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INTRODUCERE

Progresele inregistrate in domeniul biologiei moleculare si al manipularilor genetice ofera
perspective promitatoare pentru intensificarea biosintezei unor compusi secundari, actionand la
nivelul genelor reglatoare. Cu toate ca exista adesea diferente relevante in ce priveste sinteza si
acumularea metabolitilor secundari in diferite tesuturi sau in faze diferite ale dezvoltarii plantei,
genomul fiecarei celule contine informatia necesara pentru a declansa intregul potential al
metabolismului secundar caracteristic speciei.

Studii recente [1-3] indica faptul ca prezenta radiatiilor de microunde are efecte asupra

sistemelor vii, chiar la nivele de putere sub limitele normativelor.
CONTRIBUTII PERSONALE

In cadrul tezei de doctorat intitulatd “Cercetari privind influenta microundelor asupra
compusilor bioactivi din Satureja hortensis L. si Ocimum basilicum L.” s-a avut ca scop principal
determinarea efectului microundelor asupra compusilor bioactivi prezenti in cele doud plante
aromatice luate n studiu.

1. Principalul element de noutate al acestei teze consta in cresterea cimbrului si busuiocului in
camp de microunde de putere micd, In incinte anechoice identice si urmadrirea variatiei
cantitatii de compusi bioactivi in plantele iradiate comparativ cu cele de referinta (crescute in
acelasi tip de incinte, dar fara cAmp de microunde).

2. 1n acest sens s-a realizat un studiu privind stabilirea metodei optime de extractie a uleiurilor
volatile si compusilor polifenolici (flavonoide si acizi polifenolcarboxilici), metoda care ulterior
a fost utilizata la extractia acestor compusi din plante iradiate cu microunde si plante de
referintd. Stabilirea metodei optime de extractie a fost necesara, datoritd cantitatilor mici de
compusi bioactivi care se gisesc in plantele iradiate cu microunde si in plantele de referinta,
acestea avand doar cinci saptaimani de la rasarire. In studiul efectuat a fost introdusd o metoda
noud de extractie — extractia in camp de microunde aplicat Tn pulsuri Tntr-o instalatie de
microunde conceputd in cadrul INCDTIM, Cluj-Napoca.

3. Metodele de analizd clasice, utilizate pentru compusii bioactivi au fost aplicate extractelor

obtinute atat din plante iradiate, cat si de referinta.
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4. Elementele de noutate, cu importantd practica ridicata, constau in determinarea influentei
microundelor asupra urmatoarelor clase de compusi bioactivi din plantele studiate: pigmenti
asimilatori, uleiuri volatile si compusi polifenolici, literatura de specialitate neprezentand, la
ora actuala, concluzii clare in ceea ce priveste influenta microundelor asupra compusilor
bioactivi din plantele crescute in cAmp de microunde de putere mica.

5. De asemenea, modificarea caracterului antioxidant al plantelor iradiate, comparativ cu cele
neiradiate, reprezinta un element de noutate al tezei.

6. In urma investigatiilor efectuate s-a ajuns la concluzia ci in plantele iradiate cantitatea de
uleiuri volatile si compusi polifenolici creste, pe cand cantitatea de pigmenti asimilatori scade
fata de plantele de referinta.

Prin obiectivele, studiile si concluziile sale, lucrarea de fatd se aliniazd tendintelor

mondiale Tn domeniu.

PARTE EXPERIMENTALA
CAPITOLUL 4
ALEGEREA METODEI EFICIENTE DE EXTRACTIE A UNOR COMPUSI BIOACTIVI
DIN SATUREJA HORTENSIS L. SI OCIMUM BASILICUM L.

4.1. Determinarea metodei eficiente de extractie a uleiurilor volatile din plantele studiate

Busuiocul (Ocimum basilicum L.) si cimbrul de gradina (Satureja hortensis L.), plante
aromatice, mult folosite in alimentatie datorita aromei distinctive puternice, au un continut ridicat

Tn uleiuri volatile.

4.1.1. Extractia uleiurilor volatile

Urmadtorii solventi si amestecuri de solventi au fost utilizati pentru extractia uleiurilor
volatile: E1 — hexan, E2 — eter etilic, E3 — etanol, E4 — hexan - eter etilic (1:1, v/v), E5 — eter
etilic - etanol (1:1, v/v), E6 — hexan - eter etilic - etanol (1:1:1, v/v).

Tehnicile de extractie utilizate au fost: macerarea, extractia asistatd de ultrasunete si

extractia asistatd de microunde.
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4.1.2. Analiza calitativa a uleiurilor volatile

Calitatea extractelor a fost determinata prin metode cromatografice (TLC, GC-FID).

4.1.2.1. Analiza prin cromatografie pe strat subtire

Au fost supuse analizei extractele de busuioc si cimbru obtinute cu sistemul E6: hexan —

eter etilic — etanol (1:1:1, v/v), prin cele trei tehnici: macerare, ultrasonare si microunde.

Analizele TLC s-au realizat pe placi HPTLC Sil G Fosq, Inainte de utilizare, placile au fost

conditionate cu metanol si uscate la 110°C timp de 3 ore. Probele au fost aplicate cu un aplicator

semiautomat Linomat 5, sub forma de benzi de 5 mm. Volumele aplicate au fost 20 pL pentru

extractele de plante si 7 pL pentru standarde. Sistemul toluen - acetat de etil (93:7, v/v) a fost

utilizat ca si faza mobild. Vizualizarea placilor s-a realizat prin pulverizare cu anisaldehida si

ncalzire timp de 3 min la 110°C, cand benzile se coloreaza in rosu — albastrui. Placile astfel

obtinute au fost analizate la 365 nm, dar si in vizibil [187].

Din cromatogramele obtinute pentru cimbru, respectiv busuioc, prin toate cele trei metode

de extractie nu se observa nici o diferentd din punct de vedere calitativ, ceea ce indica faptul ca

prin nici o metoda nu se degradeaza uleiurile volatile.

| i b
. Linia de front —
|
Timol Ld
- Linalool -

sLinia de start ‘ - - - -

M UAE MAE MAE STANDARDE
HORTENSIS

Figura 15. Identificarea cineolului, linaloolului si timolului din extractele de
Ocimum basilicum L. si Satureja hortensis L. Faza stationara: HPTLC Sil G F254. Faza mobila:

toluen - acetat de etil (93:7, v/v). Vizualizare: anisaldehida la in 365 nm (a) si in vizibil (b).
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4.1.2.2. Analiza prin cromatografia de gaze cu detector de ionizare in flacdara

Analiza GC-FID s-a realizat cu un gaz cromatograf Shimadzu GC-2010 cu ionizare in
flacara. Compusii au fost separati pe o coloana de metil silicon OV-17 (2 m). Temperatura
cuptorului a fost programata astfel: 2 min la 80°C, 4°C/min pentru Tncalzire pe intervalul 80 —
200°C, 1 min la 200°C si apoi 20°C/min pana la 260°C unde s-a mentinut 35 min. Temperatura
detectorului si injectorului a fost de 240°C, respectiv 260°C. Ca si gaz purtitor s-a utilizat heliu,
cu un debit de 15 mL/min, iar volumul injectat a fost de 2 pL [187-189].

Pe baza rezultatelor obtinute prin GC-FID s-au ales conditiile eficiente de extractie a
uleiurilor volatile din cimbru si busuioc: ultrasonarea in hexan - eter etilic (1:1, v/v) pentru

cimbru si extractia in camp de microunde n eter etilic - etanol (1:1, v/v) pentru busuioc.

4.2. Determinarea metodei eficiente de extractie a compusilor polifenolici din plantele

studiate

Extractul polifenolic obtinut poate fi analizat atat global - nespecific, prin determinarea
polifenolilor totali cat si specific.

4.2.1. Extractia compusilor polifenolici

De fiecare datd au fost supuse extractiei cate 0,5 g pulbere vegetala utilizand cate 40 mL
amestec hidroalcoolic de extractie de diferite concentratii (tabel 2). Inainte de refluxare, ultrasonare

si extratie Tn cAmp de microunde, pulberea vegetala a fost lasata timp de 30 minute la macerare.

Tabel 2. Compozitia sistemelor de extractie utilizate: amestec etanol - apa (v/v)

ES1 ES?2 ES3 ES4 ES5 ES6 ES7
100:0 90:10 80:20 70:30 60:40 50:50 40:60

Tehnicile de extractie utilizate:

a) Macerarea s-a realizat Tn 14 zile, la temperatura de 30°C.

b) Refluxarea a avut loc la temperaturi mai mari de 70°C, timp de 30 minute.

c) Extractia asistata de ultrasunete, utilizand o baie ultrasonicd Elmasonic s-a realizat la

temperatura de 70°C, timp de 30 minute.



CERCETARI PRIVIND INFLUENTA MICROUNDELOR ASUPRA COMPUSILOR BIOACTIVI DIN
SATUREJA HORTENSIS L. ST OCIMUM BASILICUM L.

d) Extractia asistatda de microunde S-a realizat in instalatia pentru procesare dinamica a
substantei in camp de microunde de putere [186]. Extractia s-a realizat la o putere de 900 W, la o
temperatura fixatd la 70°C si la presiune atmosferica, cu un coeficient de umplere 40%, timp de 2
minute. Timpul total de extractie a fost mai lung decat timpul de actiune a microundelor,

deoarece sistemul a avut nevoie de un timp suplimentar de racire.

4.2.2. Analiza calitativi a compusilor polifenolici

4.2.2.1. Analiza prin cromatografie pe strat subtire

Identificarea compusilor polifenolici s-a realizat pentru extractele de Satureja hortensis L.
obtinute prin macerare, refluxare si extractie in camp de microunde de putere [205].

Din extractele preparate (ES3-ES7) s-au aplicat cu ajutorul unei microseringi Hamilton céte
10 pL pe placa cromatografica (10 X 10 cm HPTLC) cu silicagel. Atat extractele, cat si standardele
au fost aplicate sub forma de banda de 0,7 cm la 1,5 cm distantd de marginea inferioara si laterala a
placii. Ca faza mobilad s-a folosit sistemul: n-hexan - acetat de etil - acid formic (30:20:1,5 v/v).
Pentru identificare s-au folosit solutii metanolice de Iuteolin (I mg/mL) si acid rozmarinic (0,7
mg/mL). Placile au fost developate pe o distantd de 8 cm in camere cromatografice, saturate in
prealabil timp de 15 minute. Vizualizarea placilor s-a realizat dupa pulverizarea placilor cu
NTS/PEG 400 (difenilboriloxietilamina /polietilenglicol 400) la 365 nm.

Luteolina

Acid
rozmarinic

ES3 ES4 ES5 ES6 ESY ES3 ES4 ES5 ES6 ES7 ES3 ES4 ES5ES6 ESY

Figura 23. Cromatograma extractelor de Satureja hortensis L. (ES3-ES7): A-macerare, B-refluxare,
C-extractie in camp de microunde, alaturi de solutiile standard. Faza stationara: TLC Sil G.
Faza mobila: n-hexan - acetat de etil - acid formic (30:20:1,5 v/v).

Vizualizare: NTS/PEG 400 la 365 nm.
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4.2.2.2. Analiza prin cromatografie de lichide de inalta performantda

La analiza calitativd a compusilor polifenolici s-au utilizat extractele de cimbru si busuioc
obtinute prin refluxare cu sistemul etanol — apa (70:30, v/v). Analiza cromatografica s-a realizat
cu un sistem Shimadzu, alcatuit dintr-o pompa binara, degazor, autosampler, termostat setat la
temperatura de 30°C, detector PDA si MS. Separarea s-a realizat pe o coloana RP-18 cu o faza
mobila de acetonitril si apa (cu acid formic 1%). Elutia incepe cu un gradient liniar pornind cu
acetonitril 5% péana la acetonitril 42% Tn 5 minute, urmata de o elutie cu un gradient liniar cu
acetonitril pana la 35% n 25 minute. Debitul fazei mobile a fost de 0,43 mL/min, iar volumul de
injectie de 10 pL.

Tn urma analizei calitative a extractului de Satureja hortensis L., prin compararea timpilor
de retentie si lungimea de unda maxima a substantelor etalon cu timpii de retentie si lungimea de
undd maxima a compusilor din probe si dupa masa lor moleculard s-au identificat urmatorii
compusi: acid cafeic, acid rozmarinic, luteolina, naringenin si apigenina.

Tn urma analizei calitative a extractelor de Ocimum basilicum L., prin compararea
timpilor de retentie, a lungimilor de unda corespunzatoare maximelor substantelor etalon cu cele
ale compusilor din probe si dupa masa lor moleculard s-au identificat urmatorii compusi: acid

cafeic, acid rozmarinic.

4.2.3. Analiza cantitativa a compusilor polifenolici

Analiza cantitativd a compusilor polifenolici s-a realizat prin doua metode de analiza:

spectrofotometrice i cromatografice.

4.2.3.1. Analiza spectrofotometrica

4.2.3.1.1. Analiza spectrofotometricd a flavonoidelor totale

Continutul total de flavonoide s-a determinat spectrofotometric in urma reactiei cu
reactivul AlCl; [206].

10
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Figura 30. Diagrama comparativa a cantitatii totale ~ Figura 31. Diagrama comparativa a cantitatii totale de
de flavonoide in functie de solventul folosit si tehnica flavonoide in functie de solventul folosit si tehnica de

de extractie utilizata pentru Satureja hortensis L. extractie utilizata pentru Ocimum basilicum L.

Pentru extractia flavonoidelor din Satureja horetnsis L., extractia prin ultrasonare, folosind
amestecul de solventi EtOH-H,0 (80:20, v/v), in timp ce pentru extractia flavonoidelor din Ocimum
basilicum L., extractia prin ultrasonare, folosind amestecul de solventi EtOH-H,0O (60:40, v/v), se arata
a fi cea mai bund metoda din punct de vedere al cantititii de compus extras si a timpului necesar pentru

extractie.

4.2.3.1.2. Analiza spectrofotometricd a acizilor polifenolcarboxilici

Continutul total de acizi polifenolcarboxilici (de tip acid cafeic) s-a determinat

spectrofotometric in urma reactiei cu reactivul Arnow [207].

20 - @ Macerare B Macerare

O Refluxare O Refluxare
O Ultrasonare

O Microunde O Ultrasonare

& Microunde

planta]
o [l N w B (4] (2] ~ [oe] o
PR R

Continut de acizi polifenolcarboxilici [mg/g planti]|
Continut de acizi polifenolcarboxilici [mg/g

Figura 33. Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici Figura 34. Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici
extrasi din Satureja hortensis L. prin diferite tehnici  extrasi din Satureja hortensis L. prin diferite tehnici

utilizand diferite sisteme de extractie. utilizand diferite sisteme de extractie.

11
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Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici extrasi atat din Satureja hortensis L., cat si din
Ocimum basilicum L. difera de tehnica de extractie utilizata si de sistemul de extractie utilizat.
Astfel, acizii polifenolcarboxilici din cimbru se extrag mai bine cu sistemul de extractie ES3, in
timp ce din busuioc sistemul ESS5 este cel mai eficient. Ca tehnica de extractie cea mai buna este

macerarea, urmata de ultrasonare, refluxare si microunde.

4.2.3.2. Analiza prin cromatografie pe strat subtire

Din ecuatia dreptelor de calibrare ale acidului rozmarinic si a luteolinei s-au calculat
concentratiile acestora in extractele de Satureja hortensis L., iar rezultatele obtinute sunt

comparate in diagrama prezentata in figurile 37 si 38.
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N
o
I

—m— Refluxare —a— Refluxare

-_—‘\‘\\W:rounde

Microunde
30

2 20 - \

10 A

w
o
1

=
o
1

Cantitate acid rozmarinic [mg/g planti]
n
S
!
Cantitate luteolind [mg/g planta]

ES3 ES4 ES5 ES6 ES7 ES3 ESA ES5 ES6 ES7

Figura 37. Diagrama comparativa a continutului de ~ Figura 38. Diagrama comparativa a continutului de

acid rozmarinic in extractele studiate. luteolin in extractele studiate.
Comparand tehnicile de extractie, se poate observa cd cea mai mare cantitate de luteolina

si acid rozmarinic se extrage prin refluxare, urmata de macerare.

4.2.3.3. Analiza prin cromatoqrafie de lichide de inalta performantd

Rezultatele obtinute in urma analizei cantitative sunt reprezentate in graficele de mai jos.
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Figura 44. Cantitatea de acid cafeic extrasa Figura 45. Cantitatea de acid rozmarinic
din Satureja hortensis L. extrasa din Satureja hortensis L.
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Figura 46. Cantitatea de luteolina extrasa din

Satureja hortensis L.

Figura 47. Cantitatea de naringenina extrasa

din Satureja hortensis L.
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Figura 48. Cantitatea de apigenina extrasd din Satureja hortensis L.
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planti]
o
-
Cantitate [mg/g
planta]

Ultrasonare
Microunde
Refluxare
Macerare

Ultrasonare
Microunde
Refluxare
Macerare

o S6 g7
Figura 49. Cantitatea de acid cafeic extrasa Figura 50. Cantitatea de acid rozmarinic extrasa
din Ocimum basilicum L. din Ocimum basilicum L.

Compozitia acestor extracte, nu variazd din punct de vedere calitativ cu tehnica de
extractie utilizatd. Cantitatea extrasa, depinde de solventul de extractie folosit si de tipul de

compus polifenolic extras, precum si de tehnica de extractie folosita.

CAPITOLUL 5
INFLUENTA MICROUNDELOR ASUPRA UNOR COMPUSI BIOACTIVI
DIN SATUREJA HORTENSIS L. SI OCIMUM BASILICUM L.

5.1. Cresterea plantelor luate in studiu Tn cdmp de microunde

Plantele luate in studiu au fost crescute in laborator, din seminte provenite de la firma
ARO. La trei saptamani dupa semanare, vasele cu plantele rasarite au fost introduse in doua
incinte anechoice identice [209], una de referinta si una in care actioneaza cdmpul de microunde
(figura 51). Acest lot a fost numerotat 1. Alt lot de plante (numai busuioc) a fost introdus in

incinte, pentru iradiere, la 20 saptamani dupa seméanare (alt stadiu de dezvoltare) - lotul 2.
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Router 802.11 abg

Camera WEB

Antena de banda
larga

Incinta cu izolare
60dR

Figura 51. Instalatie pentru stimularea dezvoltarii plantelor prin aplicarea unui camp

electromagnetic de mica putere.

In prima incinta de referinta (IR) s-a amplasat proba martor, iar in cea de-a doua (IM)
proba iradiata cu microunde la frecventa de 2.45 GHz si putere de 14 dBm, radiatie provenita
dintr-un router wireless, prin intermediul unei antene special concepute. Iradierea s-a efectuat pe
0 perioada de doua saptamani, de fiecare data, dupa care plantele au fost scoase din incinte si

crescute n camera.
5.2. Determinarea pigmentilor asimilatori

Determinarea clorofilelor si a carotenoidelor din plantele de referintd si din cele supuse
iradierii s-a efectuat doar pe busuioc, deoarece cimbrul a fost mai sensibil la prezenta campului de
microunde si mai multe plante au murit fie in camerele de iradiat, fie dupa ce au fost scoase din ele.

Probele de plante (1 gram) au fost omogenizate cu ajutorul unui Ultraturrax in prezenta a
20 mL 90% acetona in apa si apoi lasate timp de doua ore sub agitare. Se repeta extractia cu inca
10 mL 90% acetona in apa pana la decolorarea materialului vegetal. Probele se filtreaza si se

inregistreaza spectrul in VIS cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS de tip Jasco V-530.

5.2.1. Determinarea pigmentilor clorofilieni

Calculul concentratiei pigmentilor clorofilieni se face prin citirea absorbtiilor la lungimile
de unda 663, 648 si 470 nm, dupa urmatoarele formule:
clorofila a ( mg/g tesut proaspat ) = (11,75 x A 663 — 2,35 x A 645 ) x 50/ 500
clorofila b ( mg/g tesut proaspat ) = ( 18,61 x A 645 — 3,96 x A 663 ) x 50/ 500
Continutul in clorofila a si b din probele analizate este prezentat n graficul de mai jos.
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Figura 58. Continutul in clorofila a si clorofila b din plantele analizate.

Continutul in clorofilele a si b este mai mare pentru planta martor luata din natura, decét
restul probelor analizate, iar continutul in clorofila a este intotdeauna mai mare decét cel in
clorofila b. De asemenea, continutul in clorofilele a si b din plantele supuse microundelor a fost

mai mic decat cele din plantele de referinta.

5.2.2. Determinarea pigmentilor carotenoidici

Pigmentii carotenoidici au fost analizati prin cromatografie de lichide de 1nalta
performanta (HPLC). Sistemul HPLC a constat din pompe LC20 AT Shimadzu si detector
Shimadzu PDA. S-a utilizat o coloana YMC C30 (25 cm x 4.6 mm, diametrul particulelor 5 pm).
Faza mobild a constat din doua amestecuri de solventi: A — metanol/metil-tert-butil-eter/apa
(81:15:4, v/v) si B — format din aceeasi componenti in raport de 6:90:4 (v/v). S-a folosit un
gradient liniar de la 1% B la 100% B in 90 min. Identificarea carotenoidelor s-a bazat pe

comparatia cu timpii de retentie ai standardelor si pe spectrele de absorbtie.
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Figura 60. Cromatograma HPLC pentru carotenoidele  Figura 61. Cromatograma HPLC pentru carotenoidele
din extractul acetonic de busuioc neiradiat. din extractul acetonic de busuioc supus in prealabil la

microunde.
16



CERCETARI PRIVIND INFLUENTA MICROUNDELOR ASUPRA COMPUSILOR BIOACTIVI DIN
SATUREJA HORTENSIS L. ST OCIMUM BASILICUM L.

Se poate observa ca pigmentii carotenoidici majoritari in probele studiate sunt B-carotina
si luteina, iar ca pigmenti minoritari zeaxantina si 3-criptoxantina .
Extractul obtinut a fost trecut in eter etilic, iar continutul total de carotenoide a fost

determinat spectrofotometric dupa relatia de mai jos [210]:
X (mg carotenoide) = (A x V x 1000)/ (2500 x | x 100)

in care: A = absorbtia probei cititd la Anax = 450 nm; V= volumul probei (mL); 2500 =
coeficient de absorbtie molar (E1%) pentru carotenoide; 1 = 1 cm — lungimea cuvei

spectrofotometrului (drumul optic).

80 -
70
60
50 A
40 -
30 A
20
10 A

cantitate carotenoide totale [pg/g planti]

busuioc martor busuioc referinta busuioc iradiat

Figura 64. Continutul in carotenoide totale din plantele analizate.

Se poate observa din graficul de mai sus ca valorile obtinute pentru carotenoidele totale n
extractul obtinut din planta martor luata din natura este mai mare decat la celelalte probe
analizate. De asemenea, continutul total de carotenoide din plantele supuse microundelor a fost

mai mic decéat cele din plantele de referinta.

5.3. Determinarea influentei microundelor asupra uleiurilor volatile din plantele

supuse iradierii

Materialul vegetal obtinut a fost prelucrat conform protocolului stabilit in capitolul 4,

utilizand metodele de extractie eficiente pentru uleiurile volatile.

5.3.1. Analiza calitativa a uleiurilor volatile

Analiza uleiurilor volatile din plantele supuse iradierii cu microunde si din plantele de
referintd S-a realizat prin cromatografie pe strat subtire si cromatografie de gaze cuplata cu

spectrometria de masa.
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5.3.1.1.Analiza prin cromatografie pe strat subtire

Analiza cromatografica a fost realizatd conform punctului 4.1.2.1., utilizand placi HPTLC Sil
G Fus4, amestecul toluen — acetat de etil (93:7, v/v) ca faza mobila, pulverizare cu anisaldehida si

inspectare in domeniul VIS si UV la 365 nm.

T — - r
a
-
- .- - .-
BR1 BH C L BR2 B2

Figura 65. Cromatogramele extractelor de busuioc, alaturi de etaloane: C — cineol, L — linalool.
Faza stationard: HPTLC Sil G F254. Faza mobila: toluen — acetat de etil (93:7, v/v).

Vizualizare: anisaldehida in vizibil (a) si la 365 nm (b).

e 2

T CR Cl T

Figura 66. Cromatogramele extractelor de cimbru, alaturi de etaloane: C — cineol, L — linalool.
Faza stationara: HPTLC Sil G F254. Faza mobila: toluen — acetat de etil (93:7, v/v).

Vizualizare: anisaldehida in vizibil (a) si la 365 nm (b).
La o studiere mai atenta a amprentelor cromatografice se observa ca:
nu apar modificari in amprenta cromatografica, fiind prezenti aceiasi compusi bioactivi,
adica iradierea cu microunde nu a dus la aparitia de noi compusi;

se observa modificari ale concentratiei compusilor bioactivi in plantele radiate fata de cele

neiradiate.

18



CERCETARI PRIVIND INFLUENTA MICROUNDELOR ASUPRA COMPUSILOR BIOACTIVI DIN
SATUREJA HORTENSIS L. ST OCIMUM BASILICUM L.

5.3.1.2. Analiza prin cromatografie de gaze cuplatd cu Spectrometria de masa

Analiza GC-MS a extractelor obtinute s-a realizat utilizdnd un sistem cuplat GC-MS,
Thermo Electron Corporation, Trace Ultra / Polaris Q, pornindu-se de la o temperatura de 60°C,
incélzind in 2 trepte: mai intdi cu 10°C/min pand la 120°C, iar apoi cu 4°C péana la 300°C.
Temperatura de injectare a fost de 250°C, iar volumul injectat 2 pL. Coloana capilari utilizati a

fost DB5, 30 m.
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Figura 67. Cromatogramele GC-MS ale extractelor de cimbru: a) planta de referinta;
b) planta iradiatd cu microunde.

Din cromatograme se observa ca extractele de cimbru contin o cantitate mare de timol si
carvacrol. Cimbrul de referinta si cel iradiat contin aceiagi compusi majoritari, dar in cantitati mai

mari in cel iradiat (mai mult camphen, borneol, timol, carvacrol, leden-oxid etc).
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Figura 68. Cromatogramele GC-MS ale extractelor de busuioc: a) planta referinta;
b) planta iradiatd cu microunde.
In cazul busuiocului iradiat s-a gisit un continut mare de terpene, sesquiterpene si
diterpene, pe langa hidrocarburi si alti compusi. La fel ca si in cazul cimbrului, planta iradiata e

mai bogata Tn compusi bioactivi, rezultat observat si prin celelalte tehnici de analiza utilizate.

5.3.2. Analiza cantitativa a uleiurilor volatile

Determinarea cantitativa a uleiurilor volatile s-a realizat prin doud metode, una bazata pe
trasarea curbelor de calibrare si determinarea concentratiilor din ecuatiile dreptelor, iar a doua,

bazata pe determinarea procentului din fiecare ulei volatil aflat in compozitie.

5.3.2.1. Analiza prin cromatografie de gaze cu detector de ionizare in flacard

Utilizénd curbele de calibrare nregistrate, s-a determinat si compozitia in ulei volatil pg/g

planta pentru cateva uleiuri volatile.
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Tabel 13. Cantitatea de ulei volatil determinat pe gram de planta.

Planta Limonen |Terpineol|Citronelol| Timol |Carvacrol| Eugenol

(Mg/g (Mg/g (Mg/g (Ma/g (Ma/g (Mg/g
plantd) | plantd) | plantd) | planta) | planta) | planta)

Busuioc iradiat, lot 1 4,33 1,13 6,12 - - 156,76
Busuioc neiradiat, lot 1 2,87 1,10 1,15 - - 81,00
Busuioc iradiat, lot 2 8,24 0,82 0,73 - - 93,96
Busuioc neiradiat, lot 2 2,22 0,82 0,62 - - 61,44
Cimbru iradiat - - - 1218,84 7,05 -
Cimbru neiradiat - - - 825,61 148,2 -

5.3.2.2. Analiza prin cromatografie de gaze cuplati cu spectrometria de masd

S-au Tnregistrat prin GC-MS (figurile 71 si 72), cromatogramele extractelor si s-a determinat

procentul de uleiuri volatile continut in extracte.
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Figura 74. Cromatograma cimbrului iradiat i neiradiat cu microunde.
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Figura 75. Cromatograma busuiocului iradiat si neiradiat cu microunde, lotul 1.
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Pentru cromatogramele inregistrate s-a realizat integrarea tuturor picurilor, suma ariilor
reprezentand 100%. Pe baza ariilor determinate prin integrare s-a stabilit procentul cu care contribuie
compusii identificati la compozitia extractelor obtinute.

Din cromatogramele inregistrate, atat prin GC-FID, cét si prin GC-MS s-a constatat ca:
compozitia chimica a extractelor din plantele iradiate cu microunde si neiradiate este aceeasi, dar
cantitatea de uleiuri volatile difera. Aceasta difera si n functie de stadiul de dezvoltare al plantei.

Tn cazul busuiocului:

- componentii majori sunt: metil-iso-eugenol, eugenol, limonen, linalool, metil p-
metoxicinnamat, iso-ledena;
- busuiocul iradiat contine o cantitate mult mai mare de metil-iso-eugenol (de 6,7 ori mai mare) si
eugenol (aproape dublu) decét cel neiradiat;
- busuiocul din lotul 2 contine borneol, care in lotul 1 este h urme.
Tn cazul cimbrului:
- componentul majoritar este timolul, Tnsotit de o cantitate foarte mica de carvacrol;
- ambele tipuri de extracte contin cariophyllene in cantitate aproximativ egala;

- in cimbrul iradiat creste foarte mult cantitatea de triciclene (de 6 ori).

5.4. Determinarea influentei microundelor asupra compusilor polifenolici din plantele

supuse iradierii

Pentru caracterizarea plantelor iradiate si neiradiate cu microunde compusii polifenolici
au fost extrasi cu metoda de extractie stabilita anterior. Tn acest sens 0,5 g de planta iradiata si
neiradiata au fost extrase in 40 mL amestec etanol — apa (80:20, v/v), in cazul Saturejei hortensis
L., respectiv in 40 mL amestec etanol — apa (60:40, v/v), in cazul Ocimum basilicum L. prin
ultrasonare timp de 30 minute. Rezultatele obtinute la plantele supuse tratamentelor cu microunde
au fost analizate si interpretate comparativ cu datele Tnregistrate la plantele de referinta, cultivate

n conditii similare fara Tnsa a fi supuse iradierii.

5.4.1. Analiza calitativa a compusilor polifenolici

Cromatogramele obtinute pentru extractele din planta iradiata si neiradiata sunt prezentate
in figurile 76 si 77.
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Figura 76. Cromatogramele extractelor de Satureja hortensis L.: a) neiradiat, b) iradiat

obtinute prin ultrasonare cu amestec EtOH — H,0 (80:20, v/v).
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Figura 77. Cromatogramele extractelor de Ocimum basilicum L.: a) neiradiat, b) iradiat obtinute prin
ultrasonare cu amestec EtOH — H,0 (60:40, v/v).

Tn urma analizei calitative s-au identificat acidul cafeic si rozmarinic atat in extractele de

cimbru, cat si in extractele de busuioc. Pe langa acesti compusi in extractele de cimbru s-au

identificat luteolina si naringeninul.

5.4.2. Analiza cantitativa a compusilor polifenolici

Analiza cantitativa a compusilor polifenolici s-a realizat prin doua metode de analiza:

spectrofotometrie §i cromatografie de lichide de 1nalta performanta.
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5.4.2.1. Analiza spectrofotometricd a computilor polifenolici

Prin analiza spectrofotometrica s-a determinat continutul total de flavonoide si de acizi

polifenolcarboxilici (de tip acid cafeic).

5.4.2.1.1. Analiza spectrofotometrica a flavonoidelor totale

O Busuioc
@ Cimbru

Cantitatea de flavonoide totale [mg/g plant:i]

planta neiradiatd planta rradiata

Figura 78. Diagrama comparativa a cantitatii totale de flavonoide.

Se observa cd in plantele iradiate cantitatea de flavonoide este mai mare decat in plantele

de referinta.

5.4.2.1.2. Analiza spectrofotometricdi a acizilor polifenolcarboxilici
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Figura 79. Diagrama comparativa a cantitatii de acizi polifenolcarboxilici de tip acid cafeic.
Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici atat in cimbru, cét si In busuioc creste in plantele

iradiate fata de cele de referinta.
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5.4.2.2. Analiza prin cromatografie de lichide de inalta performantd
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Figura 80. Diagrama comparativa a cantitatii de compusi polifenolcarboxilici din Satureja hortensis L.
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Figura 81. Diagrama comparativa a cantitatii de compusi polifenolcarboxilici din Ocimum basilicum L.

Compusii majoritari atat in cimbru, cat si In busuioc sunt acidul rozmarinic si acidul
cafeic. De asemenea se poate observa ca in plantele supuse iradierii cu microunde cantitatea de

compusi polifenolici este mai mare decat in plantele de referinta.

5.5. Studii privind modificarea caracterului antioxidant in timpul iradierii plantelor
cu microunde

Determinarea caracterului antioxidant s-a efectuat doar pe busuioc, deoarece o mare parte
din cimbru au murit Tnainte de a fi scoase din camere.
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5.5.1. Prepararea probei

Pentru determinarea caracterului antioxidant al busuiocului s-au luat n studiu frunze
proaspete iradiate si neiradiate, din aceeasi cultura din care s-au determinat polifenolii.

Un gram de frunze proaspete s-a mojarat cu 1 g nisip cuartos dupa care s-a adaugat 25 mL
etanol 80%. Amestecul s-a agitat timp de 1 h la 4°C dupa care s-a centrifugat la 20000 rpm timp
de 15 minute. Supernatantul s-a indepartat, iar pelteul s-a reluat cu 5 mL etanol 80%, s-a agitat
timp de 15 minute si s-a centrifugat urmand aceeasi procedura. Supernatantele s-au reunit in

final. Fiecare proba s-a extras independent in triplicat, iar analizele s-au efectuat in aceeasi zi.

5.5.2. Determinarea caracterului antioxidant al plantelor iradiate si neiradiate

5.5.2.1. Metoda DPPH

Activitatea antioxidantd determinatd prin testul DPPH pentru busuiocul iradiat este diferita de

aceea a busuiocului de referinta care prezintd o activitate antioxidanta mai scazuta.
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Figura 83. Activitatea antioxidanta al extractelor alcoolice analizate prin metoda DPPH.

5.5.2.2. Metoda ORAC

S-a utilizat metoda descrisda de Huang si colaboratorii [215]. Valorile ORAC au fost

calculate asa cum sunt descrise de Cao si Prior [216].
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Figura 85. Activitatea antioxidanta a extractelor alcoolice analizate prin metoda ORAC.

Extractul de busuioc iradiat (52,2 mM TE/g plantd) prezinta o mai mare valoare ORAC in

comparatie cu extractul de busuioc referinta (46 mM TE/g).

5.5.2.3. Metoda TROLOX

Pentru testul ABTS, protocolul urmeaza metoda propusa de Arnao [212].
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Figura 87. Activitatea antioxidanta a extractelor alcoolice analizate prin metoda TEAC.

Extractul de busuioc iradiat are o activitate antioxidantd semnificativ mai mare in

comparatie cu valoarea TEAC obtinuta pentru extractul de busuioc referita.
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Concluzii

Teza de doctorat a avut ca obiectiv principal determinarea efectului microundelor asupra

compusilor bioactivi prezenti in: Satureja hortensis L. (cimbrul de gradina) si Ocimum basilicum

L. (busuiocul). In urma cercetirilor efectuate s-au constatat urmatoarele:

Compozitia extractelor obtinute prin macerare, refluxare, ultrasonare sau in camp de
microunde de putere nu variaza din punct de vedere calitativ cu tehnica de extractie
utilizata. Cantitatea extrasa, depinde de solventul de extractie folosit, de tipul de compus
bioactiv extras si de tehnica de extractie utilizata.

Conditiile eficiente de extractie a uleiurilor volatile din cimbru si busuioc,utilizand tehnicile
GC-FID si TLC sunt: ultrasonarea in hexan - eter etilic (1:1, v/v) pentru cimbru si extractie
in camp de microunde n eter etilic - etanol (1:1, v/v) pentru busuioc. Aceste conditii au fost
utilizate in continuare pentru analiza plantelor iradiate si neiradiate cu microunde.

Metoda optima de extractie a compusilor polifenolici (flavonoide si acizi
polifenolcarboxilici) este ultrasonarea timp de 30 minute cu un amestec de etanol — apa
(80:20, v/v) in cazul cimbrului si cu etanol — apa (60:40, v/v) in cazul busuiocului, metoda
care a fost utilizata ulterior la extractia compusilor polifenolici din plantele iradiate si
neiradiate cu microunde.

Modificarea conditiilor de crestere a influentat atdt dezvoltarea plantelor, cat si
compozitia compusilor biologic activi urmariti in acest studiu.

n ceea ce priveste dezvoltarea plantelor s-au observat urmatoarele: dezvoltare similara a
plantelor iradiate comparativ cu cele neiradiate (referinta) in primele doua luni dupa
iradiere; dupa doua luni de la iradiere diferenta dintreplantele iradiate si cele neiradiate a
devenit vizibila. Plantele iradiate s-au dezvoltat mai puternic, au fost mai verzi, au inflorit
mai repede cu 3 saptamani si au prezentat tendinta de ramificare mult mai mare decat
plantele referinta.

Continutul in clorofilele a si b, precum si continutul total de carotenoide din plantele
supuse microundelor a fost mai mic decat cele din plantele de referintd. Din
cromatogramele obtinute prin HPLC nu se observa modificéri esentiale din punct de vedere

calitativ, in extractul de busuioc iradiat, doar B-criptoxantina dispare sau e numai in urme.
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Analizand extractele de uleiuri volatile s-a constatat ca timolul si carvacrolul sunt
componentii majoritari ai cimbrului, iar in busuioc s-a gasit o cantitate mare de terpene,
sesquiterpene si diterpene. Acest lucru a fost observat prin TLC, GC-FID si confirmat de
GC-MS, existand o buna corelare intre cele trei tehnici de analiza.

Metoda TLC a stabilit amprenta cromatografica a cimbrului si busuiocului, atat iradiat cat
si neiradiat si a condus la urmatoarele concluzii: in urma iradierii nu apar compusi
bioactivi noi; in general, plantele iradiate au un continut mai ridicat de compusi bioactivi;
cantitatea de uleiuri volatile depinde de stadiul de maturizare al plantei (lotul 2 prezinta o
amprenta mai intensa decat lotul 1), in cazul stadiilor incipiente de dezvoltare se
recomanda urmarirea compusilor precursori uleiurilor volatile.

GC-MS, ca si celelalte metode de analiza utilizate, a aratat ca in plantele iradiate continutul
in compusi bioactivi este mai mare decat in cele de referintd. Astfel, exista o buna corelare
intre cele trei metode. Tn cimbru s-au gisit ca si componenti majoritari timolul si
carvacrolul, iar in busuioc s-a gasit o cantitate mare de terpene, sesquiterpene si diterpene.
Cantitatea de uleiuri volatile difera si in functie de stadiul de dezvoltare al plantei (busuioc).
Tn planta iradiata cantitatea totald de flavonoide si acizi polifenolcarboxilici (de tip acid
cafeic) determinata spectrofotometric este mai mare decat in planta de referinta. Acest
lucru a fost confirmat prin HPLC. Astfel, cantitatea de flavonoide, respectiv acizi
polifenolcarboxilici in cimbrul iradiat este de 35,7%, respectiv 0,89% mai mare decét in
cimbrul de referinta, in timp ce in busuiocul iradiat este de 24,3%, respectiv 11,59% mai
mare decét in busuiocul de referinta.

Prin HPLC cantitatea compusilor polifenolcarboxilici identificati (acid cafeic, acid
rozmarinic, luteolina, naringenina si apigenina) in extractele obtinute din cimbrul si
busuiocul iradiat este mai mare decat in plantele de referinta.

Extractul obtinut din busuioc iradiat are o activitate antioxidantd mai mare decat extractul
din planta de referinta, fapt dovedit prin cele trei metode de determinare utilizate: DPPH,
TEAC, ORAC.

S-a observat o strnsa legatura intre variatia caracterului antioxidant si continutul de
polifenoli din extractele plantelor studiate, ambele inregistrand o crestere in plantele

iradiate cu microunde.
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