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Rezumat:

Utilizarea extractelor vegetale ca ingredienti pentru medicamente,
cosmetice si alimente este o problema de actualitate, valorificarea
planteior fiind o preocupare la nivel national si international. In vederea
valorificdrii plantelor in diverse domenii este necesarda cunoasterea
continutului lor in principii active, utilizarea unor metode avantajoase
de extractie, purificarea extractelor si utilizarea lor in diferite domenii
de activitate. Teza prezintd contributii privind obtinerea si
caracterizarea unor extracte vegetale din specii ale genului Ziziphus si
Hydrangea, pe de o parte, iar pe de altd parte, posibilitatea folosirii
acestor extracte in diverse aplicatii in industria alimentarda si
farmaceutica.
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INTRODUCERE

Utilizarea extractelor vegetale ca ingredienti pentru medicamente, cosmetice
si alimente este o temad de interes, valorificarea plantelor fiind o preocupare la nivel
national si international. In vederea valorificirii plantelor in diverse domenii este
necesarda cunoasterea continutului lor in principii active, utilizarea unor metode
avantajoase de extractie, purificarea extractelor si utilizarea lor in diferite domenii
de activitate.

Pornind de la aceste considerente si avand ca baza materialul vegetal
recoltat din flora Gradinii Botanice Macea din partea de vest a tarii, localitatea
Macea, judetul Arad, obiectivul acestei teze este obtinerea unor extracte vegetale,
caracterizarea acestora si valorificarea lor. Materialul vegetal luat in studiu apartine
grupului sistematic al Angiospermelor, si anume speciile Ziziphus jujuba, Ziziphus
lotus, Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera si a fost ales datorita continutului
lor putin studiat de compusi activi din clasa flavonoidelor, unele studii indicand doar
prezenta flavonoidelor in fructele, respectiv frunzele acestor specii.

Varietatile genului Ziziphus (Rhamnaceae), Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus,
desi originare din China, Africa si America de Nord, in tara noastra sunt raspandite
indeosebi in Dobrogea si in unele parcuri botanice din zona centrald si de vest a
tarii. Cunoscute in Romania sub numele de “curmalul chinezesc” sau “madslin
dobrogean”, au fost studiate in tarile de origine din punct de vedere al aplicabilitatii
lor in medicind si farmaceutica, dar foarte putin din punct de vedere al compozitiei
lor in principii active. Desi unele studii indica doar prezenta flavonoidelor in fructele,
respectiv frunzele acestor specii, ne-am propus in lucrarea de fata studiul detaliat al
acestor principii active, precum si posibilitatea utilizarii extractelor vegetale din
aceste specii in diverse aplicatii.

Varietatile genului Hydrangea (Hydrangeaceae), Hydrangea paniculata si
Hydrangea aspera, originare din Asia Centrald si de Est, cunoscute in tara noastra
sub numele de “hortensia” sunt utilizate in medicind si cosmetica datorita
continutului lor de flavonoide in radacind. Ne-am propus studiul de principii active si
din frunzele acestor specii.

Teza cuprinde doua parti principale:

Partea 1, in care sunt prezentate consideratiile teoretice generale cu privire
la flavonoide: structura, nomenclatura, clasificare, proprietdti fizice si chimice,
activitatea antioxidanta si biologicd, metode de extractie si identificare, precum si
aplicatiile lor farmacologice, terapeutice si alimentare.

Partea a II a, in care sunt prezentate contributiile proprii, cuprinde in primul
rand datele generale privind plantele studiate, metodele de extractie si de analiza a
pricipiilor active pentru caracterizarea compusilor chimici prezenti in frunzele si
fructele speciilor studiate.

In cadrul tezei de doctorat obiectivele urmarite au fost:

1. Extractia flavonoidelor din materialul vegetal, prin mai multe metode si
purificarea extractelor pentru obtinerea unor ,extracte standardizate”, in vederea
aplicarii lor in diverse domenii;

2. Determinarea calitativd si cantitativa a continutului de flavonoide,
polifenoli, antocianidine si taninuri;

BUPT



Introducere 9

3. Studiul posibilitdtii de folosire a extractelor ca antioxidanti pentru
uleiurile vegetale;

4. Determinarea activitatii antioxidante prin mai multe metode, pentru a
stabili comparativ activitatea antioxidantd a extractelor si pentru a alege care este
metoda cea mai eficientd;

5. Testarea activitdtii biologic active a extractelor de Hydrangea si Ziziphus
prin determinarea efectului antioxidant la pretratamentul leucocitelor umane cu
flavonoide;

6. Testarea actiunii extractelor asupra organismelor vii (animale de
experientd) si stabilirea efectului lor asupra unor parametrii biochimici, asupra
activitatii unor enzime si urmarirea fenomenelor oxidative in care oxigenul este
utilizat in metabolismul eritrocitar, (cercetdri pe animale in laboratoare de
specialitate, autorizate pentru acest tip de experimente);

7. Incorporarea extractelor in diverse formuldri farmaceutice si testarea
externa din punct de vedere al difuzibilitatii epidermice si al efectului antiinflamator
al acestor extracte;

8. Aplicatii ale unui extract ca adaos in hrana animalelor in vederea
imbunatatirii balantei nutritive in organismul animal.

Studiile intreprinse n cadrul acestei teze au permis identificarea si
determinarea cantitativa a principiilor active, in vederea caracterizarii chimice céit
mai complexe a speciilor Hydrangea paniculata, Hydrangea aspera, Ziziphus jujuba
si Ziziphus lotus si utilizarii extractelor acestora in diverse aplicatii.
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PARTEA I
CONSIDERATII GENERALE

I. FLAVONOIDE

I.1. Flavonoide —-generalitati

in anul 1930 Albert Szent-Gyorgi a izolat din coaja de ldmaéie, o substant3
numitd- citrind, cu rol in permeabilitatea capilarelor; din aceasta cauza flavonoidele
au fost denumite initial “Vitamina P” (pentru permeabilitate), respectiv vitamina C,,
deoarece s-a demonstrat ca ele favorizeaza functia vitaminei C, imbunatatind
absorbtia ei si protejand oxidarea [1].

Flavonoidele sunt un subiect de larg interes si ca urmare a cercetarilor in
domeniu, numadrul acestora este permanent in crestere. Astfel daca in anul 1976
sunt citate in literaturd in jur de 800 flavonoide diferite, incepand din anul 1990,
numarul structurilor flavonoidice raportate a crescut la 4000, iar in prezent se
cunosc aproape 8000 de flavonoide.

Termenul de flavonoide (lat. flavus = galben) a fost utilizat la inceput pentru
flavone, iar mai tarziu aceastda denumire a fost extinsa la diversi polifenoli din
plante, incluzand mai putin intens coloratele flavanone, flavan-3-olii necolorati care
dau compusi colorati Tn rosu si albastru-antocianidinele. Diferentele structurale intre
fiecare grupa rezultd din variatia numarului si pozitiile gruparilor hidroxil ca si
acilarea si/ sau glicozidarea acestor grupari [2].

Datorita unor proprietati fizico-chimice si fiziologice flavonoidele sunt
incluse in clasa polifenolilor vegetali, dar datorita proprietatilor specifice indeosebi
farmacologice alcatuiesc o clasa aparte [3].

Flavonoidele cuprind clase variate de substante naturale dintre care multe
confera florilor culoarea galbend, portocalie, rosie, respectiv albastra florilor si
fructelor in special. Ca pigmenti naturali prezenti in plante, pe langa faptul ca sunt
substante care schimba culoarea si impodobesc plantele pe parcursul vietii lor, ele
constituie si o protectie asupra efectelor nocive produse de agentii oxidanti, cum
sunt razele ultraviolete, poluarea mediului, etc [4].

Flavonoidele sunt prezente in plante, in special in grupul sistematic al
Angiospermelor, si numai cdteva au fost detectate in ciuperci si alge, astfel ca nu
exista reprezentanti ai regnului vegetal care sa nu contind constituenti din clasa
flavonoidelor [5]. Toate organele plantei, mai ales cele tinere si in special
epidermele, frunzele tinere, mugurii, bobocii sau florile abia deschise sunt bogate in
flavonoide. Formele heterozidice (hidrosolubile) se acumuleaza in vacuole si se
concentreaza in epiderma frunzelor, iar in cazul florilor sunt depozitate in celulele
epidermice, in timp ce agliconii sunt repartizati in cuticula frunzelor si in lemn [6].
Si in regnul animal sunt prezente flavonoidele, dar se considerd ca ele provin din
regnul vegetal, fiind aduse prin alimentatie.

Rezultatele a numeroase cercetari realizate pe materiale vegetale ce contin
flavonoide arata cd acestea se pot utiliza nu numai ca si un nou medicament, dar si
ca extract preparat pentru utilizare in alimentatie (necesarul zilnic de flavonoide din
alimente, in special fructe si legume fiind de 1-2 g) si in industria cosmetica [3].

BUPT



1.2. Chimia flavonoidelor 11

Flavonoidele sunt componenti functionali majoritari ai multor preparate
vegetale sau animale cu utilizdri medicale. De asemenea flavonoidele se utilizeaza
in tratamentul a numeroase boli, inhibarea unor enzime specifice, stimularea unor
hormoni si neurotransmitatori si reducerea activitatii radicalilor liberi.

Datorita faptului ca flavonoidele contin in structura chimicda un numar
variabil de grupari fenolice si datorita proprietatilor excelente de a forma chelati cu
fierul si alte metale tranzitionale, acestea prezintd o mare capacitate antioxidanta.
Pentru organismul uman activitatea antioxidanta este evidentiata datorita faptului ca
acestea protejeaza celulele organismului de radicalii liberi ce se formeaza ca urmare
a numeroase procese ce utilizeaza oxigenul ca sursd de energie si astfel joacd un
rol esential in protectia fenomenelor de degradare oxidativa.

Proprietatile lor antiradicalice se datoreaza radicalilor hidroxil si superoxid,
grupari reactive care sunt implicate in initierea proceselor de peroxidare lipidica,
capacitatii lor de a modifica sinteza eicosanoidelor, de a prevenii agregarea
plachetara (efect antimicrobian) si de a proteja lipoproteinele de baza de oxidare.
Desi unele studii indica cd unele flavonoide poseda actiune prooxidativa, aceasta se
produce numai la doze mari, constatandu-se in majoritatea investigatiilor existenta
efectelor antiinflamatoare, antivirale si antialergice, precum si rolul protector in
diverse patologii [4].

Metabolizarea flavonoidelor dupa ingestie, semnificatia diferitelor varietati
de flavonoide depinde de tipul de flavonoide, geografie, culturd si sezonul
considerat. In studii recente, cantitatea de flavone si flavonoli ce poate fi ingerata
este estimata de unii autori pana la cateva zeci de mg /zi, iar de catre altii autori de
115 mg sau 1-2 g de flavonoide totale zilnic. Pentru a obtine rezultate mai precise,
s-au depus eforturi considerabile in diferite tari, in domeniul alimentar pentru
determinarea vitaminei C si a flavonoidelor, studiile fiind axate pe flavone si/sau
flavonoli, flavanone, catechine si antociani [7].

I. 2. Chimia Flavonoidelor
1. 2. 1. Structura. Nomenclatura. Clasificare

Flavonoidele sunt compusi polifenolici ce contin 15 atomi; doua inele
benzenice unite printr-o punte liniara de trei atomi de carbon (C¢-C3-Cg) [8].

Figura 1. Structura generala a flavonoidelor
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12 I. Flavonoide

Fragmentul C; se gdseste intr-un heterociciu cu oxigen, piranic, condensat
cu un nucleu benzenic, motiv pentru care flavonoidele sunt definite si ca fiind
derivati a benzopiranului avand un radical fenil substituit in pozitia 2 (flavone), in

pozitia 3 (izoflavone).

8 1 0]
@]
7.2~ 2 o
5 4

benzopiran flavan (2-fenilbenzopiran) izoflavan (3-fenil-benzopiran)
(croman)

La modul general, structura chimica a flavonoidelor are la baza un schelet
Ci5 cu un inel de croman legat de al doilea inel B (aromatic), in pozitia 2, 3 sau 4.

8 1 2' 3!
0]
7 2
C 4
6 3
5 4 6 5

O mare varietate de flavonoide se clasifica in acord cu modul de substituire
al inelului C. Starea de oxidare a ciclului heterociclic si pozitia ciclului B are

importanta in clasificare.
Flavonoidele se subimpart in mai multe serii de compusi [3]:

1. Calconele - reprezintd precursorii directi ai flavonelor, care apar indeosebi
in flori, lemn si radacind si ca si ceilalti compusn flavonoidici se gasesc mai
ales sub forma de glicozizi. " s, P

calcone 2-fenil-cromona (flavona)

2. Flavonele - sunt derivati ai 2-fenil-benzopiranului cu dubla legatura in
pozitia 2-3. Sunt pigmentii galbeni care se gdsesc in flori, fructe si frunze
sub forma de glicozizi, iar in lemn si scoartd, atat libere cat si ca glicozizi.
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1.2. Chimia flavonoidelor 13

3. Flavanonele - sunt derivatii 2,3-dihidrogenati ai flavonelor. Sunt incolore si
se gasesc in frunze, flori si seminte sub forma de glicozizi, iar in lemn si
scoartd libere.

0 o
H
OH
0 O

flavanone flavonoli

4. Flavonoli - 3-hidroxiflavonele, sunt compusii cei mai raspanditi in speciile
vegetale, in general in lemnul angiospermelor.

5. Flavanonoli (catechine) - sunt derivatii 3-hidroxilati a flavanonelor.

o)
H o}
O =

flavanonoli antocianidine

6. Antocianidinele - sunt pigmentii ce dau culoarea rosie si albastra florilor si
fructelor. In general se gasesc ca glicozizi numiti antociani. Antocianii exista

si in alte parti ale plantei avand o aparitie temporara, de exemplu in plante
si frunze toamna.

7. Izoflavonele - sunt derivati ai 3-fenilbenzopiranului, ceea ce le incadreaza

in domeniul flavonoidelor ca proprietati generale, dar au si proprietati
specifice

o)

o)

izoflavone
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i4 1. Flavonoide

Datorita pozitiei 3 a nucleului fenilic substituit, ele pot conduce usor la
inchiderea de noi cicluri, fie pironice, fie in pozitia 2-3, fie in pozitia 7-8, unde
complicarea structurii poate fi incd mai accentuata.

Dintre izoflavonele cele mai importante, fac parte: pterocarpanii, auronele si
rotenoidele.

a). Pterocarpanii - sunt produsi de ciclizare ai izoflavonelor in care intre Cg
al nucleului fenilic substituit si gruparea cetonicd de la C4 a ciclului piranic, se
inchide un nou ciclu furanic. in naturd sunt cunoscuti indeosebi ca fitoalexine.

o G0

pterocarpani aurone

o)

rotenoide

b). Auronele - sunt derivati ai benzal-cumaranonei si reprezinta o parte din
pigmentii de culoare galben-aurie ai florilor.

c). Rotenoidele - sunt izoflavone cu structuri mai complicate. Acestea sunt
izoflavone de origine hemiterpenica si care mai inchid incd un al doilea ciclu piranic
intre nucleul benzopiranic (flavanic) si fenilul substituit, din pozitia 3.
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1.2, Chimia flavonoideior 15

1.2.2. Proprietati fizice

Proprietatile fizice depind de clasa de flavonoide si de forma in care se
gasesc (liberd, glicozidica sau sulfat). De exemplu flavonele, flavonolii si auronele
datorita sistemului conjugat sunt substante solide cu coloratie de la galben foarte
slab pana la rosu. Glicozizii (glicozidele) sunt in general solide amorfe, in timp ce
agliconii si compusii metoxilati sunt cristalini. Antocianidinele sunt de culoare rosu
intens, violet inchis, violet si albastru [9].

Culoarea derivatilor flavonici se datoreaza gruparilor cromofore -C=C-C=.
Gruparea hidroxilica din pozitia 3 contribuie la coloratia galbend, iar gruparile din
pozitiile 3’ si 4’ la coloratia galben inchis. Prezenta gruparilor OH in pozitia 3,3’ si 4’
accentueaza culoarea galbena [3].

Solubilitatea flavonoidelor depinde de structura caracteristica si de numarul
de substituenti prezenti (numarul grupelor polare). Flavonoidele sunt greu solubile
in apd, iar agliconii sunt practic insolubili in apa, in schimb sunt solubili in eter etilic.
Rutina se dizolva 1:20 in apa fierbinte si 1:10000 in apa rece. In scopuri preparative
se utilizeaza aceasta diferenta de solubilitate la diferite temperaturi, precum si
solubilitatea agliconilor in eter etilic, pentru a-i separa de flavonoide [3].

Glicozidele, antocianidinele si sulfatii sunt solubili in apa si alcool (alcool
metilic si alcool etilic). Agliconii flavonoidelor, indeosebi cei hidroxilati sunt solubili in
alcool (alcool metilic, alcool etilic si n-butanol), iar agliconii metoxilati sunt solubili in
solventi mai putin polari, cum sunt eterul de petrol si cloroformul.

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 [9].

Flavonele, substante lipsite de gust si miros sunt solubile in alcool, acetond,
acid acetic, sunt greu solubile in eter etilic si practic insolubile in cloroform, benzen
si eter de petrol. Antocianii sunt solubili in apa si alcool, greu solubili in eter, benzen
si cloroform [5].

In lumina  ultravioleta filtrata, flavonoidele prezinta fluorescenta
caracteristica. Agliconii flavonoidelor sau flavonoidele ce contin un hidroxil liber in
pozitia 3, au fluorescentd aurie pana la galben verzuie. Cand hidroxilul din pozitia 3
lipseste sau este blocat prin glicozidare, fluorescenta este de culoare brund, iar daca
hidroxilii sunt metoxilati, odata cu cresterea gradului de metoxilare nuanta
fluorescentei vireaza catre albastru luminos. In solutii acide, la lumina zilei,
fluorescenta este galben verzuie cu acid clorhidric si albastra cu solutie de acid
sulfuric concentrat, ca urmare a formarii sarurilor de flaviliu [3].

1.2.3. Proprietati chimice [5, 9,10]

Flavonoidele sunt sensibile la actiunea bazelor, acizilor, pot fi alchilate,
hidrogenate. Prin diferite reactii de oxidare, reducere sau izomerizare, flavonoidele
apartinand unei anumite grupe pot fi transformate in compusi apartinand altei grupe
de compusi.

e Reactia cu hidroxizii alcalini. O proprietate comuna este degradarea prin
topire cu alcalii, cand inelul 2-fenilcromonei se rupe si din inelul A se formeaza un

polifenol, iar din inelul B, un acid hidroxibenzoic. Aceasta reactie se foloseste la
stabilirea structurii flavonoidelor.
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16 1. Flavonoide

OH O OH
luteolina floroglucina acid protocatehic

Sub actiunea alcaliilor in solutie, sau a acizilor, inelul piranic se deschide

stabilindu-se un echilibru intre flavona si dicetona rezultatd. In mediu acid, echilibrul
este deplasat spre stanga, se favorizeazd forma ciclica, in timp ce mediul bazic

favorizeaza forma aciclica [5].
OH 0
C —<: :)
|

CH,

)

in cele mai multe cazuri, in mediu alcalin sau de alcooxizi, deschiderea
ciclului piranic este urmatd de ruperea catenei, iar pozitia unde se face ruperea
depinde de conditiile de lucru si de natura substituentilor din C,, ducand la urmatorii
produsi principali:

OH
+ HOOC—Q
CH,0Na CH,
(0]
] 0 O o-hidroxi-acetofenona acid carboxilic
O
flavona KOH
topire OH
SIS
fenol arid rarboxili..

Flavonele si flavonolii se dizolva in alcalii formand solutii galbene, destul de
stabile atunci cand flavona nu contine mai mult de cinci grupdri hidroxilice sau trei
grupari hidroxilice invecinate.
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I.2. Chimia flavonoidelor 17

Prin dizolvarea flavonelor in acid sulfuric concentrat se formeaza saruri de
flaviliu colorate galben intens. Prin diluare cu apa sarurile de piriliu hidrolizeaza si
compusul flavonic precipitd. Prezenta gruparilor hidroxilice pe inelul A si B maresc
bazicitatea flavonei.

ﬂavona sare de flaviliu

e Hidrogenarea. Flavonele se transforma prin hidrogenare in alte flavonoide
cu grad de oxidare mai redus. Prin hidrogenarea flavonelor cu negru de paladiu in
tetrahidronaftalina, are loc aditia hidrogenului la dubla legatura din inelul piranic gi
se obtin flavonele corespunzitoare. In mai multe cazuri are loc deschiderea ciclului
si se formeaza dihidrocalcone.

HO HO
WOCH H,/Pd WOCH

OH O

acacetina

izosacuranetina
(flavona)

(flavanona)

Prin reducere cu Mg si HCl in mediu apos sau cu hidrurd de litiu si aluminiu,
flavonolii pierd gruparea carbonil cu formare de antocianidine, reactie denumita si
Jreactia cianidinei”. Aceastd reactie se foloseste ca test pentru identificarea
flavonolilor.

WOH Mg, HCI ’/\):“—‘
/
OH

OH O

quercetina (galben) clorura de cianidina (rosu)

Flavanonolii pot fi redusi cu Zn si HCI la flavanone. De exemplu, toxifolina
este redusa la eriodictiol.
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18 I. Flavonoide

OH OH
/

H
o) H
H

—_—
OH

HCi

OH O oH ©

toxifolina (flavanonol) eriodictiol (flavanona)

Antocianidinele prin reducere cu Mg si HCl trec in catechine. Din cianidina
rezuita d,l-epicatechina.

. Cl
HO O 0\
= OH
OH
cianidina

d,l- epicatechina

» Metilarea si demetilarea. Gruparile hidroxilice ale flavonelor pot fi metilate,
gruparea din pozitia 7 fiind cea mai reactiva, iar gruparea din pozitia 5, mai putin
reactiva datoritd posibilitatii de chelatizare. Metilarea cu CH5l are loc in mediu
alcalin, de KOH sau NaOCHs, cand are loc o ,metilare nucleard”.

OH

H
) Q
—_—
OH o OR 0O
Tetra-O-metil- queroetma R=H
Quercetina Pen_-_-.._tlq_.r._..a,.=.
OH O

6-Metil-tetra-O-metil-quercetina
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1.2. Chimia flavonoidelor 19

Reactia de metilare , nuclearda” care se petrece la tratarea flavonelor cu CH;l
fn mediu alcalin este conditionatd de prezenta gruparilor hidroxilice in pozitia 5 si 7,
capabile sa treaca in forma tautomera B-dicetonica.

—OCT0
oy

|

o, 0O

\‘ /
H

Metilarea ,nucleara” se poate produce si printr-un alt procedeu care
cuprinde doua etape si anume introducerea unei grupari aldehidice si reducerea
acesteia cu o cantitate calculata de hidrogen, cand se obtin 8-metilflavone sau 6-
metil-flavone (cand pozitia 8 nu este libera).

"~

o
YA e Ao
I
o

HO

0]

7-hidroxi-flavona 8-aldo derivat

7-hidroxi-8-metil
flavona

Demetilarea eterilor cu HI sau alti acizi produce in unele cazuri si o izomerizare
conducand la un amestec de 6-metil- si 8-metil-luteolina.
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20 1. Flavonoide

OH (@)

6-metil-7,3',4'-tri-O-metil-luteolina

O  8-metil-luteolina

e Oxidarea si reducerea ,nucleara”. Oxidarea ,nucleara” sau hidroxilarea
flavonelor permite obtinerea unor compusi superiori hidroxilati pornind de la
compusi mai simpli. De exemplu in cazul hidroxildrii quercetinei, in inelul A s-a
obtinut gosipetina si prin hidroxilare in inelul B, miricetina.

HO o
SEa
OH
on ©
quercetina

miricetina

e Formarea complecsilor cu metale. Flavonele care contin o grupare hidroxilica
in orto (I) sau peri (II) fata de gruparea carbonil, precum si acelea care contin doua
grupari in orto in nucleul B (III) formeazd complecsi cu metale.
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1.2. Chimia flavonoidelor 21

*~Me
(1) (11) ( 111)

Datoritd acestei proprietdti, compusii flavonici au fost utilizati incd din
antichitate la vopsirea tesaturilor cu mordanti de Al si Cr. Complecsii cu metalele
prezinta in UV o fluorescenta caracteristicd, ceea ce permite folosirea compusilor
flavonoidici ca relevatori in cromatografia pe hartie pentru cationii metalici. Actiunea
stabilizatoare a flavonelor asupra autooxidarii vitaminei C gi a adrenalinei consta in
blocarea ionilor metalelor grele (in special de Cu?*), care catalizeazi reactia de
autooxidare.

Antocianii si antocianidinele care au pe inelul B doua sau trei grupari
hidroxilice invecinate, formeazd cu metalele (AI**, Fe3*) complecsi de culoare
albastra inchisa.

e Izomerizarea. Datoritd configuratiei de la atomul C, al flavonoidelor,
respectiv C; la izoflavone si flavanonoli, acestea prezinta izomerie optica.

o) H
oLy
"H

0

flavanona izoflavona flavanono!

In cazul flavanonolilor mai intervine si asimetria de la carbonul din
heterociclu, care poarta gruparea hidroxilica si astfel existd patru forme tautomere.
Studiul configuratiei acestor compusi a stabilit cd pentru flavanonolii naturali,
configuratia trans este cea mai stabild. Prin sinteza s-a obtinut si configuratia cis,
dar aceasta izomerizeaza prin tratare cu acetat de sodiu in forma trans.
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22 1. Flavonoide

flavanonol, forma cis sintetica flavanonol, forma trans naturald

Datorita acestei configuratii trans, flavanonolii naturali se dehidrogeneaza in
mediu alcalin sau acid, in prezenta oxigenului din aer, cu transformare in flavonoli.

Numeroase flavone si glicozizii lor au fost transformate in flavone prin
bromurare in pozitia 3, urmata de dehidrobromurare sub actiunea alcaliilor.

H

flavanona

3- rom-lavanona flavona

Deosebit de importantd este izomerizarea flavanonelor cu deschiderea
ciclului oxigenat, cu formare de calcone. De exemplu prin dizolvarea flavanonelor in
alcalii diluate se formeaza solutii incolore sau galben-pal, care prin incalzire se
coloreaza in galben pana la rosu, datoritd formdrii calconei, iar dupd racire si
adaugare de acid clorhidric, calcona cristalizeazd. De asemenea prin dizolvarea
flavanonelor in acid sulfuric se obtin solutii colorate in portocaliu-rosu datoritd

formarii saruriior calconelor (I si 1I):
o
0
OH
- OH  nso,

(n

flavanona calcona > O OH __ OH

=

OH  HSO,
(1)

sare de calcona
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1.2. Chimia flavonoidelor 23

In cazul sarii tip 11, datoritd posibilititii de conjugare cu gruparea hidroxil din pozitia
4’, culoarea este mai intensa.

e Hidroliza. O-glicozidele flavonoidelor in prezen§§ de acizi pot hidroliza
eliberand resturile de zahar si agliconul flavonoidei. In general hidroliza se
realizeazd 1 ora la reflux cu HCl 2 N: metanol = 1:1.

O-glicozizii flavonoidelor necesitd conditii mai energice pentru hidroliza si
aceasta se realizeaza cu HCI 2N, prin refluxare la 100°C, timp de 2 ore.

In aceste conditii C-glicozidele nu se hidrolizeaz3, dar pot suferi rearanjare
Wessely-Moser, cum este cazul vitexinei.

OH

OH O OH O

vitexina izovitexina

in conditii alcaline (de exemplu la reflux cu NaOH 2M, 100°C, 1 ord) nucleul
flavonoidelor se rupe, eliberdnd substante cu moleculd mai mica.

OH
HO HO OH OH
NaOH 2M
_— +
100 C, 60min
OH O OH R

(R = CH,0H-COOH)

o Interconversia flavonoidelor. Exista diverse procedee experimentale pentru
interconversia flavonoidelor in alti produsi, in general cu scopul de a facilita
identificarea lor. De exemplu, flavanonele se pot converti in flavone cu
diclordicianobenzochinonad/dioxan si Se,0/Ac,0, dihidroflavonele la flavonoli cu
AcOK/AcOH/I,, izoflavanonele la izoflavone cu Se,0/Ac,0 si Se,0/alcool amilic.
Proantocianidinele (si leucoantocianidinele) la antocianidine prin fierbere cu n-
butanol si 5 % HCl concentrat, timp de 1-2 ore.

Calconele sunt convertite la a,B-dibromodihidrocalcone care apoi sunt
tratate cu metanol pentru a da a-bromo-B-metoxidihidrocalcone, iar prin incalzire
acesti compusi trec prin ciclizare la flavone. In cazul tratarii unei flavanone cu N-
bromosuccinimida in prezentd de peroxid de benzoil se formeaza 3-bromoflavone
care elimina acid bromhidric si formeaza flavonele corespunzatoare.
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24 1. Flavongide

« Degradarea_enzimatica a flavonoidelor. Degradarea flavonoidelor care are
loc sub actiunea peroxidazei este un proces care duce la formarea

hidroxibenzoatilor.

OH HO
peroxndaza

OH coo~

Un exemplu al modificarii flavonoidelor in plante sunt antocianii, care se
pot acumula in decursul ontogenezei plantei, de obicei in plantele tinere, unde pot
avea diferite functii in procesele ce au loc in prezenta luminii sau in filtrarea luminii.
Prin acest tip de degradare antocianii dispar si de aceea se pot transforma in
structuri lipsite de culoare, respectiv din produsi solubili pot trece in produsi
insolubili.

I. 3. Extractia si izolarea flavonoidelor [3, 5, 9, 11-18]

Extractia flavonoidelor din materialul vegetal nu se realizeaza dupa o
metoda standardizata, neexistand nici un dizolvant comun pentru toti compusii. De
obicei materialul vegetal se extrage cu alcool etilic, alcool metilic, eter, apa, amestec
acetona si acid clorhidric si altele.

Extractia flavonoidelor se face folosind pe rand trei sau patru solventi in
ordinea crescanda a polaritatii, deoarece atat glicozizii cat si agliconii au solubilitati
foarte diferite, dupa gradul de metilare sau numarul de unitati glucidice.

Un rol esential it are si polaritatea solventului. Flavonoidele polare (de
exemplu, izoflavonele, flavonele metilate si flavonolii) se extrag cu cloroform,
diclormetan, dietileter sau acetat de etil. Glicozidele flavonoidelor si agliconii mai
polari se extrag cu alcooli sau amestec alcool- apa, iar C-glicozidele cu solutii
apoase sau apa. Flavan-3-olii (catechine, proantocianidine si taninurile condensate)
pot fi extrase direct cu apa, dar cel mai bun solvent pentru catechine este
considerat a fi alcoolul metilic, iar pentru procianidine, acetona 70%.

I.3.1. Metode clasice de extractie a flavonoidelor

Metode cele mai utilizate pentru extractia flavonoidelor sunt: extractia
staticd -macerarea si extractia repetata- Soxhlet.

Macerarea este tehnica de extractie cea mai utilizata, procedeul care se
aplicd la prepararea solutiilor extractive apoase cat si la prepararea solutiilor
extractive alcoolice, timpul de extractie variind de la 30-60 minute pentru extractia
apoasa si pana la zece zile pentru extractia alcoolica
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1.3. Extractia si izolarea flavonoidelor 25

Extractia repetatd- extractia  Soxhlet constda in extractia repetatd a
materialului vegetal cu un solvent organic volatil. Materialul vegetal se extrage in
prima etapa cu eter etilic sau eter de petrol in vederea indepartarii lipidelor si apoi
cu acetat de etil sau alcool (alcool metilic sau alcool etilic) in vederea separarii
flavonoidelor.

Antocianii se pot extrage din tesuturi proaspete (de exemplu petale) prin
macerare cu un solvent acid cum este de exemplu amestecul metanol-acid acetic-
apd (11:1:5) sau amestec metanol-acid formic-apa (10:1:9) sau cu alcool ce
contine HCl 1-2% si diluare cu eter.

Agliconii flavonoidici se pot izola, ca si flavonoidele prin extractii cu solventi
adecvati; agliconii mai putin polari din clasa izoflavonelor, flavanonelor, flavonelor
metilate se extrag bine cu benzen, cloroform, eter etilic sau acetat de etil, iar
agliconii polari se extrag bine in acetond. Agliconii pot fi eliberati prin hidroliza
glicozidelor pe cale enzimatica in solutie apoasa, la temperatura camerei sau prin
hidroliza acida, de obicei cu HCl 7% la reflux circa 2 ore.

Pentru obtinerea unor flavonoide brute se utilizeaza si alte procedee de
lucru:

- produsul vegetal adus la un grad convenabil de maruntire se extrage la
reflux cu alcool 96%, dupd care se indeparteaza alcoolul prin distilate la vid.
Reziduul care contine clorofild, rezine, pigmenti lipofilici se reia cu apa la fierbere, se
filtreaza la cald si se lasd in repaus la gheatd, iar dupa acest repaus care poate fi
uneori foarte indelungat se depun flavonele brute care apoi se purifica.

- extractia materialului vegetal cu alcool 80%. Extractele alcoolice se
concentreaza la un anumit volum si se trateaza cu solutie de acetat bazic de plumb.
Precipitatul plumbic filtrat se suspenda in alcool si se descompune cu H,S prin
barbotare. Alcoolul se indeparteaza prin distilare sub presiune redusa, iar reziduul se
purifica.

Dacad materialul vegetal contine o cantitate mare de glucide (de exemplu,
fructele), dupd ce s-a efectuat extractia cu alcool, acesta se indeparteaza prin
distilare sub presiune redusd, se dilueaza cu apa si se supune fermentarii in
prezenta drojdiei de bere, care va fermenta glucidele, fara a hidroliza flavonoidele.
Solutia se centrifugheaza apoi pentru indepdrtarea masei de fermentatie, iar solutia
se lasa sa cristalizeze la gheata.

In concluzie se poate afirma c3 pentru izolarea flavonoidelor dintr-un
material vegetal, metoda adecvata se stabileste pentru fiecare material vegetal in
parte. In unele cazuri se prefera un mod de lucru care combina elemente din
schemele de separare descrise anterior.

1.3.2. Tehnici moderne de extractie a flavonoidelor

O imbunatatire a randamentului de extractie s-a realizat folosind tehnici de
extractie cu lichide supercritice, extractie cu ultrasunete si extractie cu microunde.

1.3.2.1. Extractia cu lichide supercritice

Metoda de extractie cu fluide supercritice este o metodda de extractie
nedistructiva care face parte din procesele care au loc fa presiune ridicata, bazandu-
se pe puterea de solvatare a fluidelor aflate la temperaturi si presiuni superioare
celor corespunzatoare punctului critic.

Gazele comprimate in stare lichidda sau supercritica sunt considerate ca
potentiali solventi pentru principiile active obtinute din produsele vegetale.
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26 1. Flavonoide

Avantajele oferite de gazele lichefiate sunt urmatoarele: posibilitatea exctuderii
contactului cu oxigenul, inexistenta problemelor derivate din prezenta reziduurilor
de solventi in extract, utilizarea unor gaze netoxice (dioxid de carbon, freon, gaze
inerte, etc.), consum termic redus.

Cel mai utilizat agent de extractie in faza supercritica este dioxidul de
carbon, care este preferat datoritd urmatoarelor avantaje: in cazul extractiei se
lucreaza la regimuri termice blande, putandu-se extrage si compusi foarte sensibili
(arome, vitamine); solventul este netoxic, biologic si ecologic, nu produce reactii
secundare nedorite (oxidari, hidroxilari), realizand chiar protectie fata de oxigen;
extractul final nu contine substante de balast; se poate realiza extractie selectiva,
iar din extract se poate face fractionarea componentilor prin alegerea
corespunzatoare a parametrilor de separare; solventul nu este rezidual in extract,
iar pentru eliminarea lui nu se consuma energie; extractul obtinut nu mai necesita
purificari; fatd de procedeele clasice de extractie poseda un grad de libertate in plus,
presiunea si consum energetic redus.

Dioxidul de carbon este un solvent nepolar extragand cel mai bine compusi
nepolari, insa puterea de solvatare si selectivitatea pot fi imbunatatite prin utilizarea
co-solventilor polari, cei mai utilizati fiind etanolul si metanolul si solventi nepolari,
cum sunt hidrocarburile usoare.

Extractia cu lichide supercritice poate fi utilizatd nu numai la izolarea
uleiurilor din materialul vegetal, ci si la imbunatatirea proprietatilor fizice si chimice
ale acestora, fiind surse importante pentru industria cosmetica. Extractia cu fluide
supercritice nu poate schimba culoarea si mirosul extractului final si poate sa
realizeze aceasta fara a introduce solvent rezidual in preparatele vegetale.

Prin acesta metoda extractia este accelerata de temperatura si presiunea
ridicatd, ceea ce determina o intensificare a difuzibilitdtii solventului si in aceasi timp
este o posibilitate a desfasurarii extractiei sub atmosfera inerta si cu protectie fata
de lumind. Avantajul acestei metode este consumul redus de solventi, selectivitatea
controlatd si degradarea termica si chimicd redusd, timpul scurt de extractie, fatd
de alte metode cum sunt macerarea si extractia Soxhlet [8].

Prin aceastd metoda s-au extras rutina si izoquercetina din flori de
Sambucus nigra [8], flavonoidele din Rhodiola rosea [19], oronitina si orinitin-5-
metileterul din Patrinia villosa[20], baicalina, baicaleina si vogonina din Scutellariae
Radix[21] si flavonoidele din Ginkgo biloba[22). Conditiile de extractie au fost
diferite: pentru extractia flavonoidelor din Patrinia villosa: 25 Mpa, 45°C, CO, cu
20% metanol; in cazul flavonoidelor din Scutellariae Radix: dioxid de carbon-
metanol-apa (20:2:1:0.9), 50°C si 20 Mpa; pentru flavonoidele din Ginkgo biloba:
24.2-31.2 Mpa si 333- 393 K.

1.3.2.2. Extractia cu ultrasunete

Ultrasunetele sunt utilizate mai mult la extractia uleiurilor esentiale si
uleiurilor volatile din plante, deoarece este mult mai rapidd si eficienta decat
tehnicile clasice.

Extractia cu ultrasunete se foloseste indeosebi pentru extractia substantelor
biologic active, atat din materia prima animala, cat si din cea vegetald. Fenomenul
care sta la baza utilizarii ultrasunetelor in extractia principiilor active din plante este
cavitatia, prin efectele termice, mecanice si structurale, sub influenta caruia are loc
vidarea celulelor prin ruperea membranelor, permitandu-se culegerea compusilor
celulari sub forma de solutie.

Extractia ultrasonatd se poate realiza in doua moduri:
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1.3. Extractia si izolarea flavonoidelor 27

- utilizand o baie de extractie cu frecventa de 33 KHz
- utilizdnd un reactor de sticla avand un sistem ultrasonic conic, cu frecventa
de 20 KHz

Prin tratarea cu ultrasunete a sistemului solid -lichid, creste randamentul de
extractie, se reduce durata de extractie si se obtin produse de extractie de calitate
superioara.

Ultrasunetele sunt utilizate mai mult la extractia uleiurilor esentiale si
uleiurilor volatile din plante, deoarece este mult mai rapidad si eficientd decat
tebnicile clasice.

Extractia cu ultrasunete este aplicata pentru extractia materialului vegetal
utilizdnd solventi lichizi, si este un procedeu de extractie mai rapid si mai complet in
comparatie cu metodele traditionale cum sunt macerarea/agitarea, deoarece
suprafata de contact dintre solid si lichid este mult mai mare, iar timpul de extractie
depinde de modul de preparare al probei [23].

Extractia cu ultrasunete este o tehnica rapida care utilizeaza amestecuri de
solventi nemiscibili: hexan cu metanol: apd (9:1). Faza hexan extrage lactonele
sesquiterpenelor si hidrocarburile, in timp ce faza alcoolicd apoasa, flavonoidele [8].

1zoflavonele, flavanonele, flavonele metoxilate si flavonolii sunt mai solubili
in solventi neaposi. Alcoolul metilic este solventul cel mai utilizat si este folosit
pentru extractia flavanonelor, flavonelor si flavon-glicozidelor, metoxiflavonelor si
dimerilor flavonici, iar alcoolul metilic de 70-80% este foarte bun pentru extractia
flavonelor, flavonolilor si catechinelor.

Astfel polifenolii din Nicotina tobaccum L, au fost extrasi prin ultrasonare la
25°C folosind ca solvent metanolul apos, deoarece acestea este considerat ca si co-
dizolvant pentru polifenoli [24]. Flavonoidele catechina, rutina, quercetina,
kaemferolul si isoramnetina din frunzele de Hippophae rhamnoides au fost izolate
prin extractie cu ultrasunete utilizand ca solvent etanol 85%, frecventa de 80Hz,
temperatura de 45°C, timp 30 minute [25].

1.3.2.3. Extractia cu microunde

Utilizarea sistemelor cu microunde pe scara larga se datoreaza avantajelor
pe care le ofera: realizarea unei incalziri rapide a produselor procesate cu
microunde, durata operatiei, fiind evaluate la aproximativ o patrime din cea
necesara incalzirii neconventionale; calitatea produsului este imbunatatita din punct
de vedere al mentinerii proprietatilor fizice si chimice.

Extractia cu microunde este o tehnica simpla care poate fi completd in
cateva minute. Energia microundelor este aplicata probei care este suspendata in
solvent, fie intr-un recipient inchis, fie intr-o celuld deschisa, ultimul sistem fiind cel
mai utilizat [8].

Tehnica extractiei care utilizeazd un cuptor de microunde in prezentd de
solventi este foarte exploatata deoarece este o metoda rapidd care foloseste
cantitati mici de probe din materialul vegetal si in final compozitia extractului este
apropiatd de cea reala.

Extractia cu microunde a fost utilizata pentru extractia quercetinei si a
glicozidelor acestora din frunze de Psidium guajava [26], utilizdnd un sistem de
microunde cu putere de 300 W, solvent metanol si timp de reactie 5 minute.

Au fost cercetate conditiile optime pentru extractia cu microunde si in
vederea extractiei flavonoidelor din frunze de ginkgo. S-a utilizat o putere pentru
microunde intre 0-140 W, iar conditiile de lucru au fost: solvent (concentratie 0-
1000 %) si timp de extractie 1-9 secunde. S-a urmarit randamentul de extractie,
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abilitatea de donare a electronului (EDA), continutul de fenoli totali si variatia
continutului de kaemferol si quercetind pentru o putere de 2,450 MHz. Conditiile
maxime de extractie au fost obtinute pentru kaemferol si quercetind in
urmatoarele conditii: putere 118-132 W, solvent etanol 72 - 86% si timp de
extractie 4,9 - 5,5 secunde [27].

Compusii fenolici din seminte de struguri au fost extrasi prin tehnica de extractie la
microunde, utilizdnd urmatoarele conditii de lucru: putere 300 - 1500 W si timp de
extractie 20-200 s [28], iar compozitia chimicd a frunzelor de Acanthopanax
Senticosus a fost determinata utilzand extractia cu microunde la presiune ridicata in
urmatoarele conditii: - pentru flavonoide: solvent alcool 50%, presiune 700 kpa,
iradiere cu microunde timp de 10 minute, iar pentru saponine: etanol 70%, 700 kPa
si 4 minute, timp de iradiere [29].

1.4. Identificarea flavonoidelor

1.4.1. Reactii de culoare [3, 5, 30-35]

Pentru identificarea diferitelor flavonoide se pot executa diferite reactii de
culoare atat pe extracte cat si direct pe tesutul vegetal. Reactiile de culoare
executate direct pe tesutul vegetal dau o orientare valoroasa pentru prelucrarea
ulterioara a materialului.

1. Reactia cianidinei (Reactia Shibata). Sub actiunea reducatoare a
hidrogenului in stare ndscanda, nucleul piranic al flavonelor, flavanonelor sau
flavonolilor sufera o reducere a functiei cetonice, cu redistribuirea electronilor in
interiorul nucleului, si formarea unei saruri de piriliu. Se formeaza, astfel structura
corespunzatoare antocianilor, cu aparitia coloratiei rosii, in mediu acid:

HO

HO

quercetina cianidina

(galben ) (rosu)

Reactia are loc in mediu alcoolic cu magneziu, zinc si acid clorhidric.
Dupa natura substantei flavonice, coloratia poate sa fie, mai mult sau mai
putin, specifica:
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- flavone : crisina......... 2 OH - galben auriu; apigenina......3 OH - potocaliu;
luteolina....... 4 OH = portocaliu-roscat

- flavonoli: fustina.......... 4 OH = galbui; quercetina.....5 OH = rosu;
miricetina.....6 OH = rosu inchis

- flavanone: = rosu sau violet

- calcone: = nici o coloratie

- izoflavone = nici o coloratie

Se observa ca flavonele, flavonolii si flavonele reduse cu Mg si HCl sau cu
amalgam de sodiu sunt colorate in functie de numarul de grupari OH, de la galben -
auriu pand la rosu aprins. Intensitatea coloratiei nu depinde de cantitatea de
flavonoid. Grupele metoxi se comportd ca si gruparile hidroxilice libere. Au
importantd de asemenea si substituentii de la nucleul aromatic B: astfel numai
flavonoidele cu grupe OH sau OCH3 dau compusi colorati intens.

2. Reactia cu borohidrura de potasiu. in prezenta borohidrurii de potasiu,
flavonele dau o coloratie albastru-violet, permitand in felul acesta o mai usoara
identificare a lor.

3-Flavonoidele au o fluorescenta bruna, pe cand flavonoidele cu OH -ul de la
Cs liber, au o fluorescentd galben-aurie. Cu cat hidroxilii grefati pe nucleul fenil-
benzopiranic sunt blocati in numar mai mare (glicozidati, acetilati, metilati), cu atat
fluorescenta vireaza catre o coloratie albastruie stralucitoare.

3. Coloratia in mediu alcalin. Hidroxilii fenolici formeaza cu cationii alcalini
(NH4*, Na*, K*. Ca?*) fenolati de culoare galben-intens conform reactiei:

ONa

NaOH
- HO o) O

OH (o} OH
OH O

fenolat
( galben intens )

HO

quercetina
( galben deschis)

4. Reactia citro-boricad (reactia Wilson). Majoritatea flavonolilor si
polioxicalconele formeaza un complex cu acid citric si acid boric. Reactia este
pozitiva pentru flavone, flavonoli si calcone, prezentdnd coloratie galben-verzuie si
este negativa pentru flavanone si izoflavone.

5. Reactia oxalo- boricd (reactia Taubock). Reactia oxalo-borica este
caracteristica indeosebi pentru flavonoli. 1zoflavonele, flavonele si flavanonele nu
dau aceasta reactie.

Reactia Taubdck este o reactie de culoare a flavonelor cu acidul boric, in
prezenta acidului oxalic sau citric, prin care se poate evidentia structura 4-ceto-5-
hidroxi, in timp ce gruparea 4-ceto-3-hidroxi nu reactioneaza, dar poate fi pusa in
evidenta prin utilizarea sarurilor de Zr3*sau APP*,
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Complexul oxalo-boric produce o deplasare batocroma si in plus o
fluorescentda galbena sau verde in lumina ultravioleta. Comportarea diferita a
flavonelor, izoflavonelor si flavanonelor in testul Taubbdck permite deosebiri
structurale, coloratia galbend cu fluorescenta verde fiind caracteristic indeosebi
flavonolilor.

6. Reactii cu srurile unor metale. Cationii plurivalenti formeaza cu
flavonoidele complecsi interni colorati galben intens. In general este mai stabil
complexul format in pozitia orto intre gruparea carbonilicd si hidroxilul fenolic (OH la
C;) decat in pozitia peri (OH la Cs). Se folosesc de obicei saruri ale unor metale
tranzitionale di-, tri- si tetravalente.

-Formarea unor complecsi cu zirconiu (IV). Hidroxiflavonele (FH) care au in
pozitia orto sau peri fatd de carbonil, o grupare OH reactioneaza in solutie
metanolicd cu Zr**, ZrOCl, in solutie de acid percloric 0,8 M conform reactiei:

Zr** +nFH = (ZrF)** + nH*

Conform acestui echilibru, in prezenta de Zr (IV), flavonoidele formeaza
chelati de culoare galbena. In prezenta unui acid mineral echilibrul se deplaseaza
spre stanga si culoarea dispare treptat. Daca acidul mineral se inlocuieste cu un acid
care formeaza usor complecsi cu ionii metalici, cum ar fi acidul oxalic, culoarea
dispare instantaneu. Acidul citric se comportd diferit in functie de constitutia
flavonei: formeaza fie chelati stabili cu ciclul de 5 atomi stabili, fie cei cu ciclu de 6
atomi instabili. Astfel pe baza fluorescentei si coloratiilor care apar se pot face
diferentieri structurale privind substituentii de la C3si Cs.

Structura complecsilor de zirconiu este urmatoarea:
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Formarea complexului ciclic se recunoaste printr-o deplasare batocroma a
maximului benzii I1II a flavonei din UV indepartat in vizibil. Complecsii zirconiului
tetravalent cu flavonolii si flavonol-3 glicozidele sunt colorati puternic in galben.

Testul “zirconiu-acid citric”: 0,5 - 2 mg flavona se dizolva in 10 mL metanol,
se adaugd 1 mL solutie metanolica ZrOCl, 2% si 1 mL solutie metanolica de acid
citric 2% si se dilueaza cu apa distilatd pana la 50 mL. Dupa cateva minute solutia
clard este incolora sau se coloreaza slab galben si atunci este vorba de o flavond a
carui OH la C; este fixat prin eterificare, esterificare sau printr-o legatura glicozidica.
Daca solutia este colorata in galben, este vorba despre un flavonol cu o grupare OH
libera la Cs.

- Formarea unor complecsi cu stibiu (V)

Reactia cu SbCls (reactia Marini-Bettolo) se efectueaza in mediu anhidru, in
solutie de tetraclorurd de carbon, caracterizata prin coloratie galbena sau portocalie
pentru flavone si rosie sau violeta, pentru calcone.

- Formarea unor complecsi cu stibiu (III.) Complecsii flavonoidelor cu clorura
de stibiu (III) au in lumina UV o fluorescentd galbenda sau verde. In prezenta
acidului oxalic, fluorescenta observata este mai slaba.

- Formarea unor complecsi cu bismut (II1). in prezenta bismutului trivalent la
lumina zilei, numai flavonolii dau o coloratie clara si o fluorescenta galben-deschis
sau verde. Flavonol-3-glicozidele se coloreaza numai partial si slab, pe cand
flavanonele si izoflavonele nu dau reactia de culoare.

- Formarea unor complecsi cu aluminiu. Majoritatea flavonoidelor, cu exceptia
izoflavonelor si a hesperidinei formeazad cu AI** complecsi colorati, iar clorura de
aluminiu este reactivul cel mai frecvent utilizat pentru identificarea flavonoidelor.
Examinarea maximelor de absorbtie pentru complecsii formati poate da detalii
structurale. In solutii alcoolice diluate, reactia este specificd pentru asocierea 3-
hidroxi- sau 5-hidroxi-4carbonil-. De asemenea in solutii alcoolice se formeaza
complecsi cu grupele 3’,4’-dihidroxi- si se observa efecte batocrome puternice. Pe
baza acestei reactii se poate face destul de bine diferentierea intre flavonoli si
flavone: primele arata o coloratie clara, spre deosebire de ultimele. La flavonele si
flavonolii 3-O substituiti dup adaugare de solutie metanolica de AICl; - HCI, prin
spectroscopie UV se pot evidentia grupele hidroxil sau metoxi de la C.

o} 0
OH O—A— N,/
Al
7\
- Formarea unor complecsi cu plumb (1I). 3-Oxi-flavonoidele si glicozidele dau

cu Pb?* coloratii de la galben sau portocaliu la rosu-maroniu, in timp ce in lumina UV
se observa o fluorescenta galbena, verde, portocalie sau uneori pete intunecate.
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- Formarea unor complecsi cu beriliu. La lumina zilei, complecsii cu beriliu
sunt fluorescenti, dar spre deosebire de alte metale (Sb, Cu sau Zr) prezinta
fluorescentd verde, fluorescenta in lumina UV fiind ceva mai puternicd decat in
prezenta aluminiului sau zirconiului.

Complecsii izoflavonoidelor cu acetatul de beriliu apar in lumina UV ca pete
intunecate. Beriliul este util in identificarea flavonoidelor si diferentierea lor
structurald. In cazul flavonelor si flavanon-7-glicozidelor in solutii alcaline apar
colorati mult mai puternice decat in cazul flavonolilor si flavonol-3-glicozidelor.

- Formarea unor complecsi cu magneziu. Srurile de magneziu sunt reactivi
cu care se poate face diferentierea intre 5-oxi-flavone si aite flavonoide datorita
fluorescentei albastru intens a primelor. Fustina, o flavon fr OH la Cs nu d
fluorescent albastr, ci verde- albastr. Hesperidina prezintd o fluorescent foarte slab
sau deloc in prezenta altor sruri de metale, dar prezint fluorescent slab-albastr in
prezenta acetatului de magneziu, iar agliconul su, hesperitina prezint o fluorescent
alb luminoas.

- Formarea unor complecsi cu sruri de cadmiu. 3-oxi-flavonoidele in prezent
de sruri de cadmiu dau o coloratie galben, verde sau maro, care permite deosebirea
de alte flavonoide. In lumina UV apare fluorescent puternic verde numai la fustin,
galben-verzui la flavonoli si portocalie la robinin, care este unica flavonoi-3-glicozid
ce d o astfel de coloratie; celelalte flavonol-3-glicozide dau pete albe sau intunecate.

Caracterizarea polioxiflavonelor se poate face dupa reactia de reducere pe
doua cai: modificarea culorii rogii obtinute la reducere, in violet pana la albastru prin
alcalinizare sau formarea complexului cu fier, colorat in violet pana la albastru.

In concluzie identificarea subclaselor de flavonoide se poate realiza usor pe
baza a numeroase reactii specifice de culoare sintetizate in tabelul 1, sau pe baza
absorbantelor specifice a solutiilor alcoolice in prezenta unor reactivi specifici
(tabelul 1).

Tabelul 1. Principalele reactii de culoare ale flavonoideior.

Reactiv Flavone Flavonoli Flavanone Calcone Izoflavone
HCI+ Mg Portocaliu Rosu Violet - -
HCI + Zn Rosu Roz Roz - -
NaOH Galben Galben- Galben Galben Galben

inchis
Citroboric Verde- Verde- - Galben -

galben galben
Fluorescent
SbCls Galben Galben Galben Rosu Galben
violaceu

Acetat de Fluorescenta | Fluorescentd | Fluorescenta | Fluorescentd | Fluorescentd
Magneziu galbena galbena albastra galbena galbena
AICl; Galben Galben- Galben Galben Galben

verde
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1.4.2. Spectroscopia ultraviolet-vizibil

Spectrul ultraviolet al flavonoidelor in metanol prezinta benzi caracteristice,
care depind de sistemul de conjugare al inelelor aromatice [36]. Flavonele si
flavonolii absorb de reguia in regiunea 240-400 nm. Se observa ca o caracteristica
in aceastd regiune, prezenta a doud benzi, denumite in mod curent Banda I
(frecvent intre 300-390 nm) asociata absorbtiei date de radicalul cinamoil (ciclul B)
al structurii flavonoidice si Banda II (intre 240-280 nm) asociata absorbtiei data de
radicalul benzoil (ciclul A).

. cinamoil
benzoil | Banda |
Banda Il 0o ]

2°~28~ nm' E (300-390 nm)

Pozitia benzii I depinde de tipul de flavonoid: flavonele absorb la 310-350
nm, flavonolii 3-O-substituiti la 330-360 si flavonolii la 350-385 nm [9]. Uneori este
posibil si un maxim suplimentar, Banda 111, in jur de 330 nm, caracterisitic indeosebi
flavonelor hidroxilate.

Benzile caracteristice de absorbtie ale flavonoidelor in spectrul ultraviolet-
vizibil sunt redate in tabelul 2.

Tabelul 2. Benzile caracteristice de absorbtie ale flavonoidelor in spectrul UV-VIS

[37].

Tipul de flavonoid Banda I Banda II
Flavone 310 - 350 nm 250 - 280 nm
Flavonoli (3-OH-substituit) 330 - 360 nm 250 - 280 nm
Izoflavone (5-deoxi-6,7- 310 - 330 nm 245 -295 nm
dioxi)
1zoflavone, 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
Flavone 310 - 350 nm 250 - 280 nm

Oxidarea in ciclul B conduce la un efect batocrom, respectiv la o deplasare a
absorbtiei in Banda I cdtre lungimi de unda mai mari, proces aditiv cu cresterea

numarului de hidroxili.

BUPT



34 1. Flavonoide

Tabelul 3. Deplasarea absorbtiei UV functie de gradul de oxidare in ciclul B [3].

Compusul Oxidarea la
Banda 1
Ciclul A Ciclul B nm
Galangina 3,5,7 - 359
Kaemferol 3,5,7 4’ 367
Quercetina 3,5,7 3,4’ 370
Miricetina 3,5,7 3,4, 5 374

Prezenta hidroxililor fenolici in diferite pozitii ale moleculei poate fi
determinata prin studiul comparativ al spectrului UV in metanol dupa adaos de
diferiti reactivi: metoxid de sodiu (NaOMe), acetat de sodiu (NaOAc), clorurd de
aluminiu (AICI3) cu si fard HCI si acid boric (H3BO3).

Metoxidul de sodiu este o baza tare care ionizeaza hidroxilii fenolici prezenti
in moleculd si astfel permite recunoasterea existentei gruparilor hidroxil in pozitia 3
si 4'. La adaugarea de NaOMe descreste intensitatea benzii, flavonele 4’-hidroxilice
prezentand o deplasare batocromica de 45-65 nm fatd de banda I. Flavonolii (sau 3-
hidroxiflavonele) cu hidroxil in pozitia 4, de asemenea prezintd o deplasare
batocromica de 45-65 nm, dar intensitatea benzii se va diminua. In cazul
flavonolilor 3,4’-dihidroxilati, o-dihidroxilati, respectiv a celor cu 3 grupari hidroxil,
din care doua in pozitia orto, spectrul este modificat puternic dupa cateva minute de
la addugarea de metoxid de sodiu. Aparitia unei benzi in jur de 330 nm (Banda III)
este caracteristica pentru flavonele 7-hidroxilate.

Acetatul de sodiu este o baza mai slaba decadt metoxidul de sodiu si
ionizeaza doar hidroxilii fenolici mai acizi 3, 4’ si 7. lonizarea hidroxilului din 7
afecteaza banda II si de aceea acetatul de sodiu este un reactiv utilizat pentru
determinarea prezentei acestora. La adaugarea de acetat de sodiu se observad o
deplasare batocromica de 5-20 nm a benzii II in cazul unei flavone sau flavonol-7-
hidroxilati. Flavanonele 5-hidroxilate prezintd o deplasare batocromica de 35 nm.
Flavononolii (si cu 5 OH) prezinta o deplasare batocromicd de 60 nm.

Cu clorura de aluminiu anhidra, de asemenea se formeaza chelati cu
flavonoidele orto-dihidroxilate, 3-hidroxilate si 5-hidroxilate. Fata de cele prezentate
anterior, la determinarea spectrului cu AICls si HCl se obtine o deplasare
batocromica de 35-55 nm a benzii I (comparativ cu cel metanolic) in cazul unei
flavone sau flavonol-5-hidroxilat. O deplasare de 17-20 nm are loc in cazul unei
flavone sau flavonol-5-hidroxilat si 6-oxigenat, iar o deplasare de 50-60 nm se
observa in cazul unei flavone sau a unui flavonol 3-hidroxilat (cu sau fara 5-OH).

In cazul flavonoidelor (flavone si flavonoli) orto-hidroxilate la inelul B (fard
3-OH , fara 5-OH) la adaugarea de AICI; se obtine o deplasare batocromicd a benzii
I cu 30-40 nm, care se pierde la adaugarea de HCI. Flavonolii orto-dihidroxilati la
inelul A (fara 3 OH si fara 5 OH) prezintd o deplasare a aceleasi benzi cu 20-25 nm,
care se pierde de asemenea la adaugarea de HCI.

Alte flavonoide, cum sunt flavanonele, izoflavonele si flavanonolii prezinta o
deplasare  batocromica a benzii II. Auronele, calconele si antocianidinele, de
asemenea prezinta o deplasare batocromica a benzii I [9].
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Tabelul 4. Absorbtia specifica in UV a unor flavonoide in solutie metanolica si in
prezenta de reactivi specifici [3].

Reactivi specifici
Denumirea
substantei
MeOH CH;0Na AICl; CH;COONa
Kaemferol 253,266,294 278,316 260;268;303 274,303,387
322,367 416 350,424
Luteolina 242;253,267 266,329 247,300 269;326;
291;349 401 328;426 384
Quercetina 255;269; 247;321,; 272;304;333 257,274,
301,370 458 329,390
Rutina 259,266 272,327 275,303 271,325
299:359 410 433 393
Miricetina 254,272 262,285 271;316 269;335
301,374 322,423 450

Numeroase articole din literaturd [38-43] atestd ca spectrosopia UV este o
metoda cel mai frecvent utilizatd pentru identificarea sau confirmarea structurii
flavonoidelor si a glicozidelor acestora din extracte vegetale, materiale biologice si
preparate farmaceutice.

1.4.3. Spectroscopia IR

Un rol important in stabilirea caracteristicilor spectrale in IR ale flavonoidelor
il are gruparea carbonil. In tabelul 5 sunt prezentate valorile absorbtiei
corespunzatoare gruparii carbonil (in cm™) pentru citeva flavone si flavonoli.

Tabelul 5. Valorile absorbtiei in IR pentru gruparea carbonil [1].

Compus flavonoidic cm’ Compus flavonoidic cm?!
Apigenina 1655 Rhamnazina 1665
Luteolina 1650 Galangina 1653
Diosmetina 1658 Vogonina 1658
Patuletina 1640 Robinetina 1610
Quercetina 1662 Kaemferol 1667
Morina 1662

Specifice in spectrele IR sunt de asemenea si benzile cuprinse intre 680 -
870 cm! pentru flavone, respectiv 680-855 cm™ pentru izoflavone, absorbtii
datorate vibratiilor de deformare in afara planului (tabelul 6).

De asemenea in spectrele IR se regasesc si vibratiile de valenta specifice
pentru diferite grupdri atomice din structura flavonoidului, cum ar fi: vibratii
datorate nucleului fenilic, vibratii datorate substituentilor de pe nucleul fenilic,
vibratii datorate grupdrii cetonice si hidroxilului din pozitia 3 si vibratii datorate
substituentilor de pe nucleul de benzopirona.
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Tabelul 6. Vibratiile de deformare in afara planului (680 - 870 cm™) [3].

Denumirea compusului cm?!
Apigenina 831
Fisetina 840; 822; 804; 773; 700
Ramnazina 818; 787, 706
Morina 828; 807; 792; 685
Luteolina 860; 822; 793, 740; 648

Diosmetina 850; 821; 771, 747, 747; 680
Quercetina 840; 820; 793; 720; 704
Miricetina 830; 810; 762; 737; 716
Kaemferol 820; 795

Daidzeina 842; 835; 820; 788; 688
Genisteina 842; 835; 820; 788; 702
Prunetina 845; 823; 810; 783; 698

in tabelul 7 sunt prezentate vibratiile de valentd specifice pentru trei dintre
flavonoidele mai larg raspandite in plante.

Tabelul 7. Valorile vibratiilor de valentd pentru diferite grupari atomice din structura
kaemferolului, quercetinei si izoramnetinei {3].

Substanta Vibratii Vibratii datorate Vibratii datorate Vibratii datorate
datorate substituentilor gruparii cetonice substituentilor
nucleului fenilic de pe nucleul si gruparii OH din | de pe nucleul de
fenilic pozitia 3 benzopirona
Kaemferol 382 Y c-H 3300
1020 B C-H 812 Y cH Av ---0=C<
1485; 1620 1680 820 vycw
V c¢cc Av>CH=0---H-0
3071 Y ch
Quercetina 3700; 3450
375 Y ¢c-H 840 Y cH Av---0-H--0=C< 820 Y cH
1020 PBecw 865 1695
1472; 1645 Av >C=0---H-0
V ¢cc
Izoramnetina 660 Y cH 3250
1022 B C-H 830 Y c-H Av---0-H—0=C«< 815 Y cH
1480; 1618 860 1680
V ¢cc Av >C=0---H-0

Prezenta ozelor in structura glicozidelor este marcatd printr-o banda care
poate s3 prezinte valori cuprinse intre 1100- 950 cm?}, iar in cazul C-glicozidelor de
doua benzi de slaba intensitate la 1010 si 1040 cmt,

In studiul flavonoidelor din specia Origanum vulgare L., a fost izolat si
caracterizat prin spectrosopie IR, kaemferolul [44], iar din florile speciei Fagopyrum
baldshoanicum quercetina si glicozidele acesteia [45].

In studiul lor, Bao si colaboratorii sdi s-au ocupat de studiul interactiunii
rutinei cu hemoglobina din sangele de vaca aplicdnd o metod3d electrochimica, iar
caracterizarea rutinei si a compusilor obtinuti s-a realizat tot prin spectroscopie IR
[38]. Spectroscopia NIR [46] si FT-IR [47] este de asemenea utilizata in
identificarea flavonoidelor din extractele vegetale.

BUPT



1. 4. Identificarea flavonoidelor 37

1.4.4. Spectrosopia de rezonanta magnetica nucleara

Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara, fie protonica, fie de carbon
13C, este utila pentru determinarea structurii compusilor flavonici, permitand
recunoasterea unor caracteristici structurale importante.

Deplasarile chimice medii pentru unele tipuri de protoni sunt prezentate in tabelul 8.

Tabelul 8. Deplasarile chimice medii pentru unele tipuri de protoni [9].

ppm Tipul de protoni
0,0 Tetrametilsilan
0,0-0,5 Trimetilsiliciu
1,0 -1,2 Gruparea metil de la ramnoza
1,7 Gruparea metil de la isopentenil
1,9-2,0 CH; - acetilati alifatici (zaharuri)
2,2-2,4 CHs- acetati aromatici
2,7-3,0 H-3 de la flavanone {(multiplete)
3,0-4,8 Protoni de la zaharuri
3,5 CH; —gruparea isopentenil
3,7-4,1 Metoxili aromatici
4,2-6,0 'H- de la zaharuri; *H- de la flavanonoli si flavone (duble duble)
59-6,0 Metilendioxi
6,0 -6,8 Protonii 3, 6 si 9 ai flavonelor
7,5 -8,0 Protonul 2 al izoflavonelor
12,0 - | Protonul hidroxilului
14,0

Antocianii se pot recunoaste in spectrul 'H- RMN dup3d semnalul 8,8 (s, H-4)
si semnalele caracteristice ale altor protoni aromatici, ca de exemplu ai glicozidelor,
cum este delfinidina.

77s OH

R; R, = carbohidrati

59 d
89s

Flavanonele se recunosc dupa semnalul dd si 5,4 ( H-2, J=13 si 2-3 Hz), 3,1
(H-3 trans, J=13 si 2-3 Hz) si 2,8 (H-3 cis, J=17 si 2-3 Hz). Izoflavonele se pot
recunoaste in spectrul 'H- RMN dup3d semnalele: 4,1 (H-2a, dd, J=5 si 8 Hz), 4,5
(H-2b, dd, J=5 gi 18 Hz) si 4,6 (H-3, dd, J = 8 si 12 Hz).

In spectrul 3C- RMN se pot recunoste urmatoarele deplasiri chimice, pentru
diferite tipuri de atomi de carbon.
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Tabelul 9. Deplasarile chimice pentru diferitele tipuri de atomi de carbon [9].

ppm Tipul de carbon
18 C-6 de la ramnoza
30 C-4 flavan-3-oli
42 - 46 C-3 flavanone
56 - 61 Metoxili
60 - 80 C-OH carboxilati
70 - 75 C-3 flavanonoli
80 C-2 flavanone
85 C-2 flavanonoli
100 - 115 C-3 flavone, C-1 carbohidrati C-10 flavone 5-
hidroxilate
115-128 CH aromatici
130 - 140 C aromatici sulfatati
145 C-3 de la flavonoli, C-5 de la flavone 5-hidroxilate, C-
3 si C-4 de la antocianine
150-165 C aromatic hidroxilat si metoxilat,
C-1 la flavone, C-2 antocianine
C-2 flavone, C-4’ oxigenat, C-9 flavone
175 -178 Carbonil C-4 cu OH si C-5 de la flavone
C-4 de la flavonoli
182 Carbonil C-4 cu OH si C-5 flavone
190-196 Carbonil C-4 flavanone
197 - 200 Carbonil C-4 flavanonoli

De asemenea cu ajutorul spectrelor RMN se pot face diferentieri intre C-
glicozidic al flavonoidelor si O-glicozidic de la flavonoide. O-glicozidic si C-1 se
gasesc in jur de 100 ppm pentru carbohidratii mai comuni, in timp ce carbonul
glicozidic se gdseste in jur de 75 ppm. Spectrul 3C- RMN pentru flavonoidele
glicozidate diferd semnificativ de cel al gliconului prin semnalul dat de atomul de
carbon la care se face glicozidare {48). Pe de alta parte, carbonul C-glicozidic al
ligandului agliconic al carbohidratilor se gaseste in jur de 10 ppm fatd de valoarea
de baza [9].

Flavonolii si izoflavonele din extractul metanolic din frunze de Cotononeaster
simonsii gi din extractul de Isodon Coresbius a fost determinata direct din extract
prin spectroscopie 'H- RMN si 'C- RMN [49,50].

In prezent se utilizeaza solventi tot mai sofisticati si se urmdreste
imbunatatirea capacitatii de obtinere a unor spectre !3C si 'H-RMN de o rezolutie
tot mai inalta, in special de tip 2D homonuclear si heteronuclear. La alegerea unor
solventi care sa& permita dizolvarea in grad cat mai mare a agliconilor flavonoidici si
glicozidelor acestora, prioritate a avut DMSO, care este considerat cel mai efectiv
general solvent pentru glicozidele flavonoideior. Alti solventii utilizati sunt piridina,
metanolul, acetona- care se utilizeaza pentru aplicatii in care semnalul DMSO
(stabilit lIa 2,25 ppm) este asociat cu semnalul apei (la 3,3 pppm). In cazul utilizarii
ca solvent a solutiei de DMSO cu TMS ca standard intern {a temperatura de 30°C,
spectrul 'H-RMN oferd informatii privind integrala semnalului de rezonants,
constanta de cuplaj si deplasarile chimice[1].
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1.4.5. Spectroscopia de masa [51]

Spectrele de masa ale flavonelor se caracterizeaza printr-un ion molecular
intens, care constituie picul de baza in majoritatea cazurilor si care arata stabilitatea
sistemului heterociclic. Fragmentarile parcurg in general urmatoarele etape:

e Retro reactie Diels-Alder, prin care din ionul molecular de baza (m/e= 222
u.m.) se obtine un fragment majoritar corespunzator inelului A din structura
(m/e=120 u.m) si unul minoritar corespunzator inelului B (radical ion fenil
acetilenic, m/e =102 u.m.);

e Fragmentul abundent corespunzdtor inelului A pierde CO din structura
rezultédnd un radical ion cu m/e = 97 u.m.;

¢ Ionul molecular de baza pierde de asemenea CO trecdnd in ion de fenil-
benzofuran (m/e = 194 u.m. sau m/e = 97 u. m.).

Spectrele de masa ale izoflavonelor sunt asemanatoare cu cele ale flavonelor,
dar in acest caz retro reactia Diels-Alder este un proces de fragmentare foarte
important, iar distributia sarcinilor in cele doua fragmente depinde de substituentii
din ciclurile A si B.

Izoflavonele se caracterizeaza de asemenea printr-un ion molecular intens (M-
1, m/e=121 u.m.), care este si pic de baza in spectrul izoflavonelor si 7-metoxi-
izoflavonelor {51].

Agliconii flavonoidelor prezinta fragmente caracteristice in spectrul de masa.
Spre exemplu, flavonele si flavonolii prezinta in general fragmentele:

M*- , [M-H]*, si [ M-CO]* si unele fragmente diferite de A*!-, [A 1+H]*, si
B %*, care sunt originale pentru ruperea retro-Diels-Alder:

+ B2+
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in general flavonele si izoflavonele prezinta fragmentele A 1+., [Al + H]+,
B1+, B2+. Flavonolii prezintd [Al + H]+ si B2+ si de asemenea fragmentul [M-
CHOJ]+. 3-metoxiflavonele prezinta A 1+., [A1 + H]+ ,B1+ si fragmentul [M-CO-
Me]+.

Flavanonele prezintd Al+., [Al + H]+, [B1+2H]+ si fragmentul [M-inel B]+ si
B3+:

[(M-B]

B 3+

in general agliconii flavonoidelor cu o grupare metoxi prezintd fragmentul [M-
Me]*, care este in mod special intens la flavonoidele 6- si 8- metoxilate.
Flavonoidele 2'-hidroxilate, de asemenea se apreciaza prin fragmentul [M-OH]*, in
timp ce 2-metoxi flavonoidele prezinta fragmentul [M-OMe]*.

Astfel, fragmentul [M-H,0]* este comun flavonolilor, flavan-3,4 diolilor si C-
glicozizilor, iar fragmentul [M-55]* sau [M-56]* indica prezenta unui substituent
izopentenilic. Este important ca unii autori, ca de exemplu Goudard si colaboratorii
au raportat posibilitatea diferentierii 5-hidroxi, 6,7-dimetoxi, 7,8-dimetoxi, 5,6,7-
trimetoxi- sau 5,7,8-trimetoxiflavonelor, datorita intensitatii ionilor M si M-15 [9].

In tabelul 10 sunt prezentate fragmentele caracteristice ale agliconilor
flavonelor si flavonolilor si interpretarea referitoare la numarul substituentilor
hidroxilici si metoxilici de pe inelul A si B.

Glicozidele flavonoidice, izoquercetina, hiperina din extractul etanolic din
frunze de Cryptocarya arhersoniana [31], glicozidele flavonolilor quercetind si
kaemferol din extractul de seminte de Kancolla [32] au fost analizate prin metode
care utilizeaza spectrometria de masa cuplata cu alte metode: FAB-MS, HR FAB-MS,
GC-MS.

Cromatografia de lichide de inalta performanta cuplatd cu spectrometria de
masa este o metoda frecvent folosita pentru identificarea fragmentelor caracteristice
pentru agliconii flavonoidelor, pentru O-glicozidele si C-glicozidele flavonoidelor,
precum si pentru glicozidele flavonoidelor [52].
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Tabelul 10. Fragmentele caracteristice agliconilor flavonelor si flavonolilor [9].
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1.4.6. Metode cromatografice de identificare a flavonoidelor
1.4.6.1. Cromatografia pe hartie

Datorita solubilitatii si valorilor R diferite, cit si datoritd proprietatii lor de a
da fluorescenta in lumina ultravioletd, flavonoidele pot fi usor identificate prin
tehnici cromatografice.

Cromatografia pe hartie este una din cele mai vechi metode utilizate pentru
analiza flavonoidelor. Inca din anul 1958 s-au analizat 228 de flavonoide folosindu-
se diverse sisteme de solventi in diverse proporiii. Sistemele de solventi cel mai des
utilizate care conduc la o buna separare a fractiunilor flavonoidice (atat glicozide cat
si agliconi) sunt cele doua sisteme Forestal:
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- reactiv Forestal pentru glicozide: acid acetic glacial:HCl conc.: apa=
15:3:82, v/v)

- reactiv Forestal pentru agliconi: acid acetic glacial: HCl conc.: apd=
30:3:10, v/v)

Desi sunt cele mai utilizate, sistemele Forestal produc modificari structurale
sau distrug pe cromatograma unele flavonoide, deci nu pot fi utilizate cand se
doreste eluarea spoturilor flavonice de pe cromatogramd, preferandu-se in acest
sens solutiile apoase de acid acetic 15% (pentru flavonoide) si acid acetic 60%
(pentru agliconi) sau pur si simplu apa, deoarece protejeaza nucleul benzopiranic

[3].

Pentru identificarea flavonoidelor prin cromatografie pe hartie, cel mai des se
utilizeazd hértia Whatmann 1, 2, 3, 4, 11, 20, Schleicher si Schiill Nr. 2043a, 2043
b, 2071 si altele. Solventii care se utilizeaza sunt apa, respectiv solutiile apoase ale
acizilor organici, butanolul si amestecurile de acizi organici, amestecuri neutre de
solventi organici cu polaritate mica, apa si metanol. Sistemele hidrofile se utilizeaza
pentru separarea glicozidelor, iar cele lipofile pentru separarea agliconilor.

Sisteme de solventi cele mai utilizate, in diverse proportii sunt:
etil-metil-cetona : acetona : acid formic : apa ; metil-izobutil-cetond : acid formic :
apa; cloroform : metanol : acid formic : apa; benzen : acid formic : apa [53]; m-
cresol : acid acetic : apa ; fenol saturat cu apa; benzen : metanol : apa .

Pentru identificarea flavonoidelor: quercetind, kaemferol, izoquercetind si a
glicozidelor lor din extracte metanolice vegetale, cel mai utilizat sistem de solvent;i
este:
butanol : acid acetic : apa = 40 : 10 : 50 [54-56]. Deoarece acest sistem de
solventi desi realizeaza o separare foarte buna, necesita 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), cu ajutorul caruia s-a incercat identificarea
quercetinei, rutinei si quercitrinei [56].

Alte sisteme de solventi folosite pentru identificarea flavonolului quercetina
sunt : AcOH : HCl conc. : apa =30 : 3 : 10, v/v ; fenol : apa (saturat); benzen :
acid acetic : apa = 125 : 72 : 3 [57]; AcOEt : apa (saturat); isoOH : apa = 6: 4;
n-Heptan : nBUOH : apd = 29 : 14 : 52; AcOH : apa = 15 : 85 [58]. Sistemele de
solventi utilizate pentru identificarea kaemferolului, genisteinei si orientinei sunt: t-
butanol : acid acetic: apa = 3:1:1 si acid acetic : apa = 15 : 85 [59].

Pentru detectie se pot folosii solutii apoase ale metalelor polivalente (acetat de
plumb, clorura de aluminiu, etc. dau reactii de culoare), solutiile de carbonat de
sodiu 5%, hidroxid de sodiu metanolic [60], solutie etanolicd de clorura ferica 0,5%-
1%, solutie de Rhodamin B 0,10 %, acid p-toluen-sulfonic.

Astfel pe baza reactiei zirconiu-acid citric, folosit la stropirea cromatogramelor,
se obtin informatii despre substituentii de la C3 sau C5 si anume, pot fi identificate
5-oxi-flavonele cu gruparea hidroxil liberd (ramnazina, kaemferolul, morina,
quercetina, miricetina), care dau reactie de culoare cu ZrOCl, si fluorescenta
galbena cu acid citric. Dacd gruparea OH din pozitia 3 lipseste sau este glucozidatd,
reactia de culoare cu ZrOCl; nu are loc si fluorescenta nu apare in prezenta acidului
citric.

Ca reactiv de stropire pentru vizualizarea flavonoidelor si a unor glicozide ale
acestora se mai foloseste si solutia apoasa NalOs 0,2 % pentru cromatograma
obisnuitd sau bidimensionala [60].

Pentru flavone, ca reactiv de stropire se mai utilizeaza solutia de borax 0,05
M, care are aceeasi performanta ca si reactivii amintiti mai sus sau sistemul
jod/iodurda de potasiu (0,001 M I, in 0,025 M KI) [61]. Aceasta din urma nu da
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coloratii cu flavonele total metilate si cu 3-hidroxi-3‘,4’,4,7-tetrametoxiflavonele, dar
culoarea se intensificd in prezenta grupelor metoxi vicinale. Flavonele, ca de
exemplu apigenina, kaemferolul, quercetina dau spoturi albastre sau gri-albastrui, in
timp ce toate glicozidele corespunzatoare dau spoturi de la galben la galben-brun.

Posibilitatea flavonoidelor de a prezenta fluorescentd in lumina UV se
utilizeaza si in cazul cromatografiei pe hartie. In cazul vizualizarii cromatogramei cu
AICl;3;, flavonoidele dau fluorescenta galbend, spre deosebire de cumarine, care nu
dau fluorescenta. Identificarea izoflavonelor este cea mai grea, deoarece nu dau
fluorescentd in lumina UV. Cu FeCls, izoflavonele care au la C3 o grupare OH libera
dau coloratie la lumina zilei. Flavonele si flavonolii care au grupare OH la atomul de
carbon, se vizualizeazda pe cromatograma cu reactivul Wilson si apar pete
fluorescente de culoare verde [62].

1.4.6.2. Cromatografia in strat subtire

In cromatografia in strat subtire se pot obtine variante de lucru combinand o
serie de faze mobile si o singura faza stationara, astfel:
- faza stationara: silicagel; faze mobile testate in diverse proportii, la analiza
flavonoidelor:
- benzen: metanol = 92 : 8 [63]
- benzen : metanol:acid acetic = 45 : 8 : 4, pentru identificarea
quercetinei si kaemferolului [63]
- acetat de etil: acid formic:acid acetic: apa = 100:11:11:27, pentru
identificarea digitoxinei, gitoxinei, rutinei si izoquercetinei [64]
- acid formic: apa: metanol =1:9:20, pentru identificarea
kaemferolului [65]
- hexan:isopropanol = 9: 1 pentru separarea flavonolilor [66]
- acetat de etil: etilmetilcetona: acid formic: apa, in diverse
proportii, pentru identificarea miricetinei, quercetinei si
ramnetinei [67]
- acetat de etil: metanol: apa = 100 : 16,5 : 18,5, pentru
identificarea rutinei [68]
- metanol: toluen =30:70; cloroform:acetond =15:1 si cloroform:
acetona: n-butanol =17:2:1 pentru identificarea kaemferolului,
rutinei, genisteinei si orientinei [59]
- toluen: acid acetic = 40:20: pentru identificarea quercetinei [69]
- toluen: dioxan:acid acetic=95: 25:4 pentru identificarea apigeninei
- tetraclorurad de carbon: acetona: acid formic = 35: 10:5 pentru
identificarea flavanonelor (naringenind), a flavonelor (morind,
crisind, quercetind, galangind, apigenind, kaemferol) si a
hidroxiflavonelor [70]
- faza stationara: poliamida; faze mobile testate in diverse proportii:
- etanol : apa = 1 : 1, pentru identificarea rutinei si quercetinei
- metanol: apa = 95:5 pentru identificarea quercetinei si
kaemferolului [71]
- faza stationara: celuloza; faze mobile testate :
- BAW (alcool n-butilic/ acid acetic/apa = 4: 1 : 5 si acid acetic
15 %
- sistemul Forestal (acid acetic: apa: acid clorhidric = 30: 10 : 3),
pentru identificarea flavonolilor
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- apa: acid acetic : acid hidroclorhidric = 20: 10 : 10, pentru
identificarea antocianilor [72]

- isobutanol: acid acetic : apa = 3: 1 :1

- acid acetic : apa = 15 : 85, pentru identificarea flavonolilor:
quercetin-3-0-glucozida, isormanetin-3-0-glucozida, kaemferol-3,7-
O-diglicozida [73]

- fazd stationara: alumind si fazd mobild, toluen : acetona: cloroform: acid
formic = 8: 7: 5: 3, pentru identificarea quercetinei, miricetinei si dihidro-
compusilor din extracte vegetale [74]

Alte faze stationare folosite pentru identificarea flavonoidelor sunt:

- adamantan, faza mobild: apa: acid formic: acid acetic: acetat de etil= 5: 2:
2:18, pentru identificarea quercetinei si rutinei [75]

- caprona, faza mobild: - etanol: cloroform = 35: 65;

metanol: cloroform = 20: 80;

acetona: propanol : apa = 5: 4: 1;
cloroform: metanol: formamida = 80 : 19: 1;
acetona: etanol: cloroform = 5: 15 : 80.

Deoarece informatiile privind cromatografia in strat subtire a flavonoidelor
sunt numeroase, unii cercetatori au Incercat centralizarea lor printr-o prelucrare
statistica. S-au obtinut astfel reprezentari grafice, numite dendrograme, pe baza
carora se poate gasi schema eficienta de analiza cromatografica, precum si valorile
R¢ probabile pentru compusii flavonoidici separati intr-o situatie concretd [76].

Prin analiza cromatografica in strat subtire combinatd cu analiza
spectrofotometrica UV-VIS, s-au putut face diferentieri structurale intre 5,6-
dihidroxi si 5,8-dihidroxi-flavone [77].

S-au cercetat sisteme performante de cromatografiere pe silicagel modificat
prin legarea unor compusi organici (isopropanol, acetat de etil, metil-etil-cetond,
dipropil-eter, tetrahidrofuran) si eluare cu n-hexan [78].

1.4.6.3. Cromatografia pe coloana (cromatografia lichid-solid)

Drept adsorbanti se folosesc: magnesol, silicagel, pulbere de celulozda sau
poliamida, sulfat de calciu, Sephadex LH-20, Sephadex G-10, G-25si G 50 [3, 8].

Sephadexul LH-20 este recomandat pentru separarea proantocianidinelor,
iar ca solvent de elutie se utilizeaza solventi organici; metanolul si etanolul se
foloseste pentru eluarea proantocianidinelor, iar acetona pentru separarea
polifenolilor cu masa moleculara mare [8].

Oxidul de aluminu nu este un bun adsorbant pentru separarea flavonoidelor,
deoarece formeaza cu acestia compusi stabili. Este utilizat pentru separarea unor
flavonoli prin eluare cu acid diluat sau metanol acid [79].

Poliamida (pulbere) este preferata, deoarece permite separarea fenolilor si a
derivatilor acestora, a polihidroxifenolilor, flavonelor, flavanonelor, chinonelor si
taninurilor. Gruparile amido din structura poliamidei sunt responsabile de puterea
de retentie pentru formarea puntilor de hidrogen cu gruparile hidroxil fenolice, astfel
incat fenolii sunt retinuti in functie de numarul gruparilor hidroxil, o-difenolii fiind
mai usor retinuti decat monofenolii. Substanta adsorbitad este eluata prin inlocuirea
cu un solvent. Solventii cei mai utilizati pentru eluare sunt apa, metanolul, etanolul,
acetona, solutiile alcaline diluate, formamida si dimetilformamida [63].
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Separarea agliconilor flavonoidici dintr-un extract metanolic din fructe de
Crataegus, s-a realizat folosind ca faza stationara: Sephadex LH-20 si fazd mobila:
amestec metanol: acetat de etil = 1:2 [60]

Acelasi adsorbant Sephadex LH-20 s-a folosit si la izolarea quercetinei,
miricetinei si a compugilor lor dihidro, din extractul metanolic din coaja de Pinus
contorta , utilizand ca solventi de eluare, amestecul metanol: etanol = 1: 1. [55]

Miricetina, kaemferolul, quercetina si glicozidele acestora se separd foarte
bine pe adsorbanti ca: silicagel, nitroceluloza si poliacrilamida, folosind ca solvent
de eluare apa: metanol= 1: 1 [80].

Extractele de orz si hamei au fost analizate cu rezultate bune cu ajutorul
cromatografiei de lichide, metoda propusa pentru standardizare la analiza berii.
Agliconii flavonoidici si flavonolii glicozidici s-au separat in regim isocratic, in
urmatoarele conditii de lucru: coloana Sephadex LH-20, eluare cu etanol pentru
flavonoli, iar pentru glicozide un amestec acid acetic-apa (2,5 : 97,5, v/v) la care se
adauga un al treilea component, tetrahidrofuran, acetonitril sau metanol. Detectia
s-a realizat in UV la 350 nm, iar identificarea componentelor s-a facut cu ajutorul
cromatografiei in strat subtire bidimensionald [81].

1.4.6.4. Cromatografia de lichide de inaltd performanta (HPLC)

Cromatografia de lichide de inaltd performanta (HPLC) este o tehnica ce
ofera acuratete, rapiditate si sensibilitate ridicata. Comparativ cu cromatografia de
gaze, nu este necesara derivatizarea, iar detectia se poate face usor
spectrofotometric.

Folosindu-se un sistem de solventi (metanol-acid acetic-apad) si o coloand
Cis, S-au analizat initial 34 de agliconi flavonoidici, pentru care s-au gasit coreldri
intre timpii de retentie si unele detalii structurale. Metilarea grupelor hidroxil din
ciclul A reduce polaritatea compusului si produce o crestere a timpului de retentie,
pe cand metilarea in inelul B reduce timpul de retentie a agliconului [82].

Identificarea flavonoidelor din extracte farmaceutice si vegetale s-a realizat
utilizand diverse faze mobile si stationare. Astfel:

¢ Pentru identificarea flavonoidelor din extractele alcoolice de Betula pendula

Roth conditiile de lucru au fost: coloana Hypersil ODS 11 (60 mm x 4,6 mm),

eluent, amestec A: tetrahidrofuran, solutie apoasa 1,8 % si acid ortofosforic

0,255 %; si amestec B: metanol 100%; debit 2 mL/min; detectie UV 210-

400 nm. In aceste conditii s-au separat foarte bine compusii: miricetin-3-

glicozida, quercetin-3-arabinopiranozida, quercetin-3-arabinofuranozida,

quercitrina si derivatii apigeninei [83].

e Rutina, quercetina, eupafolina si hispidulina s-au identificat utilizdnd coloana

Cis (250 mm x 4,6 mm, 5um), eluent, A: metanol adus la pH 3 cu acid

fosforic; B: metanol/ apa = 1: 1; C: metanol : apa = 7: 3; debit 1mL/min;

detectie UV la 339 nm [84].

o Extractul metanolic din frunze de Glycyrrhiza glabra purificat pe silicagel CC

(Wako-gel C-200), a fost analizat prin HPLC in urmatoarele conditii: coloana

Cis AG-120C (5um, 4,6 mm x 250 mm), solvent: MeCN-H,0 (1% HOAC),

gradient 20%-80% MeCN; debit 0,9 mL/min; temperatura coloanei 40°C,

detector UV la 254 nm. S-au separat flavonoidele: genisteina, pinocembrina,

prunetina, 6-prenilnaringenina [85].

o Flavonoidele, quercetina, kaemferolul si miricetina din tomate (Solanum
lycopersicum L.) au fost dozate prin HPLC, folosindu-se o coloand Hypersil-
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ODS (250 mm x 4,6 mm, 5 ym), fazd mobila 25:75 (v/v), acetonitril pH 2,4
cu tampon fosfat (25 % in 0,025 M NaH,PO,), debit: 1,2 mL/min; detectie
UV 266 nm [86].

Agliconii flavonoidelor quercetina, kaemferol si izoramnetina, din extractele
de Ginkgo biloba si produse ale acestora s-au identificat in diferite conditii,
utilizadnd diverse tipuri de coloane: Cosmosil 5C;g-AR (4,6x 150 mm, 5pm);
Lichrospher 100 RP-18 (4,0x 125 mm, S ym); Bondapak C;g (3,9 x 300 mm,
10pm); Inertsil ODS-2 (4,6 X 250 mm, S5 pm); Cosnosil 5 C;g -MS (4,6 x
150 mm, 5 pm); Symetry (4,6 x 150 mm, 5 pym); Nucleosil 5C;5 (4,6 x 150
mm, 5 pm); Prodigly 5 ODS-2 (4,6 x 250 mm, 5 um) si o serie de faze
mobile: M1 Tampon fosfat: CHsCN (77:23); M2 20mM KH,SO,: MeOH
(51:49); M3 Trietilamina:MeOH (53:47); M4 AcOH 20%: MeOH (68:32);
M5 AcOH 1%: THF: MeOH (55: 13 :32); M6  Hs3PO,; 0,3 %: CH3CN
(77:23); M7 MeOH: H3PO,4 0,3 %: CH3CN (30:58:12); M8 MeOH: H3;PO,
0,3 %: (1: 1); M9 H,0 : CH;CN: Isopropanol (100 : 47 : 5) + acid citric
0,40% [87].

Identificarea quercetinei si a glicozizilor flavanonelor din sucul de portocale
s-a realizat prin HPLC. Conditiile de lucru au fost: coloana C;g ( 150 x 2,0
mm, 3 ym), sistem de solventi (acid formic apos, pH 2,4 (A), acetonitril (B),
80:20, v/v, debit de 200ul/min. Pentru separarea simultana a flavonelor si
flavonolilor s-a utilizat urmatorul gradient de elutie: solvent B- gradient
liniar 50-60% (2 min), urmatda de o elutie izocratica a amestecului de
solventi A-B (33: 65, v/v) pentru 7 minute. Detectia UV a fost realizata la
280 nm pentru flavanone, iar pentru flavone si flavonoli la 265 nm [88].
Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici din Phaseolus vulgaris s-a
realizat pe coloana de Nucleosil 120 C;g (25 x 0,46 mm, 5 ym); eluent A
(acid fosforic apos 0,01 M) si B (100% metanol), debit 1 mL/min.; detectie
UV cu A intre 210-350 nm. Eluarea s-a realizat cu urmatorul gradient: 5 %
B in conditiile initiale; 50 % Tn B pentru 5 minute si final 70 % in B pentru 5
minute. S-au identificat structurile fenolice, proantocianidina, (+) catechina,
epicatechina, glicozida quercetinei, rutina, glicozida kaemferolului, precum si
derivatii de la daidzeinda. Prin aceastd metodd s-a fincercat corelarea
coeficientului de regresie liniara cu concentratia fenolilor si aria picului
cromatografic [89].

Analiza simultana a flavonoidelor si a compusilor fenolici de diferite polaritati
din frunzele de Betula pendula si Betula pubescens s-a realizat cu urmatorul
sistem cromatografic: coloana HP Hypersil ODS (60 X 4,6 mm, 3 um),
solvent A: (THF solutie apoasa 2,4 % + acid ortofosforic 0,25%) si B:
(metanol). Sistemul de elutie a fost la 0-4 minute, 2-12 % B in A, la 4-30
minute, 12-35 % din B in A; la 30-45 minute, 35-60 % B in A.; debitul a
fost 2 mL/min, iar analiza a fost monitorizata la 220, 280, 320, 360 nm
[90].

Compusii fenolici neutri ((+) catechina, (-) epicatechina), flavan-3-ol
polimeri si flavonol glicozidele (isoquercetina, hiperina, quercitrina,
avicularina si rutina) din sucul de mere au fost separati si quantificati prin
HPLC cu faza inversd (RP-HPLC) cu coloand C,g utilizdnd ca solvent apa
acidulata (pH= 2,8)- metanol. Domeniul UV de detectie a fost intre 260-350
nm pentru flavonoli [91].

Compozitia chimica a fructelor de Visnea mocanera a fost analizata prin TLC
si HPLC pentru a stabilii compozitia lor in compusi fenolici. Analiza
compusilor fenolici cu masa moleculara mica si a 3-flavanolilor s-a realizat
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utilizand 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 340 nm. Analiza agliconilor flavonolilor s-a realizat

cu coloand C;g (150 X 3,9 mm); solventi: apa/metanol/acid acetic (57,5:

37,5 : 5, v/v/v), debit 0,7 mL/min., detectie UV 360 si 254 nm, sau

amestec de solventi: tetrahidrofuran/apa/acid acetic (50 : 47,5 :2,5, v/v/v).

Pentru analiza antocianilor s-a folosit acelasi tip de coloana, amestec de

solventi diferit si anume: acid acetic/apa(10:90,v/v), (A) si acid

acetic/metanol/apa (10:45:45,v/v),(B); debit 1,0 mL/min si detectie 546

nm (vizibil) si 313 nm (UV). Gradientul a fost liniar, de la 25 la 80 % solvent

B, pentru 30 minute si in urmatoarele 10 minute, 80 % solvent B [92].

. Determinarea a 5-agliconi flavonoidici s-a realizat cu sistemul
cromatografic: coloanda C,g cu faza inversa (Lichrospher 100: RP-18) si
sistemul de gradient (A) metanol si (B) 10 mM acid fosforic si detectie UV-
VIS [93].

e Analiza bioflavonoidelor din fructe prin cromatografie HPLC a permis
identificarea flavonelor si glicozidelor acestora din fructe de grapefruit,
mere, tomate. S-au dozat flavonoidele (quercetina, kaemferolul, miricetina),
flavonele (apigenina, luteolina) din sucurile de mere, tomate, grapefruit,
lamaie si portocale cu coloana Nova-Pack C;g, eluarea s-a realizat in regim
isocratic: acetonitril/ tampon fosfat si detectie UV la 370 nm [92].

Pentru c3 flavonoidele sunt substante polare, utilizarea coloanelor cu faza
inversd (RP-HPLC) conduce la rezultate net superioare. S-au realizat separari bune
cu un aparat Helwett Packard 1084B, eluare cu acid formic-apa (5 : 95, v/v) si In
gradient de metanol, debit 2,5 mL/min, detectie UV la 280 nm [94]. Timpii de
retentie diferiti pot fi interpretati ca o rezultanta a doua tendinte opuse: legarea
hidrofoba de coloana si formarea de legaturi cu eluatul. Astfel se poate concluziona
ca: la flavone si izoflavone- grupa carbonil este puternic acceptoare de protoni, deci
daca in vecinatatea acesteia la Cs exista o grupare hidroxil, se formeaza o legdtura
de hidrogen puternica si ca urmare interactiunea cu solventul de eluare este slaba,
iar timpul de retentie creste. Acest lucru este valabil pentru agliconi, pentru ca la
glicozizi existd multiple posibilitati de formare a legaturilor de hidrogen. Legatura
de hidrogen cu hidroxilul de la C; este mult mai slaba si ca urmare timpul de
retentie creste mai putin.

Daca la Cs existd o grupare OH, introducerea altei grupari hidroxil la Cs de
obicei reduce timpul de retentie si din aceasta cauza si flavonele si flavonolii cu
substituenti identici formeaza perechi greu separabile. Prezenta grupelor hidroxil in
alte pozitii decat 3 si 5 reduce considerabil timpul de retentie. Aceste flavonoide pot
fi separate usor. Prin metilarea unei grupari hidroxil, timpul de retentie se modifica,
iar separarea unui flavonoid de metileterul sau se face usor, dar la introducerea unei
noi grupe metoxi, separarea nu mai este posibila.

In cazul glicozidelor, partea zaharica introdusa are caracter hidrofil, iar
contributia la interactiunile hidrofile scade de la hexoze la pentoze si metil-pentoze.
Formele piranozice si furanozice se pot separa clar de arabinozd, dar la glucoza si
ramnoza separarea este dificila.

Metoda RP-HPLC cu detectie spectrofotometricd UV a fost folosita pentru
determinarea majoritatii componentilor din frunze de Schisandra chinensis Baill.
Flavonolii (quercetind, kaemferol) si acidul cinamic au fost separati in 12 minute
utilizdnd faza mobila: acetonitril-solutie apoasa 0,05% de acid ortofosforic (40: 60,
v/v) si coloana de sticla Separon SGX C,g, 150 x 3 mm, 5 pm. Debitul a fost de 0,5
mL/min., iar analiza a fost monitorizata la A= 260 nm [95].
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Aceeasi metoda RP-HPLC, este folosita si pentru identificarea flavonoidelor
din ceapa (Allium cepa), telind (Apium graveolens)[96], seminte de Cuscuta
chinensis [97] (fazd inversa- sistemul cromatografic cu acid fosforic 0,025 M -
metanol ca fazd mobild). Analiza constituentilor fenolici de interes biologic din vinul
rosu s-a realizat prin HPLC, utilizdnd gradient de elutie si detectie “diode array”;
faza stationara ODS Hypersil; gradient format din acid acetic, metanol si apa; timpul
de efectuare a analizei fiind de 10-50 minute [98].

Prin diferite tehnici HPLC au fost determinate flavonoidele bioactive din

Platyclaudus orientalis, Dalbergia odorifera, Hippophae rhamnoides si
Ginkgo biloba [ 99-101].

Analize in urme, separdri rapide si determinari rapide se obtin in prezent
prin cuplarea cromatografiei de lichide de inaltd performantda cu alte tehnici
moderne: spectroscopia de masa [102-166,109], cromatografia HPLC-DAD (HPLC-
diode array detection) [106-109], HPLC-electrospray mas spectrometry)[110],
HPL-DAD-ESIMS[111],HPLC [112], MPLC [113].

O altd metodad cromatograficd de separare a flavonoidelor este RP-HPLC
cuplat isocratic cu sistemul NP-TLC [112,113], cadnd fractiunile de flavonoide
separate pe coloana 100 RP18 (150 x 4,6 mm), detectie UV 254 nm, sunt colectate,
evaporate si aplicate pe placute de silice, iar developarea se realizeaza in trei pasi
utilizand gradient de elutie, metanol-acetat de etil, ca faza mobild.

HSCCC (High Speed counter current chromatography) are aplicatii
preparative pentru separarea isoramnetinei, kaemferolului si quercetinei din
extracte prospete de Ginkgo biloba si de Hippophae rhamnoides L., cand analiza se
realizeaza utilizadnd coloana Microsorb-MV ODS (150 x 4,6 mm, 5 ym); faza mobild
metanol 0,04% H3PO, (50: 50, v/v), debit 1 mL/min si monitorizare la A= 254 nm
[114].

MPLC (Medium presure liquid chromatography)[115] este o metoda noua
pentru izolarea compusilor naturali. S-au separat prin aceasta metoda sase compusi
fenolici (acid galic, catechina, rutina, naringenina, quercetina si isoramnetina, in
urmatoarele conditii de lucru: coloana LichroCART 250-4, Hypersil ODS (250 mm Xx
40mm, 7 um), presiune 14 bar, fazd mobild acetonitil si acid formic 1%; debit 1
mL/min.

1.4.6.5. Cromatografia de gaze

Primele incercari de separare prin cromatografie gaz-lichid a unor fenoli
simpli dateaza din 1968, dar rezultate privind fenolii cu o structura mai complexa s-
au publicat in anul 1962, cand s-au relatat rezultate privind analiza a 36 flavonoide
folosindu-se ca faza lichida un polimer siliconic SE-40. Aceastd metoda a permis
separarea, izolarea si identificarea unor cantitati de ordinul miligramelor din acesti
compusi, dar s-a pus problema influentei metilarii, acetilarii gi a legaturilor de
hidrogen. Ca urmare, nu s-a gasit o corelare liniara intre numarul de substituenti si
timpul de retentie, ceea ce indica faptul ca substituentii plasati in diferite pozitii ale
nucleului flavonoidic influenteaza timpul de retentie in mod diferit in special la
flavonele 3 si 5 substituite. Exista insa compusi la care timpii de retentie sunt
suficient de diferiti pentru a permite identificarea cu usurinta.

Utilizédnd faza lichida 15 % SE-30, faza gazoasa He, debit intre 120-150
mLmin, s-a constatat ca: cu cat creste numarui substituentilor, creste si timpul de
retentie. Metoxilarea scade timpul de retentie pe cand acetilarea creste timpul, dar
numai la compusii in care nu exista legaturi de hidrogen. Dacd existd legaturi de
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hidrogen, timpul de retentie este cu mult mai mic decat valoarea asteptata.
Compusii cu mai mult de doua grupe hidroxilice si 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
solicitatd la temperaturi ridicate (p.f. ale flavonoidelor se situeaza in jur de 200°C)
[116].

Identificarea flavonoidelor, indeosebi a trimetilsilii flavonoidelor si a
agliconilor acestora a fost realizata folosind seria OV a polimerilor siliconici ca faza
lichida. Astfel pentru a identifica eterii trimetilflavonoidelor s-a folosit o coloana de
polimeri siliconici SE-30, pentru identificarea antocianidinelor. Flavonoidele
quercetina, hesperetina, kaemferolul, naringenina, vagonina si baicaleina, s-au
identificat pe mai multe tipuri de coloane: 0,5 % OV-1, OV-17, OV-25, 2% 0V-210
si 0,5 % OV-225 [117]. Cromatogramele in faza gazoasa au fost obtinute la 210°C,
iar pentru coloana 0,5 % OV-210 la 190°C, flavonoidele prezinta un pic larg mai
slab.

Cromatografia gaz-lichid [111] a fost folositd si la elucidarea structurii
flavonoidelor prin identificarea compusilor rezultati la degradarea lor alcalina.

Hidroxi- si metoxi-flavonoidele s-au analizat asociind cromatografia gaz
lichid cu spectrosopia FTIR. Prin intermediul acestei tehnici s-au realizat coreldri
intre datele spectrale IR si timpii de retentie, pe baza carora s-au putut culege
informatii privind natura substituentilor [116], sau s-au putut face predictii asupra
timpului de retentie [118]. Asocierea cromatografiei de
gaze cu spectroscopia de masa a permis detectia 5-metoxiflavonelor in plasma
sanguina (sensibilitatea metodei permitand detectia a 1 ng flavonoid/ mL plasma
sanguinad) [119], in extracte vegetale [120-122], ca si pentru cuantificarea activitatii
antiradicalice a unor extracte vegetale [123] si analiza compusilor fenolici din
matrici solide [124].
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1.5. Activitatea flavonoidelor

1.5.1. Activitatea antioxidanta

Flavonoidele ca pigmenti naturali prezenti in vegetale protejeaza de efectele
nocive produse de agentii oxidanti, cum sunt razele ultraviolete. Datorita prezentei
in structura lor a unui numar variabil de grupari fenolice, prezinta proprietatea de a
forma chelati cu fier si alte metale tranzitionale, ceea ce le confera o mare
capacitate antioxidanta si de aceea joaca un rol esential in protectia fenomenelor de
degradare oxidativa si au efect terapeutic relevant pentru un numar mare de boli.

Proprietatile lor antiradicalice se datoreaza inhibarii radicalilor hidroxil si
peroxid, grupdri reactive care sunt implicate in initierea proceselor de peroxidare
lipidica si descriu capacitatea lor de a modifica sinteza eicosanoidelor (cu raspuns
anti-prostanoida si antiinflamator), de prevenire a agregarii plachetare (efectul
antimicrobian) si de protejare a lipoproteinelor [4].

Capacitatea antioxidantd a flavonoidelor a fost studiatd inca de la
descoperirea lor, iar studiile farmacologice indica cd majoritatea flavonoidelor se
gasesc in tractul gastro-intestinal unde se presupune ca actioneaza ca si antioxidanti
biochimici in timpul proceselor oxidative energice care are loc in timpul digestiei
[125].

Flavonoidele retin oxigenul reactiv in special din forma superoxizilor anionici,
a radicalilor hidroxilici, peroxizilor lipidici sau hidroperoxizilor. Diverse flavonoide au
demonstat eficienta lor pentru a elimina procesele de peroxidare lipidica al acidului
linoleic sau a fosfolipidelor din membrane [4], la peroxidarea globuielor rosii la
autooxidarea homogenizatelor din creier.

Majoritatea afectiunilor in care s-au sesizat efecte terapeutice ale
flavonoidelor implica distrugeri cauzate de radicali, dar pana in prezent mecanismul
de actiune nu a fost in totalitate elucidat, cu toate c3 cercetdrile recente au
evidentiat unele coreldri intre structura si activitatea antioxidanta a flavonoidelor.

Primele lucrari publicate privind activitatea antioxidanta a flavonoidelor
dateaza din jurul anului 1970 si s-au axat pe latura aplicativd. Flavonoidele de
origine vegetald, sub forma de substante pure sau extracte alcoolice s-au dovedit a
fi compusi cu rol protector in oxidarea uleiurilor vegetale sau a altor alimente,
acizilor grasi si a preparatelor cosmetice [126].

Pentru elucidarea relatiei structura-activitate in clasa flavonoidelor cele
dintdi experimente au fost cele de oxidare a acidului ascorbic in diferite conditii
catalitice, de temperatura si de pH.

Efectele antioxidante cele mai puternice prezinta quercetina,
dihidroquercetina, morina, urmate de rutind, diosmetind, ramneting, fiseting,
luteolind, miricetind, kaemferol, (-) epicatechind si izoflavonele: daidzeina,
genisteina si prunetina. Concentratia cea mai micd, determinatda experimental, la
care un polifenol flavonoidic este antioxidant este de ordinul 10, pentru compusii
cu activitate ridicatd sau 103 M pentru un antioxidant cu valoare medie [126].

Proprietatea flavonoidelor de a capta radicali liberi a fost cercetatd sub
diverse aspecte. Astfel ionul superoxid si radicalii liberi de oxigen sunt foarte reactivi
si capabili sa distruga o varietate de molecule. A fost demonstratd clar eliberarea
acestor radicali in procesele inflamatorii sau in fagocitoze, cand tesuturile gazda
sunt atacate. In acest sens, s-a cercetat efectul radicalilor liberi de oxigen asupra
microfibrelor de colagen incubate in vitro. Intr-un sistem generator de radicali liberi
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de oxigen, colagenul a fost scindat in peptide cu greutate moleculard mic3,
degradarea fiind mai drastica, iar procentul de distrugere al colagenului s-a
determinat din continutul de hidroxiprolind prezenta in aceste peptide [125].

in ultimii zece ani, majoritatea cercetarilor privind activitatea antioxidanta a
flavonoidelor s-au axat pe inhibdri ale oxidarilor la nivel celular, cum ar fi
peroxidarea lipidicd, enzimatica sau catalizatd de ionii metalelor tranzitionale.

S-a ajuns la conluzia c@ in peroxidarea lipidica neenzimaticd o dubla
legatura intre C; si Cs, o grupare hidroxilica la C3 si una cetonica la C4, pot conferi
proprietati antiperoxidative.

In ceea ce priveste peroxidarea lipidicid enzimatici, dupd unele opinii,
majoritatea flavonoidelor sunt inhibitori potentiali ai lipooxigenazei (LPO), iar
inhibarea depinde de concentratie. Cele mai putin active flavonoide sunt acelea care
nu au grupare 3'-OH, ca de exemplu, naringina si naringenina. Alte elemente
structurale luate in studiu, stereochimia, metilarea grupei 3-OH, includerea unei
grupe cetonice (quercetina, rutina, naringina, naringenina), legarea de un rest
zaharic (rutina, naringina) nu produc diferentieri remarcabile in puterea de inhibare
a peroxidazei lipidice.

In urma studiului privind actiunea flavonoidelor in lipooxidarea enzimatica,
s-au tras urmatoarele concluzii:

- Structurile esentiale pentru un inhibitor de lipoxigenazd sunt: grupa carbonil in
pozitia 4, grupa hidroxil in 4 si rotatia libera a arilului la C,.

- Activitatea de inhibare a lipooxigenazei este accentuata de: heterociclul planar,
grupe 3',4'-dihidroxi in inelul B si prezenta grupei 3-hidroxi la heterocilul B. Astfel
galangina este un inhibitor slab, crisina este inactiva, luteolina si quercetina sunt
mai active decat taxifolina si kaemferolul.

- Efectul de inhibare descreste la adaugarea de substituenti hidrofilici: 7-O-hidroxi-
etil-quercetina este mai putin activd decat quercetina.

- Activitatea de inhibare se pierde la glicozidare (7-O-hidroxietil-rutina) sau la
alchilarea principalelor grupe hidroxilice din inelul B.

- Inhibarea lipoxigenazei nu depinde de substituentul 5-OH (quercetina fata de
fisetind).

~ Hidroxietilarea incompletd a quercetinei care conduce la produsi identici celor ce se
obtin la metilabolizarea incompletd a hidroxietil-rutozidei, pot avea ca efect
inhibarea lipoxigenazei.

Relatia dintre structurd si activitatea antioxidanta a flavonoidelor este o
problema dificil de tratat din urmatoarele motive:

- nu exista un singur mecanism de inhibare a oxidarii, fiind vorba de cel putin trei
mecanisme: captarea radicalilor liberi ce apar in diferite situatii, inhibarea
peroxidarii lipidice si inhibarea oxidarii acidului ascorbic. Aceste trei mecanisme
diferite se cuprind de obicei in termenul de antioxidant, desi ele nu apar neapdrat
asociate. Departajarea lor este utila in intelegerea actiunii antioxidantilor in
fenomenele biochimice, deoarece exista mai multi factori care influenteazad
activitatea antioxidanta si anume: lipofilicitatea, importantad pentru afinitatea fata de
membranele celulare, adesea locul de actiune; capacitatea de a lega chelatic ioni ai
metalelor tranzitionale (in special Fe si Cu), actiune prin care poate bloca centrul
activ enzimatic (de exemplu al ascorbat-oxidazei), capacitatea de a capta radicali,
capacitatea de inhibare a unor enzime [126].

- s-au observat inversari ale proprietatilor antioxidante. Astfel la concentratii mari
de substrat, unele flavonoide cum ar fi miricetina stimuleaza cicloxigenaza, desi
initial s-a constat inhibarea enzimei. Rezultate recente demonstreaz3d posibilitatea
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unui dublu rol, protector in carcinogeneza si in aceasi timp de generare a unor
mutatii genetice {127].

Estimarea activitdtii antioxidante a flavonoidelor (kaemferol, ruting,
luteolind, morind, miricetind) a fost realizatéd si urmarind efectele de inhibare a
peroxidarii lipidelor (LPO), metoda care este foarte utila si pentru determinarea
activitdtii antioxidantilor -flavonoide si pentru evaluarea activitdtii antioxidante a
alimentelor si a plantelor medicinale [128].

Activitatea de legare chelaticd a fierului Fe** s-a determinat prin incubarea
solutiei de flavonoida cu complex EDTA-Fe?* pentru formarea complexului flavonoida
-Fe?*, observabil la 0 anumitd lungime de unda specifica, in prealabil determinata,
deoarece in acest proces competitiv, cantitatea de complex care se formeaza este
foarte mica si greu de dozat.

In stabilirea relatiei structurd -activitate pentru activitatea de legare
chelatica a fierului s-a concluzionat ca grupa 3-OH pare sa fie mai importanta decat
5-OH, structura catecholicd pare mai importantd decdt 5-OH. Compusi care pot
forma chelati doar datorita grupelor 5-OH si 4-ceto sunt chelati slabi.

Metode de evaluare a activitatii antioxidante a flavonoidelor

Diverse metode pentru determinarea activitatii antioxidante sunt utilizate in
vederea monitorizarii si compardrii activitdtii antioxidante a unor compusi din
produsele vegetale. Metodele care utilizeaza specii de generatori de radicali liberi au
avantajele ca sunt rapide, usoare, simple si nu necesita echipamente speciale, fiind
des folosite pentru testarea capacitatii compusilor de a actiona ca si inhibitori de
radicali liberi sau ca donatori de hidrogen.

Alte metode de determinare a capacitatii antioxidante utilizeazd fenomene
de chemiluminescentd utilizdnd diverse substante fluorescente care detecteaza
radicalii liberi si masoara activitatea antiradical a antioxidantilor impotriva radicalilor
liberi ai oxigenului.

Masurarea individuala a antioxidantilor prin separare, nu permite
cunoasterea cu certitudine a capacitatii antioxidante a unui produs datorita efectelor
sinergice care pot sa se stabileasca intre compusiii prezenti in acesta. Activitatea
antioxidanta se exprima in diverse moduri, si in functie de diferite standarde de
referinta.

Metoda EAAT (.electrochemical antioxidant activity tester’) [129]

Metoda EAAT determina capacitatea antioxidantilor de a inldtura radicalul
superoxid si se bazeaza pe masurarea modificarilor conductivitatii probei pe masura
ce antioxidantii reduc radicalii liberi din solutia tampon. Cu ajutorul acestei metode
sunt cuantificati toti antioxidantii care inlaturd superoxidul din proba, cum ar fi:
flavonoidele si carotenoizii.

Metoda a fost aplicatd pentru determinarea activitdtii antioxidante a
fructelor uscate si a sucurilor concentrate (afine, capsuni, banane).

Metoda FRAP (,Feric reducing ability of plasm”) [130, 131]

Metoda FRAP prezintd avantajul reactiilor de transfer de electroni. Sarea
fericA Fe(lll) (TPTZ),Clz (TPTZ=2,4,6-tripiridil-s-triazina) este utilizata ca
antioxidant.
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Metoda FRAP utilizeaza o reactie de oxido-reducere pentru masurarea
capacitétii probelor de a reduce Fe** la Fe?*. Valorile FRAP au fost exprimate in uM/
proba/L (UM potential antioxidant/L, pentru 1 g extract vegetal), rezultatele variind
in functie de conditiile determinarii: timp de extractie, temperaturd, prezenta altor
compusi.

Metoda a fost aplicata pentru determinarea capacitatii antioxidante totale a
diferitelor tipuri de ceaiuri (Camellia sinensis)[132], a uleiului volatil din frunze de
salvie (Rosmarinus officinalis L.)[133], si a unor legume si fructe [134,135].

Prin aceasta metodd a fost deteminata si activitatea antioxidanta a
polifenolilor; reactia fiind urmarita timp de 30 de minute, iar standardele de Fe(Il) si
probele au fost dizolvate in acelasi solvent pentru a realiza compararea. Polifenolii
identificati au inclus flavonoidele quercetind, rutina, catechina si acizii fenolici (acid
galic, acid cafeic, acid ferulic), activitatea lor antioxidanta depinzand de extinderea
hidroxilarii si conjugarii [136,137].

Metoda bazata pe actiunea oxidanta a permanganatului de potasiu in mediu
acid [138].

Aceastd metodad se bazeaza pe actiunea antioxidanta a permanganatului de
potasiu in mediu acid asupra majoritdtii substantelor reducatoare vegetale. Pricipiul
metodei consta in determinarea vitezei de decolorare a unei solutii 0,1N KMnO, in
mediu acid, care contine produs de analizat, utilizdnd ca solutie etalon o solutie de
acid ascorbic 1% (un antioxidant recunoscut).

Metoda a fost aplicata pentru sucuri naturale din diferite fructe.

Metoda decolordrii _cationului ABTS*: (acid 6 sulfonic 2,2'-azinobis (3

etilbenzotizolinad)[139]

Metoda spectrofotometrica care are la baza utilizarea radicalului cationului
ABTS* este una dintre cele mai folosite metode de determinare a activitdtii
antioxidante a extractelor vegetale si se bazeaza pe capacitatea antioxidantilor de a
»Stinge” radicalul ABTS*-, care este un cromofor albastru (verde, cu maxim de
absorbtie la 734 nm), in comparatie cu analogul hidrosolubil al vitaminei E (Trolox).
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Cu ajutorul acestei metode au fost supuse analizei numeroase extracte
vegetale care contin flavonoide: frunze si seminte de Gingko biloba L. [140], fructe
de Averrho carambola L. (epicatechina) [141], boabe de cacao, ceai verde, vin
[142].

: De asemenea s-a incercat utilizarea capacitatii antioxidante echivalente
Trolox (TEAC- ,Trolox equivalent antioxidant activity”) in construirea relatiei
structura activitate (SAR) [143].

Metoda bazatd pe generarea si_captarea de radicali DPPH (a,a-difenil-8-

picril-hidrazil) [144]

Pentru a se compara activitatea antioxidanta a unor compusi naturali cu

activitatea t-butithidroxitoluenului (BHT) si t-butilanisolului (BHA), s-a realizat
o metoda perfectionatd, automatizata bazata pe generarea si captarea de radicali
(DPPH- alfa).

Molecula de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (a, a-difenil-B-picrilhidrazil, DPPH,
(1)), este caracterizatd ca fiind un radical liber prin eficacitatea delocalizarii
schimbului de electroni intre molecule. Delocalizarea electronilor va da o coloratie
violetd compusului, caracterizata printr-o banda de absorbtie in solutie etanolica la
520 nm.

Cénd solutia de DPPH este amestecata cu o substantd care poate dona un
proton, atunci se va forma, forma redusa (2) concomitent cu disparitia coloratiei

violete.
N
: "N

| NH
N. +RH —» + R-
O,N
02N N02 2 N02
DPPH
(1) (2)

NO, NO,

difenil picrithidrazil (radical liber) difenilpicrilhidrazina

Metoda initiala [145] a utilizat ca antioxidant tiolul continut in aminoacidul
cisteind, urmadrind reactia dintre radicalul DPPH si molecula de cisteina.
(stoechiometrie 1:1). Alti compusi activi, ca, glutationul, aminele aromatice (p-
fenilendiamina, p-aminofenolul, a-tocoferolul (vitamina E), si compusi
polihidroxiaromatici (hidrochinona si pirogalolul) pot da aceasta reactie.

Ulterior s-au adus simplificari metodei indicand faptul ca desi unele reactii
sunt mai complexe nu este necesar ca acestea sa decurgd mol la mol. Metoda poate
fi aplicatd si in cazul reactilor reversibile, cdnd specia ce contine protonul poate fi
adaugata si la sfarsitul reactiei [145,146]. A fost introdus si un parametru care
ajutd la interpretarea rezultatelor metodei DPPH, parametru denumit ,concentratie
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eficientd” sau valoarea ECsy (sau numita de unii autori ICsy), care este definitd ca
fiind concentratia substratului, ce determina reducerea cu 50% a activitatii DPPH.

Prin aceastd metoda s-a determinat activitatea antioxidantda a extractelor
crude din frunze, coaja, flori, fructe de Cassia fistula L. [147], frunze verzi si frunze
mature de Gingko biloba L [148], a extractelor apoase de Melissa officinalis L.,
Oreganum vulgare L., Thymus vulgaris L si Agrimonia eupatoria L obtinute prin
metode conventionale [149].

Puterea antioxidanta a compusilor polifenolici din extractul apos, respectiv
alcoolic (50%) din frunze de Psidium a fost determinata tot prin metoda DPPH,
urmarind scidderea absorbantei si modificarilor coloratiei pentru radicalul DPPH de la
purpuriu la galben. Eficienta antioxidanta (AE) s-a considerat a fi un parametru mai
eficient pentru antioxidantii selectati [150].

De asemenea prin aceastda metodda s-au determinat si proprietatile
antioxidante a extractelor apoase de propolis [151], a extractelor butanolice si
cloroformice din frunze de Dyera costulata [152] si a extractelor etanolice din frunze
de Cryptocarya ashersonina [153]. Activitatea antioxidantda a unor extracte apoase
a unor specii de Laminaceae a fost determinatd prin metoda DPPH urmarind
decolorarea probei cu DPPH si prin masurarea absorbantei la 517 nm dupa 20
minute, iar ca si control au fost utilizate standardele: acid ascorbic, BHT, acid galic,
quercetina si extract de Vitis vinifera [154].

O cale fotochimica a metodei DPPH a fost studiatd pe o serie de extracte
vegetale din plante braziliene utilizdnd ca si standarde rutina si extractul de Ginkgo
biloba. Absorbanta a fost citita dupa 30 minute de reactie la 518 nm, iar valoarea
acesteia a fost convertita in procente activitate antioxidanta, valorile ECsqy fiind
calculate din ecuatia de regresie [155].

Un studiu comparativ pentru extractele metanolice si acetonice a fost
realizat pentru extractele vegetale ale unor plante medicinale si aromatice,
stoechiometria reactiei find: DPPH: extract= 1: 1.5 si 1:0.75 [156].

Activitatea antioxidantd prin metoda DPPH a flavonoidelor si a compusilor
fenolici din speciile unor flori din familia Combretaceae, ,procente de inhibare” a fost
exprimata ca fiind absorbanta citita dupa 15 minute de reactie la lungimea de unde
de 517 nm, fata de martor quercetina si acidul ascorbic [157].

Activitatea antioxidanta a unei serii de legume [158] si a frunzelor de
ginseng corean [159] a fost determinata tot prin aceasta metoda.

Pentru diverse specii de ceaiuri (chinezesc, negru, de musetel, de menta, de
eucalipt, de salvie) activitatea antioxidanta s-a determinat prin doua metode:
metoda DPPH si prin metoda chemiluminescentei, utilizand Trolox-ul si quercetina
ca standarde [160, 161].

Gradul de distrugere al radicalilor peroxil si a radicalilor DPPH de cétre
flavone, flavanone, flavanoli si flavonolii prezenti in alimente a fost determinata prin
ESR (rezonanta electronica de spin). Efectul a fost remarcabil pentru majoritatea
flavonoidelor [162].

Detectia compusilor care distrug radicalii in extractul de Borago officinalis, a
fost realizata printr-o metoda mai modernd ,on-line” HPLC-DPPH, care a dat
rezultate cantitative foarte bune utilizadnd faza mobild in diverse proportii de la 2-
80% acetonitril cu 2% acid acetic in apa, detectia in UV la 280 nm [163].
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Metoda chemiluminescentei pentru evaluarea  activitatii antioxidante a
diferitelor flavonoide

Aceastd metodd a chemiluminescentei cu luminol, implica oxidarea
jJuminolului in mediu bazic cu generarea unei mari energii intermediare si emisia
ulterioara determinatd de acidul aminoftalic. Reactia este catalizatd de ioni de metal,
cum este Cu(ll) si necesita prezenta unui agent de oxidare cum este apa
oxigenatd. Aceasta determind ca antioxidantul sau compusul antioxidant sa
reactioneze cu acesta. Activitatea antioxidantd a compusilor antioxidanti este
comparata cu potentialul antioxidant al acidului ascorbic [164]. Prin aceasta metoda
a fost determinatéd activitatea antioxidanta a infuziilor din seminte de canar [165].

Activitatea antioxidanta a extractelor alcoolice (metanolice si etanolice) de
Hypericum perforatum, s-a determinat prin chemiluminescenta utilizand sistemul
generator: luminol si apa oxigenata la pH=8,6 in prezenta tamponului TRIS+ HCI
{166].

Aceasi metoda a fost utilizata si pentru extractele din fructe de Carduui
mariani [167], pentru o serie de extracte apoase de Hypericum perforatum L.,
Achillea millefolium L., Mentha piperita, Cichorium intybus L., Calendula officinalis,
Symphytum officinale L., Aristolochia clematitis L., Rosa canina, Hippophae
rhamnoides (frunze, scoarta, fructe), Thymus serpyllum, Sambucus nigra,
Crataegus monogyna [168], pentru pigmentii din ceaiul negru [169], pentru
flavonoidele din propolis [170].

Determinarea potentialului_antioxidant total — metoda TRAP (total reactive

antioxidant potential) [171]

Metoda are la baza utilizarea unui generator de radicali hidrofilici si o
substanta care detecteazad acesti radicali (ficoeritrina). Ca si generator de radicali
liberi se utilizeaza ABAP, care este un azo-compus: 2,2’-zobis-(2-amidinpropan).
Cuantificarea rezultatelor se face prin urmarirea scaderii fluorescentei ficoeritrinei in
urma reactiei de oxidare declansata de ABAP, monitorizare urmarita la fiecare 5
minute, |a A- 495 nm. Valorile TRAP totale au fost calculate prin intermediul sumei
valorilor TRAP ale fractiunilor hidrosolubile, rezultatul exprimandu-se in pM/g
produs.

Metoda a fost utilizatd pentru evaluarea capacitatii antioxidante a unor
legume cum ar fi varza creata, laptuca, ceapa, tomatele.

Determinarea potentialului _antioxidant total utilizind Cu (II) ca_si
antioxidant [171]

Aceasta metoda se bazeaza pe reducerea Cu(Il) la Cu(I) de catre reducatorii
(antioxidantii) prezenti in proba. Un agent cromogenic, batocuprina (2,9-dimetil-
4,7-difenil-1,10-fenantrolina), formeaza un complex 2:1 cu Cu (I), cu maxim de
absorbtie la 490 nm.

S-au gasit si alti compusi cu activitate antioxidanti, ca de exemplu a-
tocoferolul care poate reduce 2 moli de Cu(II) la Cu (I).
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Mai recent s-a raportat o nouda metoda, care a fost utilizata pentru
masurarea capacitatii antioxidante a produselor vegetale, folosind tetrabenzo-
[b,f,i,n] [1,5,9,13]-tetrabenzociclohexadecina-Cu(II) imobilizat pe silicagel.
Absorbanta sorbentului modificat (712 nm) a scazut cand Cu(ll) a fost redus de
catre oxidant [171]. Metoda este aplicatd in analiza ceaiurilor si a extractelor
biologic active de Echinacea [172].

Alte metode de evaluare a activitatii antioxidante a flavonoidelor

Alte metode folosite pentru evaluarea activitatii antioxidante a flavonoidelor

sunt:
-Metoda tiocianat, care utilizeaza un sistem apos, sub forma de emulsie apoasa
care contine B-caroten si acid linoleic. Prin aceasta metodad a fost determinata

activitatea antioxidanta a extractelor apoase, eterice si etanolice din frunze de
Cydonia vulgaris [173], a extractelor apoase din fasole (Vigan radiata L.)[174] si a
extractelor cloroformice si acetonice de salvie (Salvia sclarea L.) [175].

- Metoda Rancimat, care se bazeaza pe abilitatea de formare a peroxizilor ca produsi
secundari de oxidare, cand amestecul de tocoferol si BHA sunt utilizate ca
antioxidanti comerciali pentru compararea activitatii probelor de analizat. A fost
aplicata pentru a urmari oxidarea in vitro a continutului de flavonoide din Picris
echoides [175].

Activitatea antioxidantd a majoritatii flavonoidelor din Aspalathus linearis a fost
comparata cu cea a altor polifenoli prezenti ca de exemplu: a-tocoferol, BHT, BHA
[176].

- Metoda autooxidarii linoleatului de metil, are la baza oxidarea linoleatului de metil
in prezenta unor antioxidanti si se utilizeazd indeosebi pentru studiul activitatii
antioxidante a fructelor comestibile si necomestibile [177, 178].

Determinarea efectului _antioxidant asupra moleculelor de lipide prin
masurarea indicelui de peroxid.

Activitatea antioxidantd este studiatd pe uleiul de floarea soarelui la 98°C,
prin mdsurarea indicelui de peroxid periodic timp de 300 minute (la fiecare 60
minute). Aceasta metoda s-a folosit pentru determinarea activitatii antioxidante a
unor flavonoide ca atare (apigenina, luteolina, kaemferolul, miricetina) si a unor
extracte metanolice din plante (frunze de Olea europea, frunze de Hypericum
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perforatum, frunze de Crataegus laevigata, Origanum vulgare si frunze de Lauris
nobilis), studiu care justificd activitatea pro-oxidanta a flavonoidelor [179].

De asemenea mai sunt studiate si alte metode de determinarea a activitatii
antioxidante, ca de exempliu: RAE (,Relative antioxidant efficiency”) [180], TOSC
(,oxyradical scavening capacity”)[181], metode care sunt folosite mai rar gi numai
in anumite conditii.

Metoda spectrofotometricd care utilizeaza pirogalolul este o metoda
spectrofotometricd de generare a anionilor superoxid. Aceastd este o metoda
folositd pentru determinarea proprietdtii antioxidante a flavonelor si flavonolilor.
Activitatea pro- si antioxidanta depinde de concentratia de flavone din mediu,
indicAnd cum hidroxilarea (pe inelul C) si pozitia 3 (flavonoli) schimba proprietatile
antioxidante mai mult decdt metoxilarea. Un fenomen similar este observat fa
hidroxilarea pozitiei 2’ si 4’ (inelul B), iar hidroxilarea si metoxilarea in pozitia 7
(inelut A), are efect negativ asupra generarii activitatii radicalice [182].

In concluzie, flavonoidele se pot comporta ca si antioxidanti si prooxidanti,
aceastd activitate fiind dependenta de o serie de factori, conditile de analiza,
concentratia efectivd care se apropie de centrul donor al radicalului format,
stabilitatea radicalilor flavonoidului, ce se formeaza donand un atom de H la
radicalul atacat; lipofilicitatea pentru captarea de membrana si de pH-ul mediului.
Din aceasta cauza, se stie ca flavonoidele sunt libere de toxicitate si efecte
secundare, ceea ce le permite diverse aplicatii terapeutice.

Pe de alta parte, aspectele structurale relationate cu activitatea antioxidanta
a flavonoidelor sunt studii ale activitatii de captare a radicalilor liberi, de inhibare a
POL, incluzdnd grupa catecholicd, ca si structura fundamentald, impreund cu
gruparea carbonil din pozitia 4 si conjugarea cu dubla legaturda intre C; si Cs.
Gruparea OH liberd din pozitia 3 aparent reduce capacitatea antioxidanta prin
cresterea delocalizarii electronice si conjugarea totala a inelului piranic cu restul
moleculei. Structura tipica de antocianidine, creste instabilitatea radicalilor formati si
produce o crestere a activitatii antioxidante, dar in acelasi timp prezenta gruparii
pirogalolice predispune spre o activitate prooxidanta.

1.5.2. Activitatea biologica

Efectele biologice ale flavonoidelor se explicd prin afinitatea lor fata de
enzime, hormoni si ioni ai metalelor.

Efectele biochimice ale flavonoidelor asupra enzimelor [183]

Numeroaseie cercetari intreprinse in vederea stabilirii efectelor biochimice
ale flavonoidelor asupra enzimelor au demonstrat capacitatea lor de a inhiba o serie
de enzime: hidrolaze (B-glucorinidaza, hialuronidaza, proteaze, fosfolipaze, alcalin
fosfataze, aril-sulfotaze), ATP-aze, liaze, oxidoreductaze, kinaze, izomeraze,
transferaze, ciclooxigenaze, fosfataza alcalind, cAMP fosfodiesteraza [184-186].
Cazurile de activare a enzimelor de catre flavonoide sunt mai rare [185].

Flavonolii ca de exemplu, quercetina, miricetina si kaemferolul inhiba
activitatea adenozin desaminazei celulelor endoteliale, iar luteolina si quercetina
sunt inhibitori ai tirozin kinazei, actionand asupra cresterii celulelor si metastazelor,
si au proprietati inhibitoare asupra activitatii S5-nucleotidazei (5°-nucleotid
fosfohidrolazei).
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Flavonoidele in general inhibd Ca®* intracelular prin reducerea activitatii
lipazei C. De asemenea poseda efecte puternic inhibitorii asupra unor enzime din
sistem cum sunt proteinkinaza c, protein tirozin kinaza, fosfolipaza A, si altele.

Interactiile aparente ale diferitelor parti ale moleculei de flavonoidd cu
enzimele sunt redate in tabelul 11:

Tabelul 11. Partea moleculei de flavonoide si legarea cu enzime [183].

Enzima Parte a flavonoidei
Adenozin desaminaza Inelul benzopiranic
Tirozin kinaza Inelul fenil
5’-Ribonulceotid fosfohidrolaza Carbohidrati
Fosfolipaza-C Inelul fenil
Protein kinaza C Inelul fenil
Protein tirozin kinaza Inelul benzopiranic
Fosfolipaza A, Inelul fenil
Ciclooxigenaza Inelul benzopiranic
Lipoxigenaza Inelul benzopiranic
B-Galactozida Carbohidrati
B-Galacturonidaza Carbohidrati
Hialuronidaza Carbgohidrati
Fosfataza alcalina Inelul fenil
Aril sulfataza Inelul fenil sau inelul benzopiranic
DOPA decarboxilaza Inelul fenil
Lipaza Fenol {Mg?* chelator}
ATP-aza Inelul benzopiranic
¢c-AMP fosfodiesteraza Inelul benzopiranic
Catechol-O-metil-transferaza Inelul fenil
Aril hidrolaza Inelul benzopiranic
Aril reductaza Metilarea hidroxilului la gr. de la Cs /Cs
Prolin hidrolaza Inelul benzopiranic
Dehidrogenaza Inelul fenil
Xantin oxidaza Gr. OH libere la Cs si C;
Fosfodiesteraza Gr. OH libere la Cs si C;
Ca®* ATP-aza Gr. OH libere la Cs si C;
Lipoxigenaza Gr. OH libere la Cs si Cy

Efectele biochimice ale flavonoidelor asupra hormonilor [183]

Flavonoidele au activitate regulatoare asupra hormonilor prin legarea 17-B-
hidroxi steroid dehidrogenazelor, cand are loc regularizarea nivelelor estrogene si
androgene la om si a 3-B-hidroxi steroid dehidrogenazei, cu reglarea nivelului de
progesteronad, respectiv de androgeni la om.

Quercetina, miricetina, rutina, kaemferolul, galangina, spinerosida si
robinina sunt inhibitori puternic non-toxici, ai enzimei ITH deiodinaza in membranele
microzomale si din hepatocitele intacte ale soarecilor. Miricetina, rutina, spinerosida
si robinina sunt inhibitori specifici cu mare afinitate pentru L-tetraiodotirozina in
legarea TBPA uman. Sunt antagonisti slabi in reactia enzimei T3-5’-deiodinaza si
sunt inhibitori slabi pentru legarea triiodotirozinei la receptorul nuclear al acesteia.
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Interactiunea flavonoidelor cu metalele in sisteme biologice

In lumea vegetald flavonoidele sunt in mare masura cele ce dau culoare
plantelor, culoare care diferitd datoritd copigmentdrii si formarii de chelati cu
metalele, cum ar fi aluminiul, molibdenul. Pe langa proprietatea de a da culoare,
complexul flavonoidi-metal prezintd interes biologic si propietati terapeutice, in
special cand intr-o astfel de interactine sunt implicate metale grele toxice, cum ar fi
cuprul si fierul, care produc reactii radicalice, de exemplu reactia Fenton:

H,0; + Fe?* — HO + + HO: + Fe**

Cuprul (1) reactioneaza in acelasi fel cu Fe?*.

Afinitatea puternica a flavonoidelor pentru ionii metalelor grele divalente
este dependentd de pozitia substituentilor ,hidroxil” de pe ciclurile fenolice. Ionii
metalici sunt necesari in o serie de procese fiziologice, dar acumularea lor in
organism duce la procese oxidative intense si in final rezultd boli grave in terapia
carora flavonoidele pot fi utile. De aici rezulta si interesul mare pentru interactiunea
flavonoida-metat.

Formarea complecsilor cu ionii metalelor grele este intdlnita in multe
sisteme biologice, hemoproteinele, cobaliminele (vitamina B;,) si ionii Fe?*, Cu?*,
Zn?*, Co'*, Mn?* si Ni%*, care sunt esentiali in sistemele biochimice.

Acesti ioni de metale sunt esentiali pentru unele functii fiziologice ca si
constituenti ai hemoproteinelor si cofactorilor diferitelor enzime, asemenea catalazei
(Fe), ceruplasmina (Cu), superoxid-dismutaza (Zn, Cu), enzime implicate in
apararea antioxidantilor. Alti ioni de metale grele sunt inhibitori puternici ai gruparii
sulfhidril in sistemul anabolic activ ca si pentru enzimele protective, ca sintetaza
acidului y-levulic, ferochelatona, toate kinazele si dehidrogenazele ca si pentru GSH
reductaza.

In cadrul structurii flavonoidelor exista trei pozitii de formare a complecsilor
cu metalele in care sunt implicate grupari hidroxil, respectiv hidroxil-carbonil;

H—O---- Me™

Conform numeroaselor studii gruparea OH din pozitia 3 apare ca a fi foarte
importantd pentru complecsii cu Fe comparativ cu OH-ul din pozitia 5. Astfel pentru
trihidroxietilquercetina (flavonol cu grupari 3 si 5 OH libere) are o activitate de
chelatare superioara comparativ cu trihidroxietilrutina (flavono! cu gruparea 5 OH
libera).

De asemenea datorita activitatii lor in sistemele biologice, flavonoidele au
capacitatea de a cataliza transportul de electroni sau de a capta radicali liberi [184].

Avand capacitatea de a forma complexe cu proteinele extracelulare, sunt
active in infectiile microbiene produse de un numar mare de microorganisme [174].
Activitatea biologicd a flavonoidelor din Combrutum ergthrophyllum (Combretaceae)
a fost determinatd urmarind activitatea antimicrobiana asupra
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bacteriilor Grampozitive si Gramnegative. Apigenina, genkwanina, kaemferolul,
quercetin-5,3'-dimetileterul si ramnazina au prezentat activitate antibacteriand
remarcabila fata de Vibrio cohlerae si Enterococcus faecalis [187], valorile MIC fiind
de ordinul 25-50 pg/mL. Rhamnocitrina si quercetin-5,3'-dimetileterul inhiba
Micrococcus luteus si Shigella sonei la concentratii de 25 pg/mL [18B]. De
asemenea, activitatea antimicrobiana a flavonoidelor: kaemferol, querceting,
miricetind, rutind, naringind, formonetinad, separate din diferite extracte vegetale a
fost testata fatd de diferite bacterii si fungi [189].

Pentru a evalua efectele biologice ale flavonoidelor, ca si orice medicament
sau component al alimentatiei, unul dintre cele mai importante aspecte este
biodisponibilitatea, care e influentata de factori ca, structura chimica, absorbtia,
distributia si eliminarea. De exemplu exista diferente de biodisponibilitate intre
quercetind si catechind in functie de metabolism. S-a demonstrat ca, concentratia
plasmaticd a metabolitilor quercetinei prezinta o viata medie mai lunga decat
metabolitii catechinei. Deoarece metabolitii catechinei sunt gluconidati, iar cei ai
quercetinei sunt sulfatati, aceasta poate afecta solubilitatea metabolitilor din fluidele
organismului, responsabile de diferitele cai de eliminare a ambelor flavonoide.
Catechina se elimind in principal prin urina, in timp ce quercetina se eliminad prin bild

[4].
1.5.3. Functia biologica

Desi inca nu se cunoaste exact rolul pe care il indeplinesc flavonoidele in
vegetale, existd unele evidente experimentale care il sugereaza:
- Capacitatea lor de a absorbii radiatiile ultraviolete pentru a proteja tesutul vegetal
de radiatiile daunatoare
- Coloratiile lor variate si prezenta lor in tesuturi, ca de exemplu la flori, sugereaza
participarea in procesele de reproducere, favorizdnd atractia insectelor
polenizatoare.
- Diferentele de activitate biologica descoperite pe unele dintre flavonoide
(antimicrobiana, antimicotica, etc.) si evidentierile experimentale pentru unele
dintre ele explica rezistenta unor plante contra diverselor infectii si imbolnaviri; se
poate deci afirma ca flavonoidele actioneaza ca fitoalexinele, termen ce sugereaza
cd aceste substante prezintd un mecanism chimic de apéarare vegetal.
- Capacitatea de inhibare a unor hormoni vegetali prezentata de unele flavonoide
sugereaza ca ele actioneaza ca regulatori de cregtere ai plantelor [184].

I.6. Distributia flavonoidelor in plante

Foarte putine clase de flavonoide se gasesc in tulpina vegetald, desi in
unele specii de Lonchocarpus subglaucescens (Leguminosae) se gdsesc o varietate
de flavone, flavonoli, izoflavone, rotenoide, calcone si flavonoli [8].

Flavonele, in general se gasesc in familille de plante ierbacee, de exemplu:
Labiatae, Umbelliferae, Compositae. Astfel apigenina in Apium graveolens,
Petroselinum crispum, iar luteolina in Equisetum arvense. Flavonolii se gasesc in
general in lemnul Angiospermelor. Quercetina se gadseste in Ruta graveolens,
Fagopyrum esculentum, Sambucus nigra, si kaemferolul in Sambucus nigra, Cassia
senna, Equisetum arvense, Lamium album, Polygonum bistorta. Antocianii se gasesc
in general in fructele de Vitis Vinifera, Ribes nigrum, Vaccinum myrtilus, frunze de
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Vaccinum myrtilus, Hydrangea aspera, florile de Althea rosea var. nigra, florile de
Viola tricolor L. si cele de Centaurea cyanus L.[9].

Izoflavonoidele sunt distribuite majoritar in speciile din familia Leguminosae
[189], unde s-au identificat diverse flavone, flavonoli, izoflavone, rotenoide, calcone
si flavonoli. Calconele apar in flori, mai rar in frunze, lemn si radacina. Ca si ceilalti
compusi flavonoidici se gdsesc mai ales sub forma de glicozide, iar corelate
impreund cu flavonele se gdsesc mai ales in lemn si scoarta {5]. Auronele au fost
identificate in florile unor Compositaea sub forma de glicozide, cand determina o
coloratie galben- aurie intens3. Rotenoidele sunt rdspandite in specii din genurile:
Derris (D.eliptica, D. malaccensis), Lonchocarpus (L. Urucu, L. Utilis), Milletia,
Mundulea si Tephrosia.

Florile de Arnica montana (Asteraceae) contin quercetin-3-0O-glicozida,
luteolin-7-0-glucozida si kaemferol-3-glucozida; florile de Manzanilla Romana,
Anthemis nobilis (Asteraceae) contin apigenin-7-O-glucozida si luteolin-7-O-
glicozida; florile de Calendula officinalis (Asteraceae) contin glicozidele quercetinei si
izoramnetinei; florile de Primula sp. (Primulaceae) contin glicozidele quercetinei,
gosipetinei si kaemferolului; florile de Prunus spinosa (Rosaceae) contin glicozidele
quercetina si kaemferoi, iar florile de Sambucus niger (Caprifoliaceae) contin
glicozidele quercetinei, rutina, hiperozide, izoflavone, genistein-4’-glicozida si
pterocarpani glicozidati. Frunzele, florile si fructele de Crataegus sp (Rosaceae)
contin glicozidele quercetinei si apigeninei. Partile aeriene inflorite ale plantei
Fagopyrum aesculentum Moench, contin flavone (2-3%) si 5,6% rutind, quercetind
si tetrametoxirutozida [6].

Se remarcd prin prezenta flavonoidelor si urmatoarele: Citrus aurantum
(Rutacesae), Citrus lemon, Citrus medica, Polygonum aviculare, Polygonum
hydropiper L., Fagopyrum esculentum Moench, Helichysum arenarium.

Frunzele de Ginkgo biloba L. (Gingkoaceae) contin flavonoide, biflavonoide,
proantocianidine, glicozidele kaemferolului, quercetinei si luteolinei. Alti compusi
flavonoidici prezenti sunt catechinele, leucoantocianidolii si proantocianidolii dimeri
[3, 190].

Conurile de Humulus lupus L. contin flavonoid glicozide ca: astragalina,
quercitrina, izoquercitrina, rutina, kaemferol-3-rutinozida, iar frunzele de Hamamelis
virginiana L. contin quercetina, kaemferol si glicozidele acestora [190].

Fructele de Ziziphus jujuba Mill. contin in principal kaemferol si miriceting,
fructele verzi contin taninuri catechice si cumarine, iar cele proaspete si mature mai
contin si quercetind si rutind. Frunzele aceleorasi specii contin rutind , (+)
galocatechina si (-) epigalocatechina [190].

Frunzele a numeroase specii de Hydrangea contin flavonoide ca: quercetind,
kaemferol, luteolina, rutinad si cianidind [190].

O serie de fructe prezintd un continut ridicat de flavonoide. Astfel merele
contin quercetina, rutind, kaemferol, glicozidele cianidinei, (+) catechina, (-)
epicatechina si ploretina; portocalele dulci contin glicozidele pelargonidinei,
delfinidinei si petulidinei, hesperidina, narirutina, eriocitrina si diverse flavone;
grapefruitul contine naringina, narirutina, hesperitind; /dmdéia contine ruting,
limocitrind, isolimocitrina, hesperidind, eriocitrind, diosmina si luteolin-7-rutinozida;
strugurii contin: quercetind, glicozida quercetinei, kaemferol, miricetind,
izoramnetind, rutind, glicozidele cianidinei, peonidinei, delfinidinei, petudinei si
malvidinei, catechine si glicozidele dihidroquercetinei si dihidrokaemferolului; perele
contin quercetina, glicozida quercetinei, izoquercetina, kaemferol, izoramnetin3,
glicozidele cianidinei, (+) catechina, (-) epicatechina si arbutina; piersicile contin:
miricetind, quercetina, kaemferol, glicozidele quercetinei si kaemferolului printre
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care si rutina, glicozidele cianidinei, (+) catechina si (-) epicatechina; caisele contin:
quercetind, quercetin-3-O-glicozida, rutind si kaemferol glicozida; prunele contin:
glicozidele kamferolului si quercetinei, glicozidele cianidinei si peonidinei;
(+)catechina, (-)epicatechind; visinele contin: glicozidele kaemferolului si
quercetinei, glicozidele cianidinei, (+) catechina si (-) epicatechina [37].

Dintre plantele inferioare, numai la cateva specii a fost identificata prezenta
flavonoidelor si anume la specia Chlamidomonos si la cateva ciuperci dintre fungii
imperfecti [3].

I.7. Aplicatiile flavonoidelor

1.7.1. Efectele farmacologice ale flavonoidelor [149]

Dintre efectele farmacologice ale flavonoidelor cele mai reprezentative sunt:
activitatea asupra sistemului nervos central, activitatea cardiotonicd, activitatea
antilipemianta, activitatea antiulcer, activitatea hepatoprotectoare [183], activitatea
antiinflamatoare [127,183], activitatea antitumorald [127] si activitatea
antineoplastica [183].

Unele flavonoide (apigenina, crisina, toxifolina, gosipina) au actiune
antiinflamatoare in vitro datorita influentei asupra metabolismului acidului
arahidonic, prin blocarea ciclooxigenazei si /sau lipoxigenazei, enzime ce intervin in
biosinteza prostaglandinelor proinflamatorii si in coagularea sangelui. Alte flavonoide
sunt antialergice (izobutirina, hispidulina), hepatoprotectoare (flavanol lignanii) si
antispastice (liquiritigenina). De asemenea, a fost pusa in evidenta si actiunea
hipoazotermica si antinefriticd, antiulceroasd (kaemferolul), care se datoreaza
inhibarii factorului PAF (implicat in producerea ulceratiilor mucoasei tubului
digestiv) si leucotrienelor (LTC4), concomitent cu cresterea sintezei de
prostaglandine antiulceroase (PGE).

Flavonoidele au activitate antimicrobiand generald asupra unui numar mare
de microorganisme. Astfel ele prezintd activitate antimicrobiand asupra unor
bacterii si fungi cum sunt: Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella,
Helichrysum auroniteus, asupra unor virusi, in particular HSV-1 si RSV, iar flavonele
in particular prezintda activitate antimicrobiana asupra Schitosoma, iar flavonolii
asupra P. acnes si asupra fungilor si bacteriilor gram-pozitive [187].

Un studiu arata ca flavonoidele sunt agenti puternic antitrombotici in vitro si
in vivo, deoarece inhiba activitatea ciclooxigenazei si lipooxigenazei, fiind cunoscut
faptul cd, acidul arahidronic care este eliberat in conditii inflamatoare este
metabolizat de trombocite pentru a forma prostaglandina, endoperoxizii si
tromboxanul A, important pentru activarea si agregarea trombocitelor [127].

Efectele flavonoidelor asupra vaselor de sdnge [183] indica implicarea lor in
inhibarea permeabilitatii capilare si fenomenul Arthus. Astfel, administrate oral si
saptamanal, flavonoidele inhiba permeabilitatea vasculara si previn hemoragia
pulmonara. Acacetina la 25- 100 mg /kg - doza orala reduce fragilitatea capilara la
soareci si la concentratii de 50 - 100 mg / kg reduce permeabilitatea vasculara, iar
patuletina reduce permeabilitatea capilara si de asemenea are efecte antispamodice
si hipotensive.

Flavonoidele mentin integritatea vaselor capilare, au efect direct asupra
capilarelor, potenteaza actiunea acidului ascorbic, inhibd hialuronidaza, inhib&
histamina, inhibd oxidarea adrenalinei si au actiune asupra timpului de sdngerare si
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coagulare. De asemenea pot relaxa muschii sistemului cardiovascular diminuand
presiunea sangelui si imbunatatind totodata circulatia sangelui la inima.

in prezent, de mare interes in cazul studiului flavonoidelor este actiunea lor
biologicd de prevenire, incetinire si stopare a proceselor proliferative. Astfel, un
numar mare de flavonoide naturale s-au identificat ca modulatori ai procesuiui de
carcinogeneza, demonstrandu-se efectul lor antimutagenic si anticarcinogen, dar si
rolul de agent chimiopreventiv [125].

Experimentele in vivo au confirmat rolul protector al quercetinei, ale carei
efecte inhiba frontal celulele cancerigene ale omului: din colon, glanda mamara si
ovar, din regiunea gastrointestinald si din sange.

Sistemele de enzime asupra carora flavonoidele au efect sunt: Histidin
decarboxilaza si DOPA decarboxilaza; Hialuronidaza; Lactic dehidrogenaza gi piruvat
kinaza; Catechol-O-metiltransferaza(COMT); Aldoz-reductaza; Protein kinaza C
(PKC); Protein tirozin kinaza (PTK); Fosfolipaza A, (PLA;); Adenozin trifosfataza;
Fosfolipaza C (PLC); Ornitin decarboxilaza (ODC); Amilaza, Sialidaza
(neuraminidaza); Adenilat ciclaza; Nucleotid-fosfodiesteraza ciclicd (Pde); ARN si
ADN polimerazele; Topoizomeraza, Revers transcriptazele (RTs), Glutation S-
transferaza (GST), Epoxid hidrolaza; Glioxalaza; Lipoxigenaza si Ciclooxigenaza,
Aromataza si Xantin oxidaza [1].

Flavonoidele prezinta efect asupra peroxidarii lipidelor si producerii
oxiradicalilor, precum si efecte genotoxice, bacterial mutagenice, efecte care au fost
urmdrite prin testarea mutagenitatii flavonoidelor continute in alimente, prin
testarea pentru efectele genetice in sisteme non-microbiene in vitro si in vivo, si
prin testarea pentru carcinogenitate in experimente pe animale.

Diverse flavonoide au demonstrat eficienta lor pentru a elimina procesele
de peroxidare lipidica a acidului linoleic sau a fosfolipidelor din membrane, a
peroxidarii globulelor rosii, la autooxidarea homogenizatelor din creier. De
asemenea s-a studiat si capacitatea de inhibare in vitro in cazul oxidarii
lipoproteinelor de densitate joasa (LDL) si reducerea citotoxicitatii LDL oxidazelor.
Din aceasta cauza subiectii care au consumat produse bogate in flavonoide au
prezentat riscuri scazute in cazul afectiunilor cardiovasculare [125].

Datorita proprietatilor lor antioxidante, flavonoidele contribuie la reducerea
unor procese inflamatorii, cum ar fi artritele si la tratarea uneia din bolile
degenerative cele mai raspandite, ateroscleroza. Quercetina inhibd oxidarea
lipoproteinelor de densitate joasd (LDL), proces care este o treapta importantd in
formarea plachetelor aterosclerotice si ca urmare in bolile cardiovasculare.

Au fost realizate si studii microbial mutagenice ale flavonoidelor. Peste 70 de
flavonoide au fost testate pentru mutagenitate in diverse afectiuni asupra
Salmonella typhimurium. Numai un aglicon al flavonoidelor testate a confirmat
activitate mutagenica apreciabila [187].

In ceea ce priveste potentialul terapeutic al flavonoidelor, quercetina
prezinta pe langd actiunea sa datoratd proprietdtii antioxidante, efect
antiinflamator; imbundtateste secretia de insulina si protejeaza celulele pancreasului
de actiunea radicalilor liberi. in plus inhibd enzima NADH dependent, un compus ce
produce complicatii in diabet si chiar si in cataracta. Are actiune beneficd in
tratamentul tumorilor de prostata si inhiba secretia de serotonina indus3 de colagen
in concluzie, quercetina este activd in diferite boli ca: asterosclerozi, ciroz3,
trombozad, eczeme, hemoragii, hemoroizi, hipertensiune, psoriazis, hemoragii ale
retinei, infectii respiratorii, alergii, astm, varice, cancer de san [191].
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Rutina are reale proprietati capilar protectoare, antihipertensive,
vasodilatoare, antiinflamatoare. Rutina se remarca si prin actiunea sa antioxidanta,
fiind utila in unele patologii ale hematiilor [192].

Genisteina si tangeretina au actiune in diverse forme de cancer. De
asemenea s-a dovedit a fi citotoxica in cancerul hormono dependent (cancer de
prostata, cancer mamar) si in leucemie [193]. Naringenina si luteolina au actiune
vasodilatoare si antiaritmica.

3-Ramnoquercetina prezintd activitate antidiareicd si antialergica. 3-
Hidroxiflavonele si 3’,4’-dihidroxifalvonele si 2’,3'-dihidroxifalvonele (fisetina,
apigenina, luteolina si genisteina) au actiune de inhibare in proliferarea celulelor.

In concluzie flavonele cu grupe hidroxilice partial metilate au actiune
antitumorald, flavonele au activitate antispasmolitica, flavanonele antimicotica si
antimicrobiana, izoflavonele, actiunea antiestrogenica, antimutagenica, antimicotica
si antimicrobiana, iar calconele au actiune antimicotica, antibacteriana, citotoxica si
antialergica.

In tabelul 12 sunt prezentate cateva din maladiile pentru care in tratament
au fost administrate flavonoide.

Tabelul 12. Bolile tratate cu flavonoide [183].

Flavonoidele aplicate Tinta Boala
Hidroxietilrutozid Sinteza PG Dureri si inflamatii
Crampe, oboseald/ picioare
obosite/ edeme/glezne
Quercetina, Silimarina umflate
Quercetina Aldolaz reductaza Diabetul zaharat
Rutina/Citrina Peretele capilar (PG) Alergie
Cromoglicat disodic H*ATP-aza Alergie
Quercetina Celuie Alergie
Quercetina Peretele capilar (PG) Parodontoza
Quercetina Na*/K*ATP-aza Cancer
Quercetina H*ATP-aza membranei | Infectii cu virusi
ribozomiale Raceala comuna
Quercetina Arilhidroxilaza Oncogeneza chimica
Epoxid hidroxilaza
Sofalcona, Quercetina Sinteza PG Chirurgie orald
Stomac
Ulcer duodenal
Kaemferol PAF Antiulcer
(+)3-cianidanol H*/K*ATP-aza gastrica Antiulcer
Meciadanol, catechine

1.7.2. Aplicatiile flavonoidelor in industria alimentara

Flavonoidele au un rol important in alimente si alimentatie, in vinuri i
ceaiurile de plante, datorita gustului lor astrigent.

Pigmentii flavonoidici ai plantelor determind in cele mai multe cazuri
culoarea alimentelor, de exemplu a sucurilor, vinurilor si gemurilor, si ca urmare
sunt considerati coloranti naturali. Astfel antocianii, pigmentii naturali din plante au
un potential important in industria alimentara, fiind utilizati ca aditivi alimentari
siguri si eficienti [36]. Flavonele se folosesc ca antioxidanti la conservarea grasimilor
marind valoarea lor nutritiva [3].
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O serie dintre colorantii naturali care se utilizeaza sunt:
- Antocianidinele obtinute din Hibisscus sabdifera care dau coloratii de la roz la
rosu, cum sunt delfinidina i cianidina.
- Antocianidinele din cirese, prune, morcovi, struguri, soc, mure, zmeurd, dude,
varza, rosii sunt: pelargonina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina,
malvidina.
- Flavona -apigenina, care uzual se extrage din Matricaria recutita, si care da
culoarea galben aur, este considerata ca fiind colorantul Natural Yellow 1,2.
- Luteolina- prezentd in Reseda luteola, este unul din cei mai vechi coloranti
naturali galbeni, utilizat in Europa Centrala. Frunzele si semintele acestei plante sunt
cele mai utilizate, deoarece contin mai mult colorant decat celelalte parti ale plantei.
Colorantul este de asemenea prezent in specia Genista tinctoria, unde coloratia este
mai mult verde- galben. Luteolina este denumita comercial ca fiind colorantul
Natural Yellow 2.
- Protolina —colorantul galben-auriu din Trifolium pratense, este cunoscut comercial
colorantul Natural Yellow 10.

Alt flavonoid utilizat este morina-colorantul portocaliu cu denumirea
comerciala Natural Yellow 8,11.

Alti coloranti de tip flavonoidic sunt Natural Yellow 13 ( din ,persian berry”),
riboflavina si Riboflavin-5'-fosfat, Natural Yellow 10 (flavina) [179].

1.7.3. Alte aplicatii ale flavonoidelor

Datoritd rolului lor protector impotriva radiatiilor uitraviolete, flavonoidele
sunt utilizate in componenta diferitelor preparate pentru protectia pielii [37].

Ca urmare a proprietatii lor de a forma complecsi chelati colorati, cateva
flavonoide naturale au fost utilizate, inca din cele mai vechi timpuri pentru vopsirea
textilelor [194]. Culoarea predominanta a compusilor variaza in functie de structura
chimica. Astfel, corespondenta este urmatoarea [180]:

Compus Culoarea predominanta
Flavone Alb-crem

Flavonoli Galben deschis
Calcone Galben

Aurone Galben

Antociani Rosu- albastru

Morina izolatd din Morus tinctoria a fost folosita inainte drept colorant de
mordant aluminiu, deoarece formeaza cu ionii acestui metal ca si cu ionii de Sc, Ga,
Zr, Th, complecsi puternic fluorescenti, verde-albastru, folositi in chimia analitica
[192].

Morina si aite flavonoide sunt utilizate in chimia analiticd drept reactivi de
culoare sau de chelatare [3]. Flavonoidele (rutina, morina, genisteina, quercetina,
hesperidina, baicalina, daidzeina) in mediu de NH,Cl/NH1/ apa la pH 10.4 formeaza
cu sarurile de diazoniu,ca de exemplu cu clorura de p-sulfodiazobenzen, compusi
azoici colorati, care au aplicatii analitice {193].

O serie de flavonoide au fost testate ca insecticide si acaricide. S-a observat
o dependenta intre numarul si pozitia gruparilor hidroxil, favorabile fiind pozitiile 5 si
7 din inelul A si prezenta grupei carbonil in inelul C, precum si restul ramnozil in
glicozide. Prezenta a doua grupe hidroxil in ciclul B accentueaza activitatea.
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Radacinile speciilor Derris elliptica, D. malaccensis din familia Leguminosae-
Papilionaceae se folosesc ca insecticid fatd de insecte domestice sau care
paraziteaza arborii de cultura. Continutul lor de 4-8 % rotenona si prezenta altor
izoflavone (tefrosina, toxicarolulina, sumatrolina) ii confera proprietati antihelmitice
si in general vermifuge. Radacinile de Lonchocarpus nicou D.C. datorita continutului
in rotenone 4-20 % si substante tanante, sunt utilizate ca insecticide in America.
Speciile Tephrosia sunt de asemenea utilizate ca insecticide si vermifuge [3].
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PARTEA A -1II- A

CONTRIBUTII PROPRII

I1.1. Date botanice asupra speciilor studiate, genul
Ziziphus, genul Hydrangea

I1.1.1. Genul Ziziphus

Genul Ziziphus apartindnd familiei Rhamnaceae contine 100 de specii de
arbusti si liane cu frunze cdzdtoare sau permanent verzi, care sunt raspandite in
regiunile tropicale si subtropicale ale lumii. Speciile Ziziphus pot creste ca arbori si
arbusti. (Z. Mauritania, Z. rotundifolia, Z. jujuba) sau exclusiv ca arbusti mici,
respectiv tufisuri (Z. Lotus, 2. nummularia, Z. obtusifolia) [190].

Figura 2. Ziziphus jujuba Mill.

Frunzele alterne, simple au 3-5 nervuri de la baza si sunt frecvent cu spini;
Florile de culoare galben-verde au diametru de 3-4 mm; sunt mici ca dimensiune si
sunt dispuse in grup de cate 2-3 de-a lungul ramurilor; sunt bisexuale si sunt in
numar de cinci. Petalele pot fi modificate, staminele sunt inserate sub forma de con
sau disc, iar ovarul este inchis in disc si are 2-4 camere.

Fructele sunt drupe sferice cu aspect de mdsline, de lungime de 2-3 cm, dar
exista varietdti altoite care produc fructe de lungimea 5-6 cm. Sunt de culoare
rosiaticad pana la maturitate, iar pulpa lor este hranitoare, comestibild si dulce [195].
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Incadrarea sistematicd [195]

Regnul : Plantae

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

Ordinul: Rhamnales

Familia: Rhamnaceae

Genul: Ziziphus

Specia: Zizipphus jujuba Mill.

Ziziphus Lotus
Denumire populara: curmalul chinezesc, maslin dobrogean; Denumiri in alte limbi:
engleza- jujube

11.1.1.1. Specia Ziziphus jujuba Mill. Specia Ziziphus jujuba Mill.,
originala din China (de aceea este denumita si jujuba chinezesc- “Chinese jujube™)
este un arbust mic spinos de dimensiune medie cu foliaj verde lucios si lemn foarte
dur si puternic.

Foliajul: frunzele alternante, sunt mici, au forma ovata sau ovald, lungime
de 1-2 cm si culoare verde-lucios, iar pe o parte si alta a frunzei prezinta de obicei
spini.

Florile sunt mici, cu diametru de aproximativ 1-5 cm, de culoare alb pana la
galben-verzui si se gasesc in numar mare in axila frunzelor. Sunt hermafrodite, au
organe masculine si feminine si sunt polenizate de insecte. Perioada de inflorire este
extinsa timp de mai multe luni incepand cu primavara tarziu pana vara.

Fructele sunt drupe sferice sau alungit ovoidale, de culoare rosiatica si
contine doua seminte. Cele imature sunt verzi, dar isi capata culoarea rosiaticad
cand se usuca, iar fructele mature au culoare bruna [196].

11.1.1.2. Specia Zizipus lotus. Specia Ziziphus lotus raspandita indeosebi
in Africa de Nord si America de Nord este un arbust mic, spinos cu frunze alungit
ovale si flori galbene. Fructele sunt drupe sferic — ovale de culoare rosiatica.

11.1.1.3. Aria de raspandire

Specia Ziziphus este rdaspandita in toate regiunile globului astfel: Africa (Z.
lotus, Z. mauritania), Asia (Z. jujuba Mill., Z. mauritania, Z. oenoplia), Australia (Z.
jujuba Mill., Z. rotundifolia), Europa si America de Nord si Sud [196]. In tara
noastra este sporadica in zonele stepice uscate din Dobrogea in parcuri botanice.

I1.1.1.4, Compozitia chimica

Fructele de jujuba sunt bogate in carbohidrati (zaharoza, glucoza, fructoza,
amidon), proteine, aminoacizi liberi (acid glutamic, asparagina, arginina, glicina,
serind, treonina, acid aspartic) [197], grasimi, fibre, vitamine (A, C, P si complexul
B) si elemente minerale (Fe, P, Ca). Alti constituenti sunt: acizii organici (malic,
tartric), succinic, steroli, cumarine, flavonoide (kaemferol, miricetina), terpene
glicozidice (acid oleanolic, acid ursolic), saponine, alcaloizi izoquinolinici (steparina,
asimilokina si N-nor-nucuciferina) si AMP [198].
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OH O
kaemferol miricetina
Fructele proaspete mai contin quercetind [199], iar cele mature polifenoli si rutina
[197], iar cele uscate si alcaloizi pirolidinici [197]. Fructele verzi contin taninuri
catechice, cumarine, triterpene glicozidice (acid ursolic, acid oleanolic), acid malic si
acid oxalic.

Semintele contin saponine cu valoare medicinald: jujubogenina si ebelin
lactona. Flavonoidele izolate din semintele de Ziziphus jujuba sunt: spinosina,
pueranina, izozpinozina, swertizina si derivatii lor glicozidati [200].

(1) (2)

swertizina puerarina

CH,O

OH

(3) (4)

6-feruloilspinosina apigenin-6-C-B-D-glucopiranozida
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(5)

spinosina

HO CH,0

oH'!
HO
o} o
OH OH
(o] o]
OHH OHH
(7) (8)
isospinosina isovitexin-2"-0- -D-glucopiranozida

Frunzele de jujuba contin proteine, grasimi, carbohidrati, fibre, amidon,
elemente minerale (Ca, P) si vitamine (vitaminele A si C) si taninuri [198]. Alti
constituenti prezenti sunt: rutina, neolignani, saponine [201], jujubagenina,
octacosanol, acid apitolic, alcalozi ciclopeptidici (coclaurina, isoboldina, asimilobina,
insipina si insirina) [6], ziziphina [202,203] si triterpenoide [204]. Frunzele proaspat
culese contin jujubasaponinele I-II1 {204], iar cele uscate contin saponine si
ziziphina [197]. Alti componenti prezenti in frunzele de jujuba sunt alcaloizi
ciclopeptidici, lipide si proteine cu sulf. Uleiul din seminte contine acid oleic.

Coaja contine alcaloizi, indeosebi alcaloizi ciclopeptidici si anume:
frangufolina [197], mauritina A, mucronina D, amfibina, numularina A si B [205] si
sativanina A si B. De asemenea s-a izolat din coaja si B-sitosterol, acid betulinic,
betulina, flavonoide (kaemferol, miricetind) si PB-sitosterol-glucozide [197] si
proantocianidine [206].

Radacina speciei Ziziphus este bogatd in alcaloizi, triterpenoide pentaciclice,
acid zizibernalic, coclaurina. Radacina de Z. Lotus contine alcaloizii ciclopeptidici,
lotusina-B, -C, E si F [197].

I1.1.1.5. Activitate farmacologica si biologica

Fructele au proprietdti emoilente, fluidificand secretiile bronsice si sunt
intrebuintate ca expectorante si antispastice [190].

Decoctul (per os) este folosit pentru cresterea greutdtii corporale si pentru
a proteja dereglarile vitale provocate de tetraclorura de carbon la iepuri. Extractul
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etanolic are efecte antiinflamatoare si analgezice si impiedica cresterea de Bacillus
subtilis. Extractul metanolic marcheaza impiedicarea sintezei glucanilor solubili in
ap3 pentru bacteria cariogenica Streptococcus mutans; principiile active sunt
determinate de acidul oleanolic si acidul ursolic.

Jujuba obignuitd are efecte toxice semnificative in experimentele pe
animale.

I1.1.1.6. Utilizari in alimentatie, medicina, farmacie

Dintre primele utilizdri ale fructelor de jujuba au fost cele domestice si
anume consumul fructelor proaspete sub diverse forme.

in Zimbawe fructele se consum3 atat proaspete cét si dehidratate, iar cele
uscate gi macinate (pulverizate) se utilizeaza pentru coacere si pentru prepararea de
gem si paine traditionald [197]. In India fructele uscate se consuma ca atare, sub
formd de compoturi, ca ingredient la prepararea muraturilor, jeleurilor si a
diverselor pudre. in Asia de Sud-Est, fructele proaspete se consum3 ca atare,
fructele verzi se zdrobesc in apd, in vederea prepardrii unei vechi bauturi populare,
iar fructele uscate si pulverizate se pastreazd pentru prepararea de sucuri. In
Africa, pulpa uscata si fermentatd este presatd sub formd de diverse prajituri si
turte dulci. In Burma, fructele de jujuba se utilizeazd pentru vopsirea matasii, iar in
Kenya, coaja tanara este dupa dizolvare drept colorant. [199] Frunzele umectate cu
apa sunt utilizate ca sampon pentru par {197].

Pulpa fructelor mature se utilizeaza pentru prepararea de diverse produse
ca: bauturi, sucuri de fructe, conserve, bomboane, gemuri si nectaruri, dar si ca
subtituent al cafelei. Extractul se utilizeazd ca ingredient in tonicele herbale sub
forma de capsule, tablete, iar fructele crude se utilizeaza in mixturile pentru supe.

Jujuba este un fruct delicios si este considerat efectiv un remediu natural.

Fructele uscate sunt caracterizate ca avand proprietati anticanceroase,
sedative, stomatice si tonice; purifica séngele si tractul digestiv, se utilizeaza intern
in tratamentul oboselii cronice, pierderii apetitului, diareei, anemiei, iritabilitatii si
histeriei. De asemenea este considerat ca fiind un diuretic, emoilent, expectorant.

Frunzele sunt astrigente si febrifuge.

Semintele au proprietati hipnotice, narcotice, sedative, tonice si sunt
utilizate intern in tratamentul palpitatiilor, insomniei, epuizarii nervoase, insomniilor
si transpiratiei excesive. Amestecate cu ulei se utilizeaza in tratamentul
reumatismului.

Radacina este utilizata in tratamentul dispepsiei, iar decoctul din radacina
se utilizeaza in tratamentul febrei, este vermifug, tenicid si colagog.

Infuziile din flori servesc ca solutii pentru ochi [199].

Planta in general este un remediu pentru anemie, hipertonie, nefrite si boli
nervoase, iar in China este utilizata in tratamentul diverselor arsuri [207].

Apa si extractul hidroalcoolic din jujuba obignuita se utilizeaza in preparate
pentru intretinerea pielii; datoritd proprietdtilor antiinflamatoare si de umectare a
acesteia [190].

II. 1.2. Genul Hydrangea

Familia Saxifragaceae sau Hydrangeaceae contine un numar mare de
genuri si specii, ale caror caractere morfologice sunt mai mult sau mai putin diferite.
Genul Hydrangea cuprinde arbusti inalti de 1-3 m, dar si copaci mici, iar
altii fiind plante agatatoare pot ajunge pana la 30 m. Pot fi arbusti cu frunze
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cazatoare in cazul speciilor temperate sau cu frunze care sunt permanent verzi
[208].

Florile arbustilor au forme variate, de la forma globuloasa (disc), disc
“dantelat” la cea de con de stejar si paniculd. Fiecare floare individualda de
hydrangea este relativ mica, totusi aspectul culorii se amplifica aproape de centrul
fiecarei flori. In cazul majoritdtii speciilor florile sunt albe, dar in cazul unor specii
pot fi albastre, rosii, roz sau purpurii. In cazul acestor specii, culoarea depinde de
aciditatea sau alcalinitatea solului (solul acid- flori albastre, neutru- alb-crem,
alcalin- roz sau purpuriu). Unele varietati produc flori cu doud nuante, in timp ce
unele flori au culori contrastante, iar unele au picatele sau dungi de alta culoare. In
afara de florile lor atractive, unele specii de hydrangea sunt apreciate si pentru
foliajul lor atractiv sau coaja lor [209].

Hydrangea este una din putinele plante care acumuleaza aluminiul.
Aluminiul este prezent in solurile acide si formeazda complecsi in florile de
Hydrangea, dandu-le coloratia albastra [208].

Incadrarea sistematica [208]

Regnul: Plantae
Increngatura: Magnoliophyta

Clasa: Magnoliopsida
Ordinul: Cornales

Familia: Hydrangeaceae
Genul: Hydrangea

Specia: Hydrangea paniculata

Hydrangea aspera
Denumirea populara: hortensia
II.1.2.1. Specia Hydrangea aspera
Hydrangea aspera este un arbust atractiv de dimensiune mare cu muguri

parosi si mari, si frunze ca de plus. Florile mari si alungite apar vara tarziu si sunt
albastrui cu raze ornamentale albe [209].

Figura 3. Hydrangea aspera
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Aceastd familie este foarte mare, iar culoarea florilor de obicei nu se
schimba. Toate varietatile familiei Aspera au forme neobignuite.
Diversele varietati de Aspera sunt originare din Himalaya, China si Taiwan.

I1. 1.2.2. Specia Hydrangea paniculata

Hydrangea paniculata este un arbust frumos, de talie mare, ajungand la 1-2
m inaltime, cu o ramificatie larga, originar din padurile Chinei si ale Japoniei.

Frunzele sunt ovale cu varful mai mult sau mai putin ascutit, de 5-12 cm
lungime si 3-5 cm latine, serate, verde inchis si netede pe fata, iar pe dos verde
deschis si pufoase.

Florile sunt grupate in panicule (inflorescente conice, piramidale, de 15-30
cm lungime) acoperind abundent intreaga tufa. Florile isi schimba cuioarea in cursul
verii. La inceput sunt verzui, dupd aceea treptat devin albe, apoi roz, la sfarsitul
infloririi avand o culoare roz-rosu-verzui, decolorata [210].

Figura 4. Hydrangea paniculata

11.1.2.3. Aria de raspandire

Genul Hydrangea cuprinde aproximativ 600 de specii de plante cu flori, care
sunt raspandite sau cultivate pe toate continentele, desi sunt native din Asia
Centrala si de Est (din Japonia pand in China, Himalaya si Indonezia) si din America
de Nord si Sud [209]. In tara noastra, hortensia este cultivatd in sere si chiar in aer
liber pentru florile sale roz sau albe, care sunt grupate intr-o fluorescenta globulard
[211].

I1.1.2.4. Compozitia chimica

Constituentii prezenti in frunzele de Hydrangea sunt: saponine, hidrangina,
acid hidrogenic, hidragetina (7-hidroxi-8-metoxi-cumarina), umbeliferona, gume
rasini [12], polifenoli {212, 213], taninuri {12, 213, 214] si aluminiu [215]. Unele
specii de Hydrangea contin flavonoide (quercetind, miricetind, kaemferol, luteoling,
rutina) [6, 214, 216].
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Radacina de hydrangea contine: hidragind, saponine, rasini, rutind, amidon
si ulei volatil [208].

Florile de hydrangea in functie de culoarea lor contin indeosebi antociani,
[217,218] care dau coloratie rosie florilor in solul acid si coloratie albastra in solul
alcalin [217].

Semintele contin indeosebi acizi grasi [219].

II. 1.2.5. Activitatea farmacologica si biologica

Atat frunzele cdt si radacina de hydrangea au proprietdti diuretice, iar
datoritd continutului de hidragenol au activitate antialergicd, inhiba activitatea
hialuronidazei.

11.1.2.6. Utilizari in alimentatie, medicina, farmacie, cosmetica

in medicina traditionalda se utilizeaza ca tonic, diaforetic si diuretic pentru
indepartarea si prevenirea formarii pietrelor si nisipului la rinichi.

De asemenea se utilizeaza ca si cataractic, emetic, iar extern pentru rani de
diverse naturi, arsuri, dureri musculare, luxatii, remedii contra cancerului. In
medicina chineza, radacina, frunzele si florile a diverse specii de hydrangea se
utilizeaza in tratamentul malariei [220], dar si ca diuretic si antitusiv.

Frunzele constituie componenta diferitelor preparate pentru tratamentul
afectiunilor pulmonare si hepatice si a iritatiilor gastrice. Datorita faptului ca frunzele
unor specii de hydrangea sunt dulci (H.macrophyla, H. Umbellata), acestea sunt si o
sursa potentiald pentru dulceturi naturale [190].

In preparatele comerciale se gasesc sub forma de extracte, ceaiuri, capsule,
tincturi. Radacina se utilizeaza in preparate diuretice in combinatie cu matasea de
cereale si grasimi, dar si sub forma de tincturi [190].
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11.2. Obtinerea extractelor de Ziziphus si Hydrangea
Principii generale:

Extractia flavonoidelor din materialul vegetal nu se realizeazd dupd o
metoda standardizatd, neexistdnd nici un dizolvant comun, cei mai utilizati solvent;i
pentru extractia flavonoidelor sunt etanolul, metanolul, acetona si cloroformul.

TJindnd seama ca in produsele vegetale circulatia tuturor substantelor active
se face in mediu apos, extractia optima a principiilor active se realizeaza cu apa, dar
deoarece unele substante printre care chiar si unele flavonoide sunt insolubile in
apd, este necesara extractia materialului vegetal cu solventi polari. Extractia
flavonoidelor se poate face si folosind pe rdnd mai multi solventi in ordine crescanda
a polaritatii, deoarece atat glicozidele cat si agliconi au solubilitati diferite.

Materialul vegetal din care s-au realizat extractele a fost: frunze si fructe
de Ziziphus jujuba (ZJ frz; ZJ fru);frunze si fructe de Ziziphus lotus (ZL frz; ZL
fru);frunze de Hydrangea paniculata (Hp frz); frunze de Hydrangea aspera (Ha frz).

Recoltarea s-a facut in anul 2004 in cursul lunilor septembrie sau octombrie,
functie de gradul de maturare. Dupa recoltare, materialul vegetal a fost uscat la
temperatura camerei si la lumind difuza, si a fost apoi pastrat in pungi de hartie si
cutii, in conditii de intuneric si temperatura de 20 °C.

Cele doud specii de Angiosperme au provenit din Gradina Botanicd Macea,
judetul Arad.

Continutul de principii active din extracte a fost determinat prin metoda
spectrofotmetricam, iar pentru unele extracte prin cromatografia de lichide de inalta
performantd.Trasarea spectrelor UV-VIS pentru extracte si curbele de etalonare
pentru standardele de flavonoide a fost realizatd cu ajutorul unui spectrofotometru
UV-VIS Carl Zeiss Yena, iar cromatogramele HPLC au fost realizate cu ajutorul
sistemului Agilent 1100 cu pompa binara si degazor de vid.

11.2.1. Obtinerea extractelor apoase din frunze si fructe de
Ziziphus jujuba, din frunze de Hydrangea paniculata,
respectiv Hydrangea aspera.

Materialul vegetal maruntit in prealabil a fost supus extractiei cu apa timp
de 70 ore la temperatura de 5°C, in raport molar, material vegetal : solvent = 1:10,
folosind acelasi solvent, timp si temperatura [221].

Tabelul 13. Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor apoase.

Material vegetal supus Solvent de Timp de Temperatura Principiile active
extractiei extractie extractie de extractie extrase
[ore} [°C] mgq /mL extract
I&Jur:ze) de Ziziphus jujuba Apa 70 15 0,1982 Rutina
Fructe de Ziziphus jujuba Apa 70 15 0,1640 Rutina
(2] fru)
0,3021
;:;'7?;3/:; ’Zl)-ligrfargg ea Apa 70 15 Quercetin_a
0,2195 Rutina
Frunze de Hydrangea Apa 70 15 0,2912
aspera (Ha frz) Quercetina

0,0115 Rutina
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I1.2.2. Obtinerea extractelor alcoolice din frunze si fructe de
Ziziphus jujuba si din frunze de Hydrangea paniculata,

respectiv Hydrangea aspera.

11.2.2.1. Obtinerea extractelor prin macerare (extractie statica)

Materialul vegetal uscat si maruntit in prealabil a fost supus extractiei cu
alcool (alcool metilic sau alcool etilic) timp de 70 de ore la temperatura camerei, iar

dupa filtrare a fost concentrat la 1/3 din volum [221].

In vederea identificarii conditiilor optime de obtinere a unui extract cu
continut cat mai ridicat de flavonoide s-a lucrat in diverse conditii de extractie. S-a
modificat concentratia solventului si timpul de extractie.

Datele experimentale privind extractia prin macerare a flavonoidelor sunt

prezentate in tabelele 14, 15 si 16.

Tabelul 14. Obtinerea extractelor alcoolice din frunze de Ziziphus jujuba (Z) frz).

Material | Solvent de Raport Temperatura Timp de Principiul
vegetal extractie mat.veg.: de lucru extractie activ extras

solv. (g/v) [°C] [ore] mg/mL

extract

Z] frz Alcool metilic 1:10 4 168 1,0099
94% Rutina

Z] frz. Alcool etilic 1:10 22 - 24 168 0,1108
94% Rutina

2] frz. Alcool etilic 1:10 22 -24 168 0,1216
abs. Rutina

Tabelul 15. Obtinerea extractelor alcoolice din fructe de Ziziphus jujuba (21 fru).

Material | Solvent de Raport Temperatura Timp de Principiul
vegetal extractie mat. de lucru extractie activ extras
veg.:solv. [°C] [ore] mg/mL
(g/v) extract
2] fru Alcool metilic 1:10 10 160 0,0120
94 % Kaemferol
Z) fru Alcool metilic 1:10 10 80 0,0462
( EZ1) 94% Rutina
2] fru Alcool etilic 1:10 20 - 24 100 0,0162
96% Rutina
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Tabelul 16. Obtinerea extractelor alcoolice din frunze de Hydrangea paniculata,
respectiv Hydrangea aspera (Hp, Ha).

Material Solvent de Raport Temperatura Timp de Principiul activ
vegetal extractie mat.veg.: de lucru extractie extras
solv. (g/v) [°C] [ore] mg/mL
extract
Hp frz Alcool etilic 1:10 22 - 24 24 1,9823 Rutina
70 %
Hp frz Alcool metilic 1:10 4 168 2,3412 Ruting
94 %
Hp frz Alcool etilic 1:10 22 - 24 168 0,9213 Rutind
96 %
Ha frz Alcool etilic 1: 10 22 - 24 168 0,0950 Rutina
96 %
Hp frz - 34,083
g':‘;fo' metilic 1:10 22- 24 50 Quercetina
(e1) 9,0525 Rutina
Hp frz Alcool etilic 1:10 4 100 11,7365
(E7) 96 % Rutind
Hp frz Alcool metilic 1:10 4 100 20,9945
(Es) 94 % Rutind
35,8995
Rutind

in cazul extractiei prin macerare alcoolica a flavonoidelor, randamentele cele
mai bune se obtin folosind ca solvent alcoolut metilic 94 %, iar conditiile cele mai
optime pentru extractie sunt temperatura de lucru de 4°C si timpul de extractie de
100 ore.

11.2.2.2. Obtinerea extractelor prin extractie cu solventi la reflux [26]

Materialul vegetal uscat a fost supus extractiei cu alcool (alcool metilic,
respectiv alcool etilic) timp de 10 minute la reflux. Extractele astfel obtinute au fost
concentrate la aproximativ 1/3 din volum.

Solventii si conditiile de extractie sunt redate in tabelele 17 si 18.

Tabelul 17. Obtinerea extractelor alcoolice din fructe si frunze de Ziziphus jujuba (2]
fru, ZJ frz) prin extractie cu solventi la reflux.

Material Solvent de Raport Temperatura Timp de Principiul activ
vegetal extractie mat.veg.: de lucru extractie extras
solv. (g/v) [°C] [min.] mg/mL extract
23 fru Alcool etilic 1:10 80 10 0,4327 Rutina
96%
2] frz. Alcool  metilic 1:10 40 - 50 10 0,8685 Rutina
94 %
Z3 fru Alcool etilic 94 1:10 80 10 0,0215 Rutina
% 0,0125 Miricetina
0,0482 Kaemferol
Z) fru Alcool metilic 1:10 40 - 50 10 0,0135 Miricetina
94 % 0,1157 Kaemferol
0,0462 Rutina
Z] fru Alcool etilic 70 1:10 80 60 0,0305 Kaemferol
%
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Tabelul 18. Obtinerea extractelor alcoolice din frunze de Hydrangea paniculata (Hp
frz), respectiv Hydrangea aspera (Ha frz) prin extractie cu solventi la

reflux.
Material Solvent de Raport Temperatura Timp de Principiul activ
vegetal extractie mat. veg.: de lucru extractie extras
solv. (g/v) [°C] [min.] mg/mL
extract
Ha frz Alcool etilic 94 1:10 80 10 0,1364
% Luteolina
0,3707 Rutina
Ha frz Alcool metilic 1:10 40 - 50 10 0,1059
94 % Luteolina
6,6105 Rutina
Hp frz. Alcool  metilic 1:10 40 - 50 10 0,0355 Rutina
(es) 94 % 0,0315
Quercetina
0,0125
Luteolina
Hp frz. Alcool etilic 70 1:10 80 60 0,1521 Rutina
%

Extractele notate in tabelele 15, 16 si 18 ca e;, e;, EZ;, E;, Eg, vor fi
analizate ulterior prin HPLC.

Ca urmare a rezultatelor obtinute s-a putut evidentia faptul ca alcoolul
metilic 94% este solventul cel mai potrivit pentru extractia glicozidelor flavonoidelor,
in cazul nostru rutina, respectiv a agliconului querceting, iar alcoolul etilic 94% este
solventul potrivit pentru extractia kaemferolului si luteolinei. In cazul modificarii
conditiilor de extractie si anume cand s-a utilizat ca solvent de extractie alcoolul
etilic 70% si s-a prelungit timpul de extractie la 100 ore s-a observat o scadere
remarcabila a cantitatii de principii active extrase.

11.2.2.3. Obtinerea extractelor de Hydrangea paniculata prin extractie
multipla (Soxhlet)

Materialul vegetal a fost extras intdi cu un solvent nepolar: eter de petrol
(pentru extractele E,, E,, E;, Es) si eter etilic (pentru extractele E4, Es) in vederea
indepartarii compusilor chimici liposolubili, iar apoi cu un solvent polar: alcool metilic
(pentru extractele E,, E,, Ha) si alcool etilic (pentru extractul E;-E¢) pentru
extragerea compusilor hidrofili.

Extractia cu solventii nepolari s-a realizat prin doua metode:
1a). extractia materialului vegetal intr-un extractor tip Soxhlet timp de 4 ore;
2a). extractia materialului vegetal la temperatura camerei, cu agitare mecanica si

cu schimbarea solventului la fiecare ora.
Extractia cu solventi polari s-a realizat de asemenea prin doua metode:
1b). extractia materialului vegetal intr-un extractor Soxhlet timp de 4 ore;
2b). extractia materialului vegetal la reflux timp de 20-40 minute.
Obtinerea extractelor si conditiile de lucru sunt prezentate in tabelul 19.
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Tabelul 19. Obtinerea extractelor alcoolice din frunze de Hydrangea paniculata (HP
frz) prin extractie multipla (Soxhlet).

Solvent Procedeul de Procedeu! P”nzﬂl:al:dw
Extract extractie Solvent polar | de extractie
nepolar (etapa I) (etapa II) mg/ mL
extract
El Eter de petrol | Extr. Soxhlet Alcool metilic Extr. 0,2364 Rutina
94% Soxhlet 9,5935
Quercetina
0,7938
Luteolina
E2 Eter de petrol | Extr. cu agitare | Alcool metilic Extr. reflux 8,0885 Rutina
la 20-24 °C 94% 40 minute 28,4232
Quercetina
3,89
Luteolina
E3 Eter de petrol | Extr. Soxhlet Alcool etilic Extr. 1,83350
94 % Soxhlet Rutina
5,6738
Quercetina
5,5550
Luteolina
E4 Eter etilic Extr. Soxhlet Alcool etilic Extr. 0,0841 Rutina
94 % Soxhlet 5,6630
Quercetina
ES Eter etilic Extr. cu agitare Alcool etilic Extr. reflux 4,6880
la 20- 24 °C 94 % 40 minute Rutina
9,2600
Quercetina
E6 Eter de petrol | Extr. cu agitare Alcool etilic Extr. reflux 6,4765
la 20 - 24 °C 94 % 40 minute Rutina
Ha Eter de petrol | Extr. cu agitare | Alcool metilic Extr. 11,736
la 20-24 °C 94% Soxhlet Quercetina

Ca urmare a rezultatelor obtinute se poate afirma faptul ca in cazul obtinerii
extractelor alcoolice din frunze de Hydrangea paniculata prin procedeul extractiei
multiple- Soxhiet, alcoolul metilic 94 % este cel mai bun solvent pentru extractia
flavonoidelor, iar solventul folosit pentru indepartarea compusilor lipofili, cel mai
eficient este eterul de petrol .

11.2.2.4. Obtinerea extractelor totale de Ziziphus si Hydrangea in vederea
identificarii resturilor de agliconi.

Extractia s-a realizat dupa metoda Hasler [222]. Materialul vegetal uscat (4
g.) si maruntit in prealabil a fost extras cu alcool metilic 94 % (100 mL) si HCI 25
% (10 mL), timp de 30 minute la reflux pe baie de apa. Dupa racire la temperatura
camerei, amestecul a fost filtrat, iar produsul de pe filtru s-a spélat cu ~ 100 mL
metanol. Solventul a fost apoi indepartat sub vid, iar extractul a fost adus apoi cu
alcool metilic 1a 100 mL in balon cotat.

Modul si conditiile de extractie sunt redate in tabelul 20.
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Tabelul 20. Obtinerea extractelor in vederea identificarii resturilor de agliconi
Material Timpul de Temperatura Principiul activ
vegetal Amestecul de solventi extractie de extractie extras

[min.] [ °C] mg /mL extract
Hp frz Alcool etilic 96 % si 30 80 *
HCl 25 %
Hp frz. Alcool etilic abs. si 30 80 *
HCl 25 %
Hp frz. Alcool metilic 94% si 15 40 - 50 0,0920
HCI 20 % Quercetina
Hp frz. Alcool metilic 94 % si 30 40 - 50 0,1080
(e)” HC! 25 % Quercetina
0,1939 Rutina
2] fru. Alcool metilic 94 % si 30 40 - 50 0,6089 Rutina
(EZ;)™" HCI 25 % 0,0138
Miricetina
0,0576
Kaemferol

* Se presupune ca ar fi cianidina, dar nu s-a dispus de produs etalon.
** Extractele notate ica e,, EZ; vor fi analizate ulterior prin HPLC.

Extractele de Hydrangea paniculata obtinute conform procedeului de la
paragraful 11.2.2.3. au fost supuse hidrolizei in vederea identificarii resturilor de
agliconi. Conditiile de lucru sunt redate in tabelul 21.

Tabelul 21. Hidroliza extractelor din frunze de Hydrangea paniculata
e ) Timpul de Temperatu'ra de Principiul activ
xtractul Amestecul de solventi extractie [min.] extractie extras
) [°C] mg /mL extract
El Alcool metilic 94 % si 30 40-50 0,2285 Rutina
(Hpfrz) HCI 25 % 1,9161
Quercetina
E3 Alcool metilic 94 % si 30 40-50 2,7116
( Hp frz) HCl 25 % Quercetina
1,9634 Rutina
E8 Alcool metilic 94 % si 30 40-50 2,2316
(Hpfrz) HCI 25 % Quercetina
1,6163 Rutina

Extractele cu un continut ridicat de principii active s-au obtinut prin hidroliza
acida a extractelor metanolice obtinute conform paragrafului 11.2.2.3, precum si prin

metoda Hasler [222], utilizdnd ca solventi alcool metilic 94 % si HCl 25 %

timp de extractie de 30 minute.

si un
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I1. 3. Caracterizarea extractelor de Hydrangea
paniculata si Ziziphus jujuba

Pentru cele doud specii, Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba s-au
identificat calitativ si s-au determinat cantitativ compusii flavonoidici, compusii
polifenolici, antocianidinelele si taninurile (conform I1.3.1.-11.3.4.).

11.3.1. COMPUSII FLAVONOIDICI

I11.3.1.1. Reactii de culoare specifice pentru principalele clase de flavonoide

in tabelul 22 sunt redate sinoptic principalele reactii de culoare pentru
principalele clase de flavonoide prezente in extractele de Hydrangea si Ziziphus.

Tabelul 22. Reactii de identificare a flavonoidelor.

Reactiv Flavonoli Flavone

HCi+ Mg Rosu Portocaliu

HCl + Zn Roz Rosu

NaOH Galben inchis Galben

Citroboric Verde galben | Verde-galben
fluorescent

SbCls Galben Galben

Acetat de | Fluorescenta galbena | Fluorescenta

magneziu galbena

AICly Galben verde Galben

Pentru toate extractele reactiile au fost pozitive.
Flavanolul quercetina a fost identificat in extractele acidulate, iar rutina,
kaemferolul i miricetina in extractele propriu-zise si cele purificate.

11.3.1.2. Identificarea flavonoidelor prin cromatografie in strat subtire

Cromatografia in strat subtire a flavonoidelor se efectueaz3, cu cele mai
bune rezultate, pe strat de poliamida, respectiv de silicagel, folosind o serie de
sisteme de solventi care contin metanol, metil-etil-cetond, acid formic, acid acetic,
acetat de etil [63]. Fata de suporturile cromatografice indicate de literatura, s-a
incercat si un suport de alumina, pentru care rezultatele au fost comparabile.

Pentru identificarea cromatograficd a flavonoidelor din extractele propriu-
zise s-au folosit placute cu strat de Kieselgel 60 F,s4 (Merck) si placute cu strat de
alumina (Merck), 10 x 15 cm dimensiune, cu o grosime a stratului de 0,25 mm.
Pentru a obtine o separare cat mai buna a componentiior s-a lucrat cu solventi cu
polaritate diferitd. Pentru developare s-au utilizat solventii metanol si cloroform ca
atare, precum si diverse amestecuri de solventi.

Uscarea cromatogramelor s-a realizat la temperatura camerei, iar
vizualizarea spoturilor s-a realizat la lampa cu raze UV ( A=254 nm) in cazul
plécutelor de Kieselgel 60 si la lumina zilei, in cazul placutelor de alumina.
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Pentru martorii utilizati, standarde de flavonoide (Sigma Aldrich), s-au
obtinut valorile R, prezentate in tabelul 23, iar valorile R¢ pentru extractele propriu-
zise sunt prezentate in tabelul 24.

Tabelul 23. Valorile R, pentru standardele de flavonoide

Standard :taazgonaré Faza mobild R¢
Quercetina Kieselgel 60 Metanol 0,6
Cloroform 0,6
Alumind Metanol 0,8
Kieselgel 60 CHCI; :AcOEt=9:1; 0,8
CHCI3:AcOEt:HCOOH 0,8
= 5:4:1,;
AcOEt:MeOH:H20 = -
7,9:1,1:1;
H,O0:HCOOH:AcOH: AcOEt 0,8
= 5:2:2:18;
Rutina Kieselgel 60 Metanol 0,82
Cloroform 0,82
Alumina Metanol 0,64
Kieselgel 60 | H,O:HCOOH:AcOH: AcOEt 0,6
=5:2:2:18;
Kaemferol Kieselgel 60 Metanol -
Cloroform -
Alumind Metanol -
Kieselgel 60 | H,O:HCOOH:AcOH: AcOEt 0,91
= 5:2:2:18;
Miricetina Kieselgel 60 Metanol -
Cloroform -
Alumina Metanol -
Kieselgel 60 | H,O:HCOOH:AcOH: AcOEt 0,71
=5:2:2:18;
Luteolina Kieselgel 60 Metanol 0,73
Cloroform 0,71
Alumina Metanol 0,68
Kieselgel 60 | H,O:HCOOH:AcOH: AcOEt -
= 5:2:2:18;

Pentru identificarea cromatograficd a flavonoidelor din extractele purificate
de Hydrangea paniculata (extractele e;, E4, obtinute conform paragrafelor 11.2.2.1
si 11.2.2.3) s-au folosit placute cu strat de Kieselgel 60 F,s4 (Merck), iar pentru a

obtine o separare cat mai bunid a componentilor s-a lucrat cu sisteme de solvent;i

cu polaritate diferita.
Sistemele de solventi au fost urmatoarele :

-acid acetic : acid formic: acetat de etil: apd = 10:2:2:3

-acetat de etil : metanol : apd = 10:2:2

in tabelul 25 sunt date valorile R obtinute pentru extractele purificate din

frunze de Hydrangea paniculata.
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Tabelul 24. Valorile R; , pentru extractele propriu-zise

Extract :taaz;aionaré Faza mobila R¢
Extract metanolic | Kieselge! 60 Metanol Ra = 0.60; R, = 0.68
de Hydrangea Rn = 0.74; Ry = 0.88
paniculata (E,) Alumina Metanol Rn = 0.66; R = 0.75

Ra= 0.88
Extract metanolic | Kieselgel 60 Metanol Ry = 0.58; R, = 0.68
de Hydrangea R = 0.74; Ry = 0.88
paniculata (E;) Alumina Metanol Ry =0.71; Rp = 0.75
Rs = 0.88
Kieselgel 60 Metanol Rsn = 0.42; R; = 0.56
Extract etanolic de Rs = 0.68; Ry = 0.83
Hydrangea Kieselgel 60 Cloroform Ry = 0.38; R; = 0.48
paniculata (E,) Re = 0.60
Alumind Metanol Ry = 0.69; R = 0.86
Extract etanolic de | Kieselgel 60 Metanol Rn = 0.38; R, = 0.56
Hydrangea Rs = 0.60; Res = 0.82
paniculata (Es) Kieselgel 60 Cloroform Ry = 0.52; R; = 0.58
Rz = 0.83
Alumina Metanol Ry = 0.67; R = 0.85
Extract etanolic de | Kieselgel 60 Metanol Rq = 0.38; R, = 0.56
Hydrangea R = 0.66; Rs = 0.82
paniculata (Es) Alumind Metanol Ra = 0.75; Ry = 0.88
Extract etanolic de | Kieselgel 60 Metanol Rs = 0.55; Rp = 0.60
Hydrangea R = 0.66; Ris = 0.70
paniculata (Es) Rs = 0.83
Alumina Metanol Ry = 0.71; R, = 0.86
Extract etanolic de | Kieselgel 60 Metanol Ry = 0.55; Rp = 0.62
Hydrangea Res = 0.66; Ry = 0.73
paniculata (E,) R = 0.83
Kieselge! 60 Cloroform Ry = 0.63; R = 0.73
Re = 0.85
Alumina Metanol Ry = 0.73; Rp = 0.88
Extract metanolic j Kieselgel 60 Metanol Rn = 0.54; R, = 0.68
de Hydrangea R = 0.74; R = 0.88
paniculata (Esg) Alumina Metanol Ry = 0.77; Rp = 0.91
Extract etanolic CHCI; :AcOEt=9:1; Ry1=0,354;R,=0,725
din fructe de CHCI5:AcOEt:HCOOH R(=0,911;
Ziziphus jujuba Kieselgel 60 = 5:4:1;
@) ACOEt:MeOH:H20 = R=0,714;
79:1,1:1;

H,O0:HCOOH:AcOH:
AcOEt = 5:2:2:18;

Rn=0,682;R,=0,650,

RnR=0,904;

unde : E,, E;, E3, E4, Es, Es, Es, E7, Eg sunt extracte alcoolice din frunze de
Hydrangea paniculata obtinute conform procedeelor prezentate in paragrafele

11.2.2.1 si 11.2.2.3.
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Tabelul 25. Valorile R¢ pentru extractele purificate.

Extract Sistem solventi R¢

Fr.5 din e; H;0:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 Ra= 0,21; R =0,47; R=0,52
Ria=0,60;

Fr.12 din e, H,O:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 Ry= 0,50; Rp =0,41; R=0,60
Fr.13 din e, H,0:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 -
Fr.14 din E,4 H,0:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 -
Fr.16 din E, H,O:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 Ry=0,21; R, =0,47; R3=0,80
Fr. 20 din e; H,0:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 Ry= 0,19; Ry =0,45; R3=0,80
Fr.22 din e, H,O0:HCOOH:AcOH: AcOEt = 5:2:2:18 Ru= 0,21; Rp =0,80
Fr.6 din E, Metanol Ri =0,47; Rp=0,52 ; Rp=0,82
Fr. 7din E, Metanol Ry =0,47; Rp=0,51 ; R5=0,82
Fr.14 din E, Metanol Ry =0,45; Rp=0,53 ; Rs=0,60
Fr. 15 din E,4 Metanol Rn= 0,41; Rp =0,57; R3=0,60
Fr. 16 din Es Metanol Ry= 0,41; Rp =0,53; Rr=0,60

Pentru extractele eterice (de eter de petrol si eter etilic, obtinute conform
paragrafului 11.2.2.3), s-a identificat prezenta lipidelor prin cromatografie in strat
subtire [63]. S-au folosit placute cu strat de Kieselgel 60 F,54(Merck) si urmatorul
sistem de solventi:

-acetat de etil: metanol: apa = 10:1:5

Vizualizarea s-a realizat in atmosferd de iod. Fractiunea lipidicd unitard (un
singur spot), apare sub forma de pete galbene pe fundal alb.Valorile R; sunt redate
in tabelul 26.

Tabelul 26. Valorile Rs pentru extractele eterice.

Nr.extractului Sistem de solventi R¢
EP1 AcOEt:MeOH: H,0=10:1:5 Rn=0.11; Rp =0.53R3=0.94
EP2 AcOEt:MeOH: H,0=10:1:5 Ry = 0.60; R, =0.85
EP6 AcOEt:MeOH: H,0=10:1:5 Rn= 0.91; Rn =0.96
EE4 AcOEt:MeOH: H,0=10:1:5 Rn= 0.94; R, = 0.98
EES AcOEt:MeOH: H,0=10:1:5 Rn= 0.92; Ry, =0.89

Prin cromatografia in strat subtire s-au identificat flavonoidele sub forma de
unu, doud sau trei spoturi violete pe fond alb, prezentdnd R¢uri crescatoare in
functie de numarul de substituenti. Astfel, quercetina, rutina si luteolina s-au
identificat in extractele de Hydrangea paniculata, (R; atribuite fiind: Rf quercetina =
0,6; R¢ rutina = 0,8), iar flavonoidele rutina, kaemferolul si miricetina s-au identifcat
in extractul de Ziziphus jujuba (R¢ kaemferol = 0,92; R; miricetina = 0,7).

I1.3.1.3. Identificarea resturilor flavonoidice prin spectroscopie IR

Un rol important in stabilirea caracteristicilor spectrale in IR ale flavonoidelor
il are gruparea carbonil.

S-au determinat cu ajutorul unui spectrometru Specord M-80 Carl Zeiss
Yena, spectrele IR pentru extracte etanolice si metanolice din frunze de Hydrangea
paniculata (E;~ Eg); pentru un extract apos din frunze de Hydrangea paniculata;
pentru un extract etanolic din fructe de Ziziphus jujuba (Z1) si pentru un extract
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apos din fructe de Ziziphus jujuba. (Anexa 2- figurile 1.1-1.8.) Atribuirea benzilor
din spectrele IR, pentru extractele obtinute sunt prezentate in tabelul 27.

Spectroscopia IR a evidentiat vibratii de valenta vc-o, prin benzi cuprinse
intre 1630 - 1665 cm’}, benzi tipice scheletului flavonoidelor; vibratii de valenta vc.
o prin benzi cuprinse intre 1000 - 1350 cm’, si vibratii de deformare in plan, & c.x
prin benzi cuprinse intre 600- 980 cmt

Tabelul 27. Atribuirea benzilor din spectrele IR pentru extracte.

Extractul Banda caracteristicd ( cm™) Atribuirea benzii
1660 V c=0
E, 1048, 916 vco
684 S cH
1662 V c=0
E; 1028 V c-0
900 S cH
1660 VY c=0
Es 1080 Ve
628, 952 S cn
Ed 1642 V ¢c=0
1096, 1000 vV c-0
624, 854 8 cH
1662 VY ¢c=0
Es 1100 v co
630, 960 8 cn
1662 V c=0
Es 1090, 1070, 1050 v co
680, 972 5 e
1648, 1632 V c=0
E; 1092, 1070, 1050 v co
678, 972 8 e
Es 1645 vV c=0
1096 vV co
630, 615 8 e
Extract apos din frunze 1640, 1652, 1660 v c=0
1072 v ec
de Hydrangea 660, 624,972 5o
paniculata
Extract etanolic din 1632 V c=0
fructe de Ziziphus 616 1;’322' 900 yeo
Jujuba (271 fru)
Extract apos din 1642 V c=o0
fructe de Ziziphus 721808641 8 ‘é ‘;:
jujuba

unde :E,-Eg sunt extracte alcoolice din frunze de Hydrangea paniculata

Extractele alcoolice din frunze de Hydrangea paniculata au fost obtinute
conform procedeelor din 11.2.1.1 si 11.2.2.3, Extractul etanolic de Ziziphus jujuba (2]
fru) a fost obtinut conform metodei prezentate in paragraful 11.2.2.1, iar cel apos
conform procedeului descris in paragraful 11.2.1.
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Rezultate obtinute constituie obiectul a doud lucrari stiintifice [223,224].
I1.3.1.4. Purificarea extractelor flavonoidice
I1.3.1.4.1. Purificarea extractelor de Hydrangea paniculata

in cazul extractelor alcoolice, din culoarea ca si din spectrele UV-VIS ale
extractelor de Hydrangea paniculata s-a evidentiat prezenta in acestea a clorofilei
(Amax = 640 nm) si a carotenilor (Amax = 420 nm). S-a incercat retinerea acestora pe
coloane cu diverse umpluturi: Silicagel 60, alumina activatd, Sephadex LH20 si apoi
separarea fractiunilor care contin flavonoide. S-a ales pentru prelucrare un extract
obtinut prin extractia materialului vegetal cu metanol (e;) si un extract obtinut prin
extractia materialului vegetal cu etanol (E;), extracte obtinute conform procedeului
de la paragraful 11.2.2.

In vederea determinarii continutului de flavonoide din extracte, in prealabil
s-au trasat curbe de etalonare pentru rutind, quercetind, miricetind, luteolind si
kaemferol.

Prepararea solutiilor standard de flavonoide:

Compusul standard (0,1-1 mg) cantarit la balanta analiticd cu precizie de +
0,0001 g a fost transferat intr-un balon cotat de 10 mL si dizolvat cu metanol,
obtinandu-se solutia stoc. Prin dilutii succesive, din solutiile standard s-au obtinut
solutii de concentratii diferite (0,0005 ~ 0,1 mg/mL) pe baza carora s-au construit
curbele de etalonare (dupa protocolul prezentat in paragraful 11.4.1.4). S-au
determinat ecuatiile de regresie si coeficientii de corelare, corespunzatoare curbelor
de etalonare. Valorile coeficientilor de corelare au fost intre 0,9994 - (0,9996.
Curbele de etalonare pentru rutind (1 mg/mL), quercetina (1,4 mg/ mL), miricetina
(0,12 mg/mL), kaemferol (0,15 mg/mL) si luteolina (0,10 mg/mL) sunt prezentate
in Anexa 1 (figurile 1.1-1.5).

Pregatirea coloanei

S-a lucrat cu coloane de diverse dimensiuni, pentru:

1. Coloana cu Silicagel 60, cu¢ = 2cm si h =20 cm

2. Coloana cu alumin3i activatd, cu ¢ = 2.5cm si h = 20 cm
3. Coloana cu Sephadex LH 20, cu ¢ = 1.5cm sih =35cm

Cantitatile de umplutura au fost: 20 g Silicagel 60; 15 g Alumina activata;
25 g Sephadex LH 20; suporturile de Silicagel si Sephadex LH20 au fost lasate
pentru gonflare in solvent intr-un pahar Berzelius, iar dupd 2 ore, suportul s-a
introdus in coloana cu ajutorul unei palnii, cu grijd pentru a nu se forma bule de aer.

Modul de lucru:

a) 30 mL din extractul e; (extract metanolic din frunze de Hydrangea
paniculata obtinut conform paragrafului 11.2.2) s-a purificat prin trecere pe coloana
de Silicagel 60. Eluarea s-a facut cu eluent MeOH. S-au cules 20 fractiuni de 5 mL.
Pentru fiecare fractiune culeasa din eluatul coloanei s-a trasat spectrul UV-VIS
pentru identificarea compusilor flavonoidici (240-280 nm, 300-390 nm), a
carotenilor (410-500 nm), respectiv a clorofilei (640-690 nm).

Deoarece culoarea eluentului din coloana ca si spectrele UV-VIS au ardtat ca
aceasta purificare nu a permis separarea doritd, dozarea flavonoidelor s-a facut
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pentru fractiunile 6-9 si 12-17 (ceea ce a reprezentat de fapt volumele 30-45 si
60-85 mL din eluat).

in urma purificirii extractului metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
(figura 5) flavonoidele au fost identificate incepdnd cu fractiunea 6 (30 mL). Astfel,
rutina, a fost identificatd in urme in fractiunile 6-9, atinge un maxim in fractiunea 8
(40 mL), dupd care se remarca o scidere lenta pana la fractiunea 9, iar incepand cu
fractiunea 10, rutina nu a mai fost prezentd in eluat. Quercetina a fost identificata in
fractiunile 12-17, concentratia cea mai mare identificdndu-se in fractiunea 14 (70

mL).

Concentratiile flavonoidelor in fractiunile reprezentative, obtinute ca urmare

a purificarii extractului este prezentata in tabelul 28.

Tabelul 28. Concentratia flavonoidelor in fractiunile purificate a extractului e, din

frunze de Hydrangea paniculata (Hp frz).

Flavonoidul Nr fractiune A Concentratia mg
din coloana mg flavonoid flavonoid/
/mL eluat 5mL
fractiune
6 0,1658 0,0562 0,2810
Rutin3 7 0,1968 0,1001 0,5005
(R) 8 0,9403 0,1523 0,7615
Extract de 9 0,1870 0,0862 0,4310
Hydrangea
paniculata 12 0,1694 0,0620 0,3100
(*Epef"z)) 13 0,2307 0,1802 0,9010
1
Quercetina 14 0,2654 0,2470 1,2350
(Q) 15 0,2387 0,1955 0,9775
16 0,1710 0,0651 0,3255
17 0,1524 0,0292 0,1460

‘Absorbanta (A) la lungimile de und3 A = 264 nm (Rutina), 375 nm (Quercetina)

Continutul de flavonoide din fractiunile purificate este:
Emg Rutindin fr.6 + fr. 7 + fr.8 + fr.9 =
= 0,2810+ 0,5005 + 0,7615 + 0,4310 = 1,974 mg in 20 mL eluat
Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,0987 mg rutind/ mL eluat.

zmg Quercetind in fr.12 + fr. 13 + fr.14 + fr. 15+ fr. 16 + fr. 17 =
= 0,3100 + 0,9010 + 1,2350 + 0,9775 + 0,3255 + 0,1460
= 3,895 mg in 30 mL eluat

Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,1298 mg quercetind/

mL eluat.
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Figura 5. Reprezentarea grafica a fractiunilor separate prin cromatografie pe coloand in cazul
purificarii pe Silicagel 60, a extractului e, din frunze de Hydrangea paniculata.

b). O alta parte din extractul e; (40 mL) a fost purificat prin trecere pe
coloana de alumina activata in vederea indepartarii clorofilei. Eluarea s-a realizat cu
eter de petrol. S-au cules 10 fractiuni de 5 mL. Fractiunile au fost analizate in
prealabil prin spectrosopie UV si cromatografie in strat subtire pentru identificarea
prezentei flavonoidelor.

In extractul metanolic purificat din frunze de Hydrangea paniculata (figura
6) flavonoidele au fost identificate incepand cu fractiunea 6 (30 mL). Rutina e
prezenta in cantitati foarte mici in fractiunile 6-7, atinge un maxim in fractiunea 8
(40 mL), dupa care se remarca o scadere brusca in fractiunea 9, iar incepand cu
fractiunea 10, rutina nu a mai fost prezenta in eluat.

Desi datele din literatura indica folosirea aluminei pentru retinerea clorofilei,
in cazul extractelor de Hydrangea nu a dat rezultate. Din acelasi motiv prezenta
rutinei s-a urmarit doar pentru cateva fractiuni. Continutul de rutind din fractiunile
purificate este redat in tabelul 29.

Continutul de flavonoide din fractiunile purificate este:
mg Rutind in fr.6 + fr. 7 + fr.8 + fr.9 =
= 0,0415 + 0,5400 + 0,1000 + 0,0135 = 0,695 mg in 20 mL eluat
Prin reunirea lor s- a obtinut un concentrat ce contine 0,0347 mg rutind/ mL eluat.
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Tabelul 29. Concentratia flavonoidelor in fractiunile extractului e, din frunze de
Hydrangea paniculata, purificat pe alumina.

Flavonoidul Nr fractiune A" | Concentratia mg flavonoid/
din coloana mg flavonoid | 5 mL fractiune
Extract de /mL eluat
Hydrangea
paniculata
(&) 6 0,1320 0,0083 0,0415
Rutina 7 0,1338 0,0108 0,5400
(R) 8 0,1403 0,0200 0,1000
9 0,1280 0,0027 0,0135
“Absorbanta (A) la lungimile de undd A = 264 nm (Rutina)
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Figura 6. Reprezentarea grafica a fractiunilor separate prin cromatografie pe coloand in cazul
purificdrii pe alumind, a extractului e, din frunze de Hydrangea paniculata.

c). In incercarea de retinere pe coloana a clorofilei si a carotenoizilor, pentru
purificarea extractului e,, in final s-a folosit un suport mai polar, Sephadex LH 20.

Mod de lucru:
50 mL din extractul e, a fost purificat pe Sephadex LH-20, folosind ca eluent MeOH.
S-au cules 40 de fractiuni de 5 mL. Fractiunile au fost verificate in prealabil prin
cromatografie in stat subfiire si prin spectrocopie UV in vederea identificarii
flavonoidelor
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In urma purificarii extractului metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
(figura 7) flavonoidele au fost identificate incepand cu fractiunea 5 (25 mL). Rutina
a fost identificata in fractiunile 5-12, atinge un maxim in fractiunea 10 (50 mL),
dupad care se remarcd o scadere in fractiunea 12, iar incepand cu fractiunea 13,
rutina nu a mai fost prezenta in eluat. Quercetina a fost identificata in fractiunile
15-35, concentratia cea mai mare identificandu-se in fractiunea 20 (100 mL).

Continutul de flavonoide din fractiunile purificate este:
Zmg Rutind in fr.5 - 12 = 0,3077 + 0,6851 + 1,0080 + 1,2580 + 0,9800 +

0,6120 + 0,1871 + 0,0821
= 5,1200 mg in 40 mL eluat

Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,1280 mg rutind/ mL eluat.

2mg Quercetina in fr.17-30 = 2,1258 + 2,4300 + 2,6510 + 3,0051 +
2,8120 + 2,3120 + 2,0121 + 2,0008 + 1,8218 + 1,6521 + 1,4851 + 1,2580 +
1,2021 + 1,1081 = 27,8700 mg quercetina in 70 mL eluat

Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,3982 mg quercetina

/ mL eluat.

Conc. [mg flav/mL extract]
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Figura 7. Reprezentarea grafica a fractiunilor separate prin cromatografie pe coloana

in cazul purificdrii pe Sephadex LH-20, a extractului e, din frunze de
Hydrangea paniculata.
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Tabelul 30. Concentratia flavonoidelor in fractiunile extractului e; din frunze de
Hydrangea paniculata, purificat pe Sephadex LH-20.

Flavonoidul Nr fractiune A Concentratia | mg flavonoid/
din coloana mg flavonoid | 5 mL fractiune
/mL eluat
5 0,1696 0,0615 0,3077
6 0,2231 0,1372 0,6851
7 0,2686 0,2016 1,0080
Rutina 8 0,3039 0,2516 1,2580
(R) 9 0,2126 0,1224 0,9800
10 0,2646 0,1960 0,6120
11 0,1525 0,0374 0,1871
12 0,1377 0,0164 0,0821
15 0,1644 0,0524 0,2621
16 0,2208 0,1610 0,8051
Extract de 17 0,3577 0,4251 2,1258
Hydrangea 18 0,3893 0,4860 2,4300
paniculata 19 0,4123 0,5302 2,6510
(e) 20 0,4490 0,6010 3,0051
21 0,4290 0,5624 2,8120
22 0,3771 0,4624 2,3120
23 0,3460 0,4024 2,0121
Quercetina 24 0,3448 0,4001 2,0008
25 0,3262 0,3643 1,8218
(Q) 26 0,3086 0,3304 1,6521
27 0,2913 0,2970 1,4851
28 0,2678 0,2516 1,2580
29 0,2619 0,2404 1,2021
30 0,2522 0,2216 1,1081
31 0,2679 0,2519 1,0076
32 0,2415 0,2010 1,0050
33 0,2019 0,1246 0,6231
34 0,1665 0,0564 0,2820
35 0,1625 0,0487 0,1950

“Absorbanta (A) la lungimile de undd A = 264 nm (Rutina), 375 nm (Quercetina)

d).

30 mL din extractul E4 (extract etanolic din frunze de Hydrangea
paniculata, obtinut conform paragrafului I1.2.2.) a fost purificat pe Sephadex LH-20,
folosind ca eluent MeOH. S-au cules 22 fractiuni de 5 mL. Fractiunile au fost
verificate in prealabil prin cromatografie in strat subtire si spectroscopie UV in

vedereaﬂidentiﬁcérii flavonoidelor.

In urma purificarii extractului metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
(figura 8) flavonoidele au fost identificate incepand cu fractiunea 6 (30 mL). Rutina
a fost identificata in fractiunile 5-8, atinge un maxim in fractiunea 7 (35 mL), dupa
care se remarca o scadere brusca in fractiunea 8, iar incepand cu fractiunea 9,
rutina nu a mai fost prezenta in eluat. Quercetina a fost identificata in fractiunile 12-

18, concentratia cea mai mare identificandu-se in fractiunea 15 (75 mL).
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Tabelul 31. Concentratia flavonoidelor in fractiunile extractului E4 din frunze de
Hydrangea paniculata, purificat pe Sephadex LH-20.

Flavonoidul Nr fractiune A" Concentratia | mg flavonoid/
din coloana mgq flavonoid | 5 mL fractiune
/mL eluat
5 0,1374 0,0160 0,0800
Rutina 6 0,1417 0,0220 0,1100
Extract de (R) 7 0,1480 0,0310 0,1550
Hydrangea 8 0,1339 0,0110 0,0550
paniculata
12 0,3660 0,4410 2,2050
(Ea)
13 0,5294 0,7560 3,7800
14 0,6601 1,0080 5,0400
uercetina
Q (Q) 15 0,7898 1,2580 6,2900
16 0,6689 1,0251 5,1255
17 0,4547 0,6120 3,0600
18 0,4070 0,5200 2,6000

“Absorbanta (A) la lungimile de undd A = 264 nm (Rutina), 375 nm (Quercetina)

Continutul de flavonoide din fractiunile purificate este:
2mg Rutina in fr.5 + fr.6 + fr.7 + fr.8 = 0,0800 + 0,1100 + 0,1550 +
0,0550 =
= 0,4 mg in 20 mL eluat

Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,020 mg rutind/ mL

eluat.
¥mg Quercetina in fr. 12- fr. 18 = 2,2050 + 3,7800 + 5,0400 + 6,2900 +
5,1255 + 3,0600 + 2,6000 =
= 28,1005 mg in 35 mL eluat
Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,8028 mg quercetind
/ mL eluat.
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Figura 8. Reprezentarea grafica a fractiunilor separate prin cromatografie pe coloana in cazul
purificarii pe Sephadex LH-20, a extractului E4 din frunze de Hydrangea paniculata

11.3.1.4.2. Purificarea unui extract din frunze de Hydrangea aspera (Ha)

S-a urmarit purificarea unui extract metanolic din frunze de Hydrangea
aspera pe coloand cu Sephadex LH-20, in vederea identificdrii flavonoidelor.
Extractul a fost obtinut prin extractia continua (Soxhlet) conform paragrafului
11.2.2.3.

Pe coloana a fost introdus un volum de 20 mL extract, dup3 care acesta a
fost eluat cu metanol. S-au colectat 20 fractiuni de cate S mL. Fiecarei fractiuni i s-a
determinat continutul in flavonoide prin trasarea spectrului UV-VIS,

In urma trecerii extractului metanolic din frunze de Hydrangea aspera pe
coloana cu Sephadex LH 20 (figura 9) flavonoidele au fost identificate incepand cu
fractiunea 6 (30 mL). Flavonoidul - rutind a fost identificat in fractiunile 6-17,
concentratia cea mai mare identificandu-se in fractiunea 11, dupad care
concentratia a scazut pana la fractiunea 17, iar din fractiunea 18, rutina nu a mai
fost prezenta in eluat.

Continutul de flavonoide din fractiunile purificate este:

2mg Rutina in fr.6- fr. 17 = 1,3560 + 2,8605 + 4,2100 + 6,2715 + 7,6150
+ 7,9210+ 6,7250 + 6, 6330 + 6,1595 + 4,3655 + 2,6605 + 1,3875 =
= 58,165 mg in 60 mL eluat
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Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,9694 mg rutind/ mL eluat.

Tabelul 32. Concentratia flavonoidelor in fractiunile extractului de Hydrangea

aspera, purificat pe Sephadex LH-20.

Flavonoidul Nr. fractiune A’ Concentratia mg flavonoid/
din coloana mg flavonoid | 5 mL fractiune
/mL eluat
6 0,3177 0,2712 1,3560
7 0,5303 0,5721 2,8605
8 0,7211 0,8420 4,2100
9 1,0124 1,2543 6,2715
Extract de
Hydrangea 10 1,2022 1,5230 7,6150
aspera
Rutina 11 1,2455 1,5842 7,9210
( Ha)
(R) 12 1,0765 1,3450 6,7250
13 1,0635 1,3266 6,6330
14 0,9965 1,2319 6,1595
15 0,7430 0,8731 4,3655
16 0,5021 0,5321 2,6605
17 0,3222 0,2775 1,3875

"Absorbanta (A) la lungimea de undd A=264 nm (Rutina)
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Figura 9. Reprezentarea grafica a fractiunilor separate prin cromatografie pe coloana in cazul
purificarii pe Sephadex LH-20, a extractului &, din frunze de Hydrangea aspera.

11.3.1.4.3. Purificarea pe coloana Sephadex LH-20 a unui extract din fructe de
Ziziphus jujuba

Extractul a fost obtinut conform procedului descris la paragraful 11.2.2.

In vederea purificari s-a utilizat o coloana de sticlda cu Sephadex LH20 cu
dimensiunile 1,5 x 35 cm.

Pregatirea coloanei s-a realizat ca in cazul de la paragraful 11.3.1.4.

Mod de lucru :

Pe coloana s-au introdus 50 mL extract concentrat, iar eluarea s-a realizat
cu metanol 94%. S-au colectat 25 de fractiuni de cédte 10 mL. Fiecarei fractiuni
obtinute prin eluarea de pe coloana cu Sephadex LH-20 i s-a determinat continutul
de flavonoide prin trasarea spectrului UV-VIS.

Flavonoidele au fost identificate din fractiunea 7, astfel: miricetina a fost
identificatd in fractiunile 7, 8 si 9, kaemferolul in fractiunile 12 - 17 si rutina in
fractiunile 20-23. in extract nu a fost identificatd quercetina.
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Tabelul 33. Concentratia flavonoidelor in fractiunile extractului din fructe de
Ziziphus jujuba, purificat pe Sephadex LH-20.

Flavonoidul Nr fractiune AT Concentratia | mg flavonoid/
din coloanad mg flavonoid | 10 mL fractiune
/mL eluat
0,0191 0,0142 0,1420
Mi?‘ﬁt;"a 0,0230 0,0285 0,2850
0,0207 0,0201 0,2010
12 0,1473 0,0102 0,1020
Extract de
Ziziphus 13 0,1735 0,1300 1,3000
jujuba
Dy | Kaemferol 14 0,1741 0,1328 1,3280
(K) 15 0,1462 0,0052 0,0520
16 0,1459 0,0041 0,0410
17 0,1453 0,0010 0,0100
20 0,1542 0,0398 0,3980
0,2052
Rutina 21 0,2710 2,0520
(R) 22 0,3520 0,3198 3,1980
23 0,1526 0,0376 0,3760

“Absorbanta (A) la lungimile de undi: A = 264 nm (Rutina), 269 nm (Kaemferol), 375 nm
(Quercetina), 378 nm (Miricetina)

Continutul de flavonoide din fractiunile purificate este:

>mg Miricetina in fr.7- fr. 9 = 0,142 + 0,285 + 0,201
= 0,628 mg in 30 mL eluat
Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,0209 mg miricetina

/ mL eluat.

2mg Kaemferol in fr.12 - fr.16 = 0,102 +1,300 + 1,328 + 0,052 + 0,041
= 2,833 mg in 50 mL eluat
Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,0566 mg kaemferol

/ mL eluat.

>mg Rutina in fr.20 - fr. 23 = 0,398 + 2,0520 + 3,1980 + 0,3760 =
= 6,024 mg n 40 mL eluat
Prin reunirea lor s-a obtinut un concentrat ce contine 0,1506 mg rutina / mL eluat.
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Figura 10. Reprezentarea graficd a fractiunilor separate prin cromatografie pe coloana in cazul
purificarii pe Sephadex LH-20, a extractului din fructe de Ziziphus jujuba

11.3.1.4.4. Purifcarea extractelor de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba
prin flash cromatografie

In vederea purificirii extractelor de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba
s-a utilizat si tehnica flash cromatograficd. Din extractele concentrate obtinute
conform paragrafului 11.2.2., s-au luat volume de 30 mL in cazul extractului de
Hydrangea paniculata, respectiv de 20 mL in cazul extractului de Ziziphus jujuba si
au fost filtrate prin membrane filtrante PTFE avand marimea porilor 0,45 um.

Filtratul obtinut a fost trecut pe coloana ISOLUTE Flash Si I1 conditionata
prin eluare cu metanol p.a. si apoi prin celula de flux Helima. Conditiile de eluare au
fost: debit de 2 mL/min, presiune de 200 mbar, iar fazd mobild utilizata,
metanol:apa (acidulatd) cu 2% acid fosforic in raport 50:50. Detectia flavonoidelor
s-a efectuat prin spetrofotometrie de UV-VIS la lungimea de unda 264 nm pentru
rutind, 269 nm pentru kaemferol, 375 nm pentru quercetina si 378 nm pentru
miricetina. S-au colectat un numar de 20 fractiuni a cate 5,0 mL in cazul extractului
de hydrangea, respectiv 25 fractiuni a cate 10 mL in cazul extractului de jujuba.

In urma purificarii extractului metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
(figura 11) flavonoidele au fost identificate incepand cu fractiunea 5 (25 mL). Astfel,
rutina a fost identificatd in urme in fractiunile 5, 6, 7, atinge un maxim in fractiunea
8 (40 mL), dupa care se remarca o scadere lenta pana la fractiunea 12, iar incepand
cu fractiunea 13, rutina nu a mai fost prezentd in eluat. Quercetina a fost
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identificata in fractiunile 16-18, concentratia cea mai mare identificdndu-se in
fractiunea 17 (85mL).

]
0.07

0.06 -
4

0.05

0.04

0.03-: / \.\.

0.02 / n "

4 a
0.01 4
4
.. . 1
. v

0.00 == ————m e m L my
0

0 20 40 60 80 100
Volum eluent [ml]

Conc.[mg flav/ml extract]

Figura 11. Reprezentarea grafica a fractiunilor separate prin flash cromatografie in cazul
purificarii extractului din frunze de Hydrangea paniculata

Ca urmare a purificarii extractului de Ziziphus jujuba, flavonoidele au fost
identificate din fractiunea 7 (70 mL) (figura 12), astfel: miricetina a fost identificata
in fractiunile 7 si 8; kaemferolul a fost identificat in urme in fractiunea 12 (120 mL),
atinge un maxim in fractiunea 14 (140 mL), dupa care se remarca o scadere brusca
pana la fractiunea 16; iar rutina a fost identificatd in fractiunile 19-22, concentratia
cea mai mare identificandu-se in fractiunea 21 (210 mL).

Concentratiile flavonoidelor in fractiunile reprezentative, obtinute ca urmare
a purificdrii extractelor prin flash cromatografie sunt prezentate in tabelul 34.

-Pentru extractul de Hydrangea paniculata, continutul de flavonoide este:

mg Rutind in fr.5 + fr.6 + fr.7 + fr.8 = 0,5125 + 0,5425 + 0,5605 +
1,1500 =
= 2,7655 mg in 20 mL eluat
Prin reunirea lor se obtine un concentrat ce contine 0,1382 mg rutind / mL eluat.
>mg Quercetind in fr. 16- fr. 18 = 2,5100 + 0,2595 + 2,4725
= 5,2420 mg in 15 mL eluat
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Prin reunirea lor se obtine un concentrat ce contine 0,3494 mg quercetina / mL

eluat.

- Pentru extractul de Ziziphus jujuba, continutul de flavonoide este:
Zmg Miricetina in fr.7 + fr. 8 = 0,282 + 2,630= 0,694 mg in 20 mL eluat
Prin reunirea lor se obtine un concentrat ce contine 0,0347 mg miricetina /
mL eluat.

2mg Kaemferol in fr.12 - fr.17 = 0,111 + 1,321 + 1,348 + 0,091 + 0,011 =
= 2,882 mg in 50 mL eluat
Prin reunirea lor se obtine un concentrat ce contine 0,057 mg kaemferol /
mL eluat.
Zmg Rutina in fr.19 - fr. 22 = 0,408 + 2,085 + 3,210 + 0,386 =
= 6,089 mg in 40 mL eluat
Prin reunirea lor se obtine un concentrat ce contine 0,152 mg rutina / mL eluat.
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Figura 12. Reprezentarea grafici a fractiunilor separate prin flash cromatografie in cazul
purificarii extractului din fructe de Ziziphus jujuba
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Tabelul 34. Concentratia flavonoidelor in fractiunile purificate a extractelor de
Hydrangea paniculata, respectiv Ziziphus jujuba prin flash

cromatografie.
Flavonoidul Nr A’ Concentratia mg flavonoid/
fractiune mg flavonoid 5 mL fractiune
din /mL eluat
coloana
5 0,1985 0,1025 0,5125
6 0,2028 0,1085 0,5425
7 0,2053 0,1121 0,5605
Extract de Ruting
Hydrangea 8 0,2886 0,2300 1,1500
paniculata (R) 9 0,2519 0,1780 0,8900
(e:) 10 0,2054 0,1122 0,5610
11 0,2024 0,1080 0,5400
12 0,1390 0,0182 0,0910
16 0,5020 1,3052 2,5100
Quercetina
17 1,0519 2,8241 0,2595
(Q)
18 0,4945 1,2845 2,4725
Flavonoidul Nr A° Concentratia mg flavonoid/
fractiune mg flavonoid 10 mL fractiune
din /mL eluat
coloana
Miricetina 7 0,0229 0,0282 0,2820
(M) 8 0,0263 0,0412 0,4120
12 0,1475 0,0111 0,1110
Extract de
Ziziphus 13 0,1739 0,1321 1,3210
Jujuba Kaemferol
(K )r 14 0,1745 0,1348 1,3480
(23 fru) 15 0,1470 0,0091 0,0910
16 0,1453 0,0011 0,0110
19 0,1549 0,0408 0,4080
Rutina 20 0,2734 0,2085 2,0850
(R) 21 0,3529 0,3210 3,2100
22 0,1534 0,0386 0,3860

"Absorbanta (A) la lungimile de unda: A = 264 nm (Rutina), 269 nm (Kaemferol), 375 nm
(Quercetina), 378 nm (Miricetina)
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102 11, Contributii proprii

Continutul de rutind si quercetind din extractul metanolic din frunze de
Hydrangea paniculata (e,) purificat pe diverse supoturi a fost:

- in cazul separari pe Silicagel 60: 0,0987 mg / mL eluat si 0,1298 mg
quercetind /mL eluat

- in cazul separdrii pe aluming activata: 0,0347 mqg rutind / mL eluat

- in cazul separdrii pe Sephadex LH-20: 0,1280 mg rutind/mL eluat si 0,3982
mg quercetind / mL eluat

Deoarece continutul cel mai mare de flavonoide a fost obtinut prin
purificarea extractului pe suport de Sephadex LH-20, se poate concluziona cd acest
suport este foarte bun pentru separarea compusilor flavonoidici din extracte, motiv
pentru care suportul a fost folosit si pentru purificarea unui extract metanolic din
frunze de Hydrangea aspera si a unui extract metanolic din fructe de Ziziphus
Jjujuba.

De asemenea s-a realizat si purificarea unor extracte metanolice din frunze
de Hydrangea paniculata si din fructe de Ziziphus jujuba utilizédnd tehnica flash
cromatografica pentru a verifica eficienta separarii prin cromatografia pe coloana.

Rezultatele obtinute au fost apropiate cu cele obtinute prin cromatografia pe
coloana, aceasta fiind si o metoda de verificare a eficientei coloanei utilizate pentru
separarea pe coloanad a flavonoidelor din extracte.

11.3.1.5. Identificarea si dozarea flavonoidelor prin cromatografia de lichide
de inaltd performanta (HPLC)

Dupd cum s-a putut observa si din analiza in UV a extractelor de Hydrangea
paniculata, rutina si quercetina au fost prezente atat in extractele propriu-zise cat si
in cele purificate, iar luteolina numai in unele extractele metanolice. In cazul
extractelor de Ziziphus jujuba, au fost identificate alaturi de rutind si flavonoidele
miricetind si kaemferol.

Standardele utilizate au fost cele folosite la trasarea curbelor de etalonare:
- quercetina, reactiv Sigma, minim 96%;

- quercetin-3B-D- rutozida (rutina), reactiv Sigma, minim 95%

- kaemferol, reactiv Sigma, minim 90%.

- miricetina, reactiv Sigma, apox. 85%.

- luteolina, reactiv Sigma, aprox. 85%.

S-au realizat cromatogramele HPLC pentru :

- extractele E,, E,, E3, E4, Es, E;, Es din frunze de Hydrangea paniculata folosind
ca standard quercetina si quercetin-3p -D-rutinozida (rutina), (Anexa 3- figurile 1A-
7A)

- extractele e;, e,, e; din frunze de Hydrangea paniculata, utilizdnd ca standard
quercetina, quercetin-3p -D-rutinozida (rutina) si luteolina. (Anexa 3, figurile 1B-
3B)

- extractele EZ1, EZ2 din fructe de Ziziphus jujuba utilizand ca standard miricetina,
kaemferolul si rutina. (Anexa 3, figurile 1C- 2C)

- pentru fractiunile 7, 8, 9, 10, 11, 12 din extractul e; purificat pe Sephadex LH-20.
( Anexa 4 -figurile 4.1, - 4.6)

Aparatura:

HPLC Agilent 1100 cu pompa binara si degazor sub vid, coloana Nucleosil

C18, 5 um, 4x125 mm, detector UV cu lungime de unda variabild, soft

HPChemStation;
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11.3. Caracterizarea extractelor de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba po3

Conditiile de lucru au fost diferite atat functie de tipul de coloana cat si in
privinta fazei mobile.

a). Pentru analiza extractelor propriu-zise din funze de Hydrangea
paniculata, (E;- Eg, si e, e;, e3 ) si extractele EZ1, si EZ2 din fructe de Ziziphus
Jujuba, conditiile de lucru au fost:

e coloana Nucleosil RP C18, 150 x 4,6 mm, 5 pm
volumul de injectare: 20 pL
debit: 1,5 mL/min
temperatura coloanei: 25°C
faza mobila
A: apa bidistilata:H;PO, =98:2 (pH=2,5); B: acetomitril
e eluarea s-a realizat dupa metoda gradientului liniar in urmatoarele conditii:
Start: 50% A, 50% B
80% B dupa 12 min, iar dupd 15 min, compozitia eluentului a fost
schimbata la 50% B pana la sfarsitul analizei (20 min)
e detectie A = 280 nm
Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extracte sunt prezentate in
tabelele 35 si 36.

Tabelul 35. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele propriu-
zise de Hydrangea paniculata.

Extracte Compusul tr mg/mL flavonoid/ 100g
Hydrangea analizat [min] extract mat. vegetal
paniculata

E, Rutina 4,446 0,2364 236,4350
Quercetina 11,501 9,5935 9593,5555
Luteolina 14,251 0,7938 79,380
E; Rutina 4,674 8,0885 8088,515
Quercetina 12,299 28,4232 28,4232
Luteolina 14,352 3,89 3,890
E; Rutina 4,509 1,8335 1833,35
Quercetina 12,541 5,6738 56738
Luteolina 14,425 5,5550 555,55
Ea Rutina 4,491 0,08411 120,1642
Quercetina 12,991 5,663 8090,1428
Es Rutina 4,513 4,6880 4688
Quercetina 12,257 9,2600 9260
Es Rutina 3,964 6,4765 6476,5
E; Rutina 4,468 11,7365 11736,5
Es Rutina 4,408 20,9945 25899,5
Quercetina 12,066 35,8995 35899,5
e Quercetina 12,298 34,083 85207,5
Rutina 4,446 9,0525 22631,437
e Quercetina 13.,027 5,4138 13534,6
Rutina 3,849 0,9655 2423,875
e;3 Quercetina 12,557 0,3950 1975,25
Rutina 4,887 0,7890 3945
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104 11, Contributii proprii

unde : E,, E;, E5, E4, Es, E; , Eg sunt extractele din frunze de Hydrangea

paniculata, _
e;, e, e; sunt extracte din frunze de Hydrangea paniculata obtinute conform

procedeelor de la paragraful 11.2.

Tabelul 36. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractele din fructe

de Ziziphus jujuba.
Extracte Compusul tr mg/mL mg flavonoid/100g mat.
Ziziphus jujuba analizat [min] extract vegetal
EZ; Rutina 3,182 0,0462 213,0625
EZ, Rutina 3,113 0,60893 60,893
Miricetina 9,221 0,0694 86,8375
Kaemferol 15,802 0,2882 360,3

unde: EZ,, EZ;, sunt extracte din fructe de Ziziphus jujuba, obtinute conform
procedeelor de la paragraful 11.2

b). Pentru fractiunile din extractul din frunze de Hydrangea paniculata purificat pe
coloana de Sephadex LH 20 s-a evidentiat prezenta rutinei, iar rezultatele au fost
comparabile in functie de faza mobild folositd. In acest caz, conditiile de lucru au
fost :

» Coloana : LiChrosorb RP18, 150x 4,6 mm, Spm

» Faza mobila: metanol : apa in diverse proportii, ( pH 3 cu acid fosforic),
pentru a evidentia care este raportul cel mai optim pentru o mai bun3 separare. Au
fost incercate urmatoarele faze mobile:

Faza mobild 1 ( FM,;): metanol : apa =5:5

Faza mobilda 2 (FM;): metanol : apd = 4.2 : 5.8

Faza mobila 3 ( FM;3): metanol : apa = 4: 6

e Viteza volumetricd de curgere v = 1 mi/min ;

o Detectie UV A = 360 nm.

in cazul folosirii FM,, analiza HPLC nu a fost concludenta, deoarece valorile
concentratiilor au fost diferite (figura 4.1. si figura 4.2.); iar in cazul folosirii fazei
mobile FM, rezultatele au fost comparabile cu cele anterioare (figurile 4.3- 4.5). in
acest caz prezenta rutinei a fost identificatéa incepand cu fractiunea 7 si pand in
fractiunea 12. Concentratia maxima de rutina s-a atins in frac;iunea 9, scazand apoi
treptat spre fractiunea 12 Desl rutina a inceput sa apara inca din fractiunea 7, ea
coelueaza cu alt compus, insa acest interferent dispare in urméatoarele frac'glunl in
cazul utilizarii FM;, (figura 4.6) se observd doar modificdri ale rezolutiei separarii,
ale simetriei picului, 1atimii picului si a timpului de retentie.
Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extracte sunt prezentate
in tabelul 37.
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Tabelul 37. Timpii de retentie si concentratiile flavonoidelor in extractul metanolic e,
din frunze de Hydrangea paniculata, purificat pe Sephadex LH-20.

Produs analizat Compusul Faza tr Concentratia
analizat mobila [min] Rutina/mL
fr. extr.
Standard Rutina FM1 4,807 -
FM2 8,581 -
FM3 11,982 -
Fractiunea 7 Rutina FM1 4,670 0,0086
FM2 8,793 0,8651
FM3 - -
Fractiunea 8 Rutina FM1 4,621 0,0056
FM2 8,392 2,5012
FM3 - -
Fractiunea 9 Rutind FM1 - -
FM2 8,286 9,5241
FM3 - -
Fractiunea 10 Rutind FM1 - -
FM2 8,353 3,0810
FM3 - -
Fractiunea 11 Rutina FM1 - -
FM2 - 1,2051
FM3 11,525 1,2342
Fractiunea 12 Rutina FM1 - -
FM2 - -
FM3 11,950 urme

Metoda de analiza folosita (HPLC) s-a dovedit a fi precisa si selectiva pentru
identificarea si cuantificarea flavonoidelor prezente in materialul vegetal.
Rezultatele cercetarii constituie obiectul unei lucrari stiintifice [225].
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106 11. Contributii proprii

11.3.1.6. Analiza cantitativa a flavonoidelor

Analiza cantitativd a flavonoidelor a fost realizatd conform metodei
prevazutd in Farmacopeea Romana, X [221], folosind ca substanta etalon rutina.

Materialul vegetal a fost recoltat in anii 2003, 2004 si 2005 si pastrat in
conditii asemanatoare.

a). Obtinerea extractelor

Pentru obtinerea extractului alcoolic, 1 g material vegetal, pulverizat in
prealabil a fost supus extractiei cu 100 mL alcool etilic 50%, la reflux pe baie de apa
timp de 30 minute. Solutia fierbinte a fost filtratd prin vata intr-un balon cotat si
dupad ricire s-a completat la 100 mL prin spalarea reziduului cu acelasi
solvent.(solutia A)

b). Determinarea continutului de flavonoide

10,0 mL solutie A s-a diluat cu metano! (R) la 25 mL intr-un balon cotat,
iar dupd agitare solutia s-a lasat in repaus 10 minute, dupa care s-a filtrat,
indepartandu-se primele fractiuni de filtrat. La 5,0 mL filtrat s-a adaugat 5 mL
acetat de sodiu 100g/L (R) si 3 mL clorura de aluminiu 25 g/L, iar dupa o prealabila
agitare s-a completat cu metanol(R) la 25 mL, intr-un balon cotat (solutia proba).
Dupa 15 minute, s-a completat din nou cu metanol(R) la 25 mL si s-a determinat
absorbanta solutiei la 430 nm, folosind ca lichid de compensare o solutie obtinuta in
aceleasi conditii cu solutia —proba, din 5,0 mL filtrat, 8,0 mL apa si metanol (R) la
25 mL intr-un balon cotat.

a) Trasarea curbei de etalonare [226]

Concentratia in flavonoide a probei de analizat s-a calculat cu ajutorul unei
curbe etalon pentru rutina, stabilite in paralel si in aceleasi conditii cu solutia-proba,
ludnd in lucru: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 mL solutie etalon de
rutind 0,1 g/L in metanol(R), 5 mL acetat de sodiu 100 g/L (R), 3 mL clorurad de
aluminiu 25 g/L (R) si metanol (R) adusa la 25 mL. S-a folosit ca lichid de
compensare o solutie, din 8 mL apa si metanol(R) adusd la 25 mL, la balon cotat.

Curba de etalonare obtinutad este prezentata in figura 13.

Cantitatea de flavonoide corespunzdtoare absorbantei citite este:
X = A/ 0,9163 mg rutind

Flavonoide ,% exprimat in rutind = (X- 4)/g

unde: X = mg flavonoide corespunzatoare absorbantei citite
g = cantitatea de material vegetal folosit pentru analiza
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Curba de etalonare - Rutina
y=a+ bx
r2=0.99726313 DF Adjr2=099648116 FitStdErr=0.012874217 Fstet=29150418
a=.0.014
08 08
07 ,/ 07
06 06
A
go.s / 05 g
o / o
Q04 o 043
i / o
wos3 03w
0.2 / 0.2
01 041
/
0 0
0 01 02 03 04 05
mag rutina

Figura 13. Curba de etalonare pentru rutind

Valorile procentuale obtinute pentru fiecare din materialele vegetale

studiate sunt prezentate in tabelul 38.

Tabelul 38. Continutul total de flavonoide exprimat in rutina

Produs vegetal

Flavonoide g%

(exprimate in rutind, %)

frunze Ziziphus jujuba 2003 2,3760
frunze Ziziphus jujuba 2004 2,6340
frunze Ziziphus lotus 2004 2,5127
frunze Ziziphus jujuba 2005 2,2260
frunze Ziziphus lotus 2005 2,2320
fructe Ziziphus jujuba 2003 0,1685
fructe Ziziphus jujuba 2004 0,3064
fructe Ziziphus lotus 2004 0,3474
fructe Ziziphus jujuba 2005 0,2520
fructe Ziziphus lotus 2005 0,3461
frunze Hydrangea paniculata 2003 1,7522
frunze Hydrangea aspera 2003 0,4483
frunze Hydrangea paniculata 2004 2,2787
frunze Hydrangea aspera 2004 1,3423
frunze Hydrangea paniculata 2005 1,8436
frunze Hydrangea aspera 2005 2,3630
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Continutul de Flavonoide din frunzele speciei Ziziphus

27 -
26

257

Cont. de 24
flavonoide
(%Rutina) 2-31

22¢

2147

” funze fruz A ru '
Zigphus  Ziziphus Ziziphus  Ziziphus Zizphus
jujuba 2003 jujuba 2004 lotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005

Specia

Figura. 14. Variatia continutului de flavonoide pentru frunze din specia Ziziphus.

Continutul de Ravonoide din fructele speciei Zizibhus

0.35
03¢
0.25
Cont.de ,}~
flavonoide

(Y%Rutina) 9157
01

0.05¢1"
0

fructe fructe fructe fructe fructe
Ziziphus Ziziphus Ziziphus Ziziphus Ziziphus
jujuba 2003 jujuba 2004 lotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005

Specia

Figura 15. Variatia continutului de flavonoide pentru fructe din specia Ziziphus.
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Continutul de flavonoide in specia Hydrangea

25
2_ e
Continutul de 1.51 -
flavonoide b l B _ 7 |
(YRutina) 1+
05+
0

frunze frunze frunze frunze frunze frunze
Hydrangea Hydrangea Hydrangea Hydrangea Hydrangea Hydrangea
aspera aspera aspera paniculata paniculata paniculata

2003 2004 2005 2003 2004 2005

Specia

Figural6. Variatia continutului de flavonoide pentru frunze din specia Hydrangea.

in cazul speciei Ziziphus, atat pentru frunze cat si pentru fructe de Ziziphus

jujuba, cat si pentru frunze de Ziziphus lotus, continutul de flavonoide este cel mai
mare pentru materialul vegetal din anul 2004, cel mai mic pentru cel din anul 2003,
si mediu pentru materialul vegetal din anul 2005.

Pentru fructe de Ziziphus jujuba, continutul de flavonoide cel mai ridicat este
in materialul vegetal din anul 2004, cel mai mic fiind cel din anul 2003.

In cazul speciei Hydrangea, continutul cel mai mare de flavonoide se
gaseste in frunzele de Hydrangea aspera din anul 2005 si Hydrangea paniculata din
anul 2004, iar continutul cel mai mic de flavonoide se gdseste in frunze de
Hydrangea aspera din anii 2003 si 2004.

Aceasta s-ar putea explica prin conditiile climatice ale anilor respectivi de
colectare a materialului vegetal.

Tabelul 39. Conditiile climatice ale anilor in care s-a recoltat materialul vegetal’.

Conditiile climatice Anul 2003 Anul 2004 Anul 2005
Temperatura medie 12,8 19,4 11,6
anuala, [ °C]

Precipitatii total, mm 600 780 730

Temperatura maxima 38 (luna VIII) 36 (luna VII ) 29 (lunile VI, VIII)
absolut3, [°C]
Temperatura minima -21,6 (luna I) -12,5(lunal) -9 (luna II')

absoluta, [ °C ]

* Conditiile climatice au fost obtinute de la centrul de observatii meteorologice al Gradinii

Botanice Macea, judetul Arad.
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O corelare intre conditiile climatice si continutul de principii active ar fi
posibild numai dacd perioada studiatd ar fi de minimum 5 ani. In consecinta,
explicatiile ce se pot da sunt generale si privesc procesele biochimice fundamentale
proprii plantelor verzi. Radiatia solard care intensifica fotosinteza determina
modificarea pigmentarii in raport direct cu intensitatea radiatiei incidente ce cade pe
frunze. In cazul fructelor are loc acumularea glucidelor specifice, cum este fructoza.

Daca se compara continutul in rutind al diverselor extracte si se incearca o
corelare primara cu conditiile climatice se pot trage urmatoarele concluzii:

s pentru frunzele de Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus, continutul de rutina este cel
mai mare in anul 2004 caracterizat prin temperatura medie anuald cea mai
mare;acest continut % rutind mai mare se mentine si pentru fructele de
Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus provenite din anul 2004;

e % rutind mai mare din frunzele de Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera
provenite din recolta anului 2004 ar avea aceeasi explicatie;

e acest % mai mare de rutind poate fi explicat si prin faptul ca in anul 2004
precipitatiile totale au avut valoarea cea mai mare.

I1.3.2. COMPUSII POLIFENOLICI

Polifenolii din frunze si fructe de Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus si
continutul de polifenoli din frunze de Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera au
fost evidentiati prin cromatografie in strat subtire, respectiv au dost dozati cantitativ
[221,227].

11.3.2.1. Identificarea calitativa a compusilor polifenolici

Identificarea calitativda a compusilor polifenolici s-a realizat prin
cromatografierea in strat subtire a extractelor etanolice 5%: 1 g pulbere de
material vegetal apartinand speciilor studiate a fost supus extractiei cu 29 mL alcool
etilic 50%, pe baie de apd pana la temperatura de fierbere a solventului, dupd care
s-a intrerupt fierberea si s-a racit solutia. Extractele astfel obtinute au fost filtrate si
s-au adus la un volum de 20 mL cu acelasi solvent.

In paralel s-a supus cromatografierii si standardul de pirocatechina
(catechol, Merk).

Analiza cromatograficd a extractelor s-a realizat folosind ca faza stationara
placute de Silicagel (Merck) , iar ca faza mobild sistemul de solventi:

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 R¢
= 0,76 cu martorul.

11.3.2.2. Determinarea cantitativa a compusilor polifenolici

Metoda de analiza:

Analiza cantitativd a polifenolilor a fost realizatd folosind ca substanta
etalon, pirocatechina [227], respectiv cinarina [221] si reactivii (R) prevazuti de
Farmacopee.
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S-a lucrat cu acelasi material vegetal ca cel prezentat la paragraful 11.3.1.6.

Pentru obtinerea extractului alcoolic, 1 g material vegetal a fost supus
extractiei cu 100 mL alcool etilic 50%, la reflux pe baie de apa timp de 30 minute.
Solutia fierbinte a fost filtraté prin vata intr-un balon cotat si dupa racire s-a
completat la 100 mL prin spalarea rezidului cu acelasi solvent (solutiaA).

a) Determinarea continutului de polifenoli totali

La 5,0 mL solutie A s-a adaugat 5 mL acid fosfowolframic, solutie (R), si
dupd agitare s-a filtrat, indepartand primele fractiuni de filtrat. In continuare 5,0 mL
filtrat s-au diluat cu carbonat de sodiu (R) 200g/l la 10 mL, intr-un balon cotat
(solutia proba). Dupa 1 minut s-a determinat absorbanta solutiei la 660 nm,
folosind ca lichid de compensare o solutie preparata din 0,5 mL filtrat si adus cu
apa la 10 mL, intr-un balon cotat.

¢). Trasarea curbei de etalonare

Continutul in polifenoli totali ai probei de analizat s-a calculat cu ajutorul
unei curbe etalon, stabilite in paralel si in aceleasi conditii cu solutia de proba, luand
in lucru 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40; 0,45; 0,50 mL solutie
etalon de pirocatechina 0,1 g/I, 0,25 mL acid fosfowolframic- solutie (R) si carbonat
de sodiu (R) 200 g/l la 10 mL, in fiecare balon cotat; S-a folosit ca lichid de
compensare o solutie preparata din 0,25 mL acid fosfowolframic -solutie (R) si apa
la 10 mL intr-un balon cotat.

Curba de etalonare obtinutd este reprezentata in figura 17.

Curba de etalonare -Catechol
y=a+hx
r2=0.99825674 DF Adj r2=0.99776124 FRStdErr=0.015636468 Fstat=4566 3786
a=-0.11721333

1.25 125

1 / 1
//
075 10,75
7 4
05 /1,/ A 408
/

025 / 0.25
0 H 0
0 001 002 003 0.04 005

Figura 17. Curba de etalonare pentru pirocatechina (catechol).

Continutul de polifenoli din extractele luate in analizd sunt prezentate in tabelul
40.
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Tabelul 40. Continutul de polifenoli tip pirocatechina din extracte.

Absorbanta Con;iputul _total de .
Produs vegetal la 660 nm p_ollfenoh ('mvg % C_ompg§|
pirocatechina) polifenolici
frunze Ziziphus jujuba 2003 0.4366 0.0237 11.875
frunze Ziziphus jujuba 2004 0.4897 0.0260 13.010
frunze Ziziphus lotus 2004 0.4982 0.0264 13.195
frunze Ziziphus jujuba 2005 0.3922 0.0218 10.900
frunze Ziziphus lotus 2005 0.2880 0.0172 8.600
fructe Ziziphus jujuba 2003 0.2619 0.0174 8.705
fructe Ziziphus jujuba 2004 0.2448 0.0155 7.770
fructe Ziziphus Jotus 2004 0.2911 0.0175 8.760
fructe Ziziphus jujuba 2005 0.1537 0.0116 5.800
fructe Ziziphus lotus 2005 0.1061 0.0096 4.800
frunze  Hydrangea  paniculata 0.4317 0.0235 11.770
2003
frunze Hydrangea aspera 2003 0.2521 0.0158 7.925
frunze  Hydrangea  paniculata 0.4922 0.0261 13.069
2004
frunze Hydrangea aspera 2004 0.3840 0.0215 10.753
frunze  Hydrangea  panicluata 0.4365 0.0237 11.850
2005
frunze Hydrangea aspera 2005 0.3645 0.0206 10.300

Continutul de Compusi polifenolici in frunze din specia
Ziziphus

14~

i A
127

% Polifenoli

frunze frunze frunze frunze frunze
Zizphus  Ziaphus  Ziziphus  Ziziphus Zizphus
jujuba 2003 jujuba 2004 lotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005

Specia

Figura 18. Variatia continutului de polifenoli in funze din specia Ziziphus.

Rezultatele indicad un continut mare de polifenoli de tip pirocatechina in jur
de 8- 13,0 %, in frunze de Ziziphus jujuba din 2004 si frunze de Ziziphus lotus
2004.
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Continutul de Polifenoli in fructe din specia Ziziphus

%Polife noli 5

fructe fructe fructe fructe fructe
Ziziphus  Ziziphus  Ziaphus Ziziphus  Ziziphus
jujuba 2003 jujuba 2004 iotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005

Specia
Figura 19. Variatia conginutului de polifenoli in fructe din specia Ziziphus.

Continutul cel mai mare de polifencli de tip pirocatechina este in fructe de
Ziziphus jujuba din anul 2003 si fructe de Ziziphus jujuba din 2004, iar continutul de
polifenoli scade remarcabil in anul 2005, an in care temperatura media anuala a fost
mai scazuta si cantitatea totala de precipitatii a fost mai ridicata.

Continutul de Polifenoli in frunze din specia Hydrangea

% Polifennoli

frunze frunze frunze frunze frunze frunze
HydrangeaHydrangeaHydrangea HydrangeaHydrangeaHydrangea
paniculata aspera paniculata aspera panicluata aspera

2003 2003 2004 2004 2005 2005

Specia

Figura 20. Variatia continutului de polifenoli in frunze din specia Hydrangea.

Rezultatele analizei cantitative indica faptul ca un continut ridicat de
polifenoli prezintd frunzele de Hydrangea paniculata din 2003 si Hydrangea
paniculata din 2004, pe cand in cazul speciei Hydrangea aspera, continutul cel mai
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mare de polifenoli este in materialul vegetal din 2004 si cel mai mic in cel din 2003,
an cu un continut mai mic de precipitatii 5i cu temperatura absoluta de 38°C.

I1.3.3. ANTOCIANIDINELE

Ca si flavonoidele sau taninurile, care constituie clase distincte de compusi
prezenti in materialele vegetale, si antocianidinele constituie o clasa de substante
mai muit sau mai putin apropiate sub aspectul structurii chimice, dar care se
aseamand prin originea lor si prin unele proprietati fizico-chimice comune. De
mentionat ca antocianidinele sunt considerate ca fiind compusi care apartin clasei
flavonoidelor, dar unii autori sustin ca apartin si clasei taninurilor, mai exact
taninurilor catechice.

11.3.3.1. Analiza calitativa a antocianidinelor

Analiza calitativa a compusilor antocianidinici prezenti in frunzele speciilor
Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera si fructele si frunzele speciei Ziziphus
jujuba si Ziziphus Lotus, a fost realizata prin cromatografie in strat subtire.

Metoda: 20 mL din solutia extractului antocianidinic (obtinut conform
paragrafului 11.3.3.2.) au fost refluxati pe baie de apa cu 20 mL acid clorhidric 2N,
timp de 30 minute. Masa de reactie s-a extras de doud ori cu cdte 10 mL acetat de
etil. Extractele s-au reunit, iar solutia acida ramasa dupda epuizarea acetatului de etil
s-a tratat de douad ori cu 10 mL butanol. Extractele au fost apoi reunite si supuse
analizei pentru identificarea antocianidinelor.

Analiza cromatografica a extractelor s-a realizat folosind ca faza stationara
placute de celuloza (Merck), 10 x10 cm, iar ca faza mobild, sistemul Forestal:

acid clorhidric: apa: acid acetic = 3: 10 : 30

Placutele au fost uscate la intuneric dupa care au fost examinate in lumina
zilei, spoturile fiind evidentiate datorita coloratiei proprii.

Cianidina este prezentad in toate extractele vegetale analizate sub forma unui
spot de culoare rosie la valorile: R = 0,43 pentru extractele din frunze si Rf = 0,41
pentru extractele din fructe, aceeasi valoare cu R¢ —-ul martorului de cianidina,
conform literaturii de specialitate [228].

I1.3.3.2. Analiza cantitativa a antocianidinelor

Determinarea cantitativa a compusilor antocianidinici se realizeaza prin
metode care sunt bazate pe culoarea rosie proprie a acestor substante. Aceste
metode de determinare sunt metode spectrofotometrice in care determinarea
procentului total de antocianidine se realizeaza prin spectrofotometrarea solutiilor la
lungimi de unda caracteristice (480-560 nm), alegerea lungimii fiind dependenta de
solventul utilizat.
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Determinarea continutului total de antociani din frunzele speciei Hydrangea

S-a determinat continutul total de antocianidine pentru materialul vegetal
recoltat in anii 2004 si 2005.

Pentru analiza cantitativd s-a folosit tehnica indicata de Markakis [228]
bazata pe cunoasterea absorbantei molare specifice a antocianilor la 530 nm.

Metoda: 1 g pulbere de produs vegetal a fost extras la rece (4°C), timp de
24 ore, cu 100 mL amestec alcool etilic: acid clorhidric 1,5 N (85:15). Solutia astfel
obtinuta, a fost filtrata si completata pana la 100 mL cu acelasi solvent. A fost citita
absorbanta solutiei la 530 nm.

Calculul concentratiei totale de antocianidine se face cu formula [228]:

Ant(mg I ml) = 2 4
ntimg/ ml) = ————
& 98,2 p
unde:
A, - absorbanta solutiei la 535 nm;
d - factorul de dilutie (mL);

98,2 - valoarea absorbantei solutiei 1% cianidina in solvent alcool etilic:
acid clorhidric,masurat intr-o cuva de 1cm, la 530 nm ;
p - cantitatea de material vegetal luata pentru analiza, in g.

Tabelul 41. Continutul total de antocianidine din extracte de Ziziphus jujuba,
respectiv Hydrangea paniculata.

Produs vegetal N A_\nvtocianidine
(mg cianidind/100g mat. vegetal)
frunze Ziziphus jujuba 2004 33,776
frunze Ziziphus lotus 2004 67,567
frunze Ziziphus jujuba 2005 67,163
frunze Ziziphus lotus 2005 - 65,314
fructe Ziziphus jujuba 2004 14,972
fructe Ziziphus lotus 2004 24,243
fructe Ziziphus jujuba 2005 19,603
fructe Ziziphus lotus 2005 36,397
frunze Hydrangea paniculata 2004 86,518
frunze Hydrangea aspera 2004 113,888
frunze Hydrangea paniculata 2005 73,008
frunze Hydrangea aspera 2005 80,823
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Continutul de Antocianidine in frunzele speciei Ziziphus

70,000
60,000

50,000
Antociani 40,000
(mg/100g
mat.veg.) 30.000 1

20.000

10,0004

0
frunze Zizphus  frunze Zizphus  frunze Ziziphus  frunze Zizphus
jujuba 2004 lotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005
Specia

Figura 21. Variatia continutului de antocianidine din frunzele speciei Ziziphus

Continutul de Antocianidine in fructele speciei Ziziphus

40,000 -
35,0001
30,000+

Antociani 25.000 ¢
{mg/100 g 20,000
mat.veg.) 15000}

10,000 7" .
5,000+
0
fructe Ziziphus  fructe Ziziphus fructe Ziziphus  fructe Ziziphus
jujuba 2004 lotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005
Specia

Figura 22. Variatia continutului de antocianidine din fructele speciei Ziziphus.

Rezultatele obtinute indica faptul ca, cantitatea de antocianidine exprimata

ca mg cianidind / 100 g material vegetal variaza:

- intre 30 - 70 mg pentru frunze de Ziziphus jujuba

- intre 14 - 20 mg pentru fructe de Ziziphus jujuba

- intre 65 - 67 mg pentru frunze de Ziziphus lotus

- intre 24 - 36 mg pentru fructe de Ziziphus lotus

Continutul de antocianidine din frunzele speciei Ziziphus jujuba este scazut

pentru materialul vegetal din anul 2004 si aproape dublu pentru materialul vegetal
din anul 2005, iar in cazul speciei de Ziziphus lotus, continutul de antocianidine este
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aproape acelasi. Pentru fructele speciei Ziziphus continutul de antocianidine este mai
mare pentru materialul vegetal din anul 2005 fata de cel din anul 2004.

Continutul de Antocianidine in frunzele speciei Hydrangea

120,000
100,000 {~

80,000
Antociani (mg/

100g mat.veg.) 60,000

40,000

20,000

0

frunze frunze frunze frunze
Hydrangea Hydrangea Hydrangea Hydrangea
paniculata aspera2004 paniculata aspera 2005
2004 2005

Specia

Figura 23. Variatia continutului de antocianidine din frunzele speciei Hydrangea.

De asemenea continutul de antocianidine in cazul speciei Hydrangea este
mai mare pentru materialul din anul 2005, fata de materialul vegetal recoltat in anul
2004.

I1.3. 4. TANINURI

Din punct de vedere chimic, taninurile se impart in doua mari subclase si
anume:

(a) taninuri catechice sau taninuri condensate nehidrolizabile

(b) taninuri galice sau hidrolizabile

In functie de natura lor chimica, taninurile pot fi identificate prin reactii
generale ale clasei de compusi, prin reactii caracteristice pentru cele doud subclase
de taninuri si prin reactii de diferentiere a lor.

Analiza calitativd si cantitativd a taninurilor a fost realizatd pe material
vegetal uscat (frunze de hydrangea, frunze de jujuba), recoltat in lunile
septembrie (frunze de Hydrangea paniculata, Hydrangea aspera, Ziziphus jujuba,
Ziziphus lotus) in anii 2004 si 2005. Celelalte materiale vegetale luate in studiu si
anume fructele de Ziziphus jujuba si fructele de Ziziphus lotus nu contin taninuri.
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11.3.4.1. Identificarea taninurilor prin reactii de culoare si precipitare

Reactiile de identificare au fost realizate pe extracte obtinute astfel:

1 g produs vegetal a fost supus extractiei cu 30 mL apa fierbinte, iar
balonul a fost mentinut 30 minute pe baia de apa in fierbere. Dupa racire solutiile
au fost filtrate, filtratul fiind utilizat pentru realizarea diferitelor reactii de culoare si
precipitare [3].

11.3.4.1.1. Reactii generale pentru taninuri

a). Reactia cu solutie de gelatind 1%. La 5 mL solutie de extract s-au
adaugat cateva picaturi de solutie gelatind 1% ; s-a observat formarea un precipitat
care este solubil in exces de reactiv.

b). Reactia cu acetat de Pb 10%. La 5 mL extract s-a adaugat 0,5 mL solutie
Pb 10 % ; s-a constatat formarea unui precipitat galben.

c). Reactia cu FeCl; 1% in etanol. La 5 mL solutie de extract vegetal s-a
adaugat 0,5 mL solutie etanolica 1% de FeCls; s-a observat formarea unei coloratii
verde-albastru inchis.

11.3.4.1.2. Reactii caracteristice pentru taninurile catechice

a). Reactia cu solutie de vanilind clorhidrica (sau sulfurica) 1%. La 1 mL
solutie de extract s-a adaugat 0,5 mL solutie vanilina clorhidricd 1% ; s-a format o
solutie coloratd in rosu datorita condensarii derivatilor catechinici cu vanilina,
compusi colorati in rosu in mediu acid.

b). Reactia cu apa de brom. La 5 mL solutie de extract s-a adaugat 2 mL
apa de brom in mediu de acid acetic; s-a observat formarea de precipitat galben.

I1.4.4.1.3. Reactii de diferentiere a taninurilor

a).Reactia cu FeCl; sau alaun feric 1%. Taninurile catechice, in functie de
concentratie conduc la formarea de coloratii sau precipitate de culoare verde inchis.
Taninurile galice formeaza in aceleasi conditii coloratii sau precipitate albastre.

b). Reactia Styasny. La extractul tanic s-a adaugat o solutie acida de
formaldehida, iar dupa fierbere la reflux timp de aproximativ 30 minute s-a format
un precipitat de culoare rosie. Amestecul format s-a filtrat, iar la filtrat s-a adaugat
acetat de sodiu pana la neutralizare, iar apoi cateva picaturi de FeClz sau alaun
feric. In cazul taninurilor galice se formeaza coloratii violet-albastre foarte intense.

In tabelul 42 sunt prezentate rezultatele reactiilor de identificare pentru
materialul vegetal colectat in anul 2005 si anume: frunze de Ziziphus jujuba, frunze
de Ziziphus lotus, frunze de Hydrangea paniculata si frunze de Hydrangea aspera.

Prin reactiile de culoare s-au evidentiat urmatoarele aspecte:
- toate cele patru extracte analizate contin taninuri din cele doud subclase;
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- frunzele de Hydrangea contin cea mai mare cantitate de taninuri totale

evidentiata de abundenta precipitatelor formate si de

comparativ cu celelalte extracte.

Tabelul 42. Reactii de identificare a taninurilor

intensitatea coloratiilor

Reactia de Ziziphus jujuba, | Ziziphus lotus, Hyndrangea Hydrangea
identificare frunze frunze paniculata, aspera, frunze
(reactivul utilizat) frunze
Solutie gelatina precipiat alb precipitat precipitat pecipitat
1% galbui alb galbui alb galbui alb galbui
Solutie acetat de precipitat precipitat precipitat precipitat
plumb 10% _galben-verzui galben-verzui galben-brun galben-brun
Solutie de clorura | precipitat verde- precipitat precipitat precipitat
ferica, 1% albastru verde-albastru | verde- inchis verde-inchis
Solutie vanilina coloratie rogie coloratie rogie coloratie rogie- coloratie
clorhidrica 1% portocalie rosie-
portocalie
Apa de brom precipitat galben precipitat precipitat precipitat
galben galben galben
Solutie alaun | precipitat verde precipitat precipitat verde- precipitat
feriamoniacal 1% verde inchis verde-inchis
Solutie
formaldehida acida precipitat rosu precipitat rosu precipitat rosu precipitat rosu
+ coloratie
Acetat de sodiu coloratie coloratie coloratie albastra-
si alaun albastra-violeta albastra- albastra-violeta violeta
feriamoniacal violeta

11.3.4.2. Identificarea cromatografica a taninurilor

Solutiile extractive apoase din frunze de Ziziphus jujuba, Ziziphus lotus,
Hydrangea paniculata, Hydrangea aspera (material vegetal din anul 2005) s-au
analizat calitativ prin cromatografie in strat subtire.

In vederea identificarii cromatografice a taninurilor din extracte s-au folosit

placute de celulozd (Merck),

iar pentru a obtine o mai

componentilor s-a utilizat sistemul de solvent,i:
n-butanol : acid acetic:apa =4:1:5
Ca solutie etalon s-a folosit solutia hidroalcoolica de pirogalol (standard,

Merck)).

buna separare a

Pirogalolul, apare in exftractele studiate sub forma unui spot de culoare
violeta, la acelasi Rf = 0,76 cu cel al standardului.
Prin cromatografie in strat subtire s-a identificat pirogalolul in frunzele de
Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus, precum si in frunzele de Hydrangea paniculata si

Hydrangea aspera.

11.3.4.3. Determinarea procentului total de taninuri [221]

S-a determinat continutul total de taninuri pentru frunze de Ziziphus jujuba
si Ziziphus lotus, funze de Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera, recoltate in

anii 2004 si 2005.
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Metoda se bazeazd pe dozarea polifenolilor totali din produsul vegetal,
respectiv a polifenolilor ramasi dupd precipitatea taninurilor cu pulbere de piele
standardizatad sau caseind standard. Diferenta intre cele doua dozari reprezinta chiar
taninurile prezente in produsul vegetal analizat. Mentionam ca fata de metoda din
Farmacopee am folosit in locul pulberii de piele in vederea precipitarii taninurilor,
caseina standard.

Metoda are la baza reactia de culoare intre compusii polifenolici si acidul
fosfowolframic, produsul colorat fiind spectrofotometrat la lungimea de unda de 715
nm. In paralel se prepard un standard ce foloseste pirogalolul ca substantid de
referintd si care se trateaza in conditii identice cu proba, cu acelasi reactiv, acidul
fosfowolframic. Decelarea compusului colorat in albastru este realizatda prin
spectrofotometrare la aceeasi iungime de unda.

Mod de lucru:

intr-un balon prevdzut cu refrigerent de reflux, s-au introdus 1 g produs
vegetal pulverizat si s-au adaugat 150 mL apd. S-a incalzit la fierbere timp de 30
minute, agitdnd din cand in cand. Dupa rdcire, continutul balonului s-a adus
cantitativ cu apa intr-un balon cotat si s-a completat la 250 mL. Dupd decantare,
solutia s-a filtrat indepdrtand primii 50 mL de fiitrat.

Polifenolii totali. 5,0 mL filtrat s-a diluat cu apa la 25 mL intr-un balon cotat.
La 5,0 mL din aceastd solutie s-a addugat 1,0 mL acid fosfowolframic solutie
(R){conform [221]) intr-un balon cotat, s-a agitat si s-a completat cu carbonat de
sodiu 150g/L la 50 mL. Dupa 2 minute de la addugarea ultimului reactiv s-a
determinat absorbanta solutiei de polifenoli totali ia 715 nm (A,), folosind ca lichid
de compensare apa.

Polifenolii neadsorbiti pe caseinad. 10,0 mL filtrat s-au introdus intr-un balon
cu dop rodat de 25 mL, s-a adaugat 0,10 g caseina, s-a agitat energic timp de 1
ora si s-a filtrat. 5,0 mL din acest filtrat s-a diluat cu apd la 25 mL, intr-un balon
cotat. Intr-un balon cotat de 50 mL s-au introdus 5,0 mL din acest filtrat, 1,0 mL
acid fosfowolframic solutie (R), s-a agitat si s-a completat pana la semn cu carbonat
de sodiu 150g/L. Dupa 2 minute de la adaugarea ultimului reactiv s-a determinat
absorbanta solutiei de polifenoli neadsorbiti de caseina la 715 nm (A,), folosind ca
lichid de compensare apa.

Determinarea cantitativa a taninurilor cu ajutorul pirogalolului. 50,0 mg
pirogalol s-a dizolvat in 20 mL apa si s-a completat cu acelasi solvent la 100 mL,
intr-un balon cotat. La 5,0 mL din acest filtrat s-a adaugat 1,0 mL acid
fosfowolframic solutie (R) intr-un balon cotat, s-a agitat si s-a completat cu
carbonat de sodiu 150 g/ L la 50 mi. Dupa 2 minute de la addugarea ultimului
reactiv si la cel mult 30 minute de la dizolvarea pirogalolului s-a determinat
absorbanta solutiei de pirogalol la 715 nm (A;), folosind ca lichid de compensare
apa.

Valorile citite pe baza carora s-au facut calculele au fost:

Extracte 2004 A, A; A3
Z) frz 0,1383 0,0924 4,0
2] fru 0,1049 0,0541 4,0
Hp frz 0,2320 0,1784 4,0
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Ha frz
Extracte
2] frz
Z] fru
Hp frz
Ha frz

Calculul continutului de tanin prezent in produsul vegetal are la baza

0,1470 0,1631 4,0
2005 A A, As
0,1645 0,0890 4,0
0,1338 0,0780 4,0
0,2378 0,1876 4,0
0,1851 0,1541 4,0

urmatoarea formula :

Tanin g% =

unde : A;, A, - absorbanta solutiilor colorate obtinute in urma reactiei cu acidul
fosfowolframic (A, - inainte de reactia cu caseina; A, - dupa precipitarea cu

caseina);

3,125-(4, — 4,)-100
A, -m,

A; - absorbanta solutiei de pirogalol;
m, - cantitatea de caseina luata in lucru.

Procentul total de taninuri determinat pentru materialul vegetal studiat este

redat in tabelul 43.

Tabelul 43. Procentul de taninuri din extractele vegetale studiate

Material vegetal Taninuri % (g taninuri/ 100 g produs vegetal)
frunze Ziziphus jujuba 2004 5,8591
frunze Ziziphus lotus 2004 4,2971
frunze Ziziphus jujuba 2005 3,557
frunze Ziziphus lotus 2005 3,9636
frunze Hydrangea paniculata 2004 3,9136
frunze Hydrangea aspera 2004 2,4141
frunze Hydrangea paniculata 2005 4,0117
frunze Hydrangea aspera 2005 3,5372

Rezultatele obtinute indica faptul ca, cantitatea de taninuri exprimata ca

taninuri %
- intre
- intre
- Iintre
- intre

(g taninuri / 100 g material vegetal) variaza:
3 - 5 %, pentru frunze de Ziziphus jujuba
3 -4 %, pentru frunze de Ziziphus lotus
3 - 4 %, pentru frunze de Hydrangea paniculata
2 - 4 %, pentru frunze de Hydrangea aspera
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Continutul de taninuri din frunzele speciei Ziziphus

Taninuri % (g 4

taninuri/ 100
g produs j
vegetal) -

frunze frunze frunze frunze
Ziziphus Zyaphus Zizphus Zizphus
jujuba 2004 iotus 2004 jujuba 2005 lotus 2005

Specia

Figura 24. Variatia continutului de taninuri pentru frunze din specia Ziziphus.

Continutul de taninuri din frunzele speciei Ziziphus si Hydrangea variaza in
functie de anul recoltarii materialului vegetal. Astfel, materialul vegetal recoltat in
anul 2004 contine un % mai mare de taninuri fatd de materialul vegetal recoltat in
anul 2005.

Continutul de taninuri din frunzele speciei Hydrangea

/
Taninuri % (g 25 e
taninuri/ 100 ~ ;/,--/

g mat. veg.) 15 t//‘
1 )

O.SJi/l

frunze frunze frunze frunze
Hydrangea Hydrangea Hydrangea Hydrangea
paniculata aspera 2004 paniculata aspera 2005
2004 2005

Specia

Figura 25. Variatia continutului de taninuri pentru frunze din specia Hydrangea.
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Rezultate si discutii:

* Prezenta flavonoidelor la cele doua specii a fost studiata atat sub aspect
calitativ (reactii de culoare, spectroscopie IR, cromatografie in strat subtire,
cromatografie de lichide de inaita performantd) cat si sub aspect cantitativ (metoda
spectrofotometrica).

Sub aspectul cantitativ, continutul de flavonoide a fost determinat pentru
materialul vegetal colectat in anii 2003, 2004 si 2005. Continutul de flavonoide a
variat si in functie de conditiile climatice a anilor de colectare a materialului vegetal,
fiind cuprins intre valorile 2,226- 2,634 (% rutind) pentru frunze de Ziziphus,
intre 0,168 - 0,374 (% rutind) pentru fructe de Ziziphus, intre 1,752 - 2,278 (%
rutind) pentru frunze de Hydrangea paniculata; intre 0,448 - 2,363 (% rutind)
pentru frunze de Hydrangea aspera.

» Polifenolii de tip catechol din frunze si fructe de Ziziphus jujuba si
Ziziphus lotus si din frunzele de Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera au fost
evidentiati prin cromatografie in strat subtire, respectiv au fost dozati cantitativ.

Cercetarile realizate indica un continut mare de polifenoli de tip catechol in
jur de 8- 13,0 %, in frunze de Ziziphus jujuba din 2004 si frunze de Ziziphus
lotus 2004. Continutul cel mai mare de polifenoli de tip catechol a fost determinat in
fructele de Ziziphus jujuba din anul 2003 si in fructele de Ziziphus jujuba din 2004,
iar continutul de polifenoli cel mai scazut s-a identificat in materialul vegetal din
anul 2005, an in care temperatura medie anuald a fost mai scdzuta si cantitatea
totala de precipitatii a fost mai ridicata.

* Prezenta antocianidinelor in varietatile genurilor Ziziphus si Hydrangea
a fost studiata atdt sub aspect calitativ cat si sub aspect cantitativ.

Analiza cantitativa a evidentiat, cantitatea de antocianidine exprimata ca mg
cianidina / 100 g material vegetal astfel:

- intre 30 - 70 mg pentru frunze de Ziziphus jujuba.

- intre 14 - 20 mg pentru fructe de Ziziphus jujuba;

- intre 65 - 67 mg pentru frunze de Ziziphus lotus;

- intre 24 - 36 mg pentru fructe de Ziziphus lotus.

. Prezenta taninurilor la speciile studiate indica faptul ca, cantitatea
de taninuri exprimata ca taninuri % ( g taninuri / 100 g material vegetal) variaza
astfel:

- intre 3 -5 %, pentru frunze de Ziziphus jujuba;

- intre 3 -4 %, pentru frunze de Ziziphus lotus;

- intre 3- 4 %, pentru frunze de Hydrangea paniculata;

- intre 2 - 4 %, pentru frunze de Hydrangea aspera.
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11.3.5. Determinarea activitatii antioxidante a extractelor de
Ziziphus si Hydrangea

Determinarea activitatii antioxidante s-a realizat prin mai multe metode,
pentru a urmarii comparativ activitatea antioxidanta a extractelor si pentru a stabilii
care este metoda cea mai eficientd de determinare a activitatii antioxidante. S-au
aplicat 2 metode de determinare a activitatii antioxidante:

1. Metoda cu permanganat de potasiu [138]

2. Metoda DPPH [144-148)

11.3.5.1. Determinarea activitatii antioxidante prin metoda cu permanganat
de potasiu

S-a studiat capacitatea antioxidanta globald a extractelor apoase de
Ziziphus si Hydrangea, urmarind activitatea antioxidanta totala a amestecului de
compusi cu caracter reducator aflati in aceste extracte.

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 antioxidanta este invers proportionald cu timpul de
decolorare a solutiei de permanganat de o anumita concentratie [138].

In vederea determindrii activitatii antioxidante s-a utilizat ca material
vegetal fructe si frunze de Ziziphus jujuba, fructe si frunze de Ziziphus lotus, frunze
de Hydrangea paniculata si frunze de Hydrangea aspera, recoltat in anii 2004 si
2005.

Ca substanta etalon s-a utilizat acidul ascorbic (Merck).

Oblinerea extractelor apoase:

4 g material vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei cu 40
mL apd timp de 70 ore la 5°C. Dupd filtrare, extractele au fost pastrate la
temperatura de 5°C pana in momentul efectuarii analizei.

Metode de determinare a activitatii antioxidante a extractelor apoase

Metoda A. Principiul metodei constd in determinarea vitezei de decolorare a
unei solutii de KMnO4 0,1 N in mediu acid, in care s-a adaugat extract, utilizdnd ca
solutie etalon un antioxidant cunoscut, si anume o solutie de acid ascorbic
1%([138].

Mod de lucru:

Intr-un pahar Erlenmeyer se introduc 10 mL solutie de KMnO4 0,1 N, 8 mL
apa distilata, 1 mL solutie H,SO, 20% si 1 mL extract apos. Concomitent cu
pipetarea extractului se porneste cronometrul, masurandu-se timpul de decolorare
al solutiei de permanganat de potasiu. S-au efectuat analize pentru mai multe
volume de extract.
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Tabelul 44. Activitatea antioxidantd a extractelor apoase din materialul vegetal
recoltat in anul 2004.

Extract de: Volumul de extract Timpul de decolorare la
adaugat [ mL] 20°C [sec]
Ziziphus jujuba - fructe 1 616
2004 2 221
3 100
5 53
Ziziphus jujuba - frunze 1 60
2004 2 18
3 2
5 instantaneu
Ziziphus lotus - fructe 1 362
2004 2 180
3 67
5 41
Ziziphus lotus - frunze 1 38
2004 2 2
3 instantaneu
5 instantaneu
Hydrangea paniculata- 1 362
frunze 2 138
2004 3 53
5 11
Hydrangea aspera-frunze 1 210
2004 2 180
3 53
5 9

Tabelul 45. Activitatea antioxidanta a extractelor apoase din materialul vegetal
recoltat in anul 2005.

Extract de: Volumul de extract Timpul de decolorare la
adaugat 20°C [sec]
[ mL]
Ziziphus jujuba - fructe 1 327
2005
2 122
3 40
5 22
Ziziphus jujuba - frunze 1 19
2005 2 4
3 2
5 instantaneu
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Ziziphus lotus - fructe 1 158
2005 2 62
3 50
5 25
Ziziphus lotus - frunze 1 16
2005 2 4
3 2
5 instantaneu
Hydrangea paniculata- 1 63
frunze 2 14
2005 3 P
5 2
Hydrangea aspera-frunze 1 61
2005 2 14
3 5
5 1

Capacitatea antioxidanta a extractelor apoase s-a raportat la etalon, solutie
de acid ascorbic 1%, masurandu-se timpul de decolorare a solutiei violete de KMnO,
pentru diferite dilutii ale solutiei etalon. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 46.

Tabelul 46. Activitatea antioxidanta pentru diferite dilutii ale solutiei etalon de acid

ascorbic.

Dilutia solutiei 1% acid Volumul solutiei de acid Timpul de decolorare
ascorbic v/v ascorbic adaugat [ mL] la 20°C [sec.]
1:4 2 260

3 2

5 instantaneu
1:5 2 300

3 25

5 2
1:6 2 410

3 219

5 S

Analizand rezultatele obtinute se observa ca timpul de decolorare cel mai
scurt, adica capacitatea antioxidant3a cea mai mare o prezintd extractele din frunze
de Ziziphus. In cazul extractelor din frunze de Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus,
rezultatele cele mai concludente s-au obtinut folosindu-se pentru analiza 3 mL
extract apos, iar capacitatea antioxidanta a acestor extracte este comparabila cu
solutia de acid ascorbic 1%, dilutie 1:4. Pentru extractele din fructe de Ziziphus
Jjujuba si Ziziphus lotus, rezultatele cele mai concludente s-au obtinut folosindu-se
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5 mL extract, iar capacitatea antioxidanta a extractelor este comparabild cu solutia
de acid ascorbic 1%, dilutie 1:6.

Pentru extractele din frunze de Hydrangea aspera si Hydrangea paniculata,
rezultate concludente si comparabile se obtin folosindu-se pentru analiza 5 mL
extract apos, iar capacitatea antioxidanta a acestor extracte este comparabild cu
solutia de acid ascorbic 1%, dilutie 1:6.

In cazul speciei Ziziphus jujuba, extractele din frunze au activitate
antioxidanta mai ridicata decat cele din fructe.

Ralon
Ziziphus lotus - fructe 2005
Ziziphus lotus - fructe 2004

i
|
(
|
!
|
H

J‘ d
' @ timp de decolorare a solutiei de
" KMnO4

Ziziphus lotus - frunze 2005

Zizipus lotus - frunze 2004

Extract

Ziziphus jujuba - fructe 2005
Ziziphus jujuba - fructe 2004
Ziziphus jujuba - frunze 2005

Ziziphus jujuba - frunze 2004

0 10 20 30 40 50 60

timp (sec.)

Figura 26. Estimarea capacitatii antioxidante in functie de
timpul de decolorare a solutiei de KMnO, pentru extractele de Ziziphus

Hydrangea aspera
2005

Hyd ~~ "~
paniculata 2005 '

Hydrangea aspera

m timp de decolorare a KMnO4

Extract

2004
Hydrangea
panicutata 2004
0 2 4 6 8 10 12
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Figura 27. Estimarea capacitatii antioxidante in functie de timpul de decolorare a solutiei de
KMnQ, pentru extractele de Hydrangea
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Reprezentdnd comparativ activitatea antioxidanta a extractelor studiate se
poate concluziona ca extractele din frunze de Ziziphus lotus avand cel mai mic timp
de decolorare au o capacitate antioxidanta mare si in acelasi timp caracteristici
antioxidante apropiate fata de cele din frunze de Ziziphus jujuba. In schimb
activitatea antioxidantd a extractelor din frunze de Hydrangea este mai mica
comparativ cu extractele din frunze de Ziziphus, si mult mai ridicatd fatd de
extractele din fructe de Ziziphus, care prezinta cel mai mare timp de decolorare a
solutiei de permanganat de potasiu, deci capacitate antioxidanta mica.

Metoda B - Metoda spectrofotometrica de analiza a activitatii antioxidante
Mod de lucru:

Volume de cate 0,2 mL (v mL) extracte apoase din frunze de Hydrangea
paniculata si din fructe Ziziphus jujuba (obtinute conform paragrafului 11.2.1.) s-au
adaugat unui amestec format din:

1,5 mbL KMnO, 0,01 M; 3,5 mL H,S0,4 1 N; 20-v mL apa distilata.

Momentul adaugarii extractului a fost considerat momentul zero. Semnalul
spectrofotometric a fost inregistrat la 503 nm cu ajutorul unui spectrofotometru UV-
VIS Carl Zeiss Yena prevazut cu o interfatd Axxion Chromatography pentru
determinarea activitatii antioxidante.

Extractele au fost pastrate al temperatura de 5°C si au fost analizate pe o
perioadda de 40 de zile. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu a fost
determinata pe baza unei curbe de etalonare (figura 28).

300

250 A

200 4

150 o

semnal (mV)

100 4
y = 381328x + 0,929
R%=0,9959
50

T

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
conc. perm. (M)

T T

Figura 28. Curba de etalonare - permanganat de potasiu
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Pe baza acestei curbe, concentratia de permanganat de potasiu (x) poate fi

determinata cu formula:

X = y — 0,929

381328

S-a determinat activitatea antioxidanta a extractelor in zilele 1, 2, 4, 8, 12,

18, 24, si 32 si 40 de la prepararea lor.

Activitatea antioxidanta a extractelor de Ziziphus jujuba si Hydrangea

paniculata sunt prezentate in figurile 29 si 30.
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Figura 29. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa adaugarea de 0,2 mL

extract din Ziziphus jujuba (El) la 1,2, 4, 8, 12, 18, 24, 32 si 40 zile de la prepararea

extractului
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Figura 30. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa adaugarea de 0,2 mL
extract din frunze de Hydrangea paniculata (E2) la 1,2, 4, 8, 12, 18, 24, 32 s5i 40 zile de la
prepararea extractului

Pentru a compara cantitativ activitatea antioxidantd am propus urmatoarea
formula de calcul:

A _ ts tandard Cs tandurd Vs!andard A
50 — r extract
loobe Moare _
probu mar.veg. proba

Aso - activitatea antioxidantd, exprimata ca timpul in care proba determina
scaderea concentratiei agentului oxidant (permanganat de potasiu) la
jumatate, comparativ cu cea a unui standard (acid ascorbic) (mmol
equivalent standard / g material vegetal)

! probe - timpul in care proba induce reducerea la jumdtate a concentratiei de
permanganat de potasiu la jumatate (min)
tstandard - timpul in care standardul (acid ascorbic) induce reducerea la

jumatate a concentratiei de permanganat de potasiu (min) [0,65 minute
dupa cum se constata din figura 31 ]

Cstandard - concentratia standardului (acid ascorbic )(mmol/mL) [0,01
mmol/mL]
m,...... - Masa (g) de material vegetal supus extractiei [4 g]

14

sroba = VOluMuI de extract supus analizei [0,2 mL]
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Conc. perm. (moli) '

Vstandard - Volumul de standard supus analizei [1 mL]
Vextract - volumul (mL) de extract obtinut [40 mL]
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Y
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Figura 31. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa addugarea de 1 mL acid
ascorbic 0,01 mol/l (mmol/mL)

Variatia valorilor Asy este prezentata in tabelul 47.

Tabelul 47. Valorile Asq pentru extractele studiate

Asp
Ziua (mmol echivalent acid ascorbic / g material vegetal)
Ziziphus jujuba Hydrangea paniculata
1 0.1935 0.0228
2 0.1231 0.0200
4 0.1401 0.0223
8 0.1563 0.0245
12 0.1935 0.0317
18 0.2902 0.0278
24 0.1195 0.0145
32 0.0813 0.2257
40 0.0903 0.0200

decolorare a solutiei de KMnO, este

Capacitatea antioxidantd globald fiind invers proportionald cu timpul de
invers proportionald cu timpul in care

concentratia solutiei de KMnO, ajunge la o valoare minima.
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Dupa cum se poate observa din cele doua grafice (figurile 29 si 30) in cazul
extractului de Hydrangea paniculata se observd o crestere a concentratiei de
permanganat de potasiu in ziua 40, deci o activitate antioxidanta scazuta,
comparativ cu extractul de Ziziphus jujuba, care prezinta o activitate antioxidanta
ridicatd chiar si dupd ziua 40 de la prepararea extractului. In primul caz datoritd
activitatii antioxidante scazute a extractului, are loc reducerea Mn(VII) {a Mn(IV) cu
formarea precipitatului de MnO,, iar in cazul al doilea pentru extractul de Ziziphus
jujuba cu activitate antioxidanta ridicata, are loc reducerea Mn(VII) la Mn(II). Exista
insd si o alta posibilitate si anume sa se datoreze unor procesele fermentative
probabile care s-au produs in extract.

Rezultatele obtinute duc la concluzia ca extractul din fructe de Ziziphus
jujuba are activitate antioxidantd mai mare decat extractul din frunze de Hydrangea
paniculata.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [229].

Aceeasi metoda care se bazeazad pe reactia de reducere a permanganatului
de potasiu si care urmareste decolorarea in timp a solutiei de permanganat s-a
folosit pentru determinarea activitatii antioxidante a acelorasi extracte (din frunze
de Hydrangea paniculata-E1 si din fructe de Ziziphus jujuba- E2) care au fost
pastrate in conditii diferite.

Mod de lucru: Volume v, functie de intensitatea activitatii antioxidante
determinate prin metoda anterioard din extracte apoase (obtinute conform
paragrafului 11.2.1.) diluate 1/10 din Ziziphus jujuba (v = 0,2 mL), respectiv
Hydrangea paniculata (v =0,6 mL) s-au adaugat unui amestec format din: 1,5 mL
KMnO,4 0,01 M; 3,5 mL H,S0, 2M; 10-v mL apa distilata.

Momentul adaugadrii extractului este considerat momentul zero. Semnalul
spectrofotometric a fost inregistrat {a 503 nm cu ajutorul unui spectrofotometru
prevazut cu o interfata Axxion Chromatography pentru determinarea activitatii
antioxidante.

Pentru a urmari variatia activitatii antioxidante in conditii diferite, extractul
de Hydrangea paniculata a fost pastrat la temperatura de 20°C, iar cel de Ziziphus
Jjujuba l1a 5°C. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu a fost determinata
pe baza curbei de etalonare din figura 31.

Pentru extractul de Hydrangea paniculata s-a urmarit variatia concentratiei
de permanganat de potasiu la adaugarea de 0,6 mL extract dupa o zi, respectiv 40
Zile de la prepararea extractului, si pentru extractul de Ziziphus jujuba, variatia
concentratiei de permanganat de potasiu la addugarea de 0,2 mL extract dupa
2,4,18 si 40 zile de la preparare.

BUPT



I1.3. Caracterizarea extractelor de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba 133
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Figura 32. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa adaugarea de 0,6 mL
extract Hp frz(E1) - diluat 1/10 si ZJ fru (E2) diluat 1/10-in ziua 1.

Comparativ se poate observa cum concentratia de permanganat scade in
ziua 40 (figura 33). Extractele de Ziziphus jujuba prezinta o scddere a concentratiei
de permanganat de potasiu, ceea ce semnificd ca activitatea lor antioxidantd este
ridicata si de aceea a fost sufienta numai adaugarea a numai 0,2 mL extract.
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Figura 33. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa addugarea de 0,6 mL
extract ZJ fru (E2) - diluat 1/10 si Hp frz ( E1) diluat 1/10 - in ziua 40.
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De asemenea s-a urmarit evolutia comparativd a extractului de Ziziphus
Jjujuba dupa 2,4,18,40 zile de la prepararea extractului (figura 34).
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Figura 34. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa adaugarea de 0,2 mL
extract ZJ fru (E2) - diluat 1/10 - in ziua 2, 4, 18 si 40.

in cazul extractului de Hydrangea paniculata diluat 1/10 la addugarea unui
volum de 0,5 mL dupa 2,4,18 si 40 zile de la prepararea extractului evolutia
activitdtii antioxidante difera (figura 35). Se observa o crestere a concentratiei de
KMnO, in ziua 40, deci o activitate antioxidantd scdzuta.
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Figura 35. Variatia concentratiei de permanganat de potasiu dupa adaugarea de 0,6 mL extract
El (Hydrangea paniculata)- diluat 1/10 - in ziua 2, 4, 18 si 40
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Probabil in primul caz, pentru extractul de Ziziphus jujuba, scédarea rapida
a concentratiei de KMnO, se datoreaza activitatii antioxidante ridicate a extractului,
cand are loc reducerea Mn(VII) la Mn (IV), iar in cazul al doilea pentru extractul de
Hydrangea paniculata, cand activitatea antioxidantd este scazutd are loc reducerea
Mn(VII) la Mn(V) cu formarea precipitatului de MnO,.
Scaderea activitatii antioxidante in ziua 40 este de asemenea determinatda de
procesele fermentative care au loc in cazul extractului de Hydrangea paniculata.

Exprimarea cantitativa a activitatii antioxidante se face in functie de timpul
de reducere a concentratiei de KMnO, la jumatate A, folosind o formula
asemandtoare cu cea propusa anterior, dar in care se tine seama si de dilutie (Dil).

_ tstandard . Cstandard . I/stzma'ard Dll Vexlract
Asy =

t proba mmatvegetal Vproba 1 00
Tabelul 48. Valorile Asg pentru extractele studiate:
Ao Aso Aso Aso
Extract Ziua 2 Ziua 4 Ziua 18 Ziua 40
Hydrangea 0.0001 0.000043 0.00005 0.000076
paniculata
Ziziphus Jujuba 0.00011 0.000097 0.000076 0.00032

Pe baza rezultatelor obtinute se poate afirma cd extractul din fructe de
Ziziphus jujuba are activitate antioxidantd mai mare decat extractul din frunze de
Hydrangea paniculata. O cauzad a activitatii antioxidante reduse a extractului de
Hydrangea paniculata sunt si procesele fermentative care au avut loc si au dus la
dezvoltarea unor mucegaiuri superioare in extract vizibile la microscop.

Rezultatele obtinute au constituit obiectul unei lucrari stiintifice [230].
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11.3.5.2. Determinarea activitatii antioxidante prin metoda cu DPPH

Determinarea activitatii antioxidante pentru extractele metanolice din fructe
si frunze de Ziziphus jujuba, frunze si fructe de Ziziphus lotus, frunze de Hydrangea
paniculata si frunze de Hydrangea aspera s-a realizat si prin metoda
spectofotometrica ce utilizeaza radicali liberi de 1,1 difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

Comparativ s-a determinat activitatea antioxidanta pentru standarde, si
anume pentru quercetinad, rutind, acid galic, acid ascorbic.

Principiul metodei:

Metoda are la baza reactia dintre molecula de DPPH, care este caracterizata
ca fiind un radical liber, cu o substantad care poate dona protoni, formand astfel
forma redusa. Substanta care poate dona protonul in acest caz este molecula de
antioxidant prezenta in extractele supuse analizei, respectiv standardele utilizate.

Metoda cu DPPH-ul poate fi folosita pentru probele solide sau lichide si nu
este specificd unui anumit antioxidant.

DPPH-ul este folosit pentru a testa abilitatea antioxidantilor de a actiona ca
fixatori ai radicalifor liberi sau ca donori de protoni. Dacad solutia de DPPH de culoare
mov este amestecatd cu o substanta ce poate dona un proton ia nagstere forma
redusd cu pierderea culorii violet, iar reactia redox la grupa picril prezenta inca va
determina o coloratie galben pal. Electronul neimperecheat al radicalului liber DPPH
absoarbe la An.x=517 si are culoarea mov, iar culoarea se modifica de la mov la
galben cand electronul neimperecheat al DPPH-ului se cupleaza cu un hidrogen de la
antioxidantul captator al radicalilor liberi, formandu-se astfel forma redusa, DPPH-H
{231].

Materialul vegetal folosit pentru obtinerea extractelor si analiza a fost
frunze si fructe si Ziziphus jujuba(Z] frz, Z1 fru), frunze si fructe de Ziziphus lotus
(ZL frz, 2l fru), frunze de Hydrangea paniculata (Hp frz) si frunze de Hydrangea
aspera (Ha frz), recoltat in anii 2004 si 2005.

Obtinerea extractelor:

1 g material vegetal uscat maruntit in prealabil a fost supus extractiei cu
100 mL metanol timp de 24 ore la 5°C. Dupa filtrare, extractele au fost pastrate la
temperatura de 5°C pana in momentul efectudrii analizei.

Mod de lucru:

intr-o eprubeta s-au introdus 4 mL solutie metanolicd DPPH 20 mg/L si
0,25 mL extract vegetal si s-a urmarit continuu spectrofotometric variatia
absorbantei la 517 nm timp de 60 de minute la temperatura camerei. Rezultatele
experimentale sunt prezentate in tabelele 49 si 50, iar reprezentarea grafica a
variatiei absorbantei functie de timp este redata in figurile 36 si 37.

BUPT
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Tabelul 49 . Valorile absorbantelor pentru extractele vegetale 2004.

[ZT’S Z) frz ZJ fru ZL frz ZL fru Hp frz Ha frz
0 1,0436 1,0436 1,0436 1,0436 1,0436 1,4036
1 0,8976 0,9311 0,9875 0,9984 0,8054 0,8698
5 0,8604 0,9173 0,9666 0,9886 0,7504 0,8286
10 0,8425 0,9126 0,9538 0,9830 0,7103 0,7982
15 0,8314 0,9090 0,9463 0,9789 0,6802 0,7731
20 0,8235 0,9071 0,9418 0,9754 0,6580 0,7565
25 0,8175 0,9047 0,9371 0,9718 0,6418 0,7392
30 0,8123 0,9034 0,9339 0,9680 0,6276 0,7285
35 0,8077 0,9010 0,9311 0,9668 0,6166 0,7180
40 0,8032 0,9029 0,9287 0,9654 0,6075 0,7096
45 0,8003 0,8984 0,9258 0,9640 0,5987 0,7039
50 0,7970 0,8980 0,9238 0,9630 0,5931 0,6969
55 0,7946 0,8975 0,9215 0,9618 0,5879 0,6928
60 0,7914 0,8971 0,9196 0,9615 0,5821 0,6887
Tabelul 50. Valorile absorbantelor pentru extractele vegetale 2005.
[T’:;"f’ Z] frz 2] fru ZL frz ZL fru Hp frz Ha frz

0 0,7261 0,7261 0,7261 0,7261 0,7261 0,7261
1 0,7000 0,7206 0,6947 0,6984 0,6262 0,5829
5 0,6696 0,7007 0,6681 0,6808 0,5691 0,5327
10 0,6572 0,6917 0,6611 0,6698 0,5445 0,5215
15 0,6494 0,6866 0,6552 0,6624 0,5307 0,5116
20 0,6425 0,6815 0,6502 0,6571 0,5208 0,5027
25 0,6349 0,6775 0,6468 0,6528 0,5131 0,4960
30 0,6306 0,6751 0,6439 0,6474 0,5035 0,4888
35 0,6256 0,6741 0,6406 0,6443 0,4965 0,4823
40 0,6211 0,6694 0,6390 0,6403 0,4895 0,4762
45 0,6172 0,6675 0,6362 0,6368 0,4830 0,4709
50 0,6133 0,6657 0,6354 0,6338 0,4770 0,4664
55 0,6084 0,6635 0,6348 0,6309 0,4708 0,4598
60 0,6057 0,6618 0,6322 0,6275 0,4659 0,4560
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unde: Z) frz = extract metanolic din frunze de Ziziphus jujuba

Z] fru = extract metanolic din fructe de Ziziphus jujuba

ZL frz = extract metanolic din frunze de Ziziphus lotus

ZL fru = extract metanolic din fructe de Ziziphus lotus

Hp frz = extract metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
Ha frz = extract metanolic din frunze de Hydrangea aspera

Activitatea antioxidantd corespunzatoare procentului de DPPH a fost
calculata cu formula [148]:

.. . A(I:a) - A(1=60)
% Activitate antioxidanta = —————————-100

A(r=0)

unde: Ay., = absorbanta probeilat =0 min
Ai=60) = absorbanta probei la t =60 min

In cazul extractelor vegetale recoltate in anul 2004, valorile sunt redate in
tabelul 51, iar pentru extractele vegetale din 2005 in tabelul 52.

Tabelul 51. Activitatea antioxidantd a extractelor vegetale 2004.

Extracte din materialul vegetal din Activitatea antioxidanta
anul 2004 [ % ]
Z] frz 24,16
Z] fru 14,04
ZL frz 11,88
ZL fru 7,87
Hp frz 44,22
Ha frz 34,01

Tabelul 52. Activitatea antioxidanta a extractelor vegetale 2005.

Extracte din materialul vegetal din Activitatea antioxidanta
anul 2005 [% ]
Z) frz 16,58
Z] fru 8,86
ZL frz 12,93
ZL fru 13,58
Hp frz 35,84
Ha frz 37,20

Din reprezentarea graficd a absorbantei solutiilor de DPPH cu adaos de
extracte din familia Angiospermelor se poate observa ca cea mai mare capacitate
antioxidanta apare in cazul extractelor obtinute din materialul vegetal din anul
2004, si anume activitatea antioxidanta cea mai mare o are extractul din frunze de
Hydrangea paniculata.

BUPT



I1.3. Caracterizarea extractelor de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba 139

—a—ZJfrz 04
—e— ZJ fru 04
A 7| fru04
—w—ZL frz 04
¢ Hpfrz04
—<4— Ha frz 04

!
I
I
I
L
N
L
I
’,
|

!

A 517 nm

e
o
ey
[ S -
J 1 ! L T v T
0 10 20 30 40 50 60
Timp [ min)

Figura 36. Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru extractele vegetale 2004.
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Figura 37. Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru extractele vegetale 2005.
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Activitatea antioxidanta a extractelor obtinute din material vegetal din anul
2004 variaza astfel:
Hydrangea paniculata frunze > Hydrangea aspera frunze > Ziziphus jujuba frunze >
Ziziphus jujuba fructe > Ziziphus lotus frunze > Ziziphus lotus fructe

In cazul extractelor obtinute din materialul vegetal din anul 2005, activitatea
antioxidanta cea mai mare o are extractul din frunze de Hydrangea aspera, iar
pentru celelalte activitatea antioxidanta variaza:

Hydrangea aspera frunze > Hydrangea paniculata frunze > Ziziphus jujuba frunze >
Ziziphus lotus fructe > Ziziphus lotus frunze > Ziziphus jujuba fructe

Incercarea de a realiza o corelare intre activitatea antioxidant3 a diferitelor
extracte si continutul total de flavonoide, exprimat ca % rutind nu respecta seria in
totalitate, ci doar pentru aceeasi parte anatomicd a plantei apartindnd aceleasi
specii, respectiv familii ca de exemplu frunze.

Hp frz 2004 ( % rutinad 7,27 ) > Ha frz 2004 ( % rutina 1,34)

Z) frz 2004 (% rutina 2,63) > ZL frz 2004 (% rutina 2,51)

Pentru fructe insa activitatea antioxidanta variazd invers fatda de continutul
% rutina:

Z) fru 2004 (% rutina 0,3) > ZL fru 2004 (% rutina 0,34)

Acest lucru ar putea fi explicat, fie de diferenta relativ mica, fie de faptul ca
in fructe sunt prezenti polifenoli in cantitdti mai mari, ceea ce ar putea avea
influente serioase.

Comparativ s-a determinat activitatea antioxidantd pentru standarde, cate
0,25 mL solutii de quercetina, rutina, acid galic, acid ascorbic (1 mg/mL). Valorile
absorbantei sunt redate in tabelul 53, iar reprezentarea grafica a variatiei extinctiei
functie de timp este redata in figura 38.

Tabelul 53. Valorile absorbantei pentru solutiile de querceting, rutina, acid ascorbic

si acid galic:

Timp Quercetina Rutina Acid ascorbic Acid galic
[min] 1mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL 1mg /mL
0 0,8571 0,8087 0,8571 0,8571
1 0,3777 0,55 0,5827 0,057
5 0,2065 0,5231 0,5693 0,0544
10 0,1605 0,5097 0,5649 0,0536
15 0,1250 0,5011 0,5615 0,0534
20 0,1182 0,4941 0,5593 0,0525
25 0,0881 0,4897 0,5581 0,0524
30 0,078 0,4867 0,5567 0,0521
35 0,0714 0,4845 0,5554 0,0518
40 0,0686 0,4816 0,5545 0,0517
45 0,0673 0,4800 0,5529 0,0516
50 0,0676 0,4791 0,5527 0,0515
55 0,0659 0,4779 0,5526 0,0515
60 0,0653 0,4776 0,5519 0,0511
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Figura 38. Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru standarde
(valorile din capatul curbelor cinetice indica procentul de captare a radicalilor DPPH)

Activitatea antioxidanta corespunzatoare procentului de DPPH a fost
calculatd cu aceeasi formula [148].

Tabelul 54. Activitatea antioxidantd a standardelor

Standarde de concentratie 1 mg/mL Activitatea antioxidanta
[ %]
Quercetina 92,38
Acid ascorbic 35,60
Acid galic 94,03
Rutina 40,94

Eficienta ca antioxidant a quercetinei (92,38% ) si a acidului galic (94,03%)
reiese atat din valorile activitatii antioxidante calculate cat si din faptul ca solutia de
DPPH cu adaos de quercetind, respectiv acid galic s-a decolorat de la mov la galben
pal dupa 5 minute.

Activitatea antioxidantd in cazul standardelor variaza aparent astfel:

Acid galic > Quercetina > Rutina > Acid ascorbic

In concluzie se poate afirma ca, cea mai mare activitate antioxidanta,
prezinta extractul de Hydrangea paniculata 2004, activitate antioxidantd aproape
identicd cu cea a standardului de rutina, iar extractul din frunze de Hydrangea
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aspera 2005 prezinta activitate antioxidanta apropiata de cea a rutinei. Activitatea
extractelor din frunze de Hydrangea paniculata 2005, Hydrangea aspera 2005,
Hydrangea aspera 2004 este la fel de mare ca si cea a solutiei de acid ascorbic 1
mg/mL, iar extractul de Hydrangea paniculata 2004 are activitate usor mai ridicata
decdt a rutinei. Activitatea antioxidanta mai mica a extractelor comparativ cu
quercetina este explicabild, deoarece in plante, flavonoidele sunt prezente in special
sub forma de glicozide.
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I1.4. Posibilitatea utilizarii extractelor de Hydrangea si
Ziziphus in diverse aplicatii

in cadrul primei parti a cercetarilor experimentale proprii au fost stabilite
conditiile pentru obtinerea unor extracte apoase sau alcoolice de Ziziphus jujuba si
Hydrangea paniculata pentru care au fost determinate tipul si continutul de
flavonoide, polifenoli si taninuri. Odata stabilit continutul acestora in principii
antioxidante, in partea a doua a contributiilor proprii s-au efectuat cercetari pentru
a stabilii:
= Posibilitatea folosirii extractelor ca antioxidanti pentru uleiurile vegetale
(11.5.1);
= Capacitatea antioxidanta a flavonoidelor la nivel celular (11.5.2.);
= Efectul extractelor asupra unor parametri biochimici si asupra activitatii unor
enzime la sobolani (I1.5.3);
= Incorporarea extractelor din frunze de Hydrangea paniculata, respectiv din
fructe de Ziziphus jujuba in diverse formulari farmaceutice (11.5.4.);
= Aplicatii ale extractului din fructe de Ziziphus jujuba ca adaos in hrana
animalelor (I1.5.5).

I1.4.1. Aplicarea extractelor vegetale de Hydrangea paniculata
si Ziziphus jujuba ca antioxidanti ai uleiurilor vegetale

Oxidarea uleiurilor vegetale 1in special a celor de uz alimentar este o
problema care in prezent ridica numeroase discutii si una dintre cauzele majore ale
scaderii valorii nutritionale a lipidelor alimentare. Pe de alta parte oxidarea uleiurilor
limiteaza conservabilitatea lor in timp si conduce la produsi de degradare oxidativa
volatili si nevolatili, care le modifica fundamental calitatile organoleptice[232].

Antioxidantii sunt substante capabile de a intarzia sau inhiba autooxidarea,
respectiv procesele de oxidare a diferitelor sisteme cu oxigen atmosferic sau
specii chimice reactive derivate de la acesta. In mod curent in vederea inhibarii
oxidarii uleiurilor se adaugd antioxidanti de sinteza de tipul BHA (E320, t-
butilanisol), BHT (E321, t-butilhidroxitoluen), diversi galati, polifenoli si derivati
[232].

Interesul crescut pentru inlocuirea antioxidantilor sintetici din alimente cu
cei naturali a sprijinit cautarea surselor vegetale si alegerea de materii prime pentru
identificarea de noi antioxidanti.

In literaturd s-a demonstrat cd ,potentialii antioxidanti”sunt substante
reactive si pot actiona si ca prooxidanti in functie de sistem cum se observa pentru
acidul galic si derivati, pentru extractele de ceai verde si flavone. Ca si o reguld
generald antioxidantii extrasi din plante pot avea activitate prooxidanta la
concentratii mici si activitate antioxidantd peste anumite valori critice
[179,233,234].

Ca si ,potentiali antioxidanti” pentru uleiul luat in analiza s-au utilizat
extracte din varietatile genului Hydrangea si genului Ziziphus.

S-a lucrat cu ulei de floarea soarelui netratat cu antioxidanti si obtinut prin
presare la rece. S-a studiat efectul antioxidant al extractelor de Ziziphus si
Hydrangea comparativ cu antioxidanti reprezentati de flavonoide pure si unii
antioxidanti folositi curent in industrie: acidul ascorbic si acidul galic. S-a lucrat in
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conditii diferite: temperatura ambianta, la lumina si la intuneric, respectiv probele
au fost supuse la tratament termic la 98 °C.

Activitatea antioxidanta a compusilor din extractele de Ziziphus si
Hydrangea s-a determinat prin urmarirea evolutiei in timp a valorilor indicelui de
peroxid la uleiul de floarea soarelui tratat cu antioxidanti naturali- extractele
vegetale ca atare si tratat comparativ cu antioxidanti sintetici. Valoarea indicelui de
peroxid este aplicabild pentru urmarirea formarii peroxizilor in special in primele
stadii ale oxidarii.

Experimentele au fost organizate astfel:

- ulei cu adaos de antioxidanti naturali si sintetici mentinut la 25°C si expus la
lumind pe o

perioada de 50 zile;
- ulei cu adaos de antioxidanti naturali si sintetici mentinut la 98°C timp de 12 ore;
- ulei cu adaos de antioxidanti naturali si sintetici expus la aer, respectiv pastrat la
lumind si

intuneric pe o perioada de 50 zile.

Continutul in compusi flavonoidici in probe a fost :

142,25 -10°° moli rutind in 100 mL ulei (Ufs + extract E1)

4,24 -10"° moli miricetind; 40,42 -10° moli kaemferol; 7,56 10 moli

rutind in 100 mL ulei (Ufs + extract E2)

130,73 -10°° moli rutind in 100 mL ulei (Ufs + extract E3)

4,31 -10°° moli miricetind; 40,86-10° moli kaemferol; 7,98 -10°> moli rutind

/100 mL ulei (Ufs + extract E4)

e 64,69 -10° moli rutind /mLt; 261,05 -10°° moli quercetind /mL; 17,11 -107°
moli luteolindg in 100 mL ulei (Ufs + extract ES)

e 5,81 :10” moli rutind /mL; 10,42 -10° moli quercetind; 4,36 -10° moli
luteolinad in 100 mL ulei (Ufs + extract E6)

Materialul vegetal folosit pentru obtinerea extractelor a fost: fructe si frunze
de Ziziphus jujuba, fructe si frunze de Ziziphus lotus, frunze de Hydrangea
paniculata si frunze de Hydrangea aspera, recoltat in anul 2004.

Obtinerea extractelor: 1 g material vegetal uscat maruntit in prealabil a fost
supus extractiei cu 40 mL metanol 94% la reflux timp de 10 minute. Dupa filtrare,
extractele au fost concentrate la 1/3 din volum. Au fost pastrate la temperatura de
5°C pana in momentul folosirii lor dupd ce li s-a determinat continutul in compusi
flavonoidici.

Determinarea indicelui de peroxid

Indicele de peroxid reprezintd un parametru care indica continutul total de
hidroperoxizi si peroxizi ai lipidelor si materialelor care contin lipide.
Hidroperoxizii sunt produsii primari ai oxidarii lipidelor si joacd un rol important in
autooxidarile viitoare ale lipidelor, iar pentru inhibarea formarii si /sau actiunii
acestor specii instabile sunt utilizati antioxidantii ca mijloc al aprecierii activitatii
antioxidante. De exemplu, se determind activitatea antioxidantd a extractelor
vegetale, prin adaugarea acestora in ulei si pastrarea acestuia in diverse conditii.

Indicele de peroxid, perioada de inductie (definita ca timpul pana indicele de
peroxid atinge valoarea de 20 mechiv O,/kg si factorii de protectie) sunt masurati si
utilizati pentru a stabilii activitatea relativa a extractelor [235].
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Desi valoarea indicelui de peroxid este aplicabila pentru urmarirea formarii
peroxizilor in primele stadii ale oxidarii, acuratetea metodei este discutabild, iar
rezultatele variaza functie de procedeul folosit si functie de temperatura de lucru,
astfel incat in cursul oxidarii valoarea indicelui de peroxid atinge un maxim apoi
scade.

S-a putut demonstra ca, cantitatea de oxigen ce trebuie adsorbita, respectiv
cantitatea de peroxizi ce trebuie formati pentru a produce o rancezire notabila
variazd cu compozitia uleiului (grasimile mai saturate necesitd adsorbtia unei
cantitati mai mici de oxigen pentru a deveni rdncede) functie de prezenta
antioxidantilor, a urmelor de metale, de conditiile de oxidare [231].

Metoda standard de determinare a indicelui de peroxid se bazeaza pe
oxidarea iodului de cdtre hidroperoxizi si peroxizi. In aceastd metoda hidroperoxizii
si peroxizii oxideaza iodul la iodura prin titrarea acestuia cu solutie standard de
tiosulfat, folosind ca si indicator amidon.

Reactiile acestei metode sunt:

2KI + CH;COOH — 2HI + 2 CH,COO K
ROOH + 2HI — ROH + I, + H,0

12 + 2Na28203—> NaZS4O6 + 2Nal

unde ROOOH este hidroperoxidul lipidic
Reactivi:
= Solutie acid acetic:cloroform=3:2
=  Solutie saturata de iodura de potasiu
= Solutie de tiosulfat de sodiu exact 0,01N
= Amidon solutie 1%

Mod de lucru [236]:

intr-un Erlenmayer cu dop rodat de 250 mL s-au introdus 2,5g ulei. S-a
addugat 15 mL amestec acid acetic:cloroform si s-a agitat pentru dizolvare. S-a
adaugat 0,25 mL solutie saturata de iodura de potasiu si s-a agitat timp de 1 minut.
S-a addugat 15 mL apa distilatd. S-a titrat cu solutie de tiosulfat de sodiu 0,01N in
prezentd de amidon, pana ce culoarea violetd a disparut. In paralel s-a realizat o
proba martor.

Determinarile s-au efectuat triplicat pentru fiecare proba in parte.

Indicele de peroxid se calculeaza cu relatia :

IP = (Vp-Vu) -N-1000/m,
unde:
Vp = volumul solutiei de tiosulfat de sodiu 0,01N folosit la titrarea probei
martor
Vm = volumul solutiei de tiosulfat de sodiu 0,01N folosit la tirarea probei
N = normalitatea solutiei de tiosulfat de sodiu
m, = masa probei
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Indicele de peroxid se exprima in mechiv O, /kg proba [237].

Activitatea antioxidantd a extractelor vegetale in uleiul de floarea soarelui se
calculeaza ca variatia, exprimata in procente, a indicelui de peroxid al probelor fata
de cel al uleiului control (uleiul netratat cu antioxidant;i).

v IP,
% activitate antioxidanta ye; de fioarea soareli= 100 x[1 — P ] [233]
c

unde: IPs=variatia indicilor de peroxid al probelor
IP.= variatia indicilor de peroxid al uleiului control

I11.4.1.1. Determinarea indicelui de peroxid a uleiului cu adaos de
antioxidanti naturali si sintetici mentinut la 25°C si expus
la lumind pe o perioadd de 50 zile

Cate 0,1 mi din extractele vegetale, respectiv din solutiile standardelor
utilizate s-au dizolvat in 100 mL ulei de floarea soarelui fara adaos de antioxidanti,
obtinut prin presare la rece. Emulsia astfel obtinutd s-a mentinut la 25°C pe o
perioada de 50 de zile. S-au prelevat probe zilnic pana in ziua 12, apoi perioada a
fost extinsa prelevand probe in zilele 15, 20 si 50. S-a determinat indicele de
peroxid efectudnd in paralel si o proba control. Determindrile au fost efectuate in
triplicat pentru fiecare proba in parte [179,234].

Valorile indicelui de peroxid sunt redate in tabelele 55 si 56, iar dependenta
indicelui de peroxid (IP) functie de timp pe parcursul oxidarii uleiului de floarea
soarelui cu adaos de extracte si antioxidanti sintetici In conditii de lumina,
temperatura de 25°C, pe o perioada de 50 de zile este redata in figurile 39 si 40.

Unde E1 = extract metanolic din frunze de Ziziphus jujuba

E2 = extract metanolic din fructe de Ziziphus jujuba

E3 = extract metanolic din frunze de Ziziphus lotus

E4 = extract metanolic din fructe de Ziziphus lotus

E5 = extract metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
E6 = extract metanolic din frunze de Hydrangea aspera
Q = standard de quercetina ;
R = standard de rutina;

AG = standard de acid galic;
K = standard de kaemferol;
M = standard de miricetina.
(Concentratia standardelor a fost de 1mg/mL).
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Tabelul 55. Variatia indicilor de peroxid (IP) la probele de ulei adaos de extracte

Vegetale
Timp IP IP 1P IP IP IP IP
[zile] Ufs Ufs+E1L Ufs+E2 Ufs+E3 Ufs+E4 Ufs+ES Ufs+E6
0 0,4 2,0 0,8 1,0 1,2 0,2 1
1 0,8 2,0 1,6 1,2 2,0 0.8 1
2 2,8 2,4 3,2 2,2 2,8 1,6 2,2
3 3,6 3,2 4,3 4,4 2,8 3,2 2,8
4 6,4 3,6 5,2 4,6 3,6 3,2 6,8
5 7 4,4 6,4 4,8 6,8 4.0 6.8
6 7,2 6,4 7,0 6,4 7,2 7,2 7,2
7 8,8 7,2 7,2 7,6 7.6 9,2 9,2
8 8,8 8,2 7,2 7,6 8,2 10,4 9,2
9 9,6 9,2 8,0 8,2 8,8 10,8 9,2
10 9,6 10,2 8,0 8,6 9,0 11,2 10,2
11 15,2 12,2 8,0 10,3 9,2 11,2 13,2
12 15,6 13,6 8,0 12,6 10,8 11,2 18,8
15 16 14,0 8,0 14,8 11,6 11,2 22,4
20 29,2 16 21,2 17,2 18,8 14,0 27,2
30 30,4 18,8 26,4 19,2 18,8 14,0 27,2
50 95,2 43,2 48,0 47,2 49,6 64 51,2
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Figura 39. Reprezentarea grafica a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea soarelui cu
adaos de antioxidanti naturali- extracte vegetale
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Tabelu! 56. Variatia indicilor de peroxid (IP) la probele cu adaos de antioxidanti

sintetici (standarde)

Timp [zile]

Timp 1P P P IP Ufs+AG
[zile] uts | PPUS+Q | yrour | ufsek | TP UPSHM
0 0,4 1,2 0,8 1,2 1,2 1,6
0,8 2,0 1,2 1,6 2,0 1,6
2 2,8 2,8 2,4 2,0 2,4 24
3 3,6 4,4 4,4 4,8 4,8 4.4
4 6,4 4,8 4,4 5,0 4,8 4,6
5 7 4,8 4,4 6,2 5,2 5,0
6 7,2 8,4 8,0 7,6 7,0 5,2
7 8,8 13,6 9,2 10,4 7,2 8,4
8 8,8 14,0 9,2 10,8 7,2 8,4
9 9,6 14,6 10 12,0 9,6 84
10 9,6 18,0 12,2 12,6 9,6 8,4
11 15,2 20,2 12,4 12,8 13,2 8,8
12 15,6 20,6 16,0 12,8 16,8 9,6
15 16 21,0 18,2 20,2 20,0 13,6
20 29,2 21,2 19,2 23,6 21,2 19,2
30 30,4 22,4 21,2 24,4 22 21,6
50 95,2 65,2 49,2 53,2 57,2 51,2
100 + —a— Ufs
2
>
2
K=y
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3
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3
5
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he}
c

Figura 40. Reprezentarea grafica a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea
soarelui cu adaos de antioxidanti sintetici - standarde de flavonoide.
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Pentru toate cele 11 tipuri de probe de ulei, cu adaos de antioxidanti
naturali (extractele E1-E6), respectiv cu adaos de antioxidanti sintetici, indicele de
peroxid variaza crescator.

Activitatea antioxidantd a standardelor de flavonoide in uleiul de floarea
soarelui expus la lumind, temperatura de 25°C, timp de 50 zile a fost confirmata
prin urmarirea variatiei indicelui de peroxid. Astfel standardele de flavonoide
prezintda o usoara activitate prooxidativa in primele 10 zile de analizd, dupd care
activitatea antioxidanta este remarcabila.

Activitatea antioxidanta, de protejare a uleiului de floarea soarelui impotriva
oxidarii variaza in ordinea:

Quercetind < Kaemferol < Miricetind < Acid galic < Rutina

Concentratia molara a antioxidantilor de mai sus asezati functie de puterea
antioxidanta este urmatoarea:

Quercetina (33,1 :10-5 M) < Kaemferol (34,9 -10-5 M) < Miricetina (31,5
10-5 M) <
Acid galic (58,8 :10-5 M) < Rutina (16,3 -10-5 M)

Se poate observa ca de fapt concentratiile molare ale flavonoidelor sunt
aproximativ egale (concentratia 16,3 :10-5 M pentru rutind, dupa hidroliza restului
de zahar ar duce la 32,89 -10-5 M pentru quercetina rezultata), deci este clar ca in
serie cel mai puternic antioxidant este rutina, iar cel mai slab quercetina.

In ceea ce priveste produsul de sinteza, acidul galic, acesta la o concentratie
molara de ~ 1,76 ori mai mare decat a flavonoidelor are o activitate antioxidanta
mai mare dar cu toate acestea inferioara celei a rutinei.

Adaosul de antioxidanti naturali isi manifestd activitatea antioxidanta,
indicele de peroxid depasind valoarea 10 abia dupa 8 zile, in cazul uleiului cu adaos
de extract metanolic E5, iar pentru celelalte probe abia dupa zilele 10-11.

Din analiza rezultatelor obtinute se evidentiaza faptul ca:

- extractele de Ziziphus si Hydrangea prezinta activitate antioxidanta,
activitate de protectie impotriva oxidarii uleiului in conditii de pdstrare a acestuia la
25°C la luminad pe o perioada de 30 zile, dupa care efectul protector scade (indicele
de peroxid creste).

- activitatea antioxidanta cea mai mare a avut-o extractul din frunze de
Hydrangea paniculata, cele mai modeste rezultate s-au obtinut pentru extractul din
frunze de Hydrangea aspera.

- activitatea antioxidanta a celor sase extracte creste in ordinea:

Hafrz<Z)fru< ZLfru< ZLfrz < 2Z)frz <Hpfrz (E6 < E2 < E4 < E3 < E1 < E5)

Continutul total de flavonoide, respectiv de rutinda in extractele asezate in
ordinea crescatoare a activitatii lor antioxidante este:

Hafrz < Z)fru < ZLfru< ZLfrz < Z)lfrz < Hp

frz

T Flavonoide (-10° M) 20,59 52,22 53,15 130,73 142,25
342,85

S Rutind (-10°® M) 4,36 7,56 7,98 130,73 142,25
64,69

Se poate observa ca activitatea antioxidanta a extractelor este
independenta de familie, specie sau parte anatomica, dar creste odata cu cresterea
continutului total de flavonoide din extract.
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150 1I. Contributii proprii

in ceea ce priveste continutul de rutind din extract, acesta influenteaza in
acelasi mod activitatea oxidantd cu exceptia extractului din frunze de Hydrangea
paniculata, a carui activitate antioxidanta nu poate fi corelata si cu continutul de
rutind, ci doar cu cel de flavonoide totale.

Compararea valorilor absolute ale indicilor de peroxid pentru uleiurile tratate
cu extracte din cele doud specii de Angiosperme si cele tratate cu compusi
flavonoidici standard, respectiv cu un antioxidant de sinteza sunt comparabile in
anumite limite; este evident faptul ca si in cazul etaloanelor, respectiv a
antioxidantului sintetic, dupd 30 de zile indicele de peroxid creste brusc.

I1.4.1.2, Determinarea indicelui de peroxid a uleiului cu adaos de
antioxidanti naturali si sintetici mentinut la 98°C timp de
12 ore

Cate 0,1 mL din extractele vegetale respectiv din solutiile standardelor
utilizate s-au dizolvat in 100 mL ulei de floarea soarelui fard adaos de antioxidanti,
obtinut prin presare la rece. Emulsia astfel obtinutd s-a mentinut la 98°C timp de
12 ore. La intervale de 60 de minute s-au prelevat probe pentru care s-a determinat
indicele de peroxid efectuand in paralel si o proba control [179]. Determindrile au
fost efectuate triplicat pentru fiecare proba in parte.

Valorile indicilor de peroxid sunt prezentate in tabelul 57 si 58.

Unde: E1l= extract metanolic din frunze de Ziziphus jujuba
E2 = extract metanolic din fructe de Ziziphus jujuba
E3 = extract metanolic din frunze de Ziziphus lotus
E4 = extract metanolic din fructe de Ziziphus lotus
E5 = extract metanolic din frunze de Hydrangea paniculata
E6 = extract metanolic din frunze de Hydrangea aspera
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Tabelul 57. Valorile indicilor de peroxid functie de timp la probele de ulei cu

adaos de antioxidanti sintetici- standarde de flavonoide.

[Térr'éﬁ IPUfs | IP Ufs+Q | IP Ufs+R | IP Ufs+K UstEMy ferag
0 0,8 7.2 7,2 8,4 8,8 7,6
1 1,2 7,6 7,2 8,6 8,8 7,6
2 1,6 7.8 7,6 8,8 9,2 8,4
3 1,6 8 7,6 9,2 9,2 8,4
4 1,8 8 7.8 9,2 9,4 8,6
5 2 8,2 8,4 12,0 9,6 11,2
6 2,4 8,4 8,4 12,2 16 12,8
7 5,6 8,4 15,6 19,2 31,2 23,2
8 6 29,2 27,6 36 33,2 30,8
9 6 29,2 27,6 36,2 33,2 31,2
10 6,2 30 28 36,4 34,4 31,6
11 11,2 30,5 28,4 42 34,4 31,6
12 12 45,2 39,6 42,8 49,2 32
Unde: Q = quercetind; R = rutind; K = kaemferol; My = miricetina;

AG = acid galic

50

N w H
o o o
1 1 1

Indice peroxid, mechiv O, / kg

-
o
1

—a— Ufs
—e— Ufs +Q
4 Ufs+R
—v—Ufs +K
—&— Ufs + My
—4—Ufs + AG

Timp [ore]

Figura 41. Dependenta indicilor de peroxid functie de timp pe parcursul oxidarii uleiului de

floarea soarelui cu adaos de antioxidanti sintetici, la 98°C
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Pe baza valorilor

Pentru acest interval se evidentiaza faptul ca rutina are actiunea protectoare

tratat valoarea

indicelui

constant pana la o viitoare reluare a procesului.

mai mare fiind urmata in ordine de :
Rutina > Quercetina > Acid galic > Miricetina > Kaemferol

Faptul cd probele au valori ale indicelui de peroxid mult mai mari fata de
martor sugereaza faptul cd in cursul procesului de incalzire a uleiului la 98°C
activitatea antioxidantd a flavonoidelor se transforma in activitate prooxidanta

[233].

indicilor de peroxid functie de timp pe parcursul
tratamentului termic al probelor la 98°C, probe ce contin patru flavonoide etalon,
respectiv un antioxidant sintetic se observa douad perioade de timp distincte:

o prima perioadd in jur de 6 - 7 ore in care indicele de peroxid creste
relativ incet pentru toate probele ca si pentru martor; de notat ca pentru
toate probele de ulei
aproximativ 8-10 ori mai mare decat cea a martorului.

a doua perioada in care indicele de peroxid din intervalul 6 - 8 ore creste
brusc pentru probele tratate ca si pentru martor de 2,8 - 3 ori, dupa care
urmeazd pentru alte 3 - 4 ore de incalzire, un interval in care ramane

de peroxid este de

Tabelul 58. Valorile indicilor de peroxid (IP) in timp la probele de ulei cu adaos
de extracte vegetale.

Timp P P IP P P P IP
[ore] Ufs Ufs+E1 Ufs+E2 Ufs+E3 Ufs+E4 Ufs+E5 Ufs+E6
0 0,8 1,6 1,6 2,8 0,8 1,6 0,8
1 1,2 2 1,6 3,6 1,6 2,4 1,2
2 1,6 2,4 2 4,4 1,6 2,4 2,4
3 1,6 2,4 2,8 4,8 1,8 2,8 2,8
4 1,8 2,6 2,8 4,8 2,8 3,0 3,0
5 2 2,8 5,2 6 2,8 3,6 3,2
6 2,4 3,2 5,4 7,2 3,6 3,8 5,2
7 5,6 3,6 8 7,2 3,6 8,4 8,2
8 6 4 10,2 10 4,4 14 9,2
9 6 4,4 13,6 12,4 4,8 15,6 9.8
10 6,2 4,4 17,2 12,4 4,8 16,4 11,8
11 11,2 4,8 17,6 13,6 8,8 16,4 12
12 12 5,2 17,8 33,6 17,2 16,6 14
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gg —a&— Ufs

32 —&-- Ufs + Estract E1
30 A Ufs + Extract E2
28 —w— Ufs + Extract E3
26 4 Ufs + Extract E4
24 —4— Ufs + Extract ES
;(2) Ufs + Extract E6

Indice peroxid,mechiv O /kg
®

Timp [ore]

Figura 42. Dependenta indicilor de peroxid functie de timp pe parcursul oxidarii uleiutui de
floarea soarelui cu adaos de antioxidanti naturali (extracte vegetale), la 98°C.

Urmarind evolutia acelorasi parametri in timp si pentru probele tratate cu
extractele E1-E6 (concentratia in principii active, vezi paragraful 11.4.1) se observa:

- o0 prima perioada in jur de 6 ore in care indicele de peroxid creste relativ
incet pentru toate probele ca si pentru martor; in cazul extractelor, in
aceastd perioada indicele de peroxid inregistreaza o crestere de numai 2
pana la maximum 3 ori fata de valoarea acestuia pentru martor.

- 0 a doua perioada de 1-3 ore in care indicele de peroxid creste chiar de
pand la 4 ori fard ca dupad aceasta sa existe pentru toate probele un
interval clar in care sa ramana relativ constant pana la o viitoare reluare a
procesului.

Extractele de Z) frz (E1) si ZL fru (E4) au demonstrat cea mai buna actiune
protectoare, valorile indicelui de peroxid in acest caz fiind sub valorile pentru proba
martor.

Dacd se urmareste evolutia in timp a valorilor indicilor de peroxid in cazul
uleiului tratat cu extracte din specia Ziziphus jujuba, se observa ca extractul din
frunze are o capacitate antioxidanta mai mare comparativ cu extractul din fructe de
Ziziphus lotus.

ZLfru < Z)frz (E4 < E1)

Ca si in cazul uleiului pastrat la rece, in cazul uleiului prelucrat termic se
respecta cresterea activitdtii antioxidante odata cu cresterea continutului de
flavonoide si de rutina in extractul adaugat.

Pe baza valorilor indicelui de peroxid pentru uleiurile tratate cu standarde de
flavonoide si acid galic (tabelul 59), respectiv cu extracte (tabelu! 60) s-a calculat
activitatea antioxidanta [233]:

IP
% activitate antioxidantd uiei de fioarea soareti= 100 x[1 —-1?"]
c
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unde: IP.=variatia indicilor de peroxid a probelor de ulei cu adaos de

antioxidanti;

IP.=

antioxidanti).

variatia

indicilor de peroxid a uleiului control (netratat cu

Tabelul 59. Activitatea antioxidanta a antioxidantilor sintetici (standarde de
flavonoide, respectiv acid galic) in uleiul de floarea soarelui supus
tratamentului termic la 98°C.

Timp[ore] | Quercetina Rutind Kaemferol Miricetina Acid galic
1 0 100 50 100 100
2 25 50 50 50 0
3 0 50 0 50 0
4 20 40 20 40 0
5 16 0 -200 33 -200
6 25 25 -137 -350 -225
7 75 -75 -125 -366 -225
8 -323 -292 -430 -369 -346
9 -323 -292 -434 -369 -353
10 -322 -285 418 -374 -344
11 -124 -103 -223 -146 -130
12 -239 -189 -207 -260 -117

-200

-300 4

Activitatea antioxidanta {%]

100 T_

-400 Y

-500 4

-100 H~

1

' m Quercetina '

0O Rutind

0O Kaemferol

. @ Mricetina
W Acid galic

2 3

4 5

6 7

Timp [ore]

8

™

9 10

11 12

Figura 43. Dependenta activitatii antioxidante functie de timp a antioxidantilor standard si

sintetici, in uleiul de floarea soarelui supus tratamentului termic la 98°C.

Se poate observa ca

in prima ora de tratament termic activitatea
antioxidantd calculatad functie de oxidarea martorului la aceeasi concentratie in
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probd este cea mai scazutd pentru kaemferol si quercetind, restul flavonoidelor
avand o activitate comparabila.

Daca se reprezinta activitatea antioxidanta in ordinea cresterii acesteia:

Quercetina < Kaemferol< Miricetina =Acid galic ~ Rutina
se poate observa o concordantd cu cea stabilitda in cadrul paragrafului 11.4.1.1.
pentru probele de ulei cu adaos de antioxidanti de flavonoide si acid galic, care a
fost:
Quercetina < Kaemferol< Miricetina <Acid galic < Rutina

Dupa prima ora de incalzire activitatea antioxidanta scade pana la disparitie
in cazul acidului galic.

Pe masura avansarii procesului de incdlzire activitatea scade pentru toti
compusii, iar dupa 5 ore incepe s3a se manifeste o activitate prooxidanta pentru
kaemferol si acid galic, urmeaza dupad 6 ore si pentru miricetind, ca dupa 8 ore de
incalzire practic toti compusii sa manifeste activitate prooxidanta.

Tabelul 60. Activitatea antioxidanta a extractelor vegetale, in uleiul de floarea
soarelui supus tratamentului termic la 98°C.

Timp[ore] El E2 E3 E4 ES E6
1 0 100 -100 -100 -100 0
2 0 50 -100 0 0 -50
3 0 -50 -150 -25 -50 -150
4 0 -20 -100 -100 -40 -120
5 0 -200 -166 -66 -66 -200
6 0 -137 -175 -75 -38 -177
7 58 -33 8 42 -42 -54
8 53 -65 -38 31 -138 -62
9 46 -130 -85 23 -169 -73
10 48 -101 -78 26 -174 -104
11 30 -53 4 23 -42 -8
12 67 -44 -175 -46 -34 -18

in cazul uleiurilor tratate cu extractele vegetale E1-E6 dupd o ora de
incalzire la 98°C mai prezinta activitate antioxidantda numai extractul de 2] fru
pentru care insd nu putem explica aceastd activitate prin continutul sdu de principii
active. Pentru toate celelalte extracte activitatea antioxidanta scade la zero (E1, E6)
sau apare activitate prooxidanta.

De remarcat ca in unele cazuri (E1 si E4) pe masura prelungirii timpului de
incalzire poate sa reapara o activitate antioxidanta, lucru evidentiat si prin scaderea
indicelui de peroxid sub valoarea indicelui de peroxid al martorului.
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Figura 44. Dependenta activitatii antioxidante functie de timp, a extractelor vegetale in uleiul
de floarea soarelui supus tratamentului termic la 98°C.

unde: El = 2Z)frz; E2 = Z) fru;E3 = ZL frz; E4 = ZL fru; E5 = Hp frz;E6 = Ha frz

Rezultatele obtinute constituie obiectul unei lucrari stiintifice trimisa spre
publicare [238].

I1.4.1.3. Determinarea indicelui de peroxid a uleiului cu adaos de
antioxidanti naturali si sintetici expus la aer (lumina si
intuneric) pe o perioada de 50 zile

S-a lucrat cu cate sapte seturi de probe si anume: ulei alimentar, ulei cu
adaos de solutii apoase de quercetind (Q), rutind (R), extract apos din fructe de
Ziziphus jujuba (E7), extract extract apos din frunze de Ziziphus jujuba (E8) si
extract etanolic din fructe de Ziziphus jujuba (E9).

In vederea efectuarii analizei, 100 mL de ulei a fost depozitat in sticle
inchise la culoare. Probele au fost pastrate unele la intuneric, altele fa lumina.

Analize au fost efectuate dupd cum urmeaza:

¢ Determinarea indicelui de peroxid s-a facut in triplicat ludnd probe in zilele
1,5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 .
¢ Continutul in compusi flavonoidici in probe a fost:
- 6,97 - 10 moli rutind / 100 mL ulei (Ufs+E7)
- 58,33 - 10°° moli rutind / 100 mL ulei (Ufs +E8)
- 3,06:10°° moli rutind/ 100 mL ulei (Ufs+E9)
- 165,43 - 10°° moli rutind / 100 mL ulei (Ufs+R)
- 330,86 -10°> moli quercetind / 100 mL ulei (Ufs+Q)
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Tabelul 61. Valorile indicelui de peroxid ale uleiului de floarea soarelui cu
adaos de antioxidanti {quercetind, respectiv rutinad), expus la

lumina:

Timp [zile] IP Ufs IP Ufs + Q IP Ufs + R
0 0,770 0,770 0,770
1 0,799 0,396 0,387
5 1,197 0,796 2,366
10 5,841 4,727 6,332
15 3,137 2,657 1,600
20 2,504 1,174 1,987
25 14,409 6,696 6,682
30 11,739 8,928 9,013
35 11,502 8,772 13,870
40 16,406 10,749 10,481
45 10,628 11,781 8,692
50 21,113 16,591 22,707

IP Ufs = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui pastat in
aceleasi conditii;
IP Ufs + Q = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de

gquerceting;
IP Ufs + R = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de

unde:

rutina.
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Figura 45. Reprezentarea graficd a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea
soarelui cu adaos de antioxidanti (quercetind, respectiv rutind) expus la lumina.

Cum este de asteptat pentru toate cele trei tipuri de probe, indicele de
peroxid variazd crescdtor. Dup3d 25 de zile depdseste valoarea 10 in cazul uleiului
de quercetina,

netratat. Adaosul

respectiv rutind

isi face simtitd actiunea
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antioxidanta, indicele de peroxid dep3sind valoarea 10 dupa 40 de zile pentru uleiul
cu adaos de quercetind, respectiv dupa 35 de zile pentru cel cu adaos de rutina.

Tabelul 62. Valorile indicelui de peroxid ale uleiului de floarea soarelui cu
adaos de antioxidanti (quercetind, respectiv rutind), pastrat la intuneric:

Timp [zile] 1P Ufs IP Ufs + Q IP Ufs + R
0 0,77 0,77 0,77
1 0,799 0,768 0,386
5 0,788 0.791 1,599
10 6,282 3,101 3,85
15 3,446 3,461 3,82
20 15,723 2,392 2,353
25 15,159 5,268 10,912
30 18,34 7,574 8,858
35 9,956 7,29 10,203
40 10,985 10,255 15,956
45 19,341 8,748 10,301
50 21,34 17,929 23,188
unde: IP Ufs = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui pastrat inn
aceleasi conditii;
IP Ufs + Q = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de
querceting; ’
IP Ufs + R = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de

rutina.
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Figura 46. Reprezentarea graficd a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea soarelui cu

adaos de antioxidanti (quercetind, respectiv rutind) pastrat la intuneric

In cazul probelor de ulei pastrate la intuneric, indicele de peroxid creste
depasind valoarea 10 in intervalul 15-30 zile, apoi scade in ziua 35 si
nou. Pentru proba de ulei cu adaos de quercetina, indicele de peroxid cregte lent

creste din
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pana in ziua 15, apoi prezintd o scadere in ziua 20, urmatd din nou de o crestere,
iar in cazul probei cu adaos de rutind variatia este aproximativ identica.

Tabelul 63. Valorile indicelui de peroxid ale uleiului de floarea soarelui cu adaos
de extracte apoase ZJ fru (E7), respectiv Z) frz (E8) expus la lumina:

Timp [zile] IP Ufs IP Ufs+ E7 IP Ufs+ E8
0 0,770 0,770 0,770
1 0,799 1,123 3,526
5 1,197 6,301 3,142
10 5,841 3,640 5,812
15 3,137 2,368 2,351
20 2,504 11,423 10,545
25 14,409 13,110 10,923
30 11,739 8,946 10,492
35 11,502 8,272 15,487
40 16,406 4,519 8,779
45 10,628 8,340 10,210
unde: IP Ufs = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui pastrat in

aceleasi conditii;
IP Ufs+E7 = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de
extract apos din fructe de Ziziphus jujuba;
IP Ufs+E8 = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de
extract apos din fructe de Ziziphus jujuba.
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Figura 47. Reprezentarea grafica a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea
soarelui cu adaos de extracte apoase ZJ fru (E7), ZJ frz (E8) expus la lumina.

Indicele de peroxid, pentru uleiul cu adaos de extract E7 inregistreaza valori
peste 10 ceva mai devreme decat uleiul netratat, iar apoi scade si creste din nou,
dar nesemnificativ. Efectul pozitiv nu mai este asa de bun in cazul uleiului cu adaos
de extract E8, valoarea indicelui de peroxid revenind spre valoarea 10 in ziua 45.
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160 I1. Contributii proprii

Tabelul 64. Valorile indicelui de peroxid ale uleiului de floarea soarelui cu
adaos de extracte apoase, ZJ fru (E7), respectiv ZJ frz (E8)
pastrat la intuneric:

Timp [zile] IP Ufs IP Ufs+ E7 II Ufs+ E8
0 0,770 0,770 0,770
1 0,799 4,700 7,081
5 0,788 3,186 4,710
10 6,282 5,832 3,517
15 3,446 3,111 2,758
20 15,723 10,594 10,908
25 15,159 12,160 11,703
30 18,340 8,372 9,418
35 9,956 10,718 11,740
40 10,985 2,762 2,340
45 19,341 5,970 13,180
50 21,34
unde: IP Ufs = indicele de peroxid al uleiului de floarea soareiui pastrat in

aceleasi conditii;
IP Ufs+E7 = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de
extract apos din fructe de Ziziphus jujuba;
IP Ufs+E8 = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de
extract apos din frunze de Ziziphus jujuba.
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Figura 48. Reprezentarea grafica a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea soarelui cu
adaos de extracte apoase Z) fru (E7), respectiv ZJ frz (E8), pastrat la intuneric.

Indicele de peroxid, pentru uleiul cu adaos de extracte E7, respectiv E8
inregistreaza valori peste 10 mcepand din ziua 20, identic ca si uleiul netratat, iar
apoi prezintd variatii oscilante pand in ziua 35, dupd care scade. in contmuare
efectul pozitiv nu mai este asa de bun in cazul uleiului cu adaos de extract E7,
valoarea indicelui de peroxid scdzand sub valoarea 10 dupéd ziua 35, iar in cazul
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uleiului cu adaos de extract E8, dupa o scadere brusca in ziua 40, creste peste

valoarea 10 .

Tabelul 65. Valorile indicelui de peroxid ale uleiului de floarea soarelui cu
adaos de extract ZJ fru etanolic (E9) expus la lumina:

Timp [zile] IP Ufs IP Ufs+ E9
0 0,770 0,77
1 0,799 5,933
5 1,197 6,657
10 5,841 7,606
15 3,137 6,184
20 2,504 13,445
25 14,409 13,521
30 11,739 13,087
35 11,502 13,093
40 16,406 3,966
45 10,628 19,850
50 21,113

unde:

IP Ufs = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui pastrat in aceleasi
conditii;

IP Ufs+E9 = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de
extract alcoolic din fructe de Ziziphus jujuba.
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Figura 49. Reprezentarea grafica a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de
floarea soarelui cu adaos de extract ZJ fru etanolic (E9) expus la lumina.

in cazul probelor de ulei cu adaos de extract E9, indicele de peroxid creste
lent depasind valoarea 10 in ziua 20, apoi scade brusc in ziua 40 si creste
semnificativ in continuare.
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162 II. Contributii proprii

Tabelul 66. Valorile indicelui de peroxid ale uleiului de floarea soarelui cu
adaos de extract ZJ fru etanolic (E9) pastrat la intuneric:

Timp [zile] IP Ufs 1P Ufs+ E9

0 0,770 0,77

1 0,799 13,039
5 0,788 9,075
10 6,282 8,835
15 3,446 13,372
20 15,723 15,993
25 15,159 16,103
30 18,340 8,981
35 9,956 13,461
40 10,985 5,425
45 19,341 19,320
50 21,34

unde: IPUfs = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui pastrat in aceleasi
conditii;

IP Ufs+E9 = indicele de peroxid al uleiului de floarea soarelui cu adaos de extract
alcoolic din fructe de Ziziphus jujuba.
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Figura 50. Reprezentarea grafica a variatiei indicelui de peroxid la uleiul de floarea
soarelui cu adaos de extract ZJ fru etanolic(E9), pastrat la intuneric.

Valoarea indicelui de peroxid al probei de ulei cu adaos de extract E9
prezinta o crestere neobisnuitd incad din prima zi, urmata de scadere. Variatia se
repeta de trei ori: se ating maxime in zilele 25, 35, 45 si minime in zilele 10, 30 si
40.

Cum era de asteptat pentru toate tipurile de probe indicele de peroxid
variaza crescdtor. Adaosul de antioxidanti sintetici- standarde de flavonoide,
quercetina respectiv rutind isi face simtita actiunea antioxidanta, indicele de peroxid
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depdsind valoarea 10 abia dupad 30 zile in cazul uleiului cu adaos de querceting,
respectiv dupad 40 zile in cazul uleiului cu adaos de rutina.

Efectul antioxidantilor naturali (extracte vegetale) este pozitiv in cazul
probelor cu adaos de extract etanolic E9, insa in cazul probelor cu adaos de extracte
apoase, indicele de peroxid inregistreaza scaderi bruste in zilele 15, respectiv 35.

In cazul probelor pastrate la intuneric se observad variatii crescétoare si
descrescatoare ale valorii indicilor de peroxid. Efectul pozitiv al adaosului de extract
alcoolic din fructe de Ziziphus jujuba este mult mai mare fata de efectul adaosului
de extracte apoase din fructe, respectiv frunze de Ziziphus jujuba. Adaosul
extractelor apoase de Ziziphus jujuba are un efect mai bun in probele pastrate la
intuneric fata de probele expuse la lumina.

Deci se poate concluziona ca probele pdstrate la intuneric se comportd mai
bine decat cele expuse la lumina.

Aceste variatii periodice, crescatoare si descrescatoare ale indicelui de
peroxid pentru toate uleiurile se datoreaza mecanismului radicalic al oxidarii ca si
continutului de acizi grasi nesaturati al acestora. Produsii primari, hidroperoxizii si
peroxizii izomeri sufera transformari rapide in produsi secundari si tertiari ai
procesului, iar prin structura lor, acestia pot fi generatori de noi radicali, iar procesul
oxidarii radicalice se reia pentru compusii cu moleculd mai mica.

II1.4.1.4. Modelarea matematica statistica a variatiei indicelui de
peroxid pentru uleiul de floarea soarelui tratat cu
antioxidanti naturali si sintetici

In multe cazuri practice legdtura dintre doi sau mai multi parametri care
descriu un anumit proces este suficient de stransa astfel incat variatia unui
parametru poate fi controlatd si exprimata pe baza variatiei celorlalti parametri.
Legaturile functionale de acest fel se numesc legaturi stohastice sau probabilistice.
Studiul legdturilor de acest fel a condus la dezvoltarea teoriei corelatiei multiple
[238,239].

Din punct de vedere matematic parametrii studiati sunt variabile aleatoare,
variatia lor intr-un domeniu limitat fiind determinatda de factori intamplatori, iar
fiecare parametru urmeaza, in general, o lege de distributie bine determinata.

Utilizdnd determinarile experimentale au rezultat o serie de date care pot fi
folosite la evaluarea efectului comparativ al parametrilor masurati prin realizarea
unei analize de corelare multipla dintre valoarea indicelui de peroxid pentru uleiul de
floarea soarelui netratat, ca variabila dependenta, functie de timpul de pastrare al
uleiului si indicele de peroxid al uleiului tratat cu antioxidanti, ultimii ca variabile
independente. Stabilirea legaturilor dintre aceste variabile ar putea avea aplicatii
practice directe. Aceste modele ale gradului de oxidare al uleiurilor sunt valabile
pentru domeniul studiat.

Modelarea matematica statistica s-a realizat pentru:

- uleiul alimentar tratat cu antioxidanti naturali si sintetici, expus la aer
(lumina si intuneric) pe o perioada de 50 zile;

- uleiul de floarea soarelui prelucrat la 98°C pe un interval de timp de 12
ore.
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I1.4.1.4.1. Modelarea matematicd a procesului de degradare
oxidativa in timp a uleiului de floarea soarelui expus
13 luming si pastrat Ia intuneric

extract apos

Ziziphus jujuba (E3), pentru care

S-a lucrat cu sase seturi de probe: ulei de floarea soarelui-Ufs, ulei cu adaos
de antioxidant-quercetina, rutina, extract apos de fructe de Ziziphus jujuba (E1),
de frunze de Ziziphus jujuba (E2), extract etanolic de fructe de

s-a determinat indicele de peroxid.

Tabelul 67. Valorile indicelui de peroxid in cazul probelor expuse la lumina

[Tz':’lg IP Ufs | IP Ufs+Q | IP Ufs+R | IP Ufs+E1 | IP Ufs+E2 | IP Ufs+E3
0 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
1 0,799 0,76 0,873 0,782 0,826 1,933
5 1,197 | 0,796 2,366 6,301 3,142 6,657
7 | 3,942 | 2,954 4,19 7,042 3,95 7,606
10 | 5,841 | 4,727 6,332 8,64 5812 6,184
15 | 4,137 | 2,657 1.6 2,368 2,351 13,445
17 | 962 3,9 1,873 6,289 5,167 13,521
20 | 12,505 | 4,174 1,987 11,423 10,545 13,89
25 | 14,409 | 6,696 6,682 13,11 10,923 14,467
30 | 11,739 | 8,928 9,013 8,946 10,492 13,087
35 | 11,502 | 8,772 13,87 8,272 15,487 13,093
40 | 16,406 | 10,749 | 12,481 14,519 18,779 13,966
45 | 17,628 | 11,781 | 18,692 18,34 20,21 19,85
50 | 21,113 | 16,591 | 22,707 | 20,308 22,06 21,069

in cazul unei coreldri multiple: y=f(x,x,), semnificatia notatiilor este:

y - IP pentru uleiul de floarea soarelui netratat
X3 - timpul de pastrare al uleiului
Cazul I - IP al Ufs+quercetina(Q)
Cazul II | - IP al Ufs+rutina(R)
X | Cazul II1 | - IP al Ufs+extractapos din fructe de Ziziphus jujuba (E1)
Cazul 1V | - IP al Ufs+extractapos din frunze de Ziziphus jujuba (E2)
Cazul V| - IP al Ufs+extractalcoolic din fructe de Ziziphus jujuba (E3

Dupa prelucrarea datelor experimentale s-au calculat [239]:

- indicatorul preciziei modelului, R?:

n

2 j=
R =|l

- coeficientul de corelatie, R:

2 ieae =)
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n
Z ()ji ~ Yicale )2

R= |1~

i=1
- deviatia standard, o a valorilor masurate y fatd de valorile calculate pe
baza ecuatiei de regresie Y, care poate servii la calcularea intervalului de
incredere pentru fiecare valoare individuald y:

n 1/2

Z(j;' - yicalc )2

i=]

g =
n

n — numarul de seturi de date,
y — variabila dependenta,
Yicalc — valoarea rezultata pentru y pe baza ecuatiei de regresie,

Yi. valoarea experimental3,

Y - media aritmetic3 a valorilor experimentale.

Prin utilizarea programului Statistica 6.0 s-au prelucrat si analizat datele
experimentale, obtindndu-se o serie de modele statistice. Ecuatiile de regresie
determinate pentru indicii de peroxid ai uleiului de floarea soarelui expus la luminad
in functie de timpul de pastrare si indicele de peroxid al probelor tratate cu
antioxidanti cu indicatori de adecvanta corepunzatori sunt prezentate in tabelul 68.

Tabelul 68. Ecuatiile si indicatorii de adecvanta determinati

Cazul | Antioxidant Ecuatia 5 Indicatori de adecvanta
R R F [}
I Quercetina | y=1,1016+0,3334-x,+0,1918-x, 0,9074 | 0,9526 | 53,879 2,2186
11 Rutina y=0,8744+0,4783-x,-0,2333-x, 0,9162 | 0,957 | 60,135 2,1102
111 El y=0,0713+0,2428-x,+0,4545x, 0,945 ] 0,9722 | 94,737 | 1,7076
v E2 y=1,0954+0,2296-x,+0,36316-x, | 0,915 0,956 | 59,214 | 2,1252
\Y E3 y= -0,0741+0,2985-x,+0,270-x, 0,917 0,957 | 60,873 | 2,0984

Valorile coeficientilor de corelare indicd o buna corelare in cazul
antioxidantilor sintetici dar si naturali. Analiza corelativa realizatd pe baza ecuatiilor
arata ca intre variatia indicilor de peroxid pentru uleiul de floarea soarelui netratat si
cel tratat cu acesti antioxidanti in timp exista corelari bune, in special pentru probele
tratate cu extract apos din fructe de ZJ (E1).

BUPT



166 I1. Contributii proprii

Tabelul 69. Valorile indicelui de peroxid in cazul probelor pastrate la intuneric

ITZ':{:} IPUfs | IP Ufs+Q | IP Ufs+R | IP Ufs+E1 | IP Ufs+E2 | IP Ufs+E3
0 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
1 0,799 | 0,768 0,386 1,7 1,081 3,039
5 | 0,788 | 0,791 1,599 3,186 4,71 9,075
7 | 4,561 | 1,952 2,619 4,741 4,991 9,13
10 | 6,282 | 3,101 3.85 5,832 3,517 8,835
15 | 5,446 | 3,461 3,82 3,111 6,758 13,372
17 | 12,469 | 4,012 4,891 7,35 7,189 14,108
20 | 15,723 | 4,392 8,353 10,594 10,908 15,993
25 | 15,159 | 5,268 10,912 12,16 11,703 16,103
30 | 18,34 | 7,574 8,858 8,372 9,418 14,068
35 | 19,956 | 7,29 10,203 10,718 11,74 16,84
40 | 20,985 | 10,255 | 15,956 | 12,762 12,34 18,681
a5 | 19,341 | 14,748 | 18,301 15,97 13,18 19,32
50 | 21,34 | 17,929 | 23,188 | 21,068 25,56 22,31

in cazul probelor pastrate la intuneric ecuatiile statistice determinate pentru
indicii de peroxid ai uleiului de floarea soarelui, in functie de timpul de pastrare si
indicele de peroxid al uleiului tratat cu antioxidanti sunt prezentate in tabelul 70.

Tabelul 70. Ecuatiile si indicatorii de adecvanta determinati

Cazul | Antioxidant Ecuatia Indicatori de adecvanta
R? R F c
I Quercetind | y=0,867+0,815-x,-1,149-x, 0,942 | 0,970 | 88,265 | 2,135
II Rutind y=1,232+0,697-x,-0,566-x, 0,907 | 0,952 | 53,521 | 2,691
111 El y=1,520+0,440-x,+0,073-x, 0,892 | 0,944 | 45,232 | 2,903
v E2 y=1,818+0,5147-x,-0,144-x, ( 0,893 | 0,945 | 46,175 | 2,876
Vv E3 y=-0,062+0,361-x,+0,299-x, | 0,899 § 0,948 | 48,963 | 2,809

Valorile indicatorilor de adecvantda sunt satisfacdtoare, fapt ce denota
coreldri apreciabile in cazul regresiei multiple. Parametrii de corelare calculati fiecare
pe baza celuilalt argumenteaza o capacitate de predictie foarte buna a modelului
matematic.

Rezultatele experimentale au dovedit cd in functie de conditiile de pastrare
stabilitatea uleiului la autooxidare creste in ordinea: expunere la iumind < pastrare
la intuneric. Antioxidantii folositi au redus gradul de oxidare al uleiurilor, lucru
sesizat din valorile mai mici ale indicilor de peroxid.

I1.4.1.4.2. Modelarea matematica a procesului de degradare
oxidativa in timp a uleiului de floarea soarelui prelucrat la

98°C

S-a lucrat cu opt seturi de probe: ulei de floarea soarelui (Ufs), ulei cu adaos
de antioxidant-querceting, rutind, acid galic, extract metanolic ZJ frz (E1), extract
metanolic Z) fru (E2), pentru care s-a determinat indicele de peroxid. Valorile
indicilor de peroxid sunt prezentate in tabelele 57 si 58.
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in cazul unei coreliri multiple: y=f(x,,x2), semnificatia notatiilor este:

y | - IP pentru uleiul de floarea soarelui netratat

X, | - timpul de pastrare al uleiului

Cazul I - IP al Ufs+quercetina(Q)

Cazul II | - IP al Ufs+rutina(R)

Cazul III | - IP al Ufs+acid galic(AG)

Cazul IV | - IP al Ufs+extract(E1) metanolic din frunze de Ziziphus jujuba
Cazul V_ | - IP al Ufs+extract(E2) metanolic din fructe de Ziziphus jujuba

X2

Ecuatiile de regresie determinate pentru indicii de peroxid ai uleiului de
floarea soarelui prelucrat la 98°C in functie de timpul de pastrare si indicele de
peroxid al probelor tratate cu antioxidanti sintetici si naturali, precum si indicatori de
adecvanta corepunzatori sunt prezentati in tabelul 71.

Tabelul 71. Ecuatiile si indicatorii de adecvanta determinati

Indicatori de adecvanta
Cazul | Antoxidant Ecuatia 2
R R Io]

I Quercetind | y= -0,3602+0,56117-x,+0,098-x, | 0,847 | 0,920 | 1,571
11 Rutind y= -0,5049+0,4723-x,-0,1408x, | 0,851 | 0,922 | 1,552
111 Acid galic | y= -0.4304+0.8043-x,-0.0173-x, 0,817 |1 0,904 | 1,718
v El y= -0,0752+0,2883-x,+1,9526-x, | 0,870 | 0,933 | 1,450
\Y/ E2 y= -0,1855+0,6398-x,-0,1379-x, | 0,825 | 0,908 | 1,679

Valorile coeficientilor de adecvanta indicda o buna corelare pentru
antioxidantii sintetici cat si pentru cei naturali. Analiza corelativa realizatd pe baza
ecuatiilor arata ca intre variatia indicilor de peroxid pentru uleiul de floarea soarelui
netratat si cel tratat cu antioxidanti studiati in timp exista coreldri apreciabile, in
special pentru probele tratate cu extracte vegetale.

Rezultatele cercetdrilor au constituit obiectul a 4 lucrari stiintifice [241-244]
si a unei lucrari trimise la o conferinta internationala [245].
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168 11. Contributii_proprii

I1.4.2. Determinarea activitatii antioxidante a flavonoidelor
la nivel celular

Desi oxigenul este indiscutabil esential pentru viata organismelor, s-a
dovedit cd el poate participa si la distrugerea tesuturilor precum si la blocarea
abilitatii acestora de a functiona normal ca urmare a generarii in timpul proceselor
metabolice a radicalilor liberi. In ciuda capacitatii antioxidante proprii a sistemului
celular daunele produse la nivelul ADN-ului precum si asupra proteinelor sugereaza
cd aceste specii reactive joaca un rol important in dezvoltarea unor boli precum
cancerul, ateroscleroza, artritele si unele boli neurodegenerative [246].

Cu exceptia unor circumstante speciale cum ar fi radiata ionizanta, razele
UV, radicalii liberi sunt produsi in celule ca urmare a unor reactii de transfer de
electroni care pot fi catalizate uneori de anumite enzime. Sursa majora de generare
a radicalilor liberi in conditii normale o constituie transferul unui electron care are
loc la nivelul mitocondriilor si a reticulului endoplasmatic [247].

Flavonoidele exercitd un rol important nutritional, semnificatia lor rezultand
din cresterea capacitatii antioxidante a sistemului imunitar uman si interactioneaza
usor si rapid cu radicalii liberi stagnand astfel reactiile radicalice inainte ca celulele
sa fie semnificativ afectate. Deoarece o moleculd de antioxidant poate sd
reactioneze doar cu un singur radical liber, organismul uman are permanent nevoie
de refacerea si reinnoirea resurselor antioxidante [246, 247].

S-a urmarit testarea extractelor brute etanolice si a fiecarui flavonoid din
punct de vedere al prevenirii si/sau atenuarii stresului oxidativ la nivel celular
(leucocitele din sangele sanatos), precum si determinarea efectului antioxidant al
pretratamentului leucocitelor umane cu flavonoide.

Determinarea efectului antioxidant al pretratamentului leucocitelor umane
cu flavonoide la diferite concentratii s-a bazat pe metoda “cozii de cometd” ce
urmeaza principiul electroforezei in gel de agaroza [247,248].

Reactivi :
- acetonitril ( HPLC); acid fosforic 85%, Merck; metanol p.a., Merck;
- standarde de flavonoide: miricetina (90%), quercetina (98%), kaemferol
(90%),
luteolina (90%), rutina (95%), Sigma Aldrich;
- mediu de celule RPMI 1640; PBS (tampon salin fosfat); FCS (ser fetal de
vitel ); Histopaque ( Ficoli-Hypaque density 1077 g/L); H,0,, solutie 0,1 %;
- agaroza, Aldrich; clorura de sodiu, 2mM; Na,EDTA, 1mM ; Tris 10 mM;
Triton X-100, 1%, Merck; NaOH, 1N; Tris-HC tampon (pH=7,5)
- bromura de etidiu, solutie 10mg/mL, BIORAD Company;
- apa bidistilata;
- etanol 94%
- acid clorhidric 25%.

Aparatura:

- HPLC Agilent 1100 cu pompa binara si degazor sub vid, coloana Nucieosil
C18, 5 pym, 4x125 mm, detector UV cu lungime de unda variabild, soft
HPChemStation;

- pH-metru InalLab;

- balanta analitica Kern;

- rotavapor Model LABORTA control 400;
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- centrifugd Hettich;

- omogenizator Vortex;

- baie termostat;

- aparat de electroforezd in gel de agaroza orizontal;

- microscop cu fluorescenta tip Nikon. Extractele etanolice de flavonoide
din Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba au fost obtinute dupa metoda
lui Hasler si Stichler, conform paragrafului 111.2.5.[222].

Continutul de flavonoide s-a determinat prin HPLC.

Pregétirea celulelor umane:

Aproximativ 100 pL sdnge proaspat prelevat de la un donator uman sanatos
s-a tratat intr-o eprubeta de polipropilend cu 1 mL mediu RPMI si 10% FCS.
Amestecul obtinut s-a ldsat pe gheata 30 minute, dupa care in amestec s-a prelins
cu ajutorul unei micropipete 1 mL Ficoll. Proba astfel obtinutd s-a centrifugat la
3600 rot./min. timp de 15 minute la 4° C. Dupa centrifugare leucocitele separate
sub forma unui inel de culoare gri roz pal au fost extrase cu ajutorul unei pipete
Pasteur, resuspendate in 1 mL PBS omogenizate cu ajutorul unui Vortex. (solutia A)
[248, 249]. In 11 tuburi Ependorf etichetate s-au introdus cate 85 uL din solutia A
(contindnd intre 20000-30000 de leucocite), peste care s-au addugat urmatoarele:

- 100 yL PBS ( E1- control)

- 100 uL solutii etanolice standard de flavonoide de concentratii diferite
(miricetina 0,15 %, quercetina 2,7%, respectiv 0,08%, kaemferol 0,02 %, luteolina
0,07 %, rutina 0,5%, respectiv 0,15%) * in PBS

(*Concentratiile solutiilor standard de flavonoide au fost identice cu cele
determinate experimental din extractele etanolice de Hydrangea paniculata si
Ziziphus jujuba) (E2- E8)

- 100 pL extract etanolic de Hydrangea paniculata, respectiv de Ziziphus
jujuba (E9-E10)

- 100 yL H,0, 0,1 % (E11)

Probele E1-E10 au fost incubate la 37° C timp de 30 minute.

Proba E11 a fost mentinutd la intuneric la 4° C pe perioada de incubare a
celorlalte. Dup3 expirarea perioadei de incubare, probele E2-E10 au fost tratate cu
solutie 0,1% H,0, in PBS si pastrate la intuneric timp de 5 minute pe gheatd.

Pregétirea si electroforeza leucocitelor pretratate {248,250]

- Gelul de agaroza, preparat prin incalzirea la 40° C a unei solutii 1%
agarozd in PBS a fost intins pe suprafata a 11 lamele de sticla mentinute
timp de 10 minute in prealabil la 4°C. Dupa o partiald solidificare a acestuia,
din probele pregitite anterior s-au prelevat volume de cite 50 pL,
contindnd intre 15000 si 20000 de celule; Lamelele au fost pastrate timp de
10 minute pe gheatd pana la solidificarea completa a gelului;

- Lamelele au fost apoi imersate intr-o solutie rece (4 °C) de lizd proaspat
preparatd dupa urmatorul protocol (NaCl 2 mM, Na,EDTA 1 mM, Tris 10 mM
ajustatd la pH=10 cu NaOH 1 N, si 1% Triton X-100) si mentinute in aceastd
solutie timp de 60 minute;

- Dupa expirarea perioadei de lizd, lamelele au fost introduse in cuva de
electroforezad umplutd cu solutie tampon preparata astfel: solutie NaOH 300
mM si solutie Na,EDTA 1 mM, pH =13. Electroforeza s-a efectuat timp de
50 minute la o tensiune de 30 V, la temperatura de 4° C si la intuneric
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Dupa expirarea timpului de electroforeza lamelele au fost scoase din tancuri
si spdlate de 2-3 ori cu solutie tampon de neutralizare (Tris-HCl pH=7,5)
pastrate la intuneric si temperatura scazuta (4°C)

Lamelele neutralizate au fost tratate cu 30 pL solutie 10 mg/mL bromura de
etidiu acoperite cu o folie de aluminiu si depozitate pana la analiza intr-o
camerd intunecoasa cu umiditate relativd 70%, pentru a preveni uscarea
completa a gelului.

Cuantificarea degradarii leucocitelor:

Masuratorile experimentale s-au facut prin examinarea directa a lamelelor la
un microscop cu fluorescentd tip Nikon la o lungime de undd a radiatiei
excitate la 520 nm, respectiv la o lungime de unda a radiatiei emise 620
nm.

Clasificarea celulelor s-a facut dupa o metoda rapida de evaluare vizuald
folosind o scala gradata de la O - 4 astfel:

gradul 0- celule degradate, mai putin de 5% din total; (nedegradate)

gradul 1- celule degradate intre 5-25% din numarul total; (slab degradate)

gradul 2- celule degradate intre 25-45% din numarul total; (mediu
degradate)

gradul 3- celule degradate intre 45-70% din numarul total; (puternic
degradate)

gradul 4- celule degradate mai mult de 70% din numarut total.(foarte
puternic degradate)

Tabelul 72. Efectul solutiilor standard de flavonoide asupra degradarii leucocitelor.

Tipul de tratatament utilizat  |Procentul de celule cu grade diferite de deteriorare [%]
Gr.0 Gr.1 Gr.2 Fn3 Gr.4

[Solutie etanolicd de miricetinaf12.5+ 0.3 [18.5+ 1.2 |37.9+ 2.2 18.6+ 4.7 |]12.5+ 3.6

(0.15 %) +100pL H,0; 0.1%

[Solutie etanolicd de quercetinaj7.1+ 0.5 9.51+ 0.1 HM0.5% 2.6 [22.3+ 4.7 20.6% 2.5

(2.7%) +100pL H,0, 0.1%

Solutie etanolica de quercetinale.0+ 0.5 115+ 1.1 [35.8+ 2.1 28.3+ 1.4|18.4%x 1.4

(0.08%) +100puL H,0, 0.1%

Solutie etanolicd de luteolingl18.2+ 0.3 [20.3+ 0.4 |33.7+ 1.9[20.3+ 2.88.5+ 0.6

(0.07%) +100pL H,0, 0.1%

Solutie etanolica de kaemferol6.0+ 0.5 11,5+ 1.1 |35.84 2.1[28.3+ 1.4 28.4+ 2.4

(0.02%) +100pL H,0, 0.1%

Solutie etanolica de rutina2.1% 0.2 6.4+ 1.5 41.8+ 2.1 [17.6+ 2.3 [32.1+ 1.7

(0.15%) +100pL H,0, 0.1%

Proba de control (alcool etilic) |[3.0+ 0.2 8.4+ 1.6 36.8+ 1.4 [14.2+ 2.1 {38.6%+ 1.4

Celule + solutie de H,0, 0.1%} 1.5+ 0.1 7.9+ 0.6 [25.4% 3.2 }65.2+ 2.1

in PBS (100 pi)
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Dupa cum se observa din datele tabelului 72, toate flavonoidele testate au
scazut procentul de celule deteriorate (grad 3 si 4) in urma atacului apei oxigenate.
Din datele preliminare s-a putut constata ca luteolina si apoi miricetina au prezentat
cea mai ridicatd activitate antioxidanta, in cazul luteolinei inregistrdndu-se o
diminuare de 50% a celulelor de gradul 3 si 4 existente in proba de control si o
reducere de aproape 4 ori in cazul in care celulele au fost expuse actiunii apei
oxigenate. Activitatea de prevenire a oxidarii leucocitelor din sangele uman este mai
redusa atunci cand celulele au fost tratate cu extractele etanolice de Hydrangea
paniculata si Ziziphus jujuba, dupa cum se constata si din datele prezentate in
tabelul 73.

Tabelul 73. Efectul extractelor etanolice de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba
asupra degradarii leucocitelor.

Tipul de tratatament utilizat Procentul de celule cu grade diferite de deteriorare [%]

Gr.0 Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4
<5% 5-25% 25-45 % 45-70 % > 70 %

Extract etanolic def 6.4 £ 0.2 ] 154+ 2.3 | 348+24 | 22.7£ 4.7 |} 20.7+ 3.6
Hydrangea paniculata +100

L HzOz 0.10/0 I
Extract etanolic de Ziziphus} 7.9+ 0.4 §16.7.+£ 18] 41,8+ 14 | 16.6+£ 25 ] 17.0+ 2.5
jujuba + 100 pL  HO
0.1%

Proba de control (alcool] 6.0+ 0.5 | 11.5+ 1.1 | 35.8+2.1 | 28.3+ 1.4 | 184+ 1.4
letilic)

Celule + solutie de H,0; 18.2+ 0.3 | 20.3+0.4 | 33.7£ 1.9 | 20.3x 2.8 [ 8.5+ 0.6
0.1% in PBS (100 pL)

Studiile efectuate au evidentiat faptul ca toate flavonoidele luate in studiu
au prezentat o activitate antioxidanta semnificativa, unele dintre ele (luteolina si
miricetina) desi in concentratii mici (0.07%, respectiv 0.15%) reduc la jumatate
deteriorarile pricinuite de radicalii liberi la nivel celular.

Referitor la activitatea antioxidanta a flavonoidelor se poate concluziona c3,
fiecare flavonoid are o capacitate antioxidanta mai mare cand actioneaza singur,
decat atunci cand el actioneazd combinat cu alte flavonoide, iar capacitatea
antioxidantd creste cu cresterea concentratiei flavonoidului in solutie, aceasta
crestere nefiind insa proportionald cu concentratia.

Rezultatele cercetdrii constituie obiectul unei lucrari stiintifice trimisa spre
publicare[251].

De asemenea s-a realizat o investigare a activitatii antioxidante a unei serii
de flavonoide prin metode computationale, care a constituit obiectul unei lucrari
comunicate la ,Zilele Academice Aradene”, editia XVI-a Arad, 12-14 mai, 2006
[252].

BUPT



172 I1. Contributii proprii

I1.4.3. Determinarea efectului unui extract de Ziziphus jujuba
asupra unor parametrii biochimici si asupra activitatii
unor enzime la sobolani

Deoarece sistemele oxido reducdtoare sunt importante in organismele
umane, fenomenele oxidative in care oxigenul este utilizat in  metabolismul
eritrocitar sunt urmatoarele: autooxidarea flavoproteinelor,a glutationului prin
intermediul glutation reductazei si a methemglobin-reductazei, precum si oxidarea
prin flavoproteine a NADH produs prin glicoliza aeroba.

Insuficienta mecanismelor reducdtoare (catalaza, glutation peroxidaza,
glutation reductaza) duce la acumularea de methemoglobina in eritrocite in cantitati
patologice. In cazurile in care hemoglobina este instabild, se poate forma
methemoglobind, care se leagd de glutation sau de alte substante din eritrocit
avand ca rezultat niste agregate care migreaza pe suprafata interna a membranei,
legandu-se de aceasta prin legaturi disulfidice [253].

Prin reactiile de oxido reducere ale unor medicamente rezulta H,0, ce ar
putea induce hemoliza, dacd nu i s-ar opune sisteme protectoare din hematiile
formate. Dintre ele se pot enumera: glutationul, glutation peroxidaza, catalaza si
superoxid dismutaza, care actioneazd prompt in momentul producerii peroxidului de
hidrogen.

Glutation peroxidaza descompune H,0, mult mai eficient decat catalaza.

Catalaza si glutation peroxidaza au un rol deosebit de important in
protejarea membranei celulare de oxidarea distructiva determinatd de H,0,, iar in
caz de insuficientd a activitatii glutation peroxidazei se constatd o crestere a
activitatii catalazei [254].

In literatura studiata nu au fost intdinite referiri la efectul posibil al
extractelor de Ziziphus jujuba asupra parametrilor sanguini ai organismelor animale
si asupra activitatii unor enzime eritrocitare.

In cadrul tezei s-au realizat cercetdri axate indeosebi pe relevarea actiunii
extractului apos din fructe de Ziziphus jujuba asupra organismelor vii, urmarind
totodata si fenomenele oxidative in care oxigenul este utilizat in metabolismul
eritrocitar. Datoritd continutului extractului in compusi flavonoidici, reactiile de
oxido-reducere a acestora sunt actionate de sistemele protectoare din hematii si de
enzimele oxidoreducatoare, care actioneaza prompt in momentul producerii
peroxidului de hidrogen.

In colaborare cu Catedra de Biochimie a Facultatii de Medicina Veterinara a
Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard a Banatului Timisoara, au fost
efectuate cercetari cu scopul de a identifica:

» Modificari ce apar la nivelul principalilor parametrii sanguini
e Modificari ce apar la nivelul activitdtii unor enzime eritrocitare
e Modificari ce apar la nivelul unor organe
e Modificari ce apar la nivelul formulei leucocitare
la sobolani tratati cu extract apos de Ziziphus jujuba.

S-au determinat parametrii biochimici: continutul unor indicatori ai instalarii
stresului oxidativ: malondialdehida (MDA) si glutationul (GSH) [247]; activitatile
enzimelor oxidoreducdtoare: glutation peroxidaza (GSH-px), (E.C.1.11.1.9),
glutation reductaza (GSH-red), (E.C.1.6.4.2), catalaza eritrocitard (CAT),
(E.C.1.11.1.6) si superoxid dismutaza (SOD), (E.C.1.15.1.1.) precum si activitatile
fosfatazei alcaline (PA), (E.C.2.6.1.12), alanin amino transferazei (ALAT),
(E.C.2.6.1.2) si aspartat amino transferazei (ASAT), ( E.C.2.6.1.1) [255].
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Au fost determinate de asemenea modificdrile care apar la nivelul unor
organe (ficat, rinichi, splind) si modificarile care apar la nivelul formulei leucocitare
[254].

II.4.3.1. Influenta unui extract apos de Ziziphus jujuba asupra unor
enzime oxidoreducatoare si a unor parametrii biochimici

Material si metoda:

Experimentul a fost realizat pe doua loturi de cate 10 sobolani Wistar, in
varsta de un an, femele, in greutate de 230 - 250g.

Sobolanii au fost mentinuti tot timpul experimentului in conditii
corespunzatoare atdt din punct de vedere al microclimatului cat si al calitatii
furajelor.

Celor doua loturi experimentale li s-a administrat zilnic timp de 14 zile dupa
cum urmeaza :

- Lotul M- 0,5 mL apa distilata;

- Lotul L - 0,5 mL extract apos de Ziziphus jujuba (0,1640 mg rutina /

mL extract).

Sacrificarea s-a facut dupa o prealabild anestezie, respectdndu-se conditiile
impuse de Legea 205 /2004, art.7, 18, 22 si reglementdrile nr. 143/400/2002 si
37/2002, privind protectia animalelor vertebrate in cazul utilizarii pentru
experimente si alte scopuri stiintifice.

S-a recoltat sdange prin punctie cardiacd pe anticoagulant (heparind). Dupa
sacrificare s-au recoltat de la fiecare individ, urmatoarele organe: ficat, rinichi si
splina.

S-a determinat concentratia de malondialdehida (MDA) si glutation (GSH)
activitdtile urmatoarelor enzime oxidoreducdtoare: catalaza (CAT), superoxid
dismutaza (SOD), glutation peroxidaza (GSH-px), glutation reductaza (GSH-red),
precum si activitatea transaminazelor alaninamino transferaza (ALAT),
aspartatamino transferaza (ASAT) si fosfataza alcalind (PA) prin metode
colorimetrice [254,255].

Ca urmare a studiilor efectuate s-a determinat si influenta extractului de
Ziziphus jujuba asupra formulei leucocitare, formula leucocitara fiind un examen
calitativ si cantitativ al elementelor figurate albe, stabilindu-se procentul fiecdrei
varietdti din mai multe leucocite numarate.

Prepararea hemolizatului

S-a prelevat cate 1 mL sange, care s-a centrifugat 10 minute dupa care s-a
indepartat stratul superior si apoi s-a adaugat 5 mL solutie izotonica de NacCl
0.85%; dupad agitare s-a centrifugat din nou si s-a prelevat supernatantul
repetandu-se spdlarea de 3 ori.

0,2 mL eritrocit s-a addugat la un volum de cel putin 4 mL H,0 bidistilata si
s-a l8sat In repaus timp de 10 minute la temperatura camerei. Dupad agitare,
amestecul s-a centrifugat pentru indepartarea stromei si s-a retinut supernatantul.
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Metodele de analiza
Determinarea malondialdehidei (MDA) [254]

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe reactia dintre malondialdehida cu
acidul tiobarbituric, cu formarea unui produs colorat rosu cu maxim de absorbtie la
532 nm.

Modul de lucru :
Se intocmeste o curba etalon conform tabelului de mai jos.
Eprubeta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mL 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
sol.standard
mL apa 49,5 | 49 48,5 | 48 [47,5| 47 [ 46,5 [ 46 | 45,5 | 45
Conc. etalon 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
pmol/I

Se pregatesc 3 probe: proba de analizat, martor si probele etalon. Peste 0,5
mL plasma se adauga 0,5 mL reactiv de lucru 4, in martor se adauga 0,5 mL apa
distilata si 0,5 mL reactiv de lucru 4, iar in probe, peste 0,5 mL din fiecare etalon se
adauga 0,5 mL reactiv de lucru 4. Se mentin eprubetele in baia de apa la fierbere
timp de 30 minute, se centrifugeaza si se determind absorbanta supernatantului la
532 nm.
Reactivi:- Reactiv TBA: 0,7 g TBA p.a se dizolva in acid percloric 10% prin
incdlzire la 50°C. (solutia e stabild 4 saptdmani la 20°C). (1)
- Acid tricloracetic: 20%. (2)
- Standard MDA: 164 mg 1,1,3,3 tetrahidroxipropan dizolvat in apa
- Reactiv de lucru: 1 parte reactiv 1 + 3 parti reactiv 2.

Determinarea glutationului [255]

Principiul metodei: Glutationul redus formeaza cu acidul dinitro tiobarbituric
(DNTB) un produs colorat care are maximum de absorbtie la 412 um.

Modul de lucru: 0,2 mL sadnge total se hemolizeazd cu 2 mL apa.

0,1 mL hemolizat se trateaza cu 5 mL reactiv Drabkin, pentru determinarea
hemoglobinei din hemolizat.

Pentru determinarea glutationului se procedeaza conform protocolului de
mai jos,astfel:

Reactivi Proba Martor (blanc)
1. Hemolizat 2 mL -
2. Apa distilata - 2 mL
3 Agent de precipitare (acid 3mL 3mL

metafosforic glacial si EDTANa,, NaCl)
Se lasa in repaus 5 minute si se filtreaza

4, Filtrat 2 mL 2 mL
5. Na,HPO, 0,3 M 8 8
6. DNTB 1 1

Se citeste absorbanta la 412 nm
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A —A
Calculul:  Conc.glutation ((p moli/g Hb) = LH—'"-30,4
Ci1,

unde: cH, = concentratia Hy din hemolizat
Determinarea glutation peroxidazei {255]

Principiul metodei: Glutation peroxidaza catalizeaza descompunerea apei
oxigenate sau a unui peroxid in prezenta donorului de hidrogen, glutationul redus.

Glutation peroxidaza
H,0, + 2G-SH ——» G-S5-5-G + ;H;0

respectiv: Glutation peroxidaza
R-O-O-H + 2G-SH —= G-5-5-G + R-OH + H,0

Cel mai potrivit substrat pentru determinarea enzimei este tert-butil
peroxidul. Viteza de formare a glutationului oxidat este masuratd cu ajutorul
glutation reductazei, urmarind fotometric la A 360 nm oxidarea coenzimei reduse
NADPH + 2H* .

Glutation reductaza
G-S-S-G + 2NADPH + 2H* ————= 2G-SH + 2NADP*

Modul de lucru: Reactivii sunt addugati in ordine in cuve cu un volum critic
de 1 mL, conform tabelului urmator.

Nr. Reactivi Proba (pl) Martor
crt (blanc)(u)
1. Tris-HCI, 1M EDTASm M, pH 8 100 100

2. Glutation G-SH 0,1M 20 20

3. Glutation reductazd, 10 n/mL 100 100

4. NADPH + H*, 2m M 100 100

5. Hemolizat 1:20 10 10

6. Apa distilata 170 660

Se incubeaz3 la 37°C timp de 10 minute
7. | Butilhidroxiperoxid 7 mM | - [ 10

Rata va fi de aproximativ 0,015-0,02 OD unit/min, care se exprima in Ul/g Hb.

Glu-px (p moli/g Hb) = -32.15

Hb
Ay = absorbanta hemolizat
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Determinarea glutation reductazei [254]

Principiul metodei: se bazeaza pe reactia de transformare a glutationului din
forma oxidata (G-S-S-G) In forma redusa (G-SH), in prezenta NADPH, (nicotinamid
adenin dinucleotida-forma redusa) conform reactiei:

Glutation reductaza

G-S-S5-G + 2NADPH + 2H? 2G-SH + 2NADP*

Modul de lucru: Se realizeaza proba si martorul (blanc) conform tabelului de
mai jos.

Nr. Reactivi Proba Martor
crt
1. Sol NADH+H* 6mM 0,5 0,5
2. Apa distilatd - 0,1
3. Hemolizat 0,1 -
Se incubeazd 5 minute la 37°C
4. | G-s-5-G | 0,1 | 0,1
Se citeste absorbanta la 360 nm
, A,-4, 2120
Cailculul: Glu - red (u moli/g Hb) = - .
min  cH,

CHp = conc. Hp, din hemolizat
Oxidarea NADPH+H™* este urmarita la 360 nm.

Determinarea catalazei eritrocitare [255]

Principiul metodei: Catalaza sanguind s-a determinat prin metoda
colorimetrica Sinha. Aceastd metoda se bazeaza pe faptul cd dicromatul de potasiu
este redus in mediul acid, de catre peroxidu! de hidrogen la acetat cromic, compus
colorat in verde care se poate fotocolorimetra la 570 nm.

Catalaza sanguina se lasa s3 actioneze asupra unei cantitati fixe de H,0,, o
perioada determinata de timp, apoi reactia enzimaticd este oprita prin adaugarea
unui amestec de dicromat de potasiu in solutie de acid acetic glacial, iar cantitatea
de H,0, ramasa este determinata prin diferenta fata de o proba etalon.

Reactivi: - tampon fosfat dupa Sérensen preparat din:

Solutia a: fosfat monopotasic 66,7 mM. KH,PO, - se usucd 1-2 h la 110°C
9,8 g KH,P0O,, se solva in apd demineralizata si lipsita de CO, si se dilueaza la 1000
mL;

Solutia b: fosfat disodic 66,7 mM - sarea anhidrd - se usuca 1-2 h la 110°C
9,479 g Na,HPO,, se solva in apa demineralizata si lipsita de CO,, se completeaza la
1000 mL.

Se amesteca 39,2 mL din solutia a cu 60,8 mL din solutia b si se aduce la
100 mL cu apad demineralizatd pentru a se obtine un pH = 7.

- Hy0, 0,16 M

- Solutie bicromat de potasiu 0.1%

- CH;COOH glacial
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Modul de lucru: Peste 0,1 mL de sdnge s-au adaugat 0,4 mL solutie tampon
fosfat cu pH = 7 si 0,5 mL H,0, 0,16 M. Dupa o scurta agitare, s-a incubat un minut
la termostat la temperatura de 25° C. S-au addugat apoi 2 mL solutie de K,Cr,0;
1% in acid acetic glacial. Probele s-au supus apoi fierberii timp de 10 minute, apoi
solutiile s-au racit sub jet de apé si s-au citit densitatile optice la A = 570 nm.

In paralel s-a efectuat si o proba etalon cu 0,5 mL H,0, 0,16 M

Calculul :
Activitatea catalazicd (PM H,0,/min,mL) = A gtaton = Aprobs/ A etalonX 10 X dilutie.

Determinarea superoxid dismutazei (SOD) [255]
Principiul metodei.

Metoda se bazeazd pe capacitatea superoxid dismutazei de a inhiba
reducerea sarii de tetrazoliu Nitro Blue Tetrazolin (NBT), de catre radicalii superoxid.
O unitate enzimatica de SOD reprezintd cantitatea de enzima care produce 50%
inhibitie in conditii standard. Radicalii superoxid sunt generati in mediu de reactie
prin fotoreducerea riboflavinei.

Reactivi:

- solutia NBT -1,5mM in apa distilata;

- solutie EDTANa,0,1 M in apa distilata adusa la pH 7,8 cu NaOH 0,1 N;
- solutie riboflavina 0,12 M in apa distilata.;

- solutie tampon fosfat de potasiu 36 mM, pH =7,8.

Modul de lucru: Se pregateste mediul de reactie format din: 2,55 mL solutie
tampon fosfat; 0,20 mL solutie EDTANa;; 0,1 mL plasma sau hemolizat; 0,1 mL
solutie NBT; 0,05 mL solutie riboflavina.

Paralel se face o proba martor cu aceeasi compozitie, cu exceptia
hemolizatului care va fi inlocuita cu solutie tampon.

Martorul si proba au fost supuse iluminarii timp de 5 minute la un bec de
neon intr-o incint3d intunecata, dupa care se citeste extinctia la 560 nm.

in martor, deoarece lipseste enzima, radicalii superoxid formati prin
fotoreducerea riboflavinei, reduc sarea de tetrazoliu la un formazan, intensitatea
culorii albastre fiind maxima (100% inhibitie).

in probd, SOD descompune o parte din radicalii superoxid, iar cantitatea de
formazan formata este mai mica.

Procentul de inhibitie realizat de enzima din proba se calculeaza utilizand
relatia:

A
100 - A—p x100 = a% inhibitie
Pentru a exprima rezultatele obtinute in unitati enzimatice, a% inhibitie se
a%inhibitie
50%inhibitie - mg | ml

raporteazd la mg/mL proteina in proba. U/mg =
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Determinarea fosfatazei alcaline ( E.C.3.1.3.1.- ortofosforic monoester
fosfohidrolaza)[255]

Principiul metodei: Fosfataza alcalind este o enzima care actioneaza asupra
substratului B-glicerofosfat de sodiu in mediu alcalin si il hidrolizeaza eliberand
fosfatul anorganic. Activitatea fosfatazelor serice se exprima in unitati de activitate
fosfatazicd. Se defineste ca o unitate fosfatazicd, activitatea unui ser care
actioneaza in conditii standardizate de timp, temperaturd si concentratie asupra
unui substrat (ester fosforic) si elibereazd 1 mg P raportat la 100 cm? ser.

Principiul metodei consta in determinarea fosforului anorganic din ser dupa
incubare timp de o ora in prezenta solutiei substrat la 37°C. In paralel s-a efectuat o
proba martor determinand fosforul anorganic din ser imediat dupd addugarea
substratului. Rezultatul activitatii fosfatidice se obtine scdzdnd din rezultatul probei
de determinat rezultatul probei martor.

Reactivi:

* Solutie initiala de B-glicerofosfat. (1 g glicerofosfat de sodiu si 0,85 g
barbiturat de sodiu se solubilizeaza cu 30 mL apa distilata si se aduce la
balon cotat de 100 mL cu apa distilatd. Deasupra se adauga 3 mL eter de
petrol si se pastreaza la gheata). X

= Solutie alcalina de lucru (substrat). (Intr-un balon cotat de 100 mL, ce
contine 3 mL ulei de petrol, 50 mL din solutia initiala si 2,8 mL NaOH n/10 si
se adaugd apd pana la semn. pH-ul trebuie sa fie 8,6.

» Acid tricloracetic 20 %

= Solutie molibdat de amoniu (25 g molibdat de amoniu se dizolva in 300 mL
apa distilata si se adauga 75 mL acid sulfuric concentrat si se aduce la balon
cotat de 500 mL cu apa distilata).

= Solutie etalon (0,4394 g KH,PO, si apa distilatd la 1000 mL; solutia etalon
diluata se prepara din 1 mL solutie concentrata si apa distilatd la 10 mL (10
HgP/mL).

= Solutie acid ascorbic 1,5%.

Mod de lucru:

in trei eprubete de centrifuga se introduc, respectiv se prelucreaza:

Reactivi (mL) Proba Martor Etalon
Substrat 2,5 2,5 -
(B-glicerofosfat de
Na)
Termostatare (numai proba) la 37°C, 1 minut
Ser 0,25 | 0,25 | -
Proba se “incubeaza” timp de 30 minute la 37°C
Apa distilatd - - 1,5
Etalon - - 0,75
Acid tricloracetic 2,25 2,25 0,25
20%

Proba de determinat se lasd 10 minute in repaus si se centrifugheazd 5
minute la 3000 rot/minut.

Proba martor se efectueazd adaugand imediat cei trei reactivi, dupd care se
centrifugheaza in aceleasi conditii.
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Supernatant 1,5 1,5 1,5
Molibdat de amoniu 0,6 0,6 0,6
Ap3 distilat3d 0,8 0,8 0,8
Acid ascorbic 1,5% 0,1 0,1 0,1

Se citeste absorbanta dupa 10 minute la A = 600 nm.
Calcul:

Ap— Am _

mg P/ 100 mL = -100

et

Aet — Am

Determinarea activitdtii transminazelor serice (alanin amino-transferaza
ALAT si aspartat amino-transferaza ASAT) [255]

Determinarea activitatii alanin amino-transferaza (ALAT)

Principiul metodei: Prin tratare cu solutia alcalind de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, acidul piruvic format prin reactia dintre alanind si acidul a-
cetoglutaric formeaza hidrazona respectiva, care in mediu alcalin produce o
coloratie brun roscatd, intensitatea culorii fiind proportionald cu activitatea
enzimatica si se estimeaza fotometric.

Reactivi:

- solutie tampon fosfat (Sorensen) 0,1 N

solutie substrat de ALAT : 200mM DL alanina si 2mM acid a-cetogtutaric
solutie NaOH 0,4 N

solutie 2,4 dinitrofenilhidrazind 1 mM

solutie etalon piruvat 2mM

Mod de lucru urmeaza protocolul din tabel:

Reactivi (mL) Proba analiza Proba etalon Proba martor

Solutie substrat 0,5 0,5 0,5
Ser 0,1 - -
Solutie etalon - 0,1 -

Proba se “incubeazd” timp de 30 minute la 37°C
Solutie 2,4- 0,5 0,5 0,5
dinitrofenilhidrazina
Ser - - -
Se agitd. Se lasd in repaus 20 minute la tremperatura camerei.
Solutie NaOH 0,4 n__ | 5,0 [ 5.0 ] 5,0

Se citegte absorbanta probelor la A = 530 nm.
Pentru calculul, activitatii ALAT, exprimata ca U.I = [pumoli substrat
transformat /min /L (37°C)] se aplica relatia:

4 | 4,-4 | A, -4,

raa_Amuor _m —————
U.laar= prod = etalon 03.;=AP_A -2.103._3_(_)_=A - A '

etalon A m

Cetalon = concentratia solutiei etalon (2uM)
t = 30 minute

66,7

martor
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Determinarea activitatii aspartat amino-transferaza (ASAT)

Principiul metodei: Acidul piruvic reactioneaza cu 2,4-dinitrofenilhidrazina
formand hidrazona respectiva, in mediu alcalin formand o coloratie brun-rogcata, iar
intensitatea culorii este proportionald cu activitatea enzimaticd si se estimeaza
fotometric.

Reactivi:
- solutie substrat ASAT pentru acid DL aspartic 200 mM si acid cetoglutaric
2mM
- solutie NaOH ~ 0,4 N
- solutie 2,4-dinitrofenilhidrazind 1 mM
- solutie etalon de piruvat 2 mM
Mod de lucru:
Reactivi (mL) Proba analiza Proba etalon Proba martor
Solutie substrat 0,5 0,5 0,5
Ser 0,1 - -
Solutie etalon - 0,1 -
Proba se “incubeazad” timp de 60 minute la 37°C
Ser - - 0,1
Solutie 2,4- 0,5 0,5 0,5
dinitrofenilhidrazina
Se agita. Se lasa in repaus 20 minute la tremperatura camerei.
Solutie NaOH 0,4 n | 5,0 | 5,0 [ 5,0

Activitatea enzimatica se calculeaza dupa relatia:

A -4,
> 4 Ceaton

Cetalon = CONcentratia solutiei etalon de piruvat de sodiu (2uM)
t= 60 minute.

Ul 0 = % [1 moli piruvat/minut/L(37°C)]

Rezultate si discutii:

Valorile parametrilor biochimici determinati in urma administrarii extractului
de Ziziphus jujuba asupra unor organisme vii aflate in stres oxidativ sunt
prezentate global in tabelul 74. Rezultatele au fost exprimate ca media + eroarea
standard. (Valorile absorbantelor citite cu ocazia fiecarei analize pe baza cdrora s-a
intocmit tabelul 74 sunt prezentate in Anexa 5).
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Tabelul 74. Valorile medii ale parametrilor MDA, GSH, CAT, GSH-px, GSH-red, ALAT,
ASAT si PA la sobolanii tratati cu extract de Ziziphus jujuba.

Lot MDA(umoli/mg) GSH CAT (UI) SOD (UI)
(pamoli/mlL)
M 19,07 £ 1,19 7,03 £0,10 12,98 + 4,58 14,98 £ 1,41
L 30,20 = 2,80 6,21 + 0,48 50,34 £ 2,88 15,39 £ 3,73
Valori 22,07 £ 1,14 6,57 £ 1,04 11,87 £ 0,53 12,58 £ 1,94
normale
Lot GSH-red GSH-px ALAT ASAT PA
(U1) (u1) (V1) (UD) (ur)
M 6,62 £ 0,08 | 46,58 + 2,85 23,97 £ 0,22 17,09 £ 0,03 25,80 +
0,13
L 8,32 £ 0,04 | 48,93 = 2,22 24,81 + 4,88 13,19 £ 6,74 16,64 %
1,31
Valori 7,80+ 1,09 | 43,83 + 4,82 32+8 71 = 15 24,9 - 33,2
normale

unde: M- lot martor
L - lot experimental

Parametrul care indica nivelul peroxidarii lipidelor si deci a instaldrii stresului
oxidativ este malonaldehida (MDA). In acest sens a fost determinat continutul in
MDA din serul sobolanilor supusi experimentului.

Valorile MDA sunt prezentate in figura 51.

MDA
[umelifmg
‘ proteine] ;

M L
Lot

L ——————

Figura 51. Reprezentarea graficd a valorilor MDA la sobolanii tratati cu extract de Ziziphus
Jjujuba
unde:M= lot martor, L= lot tratat
e In urma administrarii extractului se observa o crestere evidentad a valorilor
MDA si anume 30,20 + 2,80 pmoli/mg la lotul experimental fata de 19,07 + 1,19
pmoli/mg la lotul martor, (o cregtere de 1,58 ori la lotul experimental fata de
martor), ceea ce indicd instalarea stresului oxidativ provocat de administrarea
extractului.
Au fost investigate atat substantele simple (GSH) cét si cateva din enzimele
care fac parte din sistemul de apérare al organismului viu (CAT, SOD, GSH-px, GSH-
red).
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® GSHred
0 GSH-px

Figura 52. Reprezentarea grafica a valorilor activitatii enzimelor GSH, GSH-px, GSH-red, CAT si
SOD la sobolanii tratati cu extract de Ziziphus jujuba

G-SH poate actiona ca prooxidant la concentratii mici, ceea ce conduce la
formarea radicalului superoxid (O,-) si a peroxizilor avand drept consecinta umflarea
mitocondriilor si eliberarea GSH-px din membrane.

s In urma determinarii nivelului de glutation redus (G-SH) s-a constat o
scadere semnificativd la lotul experimental (6,21 + 0,48 umoli / mL) fata de lotul
martor (7,03 £ 0,10 pgmol / mL), o scadere cu 8,88%, care s-ar putea datora
componentelor extractului ce actioneaza la aceasta concentratie.

= In ceea ce priveste activitatea catalazei (CAT) se constata o crestere
semnificativa, de 3,87 ori la lotul experimental (50,34 = 2,88 UI) fata de lotul
martor (12,98 + 4,58 Ul). Cresterea, la acest nivel a catalazei eritrocitare se explica
prin actiunea acestei enzime in detoxifierea obtinuta prin reactia catalizata de SOD
asupra H;0,. Catalaza poate actiona ca un protector al superoxid dismutazei (SOD)
prin inactivarea H,0,, intre cele douda enzime existdand un tandem mutual al
interactunii CAT- SOD. Catalaza reduce cantitati foarte mari de H,0, fiind controlata
de NADPH care exercita efecte protectoare asupra sa in cursul stresului oxidativ. De
asemenea, catalaza actioneaza si ca protector asupra modificarilor induse de
radicalul superoxid asupra ADN-ului. Aceasta activitate deosebit de crescuta a
catalazei (CAT) se presupune ca fiind o consecintd a actiunii componentelor
extractului de Ziziphus jujuba, cum ar fi o serie de compusi antioxidanti si
detoxifianti ca rutina, kaemferolul, miricetina.

= Superoxid dismutaza (SOD) determinata in experiment este EC-SOD care
contine Cu, Zn si o glicoproteina, fiind o enzima tetramericd, care constituie cea mai
mare parte a activitdtii SOD din plasma, limfa si lichidul sinovial. Substratul este
posibil sa aibd o concentratie ceva mai crescuta datorité unei usoare cresteri a

BUPT



I1.4. Posibilitatea utilizarii extractelor de Hydrangea si Ziziphus in diverse aplicatii 183

activitatii SOD (de fapt a sistemului SOD) de la 14,98 = 1,41 UI la 15,39 + 3,73 Ul
in cazul lotului experimental, desi diferenta de activitate nu este semnificativa.

* Glutation peroxidaza (GSH-px) este o enzima care joacd un rol protector
major in mentinerea integritatii membranelor eritrocitare chiar in conditii de stres
oxidativ. Aceastda enzimd actioneaza la concentratii foarte mici de H,0,, fiind
principala enzimd utilizata de celule pentru detoxifiere putand neutraliza si peroxizii
lipidici rezultati in cursul respiratiei mitocondriale. In cadrul studiului realizat se
observa o crestere a activitatii GSH-px la lotul experimental (48,93 + 2,22 UI) fata
de activitatea enzimei 46,58 £ 2,85 UI la lotul martor.

= Activitatea glutation reductazei este in concordanta cu activitatea catalazei.
Se observa o crestere cu 21 % a activitdtii GSH-red la lotul experimental (8,32 =
0,04 UI) fata de 6,65 = 0.32 UI la lotul martor.

Glutation reductaza actioneaza impreund cu catalaza (CAT) si superoxid
dismutaza (SOD) in indepartarea peroxizilor formati in exces.

Pentru a observa daca administrarea extractului de Ziziphus jujuba
afecteaza functia hepatica s-au determinat si activitatea enzimelor ALAT si ASAT.

= In ceea ce priveste activitatea enzimelor ALAT din hepatocite s-a observat
cd in urma administrarii extractului valorile activitatii ALAT nu sufera modificari
importante (23,88 + 0,74 Ul pentru lotul martor si 24,81 = 4,88 UI pentru lotul
experimental) mentinandu-se la valori destul de apropiate, in schimb activitatea
ASAT denota o scadere a activitatii la lotul experimental (13,19 = 6,74 UI) cu 18,7
% fatd de valorile medii ale activitatii ASAT la lotul martor (17,08 £ 6,80 UI).

Valorile activitatii alanin aminotransferazei (ALAT) si a aspartat
aminotransferazei (ASAT) sunt prezentate in tabelul 74.

= Activitatea ambelor enzime se situeaza sub valoarea normalda a acestor

enzime: 32 = 8 UI la ALAT, respectiv 71 £ 15 UI la ASAT.

/T‘~—‘“'—"—“‘-~,,'
; i

T

MASAT EPA QOALAT

Figura 53. Efectul comparativ al extractului de Ziziphus jujuba asupra activitatii enzimelor
ALAT, ASAT si PA

» Activitatea fosfatazei alcaline PA prezinta valori cu 35,4 % mai scazute
(16,64 = 1.31 UI) la lotul experimental fatd de lotul martor (25,75 + 0.45) si cu
33,2% mai scazute fatd de valorile normale (24,9 -33,2 UI) din literatura de
specialitate, modificari care sunt nesemnificative in cazul scaderii PA.

BUPT



184 I1. Contributii proprii

Se poate concluziona ca administrarea extractului de Ziziphus jujuba nu
influenteazad in mod negativ activitatea functiei ficatului, relevatd prin activitatile
scazute atat ale ASAT cat si ale PA, indicatori ai functionarii si afectarii hepatocitelor
[256].

Rezultatele obtinute constituie obiectul unei lucrari stiintifice trimisa spre
publicare [257].

II.4 3.2. Modificarile survenite la nivelul unor organe de sobolan sub
influenta extractului de Ziziphus jujuba

Studiul s-a axat pe observarea eventualelor modificari la nivelul unor
organe, la sobolani cdrora li s-a administrat extract de Ziziphus jujuba.

Examenele citohistologice au fost realizate prin metodele: hematoxilizina-
eozina, ticromina Mallory [258].

Observatiile histologice nu au relevat modificari semnificative la nivelul
organelor studiate (ficat, rinichi, splind).

Efectul sectiuniior obtinute prin ficat a relevat un aspect fin granular al
hepatocitelor, farad vacuolizari. Nucleii hepatocitelor au avut de asemenea un aspect
fin granulat, ceea ce denotd prezenta eucromatinei, respectiv faptul ca materialul
genetic este activ, procesele de transcriptie si translatie fiind intense.

In organele hematoformatoase s-a remarcat o usoara activitate a capacitatii
hematopoetice.

II1.4.3.3. Modificari care apar la nivelul formulei leucocitare la
sobolani tratati cu extract de Ziziphus jujuba.

Ca urmare a studiilor efectuate anterior s-a determinat si influenta
extractului de Ziziphus jujuba asupra formulei leucocitare[258-260].

Formula leucocitara reprezinta un examen calitativ si cantitativ al
elementelor figurate albe, stabilindu-se procentul fiecarei varietdti din mai multe
leucocite numarate.

Procentul fiecarei varietati de leucocite se calculeaza cu formula:

Numar leucocite dintr-o clasa x 100

Numarul total de leucocite numarate

Formula leucocitara reprezintd un indiciu deosebit de important cu privire la
starea de sdnatate a organismului animal, ea suferind modificari semnificative in
starile patologice produse de infectii bacteriene si de diverse disfunctii metabolice
provocate de influenta diferitilor factori externi sau interni asupra acestuia.
[258,260]

Valorile formulei leucocitare sunt prezentate in tabelul 75.
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Tabelul 75.

Formula leucocitara la sobolanii tratati cu extract de Ziziphus jujuba

Nr. Ht Formula leucocitara (%)
(%)
Neutrofile Euzenofile Bazofile Limfocite Monocite
M 44,55 = 28,63 + 2,01 £ 0,27 = 60 £ 0,43 2,14 £
0,17 0,70 0,07 0,08 0,16
L 38,11 £+ 25,57 + 4,38 + 0,27 £ 64,94 + 5,06 £
0,38 0,58 0,30 0,08 1,84 0,68

Prin studiul formulei leucocitare s-a observat cd administrarea extractului nu
influenteazad in mod negativ numarul componentilor formulei leucocitare, care se
mentin ?p domeniul valorilor normale conform literaturii de specialitate[260].

In concluzie, administrarea extractului de Ziziphus jujuba (la o concentratie
de 2 mL / kg corp) denotd o actiune generatoare de stres oxidativ relevant prin
valorile crescute ale MDA, prin scdderea cantitdtii de GSH si prin activitatile
enzimelor CAT si SOD si prezintd o afectare (asemanatoare actiunii unei substante
toxice) a tuturor enzimelor implicate in sistemul antioxidant de aparare.

Nu a fost influentatd in mod negativ activitatea functiei ficatului, relevatd
prin activitatile ce se incadreaza in valorile normale atdt ale ALAT, ASAT cat si ale
PA, ca indicatori ai functionarii si afectarii hepatocitelor, iar observatiile histologice
nu au relevat modificari semnificative la nivelul organelor studiate (ficat, rinichi,
splina).

11.4.4. Obtinerea si testarea unor formulari farmaceutice pe baza de
extracte din fructe de Ziziphus jujuba, respectiv din frunze
de Hydrangea paniculata

Extractele apoase au fost obtinute prin extractia la 4°C timp de 100 ore a
materialului vegetal in raport 9 g material vegetal: 90 ml apa. Dupa filtrarea si
concentrarea extractelor s-a determinat continutul de flavonoide:

e« 0,1982 mg rutind si 0, 0326 mg quercetina / mL pentru extract din
fructe de Ziziphus jujuba

¢ 0,2195 mg rutind si 0,30210mg quercetind / mL pentru extract din
frunze de Hydrangea paniculata.

Formularile farmaceutice au avut ca baza unguentul simplu (emulsie de tip
A/U): 10 g lanolind anhidra, 90 g vaselina alba si hidrogelul carbopol 940 1%: 1.0 g
carbopol, 12,0 g propilenglicol, 0,70 g trietanolamind si 100 g solutie conservanta
0.1% [261].

Extractele apoase au fost incorporate in preparate in proportiile: 1%, 2 %,
5% si 10 %. Formuldrile farmaceutice realizate au fost experimentate extern
respectdnd normele deontologice, la Clinica Universitara de Dermatologie Timigoara
pe un lot de 16 pacienti voluntari cu varste cuprinse intre 14 si 75 ani, avand
diverse afectiuni dermatologice. Toti pacientii au suportat bine tratamentul cu
unguent. Nu s-au inregistrat reactii adverse (tabelul 76 si tabelul 77).
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Tabelul 76. Rezultatele testdrii formularilor farmaceutice pa baza de extract de

Ziziphus jujuba
Tipul Rezuitate tratament
Subiect formulei Afectiunea

testate
M.A. 20 ani, A Pitiriazis rozat Gibert iritat Bine suportat, fara reactii
sex F adverse
G.R. 60 ani, B Eczematida Eruptia cedeaza in 10 zile
sex F fara reactii adverse
M.B. 21 ani, C Lichen plan cu eruptie pe Ameliorarea afectiunii
sex F maini
P.A. 14 ani, D Urticarie figurata Efect bun, fara reactii
sex F adverse
C.V. 60 ani, E Piodermita -membrul Bine suportat, fara reactii
sex M inferior stang adverse
P.C. 75 ani, F Celulita erizipelatoida- Eritemul si edemul cedeaza
sex F amba stanga Tn 10 zile
S.A. 75 ani G Dermatita eczematiforma Ameliorare locald dupa 2 zile
sex F
D.A. 50 ani, H Eruptie fotoalergica la maini | Ameliorare locala
sex F

Tabelul 77. Rezultatele testdrii formularilor farmaceutice pa baza de extract de
Hydrangea paniculata

Tipul
Subiect formulei Afectiunea Rezultate tratament
testate

M.P. 27 ani, sex A Perionixis Eritemul
M
P.A. 13 ani, sex B Prurigo suprainfectat Rezultate bune, unguentul
M a fost bine suportat
C.D. 22 ani, sex C Dermatita eczematiforma | Evolutie vaforabila
F amba
V.A. 40 ani, sex D Vasculartita vasculara Efect bun, fara reactii
F (gamba) adverse
C.L. 50 ani, sex E Urticarie figurata Efect bun, fara reactii
M adverse
G.C. 25 anj, sex F Celulita erizipelatoida- Eritemul si edemul cedeaza
F gamba stanga in 10 zile
0.M. 45 ani sex G Eruptie fotoalergica la Ameliorare locala
F maini
R.A. 50 ani, sex H Dermatitéa eczematiformd@ | Ameliorare locala dupa 2
F zZile

E -hidrogel cu 1 % extract
F -hidrogel cu 2 % extract
G -hidrogel cu S % extract
H -hidrogel cu 10 % extract

unde: A -unguent simplu cu 1 % extract
B - unguent simplu cu 2 % extract
C - unguent simplu cu 5 % extract
D - unguent simplu cu 10 % extract

Ca urmare a aplicatiilor locale s-a evidentiat o buna difuzibilitate epidermica
si ameliordri, chiar dupa cateva zile de la inceputul tratamentului. Acest lucru a
dovedit efectul antiinflamator al formularilor farmaceutice realizate si recomanda
continuarea cercetdrilor. Rezultatele cercetarilor au constituit obiectul unei lucrari
stiintifice [262].
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II.4.5. Aplicatii ale extractului de Ziziphus jujuba ca adaos in
hrana animalelor

Organismele animale, inclusiv Galinaceele au capacitatea de a metaboliza
compugii antioxidanti. Balanta dintre antioxidanti si pro-oxidanti din celule este
responsabilda pentru reglarea diferitelor cdi metabolice in vederea echilibrarii
sistemului imunitar, a greutdtii corporale, a dezvoltdrii si protectiei in cazul
conditiilor de stress, ce sunt asociate inclusiv cu productia de carne de pasare si oud
de consum [263].

Aceasta balanta poate fi regularizatd de antioxidantii dietari care includ
vitamina E, flavonoidele [2] si carotenoizii [264]. In vederea imbunatitirii acestei
balante nutritive, s-a incercat introducerea in apa de bdut, a unui extract apos din
fructe de Ziziphus jujuba ce contine compusi flavonoidici (0,6089 mg rutind/ mL
extract), precum si o serie de vitamine: vitamina A, vitamina B,, vitamina C;
aminoacizi, glucide, proteine, acizi grasi si p-caroten

Cercetarile au fost efectuate in colaborare cu disciplinele: Nutritie animala si
controlul sanitar-veterinar al furajelor, Morfologie, Biochimie, Radiologie si
Zootehnie generalda si ameliorarea animalelor din cadrul Facultdtii de Medicina
Veterinara a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara a Banatului
Timisoara.

Material si metoda

Testarea s-a efectuat in sistem intensiv de exploatare pe asternut
permanent pe 5 loturi de cate 11 gadini din rasa italiana, in varstd de 26 saptamani,
notate C (lotul control), respectiv E1-E4 (loturile experimentale).

Perioada experimentului a fost de 119 zile (17 saptamani).

Apa si nutreturile au fost administrate ,ad libitum”, iar colectarea oudlor s-a
facut in cuptoare tip ,capcand” Extractele au fost administrate in apa de baut. In
acest scop s-au realizat dilutii ale extractelor astfel incat continutul de rutina sa
varieze intre 15 si 75 mg rutind/L.

Experimentul a fost efectuat prin metoda grupelor pe 5 loturi de cate 11
gadini din rasa italiana. Loturile au fost evidentiate astfel:

- Lotul control (C);

- Lotul experimental 1 (E1), cdruia i s-a administrat extract de Ziziphus

jujuba cu un continut de 75 mg rutina/L apa de baut;

- Lotul experimental 2 (E2), caruia i s-a administrat extract de Ziziphus

Jjujuba cu un continut de 50 mg rutina/L apa de baut;

- Lotul experimental 3 (E3), cdruia i s-a administrat extract de Ziziphus

jujuba cu un continut de 30 mg rutina/L apa de baut) ;

- Lotul experimental 4 (E4), cdruia i s-a administrat extract de Ziziphus

jujuba cu un continut de 15 mg rutina/IL apa de baut.

Hranirea pasdrilor s-a facut cu nutret combinat reteta 2004P [265], reteta
specificd g3inilor oudtoare. Deoarece s-a dorit totodatd si o verificare a
metabolismului calciului si corelarea cu efectul antioxidant al extractelor, pe baza
datelor din literatura [266], loturile tratate au primit un furaj cu un continut de
calciu redus la jumatate fata de cel al lotului de control.
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La sfarsitul perioadei experimentale s-au determinat pentru fiecare lot :

* masa corporald a gdinilor in perioada experimentului si la sfarsitul
perioadei experimentale prin cantarire individuala

» starea de sanatate, prin observatii zilnice

= masa oudlor (albus, galbenus, coaja) prin metode clasice;

= parametrii chimici sanguini ai gdinilor; ca urmare a analizelor
efectuate pe probe de sange recoltate la sfarsitul perioadei
experimentale;

« consumul mediu zilnic de nutreturi [267];

= studiul functiei hepatice, ca urmare a recoltarii si examinarii ficatului
prelevat de la gainile sacrificate in urma experimentului (3 gaini/
lot)[268].

= examenul radiologic al membrelor inferioare; s-a realizat pe cate trei
probe din fiecare lot prin expunerea radiograficd a metapodiului si
acropodiului. Examenul radologic a fost efectuat cu ajutarul
apartului Réntgen cu incidenta 55 kVp, 6,5 mAs cu expunere
0,06 secunde si o placa DFF de 60 cm [268].

= Un alt indicator studiat a fost consumul mediu zilnic de nutreturi.

Au fost efectuate determinari privind starea de sanatate a gadinilor la
incheierea testdrii (parametrii biochimici sanguini, masa corporald), productivitatea
de oud (productivitatea saptamanala, productivitatea zilnica, productia de oud cu
coaja fisuratd, productia medie individuala de masa de ou, albug, galbenus, coaja),
precum si calitatea acestora (compozitia oului). S-a realizat de asemenea si studiul
functiei hepatice si examenul radiologic al membrelor inferioare la finalul testarii.

Determinarile au fost realizate prin metode uzuale [268], iar rezultatele au
fost prelucrate statistic prin metoda Student cu P = 95% [269].

Parametrii biochimici sanguini s-au determinat prin metode chimice, astfel:
determinarea proteinei serice s-a realizat prin metoda Weichselbaum; albumina
sericd prin metoda colorimetrica (A=637 nm); transaminazele ALAT si ASAT prin
metoda Reitman Frenkel; calciul seric s-a determinat prin metoda Elliot; fosforul
seric prin metoda fara deproteinizare, metoda colorimetricd (A=660nm) si fosfataza
alcalina serica a fost determinata prin metoda colorimetrica (A=504 nm) [267].

In vederea realizdrii calculelor statistice s-au considerat valorile
experimentale ca fiind sirul de valori x ;, X 3, X3, ........ Xn - §i astfel s-au calculat
urmatorii parametrii:

» Valoarea aritmetica %
- >
Z -

n

unde n - numarul de valori (de determinari)
» Varianta S%

SZ — Z(l: _Z)

N
n
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Eroarea de medie patraticd a mediei, Sm

Eroarea mijlocie a mediei, *+ Si'

Coeficient de variatie , CV (%)
ov (%) =2Z.100

X

= Interval de certitudine a mediei: + y-tSm

= Limita superioara a intervalului de certitudine al mediei: i'+ tSm

= Limita inferioara de certitudine al mediei: i’— tSm
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Rezultate si discutii:

Starea de sandtate a pasadrilor din loturile experimentale a fost buna pe
intreaga perioadd a experimentului, lucru dovedit prin rezultatele analizelor redate.
Rezultatele obtinute indica faptul ca extractele testate au influentat cresterea in

greutate a pasarilor, dar calitatea si productia de oud s-au

normale.

incadrat in limitele

a). Parametrii fiziologici ai pasarilor din loturile experimentale la

incheierea testirii.

- Parametrii biochimici sanguini sunt prezentati in tabelul 78.

Tabelul 78. Parametrii biochimici sanguini ai gainilor ia incheierea testarii

e b - o ra L

|c\‘rl;: Parametru biochimic u.m/ Lotul Valoarea Limite fiziologice
C 4,81
El 5,57

1. Proteina serica g/dl E2 5,21 52+0,3
E3 5,37
E4 5,20
C 2,21
El 1,98

2. Albumina serica g/dl E2 2,04 2,3+0,4
E3 2,15
E4 2,00
C 100,0
El 106,8

3. Transaminaza ALAT U/t E2 95,4 100,0 £ 60,0
E3 86,4
E4 100,0
C 12,35

. El 13,34

a. Tra";;’:}"aza U/t E2 13,98 12,0 + 8,0
E3 13,76
E4 13,76
C 24,19
El 19,86

5. Calcemia mg/dl E2 22,39 30,0 +5,0
E3 20,46
E4 20,46
C 53,70
El 54,60

6. Fosfataza alcalina u/100 mL E2 54,10 41,0 £30,0
E3 53,90
E4 54,10

Se observda ca parametrii biochimici se incadreazd in limitele fiziologice
normale.

-Masa corporala a gainilor din cele 5 loturi a fost determinata prin cantarire
individuala la inceputul si la sfarsitul perioadei experimentale.
Evolutia masei corporale a gadinilor pe loturi este redata in tabelele 79 si 80.
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Tabelul 79. Evolutia masei corporale a gdinilor in perioada experimentului - 17

saptamani.
Nr. Loturi
Crt. Denumire
(o El E2 E3 E4
1 Masa corporala
initiala 1450 1450 1450 £ 6 1450 + 7 1450+ S
X £ CV (%)
2. | Valoara medie 1450 1450 1450 1450 1450
initiala x (g)
3. Intervalul de
certitudine al mediei 1450 = 38 1450 + 35 1450 + 40 1450 + 47 1450+33
X £ tSm (g)
4, Masa corporala finald
x  Sx (q) 1730+ 6 1700 £ 6 1620 £ 6 1500 £ 7 1400 5
5. Valoarea medie
finald x (q) 1730 1700 1620 1500 1400
6. Interval de
certitudine al mediei 1730 £41 1700 + 44 1620 £ 41 1500 + 50 1400+ 34
X * tSm (g)
7. Diferenta 1-4 (g) 280 250 170 50 50
8. Diferenta 1-4 (%) 100 89,28 60,71 17,85 -17,85

Tabelul 80. Evolutia masei corporale medii a gainilor la sfarsitul perioadei

experimentale

Nr. Specificare Valoarea la sfarsitul experimentului
Crt.
1. Masa corporald medie a gainii (g) Lot C 1730
LotE1l 1700
Lot E2 1620
Lot E3 1500
Lot E4 1400
2. Valoarea medie x (g) 1590
3. Limita de sigurantd <+ tSm (g) + 172
4. Interval de certitudine al mediei 1590 + 172
x £ tSm (g)
5. Limita superioara 1762
X £ tSm (g)
6. Limita inferioara 1418
x - tSm (9)
7. Valori ce se exclud 1400
8. Eroarea mijlocie a mediei Sx (g) + 28
9. x * Sx (g) 1590 + 28
10. CV (%) 1,74

aceasta ar putea fi compensate in totalitate prin efectul benefic al principiilor

Daca se considera cregterea in greutate a lotului martor de 100 %, pentru
loturile tratate, greutatea scade progresiv, 89,28 -17,85, pana la negativa 17,85 %.
Acest lucru poate fi pus pe seama micsorarii constante de catre noi a continutului de
calciu din hran3d conform unor date din literatura cand s-a pornit de la ipoteza ca

antioxidante.
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- Starea de sandtate a loturilor de gaini s-a apreciat prin observatii zilnice.

Pe parcursul perioadei experimentului nu s-a inregistrat nici un caz de imbolnavire.

b). Productia de oua si calitatea acestora

Evolutia productiilor

tabelul 81.

de oud

Tabelul 81. Productia zilnicd de oud / lot in perioada experimentala

in perioada experimentului este redatd in

Sapt. Lot Luni Marti Miercuri Joi Vineri Sambata | Duminica Total
1. C 8 8 9 9 9 9 9 61
El 10 9 9 9 9 9 9 64

E2 8 10 11 9 8 8 8 62

E3 8 9 10 6 9 9 8 59

E4 10 9 9 6 8 8 9 59

2. C 10 8 9 9 8 8 9 61
El 8 9 8 11 9 9 9 63

E2 9 8 9 9 9 9 7 60

E3 6 9 9 8 8 9 10 59

E4 9 9 8 8 6 8 9 57

3. C 8 10 11 9 8 8 8 62
El 9 10 8 9 9 9 9 63

E2 10 8 8 9 8 9 8 60

E3 8 8 6 10 9 9 9 59

E4 9 8 8 8 8 8 8 57

4. C 9 9 9 10 8 8 9 62
El 9 9 7 11 9 9 9 63

E2 7 9 9 9 9 8 9 60

E3 6 9 9 8 8 8 9 57

E4 5 9 9 8 8 8 8 55

5. C 9 9 8 9 9 7 9 60
El 9 10 9 9 9 9 9 64

E2 8 7 9 9 9 9 9 60

E3 8 8 6 9 9 9 8 57

E4 8 5 9 9 8 8 8 55

6. C 9 9 8 10 9 9 9 63
El 8 8 10 9 9 9 9 62

E2 6 9 9 8 8 9 10 59

E3 8 5 10 8 9 9 8 57

E4 7 8 8 6 9 8 8 54

7. C 7 10 11 8 9 9 9 63
El 7 9 9 10 9 9 9 62

E2 7 9 9 10 8 8 8 59

E3 6 8 9 9 8 8 8 56

E4 7 8 8 5 9 8 8 53

8. C 8 8 9 9 10 11 10 65
El 8 9 9 10 8 8 9 61

E2 10 8 8 6 9 9 8 58

E3 6 8 7 9 8 7 7 52

E4 10 8 8 6 9 9 8 58

9. C 9 9 9 10 9 9 9 64
El 9 8 9 9 9 8 9 61
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Reprezentarea graficd a evolutiei productiei de oua pe lot este redata in figura 54.
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Figura 54. Productia de oua pentru cele cinci loturi experimentale

Productia de oua la cele 5 loturi de gaini pe perioada experimentului este redatd

in tabelele 82 si 83.

Tabelul 82. Productia de oua la cele S loturi experimentale pe perioada
experimentului.

Nr. Specificare Valoarea la sfarsitul experimentului
Crt.
1. Lot C 1073
. < Lot E1 1034
Productia zjt::ug;.la Lot E2 973
Lot E3 927
Lot E4 881
2. Valoarea medie  x (buc) 978
3. Limita de siguranta + 97
+ tSm (buc)
4. Intervalul de certitudine al mediei 978 £ 97
X £ tSm (buc)
5. Limita superioara 881
X - tSm (buc)
6. Valori ce se exclud -
7 Eroarea mijlocie a mediei *+ 16
+ Sx (buc)
8. CV (%) 1,63
9. X £ Sx 978 + 16
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Tabelul 83. Evolutia productiei procentuale de oud la cele cinci loturi experimentale

Nr. Specificare Valoarea la sfarsitul experimentului
Crt.
1. Productia de oua ( % ) Lot C 82,0
Lot E1 79,0
LotE2 74,3
lotE3 70,8
Lot E4 67,3
2. Valoarea medie 74,70
X (%)
3. Limita de siguranta + 7,40
EtSm (%)
4, Interval de certitudine al mediei 74,70 £ 7,40
X £ tSm (%)
5. Limita superioara 82,10
XEtSm (%)
6. Limita inferioara 67,30
X —-tSm (%)
7. Valori ce se exclud -
8. Eroarea mijlocie a mediei +1,19
Sx (%)
9, XxE SX (%) 1,59
10. CV(%) 74,70 £ 1,19

Productia zilnicd de oua pe perioada experimentald pentru cele 5 loturi de
gdini este redatd in tabelul 84.

Tabelul 84. Productia zilnica de oua

Specificare X x £ tSm X £ Sx CV(%)
Lot
C 9 9 £ 0,20 9 + 0,01 0,08
El 8,70 8,70 £ 0,20 8,70 + 0,01 0,09
E2 8,20 8,20 £ 0,20 8,20 £ 0,01 0,11
E3 7,80 7,80 + 0,20 7,80 £ 0,01 0,13
E4 7,40 7,40 £ 0,20 7,40 £ 0,01 0,14

Productia saptamanald de oua pe perioada experimentala la cele 5 loturi
experimentale este redata in tabelul 85.

Tabelul 85. Productia saptamanala de oud pe perioada experimentului

Specificare Lot C Lot E1 Lot E2 Lot E3 Lot E4

x (buc) 63,10 60,80 57,20 54,40 51,80

£ tSm (buc) £ 0,90 + 1,20 £ 1,60 + 1,70 + 2,00

x £ tSm 63,10 £ 60,80 + 1,20 57,20+1,60 54,50 £ 1,70 | 51,80 %
0,90 2,00

X + tSm 64,0 62,0 58,80 56,20 53,80

X - tSm 62,2 59,60 55,60 52,50 49,80

+ Sx + 0,10 + 0,10 + 0,20 + 0,20 + 0,20

X £ Sx 63,10 £ 10 60,80 £ 0,10 57,20+0,20 54,50+ 0,20 51,80 =

0,20
CV (%) 0,16 0,21 0,31 0,35 0,45
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Productia de oud pentru cele 5 loturi experimentale scade, scaderi care nu
sunt foarte semnificative, ele putand fi corelate cu scaderea greutatii, scadere care
se incadreaza totusi in variatiile normale. De asemenea o explicatie este si faptul ca
intretinerea pasarilor s-a facut liber, in padocuri, pe loturi si doar cuibarele au fost
amplasate in cadrul unui mic adapost.

Productia procentuald de oud cu coaja fisurata de la cele 5 loturi de gaini
este redata in tabelu! 86.

Tabelul 86. Productia de ouad cu coaja fisurata

Nr. Specificare Valoarea la sfarsitul experimentului
Crt.
1. Productiade oua cu coaja fisurata Lot C 5,80
(%) LotE1 6,80
Lot E2 7,90
LotE3 12,1
Lot E4 19,5
2. Valoarea medie 10,32
x (%)
3. Limita de siguranta +7,13
+tSm (%)
4, Interval de certitudine al mediei 10,32 + 7,13
X £ tSm (%)
S. Limita superioara 17,45 °
x £ tSm (% )
6. Limita inferioara 3,19
X -tSm (%)
7. Valori ce se exclud -
8. Eroarea mijlocie a mediei + 1,14
Sx (% )
9. Xxx Sx (%) 11,08
10. CV (%) 10,32 £ 1,14

Reprezentarea grafica a productiei de oua cu coaja fisurata este redata in figura
55.

20 -
15
Productia de
oua cu coaja 10+
fisurata (%) /
5
0
C E1 E2 E3 E4
Lotul

8 5.8 Lotul C m 6.8 Lotul E1 0 7.9 Lotul E2 0 12.1 Lotul E3 @ 19.5 Lotul E4

Figura 55. Productia de oud cu coaja fisurata pentru cele 5 loturi experimentale.
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momentul recoltarii oudlor.

Productia de oua cu coaja fisuratd prezinta o crestere, fapt care nu poate fi
interpretat riguros, deoarece nu am avut siguranta unui control permanent in

Masa oudlor si a componentelor sale sunt redate in tabelul 87.

Tabelul 87. Productia medie individuala de masa- ou si structura oualor la loturile

experimentale.

Nr. Indicatorul Lotul Masa medie (g) % raportat la
crt. lotul C
1. Masa oului (g) C 64,30 £+ 0,53 100,00
El 61,20 £ 0,21 95,17
E2 60,30 £ 0,32 93,77
E3 54,60 = 0,09 84,91
E4 50,20 + 0,45 78,07
2. Productia de oua (g/zi) C 52,72 £ 0,43 100,00
El 48,34 + 0,05 91,69
E2 44,80 £ 0,19 84,97
E3 38,65 £ 0,23 73,31
E4 33,78 £ 0,35 63,88
3. Masa albusului (g) C 39,34 +£ 0,29 100,00
El 38,23 £ 0,39 97,17
E2 37,64 £ 0,16 95,67
E3 34,02 = 0,05 86,47
E4 31,03 £ 0,32 78,87
4. Masa galbenusului (g) C 18,68 * 0,15 100,00
El 15,89 + 0,08 89,87
E2 15,83 + 0,06 89,53
E3 14,13 = 0,07 79,92
E4 13,19 + 0,12 74,60
5. Masa coji (g) C 7,28 £ 0,12 100,00
El 7,08 £ 0,06 97,25
E2 6,83 = 0,09 93,81
E3 6,45 = 0,15 88,59
E4 5,98 + 0,25 82,14

sunt redate in tabelul 88.

Calculele statistice in cazul determindrii masei oului la loturile experimentale
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Tabelul 88. Variatia masei oului fa loturile experimentale

Nr. Specificarea Valoarea la sfargitul experimentului
Crt.
1. Masa oului (g) Lot C 64,30
Lot E1 61,20
Lot E2 60,30
Lot E3 54,60
Lot E4 50,20
2. Valoarea medie x (g) 58,10
3. Limita de siguranta + 7,00
+ tSm (g)
4. Intervalul de certitudine al mediei 58,10 + 7,00
+ tSm (g)
5. Limita superioara 65,10
X + tSm (g)
6. Limita inferioara 51,10
X - tSm (g)
7. Valori ce se exclud 50,20
8. Eroare mijlocie a mediei +1,12
+ sx (g)
9. CV (%)
10. X £ Sx 58,10 + 1,12

Compozitia oului la cele 5 loturi experimentale este redata in tabelul 89.

Tabelul 89. Compozitia oualor la loturile experimentale

Nr.crt. Specificare/unitate Albus Galbenus Coaja
1. Masa (g) Lot C 39,34 17,68 7,28
Lot E1 38,23 15,89 7,08
Lot E2 37,64 15,83 6,83
Lot E3 34,02 14,13 6,45
Lot E4 31,03 13,19 5,98
2. Valoarea medie x (g) 35,06 15,34 6,72
3. Limita de siguranta + 4,51 + 2,17 + 0,65
% tSm (9)
4. Interval de certitudine 35,06 = 4,51 15,34 £ 2,17 6,72 + 0,65
x £ tSm (g)
5. Limita superioara 39,57 17,51 7,37
x + tSm (qg)
6. Limita inferioara 30,55 13,17 6,07
x - tSm (q)
7. Valori ce se exclud - 17,68 5,98
8. Eroarea mijlocie a mediei + 0,72 + 0,34 + 0,10
* x (9)
9. X + sx (q) 35,06 £ 0,72 15,34 £ 0,34 6,72 £ 0,10
10. CV (%) 2,06 2,26 1,54

Reprezentarea grafica a variatiei masei si compozitiei oudlor la cele 5 loturi
experimentale la sfarsitul perioadei experimentale arata cd daca pentru lotul tratat
cu 75 mg/L apad baut sunt foarte apropiate de cele ale lotului martor, pe masura
scaderii cantitatii de rutind, valorile sunt mult mai mici (figura 56).
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Figura 56. Compozitia oualor la loturile experimentale

Consumul mediu zilnic de nutreturi s-a stabilit prin diferenta intre cantitatile
administrate si resturile colectate zilnic din hranitoare. Consumul mediu zilnic de
furaje/ lot la cele 5 loturi experimentale este redat in tabelul 90.

Tabelul 90. Consumul total mediu zilnic de furaje / lot

Nr. | Specificarea Valoarea
crt.
1. Consumul total mediu zilnic de furaj Lot C 1524
(g /zi / lot) Lot E1 1560
Lot E2 1572
Lot E3 1620
Lot E4 1680
2. Consumul total mediu zilnic raportat la lotul C | Lot C 100
(%) Lot E1 102,36
Lot E2 103,14
Lot E3 106,29
Lot E4 110,23
3. Valoarea medie x (g zi / lot) 1591,20
4, Limita de siguranta + 75,20
+ tSm (g/zi/lot)
5. Intervalul de certitudine al mediei 1591 £ 75,20
x £ tSm ( y/zi/lot)
6. Limita superioara 1666,40
X + tSm (g /zi / lot)
7. Limita inferioara 1516,00
X - tSm ( g/zi/lot)
8. Valori ce se exclud 1680,00
9. Eroarea mijlocie a mediei + Sx + 12,10
10. [ CV (%) 0,76
11. | x £ Sx 1591,2 + 12,10 ( g/zi/lot)
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Reprezentarea grafica a consumului mediu zilnic de furaj (g/zi /lot ) este redata
in figura 57.
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Figura 57. Consumutl total mediu zilnic de furaj ( g/zi/lot )

Consumul mediu de furaj a fost mai mare pentru lotul E4. O posibila
explicatie ar fi continutul de rutind mai mic, administrat in apd si care poate ar
influenta apetitul. Timpul limitat al experimentului, determinat si de timpul scazut
de viatd al Galinaceelor, nu permite explicatii sigure. S-ar impune ca acest tip de
experimente sa fie realizat pe 2-3 generatii de pasari.

c). Studiul functiei hepatice

In vederea stabilirii masurii in care diferite concentratii de principii active din
extractul de Ziziphus jujuba, utilizat in apa de baut a pdasarilor a influentat functia
hepaticd s-a determinat aspectul macroscopic si masa ficatului de la cite trei gdini
din fiecare lot.

Aspectul macroscopic al ficatului a fost normal la toate probele examinate cu
exceptia lotului E4 la care s-a constat o crestere a ficatului cu 11,3 % comparativ
cu lotul C.

d). Examenul radiologic al membrelor inferioare

La examenul radiologic efectuat pe cate patru probe de metapodiu +
anapodiu/ lot din membrele inferioare ale pasarilor au rezultat urmatoarele: aspect
radiografic normal, regiunea metacarpiana + falange cu oscificare in limite
fiziologice, compacta osoasa bine conturatd (1-5 mm) cu zona de proiectie a
tendoanelor fara modificdri.

In concluzie probele luate in studiu au aspecte radiografice normale care se
incadreaza in tipologia radiografica a regiunii la pdsari. Nu exista diferente sesizabile
radiografic in ceea ce priveste componentele osoase si tesuturi moi, existente in
probe.
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Rezultatele testarii extractului de Ziziphus jujuba, ca adaos in apa de baut a
pasarilor permit urmatoarele concluzii:

e Parametrii biochimici sanguini s-au incadrat in limitele fiziologice normale;

e Starea de sanatate a gainilor s-a mentinut corespunzatoare, ceea ce s-a
reflectat in rezultatele observatiilor zilnice. Pe perioada experimentului nu
s-a inregistrat nici un caz de imbolnavire;

e Observatiile histologice la nivelul ficatului, nu au relevat modificari
semnificative ; cu exceptia lotului E4 la care s-a constatat o crestere a
ficatului cu 11,3 % comparativ cu lotul C.

e Productia procentuald de ouad este apropiata de valorile lotului contro! 79,0
+70,8 in cazul loturilor E1, E2, si E3, si mai mica in cazul lotului E4, datorita
poate si continutului mai redus de rutina din extract;

e Structura ouadlor (albus, galbenus, coaja) si masa acestora au avut valori
apropiate pentru loturile experimentale si lotul control.

Rezultatele cercetdrii constituie obiectul unei lucrari stiintifice publicate [270].
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* Varietdtile genului Ziziphus (Rhamnaceae), Ziziphus jujuba si Ziziphus
lotus, desi originare din China, Africa si America de Nord, in tara noastra sunt
raspandite indeosebi in Dobrogea si in unele parcuri botanice din zona centrala si de
vest a tarii. Cunoscute in Romania sub numele de “curmalul chinezesc” sau “maslin
dobrogean”, au fost studiate in tarile de origine din punct de vedere al aplicabilitatii
lor in medicinad si farmaceutica, dar foarte putin din punct de vedere al compozitiei
lor in principii active. Desi unele studii indica doar prezenta flavonoidelor in fructele,
respectiv frunzele acestor specii, in lucrare ne-am propus studiul detaliat al
principiilor active din aceste specii, precum si posibilitatea gasirii pentru extractele
vegetale respective a unor aplicatii.

Varietdtile genului Hydrangea (Hydrangeaceae), Hydrangea paniculata si
Hydrangea aspera, originare din Asia Centrala si de Est, cunoscute in tara noastra
sub numele de “hortensia” sunt utilizate in medicind si cosmetica datorita
de principii active din frunzele acestor specii.

= Avand ca baza aspectele teoretice cuprinse in prima parte de consideratii
generale a tezei, contributiile proprii au fost realizate pe materialul vegetal recoltat
in anii 2003, 2004 si 2005 din flora Gradinii Botanice Macea din partea de vest a
tarii, localitatea Macea, judetul Arad.

= Principalii constituenti identificati in frunzele de Hydrangea paniculata sunt:
quercetina, rutina si luteolina; in frunzele de Hydrangea aspera: quercetina, rutina
si luteolina; in frunzele de Ziziphus jujuba, respectiv Ziziphus lotus, rutina; si in
fructele de Ziziphus jujuba, respectiv Ziziphus lotus, kaemferolul, miricetina si
rutina.

= Prima etapa a studiului a constat in extractia flavonoidelor din materialul
vegetal, prin mai multe metode de extractie si anume, extractia statica
(macerarea), extractia cu solventi la reflux si extractia multipla (Soxhlet).

In cazul extractiei statice cu apa a flavonoidelor din materialul vegetal,
continutul de principii a fost scazut, datoritd faptului ca flavonoidele sunt foarte
putin solubile in apa, in cazul extractiei alcoolice, rezultatele au fost comparabile.

Astfel, in cazul extractiei prin macerare alcoolica a flavonoidelor,

randamentele cele mai bune s-au obtinut in cazul folosirii ca solvent a alcoolului
metilic 94 %, iar conditiile cele mai optime pentru extractie au fost temperatura de
4°C si timpul de extractie de 100 ore. In cazul extractiei la reflux s-a evidentiat
faptul ca alcoolul metilic 94% este solventul cel mai potrivit pentru extractia
glicozidelor flavonoidelor, cum este rutina, iar alcoolul etilic 94% este solventul
potrivit pentru extractia kaemferolului si luteolinei.
In cazul obtinerii extractelor alcoolice prin procedeul extractiei multiple- Soxhlet,
alcoolul metilic 94 % este cel mai bun solvent pentru extractia flavonoidelor, iar
solventul folosit pentru indepéartarea compusilor lipofili, cel mai eficient este eterul
de petrol.

Identificarea resturilor de agliconi, in cazul extractelor cu un continut ridicat
de principii active s-a realizat prin hidroliza acida a extractelor, utilizdnd ca solvent;i
alcool metilic 94 % si HCl 25 % si un timp de extractie de 30 minute.

In urma rezultatelor obtinute am stabilit ca solventul cel mai potrivit pentru
extractia flavonoidelor este alcoolul metilic 94%, iar conditiile de extractie cele mai
avantajoase sunt temperatura de 4°C si timpul de extractie de 100 ore.
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* A doua etapa a studiului a constat in purificarea extractelor si studiul
posibilitdtilor de aplicarea in diverse domenii.

Deoarece in cazul extractelor alcoolice din frunze de Hydrangea
paniculata s-a evidentiat prezenta clorofilei (Amax = 640 nm) si a carotenilor (Amax =
420 nm), s-a incercat retinerea acestora pe diverse faze stationare: silicagel 60,
alumind activata si Sephadex LH-20, utilizdnd ca fazd mobild metanolul.

Rezultatele cele mai bune de separare s-au obtinut utlizdnd ca faza
stationara Sephadex LH-20, cand continutul de principii active separate a fost cel
mai mare. Aceasi faza stationara s-a utilizat si pentru purificarea unui extract din
funze de Hydrangea aspera si a unui extract din fructe de Ziziphus jujuba.

S-a incercat si o separare a flavonoidelor prin flash cromatografie, utilizdnd
coloana ISOLUTE Flash Si II conditionatd cu metanol, cdnd rezultatele au fost
apropiate cu cele obtinute prin cromatografia pe coloana, aceasta fiind si o metoda
de verificare a eficientei coloanei utilizate pentru separarea pe coloand a
flavonoidelor din extracte.

= Prezenta flavonoidelor la cele doud specii a fost studiata atdt sub aspect
calitativ, prin reactii de culoare, spectroscopie IR, cromatografie in strat subtire, cat
si sub aspect cantitativ metoda spectrofotometrica si cromatografia de lichide de
inalta performanta.

Reactiile de culoare au idicat prezenta principalelor clase de flavonoide in
extracte.

Spectroscopia IR a evidentiat vibratii de valentd vc- o prin benzi cuprinse
intre 1630 - 1665 cm™, benazi tipice sheletului flavonoidelor; vibratii de valent3 v c. o
prin benzi cuprinse intre 1000-1350 cm™' si vibratii de deformare in plan, & c.4 prin
benzi cuprinse intre 600 - 980 cm™ .

Cromatografia in strat subtire a permis identificarea flavonoidelor sub forma
de unu, doud sau trei spoturi violete pe fond alb, prezentdnd R;-uri crescdtoare in
functie de numarul de substituenti. Astfel, quercetina, rutina si luteolina s-au
identificat in extractele din frunze de Hydrangea paniculata, iar flavonoidele rutina,
kaemferolul si miricetina s-au identifcat in extractul din fructe de Ziziphus jujuba.

Cromatografia de lichide de finaltd performanta cuplatd cu un
spectrofotometru UV-VIS a permis concomitent cu separarea si identificarea
componentilor si determinarea concentratiei fiecarui flavonoid prezent in fractiune.
Astfel in extractele de Hydrangea paniculata, a fost identificatad rutina si quercetina
atat in extractele propriu-zise cat si in cele purificate, iar in cazul extractelor de
Ziziphus jujuba, au fost identificate aldturi de rutina si flavonoidele miricetind si
kaemferol.

Sub aspectul cantitativ, continutul de flavonoide a fost determinat pentru
materialul vegetal colectat in anii 2003, 2004 si 2005. Continutul de flavonoide a
variat si in functie de conditiile climatice a aniilor de colectare a materialului vegetal.
Continutul de flavonoide a variat intre valorile 2,226- 2,634 (% rutind), pentru
frunze de Ziziphus, intre 0,168 - 0,374 (% rutind) pentru fructe de Ziziphus; intre
1,752 - 2,278 (% rutind) pentru frunze de Hydrangea paniculata; intre 0,448 -
2,363 (% rutind) pentru frunze de Hydrangea aspera.

in cazul speciei Ziziphus, atat pentru frunze cat si pentru fructe de Ziziphus
jujuba, cat si pentru frunze de Ziziphus lotus, continutul de flavonoide este mediu
pentru materialul vegetal din anul 2003, este mult mai mare pentru cel din anul
2004, an cu cea mai mare temperaturd medie anuald (19,4 °C), iar in anul 2005,
continutul de flavonoide este redus la jumatate. Pentru fructe de Ziziphus jujuba,
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continutul de flavonoide cel mai ridicat este in materialul vegetal din anul 2004, cel
mai mic fiind la cel din anul 2003.

In cazut speciei Hydrangea, continutul cel mai mare de flavonoide se
gaseste in frunzele de Hydrangea aspera din anul 2005 si Hydrangea paniculata din
anul 2004, iar continutul cel mai mic de flavonoide se gdseste in frunzele de
Hydrangea aspera din anii 2003 si 2004.

Variatia continutului de flavonoide din materialul vegetal s-ar putea explica
si prin conditiile climatice diferite ale anilor respectivi de colectare a materialului
vegetal (temperatura, precipitatii).

* Polifenolii de tip pirocatechina din frunze si fructe de Ziziphus jujuba si
Ziziphus Iotus si din frunzele de Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera au fost
evidentiati prin cromatografie in strat subtire, respectiv au fost dozati cantitativ.

Cercetarile realizate indicda un continut mare de polifenoli de tip
pirocatechina in jur de 8- 13,0 %, in frunze de Ziziphus jujuba din 2004 si frunze
de Ziziphus lotus 2004. Continutul cel mai mare de polifenoli de tip pirocatechina a
fost determinat in fructe de Ziziphus jujuba din anul 2003 si fructe de Ziziphus
Jjujuba din 2004, iar continutul de polifenoli cel mai scazut s-a identificat in
materialul vegetal din anul 2005, an in care temperatura media anuala a fost mai
scazutd si cantitatea totald de precipitatii a fost mai ridicata.

Rezultatele analizei cantitative in cazul varietatilor genului Hydrangea, indica
faptul ca un continut ridicat de polifenoli prezinta frunzele de Hydrangea paniculata
din 2003 si Hydrangea paniculata din 2004, pe cénd in cazul speciei Hydrangea
aspera, continutul cel mai mare de polifenoli este in materialul vegetal din 2004 si
cel mai mic in cel din 2003.

= Prezenta antocianidinelor in varietdtile genurilor Ziziphus si Hydrangea
a fost studiata atat sub aspect calitativ cat si sub aspect cantitativ.

Analiza cantitativa a evidentiat, cantitatea de antocianidine exprimata ca mg
cianidind / 100 g material vegetal astfel:

- intre 30 - 70 mg pentru frunze de Ziziphus jujuba

- intre 14 - 20 mg pentru fructe de Ziziphus jujuba

- intre 65 - 67 mg pentru frunze de Ziziphus lotus

- intre 24 - 36 mg pentru fructe de Ziziphus lotus

Continutul de antocianidine din frunzele speciei Ziziphus jujuba a fost
scazut pentru materialul vegetal din anul 2004 si aproape dublu pentru materialul
vegetal din anul 2005, iar in cazul speciei de Ziziphus lotus, continutul de
antocianidine a fost aproape acelasi. Pentru fructele speciei Ziziphus continutul de
antocianidine a fost mai mare pentru materialul vegetal din anul 2005 fata de cel din
anul 2004.

In cazul speciei Hydrangea, continutul de antocianidine a fost mai mare
pentru materialul din anul 2005, fata de materialul vegetal recoltat in anul 2004.

Analiza calitativa a compusilor antocianici in extractele vegetale studiate,
realizata prin cromatografie in strat subtire a evidentiat prezenta cianidinei atat in
extractele de Hydrangea cat si in extractele de Ziziphus.

= Continutul de taninuri din frunzele speciei Ziziphus si Hydrangea variaza
in functie de anul recoltarii materialului vegetal, materialul vegetal recoltat in anul
2004 prezentdnd un % mai mare de taninuri fatd de materialul vegetal recoltat in
anul 2005.

Analiza calitativda a taninurilor s-a realizat prin reactii de culoare si
precipitare- reactii de identificare a taninurilor, si prin cromatografie in strat subtire.

Reactiile de identificare a taninurilor au permis punerea in evidenta a
taninurilor numai in frunzele de Hydrangea si frunzele de Ziziphus, in schimb
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cromatografia in strat subtire a permis identificarea pirogalolului in frunzele de
Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus, precum si in frunzele de Hydrangea paniculata si
Hydrangea aspera.
Cantitatea de taninuri exprimata ca taninuri % ( g taninuri / 100 g material
vegetal) variaza astfel:
= intre 3 -5 %, pentru frunze de Ziziphus jujuba
= intre 3 -4 %, pentru frunze de Ziziphus lotus
= intre 3 - 4 %, pentru frunze de Hydrangea paniculata
= intre 2- 4 %, pentru frunze de Hydrangea aspera

» Unul dintre obiectivele pricipale ale lucrarii a fost studiul posibilitatilor de
folosire a extractelor ca antioxidanti pentru uleiurile vegetale. Pentru aceasta s-a
determinat activitatea antioxidantd prin douda metode: metoda cu permanganat de
potasiu si metoda DPPH.

Analizadnd rezultatele obtinute se observa ca timpul de decolorare cel mai
scurt, adica capacitatea antioxidanta cea mai mare o prezintd extractele din frunze
de Ziziphus. In cazul speciei Ziziphus jujuba, extractele din frunze au activitate
antioxidanta mai ridicata decét cele din fructe.

Reprezentand comparativ activitatea antioxidanta a extractelor studiate se
poate concluziona ca extractele din frunze de Ziziphus lotus avand cel mai mic timp
de decolorare au o capacitate antioxidanta mare si in acelasi timp caracteristici
antioxidante apropiate fata de cele din frunze de Ziziphus jujuba. In schimb
activitatea antioxidanta a extractelor din frunze de Hydrangea este mai mic3
comparativ cu extractele din frunze de Ziziphus, si mult mai ridicatd fatd de
extractele din fructe de Ziziphus, care prezinta cel mai mare timp de decolorare a
solutiei de permanganat de potasiu, deci capacitate antioxidanta mica.

In cazul extractelor din frunze de Ziziphus jujuba si Ziziphus Iotus,
capacitatea antioxidanta este comparabila cu solutia de acid ascorbic 1%, dilutie
1:4, iar pentru extractele din fructe de Ziziphus jujuba si Ziziphus lotus, ca si pentru
cele din frunze de Hydrangea paniculata si Hydrangea aspera, capacitatea
antioxidanta a extractelor este comparabild cu solutia de acid ascorbic 1%, dilutie
1:6.

in cazul determindrii activitétii antioxidante prin metoda spectrofotometrica
bazata tot pe reactia de reducere a permanganatului de potasiu, urmarind
decolorarea in timp a solutiei de permanganat, cdnd determinarea activitatii
antioxidante s-a urmarit in zilele 1,2, 4, 8, 12, 18, 24, 32 si 40 de la obtinerea
extractului, rezultatele au evidentiat faptul ca extractul din frunze de Ziziphus jujuba
are o capacitate antioxidantd mai mare decat extractul din frunze de Hydrangea
paniculata.

In cazul deteminarii activitatii antioxidante prin metoda cu DPPH, se poate
observa c3d, cea mai mare capacitate antioxidanta apare in cazul extractelor
obtinute din materialul vegetal din anul 2004, si anume activitatea antioxidanta cea
mai mare o are extractul din frunze de Hydrangea paniculata, activitate antioxidanta
aproape identica cu cea a standardului de rutina. Activitatea extractelor din frunze
de Hydrangea paniculata 2005, Hydrangea aspera 2005 este la fel de mare ca si cea
a solutiei de acid ascorbic 1 mg/mL.

= Pe baza continutului de principii active si a activitatii antioxidante a
extractelor de Ziziphus jujuba si Hydrangea paniculata, s-a studiat: posibilitatea
folosirii extractelor ca antioxidanti pentru uleiurile vegetale, capacitatea antioxidanta
a flavonoidelor din extractele din frunze de Hydrangea paniculata si din fructe de
Ziziphus jujuba la nivel celular, efectul acestora asupra unor parametri biochimici si
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asupra activitatii unor enzime la sobolani precum si aplicatii ale acestora ca adaos in
hrana animalelor.

= In cazul folosirii extractelor din frunze de Hydrangea paniculata si din fructe
de Ziziphus jujuba ca antioxidanti pentru uleiurile vegetale s-a studiat efectul
antioxidant al extractelor comparativ cu antioxidanti reprezentati de flavonoide pure
si unii antioxidanti folositi curent in industrie: acidul ascorbic si acidul galic. S-a
lucrat in conditii diferite: temperatura de 25 °C, lumina si intuneric si cu ulei supus
tratamentului termic la 98 °C. S-a lucrat in paralel cu standarde si cu extracte
urmarind variatia indicelui de peroxid timp de 50 de zile.

Standardele de flavonoide prezinta o ugoara activitate prooxidativa in
primele 10 zile de analiza, dupa care activitatea antioxidanta este remarcabila. In
ceea ce priveste produsul de sinteza, acidul galic, acesta, la o concentratie molara
de ~ 1,76 ori mai mare decat a flavonoidelor are o activitate antioxidanta mai mare
dar cu toate acestea inferioara celei a rutinei.

Din analiza rezultatelor obtinute se evidentiaza faptul ca:

- extractele de Ziziphus si Hydrangea prezinta activitate antioxidanta,
activitate de protectie impotriva oxidarii uleiului in conditii de pastrare a acestuia la
25°C la lumina pe o perioada de 30 zile, dupa care efectul protector scade (indicele
de peroxid creste).

- activitatea antioxidanta cea mai mare a avut-o extractul din frunze de
Hydrangea paniculata; cele mai modeste rezultate s-au obtinut pentru extractul din
frunze de Hydrangea aspera.

Se poate observa ca activitatea antioxidanta a extractelor este
independenta de familie, specie sau parte anatomica, dar creste odatd cu cregterea
continutului total de flavonoide din extract. In ceea ce priveste continutul de rutina
din extract, acesta influenteaza in acelasi mod activitatea oxidanta cu exceptia
extractului din frunze de Hydrangea paniculata, a carui activitate antioxidantd nu
poate fi corelata si cu continutul de rutina, ci doar cu cel de flavonoide totale.

Compararea valorilor absolute ale indicilor de peroxid pentru uleiurile tratate
cu extracte din cele doua specii de Angiosperme si cele tratate cu compusi
flavonoidici standard, respectiv cu un antioxidant de sintezd sunt comparabile in
anumite limite. Este evident faptul ca si in cazul etaloanelor, respectiv a
antioxidantului sintetic, dupa 30 de zile indicele de peroxid creste brusc.

S-a urmarit evolutia acelorasi parametri in timp si pentru probele de ulei
tratate cu adaos de extracte din frunze de Ziziphus jujuba, Ziziphus Iotus,
Hydrangea paniculata, Hydrangea aspera si din fructe de Ziziphus jujuba, respectiv
Ziziphus lotus. Se observa: o prima perioada in jur de 6 ore in care indicele de
peroxid creste relativ incet pentru toate probele ca si pentru martor. In cazul
extractelor, in aceasta perioada indicele de peroxid inregistreaza o crestere de
numai 2 pana la maximum 3 ori fata de valoarea acestuia pentru martor. Urmeazd o
a doua perioada de 1-3 ore in care indicele de peroxid creste chiar de pana la 4 ori
fara ca dupa aceasta sa existe pentru toate probele un interval clar in care sa
ramana relativ constant pana la o viitoare reluare a procesului.

Extractele din frunze de Ziziphus jujuba si din fructe de Ziziphus lotus au
demonstrat in acest caz, cea mai buna actiune protectoare, valorile indicelui de
peroxid fiind sub valorile pentru proba martor.

Dacd se urmareste evolutia in timp a valorilor indicilor de peroxid in cazul
uleiului tratat cu extracte din specia Ziziphus jujuba, se observa ca extractul din
frunze are o capacitate antioxidanta mai mare comparativ cu extractul din fructe de
Ziziphus lotus.
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Ca si in cazul uleiului pastrat la rece, in cazul uleiului prelucrat termic se
respectd cresterea activitatii antioxidante odatd cu cresterea continutului de
flavonoide si de rutina in extract.

In cazul determinarii indicelui de peroxid a uleiului cu adaos de antioxidanti
naturali si sintetici expus la aer (lumina si intuneric) pe o perioada de 50 zile, pentru
toate tipurile de probe indicele de peroxid variaza crescator. Adaosul de antioxidanti
sintetici- standarde de flavonoide, quercetind, respectiv rutind isi face simtitd
actiunea antioxidanta, indicele de peroxid depasind valoarea 10 abia dupd 30 zile in
cazul uleiului cu adaos de quercetind, respectiv dupd 40 zile in cazul uleiului cu
adaos de rutind. Efectul antioxidantilor naturali (extracte vegetale) este pozitiv in
cazul probelor cu adaos de extract etanolic, insa in cazul probelor cu adaos de
extracte apoase, indicele de peroxid inregistreaza scdderi bruste in zilele 15,
respectiv 35.

In cazul probelor pastrate la intuneric se observa variatii crescatoare si
descrescatoare ale valorii indicilor de peroxid. Efectul pozitiv al adaosului de extract
alcoolic din fructe de Ziziphus jujuba este mult mai mare fata de efectul adaosului
de extracte apoase din fructe, respectiv frunze de Ziziphus jujuba. Adaosul
extractelor apoase de Ziziphus jujuba are un efect mai bun in probele pastrate la
intuneric fatd de probele expuse la lumina.

Aceste variatii periodice, crescatoare si descrescatoare a indicelui de peroxid
pentru toate uleiurile se datoreaza mecanismului radicalic al oxidarii ca si
continutului de acizi grasi nesaturati al acestora. Produsii primari, hidroperoxizii si
peroxizii izomeri sufera transformari rapide in produsi secundari si tertiari ai
procesului, iar prin structura lor, acestia pot fi generatori de noi radicali si procesul
oxidarii radicalice se reia pentru compusii cu moleculd mai mica.

In cadrul studiului activitatii antioxidante a extractelor pe uleiurile vegetale
s-a realizat si o modelare matematica statisticd a variatiei indicelui de peroxid
pentru uleiul de floarea soarelui tratat cu antioxidanti naturali si sintetici

Modelarea matematic3 statistica s-a realizat pentru:

- uleiul alimentar tratat cu antioxidanti naturali si sintetici, expus la aer (lumina si
intuneric) pe o perioada de 50 zile,
- uleiul de floarea soarelui prelucrat la 98°C pe un interval de timp de 12 ore.

Valorile indicatorilor de adecvantda sunt satisfacatoare, fapt ce denota
corelari apreciabile in cazul regresiei multiple. Parametrii de corelare calculati fiecare
pe baza celuilalt argumenteaza o capacitate de predictie foarte bunda a modelului
matematic.

Rezultatele experimentale au dovedit ca in functie de conditiile de pastrare
stabilitatea uleiului la autooxidare creste in ordinea: expunere la lumind < pastrare
la intuneric. Antioxidantii folositi au redus gradul de oxidare al uleiurilor, lucru
sesizat din valorile mai mici ale indicilor de peroxid.

Valorile coeficientilor de adecvanta indicd o bunad corelare pentru
antioxidantii sintetici cat si pentru cei naturali. Analiza corelativa realizatd pe baza
ecuatiilor aratd cd intre variatia indicilor de peroxid pentru uleiul de floarea soarelui
netratat si cel tratat cu antioxidanti studiati in timp exista corelari apreciabile, in
special pentru probele tratate cu extracte vegetale.

= S-a urmdrit testarea extractelor brute etanolice si a fiecdrui flavonoid din
punct de vedere al prevenirii si/sau atenuarii stresului oxidativ la nivel celular
(leucocitele din sangele sanatos), precum si determinarea efectului antioxidant al
pretratamentului leucocitelor umane cu flavonoide.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca toate flavonoidele luate in
studiu au prezentat o activitate antioxidantd semnificativa, unele dintre ele

BUPT



208 Concluzii

(luteolina si miricetina) desi in concentratii mici (0.07%, respectiv 0.15%) reduc la
jumatate deteriorarile pricinuite de radicalii liberi la nivel celular.

Se poate concluziona cd, fiecare flavonoid are o capacitate antioxidantda mai
mare cand actioneazd singur, decdt atunci cdnd el actioneaza combinat cu alte
flavonoide, iar capacitatea antioxidantd creste cu cresterea concentratiei
flavonoidului in solutie, aceasta crestere nefiind Insa proportionala cu concentratia.

« S-au realizat cercetdri privind efectul unui extract de Ziziphus jujuba
asupra unor parametrii biochimici si asupra activitatii unor enzime la sobolani,
cercetari axate indeosebi pe relevarea actiunii extractului apos din fructe de
Ziziphus jujuba asupra organismelor vii, urmarind totodata si fenomenele oxidative
in care oxigenul este utilizat in metabolismul eritrocitar. S-au determinat in acest
scop o serie de parametrii biochimici ca si activitdtile unor enzime. Au fost
determinate de asemenea modificarile care apar la nivelul unor organe (ficat, rinichi,
splind) si modificarile care apar la nivelul formulei leucocitare.

Administrarea extractului de Ziziphus jujuba a prezentat o actiune
generatoare de stres oxidativ relevant prin valorile crescute ale malondialdehida,
prin scaderea cantitatii de glutation si prin activitdtile enzimelor catalaza si
superoxid dismutaza. De asemenea a prezentat o afectare (asemanatoare actiunii
unei substante toxice) a tuturor enzimelor implicate in sistemul antioxidant de
aparare. Nu a fost influentatd in mod negativ activitatea functiei ficatului, relevata
prin activitatile ce se incadreaza in valorile normale atat ale alaninamino
transferazei, aspartatamino transferazei, cat si ale fosfatazei alcaline, ca indicatori ai
functionarii si afectarii hepatocitelor, iar observatiile histologice nu au relevat
modificari semnificative la nivelul organelor studiate (ficat, rinichi, splind).

. Incorporarea unui extract din fructe de Ziziphus jujuba si a unui
extract din frunze de Hydrangea paniculata in diverse formulari farmaceutice a
permis testarea externa din punct de vedere al difuzibilitatii epidermice si al
efectului antiinflamator a acestor extracte.

Ca urmare a aplicatiilor locale s-a evidentiat o buna difusibilitate epidermica
si ameliorari chiar dupa cateva zile de la inceputul tratamentului. Rezultatele
obtinute recomanda continuarea cercetarilor.

= In vederea imbunatatirii balantei nutritive in organismul animal, s-a
incercat introducerea in apa de baut a pasdrilor a unui extract din fructe de Ziziphus
Jjujuba ce contine compusi flavonoidici (0,6089 mg rutind/ mL extract).

Rezultatele testarii extractului de Ziziphus jujuba, ca adaos in apa de baut a
pasarilor au permis urmatoarele concluzii:

Parametrii biochimici sanguini s-au incadrat in limitele fiziologice normale.
Starea de sanatate a gainilor s-a mentinut corespunzatoare, ceea ce s-a reflectat in
rezultatele observatiilor zilnice. Observatiile histologice la nivelul ficatului, nu au
relevat modificari semnificative cu exceptia unui lot la care s-a constat o crestere a
ficatului cu 11,3 % comparativ cu lotul control. Productia procentuala de oua a fost
apropiata de valorile lotului control, 79,0 +70,8 in cazul primelor trei loturi (75-
30mg rutind/L apa de baut) si mai mica in cazul ultimului lot (15 mg rutina /L apa
de baut), datorita probabil continutului mai redus de rutind administrat. Structura
oualor (albus, galbenus, coaja) si masa acestora au avut valori apropiate pentru
loturile experimentale si lotul control.

Studiile intreprinse in cadrul acestei teze au permis identificarea si
determinarea cantitativd a principiilor active, in vederea caracterizarii chimice cat
mai complexe a speciilor Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba si utilizarii
extractelor acestora in diverse aplicatii, ceea ce ar recomanda utilizarea acestor
extracte vegetale ca ingredienti naturali in scopurile propuse prin obiectivele tezei.
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Rezultatele cercetdrilor experimentale din teza de doctorat au fost
valorificate prin 3 lucrdri trimise spre publicare [238, 251, 257] si 11 publicate,
dintre care: 2 lucrari in Revista de Chimie, cu impact ISI [225, 241], 1 lucrare in
Proc.Nat. Sci., Novi Sad, ISSN 0352-4906, cotata ISI (CSI Thompsom Scientific
Master Journal List) [229], 1 lucrare publicatd in volumul electronic al unui
simpozion cu participare internationald si ISSN 1582-9391, ce va fi inclusa in
Analele Universitatii din Craiova, Seria Agricultura, Montanologie, Cadastru,
clasificata CNCSIS de tip B [270], 1 lucrare publicatd in Scientific and Technical
Bulletin of “Aurel Viaicu” University, Series: Chemistry, Food Science of Enginering,
revistd clasificata CNCSIS de tip B [242], 3 lucrari trimise spre publicare si 6 lucrari
publicate in Studia Universitatis Vasile Goldis, Seria Stiintele Vietii, revista ce apare
sub egida unui comitet de redactie, dar care nu a depus dosar pentru clasificare
[223, 224, 230, 243, 244, 262].
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Aparatura utilizatd in determinarile experimentale:

1.

Determinarea continutului de flavonoide, polifenoli, antocianidine, taninuri
din extracte si trasarea curbelor de etalonare pentru standarde s-a realizat
pe un spectrofotometru SPECORD M-40, Carl Zeiss Yena;

2. Determindrile de spectru infrarosu s-au realizat in fereastra de NaCl in nujol
pe un aparat SPECORD M-80, Carl Zeiss Yena;

3. Cromatogramele HPLC s-au realizat cu ajutorul sistemului HPLC Agilent
1100 cu pompa binar3 si degazor sub vid, detector UV cu lungime de unda
variabila, soft HPChemStation;

4. FElecroforeza leucocitelor pretratate in cazul determindrii activitatii
antioxidante la nivel celular s-a realizat cu ajutorul unui aparat de
electroforeza in gel de agaroza orizontal,;

5. Examinarea directd a lamelelor in vederea cuantificarii degradarii
leucocitelor s-a realizat la un microscop cu fluorescenta tip Nikon;

6. Determindrile parametrilor biochimici si determinarea activitatii enzimelor
oxidoreducatoare s-a realizat pe un spectrofotometru UV-VIS Shimadzu;

7. Determindrile modificarilor de organe s-au efectuat cu ajutorul
microscopului Olympus CX 41;

8. Determindrile microscopice: formula leucocitara s-a realizat cu
hemocimetru Burker- Tirk.

Reactivi:

quercetina, minim 96%, Sigma Aldrich
quercetin-3B-D- rutozida (rutina), minim 95%, Sigma Aldrich
kaemferol, minim 90%, Sigma Aldrich

miricetina, apox. 85%, Sigma Aldrich

luteolina, aprox. 85%, reactiv Sigma Aldrich
catechol, Merck

acid ascorbic, Merck

pirogalol, minim 99,5 %, Merck

DPPH, Sigma Aldrich

Silicagel 60, Sephadex LH-20, Pharmacia, Suedia
Alcool etilic, min 94 %, Chimopar

Alcool metilic, min 94 %, Chimopar

Eter de petrol, min. 95%, Chimopar

Eter etilic anhidru, Chimopar

Cloroform, min 93 %, Chimopar

Acetat de etil, min 99 %, Chimopar

Acid acetic glacial, min 96 %, Reactivul Bucuresti,
Alcool butilic normal, min 95 % Reactivul Bucuresti
Clorura de aluminiu (AICl3 * 6 H,0), min 90 %, Reactivul Bucuresti
Clorura ferica (FeCl; * 6 H,0), Fluka Chemie
Permanganat de potasiu, min 99,5 %, Reachim
Acid fosforic, min 85%, Merck

Acetonitril (HPLC), Merck
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ANEXA 1. Curbele de etalonare pentru standardele de flavonoide

Curba etalonare - Quercetina

y=a+bx
=089901592 DF Adj =0.99873475 FitStdErm=0.018281777 Fstat=8121.4075
a=0.13738623
b=0.516873367

175 e

15

1.25

0.75

05

025

Conc x 1056 M

Figura 1.1. Curba etalonare - Quercetina

Curba etalonare -Rutina
y=a+bx
2=0.99942804 DF Adj ?=0.99926462 FitStdEn=0.009242462 Fstat=13978.96
a=0.12617976
b=0.70657147
15 15
125 --/ 1.26
1 / : 1
<075 // 075 «
05 / 05
0 f-/ : 0
0 05 1 15
Conc [mg x 10-5}

Figura 1.2. Curba etalonare -Rutina
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Curba etalonare- Kaemferol

y=a+bx

a=0.14511541
b=0.21865515

12=0.99869397 DF Adj r2=0.99957156 FitStdEm=0.0025274932 Fstat=19600.124

055 (/ 0.55
05 e 5
045} 0.45
04 — / 4
035 / 35
0.3 / 3
0.25 2
0.2 02
0.15 15
0.1 0.1

05 1 2
Conc x 10-5
Figura 1.3. Curba etalonare- Kaemferol
Curba etalonare -Miricetina
y=a+bx
2=0.99937398 DF Adj r2=0.99912357 FitStdErn=0.0038622486 Fstat=9578.3619
a=0.015407697
b=0.26679638
D45 / D.45
0.4 e 4
0.35 35
0.3 — 3
0.25 025
< &

0.2 va 02
0.15 0.15
0.1 0.1
005 % 05
0 0
05 1 15

Conc x 10-5

Figura 1.4. Curba etalonare- Miricetina
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Curba etalonare - Luteolina
y=a+bx
1220.99877317 DF Adjr2=099968244 FitSIdErr=00039812028 Fslat=26445 365
a=0 016997591
b=0.58963366
0.8 08
07 / 0.7
06 / 06
05 5 05
0.4 / 0.4
0.3 o 03
0.2 0.2
’/.
0.1 et 0.1
Ufr{/ o
0 0.25 05 0.75 1 125
Conc x 10-5

Figura 1.5. Curba etalonare- Luteolina
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ANEXA 2. Spectrele IR ale extractelor de Hydrangea paniculata
si Ziziphus jujuba
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Figura I1.4. Spectrul IR pentru extractul E5 de Hydrangea paniculata
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ANEXA 3. Cromatogramele HPLC pentru extractele propriu-zise
de Hydrangea paniculata si Ziziphus jujuba
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Figura 1A. Cromatograma HPLC a extractului E1 de Hydrangea paniculata
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Figura 3A. Cromatograma HPLC a extractului E3 de Hydrangea paniculata
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Figura 5A. Cromatograma HPLC a extractului E5 de Hydrangea paniculata
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ANEXA 4. Cromatogramele HPLC pentru fractiunile extractului de
Hydrangea paniculata, purificat pe Sephadex LH-20.
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Figura 4.1. Cromatogramele standardelor de rutind si quercetina. Col. LiChrosorb
(VARIAN)RP18, 150 x 4,6 mm, dp 5 um. F.M: 50% MeOH, 50% H,0, pH 3 (cu acid

fosforic), v = 1,0 mL/min, detectie UV 360 nm.
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Figura 4.2. Cromatogramele standardului de rutind (panoul superior), fractiunii 7
(panoul din mijloc) si fractiunii 8 (panoul inferior). Col. tiChrosorb (VARIAN )RP18,
150 x 4,6 mm, dp 5 ym. F.M: 50% MeOH, 50% H,0, pH 3 (cu acid fosforic), v =
1,0 mL/min, detectie UV 360 nm (tabel 37).
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Figura 4.3. Cromatogramele fractiunii 7 eluatd cu F.M: 50% MeOH, 50% H,0, pH
3 (panoul superior) si ale standardului de rutind (panoul din mijloc) respectiv a
fractiunii 7 (panoul inferior) eluate cu F.M: 42% MeOH, 58% H,0, pH 3 (cu acid
fosforic). Col. LiChrosorb (VARIAN )RP18, 150 x 4,6 mm, dp 5 pm, v = 1,0 mL/min,
detectie UV 360 nm (tabel 37).
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Figura 4.4. Cromatogramele fractiunii 8 eluata cu F.M: 50% MeOH, 50% H,0, pH
3 (panoul superior) si ale standardului de rutind (panoul din mijloc) respectiv a
fractiunii 8 (panoul inferior) eluate cu F.M: 42% MeOH, 58% H,O, pH 3 (cu acid
fosforic). Col. LiChrosorb (VARIAN )RP18, 150 x 4,6 mm, dp 5 pm, v = 1,0 mL/min,
detectie UV 360 nm (tabel 37).
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Figura 4.5. Cromatogramele standardului de rutind (panoul superior), fractiunii 9
(panoul din mijloc) si fractiunii 10 (panoul inferior). Col. LiChrosorb (VARIAN )RP18,
150 x 4,6 mm, dp 5 ym. F.M: 42% MeOH, 58% H,0, pH 3 (cu acid fosforic), v =
1,0 mL/min, detectie UV 360 nm (tabel 37).
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Figura 4.6. Cromatogramele standardului de rutind (panoul superior), fractiunii 11
(panoul din mijloc) si fractiunii 12 (panoul inferior). Col. LiChrosorb (VARIAN )RP18,
150 x 4,6 mm, dp 5 ym. F.M: 40% MeOH, 60% H,0, pH 3 (cu acid fosforic), v =
1,0 mL/min, detectie UV 360 nm (tabel 37).
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ANEXA 5. Valorile absorbantelor in cazul determinarii parametrilor
biochimici

Valorile absorbantelor citite
(paragraful 11.4.3.1.) pe baza carora s-a intocmit tabelul 74.

in cazul

determinarii

Determinarea malondialdehidei (MDA)

parametrilor biochimici

Lot A (A=632nm)

M |0603])0625] 0,615 0,620 | 0,612 | 0,620 | 0,625 | 0,621 | 0,605 | 0,615

L | 0,599 0 0,876 | 0,609 | 0,810 0,874 | 0,860 | 0,789 | 0,876 | 0,876

A etalon = 0,464

e Determinarea glutationului (G-SH)

Lot A (A=412 nm)

M 11,065(1,031(1,015]1,020} 1,061 1,062 | 1,062 |1,0610 | 1,060 { 1,061

L |0,008]|0,011) 0,008 0,009 {0,010 0,007 | 0,008 { 0,0110 { 0,007 | 0,008
e Determinarea glutationperoxidazei (Glu-px)

Lot A

M | 0,176 |0,182 ] 0,178 { 0,181 (0,179 0,178 | 0,181 | 0,181 | 0,182 | 0,178

L 0,264 (0,217 | 0,231 ]| 0,263 | 0,218 | 0,264 | 0,265 | 0,218 | 0,232 | 0,267
e Determinarea glutationreductazei (Glu-red)

Lot A (A=360nm)

M | 0,227 10,174 | 0,225 | 0,230 | 0,178 | 0,224 | 0,223 | 0,221 | 0,224 | 0,225

L |0,228 | 0,227 | 0,225 ] 0,226 | 0,225 | 0,227 | 0,227 | 0,227 | 0,227 [ 0,228
e Determinarea catalazei eritrocitare (CAT)

Lot A (A=570nm)

M 10,112 10,125 0,076 | 0,082 | 0,131 | 0,124 | 0,122 | 0,122 | 0,124 | 0,125

L j0,125] 0,112 | 0,132} 0,126 | 0,125 {0,127 | 0,127 | 0,127 | 0,127 | 0,128
e Determinarea superoxid dismutazei (SOD)

Lot A (A=560nm)

M 10,282 ]0,370 | 0,362 | 0,278 | 0,294 | 0,274 | 0,272 | 0,322 | 0,284 | 0,282

L 10,297 ]0,310| 0,235 | 0,236 | 0,312 { 0,298 | 0,297 | 0,237 | 0,312 | 0,312

AnL = 0,631
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Determinarea alanin aminotransferazei (ALAT)

Lot A (A=530nm)

M (0,1390,140 | 0,139 | 0,138 | 0,139 | 0,140 { 0,140 | 0,140 | 0,139 | 0,138
L |0,066]0,193] 0,068 0,069 | 0,069 | 0,067 | 0,068 [ 0,069 | 0,067 | 0,068
A ctalon = 0,163

e Determinarea aspartat aminotransferazei (ASAT)

Lot A (A=530nm)

M [0183}{0,126 | 0,131 0,182} 0,129 0,130 (0,130 ] 0,130 | 0,131 ] 0,132
L |0,i82 0,147 | 0,186 | 0,148 { 0,147 | 0,147 [ 0,148 | 0,148 | 0,147 | 0,148

A ctaion = 0,116

BUPT



