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Introducere

Compusii polifenolici reprezinta una dintre cele mai raspandite clase de metaboliti
secundari din plante, fiind compusi esentiali in asigurarea cresterii si dezvoltarii normale a
plantelor si nu numai, unii dintre ei contribuind la pigmentarea si apararea impotriva agentilor
patogeni si a pradatorilor (Lapornik si colab., 2005; Tsao si Yang, 2003; Balasundram si colab.,
2006)

Multe din proprietatile de activitate biologica ale produselor din plante sunt adesea
asociate cu prezenta unor polifenoli, motiv pentru care acesti compusi sunt intens studiati in
prezent si starnesc un interes deosebit datorita efectelor benefice asupra sanatatii.

Rolul lor de antioxidanti naturali devine din ce in ce mai important pentru prevenirea $i
tratarea diferitelor afectiuni inflamatorii, a bolilor cardiovasculare, neurodegenerative chiar si a
cancerului prezentdnd o activitate antitumorald caracterizatd prin inhibarea proliferarii unei
varietdfi de celule canceroase. De asemenea, unii dintre compusii polifenolici sunt utilizati in
industria agroalimentara ca aditivi, conservanti, coloran{i, ca si 1n industria farmaceutica,
cosmetica si agricultura.

Toate aceste proprietati si efecte benefice asupra sandtdtii umane cat si interesul pentru
utilizarea de aditivi naturali in industrie au intensificat si stimulat eforturile cercetatorilor privind
testarea si aplicarea unor metode cat mai eficiente de separare si caracterizare a compusilor
bioactivi din plante in scopul valorificarii acestora.

Stabilirea structurii, proprietatilor si a domeniilor de utilizare a acestor compusi
presupune utilizarea unor tehnici analitice. Tehnicile cromatografice reprezintd principala
metoda utilizatd in separarea, izolarea si identificarea compusilor bioactivi. In timp cercettorii
au abordat diverse variante ale metodelor cromatografice (HPLC, GC, GPC), mai mult sau mai
putin complexe, cat si metode spectrale (RMN,MS, FTIR, NIR) pentru elucidarea structurii
moleculare.

Obiectivele prezentei teze de doctorat vizeaza aspecte privind extractia, separarea si
caracterizarea compusilor naturali cu structurd aromaticad avand ca materii prime diferite surse
vegetale 1n conditiile valorificarii complexe a biomasei vegetale.

Prima parte a acestei teze este dedicatd unui amplu studiu bibliografic referitor la

principalele clase de polifenoli din plante, sursele naturale de compusi polifenolici, precum si la



cele mai uzuale metode de extractie, separare si caracterizare a acestor compusi pe baza caruia s-
au stabilit obiectivele de cercetare.

In cea de a doua parte, sunt evidentiate rezultatele experimentale proprii obtinute prin
aplicarea diferitelor tehnici in scopul izolarii, identificarii si cuantificarii principalilor compusi
polifenolici prezenti in materialele vegetale selectate pentru acest studiu.

De asemenea, in contextul tezei de doctorat sunt abordate si cateva aspecte privind
proprietatile si stabilitatea polifenolilor in diferite conditii. Fiind cunoscuti pentru proprietatile
antioxidante si efectele benefice asupra sanatatii acesti compusi au fost indelung studiati si inca
constituie un domeniu activ de cercetare. Pana in prezent aspectele privind stabilitatea acestor
compusi au fost foarte putin studiate. Cunoscand faptul ca polifenolii sunt termo si fotosensibili
si sunt susceptibili la degradarea in anumite conditii (ph, expunerea la ultrasunete, lumina,
temperaturd) ne-am propus realizarea unor studii privind degradarea compusilor standard si a
extractelor vegetale in conditii de temperatura ridicata si sub influenta radiatiilor UV.

O alta directie abordata in contextul valorificarii compusilor polifenolici a fost aplicarea
extractelor vegetale in sisteme biologice, In acest scop studiindu-se influenta compusilor naturali
cu structurd aromatica asupra cresterii si dezvoltarii plantelor cat si evaluarea activitagii
antimicrobiene a extractelor vegetale.

Rezultatele experimentale prezentate si abordarea diferitelor tehnici analitice in decursul
programul de doctorat au presupus colaborarea cu diverse institutii internationale prin
oportunitatea beneficierii de stagiul extern de cercetare din cadrul programului de doctorat la
Universitatea Artois din Franta, Bethune cat si alte mobilitati realizate individual la Universitatea
Orleans din Franta, Orleans si Universitatea Tor Vergata din Italia, Roma.

Rezultatele obtinute s-au concretizat in 4 publicatii in reviste cotate ISI, 14 articole 1n reviste

recunoscute CNCSIS si 18 participari la manifestari stiingifice interne si internationale.



Capitolul V. Metode extractie a compusilor chimici naturali

V.I Materiale vegetale selectate
Materiile prime selectate in vederea extractiei, separarii si identificarii compusilor

polifenolici au fost: Asclepias syriaca, fructe de Crataegus monogyna, semintele de Vitis vinifera
(soiul Merlot) si coaja de Picea abies.

Asclepias syriaca a fost in initial selectatd si exploatata din perspectiva continutului in
hidrocarburi, lignina, si fibre celulozice. In contextul valorificirii complexe a biomasei s-a
abordat valorificarea acestei plante si din prisma continutului de compusi naturali bioactivi.

Paducelul (Crataegus Monogyna) este o planta cu proprietati diverse utilizata in medicina
curativa, in special in afectiunile cardiovasculare si cunoscutd datoritd continutului bogat in
compusi bioactivi naturali.

Semintele de struguri si coaja de molid reprezintd surse importante de sub-produse
industriale la nivel national si mondial. Valorificarea deseurilor sau a produselor secundare
rezultate Tn urma diverselor procese industriale este un aspect foarte important din punct de
vedere al impactului de mediu si managementul deseurilor dar si din punctul de vedere al
utilizarii unor materii prime ieftine in procesele de biorafinare si valorificare complexa a

biomasei vegetale cu scopul izolarii compusilor chimici naturali.

Fig.8 Schema de ansamblu a etapelor experimentale parcurse pentru extractia, separarea si
caracterizarea compusilor polifenolici naturali
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V.4 Extractia substantelor lipofile
O etapa importantd in procesul de extractie o constituie eliminarea substantelor lipofile

prezente in materialul vegetal substante care pot ingreuna ulterior extractia compusilor
polifenolici sau a altor compusi cu solubilitate ridicatd in solventi de tipul alcoolilor.
V.4.1 Materiale si metode
In vederea degresarii materialului vegetal s-au utilizat ca agenti de extractie eterul etilic si
hexanul. Fractia lipofila obtinuta dupa extractia cu hexan a fost caracterizata in vederea stabilirii

principalilor acizi grasi prin GC-MS iar fractia eterica a fost supusa analizei HPLC.

V.4.2 Rezultate si discutii
In urma etapei de extractiei a substantelor lipofile utilizand diferiti solventi s-a constatat

ca desi eterul etilic este un bun agent de extractie al substantelor lipofile acesta prezinta afinitate
si fatd de compusii polifenolici. Extractia cu eter etilic a semintelor de struguri si analiza HPLC a
fractiei eterice a confirmat prezenta compusilor de interes in extractul obtinut.

Pentru a evita extractia polifenolilor in etapa de degresare a materialului vegetal s-a
utilizat hexanul ca solvent de extractie.

In Fig.10 sunt prezentate randamentele extractiei cu hexan pentru toate cele patru

materiale vegetale.

Fig. 10 Randamentul extractie cu hexan
Putem observa, astfel, ca randamentele cele mai ridicate s-au inregistrat in cazul
semintelor de struguri si a fructelor de paducel atingand valori de pana la 15% in timp ce pentru
extractele obtinute din coaja de molid si Asclepias Syriaca randamentul extractiei a fost de

aproximativ 8%.



In urma analizei GC-MS s-a constat ci in cazul extractului din Asclepias Syriaca
compusii majoritari prezenti sunt acizii linoleic (21%), oleic (19%) si palmitic (39%).

In extractul de paducel, acidul linoleic reprezinti aproximativ 50% din totalul compusilor
prezenti in timp ce acidul oleic se gaseste intr-un procent de aproximativ 33% iar acidul palmitic
reprezinta 13%.

Pe de alta parte, in extractul din coaja de molid compusii majoritari sunt acidul beheric
(34%), metil lignocerat (36%) si intr-o proportie mai mica acidul palmitic (12%). De asemenea si
in cazul acestui extract se poate constata prezenta unui compus caracteristic doar acestui tip de
material vegetal si anume acidul arahidic care reprezinta aproximativ 9% din totalul compusilor
identificati.

In extractul de seminte de struguri ponderea cea mai ridicatd apartine acidului linoleic

(65%) urmat de acizii oleic (13%) si palmitic (10%).

V.5 Extractia compusilor polifenolici din materialele vegetale

Extractia compusilor naturali bioactivi a presupus utilizarea a trei solventi de extractie:
apa, etanol 80% si metanol 80%. Datorita stabilitatii termice relativ reduse a compusilor
naturali cu structurd aromatica, procesul s-a desfagurat in prezenta acidului ascorbic (0,5 % w/v)
ca agent antioxidant.Temperatura de extractie a fost de 80°C

Extractia alcalina (NaOH 2M) s-a realizat pe materialul vegetal obtinut ulterior
extractiei alcoolice si a avut ca scop eliberarea acizilor polifenolici legati in matricea vegetala de
alte grupari functionale si care nu sunt extractibili in solventi organici.

Extractia cu fluide supercritice este una dintre cele mai versatile tehnici de extractie
aplicata in cazul separarii compusilor polifenolici.

Dioxidul de carbon (0.5 ml/min) in conditii supercritice a fost folosit ca agent de extractie
iar etanolul de concentratie 80% a reprezentat cosolventul utilizat pentru modificarea polaritatii.
Temperaturile de lucru au fost 40, 60 respectiv 80°C iar presiunile de 150, 300 si 400 atm.

Inainte de etapele propriu zise de separare, identificare si caracterizare utilizind diverse
tehnici analitice extractele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic.
Aceasta etapa a presupus calcularea randamentului de extractie, determinarea continutului in
substanta organica §i minerala, determinarea pH-ului si stabilirea densitatii probelor.

In urma unei analizei preliminare a extractelor vegetale s-a constat ci acestea prezinti un

pH intre 3,8 si 5 indiferent de solventul utilizat iar densitatea a fost cuprinsa intre 0,7-0,9 g/cm3.
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Randamentele cele mai ridicate s-au inregistrat pentru extractele etanolice din seminte de
struguri (9%) si fructe de Crataegus monogyna (19%).

In ceea ce priveste extractia cu fluide supercritice a celor din urma materiale
randamentele calculate au fost usor mai ridicate decat in cazul extractiei alcoolice (12 % si
respectiv 22%).

Determinarile cantitative a principalelor clase de compusi din probele vegetale cat si

cuantificarea individuala a compusilor sunt prezentate in urmatoarele capitole.

Capitolul VI. Metode de caracterizare preliminara a extractelor vegetale
utilizand tehnici spectrale

V1.1 Materiale si metode
In acest capitol sunt prezentate rezultatele aplicarii unor tehnici spectrale de analizi a

compusilor polifenolici.

Cu toate ca aceste metode nu permit separarea, identificarea si cuantificarea individuala
a compusilor, acestea sunt foarte utile pentru a realiza o estimare cantitativa a diferitelor grupe de
compusi naturali cu structurd aromatica ce se gasesc in extractele vegetale.

In acest studiu metodele colorimetrice aplicate au fost determinarea continutului total de polifenoli
(metoda Folin-Ciocélteu), determinarea continutului de taninuri totale (metoda bazata pe reactia de
precipitare selectiva a taninurilor in prezenta caseinei), continutul total de flavonoide si flavani (metode
bazate pe reactia compusilor cu clorura de aluminiu in prezenta a diferiti reactivi) si metoda
diferentiala de pH pentru determinarea antocianilor.

Alte tehnici spectrale aplicate pentru caracterizarea extractelor vegetale cat si a
polifenolilor standard au fost spectroscopia FTIR si RMN (‘H- NMR si *'P-RMN).

V1.2 Rezultate si discutii
VI1.2.1 Caracterizarea cantitativa a extractelor prin tehnici colorimetrice

Din analiza datelor experimentale s-a constatat ca in extractele analizate s-au inregistrat
concentratii diferite ale claselor de compusi polifenolici care variaza in functie de natura
materialului vegetal si solventul de extractie utilizat.

in cazul extractelor polifenolice din coaja de molid continutul total de polifenoli a variat de la

aproximativ 5.17 mg GAE/g in extractul apos pana la 23.66 mg/g in extractul metanolic in timp ce
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concentratia in taninuri totale

compusii caracteristici ai acestui material vegetal.

in tabelul 16 sunt prezentate rezultatele obtinute pentru determinarea principalelor clase de

compusi din extractele de Crataegus Monogyna.

Tabel 16. Continutul total de polifenoli, taninuri, flavonoide, flavani si antociani pentru extractul

din Crategus monogyna

a avut valori cuprinse in intervalul 1.64-5.27 mg/g, taninurile fiind

Tip extract | Continut Continut Flavonoide | Continut Continut
total de | total de | totale de flavani de
polifenoli taninuri mgRE/100g | mgRE/100g | antociani
mg mg
GAE/100g GAE/100g

Extract apos | 10,32 3,45 0,29 0,13 0,37

Extract 66,41 41,06 2,06 0,19 0,81

metanolic

Extract 57,22 40,78 2,02 0,16 0,76

etanolic

Comparativ cu celelalte produse analizate, extractele din paducel (Crategus monogyna)
prezinta cele mai mari concentratii in compusi naturali cu structurd aromatica. Continutul total de
polifenoli avand valori cuprinse intre 10.32 mg/g in cazul extractului apos si 66.41 mg/g pentru
extractul metanolic.

In cazul extractelor din seminte de struguri s-au inregistrat de asemenea valori ridicate ale
continutul total de polifenoli (18.22 mg/g) si taninuri totale (5.70 mg/g). Pe de altd parte
concentratii relativ ridicate se pot observa si in cazul flavonoidelor (1.86 mg/g), flavanilor (0.16
mg/g) si antocianilor (0.66 mg/g), cele din urma fiind clase de compusi caracteristice produselor
viticole si nu numai.

Pentru extractele din Asclepias syriaca continutul total de polifenoli a variat intre 28.7 si
11.27 mg/g. Asclepias syriaca este o plantd cu un continut relativ scazut in compusi naturali
polifenolici comparativ cu celelalte specii de plante analizate, indeosebi 1in ceea ce priveste

flavonoidele, flavanii si antocianii.

VI1.2.2 Spectroscopia FTIR
Spectroscopia FTIR poate fi folosita ca o metoda aditionala pentru investigarea gruparilor

functionale caracteristice extractelor vegetale.
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Spectrele FTIR s-au inregistrat atat pentru compusi standard cat si pentru extractele
obtinute in forma liofilizata. Benzile caracteristici standardelor au fost asociate si comparate cu
benzile caracteristice din extractele analizate. Spectrul FTIR si benzile de absorbtie caracteristice
catehinei sunt prezentate in Fig. 18.

In ceea ce priveste extractele vegetale (Fig.20) analizate spectrele au confirmat prezenta
grupdrilor glicozidice la lungimea de unda 3500 cm™ in timp ce grupiri complexe C-O au fost
inregistrate intre 1400-1050 cm™ . Nucleul aromatic a fost identificat la 1515 cm™, legitura C-H
str. a compusilor aromatici intre 3000-3300 cm™, iar legitura C-H def. la 750 cm™ (Gorinstein si
colab., 2009). Benzile de absorbtie caracteristice gruparilor C-O str. si O-H def. ale
polifenolilor au fost observate intre 1250-1500 cm™.

De asemenea, s-a identificat prezenta zaharurilor cu benzi de absorbtie caracteristice intre 750-
1250 cm’ si a substituentilor carbonil la 1750,1626, 1599 cm’! ( Soriano si colab., 2007).
Conform studiilor de literatur, benzile de absorbtie la 3385-3400 cm™; 1612 si 1067-1072 cm’™
sunt atribuite gruparilor functionale caracteristice poliflavonoidelor (Meenakshi si colab., 2009),
in timp ce cele la 1517 si 723 cm' semnifica prezenta nucleului aromatic si a gruparii CH def.
indicand existenta predominanta a procianidinelor (Foo 1981).

De asemenea, vibratiile caracteristice legaturii -C-O alcoolice si a gruparii -OH aromatice s-au

identificat in extractele vegetale la 1032 cm™ respectiv 1147 cm™.

Figura 18. Spectrul FTIR inregistrat pentru

) Figura 20. Spectrul FTIR inregistrat pentru
catehina

extractul din coaja de molid
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V1.2.3 Analiza compusilor polifenolici prin spectroscopie RMN

Analiza RMN a presupus aplicarea a doud variante ale spectroscopiei RMN si anume 'H-

NMR si *'P-RMN.

In tabelul 18 sunt sistematizate semnalele corespunzitoare protonilor din probele

standard de polifenoli si din extractele vegetale.

Tabel 18. Semnalele "H-RMN specifice polifenolilor standard si extractelor vegetale

Semnal, ppm

Grupari caracteristice

7.6-7,4
72-6,8
6,8-6,2
4,5-6,0
4,1-4.95

4,1-33
2,622
22-1,5

Protoni etilenici si aromatici din structura acizilor fenolici
ArH (unitati guaiacil)

ArH (unitati siringil si guaiacil condensat)

Protoni ai gruparii -C=CH-

Protoni Hg din unitatile -O-4, protoni H, din diferite grupari
functionale si protoni H, din structuri moleculare condensate.
Protoni metoxil

Protoni ai gruparii acetat aromatice

Protoni ai gruparii acetat alifatice

In Fig.23 este prezentat spectrul 1H-RMN 1inregistrat pentru acidul vanilic in timp ce Fig.27

reprezinta spectrul caracteristic extractului etanolic din coaja de molid.

Fig.23 Spectrul "H-RMN al acidului vanilic  Fig.27 Spectrul "H-RMN al extractului etanolic

obtinut din obtinut din coaja de molid
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Spectrele acizilor polifenolici standard au evidentiat prezenta grupdrii acetat
caracteristica compusilor in zona 2,6-2,2 ppm in timp ce semnalele din regiunea 4,1-3,3 sunt
atribuite protonilor din gruparea metoxi, grupare functionald prezenta in structura acidului
vanilic si ferulic.

In regiunea 7,4-7,6 ppm s-au identificat protonii aromatici si etilenici din structura
acizilor fenolici iar semnalele din regiunea 6,2-7,2 sunt reprezentate de unitatile siringil si
guaiacil. Protonii caracteristici gruparilor -OH fenolice pot fi de asemenea identificati in
regiunea 6,5-8 ppm.

In cazul extractelor vegetale desi produsele prezinti un grad de complexitate ridicat
spectrele confirma prezenta unor grupari caracteristice polifenolilor care pot fi corelate si cu
spectrele produselor standard.

In regiunea 1,1-1,5 ppm sunt prezente semnale ale contaminantilor alifatici iar in zona
1,5-2,2 semnalele sunt atribuite protonilor din gruparile acetat alifatice. Pe de alta parte
semnalele in zona 2,2-2,6 ppm sunt caracteristice gruparii acetat legatd de nucleul aromatic
atribuita acizilor fenolici.

Picul prezent la 3,3 ppm este caracteristic protonilor din gruparile metoxi. Semnalul in
aceastd regiune a fost intens si poate fi corelat cu prezenta acizilor ferulic si vanilic, gruparea
metoxi caracteristica acestor compusi fiind identificata si in probele martor.

In zona 4,1-4,95 se gisesc protoni Hg din unitatile B-O-4, protoni H, din diferite grupari
functionale si protoni H, din structuri moleculare condensate. Protonii asociati gruparilor -OH
fenolice au fost identificati in zona 6,5-8 ppm.

Pentru analiza ’'P-RMN s-a realizat derivatizarea probelor cu 2-chloro-4,4’,5,5’-
tetramethyl-1,3,2- dioxaphospholan. Aceasta derivatizare a compusilor a facut posibild
identificarea gruparilor OH caracteristice diferitor clase de compusi si anume gruparile -OH
alifatice, cateholice, condensate sau acidice.

Spectrele *'P-RMN ale compusilor standard (Fig. 29) evidentiazi prezenta unor benzi

caracteristice compusilor polifenolici diferite in functie de natura produsului analizat.
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Fig.29 Spectrul *'P-RMN al catehinei

In cazul extractelor vegetale se poate observa o intensitate ridicatd a -OH-ului alifatic
pentru toate probele analizate.

Cu toate acestea spectrele inregistrate si estimarea cantitativd au aratat ca in cazul
extractelor din fructele de Crataegus monogyna (Fig. 38) benzi puternice de absorbtie s-au
identificat in regiunea -OH-ului condensat, cateholic si o-fenolic.

Pentru extractul etanolic din seminte de struguri gruparile caracteristice au fost cele
corespunzatoare -OH-ului cateholic, o-fenolic cat si condensat in timp ce in cazul extractului
apos au fost prezente aceleasi grupari cateholice si o-fenolice insa nu s-au inregistrat gruparile in
zona reprezentata de -OH-ul condensat.

Extractele din Asclepias syriaca si coaja de molid au prezentat spectre similare cu
precadere in cazul probelor alcoolice, manifestindu-se o intensitate ridicatd a gruparilor
condensate, o-fenolice si acidice.

Pe baza spectrelor inregistrate putem asocia gruparile caracteristice extractelor vegetale
cu cele ale compusilor standard. Astfel, se poate constata ca pentru toate extractele analizate s-au
identificat semnale in zona gruparilor acidice (134-135 ppm) care au fost identificate si in cazul

acizilor hidroxibenzoici si hidroxicinamici.
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Extractele din fructe de Crataegus monogyna au prezentat semnale ce pot fi atribuite
catehinei si epicatehinei in regiunile 137,6; 138,04; 138,8 si 145,9 ppm iar cele de la 139,33;
141, 36 si 137,84 ppm sunt reprezentate de prezenta acizilor galic, ferulic si a resveratrolului.

In ceea ce priveste extractele din seminte de struguri prezenta catehinei si a epicatehinei
este confirmata de semnalele caracteristice standardelor in zonele 138,87; 138,08; 137,7 si 145,9
ppm. Picul ce apare la 137,8 ppm pentru extractul alcoolic poate fi atribuit si in acest caz
resveratrolului iar semnalele in regiunea -OH-ului fenolic o-disubstituit sunt caracteristice
acizilor fenolici.

In cazul extractelor alcoolice din coaja de molid si Asclepias syriaca s-a constatat
prezenta semnalelor caracteristice acizilor fenolici la 140,9 ppm si 141-142 ppm. De asemenea o

parte din picurile caracteristice catehinei au fost identificate la 138,1 ppm si 145,9 ppm.

Figure 38. Spectrele >’ P-RMN ale extractelor (apos si etanolic) din fructele de Crataegus
monogyna
In Tabelul 20 sunt prezentate determinirile cantitative realizate in urma analizei RMN a
extractelor vegetale. Exceptand valorile ridicate ale concentratiei pentru gruparile alifatice datele
cantitative ale analizei RMN evidentiaza valori ridicate ale concentratiei si in cazul gruparilor

caracteristice compusilor polifenolici.
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Tabel 20. Determinarile cantitative pe clase de compusi in urma analizei >'P-NMR

Grupari Semnal mmoli/g
ppm CMw | CMEt | SBw | SBEt | GSw | GSEt | ASw | ASEt

OH alifatic 150-145,5 20,26 | 16,31 | 4,36 6,21 4,91 8,74 | 4,43 11,65
OH o-disubstituit | 144,0-140,24 | 0,65 | 0,52 0,16 1,94 0 0,5 0,09 1,47
(condensat)
OH cateholic 140,24-138,8 | 0,13 | 0,10 0,41 0,65 0,22 0,8 0,061 | 2,78
OH o-substituit 138,8-137,9 | 0,27 | 0,22 0,22 0,34 0,21 0,54 | 0,05 0,10
(o-fenol)
OH o-nesubstituit | 137,9-137,4 | 0,049 | 0,039 | 0,10 0,13 0,07 0,29 |0 0
COOH

135,5-134,0 | 0,17 | 0,13 0,45 0,69 0,07 0,29 | 0,67 0,40

CMw, CM Et- extracte apoase respective etanolice din fructe de Crataegus monogyna
SB w, SB Et- extracte apoase respective etanolice din coaja de molid

GSw, GS Et- extracte apoase respective etanolice din seminte de struguri

ASw, AS Et- extracte apoase respective etanolice din Asclepias syriaca

Concluzii

» Extractele obtinute au prezentat un continut ridicat de compusi polifenolici totali, variind
in functie de materia prima si solventul de extractie intre 5,06mg/g pentru extractul din
seminte de struguri si 66 mg/ g in cazul extractului de paducel.

» Dupa cum era de asteptat, s-a constatat ca extractele alcoolice contin o cantitate
considerabil mai mare de compusi polifenolici comparativ cu extractele apoase.

» Analiza FTIR, cu toate cd nu oferd informatii asupra compusilor individuali prezenti in
extracte si nici nu poate fi folositd pentru identificarea sau cuantificarea compusilor,
poate fi o tehnica utild pentru o caracterizare calitativd a extractelor. In comparatie cu
spectrele compusilor standard, pot fi identificate benzi caracteristice polifenolilor.

> Analiza polifenolilor prin spectroscopia 'H-RMN si *'P- RMN a oferit informatii
valoroase referitoare la compozitia probelor vegetale coreland spectrele compusilor
standard cu cele ale extractelor obtinute. Mai mult, varianta *'P-RMN a permis si
evaluarea cantitativd a principalelor clase de metaboliti secundari din materialele

analizate.
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Capitolul VII. Metode de separare si identificare a compusilor polifenolici

naturali in extractele vegetale

VII.1 Materiale si metode

Extractele brute obtinute din cele patru materiale vegetale selectate au fost concentrate si
supuse unei etape de fractionare prin extractia lichid-lichid cu acetat de etil in vederea purificarii
si izolarii polifenolilor In faza organica Inaintea analizei HPLC.

Separarea, identificarea si cuantificarea individuala a polifenolilor din probele vegetale s-
a realizat prin cromatografie lichida de Tnalta performanta.

Aceasta etapd a presupus identificarea acizilor polifenolici din extractele alcoolice,
apoase,alcaline si a probelor obtinute Tn urma extractiei cu fluide supercritice cat si identificarea
flavonoidelor din extractele alcoolice.

In urma analizei HPLC extractele alcoolice au fost supuse analizei GC-MS care a avut ca
scop confirmarea prezentei polifenolilor identificati anterior beneficiind de precizia si
versatilitatea spectrometriei de masa.

VII.2 Rezultate si discutii
VII.2.2 Caracterizarea si identificarea acizilor polifenolici prin analiza HPLC

Cateva din cromatogramele inregistrate pentru extractele vegetale si compusii identificati alaturi

de profilul polifenolilor standard sunt prezentate in Figurile 47, 49 si 53.

Fig.47 Profilul cromatografic al polifenolilor standard inregistrat la 280 nm 1- acid galic; 2-
catehina; 3-acid vanilic; 4- acid cafeic; 5- acid siringic; 6- acid p-cumaric; 7- acid ferulic; 8- acid
sinapic
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Fig. 49 Profilul cromatografic al extractului apos din coaja de molid: 1- catehina, 2- acid vanilic

Fig. 53 Profilul cromatografic al extractului etanolic din seminte de struguri: 1- acid galic; 2-
catehina

In Tabelul 23 sunt prezentate concentratiile calculate in urma analizei HPLC pentru
fiecare compus identificat in extractele obginute. Dupa cum era de asteptat extractia cu apa a
condus la cele mai scazute randamente atat din punct de vedere al compusilor prezenti cat si a
concentratiilor obtinute.

In cazul de fatd s-a constat prezenta unor compusi polifenolici (acid galic, catehina, acid
vanilic) In concentratii relativ ridicate in toate extractele apoase, chiar daca rezultatele au fost
inferioare celor oferite de extractia alcoolica.

In ceea ce priveste extractele alcoolice, o diferentd semnificativa intre etanol si metanol
nu a fost observati. In unele situatii concentratiile calculate pentru o serie de compusi au fost mai
mari in cazul extractelor metanolice, dar acest fapt nu justifica utilizarea preferentiald a
metanolului. De asemenea profilul cromatografic obtinut a fost acelasi, identificindu-se acelasi
numar de compusi in ambele tipuri de extracte chiar daca in termeni de concentratie, rezultatele
au fost diferite.

Extractia alcalina cu solutie de NaOH 2M, s-a realizat cu scopul eliberarii compusilor

bioactivi care se gasesc legati in matrice vegetala de alte grupari functionale. Unii compusi
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polifenolici nu sunt extractibili in solventi organici sau recuperarea lor nu se produce in
totalitate. In astfel de situatii este necesard o etapa de hidrolizi bazici sau acida, sau chiar
ambele. In acest caz, aplicarea acestei tehnici de extractie a avut efecte pozitive realizindu-se
eliberarea unor compusi polifenolici ce nu au fost extractibili in alcool sau care nu au fost
separati in totalitate.

Astfel, in urma analizei cromatografice a acestor extracte s-a constatat prezenta acidului
siringic in toate extractele analizate, prezenta acidului ferulic in cazul extractului din coaja de

molid si a acidului galic si a catehinei in extractele din seminte de struguri.

VII.2.3 Caracterizarea si identificarea flavonoidelor prin analiza HPLC
Pentru identificarea flavonoidelor din extractele vegetale s-au utilizat ca standarde

quercitin, rutin, kaempferol si apigenin.

Fig. 61 Profilul cromatografic al flavonoidelor standard; 1- rutin, 2- quercitin, 3- kaempferol, 4-
apigenin

Fig.63 Profilul cromatografic al flavonoidelor din extractul etanolic de Asclepias syriaca: 1-
rutin; 2-quercitin; 3- kaempferol
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Tabel 23. Concentratiile calculate pe baza datelor analizei HPLC pentru compusii polifenolici identificati in extractele vegetale

Material Tip extract Acid Catehina | Acid Acid Acid Acid p- Acid Acid
vegetal galic vanilic cafeic | siringic cumaric | ferulic sinapic
Seminte Extract apos 6,12+0,2 | 44,36+0,1 | - - - - - -
de Extract metanolic 14,87+0,4 | 88,42+23 | - - - - - -
struguri Extract etanolic 12,54+0,8 | 63,60£1,7 | - - - - - -
Extract NaOH in urma extractiei cu 38,20+0,5 1 21,05£0,9 | - - 63,30+1,5 | - - -
etanol
Extract NaOH in urma extractiei cu 41,52+0,9 | 19,81£2,1 | - - 42,19+1,2 | - - -
metanol
Crataegus | Extract apos 23,42+09 | - - 2,14+0,09 | - - -
monogyna | Extract metanolic 9,19+0,3 | 56,64+12 | - - 2,91+£1,1 | 2,39+0,6 | 0,58+1,1 | -
Extract etanolic 10,98+0,7 | 89,52+2,1 | - - 2,95+1,1 | 3,59+0,4 | 2,25+1,4 | -
Extract NaOH in urma extractiei cu - - - - 19,23+1,3 | - -
etanol
Extract NaOH in urma extractiei cu - - - - 22,51£1,6 | - -
metanol
Coaja de Extract apos - 31+1.9 39,4+0,2 | - - N
molid Extract metanolic 7,1£0,7 70,8+£2,3 | 62,4+0,5 | - - -
Extract etanolic 10,2+0,3 | 71,9£2,7 | 71,9+£0,8 | - - -
Extract NaOH in urma extractiei cu - - - - 42,3+32 | - 45,08+1,6 | -
etanol
Extract NaOH in urma extractiei cu - - 3,93+0,1 | - 42,.87£2,9 | - 42.91+£1,3 | -
metanol
Asclepias Extract apos - - 0,87£0,1 | - 0,98+0,09 1 0,11+0,1 | - -
syriaca Extract metanolic 0,66+0,2 | - 3,72+0,9 | - 2,85£1,1 | 0,41£0,12 | - -
Extract etanolic 0,65+£0,4 | - 2,94+1,1 | - 1,94+0,9 | 0,40+0,09 | - -
Extract NaOH in urma extractiei cu - - - - 25,44+1,2 | 0,14+0,1 | - -
etanol
Extract NaOH in urma extractiei cu - - - - 17,17+1,4 - -

metanol
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Figurile 61 si 63 reprezintd profilul cromatografic al flavonoidelor standard si al
extractului alcoolic din Asclepias syriaca. Trebuie mentionat faptul cd analiza flavonoidelor s-a
efectuat numai in cazul extractelor etanolice deoarece acest tip de compusi sunt partial solubili
sau chiar insolubili n apa. Din aceste considerente prezenta lor in extractele apoase nu este
posibila.

In tabelul 25 sunt prezentate concentratiile pentru fiecare compus exprimate ca si in
cazul acizilor fenolici in mg/100g de material vegetal.

S-a constat ca extractul etanolic din Asclepias syriaca a prezentat un numar mai mare de
flavonoide comparativ cu celalalte probe analizate. Desi aceastd plantd nu este recunoscuta
pentru continutul in flavonoide si nu a fost studiatd pand acum in aceastd directie in proba
analizatd s-au identificat rutinul, quercitina si kaempferolul. De asemenea se poate observa din
cromatograma prezenta a inca trei compusi cu intensitate relativ ridicatd dar care nu au fost
identificati conform etaloanelor.

In extractul din fructe de Crataegus monogyna s-au identificat rutinul si quercitina
primul compus avand o concentratie ridicatd de aproximativ 30 mg/100g.

In extractele din seminte de struguri si coaja de molid s-a identificat quercitina insi
concentratiile calculate au fost relativ scazute. Extractele din seminte de struguri sunt cunoscute
ca avand un continut bogat de antociani si acizi fenolici in special dar si flavonoide. In cazul de

fata s-a identificat un singur compus din cei patru investigati.

Tabel 25. Concentratia flvonoidelor 1n extractele alcoolice analizate

Extract Concentratie mg/100g
Rutin Quercitin | Kaempferol | Apigenin
Extract etanolic din seminte de struguri - 2,38 - -

Extract etanolic din coajd de molid

Extract etanolic din Asclepias syriaca 2,25 0,14 0,17 -

Extract etanolic din Crataegus monogyna 30,32 0,64 - -
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VIL.2.4 Caracterizarea acizilor fenolici din probele vegetale obtinute prin extractia cu
fluide supercritice

Pe baza cromatogramelor inregistrate s-a constatat ca profilul polifenolilor a fost similar
pentru ambele materiale vegetale cu cel obtinut in cazul extractiei alcoolice clasice (Soxhlet).

In functie de conditiile de lucru aplicate valorile concentratiilor au variat semnificativ crescand
proportional cu temperatura si presiunea.

Atunci cand temperatura de extractie a fost de 40°C concentratiile cele mai ridicate s-au
inregistrat la presiunea de 400 atm. La 60°C concentratiile au fost superioare temperaturii de
40°C iar in ceea ce priveste presiunea ca si in cazul anterior valorile cele mai mari s-au obtinut la
presiunea de 400 atm (Tabel 27).

Tabel 27. Concentratiile acizilor fenolici din extractele vegetale pentru diferite conditii de

operare
Temperatura | Presiune | Extract din seminte de Extract din Crataegus monogyna
°C atm struguri Concentratie compusi mg/100g
Concentratie compusi
mg/100g
Acid Catehina Acid | Catehina | Acid Acid
galic galic siringic | ferulic
40 150 6,81 58,73 6,34 17,00 2,48 2,32
300 7,13 61,60 7,12 18,52 3,46 4,76
400 7,72 65,19 7,89 25,51 3,72 6,02
60 150 6,92 61,14 6,43 23,91 3,49 4,46
300 7,91 63,24 7,26 24,39 3,74 5,02
400 8,92 66,78 8,23 26,14 3,81 8,12

VIL.2.5 Identificarea si caracterizarea compusilor polifenolici prin tehnica gaz
cromatografica cuplata cu spectrometria de masa

Analiza GC-MS efectuata ulterior analizei HPLC, a fost o determinare calitativa ce a avut
ca scop confirmarea prezentei compusilor identificati anterior. De obicei, in cazul analizei HPLC
pot interveni erori de interpretare a spectrelor, in special cand probele analizate sunt de origine
vegetala. Pentru a inlatura aceste dezavantaje si pentru a avea o certitudine a prezentei
compusilor identificati prin HPLC s-a optat pentru analiza GC cuplata cu spectrometria de masa
care are un rol foarte important in elucidarea structurii moleculare.

In figurile 70 si 73 sunt prezentate cromatograma GC inregistratid pentru polifenolii

standard respectiv profilul compusilor din extractul etanolic de Crataegus monogyna.
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Analiza GC-MS a confirmat prezenta unor compusi ce au fost identificati si cuantificati
anterior prin cromatografie lichidd de inaltd performanti. In extractele etanolice obtinute din
paducel si seminte de struguri s-au identificat acidul galic si catehina. Intensitatea ridicatd a
picurilor obtinute confirma prezenta acestor compusi in concentratii ridicate. De asemenea s-a
constatat prezenta unui alt compus majoritar- epicatehina, cu intensitate ridicatd care s-a
inregistrat si in cazul analizei HPLC dar care nu a fost identificat. In ceea ce priveste extractul
obtinut din coaja de molid compusii identificati au fost: acid vanilic, acid gentisic, acid galic,

acid p- cumaric acid cafeic si catehina

Fig. 73 Cromatograma GC-MS a extractului
etanolic din Crataegus monogyna: 1- acid
galic acid; 2-catehina; 3- epicatehina

Fig. 70 Cromatograma GC-MS pentru acizii
polifenolici standard 1- acid vanilic, 2- acid
galic, 3- acid ferulic, 4- catehina, 5-
epicatehina

In cele din urma, putem afirmi cd analizi GC-MS a fost utild confirmandu-se prezenta
compusilor majoritari care au fost identificati in prealabil. Pe de alta parte in cazul extractului din
coaja de molid, s-au identificat si alti compusi si anume acidul gentisic, acidul cafeic si acidul p-

cumaric Tnsa dupa intensitatea picurile concentratiile nu sunt foarte ridicate.
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Concluzii
Analiza HPLC utilizdnd standarde externe a permis identificarea si cuantificarea
compusilor polifenolici din extractele vegetale pe baza dreptelor de calibrare realizate.
In urma acestor studii s-a demonstrat prezenta compusilor polifenolici in toate tipurile de
extracte analizate. Compusii majoritari identificafi in extractele alcoolice si apoase
analizate au fost acidul galic, catehina si acidul vanilic.
Hidroliza bazica aplicata cu scopul eliberarii acizilor fenolici legati In matricea vegetala
de alte grupari functionale a avut un efect benefic, in urma acesteia identificaindu-se o
serie de compusi polifenolici 1n toate extractele alcaline realizate pe materialele vegetale
extrase in prealabil cu etanol.
In extractele alcoolice s-a identificat de asemenea si prezenta unor flavonoide. Extractul
alcoolic din Asclepias syriaca a avut cel mai complex profil al flavonoidelor
identificandu-se prezenta a trei compusi (rutin, quercitin si kaempferol) din cei patru
folosifi ca standard iar in extractul din fructe de Crataegus monogyna s-a identificat
rutinul in concentratie ridicata (20mg/100g).
Extractia cu fluide supercritice s-a realizat in conditii diferite de temperatura si presiune
constatand ca acesti parametri influenteaza semnificativ procesul extractiv, concentratiile
compusilor crescand proportional cu presiunea si temperatura. Astfel, concentratiile cele
ridicate Tn compusi polifenolici s-au obtinut la temperatura de 60°C si presiunea de 400
atm.
Analiza GC-MS a confirmat prezenta compusilor identificati anterior prin cromatografie
lichida de inalta performanta. In plus s-a constat si prezenta epicatehinei in extractele din

seminte de struguri si paducel cat si a altor acizi fenolici in extractele din coaja de molid.
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Capitolul VIII. Separarea compusilor polifenolici prin schimb ionic

VIII.1 Materiale si metode de sinteza si analiza

Separarea compusilor polifenolici prin schimb ionic a presupus testarea a diferite rasini
comerciale sau sintetizate in laborator cu scopul izolarii polifenolilor din probe vegetale.

In studiul de fata s-a urmarit capacitatea de adsorbtie a schimbatorilor de ioni utilizand solutii
standard de polifenoli.

In ceea ce priveste utilizarea schimbitorilor comerciali s-a evaluat capacitatea de
adsorbtie a 7 rasini utilizdnd o solutie de 9 polifenoli standard. Studiul cinetic desfasurat in
conditii diferite de pH s-a realizat utilizand aceeasi compusi si 2 dintre cele mai eficiente rasini.
In cea de a doua etapa a acestui studiu s-a realizat sinteza a 4 schimbatori de ioni cu grupari
functionale aminice, testati de asemenea pentru separarea compusilor polifenolici.

Caracteristicile schimbatorilor utilizati si metodele de sinteza sunt descrise detaliat in
contextul tezei de doctorat.

Evaluarea capacitatii de adsorbtie in ceea ce priveste probele sintetizate in laborator a
presupus un studiu mai amplu avand in vedere ca aceste probe au fost special create si prima
oara testate in aceasta directie.

Astfel, capacitatea de adsorbtie s-a testat utilizdnd solutii de diferite concentratii
continand 4 compusi standard din clase diferite (acid galic si vanilic reprezentand acizii
hidroxibenzoici, acid ferulic apartinand acizilor hidroxicinamici §i catehina din categoria
taninurilor). In urma stabilirii randamentelor de retinere s-au realizat studii cinetice si
termodinamice pentru fiecare compus individual utilizand schimbatorul de ioni cel mai eficient.

In final, pentru toate probele sintetizate s-a realizat un studiu cinetic similar cu cel

efectuat in cazul schimbatorilor de ioni comerciali.

VIII.2 Rezultate si discutii
VIII.2.1 Adsorbtia compusilor polifenolici pe schimbatori de ioni comerciali

Randamentul adsorbtiei celor 9 polifenoli pentru rasinile comerciale dupa un timp de
contact de 5 ore este prezentat in Tabelul 30.

Raginile Amberilte A21 si Amberlite IRA-93 ambele schimbatori de anioni slab bazici

au fost singurele probe care au manifestat o capacitate de adsorbtie foarte ridicatd retinerea
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compusilor fiind completa la finalul reactiei.

In cazul probelor Amberilte TRA-904 si Dowex 1x2Cl randamentul de retinere al
polifenolilor a fost de asemenea ridicat ajungand pana la 100% pentru unii compusi.
Pentru schimbatori de ioni Dowex 50w8-100, Amberlite XAD 2 si Amberlite XAD 1180
capacitatea de adsorbtie variat semnificativ in functie de natura compusilor polifenolici intre
38% si 100%.

Se poate observa ca in cazul acestor probe s-au inregistrat randamente ridicate indicand
adsorbtia completd a acizilor hidroxicinamici. Daca retinerea acizilor hidroxibenzoici a fost
relativ scazuta afinitate deosebitd manifestatd pentru gruparea cinamicd a condus la randamente

de 90-100% pentru acizii p-cumaric, ferulic sinapic si anisic.

Tabel 30. Randamentul adsorbtiei polifenolilor standard in functie de schimbatorul de ioni

utilizat
Compus standard Amberlite | Amb. | Amb. | Dowex | Dowex | Amb. | XAD
A21 IRA- |IRA- |[1x2Cl| 50wx8- | XAD | 1180
904 |93 100 2
Acid galic 100 96 100 97 46 48 61
Catehina 100 100 100 100 58 68 91
Acid p-hidroxi benzoic 100 93 100 96 38 50 72
Acid vanilic 100 98 100 99 50 66 88
Acid siringic 100 85 100 96 59 84 95
Acid p-cumaric 100 100 100 100 74 88 97
Acid ferulic 100 98 100 100 78 96 100
Acid sinapic 100 96 100 100 83 98 100
Acid anisic 100 100 100 100 72 100 100

Tinand cont de rezultatele obtinute privind randamentele de adsorbtie a schimbatorilor
utilizati s-au selectat in vederea efectudrii studiul cinetic de adsorbtie, un schimbator de anioni
puternic bazic (Dowex 1x2 Cl) si slab bazic (Amberlite 21).

In continuare sunt relatate date referitoare la cinetica de adsorbtie a celor 9 polifenoli cat
si comportamentul compusilor in conditii variate de ph.

In figurile 76 si 77 este prezentata evolutia adsorbtiei in timp pentru cei doi schimbtori

selectati studiul desfasurandu-se la ph neajustat.
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Pentru proba Amberlite 21 echilibrul de sorbtie a fost atins dupa 60 de minute adsorbtia
compusilor fiind completi. In cazul schimbatorului Dowex 1x2 Cl retinerea completi s-a obtinut
pentru acizii hidroxicinamici si catehina n timp ce adsorbtia acizilor hidroxibenzoici a fost mai
scazuta, concentratia in solutie fiind de aproximativ 15 mg/L dupa 60 de minute si mentinandu-
se constantd pana la finalul reactiei.

Atunci cand procesul s-a desfasurat la pH acid retinerea completa a polifenolilor s-a atins
dupa 60 min in cazul rasinii Amberlite 21, procesul fiind similar cu cel desfasurat la ph-ul
natural al polifenolilor.

In ceea ce priveste adsorbtia utilizand schimbatorul Dowex 1x2 CI ph-ul acid a avut o
influenta negativa. Afinitatea fatd de acizii hidroxicinamici s-a manifestat si in acest caz insa
adsorbtia completd nu s-a atins pentru toti compusii pana la finalul reactiei. Pe de alta parte
concentratiile acizilor hidroxibenzoici in solutie au variat intre 15 si 22 mg/L dupa 180 minute
de contact.

Adsorbtia polifenolilor in mediu bazic a fost relativ scazuta comparativ cu adsorbtia la
ph neajustat si chiar cu cea la ph acid. In aceasta situatie numai doi dintre compusi (catehina si
acid vanilic) au fost adsorbiti complet dupd aproximativ 60 de minute in timp ce retinerea

celorlalti polifenoli nu a fost completa nici dupa 180 de minute.

Fig.76 Cinetica adsorbtiei acizilor fenolici la pH neajustat in cazul schimbatorului comercial

A21
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Fig.77 Cinetica adsorbtiei acizilor fenolici la pH neajustat in cazul schimbatorului comercial
Dowex 1x2

VIIL.2.2 Adsorbtia compusilor polifenolici pe schimbatori de ioni sintetizati

Testarea capacitatii de retinere a probelor sintetizate P1, P115, PBa-2 si PHH utilizadnd solutii
polifenolice de concentratii diferite a evidentiat faptul ca schimbatorul de ioni P115 a fost cel
mai eficient, randamentele Inregistrate pentru concentratia de 200 ppm fiind de 91% pentru
acidul galic, 61% pentru catehina, 65% in cazul acidului vanilic.

In continuare este prezentat unul din studiile cinetice si termodinamice utilizdnd schimbatorul de
ioni cu capacitatea de adsorbtie cea mai mare si compusul standard cu randamentul de retinere

cel mai ridicat.

V.2.2.3 Studiul cinetic si termodinamic de adsorbtie a acidului galic pe schimbatorul de
ioni P115

In Figura 85 este prezentat efectul timpului de contact asupra retinerii acidului galic de
catre schimbatorul polimeric P 115, pentru doua concentratii 104 si 160 mg/L.

In urma studiului cinetic se poate concluziona ci echilibrul de sorbtie se stabileste
suficient de rapid, pentru ca metoda de concentrare sa fie convenabila pentru sistemul de sorbtie
in conditii dinamice. Cantitatea maxima adsorbita, in 8 ore de contact, in cazul concentratie de
320 mg/L a fost de 73.8 mg/g. Concentratia obtinuta are o valoare foarte apropiatd de cea

obtinuta in cazul timpului de contact de 24 ore (74.95 mg/g) pentru aceeasi concentragie. Acest
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lucru sugereaza faptul cd afinitatea acidului galic fatd de schimbatorul polimeric P 115 este

foarte mare, iar echilibrul de sorbtie se stabileste In aproximativ 240 min.
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Figura 85 Cinetica adsorbtiei in cazul acidului galic  Fig, 86 Izotermele de adsorbtie in cazul acidului
(conditii de adsorbtie : concentratia initiala a galic (conditii — concentratia acidului galic 104-
acidului galic 160 mgL™'; 320mgL—1, (cantitatea de 400 mg/L; cantitatea de schimbator, 0.1 g; volumul
schimbato utilizata, 0.1 g; volumul solutiei, 25 mL; solutiei, 25 mL; temperatura, 4, 25 si 50°C; timp
temperatura 25+1 °C) de adsorbtie, 6 h).

In Figura 86 sunt redate izotermele de sorbtie ale acidului galic, la temperaturi diferite
(4°C, 25°C si respectiv 45°C). Se poate observa ci In cazul temperaturii de 45°C, cantitatea
maxima de acid galic adsorbitd (95.3 mg/g) in 6 ore a fost mai mare decat in cazul adsorbtiei la

temperatura camerei pentru un timp de contact de 24 ore (94.7 mg/g).

Tabel 38 Prelucrarea izotermelor de sorbtie Tabel 39 Marimile termodinamice
ale acidului galic conform modelului Langmuir caracteristice procesului de sorbtie
al acidului galic
T.K Q= Ky Parametritermodinamici
mmol/{g | L/mol T, K AG AH AS

277] 0.685] 51952 (KJmol) | (KImol) | (T/mol-K)
293 0.759 3391.86 77 19.68 124.5
318 0.912 | 12183.23 293 -21.98 | 14.81 125
318 -24.82 125

Caracteristicile termodinamice ale procesului de sorbfie si prelucrarea izotermelor

conform modelului Langmuir sunt prezentate in tabelele 38 si 39.
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Valorile ridicate ale constantelor de sorbtie, K;, sugereaza o puternica interactiune intre
grupele functionale ale acidului galic si cele ale sorbentului, care se intensificd odata cu cresterea
temperaturii.

Valorile negative ale energiei libere (AG) obtinute pentru toate temperaturile de sorbtie
indica o afinitate moderata a sorbentului pentru acidul galic (proces spontan de sorbtie).

Valoarea pozitiva a entalpiei aparente de sorbtie, AH, indica faptul ca procesul de sorbtie
pentru acidul galic este endoterm facilitat de cresterea temperaturii iar interactiunea dintre sorbat
si sorbent are loc prin legaturi puternice.

Valoarea pozitiva a entropiei AS, reflecta, cresterea dezordinii sistemului determinata de
pierderea apei structurate din jurul ionilor de schimb.

VIIL.2.2.6 Separarea compusilor polifenolici din amestec a presupus utilizarea unor solutii ce
au continut cei patru polifenoli fiecare in concentratie de 150 mg/L. Cantitatea de schimbator
utilizata in acest caz a fost de 1 g iar volumul solutiei de 100 ml. Studiul cinetic s-a desfasurat
pentru tofi schimbatorii sintetizati.

Ca si in cazul schimbatorilor comerciali, pentru a urmari evolutia adsorbtiei pornind de la

concentratia inifiala graficele prezinta concentratia la echilibru in functie de timpul de contact.

200
200
P1 P115
150 150
= —e— acid galic o —e—acid galic
% 3 100
!{00 —m—catehina £ —&—catehina
S - g 50
50 4 —— acid vanilic o —— acid vanilic
—m— acid ferulic 0 —&— acid ferulic
Timp, min
0] 100 Til%g,omin 300 400 P
' 'Fig.94 Cinet.ica adsorbt'iei celor 4_3_(_3iZi Fig.95 Cinetica adsorbtiei celor 4 acizi
fenolici in cazul schimbatorului P1 (conditiide  fenolici in cazul schimbatorului P115 (conditii
ad§orbtle: concentratie initiala 150 mg/ L; de adsorbtie: concentratie initiala 150 mg/L;
cantitate schimbator 1g; volumul solutiei 100 ¢antitate schimbator 1g; volumul solutiei 100
ml, temperatura 25+1°C) ml, temperatura 25+1°C)

Conform figurilor prezentate putem afirma ca in ceea ce priveste schimbatorul P1  (Fig.94)
capacitatea de adsorbtie a acestuia a fost relativ ridicata pentru acidul galic, acidul vanilic si

ferulic concentratiile acestora in urma adsorbtiei situdndu-se sub 20 mg/L. Randamentul de

32



adsorbtie al catehinei a fost mai scazut iar procesul de adsorbtie a decurs mai lent, concentratiile
dupa 300 min de contact fiind de aproximativ 58 mg/L.

Atunci cand schimbatorul P115 a fost utilizat ca adsorbant (Fig. 95) randamentele de
retinere ale polifenolilor au fost mult mai ridicate comparativ cu celelalte probe. Adsorbtia
completa dupa 120 de minute s-a atins pentru acidul galic si dupa 180 de minute pentru ferulic in
timp ce concentratia finald in solutie a acidului vanilic a fost de 10 mg/L iar a catehinei de
aproximativ 19 mg/L.

In cazul folosirii probei PBa-2 adsorbtia completi a avut loc pentru acidul galic dupa 240
de minute 1n timp ce concentratiile celorlal{i compusi au fost de aproximativ 20 mg/L la finalul
reactiei.

Randamentele de adsorbtie cele mai scazute s-au inregistrat pentru proba PHH. Pe tot
parcursul reactiei retinerea completa nu s-a realizat pentru niciun compus polifenolic. Mai mult,
concentratiile finale cuprinse intre 80-100 mg/L sugereaza faptul ca randamentul adsorbtie a fost
mai mic de 50% pentru toti polifenolii implicati In proces.

Concluzii

» Separarea prin schimb ionic este 0 metoda noua ce prezintd numeroase avantaje cum ar
fi, o buna stabilitate, capacitate ridicata de adsorbtie, selectivitate si nu in ultimul rand
diversitate structurala.

» Utilizarea schimbatorilor de ioni In procesul de separare al compusilor polifenolici a
presupus testarea unor schimbatori comerciali si sintetici.

> 1In ceea ce priveste probele comerciale s-a constati ci Amberlite A21 si Dowex 1x2 Cl au
avut capacitate de adsorbtie cea mai ridicatd randamentul fiind de 100% pentru fiecare

compus. Celelalte probe comerciale au prezentat randamente ridicate (80-100%)

indeosebi in cazul acizilor hidroxicinamici.

> In urma studiului cinetic s-a constatat ci retinerea completd a compusilor are loc in
aproape 60 de minute de contact.

> 1In ceea ce priveste pH-ul mediului de adsorbtie s-a constat ci la pH 1 procesul decurge
similar ca cel desfasurat la pH neajustat iar in mediu bazic adsorbtia este mult mai

scazuta.
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» Testarea capacitatii de adsorbtiec a schimbatorilor sintetizati in laborator a permis
selectarea rasinii cele mai eficiente (P115) in vederea efectuarii studiilor de cinetica si
termodinamica pentru evaluarea comportamentului fiecarui compus individual.

» Dintre toti compusii polifenolici studiati (acid galic, catehina, acid vanilic, acid ferulic)
adsorbtia cea mai buna s-a realizat in cazul acidului galic si vanilic. Structura mai simpla
si afinitatea compusilor fata de schimbatorului polimeric au facilitat procesul de adsorbtie
obtinand randamente ridicate.

» Temperatura de 45° C a facilitat procesul de adsorbtie, valorile concentratiilor fiind
considerabil mai mari decat in cazul desfasurarii procesului la temperatura ambianta. In
unele cazuri cantitatea adsorbita in 8 ore la 45°C a fost apropiata de cea obtinuta in 24 de

ore la temperatura camerei.

Capitolul IX. Proprietati ale compusilor polifenolici
IX.1 Materiale si metode

Studiul efectuat ofera informatii referitoare la stabilitatea unor compusi polifenolici
standard si a unor extracte vegetale cu continut de polifenoli in diferite conditii.

In acest scop s-a urmarit stabilitatea termica a produselor standard si a extractelor vegetale in
intervalul de temperaturd cuprins intre 25-900°C .

Comportamentul degradarii polifenolilor sub influenta radiatiilor UV a presupus un
studiu cinetic folosind o solutie standard de polifenoli, intr-un reactor prevazut cu lampa de
mercur de presiune joasd, care emite radiatii cu lungimea de unda de 254 nm (UVC).

De asemenea s-a urmadrit stabilitatea compusilor privind expunerea la radiatii UV 1n asociere cu
cativa dintre cei mai utilizati aditivi alimentari (clorura de sodiu, azotatul de sodiu si acidul
citric).

Capacitatea antioxidanta a extractelor obtinute din coaja de molid, Asclepias syriaca,
Crataegus monogyna si seminte de struguri a fost evaluata utilizand metoda bazata pe reducerea
radicalului liber DPPH de cétre compusii cu caracter antioxidant prezenti in reactie.

Activitatea antimicrobiand, determinatd prin metoda difuziei In agar cu discuri
impregnate (metoda difuzimetricd), a fost testata pe trei specii bacteriene Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, precum si
pe drojdia Candida parapsilosis.
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Influenta extractelor polifenolice in procesele de germinare, crestere si dezvoltate a
plantelor a presupus aplicarea extractelor apoase si etanolice obtinute din materialele vegetale
mentionate in procesul de germinare al semintelor de fasole si in cel de cultivare al plantelor in
vase de vegetatie.

Masuratorile biometrice si determinarea cantitatii de biomasd umeda la finalul

experimentelor a permis evaluarea efectului de inhibare sau stimulare a produselor polifenolice.

IX.2 Rezultate si discutii
IX.2.1 Analiza termica

Datele obtinute si prezentate in figurile 98, 100 si tabelul 45, evidentiaza faptul ca
procesul de degradare termica se desfasoara in trei, patru sau chiar cinci etape, Insotite de efecte

endo- si exoterme in functie de structura produsului investigat.

Fig.98 Curbele termogravimetrice (TG si DTG) pentru catehina

Fig.100 Curbele termogravimetrice (TG si DTG) pentru extractul metanolic din seminte de

struguri
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Analizand energiile de activare aparente ale probelelor analizate (Tabel 45) se poate
observa cd existd diferente semnificative atat pentru standardele analizate cat si pentru produsele
vegetale.

Stabilitatea extractelor studiate, este diferitd in concordantd cu compusii specifici ai
fiecarui extract cat si concentratia acestora in proba.

Astfel, extractele obtinute din paducel si Asclepias syriaca prezinta valori ale energiei de
activare relativ mari indicand o stabilitate termica ridicatd in timp ce produsele obtinute din coaja
de molid si seminte de struguri au prezentata valori ale energiei de activare pentru ultima etapa
de aproximativ 50KJ/mol. In cazul extractului din seminte de struguri acest fapt este explicabil
tindnd cont de faptul cd compusii polifenolici predominanti sunt acidul galic, catehina si
epicatehina.

Tabel 45. Caracteristicile cinetice ale procesului de degradare termica

Proba Etapa degradare InA Ea(KJ/mol) n
Acid galic |1 36.16+1.19 123.63+3.54 0.59+35.01e™
111 63.58+1.10 341.6145.5 0.85+18.24 ™
Catehina I 7.47+1.06 34.43£2.93 0.53+36.68 ¢
Il 9.07+1.27 57.89+5.02 1.04+60.43 ™
111 43.72+1.34 226.04+6.23 1.54+30.64 ¢
Crataegus |1 0.63+0.63 19.15+1.88 0.59+45.66 ¢
Monogyna | 11 22.51+0.53 104.59+2.00 1.31£21.50 ¢
11 19.55+0.31 114.40+17.38 1.00£17.38 ¢
Asclepias I 51.25+0.93 178.80+2.93 2.00+32.78 ¢
syriaca 11 23.29+1.08 105.74+3.95 1.92+60.59 ¢
Seminte de | I 23.60+1.21 92.65+3.72 3.25+0.13
struguri Il 6.70+0.44 50.29+1.71 0.84+35.25 ™
Molid I 14.62+1.03 54.74+2.82 1.23+56.81 ™
Il 7.00+0.20 56.79+0.80 1.18424.12 ¢ ™

IX.2.2 Foto-oxidarea compusilor polifenolici

Pentru evaluarea stabilitatii extractelor vegetale obfinute, s-a realizat initial un studiu
cinetic folosind o solutie de polifenoli standard si anume acizii galic, vanilic si catehina.

In Fig.104 este prezentata evolutia degradarii in timp a compusilor standard mentionati.
Timpul de expunere a fost in acest caz 480 min. Timpul reprezinta un parametru important in
procesul de degradare a compusilor polifenolici si nu numai. In studiul propus evaluarea
degradarii compusilor s-a realizat prin analiza HPLC, iar urmarindu-se scaderea continua a

concentratiei in solutia expusa iradierii. In cazul catehinei s-a constatat spre finalul
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experimentului (300, 360, 420 si 480min) ca in descompunerea efectiva a compusului la analiza
HPLC se inregistreaza trei picuri caracteristice unor compusi de degradare, cu arii diferite ce au
prezentat o crestere constanta a intensitagii in timp.

Astfel pe parcursul celor 480 min, catehina a fost singurul compus degradat aproape
complet, urmat de acidul galic degradat in proportie de 85%. Acidul vanilic, pe de altd parte a
prezentat o stabilitate destul de ridicatd, concentratia finala in solutie dupa iradiere fiind de

aproximativ 50%.

120 50

Acid galic
100
40
< 80
P o
g B
5 ; 30 —e—Simpl
g 60 —e—Acid galic % e
& K] —&— Acid citric
8 4 —&—Catehina &
& 20 —— Azotat de sodiu
——Acid vanilic
20 —&—NaCl

0 100 200 300 400 500 600

Timp, min 0 20 40 _ . 60 80 100
Timp, min

Fig.104 Evolutia concentratiei compusilor Fig.105 Degradarea in timp a acidului galic in
polifenolici in timp sub influenta radiatiilor prezenta acidului citric, azotatului de sodiu si a
uv clorurii de sodiu, sub actiunea radiatiilor UV

Utilizarea produselor vegetale in industria alimentara ca aditivi (coloranti, conservati)
presupune pe langd procesele de fabricare si interferenta cu alti compusi chimici necesari
conservarii, Tmbunatatirii calitdti produsului sau a termenului de valabilitate. Unii din acesti
compusi sunt practic inofensivi cum ar fi sarea/clorura de sodiu, bicarbonatul de sodiu, acidul
ascorbic etc. in timp ce altii sunt extrem de nocivi si consumati in cantitati ridicate pot aduce
prejudicii majore sanatatii umane. Dintre acestia enumeram: azotatii de sodiu si potasiu, azotitii
de sodiu si potasiu, acidul citric, glutamatul de potasiu etc.

Scopul acestui studiu a fost evaluarea comportamentului compusilor polifenolici naturali
in asociere cu cativa dintre cei mai utilizati aditivi alimentari si anume sarea, azotatul de sodiu si
acidul citric la tratamentul cu radiatii UV.

In Fig.105 sunt prezentate rezultatele studiului cinetic privind degradarea acidului galic

asociat cu acidul citric, clorura de sodiu si azotatul de sodiu. Se poate observa cd in urma
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timpului de expunere de 90 de minute sub influenta azotatului de sodiu s-a produs o degradare a
acidului galic de aproximativ 40% comparativ cu solutia standard unde degradarea a fost de
37%. In acelasi timp, degradarea acidului galic in prezenta acidului citric (18%) si a cloruri de
sodiu (29%) a fost mult mai scazuta comparativ proba martor indicand o stabilitate mai ridicata a
compusului in asociere cu acesti aditivi.

In Fig. 108 si 109 sunt prezentate rezultatele inregistrate pentru degradarea acidului galic
si a catehinei din extractul apos din seminte de struguri si a acidului vanilic din extractul apos din

coaja de molid comparativ cu rezultatele degradarii pentru compusii standard la acelasi timp de

expunere.
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Fig.108 Degradarea polifenolilor in extractul apos din seminte de struguri comparativ cu

degradarea compusilor standard
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Fig.109 Degradarea acidului vanilic in solutia standard si in extractul din coaja de molid
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Expunerea la actiunea radiatiilor UV a extractului din seminte de struguri a condus la
degradarea catehinei pana la aproximativ 40% in timp ce in solutia standard degradarea a ajuns
pana la 90%. Acest fapt se datoreazd concentratiei ridicate de catehina in extractul analizat.
Concentratia inifiald a catehinei in extractul analizat a fost de 240mg/L in timp ce concentratia in
solutia standard a fost de 100mg/L. Putem afirma astfel, ca degradarea este mai lenta atunci cand
concentratiile sunt mai mari.

In ceea ce priveste acidul galic, procesul de degradare a fost similar in solutia standard si
in extractul de struguri, concentratiile in urma expunerii fiind de 55%.

In cazul acidului vanilic din extractul din coaja de molid s-a constatat ci degradarea

produsului in extractul vegetal (50%) a fost mai rapidd decat in cazul probei martor (40%).

IX.3 Capacitatea antioxidanta

Tabel 46. Activitatea antioxidanta a extractelor vegetale alcoolice

Probe EC50 R’
ung

Acid ascorbic 4,6 0,998
Acid galic 1,7 0,907
Acid cafeic 42,1 0,939
Catehina 12,7 0,999
Extract din seminte de struguri 45,75 0,994
Extract din coaja de molid 159,15 0,983
Extract din Crataegus monogyna 17,8 0,998
Extract din Asclepias syriaca 212,45 0,981

Tabelul 46 prezinta capacitatile antioxidante determinate pentru fiecare tip de extract.
Dupa cum se observa caracterul antioxidant cel mai pronuntat s-a inregistrat in cazul extractului
de paducel valoarea capacitatii antioxidante fiind de 17.8 pg/mL. Extractul alcoolic obtinut din
seminte de struguri are de asemenea un caracter antioxidant puternic, valoarea calculatd a
parametrului EC fiind de 45.75ug/ml.

Capacitatea antioxidantd cea mai scazuta s-a obtinut in cazul extractului alcoolic obtinut

din planta Asclepias syriaca.
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IX.4 Influenta extractelor polifenolice asupra cresterii si dezvoltarii plantelor
Influenta extractelor alcoolice in procesul de germinare
Avand in vedere ca extractele vegetale cu rol de bioregulatori pot stimula sau inhiba
cresterea si dezvoltarea plantelor in functie de concentratiile aplicate, s-au testat pentru fiecare
tip de extract analizat 3 concentratii diferite si anume 0.05 g GAE/L, 0.1 g GAE/L, 0.2 g
GAE/L.

Fig.111 Variatia alungirii tulpinilor si radacinilor plantelor de fasole germinate sub influenta
extractului etanolic din coaja de molid
In cazul extractului din coaji de molid s-a constatat o usoard stimulare in prezenta
extractului de concentratie 0.05 g GAE/L in ceea ce priveste alungirea tulpinilor plantelor de
fasole. Pentru acelasi tip de extract o stimulare semnificativd s-a observat la alungirea
radacinilor, efectul stimulator fiind de aproximativ 100% comparativ cu proba martor.

In ceea ce priveste extractele din Asclepias syriaca alungirea tulpinilor a fost stimulata in
prezenta extractelor de concentratie 0.05g GAE/L si 0.1 g GAE/L in timp ce un efect stimulator
general s-a Tnregistrat in cazul alungirii radacinilor pentru toate cele trei concentratii testate.

Aplicarea extractelor de paducel in germinarea semintelor de fasole a produs o inhibare a
dezvoltarii plantelor manifestat la nivelul tulpinilor pentru toate concentratiile aplicate cat si la
nivelul radacinii. Un caz singular de stimulare a lungimii radacinilor cu mai mult de 100% fata
de martor s-a observat la aplicarea extractului cu concentratia 0.05 g GAE/L.

Prezenta extractelor din seminte de struguri in procesul de germinare a avut un caracter
general inhibitor cu exceptia extractului cu concentratia 0.05 g GAE/L care a stimulat alungirea

tulpinilor cat si a radacinilor.
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Dupa analiza rezultatelor obtinute in urma proceselor de germinare, se poate
concluziona faptul cd extractele cu concentratie redusd 0.05 g GAE/L au avut un efect de
stimulare a alungirii tulpinilor cat si radacinilor, in timp ce la concentratii mai mari 0.1 respectiv
0.2 g GAE/L se manifesta un efect general de inhibare.

Daca 1n cazul alungirii tulpinilor de fasole extractele polifenolice au manifestat un efect
evident de stimulare in cazul cantitatii de biomasa efectul este unul de inhibare. Un efect usor
stimulator s-a observat totusi asupra cantitatii de biomasa a radacinilor. Desi efectul nu a fost
pronuntat acesta s-a manifestat pentru toate extractele de concentratie minima.

Teste de cultivare a plantelor in vase de vegetatie

In ceea ce priveste lungimea tulpinelor plantulelor de fasole cultivate in ghivece se
poate observa cd nu se inregistreaza efecte majore sub actiunea extractelor utilizate, acest
parametru Inregistrand aproape in toate cazurile valori aproximativ similare cu proba martor
(Fig.121 A). Cu toate acestea putem mentinona ca un efect slab de stimulare a alungirii tulpinilor
s-a inregistrat in cazul probeleor M5, M20, AS10, S5 in timp ce proba AS20 a avut un efect de
inhibare asupra dezvoltarii tulpinilor de fasole.

Valorile alungirii radacinilor plantulelor de fasole (Fig. 121B) in cazul aplicarii celor
trei tipuri de extracte polifenolice sunt semnificativ mai mari comparativ cu proba martor fapt ce
confirma stimularea alungirii radacinilor sub influenta extractelor polifenolice.

In aceeasi masurd se constati ci lungimea ramnificatiilor plantulelor de fasole este
influentata pozitiv de extractele polifenolice obtinute din Asclepias syriaca, crescind odatd cu
concentratia acestora (Fig. 121 C). Extractele obtinute din coaja de molid si din seminte de
struguri prezintd si ele un efect stimulator insa doar in cazul utilizarii solutiilor cu concentratii
maxime.

Cele trei tipuri de extracte polifenolice aplicate plantulelor de Phaseolus vulgaris nu
influenteaza semnificativ dimensiunile frunzelor. Se poate remarca doar un usor efect stimulator
in cazul utilizarii probei AS20 si un efect inhibitor in cazul aplicarii extractului din semintele de
struguri (Fig.121 D). Aceste influente particulare ar putea fi corelate cu compozitia extractelor,
in cazul semintelor de struguri prezenta antocianilor ar explica manifestarea unui efect inhibitor

al acestora.
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MS5, M10, M20 (extracte din coaja de molid obtinute din 5, 10,20 g material vegetal),
ASS5, AS10, AS20 (Extracte din Asclepias Syriaca obtinute din 5, 10, 20g material vegetal),
S5, S10, S20 (extracte din seminte de struguri obtinute din 5, 10,20g material vegetal).

Fig.121 Masuratori biometrice ale plantulelor de fasole cultivate in vase de vegetatie (A-
alungire tulpini, B- alungire radacini, C- alungire ramificatii, D- alungire frunze)

IX.5 Determinarea activitatii antimicrobiene a unor extracte de plante

Activitatea antimicrobiand, determinatd prin metoda difuziei In agar cu discuri
impregnate (metoda difuzimetricd), a fost testata pe trei specii bacteriene Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, precum si
pe drojdia Candida parapsilosis.

Cele mai largi zone de inhibitie (15 mm) au fost in cazul extractelor etanolice de coaja de
molid, Crataegus monogyna si seminte de struguri pentru S. aureus (bacterie Gram pozitiva).
Fatd de bacteriile Gram negative (Escherichia coli si Pseudomonas aeruginosa) manifesta o
oarecare activitate antimicrobiand extractele alcoolice din Asclepias syriaca si coaja molid. Zone
de inhibitie mai mici, si deci mai putin semnificative au fost inregistrate pentru extractele apoase

si etanolice de Asclepias syriaca in cazul testarii contra E. coli (Tabel 47).
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Tabel 47. Activitatea antibacteriana a extractelor vegetale comparativ cu substante
antibacteriene de referinta

Zonele de inhibitie (mm)
Microorganisme de referinta S. aureus P. aeruginosa E. coli Candida
parapsilosis

Extract apos din Asclepias syriaca - 6 6 -
Extract etanolic din Asclepias syriaca - 12 6 -
Extract apos din coaja de molid - - - -
Extract etanolic din coaja de molid 15 10 10 -
Extract apos din Crataegus monogyna - - - -
Extract etanolic din Crataegus monogyna 15 - - -
Extract apos din seminte de struguri - - - -
Extract etanolic din seminte de struguri 12 - - -

Gentamicina 17 19 ND ND

Ofloxacina 21 19 22 ND

Amikacina ND 21 21 ND

Kanamicina 18 - 18 ND

Cefuroxim 26 - 17 ND

Eritromicina 20 10 11 ND
Fluconazol ND ND ND -

Nistatin ND ND ND 25

ND — nedeterminat

Rezultatele  sugereaza ca  activitatea  antibacteriand  exprimatda  Tmpotriva
microorganismelor bacteriene Gram-pozitive patogene este putin mai redusd decat cea a
substantelor antibacteriene de referintd pentru Staphylococcus aureus.

Activitatea antibacteriana impotriva bacteriilor Gram negative (Escherichia coli, P.
aeruginosa) a fost Tnsd mai putin comparabila cu activitatea antibacteriand exercitatd de
substantele de referinta.

In ceea ce priveste activitatea antimicotici, se constatd cd niciunul dintre extracte nu

manifesta actiune Impotriva Candida parapsilosis.

Concluzii
> In ceea ce priveste degradarea termicd a compusilor, datele obtinute evidentiaza faptul ci
procesul de degradare termica se desfasoara in trei, patru sau chiar cinci etape, Insotite de
efecte endo- si exoterme 1n functie de structura produsului investigat.
» Stabilitatea termica a extractelor studiate, este diferitd in concordantd cu compusii
specifici ai fiecarui extract cat si concentratia acestora in proba, situandu-se in ordinea:
Extract din Crataegus Monogyna < Extract din coaja de molid< Extract din Asclepias

Syriaca<Extract din seminte de struguri.
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In urma studiului privind foto-oxidarea compusilor polifenolici se poate concluziona ci
polifenolii testati au prezentat o stabilitate ridicata la actiunea radiatiilor UV chiar si in
cazul asocieri lor cu diferiti aditivi, catehina fiind singurul compus degradat aproape
complet, urmat de acidul galic degradat in proportie de 85%. Acidul vanilic, pe de alta
parte a prezentat o stabilitate destul de ridicata, concentratia finala in solutie dupa iradiere
fiind de aproximativ 50%.

Procesul de degradare sub actiunea radiatiilor UV a fost mult mai lent pentru toti
compusii polifenolici n prezenta aditivilor mentionati.

Datele rezultate in urma efectudrii testelor de germinare au evidentiat ca influenta
extractelor utilizate se manifestd 1n mod specific in functie de natura extractului cat si a
materialului vegetal din care s-au obtinut.

Rezultatele obtinute pentru testele de germinare si cele de crestere si dezvoltare a
plantulelor de fasole in vase de vegetatie au evidentiat cd o concentratie ridicatd de
compusi polifenolici are un efect inhibitor asupra cresterii si dezvoltarii plantelor in timp
ce concentratiile mai scazute au un efect de stimulare.

Efectul de inhibare mai pronuntat s-a observat in cazul extractelor din seminte de struguri
care prezintd cel mai ridicat continut de compusi polifenolici. Cu toate ca aceste extracte
au influentat negativ alungirea la nivelul radacinilor si tulpinilor, un efect stimulator s-a
observat 1n ceea ce priveste cantitatea de biomasa verde determinata.

Pentru testele de crestere si dezvoltare a plantelor in vase de vegetatie, s-a observat un
efect stimulator al extractelor apoase din Asclepias syriaca in toate cele trei concentratii,
mai pregnant in cazul AS10 asupra inaltimii plantulelor de fasole in timp ce extractele din
coaja de molid si seminte de struguri prezintd un efect inhibitor.

In urma evaludrii activitatii antibacteriene a extractelor polifenolice s-a constat ci
extractele alcoolice din coaja de molid, seminte de struguri si Crataegus monogyna au un
efect de inhibare asupra microorganismelor Gram pozitive, valorile zonelor de inhibitie
fiind apropiate de cele ale substantelor de referintd. Un efect inhibitor s-a constat si in
cazul microorganismelor gram negative pentru extractele din Asclepias syriaca si coaja
de molid insa zonele de inhibitie au fost relativ mici comparativ cu produsele comerciale

aplicate.
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Concluzii finale

Teza de doctorat intitulata “Contributii privind metode de separare, izolare si
caracterizare a compusilor polifenolici bioactivi din diferite surse de biomasa vegetala” aduce
contributii fundamentale In domeniul izoldrii si caracterizarii unor produse polifenolice din
urmatoarele surse: Asclepias syriaca, fructe de Crataegus monogyna, coaja de molid si seminte
de struguri.

In prima parte sunt prezentate informatii de literatura privind clasificarea si structura
compusilor polifenolici naturali, metode analitice utilizate pentru separarea si caracterizarea
compusilor aromatici naturali cat si proprietati si potentiale aplicatii ale acestora.

In a doua parte a tezei de doctorat sunt prezentate rezultatele experimentale care au
condus la urmatoarele concluzii:

- In domeniul extractiei compusilor polifenolici

e Pentru degresarea materialului vegetal studiul comparativ al folosirii eterului etilic si
hexanului a condus la recomandarea celui din urma datorita caracterului sau selectiv in
extractia compusilor lipofili. Eterul etilic desi este un bun agent de degresare a probelor
vegetale s-a constat ca prezinta afinitate ridicata si fatd de compusii polifenolici.

e In contextul procesului de valorificare complexa a biomasei utilizarea hexanului a
condus la un randament de extractie a substantelor lipofile cuprins intre 7-15%. Analiza
GC-MS a permis identificarea principalilor acizi grasi din extractele obtinute.

e Pentru extractia polifenolilor s-au utilizat ca agenti de extractie apa, solutii apoase de
etanol si metanol (80%), solutii de hidroxid de sodiu 2M si CO, in conditii supercritice.

e Randamentele de recuperare a compusilor polifenolici au fost variate in functie de natura
solventului de extractie si a materiei prime folosite. Randamentele cele mai ridicate s-au
inregistrat pentru extractele metanolice din semintele de struguri (9%) si fructele de
Crataegus monogyna (19%). Pe de alta parte, randamentele extractiei cu fluide
supercritice au fost ugor mai ridicate decéat in cazul extractiei alcoolice si apoase.

e Pentru potentialele aplicatii ale extractelor naturale in domenii industriale se recomanda

extractia cu apa, alcool etilic si fluide supercritice care ofera produse lipsite de toxicitate.
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- In domeniul caracterizirii preliminare a extractelor vegetale utilizind

tehnici spectrale

Extractele polifenolice globale au fost initial supuse unei caracterizari fizico-chimice in
vederea determindrii pH-ului, densitatii si a randamentului de extractie.

Metodele colorimetrice s-au aplicat pentru determinarea continutului total de polifenoli,
taninuri, flavonoide, flavani si antociani.

Extractele obtinute au prezentat un continut ridicat de compusi polifenolici totali, variind
in functie de materia prima si solventul de extractie intre 5,06mg/g pentru extractul din
seminte de struguri si 66 mg/ g in cazul extractului de paducel.

Spectroscopia FTIR, 'H-RMN si *'P- RMN a permis evidentierea unor caracteristici
functionale referitoare la compozitia probelor vegetale coreland spectrele compusilor
standard cu cele ale extractelor obtinute. Mai mult, varianta *'P-RMN a permis si
evaluarea cantitativda a principalelor clase de metabolifi secundari din materialele

analizate.

- In domeniul separarii si caracterizirii compusilor polifenolici din extractele

vegetale

Folosirea cromatografiei lichide de 1nalta performanta alaturi de cromatografia in faza
gazoasa asociata cu spectrometria de masa a permis identificarea si cuantificarea
polifenolilor in probele vegetale pe baza standardelor utilizate.

In urma acestor studii s-a demonstrat prezenta compusilor polifenolici in toate tipurile de
extracte analizate. Compusii majoritari identificafi in extractele alcoolice si apoase
analizate au fost acidul galic, catehina si acidul vanilic.

Hidroliza bazica aplicata cu scopul eliberarii acizilor fenolici legati in matricea vegetala
de alte grupari functionale a avut un efect benefic, in urma acesteia identificaindu-se o
serie de compusi polifenolici in toate extractele alcaline realizate pe materialele vegetale
extrase in prealabil cu etanol.

In extractele alcoolice s-a identificat de asemenea si prezenta unor flavonoide. Extractul
alcoolic din Asclepias syriaca a avut cel mai complex profil al flavonoidelor

identificandu-se prezenta a trei compusi (rutin, quercitin si kaempferol) din cei patru
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folosifi ca standard iar in extractul din fructe de Crataegus monogyna s-a identificat
rutinul in concentratie ridicata (20mg/100g).

Extractia cu fluide supercritice s-a realizat in conditii diferite de temperatura si presiune
constatand ca acesti parametri influenteaza semnificativ procesul extractiv, concentratiile
compusilor crescand proportional cu presiunea si temperatura. Astfel, concentratiile cele
ridicate Tn compusi polifenolici s-au obtinut la temperatura de 60°C si presiunea de 400
atm.

Utilizarea unor conditii menajate de temperaturd si presiune, evitarea degresdrii in
prealabil a materialului vegetal si a utilizarii unui antioxidant cat si timpul de extractie
considerabil mai redus (2h) comparativ cu cel al extractiei clasice (10h) face ca extractia
in conditii supercritice sa fie 0 metoda viabila si avantajoasa pentru separarea compusilor
naturali bioactivi.

Analiza GC-MS a confirmat prezenta compusilor identificati anterior prin cromatografie
lichida de inaltd performantd si a permis identificarea unor compusi suplimentari
(epicatehina 1n extractele din seminte de struguri si paducel cat si a altor acizi fenolici in
extractele din coaja de molid).

In scopul utilizarii schimbitorilor de ioni in recuperarea compusilor polifenolici s-a
efectuat un studiu comparativ folosind atat produse comerciale cat si unele sintetizate in
laborator.

Studiile cinetice si termodinamice folosind diferiti schimbatori de ioni a permis stabilirea
celor mai performanti si a conditiilor experimentale in care se asigura eficienta in
separare (timp de contact, temperaturd, pH, concentratie), precum si afinitatea

suporturilor polimerice pentru diferiti compusi polifenolici.

- in domeniul stabilirii unor proprietiti si potentiale aplicatii ale compusilor

polifenolici

S-a studiat stabilitatea termica a unor compusi polifenolici individuali din categoria celor
prezenti in probele vegetale, precum si a extractelor obtinute.
Stabilitatea termica se situeaza in ordinea: Extract din Crataegus Monogyna < Extract

din coaja de molid< Extract din Asclepias Syriaca<Extract din seminte de struguri.
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S-a investigat comportamentul compusilor polifenolici si a extractelor vegetale sub
influenta radiatiilor UV in absenta si in prezenta unor aditivi (clorura de sodiu, acid
citric si azotat de sodiu) cu care ar putea intra in contact in cazul unor potentiale aplicatii
in domeniul industriei alimentare.

Datele obtinute au evidentiat faptul ca stabilitatea compusilor si a produselor studiate
depinde de natura lor si este modulata de prezenta aditivilor.

Aplicarea extractelor vegetale In procesele de germinare si in cele de crestere si
dezvoltare a plantelor de fasole s-a realizat in vederea functionarii lor ca bioregulatori de
crestere.

Datele rezultate au evidentiat ca influenta extractelor utilizate se manifesta in mod
specific in functie de natura extractului cat si a materialului vegetal din care s-au obtinut.
S-a constatat ca o concentratie ridicatd de compusi polifenolici prezinta un efect general
inhibitor asupra cresterii si dezvoltarii plantelor in timp ce concentratiile mai scazute au
un efect de stimulare.

Extractele polifenolice au fost caracterizate si din punct de vedere al activitatii
antimicrobiene.

Extractele alcoolice din coaja de molid, seminte de struguri si Crataegus monogyna au
prezentat un efect de inhibare asupra microorganismelor Gram pozitive apropiat de cel al
produselor antibacteriene de referinta in timp ce un efect slab inhibitor s-a constat in
cazul microorganismelor Gram negative pentru extractele din Asclepias syriaca si coaja

de molid.
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