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INTRODUCERE

Printre numeroasele probleme de interes in lumea stiintificd contemporana
sunt si acelea legate de inlocuirea aditivilor de sintezd utilizati in compozitii cu
destinatii din cele mai diferite (alimente, medicamente, cosmetice, etc.) cu produse
naturale extrase din plante, tindnd seama de principiile active proprii acestora.

Mecanismele proceselor biochimice care au loc in plantele medicinale prezinta
o serie de particularitatii, unele dintre ele incd neelucidate, iar transformarile
calitative, consecintd a interdependentei dintre procesele metabolice si actiunea
diferitilor factori din mediul ambiant, sunt intense si continue.

In vederea valorificarii plantelor cercetate este necesarid cunoasterea
continutului lor in principii active, utilizarea unor metode de extractie, utilizarea unor
metode de analizd fizico—chimice si aplicarea extractelor in diferite domenii de
activitate.

Materialul vegetal analizat provine de la Fares S.A.-Orastie, Tricolorul S.A.
Cluj-Napoca si S.C. STEF-MAR S.R.L.-Vélcea , iar obiectivul principal al acestei
teze a constat In analiza activitatii antioxidante si antiradical a unor extracte din plante
si caracterizarea lor in vederea obtinerii unei mixturi cu efect antioxidant.

Materialul vegetal din care s-a obtinut extractele a constat din: Alchemilla
vulgaris — partea aeriand; Allium ursinum — frunze; Acorus calamus — radacina;
Solidago virga aurea — partea aeriand; Agrimonia Eupatoria — partea aeriand;
Veronica officinalis — partea aeriand; Viscum album — frunze cu ramurele.

Teza cuprinde doua parti:

Partea I, in care sunt prezentate consideratiile teoretice generale despre:
principalele clase de produsi naturali cu potential antioxidant, metode clasice si
alternative de extractie, metode spectroscopice de cercetare, activitatea
antioxidantd/antiradical si aplicatiile antioxidantilor naturali.

Partea a II-a, in care sunt prezentate contributiile proprii, care cuprind date cu
privire la caracteristicile plantelor studiate, metode de extractie variate cu solventi
diferiti, identificarea calitativa si cantitativa a principiilor active din plantele cercetate,
activitatea antioxidantd si antimicrobiand a extractelor vegetale, aplicarea extractului
de Solidago virga aurea i a mixturii antioxidante obtinute in ulei de masline extra
virgin.

Obiectivele urmarite in cadrul tezei de doctorat au fost:

e Determinarea principalilor produsi de metabolism secundar din
materiile prime vegetale luate in studiu din clasa Monocotiledonate si
Dicotiledonate;

e Extractia antioxidantilor naturali din materiile prime vegetale din
increngdtura Angiospermatophyta si Spermatophyta prin metode de
extractie clasice sau alternative cu solventi de concentratii diferite;

e Determinarea cantitativa si calitativa a continutului de: acid ascorbic,
antocianidine, flavonoide, compusi polifenolici i taninuri,

e Determinarea activitatii antioxidante si antiradical a extractelor
vegetale prin diferite metode de analiza fizico- chimice;

e Determinarea compusilor cu potential antioxidant din extractele
vegetale cercetate prin spectrometrie de masa;

e Analiza extractului de Alchemilla vulgaris prin spectrometrie de masa;
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e Determinarea activitdtii antimicrobiene a extractelor vegetale cercetate;
e Aplicarea extractului vegetal de Solidago virga aurea si a mixturi
antioxidante, ca factori de protectie in uleiul de masline extra virgin.
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PARTEA 1
STADIU ACTUAL AL CUNOASTERII iN DOMENIU

L.1.ANTIOXIDANTI NATURALI

I.1.1. Acidul ascorbic
I.1.1.1. Aspecte generale

Factorul hidrosolubil C a fost izolat prima datd in sucul de lamaéie de catre S.
S. Zilva in perioada 1923-1925.

In 1927, A.Szent-Gy6rgyi izoleaza din partea corticald a glandelor suprarenale
de porc o substanta instabild, cu puternice proprietati oxido-reducatoare, capabild in
doza de 1mg/zi sa prevind aparitia si dezvoltarea scorbutului la cobai.

Acelasi produs il obtine A.Szent-Gyorgyi in 1928 din ardei si varza,
stabilindu-i formula molecularda C¢HgOg, iar datorita caracterului sau acid si reducator
1-a atribuit denumirea de ,,acid hexuronic”.

In 1933, Dr.Tadeusz Reichstein sintetizeazi in Basel-Elvetia acidul ascorbic,
care este identic cu vitamina C naturala [1].

Vitamina C este cea mai veche sesizatd gi mai bine cunoscuta vitamina, iar in
lipsa acesteia din hrana apare la oameni boala numita scorbut.

Vitamina C are un rol foarte important in organism intrucat are un pronuntat
caracter antioxidant.

Protejeazd de degradari oxidative numeroase substante biologic active,
stimuleaza sistemul imunitar, biosinteza colagenului si a acizilor folici, secretia unor
hormoni steroidici §i a wunor transmitatori neurotisulari, previne formarea
nitrozaminelor in stomac, ia parte in metabolismul aminoacizilor, glucidelor, acizilor
grasi, fierului, hemoglobinei si a altor substante [1, 2].

I.1.1.2. Structura. Nomenclatura [1].

Vitamina C sau acidul ascorbic (AAsc) are formula moleculara C¢HgOg iar ca
structura este y-lactona acidului 2,3-dienol-L-gulonic, ce se formeaza din acidul 2-
ceto-gulonic.

Structura moleculard a vitaminei C se caracterizeazd prin prezenta a doud
grupari —OH enolice vecine, la C-2 si C-3, intre care existd o dubla legatura, prezenta
unei grupari alcoolice primare la C-6 si a unui hidroxil secundar la C-5 in pozitie L,
un ciclu furanic cu functie lactonica format intre atomii C-1 si C-4 si o catena laterala
formata din 2 carboni, legata de C-4 conform figuri 1.
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COOH COOH 0 ‘

\ |
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\ I
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| \
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L-gulonic L-gulonic (Acid ascorbic) (gama-lactona acidului
L-gulonic)

Figura 1. Structura vitaminei C

Dintre analogii structurali ai acidului ascorbic, cu activitate vitaminica, pe
primul loc se situeazd acidul dehidroascorbic (ADAsc), cu care acidul ascorbic
formeaza cel mai important sistem de oxido-reducere din organismele vegetale si
animale, sistem redat in figura 2.

Acid ascorbic Acid dehidroascorbic

+2H

\ \
2C-OH 2H _ 20=0

1 |
3c-oH t2H  3c-0
7 7

Acid ascorbic Acid dehidroascorbic

Figura 2. Sistemul de oxido-reducere al acidului ascorbic

In ce priveste corelatia dintre structurid si activitate s-a demonstrat ci
activitatea biologicd si biochimica a acidului ascorbic este determinatd de prezenta
grupdrii functionale endiolice care poate trece reversibil In grupari cetonice; de
configuratia L a hidroxilului de la C-5, singurul izomer fiziologic activ; gruparile
enolice sa fie libere, iar acidul ascorbic si acidul dehidroascorbic sa contina ciclul
lactonic Intre C-1 si C-4. Formele deschise, fara ciclu lactonic, sunt complet inactive.

Integritatea ciclului lactonic in molecula acidului ascorbic este absolut
necesara deoarece prin deschiderea acestuia se inactiveaza gruparea ,,en-diol”.

1.1.1.3. Proprietati fizice si chimice
1.1.1.3.1. Proprietati fizice [1, 3].

Acidul ascorbic este o substanta solida, alba, cristalind cu punct de topire la
192°C (cu descompunere), fard miros si cu gust acru. Este o substantd optic activa
dextrogird, cu unghiul de (+)32, 5° 1n apa si (+) 48° in metanol.

Are un spectru de absorbtie caracteristic, cu un maxim la 245nm in solutie slab
acida si la 265nm in mediu alcalin, fapt ce explicd prezenta unui sistem de duble
legaturi conjugate, cu o grupare —OH enolizabila.
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Este usor solubil n apd si metanol, greu solubil in alcool etilic, acetona si
glicerina si insolubil in eter, hidrocarburi alifatice §i aromatice.

1.1.1.3.2. Proprietati chimice [3].

Acidul L-ascorbic este un reducdtor puternic datoritd structurii de endiol,
responsabild si de aciditatea sa particulara. Structura de endiol este stabilizata prin
conjugare cu grupa carbonil din ciclul lactonic (formulele I si IT).

Datorita aceleiasi posibilitati de conjugare, se explica aciditatea ridicatd in
prima treapta (III) si stabilitatea radicalilor liberi (IV) ai acidului L-ascorbic conform
schemei 1.

I
v CH, - OH M cH-on )  cH,-oH (“,Hz -OH (1)
\ \
HO-C-H _C- . HO-C-H
HO-C-H o o /_B HO-C-H o
/
OH
Radicalul liber L T
conjugat Stabilizare prin conjugare p - 7 Anion conjugat

Schema 1. Structuri de endiol pentru acidul ascorbic

Ca donor si acceptor de hidrogen, acidul ascorbic si acidul dehidroascorbic iau
parte efectiv la numeroase procese radicalice din alimente §i tesuturi conform schemei
2.

Formarea radicalilor liberi ai acidului ascorbic prin reactii cu diverse specii
radicalice dintr-un proces de peroxidare sau autooxidare este favorizatd pe de o parte
de stabilizarea prin conjugare, iar pe de altd parte de usurinta cu care se stabilizeaza
radicalul prin disproportionare.

HO OH
AAsc

Radical liber AAsc”

Schema 2. Procese radicalice la care participa acidul ascorbic

Vitamina C este sensibild si fata de azotiti, care in mediu acid elibereaza acid
azotos, agentul de nitrozare al aminelor secundare cu formarea nitrozaminelor
cancerigene.

Reactia are loc cu degajarea oxidului de azot, conform reactiei

CH, - OH

‘ CH, - OH
|
HO-C-H e} HO-C-H
SNy 0 /0
H + 2HNO, = + 2NO+2H0
HO OH o \o
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Ionii metalelor polivalente accelereazd procesele oxidative prin mecanism
radicalic.
Acidul ascorbic ionizeaza in apa in doua trepte conform schemei 3.

CHv»OH CHZ OH CHz OH CH2 OH
HO - C H HO - C H HO - C H HO - C H (@]
N
® e o
A A © Dianion (AAsc™®)
s (I) Ascorbat (AAsc) (Im

Schema 3. Tonizarea in trepte a acidului ascorbic

Exponentul de aciditate in prima treapta, pKa = 4,04 este cu putin mai mare ca
cel al acizilor grasi si mai mic decat cel al acidului acetic (pKa acid acetic = 4,76), iar in
treapta a doua, pKa = 11,4 deci un acid foarte slab.

Monoanionul este stabilizat prin conjugare II, ceea ce explicd aciditatea
ridicata a acidului ascorbic in prima treapta.

Acidul ascorbic in cele doua forme ale sale, redusa si oxidata, este foarte
sensibil la actiunea diversilor factori degradativi, cum ar fi: temperatura, sarurile,
zaharurile, pH-ul, oxigenul dizolvat si atmosferic, ionii metalelor grele, enzimele si
raportul molar dintre forma redusa si oxidata [3].

1.1.1.4. Proprietati terapeutice
Vitamina C are un rol biologic deosebit de important, domeniul sdu de

activitate fiind foarte larg, incat se poate aprecia ca nu existd proces fiziologic sau
metabolic la care sa nu participe [4].
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Mentinerea centrilor activi -5H al sistemelor

. iy enzimatice sau al Unot cotmpus ma sinpl
Crdarea acialor _ .
smteza de hormont

ast ) o
graF cotticosteroin ¢ de
Metabolism glucidic nevrotransmitaton Actiuni antioxidante
{reglarea maulimcd) {cotpust sunplt)
Arid ascorbic Arid dehidroascorbic
Sinteza acidub Sifiteza
hishironic colageruhn
{51 proteinelot)
Actiune de protechie Ozidiin
oxidativi celulare

(sistetne de perechi reciproce)
Figura 3. Implicatiile sistemului AAsc-ADAsc in metabolism [5]

e Astmul si alergiile

Consumul redus de vitamina C in dieta §i concentratia scazutd de vitamina C
in sange sunt factori de risc fata de astm si alergii [5].

Reducéand nivelul histaminei raspunzitoare de inflamarea tesuturilor capilare
bronhice, vitamina C Tmbunititeste functionarea plamanilor §i respiratia, prin
cresterea volumului de aer inspirat si expirat [6].

e Boli cardiovasculare

Multe cercetari au demonstrat cd un consum sporit de vitamina C (200-
250mg/zi) reduce semnificativ riscul atacurilor de cord.

Doze medii de vitamina C sunt capabile sd diminueze cheagurile de sange,
care pot bloca arterele, facand imposibild alimentarea cu oxigen a inimii $i
determinand atacul de cord [5].

e (Cancer

Doze mari de vitamina C scad semnificativ numarul formelor de cancer si
anume: cancerul cervical, de esofag, de stomac, de pancreas, endometrial, intestin
subtire si gros, de san, etc.

Doze foarte mari de vitamina C (de ordinul gramelor) sporesc eficienta
chimioterapiei si reduc daunele terapiei de radiatie, daca se iau treptat Inaintea
terapiei, spre a preveni efectele nedorite (crampe abdominale, diaree, s.a.) [7].

e (Cataracta

Studiile de populatii au demonstrat ca un consum sporit de vitamina C timp de
mai multi ani de zile, a avut ca efect o incidenta scazuta a cataractei.

Intr-o experientd ficuti pe persoane susceptibile de operatic de cataracta,
suplimentate cu 0,5-2g vitamina C timp de doud saptamani, s-a constatat cresterea
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semnificativd a vitaminei C in tesuturile oculare, fatd de pacientii care au
consumat cantitatile indicate (RDA) de 60mg/zi, dar cantitati mai mari de 3g sunt
asociate cu riscul detasarii retinei [8].

e Diabet
Aparitia acestei afectiuni se datoreaza si continutului scazut de vitamina C din
sange.

Suplimentarea cu vitamina C si alti antioxidanti naturali (a-tocoferol, caroteni,
etc.) stimuleaza eliberarea insulinei, reducand formarea sorbitolului, compus care
afecteaza rinichii, retina si nervii.

Avand o structurd chimica asemanatoare cu a glucozei, concureaza cu aceasta
in absorbtia celulard, fiind mai defavorizat decét glucoza, deoarece spre a preveni
riscul saracirii celulare si expunerea la stres oxidativ, diabeticii au nevoie de
cantitati mai mari de vitamina C.

o Imbitranire

Mortalitatea persoanelor in varstd, consumatoare a unor doze sporite de
vitamina C (150-200mg/zi) este mai scazutd cu 30-35% comparativ cu varstnicii
care consuma 30mg/zi.

Alte studii au aratat ca un consum sporit de acid ascorbic mareste durata de
viatd, la femei cu 1-2 ani, iar la barbati cu 4-6 ani. Scaderea ritmului de
imbatranire a oamenilor in varstd se datoreaza in special cresterii functiei
imunitare, ca urmare a regenerarii celulelor albe sanguine [5,9].

I.1.2. Antocianidine
I.1.2.1. Aspecte generale

Antocianidinele sunt glicozizi a caror aglicon este un pigment numit
antocianidind. Derivatii hidroxilati sau metoxilati ai sarii de 7-hidroxi-2-
fenilbenzopiriliu se gasesc in plante sub forma de glicozide (avand un rest de
monozaharid legat de una din grupele —OH) numite antociani [10].

Culoarea pigmentilor antocianici este influentatd si de efectul de
copigmentare, adica de prezenta altor pigmenti insotitori sau chiar a unor substante
incolore [11].

Pigmentii antocianici sunt localizati in sucul vacuolar al tesuturilor vegetale si
in functie de pH pot forma saruri de flavilium, de culoare rosie (pH=3), chinone, de
culoare violetda (pH=8,5) sau saruri complexe ale chinonelor, de culoare albastrad
(pH=3).

S-a constatat cd toate clasele de antociani sunt antioxidanti puternici,
imbunatatind calitatea si valoarea produsului alimentar [12].

Proprietdtile antioxidante si antiradicalice oferd antocianilor rolul de
fitoconservanti, atat in stare purd, cat si in compozitii complexe.
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1.1.2.2. Structura. Clasificare

Trebuie mentionat, cd pigmentii cu structura flavilica se caracterizeaza printr-o
diversitate mare, amplificatd datoritd variatiilor structurale in functie de pH si de
complexare, manifestdnd practic toate culorile spectrului [13].

Figura 4. Structura si numerotarea cationului flaviliu

Termenul “aglicon” are o subintelegere mai larga. In acest fel se denumesc
atat antocianidinele, care exista in starea libera in natura, cat si cele obtinute in urma
elimindrii resturilor de glucide. Se considera, ca in plantele superioare predomind 6
agliconi de baza: cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, malvidina si
petunidina, denumiri care provin de la speciile vegetale, in care agliconii respectivi
au fost determinati pentru prima data [13].

Uneori locurile superioare in aceasta clasificare se oferd primilor trei agliconi
[14].

Intradevar, dupa principiile nomenclaturii substantelor organice, peonidina
poate fi consideratd ca 3'-metoxicianidina, dar petunidina si malvidina pot fi privite,
ca 3'-metoxidelfinidina si respectiv, ca 3',5'-dimetoxidelfinidina [15].

Tabel 1. Compozitia a 6 agliconi antocianici principali [13].

Substituentii nucleului | Substituentii nucleului
Aglicon Cod A B
R | Ry R; | R4 R; Ry Ry Ry
Pelargonidina PI |/OH|OH| H |OH| H H OH H
Cianidina Cy |OH|OH| H |OH | H OH OH H
Delfinidin: DI |[OH|OH| H |[OH| H OH OH | OH
Peonidina Po |[OH|OH| H |OH| H | OCH; | OH H
Petunidini Pt |/OH|OH| H |OH| H | OCH; | OH | OH
Malvidini Mv |OH|OH| H |[OH| H | OCH; | OH | OCH;3

Mult mai rar in natura se intalnesc agliconi de urmatoarele trei tipuri:

e 3-dezoxiagliconi: apigenidina, luteolinidina, tricetinidina;

e agliconi metoxibenzopirilici: rozinidina, europenidina - acestea sunt 7,3'-
dimetoxicianidina si respectiv 5,3'- dimetoxidelfinidina;

e 6-hidroxiagliconi: aurantinidina.
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Tabel 2. Compozitia agliconilor prezenti mai rar in naturd

Substituentii nucleului Substituentii nucleului
Aglicon Cod A B
R R» R3 Ry |Rs Ry Ry Rs
Apigenidina Ap | H| OH | H| OH | H H OH H
Luteolinidina Lu | H| OH | H| OH | H OH OH H
Tricetinidina Tr | H| OH | H| OH | H OH OH OH
Rozinidina Ro |OH| OH | H |OCH; | H| OCH; | OH H
Europenidina Eu |OH|OCH; | H | OH | H | OCH; | OH OH
Aurantinidinda | Au |[OH| OH |OH| OH | H H OH H

1.1.2.3. Proprietati fizice si chimice
1.1.2.3.1. Proprietiti fizice

Antocianidinele sunt solubile in alcool si apa, greu solubile in eter, benzen si
cloroform [16].

Atat antocianozidele cat si antocianidinele se prezintad in stare cristalizata, in
deosebi cand sunt sub forma de sare cu acizi.

Ca saruri cu acizi sunt colorate de la rosu la negru, cu reflexe metalice. Sub
forma de baze sau fenolati, prezinta diferite nuante, de la violet la albastru.

In plante, antociani sunt complexati adesea cu aluminiu si pectine sau sub
forma de saruri de calciu, ceea ce explicd marea varietate de nuante de rosu-violet-
albastru. Acestea sunt protocianinele.

.....

de hidrofilie [17].
1.1.2.3.2. Proprietati chimice

a ) Aciditatea:

Hidroliza acidd prezintd un proces distructiv, care contribuie la destabilizarea
antocianilor.

Antocianii acetilati, posedand grupari esterice, suferd hidroliza la incalzire usoara
sau chiar la rece, pierzdnd restul acidului carboxilic [18]. Resturile di- si
oligozaharidice hidrolizeazd mai greu, ruperea legdturii intre resturile glucidelor
avand loc in conditii mai drastice (60°C, 40min, HCI 0,5n).

Cel mai greu se va hidroliza partea de legaturd Agl-O—Glu sau Agl-O-Alc, cu
formarea agliconului si eliberarea glucidei sau alcoolului respectiv (80°C, 60min, HCI1
1,5n).

Evident, in aceste conditii se rupe legdtura eterica a eterului fenolic, care este mai
stabil decat eterul alchilic.

b) Reactii de culoare [17].

Antocianii care au pe inelul B doud sau trei grupari hidroxilice invecinate,
formeazi cu metalele AI*", Fe*" complecsi de culoare albastru inchis.
¢) Reactii de identificare.

Antocianii sunt identificatii in primul rand prin coloratia lor naturala. Solutiile
apoase In mediu acid au intotdeauna o coloratie rosie.

y Q)
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Prin alcanizare treptata coloratia se schimba trecand mai intai, prin stadiul de
leucobaza incolora. Culoarea apoi vireaza catre violet si albastru ca urmare a formarii
structurii chinonice §i a unui sistem de duble legaturi conjugate [17].

HO (K OH HO o} OH
Ho" @

= “0oR OH OR OH

OH

O
oH ©OH
cianozid ~rosu™ leucocianozid ~incolor™

HO

forma chinonicd ~violet™

Figura 5. Identificarea antocianilor in functie de pH [17]

1.1.2.4. Proprietati terapeutice

e Protectia sistemului cardiovascular.

Scdderea masei trombocitelor se insoteste cu marirea timpului de
coagulare a sangelui de doua ori si reducerea aditivitatii celulelor sanguine la
colagenul fibrilar [19]. Se presupune ca antocianii nu suferda o degradare totala
in sistemul digestiv. Descoperirea urmelor de antociani naturali nedegradati in
urina oamenilor sandtosi, dupa opt ore de la administrarea orald a sucurilor de
coacaza si de boz confirma presupunerea de mai sus [20].

S-a dovedit cd antociani prezenti In extractele cercetate contribuie la
dilatarea vaselor sanguine prin intermediul formarii oxidului de azot .

Mecanismul producerii acestei vasodilatari se realizeaza prin doud cai:
activarea enzimelor fosforilante si reglarea homeostazei ionilor de Ca?" [21].

S-a  demonstrat ca delfinidina purd contribuie la cresterea
biosusceptibilitatii Ca?', care la randul lui, activeaza oxidul de azot in sinteza
celulelor endoteliale [22].

e Activitate antitumorala.

Captarea sau inhibarea radicalilor liberi poate sa prevind sau sa
minimizeze probabilitatea de aparitie a unor boli cronice larg raspandite.

Compararea activitdtii extractelor antocianice asupra celulelor umane
intestinale normale si asupra celulelor cancerului intestinal demonstreaza ca se
suprima dezvoltarea a circa 60% de celule cancerigene prin blocarea fazelor
ciclului celular G1/GO0 si G2/M.

Totusi intr-o masura mai mica, circa 10% este prezentata si inhibarea
concomitenta a celulelor normale [23].

Mecanismul include cresterea si scdderea expresiei unor gene, fapt
important, care confirma efectul protector al antocianilor la nivelul molecular
si ereditar [24].
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Puterea inhibitoare a extractelor bogate in antociani depinde de profilul lor
antocianic, care variaza in diferite surse vegetale. Astfel, puterea inhibitoare a
extractelor antocianice asupra celulelor de cancer intestinal uman HT-29 se
micsoreaza n serie :scoruse > afine > struguri [23].

1.1.3. Flavonoide
1.1.3.1. Aspecte generale

Flavonoidele reprezinta ansamblul de compusi alcétuit din flavonoli, flavone,
catechine, izoflavone, fenoli existenti in produsele vegetale si care prin structura lor
posedd proprietdti antioxidante ce le conferd capacitatea de a interveni activ in
controlul reactiilor oxidative din organism [25].

Actiunea lor este fie directd, de inhibare a radicalilor liberi, fie indirectd prin
protectia sau regenerarea antioxidantilor primari (a-tocoferol) [26].

Sursa de bioflavone o reprezintd plantele si produsele derivate, astfel ca prin
acesti compusi biologic activi pot interveni eficient in reducerea peroxidarii lipidelor,
intarziind declansarea sau evolutia multor boli cronice larg raspandite: arteroscleroza,
infarctul de miocard, cancerul, tromboza, cataracta, etc. [5,27,28].

Compusii flavonici din plante pot sa amelioreze (incetineasca) o serie de etape
in dezvoltarea carcinogenezei, a mecanismelor care implicd modelarea reactiilor de
peroxidare a lipidelor [29].

La ora actuala exista probe atat experimentale cat si epidemiologice care
indica ca starea nutritionala joaca un rol esential in apararea antiradicalica [30].

De aceea o suplimentare moderata si bine controlata in flavonoide combinate
cu alti antioxidanti naturali (a-tocoferol, vitamina C) poate diminua frecventa de
aparitie a anumitor boli legate de agresiunea oxidanta [31].

I.1.3.2. Clasificare. Structura [5].

Flavonoidele contin in molecula lor un nucleu benzenic (nucleul A) condensat
cu un nucleu piranic (nucleul B) de care se leaga in pozitia 2 un al doilea nucleu
benzenic (nucleul C) care contine ca si nucleul A grupari hidroxilice, grupari care le
conferd proprietati de polifenoli.

Din punct de vedere chimic, flavonoidele pot fi clasificate dupa gradul de
oxidare al ciclului piranic (ciclul B) in urmétoarele clase:

A) Flavone

Flavone ( Apigenind,Luteolind,Nobiletin)

Flavanone oxidare Flavonoli( Kamferol,Quercetind,Miricetind)
(Naringenin,Eriodictol, .
Hesperidina ) oxidare || reducere
Flavononoli Antocianidine (Pelargonidina,Cianidina,Delfinidina)

. condensare )
Flavanoli———————> Taninuri

B) Izoflavone(Genistenind,Daidzeind)

Schema 4. Clasificarea flavonelor dupa gradul de oxidare [5]
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Din punct de vedere structural, flavonoidele sunt compusi fenolici in molecula
carora se afld heterociclii condensati, benzopiranul sau benzofuranul, in care
heteroatomul este oxigenul. La acest diciclu se condenseaza un alt nucleu benzenic.

Formulele de baza ale acestora sunt:

Flavan (1) Flavena (2) Flavonona (3)
OO QU O;; "
(0} le} O
Flavona (4) Chalcona (5) Aurona (6)

Figura 6. Formulele structurale ale principalelor nuclee de origine ale flavonoidelor

1.1.3.3. Proprietati fizice si chimice
1.1.3.3.1. Proprietiti fizice

Proprietatile fizice sunt dependente de clasa de flavonoide si de forma in care
se gasesc (libera, glicozidica sau sulfat).

Flavonele, flavonolii, flavanonele si auronele, datorita sistemului conjugat sunt
substante solide cu coloratia de la galben foarte slab pana la rosu.

Glicozizii sunt in general solide amorfe, in timp ce agliconii si compusii
metoxilati sunt cristalini [32].

Solubilitatea flavonoidelor depinde de structura caracteristica. Diferenta de
structurd intre fiecare familie de flavonoide rezultd din variatia numarului si a
modelului de substitutie al gruparilor —OH si nivelul lor de glicoliza [33].

Flavonoidele sunt greu solubile in apa, iar agliconii sunt practic insolubili in
apa, 1n schimb sunt solubile in eter etilic. Rutina se dizolva 1:20 in apa fierbinte si
1:10000 1n apa rece.

In scopuri preparative se utilizeaza aceasti diferentd de solubilitate la diferite
temperaturi, precum §i solubilitatea agliconilor in eter etilic pentru a-i separa de
flavonoide [17].

Flavonoidele cu hidroxil fenolic sunt solubile in solutii alcaline, iar cele
hidroxilate se descompun sub actiunea bazelor tari, ceea ce permite recunoasterea si
diferentierea de celelalte, metoda folosita pentru elucidarea structurii [34].

Flavonele, substante lipsite de gust si miros sunt solubile in alcool, acetona,
acid acetic, sunt greu solubile in eter etilic si practic insolubile in cloroform, benzen si
eter de petrol.

1.1.3.3.2. Proprietati chimice[3,32].

Structura diversificatd a flavonoidelor permite participarea la reactii de
hidrogenare, izomerizare, oxidare, fiind transformate in compusi care apartin altor

clase de substante.
n
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a). Reactia de hidrogenare

OH
O, OH
HO.
\ O

LIAIH,
/ OH

OH [0}

Quercetina

o1 Cianidina

Flavonele se transformd prin reducere in alte flavonoide cu grad de oxidare
mai redus. Prin reducere cu LiAlHy, flavonolii pierd gruparea carbonil cu formare de
antocianidine, reactie denumita si ,,reactia cianidinei”.

b). Reactia cu hidroxizi alcalini

Aceasti reactie se foloseste la stabilirea structurii flavonoidelor. In urma
acestei reactii rezultd un polifenol din inelul A si un acid dihidroxibenzoic din inelul
C.

Flavonele si flavonolii sunt solubili in alcalii formand solutii galbene, destul
de stabile atunci cand flavona nu contine mai mult de trei sau cinci grupari hidroxil
invecinate.

Prin diluare cu apa, sarurile de piriliu hidrolizeaza si compusul flavonic
precipitd. Prezenta gruparilor hidroxilice pe inelul A si C maresc bazicitatea flavonei.

c). Reactia de metilare si dimetilare

Gruparile hidroxilice din pozitiile 5 si 7 pot fi metilate, pozitia 5 este mult mai
reactivd decat pozitia 7. Metilarea cu CH3l are loc In mediu alcalin de KOH sau
NaOCH;, cand are loc o ,,metilare nucleara”.

Quercetina Tetra-O-metil-quercetina 6-metil-tetra-O-metil-quercetina
d). Reactia de izomerizare

Studiul configuratiei acestor compusi a stabilit ca pentru flavanonolii naturali
configuratia trans este cea mai stabild. Prin sintezd s-a obtinut si configuratia cis, dar
aceasta izomerizeaza In prezenta acetatului de sodiu in forma trans.

Prin dizolvarea flavanonelor in solutii de alcalii diluate se formeaza solutii,
care prin incalzire se coloreaza In galben pand la rosu, datoritd formarii calconei, iar
dupa racire si adaugare de acid clorhidric, calcona cristalizeaza.

o OH
g W *CEH .
o) (@]

flavanona calcona
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e). Reactia de hidroliza

O-glicozidele flavonoidelor in prezenta de acizi pot hidroliza eliberand
resturile de glucide reducatoare si agliconul flavonoidei. Hidroliza se realizeaza cu
acid clorhidric 2N:metanol = 1:1, timp de 60 minute, la reflux.

O-glicozidele flavonoidelor necesitd conditii mai energice pentru hidroliza si
aceasta se realizeazd cu acid clorhidric 2M, prin refluxare la 100°C, timp de 120
minute.

in conditii alcaline (reflux cu NaOH 2M, 100°C, 60 min.) nucleul
flavonoidelor se rupe, rezultand compusi cu masa moleculard mai mica.

HO Q
L P
NaOH
+
100°C
(0]
OH CH-CH,COOH

OH J)H

f). Reactia de hidroxilare

Oxidarea ,nucleard” sau hidroxilarea flavonelor permite obtinerea unor
compusi complecsi hidroxilati plecand de la compusi mai simpli. De exemplu in cazul
hidroxilari quercetinei in nucleul C s-a obtinut miricetina.

OH OH
o) OH
. O e A
Xid. | OH
OH i» OH
OH 0 OH o
quercetina miricetina

g). Reactii de culoare
Flavonoidele care au pe inelul C doua sau trei grupari hidroxilice invecinate
formeaza cu metalele (Fe*", AI*") complecsi de culoare albastru inchis.

1.1.3.4. Aplicatii terapeutice

e Boli cardiovasculare

Flavonoidele influenteazd benefic procesele biochimice atat la nivelul
peretelui arterial, cat si la nivelul sangelui.

S-a constatat cd urme din flavonoidele ingerate se localizeazd in
membrana citoplasmaticd a celulei, cu predominantd in celulele endoteliale,
unde intervin prin proprietdtile lor antioxidante in rezistenta tisular—vasculard
[35].

Compusii flavonici pot sd mentind la nivel scazut excesul de acid
arahidonic, pot sa reduca agregabilitatea trombocitelor, precum si tendintele de
instalare a trombozei.

Din aceste considerente, existd un interes crescut fata de consumul
unor alimente sau bauturi pe bazd de plante, in care se gasesc flavonoli,
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flavone, catechine, a céror actiune biologica este doveditd in prevenirea
acumuldrii radicalilor liberi si In controlul reactiilor oxidative ce intervin in
aterogeneza [36].

e Actiune antitumorala

Pentru o serie de compusi flavonici si flavonolici a fost stabilita o relatie
intre actiunea antitumorald si capacitatea de a preveni metastazele in unele
sarcoame. Actiunea antitumorala depinde de structura chimica, gradul de
polimerizare al flavonoidelor, molecula activa fiind monomerul [37].

Administrarea de compusi antioxidanti in ratia alimentard este un
factor foarte important pentru protejarea sanatatii.

Flavonoidele care se gasesc atat in partea aeriand a plantelor cat si in
extractele comestibile obtinute din plante reprezintd componente substantiale
ale dietei umane.

Prin urmare, flavonoidele luate din hrana ca substante biologic active
pot fi folosite in tratarea i prevenirea bolilor cronice larg raspandite [5].

I.1.4. Glutation
I.1.4.1. Aspecte generale

Glutationul (GSH) este prezent in toate celulele vii, intervenind in toate
procesele redox din acestea cat §i in mentinerea functiondrii optime a acestora.

Prezent in toate produsele vegetale si animale, ingerarea lui nu mareste
sensibil concentratia sa in organism.

Glutationul este cofactor al peroxidazelor, capteaza direct radicalii liberi
conform urmatorului mecanism:

GSH +R- — RH + GS:
GS-+GS:-—-G-S-S-G

Radicalul liber este stabilizat prin reducere, iar glutationul este oxidat in
radical glutationil (GS-), doi radicali glutationil formeaza glutationul oxidat(G-S-S-
G).

Glutationul Tmbunititeste puterea antioxidantd a o-tocoferolului; in vitro,
diminueaza peroxidarea microzomiald dar numai in prezentd de vitamind E; se
postuleazd cd o proteind a microzomilor utilizeaza glutationul pentru a regenera
vitamina E [38].

Functiile glutationului [5] :

- absolut necesar dezvoltarii si supravietuirii celulei;

- participa la o serie de reactii chimice metabolice: reactii de acetilare, acilare,
alchilare, de chelatare a ionilor metalici, de fosforilare, de oxidare, rezultand
legéturile chimice coordinative, covalente respectiv de hidrogen;

- este implicat In multe procese chimice esentiale: transportul aminoacizilor, sinteza
proteinelor si acizilor nucleici, in metabolizarea xenobioticelor (poluantilor,
edulcorantilor, emulgatorilor, conservantilor si medicamentelor), in modularea
activitatii enzimatice (in special a enzimelor proteolitice sau glicolitice).
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I.1.4.2. Sintezi [5].

Sinteza glutationului are loc in toate celulele corpului in doud trepte, ambele
trepte sunt dependente de prezenta adenozintrifosfatul (ATP), cu eliberare de
adenozindifosfat (ADP) si anion de fosfat (P) care asigurd energia necesara sintezei
din acid glutamic (Glu) si cisteina (Cys) in prima treapta (I) ; respectiv in a doua
treapta (II) din y-glutamil cisteina si glicina (Gly).

ATP ADPP
H;N—CH-(CH),—COOH + HzN—$H—COOH HZN—?H—(CHZ)Z—CO— NH—?H—COOH 1

COOH CH,—SH COOH CH,-SH

Acid glutamic Cisteina v - Glutamil cisteina
ATP ADP,P

H,N—CH-(CH,),—CO- NH—?H—COOH + ?HZ—COOH HzN—$H—(CHz)2—CO— NH—?H—CO—NH—?Hz 11

COOH CH,-SH NH, COOH CH,-SH COOH

v - Glutamil cisteina Glicina Glutation

Ambele reactii sunt catalizate de enzime specifice denumite -
glutamilcisteinsintetaza, respectiv glutationsintetaza si implicad prezenta ionilor de
magneziu (Mg?").

1.1.4.3. Proprietiti terapeutice

Glutationul este antioxidantul natural cu cea mai mare pondere in asigurarea
sanatatii.

Glutationul protejeazd sau este benefic in: astm, bronsite, cancer, afectiuni
cardiovasculare, colesterol marit, depresii, diabet, eczeme, sisteme enzimatice,
sistemul digestiv, afectiuni hepatice, HIV, hipertensiune, afectiuni imunitare,
intoxicatii, imbatranire, neuropatie, protector al neuronilor, afectiuni oculare, afectiuni
virale [5, 39].

I.1.5. Carotenoide
I.1.5.1. Aspecte generale

Primul pigment carotenoidic a fost separat din morcovi (Dancus carota), de
catre Wackenroder (1831) care i-a si atribuit numele de carotina. Ulterior s-a dovedit
ca produsul separat era un amestec de mai multi compusi [40].

Carotenoizii sunt pigmenti naturali, neazotati, galbeni sau portocalii, universal
raspanditi, se cunosc peste 600 de carotenoizi, dintre care cel mai raspandit este [3-
carotenul, pigmentul de culoare portocalie a morcovilor.

Foarte raspanditi sunt a-, -, y-carotenul, criptoxantina, licopenul, zeaxantina
si luteina. Acesti pigmenti pot fi localizati in cromoplaste, contribuind la realizarea
culorii unor legume si fructe [1].

Fiind insolubile in apa, dar solubile in aceiasi solventi ca si lipidele pe care le
insotesc, acestea au fost incluse in clasa lipidelor nepolare si nesaponificabile,
denumite de catre unii autori, drept lipocromi [41].

Carotenoizii sunt molecule foarte autooxidabile a caror degradare este
favorizatd de prezenta acizilor grasi polinesaturati si micsoratd de antioxidanti
(ex.BHT) sau de captatori de radicali liberi (difenilamina) [4].

Puterea antioxidantd a carotenilor este mai puternica la presiuni partiale mai

scdzute de oxigen [42].
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I.1.5.2. Clasificare.Structura [1,40].

Carotenoidele apartin la doua grupe de compusi naturali:

* hidrocarburi, denumite carotine;

* derivati oxigenati ai hidrocarburilor de bazd denumite xantofile, care inglobeaza
eteri, epoxizi, combinatii carbonilice, acizi, esteri, glicozizi si multe altele.

Carotenoidele propriu-zise (C40) contin o catend polienica plasatda intre doud
grupari terminale R, identice sau diferite, care apartin uneia dintre structurile
prezentate 1n figura 7.

In carotenoide, sistemul polienic joacd un rol de cromofor (grupi care imprima
culoarea) cu orientare planard, cu legaturile simple C—C de tip o-cis sau o-trans,
pentru a reduce la minim tensiunile conformationale.

Cele mai importante carotenoide corespund prezentei, la unul sau la ambele
capete ale sistemului polienic, a ciclurilor de a- sau B-ionond sau a unui rest de
pseudoionona.

RA%VM%%WWWV LR

Pentru R; si R, apartinand uneia din structurile de mai jos:
B-Ionona; a - Ionona ; Pseudoionona;ciclu de 5 atomi; cicluri de 6 atomi

T,
6 6 >/6 6 6
T
Figura 7. Structuri de baza ale carotenoidelor (Cy) i numerotatia in:
a) - sistemul polienic; b) - in grupele terminale si simbolurile aferente

1.1.5.3. Nomenclatura [40].

A fost fixata initial de Karrer (1947) prin ,reguli definitive pentru
nomenclatura carotenoidelor”, acceptate de [IUPAC si completate ulterior, in anii 1960
si 1971, de [UPAC-IUB.

Modul de numerotatie pentru sistemul polienic si pentru resturile terminale au
fost indicate in figura 7.

Din aceasta conventie rezultd ca o-carotina se va denumi corect drept P, &-
carotina.

Inseamni ci toate carotenoidele vor avea in nomenclatura semi-sistematica
doua litere grecesti, urmate de denumirea stiintifica sau uzuala a lor.

Eliminarea unui numéar oarecare de atomi de hidrogen din structurile
carotenoidelor se indicd prin prefixul dehidro-, iar aditia de hidrogen se indica prin
prefixul hidro- precedat de numarul atomilor de hidrogen aditionati.

Denumirea produsilor rezultati prin scindarea oxidativa a carotenoidelor Cjy,
numite apo-carotenoide, se face cu prefixul apo-, urmat de numarul atomilor de
carbon cu functiunile oxigenate si numele fragmentului rdmas.
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1.1.5.4. Proprietati fizice si chimice
1.1.5.4.1. Proprietiti fizice

Proprietatile fizice ale carotenoidelor sunt dictate de sistemul polienic
conjugat si de natura grupelor terminale.

Carotenoidele C4 contin un sistem polienic cu cel putin 8-9 legaturi conjugate,
ceea ce conferd culoare si absorbtie specificd in UV-VIS.

Dublele legaturi neconjugate influenteaza putin asupra culorii si absorbtiei in
domeniile UV si VIS [40].

Toti pigmentii carotenoidici sunt solubili in grasimi. In solventi organici polari
se dizolva numai xantofilele.

Solubilitatea carotenoidelor conditioneazd utilizarea lor drept coloranti
alimentari liposolubili, dar dispersabili in medii apoase prin protejare cu emulgatori
sau macromolecule [43].

Toate carotenoidele sunt substante solide, frumos cristalizate, cu punct de
topire cuprins ntre 175°C si 225°C. Multe dintre acestea se descompun in apropierea
punctului de topire.

Descompunerea este acceleratd de prezenta oxigenului, acizilor si bazelor.
Cateva maxime de absorbtie in UV-VIS sunt date in tabelul 3.

Tabel 3. Maxime de absorbtie ale unor carotenoide 1n solventi organici [40]

Componenta Lungimea de unda * (nm) in solventii:
carotenoidica Eter de petrol Hexan Etanol
0 1 2 3
Aloxantina 450 | 479 | 436 | 460 |489 |427 |450 |478
B-Apo-8'- 459 | 492 463
Carotenal
B-Apo-10'- 438 | 472 451
Carotenal
Astacina 473 478
Astaxantina 468 468 478
Auroxantina 382 | 408 | 427 | 380 |400 |425 |381 |[402 |427
Bixina 432 | 456 | 490 429 | 457 | 484
Cantaxantina 463 467 474
Capsantina 475 475 | 504 476
o-Carotina 422 | 448 | 473 | 420 | 442 | 472 | 423 | 444 | 473
B-Carotina 425 | 448 | 475 | 425 450 | 477 |427 |449 | 475
y-Carotina 437 | 462 | 494 | 437 |462 |492 |440 |460 |489
d-Carotina 431 | 456 | 489 |428 |458 |490
3 @ nitro
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0 1 2 3
g-Carotina 416 | 440 |476 |415 [439 470 |417 |[440 |470
B-Criptoxantina 425 | 449 | 527 | 423 | 448 | 475 |428 449 473
Licopina 446 | 472 | 505 |448 473 |504 |446 |472 |503
Luteina 421 | 445 |474 | 420 | 445 |470 |416 |[441 |470
Neoxantina 418 442 | 467 | 415 | 435 |462 | 415 | 438 |467
Neurosporen 414 | 439 | 467 |416 |440 |470 |416 |[441 |470
Rodoxantina 456 | 487 | 521 |458 |489 |524 496 | 538
Violaxantina 418 | 442 | 466 443 | 472 | 417 | 440 | 469

*) Dintre cele trei lungimi de unda caracteristice, numai cea mediana este certd la
toate carotenoidele in solventii prezentati, celelalte semnale apar mai mult sau mai
putin conturate.

1.1.5.4.2. Proprietati chimice [40, 44].

a). Reactia de hidrogenare

Torulina

l+ 13 Hy,/Ni

Perhidrotorulina
Intregul sistem de duble legaturi aditioneazd hidrogen in cataliza eterogena
(Ni, Pt sau Pd).

b). Reactia cu hidrurile metalice
Hidrurile metalice (BH4, KBHy4, LiBH,4, LiAlHy, etc. ), au efect reducator
numai asupra grupelor functionale carbonilice si epoxidice.
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Reducerea cu LiAlH, se realizeaza in eter anhidru, iar cu NaBH, si KBH, se
lucreaza fie in solventi organici aposi, fie direct in mediul apos conform reactiei.

H NaBH,
| | |
o 0o OH o

Cantaxatina 4-hidroxi-4 —ceto-B-caroten

c). Reactia de halogenare
Carotenoidele se pot halogena direct i indirect, selectiv si neselectiv, ca in
cazul oricarui sistem polienic conjugat.

—____ /
o}
TiCl,
d). Reactia cu bazele
L ﬁi
Astanxantina Sare de potasiu

Cele mai multe carotenoide sunt stabile fata de baze. Fac exceptie cateva
xantofile a caror grupa —OH reactioneaza cu bazele tari cu formare de alcoxizi,
conform reactiei.

e). Reactia de oxidare

Acid retinoic created with
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Reactiile de oxidare se pot realiza sub actiunea oxidantilor tipici cum ar fi:
reactiv Bayer, acidul cromic, apa oxigenatd, peroxizi, hidroperoxizi, etc.

Prin reactii de reducere cu hidruri si oxidari directe ale functiilor oxigenate se
pot obtine retinoide.

Carotenoidele, ca orice sistem polienic marginit de atomi de carbon alilici,
sufera autooxidare sub actiunea directd a oxigenului atmosferic.

Procesul este accelerat de temperaturi ridicate, iluminare intensd in domeniul
UV, de cresterea activititii apei si de pH acid (<3). Intre produsi de autooxidare
predomina carotenalii.

I.1.5.5. Aplicatii terapeutice

e Imunitatea

Ele regleaza si stimuleaza functia imunitard prin activarea §i cresterea
numadrului de celule albe sanguine (leucocite) ca si a substantelor chimice care
transmit semnalele intre celulele sistemului imunitar.

Ei protejeaza de stresul oxidativ glanda timus §i maduva osoasa, producatorii
celulelor albe [45]. In timp ce efectul imunitar al vitaminei A este mai puternic
pentru copii, carotenoizi sunt mai importanti pentru sporirea imunitatii
persoanelor varstnice.

e Cancer

Sporirea functiei imunitare sporeste apararea corpului fatd de cancer, deoarece
celulele imunitare controleaza atat substantele cauzatoare de cancer, cat si celulele
anormale, canceroase, pe care le distrug.

Multe studii s-au efectuat cu B-caroten sau amestecul lui cu alti antioxidanti,
dar in special prin alimentatie cu legume si fructe, cel mai util dintre caroteni s-a
dovedit a fi licopenul, avand rol in impiedicarea proliferarii celulelor canceroase
umane [5].

Riscul scazut al cancerului de san premenopauzal, poate in cazul dietelor
bogate in vegetale a fost pus in special pe seama efectului sinergetic al f3-
carotenului, luteinei §i zeaxantinei (impreuna cu alti carotenoizi) [46].

Licopenul mai este eficient si in protectia fatd de cancerul cervical, al tractului
digestiv, de san si de plamani [47].

e Boli cardiovasculare

Consumul sporit de PB-caroten ca atare este asociat cu scaderea incidentei
bolilor cardiovasculare.

Datoritd capacitatii de a fi Incorporat in membranele celulare, inclusiv
sanguine, acesta exercitd asupra acestora un efect antioxidant [5, 48].

Deoarece vitaminele E si C sunt superioare, un efect maxim se obtine in
combinatie cu acestea.

Tomatele si vegetalele bogate in licopen contribuie iIn mod special la
reducerea riscului de infarct miocardic ca urmare a protejarii de oxidare a LDL,
colesterolului, dar si ca urmare a reduceri concentratiei sanguine in colesterol (cu
metabolizarea colesterolului in acizii biliari) [49].
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e Afectiuni ale pielii

Carotenoizii previn §i trateaza efectele nedorite ale expunerilor solare la
nivelul pielii, manifestate prin eruptii $i urticarii, sau prin asa denumita
protoporfirie eritropoetica.

Aceasta afectiune apare dupa o expunere solara prelungita si se manifesta prin
senzatia de arsurd, umflaturi si inrosirea pielii. Aplicarea pe piele a B-carotenului
sub forma de unguente sau doze orale de B-caroten micsoreaza afectarea pielii de
catre razele ultraviolete A, dar nu si de razele ultraviolete B.

e Afectiuni oculare

Luteina si zeaxantina sunt carotenoizii care protejeazd cel mai mult ochii. Ei
intrd Tn compozitia retinei si datoritd culorii galbene absorb radiatiile albastre,
daunatoare luminii.

Impreuna cu vitamina C si bioflavonoidele, luteina si zeaxantina sunt
protectori predominanti ai ochilor [50]. Vitamina A rezultatd prin metabolizarea
carotenoizilor este necesara dezvoltarii §i mentinerii tesuturilor epiteliale, care
protejeaza suprafetele externe si interne ale corpului.

Un deficit cauzeaza reducerea, intarirea si deteriorarea tesuturilor epiteliale ale
ochiului [5].

I.1.6. Tocoferoli
I.1.6.1. Aspecte generale

Vitaminele E sau tocoferolii (tokos = progeniturd, ferein = a naste) constituie
un grup de compusi cunoscuti si sub denumirea de vitaminele antisterilitatii sau
vitamine de fecunditate.

Au un caracter antioxidant pronuntat, protejand de degradari oxidative diferite
substante biologic active, cum sunt vitaminele A, D, F, acizi grasi nesaturati, diferiti
pigmenti, hormoni, eritrocite, enzime, etc. [51].

In 1962 Tappel postuleazi ci rolul principal, daci nu chiar unic, al vitaminei E
(o—TOH) din alimente este de a actiona ca antioxidant si de a asigura o protectie
contra activitatii radicalilor liberi, mai ales a acizilor grasi polinesaturati.

Studii pe animale au demonstrat o lipoperoxidare intensd in tesuturile
animalelor hranite cu regimuri carentate si ca invers, aceastd peroxidare este redusa
dupa suplimentarea cu a—tocoferol.

Sunt implicate doud mecanisme de protectie:

* Vitamina E, Incorporatd in membrane, le mareste rigiditatea si stabilitatea deoarece
lantul fitil al tocoferolului formeaza un complex cu acizi grasi;

* Vitamina E reactioneaza ca un donor de hidrogen, datoritd electronului liber pe care
il poseda, si activeaza radicalii liberi ai peroxidului initial, cu formarea unui radical
tocoferoxil inofensiv datorita stabilizarii prin rezonanta [52].

ROO- + o —TOH — ROOH + oa-TOe
radical peroxi a-tocoferol hidroperoxid a-tocoferoxil

Studii conduse iIn vitro arati cd tocoferolul nu este eficace decat la o
concentratie critica, iar glutationul coboara aceastd valoare [4].
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I.1.6.2. Clasificare.Structura [1,3].

Denumirea genericd de ,,tocoferol” desemneazd un grup de compusi chimici
derivati de la heterociclul croman (benzopiran) pe care este grefat radicalul hidroxilic
(—OH) 1n pozitia a sasea, un radical (—R) cu 15 atomi de carbon in pozitia a doua si
radicali metil (-CH3) in diferite pozitii.

Cu alte cuvinte, tocoferolii sunt derivati ai tocolului.in plus, in alimente se
gasesc derivati ai tocotrienolului (IT).

Intensitatea activitdtii vitaminice a tocoferolilor cu aceiasi catena laterald,
depinde de numarul gruparilor metilice (—CHj3) din nucleul aromatic.

R,
HO
R, 0
R (1)
R1
HO
o )\/\/K/\/}\
R,
R 3 (rn)
I II
R;=R,=R3=CHj; o - Tocoferol a - Tocotrienol
R,=H, R;=R3=CHj; B - Tocoferol B - Tocotrienol
R;=H, R,=R3=CHj; v - Tocoferol v - Tocotrienol
R;=R,=H, R3=CHj3; d - Tocoferol 0 - Tocotrienol

Figura 8. Componentele vitaminei E: I- Tocoferoli; II- Tocotrienoli [3]

Activitatea biologicd a tocoferolilor si a derivatilor acestora este dependenta
atat de numarul si pozitia gruparilor metilice substituite la nucleul aromatic, cat si de
felul si lungimea catenei.

1.1.6.3. Proprietati fizice si chimice [1,3,11].
1.1.6.3.1. Proprietati fizice
Tocoferolii sunt substante uleioase, de culoare galben deschis cu densitatea

medie de 0,953 g/cm’. In spectrul IR apar benzi specifice cromanului.
Sunt insolubili 1n apa, dar solubili in grasimi animale, uleiuri vegetale, alcool,

eter de petrol, benzen, etc.
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Tocoferolii se obtin cu greu in stare solida, din preparate inalt purificate
(numai o~ si y—tocoferolul pand in prezent). Restul tocoferolilor se prezinta in stare
cristalind numai sub forma de 3,5 -dinitrobenzoati.

a-Tocoferolul racemic se prezintd ca un ulei galben, cu punct de fierbere la
135°C si cu indice de iod de 220.

Prezinta spectre de absorbtie caracteristice in ultraviolet si in infrarosu.

a-Tocoferolul in solutie alcoolica este dextrogir, iar in solutie benzenica
levogir.

In lumina ultravioletd, maximul de absorbtie pentru a-tocoferol este de 292
nm, pentru B-tocoferol la 287 nm, pentru y-tocoferol la 298 nm.

In solutii alcaline si la temperaturi sub 40°C, tocoferolii sunt in general stabili.

Ei pot fi separati, purificati si identificati prin cromatografie pe coloand, in
strat subtire sau pe hartie, folosind ca absorbanti oxid de aluminiu, carbonat de zinc si
hartie impregnata cu ulei de parafina sau carbonat de zinc.

1.1.6.3.2. Proprietati chimice

Cea mai importantd proprietate chimicad este oxidarea. Astfel din a-tocoferol,
printr-o oxidare blandd cu clorurd fericd sau azotat de argint se obtine p-
tocoferilchinona si p-tocoferilhidrochinona, iar prin oxidare cu acid azotic concentrat
se obtine o-tocoferilchinona de culoare rosie.

In solutii alcaline si la temperaturi sub 40°C, tocoferolii sunt in general stabili.

Reactiile de oxidare au loc usor, chiar in prezenta sarurilor (I si II din figura
9). Echilibrul redox dintre II si III (figura 9), precum si ciclizarea in mediu acid a o-
tocohidrochinonei, stau la baza determinarilor analitice ale vitaminei E.

Echilibrul redox dintre II si III (figura 9) explica functia de antioxidant natural
a vitaminei E (bioantioxidant).

Sensibilitatea la actiunea oxigenului, ionilor metalelor polivalente si luminii
ultraviolete, motiveaza pierderile mari de vitamina E in timpul rafindrii uleiurilor
vegetale, implicit a margarinei, shorteningurilor si uleiurilor pentru salate.

Tocoferolii intervin in functie de reproductie asigurand activitatea normala a
organelor genitale si prevenind sterilitatea.

CHj
HO O\ |
CH3 CH3
H3C OH OCZHS H3C o C16H33
C1eHa3
CH3 . % FeC|3 CH HNO3 CH3
Tocoferetoxid %f/»',% 3 / Rosu de tocol
() ¥ (V)
HO CHs
H3C (0] CH
CH3 FeCl 3 C16H33 3
o j/s CHs HO
N CH Tocoferol H CHs
CH S =0 ’ 7 TR HsC OH\ ~OH
3 HO C1eHss -2H CHs C1eHss
CHj;
Tocochinona Tocohidrochinona

(n) (nr)

Figura 9. Produsii de oxidare ai tocoferolului in vitro (I, IV) si in vivo (11, IIT) [3]
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1.1.6.4. Efecte terapeutice

In carentd apar degenerdri testiculare, pierderea mobilititii spermatozoizilor,
degenerdri uterine, scaderea fecunditatii, resorbtii embrionare [53].

De asemenea, intervin in procesul de respiratie celulara la nivelul tesutului
muscular (muschii striati i muschiul cardiac).

Ca antioxidant principal el protejeazd in primul rand fatd de bolile
cardiovasculare, afectiuni ale sistemului nervos si imunitar, dar poate fi benefic pentru
o serie foarte mare de afectiuni: acnee, alcoolism, alergii, boala lui Alzeihmer,
anemie, anghind, arsuri solare, artritd reumatoida, afectiuni cardiace, astm,
ateroscleroza, boli autoimunitare, cancer, cardiopatie, cataractd, afectiuni cervicale,
cicatrice, colitd ulcerativd, hipercolesterolemie, congestie cerebrald, crampe la
picioare, depresii, dermatite seboreice, diabet, dischinezie tardiva, epilepsie, afectiune
fibrochistica (san), fibromalgie, etc. [5,54,55].

1.2. Extractia si separarea antioxidantilor naturali
I.2.1.Tehnici clasice de extractie
1.2.1.1. Extractia simpla

Este operatia in care solidul si dizolvantul se afla un anumit timp in contact
intr-un recipient. Extractia decurge lent, iar la atingerea concentratiei de echilibru se
separa fazele, operatia realizdndu-se in regim nestationar [56].

Macerarea se bazeazd pe amestecarea fazei solide cu solventul, urmatd de
filtrarea suspensiei obtinute.

Aceasta operatie necesitd o dispersare cat mai accentuatd a substantei solide,
agitare eficientd si separare cat mai cantitativd a solutiei de reziduul ramas dupa
extractie.

Macerarea este tehnica de extractie cea mai utilizata, procedeul care se aplica
atat in cazul extractelor apoase cét si extractelor alcoolice, timpul de extractie variind
de la 1-3 ore la temperatura de 4°C pentru extractia apoasa si pana la zece zile pentru
extractele alcoolice.

Digerarea este o macerare la cald. Macerarea si digerarea se folosesc pentru
extractia produsilor naturali organici din tesuturile vegetale si animale.

1.2.1.2. Extractia multipla (in trepte)

Este operatia in care solidul, sub forma de particule este fix, iar dizolvantul se
deplaseaza periodic sau continuu spaland in trepte, din solid, componentul sau
componentii de extras.

Se obtin extracte din ce in ce mai concentrate in solut si un rafinat (faza solida)
epuizat 1n solut [57].

1.2.1.3. Extractia continud in contracurent cu contact multiplu
Este operatia in care solidul (inert + solut) si dizolvantul circuld continuu in

contracurent; in orice sectiune a aparatului se stabileste o concentratie constanta in
fazele solida si lichida, iar operatia decurge in regim stationar [58].
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1.2.1.4. Procedeul Soxhlet [59].

Procedeul Soxhlet se bazeaza pe principiul unei extractii periodice continue ;
este simpld, eficace, comoda si datorita acestor calitatii are o larga utilizare practica.

Procedeul are marele avantaj de a fi continuu, de a permite o buna extractie
dar si dezavantajul de a folosi o cantitate mare de solvent si timpul mare de extractie
necesar.

Dupa ce extractia s-a efectuat complet, substanta extrasd se separa de solvent
fie prin racirea solutiei si cristalizarea substantei extrase, fie prin indepartarea
solventului prin distilare.

Materialul vegetal se extrage in prima etapd cu un solvent nepolar
(diclormetan, eter de petrol) in vederea Indepartari lipidelor i apoi cu etanol sau
metanol 1n vederea separarii compusilor cu potential antioxidant.

In concluzie se poate afirma ca pentru determinarea calitativa si cantitativd a
principiilor active dintr-un materialul vegetal metoda de extractie adecvata se
stabileste pentru fiecare material vegetal in parte.

In unele cazuri se prefera un mod de lucru care combini elemente din
metodele clasice de separare descrise anterior.

1.2.2. Tehnici alternative de extractie
1.2.2.1. Extractia cu fluide supercritice [60, 61, 62].

Extractia cu fluide supercritice este o operatie de separare caracteristica
proceselor care au loc la presiune ridicatd, bazatd pe puterea de solvatare a
substantelor aflate la temperaturi si presiuni superioare celor corespunzatoare
punctului critic.

Cel mai utilizat agent de extractie in faza supercriticd pentru industria
alimentara a devenit dioxidul de carbon (CO,), preferat datoritd urméatoarelor
avantaje: presiunea si mai ales temperatura punctului critic au valori accesibile
tehnologic si compatibile cu tratamentele aplicabile produselor alimentare (Pc=7,38
MPa, Tc= 31,06°C); se lucreazd la regimuri termice blande, putdndu-se extrage si
compusi foarte sensibili (arome, coloranti, vitamine, pigmenti, etc. ); solventul este
netoxic, biologic si ecologic; nu provoacd reactii secundare nedorite (oxidari,
hidrolize, reduceri, condensari, aditii, etc.), realizand protectie fatd de oxigen;
extractul final nu contine substante de ,,balast”; fatd de tehnicile clasice de extractie
posedd un grad de libertate in plus, presiunea; solventul este accesibil, necoroziv,
ieftin, neinflamabil; se poate realiza extractie selectivd; extractul se poate fractiona
prin alegerea corespunzatoare a parametrilor de stare; extractul obtinut nu mai
necesitd purificari ulterioare; un consum energetic mai redus decat in tehnicile clasice
de extractie folosite in scopuri similare.

1.2.2.2. Extractia cu microunde
In ultimii ani, citeva tehnici de extractie pentru probe solide mai rapide si mai
automatizate au Inlocuit extractia traditionla Soxhlet printre care: ultrasonica (UE), cu

fluid supercritic, cu microunde, acceleratd cu solvent si n pat fluidizat.
Extractia cu microunde este o tehnica simpla care poate fi completa in cateva

minute.
( n ‘
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Energia microundelor este aplicata probei care este suspendata in solvent, fie
intr-un recipient inchis, fie intr-o celuld deschisd, ultimul sistem fiind cel mai
utilizat[63]. Aplicabilitatea acestei metode se datoreazia avantajelor pe care le
prezinta:

e Reduce considerabil consumul de solvent, mareste patrunderea in
proba si simplifica procedura de extractie;

e Realizarea unei incalziri rapide, timpul de extractie, fiind evaluate la
aproximativ o patrime din cea necesara incalziri neconventionale;

e (alitatea produsului este Tmbunatatitd din punct de vedere al mentinerii
proprietatilor fizice si chimice, datorita timpului scurt de extractie (5-9
secunde).

Extractia care utilizeaza un cuptor cu microunde in prezenta de solventi este o
metoda foarte rapida care foloseste cantitati mici de material vegetal si solvent si in
final compozitia extractului este apropiatd de cea reala.

Compusii fenolici din seminte de struguri au fost extrasi prin metoda de
extractie cu microunde, utilizand urmatoarele conditii de lucru: putere 300-1500 W si
timp de extractie 20-200 secunde [64].

Utilizarea energiei microundelor permite incalzirea rapida a amestecului cu
solvent, accelerand viteza incélzirii si in consecintd reducand timpul de extractie
necesar.

Eficienta extractiei cu microunde poate fi explicatd prin interactiunea dintre
analiticul tintd si matrice, care este slabitd de temperatura ridicatd si de energia
microundelor.

Extractia asistatd cu microunde poate oferi o performantd bund necesitand o
cantitate mica de solvent organic §i un timp scurt de extractie, dar necesitd o etapa
suplimentard pentru separarea extrasilor din proba solidd si o investitie pentru
echipament relativ ridicata.

Utilizarea solventilor polari, poate fi un obstacol al acestei metode, deoarece
sunt co-extrasi compusi matriciali polari, care ar putea interveni pe parcursul
urmatorilor pasi analitici.

1.2.2.3. Extractia cu ultrasunete

Ultrasunetele sunt unde elastice care au frecventa cuprinsd intre 16kHz si
1000kHz, fiind considerate unde plane.

Datoritd frecventelor mari, ele nu se mai supun legilor mecanicii clasice,
necesitand aplicarea legilor mecanicii cuantice.

Din 1970 au inceput sa fie folosite pentru uscarea unor produse, iar dupa 1990
au inceput o serie de cercetari pentru folosirea in diferite operatii din industria
alimentara [65].

Ultrasunetele sunt privite cu tot mai mult interes pentru posibilitatea folosirii
lor in industria alimentard [66]. Operatia de extractie este influentata de ultrasunete
prin intensificarea transferului de substanta.

Aceasta depinde de mai multi factori, legati atat de natura produsului tratat, cat si
de natura undelor acustice:
e Temperatura influenteazd toate procesele de transfer de masd prin materiale
poroase.
¢ Intensitatea acustica
Pentru ca ultrasunetele sa aiba efect in transferul de substantd este necesar ca
acestea sa aibd o anumita intensitate, numita intensitate prag.
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Prin cresterea in continuare a intensitatii se intensifica si procesul de transfer de
substanta.

S-a stabilit ca intensitatea prag este 130-145 dB.

Cresterea intensitatii are efect favorabil pana la atingerea unui efect maxim,
dupa care cresterea in continuare a intensitdtii are efect negativ datoritd cavitatiei
foarte puternice care blocheaza transferul de substanta.

Frecventa ultrasunetelor influenteaza transferul de masa in camp ultrasonic in
mod diferit, in functie de materialul supus tratamentului si in functie de operatia care
se executa.

In procesul de extractie este indicat si se lucreze la frecvente mai mari. S-a
incercat lucrul la frecvente intre 20kHz si 1Mhz.

e Transferul de substanta.

Transferul de substantd in cadmp ultrasonor este influentat si de proprietatile
mediului (vascozitate, porozitate) si de modul de aplicare a cAmpului ultrasonor.

S-a constatat cd un camp ultrasonor cu actiune pulsatorie (intermitent) are un
efect mai puternic decat un camp ultrasonor cu actiune continua.

In operatia de extractie, parametrii ultrasunetelor se aleg astfel incit si se
produca cavitatia acustica.

Aceasta are ca efect in industria alimentard dezagregarea peretilor celulelor
vegetale sau animale si dispersarea continutului celular in mediul de extractie.

e Cavitatie acustica

La propagarea in lichide a ultrasunetelor de mare intensitate apare un fenomen
fizic complex, numit cavitatie acusticd, care se manifestd prin ruperea unor portiuni de
lichid cu formarea unor bule vide sau umplute cu vapori din lichidul respectiv.

In zonele de depresiune, presiunea este negativa si considerdind propagarea
ultrasunetelor intr-un mediu lichid, in acele zone se formeaza bule de aer sau vapori ai
lichidului, numite cavititi, presiunea in interiorul cirora este legatd de fortele de
coeziune ale lichidului.

Bule mult mai mici pot exista in majoritatea lichidelor si in absenta ultrasunetelor.

Intru-cat lichidele nu sunt pure, existi intotdeauna incluziuni sub forma vaporilor
sau gazelor dizolvate in lichidele respective.

In timpul propagirii ultrasunetelor, in zonele de depresiune aceste bule minuscule
se dilata brusc.

In semiperioada urmitoare, cand in locul respectiv are loc o compresie puternica,
presiunea devine pozitiva, ceea ce conduce la distrugerea cavitatilor din zona.

In timpul disparitiei cavitatilor, peretii acestora sunt supusi la presiuni enorme, de
ordinul miilor de atmosfere [67].

1.3. Identificarea substantelor cu efect antioxidant
L.3.1. Metode spectroscopice de cercetare
1.3.1.1. Spectroscopia electronica (UV-VIZ)

Spectroscopia electronica reprezinta o metodd complexa pentru identificarea si
cercetarea antioxidantilor naturali, caracterizdndu-se prin picuri informative cu
extinctii mari.

Studiul spectrelor electronice prezintd o importantd deosebitd pentru
explicarea structurii electronice, calculul nivelelor electronice de energie precum si

atribuirea tranzitiilor dintre acestea.
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In solutii slab acide, acidul ascorbic are un maxim de absorbtie la 254nm, iar
in solutii alcaline la 265nm, care sunt o dovada a celor doud grupari enolice din
pozitiile 2, 3. Spectrele caracteristice antocianilor contin doua benzi:

- banda I, caracteristica tuturor flavonoidelor in domeniul UV la A=220-280nm,;
- banda II, proprie nucleului de fenilbenzopiriliu in domeniul VIZ la A=450-
550nm.

Pentru antociani, in calitate de dizolvant standard se foloseste metanolul,
acidulat cu acid clorhidric 0,01-1,00%.

Pentru tocoferoli, benzile de absorbtie cele mai caracteristice sunt situate la
292,297, 300nm.

Spectrul ultraviolet al flavonoidelor In metanol prezintd benzi caracteristice
care depind de sistemul de conjugare al inelelor aromatice [68].

Flavonele si flavonolii absorb de regula in regiunea 240-400nm.

Se observd ca o caracteristicd in aceastd regiune, prezenta a doud benzi,
denumite in mod curent Banda I (300-390 nm) asociatd absorbtiei date de radicalul
cianomil (ciclul B) al structuri flavonoidice si Banda II (240-280 nm) asociata
absorbtiei data de radicalul benzoil (ciclul A ).

Benzile caracteristice de absorbtie ale flavonoidelor in spectrul ultraviolet
vizibil sunt redate in tabelul 4.

Tabel 4.Benzile caracteristice de absorbtie ale flavonoidelor in spectrul UV-VIZ [69]

Tipul de flavonoid Banda | Banda II

Flavone 310-350 nm 250-280 nm
Flavonoli (3-OH-substituit) 330-360 nm 250-280 nm
Izoflavone, dihidroflavonoli 300-330 nm 275-295 nm
Calcone 340-390 nm 230-270 nm
Aurone 380-430 nm 230-270 nm
Antocianidine, antociani 310-350 nm 270-280 nm
Izoflavone (5-deoxi-6, 7dioxi) 310-330 nm 250-280 nm

Oxidarea in ciclul B conduce la un efect batocrom, respectiv la o deplasare a
absorbtiei in banda I cétre lungimi de undd mai mari, proces aditiv cu cresterea
numadrului de hidroxili.

Alte flavonoide, cum sunt flavanonele, izoflavonele si flavonolii prezintd o
deplasare batocromica a benzii II. Auronele, calconele si antocianidinele deasemenea
prezintd o deplasare batocromica a benzii I [68].

Tabel 5. Absorbtia specificd in UV a unor flavonoide in solutie metanolica si in prezentd de
reactivi specifici [17]

Denumirea Reactivi specifici
compusului McOH CH,0Na AICT, CH,COONa
0 1 2 3 4
Kamferol 253;266;294; 278;316 260;268;303 274;303;387
322;367 416 350;424
Luteolina 242;253;267, 266;329 247300 269;326;384
291;349 401 328;426
Quercetina 255;269 247,321 272;304;333 257,274
301;370 458 329;390
Rutina 259;266 272,327 275,303 271;325;393
299;359 410 433
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0 1 2 3 4

Miricetina 254;272 262;285 271;316 269;335
301;374 322;423 450

Numeroase cercetari atestd ca spectroscopia UV este una dintre metodele cel
mai frecvent utilizate pentru identificarea structuri flavonoidelor din materiale
vegetale.

Derivatii fenolici prezintda in domeniul UV doud benzi de absorbtie
caracteristice: prima mai intensd, la 210-220 nm si a doua cu coeficient de extinctie
mai mic, la 260-280 nm. Intensitatea si pozitia maximelor de absorbtie se modifica
insa semnificativ la cresterea pH-lui mediului.

Introducerea diferitilor substituenti in pozitia para produce modificari sensibile
in spectrele UV, in concordanta cu efectele electronice ale acestora.

Maximile de absorbtie in domeniul UV-VIZ ale unor caratenoide in solventi
organici sunt redate la paragraful 1.1.5.4.

In lumina ultravioletd, maximul de absorbtie pentru a-tocoferol este de 292
nm, pentru -tocoferol la 287 nm, pentru y-tocoferol la 298 nm.

Carotenoidele ingreuneaza in mare parte dozarea tocoferolilor pe baza
spectrelor de absorbtie, fapt pentru care vor trebui indepartate din materialul de
cercetat.

Pentru a finlatura eventualele interferari ale tocoferolilor cu cele ale
carotenoidelor, sterolilor, vitaminelor K, in mod practic se produce oxidarea
tocoferolilor cu AgNOs in solutie de alcool metilic, cu formarea unei chinone ce are
maximul de absorbtie la 265nm, cu coeficient de extinctie de 4 ori mai mare decat
tocoferolul din care s-a obtinut [1].

1.3.1.2. Spectroscopia de vibratie (IR)

Spectrul de absorbtie in IR este un spectru de benzi care se datoreaza unor
tranzitii intre stari energetice de vibratie ale atomilor sau grupelor de atomi
constituenti ai moleculelor, peste care se suprapun tranzitii intre stari energetice de
rotatie.

Cercetarilor spectrelor antioxidantilor naturali in domeniul IR le sunt
consacrate foarte putine lucrari.

In primul rand existd o tendinti generald, nu intotdeauna motivati, de a nu
avea incredere in aceasta metoda.

In al doilea rand, suprapunerea multor benzi aseminitoare in spectrele
antioxidantilor naturali de bazd, 1n general glucozide, complici considerabil
interpretarea lor.

De obicei fiecare element structural prezinta o ,,frecventa cheie” specifica de
vibratie si deformare.

Din valoarea unei frecvente cheie in spectru se pot identifica gruparile
functionale din molecula organica, se pot trage concluzii asupra naturii substituentilor
si legaturilor din imediata vecinatate a gruparii, a elementului structural respectiv.

Banda la 1640cm™ este caracteristicd tuturor antocianilor si corespunde
vibratiilor legaturii duble a oxigenului oxonic. Deoarece sunt colorati, antociani dau
spectre 1n vizibil, dar mai caracteristice pentru identificare §i stabilirea structurii sunt
cele in infrarosu.
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Pelargonidina: 1693, 1595, 1572, 1518, 1437, 1405, 1006, 930, 847, 839, 817,
735,682 cm’.

Cianidina: 1630, 1605, 1572, 1511, 1440, 1402, 1020, 930, 904, 870, 839,
820, 809, 785, 727, 708, 678 cm’.

Peonidina: 1630, 1577, 1490, 1460, 1030, 1015, 930, 875, 845, 830, 735, 713,
680 cm™.

Delfinidina: 1630, 1585, 1573, 1510, 1442, 1036, 926, 860, 848, 816, 782,
720,712 cm’™.

Petunidina: 1630, 1585, 1575, 1500, 1450, 1445, 1090, 1080, 1042, 958, 893,
858, 845, 830, 785, 715 cm’.

Malvidina: 1628, 1580, 1565, 1525, 1485, 1459, 1450, 1395, 1110, 1045, 935,
885, 855, 845, 820, 790, 740, 715 cm™ [70].

In ce privesc antocianozidele ele poseda spectre de absorbtie in IR in benzi de
vibratii de valentd mult mai restranse decat antocianidolii. Astfel:

Cianidol-3-glucozida: 1630, 1580, 1565, 1515, 1480, 1440, 1280, 1240, 1200,
1160, 1128, 1080, 1048, 1015 cm’.

Cianidol-3,5-diglucozida: 1625, 1606, 1570, 1430, 1274, 1195, 1128, 1100,
1065, 995 cm™.

Cianidin-3-fosforozid-5-glucozida: 1280, 1236, 1195, 1068, 1015¢cm’™ [71].

In stabilirea caracteristicilor spectrale in IR ale flavonoidelor un rol important
il are gruparea carbonil. In tabelul 6 sunt prezentate valorile absorbtiei in cm™ pentru
cateva flavone si flavonoli.

Tabel 6. Valorile absorbtiei in IR pentru gruparea carbonil [72]

Denumirea compusului flavonoidic V_ch-o [em™']
Apigenina 1655
Diosmetina 1658
Luteolina 1650
Patuletina 1640
Quercetina 1662
Morina 1662
Rhamnazina 1665
Galangina 1653
Vogonina 1658
Robinetina 1610
Kamferol 1667

Studiul spectrelor IR ale derivatilor fenolici a adus contributii importante la
elucidarea structurii spatiale a fenolilor precum si la aprecierea capacitatii lor de a
forma legaturi de hidrogen.

In derivatii orto-substituiti, banda de absorbtie a grupei OH, deplasata spre
frecvente mai mari in comparatie cu fenolul nesubstituit.

Dupa cum rezulta din tabelul 7 frecventa de vibratie a grupei OH depinde de
volumul substituentilor orto.
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Tabel 7. Frecventa de vibratie a grupei OH 1n alchil fenoli [73]

Combinatia vou [em™] Combinatia vou [em™]

Fenol 3612 p-Crezol 3617

2, 6-di-metil fenol 3622 2, 4, 6-tri-metil-crezol 3626

2, 6-di-etil fenol 3623 4-metil-2, 6-di-izopropil- 3628
crezol

2, 6-di-i-propil fenol 3623 4-metil-2, 6-di-izobutil- 3650
crezol

2, 6-di-t-metil fenol 3651 4-metil-2, 6-di-izoamil- 3642,5
crezol

2, 6-di-t-amil-fenol 3646

Cresterea lungimi lanturilor alchil la atomul de carbon tertiar din substituentii
orto determina scaderea frecventei de vibratie, fapt explicat prin scaderea impiedicarii
sterice Tn urma distrugerii simetriei sferice a substituentului datoritd numarului mare
de conformatii posibile.

Spectroscopia IR poate sa furnizeze informatii pretioase despre existenta
legaturilor de hidrogen inter- si intramoleculare, care se manifestd in spectru prin
banda lata de absorbtie in regiunea 2100-2300 cm™ [74].

1.3.1.3. Rezonanta magnetica nucleara (RMN)

Spectroscopia RMN prezintd avantaje fatd de alte metode de analiza
structurala. Astfel, comparativ cu spectrele UV-VIS, spectrele RMN furnizeazd mai
multe informatii structurale.

Fata de IR, spectrele sunt mai usor de interpretat. Dintre dezavantaje se poate
aminti sensibilitatea redusa, astfel ca nu poate fi folosita la analiza de urme.

Spectroscopia de rezonantd magneticd nucleard este cea mai puternicd metoda
pentru determinarea structurii chimice a substantelor [75].

Extractele de cercetat se dizolva intr-un solvent deuterat, C¢Dg, CD; COCD3,
CDCl; la care se adauga tetra-metil-silan (TMS) ca standard intern, se introduce intr-o
eprubeta care se roteste intre polii unui electromagnet puternic.

Proba este iradiatd cu unde electromagnetice radio, iar un detector masoara
absorbtia. Inregistrarea spectrelor la frecventi mai mare de 400Mhz permite de a
identifica cu precizie natura §i aranjarea reciproca a componentilor.

In cazul flavonoidelor gruparile metoxi, atasate la inelul B, se manifestd in
spectrul H-RMN cu un singlet puternic in regiunea 4.00 pdm si permit stabilirea
naturii agliconului. Doud dublete la 6.20£0.03 pdm si la 7.31+0.05 pdm, cu
constantele de interactiune find f = 16Hz, corespund, respectiv, atomilor de hidrogen
a si P pe langa legatura dubla din restul acidului cinamic [76].

Flavonele se recunosc dupa semnalul dd si 5,4 (H-2, J=13 si 2-3Hz), 3,1 (H-3
trans, J=13 si 2-3Hz) si 2,8 (H-3 cis, J=17 si 2-3Hz).

Izoflavonele se pot recunoaste in spectrul IH-RMN dupa semnalele: 4,1 (H-
2a, dd, J=5 si 8Hz), 4,5 (H-2b, dd, J=5 si 18Hz) si 4,6 (H-3, dd, J=8 si 12Hz)[76].

1.3.1.4. Spectrometria de masa (SM)
Este o metoda folosita pentru determinarea maselor molare ale substantelor din

extractele de cercetat si furnizeazd informatii esentiale despre structura
intermediarilor, care se obtin la degradare. Spectrometria de masa se bazeaza pe
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ionizarea atomilor sau moleculelor extractelor de cercetat, fragmentarea moleculelor,
accelerarea ionilor, separarea lor in functie de raportul masa/sarcind (m/z),
inregistrarea acestora si interpretarea spectrelor obtinute sau compararea lor cu
spectrele din bazele de date [77].

Metoda SM se utilizeaza paralel cu RMN, UV-VIS sau HPCL; uneori este
necesara aplicarea concomitentd a tuturor acestor metode [78].

Aceastd metodd face posibild detectarea intermediarilor cu durata de viata
scurtd, care de obicei ,,se pierd” in timpul trecerii probelor de la un aparat la altul,
ceea ce permite stabilirea mecanismelor proceselor, initiate de radicalii liberi [79].

Izoflavonele se caracterizeaza de asemenea printr-un ion molecular intens (M-
1, m/z = 121 u.m. ), care este si pic de baza in spectrul izoflavonelor si 7-metoxi-
izoflavonelor [80].

Agliconii flavonoidelor prezinta fragmente caracteristice in spectrul de masa.

In general, agliconii flavonoidelor cu o grupare metoxi prezinti fragmentul [M-
Me]", care este in mod special intens la flavonoidele 6- si 8-metoxilate [81].

Transpozitii se produc si In clasa izoprenoidelor. Astfel mentona are picul de baza
la m/z 112. Apar insa si picuri intense si la m/z 69 si m/z 97 prin cele doud moduri de
scindare a a inelului ciclohexanonic.

Acizii alifatici dau ioni moleculari putin intensi §i s-a constatat o tendinta
semnificativd de protonare. Acizii aromatici au picul molecular intens. Fragmentele
caracteristice ale acizilor carboxilici sunt M-17 (M-OH) si M-45 (M-COOH).

La acizii alifatici superiori cu catend liniard de patru sau mai multi atomi de
carbon apare un fragment caracteristic la m/z 60.

La acizii aromatici un ion important este cationul benzoil care elimind in
continuare monoxid de carbon. Acizii benzoici substituiti in pozitia meta- si para-
izomerul orto-.

Acizii benzoici substituiti in pozitia orto- au un fragment caracteristic la m/z 120
[82].

Esterii alifatici si lactonele dau un pic molecular slab, ei prezintd tendintd de
protonare (picul M+1 este vizibil).

Esterii aromatici indica un pic molecular intens. Unele din fragmentarile esterilor
decurg cu transpozitie, eliminadndu-se alchena fie din catena alcoolului fie din cea a
acidului [77].

1.3.2. Metode cromatografice de identificare
1.3.2.1. Cromatografia pe hartie

In cromatografia pe hartie, procesul de sorbtie este in primul rand de repartitie
intre o faza mobild organicd sau un amestec apa-solvent organic si o faza stationara
constituitd din apd, care este prezentd intotdeauna in structura fibroasd si poroasa a
hartiei.

Hartia propriu-zisa actioneaza ca un suport solid pentru faza stationara.

Cromatografia pe hartie este una din cele mai vechi metode utilizate pentru
cercetarea antioxidantilor naturali [83].

Acidul ascorbic se poate obtine in stare purd prin cromatografierea extractelor
din diferite surse naturale, pe hartie de filtru impregnata cu solutie de acid oxalic 2%
si eluare dubla, prima cu n-butanol si acid oxalic, iar a doua eluare cu fenol, urmata de
dozarea eluantului cu reactiv Tillmaes [11].
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Cromatografia pe hartie impregnata cu carbonat de zinc ( ZnCOs ) eluatd cu
ciclohexan si identificare a zonelor cu clorura ferica si oo - dipiridil in etanol, da
rezultate bune pentru alfa si beta tocoferoli.

Daca se foloseste hartia impregnatd cu carbonat de zinc, apoi pe aceiasi hartie
se impregneaza si ulei de parafina, folosind ca eluent ciclohexan (C¢H,,), iar pentru
colorarea tocoferolilor se foloseste clorura fericd in amestec cu o0 - dipiridil in etanol
, se pot separa si doza toti cei 7 tocoferoli cunoscuti [ 84].

Pentru identificarea flavonoidelor prin cromatografie pe hartie, cel mai des se
utilizeaza hartia Whatmann.

Pentru identificarea flavonoidelor: quercetind, kamferol, izoquercetind din
extractele metanolice, cel mai utilizat sistem de solventi este n-butanol:acid acetic:apa
20:5:25.

Deoarece acest sistem de solventi desi realizeazd o separare foarte buni,
necesitd timp de eluare intre 10 si 40 de ore s-a incercat utilizarea unui sistem mult
mai avantajos si anume, metanol:apa:acid acetic (4:6:0,25 v/v/v), cu ajutorul careia s-
a Incercat identificarea quercetinei, rutinei [85].

1.3.2.2. Cromatografia in strat subtire

In cromatografia pe strat subtire, faza stationara este de obicei un solid polar,
ca de exemplu silicagelul sau alumina care acopera o placéd subtire de sticla, material
plastic sau aluminiu.

In acest caz procesul de separare este bazat in primul rand pe absorbtie.

Faza stationara: silicagel (Merck).

Faze mobile, aplicate in diverse proportii, la analiza flavonoidelor:
benzen:metanol:acid acetic = 45:8:4 pentru identificarea quercetinei si kamferolului
[86]; acid formic:apa: metanol = 1:9:20, pentru identificarea kamferolului [87];
toluen: acid acetic = 40:20 pentru identificarea quercetinei [88].

In cazul identificarii taninurilor se folosesc ca fazi mobila tipul de solventi
butanol: acid acetic: apa = 4:1:5.

Pentru compusi fenolici se foloseste ca fazd mobilda sistemul de solventi
toluen: acetat de etil: acid formic: apd = 4:4:1:5.

1.3.2.3. Cromatografia pe coloana (lichid-solid) [82].

In acest tip de cromatografie procesul predominat de sorbtie al solutului este
adsorbtia. Separarea componentilor amestecului de analizat se datoreazd diferentelor
in polaritatea acestora.

Cu cat o moleculd este mai polara, cu atdt va fi mai puternic retinutd pe o
suprafata polara.

Ordinea aproximativa a cresterii adsorbtiei este:
parafine<olefine<eteri<esteri<cetone si aldehide<amine<alcooli si fenoli<acizi.

In timpul procesului de separare apare o competitie intre molecula solutului si
cele ale fazei mobile pentru centrii activi de adsorbtie ai fazei stationare.

Moleculele solutului sunt continuu adsorbite si desorbite, pe masura ce faza
mobila trece prin sistemul cromatografic. Compusii cu polaritate mica vor petrece mai
mult timp in faza mobild decat in faza stationard, comparativ cu cei mai puternic
polari.

In consecinti componentii unui amestec sunt eluati in ordinea cresterii
polaritatii. Drept faza stationara se folosesc mai ales silicagelul si alumina.
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Silicagelul poate fi preparat cu un domeniu larg de activitate.
Faze mobile:

Puterea de elutie a unui solvent este determinata de polaritatea sa, cea a fazei
stationare si de natura componentilor probei.

O serie de solventi aranjati in ordine crescanda a puterii de elutie se numesc
serie eluotropa.

Exemplu: n-hexan—ciclohexan—tetraclormetan—etanol—acetonitril— metanol. in
practica, se realizeaza separari mai bune cu faza mobila cu polaritatea cea mai redusa
posibil.

1.3.2.4. Cromatografia de gaze

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

In cazul cromatografiei gaz-lichid faza stationard este formata dintr-un lichid
cu punct de fierbere ridicat, iar procesul de sorbtie este in primul rand de adsorbtie.

Probele de analizat trebuie sa fie volatile si termic stabile la temperatura de
cercetat [89].

Compusii cu mai mult de doud grupe hidroxilice §i trei grupe metoxi nu se
elueaza in timp util pe coloana.

Cresterea temperaturii aduce unele avantaje, dar creste paralel pericolul de
descompunere a compusilor injectati si scade *’viata coloanei’’ care este solicitata la
temperaturi ridicate (p.f. ale flavonoidelor se situeaza in jur de 200°C) [90].

Astfel pentru a identifica esterii trimetil flavonoidelor s-a folosit o coloana de
polimeri silicomiai SE-30, pentru identificarea antocianidinelor.

Flavonoidele quercetina, hesperitina, kamferolul, naringenina, vagonina si
baicaleina s-au identificat pe mai multe tipuri de coloane: 0,5%0V-1, OV-17, OV-25,
2% OV-2105i 0,5% OV-225 [91].

Hidroxi- si metoxi—flavonoidele s-au analizat asociind cromatografia gaz—
lichid cu spectroscopia FTIR.

Prin intermediul acestei tehnici s-au realizat coreldri intre datele spectrale IR si
timpii de retentie, pe baza carora s-au cules informatii privind natura substituentilor
[92], sau s-au putut face predictii asupra timpului de retentie [93].

Asocierea cromatografiei de gaze cu spectroscopia de masa a permis detectia
S5-metoxiflavonelor in extractele vegetale [94], dar si cuantificarea activitatii
antiradicalice a unor extracte vegetale si analiza compusilor fenolici din matrici solide
[95].

1.3.2.5. Cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC)

Din punct de vedere practic, cromatografia de lichide de 1nalta performanta difera
de cea clasica prin urmatoarele caracteristici:

e utilizarea de noi faze stationare sau suporti avand o mare omogenitate a
marimii i formei particulelor;

¢ utilizarea unor materiale cu diametrul mic al particulelor ;

e utilizarea unor noi procedee de impachetare (umplere) a coloanei;

e reducerea la minim a volumelor moarte din sistemul de separare al
cromatografului;

e utilizarea unor detectori de mare sensibilitate, cu celule de masura avand
volumul foarte mic.
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Identificarea antioxidantilor naturali prin HPLC din extractele farmaceutice si
vegetale s-a realizat utilizand diverse faze mobile si stationare, $i anume:

Rutina, quercetina, eupafolina si hispidulina s-au identificat utilizind coloana
CI18 (250 mm x 4,6 mm, 5um), faza A: metanol adus la pH 3 cu H;3;POy4 B:
metanol:apd=1:1; C: metanol:apa=7:3, debit ImL/min detectic UV la 339 nm [96];
quercetina, kamferolul §i miricetina din tomate au fost dozate prin HPLC, folosindu-
se o0 coloand Hypersil-ODS (250 mm x 4,6mm, 5um), fazd mobila 25:75 (V/V),
acetonitril pH 2,4 cu tampon fosfat (25% in 0,025 M NaH,PO,) debit: 1,2mL/min;
detectie UV 266 nm [97];

Compusi fenolici neutri ( (+) catechnia, (-) epicatechnia), flavan-3-ol- polimeri
si flavonol glicozidele (isoquercetina, hiperina, quercetrina, avicularina si rutina) din
sucul de mere au fost separati si cuantificati prin HPLC cu faza inversd (RP-HPLC)
cu coloand Cig utilizand ca solvent apa acidulata (pH = 2,8) - metanol. Domeniul UV
de detectie a fost intre 260-350nm pentru flavonoli [98].

Compozitia chimica a fructelor de Visenea mocanera a fost analizata prin TLC
si HPLC pentru a stabili compozitia lor in compusi fenolici.

Analiza compusilor fenolici cu masa moleculard mica si a 3-flavonolilor s-a
realizat utilizdnd coloana C;g (300 x 3,9 mm). Solventii de eluare au fost: A: acid
acetic 2% si B: metanol:acid acetic:apa (30:2:68, V/V/V), iar detectia a fost simultana
la 280 si 340nm.

Analiza agliconilor flavonolilor s-a realizat cu coloand Cis (150 x 3,9mm);
solventi:apd/metanol/acid acetic (57,5:37,5:5, V/V/V), debit de 0,7mL/minut, detectie
UV la 360 si 254 nm, sau amestec de solventi: tetrahidrofuran:apa:acid acetic
(50:47,5:2,5 V/IV/V).

Pentru analiza antocianilor s-a folosit acelasi tip de coloand dar amestec de
solvent diferit i anume: acid acetic:apa (10:90, V/V) (A) si acid acetic:metanol:apa
(10:45:45,V/V/V), (B) ; debit de 1 mL/min si detectie 546 nm (VIZ) si 313 nm (UV).
Gradientul a fost liniar, de la 25 la 80% solvent B pentru 30 minute §i in urmatoarele
10 minute, 80% solvent B [99].

Pentru analiza acidului ascorbic din extractele de ardei s-a utilizat un
cromatograf SHIMADZU LC-10A cu coloana Shodex Atahipa K NH2P-504E, 250 x
4,6mm la 40 C.

Faza mobila: apa acidifiata (0,1% H3PO4)(solvent A) si acetonitril (solvent B)
25:75 1in procente.

Ritmul de curgere a fost de ImL/minut si detectie UV la 254 nm [100].

Analiza carotenoidelor din extractele acetonice de ardei.

Se foloseste acelasi tip de cromatograf ca si la analiza acidului ascorbic.
Faza mobila: solvent A: acetonitril:apa = 9:1; solvent B: acetat de etil.

Pentru separare s-au utilizat gradienti de electie: 0% B la 0 minute; 50% B la
20 minute; 50% B la 35 minute.

Ritmul de curgere a fost 1 mL/minut, detectia se face in UV, spectrul UV
inregistrat cu dispozitiv detector fotodiodda SHIMADZU SPP-M10 [101].

Metoda RP-HPLC cu detectie spectrofotometrici UV a fost folositd pentru
determinarea majoritatii componentilor din frunze de Schisandra chinesis Baill.

Flavonolii (quercetina, kamferol) si acidul cinamic au fost separati in 12
minute utilizdnd faza mobila: acetonitril — solutie apoasd 0,05% de acid ortofosforic
(40:60 V/V) si coloana de sticla Separon SGX Cig, 150 x 3 mm, Sum. Debitul a fost
de 0,5 mL/min., iar analiza a fost monitorizata la 260 nm [102].

MPLC ( Medium presure liquid chromatography) este o metoda noud pentru
izolarea compusilor naturali.
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S-au separat prin aceastd metodd sase compusi fenolici (acid galic, catechind,
rutina, naringenina, quercetina si izoramnetina), in urmatoarele conditii de lucru:
coloana Lichro Cart 250-4, Hypersil ODS (250 nm x 40 nm, 7um), presiune 14 bar,
faza mobila acetonitril si acid formic 1% ; debit 1 mL/min. [103].

I.4. Activitatea antioxidantilor naturali ( alimentari )
1.4.1.Aspecte generale

Exista, la ora actuala probe atit experimentale cat si epidemiologice care
indica cé, pe langa mecanismele de aparare ale organismului, starea nutritionald joaca
un rol esential in apararea antiradical.

De aceea, o suplimentare moderatd si bine controlatd in micronutrienti poate
diminua frecventa de aparitie a anumitor boli legate de agresiunea oxidanta [104,105].

Autooxidarea lipidelor prin reactia in lant a radicalilor liberi nu numai cé scade
valoarea nutritiva a alimentelor si deterioreaza aroma si gustul, dar mai poate cauza si
diferite boli, cum ar fi arteroscleroza, ischemie, inflamare, carcinogeneza si
imbatranire [106].

In industria alimentard adiugarea antioxidantilor naturali a fost una din
metodele eficiente de a intarzia oxidarea grasimilor din alimente.

Marea eficientd a antioxidantilor constd in sinergismul actiunii lor, in
insumarea actiunii lor combinate, fiecare functionand dupd mecanisme diferite si la
nivele variate ale lantului evolutiei radicalilor liberi in organism.

Existd la ora actuald, probe atdt experimentale cat si epidemiologice care
indica faptul cd pe langa mecanismele de aparare ale organismului, ratia alimentara
joaca un rol important in apararea antiradical.

Masurarea individuald a antioxidantilor prin separare, nu permite cunoasterea
cu certitudine a activitatii antioxidante totale a unui produs datoritd efectelor
sinergetice care pot sa se stabileasca intre compusii prezenti in acesta.

Efectul protector al antioxidantilor naturali prezintd o importantd deosebitd 1n
profilaxie si, in consecintd, o alimentatie bogatd in compusi cu actiune antiradical si
antioxidantd reprezintd o cale eficientd in prevenirea si tratarea unor boli
cardiovasculare larg raspandite [107].

1.4.2. Activitatea antioxidanta si antiradical

S-a constatat cd toate clasele de antociani sunt antioxidanti puternici,
imbunatatind calitatea si valoarea produsului alimentar [108].

Proprietatile antioxidante si antiradicalice ofera antocianilor rolul de
fitoconservanti, atat in stare purd, cat si in compozitii complexe [109].

Activitatea vitaminei C se datoreaza echilibrului dintre forma redusa, acidul
ascorbic (care la pH-ul sangelui de 7,35-7,45, exista sub forma de monoanion) si
formele sale oxidate, acidul mono-dehidroascorbic si acidul dehidroascorbic.
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CH,-CH CH, - CH CH,- CH

| B | o
OH OH A° . oH o A° .y on oH 7
R e
_ o _ —
HO o HO 0* o 0
AAsc Acid mono- ADAsc
(forma monoanionica) dehidroascorbic (radical)

Figura 10. Formulele de structurd ale sistemului redox acid ascorbic — monodehidro- si
dehidro-ascorbic[5]

Actiunea antioxidanta a acidului ascorbic [5] consta in:

e indeparteaza O, i HO,';

e indeparteaza radicalii peroxidici ROOe solubili in apa;
indeparteaza radicalii peroxidici ai grupelor —SH si —SO;

e previne si repard daunele atacului radicalic prin HO™ asupra acidului uric;

e inactiveaza nitrozaminele cancerigene;

e indeparteaza acidul hipocloros si efectul sdau asupra enzimei numita
mieloperoxidaza;

¢ inhiba peroxidarea lipidica de catre amestecul hemoglobind sau mioglobina —
H,0, si previne ruperea hemului dependenta de peroxizi, cu eliberarea ionilor
de fier;

. insolutie apoasa este neutralizator al oxigenului singlet (O;’) ;

. regenereazd o-tocoferolul din radicali de o-tocoferoxil in membrane si
lipoproteine conform reactiei:

CHs
. CH; -CH CH;s CH,- CH
‘ ‘ o] H ‘ ‘ o
2 cu, OH OH Z -~ OH OH 7
_ —2
Cu, N R + N ~ L CH3 .
CH HO OH CHj R d Y
CH3
a - Tocoferoxil AAsc o - Tocoferol ADAsc
R — radicalul fitil
CH;
R=—CH,)3~ CH—~CH,)5~ CH—CH,)5~ CH<
| | CH;
CH3 CH3
e indeparteaza radicalii de nitroxid conform reactiei
CH,-CH CH,-CH CH, -CH
(‘)H (‘)H /O (‘)H C‘)H 7 ? o 0
+ HNO, OH OH 7
_ — —_— —_—
+ NO
HO OH HO 0-NO HO [0}
Acid 2-nitrit esterul (radical)
AAsc azotos AAsc Acid monodehidroascorbic ~ Oxid de N
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indeparteaza radicalii HO';

protejeaza lipidele plasmatice fatd de peroxidarea indusa de neutrofilii activati;
protejeaza fata de speciile oxidate prezente in fumul de tigara;

este un protector puternic fatd de ozon (O3) si NO," din fluidele corpului uman,
in special al fluidelor mucoaselor plamanilor.

Carotenoizii contin lanturi lungi, formate din 22 sau mai multi atomi de
carbon, in care legaturile covalente simple dintre atomii de carbon alterneaza cu
legaturile duble, ceea ce le conferd proprietdtile unor sisteme de electroni extinse,
capabile de absorbi si inactiva speciile reactive de oxigen sau alti radicali liberi [5].

Numerosi autori au cercetat activitatea antioxidanta a flavonelor si s-au facut
multe incercari in stabilirea legaturii dintre structura flavonoidelor si activitatea de
eliminare a radicalilor.

In general, aceasta activitate depinde de structura moleculara si de modelul de
substitutie al gruparilor OH, de exemplu: prin disponibilitatea hidrogenului fenolic si
prin posibilitatea de stabilizare a radicalilor fenoxil rezultati prin incercuirea cu
hidrogen sau prin delocalizarea cu electron extins.

Conform unor studii recente, la flavonoide prezenta unei structuri o-dihidroxi
in nucleul B conferd un grad mai ridicat de stabilitate radicalilor fenoxil prin
participarea la delocalizarea unui electron, fiind o caracteristici importantd pentru
potentialul antiradical.

Interesant este faptul ca prezenta unei legaturi duble intre C2 si C3 1n nucleul
C nu pare a fi necesar 1n activitatile antiradicale.

Puternica actiune antiradicala a flavonelor toxifolina si fustina pare a fi legata
de modelul favorabil de substitutie 3-, 4-, - dihidroxid din nucleul B. Flavonele cu cel
mai slab potential de eliminare a radicalilor nu au gruparea hidroxil la C3 si hidroxid
3-, 4-, din nucleul B.

Flavonolul galangin, caruia ii lipseste substitutia de OH din nucleul B, a
demonstrat o activitate intensa, probabil datoritd combinatiei legaturii duble C2—-C3
cu 3—-OH.

In figura 11 este prezentat un mecanism ipotetic de reactie pentru activitatea
de eliminare a radicalului de cétre galangin.

} Q)

created with

0
nitro
download the free trial online at nitropdf. gvl/er?Tbna\

PDF

professional



Figura 11. Mecanismul activitatii antiradical a galanginului [110]

Acest mecanism ilustreazd un posibil mod de actiune a flavonelor fara
substitutia 3, 4,-di—OH.

Astfel se pare cd structura o—dihidroxid (catechol) din nucleu B nu este
intotdeauna o conditie in vederea obtinerii unei activititi intense de eliminare a
radicalului liber a flavonoidelor.

S-a constatat cd gruparea hidroxil la C3 contribuie semnificativ la puternica
activitate a radicalului.

Legatura dubla C2—C3, combinata cu un 4—cetogrup care este responsabil de
localizarea electronului din nucleul B, continud sa identifice capacitatea de eliminare
a radicalilor, iar saturatia legaturi duble dintre C2—C3 se considera a fi cauza pierderii
potentialului de activitate.

Actiunea de eliminare a radicalilor este sporita de prezenta gruparilor 3—OH si
5—OH in combinatie cu o functie 4—carbonil si de legatura dubla C2—C3 [110].
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Rezultatele obtinute aratd cd eliminarea radicalilor liberi de cétre flavonoide
depinde in mare masurd de modelul particular de substitutie al gruparilor libere
hidroxil (OH) de pe scheletul flavonoid.

Efectele antioxidante cele mai puternice le prezintd: quercetina,
dihidroquercetina, urmate de rutind, diosmetind, ramnetind, fisetina, luteolina
miricetind, kamferol, (-) epicatechind si izoflavonele: daidzeina, genisteina si
prunetina [32, 104].

Concentratia cea mai mica, la care un compus flavonoidic este antioxidant este
de ordinal 10 M pentru compusii cu activitate radicald sau 10~ M pentru compusii cu
activitate ridicatd sau 10~ M pentru compusii cu activitate medie [111].

Functia antioxidanta a glutationului se datoreaza sistemului sau redox in care
forma redusd (GSH) poate fi oxidatd cu usurintd la forma sa oxidatd (G-S-S-G)
conform reactiei reversibile.

HoN—CH~(CHy),~ CO-NH- CH-CO- NH-CH

COOH -
2 H;N—CH-(CHy),— CO-NH-CH-CO-NH-CH, =~ ——0 X o CH—=% COOH
| | GRd COOH CH,—$ COOH
COOH CH-SH  COOH i
Glutation H,N—CH-(CH,),— CO- NH-CH-CO- NH-CH,
(G-SH) Diglutation

(G-5-8-G)
GPx — glutation peroxidaza
GRd — glutation reductaza

Pastrarea echilibrului intre forma redusa si forma oxidata (2G-SH; G—S—-S—QG)
este deosebit de importanta pentru mentinerea functiei sale biologice.

O micsorare a raportului G—SH/G—S—-S—-G determina trecerea enzimelor cu
grupe tiolice (Enz—SH) active, in enzime inactive (Enz—S—S—Enz).

Raportul G-SH/G—S—S-G influenteaza toate sistemele redox celulare precum
si reactiile chimice dependente. In literaturi se cunosc glutation peroxidaze
dependente sau independente de seleniu.

Seleniu este necesar producerii glutation peroxidazei (GPx) care regenereaza
glutationul si indeparteaza compusii toxici, cu structurd radicalica si rezultati prin
oxidarea acizilor grasi polinesaturati si mono-nesaturati, cat si pentru sinteza
tioredoxinreductazei, care regenereazd acidul ascorbic. Compusii cu seleniu au un
efect sinergetic asupra vitaminei C, ceea ce inseamna cd impreund au un efect mai
puternic decat luati individual.

In timp ce formele dependente de seleniu descompun atét apa oxigenata cat si
hidroperoxizi organici, formele lipsite de seleniu, contindnd doar legaturi -SH 1si
limiteaza activitatea doar fatd de apa oxigenatd (pe care o descompun in apa si
oxigen).

Rolul glutationului redus fatd de enzimele tiolice se manifestd prin
intensificarea actiuni acestora, pe seama formirii NADPH din NADP’, in decursul
degradarii glucozei [112].

Eficacitatea antioxidantd a fenolului nesubstituit sau a fenolilor care contin
substituentii voluminosii in pozitia orto fatd de -OH este redusa, acestia ne-prezentand
nici un interes din punct de vedere practic. Pentru ca un fenol sa posede activitate
antioxidantd semnificativa este necesar ca gruparea -OH sa fie ecranatd de cel putin o
grupare cu volum mare cum ar fi t-butil, ciclohexil si benzil.

Prezenta unor substituenti electrono-acceptori ca nitro-, carboxi-, carbonil-,
halogen, in molecula fenolilor substituitii micsoreaza eficacitatea lor.

S-au stabilit corelatii Intre energia starii aromatice a fenolilor si eficacitatea
antioxidanta si Intre valoarea potentialului de oxidare si eficacitate, dar utilitatea lor

practica este destul de redusa [113].
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Capacitatea antioxidantd a tocoferolilor variaza invers proportional cu
activitatea vitaminica. Astfel in timp ce alfa — tocoferolul este un antioxidant slab,
gama-tocoferolul este un antioxidant puternic.

Dintre cei sapte tocoferoli posibili, alfa, gama si beta—tocoferolii sunt cei mai
antioxidanti, protejand in aceasta ordine oxidarea lipidelor, a proteinelor si a acizilor
nucleici.

Activitatea antioxidanta a tocoferolilor este dependenta de gruparea hidroxilica
de la C6, grupare care trebuie sa fie libera.

Dintre antioxidantii sinergetici ai tocoferolilor fac parte vitamina C si acidul
citric, care servesc ca sursd de hidrogen, contribuind la regenerarea tocoferolilor.

Tocoferolii prezinta o mare eficientd in protectia vitaminelor A si a
carotenoidelor de degradari oxidative.

Masurarea individuala a antioxidantilor mentionati, prin separare, nu permite
cunoasterea cu certitudine a capacitatii antioxidante totale a unui extract vegetal
datorita efectelor sinergetice care pot sd se stabileasca intre compusii prezenti in
produs.

In schimb masurarea capacititii antioxidante totale ajuti la intelegerea
proprietatilor functionale ale alimentelor [114].

L.5. Aplicatii ale antioxidantilor naturali

Degradarea oxidativa a uleiurilor vegetale si a grasimilor animale conduce la
formarea unor compusi carbonilici cu gust §i miros nepldcut, fenomen cunoscut sub
numele de rancezire.

De aceea, in tot mai numeroase cazuri, grasimile alimentare si produsele
alimentare continand grasimi sunt stabilizate cu antioxidanti.

Desigur ca antioxidanti preferati sunt cei naturali [115], iar dintre acestia cei
compatibili biologic cu organismul uman ocupa locul principal.

Astfel pentru sistemele uleioase se pot utiliza tocoferoli (oo — tocoferolul) iar
pentru sisteme apoase sau emulsii acidul ascorbic sau sarurile acidului ascorbic [116].
Tocoferolii sunt stabilizatori de electie pentru uleiuri vegetale si alte grasimi [117].

Foarte eficace sunt si esterii acizilor grasi cu acid ascorbic [118]. Deoarece
pretul unor astfel de produsi este destul de ridicat, de multe ori se preferd utilizarea
antioxidantilor fenolici.

In cosmetici antioxidantii sunt utilizati pentru stabilizarea cremelor si
emulsiilor continand substante grase [119].

S-a constatat, de asemenea, ca alfa—tocoferolul si ascorbatii inhibd formarea
nitro—aminelor cancerigene in produsele cosmetice [120].

Unele medicamente continand ca substante active produse usor oxidabile, sunt
stabilizate cu antioxidanti.

De exemplu, solutiile de ergosterol ( provitamina D2 ) si de dehidrocolesterol
( provitamina D3 ) devin stabile la lumina si aer prin adaugare de 0,02—0,05 % 2,6 di—
t—butil-4—metilfenol si acid ascorbic [121].

Se mai stabilizeazd cu antioxidanti supozitoarele cu indometacin;
prostaglandinele si numeroase alte preparate farmaceutice [122].
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1.6. Actiunea biologica a antioxidantilor

Oxigenul, pe langa efectul benefic care I-a avut in evolutie, poate avea si un
efect negativ la nivelul celular.

Formele active ale oxigenului si peroxizii se produc in organism in cantitati
mai mari decat necesare pentru aceste procese, excesul lor putind produce daune
organismului care merg pana la degradarea celulara [123].

Tocoferolii localizati In mitocondrii au un rol important in procesul de
respiratie, in special in cuplarea oxidarilor celulare cu procesul de fosforilare, astfel
incat energia care rezultd din procesele de oxidare sd fie captatd si inmagazinatd in
compusii macroergici, prepoderent in ADP si ATP.

Tocoferolii intervin in metabolismul aminoacizilor, acizilor grasi nesaturati, a
hidratilor de carbon, acizilor nucleici si a altor substante.

Tocoferolii au capacitatea de a proteja sistemul mitocondrial, sediul reactiilor
ce au loc in procesul de respiratie, de degradari oxidative ireversibile de catre peroxizi
lipidici si alti oxidanti puternici [11].

Acidul ascorbic are un rol fundamental in formarea si mentinerea integritatii
matricei intercelulare.

Celulele din tesuturi sunt incluse intr-o substantd fundamentald vascoasa
(matricea intercelulard), formatd predominant din glicoproteide, mucopoliglucide,
glucozamine.

Aceasta substanta vascoasa, izoleaza celulele de mediul ambiant, prin care trec
substantele care intra si ies din celule.

Prin polimerizare si depolimerizare, masa vascoasa influenteaza activitatea
celulelor vii si invers.

Moleculele din  masa  vascoasda  (glicoprotide,  proteoglucani,
glucozaminoglucani etc.) se unesc si formeaza fibre tridimensionale de colagen, care
reprezintd un adevarat mediu intern.

In compozitia acestor fibre se gaseste acid hialuronic, condroitina, condroitin-
sulfati.Depolimerizarea matricei necesitd activitatea unor glucozidaze, proteaze,
colagenaze care sunt controlate de vitamina C.

In carenta de vitamini C scade formarea colagenului, transformarea prolinei in
hidroxiprolind i formarea protocolagenului (peptida), care prin procese de hidroxilare
si polimerizare se transformd in colagen [11].Alti antioxidanti biologici sunt
hemoproteinele si mici antioxidanti enzimatici ca: superoxid-dismutaza(SOD),
catalaza, glutationperoxidaza (GPx), glutationreductaza (GRed).

Acest rol important al antioxidantilor permite utilizarea lor in terapia a
numeroase boli, inclusiv inhibarea unor neoplasme si Intarzierea batranetii [124].
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L.7. Date botanice despre plantele din genul Angiospermatophyta si
Spermatophyta alese pentru obtinerea extractelor cu efect antioxidant[125-129].

L.7.1. Alchemilla vulgaris

‘ Denumire

Denumire stiintifica:
ALCHEMILLA VULGARIS L. emend. Frohner

‘Denumire populara: Cretisoara ‘

Sinonime stiintifice: A.
acutiloba Opiz, A. vulgaris L.
subsp. acutangula (Buser)
Palitz

Alte denumiri populare:
brumarie, cresarel, faina de in,
palasca, pleasca, umbra
muntelui, umbrarul doamnei

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Spermatophyta

‘Subincrengé‘mra: Magnoliophytina

‘Clasa: Magnoliopsida

‘Subclasa: Rosidae

‘Ordinul: Rosales

‘Familia: Rosaceae

‘Subfamilia: Rosoideae

‘Caractere morfologice

Planta erbacee, perena, cu rizom brun; tulpina dreapta sau culcata la pamant, de 20-50
cm inéltime; frunzele bazale dispuse in rozeta, lung petiolate, palmat-lobate (9-11 lobi
triunghiulari), frunzele tulpinale mai mici; florile mici, pand la 3 mm diametru,
galben-verzui; inflorirea: iunie-august; fructul este o achena.

‘Ecologie si raspandire

Prin pasuni, fanete, coaste abrupte, stdncarii, mai rar la margini de padure, in tufisuri,
din etajul montan pana in cel alpin; specie mezofitd catre mezohigrofita.

‘Organe utilizate
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Compozitia chimica

Organele aeriene contin: cantitati mici de glucide, lignine, acizi grasi (acid palmitic si
acid stearic, acid oleic), fenoli, fitosteroli, taninuri (6—8%) care prin hidroliza produc
acid elagic si acid luteic, saponine, vitamine (rutind, acid nicotinic), pigmenti
flavonoidici (luteolina, proantocianidine) si substante minerale.
Rizomii acestei specii contin: glucozd, fructozd, zaharoza, lipide (4,2 %), steroli (B-
sitosterol), quercetina, acid galic, rutina, pirogalol, vitamina C, catechind, kamferol,
compusii fenolici, si triterpene (alisol).

‘Actiune farmacologica ‘

Extractele obtinute din frunzele acestei specii au actiune astringenta, hemostatica,
diuretica, depurativa, antidiareica si antihemoroidala.

‘Importanga ‘
[Medicinala |

‘Utilizare ‘

Decoctul din radacini se foloseste pentru oprirea sangerarii in caz de ranire iar ceaiul
preparat din frunze reduce pierderile excesive de sdnge In timpul menstruatiei.
Medicind, umana, populara:

- uzintern - partile aeriene ale plantei se folosesc pentru stimularea poftei de
mancare;

- uz extern - tratarea laringitelor, stomatitelor si cicatrizarea ranilor;

Medicind veterinara
- uzintern - tratarea enteritelor, afectiunilor renale.
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1.7.2. Allium ursinum

Denumire

Denumire stiintificd: ALLIUM URSINUM

Denumire populara:
Leurda

Alte denumiri populare:

ai ciorasc, ai de padure, ai salbatic,
ainiti, afin, afin de iunie, leoarda,
ceapa vrajitoarelor.

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Angiospermatophyta

|
l
‘ Clasa:Monocotyledonatae ‘
‘Subclasa: Liliidae ‘
|Ordinul: Liliales |
|
|
|
|

‘Familia:Liliaceae

|Subfamilia: Allioideae
|Genul: Allium

‘Caractere morfologice

Planta de talie medie-micd, cu frunze carnoase, de un verde puternic, cu flori mici si albe.
Tulpinile si frunzele sale au un gust si miros puternic de usturoi, cu care de altfel este
ruda din punct de vedere botanic.

‘Ecologie si raspandire ‘

Leurda creste numai in padurile din Europa Centrala, iar pana in prezent nu a putut fi
aclimatizata in nici o altd regiune. De asemenea nu a putut fi cultivata, fiind o specie
eminamente silbaticd, prezentd in padurile de stejar, frasin sau fag. Creste pe campii
bogate in humus §i umede, in paduri de foioase si alpine.

Organe utilizate

In scop medicinal se utilizeaza frunzele si bulbii acestei plante.
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Compozitia chimica

Uleiuri esentiale care contin combinatii sulfurate (sulfura de alil ), levuloza, vitamina C
si complexul B, saruri minerale, flavonoide, substante antibiotice, oligoelemente,
quercetind, acid galic, rutind, pirogalol, catechina, kamferol, compusii fenolici,
antocianidine, taninuri.

Actiune farmacologica

Antiseptic intestinal, bacteriostatic si bactericid; tonic, stimulent general si al organelor
digestive; regleaza metabolismul lipidelor si glucidelor; hipotensor, reechilibrant

glandular; depurativ si diuretic; antiartritic; vermifug; febrifug; preventiv al cancerului
etc.

‘Importanga ‘

‘Medicinalé ‘

‘Utilizare ‘

Sucul de leurda ca si terciul sunt utilizate pentru tratare si vindecarea: negilor, ranilor
deschise, eczemelor, tenurilor etc.

Infuzia de leurda este recomandata in tratamentul diabeticilor, cardiacilor si celor care au
colesterolul ridicat.

Tinctura de leurda se administreaza in cure de trei luni de zile pentru a trata trombozele si
pentru combaterea inflamatiilor venelor si varicelor.
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1.7.3. Acorus calamus

‘ Denumire

Denumire stiintifici: ACORUS CALAMUS L.

‘Denumire populard: Obligeana

Sinonime stiintifice:
Acorus calamus L., var. americanus WULFF
- americana (diploida) ;

Alte denumiri populare:

Albigeana, Buciumas, Calamar, Calamuz,
Calin, Calm, Calmena, Calmesa, Calmusa,
Calmuz, Calmeaza, Colm, Crin de apa,
Paporotnec, Papura rosie, Speriband,
speribanad tarcatd, Speteazd, Speteaza pestritd,
Speteaza tarcatd, Spetejoard, Spiriband,
Tartarachi, Trestie mirositoare

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Spermatophyta

‘Subincrengétura: Magnoliophytina

‘Clasa: Liliopsida

‘Subclasa: Arecidae

‘Ordinul: Arales

‘Familia: Acoraceae

‘Caractere morfologice

Planta perena; rizom orizontal, gros, carnos, lung pand la un metru; tulpina erecta, 4-
muchiata, de 60-120 cm; frunze liniare, de circa 2 cm latime §i peste 60 cm lungime; flori
verzui sau verzui-gilbui, mici, grupate in spadice erect-patent de 5-10 cm lungime;
inflorirea mai-iulie; fructul baca rosie, alungita.

‘Ecologie si raspandire

Specie higrofita, subtermofita, introdusa in culturd §i naturalizatd; sporadicd in zona
padurilor de stejar-subetajul gorunului si in Deltd, pe malul apelor, mlastini, stufarisuri.

‘Organe utilizate

Partea plantei cu importantd practicd o reprezintd rizomii, care se recolteaza in lunile
septembrie—octombrie si care contin uleiuri volatile cu compusi aromatici fenilpropanici.
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Compozitia chimica

Difera in functie de chemotip (grad de poliploidie) si de organul plantei.
Rizomi: uleiuri volatile (9 %) acumulate in celulele secretoare dispersate in parenchimul
cortical, taninuri (3 — 4 %), heterozide amare (acorina = 0,6—1%), amidon, dextrine,
mucilagii,colind,rezine,chinone(2,5-dimetoxichinona).

Uleiul volatil: B-azarona=cis-izoazarona (constituent dominant), a- si y-azarona, -
gurjune, acorona (gust amar), ZZ-deca-4,7-dien-al.

In functie de chemovarietate constituentul dominant poate fi in cantitate de 80-96% in
varietatea indiana, tetraploida (unde este Insotita de cis-izoeugenol metileter) si de pana
la 13 % in varietatea europeand. Derivati monoterpenici: camfen, p-cimen (hidrocarburi),
linalol, a-terpinelol (alcooli), ZZ-deca-4,7-dien-al (aldehidd-imprima miros).
Derivati sescviterpenici: a-selinen, B-gurjunen, d-cadinen, calamenen (hidrocarburi), o-
cadinol, calamendiol (alcool); siobunone = shiobunone (artefacte provenite din
acoragermacrona initiald - termolabila si antrenabild cu vapori de apd), acorenona si
calamenona. (cetone), acorond si izoacorond (dicetone cu structurd spiranica,
volatile,amare).

In concentratii de sub 1 % au fost identificati urmatorii componenti: o-humulen, p-
acoradien, metil izoeugenol, (E)-anetol, y-gurjunen, 2, 6-di-epi-shyobunond, limonen,
elemol,(Z)-B-ocimen,a-pinen,cedrol.

in organele aeriene: acid ascorbic, mucilagii, rezine, saponine, tanin, sitosterol, acid
oxalic, acid palmitic. Pigmentii din organele aeriene sunt reprezentati de: calcone. Uleiul
volatil extras din organele aeriene contine: f-curcumen, acoragermacrond, a-humulen, o-
terpinen, y-terpinen, o-terpineol, a-ylangen, borneol, curcumen, borneol, y-azarona, vy-
terpinen, izocalamendiol, metil-cavicol, metil-eugenol, mircen, ocimen, selinen si trans-
anetol, calamusenond, tropond, acoragermacrond, acorenol, acid acoric, calcona,
calamendiol, calamenona, izocalamendiol, izocalamusenona.

Actiune farmacologica

Stomachicd §i carminativd (tonic-amar), antibacteriand, insecticida, fungicida—rizomii,
antispasmodica=antispasticd, antiinflamatoare (gastro-entero-renal), sedativd SNC (prin
cis-izoazarond), antibacteriand, fungicidd, insecticidd, antiagregant-plachetara,
revulsiva=vasodilatatoare—uleiul volatil. In aplicatii externe—efect hiperemiant.

Importanta

Medicinala

Utilizare

Afectiuni ORL (tonsilite = amigdalite, sinuzite), respiratorii (bronsite catarale — uleiuri
volatile cu siobunone), gastrointestinale (anorexie, gastrite, ulcere hipoacide, insuficiente
digestive hepatobiliare, enterocolite spastice, dispepsie — ulei cu azarone), reno-urinare
(congestii renale dupa intoxicatii, cistite — ulei cu azarona), locomotorii (reumatism,
gutd), neurologice (nevralgii), dermice (micoze).

Alte utilizari:

Uleiurile volatile se utilizeaza si In industria parfumurilor, pentru aromatizarea
lichiorurilor si a tutunului, precum si ca insecticid.

In industrie se folosesc rizomii pentru fabricarea lichiorurilor, a unor parfumuri,
medicamente (Ulcerotrat), apa de gura si pastei de dinti.

In medicina veterinara se foloseste pentru tratarea anorexiei si ca stimulent gastric.
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Toxicitate

‘Datorité cetonelor uleiurile volatile sunt neurotoxice si abortive.

‘ Contraindicatii

‘Sugari, copii, femei gravide, bolnavi de epilepsie.

‘Precau;ii si reactii adverse

Se va evita folosirea de lungé durata a uleiului volatil cu azarond=cis-izoazarona (sortul
indian contine 80 %), deoarece sunt posibile efecte mutagene si carcinogene (tumori
duodenale observate pe sobolanii tratati cu obligeana indiana, neclarificate suficient la
om, tumori hepatice dezvoltate la soareci), alterari cromozomiale. Din aceste motive
FDA (Food Drugs Administration) a interzis prepararea si comercializarea produselor pe
baza de obligeana in SUA. Ele sunt autorizate in Europa (limita maxima toleratd in beta-
azarona este de 0,1 mg/kg de bautura alcoolica si de 1 mg/kg pentru aromatizarea
biscuitilor aperitiv).
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1.7.4. Solidago virga aurea

‘ Denumire

Denumire stiintifici: SOLIDAGO VIRGA AUREA L.

‘Denumire populara: Splinuta ‘ -

‘Sinonime stiintifice: - ‘

Alte denumiri populare:
Floare boiereasca, Floare buiaca, Manunchi, Smeoaica,
Splinarita, Varga de aur

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Spermatophyta

‘Subincrengé‘mra: Magnoliophytina

‘Clasa: Magnoliopsida

‘Subclasa: Asteridae

‘Ordinul: Asterales

‘Familia: Asteraceae (Compositae)

‘Caractere morfologice

Planta perena, de 1m inaltime; frunzele lat-lanceolate, serate; flori galben-aurii
dispuse in antodii pedunculate de 7-10mm lungime; inflorirea iulie-septembrie;
fructul achena cu papus de circa 5 mm.

‘Ecologie si raspandire

Specie mezofita, frecventd in zona padurilor de stejar-etajul subalpin, margini de
padure, pajisti, tufarisuri.

‘Organe utilizate

In scop medicinal se utilizeaza planta cu flori. Dintre compusii activi se mentioneaza
glicozizii flavonici §i acizii fenolici (acid cafeic, acid clorogenic).

‘Compozitia chimica

Principalii componenti identificati in aceasta planta sunt: uleiurile volatile, taninurile
catechinice, saponinele i pigmentii flavonoizi (rutind, quercetind, quercetrina,
kamferol-ramnozid, astragalin), esteri acetilenici (matricariaester).

Lactone: solidagolactond, Saponine: virgaureasaponin I si I, virgaureagenin,
Diterpene: clerodan, virgaureozid A, leicocarpozid, Triterpene: bayogenin, Florile
contin urmadtoarele substante: acid cafeic, acid clorogenic, acid hidroxicinamic, acid
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quinic, cianidin-3-glucozilglucozid si izoquercetina.

Actiune farmacologica

Extractele obtinute din frunze si flori au actiune antihelminticd, antiinflamatoare,
antiseptica, diuretica, febrifuga si stimulanta.

Leicocarpozidul este diuretic, antiinflamator si analgezic.

Virgaureasaponina E are actiune imunostimulatoare i antitumorala.

‘Importanga

‘Medicinalé, tinctoriala

‘ Utilizare

Se utilizeaza sub forma de tratamente interne in caz de infectii urinare, gripa, boli ale
pielii si gastro - enterite.

Extractele cu etanol si metanol din planta Solidago virga aurea cét si din calus au
manifestat activitate antimicrobiana. Extractul in apa-etanol are proprietati
antioxidante. Glicozidele monodesmozidice ca si cele bidesmozidice ale acidului
poligalacic exercita efect fungicid.

Medicina umana, populara:

uz extern - cicatrizarea ranilor, atenuarea durerilor In nevralgii dentare.
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1.7.5. Agrimonia eupatoria

‘ Denumire

‘Denumire stiintificd: AGRIMONIA EUPATORIA L.

‘Denumire populara: turitd mare

‘Sinonime stiintifice:

Alte denumiri populare:

aspirsoard, boitoreand, buruiand de friguri,
canipoald, coada racului, corndtel,
dumbravnica, galbanare de germe, lipici,
mdtcutd, scai marunt, sora fragilor, turicioard

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Spermatophyta

‘Subincrengétura: Magnoliophytina

‘Clasa: Magnoliopsida

‘Subclasa: Rosidae

‘Ordinul: Rosales

‘Familia: Rosaceae

‘Subfamilia: Rosoideae

‘Caractere morfologice

moale paroasd, + glanduloasa.

Planta perend, rizom scurt, = tarator, simplu sau ramificat.
Tulpina inalta de (10) 30-100 cm, obtuz costata sau rotunda, ramificata spre varf,

Frunze toate tupinale, cu 5-9 foliole mari, sesile, eliptice pana ovate sau rombice, +
rotunjite la baza, pe margini 6-13-incizi dintate pe fiecare parte, pe fata inchis verzi,
dispers alipit paroase, pe dos deschis verzi, cenusiu pubescent pana la tomentoase, cu
+ glande sesile. Flori scurt pedicelate, petale galbene, obovate sau obcordate. Fructe
nucule, cu receptacul la maturitate aplecat. inflorire VI-VIIL.
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‘Ecologie si raspandire

Sporadica din zona de stepa pana in etajul fagului, margini si raristi de padure,
tufisuri, locuri ruderale pe soluri afanate; specie mezofitad-xeromezofita, heliofila catre
heliosciadofila.

‘Organe utilizate

Organele plantei utilizate in scop medicinal sunt florile si frunzele recoltate in lunile
iunie — august.

‘Compozigia chimica

Principalii componenti chimici identificati in frunze sunt: uleiurile volatile, tanin (5—
8%), taninuri hidrolizabile (agrimonin, agrimoniind, oenoteind B), catechine (2,6%),
cumarine, a-pirone (agrimonolid), gome, vitamine (tiamina), triterpene (1,5%), acizi
grasi (acid palmitic, acid stearic) si triterpene (acid ursolic-0,6%).

Frunzele contin pigmenti flavonoizi: apigenin-glucozid, luteolin-glucozid, quercitrina,
izoquercetin, izoquercitrin, quercetin-glucozid. Pe ambele suprafete ale frunzelor, dar
mai ales pe cea inferioara, se gasesc peri secretori scuri, cu glanda uni sau
pluricelulara. Scoarta de pe tulpinile acestei plante contine: poliglucide, flobafene,
diterpene (acetilamarolid, allantoina, amarolid, quassiin, shinjulactona A) si saponine.

‘Actiune farmacologica

Extractele obtinute din aceasta plantd au efect astringent, colagog, diuretic-depurativ
cu eliminare masiva de urati, hepatic, tonic—amar si vulnerar.

‘Importanga

[Medicinala

‘ Utilizare

Extractele se utilizeaza n tratarea icterului si a afectiunilor hepatice, pentru tratarea
diareii §i a hemoroizilor. In radacinile acestei specii s-a identificat trei derivati ai
catechinei care au activitate antibacteriala.

. Oy
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1.7.6. Viscum album

‘ Denumire

Denumire stiintifica: VISCUM ALBUM L.

‘Denumire popularad: Vasc | '

‘ Sinonime stiintifice: | ‘

Alte denumiri populare:
Visc, Visc de par, Vasc de brad

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Spermatophyta

‘Subincrengé‘mra: Magnoliophytina

‘Clasa: Magnoliopsida

‘ Subclasa:

‘Ordinul: Santalales

‘Familia: Loranthaceae

‘Caractere morfologice

Arbust mic, semiparazit pe ramuri, erect sau pendul cu haustori puternici; tulpina

lanceolate, cu marginea intreagd, persistente; flori mici, dioice; fructul — baca alba-
gélbuie.

ramificata, scurtd, glabra, galben-cenusie sau galben-verzuie cu internodii ingrosate la
baza; frunze simple, opuse, galben-verzui, groase, pieloase, alungit-obovate, liniare sau

‘Ecologie si raspandire

Specie intalnita pe arbori foiosi din clasa Magnoliopsida (Populus, Salix, Carpinus,
Betula, Alnus, Fagus, Quercus, Ulmus, Pyrus, Malus, Sorbus, Cerasus, Prunus,
Robinia, Acer, Aesculus, Rhamnus, Tilia, Fraxinus).

‘Organe utilizate

Se utilizeaza ramurelele cu frunze, recoltate inainte de formarea fructelor.

‘Compozitia chimica

Frunzele de vasc contin ca principiu activ glicozizi ai hidrochinonei asa cum este
arbutozida si derivatii acesteia: pirozida, cafeoil-2-arbutozida, vacciniina etc.

In frunze s-au mai identificat: glucide, hidrochinona, saponozide sterolice (acid
ursolic), glicozizi fenolici (arbutina).

Acizi fenolici: acid galic, acid chinic, acid cafeic si glucozizi fenolici: 2-O-cafeoil-
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arbutina.

Catechine: epicatechina, galocatechine.

Pigmenti: izoquercitrind, hiperozida, beta-caroten, quercetind, avicularina.

Principalii componenti identificati in tesuturile acestei plante sunt: proteine (11,9 %),
lipide (2,3%), aminoacizi, rezine, saponine, terpene, alcaloizi, glicozizi si glicoproteine
(lectine), acid gentisic (acid 2,5-dihidroxibenzen, lignine (syrinagresinol).

Acizi fenolici: acid cafeic, siringic, vanilic, sinapic, ferulic shikimic, protocatehic.
Amine: colind, acetilcolina, histamina, tiramina.

Pigmenti: quercetol, quercetin-3-arabinozid, quercetin 3-ramnozid, luteind, alfa-caroten
si xantofila.

Triterpene: acid betulinic, betulina, alfa- si beta-amirina.

Derivati lignanici: siringina, siringozida, sirinarezinol, siringarezinol-mono-O-
glucozid, siringenin-4'-O-glucozid, viscind, viscotoxina, si eleuterozida.

Rezinele contin: alcool cerilic, lupeol, acid oleanolic si beta-amirina.

‘Acgiune farmacologica

Extractele au proprietiti antispasmotice, diuretice, narcotice, tonice, citostatice si
hipotensive de lunga durata, determinata de o vasodilatatie.

‘Importanga

‘Medicinalé

|Utilizare

Extractele sunt utilizate pentru tratarea arteriosclerozei, hipertensiunii, leucorei,
menopauzei, albuminuriei si a edemelor. Prezenta viscotoxinei confera extractelor si o
actiune anticancerigena.

Se folosesc sub forma de macerate la rece si infuzii.

Extractul in metanol din Viscum album, crescut intr-un lamai si recoltat vara, are un
potential antioxidant ridicat, demonstrat prin efectul inhibitor pe care 1l manifesta
asupra lipid-peroxidazei.

Alte utilizari:

Medicina umana (populard): frunzele - ceai pentru astm, tuberculoza, emfizem
pulmonar; in amestec cu alte specii—contra hipertensiunii; frunzele, fructele — in bai de
tratare a reumatismului.
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1.7.7. Veronica officinalis

‘ Denumire ‘
‘Denumire stiintificd: VERONICA OFFICINALIS ‘

‘Denumire populard: Ventrilica

Alte denumiri populare: buruiand de perit,
buruiana de cel perit, matrice, ventricea,
vindrilica, leacul tuturor relelor.

‘Incadrare taxonomica

‘Regnul: Plantae

‘increngétura: Angiospermatophyta
‘Clasa: Dicotyledonatae

‘Ordinul: Scrophulariales

‘Familia: Scrophulariaceae

‘ Genul:Nicotiana

|
|
}
‘Subclasa: Asteridae ‘
|
|
|
|

‘Caractere morfologice

Planta cu tulpina paroasa, care se taraste pe pamant, frunze mici zimtate, cu un luciu
argintiu, care se termind in spice ce stau in sus avand flori de la albastru deschis pana la
violet. Frunzele cad usor la atingere. Ea atinge Tnaltimi de 20-30 cm si are frunze ovale
cu zimti mici pe margini.

‘Ecologie si raspandire ‘

Prin paduri, pe locuri defrisate, langd maracinisuri, tufisuri, garduri si santuri, pe drumuri
si in liziere.

‘Organe utilizate ‘

In scop medicinal se utilizeaza partea aeriand a acestei plante. ‘

‘Compozitia chimica ‘

Glicozide de tip aucubinic, saponozide, uleiuri eterice, vitamina C, flavonoide, acid
vanilic, quercetind, acid galic, rutind, pirogalol, catechina, kamferol, compusii fenolici,
antocianidine, taninuri.

‘Acgiune farmacologica ‘

Stomabhic, hipocolesterolmiant, colagog, astringent, hemostatic, diuretic-depurativ,
cicatrizant.
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‘Importanga ‘
‘Medicinalé ‘

|Utilizare |

Sucul proaspit extras din planta atunci cand ea infloreste este indicat in vindecarea
eczemelor, al afectiunilor pielii si reprezintd un depurator al sangelui.

Ceaiul de ventrilica trateaza: raceli, bronsite, laringite, faringite, amigdalite, raguseala,
afectiuni ale ficatului, reumatism, afectiuni de stomac, micsorarea colesterolului si a
glicemiei din sange.

created with
Y nitro™* professional

6 3 download the free trial online at nitropdf,BrUrF?T&nna\



PARTEA A-II-A. CONTRIBUTII PROPRII
I1.1.Specificatii plante uscate din genul Agiospermatophyta si Spermatophyta

Inainte de a fi puse la uscat, plantele au fost selectate si conditionate,
inlaturandu — se impuritatile si partile din planta care nu sunt utile, partile din planta
brunificate sau ingélbenite, mucegaite, atacate de daunatori, precum si corpurile
organice $i minerale, astfel incat, dupa aceasta operatiune de selectare si conditionare,
plantele s ramana curate.

In tabelul 8 sunt date specificatiile pentru plantele din genul
Angiospermatophyta si Spermatophyta — sursa Fares S. A. Orastie.
Tabel 8. Specificatii plante uscate - Fares. S. A. Orastie
] . Pierdere
Denumire . e Corpuri .
<o x Caracteristici Impuritati o prin . Dozare
plantd/latina . straine Identificare
. morfologice [%] o uscare [%]
specie [%] o
[“0]
0 1 2 3 4 5 6
Ramuri tinere cu diametru | - ramuri cu - organice, -max. 14 | - flavone si
de max. Smm, acoperite diametru >5mm, max. 0,5 acizi poli- substante
cu frunze invers ovate, max. 1 - minerale, fenolcarbo- | solubile,
Frunze de vasc/ dispuse opus, piloase, cu | - frunze si ramuri max. 0,5 xilici min. 15
Viscum album I. marginile intregi de brunificate, max. 2
culoare verde intens, cu - fructifica-tii, max.
miros slab amar, acrisor. 3
Tulpini cu frunze palmat- | - parti deco-lorate/ | - organice, -max. 13 | - taninuri,
< L lombate, dispuse in ligni-ficate, max. 5 | max. 1 min. 6
larba de cretisoara/ < . :
Alchemilla vulgaris 1. fozeta, 1 ung pf%glolate e - minerale,
7-9 lobi dintati pe margini max. 1
de culoare albastrui-
verzuie
Partile aeriene inflorate, - plante bru- - organice, -max. 13 | - -
cu frunze dispuse alterne | nificate/ max. |
de culoare verde dintate decolorate, max. 3 | - minerale,
pe margini, cu max. 1
Tarba de splinuta/ inﬂorgsceznge avéndA ‘
Solidago virea aurea | ram}lrlle indreptate in sus;
flori de culoare galbene
cu aspect albicios din
cauza perilor caliciului,
fara miros cu gust slab
astringent
Tulpini de maxim 4mm - tulpini cu - organice, -max. 13 | - taninuri,
diametru, cu frunze de diametru >4mm, max. 1 min. 2
culoare verde, flori de max. 3 - minerale,
) culoare galbena si fructe - fructificatii max. 1
larba de turita mare/ mature verzi; intreaga ingélbenite
Agrimonia eupatoria l. planta este acoperita cu (mature), max. 5
peri; miros slab - plante bru-
caracteristic, gust amarui, | nificate/
astringent. decolorate, max. 1
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Iarba de ventrilica/
Veronica officinalis 1.

Plante ierbacee, perena cu
tulpind lungd de 2-45cm,
culcatd la pamant, avand
varfurile sau chiar
jumatatea superioara a
tulpinii indreptata in sus
(fara radacini); frunze
inguste cu petiol scurt, cu
marginile serat-dintate.
Florile albastre-deschis,

liliachii, albe-roz, rar albe.

- plante
decolorate/
brunificate, max. 5

- organice,
max. 1
- minerale,
max. 1

- max. 13

Radacina de obligeana/
Acorus calamus 1.

Rizomi nedecijiti, de
culoare bruna-deschisa la
exterior si albd-roz cu
nuante galbui la interior,
lungi de max. 10-15cm,
pe partea inferioara
prezinta urmele
radacinilor de forma unor
inele, iar pe partea
superioara cicatrice
triunghiulare, urmele
tulpinilor de anii trecuti;
miros placut, aromat, gust
aromat, amar.

- rizomi cu
diametru <Icm nu
se admit

- resturi de tulpini
si radacini, max. 5
- rizomi brunificati
la interior, max. 5

- organice,
max. 1
- minerale,
max. 2

- max. 14

- uleiul -
volatil, prin
cromato-
grafie in stat
subtire.

Leurda nu este produs comercial Fares S.A. Orastie.

I1.2. Obtinerea extractelor vegetale cu efect antioxidant

I1.2.1.Aspecte generale

Plantele uscate din genul Angiospermatophyta si Spermatophyta care au fost
cercetate sunt achizitionate de la Fares S.A. Orastie, Tricolorul S.A. Cluj-Napoca si
S.C. STEF-MAR S.R.L.-Valcea.

Parametrii operationali, respectiv gradul de maruntire al plantelor, raportul
plantd/solvent, tipul de extractie si timpul de extractie au fost identici, singura
diferenta a fost tipul de solvent si materialul vegetal utilizat.

Obtinerea extractelor vegetale apoase (macerate) si alcoolice (tincturi) s-a
realizat prin procedeul clasic: extractie solid—lichid la temperatura camerei la timpi

diferiti.

La prepararea solutiilor extractive se folosesc diferite tipuri de solventi, de diferite
concentratii, in diferite amestecuri. In scopul realizarii unei extractii optime, solventul
trebuie sd indeplineascad urmatoarele conditii:

e sa fie chimic pur, netoxic, neinflamabil;

e sa fie omogen (in cazul amestecurilor de solventi) ;

e sa aiba capacitate mare de imbibare a materialului vegetal, pentru a favoriza

fenomenele de osmoza-difuziune, precum si capacitate mare de dizolvare si de
extractie a principiilor active;

e sd nu fie coroziv, s fie stabil, neutru, recuperabil si usor de indepartat prin

evaporare,
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e s aiba o temperaturd de fierbere cat mai scdzuta si o caldurd de vaporizare cat
mai mica, pentru a se consuma o cantitate micad de caldura la recuperare;

Alegerea solventului i a concentratiei acestuia se realizeazd tinand seama de
substantele care urmeaza a fi extrase, precum si de substantele inerte care nu trebuie
antrenate in solutie.

Extractele apoase din produsele vegetale cercetate s-au realizat in apa bidistilata.

Apa este un solvent polar foarte activ, indeosebi fatd de majoritatea substantelor
anorganice si o serie de compusi ca: zaharuri, acizi, alcooli, fenoli, esteri, amine i
saruri de alcaloizi. In general, extractia cu apa este inferioara extractiei cu alcool de
diferite concentratii.

Solutiile extractive apoase sunt instabile si din aceastd cauza au fost analizate
imediat dupa preparare.

Tincturile sunt preparate lichide, sub forma de solutii alcoolice, obtinute prin
extractia produselor vegetale.

Spre deosebire de extractele apoase, extractele alcoolice au o concentratie
mare de principii active, fiind mult mai stabile in timp. Pentru obtinerea extractelor
alcoolice, produsele vegetale trebuie sd fie uscate, iar maruntirea se face la fel ca si
pentru extractele apoase.

In vederea realizarii extractelor alcoolice am utilizat alcool metilic si etilic, cu
o mare capacitate de extractie, in diferite concentratii: 96%, 80% si 60% (v/v).

In scopul extractiei si a altor principii dar si pentru evidentierea complexititii
compozitiei materialelor vegetale studiate, s-au efectuat si extracte diclormetanice.

Continutul de principii active din extractele vegetale a fost determinat prin
metode spectrofotometrice, iar pentru unele extracte prin cromatografia de lichide de
inalta performanta.

Extractia principiilor active din materialul vegetal nu se efectueaza dupi o
metoda standardizata, ne-existand nici un solvent comun, cei mai compatibili solventi
pentru extractia principiilor active sunt alcoolul etilic, apa, metanolul, acetona si
diclorometanul.

11.2.2. Extracte apoase

Macerarea la rece cu ajutorul apei constd in tratarea materialului vegetal cu
cantitatea de apa prescrisd, folosind apa proaspat fiarta si racita.

Materialul vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei statice
(macerare ) cu apa timp de 48 ore la temperatura de 17°C in raport molar, material
vegetal: solvent = 1:10, folosind acelasi solvent, timp si temperaturda, dar material
vegetal diferit [130].

Solutia extractiva a fost filtratd prin patru straturi de tifon, reziduul s-a spélat
cu apa proaspat fiarta si racita si s-a completat pana la volumul de 10 mL.

Rezultatele obtinute arata ca folosirea unui timp de extractie de 48 de ore si o
temperaturd de 17 C asigurd o separare practic totald a principiilor active din
materialul vegetal cercetat. Principiile active extrase au fost dozate prin cromatografie
de lichide de inalta performanta.
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Tabel 9. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor apoase

Material vegetal Solventde | Timp de | Temperatura Principiile
Denumire plantd/Specie extractie extractie de extractie active extrase
[ore] [C] [ mg/mL]
Cretisoara Apa 48 17 0.1492
(Alchemilla vulgaris) Quercetina
Leurda Apa 48 17 0.0507
(Allium ursinum) Kamferol
Obligeana Apa 48 17 0.0020
(Acorus calamus) Quercetina
Splinuta Apa 48 17 0.1755
(Solidago virga aurea) Quercetina
Turita Mare Apa 48 17 0.0104
(Agrimonia eupatoria) Kamferol
Ventrilica Apa 48 17 0.0209
(Veronica officinalis) Kamferol
Vascul Apa 48 17 0.0079
(Viscum album) Rutina

11.2.3. Extracte diclormetanice

Materialul vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei statice
(macerare) timp de 70 de ore la temperatura camerei, fiind pastrat la intuneric, in
raport material vegetal: diclormetan 1:10.

Maceratele diclormetanice obtinute au fost filtrate prin membrane filtrante, dupa
care au fost analizate calitativ.

Metoda de extractie aplicatd a fost unitard, parametrii operationali respectiv
gradul de maruntire al plantei, solventul utilizat, raportul plantd/solvent, temperatura
de extractie si tipul de extractie, au fost identici, singura diferenta fiind determinata de
materialul vegetal cercetat.

I1.2.4. Extracte hidroalcoolice
I1.2.4.1. Obtinerea extractelor prin extractie statica

Tincturile sub aspectul modului de administrare, prezinta unele avantaje fata de
solutiile extractive apoase prin aceea cd extractia in mediul hidroalcoolic este
completa, conservabilitatea de lungd durata, iar administrarea sub forma de picaturi
mai simpld. Materialul vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei
statice (macerare) cu alcool (metanol, etanol) timp de 10 zile la temperatura camerei,
fiind pastrat la intuneric, in raport material vegetal: alcool 5:50 [130].

In vederea stabiliri conditiilor optime de obtinere a unor extracte vegetale cu
continut cat mai ridicat in principii active s-a lucrat in diferite conditii de extractie.

Solutiile extractive obtinute au fost filtrate prin patru straturi de tifon, reziduul s-a
spalat cu solvent (metanol, etanol) si s-a completat pana la volumul de 50 mL.

Tincturile obtinute au fost stocate la temperaturi diferite, la intuneric (pentru a se
evita degradarea substantelor instabile la lumina).

Datele experimentale privind extractia simpla la timpi diferiti a substantelor cu
efect antioxidant din materialul vegetal cercetat sunt prezentate in tabelele 10-
14.Principiile active extrase au fost dozate prin cromatografie de lichide de inalta

performanta.
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Tabel 10. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor metanolice 96 %

Denumire plantd/Specie Solvent de | Timp de Temperatura de Principiile
extractie | extractie extractie active extrase
[zile] [C] [ mg/mL ]
Cretisoara Alcool 10 20-22 0.0132
(Alchemilla vulgaris) metilic 96% Quercetina
Leurda Alcool 10 20-22 0.0029
(Allium ursinum) metilic 96% Kamferol
Obligeana Alcool 10 20-22 0.0055
(Acorus calamus) metilic 96% Acid galic
Splinuta Alcool 10 20-22 0.0143
(Solidago virga aurea) metilic 96% Miricetina
Turita Mare Alcool 10 20-22 0.0038
(Agrimonia eupatoria) metilic 96% Quercetina
Ventrilica Alcool 10 20-22 0.0011
(Veronica officinalis) metilic 96% Acid galic
Vascul Alcool 10 20-22 0.0066
(Viscum album) metilic 96% Rutina
Tabel 11. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor metanolice 80 %
Material vegetal Solvent de Timp de Temperatura de Principiile
Denumire plantd/Specie extractie extractie extractie active extrase
[zile] [C] [ mg/mL ]
Cretigoara Alcool 10 20-22 0.0033
(Alchemilla vulgaris) metilic 80% Quercetina
Leurda Alcool 10 20-22 0.0019
(Allium ursinum) metilic 80% Kamferol
Obligeand Alcool 10 20-22 0.0020
(Acorus calamus) metilic 80% Acid galic
Splinuta Alcool 10 20-22 0.0099
(Solidago virga aurea) metilic 80% Miricetina
Turita Mare Alcool 10 20-22 0.0010
(Agrimonia eupatoria) metilic 80% Quercetina
Ventrilica Alcool 10 20-22 0.0184
(Veronica officinalis) metilic 80% Acid galic
Viascul Alcool 10 20-22 0.0024
(Viscum album) metilic 80% Quercetina
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Tabel 12. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor etanolice 96 %

Material vegetal Solvent | Timp de | Temperatura Principiile
Denumire planta/Specie de extractie | de extractie | active extrase
extractie [zile] [OC ] [ mg/mL ]

Cretisoara Alcool 10 20-22 0.1386

(Alchemilla vulgaris) etilic Rutina
96%

Leurda Alcool 10 20-22 0.0020

(Allium ursinum) etilic Kamferol
96%

Obligeana Alcool 10 20-22 0.0132

(Acorus calamus) etilic Rutina
96%

Splinuta Alcool 10 20-22 0.0382

(Solidago virga aurea) etilic Quercetina
96%

Turita Mare Alcool 10 20-22 0.0182

(Agrimonia eupatoria) etilic Acid galic
96%

Ventrilica Alcool 10 20-22 0.0637

(Veronica officinalis) etilic Rutina
96%

Vascul Alcool 10 20-22 0.0044

(Viscum album) etilic Acid galic
96%

Tabel 13. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor metanolice folosind

timpi de extractie diferiti

Material vegetal Solvent de Timp de | Temperatura Principiile
Denumire planta/Specie extractie extractie | de extractie | active extrase
[ore] [C] [ mg/mL ]
Cretisoara Alcool metilic 120 4 0.0672
(Alchemilla vulgaris) 96% Quercetina
Leurda Alcool metilic 120 4 0.0148
(Allium ursinum) 96% Kamferol
Obligeana Alcool metilic 120 4 0.0729
(Acorus calamus) 96% Acid galic
Splinuta Alcool metilic 100 4 0.0432
(Solidago virga aurea) 96% Miricetina
Turita Mare Alcool metilic 100 4 0.0127
(Agrimonia eupatoria) 96% Quercetina
Ventrilica Alcool metilic 100 4 0.0096
(Veronmica officinalis) 96% Quercetina
Viascul Alcool metilic 100 4 0.0327
(Viscum album) 96% Rutina
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Tabel 14. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor etanolice folosind timpi de
extractie diferiti

Material vegetal Solvent | Timp de | Temperatura Principiile
Denumire planta/Specie de extractie | de extractie | active extrase
extractie [ore] [ C ] [ mg/mL ]

Cretisoara Alcool 120 4 0.0125

(Alchemilla vulgaris) etilic Quercetina
96%

Leurda Alcool 120 4 0.0142

(Allium ursinum) etilic Kamferol
96%

Obligeana Alcool 120 4 0.0219

(Acorus calamus) etilic Acid galic
96%

Splinuta Alcool 100 4 0.0296

(Solidago virga aurea) etilic Miricetina
96%

Turita Mare Alcool 100 4 0.0058

(Agrimonia eupatoria) etilic Quercetina
96%

Ventrilica Alcool 100 4 0.0045

(Veronica officinalis) etilic Quercetina
96%

Viascul Alcool 100 4 0.0047

(Viscum album) etilic Kamferol
96%

In cazul extractelor hidroalcoolice din genul Angiospermatphyta si
Spermatophyta, randamentele cele mai bune se obtin folosind alcoolul metilic 96%,
iar conditiile optime pentru extractie sunt temperatura de lucru de 4  C si timpul de
extractie de 100-120 ore.

Ca urmare a rezultatelor obtinute s-a putut evidentia faptul ca alcoolul metilic
96% este solventul cu randamentul cel mai bun dintre cei doi alcooli pentru
extragerea principiilor active.

I1.2.4.2. Obtinerea extractelor prin metoda Soxhlet

Procedeul Soxhlet se bazeaza pe principul unei extractii periodice continue.

Obtinerea extractelor hidroalcoolice din speciile vegetale precizate mai sus, s-a
realizat prin metoda extractiei solid-lichid, intr-o instalatie Soxhlet, conform
procedeului descris in [130].

Metoda de extractie aplicatd a fost unitard, parametrii operationali, respectiv
gradul de maruntire al plantei, solventul utilizat, raportul plantad/solvent, temperatura
de extractie si tipul de extractie au fost identici, singura diferenta fiind determinatd de
materialul vegetal cercetat.

S-au obtinut extracte hidroalcoolice cu aspect limpede avand culoare specifica
intre galben-verde. Principiile active extrase au fost dozate prin cromatografie de

lichide de inalta performanta.
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E| — extract metanolic de Alchemilla vulgaris - cretisoard;
E, — extract metanolic de Allium ursinum - leurda;

E; — extract metanolic de Acorus calamus - obligeana;

E4 — extract metanolic de Solidago virga aurea - splinutd;
Es— extract metanolic de Agrimonia eupatoria - turita mare;
E¢ — extract metanolic de Veronica officinalis - ventrilica,
E; — extract metanolic de Viscum album - vasc;

Tabel 15. Continutul de quercetind, rutina si kamferol al extractelor hidrometanolice de plante
din genul Angiospermatophyta si Spermatophyta

EXTRACT FLAVONOIDE
Quercetina .
VEGETAL Kamferol [mg/mL] [mg/mL] Rutina [mg/mL]
E; (96%) 1.9x10~ 13.2x107 4.4x10~
E1 (80%) 1.2x107 3.3x10” 3.2x10”
E, (96%) 2.9x107 1.0x10” 6.8x10~
E, (80%) 1.9x10° 1.3x10° 3.8x107
3
E3 (96%) —_— 1.7X10_3 —
E3 (80%) —_— 1.4x10 —
E4 (96%) 1.9x10 7.1x107 9.5x10™
E. (80%) 1.3x107 4.6x10” 6.6x107
Es (96%) 2.7x10” 3.8x107 2.2x107
Es (80%) 2.2x107 1.0x10” —
Es (96%) 2.2x107 1.5x107 4.7x107
E (80%) — 5.0x107 6.6x107
E7(96%) 3 3 .
E (80%) 2.4x_10 2.4x_10 -

E; (96%) ,...., E7(96%) — extracte metanolice (metanol 96%) ;
E; (80%) ,...., E7 (80%) — extracte metanolice (metanol 80%) ;

Conform rezultatelor obtinute, se poate constata si o influentd a compozitiei
amestecului de extractie (raportul metanol:apa) asupra continutului in flavonoide ale
sistemelor hidroalcoolice analizate.

Cresterea procentului de metanol de la 80% la 96% a determinat in toate
cazurile o Imbunatatire a procesului de extractie a flavonoidelor din materialul
vegetal.

Un comportament asemanator a fost intalnit si in cazul in care sistemul
hidroalcoolic de extractie a continut etanol si apa.

In ceea ce priveste rutina, se poate constata ci fata de celelalte doua flavonoide
ea se gaseste, in extractele hidrometanolice in care a putut fi identificata, in cantitatea
cea mai mare.

Cea mai raspandita flavonoidd a fost 1nsd quercetina, identificata in toate
extractele indiferent de continutul de alcool, cu exceptia celui de vasc metanol 80%,
care nu a continut nici una dintre cele trei flavonoide urmadrite.

:“
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Kamferolul nu a fost gasit in extractele de Acorus calamus si in cel de Veronica
officinalis metanol 80% iar rutina in cele de Agrimonia eupatoria, Acorus calamus
metanol 80% si Viscum album metanol 96%.

Cu toate ca datele din tabelul 15 sugereaza o dependentd intre continutul in
flavonoide al extractelor si compozitia sistemelor hidroalcoolice folosite respectiv
natura materialului vegetal din care provin, totusi aceste valori nu trebuie sa fie
considerate ca absolute, intrucat continutul in flavonoide al plantelor poate fi
influentat de mai multi factori cum ar fi: clima, solul, perioada de recoltare,
temperatura de extractie, timpul de depozitare a materialului vegetal etc.

Rezultatele experimentale obtinute din analiza cromatografica au fost intr-o
buna concordantd cu cele obtinute folosind metoda etalonului extern de regisire a
unor cantitdtii cunoscute de flavonoide pure.

I1.2.4.3. Obtinerea extractelor in conditii dinamice

Extractia 1n conditii dinamice permite de a obtine extractul concentrat, prin
adaugarea repetatd a portiunilor mici de extractant, evitdnd operatii suplimentare de
decantare si de filtrare.

Procedeul original de extractie elaborat este asemanitor cu procedeele
industriale de extractie continud (in contracurent), spre deosebire de procedeul clasic
de laborator, cand extractia se efectueaza in conditii statice sau cvasi dinamice.

Extractia materiei prime s-a realizat in palnii de separare (200 mL), fixate
vertical, prevazute cu robinete fine de reglare a vitezei de scurgere.

Orificiul de scurgere a palniei se acopera cu un tampon din 4 straturi de tifon,
care va retine materia prima in palnie si va asigura filtrarea rapida si eficientd a
extractelor.

In palnie s-a introdus materialul vegetal, nu mai mult de % din volumul ei.
Dupa scurgerea libera a filtratului, reziduul se macereaza cu portiuni mici de solvent
de extractie (12 ore).

Dupad macerare, materialul vegetal se preseazd cu un piston din furtun de
silicon, iar extractul se scurge in recipient.

Materialul vegetal se afineaza si se macereaza cu noi portiuni de extract.

Se efectueaza 5 transe de extractie. Extractantul poate fi addugat si in mod
continuu, regland viteza de scurgere a extractului cu robinetul palniei.

Rezultatele experimentale privind extractia in conditii dinamice sunt
prezentate in tabelul 16.
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Tabel 16. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor in conditii dinamice

Material vegetal Solventde | Timp de | Temperatura Principiile
Denumire plantd/Specie extractie extractie de extractie active extrase
[ore] [C] [ mg/mL ]
Cretisoara Alcool 12 20-22 0.0215
(Alchemilla vulgaris) etilic 96% Quercetina
Leurda Alcool 12 20-22 0.0197
(Allium ursinum) etilic 96% Kamferol
Obligeana Alcool 12 20-22 0.0089
(Acorus calamus) etilic 96% Acid galic
Splinuta Alcool 12 20-22 0.0720
(Solidago virga aurea) etilic 96% Miricetina
Turita Mare Alcool 12 20-22 0.0135
(Agrimonia eupatoria) etilic 96% Kamferol
Ventrilica Alcool 12 20-22 0.0302
(Veronica officinalis) etilic 96% Quercetina
Viascul Alcool 12 20-22 0.0214
(Viscum album) etilic 96% Acid galic

11.2.4.4. Obtinerea extractelor prin extractie cu ultrasunete

Materialul vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei la baia cu
ultrasunete, cu alcool etilic timp de 10 minute la temperatura de 20°C in raport molar,
material vegetal:solvent = 1:10, folosind solvent de concentratie diferita (etanol 96%
si 60%), acelasi timp si temperatura, dar material vegetal diferit.

Solutiile extractive au fost filtrate prin membrane filtrante.

S-au obtinut extracte hidroalcoolice cu aspect limpede avand culoare specifica.

Tabel 17. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor cu ultrasunete, solvent etanol

96%
Material vegetal Solventde | Timp de | Temperatura Principiile
Denumire plantd/Specie extractie extractie de extractie active extrase

[minute] [C] [ mg/mL ]
Cretigoara Alcool 10 20 0.0045
(Alchemilla vulgaris) etilic 96% Quercetind
Leurda Alcool 10 20 0.0024
(Allium ursinum) etilic 96% Kamferol
Obligeana Alcool 10 20 0.0014
(Acorus calamus) etilic 96% Quercetina
Splinuta Alcool 10 20 0.0055
(Solidago virga aurea) etilic 96% Acid galic
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Tabelul 18. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor cu ultrasunete, solvent
etanol 60%

Material vegetal Solventde | Timp de | Temperatura Principiile
Denumire plantd/Specie extractie extractie de extractie active extrase
[minute] [C] [ mg/mL ]
Cretigoara Alcool 10 20 0.0080
(dlchemilla vulgaris) etilic 60% Kamferol
Leurda Alcool 10 20 0.0043
(Allium ursinum) etilic 60% Acid galic
Obligeana Alcool 10 20 0.0018
(Acorus calamus) etilic 60% Quercetina
Splinuta Alcool 10 20 0.0186
(Solidago virga aurea) etilic 60% Acid galic

Rezultatele obtinute confirmd faptul ca extractele obtinute prin extractie la
baia cu ultrasunete au un continut mai ridicat in principii active daca se utilizeaza ca
solvent alcool etilic 60%.

Continutul mai ridicat in principii active a extractelor obtinute la baia cu
ultrasunete fatd de cele obtinute prin macerare folosind acelasi solvent, poate fi
explicat prin intensificarea transferului de substanta, datoritd extractiei In camp
ultrasonor.

I1.3. Identificarea calitativa si cantitativa a principiilor active din materiile prime
vegetale din clasa Monocotiledonate si Dicotiledonate [17, 131-133].

Pentru identificarea calitativd a principiilor active din materiile prime din
genul Angiospermatophyta si Spermatophyta s-au efectuat extractii cu solventi de
polaritate diferita (diclormetan, metanol, apd), concentratie diferitd si timp de
extractie diferit.

Extractele vegetale au fost obtinute conform paragrafului 11.2.2., 11.2.3. si
11.2.4.

Extractele astfel obtinute au fost utilizate pentru analiza calitativa si
cantitativa.

In figura 12 este redati analiza chimici a principiilor active prezente in
materialul vegetal cercetat.

| EXTRACTIE CU APA { i PRODUS VEGETAL USCAT I—)I EXTRACTIE CU METANOL 96%

Eali ol

carotenoide
fitosteroli
uleiuri vegetale
alcaloizi baza

Eali ol

acizi grasi
acizi rezinici
flavonoli
antracenoli

Figura 12. Reprezentarea schematica a analizei chimice calitative
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EXTRACT APOS EXTRACTIE CU DICLORMETAN EXTRACT METANOLIC 96%
(APA BIDISTILATA) (CH,Cl,) (CH;-OH)
- 1. taningri ) |SAPONIFICARE| -1 flavonozide.
- 2. antocianine - 2. antracenozide
- 3. saponozide - 3. antocianozide
- 4. proteine - 4. taninuri
- 5. pectine - 5. acizi carboxilici
- 6. mucilagii - 6. alcaloizi
- 7. gume ¢ ¢ - 7. glicozide
- 8. holozide | NESAPONIFICABIL | | SAPONIFICABIL | -8 oz
- 9. oze - 9. saponine
- 10. saruri - 10. rezine
- 11. uleiuri esentiale
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I1.3.1. Extractul diclormetanic

Extractul diclormetanic obtinut conform paragrafului 11.2.3. se concentreaza la
sec prin distilare la presiunea normala.

Reziduul este apoi supus saponificarii pe baia de apa la reflux, timp de 3 ore,
cu 20mL solutie de NaOH 20%.

Dupa terminarea saponificarii, continutul balonului este racit si apoi transferat
intr-o palnie de separare, unde este diluat cu 30mL apa distilatd si apoi extras in
portiuni cu dietil-eter pana la epuizarea solutiei apoase alcaline.

In solutia eterica trec alcaloizii bazi si izoprenoidele (nesaponificabile).

In faza apoasa raman sarurile de sodiu ale acizilor grasi superiori (palmitat de
sodiu, stearat de sodiu), acizilor rezinici, acizilor triterpenici, antranolilor si
flavonolilor (saponificabil).

Faza eterica care contine nesaponificabilul se spala de cateva ori cu apa
distilatd intr-o palnie de separare pentru inlaturarea resturilor de substante
hidrosolubile si se usuca pe sulfat de sodiu anhidru .Se concentreaza apoi pand la un
volum de 50mL.

Solutia apoasa alcalind este acidulatd cu acid clorhidric concentrat pana la pH
=3-4.

Acizii gragi superiori, acizii rezinici, acizii triterpenici, flavonolii, antracenolii
sunt astfel eliberati din sarurile lor de sodiu si sunt extrasi cu dietil-eter pana la
epuizarea fazei apoase.

Solutiile eterice reunite se spald de 3 ori cu apa purificatd (3x30mL) in palnia
de separare, se usuca pe sulfat de sodiu anhidru.

I1.3.1.1. Fractiunea nesaponificabila
In fractiunea nesaponificabila se efectueaza urmatoarele reactii de identificare:

11.3.1.1.1. Identificarea uleiurilor volatile

3mL extract eteric se evapord la sec 1n prezenta aerului, la Intuneric, la
temperatura camerei, timp de 72 ore.

Reziduurile rdmase pentru toate cele sapte extracte cercetate au un miros
aromatic, uleiurile volatile sunt prezente.

Se pare ca mirosul mai intens pentru extractele de Alchemilla vulgaris, Allium
ursinum, Acorus calamus si Solidago virga aurea, indica prezenta unor cantititi mai
mari de uleiuri volatile.

11.3.1.1.2. Identificarea alcaloizilor de baza

SmL extract eteric se evapora la sec. Reziduul se trateaza la cald cu 5Sml
solutie de acid sulfuric 2%.

Amestecul continand totalul alcaloidic sub forma de sulfat, se filtreaza si apoi
se pune cite ImL in doud eprubete, una servind drept martor. In prima eprubeti se
adaugd 1mL de reactiv Bertrand.

Aparitia unor precipitate de culoare galbena, de nota prezenta alcaloizilor.
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11.3.1.1.3. Identificarea carotenoidelor

3mL extract eteric sunt evaporati la sec, in prezenta aerului, timp de 72 ore, la

temperatura camerei si la intuneric.

Reziduul rezultat se dizolva cu 2mL solutie de cloroform 80%. Din solutia
rezultatd ImL se trateaza cu 1mL solutie de azotat de uranil 1% (proaspat preparata
in anhidrida acetica).

S-a observat in cele sapte eprubete corespunzitoare celor sapte extracte
vegetale cercetate aparitia unei coloratii verde-fugace, culoare ce indica prezenta

carotenoidelor. Coloratia a fost stabilizata prin addugarea de xanthidrol.

11.3.1.1.4. Identificarea substantelor triterpenice

3mL extract eteric se evapora la sec, iar reziduul rezultat se dizolva in 3mL
solutie anhidrida aceticd 98%.
Amestecul astfel obtinut s-a tratat intr-o eprubetd perfect uscata si curatd cu
2mL solutie de H,SO4 96%, cu o pipeta, pe peretele eprubetei.
La zona de contact dintre cele doua faze se formeaza un inel de culoare brun-

rosiatica, in timp ce stratul superior se coloreaza in verde.

Reactia este pozitivd pentru triterpenele tetraciclice (fitosteroli) (reactia

Liebermann-Burchardt).

Modul de lucru a fost identic pentru plantele vegetale studiate, singura
diferenta fiind data de materialul vegetal.
In tabelul 19 sunt redate principalele reactii de identificare a compusilor
prezenti in fractiunea nesaponificabila.

Tabel 19. Reactii de identificare a compusilor din fractiunea nesaponificabila

Planta y Alchemilla | Allium Acorus Sol?dago Agrimonia | Viscum Veronica

cercetata/ . . virga . -
. vulgaris ursinum calamus eupatoria album | officinalis

Reactiv aurea

H,SO4 + | pp. galben pp. pp. pp. pp. alb- pp. pp.

reactiv deschis | galben- | galben galben galbui | galben - | galben

Bertrand verzui intens verziu

Azotat de | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie

uranil 1% verde verde gélbui - brun - verde verde - verde

verzui verzui galbui

H,SO,4 coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie

96% verde verde verde - verde verde galben - verde

(2mL) galbui verzui inchis

pp. -precipitat

Toate cele sapte extracte contin uleiuri volatile, hidrocarburi de origine
vegetald (izoprenoide), lucru confirmat de abundenta si intensitatea coloratiilor
rezultate la analiza calitativa a extractelor cercetate.
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I1.3.1.2. Fractiunea saponificabila
I1.3.1.2.1. Identificarea acizilor grasi

ImL solutie eterica din fiecare extract vegetal este pus pe o hartie de filtru
(20x15 cm).

Dupa evaporarea eterului, pe hartia de filtru s-a observat prezenta unei urme
de grasime, lucru care indica prezenta acizilor grasi.

11.3.1.2.2. Identificarea antracenolilor

3mL extract eteric se agitd, in eprubetd, cu 3mL solutie de NaOH 10%.
Decolorarea stratului eteric (superior) initial colorat in galben si colorarea in rosu a
stratului apos (inferior) indicd prezenta antracenolilor (emodolilor) (reactia
Borntréger).

In tabelul 20 sunt redate substantele din fractiunea saponificabila.

Tabel 20. Reactii de identificare a compusilor din fractiunea saponificabila

Planta < | Alchemilla | Allium Acorus Sol?dago Agrimonia | Viscum | Veronica
cercetata . . virga . -
/Reactiv vulgaris ursinum | calamus aurea eupatoria album | officinalis

(C¢H19Os), | urme de acizi acizi acizi acizi acizi acizi
grasime grasi grasi grasi grasi grasi grasi

3mL. sol. | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie
NaOH galbena | galbuie alb — galbena | galbena | galben alb —
10% gdlbuie sters galbuie

Cele sapte extracte eterice contin compusi analizati din fractiunea
saponificabild (acizi grasi, flavonoli, antracenoli, acizi rezinici) lucru confirmat de
intensitatea culorilor aparute.

Intensitatea culorilor determina aprecierea extractelor si din punct de vedere
cantitativ se poate afirma ca cu cat culoarea este mai intensa, compusul analizat este
in cantitate mai mare.

Intensitatile culorilor difera de la o planta la alta, ca urmare a partii vegetale
cercetate si a compozitiei chimice diferite.

I1.3.2. Extractul metanolic
I1.3.2.1. Identificarea glucidelor reducatoare

e Reactia Fehling

Glucidele reducatoare sunt oxidate la acid aldonic de combinatiile cuprice.
Fehling I: 7g CuSO;4 - 5H,0 se dizolva in 100mL apa.
Fehling II: 35g de tartrat dublu de sodiu si potasiu (sare Seignete) si 26g KOH (sau
10,4g NaOH) se dizolva in 100mL apa.

ImL reactiv Fehling I se adauga peste ImL reactiv Fehling II, se dilueaza la 4mL
cu apa distilata, se adaugd 1mL extract metanolic din fiecare produs vegetal cercetat si
se fierbe.
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S-a observat formarea unui precipitat rosu caramiziu pe fundul eprubetei pentru
sase din cele sapte extracte cercetate, ceea ce indica prezenta glucidelor reducatoare,
cu exceptia vascului unde nu s-a format precipitat rosu caramiziu.

e Reactia Tollens

Sarurile de argint sunt reduse de glucidele reducatoare la argint metalic.

Intr-o eprubeti curati si uscatd se introduc 1mL solutie Tollens I si respectiv
Tollens II, se adaugd 2-3 picaturi amoniac concentrat pand la solubilizarea
precipitatului.

Apoi se introduc ImL extract metanolic din fiecare planta cercetata. La slaba
incalzire, uneori chiar la rece, s-a observat aparitia unei oglinzi de argint.

Calitatea oglinzii depinde de gradul de diluare a solutiei si de gradul de
curdtenie al peretilor eprubetei.
Reactivul Tollens I: 2,5g AgNOs se dizolva in 250 mL apa.
Reactivul Tollens II: 2,5g NaOH se dizolva in 250 mL apa.

Tabel 21. Reactii de identificare ale glucidelor reducatoare

Planta < Alchemilla | Allium | Acorus Sol?dago Agrimonia | Veronica | Viscum
cercetatd/ vulgaris | ursinum | calamus vired eupatoria | officinalis | album
Reactiv aurea

ImL

Fehling [+ | pp.rosu | pp.rosu | pp.rosu | pp.rosu | pp.rosu pp. rosu

ImL caramiziu brun brun | caramiziu | cardmiziu | caramiziu )
Fehling 11

ImL linda linds

solutie de oglinda de oghnda | oghnda oglinda | oglinddde | oglinda
[Ag(NH3),] argint d? d? de argint argint de argint )
OH argint argint

pp- -precipitat.

In toate cele sase eprubete s-a observat aparitia oglinzii de argint la slaba
incalzire, cu exceptia extractului de Viscum album.

In cazul extractului de Solidago virga aurea precipitatul rosu cardmiziu a fost
mult mai intens ceea ce indicd o pondere mai mare a glucidelor reducitoare in acest
extract.

11.3.2.2. Identificarea antocianozidelor

Extractul metanolic este supus hidrolizei.

Pentru efectuarea hidrolizei, 25 mL extract metanolic se refluxeaza cu 15 mL
solutie apoasa de acid clorhidric 1% timp de 30 minute.

Dupa refluxare, amestecul de reactie se raceste si apoi se extrage cu eter etilic
pana la epuizarea fazei apoase acide. Fazele eterice reunite se anhidrizeaza pe sulfatul
de sodiu anhidru si se concentreaza pana la un volum de 15 mL.

In cazul extractelor de Alchemilla vulgaris, Allium ursinum, Acorus calamus,
Solidago virga aurea, Agrimonia eupatoria, Veronica officinalis, Viscum album ,s-a
observat colorarea in rosu a solutiei apoase acide ceea ce indica prezenta
antocianozidelor.

Pentru certitudine 1 mL solutie apoasa acidd s-a tratat cu 1 mL solutie de

hidroxid de sodiu 0.1n.
:n
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S-a constatat ca coloratia rosie vireaza la violet (mediu neutru) si apoi in verde
(mediu bazic), dependent de cantitatea de hidroxid de sodiu addugata.

In cazul extractelor de Acorus calamus si Viscum album aceste coloratii sunt
mai putin prezente.

11.3.3. Extractul apos
I1.3.3.1.1dentificare aminoacizilor si proteinelor

e Reactia cu ninhidrina
I mL solutie apoasd de extract vegetal se incalzeste cu 5 picaturi de
ninhidrind solutie 0.1%.Apare o coloratie violet-albastra in cazul extractului de
Acorus calamus si Viscum album.

e Reactia biuretului.

Cu sulfatul de cupru (II), in mediu alcalin, proteinele dau complecsi interni de
culoare albastru si violet, analog biuretului (HN (CO-NH,),), datoritd prezentei
legéturi peptidice -CO-NH-.

Intr-o eprubeti s-a introdus 1 mL solutie apoasa de extract vegetal cu 1 mL de
solutie de hidroxid de sodiu 20% si apoi 3 picaturi de solutie de sulfat de cupru (II)
2%.

Modul de lucru a fost identic pentru toate cele sapte extracte vegetale
cercetate.

S-a observat dupa agitare aparitia unor complecsi de culoare albastra in cazul
extractului de Acorus calamus si Viscum album.

11.3.3.2. Identificarea glucidelor reducitoare

Pentru identificarea glucidelor reducatoare in extractul apos s-a procedat ca la
paragraful 11.3.2.1.

11.3.3.3. Identificarea sarurilor alcaloizilor

5 mL de extract metanolic s-a evaporat la sec, pe baia de apa. Rezidul vegetal
se dizolva, la cald, cu 10 mL solutie apoasd 2% de acid sulfuric.

Solutia, contindnd totalul alcaloidic sub forma de sulfat, se filtreaza, iar
filtratul se trateaza cu o solutie apoasa de hidroxid de amoniu 25% pana la pH=9-10,
pentru eliberarea alcaloizilor baza.

Amestecul alcalin a fost adus intr-o pélnie de separare §i se extrage cu
cloroform (3x10 mL). Fazele organice reunite se usuca pe sulfat de sodiu anhidru si se
distild la sec.

Rezidul rezultat se dizolva la cald, cu 10 mL solutie apoasd de acid sulfuric
2% pentru transformarea alcaloizilor baza in sarurile corespunzatoare.

Solutia apoasa acidd se filtreaza, iar in filtrat sarurile alcaloizilor s-au
identificat prin reactiile specificate la paragraful 11.3.1.1.2.

In toate cele sapte extracte s-a observat aparitia unor precipitate galbene cea ce
indica prezenta alcaloizilor saruri.

In scopul verificarii compozitiei chimice a produselor vegetale luate in studiu
s-a apelat la analiza chimica calitativa globald, care a presupus extractia, separarea $i
identificarea diferitelor clase de principii active.
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Extractia §i separarea s-au realizat prin agitare sau refluxare succesivd a
produsului vegetal mdruntit cu cantitati mici de solventi de polaritati diferite, in
ordinea crescatoare a polaritatii (diclormetan, alcool, apa).

Identificarea principiilor active s-a realizat prin reactii specifice executate in
solutiile extractive ca atare sau prelucrate.

S-au evidentiat urmatoarele grupe de principii active: ulei volatil in radacina si
partea aeriand; alcaloizi in flori, ramuri tinere si muguri; carotenoide in flori, ramuri
tinere, muguri si fructe; oze reducitoare in toate produsele vegetale cercetate cu
exceptia extractului de Viscum album, substante triterpenice in radacind si partea
aeriand, acizi grasi §i antocianozide in toate partile vegetale a plantelor cercetate,
aminoacizi §i proteine in extractul de Acorus calamus si Viscum album.

Rezultatele sunt redate in tabelul 22.

Tabel 22. Rezultatele analizei chimice calitative pe partile vegetale a plantelor studiate

Principiul Rezultatul determinarii
activ Solid 7
Alchemilla . Acorus | 0014480 Agrimonia | Veronica iseum
. Allium virga . o album
vulgaris . calamus eupatoria | officinalis
ursinum aurea frunze
partea partea partea partea
o frunze . partea o o cu
aeriand aeriana o aeriana aeriand <
aeriand ramurele
Uleiuri + + + + + + +
volatile
Alcaloizi + + + + + + +
Carotenoide + + + + + + +
Substante + + + + + + +
triterpenice
Acizi gragi + + + + + + +
Antracenoli + + + + + + +
Oze + + + + + + -
reducatoare
Antocianozide + + + + + + +
Aminoacizi - - + - - - +
Proteine - - + - - - +
Alcaloizi + + + + + + +
saruri

+ prezent, - absent
11.3.4. Acidul ascorbic ( Vitamina C)

Acidul ascorbic are un rol foarte important in organism Iintrucat are un
pronuntat potential antioxidant. Omul are posibilitatea sa consume o mare varietate de
produse si in acest sens gi-a dezvoltat un echipament enzimatic divers.

In acelasi timp, el a devenit, mai mult decat celelalte animale, dependent de
aportul de substante nutritive din mediu;el este singurul mamifer, aldturi de maimuta
si cobai, care nu poate sintetiza acidul ascorbic, iar fata de celelalte vitamine este mai
dependent decat orice alt animal [134, 135].

Multitudinea proceselor fiziologice si biochimice, in care, direct, sau indirect,
intervine acidul ascorbic, face ca rolul acestui compus biologic activ sa fie esential
pentru functionarea organismului [4,5].
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Analiza calitativa si cantitativa a acidului ascorbic a fost realizatd pe material
vegetal uscat, achizitionat de la Fares S.A. Orastie si S.C. STEF-MAR S.R.L.-Vilcea.

Materialul vegetal cercetat a fost: Alchemilla vulgaris—cretisoara; Allium
ursinum-leurda; Acorus calamus-obligeand; Solidago virga aurea-splinutd; Agrimonia
eupatoria-turita mare; Veronica officinalis-ventrilica; Viscum album-vasc, din anul
2006.

I1.3.4.1.Reactii de identificare [1, 59, 136, 137].

Reactiile de identificare au fost realizate pe extracte obtinute astfel:

1g produs vegetal uscat a fost supus extractiei cu 10ml solutie de alcool metilic
96 %, timp de 10 zile, la temperatura camerei, la intuneric, agitdnd de 3-4 ori/zi [130].

Solutiile extractive au fost filtrate prin patru straturi de tifon, filtratele fiind
utilizate pentru identificarea acidului ascorbic.

Metoda de extractie aplicatd a fost unitard, parametrii operationali, solventul
utilizat, raportul plantd/solvent, temperatura de extractie si tipul de extractie au fost
identici, singura diferenta fiind determinatd de materialul vegetal cercetat.

Reactii generale pentru acidul ascorbic
Aceste reactii se bazeazd pe caracterul reducator al vitaminei C.
a) Reactia cu solutie de FeCl; 1%.

La ImL solutie de extract vegetal s-a adaugat 0,2mL solutie de FeCls 1%; s-a
constatat formarea unei coloratii violete.
b) Reactia cu solutie de FeSO4 10%.

La ImL solutie de extract vegetal s-a addugat 0,5mL solutie de FeSO4 10%; s-
a observat formarea unei coloratii albastru-violeta.
c¢) Reactia cu solutie de TiCl4 10%

La ImL solutie de extract vegetal s-a adaugat 0,5mL solutie de TiCly 10%; s-a
observat formarea unei coloratii rosie.
d) Reactia cu solutie de fosfomolibdotungstat 1%.

La 1mL solutie de extract vegetal s-a addugat 0,2mL solutie de
fosfomolibdotungstat 1%; s-a constatat formarea unei coloratii violete.
Reactii specifice vitaminei C
a) Reactia cu solutie de HNO3 10%.

La ImL solutie de extract vegetal, s-a addugat 0,2 mL solutie de HNO310%; s-
a constat formarea unui precipitat cenusiu.
b) Reactia cu solutie de nitroprusiat de sodiu 2%.

La ImL solutie de extract vegetal, s-a adaugat 0,2mL solutie de nitroprusiat de
sodiu 2%; s-a observat formarea unei coloratii verde galben.
c¢) Reactia cu solutie de nitroprusiat de sodiu 1% si solutie de (CH3-COQO) ,Pb 30%.

La ImL solutie de extract vegetal, s-a adaugat 0,2mL solutie de nitroprusiat de
sodiu 1% si 0,5mL solutie (CH3-COO),Pb 30%; s-a observat formarea unei coloratii
albastru-verde care trece apoi in brun.
d) Reactia cu solutie de KIO3 0,004 N

lg din material vegetal uscat se introduc intr-un mojar care contine SmL
solutie de HCI 2%. Se mojareaza bine, dupa care continutul mojarului se trece intr-un
balon cotat de 100mL si se aduce la semn cu apa distilata.

Din extractul obtinut se iau 1mL, se adaugd 3mL apa distilata, ImL solutie de
KI 1%, 3-4 picaturi de solutie de amidon 1%, dupa omogenizare se pipeteaza solutie
de KIO; 0,004 N; s-a constatat aparitia unei coloratii albastre.
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In tabelul 23 sunt prezentate rezultatele reactiilor de identificare pentru
material vegetal uscat din anul 2006 si anume: Alchemilla vulgaris-cretigsoara (partea
aeriand), Allium ursinum-leurdd (frunzele), Acorus calamus-obligeand (radacina),
Solidago virga aurea-splinutd (partea aeriand), Agrimonia eupatoria-turita mare
(partea aeriand), Viscum album-vasc (frunzele cu ramurele), Veronica officinalis-
ventrilicd (partea aeriand).

Tabel 23. Reactii de identificare a acidului ascorbic (vitaminei C) [1, 136]

Reactia d . . Solid . . .
eacia de Alchemilla | Allium | Acorus otdago Agrimonia . Veronica
identificare vulgaris | ursinum | calamus virgd eupatoria Viscum officinalis
(reactiv utilizat) 8 aurea P album
coloratic | coloratic coloratie | coloratie | coloratie | coloratie coloratic
Solutie de FeCl; 1% ; NS violet violet violet albastru S
’ verzuie violeta . . . . violeta
deschis intens intens violet
coloratie coloratie | coloratie
Solutie de albastrd | coloratie | coloratie | albastra albastrd | coloratie | coloratie
FeSO, 10 % violet verzuie | galbuie violet violet galbena verde
intensa intensa intensa
Solutie de TiCly colorgpe coloratie colorg tie coloratie colorgpe colorgpe coloratie
o rosie . rosie . rosie rosie .
10% . - rosie . - rosie . - rosie
intensa intensa verzul brund
Solutie de HNO; precipitat Pp- Pp- .
10% cenugiu pp- brun | pp. brun cenugiu cenusiu pp- brun | pp. verzui
Solutie de coloratie . | coloratie | coloratie . . | coloratie
X L coloratie L L coloratie | coloratie L
fosfomolibdotungstat |  violeta .| violeta violeta C C violeta
o . o violetd . . < violetd violetd <
1% intensa deschis intensa bruna
coloratie . . coloratie | coloratie .
. . . ’ coloratie . coloratie ’ ’ coloratie
Solutie de nitropuisat verde 7 | coloratie ’ verde verde ’
o o1y verde SR galben verde
de sodiu 2% gélbuie . galbuie . galben galben
. deschis portocaliu - . galben
intens intens deschis
Solutie de nitropuisat . . . .
’ o . coloratie | coloratie . . coloratie | coloratie
de sodiu 1 % + coloratie p s coloratie | coloratie
) N verde galbui ¢ ¢ verde verde
solutie de (CH; - bruna brun Jdoschis bruna bruna brun brun
COO) , Pb 30%
Solutie de HCI 2% +
solutie de KI 1% +
picaturi de solutie coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie
amidon 1 % + albastra albastrd | albastra | albastra albastrd | albastrd | albastrd
solutie de KIO; 0,
004 N.

pp. -precipitat.

Prin reactiile de culoare s-a dedus urmatoarele:
- toate cele sapte extracte analizate au ca principiu activ vitamina C;
- extractele din Alchemilla vulgaris, Allium ursinum si Solidago virga aurea
contin cea mai mare cantitate de vitamina C dedusd din abundenta
precipitatelor formate si de intensitatea coloratiilor, comparativ cu celelalte
extracte cercetate, rezultate confirmate i din determinarea cantitativa a
acidului ascorbic prin metoda electrochimica.
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11.3.4.2. Metode de determinare cantitativa a acidului ascorbic
11.3.4.2.1. Metoda Electrochimica

1.Principiul metodei

Electrochimia cuprinde trei parti importante: potentiometria, coulometria si
voltametria.

Potentiometria masoard potentialul unei solutii supuse diferitelor regimuri de
curent [138].

Coulometria implica conversia cantitativdi a unui analit prin intermediul
transferului de electroni.

Incarcarea totald sau curentul ca functii de timp sunt monitorizate in
experimentele coulometrice cu scopul de a cuantifica cantitatea de analit convertit.

Voltametria presupune masurarea curentului la un electrod functie de
potentialul aplicat [139].

Clasificarea rationald a metodelor de analizd electrochimice are la baza doi
parametri:

- modul de transport al materiei in solutie-convectie, difuzie, migratie;
- natura si forma excitatiei (semnalul de intrare) care determind natura si forma
semnalului de iesire, precum si aspectele teoretice si experimentale ale metodei [140].

Celulele electrochimice folosesc trei tipuri de electrozi: electrodul de lucru,
electrodul de referintd si electrodul auxiliar. Speciile electroactive reactioneaza la
suprafata electrodului de lucru.

Acesti electrozi trebuie sa indeplineasca o serie de caracteristici: rdspuns optim
si reproductibil, sd nu interfereze in reactie la o anumitd valoare a potentialului,
conductivitate electricd mare, stabilitate mecanica si chimica, pret redus, usurinta de
procurare, toxicitate scazuta si stabilitate n timp.

Electrodul din carbon sticlos este format dintr-un material solid izotropic
compus din microfibre organizate intr-o maniera complexa.

Ele alcatuiesc o structura inalt reticulara de carbon pur, cu densitate si puritate
mare, avand porozitate mica.

Este un electrod cu excelente proprietiti mecanice si electrice, care poate
furniza marimi reproductibile.

In cazul electrozilor de referinti, cel mai frecvent utilizati sunt electrodul
saturat de calomel si electrodul Ag/AgCl. Firul de platind este cel mai utilizat electrod
auxiliar.

Electrodul auxiliar si cel de referintd sunt conectati la un potentiostat in timp
ce electrodul de lucru este conectat la convectorul de tensiune. Acesta converteste
curentul masurat, ce trece prin electrodul de lucru, in tensiunea care este inregistrata.

Sistemul incepe sd functioneze la un potential la care nu are loc nici o reactie
redox. La o anumitd valoare a pH-ului, speciile electroactive incep sd se descarce
[141].

In timpul procesului acidul ascorbic doneazi electronii electrodului de lucru,
prin intermediul caruia in voltagrama aceastd oxidare anodica se va prezenta sub
forma unui pic.

Ecuatia reactiei ce are loc la electrodul de lucru este redata in figura 13.

; Q)

created with

0
nitro
download the free trial online at nitropdf. gvl/jrﬁ;rona\

PDF

professional



HO OH

Ox. 20
Y/ Red.
o O OH O/ 0) OH
HO OH
Acid ascorbic Acid dehidroascorbic

Figura 13. Electro-oxidarea acidului ascorbic

2. Materiale si metoda [142-145].
2.1. Aparatura si reactivi.

Pentru pregatirea electrozilor de carbune vitros, acestia au fost polizati
succesiv pe pusta de alumind cu diametrul de 5; 1 si 0,05um (Buehler Ltd, USA) si
apoi cu apa distilatd. Electrozi astfel obtinuti au fost plasati intr-o celuld
electrochimica (electrod de referinta Ag/AgCl (3M KCI), si un fir de platind ca
electrod auxiliar). Electrozii au fost conectati la un potentiostat.

In figura 14 este redati celula de lucru.

Figura 14. Celula de lucru

Temperatura de lucru a Intregului sistem a fost constanta, de 20°C.

Reactivi:

* solutie de acid ascorbic 1% (Roth) ;

* solutie tampon 0.02 M, CH3—COONa pH = 4 (Merck) ;
* apa bidistilata;

» metanol (Merck).

Extractele metanolice (96%) de Alchemilla vulgaris (partea aeriand), Allium
ursinum (frunzele), Acorus calamus (radacina), Solidago virga aurea (partea aeriand),
Agrimonia eupatoria (partea aeriand), Veronica officinalis (partea aeriand) si Viscum
album (ramurele) au fost obtinute astfel:

— 5g extract vegetal fin maruntit a fost supus extractiei cu 50mL solutie de metanol
96%, timp de 10 zile, la temperatura camerei, agitand de 3-4 ori/zi, pastrandu-se la
intuneric.

Solutiile au fost filtrate prin 4 straturi de tifon. Extractele astfel obtinute au
fost folosite fara a fi diluate.

Determinarile electrochimice au fost efectuate folosind un potentiostat
Voltalab 40 (PGZ 301) (Radiometer Analytical, Franta) controlat de un software
electrochimic Voltamaster 4 ( versiune 7.08 ).

Electrozii de lucru, de referinta si contraelectrodul au fost: electrodul de grafit,
respectiv carbune vitros (suprafata de lucru 0.07 cm?), electrod de Ag/AgCl umplut cu
3M KCI (BAS, Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN, USA) si un electrod
spiralat de platina (23cm).
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Electrolitul folosit a fost solutie tampon de CH;—~COONa pH = 4, respectiv
extractele vegetale hidroalcoolice.
3. Rezultate:

Metoda aditiilor standard este utilizatd pentru determinarea cantitatii de acid
ascorbic din extractele vegetale cercetate.
Relatia analitica de baza este:

La=k* Cy
unde:

.o — curentul de oxidare;

Caa — concentratia de acid ascorbic;

k — constanta care depinde de tipul de electrozi, numarul de electroni si

capacitatea de dizolvare a acidului ascorbic.

Deoarece valoarea constantei k nu este cunoscutd in cazul analizei extractelor
(deoarece depinde de compozitia solutiei), se utilizeaza metoda aditiilor standard care
presupune adaosul unei cantitdti cunoscute de standard, avand concentratia Cs, apoi se
determina curentul la,, cresterea valorii curentului Ia, poate fi raportatd cantitatii de
standard introdus:

la,=k-Cay=k- (CaaV0+CSAV)/(V0+AV)

unde:

Vo — volumul initial al solutiei de analizat;

V — volumul de acid ascorbic adaugat.

Solutia tampon 0.02 M, de CH;—COONa pH = 4 limiteaza pierderile de acid
ascorbic la mai putin de 5%.

Din relatiile de mai sus se poate determina parametrul urmarit (Caa -
concentratia de acid ascorbic).

Caa=1laa  Cs- AV /Iay - (Vo+AV) -1, - Vo

in tabelul 24 sunt redate rezultatele determinarilor efectuate prin metoda
electrochimica.

Tabel 24. Continutul in acid ascorbic din extractele vegetale studiate

Caa
Vo | V | G Ca mg/100
Extract vegetal (mL] | [mL] | [%] La la, [mg/mL] [m agterialg
vegetal uscat ]
Alchemilla 10 1 1 950 | 19.01 | 0.083317 | 83.31726133
vulgaris
Allium ursinum 10 1 1 855 | 20.82 | 0.059574 | 59.5735786
Acorus calamus 10 1 1 | 5844 | 2322 | 0.029668 | 29.6679866

Solidago virga aurea | |, 1 1 1529 | 22.03 | 0.170972 | 170.9717097

Agrimonia eupatoria 10 1 1 4.10 18.18 0.025781 25.78149569

Veronica officinalis | 4 | 1| 434 | 1967 | 002512 | 25.11999075

Viscum album 10 1 1 3.15 23.05 | 0.014181 14.18085202
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Extractul metanolic de Solidago virga aurea prezinta cantitatea cea mai mare
de acid ascorbic, urmat de cel de Alchemilla vulgaris, Allium ursinum.

In schimb extractele de Acorus calamus , Agrimonia eupatoria
si Veronica officinalis au valori apropiate, iar extractul de Viscum album are
continutul cel mai scdzut 1n acid ascorbic.

Rezultatele obtinute confirma faptul cd aceste plante medicinale
(phanerogame) constituie o sursa importantd de acid ascorbic.

11.3.4.2.2. Metoda 2,6-diclorfenol-indofenol [146].

1. Principiul metodei

Metoda se bazeazd pe actiunea reducétoare a acidului ascorbic asupra 2,6-
diclorfenol indofenol, In mediu acid, cand acidul ascorbic trece 1n acid
dehidroascorbic, iar substanta oxidatd — colorata in forma sa redusa — incolora.

2. Aciditatea mediului de reactie

- in acest scop s-a folosit acid oxalic de concentratie 2 %.

- se impune din mai multe motive: se evita pierderea prin oxidare la aer a acidului
ascorbic din produse, creste viteza de reactie dintre colorant si acidul ascorbic, se
inlaturd in mai mare masurd actiunea reducdtoare a unor substante strdine din
produsul de analizat, virajul de culoare apare mai clar.

Ca reactiv si indicator se foloseste sarea de sodiu a 2,6-diclorfenol indofenol
de culoare albastra care in mediu acid trece de la albastru la roz.

3. Materiale si reactivi:

- solutie de acid oxalic 2% (Roth) ;

- nisip de cuart pur (lipsit de fier) calcinat sau vata de sticla;
- hartie de filtru;

- biurete (10, 20, 25 mL) ;

- cilindri gradati (20, 25 mL) ;

- mojar, pahare Berzelius si Erlenmayer, pipete;

- solutie de 2,6-diclorfenol indofenol n/1000 (Roth);

- metanol (Merck).

4. Modul de lucru:

Extractele metanolice (96%) de Alchemilla vulgaris (partea aeriand), Allium
ursinum (frunze), Acorus calamus (radicina), Solidago virga aurea (partea aeriand),
Agrimonia eupatoria (partea aeriand), Veronica officinalis (partea aeriand) si Viscum
album (frunze cu ramurele) au fost obtinute astfel:

S5g extract vegetal fin maruntit a fost supus extractiei cu 50mL solutie de
metanol 96%, timp de 10 zile, la temperatura camerei, agitind de 3-4 ori/zi,
pastrandu-se la intuneric. Solutiile extractive au fost filtrate prin 4 straturi de tifon.

Extractele astfel obtinute au fost folosite fara a fi diluate.

Intr-un vas Erlenmayer se pipeteazi o cantitate de SmL produs (extract
vegetal) si SmL solutie de acid oxalic 2%.

Se titreazd cu 2,6-diclorfenol indofenol 0,001N pand la coloratia roz
persistenta timp de 0,5-1 minut.

Pentru exactitatea rezultatelor se repetd determinarea §i se face media
determindrilor.

Continutul in vitamina C se afla cu formula:

Acid ascorbic (mg/mL extract vegetal) = tn-(V — V;)-100 / V-V,

" Q)

created with

0
nitro
download the free trial online at nitropdf. gvl/er?Tbna\

PDF

professional



unde:

t — titrul solutiei de 2,6-diclorfenol indofenol,
n — numarul de ml de 2,6-diclorfenol indofenol folositi la titrare;
V — volumul de produs luat in analiz;

V| —volumul de acid oxalic 2% adaugat, in mL;
V; — volumul total al solutiei titrate, in mL;

Tabel 25. Continutul de acid ascorbic 1n extractele plantelor din genul Angiospermatophyta si
Spermatophyta

Extract vegetal

Acid ascorbic

[mg/100g material
[mg/mL extract vegetal] vegetal uscat |

Alchemilla 0.082017 82.017
vulgaris

Allium ursinum 0.058214 58.214
Acorus calamus 0.023746 23.746
Solidago virga aurea 0.170414 170.414
Agrimonia eupatoria 0.024742 24.742
Veronica officinalis 0.025023 25.023
Viscum album 0.013622 13.622

Rezultatele obtinute prin metoda 2,6-diclorfenol-indofenol sunt intr-o buna
concordantd cu cele obtinute prin metoda electrochimicd cu exceptia extractului de
Acorus calamus.Aceastd diferenta care apare in cazul extractului de Acorus calamus
poate fi atribuitd materialului vegetal recoltat la intervale de timp diferite. Continutul
de acid ascorbic in extractele vegetale cercetate determinat prin cele doud metode este

redat in tabelul 26.

Tabel 26. Continutul de acid ascorbic in extractele vegetale cercetate determinat prin cele

doua metode

Extract vegetal

Metoda electrochimica

Metoda

2,6-diclorfenol-indofenol

Acid ascorbic
[mg/100g mat. vegetal]

Acid ascorbic
[mg/100g mat. vegetal]

Alcheny’lla 83317 82.017
vulgaris

Allium ursinum 59.573 58.214
Acorus calamus 29.667 23.746
Solidago virga aurea 170.971 170.414
Agrimonia eupatoria 25.781 24.742
Veronica officinalis 25119 25.023
Viscum album 14.180 13.622

Prin folosirea celor doud metode s-au evidentiat urmatoarele aspecte:
e rezultatele obtinute indica prezenta in toate cele sapte extracte vegetale a unui
continut ridicat de acid ascorbic;
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e metoda electrochimicad este o metodd mult mai exactd fatd de metoda 2,6-
diclorfenol-indofenol, necesitand folosirea standardului de acid ascorbic

(Roth);

e plantele din genul Angiospermatophyta si Spermatophyta constituie o sursa
naturala de acid ascorbic.

Rezultatele obtinute prin metoda 2,6—diclorfenol-indofenol au constiuit
obiectul a doua lucrari stiintifice [147, 148].

I1.3.5. Antocianidine

Aspecte generale
Antocianidinele sunt coloranti naturali, prezenti in fructe si legume.
Antocianidinele au proprietati antioxidante si antitumorale.
Un factor important in formarea culorii il reprezintd structura antocianidinelor.
Astfel, odata cu cresterea numarului grupdrilor hidroxilice din molecula are
loc inchiderea culorii albastre, in timp ce substituirea cu grupari metoxi are drept
rezultat intensificarea culorii rosii.

11.3.5.1. Analiza calitativa a antocianidinelor

Analiza compusilor antocianidinici prezenti in extractele cercetate cum ar fi:
Alchemilla vulgaris-cretisoard, Allium ursinum-leurda, Acorus calamus-obligeana,
Solidago virga aurea-splinuta, Agrimonia eupatoria-turita mare, Viscum album-vasc
si Veronica officinalis—ventrilica a fost realizata si prin cromatografie in strat subtire.

Obtinerea extractelor hidroalcoolice din speciile vegetale precizate mai sus, s-a
realizat prin metoda extractiei solid-lichid, intr-o instalatie Soxhlet, conform
procedeului descris in 11.2.4.2.

S-a lucrat identic ca si la extractele obtinute la paragraful 11.2.4.2.

S-au obtinut extracte hidroalcoolice cu aspect limpede avand culoare specifica,
de la galben la verde inchis.

E1 — extract metanolic de Alchemilla vulgaris - cretisoard;
E2 — extract metanolic de Allium ursinum - leurda;

E3 — extract metanolic de Acorus calamus - obligeana;

E4 — extract metanolic de Solidago virga aurea - splinuta;
ES5 — extract metanolic de Agrimonia eupatoria - turita mare;
E6 — extract metanolic de Veronica officinalis - ventrilicd,
E7 — extract metanolic de Viscum album - vasc;

Metoda: 30mL din solutia extractului vegetal au fost refluxati pe baia de apa
cu 30mL solutie de acid clorhidric 10N, timp de 30 minute.

Masa de reactie s-a extras de doud ori cu cate 15mL solutie de acetat de etil.
Extractele s-au reunit, iar solutia acida rdmasa dupa epuizarea acetatului de etil s-a
tratat de doud ori cu 15mL solutie de butanol.

Extractele au fost apoi reunite §i supuse analizei pentru identificarea
antocianidinelor.

Analiza cromatograficd a extractelor cercetate s-a realizat pe hartie
cromatografica, iar ca faza mobild, sistemul de solventi Partridge:n-butanol:acid

acetic: apa = 4:1:5.
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Hartiile cromatografice au fost uscate la temperatura camerei, la intuneric si
apoi examinate la lumina zilei, dupa care s-a facut developarea cu acid acetic glacial
60%.

Cianidina este prezentd in toate extractele hidroalcoolice cercetate sub forma
unui spot de culoare rosie la valoarea Rf = 0,42, aceiasi valoare cu Rf—ul al martorului
de cianidina conform literaturii de specialitate [149].

I1.3.5.2. Analiza cantitativa a antocianidinelor

Metodele de cercetare sunt metode spectrofotometrice in care determinarea
procentului total de antocianidine se realizeaza prin analiza solutiei la lungimi de unda
caracteristice antocianidinelor (490-550nm), alegerea lungimii fiind dependentd de
solventul utilizat(ex.etanol, A=530 nm).

Pentru determinarea cantitativa s-a folosit tehnica indicata de Markakis bazata
pe cunoasterea absorbantei molare specifice antocianidinelor la 530nm [149].
Metoda: 1g pulbere de produs vegetal a fost extras la rece (4°C) timp de 18h, cu 50ml
amestec alcool etilic:acid clorhidric 1,5N (85:15).

Parametrii operationali, respectiv gradul de maruntire al plantei, solventul
utilizat, raportul plantd/solvent, temperatura de extractie au fost identici, singura
diferenta fiind determinatd de materialul vegetal cercetat.

Extractele obtinute au fost pastrate la rece, si s-a citit absorbanta la lungimea
de unda de 530 nm.

Extractele obtinute au fost analizate cu ajutorul unui Spectrofotometru UV-
VIS Pharmacia LKB-Ultrospec III (Germania).

Valorile absorbantelor corespunzatoare extractelor vegetale cercetate sunt
prezentate in tabelul 27.

Tabel 27. Valorile absorbantelor extractelor hidroalcoolice cercetate la A=530 nm

Extract | Alchemilla | Allium | Acorus Sol?'dag ? Agrimonia | Veronica | Viscum
. ) virga . o
vegetal vulgaris | ursinum | calamus qured eupatoria | officinalis | album
0,332 0,306 0,090 0,016 0,151 0,290 0,065
Absorbanta

Calculul concentratiei totale de antocianidine se face cu formula.
Antocianidine (mg/mL) = Ap -d/98.2 - m,

unde:
Ap-absorbanta solutiei la 530 nm;
d — factorul de dilutie;
98.2 — valoarea absorbantei solutiei 1% cianidind in solvent alcool etilic: acid
clorhidric, masurat intr-o cuva de 1cm, la 530nm;
m — cantitatea de material vegetal luatd pentru analiza, in g.
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Continutul 1n antocianidine a extractelolor vegetale cercetate este redat in
tabelul 28.

Tabel 28. Continutul total de antocianidine a extractelor vegetale

Extract vegetal Antocianidine
[mg/100g material vegetal]
Alchemilla vulgaris 16.904
Allium ursinum 15.580
Acorus calamus 4.582
Solidago virga aurea 0.814
Agrimonia eupatoria 7.688
Veronica officinalis 14.765
Viscum album 3.309

Continutul de antocianidine din extractele hidroalcoolice cercetate descresc
astfel:

Alchemilla vulgaris-cretisoara > Allium ursinum-leurdd > Veronica officinalis-
ventrilicd > Agrimonia eupatoria-turita mare > Acorus calamus — obligeana > Viscum
album - vasc > Solidago virga aurea - splinuta.

Extractul de Solidago virga aurea are continutul cel mai scazut de
antocianidine, in timp ce extractul de Alchemilla vulgaris are continutul cel mai
ridicat, lucru confirmat si de intensitatea coloratiilor extractelor cercetate.

Rezultatele obtinute au constiuit obiectul a doua lucrari stiintifice [150,151]

11.3.6. Flavonoide

Flavonoidele sau pigmentii flavonoidici sunt compusi fenolici in molecula
carora se afla heterociclii condensati, benzopiranul sau benzofuranul, in care
heteroatomul este oxigenul. La acest diciclu se condenseaza un alt nucleu benzenic
[152].

Dintre pigmentii flavonoidici mai cunoscuti sunt derivatii care au la origine:
flavanul, flavena, flavanona, flavona, calcona, aurona. Formulele structurale ale
acestor nuclee de origine au fost prezentate in figura 6.

Nucleele de origine ale flavonoidelor prin reactii de hidroxilare, metoxilare,
hidrogenare, eliminare, genereaza marea diversitate de pigmenti flavonoidici [152].

Analiza calitativa si cantitativd a flavonoidelor a fost realizatd pe material
vegetal uscat: Alchemilla vulgaris-cretisoara, Allium ursinum-leurda, Acorus calamus-
obligeana, Solidago virga aurea-splinuta, Agrimonia eupatoria-turita mare, Viscum
album-vasc si Veronica officinalis-ventrilicd;sursa Fares S.A. Oristie, Tricolorul S.A.
Cluj-Napoca si S.C. STEF-MAR S.R.L.-Vilcea, din anul 2006.

I1.3.6.1. Reactii de identificare

Reactiile de identificare au fost realizate pe extracte vegetale hidroalcoolice
obtinute astfel: 5 g produs vegetal fin maruntit a fost supus extractiei statice
(macerare) in 50 mL solutie alcool etilic 96%, timp de 10 zile, agitand de 3/4 ori pe zi,
la temperatura camerei (20-23°C) [130].

Solutia a fost filtrata, filtratul obtinut fiind utilizat pentru reactiile de culoare si

precipitare.
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e Reactii generale pentru flavonoide [17,152-153].

a) Reactia cu solutie H,SO4 96%

La 1 mL solutie de extract vegetal s-au adaugat 2 picaturi de solutie H,SO4
96%; se formeazd o sare de flaviliu; prin diluare cu apd, precipitd flavona
neschimbata, datorita hidrolizei sarii de flaviliu.

oH 0
OH
OH
7 | | _+H,S0,_
HO” X OH +H,0 ® —
HSO,

b) Reactia cu solutie de NH,OH 80%

La 1 mL solutie de extract vegetal s-a adaugat 0,5 mL solutie de NH4OH 80%;
s-a format un precipitat galben.

c) Reactia cu solutie de KOH 70%

La 1 mL solutie de extract vegetal s-a addugat 0,5 mL solutie de KOH 70%; s-
a format un precipitat galben.

d) Reactia cu solutie de AICI; 5%

La 1 mL solutie extract vegetal s-a adaugat 1 mL solutie de AICl; 5%; s-a
format o coloratie galbena, fluorescentd In UV caracteristica, ce permite dozarea
flavonelor si utilizarea lor drept revelatori in cromatografie.

e) Reactia cu solutie de (CH;—COO) ,Pb 10%

La 1 mL solutie de extract vegetal s-a addugat 0,5 mL solutie de (CHs—
COO),Pb 10%; s-a observat formarea unui precipitat galben.

f) Reactia cu solutie de C¢Hs—N=N-N—C¢H;s (diazoaminobenzenul) 5%. La 1 mL
solutie de extract vegetal s-a addugat 0,2 mL solutie de C4Hs—N=N-NH-C¢H;s 5%; s-a
observat formarea unei coloratii galbene.

g) Reactia de hidrogenare a flavonelor:

OH
OH o
o +2H | +HC1 >
HO H O HO

La 5 mL solutie de extract vegetal s-a adaugat 0,5 g Zn metalic pulbere; dupa
depunerea pulberii de zinc s-a adaugat 1,5 mL alcool amilic.

Pigmentul, in contact cu zincul se coloreaza in galben-portocaliu. Se adauga
0,5 mL solutie HC1 96% prin prelingere pe peretele eprubetei. Solutia s-a colorat in
rosu violet.

In tabelul 29 sunt prezentate rezultatele reactiilor de identificare pentru
materialul vegetal uscat, colectat in anul 2006 si anume: Alchemilla vulgaris-
cretisoard, Allium ursinum-leurda, Acorus calamus-obligeana, Solidago virga aurea-
splinutd, Agrimonia eupatoria-turita mare, Viscum album-vasc si Veronica officinalis-
ventrilica.
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Tabel 29. Reactii de identificare

Reactii de Extracte vegetale hidroalcoolice
1dent1ﬁ9are Partea < ys s Partea Pa?teav Partea Frunze cu
(Reactiv L Frunze | Radicina L aeriand N < 1
utilizat) acriana Allium Acorus actiana Solidago acriana ramurefe
Alchemilla . Agrimonia . Veronica Viscum
. ursinum | calamus . virga o
vulgaris eupatoria aurea officinalis album
Solutie pp. verde | pp.verde | pp.rosu pp. brun pp. brun | pp.verde | pp. verde
H,S0O,96% inchis brun inchis
Solutie de pp. galben | pp. brun pp- pp. galben pp- pp. galben | pp. verde
NH,OH brun maroniu galben portocaliu galben
80% brun
Solutie de pp. galben | pp. brun pp- pp. galben Pp- pp. galben | pp. verde
KOH 70% brun maroniu galben portocaliu galben
brun
Solutie de pp. galben PP- pp. alb pp. galben pP- pp. galben pP-
AICl; 5% verzui galben galbui intens galben galben
verzui verzui verzui
Solutie de pp. galben pp- pp- pp. galben pp. pp. galben | pp. verde
(CH;-COO0) verzui galben galben intens galben inchis deschis
2Pb 10% verzui deschis verzui spre
galben
Solutie de Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie
Ce¢Hs—N=N- galbend galbend galbend galbend galbend galbena galbend
NH-C¢H; verzuie intensa deschisa
5%
0.5g7Zn—+ Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie | Coloratie
1.5 mL rosie rosie rosie rosie rosie rosie rosie
alcool amilic violeta intensa violeta deschisa
+
0.5 mL
solutie HCI
96%

pp.-precipitat

I1.3.6.2. Determinarea continutului total de flavonoide

S-a determinat continutul total de flavonoide pentru materialul vegetal recoltat in

anul 2006.

Pentru analiza cantitativd s-a folosit metoda spectrofotometricd in care
determinarea procentului total de flavonoide se realizeaza prin spectrofotometrarea
solutiilor la lungimi de undd caracteristice (510 nm), alegerea lungimi fiind

dependenta de solventul utilzat.
e Reactivi si aparatura:

-solutie standard de quercetina 0,05 mol/L(Merck);
-apa bidistilata ;

-solutie NaOH 1 M;
-solutie AICl; 10% ;
-solutie NaNO; 5%;
- spectrofotometru Uvikon 930.
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Metoda:

0.33 mL solutie extract vegetal + 2.13 mL H,O bidistilata + 0.1 mL solutie
NaNO, 5%. Dupi 5 minute s-au adaugat 0.1 mL solutie AICl3 10%. In minutul 6 s-au
adaugat 0.67 mL solutie NaOH 1 M, si s-a completat cu 0.8 mL apa bidistilata.

Solutia a fost amestecatd si omogenizati si s-a citit absorbanta la 510 nm. in
paralel s-a citit absorbanta solutiei standard la concentratii diferite ( 0.00059; 0.00177;
0.00533;0.01663;0.03; 0.04; 0.05 mol/L) la 510 nm.Probele au fost analizate in
duplicat.

In tabelul 30 este redat valoarea absorbantelor ce corespunde extractelor
vegetale studiate la lungimea de unda de 510 nm.

Tabel 30. Valorile absorbantei extractelor alcoolice vegetale analizate

Extracte alcoolice vegetale Absorbanta A (nm)
Alchemilla 2.0498 510
vulgaris
Allium ursinum 1.7656 510
Acorus calamus 2.3701 510
Solidago virga aurea 3.0867 510
Agrimonia eupatoria 2.7946 510
Veronica officinalis 1.9566 510
Viscum album 2.499 510
Amestec 2.387 510

Tabel 31. Valorile absorbantei la diferite concentratii ale quercetinei la lungimea de
unda de 510 nm

Concentratia in Absorbanta A (nm)
quercetina
[mol/L]
0.05 4.689 510
0.04 3.874 510
0.03 3.008 510
0.0166 2.254 510
0.00533 1.176 510
0.00177 0.662 510
0.000592 0.416 510

Calculul concentratiei totale de flavonoide se face cu ajutorul dreptei de etalonare
pentru quercetina.

Ecuatia corespunzatoare si dreapta de etalonare pentru quercetind sunt
prezentate in figura 15.
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Figura 15. Dreapta de etalonare pentru quercetind, la 510 nm.

5
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conc. quercetina (mol/l)
In ecuatia din figura 15 ,)y” reprezintd absorbanta iar ,x * reprezintd

concentratia de quercetind (mol/L). Pe baza acestei ecuatii, continutul total de
flavonoide din fiecare tincturd poate fi exprimat ca si concentratie echivalentd de
quercetind, dacd se cunoaste valorea absorbantei corespunzatoare, cu ajutorul

formulei:

Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 32.

x = (y—0.5297)/84.891

Tabel 32. Continutul total de flavonoide exprimat ca si cocentratie echivalentd de quercetina
din tincturile de plante din genul Angiospermatophyta si Spermatophyta

Tinctura Concentratia
[mol/L 107
Alchemilla 1.793
vulgaris
Allium ursinum 1.456
Acorus calamus 2.167
Solidago virga aurea 3.012
Agrimonia eupatoria 2.665
Veronica officinalis 1.683
Viscum album 2.317
Amestec 2.185

Pe baza acestor rezultate se poate observa ca extractul de Solidago virga aurea
are concentratia cea mai mare in flavonoide (3.012-10 mol/L), urmata de tinctura de
Agrimonia eupatoria (2.665-10 mol/L), si cea de Viscum album ( 2.317-10° mol/L).

Tinctura de Allium ursinum, Acorus calamus si cea de Veronica officinalis au
continutul cel mai scazut de flavonoide lucru care este confirmat si de activitatea

antioxidanta a acestor tincturi de plante.
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Cu toate acestea nu s-a putut face o corelatie satisfacatoare intre continutul de
flavonoide si activitatea antioxidantd a extractelor cercetate ceea ce indica faptul ca
flavonoidele nu sunt singurele responsabile de activitatea antioxidanta a extractelor.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [154].

I1.3.6.3. Determinarea cantitativa a quercetinei, kamferolului, rutinei si
miricetinei din extractele metanolice, etanolice si apoase

In vederea determinarii continutului de quercetind, kamferol, miricetind §i rutina
prin cromatografie de lichide de inaltd performanta s-au trasat drepte de calibrare; pe
baza acestor drepte s-au determinat cantitativ standardele enumerate mai sus din
extracte metanolice, etanolice si apoase a plantelor investigate.

Material vegetal: Alchemilla vulgaris - cretisoard, Allium wursinum - leurda,
Acorus calamus - obligeand, Solidago virga aurea - splinuta, Agrimonia eupatoria -
turita mare, Viscum album - vasc si Veronica officinalis - ventrilica — sursa Fares

S. A. Orasie, Tricolorul S.A. Cluj-Napoca si S.C. STEF-MAR S.R.L.-Vilcea.

Obtinerea extractelor:

Extractele cercetate au fost obtinute conform paragrafelor 11.2.2., 11.2.4.1 si
11.2.4.3.

S-au obtinut extracte hidroalcoolice si apoase cu aspect limpede avand culoare
specifica.

Solutiile standard de flavonoide:

Compusul standard (0.15mg/mL) cantarit la balanta analiticd cu precizie de
0,00001 g a fost transferat intr-un balon cotat de 10mL si dizolvat cu solvent
(metanol, etanol) (Merck), obtinandu-se solutia stoc.

Prin dilutii succesive, din solutiile standard s-au obtinut solutii de concentratii
diferite (0.15-0.0075 mg/mL) pe baza carora s-au construit dreptele de calibrare.

S-au determinat ecuatiile de regresie si coeficientii de corelare, corespunzatoare
dreptelor de calibrare. Valorile coeficientilor de corelare au fost intre 0.9992-0.9999.

Dreptele de calibrare determinate prin cromatografie de lichide de inalta
performantd pentru quercetind (0.15mg/L), kamferol (0.15mg/mL), miricetina
(0.15mg/mL) si rutina (0.15 mg/mL) sunt prezentate in anexa 2 (figurile 2.1-2.3,2.5).

Standardele utilizate pentru trasarea dreptelor de calibrare au avut urmatorul
grad de puritate:

e Quercetina, reactiv Roth (> 98.5 %)
e Miricetina, reactiv Roth (> 98 %)
e Ruting, reactiv Roth (> 97 %)
e Kamferol, reactiv Roth ( 99.9 %)
Analiza UV a solutiilor de standarde:
Pentru a determina lungimile de unda la care absorbtia standardelor este
maxima s-a efectuat analiza UV.
In tabelele 33, 34 sunt prezentate benzile caracteristice in domeniul UV ale
standardelor analizate.

Tabel 33. Benzile caracteristice in domeniul UV ale quercetinei §i rutinei

Standard A Absorbanta A detectie HPLC
[nm] [nm]
Rutina 207; 209, 257; 378 2.442 ;2.330; 1.395; 280
1.155
Quercetina 208,1; 269 ; 295 2.225;0.242; 0.494 360
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Tabel 34. Benzile caracteristice Tn domeniul UV ale kamferolului si miricetinei

Standard Py Absorbanta A detectie
[nm] HPLC
[nm]
Kamferol 207;268;295;364 1.814; 0.418; 0.413; 360
0.299
Miricetina 205.1; 209.9; 297 0.858; 0.846; 0.405 300

Aparatura si modul de lucru

Cromatograful utilizat a fost tipul HPLC Varian Pro Star model 240, fiind
compus dintr-o pompa ternard, injector automat, termostat fixat la temperatura
camerei si detector UV-VIS (UV-VIS VARIAN MODEL 345).

Separarea cromatografica s-a realizat pe o coloand cromatografica de tipul
Omnispher 5-C18, 150 x 4,6 mm pentru kamferol, quercetind si miricetind, iar pentru
rutind o coloana cromatografica tipul Inertsil 5-C18, 250 x 4,6 mm .

Faza mobild a constat din amestec de acetonitril: tampon fosfat pH = 2,5, in
raport volumetric 40:60, pentru kamferol si quercetind, pentru rutind, metanol:
tampon fosfat in raport volumetric 45:55 iar pentru miricetind metanol:tampon fosfat
in raport volumetric 50:50.

Detectia s-a realizat la 360 nm pentru kamferol si quercetina, pentru rutina la
280 nm iar pentru miricetina la 300 nm.

Pentru aceste valori ale lungimii de unda s-au trasat spectrele UV pentru cele
patru standarde. Debitul fazei mobile a fost ImL/minut.

Volumul de injectare a fost de SpL.

Pentru trasarea dreptelor de calibrare s-au utilizat urmatoarele concentratii de
standard specificate in tabelul 35.

Tabel 35. Concentratiile de kamferol, quercetind, miricetind si rutind

Standard/ Kamferol Quercetina Rutina e
Concentratie [mg/mL] [mg/mL] [mg/mL] Miricetind
’ [mg/mL]

C 0,1500 0,1500 0,1500 0,1500

G 0,0750 0,0800 0,0750 0,0750

Cs 0,0400 0,0375 0,0375 0,0375

Cy 0,0187 0,0187 0,0187 0,0187

Cs 0,0150 0,0150 0,0150 0,0150

Cs 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100

C; 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075

Rezultate obtinute
Dreptele de calibrare (a-d - pentru metanol; e-h - pentru etanol) au avut
urmatorii coeficienti de corelare si urmatoarele ecuatii:

a) I’ = 0,9998 — kamferol; y=2,7411-10"x - 5,1313 - 10*.
b) I = 0,9992 — quercetini; y=7,8902 - 10° -6,7742 -10*.
¢) = 0,9998 — rutina; y=2,5049 - 10'x — 6,4412 - 10°.
d) r*=0,9998 — miricetina; y=28,4418 - 10°% — 1,5277 - 10*.
e) I’ = 0,9999 — kamferol; y=2,7071-10"x + 6,3479 - 10".
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f) =0,9996 — quercetina;
g) ' =0,9999 — rutini;
h) r*=0,9999 — miricetini;

y=1,6526-10"x +3,3352 - 10".
y=1,1594 - 10"x + 7,0156 - 10°.
y=2,3552-10"x + 5,1750 - 10".

Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor din extractele metanolice,
etanolice si apoase cercetate sunt prezentate in tabelele 36-41.

Tabel 36. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele etanolice 96 %

Timp de mg
Denumire planti/Specie Compusul retentie flavonoid/mL
p p analizat te extract vegetal
[min. ]

Cretisoard quercetina 2,351 0,0020
(Alcjhemilla vulgaris) rutina 1,147 0,1386
kamferol 4,289 0,0019

miricetina - -
. quercetina 2,228 0,0015

Leurda —

(Allium wrsinum) rutina 1,086 0,5434
kamferol 4,215 0,0020

miricetina - -
quercetina 2,788 0,0012
Obligeana rutind 1,144 0,0132
(Acorus calamus) kamferol 4,170 0,0020

miricetina - -
o quercetina 2,110 0,0382
(8501}2?6530 virga aurea) rutind 1,149 1,2344
S kamferol 4,390 0,0287
miricetind 10,762 0,0010
. quercetina 2,380 0,0017

Turita Mare P

(Agrimonia eupatoria) rutina 1,188 0,4090
kamferol 4,362 0,0040

miricetina - -
Vascul quercitind 2,118 0,0026
(Viz;l‘m album) rutina 1,130 0,1449
kamferol 4,295 0,0021

miricetind - -
Ventrilica quercetina 2,221 0,0010
(Veronica officinalis) rutina 1,158 0,0637
kamferol 4,104 0,0020

miricetina - -
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Tabel 37. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele metanolice 80 %

Timp de mg
Denumire planta/Specie Compusul analizat retenfie flavonoid/mL
t extract vegetal
[min. ]

Cret: . quercetind 3,009 0,0033

retisoara —

(Alchemilla vulgaris) rutina 7,166 0,0044
kamferol 4,017 0,0010
miricetina - -

Leurds quercetina 2.832 0,0013

eurda —

(Allium ursinum) rutina 7,400 0,0068
kamferol 4,188 0,0019
miricetina - -
quercetind 2,844 0,0014

Obligeana rutind - -

(Acorus calamus) kamferol - -
miricetina 3,741 0,0010

L quercetind 2,880 0,0046
(%’;}?;530 virga aurea) rutind 7,094 0,0947
S kamferol 4,457 0,0098
miricetina 3,955 0,0099

Turita M quercetina 3,006 0,0010

urita Mare —

(Agrimonia eupatoria) ruting 7,315 0,0615
kamferol 4,024 0,0015
miricetina - -

Ventrilic quercetina 2,846 0,0050

entrilica —

(Veronica officinalis) rutina 7,081 0,0047
kamferol 4,207 0,0022
miricetina - -

Viscul quercetina 3,014 0,0024

ascu —
. rutina - -

(Viscum album) kamferol 4,149 0,0024
miricetind 3,736 *

* -urme
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Tabel 38. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele metanolice 96 %

Timp fie mg flavonoid/mL
Denumire planta/Specie Compusul retentie extract vegetal
analizat t;
[min. ]
) . quercetina 2,943 0,0132
322?;:;;61 vulgaris) rutind 7,494 0,0015
kamferol 4,191 0,0019
miricetina - -

. quercetina 3,044 0,0010

51123:1 i) rutind 7,300 0,0020
kamferol 4,357 0,0029
miricetina 4,133 0,0015
quercetina 2,824 0,0017
Obligeana rutind - -
(Acorus calamus) kamferol - -
miricetind 3,723 0,0025
L quercetina 2,950 0,0702
fﬁg}?;égo virga aurea) rutind 7,419 0,0143
kamferol 4,375 0,0190
miricetind 3,975 0,0143
) quercetina 2,950 0,0038
(T;gr;t;l(\ﬁ;rae eupatoria) rutind 7,305 0,0217
kamferol 4,373 0,0027
miricetina - -

L quercetina 3,105 0,0015
Ventrll%ca o uting a 3
(Veronica officinalis) Tamferol 2153 =

miricetina - -
R quercetind 3,155 *
?112222;1 album) rutina 7,171 0,0066
kamferol 4,049 *
miricetina - -
* - urme
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Tabel 39. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele etanolice 60 %

obtinute la baia cu ultrasunete

. . Compusul E{[I;Irjlt?ee mg flavonoid/mL

Denumire planta/Specie . ’ extract vegetal

analizat t;
[min. ]
Cretisoard quergetiné 2,910 0,1171

’ . . rutind - -
(Alchemilla vulgaris) Kamferol 1274 0,0080

miricetina - -
Leurds querc.etviné 2,898 0,0020
(Allium ursinum) rutina - -
kamferol 4,263 0,0034
miricetina - -
quercetind 3,129 0,0018
Obligeana rutind - -
(Acorus calamus) kamferol 4,065 0,0019
miricetina - -

L quercetind 2,885 0,1421
Splinutd rutind 7,376 0,1717
(Solidago virga aurea) kamferol 4,246 0,0256

miricetind 3,952 0,0052
Turita Mare querc.etviné 2917 0,0045
4 gr}monia eupatoria) rutina ~ ~
kamferol 4,154 0,0040
miricetina - -
Ventrilics querc.etviné 2,892 0,0161
(Veronica officinalis) k;ﬁ:;rel?ol 1217 0.0056
miricetina - -
Vaseul quergetiné 3,125 0,0030
(Viscum album) rutina 7,518 0,0010
kamferol 4,078 0,0020
miricetina - -
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Tabelul 40. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele etanolice 96 %

ultrasonate timp de 10 minute

Compusul {é?;ﬁt?: mg flavonoid/mL
Denumire plantd/Specie anaﬁlzla? ¢ extract vegetal
[min. ]
Creti . quercetina 2,884 0,0045
retisoara —
’ . . rutina - -
(Alchemilla vulgaris) Tamferol 1244 0.0025
miricetina - -
Leurds quercetina 2,908 0,0018
eurda — "
(Allium ursinum) rutina 7,161
kamferol 4,275 0,0024
miricetina - -
quercetina 3,129 0,0014
Obligeana rutina - -
(Acorus calamus) kamferol 4,438 *
miricetina - -
L quercetina 2,908 0,0991
(8501}2?6530 virga-aurea) rutind 7,707 0,0072
go Vg kamferol 4,269 0,0185
miricetind 3,987 0,0015
Turita M quercetina 2,889 0,0039
urita Mare —
; t 192 *
(Agrimonia eupatoria) ruina 719
kamferol 4,247 0,0015
miricetina - -
Ventrilica quercetina 2,908 0,0020
entrilica —
. .. rutina - -
(Veronica officinalis) kamferol 4431 0,0041
miricetina - -
Viscul quercetina 2,901 0,0015
ascu —
. rutina - -
(Viscum album) tamferol - -
miricetina - -
*-urme
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Tabel 41. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele apoase

Timp de mg flavonoid/mL
Denumire planta/Specie Compusul retentie extract vegetal
analizat t;
[min. ]
Cretisoara quercetina 2,898 0,1492
(Alchemilla vulgaris) rutinad - -
kamferol 4,235 0,0059
Leurdi quercetina 2,870 0,0013
(Allium ursinum) rutind 7,446 0,0238
kamferol 4,209 0,0507
. . quercetina 2,856 0,0020
Obligeana —
(Acorus calamus) rutina _ _
kamferol 4,438 *
Splinuta quercetina 2,868 0,1755
(Solidago virga aurea) rutina 7,183 0,0034
kamferol 4,203 0,0119
Turita Mare quercetind 2,873 0,1170
(Agrimonia eupatoria) rutina - -
kamferol 4,200 0,0104
Ventrilici quercetina 3,162 0,0018
(Veronica officinalis) rutina - -
kamferol 4,058 0,0209
Vascul quercetina 2,873 0,0021
(Viscum album) rutina 7,518 0,0079
kamferol 4,203 0,0020

*_.urme

Din rezultatele prezentate in tabelele de mai sus (36-41) se poate constata
existenta unei diferente In continutul de flavonoide al extractelor studiate.

Aceasta diferenta este datd nu numai de compozitie chimica diferitd a plantelor
analizate, tipul partii vegetale (frunze, ramuri, partea aeriand, radacind) din care s-au
obtinut extractele ci si de tipul de solvent.

Pentru a pune in evidenta variatia continutului de flavonoide din partile vegetale
a plantelor studiate, s-a facut media aritmetici a rezultatelor obtinute pentru
quercetind, rutind si kamferol prezente in extractul apos, metanolic §i etanolic.
Variatiile continutului de quercetind, rutina i kamferol sunt redate in figurile 16-18.
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O Extract etanolic
B Extract metanolic
O Extract apos

extract vegetal

mg quercetina/100 g
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Figura 16. Variatia continutului de quercetind pentru extractele apoase, metanolice si

etanolice
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Figura 17. Variatia continutului de rutina pentru extractele apoase, metanolice si
etanolice
12
&
g N
)
o_ 08 O Extract etanolic
O += .
=35 0,6-/ B Extract metanolic
R
= >
7 04 O Extract apos
£
[
= 02
o
£ 0

Figura 18. Variatia continutului de kamferol pentru extractele apoase,
metanolice §i etanolice

Cea mai raspandita flavonoidd a fost 1nsd quercetina, identificata in toate
extractele indiferent de concentratia de alcool folosit pentru extractie.
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Kamferolul nu a fost gasit in extractele de Acorus calamus iar rutina in cele de
Acorus calamus si Veronica officinalis.

Din figurile de mai sus se observda ca extractele apoase au continutul cel mai
ridicat in quercetina si kamferol, in schimb extractul etanolic are continutul cel mai
ridicat in rutina.

Extractele metanolice au continutul cel mai scdzut In quercetind, rutind si
kamferol.

Extractele de Solidago virga aurea au continutul cel mai ridicat de flavonoide,
urmatd de Allium ursinum, Alchemilla vulgaris, iar extractele de Acorus calamus si
Viscum album au continutul cel mai mic de flavonoide.

Metoda de analiza utilizatd (HPLC) s-a dovedit a fi precisa si selectiva pentru
identificarea si cuantificarea quercetinei, kamferolului, miricetinei si rutinei prezente
in materialul vegetal.

Miricetina are ponderea cea mai mare in extractul de Solidago virga aurea
indiferent de tipul de solvent, in schimb in celelalte extracte vegetale nu a fost
determinata.

Extractele etanolice au continutul cel mai ridicat in flavonoidele cercetate, ceea
ce se explicd prin solubilitatea mai mare a compusilor de interes in etanol decat in
metanol si apa.

Desi continutul in flavonoide a extractului de Allium ursinum este mai mare in
comparatie cu a extractului de Viscum album, extractul de Viscum album are o
activitate antioxidantd mai mare, lucru care poate fi explicat prin continutul ridicat de
antioxidanti prezenti [125,129].

In literatura de specialitate se discutda mult despre mecanismele activititii
antioxidante ale flavonoidelor. Pand acum, mecanismele si cerintele structurale nu au
fost pe deplin intelese, lucru confirmat si de rezultatele obtinute.

Rezultatele experimentale obtinute din analiza cromatografica au fost intr-o
bund concordantd cu cele obtinute folosind metoda etalonului extern de regésire a
unor cantitatii cunoscute de flavonoide pure.

S-a Incercat géasirea unei corelatii intre continutul de quercetind, miricetina,
rutind, kamferol si activitatea antioxidantd a celor sapte extracte cercetate, dar
rezultatele obtinute nu sunt satisfacatoare, ceea ce inseamna ca quercetina, miricetina,
rutina si kamferolul nu sunt singurele responsabile de activitatea antioxidanta.

Conform rezultatelor obtinute, extractul de Solidago virga aurea este planta
medicinala reprezentativa din speciile de plante cercetate, lucru confirmat si de alte
analize efectuate[148,150]. O parte din rezultatele obtinute au constituit obiectul unor
lucrari stiintifice [154,155].

11.3.7. Taninuri

Taninurile sau substantele tanante, constituie o clasad de compusi organici cu
structura heterogena de tip polifenolic.

Notiunea de “tanin” a fost preluata din tehnologie. Compusii din aceasta clasa
sunt utilizati predilect in industria pieldriei, avand proprietatea de a transforma pielea
cruda in piele tabacita [156, 157].

Existd doud subclase de taninuri, ce au la baza criterii structurale si proprietati
chimice:

®  galotaninuri (taninuri hidrolizabile) ;
® catechinotaninuri (taninuri condensate).
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La originea acestora se afla acidul galic, respectiv catechinic (figura 19),
compusi cu structura polifenolica.

COOH
HO o) Q OH
HO OH OH OH
OH OH OH
Acid galic Galocatechina

Figura 19. Structura principalilor compusi prezenti in diverse tipuri de taninuri

Galotaninurile, cunoscute si sub numele generic de “taninuri hidrolizabile”
sunt esteri naturali ai glucozei cu acidul galic si/sau al unor derivati ai acestuia, cum
ar fi: acidul m-galic, acidul elagic [158, 159].

Catechinotaninurile, numite si catechintaninuri sau taninuri condensate sunt
compusi macromoleculari rezultati prin policondensarea mai multor molecule de
catechina.

Tabel 42. Subclase de taninuri

Galotaninuri Taninul Taninul Acidul Acidul Taninul
turcesc chinezesc | chebulinic | chebulgic de

R=1:5 R=1:9 hamameli

Catechinotaninuri | Quebrachotaninul | Taninul de | Taninul de Taninul de tip
salcam stejar flabofena

R-raportul molar rest glucoza: rest acid galic.

Analiza calitativd si cantitativd a fost efectuatd pe material vegetal uscat
(cretisoara, leurda, obligeana, splinuta, turita mare, vasc si ventrilica) din anul 2007.

I1.3.7.1. Reactii de culoare si precipitare

Material vegetal: Alchemilla vulgaris-cretisoara, Allium ursinum-leurda, Acorus
calamus-obligeana, Solidago virga aurea-splinuta, Agrimonia eupatoria-turita mare,
Viscum album-vasc si Veronica officinalis-ventrilica—sursa Fares S.A. Orasie,
Tricolorul S.A. Cluj-Napoca si S.C. STEF-MAR S.R.L.-Vilcea.

Obtinerea extractelor:

Obtinerea extractelor hidroalcoolice din speciile vegetale precizate mai sus, s-a
realizat conform paragrafului 11.2.4.2.

e Reactii generale pentru taninuri [17].
a) Reactia cu solutie de gelatina 1%
La 1 mL solutie extract s-au adaugat 2-3 picaturi de solutie de gelatina 1%; se
formeaza un precipitat care este solubil in exces de reactiv.
b) Reactia cu (CH3-COO),Pb 10%.
La 1 mL solutie extract hidroalcoolic s-au adaugat 0,5 mL solutie (CH3 -
COO),Pb 10%; se formeaza un precipitat galben.

(n‘
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c¢) Reactia cu FeCl; 1%

La 1 mL solutie extract hidroalcoolic s-au adaugat 0,5 mL solutie de FeCl31%;
se formeaza o combinatie complexa de culoare albastru-violet.

e Reactii caracteristice pentru catechinotaninuri

a) Reactia cu solutie de vanilina clorhidricd 1%

La 1 mL solutie extract hidroalcoolic s-au adaugat 0,5 mL solutie vanilind
clorhidrica 1%; s-a format o combinatie complexa de culoare rosie.
b) Reactia cu apa de brom

La 1 mL solutie extract hidroalcoolic s-au addugat 2 mL apa de brom in mediu
acid; s-a observat formarea unui precipitat galben.

in tabelul 43 sunt prezentate rezultatele reactiilor de identificare pentru
materialul vegetal uscat, colectat in anul 2007 si anume: Alchemilla vulgaris-
cretisoard, Allium ursinum-leurda, Acorus calamus-obligeand, Solidago virga aurea-

splinutd, Agrimonia eupatoria-turita mare, Viscum album-vasc si  Veronica
officinalis— ventrilica.
Tabel 43. Reactii de identificare a taninurilor
Reactiv Extracte vegetale
utilizat Alchemilla | Allium Acorus Sol?dago Agrimonia | Viscum Veronica
. . virga . -
vulgaris ursinum | calamus aured eupatoria album officinalis
Solutie de pp. alb pp.alb | pp.alb | pp.alb pp. alb pp. alb pp. alb
gelatind galbui galbui galbui galbui galbui galbui galbui
1%
Solutie pp. pp. pp. pp. pp. pp. pp.
(CHs- galben- | galben- | galben- | galben- | galben- | galben- | galben-
COO),Pb verziu verziu verziu brun verziu brun brun
10%
Solutie coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie | coloratie
vanilina rosie rosie rosie rosie rosie- rosie rosie-
clorhidrica galbena portocalie
Solutie pp. pp. pp. pp. pp. verde pp. pp verde-
FeCl; 1% verde- verde- verde- verde- inchis verde- inchis
albastru | albastru | albastru | albastru albastru
Apa de pp- pp- pp- pp. pp. pp. pp-
brom galben galben | galben | galben galben galben galben

pp- - precipitat

In urma reactiilor de culoare s-a dovedit faptul ca toate extractele vegetale
analizate contin taninuri.
Extractul de Alchemilla vulgaris contine cea mai mare cantitate de taninuri
totale evidentiata de abundenta precipitatelor formate si de intensitatea coloratiilor

comparativ cu celelalte extracte.

Reactiile de identificare pentru taninuri din produsele vegetale au aratat faptul
ca acestea sunt mixte: hidrolizabile si condensate, in cazul tuturor probelor.

Taninurile din extractul de Alchemilla vulgaris (cretisoard) sunt in concentratii
mai mari iar concentratia cea mai mica fiind in extractul de Veronica officinalis

(ventrilicd) lucru confirmat de diferenta de intensitatea a culorii precipitatelor

formate.
(,“ I
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Identificarea cromatograficd a taninurilor

Extractele vegetale hidroalcoolice s-au analizat prin cromatografia in strat
subtire.

In vederea identificarii cromatografice a taninurilor din extracte, s-a folosit
placute de celuloza (Merck), iar pentru a obtine o mai buna separare a componentilor
s-a utilizat sistemul de solventi butanol:acid acetic:apa = 4:1:5.

Solutie etalon, s-a folosit solutia hidroalcoolicd de pirogalol de puritate
98%(standard Roth).

In toate extractele analizate a apirut spotul de culoare violetd ce corespunde
pirogalolului.

Acesta spot are un R¢y= (.76, acelasi ca cel al standardului de pirogalol.

Intensitatea mult mai mare a spotului extractului de Alchemilla vulgaris arata
cd acesta contine cea mai mare cantitate de pirogalol comparativ cu celelalte
extracte,confirmata prin determinarile cantitative.

I1.3.7.2. Determinarea cantitativi a taninurilor la rece cu solutie de KMnO,
0.01N.

Metoda consta in titrarea la rece cu KMnOjy a substantelor tanante si a altor

substante oxidabile din extractele vegetale studiate[158,159].

Titrarea se face fatd de o solutie conventionald, in prezenta indigoului carmin

folosit ca si indicator de oxido-reducere.

Reactivi:

KMnOy, solutie 0,01N proaspat preparata dintr-o solutie de KMnO4 0,01N cu
factor cunoscut; sulfat de amoniu ( Merck); acetond (Merck); solutie alcoolica
tartricd, ce contine 10% in volume alcool etilic absolut si 5 g/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 IN
si s-a adus la semn cu apa distilatd);solutie de indigo carmin 0,15 g/L proaspat
preparatd (pentru prepararea acesteia, intr-un balon cotat de 1000 mL se méasoara
50 mL solutie indigo carmin 3 g/L, 50 mL solutie H,SO4 33,33 in procente de
volum si s-a completat la semn cu apa distilata).

Valoarea determinarii este influentatd de prospetimea solutiei, caracterizata

printr-o culoare albastra, vie.

Nu se vor utiliza solutii vechi de culoare albastra galbuie sau albastru murdar.

Mod de lucru

Pentru obtinerea substantelor tanante cu grad mare de puritate, extractul a fost
saturat cu sulfat de amoniu.

Precipitatul format a fost separat prin filtrare si supus uscarii prin evaporare.

Materialul brut uscat a fost purificat prin refluxare cu acetona. Rezidul de
distilare a fost tratat cu eter si supus din nou uscarii.

Pentru determinarea cantitativa a substantelor tanante materialul uscat a fost
dizolvat in apa rece.

Intr-un vas de 100 ml se pipeteaza 10 mL solutie de indigo carmin 0,15g/L si
0,4 mL din solutia de analizat (extract hidroalcoolic).

Se titreaza cu solutie KMnOy4 0,01 N pana la disparitia coloratiei albastra si
aparitia coloratiei galbene. Se noteaza cu V| numarul de mL solutie KMnO,4 0,01 N

utilizati la titrare.
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Proba titratd se pastreaza pentru a putea compara coloratia obtinutd cu
coloratia de la proba urmatoare.

Intr-un alt vas de 100 mL se adauga 10 mL solutie de indigo carmin 0,15 g/L
si 0,4 mL solutie alcoolica tartrica si se titreaza cu solutie de KMnO4 0,01 N pana la
coloratie identicd cu coloratia probei anterior titratd. Se noteaza cu V, numarul de mL
solutie KMnO4 0,01 N utilizati la aceasta titrare. Determindrile s-au efectuat in
duplicat.

Rezultate si discutii.
Indicele de KMnOy se calculeaza cu formula:

IKmnO4 = 5'(V1—V2) mL KMI’IO4 0,01 N
Indicele de KMnOQOy4 poate fi exprimat sub forma de taninuri, stiindcala 1l g
tanin corespunde o valoare a indicelui egald cu 25 mL KMnO,4 0,01N.

Rezultatele sunt redate in tabelul 44. Reproductibilitatea a fost buna.

Tabel 44. Continutul in taninuri a extractelor vegetale

Extract vegetal Continutul in taninuri
[ g/100 g material vegetal ]

Alchemilla 8.05
vulgaris
Allium ursinum 1.60
Acorus calamus 1.70
Solidago virga aurea 5.40
Agrimonia eupatoria 6.50

Viscum album 2.60

Veronica officinalis 0.10

Extractele hidroalcoolice de Alchemilla vulgaris, Agrimonia eupatoria
Solidago virga aurea au valorile cele mai mari, in schimb, extractul de Veronica
officinalis are continutul In substante tanante cel mai scazut.

Rezultatele obtinute arata ca continutul de substante tanante scade in ordine
Alchemilla vulgaris>Agrimonia eupatoria >Solidago virga aurea>Viscum
album>Acorus calamus>Allium ursinum>Veronica officinalis.

Din tabelul 44 se poate observa valorile cele mai mari in taninuri in extractele
la care s-a cercetat partea aeriand a plantei.

In schimb dacd s-a fiacut dozarea taninurilor din ridacini (obligeana),
continutul a fost mult mai scazut.

Se poate afirma deci cd variatia continutului in taninuri este datd de partea
vegetald a plantei studiate.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul a doud lucrari stiintifice [160, 161].

11.3.7.3. Determinarea cantitativa a acidului galic prin cromatografie de lichide
de inalta performanta ( HPLC)

Acidul galic cu denumirea stiintificd de acid 3,4,5 - trihidroxibenzoic, se

gaseste in stare liberd in coaja de stejar, gogosile de ristic de pe frunzele de stejar,
frunze, radacini si partea aeriana ale plantelor, etc.
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Din punct de vedere fiziologic, acidul galic este considerat factor de protectie
al plantelor impotriva infectiilor bacteriene (precipitd microorganismele), antioxidant
(puternic reducator), transportor de hidrogen (participa la sisteme redox celulare ).

Cromatografia de lichide de 1naltd performantd a fost utilizatd pentru
determinarea compusilor fenolici, acidul galic fiind unul din compusii fenolici cel mai
intalnit in extractele vegetale.

Materialul vegetal utilizat a fost:

Alchemilla vulgaris-cretisoard, Allium ursinum-leurda, Acorus calamus-
obligeana, Solidago virga aurea-splinuta, Agrimonia eupatoria-turita mare, Viscum
album-vasc si Veronica officinalis— ventrilica.

Extractele au fost obtinute conform paragrafelor 11.2.2. si I1.2.4.

Reactivi

metanol  p.a. (Merck); etanol 96%(Merck); acid fosforic de puritate

cromatografica (Merck); acid galic (puritate 99%) (Roth).

Aparatura si modul de lucru

Cromatograful utilizat a fost tipul HPLC Varian Pro Star model 240, fiind
compus dintr-o pompd ternard, injector automat, termostat fixat la temperatura
camerei si detector UV-VIS (UV-VIS VARIAN MODEL 345).

Separarea cromatografica s-a realizat pe o coloand cromatografica de tipul
Inertsil 5C8-3, 250 x 4,6 mm.

Faza mobila a constat din amestec de metanol:tampon fosfat in raport
volumetric 45:55. Detectia s-a realizat la 215 nm.

Debitul fazei mobile a fost ImL/minut. Volumul de injectare a fost de SuL.
Pentru trasarea dreptei de etalonare s-au utilizat urmatoarele concentratii de standard
specificate in tabelul 45.

Tabel 45. Concentratiile de acid galic

Standard/ Aria pic . .
Concentratie [u.a% Acid galic [mg/mL]
C 1733333 0.15000
C, 850000 0.07500
Cs 416666 0.03750
Cq4 208333 0.01875
Cs 166666 0.01500
Cs 111000 0.01000
Cy 83333 0.00750

Rezultate obtinute
Ecuatia corespunzatoare dreptei de etalonare pentru acidul galic a fost:

y=1,0674-10"x — 1,0401 -10*

Dreapta de etalonare a avut coeficientul de corelare:
- 17 =0,9998
Cromatogramele corespunzatoare celor sapte extracte sunt redate in anexa 3.
Timpii de retentie si concentratiile de acid galic pentru extractele metanolice,
etanolice sunt prezentate in tabelele 46 - 50.
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Tabel 46. Timpii de retentie si continutul de acid galic al extractelor hidroalcoolice

metanol 96% )

Extract vegetal Timp de Continutul in acid galic
retentie [mg/mL]
tr
[min]
Alchemilla 4.327 0.0104
vulgaris
Allium ursinum 4.479 0.0576
Acorus calamus 4.290 0.0055
Solidago virga aurea 4.502 *
Agrimonia eupatoria - -
Viscum album - -
Veronica officinalis 4.564 0.0011

* _urme

Tabel 47. Timpii de retentie si continutul de acid galic al extractelor hidroalcoolice

(metanol 80% )

Extract vegetal Timp de Continutul in acid galic

retentie [mg/mL]
tr
[min]

Alchemilla 4.335 0.0092
vulgaris

Allium ursinum 4.467 0.0065
Acorus calamus 4.317 0.0020
Solidago virga aurea 4.500 0.0052
Agrimonia eupatoria - -
Viscum album - -
Veronica officinalis 4.322 0.0184

Tabel 48. Timpii de retentie si continutul de acid galic al extractelor hidroalcoolice

(etanol 96% )
Extract vegetal Timp de Continutul in acid galic
retentie [mg/mL]
t
[min]
Alchemilla 4.327 0.0044
vulgaris
Allium ursinum 4.415 0.0076
Acorus calamus 4.276 0.0010
Solidago virga aurea 4.528 0.0045
Agrimonia eupatoria 4312 0.0182
Viscum album 4.186 0.0044
Veronica officinalis - -
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Tabel 49. Timpii de retentie si continutul de acid galic al extractelor hidroalcoolice

(etanol 96% ) obtinute la baia cu ultrasunete

Extract vegetal Timp de Continutul in acid galic
retentie [mg/mL]
tr
[min]
Alchemilla 4.407 0.0020
vulgaris
Allium ursinum 4.455 0.0066
Acorus calamus 4.215 0.0015
Solidago virga aurea 4.479 0.0055
Agrimonia eupatoria 4.327 0.0125
Viscum album 4.285 0.0050
Veronica officinalis - -

Rezultatele obtinute aratad ca extractele obtinute la baia cu ultrasunete folosind
ca solvent etanol 60% au continutul cel mai ridicat in acid galic. Acest lucru poate fi
explicat prin faptul cd in cimp ultrasonor are loc intensificarea transferului de

substanta in solvent.

Tabel 50. Timpii de retentie si continutul de acid galic al extractelor hidroalcoolice
(etanol 60% ) obtinute la baia cu ultrasunete

Extract vegetal

Timp de retentie

Continutul in acid galic

t [mg/mL]

[min]
Alchemilla 4.407 0.0070
vulgaris
Allium ursinum 4.435 0.0043
Acorus calamus 4.294 0.0029
Solidago virga aurea 4.326 0.0186
Agrimonia eupatoria 4315 0.0123
Viscum album 4.287 0.0096
Veronica officinalis - -
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Sub aspectul cantitativ, continutul de acid galic a fost determinat pentru
materialul vegetal din anul 2006. Pentru a pune in evidentd variatia continutului de
acid galic din extractele studiate s-a facut media aritmetica a rezultatelor prezentate in
tabelele anterioare.

0,012+

O Extract metanolic 96%
0,014

m Extract metanolic 80%
0,008

O Extract etanolic 96% (macerare)

0,006 O Extract etanolic 96% (ultrasonare)

mg acid galic/mL
extract vegetal

0,004 m Extract etanolic 60% (ultrasonare)

Figura 20. Variatia continutului de acid galic n extractele vegetale cercetate.

Extractele de Allium ursinum au continutul cel mai ridicat de acid galic in
toate cele cinci tipuri de extracte.

Se poate constata o influentd a compozitiei amestecului de extractie (raport
metanol:apd) asupra continutului in acid galic al extractelor vegetale hidroalcoolice
studiate.

Scaderea procentului de metanol de la 96% la 80% a determinat o crestere
semnificativa in cazul extractului de Veronica officinalis a acidului galic de 1a 0,0011
mg/mL la 0,0184 mg/mL.

Un comportament aseméanator a fost intilnit si in cazul in care solventul a fost
etanol. Rezultatele obtinute indicad faptul ca cantitatea de acid galic exprimata ca
mg/mL extract vegetal variaza astfel:

- 0,0011-0,0576 mg/mL pentru extractul metanolic 96%;

- 0,0020-0,0184 mg/mL pentru extractul metanolic 80%;

- 0,0010-0,0182 mg/mL pentru extractul etanolic 96%;

- 0,0020-0,0125 mg/mL pentru extractul etanolic 96% obtinut la baia cu

ultrasunete;

- 0,0029-0,0186 mg/mL pentru extractul etanolic 60% obtinut la baia cu

ultrasunete.

O parte din rezultatele obtinute au constiuit obiectul unei lucrdri stiintifice

[162].
11.3.8. Compusi polifenolici
Pentru ca un fenol sa posede o activitate antioxidantd semnificativd este

necesar ca gruparea hidroxil sa fie ecranatd de cel putin o grupare cu volum mare cum
ar fi t-butil, ciclohexil, benzil, a-metilbenzil [163].
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Fenolii ecranati formeaza prin reactia cu radicali peroxi, aroxili stabili, pusi in
evidentd prin spectre de rezonantd paramagneticd nucleard, sau chiar izolati in
atmosfera inerta.

In cazul fenolilor continind heteroatomi O,N.,S, la substituentii din pozitia 4
sau 2, se observa ca atomi de oxigen influenteaza negativ activitatea antioxidanta,
atunci cand acestia se gasesc in substituentii din pozitia 4, In timp ce prezenta lor la
substituentii din pozitia 2 are un efect favorabil.

In cazul atomilor de azot, situatia este inversi. Atomii de sulf au in ambele
cazuri efect favorabil [163].

Pirocatecholul si derivatii sai alchilati sunt antioxidanti eficace in timp ce
derivatii 2-alcoxifenolilor prezinta o activitate antioxidanta redusa.

De altfel din numeroase studii privind activitatea antioxidantd a fenolilor s-a
constatat cd cel mai puternic efect antioxidant s-a observat in cazul 2,6-di-tert-butil-
hidrochinonei[163].

Micsorarea activitdtii antioxidante, ca urmare a implicarii hidroxilului intr-o
legatura de hidrogen, poate fi explicatd daca tinem seama si de faptul cd activitatea
antioxidanta depinde si de reactivitatea fenolilor fata de radicali peroxi.

Polifenolii din extractele vegetale cercetate au fost identificati prin
cromatografie 1n strat subtire, respectiv au fost dozati cantitativ [164].

I1.3.8.1. Identificarea calitativa a compusilor polifenolici

Identificarea calitativa a compusilor polifenolici s-a realizat prin cromatografie
in strat subtire a extractelor etanolice 96% ; 1 g pulbere de material vegetal uscat fin
maruntit apartindnd plantelor cercetate a fost supus extractiei cu 9 mL alcool etilic
96%, pe baia de apa pana la temperatura de fierbere a solventului, dupa care s-a
intrerupt fierberea si s-a racit solutia.

Extractele astfel obtinute au fost filtrate si s-au adus la un volum de 10 mL cu
acelas solvent.

In paralel s-a supus cromatografierii si standardul de pirocatechina ( grad de
puritate 99% ) (Roth).

Analiza cromatograficd a extractelor s-a realizat folosind ca faza stationara
placute de Silicagel ( Merck ), iar ca fazd mobila sistemul de solventii:

Toluen: Acetat de etil: Acid formic: Apa =5:100:10:10

Dupa uscarea cromatogramei la aer cald, vizualizarea spoturilor s-a realizat la
lampa cu raze UV.

Extractele au evidentiat un spot principal de culoare rosu — brun la acelasi Ry =
0,76 cu martorul.

11.3.8.2. Determinarea continutului de polifenoli totali [130, 165].

1. Principiul metodei

Determinarea continutului de polifenoli totali din surse vegetale prin
masurarea densitatii optice a unui extract primar care prin complexare cu reactivul
Folin-Ciocalteu absoarbe in domeniul VIZ la lungimea de unda A = 750 nm.
2. Reactivi si materiale
Reactivi:

Etanol, puritate analitica (40 %)

Reactiv Folin-Ciocélteu 0,1 N)

Carbonat de sodiu (sol.7,5% ) (Merck)
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Apa distilata

Acid galic - standard ( grad de puritate 99% ) (Roth).

Obtinerea extractelor hidroalcolice s-a realizat conform paragrafului I1.2.4.1.
3. Aparatura utilizata

Balanta analiticd Kern cu precizie de patru zecimale;

Baie de ultrasonare TPC-25 ;

Spectrofotometru multidetectie Biotek, domeniul de masurare UV-VIZ 190-

800 nm.

4. Trasarea curbei de calibrare

Cantitatea totald de polifenoli se exprima in raport cu o curbd de calibrare a
acidului galic.

Pentru prepararea standardului se cantaresc cu exactitate, la balanta analitica,
25 mg acid galic si se introduc intr-un balon cotat de 25 mL.

Se adauga 15 mL etanol 40% si se sonicheazd pand la dizolvare completa,
rezultand o solutie de concentratie Img/mL.Solutia se completeaza cu solvent pana la
25 mL.

Aceasta reprezintd solutia standard de concentratie 1 mg/mL din care se
prepara 5 dilutii de lucru: 1mg/100mL; 0,5mg/100 mL; 0,25mg/100 mL; 0,125
mg/100mL si 0,0625 mg/100mL.

Se ia ImL solutie standard si se introduce intr-un balon cotat de 100 mL, se
adauga 60-70 mL apa distilata, se agita, apoi se adauga 5 mL reactiv Folin-Ciocélteu
si se omogenizeaza.

Dupa 1 minut si nainte de 8 minute se adaugd 15 mL solutie carbonat de
sodiu 7,5%. Se noteaza acest moment ca fiind momentul “0” si se omogenizeaza din
nou.

Se aduce totul la volum de 100 mL cu apa distilata. Se obtine astfel dilutia
solutiei standard de 1 mg/100 mL. Dupa 2 ore se citeste absorbanta la A = 750 nm fata
de martor (blank). Martorul se preparda in acelasi mod, inlocuind 1 mL solutie
standard cu 1 mL etanol 40 %.

Pentru celelalte 4 dilutii se procedeaza la fel, volumul de solutie standard fiind
0,5mL, 0,25 mL, 0,125 mL si 0,0625 mL.

Pentru trasarea curbei de calibrare se reprezintd grafic absorbantele citite in
functie de concentratia de acid galic.

Curba calibrare acid galic
0,6
0,5 1
2 04 y = 0,5056x + 0,065
8 R?=0,9977
g 03
£
2
2 02 -
<
0,1
0 T T T
0 0,5 1 1,5 2
Concentratia (mg/100 ml)

Figura 21. Curba de calibrare a acidului galic
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5. Determinarea polifenolilor totali din probe vegetale.
Extractele alcoolice s-au filtrat prin hartie de filtru calitativa.

Din filtratul obtinut se ia 1 mL, se introduce intr-un balon cotat de 100 mL, se
adauga 60-70 mL apa distilata, se agitd. Se adauga 5 mL reactiv Folin-Ciocélteu si se
omogenizeaza.

Dupa 1 minut si Tnainte de 8 minute se adauga 15 mL solutie carbonat de sodiu

7,5%.

Se noteaza acest moment ca fiind momentul “0” i se omogenizeaza din nou.
Se aduce totul la un volum de 100 mL cu apa distilata.
Dupa 2 ore se citeste absorbanta probelor la A = 750 nm fatd de martor (blank).
Din ecuatia curbei de calibrare se calculeaza cantitatea de polifenoli totali (exprimata
in mg/mL extract vegetal).
Rezultatele obtinute pentru cele sapte extracte vegetale sunt prezentate in

tabelul 51.
Tabel 51. Continutul de polifenoli totali din extractele vegetale etanolice cercetate
Extract Alchemilla Allium Acorus Sol{dago Agrimonia Veronica Viscum
vegetal vulgaris ursinum calamus ;Z;gez eupatoria officinalis | album
Absorbanta
extract 0.573 0.331 0.240 0.536 0.541 0.300 0.365
Absorbanta
Z"gra"t Tl 0523 0281 | 0.190 | 0.486 0.491 0250 | 0315
sorbanta
martor
Cantitate
polifenoli
[mg/mL] 0.905 0.427 0.247 0.833 0.842 0.365 0.493

Rezultatele analizei cantitative indica faptul ca un continut ridicat de polifenoli
prezintd extractele de Alchemilla vulgaris, Agrimonia eupatoria si Solidago virga
aurea, in schimb extractul obtinut din radacina de Acorus calamus are continutul cel
mai scazut de polifenolii.

Continutul ridicat in compusii fenolici a extractului de Alchemilla vulgaris si
Solidago virga aurea, coraborat cu celelalte rezultate obtinute[147,150] arata ca cele
doua plante sunt reprezentative in comparatie cu celelalte plante investigate din punct
de vedere a principiilor active pe care le contin.

Rezultatele obtinute constituie obiectul unei lucrari stiintifice [166].

I1.4. Analiza unor compusi naturali din extractele vegetale cercetate prin
spectrometrie de masa

Din cauza lipsei coloanelor de separare necesare cromatografiei de lichide de
inalta performanta pentru determinarea cantitativa a acidului ascorbic, pirogalolului si
catechinei, un studiu mai detaliat asupra compozitiei extractelor hidroalcoolice a
plantelor bogate in compusi fenolici prin spectrometrie de masa devine necesar.

Spectrometria de masa permite efectuarea unei analize calitative (compozitia si
structura moleculei) si a unei analize semicantitative, prin masurarea intensitatii
semnalului cu ajutorul spectrelor de masa.
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Fata de alte tehnici analitice, principalul avantaj al spectrometriei de masa il
constituie marea specificitate si sensibilitate.

Specificitatea rezultda din faptul cd sunt foarte putine specii ionice care au
acelasi m/z si din fragmentarile caracteristice.

Fragmentele rezultate permit determinarea structurii i a masei moleculare.
Sensibilitatea ridicata este oglinditd de cantitatea de proba necesard pentru o analiza
completa si care poate scadea pana la nivel sub pico molar [77,82].

In perioada postgenomici, spectrometria de masi s-a dezvoltat in mod continuu,
dovedindu-se una dintre cele mai puternice tehnici de analiza utilizate in vederea
elucidarii structurii moleculelor obtinute din esantioane biologice. Potentialul acestei
metode in bioanaliza structurald de mare sensibilitate a crescut semnificativ o datd cu
introducerea ionizérii prin electrospray (ESI) si a ionizarii prin desorbtie cu laser de
pe o matrice (MALDI), precum si prin posibilitatea stabilirii secventei speciilor ionice
complexe cu ajutorul unor tehnici eficiente de disociere bazate pe fragmentare
multipla (MS"). Tehnica ultramoderna nano ESI MS", atit in varianta cu ionizare
pozitivd cat si negativd, si-a dovedit utilitatea in determinarea secventei unitatilor
constituente ale biomoleculelor, pornind de la cantititi minime de material biologic.

lonizarea prin electrospray este o tehnica de ionizare la presiune atmosferica si
temperaturd ambiantd, pentru care principiul de formare a ionilor in faza gazoasa este
foarte diferit de cel cu ionizare prin impact electronic (EI), ionizare chimica (CI),
ionizare chimica la presiune atmosfericd (APCI) sau prin bombardament cu atomi
rapizi (FAB). Diferenta majora dintre ESI si tehnicile de ionizare enumerate mai sus
constd in faptul ca in ESI proba este dizolvatd intr-o solutie cu solventi polari si
eventual cu adaos de electroliti in concentratie scazuta (10'5—10'3 mol/L) si se
pulverizeaza la presiune atmosferica printr-un tub capilar mentinut la un potential
ridicat.

Din aceastd electropulverizare rezultd picdturi incédrcate electric din care,
ulterior, solventul se evapora obtindndu-se ioni pseudomoleculari atat in tehnica
ionilor pozitivi ( [M+nH']"", [M+nNa]"" etc.) cit si in cea a ionilor negativi ([M-
nH']", [M+nClI]" etc.) in fazi gazoasa.

In contrast cu ionizirile prin EI, CI sau FAB, unde ionii multiplu incircati se
observa foarte rar, unul din avantajele majore al acestui tip de ionizare il reprezinta
facilitatea obtinerii ionilor multiplu incércati in faza gazoasa.

O consecintd importanta a acestui fapt o reprezinta reducerea raportului m/z al
ionilor, ceea ce permite inregistrarea spectrului de masa al moleculelor mari precum
cele de peptide, proteine, oligonucleotide, compusi organometalici, polimeri,
medicamente anticancer, pesticide, fosfopeptide etc.

ESI este o tehnicda de usoara ionizare (soft ionization method) care, la
parametri normali de functionare, produce slaba fragmentare in-source astfel Tncéat
ionii pseudomoleculari sunt vizibili in spectrul ESI-MS ceea ce permite determinarea
cu usurintd a masei moleculare.

ESI prezintd o sensibilitate foarte ridicatd, ideald pentru analiza moleculelor
nevolatile si fragile polare si ionice sau chiar neionice dar in solvent corespunzator
(acid pentru donarea protonului sau bazic pentru formare de anioni) cu care in prezent
se investigheazd un foarte mare numar de specii atat organice, cum sunt cele
enumerate mai sus, cat §i compusi anorganici, complecsi anorganici, ioni coordinativi
de metal in molecule organice s.a.

In ultimii ani, performantele ESI s-au imbunititit prin cuplarea ei cu tehnici de
separare precum electroforeza capilard (CE) si cromatografia de lichide de inalta
performantd (HPLC-high performance liquid cromatography) dar si cu analizoare care
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permit analiza cu rezolutie ridicatd a biomoleculelor de masd mare si generarea
spectrului de fragmentare precum cel quadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF), cu
rezonantd ciclotronicd (FTICR) sau quadrupolar ion trap (QIT) si quadrupolar ion
trap de mare capacitate (HCT) precum spectrometrul utilizat in partea experimentala
descrisa mai jos.

Miniaturizarea §i robotizarea aparaturii de analizd, suscitd un interes mereu
prezent in chimie, biochimie si analizele structurale iar recent in analizele clinice si
biomedicina. In prezent o larga varietate de configuratii ale spectrometrelor de masi
sunt interfatate cu micro $i nanosisteme integrate sau cu dispozitive ce permit fie
infuzia de proba robotizata, fie combinarea introducerii robotizate a probei cu
ionizarea pe chip. Potentialul acestor sisteme moderne largesc considerabil aria
aplicabilitatii spectrometriei de masa in stiintele vietii.

Introducerea in analize biochimice de rutind a sistemelor miniaturizate de
infuzie a probei in spectrometrul de masa este justificatd de o serie de avantaje
tehnice, analitice si economice, cum ar fi:

(1) simplificarea strategiilor chimice si biochimice laborioase, necesare in
cercetarea curenta;

(2) identificarea la scara nanoanalitica a biomoleculelor;

(3) eliminarea procedurilor de optimizare consumatoare de timp;
reactiv si prin minimizarea pierderilor de probe biologice;

(5) reproductibilitatea avansata a masuratorilor;

(6) descoperirea potentiald a structurilor noi, de tip biomarker, relevante din
punct de vedere biologic, datorita eficientei sporite de ionizare;

(7) raport semnal/zgomot avantajos;

(8)fragmentare redusd 1in interiorul sursei, permitand astfel cresterea
semnificativd a preciziei in identificarea analitilor necunoscuti din esantioane
biologice;

(9) flexibilitate si arie extinsa de aplicabilitate;

(10) reducerea pretului de cost al analizei si al fabricarii “chipurilor”;

(11) realizarea experimentelor la scara largd, incluzand un numar mare de
probe datoritd minimizarii interventiei factorului uman;

(13) flexibilitate in privinta actualizarii configuratiei si analizelor;

(14) infrastructura necesara minima pentru functionare optima;

(15) reducerea dimensiunii sursei de ioni, facilitand astfel manipularea si
transferul eficient al ionilor si posibilitatea pozitionarii precise in directia orificiului
de intrare 1n spectrometrul de masa.

Cele mai multe dintre dispozitivele pe bazd de chipuri utilizate in analizele
prin spectrometrie de masa moderne sunt cele fabricate din sticla sau siliciu, utilizand
o gama larga de tehnici si metode consacrate ale industriei semiconductorilor, inclusiv
fotolitografia si profilarea in profunzime cu ioni reactivi. Aceste dispozitive, precum
robotul cu infuzie automata de tip NanoMate utilizat in aceastd lucrare (figura 22)
combind infuzia automatd a probelor cu ionizarea de maxima eficientd prin chip,
bucurandu-se de o largd aplicabilitate in analiza amestecurilor complexe.
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Courtesy: Lab Zamfir, INCEMC Timisoara, Romania

Figura 22. Robot NanoMate cu infuzie automata prin chip-electrospray in cuplaj
cu spectrometrul de masa HCT MS

Partea experimentald

Material vegetal: Alchemilla vulgaris-cretisoara, Allium ursinum-leurda, Acorus
calamus-obligeana, Solidago virga aurea-splinuta, Agrimonia eupatoria-turita mare,
Viscum album-vasc si Veronica officinalis-ventrilica—sursa Fares S.A. Orasie si S.C.
STEF-MAR S.R.L.-Vilcea.

Standardele analizate au fost:
e acid ascorbic — reactiv Roth, grad de puritate minim 98,5%;

acid galic - reactiv Roth, grad de puritate minim 98%;
quercetind - reactiv Roth, grad de puritate minim 98%;
catechina - reactiv Roth, grad de puritate 100%;
pirogalol - reactiv Roth, grad de puritate minim 98%;
kamferol - reactiv Roth, grad de puritate minim 99%;
rutind - reactiv Roth, grad de puritate minim 98%;

Obtinerea extractelor
Extractele din materialul vegetal cercetat au fost obtinute conform paragrafului
11.2.4.1.
Extractul vegetal obtinut a fost centrifugat la o centrifugd Hermle 2 200A
[BxHXT (cm) ; 28x26x37, G = 13kg] cu 5000 rot. /min timp de 30 minute.
S-a obtinut un extract hidroalcoolic cu aspect limpede de culoare galben-verde.
Reactivi: alcool metilic-Merck; apa bidistilata p.a.
In vederea caracterizarii spectrale a extractelor hidroalcoolice vegetale cercetate
au fost utilizate urmatoarele aparate:
= Spectrometru de Masa cu Capcana lonicd de Mare Capacitate si Sursa ETD,
tip HCT Ultra, prevazut cu surse de ioni ESI micro, nano si infuzie prin
seringd-pompa; prevazut cu capcand ionicd de mare capacitate pentru
stocarea ionilor, sursa ETD (disociere prin transfer de electroni) si sursa
CID (disociere indusd prin ciocniri) si interfatd cu calculator care permite
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prelucrarea datelor prin utilizarea programelor Esquire Control, Data
Analisis i HY Star versiunea 2005.

* Robot de infuzie Automatda Nanomate 100 — este un dispozitiv complet
automatizat care permite pe de o parte alegerea automata a probelor dupa o
setare prealabild, precum si infuzarea lor in spectrometrul de masa prin chip-
electrospray.

Cuplarea HCT ultra cu acest tip de robot prezinta avantaje multiple cum ar fi:

e debit de proba foarte mic (zeci de nL/min.) ;

e timp de infuzie foarte mare ceea ce presupune implicit un timp de
achizitie mare, deci spectre mai bune;

e posibilitatea de a obtine mai multe spectre consecutiv, fara o
manipulare suplimentara;

e posibilitatea de a executa infuzia in absenta operatorului printr-o
setare prealabila.

Analizele de spectrometrie de masa s-au efectuat pe un spectrometru cu analizor
de tip capcana ionica de mare capacitate (high capacity ion trap, HCT MS, Bruker
Daltonics, Bremen, Germania) ,,in-house” cuplat cu un robot cu infuzie automata a
probelor prin chip-electrospray (NanoMate™™, Advion BioSciences, Norfolk, UK).

Instrumentul HCT MS a fost manipulat si controlat prin intermendiul software-
ului Esquire Control 6.1.512, iar datele experimentale au fost procesate prin portalul
Data Analysis 3.4.179.

Robotul NanoMate a fost dirijat prin intermediul software-ului ChipSoft 7.1.1
ruland sub Windows XP.

Mod de lucru
1 pl extract vegetal studiat s-a dizolvat in 1000 ul MeOH (HPLC grade,
Merck, Darmstadt, Germany).

Toate spectrele de masda au fost inregistrate in tehnica ionilor negativi in
domeniul 50-1000 m/z, cu o viteza de scanare de 8000 m/z pe secunda. Procesul de
ESI a fost initiat prin aplicarea unui potential de -1.4 kV la o tensiune a
contraelectrodului HCT de -50 V. Azotul, cu un debit de 0.5L/min. si temperatura de
250°C a fost utilizat pentru desolvatare si ca gaz nebulizator la o presiune de 2 p. s. i.

Spectrometria de masa in stagii multiple (MS") a fost realizatd prin disocieri
induse prin ciocnire (CID) in tehnica de selectare neautomatd a ionului precursor,
folosind He ultrapur ca si gaz de ciocnire. lIonul precursor a fost selectat printr-un
filtru de mase de 2u.

Fragmentarea pana la MS* a fost realizati folosind o amplitudine a fragmentarii
de 1 V cu o panta de crestere de la 30 la 200 % in intervalul de 40ms pentru fiecare
spectru.

Rezultate si discutii:

Pentru identificarea acidului ascorbic, acidului galic, pirogalolului, quercetinei,
kamferolului, catechinei, rutinei si a altor compusi naturali cu potential antioxidant,
se foloseste spectrometria de masa folosind un spectrometru de masa cu analizor cu
capcana ionica cu capacitate ridicata.

In tabelul 52 sunt prezentate rezultatele obtinute prin analiza de spectrometrie
de masa a standardelor investigate.
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Tabel 52. Spectrul tabelar al standardelor

Formula .

Standarde moleculara Grad c[leo /fl]lrltate [M-H]
Acidul ascorbic C¢HgOg 98,5 175, 004
Acidul galic C7H4Os5 98 168, 990
Pirogalolul CsHeO3 98 125,113
Quercetina Cy5H ;007 98 301, 088
Rutina C,1H20012 98 463, 184
Kamferol Ci5H90¢ 99 285, 084
Catechina C15H1406 100 289, 096

Masa moleculard exactd a compusilor de interes (acid ascorbic, acid galic,
pirogalol, catechind, quercetind, kamferol, rutind) din extractele vegetale studiate
(metanol 80%, timp de extractie 10 zile la temperatura camerei ) s-a determinat
folosind ionizarea prin electrospray a probelor.

Cunoscand masele moleculare cu trei zecimale se pot stabili formulele
moleculare, fara a se face analiza elementard a compusului organic, utilizand 1n acest
sens tabele cu mase moleculare exacte ale substantelor [167].

Prin inregistrarea spectrului de masa caracteristic fiecarui extract vegetal
analizat s-au obtinut mai multe picuri de intensitati diferite.loni moleculari de interes
au fost izolati si fragmentati succesiv, fragmentele derivate fiind comparate cu
spectrele de masa ale standardelor inregistrate in aceleasi conditii.

In figura 23 este prezentat spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS pe
intervale m/z inregistrat pentru extractul de Alchemilla vulgaris (extract metanolic
80 %, timp de extractie 10 zile la temperatura camerei).Spectrele din figura 23 sunt
prelucrate prin compresie pe orizontald fata de spectrele originale din figurile 4.1-4.3
(anexa 4).

Prin inregistrarea spectrului de masa al extractului de Alchemilla vulgaris

s-au obtinut picuri de intensitatii diferite.Acestea au fost analizate si
identificate continuu prin spectrometrie de masa.

Din spectrele date in figura 23 se observa prezenta in extractul de Alchemilla
vulgaris mai intens a doud picuri ce pot fi atribuite quercetinei (m/z = 301), respectiv
rutinei (m/z = 463) si un pic cu intensitate mai mica ce poate fi atribuit kamferolului
(m/z = 285), flavonoide identificate si prin analiza HPLC a extractelor (tabel 37).
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Figura 23. Spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS al extractului de Alchemilla

T T T
580 600 620 miz

Pentru identificarea unor compusi naturali (acid galic, pirogalol, quercetina,
catechind, rutin, etc.) din extractele vegetale cercetate, s-a recurs la izolarea ionului
molecular corespunzitor, fragmentarea acestuia, urmata apoi de izoldri si fragmentari
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succesive ale ionilor, fragmente derivate prezente in spectrele MS/MS, in vederea
compardri cu spectrele de masa de fragmentare ale standardelor inregistrate in
aceleasi conditii.

Flavonoidele substituite cu grupari OH (de exemplu quercetina, rutina,
kamferolul, etc.) pot avea pierderi de masa Am/z =18 (apa) (figura 26) si Am/z = 28
(CO).

De asemenea in timpul fragmentarii 3,7-di-O-hexozida quercetinei §i rutinei se
observa ca un proces comun scindarea hexozei din legatura glicozidica Am/z =162.

Urmirind fragmentarea (-)MS” a ionului molecular de la m/z = 625 (figura 24)
din extractul de Alchemilla vulgaris se poate demonstra ca acesta poate fi derivat de
quercetind si rutina.

Astfel, ionul fragment de la m/z = 463 din extractul de Alchemilla vulgaris
poate fi atribuit quercetin 3-hexozei, ce se obtine prin fragmentarea MS” a ionului
molecular cu m/z = 625 prin pierdere de 162 unititi de masa (hexoza dehidratata).

Se observa cresterea 1n intensitate a picului de la m/z = 463 prezent si in
spectrul initial (figura 23), fapt atribuit procesului de fragmentare a 3,7-di-O-
hexozida quercetinei prezentat in figura 26.

Picul de la m/z = 301 din extractul de Alchemilla vulgaris poate fi atribuit
ionului molecular al quercetinei, pic identic cu cel al standardului de quercetina

(figura 25).
Intens. -MS2(625.200), 13.13-12.22min #]{352-384)
1000
479,150
OH
OsH;;CcO (0]
800 ‘ | OH
OCgH105
a0 oH 6 §24.277
3,7-di-O-hexozida quercetinei Ty
m/z=625
a00-
200- 453.212
- "§'1“TI116341'136 602,815
| | J
0 A a 1')-.|ka' ad L, -|IJ| L il L lll-I ) L| lllJ.. ) Mo b Il'. Ilua |
250 300 350 400 450 500 550 600 iz

Figura 24. Spectrul de masi (-) chip-ESI HCT MS? a ionului precursor de la m/z = 625 din
extractul de Alchemilla vulgaris

|n(?gs7. . -MS, 0.700-0.771min #(23-32)
x

1.0+ 301.088

0.4 -

L

T T T T T T
50 100 150 200 250 300 m/z

Figura 25. Spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS al standardului de quercetina
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Atribuirea ionilor in spectrul din figura 24 e prezentatd in figura 26 :

OH

OsH 1 C603

OCgH,,05 + Hé)

-CH O
OH o é—[lz 6
3,7-di-O-hexozida quercetinei
m/z=625
2 HP
2GH 95

OH O

Quercetina
m/z=301

Figura 26. Atribuirea picurilor de masa

Ionul aferent pirogalolului apare ca fragment al ionului molecular de la m/z

=169 din extractul de Alchemilla vulgaris si este pus in evidenta in spectrul (-)MS? al
acestuia (figura 27).

Structura corespunzatoare ionului molecular cu m/z =169 din extractul de

Alchemilla vulgaris poate fi atribuita acidului galic (figura 27), pic identic cu cel al
standardului de acid galic (figura 28).

Intens - -MSZ165.100), 5.32min #(50)
’ 168 072
500 COOH
400-
HO OH
OH
0 Acid galic
N m/z =169
125117
} !
200- 169.100
100 \ T
: . |~ | ,
Dhoa . bt nb . . }'ll'm . \ _h R [, . .
100 120 140 180 180 miz

Figura 27. Spectrul de masi (-) chip-ESI HCT MS” a ionului precursor de la m/z =169
din extractul de Alchemilla vulgaris
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Inten% 436. -MS, 4.241-4.258min #(713-716)
x10

168.990

I e e e L e T B A e e e e B e e e I e e
140 150 160 170 180 190 200 m/z

Figura 28. Spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS al standardului de acid galic

Astfel, ionul de fragmentare de la m/z =125 din extractul de Alchemilla vulgaris
poate fi atribuit pirogalolului, ce se obtine prin fragmentarea (-)MS® a ionului
molecular precursor avand m/z =169 din acelasi extract vegetal prin pierdere de 44
unitati de masa (dioxidul de carbon).

In figura 29 este redat picul molecular al solutiei standard de pirogalol.

Inten%_1' -MS, 0.134-0.305min #(18-47)
x10

125.113

| . .

T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 m/z

Figura 29. Spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS al standardului de pirogalol
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Atribuirea ionilor fragment 1n spectrul (—)MS2 (m/z=169) :

COOH
HO oy 169-44 ., OH
. OH OH
Acid galic Pirogalol
m/z=169 m/z=125

Din spectrul de masa (-)Al MSn (figura 30) al ionului molecular de la m/z =
289 din extractul de Alchemilla vulgaris ce poate fi atribuit catechinei se remarca
prezenta genisteninei prin ionul sdu de la m/z = 271.

Intens. -8l MESn, off. 1.58-1.77min #E7-211
2000
285.150
: HQ (0]
- OH
1500-
’ OH
OH OH
Catechina
1000- _
) mz =289
500
- 200,051 245112
- ‘ l’ 271.150
o RS koo "'I."""'.'“‘. L S .\“ ) -}. . ) ) . ) ) K ) I
150 200 250 300 350 400 450 miz

Figura 30. Spectrul de masa (-) chip-ESTHCT Al MS" al ionului precursor de la m/z =
289 din extractul de Alchemilla vulgaris

Ionul molecular cu m/z = 289 din spectrul de masa al extractului de Alchemilla
vulgaris este identic cu ionul molecular al solutiei standard de catechind analizata
(figura 31).

Inh:rolss. 1. -MS, 0.980-1.004min #(161-165)
x

289.096

: L

T T T T T T T
250 260 270 280 290 300 310 m/z

Figura 31. Spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS al standardului de catechina.
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Atribuirea ionilor in spectrul (-)chip-ESTHCT Al MSn (m/z = 289) :

HO. 0.
HO. O.
Q o o
289 - 18
NG

OH
OH OH

OH 1)
Catechina Genistenina
m/z=289 m/z=271

in spectrul (-)MS? corespunzitor fragmentirii ionului molecular de la m/z = 463
(figura 32) din extractul de Alchemilla vulgaris, fragmentul semnificativ apare la m/z
=301, masi ce corespunde quercetinei.in acelasi spectru picul de fragmentare de
la m/z = 271 din extractul de Alchemilla vulgaris poate fi atribuit de asemenea
genisteninei.

Intens. a01 102 -MS2{463.200), §.85-2 S4min #300-301)
2000 |
5000
4000
453.158
Rutina
mz =463
2000
151,089 172004 271.075 | 343,167
Yoo I.||. | e P o | U - . B I." ,
150 200 250 300 350 400 450 mE

Figura 32. Spectrul de masa (-) chip-ESI HCT MS? a ionului molecular m/z =
463 din extractul de Alchemilla vulgaris

Atribuirea ionilor in spectrul (-) chip-ESTHCT MS? (m/z = 463) :

HO
463 - 162,
OH [¢]
Quercetina
m/z=301
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Nu existd doud substante care sa aiba exact aceeasi masd moleculara, datorita
maselor fractionare pe care le posedd elementele organogene [82]. Compusii
antioxidanti $i compusii organici prezenti 1n extractul vegetal studiat variaza, variatia
fiind data de ponderea picului molecular, Iucru pe care il putem observa din spectrele
de masa.

Spectrul tabelar al substantelor identificate in extractul metanolic 80% de
Alchemilla vulgaris este redat in tabelul 53.

Tabel 53. Spectrul tabelar al substantelor prezente in extractul de Alchemila vulgaris

Substanta m/z

Pirogalol 125.113
Acid galic 168.990
Acid ascorbic 175.004
Genistenina 271.112
Kamferol 285.064
Catechina 289.096
Quercetina 301.088
Rutina 463.184
Quercetin 3,7-diglucid 625.201

Pe baza maselor moleculare calculate cu trei zecimale corespunzatoare unor
substante organice §i a picurilor moleculare obtinute in urma secventieri (-MS?, -
MS3), s-au determinat standardele analizate si 1n extractele vegetale de Allium
ursinum, Acorus calamus, Solidago virga aurea, Agrimonia eupatoria, Veronica
officinalis $i Viscum album.

Cele sapte standarde identificate 1n extractele hidroalcoolice cercetate, au avut
aceleasi picuri de baza. Spectrele de masa obtinute dupa fragmentare sunt identice cu
spectrele de masa ale standardelor.

Spectrele de masa ce corespund extractelor vegetale studiate sunt prezentate in
anexa 4 (figurile 4.1- 4.18).

Studiul comparativ al spectrelor de masd privind standardele analizate si
spectrele de masa caracteristice extractelor vegetale cercetate confirmd prezenta
compusilor naturali analizati.

Spectrele de masa obtinute pentru extractele hidroalcoolice analizate aratd ca
compozitia chimica a acestor extracte este foarte complexa.

Prezenta celor sapte compusi cu potential antioxidant 1in extractele vegetale
studiate confirma caracterul antioxidant si antiradicalic al extractelor de Alchemilla
vulgaris, Allium wursinum, Acorus calamus, Solidago virga aurea, Agrimonia
eupatoria, Veronica officinalis si Viscum album.
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I1.5. Metode de analiza fizico—chimice a activitatii antioxidante si antiradical a
extractelor vegetale cercetate

Prezenta principiilor active in tesuturile plantelor face dificila masurarea separata a
fiecarui component antioxidant.

In acest scop au fost dezvoltate in ultimii ani citeva metode de calcul pentru
activitatea antioxidanta totald a mostrelor biologice.

De asemenea, au fost testate diferite medii de extractie pentru asigurarea extractiei
maxime a antioxidantilor din probe (de cele mai multe ori extractele alcoolice s-au
dovedit a fi mai eficiente decat extractele apoase) [168].

Diversele metode existente si aplicate 1n vederea determindrii activitatii
antioxidante sunt utilizate in vederea monitorizarii §i compararii activitatii
antioxidante a produselor vegetale.

Metodele care utilizeaza specii de generatori de radicali liberi au avantajele ca
sunt rapide, usoare, simple si nu necesita echipamente speciale.

Aceste metode sunt des folosite pentru testarea capacitatii compusilor de a
actiona ca si inhibitori de radicali liberi sau ca donatori de hidrogen [114].

Alte metode de determinare a capacitatii antioxidante utilizeaza fenomene de
chemiluminescentd folosind diverse substante fluorescente care detecteaza radicalii
liberi §i masoard activitatea antiradical a antioxidantilor impotriva radicalilor liberi ai
oxigenului.

Masurarea individuald a antioxidantilor, prin separare, nu permite cunoasterea
cu certitudine a capacitatii antioxidante totale a unui produs datorita efectelor
sinergetice care pot sa se stabileasca intre compusii prezenti in acesta [169].

Activitatea antioxidantd este exprimata prin 3 metode:

e Metoda spectrofotometrica cu DPHH(1,1-difenil,2-picrilhidrazil ).

e Metoda permanganometrica.

e Metoda chemiluminometricd utilizand luminol.

Rezultatele cercetarilor intreprinse au fost raportate la activitatea antioxidantd a
acidului ascorbic, acidului galic, quercetinei, rutinei si kamferolului care sunt
considerate standarde de referinta.

I1.5.1.Metoda spectrofotometrica cu DPPH

Interactiunea dintre radicalii liberi si sistemele biologice este foarte complexa,
dar, de obicei, nefavorabila pentru acestea din urma.

Inhibarea acestui fenomen poate preveni boli iar cunoasterea mecanismului de
functionare poate fi folositoare din punct de vedere clinic.

Ca metoda de determinare a actiunii antiradical a extractelor analizate s-a utilizat
metoda DPPH, o metoda rapida si simpld care utilizeaza radicalul liber stabil
DPPH (1,1-difenil-2 picrilhidrazil).

Acest radical este des folosit pentru testarea capacitatii compusilor de a actiona ca
si inhibitori de radicali liberi sau ca donor de hidrogen, precum si pentru evaluarea
activitatii antioxidante.

Metoda DPPH poate fi utilizata pentru probe solide sau lichide si nu este specifica
pentru un anumit component, dar se aplicd pentru capacitatea antioxidantd totala a
probelor [114].

Principiul metodei:

Principiul acestei metode analitice este masurarea activitdtii antiradical a

extractelor vegetale fata de radicalul liber DPPH'.
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Structura radicalului si reducerea acestuia de catre antioxidant sunt prezentate
in figura 33.

L, L, L

N
+ RH ——> NH . R
2ON NO, ,ON NO,
NO, NO,
DPPH DPPH-H

Figura 33. Structura radicalului DPPH [114]

Radicalul liber DPPH" are absorbtie maxima puternica la 517 nm, solutia fiind de
culoare albastra - violet.

Culoarea se modificd pana la galben cand electronul nepereche capteaza un proton
de la antioxidant, formandu-se astfel forma redusi DPPH-H.

Rezultatul decolorarii este stoechiometric cu respectarea numarului de electroni
captati [170].

Obtinerea extractelor:

Extractele vegetale s-au obtinut conform paragrafului 11.2.4.2.
Metoda de lucru:

Determinarea activitatii antiradical a extractelor vegetale studiate s-a efectuat
folosind metoda propusd de Brand-Williams [171], aplicatd cu mici modificari, si
anume: 0,ImL extract sunt addugati la 2,9 mL solutie DPPH (10™*mol/L) citirea
valorilor care urmaresc scaderea absorbantei realizdndu-se la lungimea de unda de
517 nm. In paralel se efectueazi si o proba martor.

Calculul activitatii antiradical s-a efectuat folosind valorile absorbantei
extractelor la minutul 10 cu exceptia extractelor de Allium ursinum, Acorus calamus,
care nu au consumat radicalul 1,1-difenil-2-picrilhidrazil in cele zece minute.

Pentru fiecare extract s-au efectuat cate cinci determinari, in calcul ludndu-se
media acestora.

Determinarea  spectrofotometrici  s-a  realizat cu  ajutorul  unui
Spectrofotometru UV-VIS Pharmacia LKB—Ultrospec III (Uppsala, Sweden) prevazut
cu o interfatd Axxion Chromatography pentru determinarea activitatii antiradical.

Rezultatele cercetarii sunt prezentate in tabelul 54 iar reprezentarea grafica a
variatiei absorbantei in functie de timp este redata in figura 34.

Citirea absorbantelor s-a realizat din doud in doua secunde, in tabelul 54 fiind
precizate valorile absorbantelor din minut In minut.

129 Cn

created with

0
nitro
download the free trial online at nitropdf. gvl/er?Tbna\

PDF

professional



Tabel 54. Valorile absorbantelor pentru extractele metanolice cercetate

Tlmp Alchemilla | Allium Acorus Solfdago Agrimonia Veronica Viscum
[min] . . virga . -

vulgaris ursinum | calamus aured eupatoria officinalis album
0 1.2098 1.429 1.559 1.363 1.364 1.385 1.378
1 0.2775 1.187 1.292 0.115 0.216 0.189 0.201
2 0.2720 1.117 1.239 0.115 0.210 0.175 0.144
3 0.2665 1.070 1.210 0.115 0.207 0.174 0.140
4 0.2645 1.033 1.187 0.115 0.204 0.174 0.138
5 0.2625 1.002 1.170 0.115 0.203 0.173 0.136
6 0.2610 0.977 1.156 0.115 0.202 0.173 0.135
7 0.2595 0.954 1.143 0.115 0.199 0.172 0.134
8 0.2570 0.934 1.133 0.115 0.198 0.172 0.134
9 0.2555 0.914 1.123 0.115 0.197 0.171 0.133
10 0.2545 0.899 1.118 0.115 0.196 0.171 0.132

Activitatea antiradical a materialului vegetal analizat se exprima ca §i procent
al descresterii DPPH-ului [172].

unde:

absorbantei la 517 nm timp de 10 minute la temperatura camerei.

0

Ay — absorbanta extractului la t = 0 min;

t — timpul;

Ao — absorbanta extractului la t =10 min.

4,-A4
% Inhibitie = % *100

Comparativ s-a determinat activitatea antiradical pentru standard, cate 0,1 mL
solutie de acid ascorbic, acid galic, quercetind si rutina (1 mg/mL) au fost adaugati la
2,9 mL solutie de DPPH 20 mg/L si s-a urmadrit continuu spectrofotometric variatia

Valorile absorbantelor pentru standardele cercetate sunt redate in tabelul 55 iar
reprezentarea grafica a variatiei absorbantei in functie de timp este redata in figura 35.

Tabel 55. Valorile absorbantelor pentru standardele de acid ascorbic, acid galic, quercetina si

rutind
Timp Acid ascorbic Acid galic Quercetind Rutina
[min] [1 mg/mL] [1 mg/mL] [1 mg/mL] [1 mg/mL]
0 0.85714 0.85713 0.85701 0.80715
1 0.58271 0.05619 0.37767 0.55135
5 0.56934 0.054413 0.20541 0.52175
10 0.56492 0.05361 0.15013 0.50863
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’ (partea aeriand)
1,4000 —— Allium ursinum
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0,2000 = —— Veronica officinalis
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Timp [minute]
Figura 34. Activitatea antioxidanta a extractelor cercetate
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0,90000 e
0,80000 1|
0,70000 -
’.g. 0,60000 - —— . —e— Acid ascorbic, [1 mg/mL]
g 0,50000 - —— Acid galic, [1 mg/mL]
9 0,40000 - Quercetina, [1 mg/mL]
! .
< 0,30000 7T Ruting, [1 mg/mL]
0,20000
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0,00000 = ‘ ‘
-0,10000 @ 5 10 15
Timp [minute]

Figura 35. Activitatea antioxidanta a standardelor de acid ascorbic, acid galic, quercetina si
rutind
Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute privind inhibitia DPPH-ului pentru materialul vegetal
uscat cercetat sunt precizate in tabelul 56, iar cele pentru standardele de acid ascorbic,
acid galic, quercetina si rutina in tabelul 57.

Din reprezentarea graficd a absorbantei in functie de timp se observa ca
extractul vegetal de Solidago virga aurea consuma radicalul liber DPPH- (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil) in 1°207; Alchemilla vulgaris, Agrimonia eupatoria, Veronica
officinalis $i Viscum album consuma radicalul in aproximativ doud minute.

Extractul de Allium ursinum si Acorus calamus nu consuma radicalul in
decursul celor 10 minute fixate initial.
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Activitatea antioxidantd si antiradical a celor sapte extracte metanolice
cercetate este diferitd, diferentd datd de compozitia chimica complexa a fiecarei
plante.

Tabel 56. Inhibitia DPPH pentru extractele metanolice cercetate

Extract Alchemilla | Allium Acorus Sol‘ldago Agrimonia | Veronica | Viscum
vegetal . . virga . . o
vulgaris ursinum | calamus aured eupatoria | officinalis | album
Inhibitia 78.96 37.08 28.28 91.56 85.63 87.65 90.42
DPPH [%]
Tabel 57. Inhibitia DPPH pentru standarde
Standarde Acid ascorbic Acid galic Quercetina Rutina
[1 mg/mL]
Inhibitia DPPH [%] 34.09 93.74 82.48 36.98

Actiunea antiradical a extractelor metanolice variaza astfel:

Solidago virga aurea>Viscum album>Veronica officinalis>Agrimonia
eupatoria>Alchemilla vulgaris>Allium ursinum> Acorus calamus

Activitatea antioxidantd a standardelor variaza aparent astfel:

Acid galic> quercetind> rutind> acid ascorbic

Eficienta ca antioxidant a acidului galic (93.74%) si a quercetinei (82.48%)
reiese atdt din valorile actiunii antiradical calculate cat si din faptul ca solutia de
DPPH (20 mg/L) s-a decolorat de la mov la galben pal dupa 2 minute.

Extractele metanolice, in general, prezintd activitate antiradical mai mare
decét extractele etanolice. Aceste sapte plante phanerograme au fost studiate datorita
continututlui acestora in compusi fenolici, acid ascorbic, flavonoide, compusi care
poseda proprietati antioxidante si antiradical.

In concluzie, se poate afirma ci, cea mai mare activitate antioxidanta prezinta
extractul de Solidago virga aurea si Viscum album, activitate antioxidanta apropiata
de cea a solutiei standardului de acid galic; extractul de Alchemilla vulgaris apropiata
de cea a solutiei standardului de quercetina, extractul de A/lium ursinum aproape
identica cu cea a solutiei standardului de rutind iar extractul de Acorus calamus
apropiata de activitatea antioxidanta a solutiei standardului de acid ascorbic.

Extractele de Solidago virga aurea si Viscum album, posedd o inhibitie
aproape completd. Rezultatele obtinute constituie obiectul unei lucrari stiintifice
[173]. O incercare de corelare intre continutul in quercetind, kamferol, miricetina,
acid ascorbic, compusi polifenolici, acid galic a extractelor cercetate si activitatea
antioxidanta duce la urmatoarele concluzii:

-acidul galic (tabel 46) este prezent 1n cantitate mai mare in extractul
metanolic 96% de Allium ursinum, dar inhibitia DPPH pentru acest extract este mica
(tabel 56), deci activitatea antiradical este datd de ponderea compusilor cu efect
antioxidant prezenti in extractul de A//ium ursinum nu doar de acidul galic;

-continutul cel mai ridicat in quercetina, miricetind, rutind, kamferol (tabel 38),
acid ascorbic(tabelele 24-25) din extractul metanolic 96% de Solidago virga aurea
justificd activitatea antioxidantd cea mai mare (tabel 56) a acestui extract n seria
plantelor studiate.

Datele obtinute constituie un pas necesar citre studiile in profunzime pe
spectrul multiplilor reprezentanti ale claselor de antioxidanti naturali, reprezentanti
care au capacitatea sa inhibe radicalii liberi responsabili de aparitia bolilor cronice

(cancer, ateroscleroza, cataract, etc).
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I1.5.2. Metoda permanganometrica

Determinarea activitatii antioxidante se bazeaza pe reactia de oxidare a
substantelor organice cu caracter reducator, aflate in extractele de plante, de catre
permanganat de potasiu, in urma careia se produce decolorarea solutiei de
permanganat.

Capacitatea antioxidantd este invers proportionald cu timpul de decolorare a
solutiei de permanganat de o anumitd concentratie [174].

Materialul vegetal utilizat a fost:

Alchemilla vulgaris-cretisoara, Allium ursinum-leurda, Acorus calamus-
obligeand, Solidago virga aurea-splinuta, Agrimonia eupatoria-turita mare, Viscum
album-vasc si Veronica officinalis — ventrilica -sursa Fares S.A. Oréastie si S.C. STEF-
MAR S.R.L.-Vilcea. Ca substanta etalon s-a utilizat acidul ascorbic (Roth )(98.5%).

Obtinerea extractelor apoase:

5 g material vegetal uscat fin maruntit a fost supus extractiei statice cu 50 mL
apa fiartd si racita, timp de 36 ore la 4°C.

Solutiile extractive au fost filtrate, reziduul ramas a fost spalat cu apa fiarta si
récitd si s-a completat pand la 50 mL. Conditiile de extractie au fost identice pentru
plantele studiate, diferenta fiind datd de materialul vegetal.

Maceratele obtinute au fost pastrate la temperatura de 4°C pand in momentul
efectudrii analizei.

Principiul metodei

Metoda consta in determinarea vitezei de decolorare a unei solutii de permanganat
de potasiu 0,1N in mediu acid, 1n care s-a adaugat extract vegetal, utilizand ca solutie
etalon un antioxidant cunoscut si anume o solutie de acid ascorbic 1% [174].

Materiale si metoda
Reactivii necesari analizei sunt:
e solutie H,SO420%;
e solutie KMnO4 0.1N;
e apa distilatg;
e acid ascorbic puritate 98.5%( Roth ).

Modul de lucru:

2mL din extractul vegetal se introduc intr-o eprubetd de 25mL, se adaugd ImL
solutie H,SO4 20% si 0,04mL (2 picaturi) dintr-o solutie de KMnO4 0,1N urmarindu-
se timpul 1n care se decoloreaza solutia violetd de KMnO4 0.1N.

Pentru referintd pentru capacitatea antioxidanta s-a efectuat o solutie etalon de
acid ascorbic, acesta din urma fiind un antioxidant recunoscut. S-a pornit de la o
solutie de acid ascorbic 1%, masurandu-se timpul de decolorare pentru diferite dilutii
ale acestuia.

Aceastd metoda permite o caracterizare calitativa a produselor de protectie cu
continuturi diverse de antioxidanti, folosindu-se pentru analiza volume diferite de
extracte vegetale.Activitatea antioxidantda a standardului de acid ascorbic si a
extractelor vegetale cercetate este prezentata in tabelul 58, respectiv tabelul 59.
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Tabel 58. Activitatea antioxidantd pentru diferite dilutii ale solutiei etalon de acid ascorbic

1%
Dilutia solutiei de acid Volumul solutiei adaugate | Timpul de decolorare la 20°C
ascorbic 1% (v/v) (ml) (s)
2 360
Dilutie 1:4 3 3
5 Instantaneu
2 300
Dilutie 1:5 3 25
5 2
2 410
Dilutie 1:6 3 219
5 5

Tabel 59. Activitatea antioxidanta a extractelor vegetale apoase

Extractul vegetal

Volumul de extract vegetal

Timp de decolorare la 20°C

adaugat (s)
(ml)

1 110

Cretigoara 2 28
(Alchemilla vulgarius) 3 6
5 3

1 142

Leurda 2 87
(Allium ursinum) 3 48

5 10

1 165

Obligeana 2 115
(Acorus calamus) 3 57

5 18

1 93

Splinuta 2 21
(Solidago virga aurea) 3 2

5 instantaneu

1 105

Turita mare 2 47
(Agrimonia eupatoria) 3 21
5 3

1 134

Ventrilica 2 63
(Veronica officinalis) 3 39
5 6

1 113

Vascul 2 57
(Viscum album) 3 33
5 5

Dintre extractele apoase studiate se evidentiazd Solidago virga aurea si
Alchemilla vulgaris, in timp ce la restul extractelor vegetale apoase timpii de
decolorare au valori apropiate cu exceptia extractului de Acorus calamus si Allium

ursinum .
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Analizand rezultatele obtinute se observa cad timpul de decolorare cel mai
scurt, adicd capactatea antioxidantd cea mai mare o prezintd maceratele obtinute din
partea aeriand a extractului de Solidago virga aurea si Alchemilei vulgaris. Maceratul
de Acorus calamus are potentialul antioxidant cel mai mic, lucru ce pote fi explicat
prin continutul scazut de principii active a parti vegetale studiate (radacina ).

In cazul extractelor cercetate rezultatele cele mai concludente s-au obtinut
folosindu-se pentru analiza 3 mL extract apos, iar capacitatea antioxidantd a acestor
extracte este comparabila cu solutia de acid ascorbic 1% dilutie 1:5.

I1.5.3. Metoda chemiluminometrica utilizind luminol

Pentru determinarea capacititii antioxidante totale a extractelor studiate, ca
tehnicd de investigare s-a utilizat chemiluminometria.

Chemiluminescenta (CL) este un fenomen fizico-chimic natural sau provocat,
in care absorbtia energiei produsa pe cale chimica determind formarea unor molecule
excitate care apoi emit fotoni.

Reactiile producatoare de chemiluminescenta se pot schematiza astfel:

A+B—>C" > C+hv(CL)
in care doud substante A si B reactioneaza pentru a forma un produs in stare excitatd

C” ca apoi acesta sa treaca in acelasi produs in stare neexcitatd C, energia chimica
fiind eliberatd ca si chemiluminiscentd, cu energia hv .

In majoritatea reactiilor implicate in acest fenomen, intermediarul C* este
oxigenul in stare singlet sau reactantul B este un peroxid ROO’, in special HOO'.

Chemiluminescenta se poate produce in faza gazoasa, cat si in fazele lichida si
solidd. Cea mai studiata si cu aplicatiile cele mai largi este cea in faza lichida [175].

Aparitia unor emisii chemiluminescente in timpul unor reactii chimice este
cunoscutd de mult timp si este strans legatd de formarea unor radicali liberi
intermediari.

Influenta pH-ului asupra reactiei chemiluminescente (LH,-H,0,), in tampon Tris—
HCI a fost studiata in intervalul de pH = 7-9.

S-a constatat o dependentd a intensitatii semnalului chemiluminescent de pH,
randamentul optim al CL obtinut pentru pH = 8,6, fiind caracteristic evolutiei in timp
a concentratiei intermediarului 1n stare excitatd, care determind eliberarea radiatiei
luminoase.

Cu cresterea pH-ului are loc activarea sistemului generator, dovada cresterea
vitezei de reactie a acestuia (figura 36) atingdnd maximum la pH = 8,6 [176].
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Figura 36. Variatia vitezei initiale de reactie cu pH-ul mediului

Luminolul este o ftalhidrazida ciclica care, In mediu alcalin i in prezenta
peroxidului de hidrogen reactioneaza exoterm transformandu-se in aminoftalat
dianion in stare excitata (figura 37) [177].

Utilizand sistemul generator de chemiluminiscentd format din luminol (LH») si
peroxid de hidrogen in mediu bazic se evidentiaza o scddere a intensitatii emisiei
chemiluminescente, dar nu epuizarea totala a fenomenului fapt ce indica existenta
inca cel putin a unui mecanism paralel care sa utilizeze alte specii de radicali liberi ai
oxigenului.

Aplicatie pe Studiul Extractelor Hidroalcoolice de Alchemilla vulgaris, Allium
ursinum, Acorus calamus, Solidago virga aurea, Agrimonia eupatoria, Veronica
officinalis $i Viscum album.

Metoda:

Chemiluminiscenta luminolului implicd reactia acestuia cu peroxidul de
hidrogen in mediu bazic ducand la emisia unei lumini albastre cu lungime de unda
maxima in jurul a 420 nm [178]. Reactia luminescenta este prezentatd in figura 37.

_ *
10
- G
+ —_ > e
0, +2HO - oy = +hv
N, .0_:
-2 H0 10
NH; :0
oI
NH; :0

Figura 37. Reactia luminolului cu H,O,
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Reactia este catalizatd de anumiti ioni metalici cum ar fi Cu (II) [179].

Adaosul unei substante cu potential antioxidant are ca efect reducerea
intensitatii semnalului luminos; cu cat activitatea antioxidanta este mai accentuata, cu
atat semnalul luminos este mai scdzut.

Partea experimentala

S-au luat in lucru materii prime vegetale din speciile de plante: Alchemilla
vulgaris—cretisoara (partea aeriand), A/lium ursinum-leurda(frunze), Acorus calamus—
obligeand (rddacind), Solidago virga aurea—splinutd(partea aeriand), Agrimonia
eupatoria-turita mare(partea aeriand), Viscum album—vasc (frunze cu ramurele) si
Veronica officinalis—ventrilica (partea aeriana).

Reactivi: luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diond) — Merck; peroxid
de hidrogen (30%) — Merck; sulfat de cupru (II) p.a., hidroxid de sodiu p.a., carbonat
de sodiu p.a. si bicarbonat de sodiu p.a. - Reactivul Bucuresti; metanol p.a, metanol
pentru HPLC si acid fosforic pentru HPLC—Merck; standarde de quercetind(>99%),
rutind(>99,2%) si kamferol (=99% ) - Roth. Concentratiile de lucru au fost dupa cum
urmeaza: luminol 2x10° M in solutie de Na,COs (5x10 M)/NaHCOj5 (0.3M); solutie
de sulfat de cupru 4.79x10” M; solutie de peroxid de hidrogen 8.82x10°M (proaspit
preparat) si solutie de hidroxid de sodiu 10™ M.

Extractele hidroalcoolice au fost obtinute conform paragrafului I11.2.4.2.

Mod de lucru

Pentru determinarile chemiluminometrice s-a folosit un spectrofotometru tip
SPEKOL 10 (Carl Zeiss. Jena) (echipat cu cuve de cuart de 30 mL) cuplat la o placa
de achizitie Axxi-crom 727 (interfatd Axxion Chromatography, INC).

Placa de achizitie adaptatd spectrofotometrului a convertit semnalul
spectrofotometric Tn mV, a stocat toate valorile obtinute iar rezultatele au fost afisate
sub forma unor perechi (timp-semnal). Datele achizitionate au putut fi exportate in
programul Microsoft Excel pentru calcule ulterioare.

Aditional a fost utilizat pentru calcule si programul Microcal Origin 4.1.

Un amestec format din 5 mL solutie de hidroxid de sodiu, 1 mL solutie de cupru
(IT) si 3 mL solutie luminol a fost introdus in cuva de cuart si supus agitarii (amestec
A).

Separat, 5 mL de solutie de peroxid de hidrogen au fost amestecati cu 5 mL de
apa distilatd dupa care s-au adaugat 0.1 mL de extract alcoolic din plante (in metanol
98%) obtinandu-se astfel amestecul B.

Dupa 1 minut de la prepararea amestecului B acesta a fost injectat cu o seringa
peste amestecul A si s-a inregistrat semnalul obtinut la 420 nm, cu lampa stinsa, timp
de aproximativ 5 minute.

Utilizand acelasi mod de lucru s-a determinat si activitatea antioxidantd pentru
solutiile metanolice ale standardelor de rutina, quercetind si kamferol (0.15 mg/mL).

La cateva secunde dupd injectare s-a observat emisia unui semnal luminos
corespunzand unui semnal de aproximativ 170 mV, datorat probabil speciilor de
oxigen reactive (ROS) deja prezente in solutia de peroxid de hidrogen care
reactioneaza cu luminolul.

Acest semnal luminos descreste rapid in primul minut de la combinarea celor
doud amestecuri, ajungand la un anumit palier la sfarsitul reactiei conform figurii 38.
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Figura 38. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric pentru reactia luminolului
cu peroxidul de hidrogen (media a sase experimente)

Rezultate obtinute

Am reusit inbunatatirea performantelor metodei descrisa de Novas si colab., si
anume cresterea intensitdtii luminii emise, ceea ce a permis urmarirea
spectrofotometrica a reactiei, prin simpla marire a bazicitatii mediului prin adaos de
hidroxid de sodiu 0,01 M.

Atunci cand se foloseste un Iuminometru pentru determindrile de
chemiluminiscentd, practica uzuald constd in analiza semnalului luminos emis, la o
anumitd perioadd de timp de la initierea reactiei.Novas si colab. au comparat
activitatile antioxidante pe baza intensitatilor semnalelor luminoase la 6 secunde dupa
amestecare.

Dar acel moment este posibil si@ nu corespundd maximului intensitatii
semnalului.

Procedeul propus, care utilizeaza un spectrofotometru, permite urmarirea
procesului de la inceput pana la sfarsit. Folosind standarde de antioxidantii naturali cu
grad de puritate minim 98%, putem compara activitatea antioxidantd a extractelor
vegetale pe baza intensitatii semnalelor luminoase cu cea a standardelor.

Pentru fiecare extract vegetal si standard s-au efectuat cate patru determinari, iar
pentru calculele s-au folosit mediile valorilor Inregistrate.

Rezultatele obtinute au fost reproductibile atat pentru extracte cat si pentru
standarde, fapt care este indicat de semnalele spectrofotometrice pentru reactia
luminolului cu apa oxigenatd in absenta/prezenta extractelor vegetale sau a
standardelor studiate.

Aceste inregistrari in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator unor
extracte si standarde studiate sunt date in figurile 39-44. S-au efectuat cate patru
determinari pentru fiecare extract vegetal (Seriile 1-4)
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Figura 39. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator cineticii
reactiei luminolului cu apa oxigenata in prezenta tincturii de Veronica officinalis
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Figura 40. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator cineticii
reactiei luminolului cu apa oxigenata 1n prezenta tincturii de Agrimonia eupatoria
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Figura 41. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator cineticii
reactiei luminolului cu apa oxigenata 1n prezenta tincturii de Solidago virga aurea
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Figura 42. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator cineticii
reactiei luminolului cu apa oxigenata in prezenta tincturii de Allium ursinum
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Figura 43. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator cineticii
reactiei luminolului cu apa oxigenata in prezenta standardului de kamferol
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Figura 44. Variatia in timp a semnalului spectrofotometric corespunzator cineticii
reactiei luminolului cu apa oxigenata in prezenta standardului de rutina

Din figurile 39-44 se observd cd, in primul minut, scaderea intensitatii
semnalului luminos pentru toate extractele vegetale cercetate este semnificativa,
semnalul Inregistrat ajunge la un minim (platou) corespunzator sfarsitului reactiei.
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In schimb, pentru standardele studiate sciderea intensititii semnalului luminos
este semnificativa in primele doud minute, pentru ca apoi sa fie mai lenta.

In scopul evaludrii activitatii antioxidante a extractelor analizate s-a comparat
media intensitatilor maxime ale semnalelor inregistrate in fiecare caz, rezultatele
obtinute fiind prezentate in figura 45, alaturi de cele aferente standardelor (kamferol,
quercetind si rutind, 0.15 mg/mL in metanol).

14 OO

o ol vl Y
BN
1 1 ]

Figura 45. Compararea intensitatii semnalelor chemiluminescente pentru :
1- proba martor; 2- solutie metanolica de kamferol; 3- solutie metanolica de
quercetind; 4- solutie metanolica de rutind; 5-extract metanolic 98% de
Alchemilla vulgaris; 6-extract metanolic 98% de Allium ursinum;7-extract
metanolic 98% de Acorus calamus; 8-extract metanolic 98% de Solidago
virga-aurea; 9-extract metanolic 98% de Agrimonia eupatoria; 10-extract
metanolic 98% de Veronica officinalis; 11-extract metanolic 98% de Viscum
album;

Pentru determinarile cantitative, procentul de inhibitie (1%) a fost stabilit cu
relatia

proba

1=100—-——="—-100

I referinta
max

unde:
e ['"% _media intensititilor maxime ale semnalului corespunzitor

max

reactiei dintre luminol si solutia de peroxid de hidrogen;
e I _media intensititilor maxime ale semnalului corespunzitor

reactiei dintre luminol si solutia de peroxid de hidrogen dupa adaugarea
solutiei de antioxidant.
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Valorile calculate pentru activitatea antioxidantd totald a fiecarui extract
vegetal, comparate cu activitatea antioxidantd a quercetinei, kamferolului si rutinei
sunt reprezentate in tabelele 60, 61.

Tabel 60. Procentul de inhibitie pentru extracte hidrometanolice plante din genul
Angiospermatophyta si Spermatophyta

Extract Alchemilla Allium Acorus Solidago Agrimonia Veronica Viscum
vegetal vulgaris ursinum | calamus virga eupatoria officinalis | album
aurea
1[%] 49.75 11.17 12.34 35.32 25.31 28.90 17.02
Tabel 61. Procentul de inhibitie pentru kamferol, quercetina, rutind
Standarde Kamferol Quercetind Rutina
[0.15 mg/mL]
1[%] 34.86 35.42 58.72

In cazul extractelor vegetale studiate se observi ca toate extractele prezinti
activitate antioxidanta inferioara rutinei.

Extractul de Alchemilla vulgaris are o activitate antioxidantd mai mare decat
cea a solutiei standardului de kamferol i quercetind, dar mai mica decat a rutinei.

Extractul de Solidago virga aurea are activitate antioxidanta comparabild cu
cea a solutiei de quercetind si kamferol.

Extractul de Veronica officinalis si Agrimonia eupatoria au activitatii
antioxidante apropiate dar mai mici decat a standardelor cercetate.

Extractele de Viscum album, Acorus calamus $i Allium ursinum prezinta
procentul de inhibitie cel mai mic, ceea ce aratd un continut scidzut de compusi
antioxidantii (taninuri, acid ascorbic, flavone, compusi fenolici, antocianidine, etc. )
responsabili de activitatea antioxidanta.

Valorile ridicate ale activitatii antioxidante totale ale extractelor de Alchemilla
vulgaris, Solidago virga aurea, pot fi atribuite si prezentei unor structuri de tip
flavonoidic (quercetind, miricetind, kamferol si rutind), in cantitatii mai mari.

Concluziile care se desprind in urma aplicarii tehnicii chemiluminescente pe
extractele vegetale studiate pentru determinarea activitatii antioxidante totale sunt:

e toate extractele analizate, prezintd activitate antioxidantd diferita, diferenta
fiind data de continutul in compusi cu potential antioxidant a fiecarei plante
cercetate;

e rezultatele obtinute prin chemiluminescentd demonstreaza ca activitatea
antioxidanta a extractelor vegetale se poate atribui, in principal, compusilor
flavonoidici prezenti in materialele studiate, dar si altor compusi cu efect
antioxidant (taninuri catehice, vitamine, complexe care contin rutozid,
compusi ce contin grupdri tiolice, etc). Rezultatele obtinute constituie obiectul
unei lucrari stiintifice [155].
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I1.6. Studiul activitatii antimicrobiene a extractelor vegetale hidroalcoolice
cercetate

Activitatea antimicrobiana, determinatd prin metoda difuziei in agar cu discuri
impregnate (metoda difuzimetricd), a fost testatd pe patru specii bacteriene
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus vulgaris ATCC 49132, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 si Escherichia coli ATCC 25922.

Partea experimentald

Reactivi: mediu de cultivare (tryptic soy agar si Miiller-Hinton agar) au fost
achizitionate de la Merck (Germania). Discurile de hartie de filtru impregnate cu
substante antibacteriene (antibiotice) au fost achizitionate de la HiMedia Laboratoires
(India), Bioanalyse Ltd. (Turcia) si Abtek Biologicals Ltd. (UK) ( Tabelul 62).

Standardul McFarland pentru turbiditate a fost achizitionat de la BioMérieux
(Marcy I'Etoile, Franta).

Obtinerea extractelor hidroalcoolice:

Obtinerea extractelor hidroalcoolice din speciile vegetale cercetate, s-a realizat
prin metoda extractiei solid-lichid, intr-o instalatie Soxhlet, conform procedeului
descris in [130].

S-a lucrat identic ca si la extractele obtinute la paragraful 11.2.4.2.

S-au obtinut extracte hidroalcoolice cu aspect limpede avand culoare specifica,
de la galben la verde inchis.

El-extract metanolic de Alchemilla vulgaris - cretisoara;

E2-extract metanolic de Allium ursinum - leurda;

E3-extract metanolic de Acorus calamus - obligeana;

E4-extract metanolic de Solidago virga-aurea - splinuta;

ES5-extract metanolic de Agrimonia eupatoria - turita mare;

E6-extract metanolic de Veronica officinalis - ventrilica,

E7-extract metanolic de Viscum album - vasc;

Tabel 62. Substantele antimicrobiene etalon

Substanta antimicrobiana Concentratia Producator

Cefotaxima 30 pg/ disc Abtek Biologicals LTD (UK)
Gentamicind 10 pg / disc Abtek Biologicals LTD (UK)
Vancomicina 30 pg/ disc HiMedia Laboratoires (India)
Ciprofloxacina 5 pg/disc HiMedia Laboratoires (India)
Kanamicina 30 pg/ disc HiMedia Laboratoires (India)
Cefuroxim 30 pg / disc Abtek Biologicals LTD (UK)
Norfloxacina 10 pg / disc Abtek Biologicals LTD (UK)
Acid nalidixic 30 pg/ disc HiMedia Laboratoires (India)
Ampicilind / sulbactam 10/10 pg/ disc HiMedia Laboratoires (India)
Piperacilind/tazobactam 100/ 10 pg/disc | HiMedia Laboratoires (India)
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Principiul metodei turbidimetrice McFarland de determinare a numarului de
celule microbiene dintr-un mL inocul:

Tabel 63. Metoda McFarland

McFarland Standard No. 0.5 1 2 3 4

1. 0% Barium chloride (ml) 0.05 | 0.1 0.2 0.3 0.4
1. 0% Sulphuric acid (ml) 995 | 99 9.8 9.7 9.6
Approx. cell density (1X108ml) | 1.5 3.0 6.0 9.0 | 12.0
% Transmittance* (600 nm) 743 | 55.6 | 35.6 | 264 | 21.5
Absorbance* (600 nm) 0.132 ] 0.257 | 0.451 | 0.582 | 0.669

Microorganismele testate: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus
vulgaris ATCC 49132, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 si Escherichia coli
ATCC 25922 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.

Activitatea antibacteriana a fost estimata prin metoda Kirby-Bauer [180].

Pe scurt, inoculi de celule bacteriene au fost suspendati in ser fiziologic steril
panad cand densitatea suspensiei testate a egalat turbiditatea standardului, echivalent
unei concentratii de 1.5%108/mL (McFarland Standard, BioMérieux, Marcy 1'Etoile,
France). Cutii Petri (d=9cm) cu agar Miiller-Hinton (pH=7.3) pentru speciile
bacteriene au fost inoculate cu 1 mL de suspensie microbiana.

Suspensia a fost rdspandita pe intreaga suprafatd cu ajutorul unei seringi sterile
de 1 mL.

Dupa 5 minute excesul de fluid a fost indepartat cu ajutorul unei pipete sterile.

Apoi suprafata mediului din cutiile Petri a fost ldsatd sd se usuce la
temperatura camerei, timp de maxim 20 de minute.

Discurile de hartie de filtru sterile, impregnate cu 10 pL mixturd nediluata 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.

Cefoxitina, gentamicina, vancomicina, ciprofloxacina, kanamicina, ampicilina
+ sulbactam, piperacilind + tazobactam, cefuroxim, norfloxacina si acid nalidixic au
fost utilizate ca substante de referintd antibacteriene. Cutiile Petri inoculate au fost
incubate timp de 24 de ore la 37°C.

Zonele de inhibitie au fost exprimate ca diametrul (mm) zonelor libere din
jurul discurilor. Rezultatele au fost exprimate ca media a trei analize independente si
sunt prezentate in tabelul 64.
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Rezultate obtinute

Tabel 64. Zonele de inhibitie

Zonele de inhibitie (mm)
Microorganisme | Staphylococcus | Proteus Escherichia | Pseudomonas
de referinta aureus vulgaris coli aeruginosa
Extract 1 16 - 15 6
Extract 2 12 - 11 -
Extract 3 7 - 6 6
Extract 4 11 - 12 6
Extract 5 7 - 6 -
Extract 6 6 10 7 -
Extract 7 6 - 10 6
Cefoxitina 22 ND ND ND
Gentamicina 21 ND ND ND
Vancomicina 18 ND ND ND
Ciprofloxacina ND 20 ND ND
Kanamicina ND 7 ND ND
Amicacina ND ND ND 16
Cefuroxim ND ND 22 ND
Norfloxacina ND ND - ND
Acid nalidixic ND ND 6 ND
Ampicilina  + ND ND ND -
sulbactam
Piperacilina  + ND ND ND 11
tazobactam

ND — nedeterminat
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Figura 46. Antibiograme: a) Staphylococus aureus ; b) Proteus vulgaris; c)
Escherichia coli; d) Pseudomonas aeruginosa

Cele mai largi zone de inhibitie au fost in cazul extractelor de Alchemilla
vulgaris, Allium ursinum si Solidago virga aurea pentru Staphylococcus aureus si
Pseudomonas aeruginosa.

Zone de inhibitie mai mici au fost Inregistrate pentru extractele studiate in
cazul testarii contra Proteus vulgaris.

Rezultatele sugereaza ca activitatea antibacteriand exprimatd impotriva
microorganismelor bacteriene Gram-pozitive patogene este apropiatd de cea a
substantelor antibacteriene de referintd pentru Staphylococcus aureus, $i mai putin
semnificativa pentru Proteus vulgaris.

Activitatea antibacteriand 1mpotriva Escherichia coli, o bacterie Gram-
negativa, a fost de asemenea comparabild cu activitatea antibacteriana exercitatd de
substantele de referintd; insd mai putin semnificativa pentru Pseudomonas
aeruginosa. Rezultatele obtinute au constiuit obiectul unei lucrari stiintifice [181].

I1.7. Aplicatii ale extractelor vegetale cercetate

I1.7.1. Influenta extractului de Solidago virga aurea $i a mixturi antioxidante
asupra stabilititii termice a uleiului de masline extra virgin prin analiza termica
diferentiala (TG/DG/DTA)

Aspecte generale:

Uleiurile si grasimile se gasesc In naturd in tesutul plantelor, concentrandu-se
in seminte, pulpa sau in sambure, tuberculi si germeni.

Maslinul (Olea europaea) este un arbore inalt de 10-20 m, face parte din
familia oleaceelor, intens cultivat in regiunile mediteraneene in partea de sud a Rusiei,
in Crimeea si 1n alte zone cu clima caldd. Arborele preferd solurile calcaroase si
calduroase neavand rezistenta la frig.

Fructul — méslina este o drupa carnoasa, de culoare verde-oliv pana la negru, in
functie de sortiment.
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Maslinele sunt fructe cu continut ridicat de lipide (20-35%), proteine si
glucide. Compozitia chimicad a maslinelor este prezentata in tabelul 65.

Tabel 65. Compozitia chimicd a maslinelor [182]

Pulpa Miez Coaja
Substante [%Ij %] [%i
Apa 22-28 6-7 4-5
Lipide 40-60 15-16 5-8
Substante proteice 6-7 13-15 14-16
Celuloza 9-10 64-66 70-72
Cenusa 2-3 2-3 4-5

Uleiul de masline provine doar de la maslinele verzi. Aroma, culoarea si
consistenta variaza, ca si in cazul vinurilor fine, datorita diferitelor soiuri de masline,
locatiilor si climei.

Uleiul se obtine prin procesare, urmatd de extractie §i contine cantitati mari de
acid oleic si linoleic.

Compozitia in acizi grasi si trigliceride din uleiul de maésline este redata in
tabelul 66.

Tabel 66. Compozitia in acizi grasi si trigliceride din uleiul de masline extra
virgin [182, 183]

Compusi Simbolizareg Masa
acizilor grasi [%]
Acid palmitic C 16:0 3.40
Acid stearic C 18:0 0.30
Acid oleic C 18:1 14.50
Acid linoleic C 18:2 3.60
Acid linolenic C 183 urme
Gliceril tristearat C 18:0 0.5-5
Gliceril trioleat C 18:1 55-83
Gliceril trilinoleat C18:2 3.5-21
Gliceril trilinolenat C 183 0.0-0.9

Uleiul de masline extra virgin provine din prima presare a maslinelor. Are o
aciditate nu mai mare de 0,8% si este considerat a avea un gust superior.

Uleiurile vegetale comestibile sunt foarte apreciate din punct de vedere culinar
ca urmare a rolului pe care acestea le au in alimentatie.

Impreuna cu proteinele si carbohidratii, uleiurile vegetale formeaza substante
alimentare fundamentale care au un rol foarte important in asigurarea surselor de
energie din dieta alimentara| 184].

Uleiurile vegetale se degradeazd cand sunt procesate neadecvat, iar reactia
principala de degradare este oxidarea.

Oxidarea uleiurilor are loc printr-un mecanism de radical liber, caracterizat
initial prin emiterea unui miros dulceag si neplacut, care progresiv devine mai
intepator, pand atinge mirosul caracteristic de ranced, avand loc descompunerea
hidroperoxizilor si peroxizilor in acizi cu molecule mici si aldehide [183].
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Pentru a dezvolta in cercetarile ulterioare un model cinetic a proceselor de
~imbdtranire” care afecteaza uleiul de masline extra virgin, initial a fost studiata
influenta adaosului de extract de Solidago virga aurea folosind volume diferite de
extract vegetal.

Mai mult in aceastd lucrare a fost studiatd stabilitatea termica a uleiului de
masline extra virgin cu adaos de butilhidroxitoluen (BHT) si mixtura antioxidantd.

In mod curent metodele termoanalitice cum ar fi calorimetria diferentiala de
scanare (DSC) si termogravimetria/ termogravimetria derivativa (TG/DTG) primesc o
atentie considerabila.

Curbele TG/DTG pot fi folosite pentru a estima calitatea uleiurilor comestibile
prin determinarea parametrilor cinetici [184] si perioada de inductie oxidativa.

Pe de altd parte, intrucat descompunerea termicd oxidativd 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 necesitd cantititi mai mici de substante, iar rezultatele
sunt obtinute mai rapid [185].

Parte experimentala:

Material vegetal: Alchemilla vulgaris — cretisoara, Allium ursinum — leurda,
Acorus calamus — obligeand, Solidago virga aurea — splinuta, Agrimonia eupatoria —
turita mare, Viscum album — vasc si Veronica officinalis — ventrilica - sursa Fares S.A.
Oragstie, Tricolorul S.A. Cluj-Napoca si S.C. STEF-MAR S.R.L.-Valcea.

Obtinerea extractelor:

Materialul vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei statice
(macerare) cu alcool etilic 96% timp de 10 zile la temperatura camerei, pastrat la
intuneric, in raport molar material vegetal : alcool 1:10 [130].

Metoda de extractie aplicatd a fost unitard, parametrii operationali respectiv
gradul de maruntire al plantei, solventul utilizat, raportul plantd/solvent, temperatura
de extractie si tipul de extractie au fost identici, singura diferenta fiind determinata de
materialul vegetal. Ulterior maceratele obtinute din cele sapte plante cercetate au fost
supuse unei operatii de distilare la presiune normalad in scopul elimindrii alcoolului
etilic. Mixtura a fost obtinutd prin amestecarea a sapte volume egale de extract
vegetal.

Materiale si reactivi: gliceril tristearat (Sigma Aldrich); butilhidroxitoluen (BHT)—
grad de puritate 99% (Sigma Aldrich); alcool etilic 96% (Merck).

Uleiul de masline extravirgin a fost achizitionat de la fabricanti de ulei de
masline, fiind ambalat in recipiente de sticla sigilate.

Mod de lucru:

Probele supuse analizei termice au fost obtinute prin adaosul de extracte
vegetale peste uleiul de masline extra virgin si omogenizarea acestora in baia cu
ultrasunete timp de cinci minute.

In toate analizele termice efectuate au fost utilizate intre 13,5-35,5mg
probad, iar intervalul de temperatura de la 36-800°C.

Curbele ne-izoterme TG/DTG au fost obtinute cu ajutorul aparatului Netzsch
STA 409 PC, in aer (30mL/min), folosind creuzete de alumina si o viteza de incalzire
de 5°C/min.

Programul utilizat pentru interpretarea rezultatelor a fost Netzch Proteus—
Thermal Analysis.
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Figura 47. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de masline extra virgin
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Figura 48. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de mésline extra virgin cu adaos de

extract de Solidago virga aurea 0,5 mL /0,5 kg grasime

150

created with

ey ~PDF .
nitro™" professional
download the free trial online at nitropdf,gvl/er?Tnna\



O g r)

T3 g L
ngss by
0
i} ﬂ
o
- TR TG 3
2ok BT A0 T aw i i
3 ;’ it CFzoige - 1224 g e
Faale 2003 °C, 02 g nin e ot
L i
4
.5 TR . -4:
9 k-3
20 e
2 NTé =l
Foth 377300 N & r'|g."||i||/
25 O w478 7 C = i
235 Charzz 543 g . i
-30 I
gkl ACEED 12z It o i
1 "" }hn ?,I.]D Ar'un SI.]D f-fllfl ?ff
lan 2z atare
Figura 49. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de masline extra virgin cu adaos de
extract de Solidago virga aurea 1 mL/0,5 kg grasime
DTG & %ming
T MTA 4 fénr )
100 L fus
an
k05
POz
20 i
Peal: 8570, 054 v r 10
L gk 277 1°C,0E i :
4, 15
fill e
I Proak [433.0°7-1.34 %inin o
ek TET B acs Dghae <3638 % 1
i -20
; 27
0 25
R
Al cdass Zaange 1100 %
I LD
Fealk 424.2°C 225 %hrin ki
il

(0 2% f0 oo
Terrc2atne 1.

100 00 2

Figura 50. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de mésline extra virgin cu adaos de

extract de Solidago virga aurea 3 mL/0,5 kg grasime.

151

created with

nitro™" professional

download the free trial online at nitropdf,gvl/er?Tnna\



%

w
n

30

[
)

)

o

Seak 127 °E, 0205

DT 7%ar 1)
CTA fusirg)

b

[l CF 20

b o Clidige, 3 241 %

F-lE

5 Do, 354 ¢

eake 400 5000

L a2 ; Feak 2227 °C 255 %iin
Zaah 23T, 078 %0
~

-

100

152 2 e &% e a0 450 500
Terizaatea =7

n

)
o

Figura 51. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de masline extra virgin cu adaos de

I

o

B}

A0

)]

extract de Solidago virga aurea 5 mL/0,5 kg grasime.

CTC ST

OITA AL i

Oraot 240 2°C - 3L

I 1 s 1051
[
Wi Oz 20 B39 2 lun
Paak 216 " <003 3 win
10 1-g
15 1o
iy 20 |18
I eyl
ass Canges -12.69 %

g feia

Feak 230 7°C -Z80 % n It:

— |

152 200 a, a7 =i il T
Ter et 7

Figura 52. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de masline extra virgin cu adaos de

Butilhidroxitoluen (BHT) 0,59g/0,5 kg grasime

n
152 .

created with

ey ~PDF .
nitro™" professional
download the free trial online at nitropdf,gvl/er?Tnna\



12103 250 ny

T % LTa g
i DT BRI unzieange 2iU% R
= Lot
£l i
b} o Lo
Ferd & <0 04290~ n
ki
Fl in
. Pazhs 5077 °C, 1.3 imi-
el
EN] 15
EAl i
it fdass “hange - 25T

» Peal: 33522 1 30 Xemi- a0
z1] [

Paaks AU e .

2 203 0 20 £l £ 71

M Eue

Lo

=0

Figura 53. Curbele TG/DTG/DTA pentru uleiul de masline extra virgin cu adaos de

mixturd antioxidantd 3 mL/0,5 kg grasime
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Figura 54. Curbele TG/DTG/DTA pentru trigliceril stearat

Comportamentul termic:

.;:(I W

in

Comportamentul termic al uleiului de masline extra-virgin comercial este

prezent in figura 47.

Profilul curbelor TG/DTG pune in evidenta trei etape de descompunere pentru

uleiul de masline extra virgin.

Inceputul degradirii oxidative este caracterizat de actiunea oxigenului singlet

(021) asupra acizilor grasi mononesaturati cu formare de peroxizi.
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Aceasta comportare este in general identificabila prin cresterea masei initiale a
probelor. In cazul uleiului de masline extra virgin, aceasta a fost de aproximativ 2,5%.

In legiturd cu etapele de descompunere termici, prima etapa (180-370°C)
corespunde conform curbelor DTG la doud procese suprapuse ale pierderii de masa si
a fost atribuitd descompunerii trigliceridelor saturate si nesaturate.

Aceastd etapd, in cazul uleiului de masline extra virgin a inceput la Tigiiere
(Tonset) = 233,7°C cu varful picului DTG la 261,9°C, temperaturi ce corespund
primului proces; iar Tijere = 317,3°C cu varful picului DTG la 322,7°C ce
corespunde celui de al doilea proces.

La aproximativ 370°C probabil cd are loc o combustie rapidd a componentelor
volatile, urmata de o oxidare a reziduurilor carbonoase [186].

In timpul incalzirii trigliceridelor, care reprezinti de la 96% la 98% din uleiul
de masline extra virgin, se descompun cu formarea unor compusi de tipul dimerilor,
trimerilor si a unor molecule cu masa moleculara mica relativ volatile in conditiile de
lucru si astfel prin indepartarea lor apar pierderile de masa.

- Prima etapa este cea mai importantd pentru stabilitatea termica a uleiului de
masline extra virgin deoarece este etapa in care Incepe descompunerea acizilor grasi
nesaturati.

- A doua etapd de descompunere a uleiului de masline extra virgin are loc la
Tinitiere = 398,1°C si cu varf la 406,7°C. Conform datelor din literaturd [187,188]
aceasta etapa ar corespunde descompunerii acizilor grasi mononesaturati cum ar fi
acidul oleic.

In timpul acestei reactii, legaturile duble sunt rupte ducand la formarea unor
hidroperoxizi in pozitiile 8, 9, 10 si 11, care sunt in mod constant indepartati de catre
vaporii generati in timpul Incalzirii.

- A treia etapa de descompunere termicd are loc 1a Tipigiere = 471,0°C si un varf
la 496,1°C si corespunde descompunerii termice a acizilor grasi saturati, cum ar fi
acidul palmitic.

Din pacate, in literatura sunt prezente diferite ipoteze cu privire la etapa a doua
si a treia etapd de descompunere termicd, dar intr-o anumitd masura si pentru prima
etapa de descompunere care include degradarea oxidativa a trigliceridelor saturate si
nesaturate, fenomen care are loc in intervalul 180 si 370°C.

In acest scop am efectuat analiza termica a gliceril tristearatului (C18:0).

Curbele TG/DTG a gliceril tristearatului (C18:0) redate in figura 54 aratd o
singura etapa de descompunere la Tipigiere = 314,3°C si1 un varf la 332,8°C in intervalul
de temperaturd 180 si 370°C; cea de a doua etapd are loc la Tipigiere = 382,3°C s1 un varf
de 398,6°C; cea de a treia etapd de descompunere la Tigisiere = 461,2°C s1 un varf la
471,5°C.

Se poate observa ca ultimele doud etape de descompunere sunt similare cu cele
ale uleiului de masline.

In cazul gliceril tristearatului a fost inregistrat doar un pic in intervalul de 180
si 370°C, ceea ce confirma ca in acest interval are loc descompunerea trigliceridelor
saturate.

Ca urmare a rezultatelor obtinute prin analiza cinetici de Vecchio [183],
primul pic care apare la temperaturi joase §i prezintd energii de activare mici este
probabil datorat descompunerii legaturii saturate din trigliceride si corespunde primei
etape de descompunere, iar degradarea gliceril trilinoleatului (C18:2) si gliceril
trilinolenatului (C18:3) corespund celei de a doua etape de degradare a uleiului de
masline extra virgin.
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Prima etapad de descompunere este cea mai importantd pentru stabilitatea
termica a grasimilor de naturd vegetald sau animala.

Pe baza temperaturii de incepere a descompunerii termice se poate compara
stabilitatea uleiului de masline extra virgin precum si eficienta eventualelor adaosuri
de antioxidanti naturali sau sintetici.

Curbele DTA corespunzatoare uleiului, cu si fara adaos de extract de Solidago
virga aurea, mixtura antioxidantd, butilhidroxitoluen (BHT), din figurile 48-53
evidentiaza cate trei etape endoterme .

In tabelul 67 este prezentat comportamentul termic al uleiului de
masline extra virgin

Tabel 67 Comportamentul termic al uleiului de mésline extra virgin la analiza
termica diferentiala.

Proba Etape de descompunere a uleiului de masline extra virgin
cercetata Etapa I Etapa II Etapa III
Tinigicrc Pierdere Tinigicrc Pierdere Tini;icrc Pierdere
(Tonsct) de masd (Tonsct) de masd (Tonsct) de masd
[C] (%] [C] [%0] [C] [%]

Ulei de masline extra virgin | 2337 | 65,63 398,1 | 11,39 471 21,41

Ulei de masline extra virgin | 259,5 | 44,11 | 391,4 | 27,97 | 4751 | 16,64

cu adaos de extract de
Solidago virga aurea 0,5 mL
/0,5 kg grasime

Ulei de masline extra virgin| 266,5 | 37,24 | 389,4 | 32 476,7 | 14,23

cu adaos de extract de
Solidago virga aurea 1 mL
/0,5 kg grasime

Ulei de masline extra virgin | 2853 | 28,18 386,1 | 36,39 468,5 | 11,03

cu adaos de extract de
Solidago virga aurea 3 mL
/0,5 kg grasime

Ulei de masline extra virgin | 254.6 | 47,57 392,77 | 2241 484,8 | 13,57

cu adaos de  mixtura
antioxidanta 3 mL /0,5 kg
grasime

Ulei de masline extra virgin| 240,2 | 67,21 402 12,35 4799 | 18,69
cu adaos de butilhidroxitoluen
(BHT) 0,59g/0,5 kg grasime

Prima etapa de descompunere termicad are temperaturile deplasate spre valori
mai mari in cazul uleiului de masline cu adaos de extract de Solidago virga aurea,
mixturd antioxidanta sau butilhidroxitoluen (BHT).

In cazul extractului de Solidago virga aurea, rezultatele obtinute au fost
reproductibile in cazul utilizérii unui anumit volum de extract.

Adaosul a 5SmL extract de Solidago virga aurea/0,5kg ulei de masline extra
virgin a deplasat pentru prima etapa varful de la 261,9°C la 256,3°C, dupd cum se
poate observa in figura 51.

Adaosul a 3mL de extract de Solidago virga aurea/0,5kg ulei de masline extra
virgin a deplasat Tiyisere pentru prima etapa de la 233,7°C la 285,3°C, dupd cum se
poate observa in figura 50.

Adaosul a ImL extract de Solidago virga aurea/0,5kg ulei de masline extra
virgin a deplasat semnificativ Tipisere pentru prima etapa de la 233,7°C la 266,5°C,

dupa cum se poate observa in figura 49.
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Adaosul a 0,5mL de extract de Solidago virga aurea/0,5kg ulei de masline
extra virgin a deplasat Tigisiere pentru prima etapd de la 233,7°C la 259,5°C, dupa cum
se poate observa 1n figura 48.

Rezultatele obtinute in cazul extractului de Solidago virga aurea aratda ca
utilizarea unui volum de 3mL/0,5 kg ulei de masline extra virgin asigura stabilitatea
termica cea mai buna pentru grasimea studiata.

Cu cat cantitatea de extract a scazut, Tinigere @ fost deplasatd la valori mai mici,
iar la adaosul unui volum mai mare de 3mL de extract de Solidago virga aurea ,
descompunerea uleiului de masline extra-virgin decurge la temperaturi mai joase decat
Tinitiere = 233,7°C pentru prima etapa de descompunere.

Adaosul a 0,59g butilhidroxitoluen/0,5 kg ulei de masline extra virgin a
deplasat Tiyisiere pentru prima etapa de la 233,7°C la 240,2°C, dupd cum se poate
observa in figura 52.

Adaosul a 3mL mixturd antioxidantd/0,5 kg grasime a deplasat Tiyisere pentru
prima etapa de la 233, 7°C la 254, 6°C, dupa cum se poate observa in figura 53.

Butilhidroxitoluenul(BHT) desi este in cantitate mai mare asigurd o
stabilitate termica uleiului de masline mai micd decit mixtura antioxidanta
cercetatd. Din rezultatele obtinute rezultd ca efectul de stabilitate termica
asigurat de extractul de Solidago virga aurea adaugat confera o stabilitate
termicd uleiului de masline extra virgin de cel putin 50 C pentru prima etapa de
descompunere, dupa care odata formati compusi de scindare a legaturi C-C sau
C-0, toate probele se comporta identic.

Prin aceastd metoda s-a gasit ca extractul de Solidago virga aurea si mixtura
antioxidantd naturala propuse in acest studiu determina o imbunatatire semnificativa a
stabilitatii la tratament termic al uleiului de masline extra virgin, fiind mai eficiente
decat butilhidroxitoluenul (BHT) cand cantitatile sunt aproximativ egale.

O parte din rezultatele obtinute constituie obiectul unei lucrari stiintifice [189].

(llL
156

created with

0
nitro
download the free trial online at nitropdf. gvl/er?Tbna\

PDF

professional



CONCLUZII

Literatura de specialitate nu oferd o gama prea variatd de informatii cu privire
la compozitia chimica extrem de complexa a extractelor de plante din speciile
Alchemilla vulgaris, Allium wursinum, Acorus calamus, Solidago virga aurea,
Agrimonia eupatoria, Veronica officinalis, Viscum album, cu toate ca proprietatile lor
terapeutice sunt bine cunoscute.

De aceea, un studiu mai detaliat asupra compozitiei chimice a plantelor din
genul Angiospermatophyta si Spermatophyta bogate in compusi fenolici si a
potentialului antioxidant al acestora devine necesar.

Stadiul actual al cunoasterii In domeniu prezentat in prima parte s-a referit la
compusii naturali cu potential antioxidant capabili sd prevind oxidarea nedoritd a
produselor alimentare cu continut ridicat in acizi grasi polinesaturati, mononesaturati
(acidul oleic) si saturati (acid palmitic, acid stearic).

Pe baza celor prezentate in prima parte a tezei cu privire la necesitatea
antioxidantilor naturali atat in industria alimentara cat si in industria farmaceutica si
cosmeticd, in tezd am realizat un studiu detaliat al principiilor active din extractele
vegetale de Alchemilla vulgaris (cretisoard), Allium ursinum (leurdd), Acorus calamus
(obligeana), Solidago virga aurea (splinutd), Agrimonia eupatoria (turita mare),
Veronica officinalis (ventrilicd), Viscum album(vasc).

Rezultatele finale sunt urmatoarele :

1. s-au obtinut extracte apoase, hidroalcoolice si diclormetanice prin mai multe
metode de extractie, extractie staticd cu solutii etanolice respectiv metanolice
de concentratie 80% si 96 % realizata la timpi si temperaturi diferite, extractie
dinamica, extractie Soxhlet, extractie la ultrasunete cu etanol 96% si 60% si
macerare cu apa respectiv alcool etilic.Prin extractie statica timp de 120 ore, la
temperatura de 4°C, continutul de compusi antioxidanti, in special flavonoide a
fost mult mai ridicat;

2. principiile active din materiile prime vegetale din clasa Monocotiledonate si
Dicotiledonate au fost puse in evidentd prin mai multe metode,
cromatografice,cromatografia pe hartie, cromatografia in strat subtire,
cromatografia de lichide de inaltd performantd, respectiv spectroscopice,
spectroscopia UV-VIS, spectrometria de masa;

3. acidul ascorbic a fost determinat calitativ prin reactii de culoare, iar cantitativ
prin doud metode, metoda 2,6-diclorfenol indofenol i metoda
electrochimica.Rezultatele obtinute prin cele doud metode sunt in
concordanta;

4. continutul de antocianidine totale si compusi polifenolici totali au fost
determinate cantitativ prin doud metode, metoda spectrofotometrica respectiv
prin metoda Folin Ciocalteu;

5. continutul total de flavonoide a fost determinat prin metoda

spectrofotometrica.Extractul vegetal de Solidago virga aurea a avut
continutul cel mai ridicat de flavonoide (3.012~10'2 mol/L) ;
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flavonoidele (quercetind, miricetind, kamferol, rutind) au fost determinate
cantitativ prin cromatografie de lichide de inaltd performantd.Metoda de
analiza utilizata a fost precisd si selectiva pentru identificare si cuantificarea
quercetinei, miricetinei, rutinei si kamferolului prezente in materialul vegetal;

determinarea cantitativd a taninurilor si acidului galic a fost realizatd prin
doud metode, prin titrare la rece cu solutie de KMnO4 0.01N, in prezenta
indigoului carmin folosit ca indicator de oxido-reducere respectiv prin
cromatografie de lichide de inaltd performanta.Continutul in taninuri a fost
mai ridicat in extractele hidroalcoolice de Alchemilla vulgaris, Agrimonia
eupatoria, Solidago virga-aurea.Extractul de Allium ursinum a avut cel mai
mare continut de acid galic;

s-a analizat extractul de Alchemilla vulgaris prin spectrometrie de masa,
picurile moleculare din spectrul caracteristic extractului vegetal au fost
comparate cu picurile moleculare a unor solutii de standarde, flavonoide de
tipul quercetind, miricetind, kamferol, rutind, catechind; compusi fenolici de
tipul pirogalol, acid galic(C=0.15 mg/mL).Standardele au fost identificate in
extractul metanolic cercetat, avand aceleasi picuri moleculare;

s-a determinat activitatea antioxidantd a tuturor extractelor vegetale obtinute
prin trei metode, metoda spectrofotometrica cu 1,l-difenil,2-picrilhidrazil
(DPPH), metoda permaganometricd si metoda chemiluminometrica cu
luminol.Prin metoda ce utilizeaza radicalii liberi de tip DPPH s-au inregistrat
valori mai mari ale procentului de inhibitie decat valorile determinate prin
metoda chemiluminometrica ce utilizeazd luminol.Rezultatele obtinute prin
aplicarea celor trei metode, aratd ca extractele vegetale analizate sunt buni
inhibitori de radicali liberi de tip 1,1-difenil,2-picrilhidrazil;

10. prin analiza activitétii antimicrobiene a celor sapte extracte vegetale s-a stabilit

11.

ca cele mai largi zone de inhibitie au fost in cazul extractelor de Alchemilla
vulgaris, Allium ursinum si Solidago virga-aurea, pentru Staphylococcus
aureus si Pseudomonas aeruginoasa.Zone de inhibitie mai mici au fost
inregistrate pentru extractele studiate Tn cazul testarii fata de Proteus
vulgaris.Activitatea antibacteriana impotriva Escherichia coli, o bacterie
gram-negativa, a fost de asemenea comparabila cu activitatea antibacteriana
exercitatd de substantele de referintd; insd mai putin semnificativa in cazul
Pseudomonas aeruginoasa,

s-a determinat influenta activitatii antioxidante a extractului de Solidago virga
aurea §1 a mixturi obtinute asupra stabilitdtii termice a uleiului de masline
extra virgin prin analiza termica diferentiala (TG/DG/DTA).S-a demonstrat ca
principiile active extrase din partea aeriand de Solidago virga aurea au
activitate antioxidantd adaugate ca atare in uleiul de masline extra virgin,
activitate mai mare decat cea a t-butil-hidroxitoluenului (BHT) daca cantitatile
utilizate sunt egale.
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Rezultatele cercetdrilor experimentale care au stat la baza elaborarii acestei teze au
constiuit obiectul urmatoarelor lucrari:

1 lucrare ISI publicatd in Food Science and Technology Research, Japonia,
15(1), 95-98 (2009).

1 lucrare ISI publicatd in Revista de chimie ,60(11), 1129-1134 (2009).

1 lucrare ISI publicatd in Oxidations Communications, Bulgaria, 32(4), 924-
929 (2009).

1 lucrare ISI acceptata in Central European Journal of Chemistry (Spinger
Verlag), Germania, 2009.
6 lucrari publicate in Analele Universitatii din Craiova, X(XLVI)/2005;
XI(XLVII/2007; XII(XLIX)/2008; XIV(XLX)/2009, ISSN 1435-1275
2 lucrari publicate in Research People and Actual Tasks on Multidisciplinary
Sciences, Lozenec, Bulgaria, 2009 , ISSN 1313-7735

1 lucrare publicata in Biotechnologies—Present and Perspectives, Simpozion
International, Suceava , 2007, ISSN 1842-4597

1 lucrare publicata in Scientific and Technical Bulletin, Arad,Year XIII,
vol.12, 2007, ISSN 1582-1021

1 lucrare publicata in Analele Universitatii din Oradea, vol.VIII, 2009, ISSN
1583-4301
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Anexe

Aparatura utilizatd in determinarile experimentale:

1.

Determinarea acidului ascorbic prin metoda electrochimica a fost realizatd cu

un potentiostat Voltalab 40 (PGZ 301) (Radiometer Analytical, Franta)

controlat de un software electrochimic Voltamaster 4 (Versiunea 7.08).

Determinarea continutului total de flavonoide s-a efectuat cu spectrofotometru

Uvikon 930.

Determinarea continutului total de taninuri, antocianidine s-a realizat cu

ajutorul unui spectrofotometru UV-VIZ Pharmacia LKB Ultrospec III

(Germania).

Pentru cromatografia de lichide de 1naltad performanta (HPLC), cromatograful

utilizat a fost de tipul HPLC Varian Pro Star model 240, compus dintr-o

pompa ternard, injector automat, termostat fixat la temperatura camerei si

detector UV-VIZ Varian Model 345.

Determinarea compusilor polifenolici s-a efectuat cu:

e Balanta analitica Kern;

e Baie de ultrasonare TPC-25;

e Spectrofotometru multidetectie Biotek, domeniul de masurare UV-VIZ
190-800 nm.

Spectrele de masa caracteristice extractelor vegetale studiate au fost realizate

cu Spectrometru de masa cu Capacitate Ionica si Sursda ETD, tip HCT ultra,

prevazut cu surse de ioni ESI micro, nano si infuzie seringa-pompa si interfata

cu calculator care permite prelucrarea datelor prin utilizarea programelor

Esquire Control, Data Analisis si HY Star versiunea 2005.

Analiza termicd a uleiului de masline extra virgin s-a efectuat cu ajutorul

Aparatului Netzsch STA 409 PC.

Reactivi:

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT), minim 99%, Sigma
alcool metilic, 99,9 %, Merck

alcool etilic, minim 96%, Merck

diclormetan, Merck

sulfat de sodiu anhidru, Merck

acid clorhidric, minim 80%, Merck

reactiv Bertrand, p. a.

cloroform, minim 93%, Chimopar

acid sulfuric, minim 96%, Merck

reactiv Tollens, reactiv Fehling I, reactiv Fehling I, p. a.,
hidroxid de aluminiu, Sigma

quercetind, minim 98,5%, Roth

miricetind, minim 98%, Roth

rutind, minim 97%, Roth

kamferol, minim 99,9%, Roth
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acid ascorbic, minim 98,5%, Roth

acid galic, cianidina, delfinidind, minim 99%, Roth
pirogalol, minim 98%, Roth

DPPH, Merck
5-amino-2,3-dihidronaftalazin-1,4-diona, Merck
catechina, minim 98,5 %, Roth

cianidind, minim 98,5 %, Roth

delfinidina, minim 99 %, Roth

eter de petrol, p.a., Roth

170

@&

created with

ey ~PDF .
nitro™" professional
download the free trial online at nitropdngrF?T&nna\



Anexa 1. Spectrele UV pentru standardele studiate.
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Anexa 2. Dreptele de calibrare pentru cele cinci standarde studiate.

Figura 2.1.Dreapta de calibrare pentru quercetind

Figura 2.2.Dreapta de calibrare pentru rutina
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Figura 2.3.Dreapta de calibrare pentru kamferol

Figura 2.4.Dreapta de calibrare pentru acid galic
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Figura 2.5.Dreapta de calibrare pentru miricetina
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Anexa 3. Cromatogramele HPLC ce corespund extractelor etanolice, metanolice,
apoase de material vegetal pentru cele cinci standarde studiate.

a) Extracte etanolice 96%.
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Figura 3.1. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Allium ursinum
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Figura 3.3. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Acorus calamus
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Figura 3.4. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Solidago virga
aurea
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Figura 3.5. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Agrimonia
eupatoria
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Figura 3.6. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Viscum album
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Figura 3.7. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Veronica
officinalis

b) Extracte apoase.
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Figura 3.8. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Alchemilla vulgaris
(quercetina)
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Figura 3.9. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Alchemilla vulgaris
(kamferol)
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Figura 3.10. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Allium ursinum
(kamferol)
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Figura 3.11. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Allium ursinum (rutind)

@ ¥ of
¢ etar'databcond = leurdazpos; 1 2.7-200% un # File: ¢ standataioncratdeLrcaapas; 1,2 7-2008
i : z 3 Channe 1= ‘Rezihs
400- : st recale: 3 2008 3:22 P

¥ 25225 Minres

Figura 3.12. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Allium ursinum
(quercetina)
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Figura 3.13. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Acorus calamus
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Figura 3.14. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Solidago virga aurea
(kamferol)
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Figura 3.15. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Solidago virga aurea
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Figura 3.16. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Solidago virga aurea
(quercetina)
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Figura 3.17. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Viscum album (kamferol)
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Figura 3.18. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Viscum album
(quercetina)
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Figura 3.19. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Veronica officinalis
(kamferol)
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Figura 3.20. Cromatograma HPLC pentru extractul apos de Veronica officinalis
(quercetina)
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c) Extracte metanolice 96% si 80%.
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Figura 3.21. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Alchemilla
vulgaris (quercetind)
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Figura 3.22. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% si 80% de
Alchemilla vulgaris (rutind)
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Figura 3.23. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de A/lium ursinum
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Figura 3.24. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Acorus
calamus
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Figura 3.25. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Solidago virga
aurea
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Figura 3.26. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 80% de Solidago virga
aurea
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Figura 3.27. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Agrimonia
eupatoria (quercetind)
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Figura 3.28. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% si 80% de
Agrimonia eupatoria (rutind)
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Figura 3.29. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Viscum album
(kamferol)
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Figura 3.30. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Viscum album
(quercetina)
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Figura 3.31. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Veronica
officinalis (quercetind)
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Figura 3.32. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic 96% de Veronica
officinalis (kamferol)
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d) Extracte etanolice (96% si 60%) obtinute la baia cu ultrasunete.
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Figura 3.33. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Alchemilla
vulgaris (kamferol)
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Figura 3.34. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Alchemilla
vulgaris (quercetind)
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Figura 3.35. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Alchemilla
vulgaris (quercetind)
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Figura 3.36. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Alchemilla
vulgaris (kamferol)
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Figura 3.37. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Allium ursinum
(kamferol)
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Figura 3.38. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Allium ursinum
(quercetina)
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Figura 3.39. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Allium ursinum
(kamferol)
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Figura 3.40. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Allium ursinum
(quercetina)
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Figura 3.41. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Acorus
calamus(quercetind)
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Figura 3.42. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Acorus calamus
(kamferol)
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Figura 3.43. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Acorus calamus
(quercetina)
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Figura 3.44. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Solidago virga
aurea (rutind)
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Figura 3.45. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 96% de Solidago virga
aurea (quercetind)
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Figura 3.46. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Solidago virga
aurea (miricetind)
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Figura 3.47. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Solidago virga
aurea (rutind)
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Figura 3.48. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic 60% de Solidago virga
aurea (quercetind)
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Anexa 4. Spectrele de masa a extractelor vegetale cercetate
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