizei procesului de autooxidare al alimentelor, in Romania se
utilizeaza incd metode standardizate care dateaza din anii 1974-1975: STAS
145/22-74 privind determinarea indicelui de peroxid din uleiuri si grasimi vegetale gi
STAS 9065/10-75 care se referd la metode de apreciere a stadiului de oxidare a
grasimilor (reactia Kreis si indicele de peroxid) pentru carne si preparate din carne.
Anumite informatii mai pot fi obtinute si prin determinarea indicelui de iod (STAS
145/19-67), a aciditatii libere (STAS 145/16-67) si prin examenul organoleptic
(STAS 145/1-78).

Pe plan international nu existd decat cateva metode standardizate in acest
domeniu, cum ar fi: ISO 3960:2001 pentru determinarea indicelui de peroxid, I1SO
6885:1998 pentru determinarea indicelui de anisidind si ISO 6886:1996 pentru
determinarea stabilitatii la oxidare. Mai pot fi utilizate pentru urmarirea procesului
de oxidare si ISO 3656:2002 pentru determinarea absorbtiei in domeniul ultraviolet
si ISO 3961:1996 pentru determinarea indicelui de iod.

A. Determinarea valorii (indicelui) de peroxid (VP)
Este general acceptat ca primii produsi formati prin oxidarea grasimilor sunt
hidroperoxizii. Metoda de determinare a cantitatii de hidroperoxizi formati se

bazeazd pe capacitatea acestora de a elibera I, din KI sau de a oxida Fe?* fa Fe3*
[22-24]. Reactiile care au loc in primul caz sunt:

?l) 0]
[
2KI +2 CH3C—OH — 2HI+ 2 CH3;C—0K

ROOH + 2HI— ROH + H,0 + I,

I, + 2Na,S,0; —— NayS40¢ + 2Nal
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Exista mai multe variante de determinare a indicelui (valorii) de peroxid
[22-27], dar toate au la baza acelasi principiu.

B. Determinarea valorii (indicelui) de anisidina (VA)

Peroxizii formati ca urmare a autooxidarii acizilor grasi sunt intermediari
instabili, care se descompun intr-o varietate de compusi, multi carbonilici, printre
care 2-alchenaldehide si 2,4-dienaldehide. In prezenta de acid acetic acestia
reactioneaza cu amine primare aromatice conform reactiei:

-H,O

CHj NH; + O=CH-R;>CH30UN=CH—R

In cazul p-anisidinei se formeazd un produs de culoare galbend, cu maxim de
absorbtie la 350 nm [28]. Intensitatea absorbtiei creste daca aldehida contine o
dubla legatura conjugata cu gruparea carbonilica. De aceea metoda este utilizatd in
special pentru determinarea 2-alchenaldehidelor. Indicele de anisidind este definit
ca de 100 de ori absorbanta (la 350 nm) a unei solutii formate din 1 g grasime in
100 ml soivent. Valori ridicate ale acestuia pot fi indicii asupra faptului ca grasimea
a fost oxidata, chiar daca testul TBA sau alte teste de determinare a aldehidelor dau
valori scazute din cauza ca aldehidele volatile au fost indepartate in mod accidental
sau voit. O metoda imbunatatitd, de determinare a indicelui de anisidind prin
injectare in flux, a fost pusa la punct de C.A. Gergiou, de la Universitatea din Atena
[29]. Rezultatele obtinute, comparate cu cele obtinute prin metodele oficiale nu au
dat abateri mai mari de 0,5-6,8%.

C. Determinarea indicelui TOTOX (OV - valoare oxidare)
Nu existd o metodad standardizatd de calcul al acestui indice, dar poate fi
determinat matematic cu ajutorul formulei [30]:

OV =2VP + VA
unde VP si VA sunt valoarea de peroxid si respectiv valoarea de anisidina.

D. Testul Kreis

Se masoara intensitatea coloratiei rosii ce pare a fi rezultatul reactie dintre
epihidrin-aldehida (izomer al aldehidei malonice) sau a altor compusi de oxidare cu
fluoroglucinol (1,3,5-benzentriol). Alternativ se pot realiza masuratori in domeniul
UV la lungimile de unda 234 si 268 nm, caracteristice trienelor conjugate.
Dezavantajul consta in sensibilitatea prea mare: chiar si probe proaspete pentru
care prezenta produsilor de oxidare e exclusa dau coloratie. Metoda este
standardizata si in tara noastra [31].

E. Determinarea valorii (indicelui) de iod

Este 0 masura a gradului de nesaturare dintr-o grasime si se exprima prin
procentul de I, absorbit (ca urmare a aditiei la legdturile duble). O micsorare a
acestei valori este folosita uneori pentru urmarirea reducerii acizilor dienoici in
cursul autooxidarii [32, 33].
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F. Determinarea aciditdtii libere

Aciditatea liberd poate fi de doud feluri: aciditatea organicd (rezultata din
degradarea materiilor grase si exprimata in procente de acid oleic) si aciditatea
minerald (rezultata in urma tratamentelor chimice cu acizi minerali si exprimata de
obicei in procente de acid sulfuric. Aciditatea organica se poate determina prin
titrare cu hidroxid de sodiu (sau de potasiu) in prezenta de indicatori (fenolftaleina
sau albastru de timol) sau prin titrare potentiometrica [34].

G. Determinarea indicelui de stabilitate oxidativa

Principiul este asemanator cu cel al metodei oxigenului activ, metoda care
va fi prezentatd in paragraful 2.2.1. Aerul trece printr-o proba mentinutd la
temperaturd constantd, dupa care este barbotat intr-un rezervor continand apa
deionizatd. Acizii volatili produsi prin oxidarea lipidelor sunt astfel dizolvati in apa
ducand la cresterea conductivitatii acesteia. Conductivitatea apei este monitorizata
continuu iar indicele (valoarea) OSI este definit ca timpul (in ore) necesar pentru ca
viteza de modificare a conductivitatii sa atinga o anumita valoare predeterminata.
Prin aceasta metoda pot fi analizate simultan mai multe probe, dacd se dispune de
un software corespunzator [35].

H. Analiza senzoriald

Analiza senzoriald implicd in mod obisnuit stocarea grasimilor analizate n
diferite conditii controlate (cum ar fi temperatura de 62,8°C) si evaluarea lor
periodica din punct de vedere al modificarii proprietatilor organoleptice. Probele sunt
aerate zilnic, pentru a fi acceleratd oxidarea. Metoda este dependenta de
sensibilitatea degustatorilor [36].

I.2.2. METODE NESTANDARDIZATE [37]

1.2.2.1. Metode analitice

A. Textul oxiran (epoxid)
Se bazeaza pe reactia:

AcOH
CH,—CH, + HBr~"» HO— CH,—CH,—Br
\O/

Peroxizii se determind prin titrare cu HBr in AcOH in prezenta de cristal
violet padnad la o coloratie albastru-verzuie. Nu este specifica pentru cd acidul
brombhidric atacd si compusii carbonilici a, B - nesaturati si dienolii si in plus nu este
cantitativa cu unii epoxizi trans [38].

B. Metoda oxigenului activ (AOM)

Aceasta metoda prezice stabilitatea unei grasimi prin barbotarea de aer prin
solutia de grasime, utilizand conditii specifice de vitezd de curgere (de exemplu 2,33
ml/sec), temperaturd (cum ar fi 97,8°C) si concentratie. La diferite intervale de timp
se determina prin titrare valoarea indicelui de peroxid. Indicele (valoarea) AOM se
defineste ca timpul (in ore) necesar atingerii unei valori a indicelui de peroxid de
100 meq/kg grasime [39]. Cu cat o grasime este mai stabila la oxidare, cu atat
timpul necesar va fi mai lung si de aceea metoda este mare consumatoare de timp,
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fiind uneori necesare si 48 de ore. Tocmai de aceea au existat incercari de
automatizare a acestei metode [40].

1.2.2.2. Metode spectrofotometrice

Spectroscopia poate fi utilizatd pentru analiza substantelor necunoscute in
stare purd sau impurd. Identificarea se face pe baza faptului cd spectrul de
absorbtie prezintd un numar de benzi de absorbtie caracteristice unor unitati
structurale din moleculd. Constanta in modul de aparitie a benzilor datorate unei
structuri specifice denota faptul ca fiecare grupare are o frecventa caracteristica.
Aceste frecvente au fost stabilite pe baza unor observatii experimentale repetate,
din informatiile de naturd fizicd sau prin metode empirice. In general, procesul
interpretativ se face comparand pozitia maximului de absorbtie (lungimea de unda),
intensitatea absorbtiei si aparitia de noi benzi n spectru (datoratd influentei unui
grup structural asupra altuia) cu cele deja atribuite altor grupari analizate [41].

Spectrofotometria cantitativa se bazeaza pe modul in care un sistem
urmareste legea lui Lambert-Beer [42]. Dacd se noteaza cu I, intensitatea unei
radiatii monocromatice incidente care traverseaza o proba de concentratie ¢ (aflata
intr-o cuva cu grosimea 1) si cu I intensitatea radiatiei care nu a fost absorbita de
proba (transmisa),

I=1Ip-e€c (1.2-1)

unde ¢ este coeficientul molar de absorbtie.

A. Determinarea spectrofotometrica a dienelor conjugate

Oxidarea acizilor grasi polinesaturati duce la formarea unui sistem de duble
legdturi conjugate Impreuna cu aparitia de hidroperoxizi. S-a descoperit ¢ existd o
corelatie intre absorbanta uleiurilor la 232 nm (care se datoreaza conjugarii dienice)
si gradul de oxidare [43]. Valoarea:

% diend conjugats = (€232 - 0,07)-0,91 (1.2-2)

este considerata o masura a oxidarii uleiului.

B. Absorbante specifice ale uleiurilor oxidate

S-a mentionat faptul ca hidroperoxizii cu duble legaturi conjugate formati ca
produsi primari de oxidare a uleiului de masline absorb la 232 nm. Produsele
secundare de oxidare, aldehide si cetone, absorb la lungimi de unda mai mari, la
270 nm. Dienele si trienele conjugate formate in timpul rafinarii si inalbirii uleiurilor
absorb de asemenea la 270 nm. Valori scazute ale absorbantelor specifice la
aceste lungimi de unda indica uleiuri corespunzatoare din punct de vedere calitativ.
De exemplu uleiul de masline cu absorbanta specificda mai mare de 0,2 este
considerat virgin doar daca, valoarea absorbantei dupa ce uleiul a fost trecut peste
alumina activata scade sub 0,11 [44, 45].

C. Spectroscopia FTIR (spectoscopie de infrarosu cu transformata Fourier)

Este o metoda simpla de determinare a procesului de oxidare. Benzile de
absorbtie asociate produsilor comuni de oxidare sunt identificate prin compararea
lor cu cele specifice unor compusi de referintd reprezentativi. In aceasta metoda
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este necesar sa se identifice modificarile spectrale care au loc in timpul oxidarii, sa
se determine lungimile de undd specifice celor mai comune specii moleculare
produse si sa se elimine posibilele interferente spectrale. Prin aceasta metoda a fost
evindentiatd formarea de acizi carboxilici, cetone gi alcooli ca produsi de oxidare ai
lipidelor [46].

D. Testul acidului tiobarbituric (TBA)

Este unul din cele mai folosite teste pentru determinarea produsilor
secundari de oxidare ai grasimilor deoarece rezultatele sale sunt foarte bine corelate
cu evaludrile senzoriale. Detecteaza rancezirea grasimilor la valori mai scazute decat
alte teste. Se bazeaza pe formarea de produsi colorati, cu maximul absorbtiei la
532-535 nm, prin reactia produsilor de oxidare ai sistemelor nesaturate (in special
aldehida malonica - MDA) cu acid tiobarbituric (TBA):

H
HS\ O
N7 HS\ 0 O _N__s
+2 |C/ | T N oo
O  HN_ SH | L B -
| |
O 0 0
acid tiobarbituric
Rezultatele pot fi exprimate fie ca valori ale absorbantei fie ca unitati de
aldehida malonica - mg aldehidd malonicd / kg (bazate pe o curba de etalonare).
Corelatia intre valorile testului si calitatea alimentului este redata in tabelul 1 [47].

Tabel 1. Interpretarea valorilor testului TBA

Valoarea Interpretarea
<0,2 calitate buna
0,2-0,5 calitate tolerabild
0,5-1,5 intrucatva oxidat
1,5-5 oxidat

>5 ranced, necomestibil

Multe aldehide, aldehide nesaturate, 2,4-dinesaturate formeaza prin reactie
cu acidul tiobarbituric pigmenti de culoare galbena pentru care se poate masura
absorbanta la 450 nm; dien-aldehidele formeaza cu TBA un pigment rosu cu
maximul absorbtiei in jur de 530 nm; diferiti alti compusi (de exemplu zaharoza)
dau coloratie rogie cu TBA, de aceea sunt necesare corectii. Valori scazute pot
aparea daca aldehida malonica reactioneaza cu proteinele in sistem oxidativ.

Pentru a depasi aceste neajunsuri au fost dezvoltate tehnici specifice, bazate
de asemenea pe formarea de aducti cu TBA, cum ar fi spectrofotometria derivativa
si separarea prin HPLC cu detectie spectrofotometricd sau spectrofluorimetrica.
Totusi, derivatizarea MDA cu TBA cere temperaturi relativ ridicate (70°C),
temperaturi ce ar putea favoriza formarea unor cantitati suplimentare de MDA. De
aceea au fost cautati si alti reactivi ce contin gruparea hidrazinicd dar care necesita
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conditii mai blande pentru derivatizare, cum ar fi 2,4-dinitro-fenilhidrazina (DNPH)
[48].

1.2.2.3. Metode cromatografice

Analiza hidroperoxizilor acizilor grasi este cel mai adesea realizata prin
metode cromatografice (GC sau HPLC). In cazul GC, polaritatea si instabilitatea
termicd a acestora necesita in multe cazuri derivatizari cum ar fi esterificarea
gruparilor carboxilice sau hidrogenarea dublelor legaturi, ceea ce reduce cantitatea
de informatii obtinuta. Separarea prin HPLC a hidroperoxizilor izomeri a fost pana
acum posibild pe coloane cu faza normald sau pe coloane cu faza reversibila.
Derivatizarea enzimatica post-coloana combinata cu detectia prin fluorescenta sau
chemiluminiscenta imbunatateste atat selectivitatea cat si sensibilitatea; cu toate
acestea nici una din metodele HPLC propuse nu reugeste sa separe izomerii atat de
bine pe cat ar fi de dorit [49-53].

A. Cromatografia de lichide la presiune inaltd (HPLC)

In toate aplicatiile cromatografiei de lichide pe coloand, amestecul care va fi
separat este introdus in partea de sus a coloanei, sub forma unei probe mici, intr-un
flux format de faza mobila (agentul de elutie). Daca separarea are loc pe baza
adsorbtiei, ea va depinde de interactia dintre solut si cele doua faze cu care vine in
contact (suprafata de adsorbanta si solventul). Daca separarea se datoreaza
repartitiei, ea va depinde de distributia solutului intre cele doud faze lichide: mobila
si stationard. Separarea poate avea loc si prin schimb ionic sau excluziune. In toate
cazurile, o separarea corespunzatoare necesita o alegere adecvata a dimensiunilor
coloanei, a fazei mobile lichide si a fazei stationare.

Deoarece instalatia se afla sub presiune inalta, de la pompe pana la capatul
coloanei, toate conexiunile trebuie sa fie etanse si suficient de rezistente pentru a
preveni scurgerile. Coloanele au diametre mici (sub 6 mm) si sunt umplute cu
particule de faza stationara avand dimensiunile intre 5 si 50 um. In aceste conditii,
la presiuni interioare ridicate, se obtin viteze liniare foarte mari ducand la rezolutie
superioara, eficienta sporita, timpi de separatie mici si sensibilitate mai buna.
Timpul la care apare fiecare pic este caracteristic pentru fiecare compus, iar aria
aflata sub fiecare pic este proportionala cu concentratia sa [41].

B. Cromatografia de gaze

Cromatografia de gaze, numita astfel deoarece faza mobila este un gaz, este
alcatuitd din cromatografia gaz - lichid (CGL) si cromatografia gaz - solid (CGS).

In cazul cromatografiei gaz-lichid faza stationara este formata dintr-un lichid
cu punct de fierbere ridicat, iar procesul de sorbtie este un proces de repartitie. In
cazul cromatografiei gaz - solid, faza stationara este un solid, iar procesul de sorbtie
este in primul rand de adsorbtie. Probele de analizat trebuie sa fie volatile si termic
stabile la temperatura de lucru. Ele sunt introduse in fluxul de gaz la capatul
coloanei printr-un dispozitiv de injectare. Fluxul de gaz elueaza componentii probei
din coloanad, in ordinea crescatoare a coeficientilor lor de distributie intre cele doua
faze. Componentii separati trec apoi la detector, care este conectat cu dispozitivul
de inregistrare. Intervalul de timp dintre momentul introducerii probei si aparitia
picului cromatografic este caracteristic pentru fiecare component, iar suprafata
picului este proportionala cu concentratia componentului respectiv din amestec [41].
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1.2.2.4. Metode electrochimice

A. Cromatografia micelara electrocineticd (MEKC)

Cromatografia micelara electrocineticd cu sisteme tampon complexe s-a
dovedit eficientd in separarea unor izomeri foarte asemanatori din punct de vedere
al structurii. Astfel hidroperoxizii pot fi separati foarte bine cu un tampon fosfat
continand dodecilsulfat de dosiu (SDS) si 2-dodecoxyethanol (Brij 35) pentru a
forma micele, cu etanol si acetond ca modificatori organici. Acest tampon prezinta
totusi dezavantajul ca are o selectivitate scazuta pentru acizii grasi hidroxilati si
necesita timp indelungat pentru analize (aproximativ 30 de minute + 6 minute
pentru conditionare). Utilizarea unui tampon de borax sau de meglumina (6-
metilaminohexan-1,2,3,4,5-pentol) cu curgere normald a facut posibild reducerea
analizei la aproximativ 10 minute §i conditionarea la 1 minut, simultan cu
imbunatatirea eficientei si selectivitatii [54].

B. Electroforeza capilara

Electroforeza capilara (CE) a fost de curand addugatad la metodele de analiza
a peroxidarii lipidelor.

Viteza oxidarii acizilor grasi poate fi estimata (in general) fie din viteza de
consumare a oxigenului, fie din viteza de formare a produsilor. Intrucadt atat
oxigenul cat si o mare parte a peroxizilor pot fi detectati folosind un detector
electrochimic, electroforeza capilara este foarte potrivita acestui scop si poate fi
usor combinatd cu detectia electrochimica [55]. Pentru a putea utiliza picul
caracteristic oxigenului ca semnal analitic in electroforeza capilara trebuie avut grija
sa nu intre oxigen din mediul Tnconjurdtor in amestecul de reactie sau in capilara.
De aceea trebuie construit un dispozitiv care sa injecteze periodic probe din
amestecul de reactie in capilara, fara nici un fel de contaminare din partea
atmosferei. Partenerii de reactie sunt separati mediat, astfel incdt nu mai este
necesara inghetarea acesteia. Volumele extrase sunt foarte mici, astfel incat nu
influenteaza viteza de reactie. Comparativ cu metoda de determinare indirectd a
speciilor oxigen-reactive bazata pe formarea unei substante fluorescente - utilizata
si in prezent, detectia electrochimicd permite diferentierea peroxizilor. Oxigenul
molecular migreaza cu fluxul electroosmotic, in tip ce peroxizii formeaza complecsi
incércati negativ (in tampon borat) si pardsesc capilara bine separati.

O alta metoda de cuantificare a peroxizilor organici i anorganici constd din
cuplarea electroforezei capilare cu detectia catodicA amperometrica [56]. Un
microelectrod din aur, polarizat la -600 mV fata de un electrod de referintd de
Ag/AgCl este plasat la capatul capilarei. Intrucadt curgerea electroosmoticd curata
electrodul detector de oxigen, nu este necesara degazarea celulei acestuia si nici a
probei. Cu un volum de injectie de aproximativ 1 nL, peroxizii pot fi detectati pana
la o limita inferioara de 10 pmol/L.

B. Voltametria ciclica

Voltametria ciclicd este o metoda foarte performanta de studiu a speciilor
electroactive si consta in modificarea ciclicd a potentialului unui electrod imersat
intr-o solutie si masurarea intensitatii curentului rezultat. Metoda permite
determinarea potentialelor redox formale, detectarea reactiilor chimice care preced
sau urmeaza reactiile electrochimice si evaluari cinetice.

Prin cercetarile lor, Iditoiu si col. [57] au proiectat si realizat din Pyrex o
celuld electrochimica pentru analiza hidroperoxizilor a cdrei schema se prezinta in
figura 4.
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Figura 4. Schema celulei electrochimice pentru voltametrie ciclica
1 - electrod de lucru; 2 - electrod de referintd; 3 - electrodul auxiliar; 4 - tub pentru barbotat
azot; 5 - deschiderea pentru probe; 6 - capacul celulei; 7 - contact mobil din Ag; 8 - tub
lateral umplut cu Hg; 9 - robinet de golire; 10 - tub lateral pentru electrodul auxiliar; 11 -
fritd; 12 - robinet; 13 - iegirea gazului; 14 - contact de platina

D. Testul Rancimat

Metoda Rancimat constd in urmdtoarele : in proba incilzitd la 110°C se
barboteaza constant aer. Compusii volatili formati in urma oxidarii sunt antrenati de
curentul de aer si colectati intr-un vas cu apa distilatd a carei conductivitate creste
proportional cu cantitatea de substante volatile dizolvata [58].

1.2.2.5. Metode electromagnetice

A. Spectrometria de masa

Un spectrometru de masa se bazeaza pe utilizarea cAmpurilor magnetice si
electrice pentru a scinda specific moleculele substantelor cu formare de ioni, in vid.
Rezulta particulele avand rapoarte m/z diferite (m - masa; z - sarcina) care sunt
separate si inregistrate. Pentru a putea fi analizat, orice compus trebuie intai ionizat
si in plus, acest proces trebuie sa aiba loc in starea gazoas3, la presiuni cat mai mici
(apropiate de vid). Acest lucru este usor de realizat pentru substantele in stare
gazoasa sau pentru cele cu volatilitate ridicatd. Probleme apar in cazul substantelor
instabile termodinamic si care se descompun la incalzire si care necesitd metode
speciale (adeseori bazate pe procedee de desorbtie sau desolvatare). Alegerea
metodelor de ionizare depinde de natura probelor si de tipul informatiilor dorite.
Existd si asa-numita ,ionizare slabad”, cum ar fi desorbtia de camp si ionizarea in
electrospray care produc spectre de masa cu continut mic sau chiar inexistent de
fragmente ionice.
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Hidroperoxizii formati prin oxidarea acizilor grasi pot fi foarte bine analizati
prin aceasta metoda [59]. Chiar mai mult, au fost observate fragmente ionice care
dau indicatii asupra pozitiei gruparilor hidroperoxidice. Rezultatele astfel obtinute au
dus la formularea ipotezei conform careia anionii hidroperoxidici se descompun
printr-un intermediar asemanator structural cu anionii proveniti de la ceto-acizi.

B. Rezonanta electronicd de spin

In cazul moleculelor care prezintd fenomenul de paramagnetism, ca urmare
a spinilor electronici neimperechiati, pot fi induse tranzitii intre starile de spin prin
aplicarea unui cdmp magnetic si asigurarea energiei electromagnetice necesare, de
obicei corespunzédtoare frecventelor din domeniul microundelor. Spectrul de
absorbtie rezultat este descris ca spectru de rezonantd electronica de spin sau de
rezonantd electronica paramagnetica. El este deosebit de util pentru studiul
radicalilor, care se stie ca poseda astfel de spini neimperechiati, ca urmare a
indepartarii unui electron. Metoda masoara modificarile in absorbtia energiei din
domeniul microundelor detectand astfel numarul acestora fin diferite matrici. Pentru
captarea radicalilor liberi se utilizeaza diferite substante, cum ar fi: 5-
(dietoxifosforil)-5-metil-1-pirolin N-oxid (DEPMPO) si 5,5-dimetii-1-pirolin N-oxid
(DMPO) [60-62]. Pentru marirea duratei de viata a aductilor formati se recomanda
separarea substratului de mediatorul oxidarii prin extractie, de exemplu cu acetat de
etil [61].

1.2.2.6. Analiza termica

Prin termenul de ,Analizd termicad” se indica o serie de tehnici care masoard
dependenta de temperatura a unor proprietati fizice ale substantelor [63].

Calorimetria Diferentiald Dinamica (DSC)

Tehnica DSC masoara viteza de variatie a caldurii degajate sau absorbite de
sistemul investigat in timpul transformarii termice, adica (dH/dt).

Sistemele de analiza DSC cu energie compensata sunt alcatuite din doud
microcalorimetre identice, de obicei cuplate. Proba de analiza S si cea de referinta R
sunt incalzite separat dar sunt supuse aceluiasi program termic. In acest caz se
masoara cantitatea de energie care este necesara pentru a mentine egale
temperaturile celor doua probe. Daca, in cursul incélzirii are loc un proces exo- sau
endoterm, atunci se produce un dezechilibru termic, iar diferenta de temperatura
masurata prin intermediul unei termorezistente va fi utilizatd pentru a controla
cantitatea de energie electrica care trebuie furnizatd celor doua microcalorimetre in
scopul restabilirii echilibrului termic. Semnalul inregistrat rezulta din diferenta intre
energia furnizata celor doua calorimetre si deci reprezintd o masura directd a
cantitatii de caldurd absorbitd sau cedatd de proba analizatd in raport cu cea de
referintd. In curbele experimentale semnalul calorimetric poate fi inregistrat in
functie de temperatura sau de timp. Procesele exoterme se inregistreaza in directia
pozitivd a ordonatei iar procesele endoterme se inregistreaza in directie opusa.

In urma determinarii ariei varfului DSC se poate calcula valoarea entalpiei
procesului investigat precum si a capacitatii calorice, cu ajutorul ecuatiilor:

Aria varfului DSC: (A) = taH -m-K (1.2-3)

unde AH - entalpia procesului; m - masa probei; K — constanta de calibrare
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_dH/dt 1

~dr/dt ' m (I.2-4)

Cp

Precizia rezultatelor DSC este afectatd de conditile experimentale si de
aceea alegerea corespunzatoare a conditiilor de lucru este foarte importanta [64-
66].

1.2.2.7. Metode « in situ »

A. Absorbtia oxigenului (testul ,bombei” de oxigen)

Se referd la cantitatea de oxigen absorbitd de o proba. Se determind ca
timpul necesar pentru a produce o anumita scadere a presiunii intr-o camera inchisa
(,bomba™) sau ca timpul necesar pentru a absorbi o cantitate prestabilitd de oxigen
n conditii specifice de oxidare. Viteza cu care oxigenul este consumat poate fi
consideratd ca o masura a stabilitatii probei. Un avantaj al aceste metode este
capacitatea de a masura stabilitatea unor produse alimentare complexe fara
extragerea prealabila a grasimii. Acest lucru este important decarece este posibil ca
alti componenti ai produsului alimentar, cum ar fi metalele tranzitionale sau anumiti
agenti oxidanti sa fie promotori ai oxidarii §i sa nu se regaseasca in grasimile
extrase; astfel predictia stabilitatii acestora ar putea sa nu fie corecta [67].

B. Metode bazate pe chemiluminescenta

Emisia foarte slaba de fotoni, cunoscutd sub numele de chemiluminescenta
de nivel scazut este unul din fenomenele fizice ce au loc in timpul deteriorarii
uleiurilor [68]. Aceasta este initiata de catre stdrile excitate din punct de vedere
electric, implicate in reactiile inldntuite de peroxidare a lipidelor. Prin aceste metode
pot fi detectati peroxi-esteri si dialchil-peroxizi, compusi care nu pot fi detectati prin
metoda iodometrica datorita potentialului lor redox [69]. Rezultatele obtinute prin
aceastda metoda sunt in bund concordantd cu cele obtinute folosind un aparat
Rancimat.

C. Metode fluorimetrice

Unii compusi rezultati prin oxidarea lipidelor, in special cei care poseda
grupari amino libere pot forma produsi fluorescenti care pot fi determinati cantitativ.
Sunt relativ sensibile si in plus pot fi aplicate in multe cazuri si in situ pentru studiul
oxidarii deferitelor tesuturi sau alimente complexe.

De exemplu difenil-1-pirenilfosfina (DPPP) reactioneazd stoechiometric cu
hidroperoxizii formati prin oxidarea lipidelor, in special cu cei liposolubili, cu
formarea unui produs fluorescent, DPPP-oxidul. S-a observat o corelatie liniara intre
intensitatea fluorescentd si cantitatea de hidroperoxid (metil-linoleat) analizat [70].
De asemenea a fost constatat faptul ca hidroperoxizii esterilor acidului linoleic (sub
forma de fosfolipide, trigliceroli si colesterol) duc la formarea de compusi
fluorescenti prin reactia cu 1-aminopentan in prezenta hemului, cu maximele de
excitatie si de emisie in preajma a 350 si 420 nm respectiv [71].

1.3. METODE DE PREVENIRE SI DE DIMINUARE A OXIDARII ALIMENTELOR.
ANTIOXIDANTI

Prevenirea degradarii alimentelor, respectiv cresterea duratei lor de pastrare
constituie un obiectiv major al cercetarii in industria alimentard. De multe ori atentia
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este indreptata pentru a preveni alterarile microbiologice, dar degradarile chimice si
biochimice, si in special cele oxidative raman inca o problema deoarece afecteaza un
numar foarte mare de produse alimentare.

Stoparea sau limitarea la maxim a efectelor nedorite ale oxidarii presupune
cunoasterea mecanismelor intime de proces si a interconexiunilor posibile din
alimente, mergandu-se in acest sens pe doua directii:

1. Prevenirea proceselor de peroxidare enzimatica;

2. Prevenirea proceselor de autooxidare.

1.3.1. PREVENIREA PROCESELOR DE PEROXIDARE ENZIMATICA

Deoarece enzimele oxidative din categoria lipoxigenazelor, fenoloxidazelor,
peroxidazelor si citocromoxidazelor provoaca schimbari importante ale calitatii
produselor alimentare, una din problemele deosebite ale tehnologiei conservarii este
prevenirea acestor procese. In prezent se cunosc urmatoarele posibilitdti de a
actiona in aceasta directie [4, 72]:

Inactivarea termica a enzimelor

Inactivarea enzimelor oxidante cu ajutorul substantelor chimice
Eliminarea oxigenului

Reducerea cantitatii de polifenoli existenti in produse

Scaderea pH-ului

Inactivarea termica a enzimelor

Prin incdlzirea produselor alimentare la temperaturi cuprinse intre 80 si 90
9C, are loc o inactivare rapidd a enzimelor. In functie de natura produsului procesul
se aplica prin oparire la produsele solide, sau prin preincalzire la produsele fluide.
Procesul de inactivare termicd se explicd prin degradarea proteinelor ce intrd in
constitutia enzimei si prin pierderea capacitatii biochimice. Inactivarea termic3d a
enzimelor depinde in afara de temperatura si timp, de pH-ul mediului si respectiv de
proprietatile fizico-chimice ale mediului.

Inactivarea enzimelor oxidante cu ajutorul substantelor chimice

Dintre substantele chimice care se folosesc in prezent n tehnologia
conservarii, bioxidul de sulf (E-220) este substanta cea mai activd impotriva
proceselor de imbrunare enzimatic3, in special pentru inhibarea polifenoloxidazei si
peroxidazei. Pe 1anga acesta se mai folosesc si alti compusi cu sulf: E-221 (sulfit de
sodium), E-222 (sulfit acid de sodiu), E-223 (disulfit de sodiu), E-224 (disulfit de
potasiu), E-225 (sulfit de potasiu), E-226 (sulfit de calciu), E-227 (sulfit acid de
calciu) si E-228 (sulfit acid de potasiu).

Acidul ascorbic in concentratii reduse intérzie imbrunarea sucurilor de fructe
dar nu prin inhibarea enzimei ci printr-un mecanism de reducere. In cazul in care
acidul ascorbic este oxidat de o anumita cantitate de oxigen, el trece in acid
dehidroascorbic, procesul de imbrunare incepand din nou, dar cu o vitezd mai
redusa decat initial.

O serie de saruri neutre ale metalelor alcaline si alcalino-pamantoase inhiba
fenolaza. Se pare ca activi sunt numai anionii, cationii neavand nici un efect. Dintre
anioni, efectul cel mai puternic il au clorurile. Sulfatii, acetatii,si tartratii nu au nici o
actiune, oxalatii inhiba imbrunarea, pe cand nitratii o intensifica.
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Actiunea puternic inhibitoare a clorurilor gi-a gasit a larga aplicare in
practica prin folosirea clorurii de sodiu ca substanta ieftina si eficace. In ultimul timp
solutiile de clorurd de sodiu nu se folosesc numai pentru inhibarea polifenoloxidazei
din legume ci si pentru fructe. Un efect de inhibare asemanator il are si clorura de
calciu, care este folosita in acelasi timp si pentru intdrirea texturii fructelor moi, din
care cauza prezinta o deosebita importanta pentru tehnologia conservarii.

In afara inhibitorilor mentionati mai pot fi folosite numeroase substante ca
cisteina, glutationul, hidrochinona, difenilamina, pirocatechina, adenozintrifosfatul,
si boratii care insa nu prezinta importanta practica .

Eliminarea oxigenului

Prin reducerea continutului de oxigen se realizeazd o inhibare partiald sau
totald a oxidarii enzimatice. Metodele prin care se obtine acest efect se aplicd pe
larg in procesele tehnologice si vor fi prezentate in paragraful 3.2.1.

Reducerea cantitatii de polifenoli existenti in produse

Deoarece polifenolii reprezinta substratui proceselor de oxidare, prin
indepartarea lor se obtine o reducere a proceselor de imbrunare enzimatica.
Procedeul poate fi aplicat numai la produsele lichide, in special la sucurile din fructe
gi vinuri. Metoda cea mai cunoscutd este tratarea cu gelatina, cunoscutd sub
denumirea de cleire. In ultimul timp in locul gelatinei se folosesc n industria
sucurilor de fructe substantele poliamidice sub forma de pulbere (de tipul nylonului
sau relonului), care au efect de legare a polifenolilor mult mai puternic decat
gelatina.

Modificarea pH-ului

Toate reactiile enzimatice sunt puternic influentate de pH-ul mediului.
Reactia are o vitezd maxima pentru o anumita valoare a pH-ului sau pentru un
interval foarte strans de pH denumit pH optim. Abateri de la aceste valori produc o
scadere brusca a vitezei de reactie. Dupa cum se stie pH-ul optim al enzimelor
oxidante este cuprins intre 6,9 si 7,5. Prin addugarea acizilor organici, se reduce
pH-ul schimbandu-se domeniul de activitate al enzimei si se inhibd procesele de
imbrunare. Intre pH 2,5 si 2,6 activitatea enzimaticd este complet inhibata. In
prezent se folosesc in acest scop acizii alimentari: lactic (E-270), citric (E-330),
malic(E-296), fumaric (E-297), acetic (E-260), fosforic (E-338) si tartric (E-334) in
concentratii de circa 0,5%. Studiile comparative facute cu diferiti acizi organici au
stabilit ca efectul optim il are acidul malic.

I.3.2. PREVENIREA PROCESELOR DE AUTOOXIDARE

Avand in vedere transformarile profunde de culoare, gust si aroma care au
loc in produsele alimentare sub actiunea oxigenului una din preocupdrile importante
ale specialigtilor din industria alimentara este prevenirea proceselor de autooxidare.
In prezent se folosesc urmatoarele metode [4]:

Reducerea continutului de oxigen din produse sau ambalaj;
Prevenirea contaminarii cu metale grele;

Protectia fata de lumina;

Folosirea glucozoxidazei;
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e Folosirea substantelor antioxidante.

Reducerea continutului de oxigen din produse sau din ambalaj

Pentru produsele lichide sensibile, cum sunt sucurile de fructe, se aplica pe
larg, operatia de dezaerare, ce consta in eliminarea aerului in instalatii speciale, in
care produsul pulverizat este supus unui vid inaintat.

Mult mai eficace este alegerea unui mod de ambalare adecvat. Pentru a
asigura o protectie optimda a produselor alimentare sensibile se recomanda ca
ambalarea s3 se facd in atmosferd modificatd, adicd o atmosferd diferita de
compozitia normald a aerului. In acest sens se practica in mod curent [73]:
ambalarea in vacuum, ambalarea in atmosfera modificatd de gaze si ambalarea
activd si inteligentd. Utilizarea ambalarii Tn atmosfera modificata presupune insa
alegerea unui ambalaj cu proprietati speciale, care sa fie caracterizat printr-o
permeabilitate corespunzatoare la gaze si vapori de apa care sa asigure conditiile
specifice atmosferei modificate.

Ambalarea in vacuum este foarte des utilizatd in industria carnii, a
preparatelor din carne si in industria produselor lactate. In industria panificatiei si in
cazul produselor vegetale cu texturd slaba utilizarea ei este limitatd datorita
efectului de strivire asupra produselor si in plus la produsele vegetale proaspete
sau minimal procesate induce trecerea de la respiratie aeroba la respiratie anaeroba
(fermentatie).

Ambalarea in atmosferd modificata de gaze este de fapt o extindere a
tehnologiei de ambalare in vacuum cu scopul de a mari duratele de conservabilitate
a produselor alimentare. Tehnica de ambalare in atmosfera modificatd de gaze
constd in ambalarea produsului intr-o folie impermeabild la gazele corespunzatoare
amestecului si sudarea la cald a ambalajelor. Aerul este indepartat din pachet si
fnlocuit cu amestecul de gaze, presiunea gazului in interiorul pachetului ajungand de
obicei la 1 atm, deci egald cu presiunea atmosferica. Gazele utilizate la ambalarea in
atmosfera modificatd a produselor alimentare sunt O,, , CO, si/sau N,. Acestea nu
sunt nici toxice si nici periculoase si in acelasi timp sunt dorite ca inlocuitori ai
aditivilor alimentari sintetici.

Prin metodele clasice de ambalare sub vid sau in atmosfera modificata de
gaze se indeparteazd numai 98% din cantitatea de oxigen, restul de 2%, rémas in
produs putand influenta nefavorabil asupra calitatilor gustative.

Ambalarea activd si inteligentd urmareste folosirea interactiunii produs-
ambalaj intr-un mod pozitiv in care ambalajele au rolul de a imbunatati
conservabilitatea si siguranta microbiologica a produselor minimal procesate.

Ambalarea activad este definitd ca o tehnicd de ambalare care modifica in
mod constant si activ atat proprietatile de permeabilitate ale materialelor plastice de
ambalare cat si concentratia in diferiti compusi volatili si a gazelor din spatiul liber al
ambalajului sau care adaugd@ compusi antioxidanti, antimicrobieni sau alte
substante de Tmbunatatire a aromei si gustului produselor alimentare.

Ambalarea inteligentd [74] este definita ca un sistem de ambalare capabil
de a findeplini unele functii ,inteligente” (detectare, sesizare, Iinregistrare,
comunicare) care sa duca la marirea duratei de p&strare, imbundtatirea calitatii,
sporirea sigurantei alimentului, furnizarea de informatii sau avertizarea cu privire la
eventualele probleme aparute.

O metoda noua de control a oxigenului si de modificare a atmosferei din
ambalaj este acea a utilizarii absorbantilor de oxigen. Acestia se prezinta sub forma
unor saculeti sau etichete care se pun in interiorul pachetului sau se lipesc pe
peretele ambalajului. Ca absorbanti de oxigen se pot folosi compusi organici -

BUPT



46 1. Stadiul actual al cunoagterii in domeniu

bazati pe acid ascorbic, pirocatechind, poliamide sau hidrocarburi nesaturate - dar si
compusi anorganici — bazati pe Fe pudra care, in conditii corespunzatoare de
umiditate , folosesc O, rezidual si formeaza hidroxid de fier netoxic [75].

Monitorizarea rapida si eficientd a integritatii pachetelor pe toata perioada
depozitdrii, fard deschiderea ambalajelor, se poate face prin incorporarea in pachet
(sub formd de etichetd sau tabletd) a unui indicator vizua!l redox care isi schimba
culoarea datorita reactiilor chimice sau enzimatice. Se incearca integrarea acestor
indicatori de gaze in codul de bare al ambalajului sau in etichetele RFID (Radio
frequency identification tags) astfel ca semnalele emise de acestea vor fi nu doar
vizuale ci si electronice [76].

Prevenirea contamindrii cu metale grele [4, 72]

Metalele grele pot intra in compozitia produselor alimentare in urma
tratamentelor fitosanitare, datoritd apei, materialelor auxiliare sau proceselor de
coroziune a utilajelor si ambalajelor. Pentru a reduce la minimum continutul de
metale grele s-a renuntat complet la aparatura de cupru, preferdndu-se in special
pentru utilajele care vin in contact cu produsele alimentare otelul inoxidabil si
aluminiul. Pentru a inactiva metalele existente in produsele alimentare se utilizeaza
complexarea acestora cu ajutorul agentilor de chelare cum ar fi: acizi organici
(citric, malic, tartric), sdruri ale acizilor organici, sarea de sodiu a acidului
etilendiaminotetraacetic (EDTA) sau flavone.

Protectia produselor alimentare fata de lumina [4, 72]

Din punct de vedere practic prezintd importanta protejarea produselor
alimentare fatd de actiunea radiatiilor luminoase deoarece acestea favorizeazad si
accelereaza oxidarea compusilor fenolici - determinand modificari de culoare; a
acizilor grasi si carotenoizilor - determinand modificari de gust si aroma si a unor
vitamine - afectand valoarea nutritivd a produselor respective.

Metoda cea mai eficace de protectie a produselor alimentare fata de efectele
daunatoare ale luminii este ambalarea corecta, respectiv folosirea unor materiale de
ambalaj care sa retina sau sa reflecte lumina, in special radiatiile ultraviolete.
Cercetdrile spectrale, efectuate cu ambalaje din sticla de diferite culori, au ardtat ca
rezultatele optime se obtin prin folosirea celor culoare brun inchis (ambra).
Ambalajele tetra-pack datorita avantajelor pe care le prezintd - reciclabile,
impenetrabile de catre radiatiile luminoase, posibilitatea indepartdrii excesului de
aer, etc. - au inceput sa fie folosite pe scara din ce in ce mai larga. Ambalajele din
material plastic, in majoritate lor sunt transparente pentru lumind. In vederea
asigurarii unei protectii sigure se obtin rezultate foarte bune prin caserarea cu
aluminiu, pulverizarea de aluminiu pe suprafata, incorporarea pulberii de aluminiu
direct in folia de material plastic sau folosirea de pelicule colorate.

Pentru a preveni degradarile provocate de lumind inca din faza de prelucrare
a produselor sensibile, se recomanda ca in salile de productie sa se utilizeze lumina
indirecta, in combinatie cu o vopsea pe tavan, care sa absoarbd radiatiile
ultraviolete, avand in acelasi timp un grad de reflexie ridicat pentru radiatiile cu
lungime de unda mare.

Folosirea glucozoxidazei [77]

in industria alimentard glucozoxidaza se foloseste atat pentru indepértarea
glucozei din o serie de produse care sunt supuse operatiilor termice, in vederea
prevenirii proceselor de Tmbrunare cat si pentru consumarea oxigenului din ambalaj.
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In produsele lichide, addugarea de 10-30 mg% glucozoxidazd, provoacd
consumarea oxigenului rezidual din recipiente, efectul fiind apreciat ca mai bun
decét al dioxidului de sulf, cea ce permite o bund conservare a acestora, iar in cazul
produselor ambalate in recipiente metalice se inhiba si procesul de coroziune. Se
poate aplica la sucuri de fructe, vin si maioneze.

Pentru a preveni oxidarea produselor uscate s-a imaginat un sistem de
introducere a glucozoxidazei in ambalaj. In acest scop, enzima dizolvatd intr-o
solutie tampon se ambaleaza in pungi de polietilend permeabile la aer si
impermeabile la apa; oxigenul difuzeaza prin membrana de polietilend si este
consumat de glucozoxidaza. Apa oxigenata formata este descompusa de catalaza,
enzimd care insoteste preparatul de glucozoxidazd. Metoda si-a gasit aplicatii la
conservarea laptelui praf, a prafului de oud, cafelei prajite, untului, produselor din
carne.

Folosirea substantelor antioxidante

Conform directivei 95/2/EC din 20 II 1995, ,antioxidantii sunt substante
care prelungesc durata de pastrare (durata de viatd) a produselor alimentare, prin
protejarea lor fata de deteriorarea cauzatda de oxidare (rancezire si modificare de
culoare)”. Antioxidantii sunt capabili s3 blocheze autooxidarea, puténd interveni la
diferite niveluri. In primul rand, antioxidantii preventivi sunt capabili de a absorbi
oxigenul prezent, asa cum face ascorbilpalmitatul. Alti antioxidanti intrerup lantul de
reactii ale oxidarii (antioxidanti primari).

Clasificarea inhibitorilor reactiilor de oxidare a lipidelor in functie de modul
lor de actiune este prezentata in tabelul 2 [78].

Tabel 2. Inhibitorii reactiilor de oxidare a lipidelor [3]

Tipul Modul de actiune Exemple
~Metal Chelatizeaza ionii metalici cum Agenti de chelatizare ca
scavenger” ar fi cei de cupru si fier, cu EDTA, acidul citric,
formare de complecsi inactivi fosfolipidele, polifosfatii
L0Xxigen Reactioneaza cu oxigenul; Acidul ascorbic, ascorbil-
scavenger” reduce oxigenul. palmitatul
Antioxidant Intrerupe etape de propagare in Compusi fenolici cum sunt:
(AH) cazul reactiilor de oxidare; BHA, BHT, TBHQ, PG,
doneaza un atom de hidrogen tocoferoli, hidroxitirosol, acid
sau un electron cafeic, carnosol, etc.
Agenti Regenereaza fenolii (sinergism) Acidul ascorbic
reducatori
(RSH)
Antioxidant Indepdrteaz3 oxigenul dizolvat Superoxid dismutaza,
enzimatic sau speciile oxidative glutation peroxidaza, glucozo-
oxidaz-catalaza
Antioxidanti cu Regenereaza antioxidantii Fosfolipide (fosfatidil-etanol
functii multiple primari chelatizati cu metale; amina - untura de peste),
reduce hidroperoxizii produsi ai reactiei Maillard
Fitosteroli Previn polimerizarea oxidativa in Polidimetilsiloxan,
metilsiliconici i uleiurile incalzite citrostadienol
etilidenici
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in tabelul 3 sunt prezentati antioxidantii alimentari admisi pe plan
international, cu numarul E asociat or [3].

Tabel 3. Antioxidanti alimentari admisi [Ordinul nr. 438 din 18.06.2002]

Nr. CEE | Denumire

1. Agenti antioxidanti propriu — zisi

E - 300 Acidul L-ascorbic

E - 301 L - Ascorbatul de sodiu

E - 302 L - Ascorbatul de calciu

E - 303 Diacetatul de ascorbil

E - 304 Palmitatul de ascorbil

E - 306 Extractul natural bogat in tocoferoli

E - 307 a - Tocoferolul de sinteza

E - 308 v - Tocoferolul de sinteza

E - 309 8 - Tocoferolul de sinteza

E - 310 Galatul de propil (PG)

E - 311 Galatui de octil

E- 312 Galatul de dodecil

E - 315 Acidul erisorbic

E - 316 Erisorbatul de sodiu

E - 320 Butilhidroxianisolul (BHA)

E- 321 Butilhidroxitoluenul (BHT)

2. Substante care au actiune antioxidanta dar si alte functii

E-220 Anhidrida sulfuroasa

E- 221 Sulfitul de sodiu

E- 222 Bisulfitui de sodiu

E - 223 Pirosulfitul de sodiu

E - 224 Bisulfitul de potasiu

E - 226 Sulfitul de calciu

E - 322 Lecitina

3. Substante care intiresc actiunea oxidantilor primari

E -~ 270 Acidul lactic

E - 325 Lactatul de sodiu

E - 326 Lactatul de potasiu

E - 327 Lactatul de calciu

E - 330 Acidul citric

E - 331 Citratul de sodiu

E-332 Citratul de potasiu

E - 333 Citratul de calciu

E - 334 Acidul tartric

E - 335 Tartratul de sodiu

E - 336 Tartratul de potasiu

E - 338 Acidul ortofosforic

E - 339 Ortofosfatul de sodiu

E - 340 Ortofosfatul de potasiu

E - 341 Ortofosfatul de calciu

E - 372c | Esterul citric al mono - si digliceridelor acizilor grasi alimentari
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Se stie ca nu exista un antioxidant universal, valabil pentru toate produsele
alimentare, ceea ce ridica problema alegerii antioxidantului adecvat. La alegerea
unui antioxidant trebuie sa se tina seama de:

compatibilitatea cu produsul alimentar: de exemplu, galatii sunt
recomandati pentru conservarea unturii si mai putin pentru
conservarea margarinelor i uleiurilor vegetale;

potentialul antioxidant: de exempiu, propilgatlatul poate fi utilizat
singur, in timp ce BHT si BHA sunt utilizati impreuna, in care caz se
obtin efecte sinergetice. La folosirea in comun a BHT si BHA, efectul
antioxidant este dublu fata de suma efectelor individuale. Pentru
antioxidantii fenolici, efect sinergetic se obtine si prin folosirea
acizilor;

tipul de prelucrare a produsului alimentar: in cazul prajirii in grasimi
sau in uleiuri cu adaos de antioxidanti, trebuie sa se aiba in vedere
eventuala lor distilare cu vapori de apa (cazul BHA si BHT) sau
descompunerea (cazul galatului de propil). Deci, in cazul produselor
ce se prelucreaza termic trebuie sa se aibd in vedere rezistenta
termicd a antioxidantilor. Pastrarea activitatii antioxidantilor dupa
incdlzire depinde de distributia acestora intre faza apoasa sau
uleioasa. In general, antioxidantii hidrosolubili sunt distrusi mai
rapid sub influenta caldurii si din acest motiv atat acidul ascorbic cat
si acidul galic se esterifica pentru a creste solubilitatea lor in
grasimi, in care caz sunt mai termorezistenti;

solubilitatea si dispersabilitatea antioxidantului: majoritatea
antioxidantilor sunt sotubili in uleiuri si grasimi, deci vor putea fi
folositi in sisteme alimentare care contin lipide. Acidul ascorbic si
ascorbatii si mai putin galatul de propil pot fi utilizati in sisteme
alimentare hidrofile;

modificarea culorii produsului: modificarea poate fi rezultatul
combinarii antioxidantului cu anumite componente ale produsului
(cazul galatului de propil), modificdrii culorii antioxidantului Tnsusi
(cazul BHA, care in prezenta de Na si K da un produs colorat in roz);
aciditatea sau alcalinitatea produsului alimentar: in produsele acide
se recomanda folosirea antioxidantilor fenolici care au caracter acid,
deoarece in caz contrar isi pierd eficacitatea, mai ales la temperaturi
ridicate;

modul de aplicare a antioxidantului: antioxidantul poate fi incorporat
direct in grdsimi si uleiuri, poate fi pulverizat la suprafata
produsului, poate fi incorporat in purtatori” (sare, condimente), sau
in folia de ambalaj, de unde migreaza in produs in timp.

Antioxidantii au un domeniu larg de utilizare, cuprinzand grasimi animale,
uleiuri vegetale, produse cu continut variat de lipide, ambalaje pentru grasimi sau
produse alimentare bogate in grasimi, produse cerealiere, peste si produse din
peste, guma de mestecat etc. In legaturd cu aceste utilizari, trebuie sa se tina

seama de:

concentratia antioxidantului care produce efect maxim (optim); n
acest caz trebuie sa se tind seama si de continutul produsului in
antioxidanti naturali (tocoferoli, vitamina E, lecitind, acid ascorbic
etc.);
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o temperatura de prelucrare a alimentului, pentru produsele care se
prelucreaza termic, mai ales prin frigere, prdjire, coacere. La
temperaturi mai mari de prelucrare termicd, nivelul de antioxidant
adaugat trebuie sa fie mai mare;

 prezenta factorilor prooxidanti: de exemplu, in prezenta metalelor
sau a aciduiui sorbic adaugat ca fungistatic la unt in concentratii de
0,05-0,1% se accelereaza rancezirea untului chiar in prezenta unei
concentratii optime de antioxidant.

in prezent cercetdrile asupra antioxidantilor se concentreaza asupra mai
multor directii [79]:

o stabilirea concentratiilor si combinatiilor optime de antioxidanti
pentru fiecare tip de alimente;

e evaluarea toxicitatii si a eventualelor efecte secundare ale
antioxidantilor, in special a celor de sintez3;
propunerea unor alternative naturale;
stabilirea caracteristicilor structurale care confera diverselor
substante capacitdti antioxidante

Atat din punct de vedere economic cat si toxicologic, este recomandat sd se
reducd la minimum concentratia de antioxidant, prin asocierea acestuia cu un alt
antioxidant primar sau prin asociere cu un sinergetic. De exemplu, asocierea a
0,01% BHA cu 0,02% palmitat de ascorbil permite dublarea perioadei de inductie in
cazul unturii de porc, in comparatie cu actiunea fiecarui antioxidant in parte. Pentru
BHA si BHT efectul de sinergism se manifesta la 2,5 ppm BHA + 5 ppm BHT [3].

Tot mai multe foruri stiintifice, considera ca o mare parte dintre antioxidantii
de sintezd, n special BHA si BHT cresc riscul cancerului prin acumularea lor in
tesuturi, determinadnd hepatomegalie si intarziind dezvoltarea celulard [80]. Tabelul
4 reda eventualele reactii negative ce pot aparea in urma consumului de alimente ce
contin anumiti antioxidanti. Pe de altd parte, Joint FAO/WHO Expert Comittee on
Food Additives considera ca desi BHA si BHT produc reactii alergice, sunt
anticarcinogenici §i au stabilit ca doza zilnica acceptabild este de 0-0,5 mg/Kg corp
pentru BHA si 0-0,3 mg/kg corp pentru BHT [81].

Tabel 4. Reactii negative posibile in urma consumului de alimente ce contin
anumiti antioxidanti

Nr. cod Eventuale reactii negative
0 1
E-300 Se administreaza cu precautie, in cantitati mari produce diaree, atacd smaltul
dintilor i formeaza calculi la rinichi.
E-302 Stimuleaza acumularea oxalatilor de caldu, ceea ce determing, in timp,
formarea de calculi renali.

E-303 Aceleasi readijii ca si ale vitaminei C, E300.

E-304 Aceleasi readtii ca si ale vitaminei C, E300.

E-310 Risc de reactii alergice, tulburdn gastrice, afectiuni dermatologice. Interzis in
hrana copiilor deoarece duce la tulburdri sanguine, methemo-globinemie.
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0 1
E-311 Risc de reactii alergice; tulburari gastrice, afectiuni dermatologice (eczeme).
E-312 Risc de reactji alergice; tulburdri gastrice, afectiuni dermatologice (eczeme).
E-319 Greata, voma, readtii delirante; o doza de 5 g este considerata letala.

Risc de reactii alergice, cancer, hiperactivitate, efect estrogenic, creste nivelul de

E-320 colesterol din sange. Interzis in hrana pentru copii si bebelusi.

Risc de readii alergice, cancer, hiperactivitate, efect estrogenic, creste nivelul de

E-321 colesterol din sdnge. Interzis in hrana pentru copii si bebelusi.

Desi principiile care stau la baza utilizarii antioxidantilor nu s-au schimbat in
ultima jumatate de secol, alternativele naturale capteaza in prezent un mare
segment al pietei [82]. Antioxidantii naturali sunt compusi chimici cu structuri
complexe. Pot fi divizati in urmatoarele categorii [78]:

o Enzime, cum ar fi superoxid dismutaza (SOD), catalaza si glutation
peroxidaza, care diminueazd generarea de specii oxigen reactive
(ROS) prin indepartarea potentialilor oxidanti sau prin transformarea
ROS/RNS (specii nitrogen reactive) in compusi relativ stabili. SOD
catalizeaza transformarea radicalului superoxid in peroxid de
hidrogen, care apoi poate fi transformat, cu ajutorul catalazei, in
apa si oxigen molecular. Anionul superoxid nu este deosebit de
reactiv dar in reactie cu metalele tranzitionale cum ar fi fierul se
poate transforma in unul din cei mai reactivi radicali: radicalul
hidroxil. Glutation peroxidaza (GPx) reduce peroxizii lipidici (ROOH)
la molecule stabile, non-toxice de hidroxizi (ROH). Aldturi de
fosfolipaze, GPx poate converti hidroperoxizii fosfolipidici (PL-OOH)
la hidroxizi fosfolipidici (PL-OH).

e Proteine cu masa moleculara mare, cum ar fi albumina,
ceruloplasmina, transferina si  haptoglobina, care toate sunt
prezente in plasma, si care leagda metalele redox active limitand
producerea de radicali, catalizatd de acestea. Albumina si
ceruloplasmina pot lega ionii de cupru, iar transferina cei de fier.
Haptoglobina leagd proteinele ce contin hem, proteine ce au
activitate pro-oxidanta.

e Antioxidanti cu masa moleculara mica, subdivizati in antioxidanti
liposolubili (tocoferoli, carotenoide, chinone, bilirubine si anumiti
polifenoli) si hidrosolubili (acid ascorbic, acid uric si anumiti
polifenoli). Acestia actioneaza n special prin captarea radicalilor
liberi.

Binecunoscuti intre acestia sunt polihidroxifenolii de tipul flavonoidelor,
tocoferolilor, antocianilor, etc. Se stie ca activitatea antioxidantd a
polihidroxifenolilor depinde de prezenta gruparii hidroxil, dar aceasta nu este
singurul motiv al activitadtii lor. Prezenta unui lant alchilic in pozitia para este
favorabild delocalizarii electronice si stabilizarii fenoxiradicalilor formati in timpul
reactiei in lant:

PhOH + ROO- ——» PhO-+ ROOH
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unde ROOH si ROO- reprezinta hidroperoxidul rezultat in urma oxidarii si respectiv
radicalut provenit prin scindarea hidroperoxidului, iar PhOH si PhO- reprezinta
antioxidantul fenolic si respectiv radicalul fenoxi. Similar, gruparile donoare de
electroni din pozitia orto maresc stabilitatea radicalului fenolici ducand la obtinerea
unui mai bun efect inhibitor. O a doua grupare hidroxil in pozitia orto sau para
afecteaza stabilitatea prin rezonanta. Produsii oxidarii sunt o - si p — chinone. In
cazul m - dihidroxibenzenului formarea chinonelor nu este posibila. Activitatea
antioxidanta mai bund a acidului 3,4-dihidroxicinamic decat a acidului 3-metoxi-4-
hidroxicinamic este explicatd de prezenta a doua grupari hidroxil [83]. Trei grupari
hidroxil vicinale maresc si mai mult activitatea antioxidanta, cum este cazul acidului
galic [84].

Introducerea unor zaharuri in structura unor flavonoide (hiperozida,
quercitrind, rutind, neohesperidind si hesperidind, kuromanina, keracianina, etc.)
duce la scaderea activitatii antioxidante a acestora datorita efectelor sterice de
mascare [84]

Studii electrochimice si calcule cuantice asupra compusilor cu inele de tipul
1,2 si 1,3 dihidroxibenzen (de exemplu catechina):

si asupra altor flavonoide au aratat ca oxidarea are loc in inelul B.

Cand inelul B nu poseda a doua grupare hidroxilica, cum ar fi in galangina:

inelul A are rol antioxidant. Oricum, datele obtinute din aceste experimente depind
puternic de pH-ul solutiilor datorita echilibrului de protonare-deprotonare a
gruparilor hidroxil in inelele A si B [84].

Un factor important pentru o cat mai mare eficientd a antioxidantilor il
reprezinta gradul lor dispersie in grasime, compozitia si caracteristicile coloidale ale
fazei lipidice [85]. Cresterea temperaturii duce la scaderea stabilitdtii antioxidantilor
[86]. Timpul este un alt factor important. Pe durata procesarii alimentelor, chiar si o
scurtd intarziere la addugarea antioxidantului poate reduce semnificativ calitatea
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acestora. Antioxidanti binecunoscuti cum ar fi vitamina C, superoxid dismutaza,
vitamina E sau melatonina pot deveni pro-oxidanti daca au fost adaugati in cantitat;
prea mari [87]. Controlul oxidarii devine astfel un proces complex, pe langa o
combinatie potrivita de inhibitori fiind importante si modul de procesare a
alimentelor, modul de ambalare, restul ingredientelor prezente, etc.[88].

I.3.3. Masurarea activitatii antioxidante/antiradicalice

Metodele de evaluare a activitatii antioxidante se bazeaza pe identificarea
mecanismelor antioxidative in conditii variabile. Selectarea unei anumite metode
trebuie s3 tina cont de tipul de produse in care se intentioneaza utilizarea
antioxidandului. Metodele de examinare a activitatii antioxidante pot fi divizate in
doua categorii [78, 89]:

e masurarea abilitatii de a dona un electron (sau un atom de
hidrogen) unei anume specii oxigen reactive (ROS) sau unui
acceptor de electroni;

e testarea abilitdtii de a Tnlatura initiatorii oxidarii (inhibitia anumitor
enzime, chelarea metalelor tranzitionale, absorbtia radiatiei UV).

in mod obisnuit sunt utilizate urmatoarele metode:
a) Metode spectrofotometrice

Metoda NBT (albastru de nitro tetrazoliu) [90]

Aceastd metodd masoara capacitatea componentelor produselor analizate de
a indepdrta radicalul superoxid, utilizand tehnica colorarii enzimatice. Anionul
superoxid este generat de sistemul xantind/xantinoxidaza (prin oxidarea xantinei
de catre xantinoxidaza) si detectat cu ajutorul reactivului NBT care poate absorbi
superoxidut, schimbandu-si culoarea in albastru-purpuriu. Procesul poate fi urmarit
la 570 nm.

Metoda DPPHe (1,1-difenil-2 picril-hidrazil) [91]

O metoda rapida si simpld pentru mdsurarea capacitatii antiradical a
alimentelor utilizeazd radicalul liber stabil DPPHe (1,1-difenil-2 picril-hidrazil).
Electronul desperecheat din radicalul liber DPPHe are absorbtie maxima puternica la
517 nm (culoare albastru - violet). Culoarea se modificd pana la galben cand
radicalul primeste un H de la antioxidant/antiradical, formandu-se astfel forma
redusa 1,1-difenil-2-picril-hidrazina. Decolorarea este cu atdt mai intensda cu
activitatea antioxidantd/antiradicalica a compusului studiat este mai mare.

Metoda decolorarii_cationului ABTSe+ (acid 6-sulfonic 2,2’-azinobis (3-etil-

benzotizolingd) [92]

Metoda spectrofotometricd are la baza utilizarea radicalului cationului
ABTSe+ si este una dintre cele mai folosite metode de determinare a activitatii
antioxidante a extractelor vegetale. Metoda poate fi aplicatd atat pentru compusi
hidrofilici cat si pentru cei lipofilici 5i se bazeaza pe capacitatea antioxidantilor de a
»Stinge” radicalul ABTSe+, care este un cromofor albastru/verde, cu maxim de
absorbtie la 734 nm, in comparatie cu analogul hidrosolubil al vitaminei E (Trolox).

BUPT



54 1. Stadiul actual al cunoasterii in domeniu

Metoda FRAP (ferric reducing ability of plasma) [93]

Metoda FRAP utilizeazd o reactie de oxido-reducere pentru masurarea
capacitatii probelor de a reduce Fe3* la Fe?*. Reactivul necesar determindrilor este
numit reactivul FRAP. Acesta se prepara din: tampon acetat, pH-3,6; solutie de
FeCls; si clorhidrat de 2,4,6 tripiridil s-triazind. Procesul se urmareste prin citirea
absorbantei la 593 nm.

Metoda bazatd pe actiunea oxidantd a KMnO,, in mediu acid [94]

Pentru determinarea capacitatii antioxidante a diferitelor alimente sau
preparate a fost propusd o metoda rapida bazata pe actiunea oxidanta a KMnQ, in
mediu acid, asupra majoritatii substantelor reducadtoare vegetale. Esenta metodei
consta in determinarea vitezei de decolorare a unei solutii de KMnQ,, in mediu acid,
care contine produsul de cercetat.

Evaluarea activitdtii antioxidante bazatd pe sistemul B-caroten/acid linoleic

[95]

Metoda se bazeaza pe oxidarea unei emulsii de B-caroten/acid linoleic,
oxidare care este urmarita spectrofotometric la 470 nm.

b) Metode electrochimice

Metoda EAAT (electrochemical antioxidant activity tester) [96]

Metoda EAAT are la baza masurarea capacitatii antioxidantilor de a inlatura
radicalului superoxid. Metoda consta in masurarea modificarilor legate de
conductivitatea probei pe masura ce antioxidantii reduc radicalii liberi dintr-o solutie
tampon. EAAT madsoara direct concentratia de reactanti si nu utilizeazd o reactie
secundard cum ar fi schimbarea culorii ca si la alte metode. Cu ajutorul acestei
metode sunt cuantificati toti antioxidantii care inlaturd superoxidul din proba si
anume: flavonoizii, carotenoizii, glutationul, vitaminele, superoxid dismutaza.

Electroliza in flux continuu pe coloand cuplata cu voltametria ciclicd [97]

Electroliza in flux continuu pe coloand cuplatd cu voltametria ciclicd este o
metoda electrochimica simpla pentru determinarea potentialului de semiunda E,,; a
compusilor antioxidanti precum si a numarului de electroni (n) transferati. Cu cat
valorile E,,, sunt mai scazute (mai negative), cu atat activitatea antioxidantd este
mai mica.

c) Metode bazate pe chemiluminescenta

Metoda ORAC (oxigen radical absorbtion capacity) [98]

Metoda masoara degradarea oxidativa a fluoresceinei ca urmare a reactiei
cu anumiti radicali liberi. Intensitatea semnalului fluorescent descreste pe masura
oxidarii acesteia (masuratorile se fac la un anumit interval de timp dupa momentul
amestecarii reactantilor - de exemplu 35 de minute). Adaosul unor substante
antioxidante inhibd procesul de degradare. Metoda ORAC nu masoard activitatea
antioxidanta a probelor impotriva tuturor radicalilor liberi, ci doar pentru radicalii
peroxil si hidroxil. Standardele utilizate sunt TROLOX (analog al vitaminei E) pentru
peroxil si acid galic pentru hidroxil.

Determinarea potentialului antioxidant total — metoda TRAP_ (total reactive

antioxidant potential) [99]

Metoda are la baza utilizarea unui generator de radicali hidrofilici si o
substantd care detecteazd acesti radicali (ficoeritrina). In aceasta metoda ca si
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generator de radicali liberi se utilizeaza ABAP, care este un azo-compus: 2,2'-
azobis-(2-amidinopropan). Cuantificarea rezuitatelor se face prin monitorizarea
scaderii fluorescentei ficoeritrinei, la 495 nm, in urma reactiei de oxidare declansata
de catre ABAP.

Determinarea TRAP _prin__intensificarea chemiluminescentei luminolului.

Determinarea indicelui TAR (total antioxidant reactivity) [100]

Principiul determindrii  TRAP prin intensificarea chemiluminescentei
fluminolului este aproape identic cu cel de la metoda de baza, cu deosebirea ca in
tocul ficoeritrinei se utilizeaza luminol. Ca si generator de radicali liberi se utilizeaza
tot ABAP. Metoda se bazeaza pe inlaturarea radicalilor peroxil (ROQe) si
detecteazd majoritatea compusilor cu activitate antioxidantd prezenti in extractele
vegetale.

Valorile TAR se determina prin masurarea scaderii initiale a luminescentei
luminolului dupd aditia unor mici probe de extract.

Variante ale acestor metode se pot obtine prin utilizarea altor substante
chemiluminescente sau al altor generatori de radicali liberi.

d) Determinarea activitatii antiradicalice prin GC/MS [101]

Principiul metodei se bazeaza pe producerea radicalilor liberi prin
descompunerea controlata a AIBN (azo-bis-izobutiro-nitril) si observarea evolutiei
sistemului care interactioneaza cu radicalul galvinoxil prin cromatografie de gaze
cuplata cu spectrometrie de masd. Galvinoxilul este un radical liber stabil in stare
solidd sau in solutie pand la 70°C, in absenta radiatiilor UV dar instabil cand alti
radicali sunt prezenti in sistem.

Alte sisteme generatoare de radicali liberi pot fi considerate si reactiile
Maillard, deoarece acestea sunt sisteme chimice complexe pe parcursul cirora se
formeaza radicali liberi cu structura complexa, cum ar fi: peroxidul sau radicalul
hidroxil. Avantajul utilizarii sistemului Maillard este faptul ca rata producerii
radicalilor liberi nu este foarte mare iar cinetica reactiei este usor de urmarit.
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PARTEA A II-A.

CONTRIBUTII PROPRII

I1.1. Date botanice si farmacologice referitoare la speciile
studiate

II.1.1. BUSUIOCUL [102-111]

Regnul: Plantae
Subregnul: Tracheobionta
Increngatura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Asteridae
Ordinul: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Genul: Ocimum

Specia: Ocimum Basilicum

Busuiocul este o planta anuald, de origine tropicala. Are

; tulpina de aproximativ 60 de cm. Frunzele sunt ovale si
petiolate, de culoare verde-intens pe partea superiocard si verde-gri pe partea
inferioara. Florile sunt albe sau alburii, grupate spiciform spre varful tulpinii si al
ramurilor. Mirosul este pldacut aromat, caracteristic.

Aria de raspandire:

Genul Ocimum este larg raspandit in Asia, Africa si America de Sud si
Centrald. Busuiocul a fost cultivat pentru prima data in India. Astazi se cultiva si in
multe tari din Europa, in special in zona Mediteraneana.

Continut ulei volatil;: 0,2 - 1%, cu compozitia chimica diferita In functie de
chemotipul de la care provine (tabelul 5).

Activitate farmacologica. Utilizare

Putin studiata din punct de vedere farmacodinamic. Utilizat empiric in
tulburdri gastro - intestinale, ca stimulent al digestiei, ca diuretic sau in inflamatii
ale cailor respiratorii. Este un excelent condiment. Uleiul volatil are proprietati
antimicrobiene si antifungice. Se utilizeaza si in industria parfumurilor.
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II.1.2. CIMBRUL [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae
Subregnul: Tracheobionta
fncrengitura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Asteridae
Ordinul: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Genul: Thymus
Specia: Thymus vulgaris

Cimbrul prezinta o tulpind in patru muchii, ramificata, de
~I--e ~e~i ~~fe-ie -~ -~-ieti-a, I''--& d- -i—=" 20
de cm. Frunzele sunt opuse, sesile, sau scurt petiolate, linear lanceolate sau eliptice,
mici, cu marginile intregi si recurbate spre fata inferioara, ceea ce le da un aspect
de tubusoare fine. Florile mici sunt dispuse in verticile reunite in raceme terminale.
Caliciul bilabiat prezinta lobi, pe cadnd corola albd sau rozee este bilabiatd. Mirosul
este caracteristic si gustul aromat.

Aria de raspandire:
Cimbrul este o specie mediteraneand dar care este mult cultivatd de la
gradinile individuale pana la marile culturi in scopul industrializarii plantei.

Compusi chimici identificati: pe langa uleiul volatil (1 - 2,5%) mai contine:
tanin, flavone, acizi cafeic, ursolic, oleanolic, rozmarinic si clorogenic, vincenina-2,
n-triacontan, saponine sterolice, glucide, lipide, proteine, vitamine.

Activitate farmacologica. Utilizare

Este utilizat in terapeuticd sub forma de infuzie, indeosebi in tratamentul
tusei si brongitelor, datorita proprietatilor antiseptice si caimante asigurate de timol,
carvacrol si alte componente volatile ale uleiului. Mai prezinta actiune diuretica,
coleretica si antihelmitica fatd de oxiuri, ankilostome si tricocefali. S-a mai pus in
evidentd actiunea secretomotoare, secretoliticd, spasmolitica, stomahica si
carminativd. La actiunea fenolilor se adauga si cea antispastica exercitatd de
flavone.

La supradozare apare o stare de intoxicare caracterizata de voma, gastro-
enteritd, paralizie centrala si exitus, insotite si de o afectare a celulei hepatice,
albuminurie si hemoglobinurie.

O foarte larga intrebuintare isi gaseste in industria alimentara, condiment in
alimentatia casnica si in industria parfumurilor.

Intra in compozitia unor specialitati veterinare utilizate ca tonice, vermifuge
sau cicatrizante.
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II.1.3.COADA CALULUI [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae
Subregnul: Tracheobionta
Increngétura: Equisetophyta
Clasa: Equisetopsida
Ordinul: Equisetalis
Familia: Equisetaceae
Genul: Equisetum
Specia: Equisetum arvense

Coada calului este o planta perena, erbacee, cu douad
feluri de tulpini. Primavara se dezvolta tulpinile simple,
brune, fertile (poarta in varf spice cu spori), inalte de 40
cm. Indatd dupd fructificare, aceste tulpini fertile
putrezesc si in locul lor apar tulpini sterile de 60 cm, mai
subtiri, verzi, mult ramificate, avand ramurile laterale
- dienuce in verticile. Tul.inde ste.le apar la inceputul
verii. In jurul nodurilor, tulpinile sterile au frunzulite solzoase, brune, in forma de
guleras si ramurele aciculare. Acestea sunt mai lungi la baza tulpinii si mai scurte
spre varful ei, dar nu sunt mai lungi decat distanta dintre noduri, ceea ce face
planta in intregime sa aiba infatisarea unui con. In pamant, are un rizom ce creste
oblic, purtdnd la noduri radacini subtiri, precum tubercule. Culoarea tulpinilor este
verde cenusie, mirosul lipseste, iar gustul este usor acrisor.

Aria de raspandire:
Coada calului este o planta extrem de raspandita, frecventd in zona de
campie - munte (paduri, santuri, ogoare). Lipseste doar in Australia si Antarctica.

Compusi chimici identificati: pe 1anga uleiul volatil (tabelul 5) mai contine: 6-8%
dioxid de siliciu, ecvisetonind (saponind), izocvercitrozidd si ecvizetind (flavone),
alcaloizi, dimetil-sulfond, acizi aconitic, malic, oxalic si rezine, saruri minerale.

Activitate farmacologica. Utilizare

Planta are efect antimicrobian, antiseptic urinar, diuretic, bronhodilatator,
remineralizant (datorita continutuilui insemnat de acid silicic si saruri minerale),
diuretic si expectorant. Pentru efectul ei in coagularea sangelui, planta este utila in
sangerari, expectoratii cu sdnge si hemoragii. Prin efectul ei depurativ, coada calului
este un bun remediu pentru prevenirea arteriosclerozei. In tulburarile digestive,
ceaiul din coada calului combate aciditatea crescuta, favorizand vindecarea ulcerului
gastric.

Contra matretei, parul se spald, zilnic, cu fiertura de coada calului, apoi
pielea capului se maseaza cu ulei de masline.

Ceaiul din coada calului, sub forma de gargard, este util in caz de
amigdalita, inflamatii ale mucoasei bucale, stomatite ulceroase, gingivite si
sangerari ale gingiei.
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II.1.4.COADA SORICELULUI [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae
Subregnul: Tracheobionta
fncrengétura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Asteridae

Ordinul: Asterales

Familia: Asteraceae

Genul: Achillea

Specia: Achillea millefolium

Coada soricelului prezintd o tulpina erecta, glabra sau
S e e , -..@._, _mp._ _a_ .amf_a_1. p_ ___
superioara, inalta pana la 80 cm. Frunzele sunt de doua-trei ori penat-sectate, cu
lacinii foarte inguste, usor-pdroase, dispuse altern pe tulpina. Flori dispuse in
calatidii ovoide iar acestea grupate in corinburi. Florile marginale sunt albe sau
trandafirii, uneori nuantate cenusiu, cele centrale tubuloase, hermafrodite si au un
parfum aromatic, acrisor.

Aria de raspandire:

Coada soricelului este o planta erbacee, perena, intalnita de la cdmpie pana
in regiunea subalpind, pe soluri nisipoase, relativ umede, insorite sau umbrite. Este
la fel de bine raspandita in toatd Europa, in tarile Africii de Nord, in Asia si America
de Nord.

Compusi chimici identificati: contine 0,1-0,5% ulei volatil (tabelul 5), acizii
achileic, formic, aconitic, ascorbic, valerianic, palmitic, stearic, miristic, oleic,
linoleic, succinic, salicilic, cafeic, alcool etilic, metilic, flavone, maltoza, zaharoza,
glucoza, arabinoza, galactoza, dextrine, aminoacizi, proteine, taninuri, saruri de fier,
mangan, zinc¢, cupru, cadmiu, nichel, siliciu si calciu.

Activitate farmacologica. Utilizare

Planta contine principii antiinflamatoare, calmante, astringente, aseptice.
Elimind sau limiteaza procesul inflamator, distruge microorganismele, provoaca
strangerea tesuturilor, modereaza secretiile si usureaza cicatrizarea.

Intern se foloseste pentru: stimularea poftei de mancare, anorexie, bronsite,
tuse, rinite, rinosinuzite, alergii, sedativ, colici hepato-biliare, deschinezie-biliara,
balonari, cistite, ascaridioza, ulcer gastric, ulcer duodenal, cancerul organelor,
pelviene, boli de ochi, hemoragii nazale, osteoporoza, hemoragii stomacale.

Uz extern: afectiuni vasculare, exeme, arsuri, contuzii, rani purulente,
ulceratii, hemoroizi, fisurile sinilor, abcese dentare, astm bronsic, mancarimi
vaginale, leucoree, prolaps uterin.

UNIV. “POLITEHNICA ™
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II.1.5.LEUSTEANUL [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae

Subregnul: Tracheobionta
fncrengétura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Rosidae

Ordinul: Apiales

Familia: Apiaceae

Genul: Levisticum

Specia: Levisticum officinale

Raddcina leusteanului este pivotanta si de foarte mari
dimensiuni, putand ating. lungimi d. postc 1 mctru.
Tulpina este groasd, tubulard, inalta de 2-3 metri. Frunzele sunt compuse, dubiu
sectate cu marginea foliolelor dintatd. In plind vara leusteanul infloreste dand
nastere unor flori compuse in forma unor umbrele, de culoare galbena, din care se
vor forma semintele. Gustul si mirosul sunt puternic aromate, caracteristice.

Aria de raspandire:

Este o planta perena, cultivatda in gradina, traieste in medie 7-10 ani.
Leusteanul creste pe soluri grele si reci si este cunoscut si utilizat in toata Europa si
America de Nord, dar probabil are origine asiatica.

Continut ulei volatil: 0,6 - 1% (tabelul 5).

Activitate farmacologica. Utilizare

Principiile active pe care le contine au o puternica actiune terapeutica asupra
aparatului respirator, a aparatului reno-urinar, asupra sistemului endocrin si a celui
imunitar. Este un excelent remediu pentru prevenirea bolilor, atunci cand este
consumat sistematic ca aliment.

Leusteanul poate deveni, atunci cand este dozat corespunzator, un remediu
eficient intr-o multitudine de boli: indigestie, dispepsie (are puternice efecte de
stimulare a secretiilor care ajutd in procesu! de digestie, stimuleaza peristaltismul
tubului digestiv), anorexie (stimulent digestiv si tonic nervos), pete pe pile, reactii
alergice, litiaza renald, raceala, gripa, bronsita.

Este recomandat si in colecistitd, enterita si in colita de putrefactie.

Are efecte antiseptice, expectorante, si madreste capacitatea naturald a
organismului de a combate infectiile.

Uleiul obtinut din leustean scade tensiunea si stimuleaza diureza. Ceaiul
preparat din seminte de leustean linisteste rapid durerile de stomac.
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I1.1.6. MAGHIRANUL [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae

Subregnul: Tracheobionta
fncrengétura: Magnoliophyta

Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Asteridae

Ordinul: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Genul: Origanum

Specia: Maiorana hortensis sau

Origanum majorana

Maghiranul se prezinta ca un subarbust, inalt de 20-50 cm,
cu frunze mici, ovale, tomentoase, de un verde cenusiu, chiar albicioase. Ele sunt
opuse, scurt petiolate, lungi de 2-3 cm, cu marginea intreagd. Florile, albe sau
rozee, sunt grupate in inflorescente globuloase, mici de o jumatate de cm, sunt
plasate sub axila bracteelor dintate pe margini. Intreaga plantd este aromata si cu
gust arzator.

Aria de raspandire:
Originara din Orient, maghiranul s-a extins, fiind cultivat cel mai mult in
tarile din nordul si sudul Marii Mediterane.

Compusi chimici identificati: contine 0,3-0,9% ulei wvolatil (tabelul 5),
aproximativ 2,3% taninuri, n-triacontan, B-sitosterol, acid ascorbic, planteoz3,
zaharoza, alte glucide, pectine, lipide. Frunzele contin un complex flavonoidic
(0,48%) format din Iuteolol-7-glucozida, apigenol-7-glucozida, diosmetina, 7-
glucuronatul diosmetinei, dinatind, vitexina, orientina, timonina si majoranina.

Activitate farmacologica. Utilizare

Produsul vegetal este folosit indeosebi drept condiment, intrdnd in
compozitia a numeroase amestecuri condimentare in industria alimentara. Sub
forma de infuzie este usor stomahic si sedativ, pe cand sub forma de decoct se
administreaza, in asociere cu alte plante, ca sedativ si carminativ. Se recomanda in
unele stari nervoase si mai ales in combaterea insomniilor. De asemenea, are
insusirea de a mari diureza.

Ceaiul mai este cunoscut si pentru efectele sale sudorifice. Este stiut faptul
cad produce transpiratie abundenta si mareste temperatura organismului, de aceea
se recomanda persoanelor care au probleme cu circulatia

Uleiul volatil este mai mult dirijat catre industria parfumeriei.
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II.1.7. MARARUL [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae

Subregnul: Tracheobionta
Increngatura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Rosidae

Ordinul: Apiales

Familia: Apiaceae

Genul: Anethum

Specia: Anethum graveolens

Mararul este o specie anuald. intreaga plantd este
pruinoasd. Frunzele sunt de 3-4 ori penat-sectate.
Lipseste atat involucrul cat si involucelul, iar florile sunt galbene. Fructele sunt
eliptice, turtite dorsoventral, lungi de 2,5-5 mm si late de 1,5-3 mm. Culoarea lor
este brun inchis, cu miros puternic aromat, caracteristic si usor picant.

Aria de raspandire:

Mararul este originar din regiunea mediteraneana si din sudul Rusiei si se
foloseste din cele mai vechi timpuri. Era cunoscut si apreciat de babilonieni, asirieni,
romani pentru proprietatile tdmaduitoare. Mararul a fost intens folosit si in medicina
tibetana (Unani) si in cea indiana (Ayurveda). La un moment dat devine specific
bucatariei Europene. In prezent se cultiva intensiv si in Egipt.

Compusi chimici identificati: fructele de marar contin 2,5-4% ulei volatil (tabelul
5), aldturi de limonen, miristicina si dilapiol, vitamina C, fibre. Mai contine 10-20%
ulei gras.

Activitate farmacologica. Utilizare

Mararul poseda proprietati stomahice, carminative, antispastice si diuretice.
Fiind o foarte buna sursa de fibre, mararul ajuta la reducerea colesterolului din
sange. Ajuta, de asemenea, la normalizarea presiunii sdngelui, datoritd continutului
ridicat de potasiu, prevenind astfe! infarctul sau atacul de cord.

Este utilizat pe scard larga drept condiment, in preparatele de carne si in
alimentatia obisnuitd. Este o planta de neinlocuit, conferind salatelor de cruditdti o
aroma deosebita. Mararul se foloseste de preferinta proaspat si se adduga la sfarsit.
Semintele de marar sunt bune pentru murarea castravetilor, la prepararea fripturilor
la cuptor sau |la prepararea otetului de ierburi aromate.
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II.1.8. PATRUNJELUL [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae

Subregnul: Tracheobionta
fncrengétura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Rosidae

Ordinul: Apiales

Familia: Apiaceae

Genul: Petroselinum

Specia: Petroselinum sativum

Patrunjelul se prezinta ca o planta bianuala, erbacee, avand
inaltimi de 20-80 cm, cu tulpini striate longitudinal, cu frunze
lung pedunculate si bi- sau tripartite in lobi triunghiulari, dintati. In pamant prezinta
0 radacina carnoasa, pivotanta. Florile sunt mici, de culoare alb-verzuie sau galbena
verzuie. Fructele, diachene, sunt organizate pe tipul umbreliferelor, de 3-4 mm
lungime, cu 5 coaste filiforme, doua stiluri divergente, cu gust si miros aromatic,
caracteristic.

Aria de raspandire:
Planta, originara din tarile bazinului mediteranean, atat europene cat si
africane, in prezent este cultivata in toata Europa, America si Asia.

Compusi chimici identificati: 2,5-5% ulei volatil (tabelul 5), flavonozide, vitamina
C, provitamina A, vitaminele B si E, apiol, saruri de fier, mangan, calciu, magneziu,
sodiu si potasiu, fosfor, sulf, iod, clorofila, histidind si aproximativ 20% ulei gras
format indeosebi din gliceroli ai acidului petroselinic.

Activitate farmacologica. Utilizare

Patrunjelul intareste sistemul de apdrare al organismului, stimuleaza
sistemul nervos, este antiinfectios, elimina sau limiteaza procesele inflamatoare,
regleaza ciclul menstrual, este diuretic (elimindnd apa, ureea, acidul uric si clorurile)
si depurativ curatdnd corpul de toxine, antiseptic al sangelui, al tubului digestiv si al
cailor urinare, vasodilatator, antitumoral, antianemic, antirahitic si antiscorbutic.
Patrunjelul stimuleaza expectoratia eliminand din bronhii si plamani substantele
daunatoare, Tmpiedica uscarea conjunctivei si a corneei, favorizeaza cresterea
transpiratiei contribuind si in acest fel la eliminarea toxinelor, este regenerator
capilar, vermifug, stimulent al fibrelor musculare netede (intestinale, urinare,
biliare, uterine).

Neutralizeaza efectele nocive ale tutunului si alcoolului
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II.1.9. OREGANO [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae
Subregnul: Tracheobionta
fncrenga"tura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Asteridae
Ordinul: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Genul: Origanum
Specia: Origanum vulgare

Planta are tulpini drepte, ramificate la partea superioard,
cu tulpina si ramurile de culoare rosietica violacee si

: pubescente. Poate ajunge la 85 cm inaltime. Frunzele
intregi si de dimensiuni moderate, sunt ovale si opuse. Inflorescentele terminale,
corimbiforme, au la bazad bractee rosietice sau violacee, iar florile bilabiate au petale
colorate de un alb de la alb la purpuriu. Caliciul este campanulat. Aroma este cald3,
balsamica.

Aria de raspandire:

Planta creste spontan in tara noastra la marginea padurilor, a tufarisurilor,
prin taieturi de padure si creste puternic insorite. Este raspandita in Europa si Asia si
in special in regiunea Mediteraneanad. Este cultivat pe scara larga in Chile.

Compusi chimici identificati: aproximativ 1% ulei volatil (tabelul 5), taninuri
(cca. 8%), acizi cafeic, ursolic, oleanolic, flavone (apigenol, luteol, naringenol,
kempherol, retusina, vincenina, aurina, leptozidiba), antociani (peonidol si
malvidol).

Activitate farmacologica. Utilizare

Datorita componentelor sale, produsul vegetal ca si diversele preparate din
acesta, poseda proprietati antiseptice, stomahice, antispastice si diuretice, usureaza
respiratia, calmeaza tusea. Are si actiune emenagoga, motiv pentru care se
foloseste pentru declansarea menstruatiei, daca aceasta a fost suprimata in urma
unei raceli. Are efect energizant. Uleiul volatil este puternic antimicrobian.

Oregano are activitate antioxidantd, datorata in particular compusilor
fenolici si flavonoidici. Tindnd cont si de activitatea antimicrobiana impotriva unor
agenti patogeni care se pot intalni in atimente, cum ar fi Listeria monocytogenes,
rezultd ca poate fi utilizat cu bune rezultate in conservarea alimentelor.

Se mai utilizeaza in aromaterapie si in industria parfumurilor precum si in
bucataria mediteraneana.
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II.1.10. ROZMARINUL [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae

Subregnul: Tracheobionta
fncrengétura: Magnoliophyta

Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Asteridae

Ordinul: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Genul: Rosmarinus

Specia: Rosmarinus officinalis

Rozmarinul este un arbust intotdeauna verde, cu aspect de
h N Y - J pati .
plantei sunt de culoare albicioasa, tulpina prezentdnd frunze opuse, lineare,
subulate, sesile, lungi de 2-3 cm si inguste de 1-2 mm, dure, aspre, coriace. Florile,
grupate in ciorchini scurti, axilari sau terminali, sunt bilabiate si au o culoare
albastrd sau alba. Fructele, tetraachene, au culoare bruna, lucioasa. Au miros
puternic aromat iar gustul este aromat si usor amarui.

Aria de raspandire:
Este o plantd de origine mediteraneana, dar se intinde si pana in insulele
Canare, iar cultivat si in America de Nord.

Compusi chimici identificati: 0,22-1,2% ulei volatil (tabelul 5), compusi terpenici,
ceruri, etolide, alcani si alchene, acizi polihidroxi-alcanici, acizi fenolici (acid
rozmarinic, cafeic, gentizic, vanilic, siringic, galic, tanic), substante flavonoidice
(luteolol, apigenol, diosmina, diosmetina, ghencvanina, hispidulina, cirzimaritina,
salvigenina, nepetina, cirzilion), tanin (3,4-8,4%), saponine, acid glicolic, acid
nicotinic, acid ascorbic.

Activitate farmacologica. Utilizare

Rozmarinul stimuleaza circulatia sanguina, din care cauza este utilizat in
tratamentul vertijelor si a migrenelor, actioneaza excitant la nivelul tubului digestiv
datoritd efectului coleretic, colagog si antiflatulent, atigutos si antireumatic,
hipocolesterolemiant. Extractul de rozmarin are puternica activitate antioxidanta cu
implicatii in combaterea proceselor de senescenta.

Uleiul volatil este puternic epileptizant. Se utilizeaza in parfumerie si
cosmetica. Extern se foloseste ca cicatrizant, antiseptic, ca stimulant al pielii
capului.

Varfurile florare se folosesc drept condiment si conservant al unor preparate
din carne.
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II.1.11. TELINA [102, 103, 105-111]

Regnul: Plantae
Subregnul: Tracheobionta
fncrengétura: Magnoliophyta
Clasa: Magnoliopsida
Subclasa: Rosidae

Ordinul: Apiales

Familia: Apiaceae

Genul: Apium

Specia: Apium graveolens

Telina are o tulpind striatd, de 15-40 cm, cu frunze in
forma de pand, intreaga planta avand gust si miros
caracteristice.

‘ra ‘er’span re:
Cunoscutd inca de pe vremea egiptenilor, telina este cuitivatd in prezent in
intreaga lume, in special in zonele cu clima temperat3.

Compusi chimici identificati: 0,01% ulei volatil (tabelul 5), acizi organici alifatici
si aromatici, glucide, aminoacizi, baze purinice, bergapten, vitaminele A, C, B1, B2,
B6, E, K si PP si minerale: fier, calciu, fosfor, potasiu.

Activitate farmacologica. Utilizare

Telina prezinta proprietati diuretice si eupeptice, precum si emenagoge si
ocitocice. Se mai foloseste pentru tratarea hipertensiunii arteriale, afectiunilor
reumatice, gutei si asteniilor sexuale. 3-butilftalida din telind reduce tensiunea
arteriala prin relaxarea vaselor sanguine, relaxare care face apoi posibila dilatarea
acestora, permitand sangelui sa circule cu mai multa usurinta.

Datoritd continutului bogat in vitamine, minerale si diferiti acizi, telina
consumata ca atare sau in salate, este un tonic eficient al sistemului nervos, un bun
remineralizant si aperitiv. Este utild in afectiuni renale (colica renald, litiaza renald),
precum si cardiacilor cu edeme si albuminurie, prin efectul declorurant pe care il
are. Avand proprietati hipoglicemiante, este un bun adjuvant in tratarea diabetului
zaharat. In bronsite are efect expectorant si emolient. Fiind diuretica si depurativa,
este excelenta in curele de sl3bire. Telina sau sucul de telind creste pofta de
mancare si stimuleaza digestia, combate gazele stomacale si intestinale, fiind un
bun diuretic pentru bolnavii de ficat, inima, rinichi si plamani. Sucul de telind ajuta
la eliminarea substantelor toxice in caz de reumatism si gutd, echilibreaza functiile
sexuale, bucurandu-se de reputatia unui foarte bun afrodiziac
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II.1.12. SUBSTANTE IDENTIFICATE IN ULEIURILE SPECIILOR STUDIATE

Datele de literatura referitoare la compusii chimici identificati in speciile
uleiurile speciilor studiate sunt sumarizate in tabelul 5.

Tabel 5. Lista substantelor identificate in uleiurile de busuioc, cimbru,
coada calului, coada soricelului, leustean, maghiran, marar, oregano,
patrunjel, rozmarin si telind [112-150]

busuioc

Bergamoten, Biciclogermacren, Bisabolen, Borneol, Borneol acetat,
B-Bourbonen, Cadinen, §-Cadinen, 1-Cadinol, Camphen, Campbhor,
Carvacrol, Cariofilen, Cineol, Citral dimetil acetal, Citronelol,
Copaen, a-Cuben, pB-Cuben, a-Cubeben, p-Cubeben, B-Elemen, y-
Elemen, 3-Elemen, Estragol, Eugenol, o-Farnesen, p-Farnesen,
Fencon, Germacren, a-Guaien, p-Guaien, &-Guaien, Humulen, -
Linalool, metil-Cinamat, metil-Eugenol, p-Mircen, a-Muurolen, Neral
dimetil acetal, Nerol, B.-Ocimen, o-Pinen, Sabinen, a-Selinen, B-
Selinen, y-Selinen, 8-Selinen, Terpin-4-ol, a-Terpinen, B-Terpinen,
3-Terpinen, Terpine-4-ol, a-Terpineol, Terpinolen, Timol

cimbru

Acid cafeic, Acid labiatic, Apigenin, Cariofilen-oxid, Dolcimen, a-
Felandren, D-Limonen, Linalil-acetat, Luteolin, Naringenin, Octan-
1-en-3-0l, Terpinen-4-ol, Terpinil-acetat, Timo-dihidroquinona,
Timol-metil-ether, Timonin, a-Tuien, a-Tuiona

coada calului

Acid ascorbic, Acid equisetic, Acid equisetolic, Acid monosilicic, Acid
nicotinic, Camferol, Campestrol, Equisetin, Fitol, Fitona, Fucosterol,
Geranilacetona, Palustrin, Quercetina, Riboflavina, p-Sitosterol,
Tiamina

coada
soricelului

Acid ascorbic, Acid formic, Acid salicilic, Acid valeric, Acid
izovaleric, Achilin, 8alpha-angeloxy-Achillin, Apigenin, Apigenin-7-
O-glucozida, Austricin, Azulena, Borneol, Borneol acetat,
Camazulena, Camfen, Camfor, Caproaldehida, Cariofilen,
Centaureidin, Cineol, Citral dimetil acetal, 3p-hidroxi-11a,13-
dihidro-Costunolida, Crizantenil-acetat, 2-Formilbutan, Germacren,
Izoartemisia-cetona, Leucodin, 8-alpha-angeloxy-Leucodin, D-
Limonen, Luteolin, Luteolin-7-O-glucozida, p-Mircen, Neral dimetil
acetal,a-Pinen, p-Pinen, Sabinen, p-Sitosterol, Spatulenol, y-
Terpinen, a-Terpineol, Timol, Triciclena, a-Tuien

leustean

Acid angelic, Acid ascorbic, Cumarina, metil-Eugenol, p-Felandren,
Ligustilida, B-Ocimen, B-Pinen, Terpinil-acetat

maghiran

Borneol, Borneol acetat, a-Cadinol, Camfene, Camfor, Carvacrol,
dihidro Carvona, Cariofilen, Epoxicariofilen, Cineol, Citral,
Citronelol, p-Cimen-8-ol, Dolcimen, Bicicloelemene, Elemol,
Epoxilinalool, a-Felandren, p-Felandren, Geranil acetat,
Biciclogermacrene, Humulen, D-Limonen, Linalool, Linalil acetat,
Mircene, Ment-2-en-1-ol, Nerol, p-Ocimen, o-Pinen, B-Pinen, cis-
Piperitol, Sabinen, Sabinen hidrat, Sabinen hidrat acetat,
Spatulenol, Terpilen, y-Terpinen, Terpineol, Terpinen-4-ol,
Terpinen-3-ol, cis-Tuianol, a-Tuien, Timol, d-Verbenol, Viridiflorol

BUPT



68 I1. Contributii proprii

marar 3,6-dimethyl-2,3,3a,4,5,7a-hexahydrobenzofuran, Carvol,
Carvona, dihidro-Carvona, Dilapiol, DHC, Elemicin, a-Felandren, 8-
Felandren, D-Limonen, 3,9-epoxi-1-p-Mentena, Miristicin, B-
Ocimen, Terpinolen

oregano Acid cafeic, Bisabolen, Borneol, Carvacrol, Cariofilen, Cineol,
Dolcimen, Eugenol, D-Limonen, Linalool, Myrcen, B-Ocimen, o-
Pinen, Sabinen, Terpilen, y- Terpinen, 4-Terpineol, Terpinil acetat,

Timol

patrunjel Apiol, Eilemen, B-Felandren, Limonen, 1,3,8-p-Menthatriena, pB-
Mircen, Miristicin, a-Pinen, B-Pinen, dimetil-Stiren

rozmarin Acid carnosic, Acid rozmarinic, Borneol, Borneol acetat, Camfen,

Camfor, Carnosol, Cariofilen, Crisantenona, Cineol, Dolcimene, a-
Felandren, D-Limonen, Linalool, Mircen, Nerol, a-Pinen, pB-Pinen,
Sabinen, y- Terpinen, Terpinolen, Terpinen-4-ol

telina Apiim, Apiumozida, Bergapten, 3-n-butilftalida, Cariofilen, dihidro-
Carvona, Carvona, Celerozida, Eudesmol, 3-Hexenal, Hex-3-en-1-
ol, Humulena, Izo-imperatorin, Izo-pimpinelin, Ligustilida, D-
Limonen, pB-Mircen, 2-Nonenal, B-Ocimen, pB-Pinen, Sandal,
Sedanolida, Sedanenolida, 5,6-dihidro derivat Sedanenolid, a-
Selinen, B-Terpinen, (3E,5E)-undeca-1,3,5-triena, Xantotoxin

I1.2. MODUL DE OBTINERE AL EXTRACTELOR

Materialul vegetal din care s-au obtinut extractele a fost: (1) - busuioc
(Ocimum basilicum) - partea aeriand; (2) - cimbru (Thymus vulgaris) - partea
aeriand; (3) - coada calului (Equisetum arvense) - frunze; (4) - coada soricelului
(Millefoli flos) ~ flori; (5) - leustean (Levisticum officinale) — frunze; (6) — maghiran
(Maiorana hortensis) - frunze; (7) marar (Anethum graveolens) - partea aeriana;
(8) - oregano (Origanum vulgare) - partea aeriand; (9) - patrunjel (Petroselinum
crispum) - frunze; (10) - rozmarin (Rosmarinus officinalis) - partea aeriana; si (11)
- telind (Apium graveolens) - frunze.

Materialul a fost achizitionat in anul 2004 in cursul lunilor iunie-iulie de pe
piata locald. Din acesta s-au obtinut hidrodistilate prin antrenare cu vapori de apa
sau tincturi, dupa cum urmeaza.

a) Procedeu de obtinere a hidrodistilatelor

S-a utilizat o instalatie de laborator de antrenare cu vapori de apa (figura
5). Dupa ce au fost spdlate cu apad potabild si apoi cu apa distilata, frunzele de
busuioc, leustean, marar si respectiv telina au fost folosite pentru a umple vasul
secundar al instalatiei de antrenare cu vapori; cantitatea de planta utilizata a fost
determinatd prin cantdrire. In urma procesului de hidrodistilare s-au obtinut emulsii
de ulei in apd, cate 200 de mL, care au fost mentinute la frigider. Inaintea efectuarii
analizelor, probele au fost agitate viguros, pentru obtinerea unor emuilsii stabile.

Schema unei instalatii industriale de obtinere a uleiurilor din plante prin
antrenare cu vapori de apa este prezentata in anexa 1, figura 61.
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caldurad caldurd ap3

Figura 5. Schema instalatiei de antrenare cu vapori de apa utilizata pentru obtinerea emulsiilor

b) Procedeu de obtinere al tincturilor

Materialul vegetal, spdlat cu apd potabila si apoi cu apd distilatd, a fost
uscat la temperatura camerei si la lumina difuza si pastrat, timp de aproximativ 30
de zile, in pungi de hartie la intuneric si temperatura camerei.

Pentru obtinerea tincturilor s-a procedat conform schemei din figura 6:

MATERIAL VEGETAL

|

Uscare

l

Maruntire

A 4

Macerare
ETANOL —| (cu agitare intermitent3)

v

REZIDUU <+— Filtrare

|

TINCTURA

Figura 6. Schema tehnologica a procesului de obtinere al tincturilor conform Farmacopeei
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Portiuni de cate 10 g plantd uscatd au fost mdcinate cu un blender, s-au
addugat 100 mL etanol si amestecul a fost Idsat la macerat timp de 10 zile sub
agitare periodicd, dupa metoda descrisa in Farmacopeea Romand [151]. Dupa
trecerea celor 10 zile amestecul a fost filtrat i tinctura rezultata a fost pastratd la
frigider pana la efectuarea analizelor.

I1.3. METODE IMBUNATATITE DE ANALIZA A ACTIVITATII ANTIOXIDANTE

I1.3.1. METODA PERMANGANOMETRICA

Descrierea metodei

Metoda se bazeaza pe oxidarea substantelor organice cu caracter reducator,
aflate in extractele obtinute din plante, ca urmare a reactiei cu permanganat de
potasiu (KMnO,) in mediu de acid sulfuric (H;SO,), reactie in urma cdreia are loc
decolorarea solutiei de permanganat de potasiu. In unele lucrdri din literatura [94,
152, 153] activitatea antioxidantad a extractelor era estimata calitativ, ca fiind invers
proportionald cu timpul de decolorare a solutiei de permanganat de potasiu de o
anumitd concentratie. Acest mod de evaluare prezintda dezavantajul ca nu pot fi
comparate rezultatele obtinute de diversi cercetatori.

Imbundtédtirea adusd metodei consta in aceea ca decolorarea solutiei de
permanganat de potasiu a fost urmarita spectrofotometric, ceea ce a permis
propunerea unei formule pentru estimarea cantitativd a activitatii antioxidante si
clarificarea notiunilor de potential antioxidant, putere antioxidantd si capacitate
antioxidantd [154-156]. Metoda a fost aplicatéa pe hidrodistilate si tincturi obtinute
din busuioc, leustean, marar si telina conform 11.2.3) si b).

Reactivi
Permanganat de potasiu, acid sulfuric, acid ascorbic p.a. (CsHgOg) (Merck) si
alcool etilic (Chimopar, Bucuresti).

Aparatura

Pentru obtinerea hidrodistilatelor s-a utilizat o instalatie de antrenare cu
vapori de apa (figura 5); pentru urmarirea reactiei s-a utilizat spectrofotometrul
SPEKOL 10 (Cart Zeiss, Jena), dotat cu cuve de cuart de 30 de mL (grosimea cuvei:
1,5 ¢m) si cu agitator magnetic; acesta a fost cuplat cu o placé de achizitie (Axxi-
chrom 727 computer interface, Axxion Chromatography, Inc. USA) si cu un
calculator Pentium II.

Mod de lucru

In prima etapa s-a preparat amestecul oxidant constdnd din: 1,5 mL
permanganat de potasiu, 0,01 M; 3,5 mL acid sulfuric 2M si (20-v) mL apa distilat3,
unde ,v” este volumul de proba (mL) de analizat. Acesta a fost introdus in cuva de
cuart a spectrofotometrului (de 30 de mL) si s-a pornit agitarea. S-a adaugat proba
si simultan s-a pornit inregistrarea semnalului spectrofotometric, la 530 nm
(lungimea de undd@ Anmax caracteristicd permanganatului de potasiu), pana la
obtinerea unei valori constante; momentul adaugarii probei s-a considat momentul
zero. Placa de achizitie adaptatd spectrofotometrului a convertit semnalul
spectrofotometric in mV si rezultatele au fost afisate sub forma unor perechi (timp;
semnal) care au putut fi exportate in programul Microsoft Excel pentru calcule
ulterioare. Aditional a fost utilizat pentru calcule si programul Microcal Origin 4.1.
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I1.3. Metode imbunatatite de analiza a activitétii antioxidante 71

Variatia concentratiei de permanganat de potasiu a fost determinata pe baza
unei drepte de etalonare. Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute la
addugarea de acid ascorbic 0,001 M (3 mL).

Rezultate obtinute
Dreapta de etalonare pentru permanganat de potasiu §i ecuatia
corespunzatoare sunt prezentate in figura 7.

250

200
S
3 150
E
g 100 - y=3821328x+0,929

R®=0,9959
50
0 . : : :
0 0.0001  0.0002 00003  0.0004  0.0005 0.0006  0.0007

concentratia permanganatului de potasiu (mol/1)

Figura 7. Dreapta de etalonare pentru permanganat de potasiu
in amestecul oxidativ

in ecuatia din figura 7, ,y” reprezintd semnalul spectrofotometric (mV) iar
~X” reprezintd concentratia de permanganat de potasiu (mol/L) in amestecul
oxidativ. Pe baza acestei ecuatii, concentratia de permanganat de potasiu (x) poate
fi determinata din valoarea semnalului spectrofotometric (y) cu formula:

x = ¥-0929 (I1.3-1)
381328

Pasul urmator a constat in reprezentarea variatiei in timp a concentratiei de
permanganat de potasiu, calculatd cu ajutorul ecuatiei (II1.3-1), la addugarea a
diferite volume din probele analizate. S-a constat ca forma curbelorAdiferé de la o
probd la alta si depinde de cantitatea de hidrodistilat addugata. In figura 8 se
prezintd forma curbelor rezultate la ad3dugarea a 0,5 mL, 1 mL, 2 mL si respectiv 3
mL emulsie de telina.

Pentru cantitati mici de emuilsie luata in lucru se remarc3, asa cum era de
asteptat, descresterea concentratiei de permanganat de potasiu in timp. Pentru
cantitati mai mari de emulsie addugata forma curbelor obtinute este diferitd (figura
8, curbele 3 si 4). Descresterea rapida a concentratiei este urmatd de o falsa
crestere datoratd probabil formarii particulelor de dioxid de mangan (MnO,) care
ulterior precipita, ceea ce determina o noud descrestere.

Se presupune ca in prima etapd, corespunzatoare descresterii rapide a
concentratiei de permanganat, sunt implicate substante cu activitate antioxidanta
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ridicat3, care sunt capabile s& reducd Mn (VII) la Mn (II). in etapa urmdtoare
reactioneazd substantele cu activitate antioxidantd mai scazutd, care reduc Mn (VII)
numai pana la Mn (IV) - MnO,. In prima faza a acestui proces, particulele coloidale
de MnO; formate induc difuzia luminii si astfel o falsd absorbtie. Ulterior o parte din
particulele de MnQO, incep sd precipite si o alta parte sunt probabil dizolvate de
acidul sulfuric din mediul de reactie, ceea ce duce la descresterea absorbtiei.

Falsa absorbtie indusa de formarea particulelor de MnO, este un fenomen
nedorit. S-a observat ca acest fenomen poate fi controlat dacd solutia de
permanganat de potasiu este proaspat preparata si viteza de agitare este ridicata.
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Figura 8. Variatia in timp a concentratiei permanganatuiui de potasiu
la addugarea a 0,5 mL, 1 mL, 2 mL si respectiv 3 mL emulsie de telind

in literatura de specialitate se utilizeaza trei termeni pentru a descrie
activitatea antioxidanta: potentialul antioxidant (referitor la potentialul de oxido-
reducere care poate fi evaluat prin metode electrochimice), puterea antioxidanta
(referitor la viteza de reactie a antioxidantului cu sistemul oxidativ) si capacitatea
antioxidanta (referitor la cantitatea de oxidant ,neutralizatd” de catre un anumit
volum de proba, raportatd la cantitatea de oxidant ,neutralizatd” de acelasi volum
dintr-o solutie de o anumitd concentratie a unui antioxidant cunoscut, de exemplu
vitamina C).

Metoda permanganometricd permite determinarea puterii si a capacitatii
antioxidante.
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puterea antioxidanta
-dC(permanganat de potasiu)/dt

concentratia permanganatului de potasii

(mol/l)

11.3. Metode imbunatitite de analiza a activititii antioxidante
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Figura 9. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu

dupa addugarea a 3 mL emulsie de busuioc

in figurile 9 si 10 se exemplificd modul de determinare a puterii
antioxidante, in cazul emulsiei de busuioc. S-a procedat in modul urmator: in prima
etapd s-a reprezentat grafic variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa
addugarea unui volum determinat (in acest caz 3 mL) de proba (figura 9).
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Figura 10. Variatia puterii antioxidante in timp
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In a doua etapd, curba obtinutd a fost derivatd cu ajutorul programului
Microcal Origin 4.1.; pasul urmator a constat in reprezentarea evolutiei puterii
antioxidante, exprimatd ca derivata cu semn schimbat a concentratiei de
permanganat de potasiu in functie de timp (figura 10).

Se observad scaderea foarte accentuata a puterii antioxidante dupa primele
3-4 minute. Programul permite redarea rezultatelor fie sub forma grafica fie sub
forma tabelara. In tabelul 6 este redata variatia puterii antioxidante, pentru cele 4
emulsii studiate, in primele 4 minute.

Tabel 6. Puterea antioxidantd a emulsiilor de busuioc, leustean, marar si
elind

Puterea antioxidanta (mol/L-min)
Timp emulsia emulsia emulsia emulsia
(min) de busuioc de leustean de marar de telina
0 4,70-10™* 5,96-10 5,65-10° 0,00167
1 3,95-107 8,69-10°° 2,57-10° 1,46-10¢
2 8,99-10° 8,26-10°° 7,39-10° 3,28-107°
3 9,08:10°® 6,52:10°® 1,39-10° 1,80-10°°
4 4,58-10°° 3,93-10° 6,30-107 8,39-10°°

Se obisnuieste exprimarea capacitatii antioxidante ca si cantitatea dintr-un
anumit antioxidant cunoscut (acid ascorbic, trolox, etc.), care are acelagi efect
antioxidant cu 1g (sau 1 mol, sau 1 mL, etc.) din proba analizatd [4]. Intrucdt pdnd
in prezent nu s-au facut determindri cantitative ale capacitatii antioxidante folosind
metoda permanganometricd, a fost necesard introducerea unei formule pentru
calculul acesteia si anume [154]:

CA = Nprobd  Cstandard Vemuisie (I.3-2)
Nstandard  Mplants 100

unde: CA - capacitatea antioxidanta (mmol/qg);
Nprobd  Nstandard — Numarul de moli de oxidant redusi dupd addugarea

unor volume egale de proba si respectiv standard;
Cstandard - concentratia standardului (mmol/mL)

Mplants - Masa (g) de planta proaspata supusa hidrodistilarii;

Vemuisie - Volumul (mL) de emulsie obtinuta.

In tabelul 7 sunt redate valorile capacitatilor antioxidante pentru emulsiile
studiate, calculate cu ajutorul formulei (I1.3-2). S-a lucrat cu cate 3 mL de proba3,
concentratia acidului ascorbic a fost 0,001 mmol/mL, iar volumul de emulsie
obtinutd a fost de 200 mL. Determinadrile au fost facute imediat dupd obtinerea
emulsiilor i apoi la o luna diferenta.

Dintre emulsiile studiate se remarcd emulsia de telind, care are cele mai
ridicate valori atat pentru puterea cat si pentru capacitatea antioxidanta. Se observa
de asemenea, in toate cazurile, descresterea in timp a capacitatii antioxidante,
datorita cel mai probabil prezentei oxigenului in recipientele de pastrare a probelor.
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Tabel 7. Capacitatea antioxidanta (CA) a emulsiilor de busuioc, leustean,
marar si telind

Planta CA CA (mmol/g) dupd o
(mmol/g) lunad
busuioc 1,33 x 10 8,5 x 10°
leustean 1,1 x 10° 8,1 x 10°
marar 1,63 x 10 1,48 x 10
telind 5.8 x 107 2,53 x 10°°

Metoda permanganometricd are aplicabilitate in special in cazul extractelor
apoase si mai putin in cazul tincturilor, cand permanganatul de potasiu in mediu
acid reactioneaza si cu solventul (alcool etilic). Totusi, anumite aprecieri calitative se
pot face, dupa cum se observa din figura 11. Astfel comparand curba 1
corespunzatoare unui adaos de 0,2 mL tincturd de telind, cu curba 2
corespunzatoare unui adaos de 0,2 mL tincturd de busuioc, se observa o scadere
mai accentuatd si mai bruscd a concentratiei de permanganat de potasiu (deci o
capacitate si o putere antioxidantd mai mare) in cazul tincturii de telind, in conditiile
in care cantitatea de etanol a fost aceeasi (intrucat tincturile au avut aceeasi
concentratie). Influenta alcoolului etilic asupra procesului se remarca din
compararea figurii 11 (curba 1) cu figura 8 (curba 4); astfel numai 0,2 mL de
tinctura de telind adaugati provoacd o descrestere mai accentuata a concentratiei de
permanganat de potasiu decat 3 mL de hidrodistilat de telina.
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Figura 11. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu in timp dupa adaugarea unor
volume egale (0,2 mL) de tinctura de telind si respectiv de busuioc

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [154].
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Avantaje si dezavantaje ale metodei

Metoda permanganometrica propusa este o metoda simpld, putin
costisitoare, care nu necesita o aparatura complicatd si permite evaluarea
cantitativa atat a puterii cat si a capacitatii antioxidante.

Dezavantajul major al acestei metode consta in aceea ca, spre deosebire de
hidrodistilate, tincturile nu pot fi analizate cantitativ.

O alta problema este aceea ca hidrodistilatele se obtin in mod uzual din
plante proaspete, a caror masa poate varia in functie de continutul de apa, afectand
rezultatele calcului capacitatii antioxidante. De altfel, hidrodistilatele si uleiurile
esentiale care se pot obtine dupd spargerea emulisiei prezinta in sine o serie de
dezavantaje [3] atunci cand sunt utilizate, printre care: nu contin toate
componentele aromatizante ale materialului de start, intrucat o parte raman in
reziduul de extractie, motiv pentru care pot fi si mai usor oxidate - si deci au o
perioada de valabilitate mai redusa; in cazul uleiurilor volatile concentrate, care se
folosesc in cantitati mici, se pune problema dispersabilitatii in masa produsului
alimentar in care se intentioneaza a se utiliza; datorita volatilitatii lor, uleiurile
esentiale pot fi usor pierdute in cazul aplicarii unor tratamente termice severe cum
ar fi sterilizarea.

O parte din aceste dezavantaje pot fi eliminate prin utilizarea tincturilor
obtinute din plante aromatice.

I1.3.2, METODA CHEMILUMINOMETRICA UTILIZAND LUMINOL

Descrierea metodei

Chemiluminescenta Iuminolului (5-amino-2,3-dihidronaftalazin-1,4-diona)
implicd reactia acestuia in mediu bazic cu agenti oxidanti puternici, cum ar fi apa
oxigenata (H,0,), ducand la emisia unei lumini albastre cu lungimea de unda
maxima in jurul a 420 nm [157]:

~

agent oxidant
—_—
medtu bazic

BUPT



I1.3. Metode imbunatitite de analiza a activitatii antioxidante 77

Reactia este catalizatda de anumiti ioni metalici cum ar fi Cu(II) [158]. Adaosul unei
substante cu efect antioxidant are ca efect reducerea intensitatii semnalului
luminos; cu cat efectul antioxidant este mai puternic, cu atdt semnalul luminos este
mai scazut.

A. APLICATIE PE STUDIUL HIDRODISTILATELOR DE BUSUIOC, LEUSTEAN, MARAR
SI TELINA

Reactivi

Luminol (5-amino-2,3-dihidronaftalazin-1,4-diona) (Merck) si peroxid de
hidrogen (H,0, 30% w/v), sulfat de Cu (II} (CuSQ4), hidroxid de sodiu (NaOH),
carbonat de sodiu (Na,COs) si hidrogenocarbonat de sodiu (NaHCQO;) (Chimopar,
Bucuresti). Toate solutiile au fost preparate din reactivii de puritate analiticd prin
dizolvare in apé distilatd, dupd cum urmeazé: solutia de luminol 2:10°2 mol/L (0,04
g luminol in 100 mL tampon Na,COs/ NaHCO;: 0,539/2,52g); solutia de sulfat de
cupru (II) 4,79-107° mol/L; solutia de peroxid de hidrogen 8,82:103 mol/L (proaspat
preparatd) si solutia de hidroxid de sodiu 10°? mol/L.

Aparatura
Aparatura utilizata a fost descrisd n paragraful II.3.1., iar modul de
preparare al hidrodistilatelor a fost descris in paragraful I11.2.a).

Mod de lucru

Un amestec constand din 5 mL solutie de hidroxid de sodiu, 1 mL solutie de
sulfat de Cu(II) si 3 mL solutie de luminol a fost introdus in cuva de cuart de 30 mL
si supus agitarii (amestec A). Separat, 5 mL solutie de peroxid de hidrogen au fost
diluati la 15 mL fie cu 10 mL de apa, fie cu 7 mL de apa si 3 mL hidrodistilat
(amestec B). Dupa exact 1 minut, amestecul B a fost injectat cu ajutorul unei siringi
peste amestecul A si semnalul luminos emis a fost inregistrat la 420 nm cu lampa
spectrofotometrului stinsa, timp de 20 de minute. Fiecare experiment a fost repetat
de cinci ori.

Placa de achizitie adaptata spectrofotometrului a convertit semnalul
spectrofotometric in mV si rezultatele au fost afisate sub forma unor perechi (timp;
semnal) care au putut fi exportate in programul Microsoft Excel pentru calcule
ulterioare. Aditional a fost utilizat pentru calcule si programul Microcal Origin 4.1.

La cateva secunde dupa combinarea celor doua amestecuri s-a observat
emisia unui semnal luminos corespunzand unui semnal de aproximativ 50 mV,
datorat probabil speciilor oxigen reactive (ROS) deja prezente in solutia de peroxid
de hidrogen care reactioneaza cu luminolul. Acest prim semnal luminos descreste
foarte rapid pana la un minimum. Momentul corespunzator minimului a fost
considerat momentul zero al experimentului. Dupa acest minim, lumina emisa
incepe se creasca incet in intensitate, corelat probabil cu formarea de noi ROS, pana
la un nou maxim (dar nu mai mare de 10 mV) si apoi sa descreasca incet. Spre
deosebire de primul semnal, cel de-al doilea este reproductibil (coeficientii de
variatie calculati au fost de 1% sau chiar mai putin), dupa cum se poate observa in
figura 12.
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Figura 12. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric pentru reactia luminolului cu
peroxidul de hidrogen (experimentele au fost repetate de 5 ori)

Rezultate obtinute

S-a reusit imbundtatirea performantelor metodei descrisa de Novas si colab.
[158] si anume cresterea intensitatii luminii emise, ceea ce a permis urmarirea
spectrofotometrica a reactiei, prin simpla marire a bazicitatii mediului prin adaos de
hidroxid de sodiu (NaOH).

Atunci cand se foloseste un luminometru pentru determindrile de
chemiluminescentd, practica uzuala consta in analiza semnalului luminos emis, la o
anumita perioada de timp de la initierea reactiei. Novas si colab. [158] au comparat
activitatile antioxidante pe baza intensitatii semnaielor luminoase la 6 secunde dupa
amestecare. Dar acel moment de referintd ales este posibil sa nu corespunda
maximului intensitatii semnalului. Procedeul propus de noi, care utilizeaza un
spectrofotometru, permite urmarirea procesului de la inceput pana la sfarsit. Acest
procedeu duce la determinari mai precise deoarece este posibil nu numai sa se
determine cu exactitate maximul intensitatii semnalului (figura 13) ci si s3a se
evalueze si alti parametri, cum ar fi aria semnalului, pentru a fi utilizati in calcule
ulterioare.
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intensitatea semnalului (microV)

fara adaos extract adaos 3 ml adaos 3 ml adaos 3 ml adaos 3 ml
emulsie busuioc  emulsie leustean  emulsie marar emulsie telina

Figura 13. Descresterea maximului intensitatii semnalelor dupa adaugarea emulsiilor studiate
la apa oxigenata

O alt mod de estimare a activitatii antioxidante [159] implica crearea mediei
curbelor ce reprezinta variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator
fiecarui extract si compararea ariei acestora pentru primele 10 minute (figura 14).
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f .
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~e—adaos 3 ml emulsic marar

00y - L

1000 —e—adaos 3 ml cmulsic {elina
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/] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

timp (min)

Figura 14. Media curbelor reprezentand variatia in timp a semnalului spectrofotometric
corespunzator reactiei luminolului cu apa oxigenata in absenta / prezenta emulsiilor studiate

in ambele moduri s-a observat aceeasi tendintd, iar rezultatele au fost
calitativ similare cu cele determinate anterior prin metoda permanganometrica
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(paragraful 11.3.1). Hidrodistilatul

metoda chemiluminometrica.
Prin utilizarea celui de-al doilea mod de calcu! a fost posibil sa se evalueze
atat puterea cat si capacitatea antioxidanta (figurile 15 si 16) a extractelor

studiate.
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Figura 15. Profilul puterii antioxidante pentru emulsiile studiate

adaos 3 ml cmulsic de adaos 3 ml emulsie de adaos 3 ml emulsie dc  adaos 3 ml emulsic de
busuioc leustean marar telina

Figura 16. Profilul capacitatii antioxidante pentru emulsiile studiate
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Puterea antioxidanta, corelata cu viteza reactiei de inhibitie, se considera
a fi direct proportionald cu variatia in timp a ariei dintre cele doud semnale
corespunzatoare reactiei dintre luminol si apa oxigenata, cu si fard extract adaugat
(figura 15).

Pe baza masuratorilor pentru primele 10 minute, capacitatea
antioxidantd a fost considerata ca fiind proportionalda cu aria dintre cele douad
semnale mai sus mentionate: cu si fara extract adaugat (figura 16).

Dacd in cazul metodelor propuse anterior [158-159], exista o
proportionalitate inversa intre madrimile utilizate pentru estimarea activitatii
antioxidante si valoarea acesteia (de exemplu, in figura 14, cu cat este mai micad
intensitatea semnalului luminos cu atat este mai mare activitatea antioxidanta),
estimarea activitdtii antioxidante pe baza metodei imbundtatite este mai intuitiva,
relatia de proportionalitate fiind directa (figura 16).

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei publicatii stiintifice [160].

B. STUDIUL TINCTURILOR UNOR PLANTE CONDIMENTARE PRIN METODA
CHEMILUMINOMETRICA

Reactivii utilizati si aparatura au fost descrise in paragraful 11.3.2.-A Modul
de preparare al tincturilor celor 11 plante analizate a fost descris in paragraful
I1.2.b.

Determinarea activitatii antioxidante prin metoda chemiluminometrica

Amestecul A a fost preparat in modul descris in paragraful 11.3.2.-A.
Separat, 5 mL solutie de peroxid de hidrogen au fost diluati la 15 mL cu 10 mL de
apa si s-au adaugat 0,1 mL din tinctura supusa analizei (amestec B). Dupa exact 1
minut, amestecul B a fost injectat cu ajutorul unei siringi peste amestecul A si
semnalul luminos rezultat a fost inregistrat la 420 nm cu lampa spectrofotometrului
stinsa, timp de 20 de minute. Fiecare experiment a fost repetat de cinci ori.

Rezultate obtinute

Forma curbelor obtinute pentru cele 11 tincturi analizate este redata in
figura 17.

Modul de calcul a fost descris in paragraful I11.3.2-A.

Variatia puterii antioxidante in timp si profilul capacitatii antioxidante pentru
tincturile studiate sunt redate in tabelul 8 si respectiv figura 18.

Atunci cand sunt descrise proprietatile antioxidante ale extractelor din plante
este bine sa se ia in considerare atat puterea cat si capacitatea lor antioxidanta. Cu
cat este mai mare puterea antioxidanta, cu atat extractul actioneaza mai rapid si cu
cat este mai mare capacitatea antioxidanta, cu atat extractul reduce o cantitate mai
mare de agent oxidant.

Dintre tincturile studiate, cele de coada soricelului, rozmarin, maghiran,
cimbru si leustean au avut cele mai ridicate valori ale capacitatii antioxidante (figura
18). Puterea lor antioxidantd a fost de asemenea ridicata la inceputul reactiei dar a
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scazut rapid in timp (tabelul 8). Extractele celorlalte plante studiate, mai putin
eficiente (oregano, busuioc, marar, telind, coada calului si patrunjel), au prezentat
profiluri diferite pentru puterea antioxidanta, cu valori mici la inceput care au
crescut in prima parte a procesului dupa care au scazut din nou (figura 18 si tabelul
8). Acelasi tip de profil a fost observat si in cazul hidrodistilatului de telina (figura
15).

3000 -

Semnal (upV)

——busuioc
—a—telind
marar
—»—coada calului
~¥—leugtean
~—o—maghiran
—+—coada joncelului
——oregano
—=— pétrunjel
rozmarin |
cimbru :
—4—13r3 adaos extract )

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

timp {min)

Figura 17. Media curbelor reprezentand variatia in timp a semnalului
spectrofotometric corespunzator reactiei luminolului cu apa oxigenata in absenta / prezenta
tincturilor studiate

O buna recomandare pentru practica alimentara si/sau medicinala rezultata
ca urmare a acestui studiu este aceea de a combina plante cu ambele tipuri de
profiluri pentru a asigura un efect antioxidant relativ constant si de durata.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [161].

Avantaje si dezavantaje

Metoda propusa este o metoda simpla, putin costisitoare (in special datorita
faptului ca solventul utilizat este apa distilatd) si care nu necesitda o aparatura
complicata.

Principalul dezavantaj al metodei consta in dificultatea raportarii rezultatelor
la un standard, intrucat majoritatea antioxidantilor recunoscuti sunt liposolubili.
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I1.3.3. METODA SPECTROFOTOI‘!ETRICA" CU DPPH PENTRU DETERMINAREA
ACTIVITATII ANTIOXIDANTE

Descrierea metodei

Molecula de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) este un radical liber stabil
din cauza delocalizarii electronului liber asupra intregii molecule. Delocalizarea este
responsabild de culoarea violet a substantei cu Amax In jurul @ 520 nm. Cénd o
solutie de DPPH este amestecatda cu cea a unei substante donoare de atomi de
hidrogen se obtine forma stabild, non-radicalicd, a DPPH-ului (1,1-difenil-2-picril-
hidrazina), cu schimbarea simultand@ a culorii de la violet intens la galben palid
datorat gruparii picril inca prezente [91]:

O,N
L4 + RH
N—N NO;, —> NO; +R.

1,1-difenil-2-picril-hidrazil 1,1-difenil-2-picril-hidrazina

Radicalul obtinut va suferi reactii ulterioare care controleaza stoechiometria
generala (numarul de molecule de DPPH ,neutralizate” de o molecula de donor. De
exemplu cisteina duce la o stoechiometrie 1:1, acidul ascorbic si a-tocoferolul la
2:1. De fapt, din cauza complexuta;u reactiilor secundare, stoechiometria totala nu
este in mod necesar un numar natural cum ar fi 1 sau 2. in plus, prima etapa ar
putea fi Arever5|blla [91].

In metoda originald [162] perioada de reactie recomandat3 a fost de 30 de
minute si aceasta a fost in cele mai multe cazuri urmata. Cercetdri recente [91]
recomandd, din cauza complexitégii proceselor care au loc, urmarirea
spectrofotometricd a reactiei pand la terminare. In unele cazuri rezultatele sunt
prezentate sub forma concentratiei reziduale de DPPH obtinutd pe baza unei drepte
de etalonare. Aceasta este o complicatie inutild tindnd cont de faptul ca DPPH-ul
respecta legea Lambert-Beer in domeniul de lucru [91].

Acesta este motivul pentru care am propus si demonstrat o metodd
imbunatatita de calcul a concentratiei reziduale de radical DPPH care s3 tind cont nu
numai de absorbanta acestuia ci si de cea a formei stabile, non-radicalice.

A. IMBUNATATIREA MODULUI DE EVALUARE A CONCENTRATIEI DE DPPH
Reactivi
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) si acid ascorbic (C¢HgO¢) p.a. (Merck) si
metanol (CH;OH) (Chimopar, Bucuresti).
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Aparatura
Toate experimentele au fost realizate la lungimea de unda de 517 nm,
utilizand un spectrofotometru Ultrospec I1I (Pharmacia-LKB) cu un singur fascicol.

Stabilirea formulei de calcul a concentratiei de DPPH
Lucrand cu concentratie cunoscutd de DPPH (cg = 10™* mol/L in metanol) s-a

determinat coeficientul molar de absorbtie, £, din relatia Lambert-Beer ca fiind ¢,
= 1,14-10* I-mol'l-cm™. Acest rezultat este foarte apropiat de cel obtinut de alti
cercetatori [91]. Coeficientul molar de absorbtie pentru forma stabila, non-radicalica
a DPPH-ului a fost determinata in mod similar si s-a gadsit £,=430 I-molt-cm™.

Bazat pe aditivitatea absorbantei, se obtine:

A=A +A +An =8, -G -1+E-C,-1+0,963 (I1.3-3)

unde: A este absorbanta cititd de spetrofotometru; A, si ¢, sunt respectiv
absorbanta si concentratia radicalului liber DPPH; A, si ¢, sunt respectiv absorbanta
si concentratia formei stabile, non-radicalice a DPPH-ului; A, este absorbanta
metanolului  (solventul) la 517 nm (0,963); [/ este grosimea cuvei
spectrofotometrului (1 cm). Intrucat:

Cy =Co-Cy (I1.3-4)
relatia (1I.3-3), dupa inlocuirea parametrilor cunoscuti, devine:
A-0,963=1,14-10% .c, -1+ 430 (10“’ - c\,) 1 (11.3-5)

Din ecuatia (II.3-5) se obtine, pentru spectrofotometrul cu un singur
fascicul, o relatie simpla (11.3-6) intre c, si A:

A- 1,006

Cy = ———— I1.3-6

Y " 10970 ¢ )

Aceasta ecuatie (II.3-6) ar trebui s3 fie valabild pentru orice
spectrofotometru cu un singur fascicul.

In paralel am efectuat o dreapti de etalonare pentru DPPH, dupd cum se
poate observa in figura 19.

Pe baza ecuatiei liniei de tendinta, redata in figura 19, si fara a lua in
considerare absorbanta formei neradicalice a DPPH-ului, relatia intre valoarea
absorbatei indicata de spectrofotometru, A, si concentratia radicalului liber DPPH ar
fi:

_ A-0,9585

- 11.3-7
v 11462 ( )
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2,3
21 A =11462-c, + 0,9585
R? = 0,9992
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Figura 19. Dreapta de etalonare pentru radicalul liber DPPH

O aplicatie a ecuatiilor (I[.3-6) si (I1.3-7) poate fi ilustrata prin verificarea
lor experimentald asupra activitatii antioxidante a acidului ascorbic. Pentru aceasta
s-a preparat o solutie de DPPH in metanol cu concentratia 10 M si 2,9 mL solutie
au fost amestecati cu 0,1 mL proba (acid ascorbic cu concentratia de 0,4-103 M)
intr-o cuva de cuart 4 mL (grosimea 1 cm) [163]. Modificarile absorbantei au fost
urmarite la lungimea de und3 de 517 nm pana cénd s-a ajuns la un ,platou”.
Experimentul a fost repetat de 5 ori.

Rezultate obtinute

Softul spectrofotometrului Ultrospec III ofera posibilitatea salvarii datelor
sub forma unor perechi timp-semna!l care pot fi exportate in programul Microsoft
Excel pentru calcule ulterioare. Figura 20 aratd descresterea absorbantei dupa
addugarea a cate 0,1 mL solutie de acid ascorbic 0,410 mol/L, in cadrul celor cinci
repetari ale experimentului, Tmpreunda cu media curbelor rezultate. Se poate
remarca marea reproductibilitate a metodei.

Pentru calculele ulterioare a fost folosita media curbelor obtinute. Prin
aplicarea ecuatiilor (I1.3-6) si (11.3-7), datele de absorbanta au fost convertite in
concentratii ale radicalului liber DPPH. Astfel pentru fiecare valoare a absorbantei s-
au obtinut doud valori ale concentratiei. Acestea au fost reprezentate grafic in
functie de timp, pentru a compara rezultatele obtinute folosind ecuatia (II.3-6) cu
cele obtinute folosind ecuatia (I1.3-7) (figura 21).
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Figura 20. Descresterea absorbantei pentru reactia dintre DPPH si acid ascorbic
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Figura 21. Variatia concentratiei reziduale de DPPH,

calculata cu ecuatiile (11.3-6) si (11.3-7)
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Pasul urmator a constat in calcularea coeficientului de variatie (CV) pentru
fiecare pereche de valori ale concentratiei, utilizand urmatoarea formula [164]:

B deviatiastd.

CvV 100 (11.3-8)

medie

S-a gasit ca acesta variaza intre 0,2% (in apropierea momentului de start a
reactiei) si 8,2% (la sfarsitul acesteia). Diferentele sunt datorate formarii difenil-
picril-hidrazinei (a carei concentratie creste in timp) si care nu a fost luatd in
considerare in ecuatia (I1.3-7). Valori ale coeficientului de variatie sub 10% pot fi
considerate acceptabile. Chiar daca forma curbelor din figura 21 este asemanatoare,
consider ca este mai bine sa se utilizeze pentru calculele ulterioare ecuatia (I1.3-6),
intrucat reflecta cu mai multd acuratete procesele chimice care au loc.

Daca variatia concentratiei radicalului_liber DPPH in timp este cunoscutd,
activitatea antiradicalica este usor de evaluat. In prezent nu existd un mod unitar de
a interpreta datele experimentale, intrucat cel putin trei metode sunt utilizate in
mod curent [91, 165].

Astfel unii autori lucreaza cu notiunea de reducere procentualda a DPPH-ului,
uneori numita ,inhibitie” sau ,captare”, definitd de relatia:

A0 —A 00 11.3-9
Q 0 ( )

unde Q este inhibitia, Ay, este absorbanta initialda si A. este valoarea absorbantei
citita dupad o perioada determinata de la adaugarea probei.

Un alt parametru recent introdus pentru interpretarea rezultatelor este
~concentratia eficienta”, notatd cu ECsy sau ICsp, definitd ca si concentratia de
substrat care cauzeaza o scadere cu 50% a activitatii DPPH-ului (culorii).

In unele cazuri rezultatele sunt prezentate sub forma concentratiei reziduale
de DPPH .

Avantajele formulei de calcul propuse

Formula de calcul propusa pentru concentratia radicalului liber DPPH reflecta
mai bine procesele chimice care au loc in mediul de reactie, intrucat ia in calcul
absorbanta ambelor forme colorate ale DPPH-ului. In plus, prin utilizarea acesteia,
dreapta de etalonare nu mai este necesara.

Cu toate acestea, in lumina diferentelor dintre marele numar de sisteme de
testare disponibile, rezultatele unei singure metode pot da informatii insuficiente
asupra activitatii antioxidante a extractelor obtinute din diferite matrici alimentare si
de aceea trebuie interpretate cu precautie. Se recomanda confirmarea rezultatelor
obtinute prin metode aditionale.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [166].

B. METODA NOUA DE EVALUARE A ACTIVITATII ANTIRADICALICE

Diversitatea metodelor de estimare a activitdtii antiradicalice prin metoda
spectrofotometrica utilizand DPPH face dificila compararea rezultatelor obtinute de
diversi cercetdtori [167]. Pentru a usura acest lucru am propus o noud metoda de
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calcul a activitatii antiradicalice/antioxidante prin referirea la unul dintre cei mai
utilizati antioxidanti in industria alimentara, BHT (2,6-di-tert-butii-4-metil-fenol).

DPPH-ul a fost dizolvat in metanol (10™*M). Cate 2,9 mL solutie metanolicd
de DPPH au fost amestecati cu cate 0,1 mL solutie de BHT, in etanol, de
concentratii: 0,34 M; 0,1M; 0,04M; 0,02M; 0,004M; 0,002M; 0,0004M si 0,0002M.
Modificdrile absorbantei au fost urmarite la 517 nm, cu ajutorul spectrofotometrului
Ultrospec III (Pharmacia-LKB), pana la atingerea unui ,platou”. Fiecare experiment
a fost repetat de cinci ori (seria 1, 2, 3, 4, 5 - ,pentaplicat”).

Rezultate obtinute

Utilizdnd ecuatia (I1.3-6), datele de absorbtie au fost convertite in
concentratii ale radicalului liber DPPH. Pentru fiecare set de experimente s-au trasat
curbele corespunzatoare impreuna cu media acestora, dupa cum este exemplificat
in figura 22 pentru adaugarea a cate 0,1 mL solutie BHT de concentratie 0,04M.

0.00012

0,0001

—— media curbelor|

g

°

E

I i

o 0,00008

o .
Q |—— seria 1 |
S 0.00006 ' seria 2 :
© 1 |
? i —e—sena 3

£ 0.00004 - —o_seria4 |
3 : ;
2 |——seria 5 i
o

(&)

0,00002

L

0 —
00:00 02:24 0448 07:12 09:36 12.00 14:24 1648

timp (min)

Figura 22. Descregterea concentratiei radicalului liber DPPH dupa adaugarea a 0,1 mL solutie
de 2,6-di-tert-butil-4-metil-fenol (BHT) de concentratie 0,04M

in acelagsi mod s-a procedat si in cazul celorlalte solutii de BHT cu
concentratiile 0,34 M; 0,1M; 0,02M; 0,004M; 0,002M; 0,0004M si 0,0002M. Pentru
fiecare caz s-a determinat si media curbelor rezultate in scopul utilizarii acesteia
pentru calculele ulterioare.

Pasu! urmator a constat in determinarea timpului pana cand concentratia de
DPPH s-a redus la jumatate, pentru fiecare set de experimente. Prin reprezentarea
valorilor obtinute in functie de concentratia de BHT, s-a gasit o dependenta de tip
putere, cu un foarte bun coeficient de corelatie (R2 =0,98), dupd cum se arata in
figura 23.
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Figura 23. Dependenta dintre timpul de injumatatire a solutiei de DPPH
si concentratia solutiei de 2,6-di-tert-butil-4-metil-fenol (BHT)

Bazat pe ecuatia din figura 23, dacd se cunoaste timpul de injumatatire a
solutiei de DPPH in cazul adaugarii unei probe necunoscute, activitatea antiradicalica
(AA, mol/L) exprimatd in termeni de concentratie echivalenta de BHT (concentratia
unei solutii de BHT care prezintd aceeasi activitate antiradicalicd) poate fi calculata

cu urmatoarea formula:
2299 (23)"
AA =12512 ~| 2 (11.3-10)
t1/2 tl/Z

Trebuie subliniat faptul ca desi pe parcursul calculelor s-a utilizat o ecuatie
care depinde de caracteristicile aparatului utilizat (ecuatia II.3-6), ecuatia obtinuta
in final (I1.3-10) este independenta de acestea. Inseamna ca ecuatia (II.3-10) poate
fi aplicata pentru orice masuratori spectrofotometrice daca se utilizeaza aceeasi
metoda cu DPPH. Dupa cum se observa, formula obtinuta este extrem de simpla si
unicul parametru necesar a fi cunoscut pentru determinarea activitatii antiradicalice
este timpul de injumatatire al solutiei de DPPH.

Ecuatia (II.3-10) poate avea o aplicatie extrem de practica, tindnd cont de
faptul ca se cunosc cantitatile de BHT recomandate pentru fiecare tip de aliment cu
continut de grasimi [168]. Aceasta inseamna ca printr-un experiment extrem de
simplu, de tipul celui descris in acest paragraf se poate aproxima cantitatea
necesara din orice fel de amestec cu proprietati antiradicalice/antioxidante.

O metodd asemanatoare poate fi aplicatd pentru calculul activitatii
antiradicalice (AA) prin raportarea la oricare alt antioxidant cunoscut.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [169].
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C. APLICATIE A NOULUI MOD DE CALCUL LA STUDIUL EVOLUJIEI IN TIMP A
ACTIVITATII ANTIRADICALICE A TINCTURILOR DE BUSUIOC, CIMBRU, COADA
CALULUI, COADA SORICELULUI, LEUSTEAN, MAGHIRAN MARAR, OREGANO,
PATRUNJEL, ROZMARIN SI ]'ELINA

Modul de lucru

Reactivii utilizati si modul de preparare al tincturilor au fost descrise in
paragrafele 11.3.3-B. si respectiv 11.2.b. Pe langa tincturile simple s-a preparat si o
tincturd din urmatorul amestec: busuioc, cimbru, coada soricelului, leustean,
maghiran, oregano s§i rozmarin in cantitati egale. Modul de efectuare al
experimentelor a fost descris in paragraful I1.3.3-B. Tincturile au fost pastrate la
frigider si analizate imediat dupa obtinere, la un an si la doi ani dupad aceea
(perioada maxima de valabilitate a tincturilor fiind de 2 ani [151]).

Rezultate obtinute

Imediat dupa adaugarea fiecarei probe solutia de DPPH a inceput sa se
decoloreze, mai repede sau mai incet in functie de puterea antioxidantd a
extractului studiat. Variatia absorbantei pentru primele 10 minute este redatd in
figura 24 in cazul tincturilor proaspat preparate (a), l1a un an (b) si la doi ani (c) de
la preparare.

Dupa determinarea timpului pana cand concentratia de DPPH s-a redus la
jumatate (t;;,), activitatea antioxidanta (AA) exprimatd ca si concentratie
echivalentd de BHT (mol/l) a fost calculata cu ajutorul formulei (II.3-11), iar
rezultatele obtinute sunt reprezentate grafic in figura 25.

Comparand profilul activitatii antiradicalice pentru tincturile proaspat
preparate din figura 25 cu profilul capacitatii antioxidante determinat prin
chemiluminescenta si redat in figura 18, se remarca acelasi tip de variatie.

23

21
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Figura 24. Descresterea absorbantei caracteristicd DPPH-ului la addugarea a 0,1 mL tinctura:
(a) proaspat preparatd; (b) la un an de la preparare; (c) la doi ani de la preparare

Imediat dupd preparare, cea mai eficientd este tinctura de coada soricelului urmata
de rozmarin, maghiran, cimbru, leustean, oregano si busuioc. Mararul, telina, coada
calului si patrunjelul au cele mai scizute valori atat pentru activitatea antiradicalica
cat si pentru capacitatea antioxidantd. Similaritatea rezultatelor obtinute prin cele
doua metode este motivul pentru care analizele tincturilor la 1 an si la 2 ani de la
obtinere au fost ficute numai prin metoda implicdnd utilizarea DPPH-ului.
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Utilizdnd ecuatia (11.3-6), datele de absorbtie au fost convertite n concentratii ale
radicalului liber DPPH. Pentru fiecare tinctura analizatd s-au trasat curbele
reprezentand variatia in timp a concentratiei de DPPH, corespunzatoare fiecdruia din
cele cinci seturi de determinari, impreund cu media acestora. Pentru calculele
ulterioare s-a utilizat doar media acestor curbe.

Dupa un an, activitatea antiradicalicd a scazut mai mult sau mai putin in
functie de tipul plantei. Tincturile de rozmarin, cimbru, oregano si busuioc au
inregistrat cele mai mici variatii. Cea mai pronuntatd scadere a activitatii
antioxidante o inregistreaza tinctura de coada soricelului care isi pierde locul de lider
in favoarea tincturii de rozmarin. Urmatoarea in clasament este tinctura de cimbru,
la mica distanta de tinctura de maghiran.

Dupa doi ani, activitatea tuturor tincturilor a scazut la mai mult de jumatate.
Lider ramane tinctura de rozmarin, urmata de tincturile de cimbru, coada soricelului
si oregano.

Motivatia care a stat la baza acestui studiu a fost dorinta de a realiza
un amestec de tincturi din plante condimentare, care sd aibd pe langa
efectul aromatizant si efect antioxidant/antiradicalic cat mai mare si mai
constant, pretabil pentru utilizare in industria alimentard. Ca urmare a
rezultatelor prezentate in figura 25, tincturile de marar, telind, coada
calului si patrunjel au fost eliminate, datorita valorilor foarte mici ale
activitatii antiradicalice, urmand a fi studiatd activitatea unui amestec al
tincturilor de coada soricelului, rozmarin, maghiran, cimbru, leustean,
oregano si busuioc. Acestea din urma au fost alese fie pentru valoarea
ridicatda a activitatii antiradicalice (in special tincturile coada goricelului si
de rozmarin), fie pentru constanta acestei activitidti, mai ales in primul an
de la obtinere.

S-au utilizat doua moduri de obtinere a amestecului: (a) prin amestecarea
unor cantitagi egale din tincturile celor 7 plante alese; (b) prin obtinerea directd a
unei tincturi dintr-un amestec constand din cele 7 plante (uscate) iuate in cantitati
egale, conform 4.3.7. Activitatea antiradicalica (exprimatd ca si concentratie
echivalenta de BHT) a extractelor (a) si (b), calculata utilizdnd ecuatiile (I1.3-6) si
(I1.3-10), este redata in tabelul 9.

Tabel 9. Activitatea antiradicalica (AA) a extractului de busuioc, cimbru,
coada soricelului, leustean, maghiran, oregano si rozmarin in functie de
modul de obtinere

Modul de obtinere al Tm;p :'Zn‘iee::;]r g’;';:itz;e’ re AA
extractului DPPH (mol/1)
amestecarea tincturilor (a) 9,2 secunde 0,33
amestecarea plantelor si

obtinerea tincturii 3,7 secunde 0,68
corespunzatoare (b)

Ambele amestecuri prezinta o aroma bogata si placuta. Se observa insa din
tabelul 9 cd activitatea antiradicalicd a amestecului obtinut prin metoda (b) este
dubla fatd de cel obtinut prin metoda (a) si foarte apropiatd de cea a tincturii de
rozmarin (figura 25). Din acest motiv cercetdrile asupra proprietatilor si comportarii
»in situ” a ,mixturii antioxidante” (extractul de busuioc, cimbru, coada
soricelului, leustean, maghiran, oregano si rozmarin) s-au facut pe tinctura
obtinuta prin metoda (b).
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II.4. STUDIUL COMPOZITIEI TINCTURILOR DE BUSUIOC, CIMBRU, COADA
CALULUI, COADA SORICELULUI, LEUSTEAN, MAGHIRAN, MARAR, OREGANO,
PATRUNJEL, ROZMARIN SI TELINA

I1.4.1. CROMATOGRAFIE DE GAZE CUPLATA CU SPECTROMETRIE DE MASA
(GC/MS)

Degi limitata pentru compusii volatili, care reprezinta doar aproximativ 15%
din compusii cunoscuti [170], cromatografia de gaze este totusi o metoda
importantd de identificare a compozitiei unor amestecuri, mai cu seamd atunci cand
este cuplata cu spectrometrie de masa, situatie in care utilizarea standardelor nu
mai este necesara.

Reactivi

Izooctan (2,2,4-trimetil-pentan), cloroform (CHCI;3), etanol (C;HsOH) si
clorura de sodiu (NaCl) (Chimopar, Bucuresti). Tincturile analizate sunt cele
preparate conform I1.2.b.

Aparatura

Pentru toate determinarile s-a utilizat un gaz cromatograf Trace GC Ultra (cu
injector: split/splitless si coloana capilara : BPX-5 , 30m, 0.25 mm D.I., 0.25 pym
f.s), cuplat cu spectrometru de masa cu trapa ionicd MS Polaris Q si cu autosampler
AS 2000; intreaga linie este produsa de Thermo Finnigam. Analizele au fost
efectuate in cadrul Laboratorului Central pentru Controlul Reziduurilor de Pesticide
in Plante si Produse Vegetale, Bucuresti.

Mod de lucru

Extractia din solutiile in alcool etilic s-a efectuat, cu izooctan si cloroform.
Pentru extractie s-a folosit o palnie de separare de 250 mL care a fost spaiata cu
apa bidistilata si alcool etilic dupa fiecare serie de extractie. Pentru fiecare extractie
s-au folosit 10 mL extract alcoolic.

S-a efectuat mai intadi extractia in izooctan. S-au folosit 2 portii a céte 10 mL
de izooctan. Emulsia formata in urma agitarii energice, a fost “sparta » cu solutie
salind de NaCl 50%. S-a separat faza de izooctan de faza alcoolic-apoasa.

Faza alcoolic-apoasa ramasa a fost supusa separarii cu 2 portii a cate 10 mL
cloroform. Emuisia formata in urma agitarii energice, a fost “sparta » cu solutie
salind de NaCl 50%. S-a separat faza de cloroform de faza alcoolic-apoasa.

Conditii GC/MS

Autosampler : volum solutie injectata: 0,1 L ; viteza de injectie:
100 pL/sec.
Gaz Cromatograf : Injector : temperatura : 200°C, split : 50 -1

Gaz purtdtor : (He) 1mbL/min.
Cuptor : initial : 100°C -1 min
rampa 1 : 10°C/min pana la 220°C - 5 min.
rampa 2 : 10°C/min pénd la 250°C - 5 min.
rampa 3 : 5°C/min pand la 300°C - 3 min.

Spectrometru de Mas3: Temperatura sursei : 280°C
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Start achizitie : 2 min.
Microscanari : 3

Timp ionic maxim : 25

Polaritate : pozitiv

Tip scanare : full scan 15-750 m/e

Timp de achizitie : timp de lucru gaz cromatograf 35 min.

Rezultate obtinute

Cromatogramele obtinute sunt redate in Anexa 2. Cea mai mare parte a
picurilor au aparut in primele 15 minute ale analizei. Fiecare proba a fost repetata
de dou3 ori si reproductibilitatea a fost buna. Cu céteva exceptii (cum ar fi tincturile
de busuioc gi de rozmarin), au fost identificate mai multe picuri in faza izooctanica
decét in cea cloroformica. In unele cazuri, cum este cel al tincturilor de coada calului
si leustean, cromatogramele in faza cloroformica nu au pus in evidentd picuri
semnificative, motiv pentru care nu au fost redate.

Spectrele de masa corespunzatoare picurilor din cromatograme au fost
interpretate utilizdnd sub-programul AMDIS al programului NIST 2002.
Interpretarea a fost realizata in cadrul Centrului Regional de Spectrometrie de Masa
al Departamentului de Chimie de la Universitatea McMaster din Canada. Au fost
luate in considerare numai rezultatele cu probabilitatea mai mare de 80%.
Substantele identificate in tincturile analizate, ordonate dupa timpii de retentie, sunt
redate in tabelul 10. Coloanele 4 si 5 arata procentul in care se afld substanta
identificata n faza izooctanica si respectiv cloroformica. Unele dintre picuri nu
prezintd interes: siloxanii provin foarte probabil din umplutura coloanei sau din
septum-ul siliconic al portului de injectie.

Tabel 10. Lista substantelor identificate prin GC/MS in tincturile de busuioc,
cimbru, coada calului, coada soricelului, leustean, maghiran, marar,
oregano, patrunjel, rozmarin si telina

Timpul procentul
Nr Substanta Structura de faza izo- c’;z:z_ Tinctura
retentie | octanica formics
0 1 2 3 4 5 6
0,02% 0,01% maghiran
biciclo[3.2.0]
hepta-2,6-diena
1 Che / 2,38 0,003% - mirar
0,01% - oregano
4,4a,5,5a-
tetrahidro-6,6-
dimetil-,
2 (13,4a,4aa,5aa)-1,4- 2,76 0,13% - patrunjel
metan-1H-ciclopropa ;‘
[d] iridazina ‘N
CsH12N>
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0 1 2 3 4 5 6
1-metilen-2- |
3 benziloxi-ciclopropan 2,77 - 0,002% maghiran
Ci1H;20
- 0,02% g
1-(4-Metilbenzoil)- .
2,3-difenil- 0,02% - patrunjel
ciclopropan
4 (2:3-_ . . 3,17 0,220/0 - cimbru
difenilciclopropil)-
(4-metilfenil)- o _ .
metanona 0,14% rozmarin
Ca3Hz00
~,02% v,us% maghiran
1,5-dimetil-6- 1,32% telind
5 metilen- 322 !
spiro[2.4]heptan ’
CioH16 3,78% - marar
CINEOL
4,7,7-trimethyl-8- (0]
6 oxabiciclo[2.2.2] 3,28 1,89% - rozmarin
octan
CioH180
3-CARENA
3,7,7- 2,12% - cimbru
trimetilbiciclo[4.1.0]
7 hept-3-ena ©>< 3,46
CioHie 0,11% - maghiran
SABINENE HIDRAT
4-metil-1-propan-2-
8 il-biciclo[3.1.0] 3,63 0,15% 0,11% maghiran
hexan-4-ol H
CioH180
DOW CORNING 345 - 0.01% coada
2,2,4,4,6,6,8,8,10,1 Ve ’ soricel.
0-decametil- —si /Sl\ Si~
9 1,3,5,7.9,2,4,6,8,10 | I l 3,75 0,08% - oregano
-pentaoxapenta 0\ ! !
silecan i/ {
C10H300sSi
10713005515 / \ - 0,05% marar.
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10

2,4-
bis(trimetilsililoxi)
benzaldehida
C13H2205Si2

3,77

0,01%

oregano

11

o-OCIMEN
(3E)-3,7-dimetilocta-
1,3,7-triena

CioHi6

3,82

0,12%

busuioc

12

1-metil-2-prop-1-en-
2-il-benzen
CioH12

3,83

0,16%

oregano

0,16%

patrunjel

0,02%

marar

13

B-cis-Ocimen
(32)-3,7-
dimetilocta-1,3,6-
triena

CioHis

3,84

0,74%

0,11%

busuioc

14

SANTOLIN-TRIENA
3-ethenil-2,5-
dimetil-hexa-1,4-
diena

CioHis

3,98

0,73%

maghiran

15

1,3,8-p-
MENTATRIENA
1-metil-4-prop-1-en-
2-il-ciclohexa-1,3-
diena

CioHi4

4,08

0,12%

oregano

0,12%

patrunjei

16

1-metil-3-(2-
metilpropil)
ciclopentan
CioH20

4,51

0,06%

leustean
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1

17

CAMFOLENAL
1-(2,2,3-trimetil-1-
ciclopent-3-enil)
etanona

CioH160

4,62

0,19%

rozmarin

18

1,2,3-
trimetilciclopentena
CsHi4

4,88

0,08%

0,07%

rozmarin

19

1R-a-PINEN
(1S,55)-4,7,7-

trimetilbiciclo[3.1.1]

hept-3-ena

CioHis

4,92

0,07%

madghiran

20

IZOTERPINOLEN
3-metil-6-propan-2-
ilidene-ciclohexena
CioHis

5,10

0,06%

maghiran

0,05%

rozmarin

21

ESTRAGOL
1-metoxi-4-prop-2-
enil-benzen
Ci0H120

5,12

0,60%

0,07%

busuioc

22

dec-3-ina
CioHis

#

5,18

0,22%

marar

23

spiro[2.4]hepta-4,6-
diena
C;Hg

5,25

0,01%

marar

i
'
P
FH
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3

4

24

undec-3-ina
Ci1H2o

5,28

0,31%

marar

25

TETRAMETILSILAN
CaH,2Si

5,45

0,01%

leustean

26

7_
propilidenenorcaran
7-Propylidene-
bicyclo[4.1.0]heptan
CioHis

5,56

0,05%

marar

27

CARVOL, D-
CARVONA
(5S)-2-metil-5-prop-
1-en-2-il-ciclohex-2-
en-1-ona

CioH1a0

5,74

0,23%

cimbru

2,88%

marar

28

2,2,4,4,6,6,8,8,10,1
0,12,12-
dodecametil-
1,3,5,7,9,11-
hexaoxa-
2,4,6,8,10,12-
hexasilaciclododecan
C12H3606Sis

5,75

0,11%

oregano

29

2,7-dimetil-4-
oxabiciclo{4.3.0]non
-6-ena-3,5-diona
Ci0H1203

5,80

0,05%

0,05%

oregano

30

1-etenil-1H-inden
CllHlD

6,21

0,01%

leustean

31

TIMOL
5-metil-2-propan-2-
il-fenol

Ci1oH140

6,31

3,23%

1,32%

cimbru
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o 1 2 3 4 5 6
0, 0, 1
CARVACROL 1,16% 1,16% cimbru
2-metil-5-propan-2-
il-fenol o 0,
32 MW: 150.218 | MF: 6,32 1,85% 1,85% oregano
C10H140
H
0,05% - telind
B-TERPINEN
4-metiliden-1-
propan-2-il- _ L

33 ciclohexena 6,92 0,04% telina
CioHis
tetradec-7-ena /\/\/\/\/\/\/

34 | CiqHzs 7,01 0,06% - leustean
4-(4-clorofenil)-6-
fenil-3H-pirimidin-2- coada

N - 0,
35 ona * 7,78 0,05% soricel.
Ci6H11CIN2O ril (o]
H
C
0,19% - oregano
bis[(dimetil- \ \
trimetilsililoxi- .
- 1 0,

36 silot)oxij-dimetil- Si/O\Si/ / \ 2 80 0.10% rozmarin
silan ‘ /\ /\/5\ /S| ' 0.10% . coada
C12H3504Sis / \ 4 ° calului

- 0,17% marar
CARIOFILEN
(4E)-4,11,11- ~N 0,13% - cimbru
trimetil-8-metliden-

37 | biciclo[7.2.0] 7,95 0,26% - rozmarin
undec-4-ena
CisHas 0,09% - maghiran
3-(2-benziloxifenil)-

38 | 1-fenil-propan-1-ona 7,97 0,01% - telind

C22H200:

O A ™

Py
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39

2-(3-metilbut-1-
inil)ciclohexen-1-
carboxaldehida
C12H160

8,74

0,12%

busuioc

40

GERMACREN D
(1Z,6Z2)-1-metil-5-
metiliden-8-propan-
2-il-ciclodeca-1,6-
diena

9,11

0,10%

busuioc

41

MIRISTICIN
4-metoxi-6-prop-2-
enil-
benzo[1,3]dioxol
C11H1203

9,21

0,30%

oregano

0,29%

patrunjel

42

3-metilnon-4-ena
CioH20

9,48

0,02%

leustean

43

(dimetil-
trimetilsililoxi-
silil)oxi-[(dimetil-
trimetilsililoxi-
silil)oxi-dimetil-
sililJoxi-dimetil-silan
C14H4205Sis

9,72

0,20%

patrunjel

0,05%

maghiran

0,08%

oregano

44

2,2,4,4,6,6,8,8,10,1
0,12,
12,14,14,16,16-
hexadecametil-
1,3,5,7,9,11,13,15-
octaoxa-
2,4,6,8,10,12,14,16-
octasilaciclohexa-
decan

C16H40aSig

9,74

0,03%

oregano
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2

3

45

(1-ciano-1-fenil-
butil) etanperoxoat
Ci3H1sNO3

9,95

0,0038%

0,0005%

maghiran

46

2-oxo0-2-fenil-etil
esterul acidului 4-
metil-benzoic
CisH1403

10,40

0,01%

busuioc

47

gamma CADINEN
6-metil-1-metiliden-
4-propan-2-il-
3,4,43,7,8,8a-
hexahidro-2H-
naftalen

CisHaa

10,70

0,17%

busuioc

48

1-(4-etilfenil)
propan-1-ona
c11H140

%
2
Z
e
3

10,91

0,06%

telina

49

trimetil-[metil-
tris(trimetilsililoxi)
sililoxi-sililJoxi-silan
C13H4005Sis

11,41

0,04%

0,04%

oregano

0,02%

coada
calului

50

1-feniletan-1,2-diol
CsH100:

11,66

0,58%

telind
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o 1 2 3 4 5 6
2-acetil-2,8-dihidro- N
7-metil-8-metilen- NG
51 | pirazolo[5,1-c] l/ 11,82 0,002% - teling
[1,2,4] triazina
CoH1oN4O o
52 | hexadec-3-ina \/\/\/\/\/\/\ 12,52 0,16% - telina
- 0,01% coada
(4,4-dimetil-1,3- soricel.
difenil-pent-1-
33 enoxi)-trimetil-silan o 12,89
C,2H300Si \ /
/S'\ 0,01% 0,01% teling
0,001% oregano
fenetil-nonanoat
4
5 C17H260; 13,34
(o)
0,001% patrunjel
[1-ciano-1-[2-(2-
fenii-1,3-dioxolan-2- ’» d
55 | il)etil]pentil]  etan- 0 14,15 0,01% - C"Iala.
peroxoat cajului
C15H2sNOs CN
0
pentadeca-5,10- m d
56 | dien-1-ol 16,29 0,01% - coada
Ci5H280 calului
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1-(diclorometii-
sulfonil-metil)-3-

57 | (trifluorometil) 19,84 0,01% - telind
benzen
CsH,CI;F30,S
Ci Ci

el
O; Cl
"CI
\
Cl

tricloro[ (diclorofenil)
58 | metoxi]-benzen 19,85 0,03% - marar

CisH2,Cls0

-,

URACIL

1,3,6-trimetil-5-(3- : /

metil-1H-indol-2-il)-

1H-pirimidin-2,4- 21,94 - 0,02% rozmarin
59 N

diona \

Ci6H17N30;

bromoformonitril
60 | CBrN NC —Br 32,90 0,01% - rozmarin

Pana in prezent tincturile celor 11 plante au fost prea putin studiate din
punct de vedere a compozitiei; in schimb informatii referitoare la compozitia
uleiurilor obtinute din aceleasi plante (busuioc, cimbru, coada calului, coada
soricelului, leustean, maghiran, marar, oregano, patrunjel, rozmarin si telind)
abunda in literatura de specialitate. Comparand datele din literaturd, sistematizate
in tabelul 5 cu cele obtinute prin GC/MS si redate in tabelul 10 se constatd cateva
asemanari, dar mai cu seama deosebiri.

Unele dintre substantele identificate, cum ar fi: cadinenul (tinctura de
busuioc), camfenul (tinctura de mdghiran), cariofilenul (tincturile de cimbru,
rozmarin si maghiran), carvacrolul (tinctura de oregano), carvolul (tinctura de
marar), estragolul (tinctura de busuioc), germacrenul (tinctura de busuioc),
mentatriena (tinctura de patrunjel), miristicinul (tinctura de patrunjel), ocimenul
(tinctura de busuioc), pinenul (tinctura de maghiran), sabinen-hidratul (tinctura de
maghiran), terpinenul (tinctura de telind), terpineolul (tinctura de maghiran) si
timolul (tinctura de cimbru) au fost gasite si in uleiurile esentiale ale acelorasi
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plante. Exista insa un mare numar de substante care au fost identificate in uleiurile
esentiale si nu se regasesc in tincturile studiate, cum ar fi: bergamotenul,
bisabolenul, borneoiul, camforul, linaloolul, mircenul, tuiona, verbenolul, etc. Si
reciproca este valabild, in sensul cd o serie de substante au fost identificate in
tincturi si nu se regdsesc in uleiurile esentiale: carvacrolul in tincturile de cimbru si
de telind, carvolul in tinctura de cimbru, mentatriena si miristicinul in tinctura de
oregano, izo-terpinolenul in tinctura de maghiran, etc. {112-150]. O serie de
compusi, cum ar fi: biciclo[3.2.0]hepta-2,6-diena; 4,4a,5,5a-tetrahidro-6,6-dimetil-
(1a,4a,4aa,5aa)-1,4-methan-1H-ciclopropa[d]piridazina; 1-metilen-2-benzitoxi-
ciclo-propan; 1,5-dimetil-6-metilen - spiro[2.4]heptan; (1R,4S5)-1-metil-4-propan-
2-il-ciclohex-2-en-1-ol; 1-metil-2-prop-1-en-2-il-benzen; 1-metii-3-(2-metil-propil)-
ciclo-pentan; 1,2,3-trimetilciclopentena; etc. au fost identificati pentru prima data.

Multe dintre substantele identificate sunt cunoscute pentru activitatea lor
antimicrobiand: carvacrolul, izoterpinolenul, cariofilenul, mentatriena, 3-carena,
camfenul, pinenul si timolul. Efectul lor este mai intens in faza de crestere si uneori
mai mare decat acela al unor compusi sintetici [171-176].

Santolin-triena, unul din componentele tincturii de maghiran, a fost
recunoscut ca agent anti-inflamator [175].

Activitatea antioxidanta demonstrata a tincturilor studiate poate fi datorata
prezentei unor terpene cum ar fi: izoterpinolena, terpinenul, ocimenul, cariofilenul,
mentatriena, santolin-triena, a unor alcooli monoterpenici cum ar fi terpineolul si 1-
metil-4-propan-2-il-ciclohex-2-en-1-olul, unor diterpene cum ar fi pinenu! si a unor
fenoli cum ar fi carvacrolul si timolul [139, 141]. Cu cadt e mai mare cantitatea din
acesti compusi, cu atdt e mai mare efectul antioxidant. Spre exemplu tinctura de
cimbru in care a fost identificat 3,23% timol in faza izo-octanica si 1,16% in faza
cloroformica si carvacrol (1,16% in ambele faze) are activitatea antioxidantd mai
ridicatd decat tinctura de oregano (cu doar 1,85% carvacrol in ambele faze) si mult
mai ridicata decat tinctura de telind cu numai 0,05% carvacrol in faza izooctanic3.

Prin aceastd metoda nu au fost identificati compusi polifenolici sau
flavonoidici, probabil din cauza volatilitatii lor scazute.

I1.4.2. DETERMINAREA UNOR COMPUSI FLAVONOIDICI SI POLIFENOLICI

in capitolul anterior s-a arétqt cd toate cele 11 tincturi analizate au
activitate antioxidantd si antiradicalicd. In extractele naturale, acest tip de activitate
este de obicei corelata cu prezenta unor compusi flavonoidici si/sau polifenolici [94].
Cativa compusi fenolici au fost identificati prin gaz-cromatografie cuplatd cu
spectrometrie de masa (paragraful I1.4.1). Nu a fost insa identificat nici un compus
flavonoidic, probabil din cauza volatilitatii scazute si a reactivitadtii relativ ridicate a
acestui tip de compusi.

Trebuie mentionat faptul ca valorile obtinute sunt relative in sensul ca ele
pot varia in functie de zona de recoltare a plantelor, de anotimp si de specificul
hidrologic al anului de recoltare.

I1.4.2.1. Flavonoide

Flavonoidele reprezinta un grup de substante naturale, de origine vegetala,
derivati ai benzopiranului gi care prin structura lor poseda proprietdti antioxidante
care le confera capacitatea de interveni activ in controlul reactiilor de oxidare din
organism.
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108 I1. Contributii proprii

Benzopiranul (cromanul) substituit cu fenil in pozitia 2 (flavan) se gaseste in
structura majoritatii flavonoidelor. Dacd substitutia se face in pozitia 3 va fi

generata seria izoflavonelor:

Croman (benzopiran)

SORORNCONE

REACTII DE IDENTIFICARE

Metodele analitice clasice pentru identificarea acestor substante constau in
reactii de precipitare si culoare. '

Prin tratarea flavonelor cu acid sulfuric concentrat se formeaza saruri de
flaviliu; prin diluare cu apa precipita flavona neschimbata, datoritd hidrolizei sarii de
flaviliu.

Solutiile concentrate de NH,OH, NaOH, KOH, Na,CO; formeaza cu flavonele
coloratii galbene.

Flavonele ce contin o grupare hidroxilica in orto- sau peri- fata de gruparea
carbonil si doua grupari hidroxilice in nucleul B, formeazd complecsi cu metalele.
Solutia alcoolica de flavona tratatd cu o solutie 5% de AICI; formeazd o coloratie
galbena, fluorescenta in UV, caracteristica.

O alta reactie caracteristicd pigmentilor flavonici este formarea de
precipitate galbene floconoase cu acetatul neutru de plumb solutie 10%

Modul de lucru

La un mL de extract vegetal analizat (preparat conform I1.2.b.) s-a adaugat
cate 1 mL de reactiv de identificare [177].

Rezultate obtinute
In tabelul 11 sunt redate rezultatele reactiilor de culoare utilizate pentru
identificarea calitativa a flavonoidelor.

Tabel 11. Reactii de identificare a flavonoidelor

Tincturi reactivi
H2SO, NH,,OH KOH 70% | AICI; 5% | (CH3C00).Pb
96% 80%
0 1 2 3 4 5
Busuioc precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
negru verde verde verde verde gaibui
inchis inchis galbui
uleios uleios
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(4] 1 2 3 4 5
Cimbru precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
negru verde verde verde verde
inchis inchis galbui
uleios uleios inchis
Coada precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
calului brun inchis verde verde verde verde galbui
inchis inchis galbui
uleios uleios
Coada precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
soricelului | maro inchis galben- galben- galben galben intens
portocaliu portocaliu deschis
uleios uleios
Leustean precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
verde verde verde verde brun verde brun
inchis uleios uleios
Maghiran precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
maro inchis verde verde verde verde brun
inchis inchis galbui
roscat roscat
uleios uleios
Marar precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
rosu inchis maro maro galben pal galben
deschis deschis
uleios uleios
Oregano precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
rogu brun maro maro galben galben brun
inchis deschis uleios brun deschis
Patrunjel precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
verde verde verde verde verde inchis
inchis inchis inchis inchis
uleios uleios
Rozmarin precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
rosu brun brun uleios | brun uleios galben maro galbui
inchis laptos deschis
Telina precipitat precipitat precipitat precipitat precipitat
verde verde verde verde verde
inchis inchis inchis inchis
uleios uleios

SPECTROSCOPIE UV-VIZ

S-au trasat spectrele UV-VIZ ale tincturilor de busuioc, cimbru, coada
calului, coada soricelului, leustean, maghiran, marar, oregano, patrunjel, rozmarin
si telind si s-au comparat cu cele ale flavonoidelor rutind si quercetina in solutie

alcoolica.

Reactivi

rutina: 2-(3,4-dihidroxi-fenil)-5,7-dihidroxi-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
[[(2R,3R,4R,55,65)-3,4,5-trihidroxi-6-metil-oxan-2-ilJoximetil]
chromen-4-ona, quercetina: 2-(3,4-dihidroxi-fenil)-3,5,7-trihidroxi-chromen-4-ona,
(p.a.) (Merck) si etanol (C,H;0H) (Chimopar, Bucuresti).

oxan-2-il] oXi-
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110 II. Contributii proprii

Aparatura

Toate experimentele au fost realizate utilizand un spectrofotometru
Ultrospec 111 (Pharmacia-LKB).
Mod de lucru

Modu! de preparare al tincturilor de busuioc, cimbru, coada calului, coada
soricelului, leustean, maghiran, marar, oregano, patrunjel, rozmarin si telina a fost
descris in paragraful I11.2.b.

Spectrele au fost trasate pe intervalul 220-750 nm. Pentru aceasta au fost
preparate solutii diluate de rutina si quercetind in etanol. Tincturile au fost de
asemenea diluate cu etanol pana la obtinerea unor spectre clare.

Rezultate obtinute

Spectrele UV-VIZ ale etaloanelor rutind si quercetind sunt prezentate in
figura 26.

absorbanta
o
(9]

1 —rutina
2 ——quercetina

225 265 305 345 385 425 465 ‘_
S
lungimea de unda (nm) °)\T ~

Figura 26. Spectrele UV-VIZ ale quercetinei si rutinei

Pentru trasarea spectrelor tincturilor studiate pe intervalul 220-500 nm
acestea au fost diluate de 100 de ori (figura 27a), iar pentru trasarea spectrelor pe
intervalul 500-750 au fost diluate de 12,5 ori (figura 27b), pentru o mai buna
evidentiere a maximelor de absorbtie.
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111

| = = BUSUIOC

\ —cimbru
= coada calului
= coada soncslulu
o leustaan
= = maghiran
= marar
———— oregano
= patrunjel

absorbanta

— = rozmann
—telna

0.5 1§

320 370
tungimea de unda (nm)

220 270

4 \ - = busuioc
cmbry
\ == coada calului
| —— mada goricelului
08 / \ ———louglean
b I l = =maghiran
V4 —marar
/ / \ — oregano
— patrunjel
\ ==~ rozmarin
\ — = elina

absorbanta
o
[=2]
.

04
: /
“ \

02

S e e e

500 540 580 620
lungimea de unda (nm)

Figura 27 a si b. Spectrele UV-VIZ ale tincturilor studiate

Atribuirea valorilor din figura 27 este urmatoarea (170, 178, 179]:

si hidroxilice (flavone, catechine, vitamine, acizi organici, etc.);

in domeniul 200-350 nm se evidentiaza benzi apartinand tranzitiilor de tip
n—on* si n»n* date de alchene conjugate, compusi carbonilici, carboxilici gi
derivati ai acestora, chinone, structuri aromatice substituite cu grupari acide
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112 I1. Contributii proprii

e in domeniul 340-800 nm benzile de absorbtie provin din tranzitii de tip
n—n* date de structuri cu conjugare extinsa (catechine, caroteni, vitamine,
steroli, etc.)

Pe langd benzile comune cu ale etaloanelor existd si valori caracteristice
altor grupari prezente in extracte [172, 180, 181]:
¢ semnalul de la 270 nm se poate datora conjugarii unor cetone;
e banda caracterizata de maxime intre 284-290 nm este specificd acizilor
organici;
e banda caracterizatd de maxime intre 335-338 nm indicd prezenta
compusilor cu conjugare extinsa
e banda caracterizatda de maxime intre 405-419 nm indica prezenia
compusilor cu conjugare extinsa si a gruparifor functionale de tipul (OH) sau
(CO) atasate la (C=C);
¢ semnalele de la 510 si 541 nm ar putea fi datorate unor structuri chinonice
conjugate;
e banda de la 600-700 nm pune in evidentda existenta unor structuri cu
conjugare extinsd precum si a unor grupari functionale provenite probabil
din taninuri, flavone sau polifenoli
Dacd in prima parte a spectrelor din figura 27 (intervalul 220-500 nm)
valorile imax erau destul de imprastiate, pe intervalul 500-900 nm se constata
repetitivitatea aparitiei unor maxime si anume: 510 nm (in cazul a trei dintre
tincturile studiate), 541 nm, 615 nm si 670 nm la toate tincturile analizate.
Comparand aceste valori cu spectrele pentru clorofila a si b [180] se constata
identitatea aproape perfecta ceea ce inseamna posibilitatea atribuirii lor unor
structuri de tip porfirinic. De altfel era de asteptat ca extractul alcoolic sa contina
acest tip de structuri, in special clorofila care se gaseste din abundenta in frunze.

Cantitatea de clorofila poate fi determinata pe baza unei formule inspiratad
de AOCS [44, 181]:

12,5 -[As 70 - (A630 + Az10)-0,5] (I1.4-1)

Clorofila (ppm) = 01 I

unde 12,5 este dilutia probei, A este absorbanta iar L este grosimea cuvei (1 cm).
Rezultatele obtinute pentru cele 11 tincturi studiate sunt redate in tabelul 12.

Tabel 12. Cantitatea de clorofild din tincturile analizate

Tinctura Cantitatea de

clorofila (ppm)
Busuioc 28,8
Cimbru 70,6
Coada calului 71,7
Coada soricelului 9,16
Leustean 87,8
Maghiran 49,9
Marar 7,3
Oregano 18,5
Patrunjel 65,6
Rozmarin 45,8
Telina 92,9
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Prezenta clorofilei si/sau a altor structuri porfirinice ridica probleme
deosebite legate de durata de viatda a tincturilor, din cauza faptului ca acest tip de
substante sunt fotosensibilizatori [179]. Acesta este motivul pentru a fost studiat
efectul diferitelor metode de indepartare a clorofilei asupra activitatii
antioxidante/antiradicalice a extractelor alcoolice. Rezultatele obtinute sunt redate
in paragraful I1.5.2.

SPECTROSCOPIE IN INFRAROSU

Spectrele in infrarosu au fost trasate pentru trei dintre tincturile studiate si
anume tinctura cu cea mai scazutd activitate antioxidanta (cea de coada calului) si
cele 2 tincturi cu cea mai ridicata activitate antioxidantd (de coada soricelului si de
rozmarin).

Reactivi
KBr de puritate spectralda (Merck, Germania).

Aparatura
Aparatul utilizat pentru inregistrarea spectrelor IR a fost de tip SPECORD 80.

Mod de lucru

Analiza in domeniul infrarosu (4000-400 cm™') s-a efectuat prin metoda
pastilarii cu bromura de potasu. Anterior analizei, tincturile studiate au fost aduse la
sec prin evaporarea alcoolului.

Rezultate obtinute
Spectrele IR ale celor 3 tincturi studiate sunt prezentate in figura 28 iar
valorile benzilor spectrale caracteristice in tabelul 13.

Tabel 13. Benzi spectrale caracteristice tincturilor de coada calului, coada soricelului
si rozmarin

Tinctura Numir de undi, cm™

Coada 3404; 3040; 2924; 2884; 2856; 2368; 2348; 2340; 2336; 2300; 1714,

calului 1628; 1552; 1384; 1332; 1076, 808; 616; 568; 554; 542; 534; 518;
510, 476; 472, 468, 460; 396, 380; 376, 372; 368; 364, 348; 330

Coada 3424, 3000; 2924; 2396, 2368; 2336, 2332; 2300; 1714, 1680, 1612,

soricelului | 1540; 1384; 1320; 1260; 1210; 1068; 888; 616; 590; 558; 540; 532;
508; 504; 496; 488; 480; 476, 472; 468; 464; 402; 388; 378; 368;
354; 346; 340; 336

Rozmarin | 3432; 3036; 2928; 2444; 2368; 2356; 2344; 2340; 2332; 2300; 1714;
1680; 1636; 1528; 1384; 1348; 1050; 838; 610; 592; 584; 572; 568;
552; 546; 540; 532; 526; 512; 508; 500; 458; 402; 394; 380; 372;
354; 348; 344, 336

Se remarcd abundenta de benzi spectrale datoratd multitudinii de compusi din cele
trei extracte. Dintre acestea unele sunt comune cel putin pentru doud din cele trei
extracte si e posibil a fi atribuite dupa cum urmeaza [179]:
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I1.4. Studiul compozitiei tincturilor 115

e valorile din preajma lui 3400 cm™ ar putea fi datorate unor grupdri -OH
asociate dar si unor amine sau amide; existenta celor dintdi este confirmata
si de picurile din intervalul 1050-1300 cm', caracteristice legaturii C-O
(alcoolice sau eterice);

e valorile intre 2850-3100 cm™* sunt caracteristice legturilor C-H; valori peste
3000 cm™ indicd existenta unor legdturi duble alifatice sau aromatice;
prezenta nucleelor aromatice este confirmatd de existenta unor picuri in
preajma lui 1500 si respectiv 1600 cm™, iar a alchenelor de picul de la 1680
cm’}; caracteristic pentru gruparea metil este picul de la 1384 cm’};

e prezenta structurilor nesaturate substituite este evidentiatd si de
multitudinea de benzi din intervalul 400-900 cm’!;

e picul intens de la 1714 cm’! este caracteristic grupdrii carbonilice din
aldehide, cetone, acizi carboxilici, esteri, amide sau anhidride.

Tindnd cont de aceste informatii se poate presupune existenta in compozitia
tincturilor a unor compusi de tip polifenolici, responsabili, dupa cum se stie, de
activitatea antioxidanta a multor extracte [122, 123, 131, 137].

CONTINUTUL TOTAL DE FLAVONOIDE

Spectrele UV-VIZ ale celor 11 tincturi studiate au pus in evidenta existenta
unor benzi de absorbtie caracteristice flavonoidelor. Continutul total de flavonoide a
fost determinat prin metoda lui Marinova si colab. [182].

Reactivi

guercetind, 2-(3,4-dihidroxi-fenil)-3,5,7-trihidroxi-chromen-4-ona, (p.a.)
(Merck); azotit de sodiu (NaNO,), clorura de aluminiu (AICl;) si hidroxid de sodiu
(NaOH) (Chimopar, Bucuresti)

Aparatura
Toate experimentele au fost realizate utilizand un spectrofotometru Uvikon
930.

Mod de lucru

Modul de preparare al tincturilor a fost descris in paragraful 11.2.b.

1 mL proba sau solutie standard de quercetipé a fost introdus intr-un balon
cotat de 10 mL contindnd 4 mL de apa bidistilata. In vas au fost addugati 0,3 mL
NaNO, 5%. Dupd 5 minute s-au adaugat 0,3 mL AICI; 10%. In minutul 6 s-au
addugat 2 mL NaOH 1M si s-a completat pana la semn cu apa bidistilata.
Absorbanta solutiei obtinute s-a citit fata de blank de reactivi la 510 nm. Probele au
fost analizate in duplicat.

Rezultate obtinute

Dreapta de etalonare pentru quercetind si ecuatia corespunzitoare sunt
prezentate in figura 29.
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116 I1. Contributii proprii

absorbanta
~

y = 84,891x + 0,5297
R*=0,9918

0 - . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
conc. quercetina (mol/T)
Figura 29. Dreapta de etalonare pentru querceting, la 510 nm

in ecuatia din figura 29, ,y” reprezintd absorbanta iar ,x” reprezintd

concentratia de quercetina (mol/L). Pe baza acestei ecuatii, continutul total de

flavonoide din fiecare tinctura poate fi exprimat ca si concentratie echivalentd de

quercetind, dacd se cunoaste valoarea absorbantei corespunzdtoare, cu ajutorul
formulei:

. ¥=-0,5297 (11.4-2)

84,891

Valorile obtinute sunt redate in tabelul 14.

Tabel 14. Continutul total de flavonoide exprimat ca si concentratie
echivalenta de quercetini

Tinctura Concentratia

(mol/L)-10*
Busuioc 1,518
Cimbru 3,796
Coada calului 1,089
Coada soricelului 2,316
Leustean 3,257
Maghiran 4,575
Marar 1,176
Oregano 4,059
Patrunjel 1,849
Rozmarin 3,773
Telina 2,613

Se observa ca cel mai mare continut de flavonoide il are tinctura de
maghiran (4,575:10°2 mol/L), urmat3 de tinctura de oregano (4,059-10"2 mol/L) si
cea de cimbru (3,796-10°2 mol/L). Tinctura de rozmarin si cea de coada soricelului,
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11.4. Studiul compozitiei tincturilor 117

care au dovedit cea mai ridicatd activitate antioxidantd au un continut ceva mai
scazut de flavonoide (3,773 mol/L si respectiv 2,316 mol/L). Se constata ca cele
patru tincturi care au fost eliminate din mixtura finala datorita activitatii
antioxidante scdzute (tinctura de coada calului, de marar, de patrunje! si cea de
telind) prezinta si cele mai mici valori pentru continutul total de flavonoide. Cu toate
acestea nu s-a putut face o corelatie satisfacatoare intre continutul de flavonoide si
activitatea antioxidantd a extractelor studiate, ceea ce indicd faptul ca compusii
flavonoidici nu sunt singurii responsabili de activitatea antioxidanta a acestora.

DOZAREA RUTINEI SI QUERCETINEI PRIN CROMATOGRAFIE DE LICHIDE DE INALTA
PERFORMANTA (HPLC)

Cromatografia de lichide de inalta performantad a fost utilizatd in numeroase
ocazii pentru analiza flavonoidelor, iar rutina si quercetina sunt douada dintre
flavonoidele cele mai intélnite in extractele vegetale [183].

Reactivi
acetonitril si acid fosforic de puritate cromatografica (Merck), rutinad
(puritate 100%) si quercetina (puritate 99%) (Fluka)

Aparatura si modul de lucru

Sistemul HPLC utilizat (Varian) a constat din: Varian ProStar Valvemodule
model 500, Autosampler model 410, Solvent delivery module 240, Interfatd Varian
Star 800, Detector UV model 345. Coloana utilizatd a fost Varian ChromSep HPLC
OmniSpher 5 C18, 150 x 4,6 mm, dimensiunea particulelor 5 mm. Conditiile de
lucru au fost urmatoarele: debit 1 mL/min, faza mobila: 50% acetonitril, 50%
tampon fosfat (pH 2,5), volumul de injectie: 10 mL (cu exceptia tincturii de coada
soricelului, la care volumul de injectie a fost (5 mL), iar detectie la 360 nm.

Rezultate obtinute
Ecuatia corespunzatoare dreptei de etalonare pentru rutina a fost:

y = 1,159400e + 007 x +7,015602e + 003 (rz = 1,000) (I1.4-3)

iar pentru querceting a fost:

y = 1,652625e + 007 x + 3.335234e + 004 (r2 - 0. 999) (11.4-4)

Cromatogramele corespunzatoare celor 11 extracte sunt redate in anexa 3.
Timpii de retentie si concentratiile celor doua flavonoide urmdrite sunt prezentate in
tabelul 15.

Se observa ca quercetina se gdaseste in cantitati foarte mici in tincturile de
cimbru, maghiran, marar, oregano si patrunjel (concentratia maxima gasita: 0,0521
mg/mL in tinctura de oregano), in urme in tincturile de busuioc, coada soricelului,
leustean si telind si deloc in tincturile de coada calului si rozmarin.
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118 I1. Contributii proprii

Tabel 15. Timpii de retentie si concentratiile rutinei si quercetinei in cele 11
tincturi analizate

Extract Compusul analizat tg (min) mg/mL extract
Busuioc Rutind 1,122 0,1198
Quercetind 2,188 Urme
Cimbru Rutind 1,167 0,1209
Quercetind 2,201 0,013
Coada calului Rutind 1,143 0,1386
Quercetina - -
Coada soricelului Rutind 1,164 1,1748
Quercetina 2,193 Urme
Leustean Rutind 1,116 0,6506
Quercetind 2,095 Urme
Maghiran Rutind 1,159 0,932
Quercetina 2,211 0,0413
Marar Rutind 1,146 0,233
Quercetina 2,095 0,0027
Oregano Rutind 1,156 0,3831
Quercetina 2,211 0,0521
Patrunjel Rutina 1,132 0,5124
Quercetina 2,169 0,0003
Rozmarin Rutina 1,176 0,6951
Quercetind - -
Telind Rutind 1,135 0,3321
Quercetina - Urme

Rutina a fost identificatd in toate tincturile analizate, Tn cantitdti mult mai
mari comparativ cu quercetina. Cantitatea cea mai mare de quercetind a fost gasitd
in tinctura de coada soricelului (1,1748 mg/mL), iar cantitatea cea mai mica in
tinctura de busuioc (0,1198 mg/mL).

I11.4.2.2. Antociani si antocianidine

Reprezinta derivati hidroxilati ai sarii de 7-hidroxi-2-fenilbenzopiriliu (sare
de flaviliu) ce se gasesc in plante, sub forma liberd numite antocianidine sau sub
forma de glicozide (avand un rest de monozaharida legat de una din grupele OH)
numite antociani {184].

Dozarea antocianidinelor se bazeaza pe proprietatea acestora de a prezenta
o absorbtie maxima a radiatiilor cu lungimea de unda 550 nm in solutie alcoolic3 si
acida [185].

Reactivi
acid clorhidric concentrat si alcool etilic 96% (Chimopar)

Aparatura
Toate determindrile au fost realizate cu ajutorul unui spectrofotometru
UVIKON 930.
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Mod de lucru

S-a preparat o solutie alcoolicd acidulata astfel: intr-un balon cotat de 1000
cm? s-au introdus 20 cm? acid clorhidric concentrat (d = 1,19 g/cm?) si s-a adus la
semn cu alcool etilic 96%.

Pentru efectuarea determinarii, intr-un balon cotat de 100 cm® s-au pipetat
10 cm? solutie extractivd. Imediat s-a adus la semn cu solutie alcoolicd acid3. Dup3
omogenizare s-a centrifugat la 3000 rotatii/minut, in fiole inchise, timp de 5 minute
sau s-a lasat cateva ore pentru limpezire.

Extinctiile s-au masurat la 550 nm, martorui fiind solutia alcoolica acidulata.

Rezultate obtinute
Continutul in antocianidine s-a determinat cu relatia [185]:

m=15-D,(mg/1) (11.4-5)

in care: Dy - extinctia la 550 nm; 15 - coeficient determinat experimental.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 16.
S-a gasit ca cel mai mare continut in antocianidine il are tinctura de teling,
iar cel mai mic tincturile de marar si de coada soricelului. Nici in acest caz nu s-a
putut face o corelatie satisfacatoare intre continutul de antocianidine si activitatea
antioxidanta a extractelor studiate.

Tabel 16. Continutul de antocianidine al tincturilor studiate

Tinctura Absorbanta Continut antocianidine
la A =550 nm _(mg/L) )

Busuioc 0,0740 1,11

Cimbru 0,1857 2,7855
Coada calului 0,1795 2,6925
Coada soriceluiui 0,0312 0,468
Leustean 0,2004 3,006
Méaghiran 0,1297 1,9455
Marar 0,0292 0,438
Oregano 0,0568 0,852
Patrunjel 0,1656 2,484
Rozmarin 0,1263 1,8945
Telina 0,2361 3,5415

11.4.2.3. Taninuri

Din punct de vedere chimic taninurile sunt substante polifenolice (derivati ai
3-hidroxi-flavanului sau poliesteri ai acidului galic) solubile in apa, cu gust
astringent, care prezintd reactii caracteristice fenolilor si care precipitd cu alcaloizii
si cu proteinele, formand combinatii impermeabile si imputrescibile (caracteristice
procesului de tabacire a pielii).

Din punct de vedere fiziologic, taninurile sunt considerate factori de aparare
ai plantelor impotriva infectiilor bacteriene si virale (precipita proteinele
microorganismelor), antioxidanti (sunt puternic reducatori), transportori de hidrogen
(participd la sisteme redox celulare); unii autori considera taninurile substante de
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rezerva pentru organismele vegetale intrucat dispar din seminte in perioada incoitirii
[186].

Metoda de determinare a acestora [185] a constat in titrarea la rece cu
KMnO, in prezenta indigoului carmin folosit ca si indicator de oxido-reducere.

Reactivi

Sulfat de amoniu; acetond; eter; KMnO,, solutie 0,01N proaspat preparata;
soltutie alcoolica tartricd ce contine 10% in volume alcool etilic absolut si 5g/L acid
tartric neutralizat cu KOH 1N (pentru prepararea acesteia, intr-un balon cotat de
1000 mL s-au introdus 100 mL alcool etilic absolut, 5 g acid tartric si 33 mL KOH 1IN
si s-a adus la semn cu apa distilata); solutie de indigo carmin 0,15 g/L proaspat
preparata (pentru prepararea acesteia, intr-un balon cotat de 1000 mL s-au
introdus 50 mL solutie de indigo-carmin 3g/L filtratd, 50 mbL H,SO. 33,33% in
procente de volum si s-a completat cu apa).

Mod de lucru

Pentru obtinerea taninurilor cu grad mare de puritate, tinctura a fost
saturatd cu sulfat de amoniu. Precipitatul format a fost separat prin filtrare si supus
uscarii prin evaporare. Materialul brut uscat a fost purificat prin reluare cu acetona
la reflux. Reziduul de distilare a fost spélat cu eter si supus din nou uscarii. Pentru
determinarea cantitativa a substantelor tanante materialul uscat a fost dizolvat in
apa rece.

Pentru efectuarea determinarii, intr-un flacon de 100 mL s-au pipetat 50 mL
solutie de indigo-carmin 0,15% si 2 mL din solutia de analizat. S-a titrat cu KMnQ,,
0,01N péana la disparitia coloratiei albastre si aparitia coloratiei galbene. S-a notat cu
V, volumul de solutie de KMnO, utilizat la titrare. Proba titrata a fost pdstrat3,
pentru a putea compara coloratia obtinuta cu coloratia de la proba urmatoare.

Intr-un alt vas conic de 100 mL s-au adaugat 50 mL solutie de indigo-
carmin 0,15% si 2 mL solutie alcoolica tartrica. S-a titrat cu KMnO,4, 0,01N pand la
coloratie identica cu coloratia probei anterior titrata. S-a notat cu V, volumul de
solutie de KMnO, utilizat la titrare. Determinarile s-au efectuat in duplicat.

Rezultate obtinute
Valorile obtinute pot fi influentate de prospetimea solutiei de indigo carmin,

caracterizatd printr-o culoare albastrd, vie. Continutul de taninuri (mg/L) s-a
calculat cu formula [185]:

m=2-(V,-V,)(mg/l) (1L.4-6)
Rezultatele sunt redate in tabelul 17. Reproductibilitatea a fost buna.

Tabel 17. Continutul de taninuri al tincturilor studiate

Tinctura Continut taninuri (mg/L)
0 1
Busuioc 1,9
Cimbru 9,1
Coada calului 0,7
Coada soricelului 11,4
Leustean 5,9
Maghiran 14,4
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0 1
Marar 3,2
Oregano 14,9
Patrunjel 0,4
Rozmarin 23,52
Telina 2

Cea mai mare valoare a indicelui de permanganat a fost gasita in cazul
rozmarinului, aproape dubld fata de urmatoarele doud tincturi bogate in taninuri:
tinctura de oregano si cea de maghiran. Cea mai mica valoare a fost intainita in
cazul tincturii de patrunjet.

I1.5. POSIBILITATI DE UTILIZARE A MIXTURII ANTIOXIDANTE PROPUSE

Prima parte a cercetarilor experimentale proprii a condus la propunerea unei
mixturi antioxidante extrem de eficientd la testarile in vitro obtinutd prin macerarea
alcoolica a unor cantitati egale de coada soricelului, rozmarin, maghiran,
cimbru, leustean, oregano si busuioc uscate, conform Farmacopeei [151].

In cea de-a doua parte a contributiilor proprii s-au efectuat cercetari pentru
a stabili aplicabilitatea mixturii propuse.

Pentru aceasta s-au testat in prima fazad caracteristicile si comportarea la
oxidare a unor uleiuri Tnalt oleice obtinute pentru prima data in tara noastra, in anul
2006, din specii hibride de floarea soarelui importate din Italia (I1.5.1).

A fost studiat de asemenea efectul metodelor de indepartare a clorofitei (din
mixtura analizatd), prin adsorbtie pe adsorbanti solizi, asupra activitatii antioxidante
si @ compozitiei acesteia (11.5.2).

Testarile eficacitatii mixturii antioxidante s-au efectuat pe uleiul inalt oleic cu
cel mai mare continut de acid linoleic (obtinut din hibridul Carnia) si pe untura de
porc (I1.5.3).

Etapele oxidarii au fost evidentiate prin analiza termica (I1.5.4) pentru ulei
de tip Carnia si pentru untura cu si fard adaos de antioxidanti.

S-a studiat de asemenea activitatea antimicrobiand a amestecului propus
(I1.5.5).

I1.5.1. ANALIZA CARACTERISTICILOR SI STANDARDELOR DE CALITATE
PENTRU ULEIUL DE FLOAREA SOARELUI TIP ,INALT OLEIC” OBTINUT DIN
EXPERIMENTELE AGRICOLE REALIZATE IN ZONA ARAD IN ANUL 2006

S-a urmarit stabilirea compozitiei in acizi grasi nesaturati a patru tipuri de
uleiuri cu continut ridicat in acid oleic, obtinute prin presare la rece, din hibrizii de
floarea soarelui: Carnia, PR64H45, PR64H91 si PR65A22 (produse special pentru
acest studiu de S.C. Feragro S.R.L.); determinarea unor parametrii fizico-chimici ai
uleiurilor; studiul comportarii celor patru tipuri de uleiuri la oxidare. Rezultatele au
fost comparate cu valorile obtinute pentru un ulei obtinut dintr-un hibrid obignuit de
floarea soarelui, Banatia obtinut tot de la S.C. Feragro S.R.L..

Mod de lucru
Metodele de analiza aplicate sunt in conformitate cu standardele I1SO:
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« Determinarea continutului in acizi grasi a fiecarui tip de ulei prin
cromatografie de gaze (ISO 5508:1990), datele fiind analizate statistic prin
metoda ANOVA
Determinarea aciditatii conform ISO 3656:1996
Determinarea indicelui de peroxid conform ISO 3960:2001

e Determinarea indicelui de refractie conform ISO 6320:2000 folosind
refractometrul automatic ABBEMAT

o Determinarea absorbantei n UV conform ISO 3656:2002; pentru
determinarea spectrelor in domeniul UV (folosind spectrofotometrul
Ultrospec III de la Pharmacia-LKB) a fost necesara diluarea probelor dupa
cum urmeaza:

o pentru ulei normal: 3 mL solvent (izooctan) + 3pul ulei
o pentru uleiurile obtinute din hibrizi: 3 mL solvent (izooctan) + 10pl
ulei

Pentru determinarea vascozitatii, a densitdtii si a conductivitatii s-au folosit
metodele curente, descrise in literatura [187].

Rezultate obtinute
» Determinarea continutului in acizi grasi
In cadrul unui program de colaborare cu Universitatea de Studii din Udine
(BIOSUN), cele 4 uleiuri obtinute din hibrizi inalt oleici au fost analizate prin gaz-
cromatografie pentru determinarea continutului in acizi grasi. S-a determinat de
asemenea % de ulei din seminte (tabelul 18).

Tabel 18. Continutul in acizi gragi si procentul de ulei din seminte

Hibrid Acid Acid Acid Acid Continut ulei
palmitic, % | stearic, % | oleic, % | linoleic, % in seminte
(%)
Carnia 4,54 2 85,2 5,8 42,3
PR64H45 4,5 3,3 85,12 3,21 43,61
PR64H91 3,31 1,7 91,2 2,05 46,09
PR65A22 4,39 1,26 88,13 3,21 47,11

Din rezultatele obtinute se poate observa ca toate tipurile de hibrizi studiate
prezinta un continut ridicat de ulei (peste 42%), valoarea cea mai ridicata este
pentru PR65A22 (47,11%) urmat de PR64H91 cu un continut de 46,09%. Procentul
de acid oleic este foarte ridicat la toate cele patru probe, uleiul PR64H91 avand
valoarea cea mai mare (91,2%). Uleiurile Carnia si PR64H91 au continut aproape
identic de acid oleic, dar continutul de acid linoleic este mai mare in cazul uleiului
Carnia (5,8%). Uleiul PR64H91 are cel mai scazut procent de acid palmitic (3,31%),
la celelalte uleiuri diferentele fiind nesemnificative. Continutul de acid stearic cel mai
mare 1l are uleiul PR64H45 iar cel mai mic uleiul PR65A22.

 Determinarea vascozitatii, densitatii si aciditatii
Rezultatele obtinute in urma determinarii acestor indici se incadreaza in
limitele normale si sunt trecute in tabelul 19:
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Tabel 19. Viscozitatea, densitatea si aciditatea uleiurilor analizate
Tip ulei Carnia | PR64H45 | PR64H91 | PR65A22 | Banatia
Viscozitatea ("Engler) 6,09 6,26 6,19 6,1 4,12
Densitatea (g/cm’) 0,909 0,91 0,9 0,911 0,917
Aciditate (% acid oleic) 1,49 1,61 1,57 1,7 5,57

e \Verificarea stabilitatii la oxidare

Uleiurile au fost supuse unei oxid3ri accelerate la temperatura de 110°C

timp de 100 de ore, intr-un cuptor Caloris L1003 prevazut cu ventilatie. Probele au
fost recoltate la intervalul de 12, 36, 60 si 100 ore si s-au determinat indicele de
peroxid, indicele de refractie, absorbanta in domeniul UV si evolutia conductivitatii.
Determinarile au fost facute la temperatura camerei.

A. Indicele de peroxid (IP)
Indicele de peroxid (IP) a fost determinat conform normelor ISO
3656:1996. Variatia IP in timp, pentru cele patru uleiuri analizate si pentru uleiul

normal de floarea soarelui sunt redate in tabelul 20.

Tabel 20. Valorile IP pentru uleiurile analizate

Timp (h) Indice de peroxid (meq peroxid/kqg)
Carnia | PR64H45 | PR64H91 | PR65A22 | Banatia
0 0,535 0,56 0,546 0,541 0,5543
12 0,846 0,697 0,566 0,627 0,972
36 0,462 0,407 0,311 0,505 1,030
60 0,990 0,738 0,622 0,856 0,676
100 2,288 1,986 1,132 0,986 0,750

Din rezultatele obtinute se observa ca acizii grasi supusi temperaturii
ridicate au suferit o modificare semnificativa in primele 12 ore, pentru toate probele
analizate. In prima perioadd 1P creste datoritd peroxidarii acizilor grasi din
compozitia uleiurilor.

Dupd aceasta perioadad valorile IP variaza, datoritd avansarii proceselor de
oxidare si instabilitatii hidroperoxizilor formati, la temperaturi ridicate.

Valorile mici ale indicilor de peroxid, obtinute pentru uleiul din floarea
soarelui tip Banatia, trebuie privite cu circumspectie: cel mai probabil sunt
consecinta transformarii unei cantitati importante din hidroperoxizii formati in prima
etapa in produsi avansati ai oxidarii.

B. Determinarea indicelui de refractie

Variatia indicelui de refractie pe parcursul oxidarii pentru cele cinci uleiuri
analizate este redata in figura 30.

Formarea preponderenta a hidroperoxizilor in prima etapa este evidentiata
de minimele inregistrate dupd 12 ore. Dupd acest interval de timp indicii de
refractie au crescut, corelat cu descompunerea hidroperoxizilor si formarea
produsilor finali de oxidare, catre finalul procesufui ajungand toti la aproximativ
aceeasi valoare,
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Figura 30. Variatia indicelui de refractie

C. Determinarea absorbantei in domeniul UV
Se stie cd temperatura inalta este promotor a oxidarii acizilor grasi iar
determinarea absorbantei in domeniul UV este un indice analitic bun pentru
masurarea alterarilor oxidative. Produsii procesului de oxidare prezintd absorbtie
maxima la diferite lungimi de unda, unii dintre acestia in intervalul 220-330 nm
(tabelul 21) [188].

Tabel 21. Maximele absorbantei principalelor grupadri cromofore ale
produsilor de oxidare

Produs Amax (NM)
monoena 190
diena 220-230
triend 265-270
tetraena 310-320
ceto-aldehide 265-280
o- ceto-aldehide 282
a, B etilen-ceto-aldehide 220-250; 310-330
a-dicetone 280
B-dicetone 274
acizi a-cetonici 210

Monitorizdnd spectrele UV ale alterarilor probelor analizate se pot obtine
informatii utile privind procesul de oxidare a acizilor grasi. Primii compusi ai oxidarii
pot fi pusi in evidenta in jurul lungimii de undd de 230 nm [189]. Spectrele UV ale
probelor de ulei analizate (referinta: izooctan), in functie de timp, sunt prezentate in
figurile 31-35.
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Figura 31. Spectrele UV pentru ulei normal (obisnuit) supus oxidarii accelerate
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Figura 32. Spectrele UV pentru ulei Carnia supus oxidarii accelerate
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Figura 33. Spectrele UV pentru ulei PR65A22 supus oxidarii accelerate

absorbanta

220 240 260 280 300 320

lungimea de unda (nm)

340

—initial |
——12 ore |
36 ore |

——60 ore

Figura 34. Spectrele UV pentru ulei PR64H45 supus oxidarii accelerate
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Figura 35. Spectrele UV pentru ulei PR64H91 supus oxidarii accelerate

Tinand cont de valorile obtinute pentru absorbanta se pot calcula extinctiile
specifice la 232 si 270 nm, corespunzatoare formarii dienelor si trienelor conjugate
(K333 respectiv Ky70), cu ajutorul formulei [189]:

Ky =—= (I1.5-1)

unde: K, si E, - extinctia specifica respectiv absorbanta la lungimea de unda 2; c -
concentratia (g/100 mL); | - grosimea cuvei (cm).

Valorile K3, respectiv Kj7 sunt reprezentate grafic in figurile 36 si 37.

Se remarca cresterea mult mai pronuntata a acestor valori, in timp, in cazul
uleiului obignuit (normal). Acest fapt indica o stabilitate mult mai redusa la oxidare a
uleiului normal comparativ cu cele patru uleiuri inalt oleice.

Dintre uleiurile inalt oleice cele mai mari valori atat pentru K;3, cat si pentru
K70 au fost calculate pentru PR65A22. Rezultatul este surprinzator intrucat, conform
datelor din tabelul 18 nu acesta este uleiul cu continutul cel mai mare de acizi grasi
nesaturati. O posibila explicatie consta in continutul diferit de substante cu efect
antioxidant de tipul tocoferolilor, care se gasesc in mod natural in uleiul de floarea
soarelui.
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Figura 36. Valorile K;3; pentru uleiurile de floarea soarelui studiate
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Figura 37. Valorile K;7 pentru uleiurile de floarea soarelui studiate

Studiul variatiei conductivitatii in timpul oxidarii

Asa cum s-a aratat in partea intdi a lucrarii, in urma oxidarii uleiurilor se
formeaza si o serie de compusi polari de tipul acizilor, alcoolilor, etc. O parte dintre
acestia parasesc mediul de reactie, fiind destul de volatili - si pe acest fapt se
bazeaza metoda Rancimat [190]. Scopul acestui studiu a fost analiza variatiei
conductivitatii ca urmare a produsilor de reactie polari care au ramas in mediul de

reactie.
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Modul de lucru

Intr-o palnie de separare au fost introdusi cate 25 mL de apa distilata si 1
mlL de proba ulei si amestecul a fost agitat puternic timp de 1 minut. Dupa
separarea fazelor a fost colectat stratul inferior, apos si a fost determinata
conductivitatea acestuia cu ajutorul unui conductometru tip Corning. S-a procedat in
mod analog cu probele de unturd de porc care, pentru lichefiere, a fost incalzita pe
baie de apa.

Rezultate obtinute
Variatia conductivitatii pentru cele patru tipuri de uleiuri inalt oleice
comparativ cu un ulei obignuit si cu untura de porc este redata in figura 38.
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Figura 38. Variatia conductivitatii pentru probele studiate

Formarea hidroperoxizilor care, conform datelor din literaturd, are loc in
primele 12 ore, ar putea fi asociata cu usoara scadere a conductivitatii remarcata in
acest interval de timp. Urmatoarele ore, corespunzatoare descompunerii
hidroperoxizilor si formarii de compusi cu polaritate mai ridicatd se remarca prin
cresterea conductivitatii emulsiei apoase, cea mai mare crestere inregistrandu-se,
asa cum era de asteptat, in cazul uleiului obisnuit. Dupa primele 36 de ore, pentru
toate cele cinci uleiuri studiate se inregistreaza o scadere a conductivitatii,
explicabild prin formarea de compusi polimerici care cresc viscozitatea sistemului
[191].

In cazul oxidarii unturii de porc, in compozitia careia procentul de acizi grasi
saturati este mult mai mare decat in cazul uleiurilor, polimerizarea decurge mai
incet, scaderea conductivitatii inregistrandu-se abia dupd 60 de ore de oxidare
accelerata. Dupa 100 de ore de la inceperea experimentului, conductivitatile tuturor
probelor analizate sunt foarte apropiate ca valoare, fiind relativ mici si - cu exceptia
unturii de porc - aproape egale cu valorile inregistrate dupd 60 de ore de oxidare,
ceea ce indicd o echilibrare a celor doud tendinte: de formare de compusi polari §i
de polimerizare.
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Trebuie subliniat faptul cd urmarirea conductivitatii prin aceasta metoda da
informatii relevante si concordante cu cele obtinute prin alte metode.

E. Concluzii

Ca urmare a studiilor efectuate se poate concluziona ca:

e Cele patru tipuri de ulei inalt oleice, produse din hibrizii de floarea soarelui
Carnia, PR64H91, PR64H45, si PR65A22 prezintd caracteristici (viscozitate,
densitate, aciditate) mult diferite fata de uleiul obisnuit de floarea soarelui
obtinut in acelasi mod, adica prin presare la rece;

e Stabilitatea la oxidare este mai mare in cazul uleiurilor inalt oleice si poate fi
corelatd cu compozitia acestora in acizi grasi;

e Exista diferente si intre cele patru uleiuri Tnalt oleice referitor Ia
caracteristicile si comportarea lor la oxidare, dar acestea sunt
nesemnificative. Din acest motiv in studiile ulterioare ne-am limitat doar la
uleiul de floarea soarelui de tip Carnia.

Prezentul studiu a constituit obiectul unui program de cercetare romano-
italian - BIOSUN, din perioada 2005-2007, intre Universitatea Aurel Vlaicu din Arad
si Universitatea de Studii din Udine.

I1.5.2. POSIBILITATI DE INDEPARTARE A CLOROFILEI PRIN ADSORBTIE PE
ADSORBANTI SOLIZI SI EFECTUL ASUPRA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE SI
COMPOZITIEI MIXTURII

Intrucat, asa cum s-a aratat in paragraful 11.4.2.1., prezenta clorofilei in
extractul studiat nu este doritd, s-a urmarit eficienta indepartarii acesteia folosind
ca adsorbanti solizi carbunele activ si Sephadex LH20. Desi unele lucrari de
specialitate sugereaza posibilitatea utilizarii aluminei activate in acest scop [192], o
tezad de doctorat recenta evidentiaza rezuitate nesatisfacatoare [193].

Mod de lucru

Cate 2 g de adsorbent solid (carbune si respectiv Sephadex LH20) au fost
amestecate cate cu 5 mL mixtura, timp de 15 minute, pentru a asigura atingerea
echilibrului de adsorbtie. Inainte de utilizare cele 2 g de Sephadex LH20 au fost
supuse gonflarii in etanol. Ulterior amestecul a fost filtrat, iar filtratul a fost analizat
in vederea determindrii continutului de clorofild, flavonoide, antociani si taninuri
precum si a activitatii antioxidante, prin metodele descrise anterior in paragrafele
11.4.2. si respectiv 11.3.3.

Rezultate obtinute

Pentru trasarea spectrelor de absorbtie in intervalul 220-500 nm filtratul a
fost diluat de 100 de ori (figura 39a) iar pentru intervalul 500-750 nm de 12,5 ori
(figura 39b).

Se remarca scaderea intensitatii picurilor caracteristice clorofilei de la 541,
615 si 670 nm in cazul utilizérii Sephadex-ului. Utilizarea unei cantitati egale de
carbune activ a dus la disparitia in totalitate a acestora, ceea ce indica o eficienta
mai mare in indepartarea clorofilei. Comparand insa spectrele din intervalul 220-500
nm, se observa scaderea intensitatii 5i micsorarea numarului de picuri, in special in
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cazul utilizarii carbunelui activ, ceea ce indica faptul cd odata cu clorofila au fost
adsorbiti si alti compusi de interes.
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Figura 39 a si b. Spectrele UV-VIZ ale mixturii analizate, inainte (amp) si dupa tratarea cu
carbune activ (ampC) si respectiv cu Sephadex LH20 (ampLH)

Continutul de clorofilda (ppm) din amestecurile analizate a fost determinat
din valorile aborbantei la 630, 670 si 710 nm folosind formula I1.4-1.

Continutul total de flavonoide (mol/L) a fost determinat prin metoda lui
Marinova si colab. [180] folosind formula II.4-2.
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Continutul de antociani (mg/mL) si de taninuri (indice de permanganat) au
fost determinate prin metodele lui Ianculov si Modoran [185] si au fost calculate cu
ajutorul formulelor 11.4-5 si 11.4-6. Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 22.

Tabel 22. Continutului de clorofila, flavonoide, antociani si taninuri din
amestecul studiat, inainte si dupd tratarea cu carbune activ si respectiv

Sephadex LH20.

Continut Continut total Continutul de Continut de
Amestec clorofila de flavonoide antociani taninuri
(ppm) (mol/L)-10° (mg/L) (mg/L)
Initial 140,6 4,809 3,45 16,9
Tratat cu _carbune 0,25 0,713 0,1215 2
activ
Tratat cu
Sephadex LH20 60,68 3,632 2,553 7.4

Desi carbunele activ a fost mult mai eficient in ceea ce priveste indepartarea
clorofilei, el adsoarbe in acelasi timp si o0 mare parte din flavonoide (85%), antociani
(96%) si taninuri (88%). Utilizarea Sephadex-ului LH20, prin acest procedeu simplu,
a dus la o mai slaba indepartare a clorofilei (doar 57%), in schimb procentul de
flavonoide recuperate a fost de 76%, de antociani 74% iar de taninuri 44%.

Datoritd retinerii de catre adsorbenti si a unor substante active de tipul celor
sumarizate in tabelul 21, este de asteptat ca activitatea antioxidantd/antiradicalica a
amestecului sa scadad. Aceasta ipoteza a fost testatd prin metoda cu DPPH [169].

Variatia absorbantei specifice DPPH-ului in primele 10 minute de Ila
addugarea a cate 0,1 mL mixturad este redata in figura 40.
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Figura 40. Descresterea absorbantei caracteristica DPPH-uiui la addugarea a 0,1 mL mixtura
proaspat preparata (amp), tratata cu carbune activ (ampC) si respectiv cu Sephadex LH 20
(ampLH)
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Din timpul de Tnjumatatire a concentratiei de DPPH s-a calculat activitatea
antiradicalica (exprimata ca si concentratie echivalentd de BHT) utilizdnd ecuatiile
(I1.3-6) si (11.3-11), rezultatele fiind redate in tabelul 23.

Tabel 23. Activitatea antiradicalica a mixturii tratate cu cidrbune activ
(ampC) si respectiv cu Sephadex LH 20 (ampLH)

Modul de tratare Timpul de injumatéitire Activitatea antiradicalica
al extractului a concentratiei de DPPH (mol/L)

cu carbune 132 secunde 0,04

cu Sephadex LH20 21,3 secunde 0,17

Comparand rezultatele obtinute cu cele pentru mixtura netratatd, redate in
tabelul 9, se remarcd o scadere a activitatii antioxidante de patru ori in cazul
amestecului tratat cu Sephadex LH20 si de 17 ori in cazul amestecului tratat cu
carbune activ. Utilizarea ulterioard a amestecurilor pentru prevenirea oxidarii
trebuie sa tina cont de aceste rezultate in sensul ca se va folosi o cantitate de 4 ori
mai mare dacd amestecul a fost tratat cu Sephadex LH20 si de 17 ori mai mare
dacd a fost tratat cu cdrbune activ.

Alegerea uneia sau alteia dintre variante depinde de conditiile de depozitare
a materiei grase in care se intengioneazad utilizarea amestecului antioxidant. Daca
existd siguranta cd materia grasad va fi pastrata la intuneric, indepdrtarea clorofitei
nu mai este necesara.

I1.5.3. STUDIUL EFICACI TATII MIXTURII ANTIOXIDANTE ASUPRA UNOR
GRASIMI SATURATE $SI NESATURATE

Testarea eficacitatii in situ a mixturii antioxidante propuse s-a realizat prin
introducerea acesteia in unturd de porc (grasime saturatd) si in ulei tip Carnia
(grasime nesaturatd) care apoi au fost supuse unui test de oxidare accelerata.
Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute tn cazul utilizarii BHT ca si
antioxidant. Legislatia din Romania admite un maxim de 100 mg BHT/kg grasime.
Pentru testare s-a folosit 0 concentratie de 75 mg BHT/kg grasime.

Mod de lucru

Din masurdtorile de determinare a activitatii antiradicalice cu DPPH
(paragraful 11.3.3. si paragraful 11.5.2) s-a determinat cantitatea de extract care se
agteapta sa aiba aceeasi activitate ca si 75 mg BHT/kg grasime si s-a gasit a fi de
aproximativ 0,5 mL/kg grasime in cazul amestecului netratat si 7,5 mL/kg grasime
in cazul amestecului trecut pe carbune activ.

Cantitdti corespunzatoare din mixtura antioxidantd netratata au fost
introduse in uleiul de floarea soarelui tip Carnia, nerafinat si in untura de porc.
Acestea au fost procurate direct de la producdtor, fard adaos anterior de
antioxidanti sintetici. Teste cu mixtura fara clorofild (trecuta pe carbune activ) s-au
efectuat numai in cazul uleiului, intrucat untura de porc este in mod obisnuit
depozitata la intuneric, in vase de culoare inchisa.

Probe a cidte 100 mL unturd sau ulei au fost introduse in pahare Berzelius de
150 mL. Dupd ad3ugarea antioxidantului, pentru o bund dispersare a acestuia,
probele au fost supuse agitdrii timp de 5 minute intr-o baie de ultrasunete. Ulterior
au fost expuse timp de 5 ore la lumina zilei, pentru a initia oxidarea.
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Activitatea antioxidantd a fost analizata printr-un test de oxidare accelerata,
la 110°C timp de 100 de ore. Au fost recoltate probe dupa 12, 36, 60 si 100 de ore.
Fiecdrei probe i s-au determinat: indicele de peroxid (ISO 3960:2001) si absorbanta
specifica in ultraviolet (ISO 3656:2002), folosind spectrofotometrul Ultrospec III de
la Pharmacia-LKB. Pentru trasarea spectrelor, 10 ul ulei de floarea soarelui si
respectiv 3 ul unsoare de porc au fost diluate cu 3 mL izooctan intr-o cuva de cuart
cu grosimea de 1 cm.

Rezuitatele au fost comparate cu cele obtinute la adaugarea a 75 mg
BHT/kg grasime. Probe de ulei si de unturd fara adaos de antioxidanti au fost
supuse aceluiasi procedeu.

Rezultate obtinute

o Indicele de peroxid
Desi metoda este aplicabild pentru urmarirea formarii peroxizilor Tn primele stadii
ale oxidarii, acuratetea acesteia este discutabila, iar rezultatele variaza in functie de
procedeul folosit si de temperatura de lucru.

Metoda standard de determinare a indicelui de peroxid se bazeazda pe
oxidarea transformarea iodurii in iod de catre hidroperoxizi si peroxizi, cantitatea de
iod formata fiind determinatad prin titrare cu tiosulfat de sodiu in prezenta de amidon
ca indicator.

Pentru determinarea indicelui de peroxid, probele au fost analizate in duplicat gi in
cazul unor variatii mai mari de 10% au fost repetate. In tabelul 24 este trecuta
media rezultatelor obtinute.

Tabel 24. Variatia indicelui de peroxid (IP) pentru grasimile analizate

Timp (h)
Proba 0 12 36 60 100
Ulei Carnia fara
adaos de 0,54+0,06 | 0,85+0,08 | 0,46+0,05 | 0,99+0,11 | 2,29+0,23

antioxidant
Ulei Carnia cu
adaos de BHT 0,54+0,06 1,43+0,07 0,95+0,03 0,87+0,05 1,85+0,09
(75 mg/kg)
Ulei Carnia cu
mixturd
antioxidanta ,.ca 0,54+0,06 1,32+0,07 0,85+0,05 1,89+0,10 3,12+0,13
atare”
(0,5 mL/kg)
Ulei Carnia cu
mixturd
antioxidanta fara 0,54+0,06 0,91+0,09 0,85x0,04 1,02+0,06 2,54+0.11
clorofild
(7,5 mL/kg)
Unsoare de porc
fara adaos de 0,45+0,05 2,4540,15 2,89+0,19 3,57+0,17 3,51+0,21
antioxidant
Unsoare de porc
cu adaos de BHT 0,45+0,05 1,8240,11 2,22+0,06 3,56+0,18 3,4410,22
(75 mg/kg)
Unsoare de porc
cu adaos de
mixturd
antioxidanta ,ca
atare”

(0,5 mL/kg)

IP(meq peroxid/kg)

0,45£0,05 | 2,20+0,03 | 2,32+0,04 | 2,50+0,07 | 2,93+0,09
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Variatii semnificative ale indicelui de peroxid pot fi observate deja dupa
primele 12 ore. In primele ore valoarea acestuia creste datorita peroxidarii acizilor
grasi. Dupa aceasta, valorile indicelui de peroxid fluctueaza, probabil datorita
instabilitatii peroxizilor formati la temperaturi ridicate.

Comparand rezultatele obtinute pentru uleiul si pentru untura fara adaos de
antioxidanti se observa valori de doua - trei ori mai mari ale indicelui de peroxid in
cazul unturii decat in cazul uleiului, desi ar fi fost asteptat ca untura sa fie mai
stabild la oxidare, fiind o grasime saturatd. O posibild explicatie constd in efectul
antioxidant al tocoferolilor, prezenti in cantitdti mari in uleiurile vegetale.

Studiind datele din tabelul 24 se observa ca in uleiul tip Carnia, mixtura
antioxidanta (cu sau fara clorofild) influenteaza favorabil formarea peroxizilor, la fel
i BHT-ul in primele 36 de ore. BHT-ul isi manifesta activitatea antioxidantd doar in
stadiile avansate ale oxidarii. In schimb, in untura de porc, atat BHT-ul cat si
mixtura propusa s-au dovedit utile in incetinirea procesului oxidativ, catre sfarsitul
acestuia mixtura fiind chiar mai eficientd decat antioxidantul de sinteza.

» Absorbanta specifica in ultraviolet
Spectrele UV in domeniul 220-320 nm pentru uleiul tip Carnia supus oxidarii
accelerate, fara adaos de antioxidanti, au fost redate in figura 32. Forma spectrelor
pentru celelalte probe analizate este redata in figurile 41-46.
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Figura 41. Spectrele UV pentru uleiul Carnia cu BHT supus oxidarii accelerate
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Figura 42. Spectrele UV pentru uleiul Carnia, cu adaos de mixturd, supus oxidarii accelerate
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Figura 43. Spectrele UV pentru uleiul Carnia, cu adaos de mixtura (fara clorofila), supus
oxidarii accelerate
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Figura 44. Spectrele UV pentru untura de porc, fara adaos de antioxidanti, supusa oxidarii
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Figura 45. Spectrele UV pentru untura de porc, cu BHT, supusa oxidarii accelerate
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Figura 46. Spectrele UV pentru untura de porc, cu adaos mixturd, supusa oxidarii accelerate

Din valorile absorbantei s-au calculat extictiile specifice la 232 si 270 nm cu
ajutorul formulei (I1.5-1). Variatia acestora pe parcursul oxidarii accelerate se poate
observa din figurile 47 si 48.
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Figura 48. Valorile K70

Rezultate si discutii

Se poate observa si prin aceasta metoda ca atat BHT cat si mixtura propusa
au efect slab antioxidant sau chiar pro-oxidant in cazul uleiului de tip Carnia. Efectul
observat a fost mai mare in cazul adaosului de mixturd antioxidanta decat in cazul
adaosului de BHT. Indepartarea clorofilei din mixtura antioxidantda a avut urmari
pozitive, deductibile din valorile mai scazute ale absorbantelor in intervalul 220-320
nm.

Atat influenta BHT-ului, cat si cea a mixturii antioxidante, in cazul formarii
dienelor si trienelor conjugate, este mai mare in cazul utilizarii in untura de porc.
Valori ridicate ale K3, Si Kyyo s-au obtinut dupa 60 de ore in special in cazul
adaosului de BHT, care insa au scazut la sfarsitul experimentului (dupa 100 de ore).
Explicatia consta in formarea formarea unor pelicule de tip polimeric, observabila cu
ochiul liber, care implicit a dus la scaderea numarului de duble si triple legaturi .

La temperaturi peste 100°C, de tipul celor din acest experiment, o mare
parte dintre antioxidanti se pot pierde prin evaporare. Antioxidantii sintetici de tipul
BHT (2,6-ditert-butil-4-metil-fenol)sau BHA (2-tert-butil-4-metoxifenol) se pierd
relativ rapid [194]. Pierderea de antioxidanti naturali este mai mica, intrucéat
volatilitatea acestora este mai redusa decat cea a antioxidantilor sintetici uzuali. Si
ei sufera modificari in timpul oxidarii, de exemplu carnosolul este convertit in
miltirona si dehidro-rosmarin-chinona [195].

O altd caracteristica este continutu! scdzut de oxigen in uleiul aflat la
temperaturi ridicate. Cantitati aditionale pot intra in ulei prin difuziune din aer. Din
acest motiv lanturile de autooxidare sunt scurte, astfel incat antioxidantii sunt
consumati relativ rapid. In aceste conditii tocoferolii sunt descompusi fie prin reactia
directd cu oxigenul fie prin reactia cu produsii de oxidare ai acizilor grasi. Cu cat
uleiul este mai nesaturat, cu atat acestia sunt mai rapid distrusi [196].
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Intrucat concentratia de radicali liberi lipidici este mare, dimerizarea decurge
usor fie prin reactia dintre doi astfel de radicali, fie prin reactia dintre un radical
lipidic si unul provenit de la un antioxidant. Daca concentratia de antioxidanti
naturali este mare (cum este cazul tocoferolilor in uleiul de floarea soarelui), atunci
si concentratia de radicali liberi proveniti din acestia este mare si cregte sansa
formarii de produsi dimerici prin reactia dintre ei, in ciuda reactivitatii scazute.
Produsii formati posedd activitate antioxidantd modesta. Presupunem ca anumiti
componenti ai mixturii analizate pot retarda degradarea tocoferofilor, datorita
reactivitatii mai mari. Cu toate acestea stabilizarea ulejurilor cu compusi de tip
flavonoidic si fenolici este putin eficientd deoarece ei sunt putin solubili in ulei si
astfel activitatea lor antioxidanta nu se manifestd de fapt decat la interfata [197].

I1.5.4. ANALIZA TERMICA

Curbele TG/DTG pot fi folosite pentru estimarea calitatii uleiurilor prin
determinarea parametrilor cinetici si a perioadei de inductie a oxidarii. Pe de alta
parte, intrucat descompunerea termica oxidativa implica reactii exoterme si
endoterme, este posibild estimarea energiei implicate in procese prin tehnici de tipul
DTA si DSC. De multe ori aceste metode sunt mai avantajoase decat cele
conventionale, deoarece sunt mai precise si necesita cantitati mai mici de substanta,
iar rezultatele sunt obtinute mai rapid [198].

Mod de lucru

Curbele ne-izoterme TG/DTG au fost obtinute cu ajutorul aparatului Netzsch
STA 409 PC, in aer (30 mL/min), folosind creuzete de alumina si o viteza de
incalzire de 5°C/min. Masa probei (ulei carnia respectiv untura de porc cu si fara
adaos de antioxidant) a fost de aproximativ de 27,5 mg (o picatura) iar intervalul de
temperatura de la 36 la 800°C. Programul utilizat pentru interpretarea rezultatelor a
fost Netzch Proteus - Thermal Analysis.

Rezultate obtinute

Profilul curbelor TG/DTG pune in evidenta trei etape de descompunere, atat
pentru ulei cat si pentru untura, dupa cum se poate observa in figurile 49 si 51.

Conform lui de Souza si colab. [198], inceputul oxidarii este caracterizat de
absorbtia oxigenului cu formare de peroxizi ai acizilor grasi. Acea§té comportare
este in general identificabild prin cresterea masei initiale a probelor. In cazul uleiului
Carnia si a unturii, aceasta a fost de aproximativ 2%.

Prima etapa corespunde la doud procese suprapuse si a fost atribuita
descompunerii acizilor grasi polinesaturati de tipul acidului linoleic cu formarea unor
compusi de tipul dimerilor, trimerilor si polimerilor care sunt in mod constant
indepartati de catre vaporii generati in timpul incalzirii. Aceasta etapa, in cazul
uleiului, a inceput la 244.9°C cu varful picuiui DTG la 294,4°C iar in cazul unturii a
inceput la 247,5°C si varful picului DTG a fost la 288,6°C.

Descompunerea acizilor grasi mononesaturati de tipul acidului oleic este
atribuitd Tn literaturd [198) celei de-a doua etape de pierdere in greutate. in timpul
acestui proces, se presupune ca dublele legaturi se rup, cauzdnd saturarea
moleculelor de trigliceride. Aceastd etapa a fost caracterizatd de Tynsee = 393,4°C si
un varf la 406,8°C in cazul uleiului Si Tonsee = 366,8°C si varful la 404,7°C in cazul
unturii.
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Figura 50. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul Carnia cu adaos de mixtura antioxidanta
0,5 mL/kg grasime
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Figura 52. Curbele TG/DTG/DTA pentru untura cu adaos de mixturd antioxidanta
0,5 ml/kg grasime
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Ultima etapd observatd, cu Tonser = 482°C si varful la 504,5°C pentru ulei si
respectiv Tonset = 440°C si varful la 458,7°C pentru unturd, corespunde probabil
descompunerii acizilor gragi saturati de tipul acidului palmitic.

Prima etapd de descompunere este cea mai importanta pentru stabilitatea
termicad a grasimilor vegetale sau animale. Pe baza temperaturii de incepere a
descompunerii termice se poate compara stabilitatea diferitelor tipuri de uleiuri
precum si eficienta eventualelor adaosuri de antioxidanti [198].

Curbele DTA corespunzatoare uleiului, cu si fara antioxidanti (figurile 50 si
49), evidentiaza cate trei etape endoterme si o etapd exotermad, situata in preajma
temperaturii de 325°C. Etapa exotermd corespunde conform [198] polimerizarii
fragmentelor rezultate la descompunerea acizilor grasi polinesaturati. Etapele
endoterme se referd la descompunerea acizilor grasi poli- si mono-nesaturati
precum si a celor saturati. Aceastd constatate este intarita de faptul c3d, in cazul
unturii, Tn care continutul in acizi grasi polinesaturati este foarte scazut, etapa
exotermad nu a fost identificata (figurile 51 si 52).

Toate procesele au temperaturile caracteristice deplasate spre valori mai
mari In cazul grasimilor aditivate. Adaosul a doar 0,5 mL mixturd antioxidantd/kg
grasime a deplasat semnificat Tonset peNtru prima etapd de la 244,9 la 256,1°C
pentru ulei si de la 247,5 la 303,1°C pentru unturd, dupa cum se poate observa din
figurile 50 si 52.

Si prin aceastd metoda s-a gasit cd mixtura antioxidantd naturald propusa in
aceastd tezd determind o Tmbunatadtire importanta a stabilitdtii la termooxidare a
uleiuiui, fiind chiar mai eficienta in cazul unturii.

II.5.5. ANALIZA EFECTULUI ANTIMICROBIAN AL MIXTURII PROPUSE

Activitatea antimicrobiand, determinata prin metoda difuziei in agar cu
discuri impregnate de hartie de filtru (metoda difuzimetrica), a fost testatd pe trei
specii bacteriene: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes
(ATCC 49399) si Escherichia coli (ATCC 25922) si pe o ciuperca tip drojdie (Candida
albicans, ATCC 24433).

Reactivi

Mediile de cultivare (,tryptic soy” agar si Miiller-Hinton agar) au fost
achizitionate de la firma Merck (Germania) iar mediul Sabouraud 2% (m/V) de la
Biolife (Italia). Discurile de hartie de filtru impregnate cu substante antibacteriene
(antibiotice) si antifungice (antimicotice) au fost achizitionate de la HiMedia
Laboratoires (India), Bioanalyse Ltd. (Turcia) si Abtek Biologicals Ltd. (UK) (tabelul
25).

Standardul McFarland pentru turbiditate a fost achizitionat de ia BioMérieux
(Marcy I'Etoile, Franta). Principiul metodei turbidimetrice McFarland de determinare
a numarului de celule microbiene dintr-un mL inocul este redat in tabelul 26.

Microorganismele  testate:  Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pyogenes ATCC 49399, Escherichia coli ATCC 25922 gi Candida
albicans ATCC 24433 au fost achizitionate de la Microbiologics (USA). Inainte de
analiza tulpinile bacteriene au fost cultivate pe tryptic soy agar in conditii aerobe
timp de 24 h la 37 °C, cu exceptia Streptococcus pyogenes ATCC 49399, care a fost
cultivat pe tryptic soy agar cu 5% séange de oaie steril defibrinat.

Candida albicans a fost cultivatd pe mediu Sabouraud 2% (m/V) in conditii
aerobe, timp de 48 h la 37 °C.
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Tabel 25. Substantele antimicrobiene etalon

Substanta antimicrobiana Concentratia Producator
Ofloxacin 5 pg / disc HiMedia Laboratoires (India)
Penicillin 10 UI / disc HiMedia Laboratoires (India)
Cloramfenicol 10 UI / disc HiMedia Laboratoires (India)
Oxacillin 1 pg / disc HiMedia |l_aboratoires (India)
Erytromycin 15 yg / disc Bioanalyse Ltd. (Turcia)
Gentamicin 10 pg / disc Abtek Biologicals LTD (UK)
Itraconazole 10 pg / disc HiMedia lLaboratoires (India)
Nistatin 30 ug / disc HiMedia Laboratoires (India)

Tabel 26. Metoda McFarland

Cod standard McFarland* 0,5 1 2 3 4
Clorura de bariu 1.0% (mL) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
Acid sulfuric 1.0% (mL) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6
Densitatea aproximativa a 1.5 3.0 6.0 9.0 12.0

celulelor (1X10%mL)
Transmitanta, % (600 nm) 74.3 55.6 35.6 26.4 21.5

Absorbanta (600 nm) 0.132 | 0.257 | 0.451 | 0.582 | 0.669
* Standardele Mc Farland comerciale sunt numerotate astfel, (pentru identificare). Cifrele
desemneaza 10 x cantitatea de BaCl; (in mL) continuta in fiecare proba standard

Mod de lucru

Activitatea antibacteriand a fost estimatd prin metoda Kirby-Bauer [199].

Pe scurt, inoculi de celule bacteriene si de blastospori fungici tip drojdie au
fost suspendati in ser fiziologic steril pana cand densitatea suspensiei testate a
egalat turbiditatea standardului, echivalent unei concentratii de 3.0 x 10%/mL
(McFarland Standard, BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Cutii Petri (d = 9 cm) cu
agar Miuller-Hinton (pentru speciile bacteriene) sau agar Sabouraud (pentru fungi)
au fost inoculate cu cate 1 mL de suspensie microbiand. Suspensia a fost raspandita
pe intreaga suprafatd cu ajutorul unei siringi sterile de 1 mL. Dup3d 5 minute excesul
de fluid a fost indepdrtat cu ajutorul unei pipete sterile. Suprafata mediului din
cutiile Petri a fost ldasata sa se usuce la temperatura camerei, timp de maxim 20 de
minute.

Discurile de hartie de filtru sterile, impregnate cu 80 pL mixturad nediluatd au
fost aplicate aseptic pe suprafata fiecarei cutii, intr-o pozitie centrala. Pentru
aceasta au fost utilizate pensete sterile. Fiecare disc a fost usor presat pentru a
asigura un contact bun cu suprafata mediului. Discuri de control impregnate cu
substante antimicrobiene au fost de asemenea plasate in cutiile Petri inoculate, la
distante potrivite. Gentamicina, ofloxacina, cloramfenicolul, penicillina, eritromicina
si oxacillina au fost utilizate ca substante de referinta antibacteriene, iar nistatinul si
itraconazolul ca substante de referinta antifungice.

Cutiile inoculate au fost incubate timp de 20 de ore la 37°C pentru speciile
bacteriene si timp de 48 de ore pentru C. albicans. Zonele de inhibitie au fost
exprimate ca diametrul (mm) zonelor libere din jurul discurilor. Rezultatele au fost
exprimate ca media a trei analize independente.
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Rezultate obtinute

Produsul testat a dovedit activitate bactericida impotriva speciilor bacteriene
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes si Escherichia coli  precum si
activitate antifungica impotriva Candida albicans, dupa cum se poate observa din
tabelul 27.

Tabel 27. Zonele de inhibitie

Zonele de inhibitie (mm)
Microorganisme | Staphylococcus Streptococcus | Escherichia | Candida
de referinta aureus pyogenes coli albicans
Extract 18 19 15 18
Nistatin ND ND ND 17
Itraconazol ND ND ND 19
Cloramfenicol ND 27 ND ND
Gentamicina ND ND 25 ND
Ofloxacind ND ND 38 ND
Penicilina ND 19 ND ND
Eritromicina ND 25 ND ND
Oxacilind 19 ND ND ND

ND - nedetectat

Cele mai largi zone de inhibitie au fost in cazul S. pyogenes (de la 18 la 20
mm), si in cazul S. aureus (de la 17,5 la 19 mm). Zone de inhibitie mai mici au fost
inregistrate pentru extractul studiat in cazul testarii contra E. coli (de la 13 la 16
mm). Produsul de dovedit de asemenea puternicad activitate antifungica impotrica C.
albicans, cu zone de inhibitie similare cu cele din cazul S. aureus (de la 17.5 la 19
mm) (figura 53 a-d).

(a) (b)
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(c) (d)

Figura 53. Antibiograme: (a) Streptococcus pyogenes; (b) Staphylococcus aureus;
(c) Escherichia coli; (d) Candida albicans

Rezultatele sugereaza ca activitatea antibacteriana exprimata ‘mpotriva
microorganismelor bacteriene Gram-pozitive patogene Staphylococcus aureus si
Streptococcus pyogenes este comparabila cu cea a substantelor bacteriene de
referintd. Activitatea antibacteriand impotriva Escherichia coli, o bacterie Gram-
negativd, a fost detectabilda dar mult mai redusa (jumatate din activitatea
antibacteriand exercitatd de substantele de referintd). Activitatea antifungicd a
extractului analizat este de asemenea comparabild cu cea a substantelor de
referintd.

I1.6. APLICATII PENTRU INDUSTRIA ALIMENTARA

I1.6.1. MODELAREA PROCESULUI DE OXIDARE

Principiile modelarii

Considerand complexitatea sistemelor alimentare si luand in considerare ca sfarsitul
duratei de valabilitate reprezinta disparitia unor factori de calitate S (nutrienti, arome
caracteristice, etc.) si apariia unor factori de calitate nedoriti P (pierderea aromelor,
decolorarea, etc.), se ajunge astfel la un model asemanator unui proces ireversibil de
tipul [200]:

R——>P (11.6-1)

Vitezele de pierdere a factorilor de calitate R si de formare a factorilor de calitate P
pot fi exprimate de relatiile:
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_4Qs

Vo= s k,(Qq) (11.6-2)
d : -
v, =%=kf(Qp) (1.6-3)

unde Qs, Qr —ponderea factorilor de calitate S si respectiv P; kf si k} - constante de viteza.

Factorii de calitate R si P sunt de obicei proprietati chimice, fizice, microbiologice sau
senzoriale cuantificabile. Trebuie subliniat faptul cd procesul modelat de ecuatiile (11.6-1-11.6-
3) nu reda un mecanism de real, iar r si r’ sunt pseudo-ordine de proces sau ordine aparente
de proces.

Factorii de calitate S si P sunt de obicei proprietati chimice, fizice, microbiologice sau
senzoriale cuantificabile. Trebuie subliniat faptul cd procesul modelat de ecuatijile (11.6-1-11.6-
3) nu redd un mecanism de real, iar r si r' sunt pseudo-ordine de proces sau ordine aparente
de proces.

Ordinele aparente de proces si constantele de viteza pot fi determinate prin ,fitarea”
curbelor de variatie in timp a valorilor determinate experimentail S sau P. Metodele cele mai
utilizate pentru aceasta sunt: metoda diferentiald si metoda integrald. In cazu! metodei
diferentiale se procedeaza in felul urmator [201]:

1. se determina valorile corespunzatoare parametrilor S sau P (direct sau
indirect) in functie de timp;

2. se reprezinta grafic variatia acestora in timp si se traseaza curba cea mai
probabild, cel mai adesea utilizdnd o metod3 statistica de ,fitare” (exemplu:
regresie polinomiald);

3. se determind vitezele de proces corespunzdtoare diferitelor momente prin
derivarea grafica sau numerica a curbei;

4. prin logaritmarea relatiilor (I1.6-2) si (I1.6-3) se obtin expresiile liniare:

lgvs =1gk, +rlgQq (11.6-4)

lgv, =gk, +r'lgQ, (1L.6-5)

5. se traseaz3 graficul dependentei lgv, =f(lgQ;) sau lgv, = f(]ng)

cu ajutorul metodei celor mai mici patrate se ,fiteaza” punctele pe o dreapta
se determind valorile pentru constanta aparenta de vitezd si pentru ordinul
aparent de proces din caracteristicile dreptei, respectiv ordonata la origine si
tangenta unghiului format cu orizontala.

No

Mod de lucru

A fost modelat procesul de oxidare, la 110°C, a patru uleiuri inalt oleice
obtinute din hibrizii de floarea soarelui: Carnia, PR64H45, PR64H91 si PR65A22.
Absorbanta in UV, la lungimea de undd de 232 nm, corespunzdtoare formarii
dienelor conjugate, a fost aleasd ca factor de calitate, P (pasul 1). Pentru calcule au
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fost folosite valorile extinctiei specifice, K;3;, calculate cu ajutorul formulei (11.5-1) si
redate in figura 36. Au fost parcursi pasii 1-7 pentru toate cele patru uleiuri Tnalt
oleice. A fost utilizat programul Microcal Origin 4.1. S-au calculat si indicatorii de
adecvanta si anume [202]:

o coeficientul de corelatie, R

i(yi - Yi,calculm)Z

R= |1-2 (11.6-6)

n

>F -y

i=1

o deviatia standard, SD, a valorilor masurate fata de valorile calculate
pe baza ecuatiei de regresie, care poate servi la calcularea intervalului de
incredere pentru fiecare valoare individuald:

n

Z(y. - yi.calculat)z

SD = /= (11.6-7)
n

unde n - numarul de seturi de date; y - variabila dependentd; y, ... — Valoarea

rezultatd pentru y pe baza ecuatiei de regresie, y;- valoarea experimentald; ¥y -
media aritmeticad a valorilor experimentale.

Rezultate obtinute

In figura 54 este redatd, pentru uleiul de tip Carnia, curba cea mai probabild
pentru caracterizarea evolutiei in timp a lui K53, (pasul 2).

Vitezele de proces, in diferite momente, au fost determinate prin derivarea
grafica a curbei din figura 54.

in figura 55 este trasat graficul dependentei lgv = f(IgK ,,, ). Prin ,fitarea”
punctelor pe o dreapta au putut fi determinati ordinul aparent de proces (,B” din
ecuatia dreptei) si lgk, (,A” din ecuatia dreptei), impreund cu indicatorii de
adecvanta R (coeficientul de corelatie) si SD (deviatia standard).

In mod analog s-a procedat si in cazul celorialte uleiuri inalt oleice. Valorile

obtinute pentru constanta aparentd de viteza si pentru ordinul aparent de proces
sunt redate in tabelul 28.
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Figura 54. Curba

cea mai probabild pentru evolutia K;3; in timp, in cazul uleiului de tip Carnia

Linear Regression:
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Figura 55. Regresia liniar3 pentru dependenta Igv = f(lg Kzsz) in cazul uleiului Carnia
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Tabel 28. Valorile constantelor aparente de viteza, ale ordinelor aparente

de proces si ale indicatorilor de adecvantd R si SD
cazul ulei k'f r R SD
1 Carnia 0,0388 0,29858 0,99815 0,0029
11 PR65A22 0,0531 0,14815 0,9941 0,00266
111 PR64H45 0,0151 0,99276 0,99558 0,01024
v PR64H91 0,0447 0,04212 0,99351 0,00064

Trebuie precizat ca valorile obtinute corespund temperaturii de lucru de
1100°C.

Corelatiile obtinute au fost foarte bune (valorile pentru R au fost peste
0,99). Se remarca ordin aparent de proces unitar in cazul uleiului obtinut din
hibridul PR64H45 si ordine aparente de proces subunitare in cazul celorlalte uleiuri.

Modelul ar putea avea aplicabilitate practica in industria alimentara in sensul
cd dacd se impune o valoare maxima a extinctiei specifice la 232 nm, peste care
uleiul se considera prea degradat pentru a mai fi utilizat, poate fi calculata durata de
valabilitate a acestuia.

De mentionat insa ca modelele de tipul celui descris au de obicei
aplicabilitatea limitata la sistemele alimentare particulare pentru care au fost
studiate, mai cu seama c3@a de multe ori modelul nu corespunde cu adevaratul
mecanism de proces. De aceea o extrapolare a rezultatelor obtinute la sisteme
similare trebuie realizatd cu precautie. In unele cazuri se impune o mai adanca
studiere a reactiilor importante pentru calitatea alimentelor in scopul elucidarii
mecanismului real. Astfel de studii sunt realizate de obicei in sisteme model, astfel
incat compozitia si concentratia relativa a componentelor sd poata fi controlatd si
monitorizata.

II.6.2. SENZOR ENZIMATIC PENTRU DETERMINAREA CONCENTRATIEI DE
ANTIOXIDANTI

Principiul metodei

Multe dintre uleiurile vegetale contin substante naturale cu proprietati
antioxidante, marea majoritate cu structura polifenolica [203]. Analiza enzimatica a
polifenolilor din uleiuri ridica probleme datorita insolubilitatii acestora din urma in
apa (biosenzorii conventionali fiind conceputi aproape exclusiv pentru a functiona in
mediu apos). In ultimii ani au fost dezvoltati mai multi senzori enzimatici pentru
determinarea polifenolilor in solutii apoase [204-205] si au inceput cercetarile
pentru punerea la punct a unor biosenzori care sa opereze in mediu organic (203,
206].

Noutatea metodei propuse constd in ,solubilizarea” uleiului in apa cu
ajutorul unei substante tensioactive, ceea ce a permis utilizarea unei enzime active
in mediu apos pentru obtinerea unui biosenzor amperometric.

Materiale

Peroxidaza din hrean (Sigma Aldrich), 2,6-Bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenolul
(BHT, Sigma Aldrich), etanolul (C;HsOH, Chimopar), peroxidul de hidrogen (H,O,
30%, Merck) fosfatul monosodic monohidratat (NaH,P0O,- H,0, Sigma Aldrich) si
fosfatul disodic dihidratat (Na,HPO, 2H,0, Sigma Aldrich) au fost utilizate fara
purificare anterioara.

BUPT



11.6. Aplicatii pentru industria alimentara 151

Pentru solubilizarea uleiului au fost folositi urmatorii detergenti: lauril-sulfat
de sodiu (99%, Sigma Aldrich) si Eskaphor EM 310 (Haug Chemie GMBH).

Aparatura

O celuld electrochimica de 10 mL a fost legatd de electrodul de lucru,
electrodul de referinta (Ag/AgCl) si de electrodul auxiliar din platind prin intermediul
gaurilor din capac. Agitarea (100 rpm) a fost asiguratd de un agitator magnetic. Cei
trei electrozi au fost conectati la un analizor voltametric (Voltalab 40, PGZ 301).

Mod de lucru

Electrodul de lucru a fost preparat zilnic in urmatorul mod: suprafata
electrodului de grafit a fost slefuita timp de aproximativ 10 secunde pe hartie. Acest
pretratament a generat rugozitatea doritd pentru o mai buna adeziune a solutiei de
enzima. Un volum de 10 ul solutie de peroxidaza (3 mg/mL in tampon fosfat de pH
7,4) a fost depusd pe suprafata electrodului si a fost |dsata sa se usuce timp de
aproximativ 20 de minute (perioada necesara pentru stabilirea echilibrului de
adsorbtie). Dupa aceea, excesul de enzima a fost indepdrtat prin spédlare cu solutie
de tampon fosfat avand acelasi pH.

Detectia amperometrica a fost realizata, cu ajutorul aparatului Voltalab 40,
prin aplicarea potentialului dorit (-50 mV) si inregistrarea semnalului amperometric.
A fost analizat uleiul de tip Carnia solubilizat (cu ajutorul solutiilor de detergent) cu
si fard diferite cantitati de antioxidant addugate (solutie alcoolicda de BHT 0,001 M
sau tinctura din plante, preparata conform I1.3.3-C si diluata de 10 ori), in prezenta
solutiei de peroxid de hidrogen 100 uM. Programul utilizat pentru achizitia si
prelucrarea datelor a fost VoltaMaster 4.

Rezultate obtinute

Peroxidaza (E.C.1.11.1.7) catalizeazd dehidrogenarea unui mare numar de
compusi organici cum ar fi fenolii si aminele aromatice in reactie cu peroxidul de
hydrogen [207]:

RHZ + HzOz aad R + 2H20 (116-8)

Procedeul utilizat pentru imobilizarea peroxidazei, inafara faptului cd este
extrem de simplu si de rapid, a dus la rezultate reproductibile (deviatie standard
mai mica de 5% observata pentru raspunsul a 10 electrozi proapat preparati). In
toate cazurile o linie de baza stabild a fost obtinuta in mai putin de 3 minute. Asa
cum era de asteptat, timpul de raspuns a crescut cu cresterea viscozitatii mediului
(cresterea concentratiei de ulei) si cu descresterea vitezei de amestecare, intrucat
acesti doi factori incetinesc viteza de difuzie a substratului catre catalizator. Cu
toate acestea nu a putut fi aplicatd o viteza prea mare de agitare din cauza spumarii
detergentilor. Dac3 biosenzorul a fost stocat in atmosferd uscatd la 4°C, réspunsul
acestuia a fost constant timp de aproximativ doud zile. Dupd aproximativ o
saptamand, semzitivitatea acestuia a scazut considerabil.

S-a gdasit cd concentratia maxima de detergent care nu influenteaza
semnalul amperometric este de 0,2%. Semnalul amperometric a fost inregistrat
pentru diferite volume de BHT ad3dugate in ulei si a fost comparat cu cel inregistrat
in cazul utilizarii tincturii din plante.
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Primele rezultate semnificative legate de variatia semnalului amperometric
la adaugarea de mixtura antioxidanta (diluata de 10 ori) si respectiv solutie alcoolica
de BHT 0,001 M sunt redate in figurile 56 si 57.
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Figura 56. Variatia semnalului amperometric la adaosul a diferite volume din mixtura
antioxidanta diluata
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Figura 57. Variatia semnalului amperometric la adaosul a diferite volume din solutia
de BHT 0,001M. Semnalul initial corespunde uleiului ,solubilizat” cu detergent ionic si respectiv
neionic

Semnalul initial (V = 0) corespunde uleiului ,solubilizat” cu detergent ionic
(lauril-sulfat de sodiu) si respectiv neionic (Eshaphor EM 310). Rezultatele par a fi
influentate de repartitia antioxidantului studiat intre cele doua faze: apoasa si
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uleioasa. Mixtura antioxidanta are o comportare mai buna decéat solutia de BHT, in
sensul cd este mai putin sensibild la variatii ale compozitiei (constituentilor)
electrolitilor (mediului de lucru).

Bazat pe ecuatia Michaelis-Menten [208] au fost determinate valorile pentru
K (constanta Michaelis-Menten) si 1., (intensitatea maxima a semnalului) cu ajutorul
programului Kaleidagraph 4.0. (tabel 29).

Cele mai bune rezultate (cele mai mari valori pentru Ky si Ih.) $1 cea mai
bunad specificitate a biosenzorului (In../ Ky) au fost obtinute atunci cdnd pentru
solubilizarea uleiului a fost utilizat Eskaphor 310.

Tabel 29. Valorile pentru constanta Michaelis-Menten (Ky), intensitatea
maxima a semnalului ( Inh.x), specificitate (I.,.x/Ku) si coeficientul de
corelatie, R

Imax Imax/ KM
Substrat Detergent Km (nA) R
. v Lauril-sulfat 111,64 5,574
tinctura din de sodiu uL/L 639,01 (NA-uL)/L 0,99586
plante 94,887 7,245
Eskaphor 310 /L 687,46 (nA-uL)/L 0,99188
Lauril-sulfat 25,94
aHT de sodiu 9,7508 uM 252,95 (NA/uM) 0,99572
91,56
Eskaphor 310 14,054 uyM  1286,8 (NA/uM) 0,99329

Se intentioneazi continuarea cercetérilor in acest domeniu. Intr-o prima
faza se va urmari stabilizarea semnalului amperometric si apoi corelarea raspunsului
obtinut pentru amestecul antioxidant cu cel obtinut pentru BHT in vederea stabilirii
concentratiei de compusi fenolici din amestecului antioxidant.

Integrarea analizei cu biosenzori in schema tehnologicd de obtinere a
uleiurilor vegetale

Operatiile care se desfasoara intr-o fabricd de ulei sunt de doua tipuri:
operatii pregatitoare (1) si operatii de prelucrare (II).

Prima grupa de operatii cuprinde receptia, curatirea, uscarea si depozitarea.

In cea de-a doua grupa se incadreaza toate operatiile de transformare a
materiei prime pregatite in vederea prelucrarii pdnd la obtinerea produsului finit:
descojirea, macinarea, prajirea, presarea, extractia, distilarea, dezbenzinarea si
rafinarea [209]. Introducerea antioxidantilor, controlatd de biosenzori, e indicat a
avea loc dupa operatia de rafinare (figura 58).

Prin intermediul unitdtii de monitorizare cu biosenzori este determinat
continutul de antioxidanti din ulei si informatia este trimisa computerului care
decide dacd este necesar adaosul unei cantitdti suplimentare. Cu ajutorul
calculatorului este comandatd pompa de alimentare cu antioxidanti precum si valva
de golire a rezervorului.
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Sistemul va putea fi reglat atadt pentru antioxidanti de sinteza, de tipul BHA sau
BHT cat si pentru extracte naturale cu grad mare de complexitate.
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Figura 58. Schema tehnologica de obtinere a uleiurilor vegetale alimentare
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Schema propusa pentru sistemul de monitorizare este prezentata in figura 59.

ULEI Pompa
RAFINAT

_8 """" Rezervor

™ antioxidanti

Rezervor

:I— de stocare

—m e m-—-d

Unitate de
monitorizare - -
cu biosenzori

Agitator Computer

Valva l
Deseuri

ULEI RAFINAT
PENTRU IMBUTELIERE

Figura 59. Schema sistemului de monitorizare cu biosenzori

1I1.6.3. TESTAREA INTERESULUI CONSUMATORILOR PENTRU
ADITIVI DE ORIGINE NATURALA

Conform Ordinului Ministrului S&natatii nr.975/1999, aditivii alimentari sunt
substante care se folosesc la prepararea unor produse alimentare in scopul
ameliorarii calitdtii acestora sau pentru a permite utilizarea unor tehnologii avansate
de prelucrare.

O tendintd actuald pe plan mondial este orientarea spre produse naturale,
E-urile de sinteza fiind percepute de o mare parte a populatiei ca o amenintare la
adresa sdnatatii. S-a urmarit testarea perceptiei locuitorilor din zona Aradului
asupra aditivilor alimentari.

Mod de lucru

Au fost intervievate 130 de persoane din diferite medii sociale si categorii de
véarstd. Continutul chestionarului a fost urmatorul:
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Numele si prenumele, varsta

Care este criteriul cel mai important la alegerea unui anumit produs
alimentar?

a) Pretul

b) Aspectul

c¢) Calitatea

d) Altul (specificati)...... coevirvevrieiiirenre e

Ce pérere aveti despre E-urile din alimente?
a) Toate sunt periculoase pentru sanatate
b) Sunt avizate de Uniunea Europeana deci, in limitele admise,
nu prezinta pericol pentru sandtate
¢) Unele E-uri sunt periculoase pentru sandtate, unele sunt
inofensive
d) Alta (specificati)... ..ccoovervrrrirreeereeeeeees

Cu cat ati fi dispus sa platiti in plus pentru achizitionarea unor
alimente care sa contina alternative naturale la aditivii (E-urile) de
sinteza?

a) 0-50%

b) 50-100%

¢) 100-200%

d) oricat

e) nu ma intereseazd

Aveti domiciliul stabil
a) Lasat
b) La oras, dar locuiesc in orag
c¢) Laoras

Ultimul ciclu de studii finalizat este:
a) Ciclul primar (clasele 1-4)
b) Ciclul secundar (clasele 5-8)
¢) Liceul
d) Facultatea
e) Masterat sau doctorat

Venitul / membru de familie este :
a) Sub 300 RON
b) 300-500 RON
c) 500-1000 RON
d) peste 1000 RON

Rezultate obtinute:

Referitor la criteriul cel mai important in alegerea unui aliment, 66,15%

dintre persoanele intervievate au ales calitatea, dupa cum se poate observa in figura

60.
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wesitate
‘maspect
opref

Figura 60. Criteriul cel mai important la alegerea unui anumit produs alimentar

Dintre persoanele intervievate, cei cu studii post-universitare au optat in
proportie de 100% pentru calitate. Aspectul alimentelor a fost un criteriu important
pentru tineri (63,63% dintre cei care au ales acest criteriu). Prefui a fost un criteriu
important pentru locuitorii de la sate si pentru o parte dintre cei cu venituri mici si
medii.

Peste 50% dintre persoanele intervievate considera ca toate E-urile sunt
periculoase pentru sanatate (figura 61). Varsta a fost un factor mai putin important
in schimb studiile au fost relevante. Peste 75% dintre persoanele cu studii
superioare au avut o perceptie corecta asupra aditivilor alimentari.

L T T
'@ toate sunt periculoase
‘ i

| |
| @ nu prezinta pericol daca
; sunt utilizate in limitele |
|  admise i
! |
;O unele sunt periculoase, !
¢ altele sunt inofensive

i

Figura 61. Perceptia aspra aditivilor alimentari

Alternativele naturale la aditivii de sinteza sunt o investitie bund intrucat
aproximativ 80% dintre persoanele intervievate s-au aratat dispuse a plati cel putin
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cu 50% mai mult pentru un produs natural (16,5% fiind gata sa plateasca oricat),
dupd cum se poate observa in figura 62.

'm0-50%

'm 50-100%
-0 100-200%
‘El oricat

‘W nu intereseaza

Figura 62. Disponibilitatea de plata suplimentara pentru achizitionarea unor produse naturale

Nu s-au aratat interesate 20,76% dintre persoanele chestionate. 70% dintre
persoanele care locuiesc la sat ar fi interesate de achizitionarea produselor naturale
daca pretul acestora nu ar depasi cu 50% pretul actual.

In concluzie se poate spune ca datoritd perceptiei preponderent negative
asupra aditivilor alimentari, populatia intervievata s-a aratat interesata in
achizitionarea unor produse care sa contind alternative naturale ale acestora, chiar
daca implica cheltuieli mai ridicate. Acest fapt reprezintd o oportunitate si un imbold
pentru desfasurarea de studii si elaborarea de produse mai sanatoase, conforme cu
dorintele consumatorilor.
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Aspectele teoretice prezentate in prima parte, de consideratii generale, a
tezei au lasat deschisd problema prevenirii oxidarii nedorite a produselor alimentare,
in special a celor cu continut ridicat de grasimi.

Busuiocul, cimbrul, coada calului, coada soricelului, leusteanul, maghiranul,
mararul, oregano, patrunjelul, rozmarinul si telina, desi originare din diverse zone
ale lumii sunt cultivate si in tara noastra si utilizate pe scard larga in bucataria,
medicina si cosmetica traditionald. Cercetari anterioare pe uleiurile obtinute din
aceste plante au dovedit existenta a o serie de compusi cu proprietati nu doar
aromatizante ci gi antioxidante si chiar antimicrobiene. Tincturile lor au fost destul
de putin studiate si acesta a fost motivul care a stat la baza unor cercetari din
cadrul prezentei teze si anume analiza complexa a compozitiei si proprietatilor lor, in
special antioxidante, cu scopul de a propune un amestec de tincturi din plante
condimentare care sa aiba pe langa efectul aromatizant si efect antioxidant /
antiradicalic cat mai mare si mai constant.

in PRIMA ETAPA a cercetdriior experimentale proprii s-a urmarit
imbunaéatdtirea unor metode utilizate curent pentru analiza activitatii
antioxidante in vitro si anume: metoda permanganometricd, metoda
chemiluminometrica cu luminol si o metoda spectrofotometrica implicand utilizarea
DPPH - ului (1,1-difenil-2-picril-hidrazi).

e In unele lucrari din literaturd, activitatea antioxidanta a extractelor este
estimata calitativ, prin metoda permanganometrica, ca fiind invers proportionala
cu timpul de decolorare a solutiei de permanganat de potasiu de o anumitd
concentratie la addugarea unei anumite cantitati de extract. In cadrul lucrdritor din
tezd decolorarea solutiei de permanganat de potasiu a fost urmarita
spectrofotometric, ceea ce a permis propunerea unei formule pentru estimarea
cantitativa a activitatii antioxidante. Metoda a fost testatd pe patru hidrodistilatele
obtinute busuioc, leustean, mérar si telind. S-a gdsit cd, dintre cele patru, emulsia
de telind are cea mai ridicatd activitate antioxidanta.

o In metoda chemiluminometricd, adaosul unei substante cu efect
antioxidant la o solutie bazicd de luminol (5-amino-2,3-dihidronaftalazin-1,4-diond)
are ca efect reducerea intensitatii semnalului luminos; cu cat efectul antioxidant
este mai puternic, cu atadt semnalul luminos este mai scazut.

Metoda a fost testatd pe hidrodistilatele din busuioc, leugtean, marar si
telind cand s-au obtinut rezultate comparabile cu cele obtinute prin _metoda
permanganometricd si pe tincturile celor 11 plante luate in studiu. In cazul
tincturilor s-a constat ca activitatea antioxidanta variaza in ordinea:

coada soricelului > rozmarin > maghiran > cimbru > leustean >

oregano > busuioc > miérar > telind > coada calului > patrunjel.

S-au remarcat dou3 tipuri de profiluri ale puterii antioxidante si anume: in
cazul tincturilor de plante cu capacitate antioxidantd ridicata (coada soricelului,
rozmarin, maghiran, cimbru si leustean), puterea antioxidantd a fost ridicatd la
fnceputul reactiei dar a scazut rapid in timp; extractele celorlalte plante studiate,
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mai putin eficiente (oregano, busuioc, marar, telind, coada calului si patrunjel), au
prezentat valori mici la inceput care au crescut in prima parte a procesului, dupd
care au scazut din nou. Acelasi tip de profil a fost observat si in cazul
hidrodistilatului de telina.

Ca urmare a acestui studiu s-a facut recomandarea de a combina plante cu
ambele tipuri de profiluri pentru a asigura un efect antioxidant relativ constant si de
durata.

e Atunci cand o solutie de DPPH este amestecatd cu cea a unei substante
donoare de atomi de hidrogen se obtine forma stabild, non-radicalicd, a DPPH-ului
(1,1-difenil-2-picril-hidrazina), cu schimbarea simultana a culorii de la violet intens
la galben pal. S-a introdus si demonstrat o formula Tmbunatatitd de calcul a
concentratiei reziduale de radical DPPH (c¢,). Pentru un spectrofotometru

monofascicul aceasta este: ¢, =(A —1,006)/10970 unde: A - absorbanta.

Coeficientii de variatie au fost sub 10%.

In scopul usuradrii compararii rezultatelor obtinute de diversi cercetatori, s-a
propus o0 noua metoda de caicul a activitatii antiradicalice/antioxidante prin referirea
la unul dintre cei mai utilizati antioxidanti in industria alimentara, BHT (2,6-di-tert-
butil-4-metil-fenol). S-a stabilit o corelatie directda intre timpul de Tnjumatatire

(t,,z)a concentratiei de DPPH si concentratia de antioxidant (BHT) addugata. Ca

urmare a putut fi exprimatd activitatea antiradicalicd (AA, mol/l), in termeni de
concentratie echivalenta de BHT, printr-o formuld independentd de caracteristicile

aparatului: AA ="%Y2299/t,, =(2,3/t,,,)"* (R? = 0,98).

Utilizdnd metoda propusa, s-a urmarit evolutia activitatii antiradicalice dupa
unu si respectiv 2 ani de pastrare a tincturilor in conditii de intuneric si temperaturi
scdzute (la frigider). Pentru tincturile proaspat preparate, s-au remarcat rezultate
concordante cu cele obtinute prin metoda chemiluminometrica.

o Dupad un an, activitatea antiradicalicd a scdzut mai mult sau mai
putin in functie de tipul plantei, cea mai pronuntata scadere a
activitatii antioxidante inregistrand-o tinctura de coada soricelului.

o Dupa 2 ani, activitatea tuturor tincturilor a scazut la mai mult de
jumatate. Tinctura cu cea mai mare activitate antiradicalicd a fost
cea de rozmarin, urmata de tincturile de cimbru, coada soricelului si
oregano.

Pe baza rezultatelor obtinute am propus realizarea unei tincturi din
sapte dintre cele 11 plante studiate (coada soricelului, rozmarin, maghiran,
cimbru, leustean, oregano si busuioc) luate in cantititi egale, pentru care
activitatea antioxidanta determinata prin metoda cu DPPH a fost de 0,68 mol/I.

in cea de-a DOUA ETAPA a cercetdrilor experimentale proprii s-a urmarit
caracterizarea chimicd a celor 11 tincturi analizate utilizdnd cromatografia de
gaze cuplatd cu spectrometria de masd, cromatografia de lichide de inalta
performanta, spectrofotometria si alte metode analitice.

e Pentru cromatografia de gaze, s-a facut extractia in izooctan si apoi in
cloroform. Au fost identificate, cu o probabilitate mai mare de 80%, 60 de substante
preponderente si anume:

o in tinctura de busuioc: 1-metoxi-4-prop-2-enil-benzen (ESTRAGOL),
a- Si B- ocimenul, (1Z,6Z)-1-metil-5-metiliden-8-propan-2-il-
ciclodeca-1,6-diena (GERMACREN D), 2-oxo-2-fenil-etil esterul
acidului 4-metil-benzoic, 6-metil-1-metiliden-4-propan-2-il-
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3,4,4a,7,8,8a-hexahidro-2H-nafta-len (gamma CADINENE), 2-(3-
metilbut-1-inil) ciclohexen-1-carbaldehida

o in tinctura de cimbru: 1-(4-metilbenzoil)-2,3-difenil-ciclopropan-(2,3-
difenilciclopropil)-(4-metil-fenil)-metanona, 3,7,7-trimetilbiciclo
[4.1.0] bhept-3-ena (3-CARENA), (5S5)-2-metil-5-prop-1-en-2-il-
ciclohex-2-en-1-ona (CARVOL), 5-metil-2-propan-2-il-fenol (TIMOL),
2-metil-5-propan-2-il-fenol (CARVACROL), 4,11,11-trimetil-8-
metliden-biciclo[7.2.0] undec-4-ena (CARIOFILEN)

oin tinctura de coada calului: bis{(dimetii-trimetilsililoxi-silol)oxi]-
dimetil-silan, trimetil-[metil-tris(trimetilsililoxi) sililoxi-silil]Joxi-silan,
[1-ciano-1-[2-(2-fenil-1,3-dioxolan-2-il)etil]pentil} etan-peroxoat,
pentadeca-5,10-dien-1-o0l

o in tinctura de coada soricelului: 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10-decametil-
1,3,5,7,9,2,4,6,8,10-pentaoxapentasilecan, 4-(4-clorofenil)-6-fenil-
3H-pirimidin-2-ona, (4,4-dimetil-1,3-dife-nil-pent-1-enoxi)-trimetil-
silan

ofn tinctura de Jeustean: 1-metil-3-(2-metiipropil)ciclopentan,
tetrametil-silanul, 1-etenil-1H-indenul, 3-metiinon-4-ena, tetradec-7-
ena

o In tinctura de mdghiran: biciclo[3.2.0]hepta-2,6-diena, -metilen-2-
benziloxi-ciclopropanul, 4-metil-1-propan-2-il-biciclo{3.1.0]hexan-4-ol
(SABINENE HIDRAT), 3-ethenil-2,5-dimetil-hexa-1,4-diena
(SANTOLIN-TRIENA), (1-ciano-1-fenil-butil) etanperoxoat, (1S,5S)-
4,7,7-trimetil-biciclo  [3.1.1] hept-3-ena  (1R-a-PINEN), 1-(4-
metilbenzoil)-2,3-difenil-ciclopropan-(2,3-difenilcictopropil}-(4-metil-
fenil)-me-tanona, 3,7,7-trimetilbiciclo [4.1.0]hept-3-ena (3-CARE-
NA), 3-metil-6-propan-2-ilidene-ciclohexena (IZOTERPINO-LEN), (4E)-
4,11,11-trimetil-8-metliden-biciclo[7.2.0]Jundec-4-ena (CARIOFILEN),
(dimetil-trimetil-sililoxi-silil)oxi- [ (dimetil-tri-metiisililoxi-silil)oxi-
dimetil-silil]Joxi-dimetil-silan

o In tinctura de madrar: biciclo[3.2.0]hepta-2,6-diena, 1,5-dimetil-6-
metilen-spiro[2.4]heptan, 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10-decametil-
1,3,5,7,9,2, 4,6,8,10-pentaoxapentasilecan, 1-metil-2-prop-1-en-2-il-
benzen, dec-3-ina, spiro[2.4]hepta-4,6-diena, undec-3-ina,
tricloro[(diclorofenil) metoxi]-benzen si 7-propilidenenorcaran, (5S)-
2-metil-5-prop-1-en-2-il-ciclohex-2-en-1-ona (CARVOL), bis[(dimetil-
trimetilsili-loxi-silol)oxi]-dimetil-silan,

o in tinctura de oregano: biciclo[3.2.0]hepta-2,6-diena, 1-(4-metil-
benzoil)-2,3-difenil-ciclopropan-(2,3-difenilciclopropil)-(4-metil-fenil }-
metanona, 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10-decametil-1,3,5,7,9,2,4,6,8,10-
penta-oxapentasilecan, 2,4-bis (trimetil-sililoxi) benzaldehida, 2,2,4,4,
6,6,8,8,10,10,12,12-dodeca-metil-1,3,5,7,9,11-hexaoxa-
2,4,6,8,10,12-hexasilaciclodo-decan,
2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,14,14,16, 16-hexa-decametil-
1,3,5,7,9,11,13,15-octaoxa-2,4,6,8,10,12,14,16-octasila-
ciclohexadecan, 2,7-dimetil-4-oxabiciclo[4.3.0]Jnon-6-ena-3,5-diona,
1-metil-2-prop-1-en-2-il-benzen, 1-metil-4-prop-1-en-2-il-ciclohexa-
1,3-diena, (1,3,8-p-MENTATRIE-NA), 4-metoxi-6-prop-2-enil-benzo
[1,3] dioxol (MIRISTICIN), 2-metil-5-propan-2-il-fenol (CARVACROL),
bis[(di-metil-trimetilsililoxi-silol)oxi]-dimetil-silan,  trimetii-[metil-tris
(trimetil-sililoxi)sililoxi-sililJoxi-silan, fenetil-nonanoat
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o in tinctura de pétrunjel: 4,4a,5,5a-tetrahidro-6,6-dimetil-(1a,4a,4a3,
5aa)-1,4-metan-1H-ciclopropa[d]piridazina, 1-(4-metilbenzoil)-2,3-di
fenil-ciclopropan-(2,3-difenilciclopropil)-(4-metil-fenil}-metanona, 1-
metil-2-prop-1-en-2-ii-benzen, 1-metil-4-prop-1-en-2-il-ciclohexa-
1,3-diena (1,3,8-p-MENTATRIENA) Si 4-metoxi-6-prop-2-enil-
benzo[1,3] dioxol (MIRISTICIN), (dimetil-trimetilsililoxi-silil)oxi-
[ (dimetil-trimetil-sililoxi-silil)oxi-dimetil-sililjoxi-di-metil-silan, fenetil-
nonanoat

o in tinctura de rozmarin: 1-(4-metilbenzoil)-2,3-difenil-ciclopropan-
(2,3-difenilciclopropil)-(4-metil-fenil)-metanona, 4,7,7-trimethyl-8-
oxabiciclo [2.2.2] octan (CINEOL), 1-(2,2,3 -trimetil-1-ciclopent-3-
enil)etanona (CAMFOLENAL), 1,3,6-trimetil-5-(3-metil-1H-indol-2-il})-
1H-pirimidin-2,4-diona bromoformonitril si 1,2,3-trimetil-ciclopentena,
3-metil-6-propan-2-ilidene-ciclohexena (IZOTERPINOLEN),
bis[(dimetil - trimetil-sililoxi-silol)oxi]-dimetil-silan, (4E)-4,11,11-
trimetil-8-metliden-biciclo [7.2.0]Jundec-4-ena (CARIOFILEN)

oin tinctura de telind: 1,5-dimetil-6-metilen-spiro[2.4]heptan, 4-
metiliden-1-propan-2-il-ciclohexena (B-TERPINEN), 1-(4-etiifenil)
propan-1-ona, 1-feniletan-1,2-diol, 2-acetil-2,8-dihidro-7-metil-8-
metilen-pirazolo[5,1-c][1,2,4]triazina,  hexadec-3-ina, 1-(dicloro-
metil-sulfonil-metil)-3-(trifluoro-metil) benzen, 3-(2-benziloxifenil)-1-
fenil-propan-1-ona, (4,4-dimetil-1,3-difenil-pent-1-enoxi)-trimetil-
silan

In extractele analizate s-a constatat prezenta unor compusi terpenici de tip:
ocimen, cariofilen, terpineol, pinen si a unor fenoli cum ar fi carvacrolul si timolul.
Cu cét concentratia acestora a fost mai mare, cu atdt efectul antioxidant a fost mai
puternic. Multe dintre substantele identificate sunt cunoscute si pentru activitatea
lor antimicrobiana, ca de exemplu: carvacrolul, izoterpinolenul, cariofilenul,
mentatriena, 3-carena, camfenul, pinenul si timolul.

s Prezenta flavonoidelor a fost studiata atat sub aspect calitativ, prin
reactii de culoare si spectroscopie UV-VIZ si IR, cat si sub aspect cantitativ prin
HPLC.

Reactiile de culoare au indicat prezenta principalelor clase de flavonoide in
toate cele 11 extracte studiate.

Spectrele UV-VIZ au evidentiat existenta unor benzi in domenii comune cu
cele ale unor flavonoide de referinta, rutina si quercetina: domeniul 200-350 nm
benzi apartinand tranzitiilor de tip a—n* si n—=* iar in domeniul 340-800 nm benzile
de absorbtie provin din tranzitii de tip n»>n* date de conjugarea extinsa. Pe langa
benzile comune cu ale etaloanelor au fost identificate si valori caracteristice altor
grupari prezente in extracte si anume: semnal la 270 nm care se poate datora
conjugadrii unor cetone; maxime intre 284-290 nm specifice acizilor organici;
maxime intre 335-338 nm indicand prezenta compusilor cu conjugare extinsa;
maxime intre 405-419 nm indicand prezenta compusilor cu conjugare extinsa si a
gruparilor functionale de tipul (OH) sau (CO) atasate la (C=C) si semnale la 510 si
541 nm care ar putea fi datorate unor structuri chinonice conjugate. Pe intervalul
500-900 nm s-a constatat repetitivitatea aparitiei unor maxime si anume: 510, 541,
615 si 670 nm, care au fost atribuite lor unor structuri porfirinice de tipul clorofilei.

Spectroscopia in IR a pus in evidenta existenta mai multor benzi
caracteristice compusilor polifenolici si anume: valorile din preajma lui 3400 cm™ ar
putea fi datorate unor grupari —OH asociate, confirmata si de picurile din intervalul
1050-1300 cm’?, caracteristice legturii C-O (alcoolice sau eterice); valorile intre
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2850-3100 cm™ sunt caracteristice leg&turilor C-H; valori peste 3000 cm™ indica
existenta unor legaturi duble alifatice sau aromatice; prezenta nucleelor aromatice
este confirmata de existenta unor picuri in preajma lui 1500 si respectiv 1600 cm!,
iar a alchenelor de picul de la 1680 cm'; caracteristic pentru gruparea metil este
picul de la 1384 cm™!; prezenta structurilor nesaturate substituite este evidentiatd si
de multitudinea de benzi din intervalul 400-900 cm™. S-a remarcat de asemenea un
pic intens la 1714 cm™, caracteristic grupdrii carbonilice din aldehide, cetone, acizi
carboxilici, esteri, amide sau anhidride.

Continutul total de flavonoide exprimat ca si concentratie echivalenta de
quercetind a variat intre 4,575-10°% mol/I (tinctura de maghiran) si 1,089 -10°2 mol/!
in tinctura de coada calului. Nu s-a putut face o corelatie satisficdtoare intre
continutul de flavonoide si activitatea antioxidanta a extractelor studiate, ceea ce
indica faptul ca compusii flavonoidici nu sunt singurii responsabili de activitatea
antioxidantd a acestora.

In extractele analizate au fost determinate prin cromatografie de lichide de
inaltd performantd (HPLC) rutina si quercetina. S-a constat ca quercetina se gaseste
in cantitati foarte mici in tincturile de cimbru, maghiran, marar, oregano si patrunjel
(concentratia maxima gasita: 0,0521 mg/ml in tinctura de oregano), in urme in
tincturile de busuioc, coada soricelului, leustean si telind si deloc in tincturile de
coada calului si rozmarin. In schimb rutina a fost identificatd Tn toate tincturile
analizate, in cantitati mult mai mari comparativ cu quercetina. Cantitatea cea mai
mare de quercetind a fost gasita in tinctura de coada soricelului (1,1748 mg/ml), iar
cantitatea cea mai mica in tinctura de busuioc (0,1198 mg/ml).

Cantitatea de clorofild determinata a variat intre 7,3 ppm (tinctura de
marar) si 92,9 ppm in tinctura de telina.

e Bazat pe proprietatea acestora de a prezenta o absorbtie maxima a
radiatiilor cu iungimea de unda 550 nm Tn solutie alcoolica si acida, a fost dozatd
cantitatea de antociani prezenti. S-a gasit ca cel mai mare continut in antociani il
are tinctura de telind (3,5415 mgy/1), iar cel mai mic tincturile de marar (0,438 mg/!)
si de coada soricelului (0,468 mg/l). Nici in acest caz nu s-a putut face o corelatie
satisfacatoare intre continutul de antociani si activitatea antioxidantd a extracteior
studiate.

e Analiza cantitativa a taninurilor s-a realizat prin titrarea la rece cu KMnQ,
in prezenta indigoului carmin folosit ca si indicator de oxido-reducere. Rezultatele au
variat intre 23,52 mg/| pentru tinctura de rozmarin si 0,4 mg/! pentru tinctura de
patrunjel.

Cea de-a TREIA ETAPA a cercetdrilor proprii a urmirit aplicabilitatea
mixturii propuse ca inhibitor al oxidarii unor grasimi de origine vegetala si
animala.

¢ Au fost determinate caracteristicile si comportarea la oxidare a unor
uleiuri inalt oleice obtinute pentru prima data in tara noastra, in anul 2006, din
specii hibride de floarea soarelui importate din Italia: Carnia, PR64H45, PR64H91 si
PR65A22.

Folosind analiza gaz-cromatografica s-a constatat ca toate tipurile de hibrizi
studiate prezintd un continut ridicat de ulei: PR65A22 cu 47,11%, PR64H91 cu
46,09%, PR64H45 cu 43,61% si Carnia cu 42,3%. Procentul de acid oleic este
foarte ridicat la toate cele patru probe, uleiul PR64H91 avand valoarea cea mai
mare (91,2%). Uleiurile Carnia si PR64H91 au continut aproape identic de acid oleic.
Continutul de acid linoleic este mai mare in cazul uleiului Carnia (5,8%). Uleiul
PR64H91 are cel mai scazut procent de acid palmitic (3,31%), la celelalte uleijuri
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diferentele fiind nesemnificative. Continutul de acid stearic cel mai mare il are uleiul
PR64HA45 (3,3%) iar cel mai mic uleiul PR65A22 (1,26%).

Pentru verificarea stabilitatii la oxidare, uleiurile au fost supuse unei oxidari
accelerate la temperatura de 110°C timp de 100 de ore, intr-un cuptor de calcinare
prevazut cu ventilatie. Probele au fost recoltate la intervalul de 12, 36, 60 si 100 ore
si s-au determinat indicele de peroxid, indicele de refractie, absorbanta in domeniul
UV si evolutia conductivitatii. Determindrile au fost facute la temperatura camerei si
pentru comparatie s-a lucrat in mod identic cu un ulei obignuit de floarea soarelui
din soiul Banatia.

Indicele de peroxid a suferit o modificari semnificative in primele 12 ore,
pentru toate probele analizate, corelat cu peroxidarea acizilor grasi din compozitia
uleiurilor. Dupa aceast3 perioada valorile IP fluctueaza, posibil datorita instabilitatii
hidroperoxizilor formati la temperaturi ridicate.

Formarea preponderenta a hidroperoxizilor in prima etapa este evidentiata
si de minimele indicelui de refractie inregistrate dupa 12 ore. Dupa acest interval
de timp indicii de refractie au crescut, corelat cu descompunerea hidroperoxizilor si
formarea produsilor finali de oxidare, catre finalul procesului ajungand toti la
aproximativ aceeasi valoare.

Monitorizand spectrele UV ale alterarilor probelor analizate s-a observat ca,
pe masura avansarii procesului de oxidare, valorile absorbantei au crescut pentru
toate lungimile de unda cuprinse intre 220 si 300 nm, pentru toate cele cinci uleiuri
analizate, corespunzator formarii unor cantitati din ce in ce mai mari de compusi de
timpul mono-, di-, tri- si tetraenelor, ceto- si etilen-ceto-aldehidelor, a si B
dicetonelor si acizilor «-cetonici. Extinctiile specifice la 232 si 270 nm,
corespunzatoare formarii dienelor si trienelor conjugate, au avut valori mult mai
mari in cazul uleiului obisnuit (obtinut din hibrid Banatia). Acest fapt indicd o
stabilitate mult mai redusa la oxidare a uleiului normal comparativ cu cele patru
uleiuri Tnalt oleice. Dintre uleiurile inalt oleice cele mai mari valori atdt pentru K3,
cat si pentru K;7 au fost calculate pentru uleiul PR65A22.

S-a analizat de asemenea variatia conductivitatii ca urmare a produsilor de
reactie polari care au ramas in mediul de reactie. Formarea hidroperoxizilor, care s-
a aratat ca are loc in primele 12 ore, ar putea fi asociata cu usoara scadere a
conductivitatii remarcata 1in acest interval de timp. Urmatoarele ore,
corespunzdtoare descompunerii hidroperoxizilor si formarii de compusi cu polaritate
mai ridicata se remarca prin cresterea conductivitatii emulsiei apoase, cea mai mare
crestere inregistrdndu-se, asa cum era de asteptat, in cazul uleiului obignuit. Dupa
primele 36 de ore, pentru toate cele cinci uleiuri studiate se inregistreaza o scidere
a conductivitatii, explicabila prin formarea de compusi polimerici care cresc
vascozitatea sistemului. In cazul oxidarii unsorii de porc, in compozitia careia
procentul de acizi grasi saturati este mult mai mare decat in cazul uleiurilor,
polimerizarea decurge mai incet, sciderea conductivitatii inregistrandu-se abia dupa
60 de ore de oxidare acceleratda. Dupa 100 de ore de la inceperea experimentului,
conductivitdtile tuturor probelor analizate au fost foarte apropiate ca valoare, relativ
mici §i - cu exceptia unsorii de porc — aproape egale cu valorile inregistrate dupa 60
de ore de oxidare, ceea ce indica o echilibrare a celor doua tendinte: de formare de
compusi polari si de polimerizare.

Ca urmare a studiilor efectuate se poate afirma ca: cele patru tipuri de ulei
inalt oleice, produse din hibrizii de floarea soarelui Carnia, PR64H91, PR64H45, si
PR65A22 prezintd caracteristici (viscozitate, densitate, aciditate) mult diferite fata
de uleiul obisnuit de floarea soarelui obtinut in acelasi mod, adicd prin presare la
rece; stabilitatea la oxidare este mai mare in cazul uleiurilor inalt oleice si poate fi

BUPT



Concluzii 165

corelatda cu compozitia acestora in acizi grasi; exista diferente si intre cele patru
uleiuri Tnalt oleice referitor la caracteristicile si comportarea lor la oxidare, dar
acestea sunt nesemnificative.

e A fost studiat de asemenea efectul metodelor de indepdrtare a
clorofilei (din mixtura analizatd), prin adsorbtie pe adsorbanti solizi (carbune activ
si Sephadex LH20), asupra activitdtii antioxidante si a compozitiei acesteia. S-a
remarcat scaderea intensitatii picurilor caracteristice clorofilei de la 541, 615 si 670
nm Tn cazul utilizarii Sephadex-ului. Desi carbunele activ a fost mult mai eficient in
ceea ce priveste indepartarea clorofilei, el adsoarbe in acelasi timp si o mare parte
din flavonoide (85%), antociani (96%) si taninuri (88%). Utilizarea Sephadex-ului
LH20 a dus la o mai slaba indepartare a clorofilei (doar 57%), in schimb procentul
de flavonoide recuperate a fost de 76%, de antociani 74% iar de taninuri 44%.
Utilizdnd metoda de determinare a activitatii antioxidante cu DPPH, s-a remarcat de
o scadere a acesteia de patru ori in cazul amestecuiui tratat cu Sephadex LH20 si de
17 ori Tn cazul amestecului tratat cu carbune activ.

o Testarea eficacitatii in situ a mixturii antioxidante propuse s-a realizat
prin introducerea acesteia in untura de porc (grasime saturatd) si in ulei tip Carnia
(grdsime nesaturatd) care apoi au fost supuse unui test de oxidare acceleratd.
Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute in cazul utilizarii BHT ca si
antioxidant.

Comparénd rezultatele obtinute pentru uleiul si pentru untura fara adaos de
antioxidanti se observé valori de doud - trei ori mai mari ale indicelui de peroxid in
cazul unturii decdt in cazul uleiului, desi ar fi fost asteptat ca untura sd fie mai
stabild la oxidare, fiind o grdsime saturata. O p05|b|Ia explicatie consta |n efectul
antioxidant al tocoferolilor, prezenti in cantitati mari in uleiurile vegetale. in uleiul
tip Carnia, mixtura (cu sau fara clorofila) mﬂuengeaza favorabil formarea peroxizilor,
la fel si BHT-ul in primele 36 de ore. BHT-ul lsl manifestad activitatea antioxidanta
doar in stadiile avansate ale oxidarii. In schimb, in untura de porc, atat BHT-ul cat si
mixtura propusd s-au dovedit utile in incetinirea procesului oxidativ, catre sfarsitul
acestuia mixtura fiind chiar mai eficienta decat antioxidantul de sinteza.

Urmarind spectrele UV s-a observat si prin aceastd metoda cd atat BHT cat
si mixtura propusd au efect slab antioxidant sau chiar pro-oxidant in cazul uleiului
de tip Carnia. Influenta lor in cazul formarii dienelor si trienelor conjugate este mai
mare In cazul utilizdrii in untura de porc. Valori ridicate ale K;3; si Ky70 S-au obtinut
dupa 60 de ore in special in cazul adaosului de BHT, care insa au scazut la sfarsitul
experimentului (dupd 100 de ore), corelat probabil cu formarea unor pelicule de tip
polimeric. La temperaturi ridicate, de tipul celor din acest experiment, o mare parte
dintre antioxidanti se pot pierde prin evaporare. Antioxidantii sintetici de tipul BHT
se pierd relativ rapid. Pierderea de antioxidanti naturali este mai micd, intrucat
volatilitatea acestora este mai redusd decat cea a antioxidantilor sintetici uzuali. in
schimb acestia pot suferi modificari in timpul oxidarii.

» Etapele oxidarii au fost evidentiate prin analiza termica pentru uleiul
tip Carnia si pentru untura de porc. Curbele TG/DTG pot fi folosite pentru estimarea
calitdtii acestora prin determinarea parametrilor cinetici i a perioadei de inductie a
oxidarii. Profilul curbelor TG/DTG a pus in evidentd trei etape de descompunere si
anume: descompunerea acizilor grasi polinesaturati de tipul acidului linoleic,
descompunerea acizilor grasi mononesaturati de tipul acidului oleic si
descompunerea acizilor grasi saturati de tipul acidului palmitic. Addugarea a numai
0,5 mL mixturd antioxidantd / kg grdsime a dus la deplasari semnificative a picurilor
corespunzdtoare celor trei etape, spre valori ale temperaturii mai ridicate.
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e S-a gésit ca amestecul propus are si 0 activitate antimicrobiana foarte
buna. Activitatea antimicrobiana a fost determinata prin metoda difuziei in agar cu
discuri impregnate (metoda difuzimetricd) de hartie de filtru, pe trei specii
bacteriene: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC
49399) si Escherichia coli (ATCC 25922) si pe o ciuperca tip drojdie (Candida
albicans, ATCC 24433). Rezultatele sugereaza ca activitatea antibacteriand este
comparabild cu cea a substantelor de referintd impotriva microorganismelor
bacteriene Gram-pozitive patogene Staphylococcus aureus si Streptococcus
pyogenes si mult mai redusa (jumatate din activitatea antibacteriana exercitata de
substantele de referintd) Tmpotriva Escherichia coli, o bacterie Gram-negativa.
Activitatea antifungicd a extractului analizat este de asemenea comparabila cu cea a
substantelor de referinta.

PARTEA FINALA a lucrdrii cuprinde aplicatii pentru industria alimentar3.

o Modelarea procesului de degradare oxidativd in absenta si in
prezenta antioxidantilor ar putea avea aplicabilitate practica in industria alimentara
la calculul duratei de valabilitate a alimentelor cu continut ridicat de grasimi.

Tindand cont de complexitatea sistemelor alimentare s-a considerat <3 sfarsitul
duratei de valabilitate reprezintd disparitia unor factori de calitate R (nutrienti, arome
caracteristice, etc.) sau formarea unor factori de calitate nedoriti P (absenta aromelor,
decolorarea, etc.). Ca factor de calitate P a fost aleasd absorbanta in UV la lungimea
de undd de 232 nm. Au fost determinate valorile pentru constanta aparentd de viteza
si pentru ordinul aparent de reactie, folosind metoda diferentiald, pentru cele patru tipuri de
uleiuri inalt oleice analizate. Corelatiile au fost destul de bune (R > 0,99).

Pe baza rezultatelor obtinute, dacd se impune o valoare maxima a indicelui
de peroxid peste care uleiul se considera prea degradat pentru a mai fi utilizat,
poate fi calculata durata de valabilitate a acestuia pe baza ecuatiilor cinetice
cunoscute. De mentionat insd cd modelele de tipul celui descris au de obicei
aplicabilitatea limitatd la sistemele alimentare particulare pentru care au fost
studiate.

e Pentru monitorizarea cantitatii de antioxidant addaugate n ulei la sfarsitul
perioadei de rafinare, a fost propus un model de biosenzor activ in mediu apos,
uleiul supus analizei urmand a fi ,solubilizat” cu ajutorul unei solutii de detergent
neionic.

e S-a analizat justificarea economica §i socialda a cercetarilor intreprinse
pentru gasirea unor alternative naturale la aditivii de sinteza de tipul antioxidantilor.
Pentru aceasta a fost testata perceptia locuitorilor din zona Aradului asupra aditivilor
alimentari. Au fost intervievate 130 de persoane din diferite medii sociale si
categorii de varsta. Peste 50% dintre persoanele intervievate considerd c3 toate E-
urile sunt periculoase pentru sanatate. Varsta a fost un factor mai putin important in
schimb studiile au fost relevante. Peste 75% dintre persoanele cu studii superioare
au avut o perceptie corecta asupra aditivilor alimentari. Alternativele naturale la
aditivii de sinteza sunt o investitie bund intrucat aproximativ 80% dintre persoanele
intervievate s-au aratat dispuse a plati cel putin cu 50% mai mult pentru un produs
natural (16,5% fiind gata sad plateasca oricat). Nu s-au aratat interesate 20,76%
dintre persoanele chestionate. 70% dintre persoanele care locuiesc la sat ar fi
interesate de achizitionarea produselor naturale daca pretul acestora nu ar depasi
cu 50% pretul actual.

Referitor la criteriul cel mai important in alegerea unui aliment, 66,15%
dintre persoanele intervievate au ales calitatea. Dintre persoanele intervievate, cei
cu studii post-universitare au optat in proportie de 100% pentru calitate. Aspectul
alimentelor a fost un criteriu important pentru tineri (63,63% dintre cei care au ales
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acest criteriu). Pretul a fost un criteriu important pentru locuitorii de la sate si
pentru o parte dintre cei cu venituri mici si medii.

Se poate spune ca datorita perceptiei preponderent negative asupra muit
discutatelor E-uri, populatia intervievatd s-a aratat interesatd in achizitionarea unor
produse care sa contina alternative naturale ale acestora, chiar dacd implicd
cheltuieli mai ridicate. Acest fapt reprezintd o oportunitate si un imbold pentru
desfasurarea de studii si elaborarea de produse mai sdnatoase, conforme cu
dorintele consumatorilor.

Rezultatele cercetarii teoretice au fost valorificate prin publicarea unei carti,
Oxidarea in sisteme alimentare si biologice si metode de prevenire in Editura
~Aurel Viaicu” din Arad [4].

Rezultatele cercetdrilor experimentale din teza de doctorat au fost
valorificate prin 12 lucrari publicate dintre care: o lucrare in International Journal of
Food Properties [161], o lucrare in Chemical Papers, reviste cu impact ISI [166], o
lucrare publicatd in Proceedings of the 12" Symposium on Analytical and
Environmental Problems, Szeged, Hungary [160], 8 lucrari publicate in Scientific
and Technical Bulletin of ,Aurel Viaicu” University, Series: Chemistry, Food Science
and Engineering, revista clasificatd CNCSIS de tip B, o lucrare publicata in
Proceedings of the 8" Symposion of Colloid and Surface Chemistry, Editura
Academica Galati [154] si prin 2 lucrari trimise spre publicare (1 lucrare ia Czech
Journal of Food Sciences ~ ID 73/2008-CJFS si o lucrare la International Journal of
Food Properties - trimisd la referenti).
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Figura 63. Schema instalatiei industriale de obtinere a uleiurilor esentiale
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ANEXA 2. GAZ CROMATOGRAMELE PENTRU CELE 11 TINCTURI
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Figura 64. Gaz cromatogramele pentru tinctura de busuioc:
(a) faza izo-octanicd; (b) faza cloroformica
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Figura 65. Gaz cromatogramele pentru tinctura de cimbru:
(a) faza izo-octanicd; (b) faza cloroformica
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Figura 66. Gaz cromatograma pentru tinctura de coada calului, faza izo-octanica
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Figura 68. Gaz cromatogramele pentru tinctura de coada soricelului:
a) faza izo-octanica; b) faza cloroformica
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Figura 69. Gaz cromatogramele pentru tinctura de maghiran:
a) faza izo-octanicd; b) faza cloroformica
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Figura 70. Gaz cromatogramele pentru tinctura de marar:
a) faza izo-octanica; b) faza cloroformica
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Figura 71. Gaz cromatogramele pentru tinctura de oregano:
a) faza izo-octanic3; b) faza cloroformica
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Figura 72. Gaz cromatogramele pentru tinctura de patrunjel:
a) faza izo-octanica; b) faza cloroformica
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Figura 73. Gaz cromatogramele pentru tinctura de rozmarin:
a) faza izo-octanic3; b) faza cloroformica
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Figura 74. Gaz cromatogramele pentru tinctura de telina:
a) faza izo-octanicd; b) faza cloroformica
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Figura 76. Cromatograma HPLC pentru tinctura de cimbru
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Figura 80. Cromatograma HPLC pentru tinctura de maghiran
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