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LISTA DE ABREVIERI 

AAPH diclorhidrat de 2,2-azobis (2-amidinopropan) 

ABTS acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonic) 

AUC aria de sub curbă (area under curve) 

BI busuioc iradiat 

BR busuioc neiradiat (de referinţă) 

CI  cimbru iradiat 

CR cimbru neiradiat (de referinţă) 

DPPH capacitatea de îndepărtare a acestui radical (2,2-diphenyl-1-picryl 

hydrazyl radical scavenging) 

FID detector cu ionizare în flacără 

GC cromatografia de gaze 

HPLC cromatografie de lichide de înaltă performanţă (high performance 

liquid chromatography) 

IM incinta cu microunde (de iradiere) 

IR incinta de referinţă 

M macerare 

MAE extracţie în câmp de (assistată de) microunde (microwave-assisted extraction) 

MS spectrometrul de masă 

NTS difenilboriloxietilamină 

ORAC metoda de analiză bazată pe capacitatea de a reacţiona cu oxigenul 

(oxygen radical absorbance capacity assay) a unor specii radicalice 

PDA photodiode array detector 

PEG  polietilenglicol 

TEAC echivalenţi trolox (trolox equivalent antioxidant capacity assay) 

TLC cromatografie pe strat subţire (thin-layer chromatography) 

Trolox acid 6 – hidroxi-2,5,7,8- tetrametil croman- 2-carboxilic 

UAE extracţie asistată de ultrasunete (ultrasound-assisted extraction) 

UV ultraviolet 

VIS vizibil 
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INTRODUCERE 

Progresele înregistrate în domeniul biologiei moleculare şi al manipulărilor genetice oferă 

perspective promiţătoare pentru intensificarea biosintezei unor compuşi secundari, acţionând la 

nivelul genelor reglatoare. Cu toate că există adesea diferenţe relevante în ce priveşte sinteza şi 

acumularea metaboliţilor secundari în diferite ţesuturi sau în faze diferite ale dezvoltării plantei, 

genomul fiecărei celule conţine informaţia necesară pentru a declanşa întregul potenţial al 

metabolismului secundar caracteristic speciei. 

Studii recente [1-3] indică faptul că prezenţa radiaţiilor de microunde are efecte asupra 

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

CONTRIBUŢII PERSONALE 

În cadrul tezei de doctorat intitulată “Cercetări privind influenţa microundelor asupra 

compuşilor bioactivi din Satureja hortensis L. şi Ocimum basilicum L.” s-a avut ca scop principal 

determinarea efectului microundelor asupra compuşilor bioactivi prezenţi în cele două plante 

aromatice luate în studiu. 

1. Principalul element de noutate al acestei teze constă în creşterea cimbrului şi busuiocului în 

câmp de microunde de putere mică, în incinte anechoice identice şi urmărirea variaţiei 

cantităţii de compuşi bioactivi în plantele iradiate comparativ cu cele de referinţă (crescute în 

acelaşi tip de incinte, dar fără câmp de microunde). 

2. În acest sens s-a realizat un studiu privind stabilirea metodei optime de extracţie a uleiurilor 

volatile şi compuşilor polifenolici (flavonoide şi acizi polifenolcarboxilici), metodă care ulterior 

a fost utilizată la extracţia acestor compuşi din plante iradiate cu microunde şi plante de 

referinţă. Stabilirea metodei optime de extracţie a fost necesară, datorită cantităţilor mici de 

compuşi bioactivi care se găsesc în plantele iradiate cu microunde şi în plantele de referinţă, 

acestea având doar cinci săptămâni de la răsărire. În studiul efectuat a fost introdusă o metodă 

nouă de extracţie – extracţia în câmp de microunde aplicat în pulsuri într-o instalaţie de 

microunde concepută în cadrul INCDTIM, Cluj-Napoca. 

3. Metodele de analiză clasice, utilizate pentru compuşii bioactivi au fost aplicate extractelor 

obţinute atât din plante iradiate, cât şi de referinţă. 
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4. Elementele de noutate, cu importanţă practică ridicată, constau în determinarea influenţei 

microundelor asupra următoarelor clase de compuşi bioactivi din plantele studiate: pigmenţi 

asimilatori, uleiuri volatile şi compuşi polifenolici, literatura de specialitate neprezentând, la 

ora actuală, concluzii clare în ceea ce priveşte influenţa microundelor asupra compuşilor 

bioactivi din plantele crescute în câmp de microunde de putere mică. 

5. De asemenea, modificarea caracterului antioxidant al plantelor iradiate, comparativ cu cele 

neiradiate, reprezintă un element de noutate al tezei. 

6.  În urma investigaţiilor efectuate s-a ajuns la concluzia că în plantele iradiate cantitatea de  

uleiuri volatile şi compuşi polifenolici creşte, pe când cantitatea de pigmenţi asimilatori scade 

faţă de plantele de referinţă. 

Prin obiectivele, studiile şi concluziile sale, lucrarea de faţă se aliniază tendinţelor 

mondiale în domeniu. 

PARTE EXPERIMENTALĂ 

CAPITOLUL 4 

ALEGEREA METODEI EFICIENTE DE EXTRACŢIE A UNOR COMPUŞI BIOACTIVI 

DIN SATUREJA HORTENSIS L. ŞI OCIMUM BASILICUM L. 

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

Busuiocul (Ocimum basilicum L.) şi cimbrul de grădină (Satureja hortensis L.), plante 

aromatice, mult folosite în alimentaţie datorită aromei distinctive puternice, au un conţinut ridicat 

în uleiuri volatile. 

4.1.1. Extracţia uleiurilor volatile 

Următorii solvenţi şi amestecuri de solvenţi au fost utilizaţi pentru extracţia 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 extracţie utilizate au fost: macerarea, extracţia asistată de ultrasunete şi 

extracţia asistată de microunde.  
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4.1.2. Analiza calitativă a uleiurilor volatile 

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

4.1.2.1. Analiza prin cromatografie pe strat subţire 

Au fost supuse analizei extractele de busuioc şi cimbru obţinute cu sistemul E6: hexan – 

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

Analizele TLC s-au realizat pe plăci HPTLC Sil G F254. Înainte de utilizare, plăcile au fost 

condiţionate cu metanol şi uscate la 110
○
C timp de 3 ore. Probele au fost aplicate cu un aplicator 

semiautomat Linomat 5, sub formă de benzi de 5 mm. Volumele aplicate au fost 20 µL pentru 

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

utilizat ca şi fază mobilă. Vizualizarea plăcilor s-a realizat prin pulverizare cu anisaldehidă şi 

încălzire timp de 3 min la 110
○
C, când benzile se colorează în roşu – albăstrui. Plăcile astfel 

obţinute au fost analizate la 365 nm, dar şi în vizibil [187]. 

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

de extracţie nu se observă nici o diferenţă din punct de vedere calitativ, ceea ce indică faptul că 

prin nici  o metodă nu se degradează uleiurile volatile. 

        a           b 

             Linia de front 

 

 

 

                                                                  Timol 

                                                                  Linalool 

                                                                  Cineol 

       Linia de start 

 

Figura 15. Identificarea cineolului, linaloolului şi timolului din extractele de 

 Ocimum basilicum L. şi Satureja hortensis L. Faza staţionară: HPTLC Sil G F254. Faza mobila:  

toluen - acetat de etil (93:7, v/v). Vizualizare: anisaldehidă la în 365 nm (a) şi în vizibil (b).   
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4.1.2.2. Analiza prin cromatografia de gaze cu detector de ionizare în flacără 

Analiza GC-FID s-a realizat cu un gaz cromatograf Shimadzu GC-2010 cu ionizare în 

flacără. Compuşii au fost separaţi pe o coloană de metil silicon OV-17 (2 m). Temperatura 

cuptorului a fost programată astfel: 2 min la 80
○
C, 4

○
C/min pentru încălzire pe intervalul 80 – 

200
○
C, 1 min la 200

○
C şi apoi 20

○
C/min până la 260

○
C unde s-a menţinut 35 min. Temperatura 

detectorului şi injectorului a fost de 240
○
C, respectiv 260

○
C. Ca şi gaz purtător s-a utilizat heliu, 

cu un debit de 15 mL/min, iar volumul injectat a fost de 2 µL [187-189]. 

Pe baza rezultatelor obţinute prin GC-FID s-au ales condiţiile eficiente de extracţie a 

uleiurilor volatile din cimbru şi busuioc: ultrasonarea în hexan - eter etilic (1:1, v/v) pentru 

cimbru şi extracţia în câmp de microunde în eter etilic - etanol (1:1, v/v) pentru busuioc. 

4.2. Determinarea metodei eficiente de extracţie a compuşilor polifenolici din plantele 

studiate 

Extractul polifenolic obţinut poate fi analizat atât global - nespecific, prin determinarea 

polifenolilor totali cât şi specific.  

4.2.1. Extracţia compuşilor polifenolici 

De fiecare dată au fost supuse extracţiei câte 0,5 g pulbere vegetală utilizând câte 40 mL 

amestec hidroalcoolic de extracţie de diferite concentraţii (tabel 2). Înainte de refluxare, ultrasonare 

şi extraţie în câmp de microunde, pulberea vegetală a fost lăsată timp de 30 minute la macerare.  

Tabel 2. Compoziţia sistemelor de extracţie utilizate: amestec etanol - apă (v/v) 

ES1 ES2 ES3 ES4 ES5 ES6 ES7 

100:0 90:10 80:20 70:30 60:40 50:50 40:60 

Tehnicile de extracţie utilizate: 

a) Macerarea s-a realizat în 14 zile, la temperatura de 30
○
C. 

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

c) Extracţia asistată de ultrasunete, utilizând o baie ultrasonică Elmasonic s-a realizat la 

temperatura de 70
○
C, timp de 30 minute.  
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d) Extracţia asistată de  microunde s-a realizat în instalaţia  pentru  procesare dinamică a 

substanţei  în câmp de microunde de putere [186]. Extracţia s-a realizat la o putere de 900 W, la o 

temperatură fixată la 70°C şi la presiune atmosferică, cu un coeficient de umplere 40%, timp de 2 

minute. Timpul total de extracţie a fost mai lung decât timpul de acţiune a microundelor, 

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

4.2.2. Analiza calitativă a compuşilor polifenolici 

4.2.2.1. Analiza prin cromatografie pe strat subţire 

Identificarea compuşilor polifenolici s-a realizat pentru extractele de Satureja hortensis L. 

obţinute prin macerare, refluxare şi extracţie în câmp de microunde de putere [205]. 

Din extractele preparate (ES3-ES7) s-au aplicat cu ajutorul unei microseringi Hamilton câte 

10 μL pe placa cromatografică (10 X 10 cm HPTLC) cu silicagel. Atât extractele, cât şi standardele 

au fost aplicate sub formă de bandă de 0,7 cm la 1,5 cm distanţă de marginea inferioară şi laterală a 

plăcii. Ca fază mobilă s-a folosit sistemul: n-hexan - acetat de etil - acid formic (30:20:1,5 v/v). 

Pentru identificare s-au folosit soluţii metanolice de luteolin (1 mg/mL) şi acid rozmarinic (0,7 

mg/mL). Plăcile au fost developate pe o distanţă de 8 cm în camere cromatografice, saturate în 

prealabil timp de 15 minute. Vizualizarea plăcilor s-a realizat după pulverizarea plăcilor cu 

NTS/PEG 400 (difenilboriloxietilamină /polietilenglicol 400) la 365 nm. 

                                                   A                                                    B                                                   C                   

         

 
 

      

       Luteolină 
                                                                                                                                   

        Acid    

       rozmarinic 

           ES3  ES4  ES5  ES6  ES7            ES3  ES4   ES5  ES6  ES7          ES3  ES4  ES5 ES6  ES7 

Figura 23. Cromatograma extractelor de Satureja hortensis L. (ES3-ES7): A-macerare, B-refluxare, 

C-extracţie în câmp de microunde, alături de soluţiile standard. Faza staţionară: 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 înaltă performanţă 

La analiza calitativă a compuşilor polifenolici s-au utilizat extractele de cimbru şi busuioc 

obţinute prin refluxare cu sistemul etanol – apă (70:30, v/v). Analiza cromatografică s-a realizat 

cu un sistem Shimadzu, alcătuit dintr-o pompă binară, degazor, autosampler, termostat setat la 

temperatura de 30
○
C, detector PDA şi MS. Separarea s-a realizat pe o coloană RP-18 cu o fază 

mobilă de acetonitril şi apă (cu acid formic 1%). Eluţia începe cu un gradient liniar pornind cu 

acetonitril 5% până la acetonitril 42% în 5 minute, urmată de o eluţie cu un gradient liniar cu 

acetonitril până la 35% în 25 minute. Debitul fazei mobile a fost de 0,43 mL/min, iar volumul de 

injecţie de 10 μL. 

În urma analizei calitative a extractului de Satureja hortensis L., prin compararea timpilor 

de retenţie şi lungimea de undă maximă a substanţelor etalon cu timpii de retenţie şi lungimea de 

undă maximă a compuşilor din probe şi după masa lor moleculară s-au identificat următorii 

compuşi: acid cafeic, acid rozmarinic, luteolina, naringenin şi apigenina. 

În urma analizei calitative a extractelor de Ocimum basilicum L., prin compararea 

timpilor de retenţie, a lungimilor de undă corespunzătoare maximelor substanţelor etalon cu cele 

ale compuşilor din probe şi după masa lor moleculară s-au identificat următorii compuşi: acid 

cafeic, acid rozmarinic. 

4.2.3. Analiza cantitativă a compuşilor polifenolici 

Analiza cantitativă a compuşilor polifenolici s-a realizat prin două metode de analiză: 

spectrofotometrice şi cromatografice. 

4.2.3.1. Analiza spectrofotometrică  

4.2.3.1.1. Analiza spectrofotometrică a flavonoidelor totale 

Conţinutul total de flavonoide s-a determinat spectrofotometric în urma reacţiei cu 

reactivul AlCl3 [206]. 
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Figura 30. Diagrama comparativă a cantităţii totale      Figura 31. Diagrama comparativă a cantităţii totale de 

de flavonoide în funcţie de solventul folosit şi tehnica    flavonoide în funcţie de solventul folosit şi tehnica de  

de extracţie utilizată pentru Satureja hortensis L.            extracţie utilizată pentru Ocimum basilicum L. 

Pentru extracţia flavonoidelor din Satureja horetnsis L., extracţia prin ultrasonare, folosind 

amestecul de solvenţi EtOH-H2O (80:20, v/v), în timp ce pentru extracţia flavonoidelor din Ocimum 

basilicum L., extracţia prin ultrasonare, folosind amestecul de solvenţi EtOH-H2O (60:40, v/v), se arată 

a fi cea mai bună metodă din punct de vedere al cantităţii de compus extras şi a timpului necesar pentru 

extracţie. 

4.2.3.1.2. Analiza spectrofotometrică a acizilor polifenolcarboxilici 

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

spectrofotometric în urma reacţiei cu reactivul Arnow [207]. 
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   Figura 33. Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici        Figura 34. Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici 

   extraşi din Satureja hortensis L. prin diferite tehnici      extraşi din Satureja hortensis L. prin diferite tehnici 

   utilizând diferite sisteme de extracţie.            utilizând diferite sisteme de extracţie. 
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Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici extraşi atât din Satureja hortensis L., cât şi din 

Ocimum basilicum L. diferă de tehnica de extracţie utilizată şi de sistemul de extracţie utilizat. 

Astfel, acizii polifenolcarboxilici din cimbru se extrag mai bine cu sistemul de extracţie ES3, în 

timp ce din busuioc sistemul ES5 este cel mai eficient. Ca tehnică de extracţie cea mai bună este 

macerarea, urmată de ultrasonare, refluxare şi microunde. 

4.2.3.2. Analiza prin cromatografie pe strat subţire 

Din ecuaţia dreptelor de calibrare ale acidului rozmarinic şi a luteolinei s-au calculat 

concentraţiile acestora în extractele de Satureja hortensis L., iar rezultatele obţinute sunt 

comparate în diagrama prezentată în figurile 37 şi 38. 
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     Figura 37. Diagrama comparativă a conţinutului de      Figura 38. Diagrama comparativă a conţinutului de 

     acid rozmarinic în extractele studiate.                               luteolin în extractele studiate. 

Comparând tehnicile de extracţie, se poate observa că cea mai mare cantitate de luteolină 

şi acid rozmarinic se extrage prin refluxare, urmată de macerare.  

4.2.3.3. Analiza prin cromatografie de lichide de înaltă performanţă 

Rezultatele obţinute în urma analizei cantitative sunt reprezentate în graficele de mai jos. 
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Figura 44. Cantitatea de acid cafeic extrasă                Figura 45. Cantitatea de acid rozmarinic 

                         din Satureja hortensis L.                     extrasă din Satureja hortensis L. 
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Figura 46. Cantitatea de luteolină extrasă din  Figura 47. Cantitatea de naringenină extrasă 

                         Satureja hortensis L.                                                     din Satureja hortensis L. 
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Figura 48. Cantitatea de apigenină extrasă din Satureja hortensis L. 
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    Figura 49. Cantitatea de acid cafeic extrasă                 Figura 50. Cantitatea de acid rozmarinic extrasă 

                      din Ocimum basilicum L.         din Ocimum basilicum L. 

Compoziţia acestor extracte, nu variază din punct de vedere calitativ cu tehnica de 

extracţie utilizată. Cantitatea extrasă, depinde de solventul de extracţie folosit şi de tipul de 

compus polifenolic extras, precum şi de tehnica de extracţie folosită. 

CAPITOLUL 5 

INFLUENŢA MICROUNDELOR ASUPRA UNOR COMPUŞI BIOACTIVI 

DIN SATUREJA HORTENSIS L. ŞI OCIMUM BASILICUM L. 

5.1. Creşterea plantelor luate în studiu în câmp de microunde 

 Plantele luate în studiu au fost crescute în laborator, din seminţe provenite de la firma 

ARO. La trei săptămâni după semănare, vasele cu plantele răsărite au fost introduse în două 

incinte anechoice identice [209], una de referinţă şi una în care acţionează câmpul de microunde 

(figura 51). Acest lot a fost numerotat 1. Alt lot de plante (numai busuioc) a fost introdus în 

incinte, pentru iradiere, la 20 săptămâni după semănare (alt stadiu de dezvoltare) - lotul 2. 
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Figura 51. Instalaţie pentru stimularea dezvoltării plantelor prin aplicarea unui câmp 

 electromagnetic de mică putere. 

În prima incintă de referinţă (IR) s-a amplasat proba martor, iar în cea de-a doua (IM) 

proba iradiată cu microunde la frecvenţa de 2.45 GHz şi putere de 14 dBm, radiaţie provenită 

dintr-un router wireless, prin intermediul unei antene special concepute. Iradierea s-a efectuat pe 

o perioadă de două săptămâni, de fiecare dată, după care plantele au fost scoase din incinte şi 

crescute în cameră.  

5.2. Determinarea pigmenţilor asimilatori 

Determinarea clorofilelor şi a carotenoidelor din plantele de referinţă şi din cele supuse 

iradierii s-a efectuat doar pe busuioc, deoarece cimbrul a fost mai sensibil la prezenţa câmpului de 

microunde şi mai multe plante au murit fie în camerele de iradiat, fie după ce au fost scoase din ele. 

Probele de plante (1 gram) au fost omogenizate cu ajutorul unui Ultraturrax  în prezenţa a  

20 mL 90% acetonă în apă şi apoi lăsate timp de două ore sub agitare. Se repetă extracţia cu încă 

10 mL 90% acetonă în apă până la decolorarea materialului vegetal. Probele se filtrează şi se 

înregistrează spectrul în VIS cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS de tip Jasco V-530. 

5.2.1. Determinarea pigmenţilor clorofilieni 

Calculul concentraţiei pigmenţilor clorofilieni se face prin citirea absorbţiilor la lungimile 

de undă  663, 648 şi 470 nm, după următoarele formule: 

clorofila a ( mg/g ţesut proaspăt ) = ( 11,75 x A 663 – 2,35 x A 645 ) x 50/ 500 

clorofila b ( mg/g ţesut proaspăt ) = ( 18,61 x A 645 – 3,96 x A 663 ) x 50 / 500 

Conţinutul în clorofilă a şi b din probele analizate este prezentat  în graficul de mai jos. 
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Figura 58. Conţinutul în clorofila a şi clorofila b din plantele analizate. 

Conţinutul în clorofilele a şi b este mai mare pentru planta martor luată din natură,  decât 

restul probelor analizate, iar conţinutul în clorofila a este întotdeauna mai mare decât cel în 

clorofila b. De asemenea, conţinutul în clorofilele a şi b din plantele supuse microundelor a fost 

mai mic decât cele din plantele  de referinţă. 

5.2.2. Determinarea pigmenţilor carotenoidici  

Pigmenţii carotenoidici au fost analizaţi prin cromatografie de lichide de înaltă 

performanţă (HPLC). Sistemul HPLC a constat din pompe LC20 AT Shimadzu şi detector 

Shimadzu PDA.  S-a utilizat o coloană YMC C30 (25 cm x 4.6 mm, diametrul particulelor 5 μm). 

Faza mobilă a constat din două amestecuri de solvenţi: A – metanol/metil-tert-butil-eter/apă 

(81:15:4, v/v) şi B – format din aceeaşi componenţi în raport de 6:90:4 (v/v). S-a folosit un 

gradient liniar de la 1% B la 100% B în 90 min. Identificarea carotenoidelor s-a bazat pe 

comparaţia cu timpii de retenţie ai standardelor şi pe spectrele de absorbţie.  

 
Figura 60. Cromatograma HPLC pentru carotenoidele       Figura 61. Cromatograma HPLC pentru carotenoidele 

din extractul acetonic de busuioc neiradiat.                            din extractul acetonic de busuioc supus în prealabil la  

                                                                                                    microunde. 
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Se poate observa că pigmenţii carotenoidici majoritari  în probele studiate sunt β-carotina  

şi luteina, iar ca pigmenţi minoritari zeaxantina şi β-criptoxantina .       

 Extractul obţinut a fost trecut în eter etilic, iar conţinutul total de carotenoide a fost 

determinat spectrofotometric după relaţia de mai jos [210]: 

X (mg carotenoide) = (A x V x 1000)/ (2500 x l x 100) 

 în care: A = absorbţia probei citită la λmax = 450 nm; V  =  volumul probei (mL); 2500 = 

coeficient de absorbţie molar (E1%) pentru carotenoide; l = 1 cm – lungimea cuvei 

spectrofotometrului (drumul optic). 
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Figura 64. Conţinutul în carotenoide totale din plantele analizate. 

Se poate observa din graficul de mai sus că valorile obţinute pentru carotenoidele totale în 

extractul obţinut din planta martor luată din natură este mai mare decât la celelalte probe 

analizate. De asemenea, conţinutul total de carotenoide din plantele supuse microundelor a fost 

mai mic decât cele din plantele  de referinţă.   

5.3. Determinarea influenţei microundelor asupra uleiurilor volatile din plantele 

supuse iradierii 

Materialul vegetal obţinut a fost prelucrat conform protocolului stabilit în capitolul 4, 

utilizând metodele de extracţie eficiente pentru uleiurile volatile.  

5.3.1. Analiza calitativă a uleiurilor volatile 

Analiza uleiurilor volatile din plantele supuse iradierii cu microunde şi din plantele de 

referinţă s-a realizat prin cromatografie pe strat subţire şi cromatografie de gaze cuplată cu 

spectrometria de masă. 
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5.3.1.1.Analiza prin cromatografie pe strat subţire 

Analiza cromatografică a fost realizată conform punctului 4.1.2.1., utilizând plăci HPTLC Sil 

G F254, amestecul toluen – acetat de etil (93:7, v/v) ca fază mobilă, pulverizare cu anisaldehidă şi 

inspectare în domeniul VIS şi UV la 365 nm. 

    

Figura 65. Cromatogramele extractelor de busuioc, alături de etaloane: C – cineol, L – linalool.  

Faza staţionară: HPTLC Sil G F254. Faza mobila: toluen – acetat de etil (93:7, v/v). 

Vizualizare: anisaldehidă în vizibil (a) şi la 365 nm (b). 

    

Figura 66. Cromatogramele extractelor de cimbru, alături de etaloane: C – cineol, L – linalool.  

Faza staţionară: HPTLC Sil G F254. Faza mobila: toluen – acetat de etil (93:7, v/v). 

Vizualizare: anisaldehidă în vizibil (a) şi la 365 nm (b). 

 La o studiere mai atentă a amprentelor cromatografice se observă că: 

- nu apar modificări în amprenta cromatografică, fiind prezenţi aceiaşi compuşi bioactivi, 

adică iradierea cu microunde nu a dus la apariţia de noi compuşi; 

- se observă modificări ale concentraţiei compuşilor bioactivi în plantele radiate faţă de cele 

neiradiate. 
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5.3.1.2. Analiza  prin cromatografie de gaze cuplată cu spectrometria de masă 

Analiza GC-MS a extractelor obţinute s-a realizat utilizând un sistem cuplat GC-MS, 

Thermo Electron Corporation, Trace Ultra / Polaris Q, pornindu-se de la o temperatură de 60
○
C, 

încălzind în 2 trepte: mai întâi cu 10
○
C/min până la 120

○
C, iar apoi cu 4

○
C până la 300

○
C. 

Temperatura de injectare a fost de 250
○
C, iar volumul injectat 2 µL. Coloana capilară utilizată a 

fost DB5, 30 m. 

 
       a) 

 
        b) 

Figura 67. Cromatogramele GC-MS ale extractelor de cimbru: a) planta de referinţă;  

b) planta iradiată cu microunde. 

Din cromatograme se observă că extractele de cimbru conţin o cantitate mare de timol şi 

carvacrol. Cimbrul de referinţă şi cel iradiat conţin aceiaşi compuşi majoritari, dar în cantităţi mai 

mari în cel iradiat (mai mult camphen, borneol, timol, carvacrol, leden-oxid etc). 
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a) 

 
b) 

Figura 68. Cromatogramele GC-MS ale extractelor de busuioc: a) planta referinţă;  

b) planta iradiată cu microunde. 

În cazul busuiocului iradiat s-a găsit un conţinut mare de terpene, sesquiterpene şi 

diterpene, pe lângă hidrocarburi şi alţi compuşi. La fel ca şi în cazul cimbrului, planta iradiată e 

mai bogată în compuşi bioactivi, rezultat observat şi prin celelalte tehnici de analiză utilizate. 

5.3.2. Analiza cantitativă a uleiurilor volatile  

Determinarea cantitativă a uleiurilor volatile s-a realizat prin două metode, una bazată pe 

trasarea curbelor de calibrare şi determinarea concentraţiilor din ecuaţiile dreptelor, iar a doua, 

bazată pe determinarea procentului din fiecare ulei volatil aflat în compoziţie. 

5.3.2.1. Analiza  prin cromatografie de gaze cu detector de ionizare în flacără 

Utilizând curbele de calibrare înregistrate, s-a determinat şi compoziţia în ulei volatil µg/g 

plantă pentru câteva uleiuri volatile. 
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Tabel 13. Cantitatea de ulei volatil determinat pe gram de plantă. 

Planta Limonen 

(µg/g 

plantă) 

Terpineol 

(µg/g 

plantă) 

Citronelol 

(µg/g 

plantă) 

Timol 

(µg/g 

plantă) 

Carvacrol 

(µg/g 

plantă) 

Eugenol 

(µg/g 

plantă) 

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 cuplată cu spectrometria de masă 

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

procentul de uleiuri volatile conţinut în extracte. 

 

Figura 74. Cromatograma cimbrului iradiat şi neiradiat cu microunde. 

 

Figura 75. Cromatograma  busuiocului iradiat şi neiradiat cu microunde, lotul 1. 

_____  cimbru iradiat cu microunde 

_____  cimbru neiradiat 

_____  busuioc iradiat cu microunde 

_____  busuioc neiradiat 
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Pentru cromatogramele înregistrate s-a realizat integrarea tuturor picurilor, suma ariilor 

reprezentând 100%. Pe baza ariilor determinate prin integrare s-a stabilit procentul cu care contribuie 

compuşii identificaţi la compoziţia extractelor obţinute. 

Din cromatogramele înregistrate, atât prin GC-FID, cât şi prin GC-MS s-a constatat că: 

compoziţia chimică a extractelor din plantele iradiate cu microunde şi neiradiate este aceeaşi, dar 

cantitatea de uleiuri volatile diferă. Aceasta diferă şi în funcţie de stadiul de dezvoltare al plantei.  

În cazul busuiocului: 

- componenţii majori sunt: metil-iso-eugenol, eugenol, limonen, linalool, metil p-

metoxicinnamat, iso-ledena; 

- busuiocul iradiat conţine o cantitate mult mai mare de metil-iso-eugenol (de 6,7 ori mai mare) şi 

eugenol (aproape dublu) decât cel neiradiat; 

- busuiocul din lotul 2 conţine borneol, care în lotul 1 este în urme.  

În cazul cimbrului: 

- componentul majoritar este timolul, însoţit de o cantitate foarte mică de carvacrol;  

- ambele tipuri de extracte conţin cariophyllene în cantitate aproximativ egală; 

- în cimbrul iradiat creşte foarte mult cantitatea de triciclene (de 6 ori). 

5.4. Determinarea influenţei microundelor asupra compuşilor polifenolici din plantele 

supuse iradierii 

Pentru caracterizarea plantelor iradiate şi neiradiate cu microunde compuşii polifenolici 

au fost extraşi cu metoda de extracţie stabilită anterior. În acest sens 0,5 g de plantă iradiată şi 

neiradiată au fost extrase în 40 mL amestec etanol – apă (80:20, v/v), în cazul Saturejei hortensis 

L., respectiv în 40 mL amestec etanol – apă (60:40, v/v), în cazul Ocimum basilicum L. prin 

ultrasonare timp de 30 minute. Rezultatele obţinute la plantele supuse tratamentelor cu microunde 

au fost analizate şi interpretate comparativ cu datele înregistrate la plantele de referinţă, cultivate 

în condiţii similare fără însă a fi supuse iradierii.  

5.4.1. Analiza calitativă a compuşilor polifenolici 

Cromatogramele obţinute pentru extractele din planta iradiată şi neiradiată sunt prezentate 

în figurile 76 şi 77. 
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                                  a)                                                                    b)  

     Figura 76. Cromatogramele extractelor de Satureja hortensis L.: a) neiradiat, b) iradiat  

                          obţinute prin ultrasonare cu amestec EtOH – H2O (80:20, v/v).     
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                              a)                                                                                b)   

Figura 77. Cromatogramele extractelor de Ocimum basilicum L.: a) neiradiat, b) iradiat  obţinute prin 

ultrasonare cu amestec EtOH – H2O (60:40, v/v). 

În urma analizei calitative s-au identificat acidul cafeic şi rozmarinic atât în extractele de 

cimbru, cât şi în extractele de busuioc. Pe lângă aceşti compuşi în extractele de cimbru s-au 

identificat luteolina şi naringeninul. 

5.4.2. Analiza cantitativă a compuşilor polifenolici 

Analiza cantitativă a compuşilor polifenolici s-a realizat prin două metode de analiză: 

spectrofotometrie şi cromatografie de lichide de înaltă performanţă. 
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5.4.2.1. Analiza spectrofotometrică a compuţilor polifenolici 

 Prin analiza spectrofotometrică s-a determinat conţinutul total de flavonoide şi de acizi 

polifenolcarboxilici (de tip acid cafeic). 

5.4.2.1.1. Analiza spectrofotometrică a flavonoidelor totale 
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Figura 78. Diagrama comparativă a cantităţii totale de flavonoide. 

Se observă că în plantele iradiate cantitatea de flavonoide este mai mare decât în plantele 

de referinţă. 

5.4.2.1.2. Analiza spectrofotometrică a acizilor polifenolcarboxilici 
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Figura 79. Diagrama comparativă a cantităţii de acizi polifenolcarboxilici de tip acid cafeic. 

 Cantitatea de acizi polifenolcarboxilici atât în cimbru, cât şi în busuioc creşte în plantele 

iradiate faţă de cele de referinţă. 
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5.4.2.2. Analiza prin cromatografie de lichide de înaltă performanţă 
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Figura 80. Diagrama comparativă a cantităţii de compuşi polifenolcarboxilici din Satureja hortensis L. 
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Figura 81. Diagrama comparativă a cantităţii de compuşi polifenolcarboxilici din Ocimum basilicum L. 

  Compuşii majoritari atât în cimbru, cât şi în busuioc sunt acidul rozmarinic şi acidul 

cafeic. De asemenea se poate observa că în plantele supuse iradierii cu microunde cantitatea de 

compuşi polifenolici este mai mare decât în plantele de referinţă.  

5.5. Studii privind modificarea caracterului antioxidant în timpul iradierii plantelor 

cu microunde  

Determinarea caracterului antioxidant s-a efectuat doar pe busuioc, deoarece o mare parte 

din cimbru au murit înainte de a fi scoase din camere.  
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5.5.1. Prepararea probei 

Pentru determinarea caracterului antioxidant al busuiocului s-au luat în studiu frunze 

proaspete iradiate şi neiradiate, din aceeaşi cultură din care s-au determinat polifenolii. 

Un gram de frunze proaspete s-a mojarat cu 1 g nisip cuarţos după care s-a adăugat 25 mL 

etanol 80%. Amestecul s-a agitat timp de 1 h la 4
○
C după care s-a centrifugat la 10000 rpm timp 

de 15 minute. Supernatantul s-a îndepărtat, iar pelteul s-a reluat  cu 5 mL etanol 80%, s-a agitat 

timp de 15 minute şi s-a centrifugat urmând aceeaşi procedură. Supernatantele s-au reunit în 

final. Fiecare probă s-a  extras independent în triplicat, iar analizele s-au efectuat în aceeaşi zi. 

5.5.2. Determinarea caracterului antioxidant al plantelor iradiate şi neiradiate 

5.5.2.1. Metoda DPPH 

Metoda DPPH este des utilizată datorită stabilităţii, simplităţii şi reproductibilităţii sale [213]. 

Activitatea antioxidantă determinată prin testul DPPH pentru busuiocul iradiat este diferită de 

aceea a busuiocului de referinţă care prezintă o activitate antioxidantă mai scăzută. 
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Figura 83. Activitatea antioxidantă al extractelor alcoolice analizate prin metoda DPPH. 

5.5.2.2. Metoda ORAC  

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

calculate aşa cum sunt descrise de Cao şi Prior [216]. 
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Figura 85. Activitatea antioxidantă a extractelor alcoolice analizate prin metoda ORAC. 

Extractul de busuioc iradiat (52,2 mM TE/g plantă) prezintă o mai mare valoare ORAC în 

comparaţie cu extractul de busuioc referinţă (46 mM TE/g). 

5.5.2.3. Metoda TROLOX  

Pentru testul ABTS, protocolul urmează metoda propusă de Arnao [212]. 
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Figura 87. Activitatea antioxidantă a extractelor alcoolice analizate prin metoda TEAC.  

Extractul de busuioc iradiat are o activitate antioxidantă semnificativ mai mare în 

comparaţie cu valoarea TEAC obţinută pentru extractul de busuioc referiţă. 
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Concluzii 

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

compuşilor bioactivi prezenţi în: Satureja hortensis L. (cimbrul de grădină) şi Ocimum basilicum 

L. (busuiocul). În urma cercetărilor efectuate s-au constatat următoarele: 

 Compoziţia extractelor obţinute prin macerare, refluxare, ultrasonare sau în câmp de 

microunde de putere nu variază din punct de vedere calitativ cu tehnica de extracţie 

utilizată. Cantitatea extrasă, depinde de solventul de extracţie folosit, de tipul de compus 

bioactiv extras şi de tehnica de extracţie utilizată. 

 Condiţiile eficiente de extracţie a uleiurilor volatile din cimbru şi busuioc,utilizând tehnicile 

GC-FID şi TLC sunt: ultrasonarea în hexan - eter etilic (1:1, v/v) pentru cimbru şi extracţie 

în câmp de microunde în eter etilic - etanol (1:1, v/v) pentru busuioc. Aceste condiţii au fost 

utilizate în continuare pentru analiza plantelor iradiate şi neiradiate cu microunde. 

 Metoda optimă de extracţie a compuşilor polifenolici (flavonoide şi acizi 

polifenolcarboxilici) este ultrasonarea timp de 30 minute cu un amestec de etanol – apă 

(80:20, v/v) în cazul cimbrului şi cu etanol – apă (60:40, v/v) în cazul busuiocului, metodă 

care a fost utilizată ulterior la extracţia compuşilor polifenolici din plantele iradiate şi 

neiradiate cu microunde. 

 Modificarea condiţiilor de creştere a influenţat atât dezvoltarea plantelor, cât şi 

compoziţia compuşilor biologic activi urmăriţi în acest studiu. 

 În ceea ce priveşte dezvoltarea plantelor s-au observat următoarele: dezvoltare similară a 

plantelor iradiate comparativ cu cele neiradiate (referinţă) în primele două luni după 

iradiere; după două luni de la iradiere diferenţa dintreplantele iradiate şi cele neiradiate  a 

devenit vizibilă. Plantele iradiate s-au dezvoltat mai puternic, au fost mai verzi, au înflorit 

mai repede cu 3 săptămâni şi au prezentat tendinţă de ramificare mult mai mare decât 

plantele referinţă. 

 Conţinutul în clorofilele a şi b, precum şi  conţinutul total de carotenoide din plantele 

supuse microundelor a fost mai mic decât cele din plantele de referinţă. Din 

cromatogramele obţinute prin HPLC nu se observă modificări esenţiale din punct de vedere 

calitativ, în extractul de busuioc iradiat, doar β-criptoxantina dispare sau e numai în urme. 
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 Analizând extractele de uleiuri volatile s-a constatat că timolul şi carvacrolul sunt 

componenţii majoritari ai cimbrului, iar în busuioc s-a găsit o cantitate mare de terpene, 

sesquiterpene şi diterpene. Acest lucru a fost observat prin TLC, GC-FID şi confirmat de 

GC-MS, existând o bună corelare între cele trei tehnici de analiză. 

 Metoda TLC a stabilit amprenta cromatografică a cimbrului şi busuiocului, atât iradiat cât 

şi neiradiat şi a condus la următoarele concluzii: în urma iradierii nu apar compuşi 

bioactivi noi; în general, plantele iradiate au un conţinut mai ridicat de compuşi bioactivi; 

cantitatea de uleiuri volatile depinde de stadiul de maturizare al plantei (lotul 2 prezintă o 

amprentă mai intensă decât lotul 1), în cazul stadiilor incipiente de dezvoltare se 

recomandă urmărirea compuşilor precursori uleiurilor volatile. 

 GC-MS, ca şi celelalte metode de analiză utilizate, a arătat că în plantele iradiate conţinutul 

în compuşi bioactivi este mai mare decât în cele de referinţă. Astfel, există o bună corelare 

între cele trei metode. În cimbru s-au găsit ca şi componenţi majoritari timolul şi 

carvacrolul, iar în busuioc s-a găsit o cantitate mare de terpene, sesquiterpene şi diterpene. 

 Cantitatea de uleiuri volatile diferă şi în funcţie de stadiul de dezvoltare al plantei (busuioc). 

 În planta iradiată cantitatea totală de flavonoide şi acizi polifenolcarboxilici (de tip acid 

cafeic) determinată spectrofotometric este mai mare decât în planta de referinţă. Acest 

lucru a fost confirmat prin HPLC. Astfel, cantitatea de flavonoide, respectiv acizi 

polifenolcarboxilici în cimbrul iradiat este de 35,7%, respectiv 0,89% mai mare decât în 

cimbrul de referinţă, în timp ce în busuiocul iradiat este de 24,3%, respectiv 11,59% mai 

mare decât în busuiocul de referinţă. 

 Prin HPLC cantitatea compuşilor polifenolcarboxilici identificaţi (acid cafeic, acid 

rozmarinic, luteolina, naringenina şi apigenina) în extractele obţinute din cimbrul şi 

busuiocul iradiat este mai mare decât în plantele de referinţă.  

 Extractul obţinut din busuioc iradiat are o activitate antioxidantă mai mare decât extractul 

din planta de referinţă, fapt dovedit prin cele trei metode de determinare utilizate: DPPH, 

TEAC, ORAC.  

 S-a observat o strânsă legătură între variaţia caracterului antioxidant şi conţinutul de 

polifenoli din extractele plantelor studiate, ambele înregistrând o creştere în plantele 

iradiate cu microunde. 
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