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REZUMAT

Teza de doctorat cuprinde 218 pagini din care prima parte (stadiul actual al
cunoasterii in domeniu) extinsad pe 63 de pagini, iar partea a doua (contributii proprii)
acopera 155 de pagini.

Prima parte cu o extindere de 63 pagini prezintd in mod detaliat obiectivele tezei
fiind urmata de o prezentare generala a chimiei unor antioxidanti naturali: acid ascorbic,
antocianidine, flavonoide, glutation, carotenoide, tocoferoli, a metodelor de extractie si
separare a antioxidantilor naturali, a metodelor de indentificare spectroscopice si
cromatografice, prezentare realizata atit pe baza literaturii de specialitate din domeniu
cat si pe baza unor articole publicate in ultimii ani.

In continuare se face o prezentare sintetici a activititii antioxidante si
antiradicalice a antioxidantilor naturali, a actiuni biologice si a principalelor aplicatii ale
acestora.

Prima parte a tezei de doctorat se incheie cu date botanice foarte bine
sistematizate despre plantele Alchemilla vulgaris, Allium ursinum, Acorus calamus,
Solidago virga aurea, Agrimonia eupatoria, Viscum album si Veronica officinalis pentru
determinarea unor extracte cu efect antioxidant.

Partea a doua a tezei, contributii proprii are o extindere de 155 pagini si este
organizata in sapte subcapitole.

In subcapitolul IL2. sunt prezentate tipurile de extracte realizate, apoase,
diclormetanice, hidroalcoolice si metodele folosite pentru obtinerea acestora. Conditiile
experimentale pentru obtinerea extractelor vegetale au fost variate nu numai In privinta
metodelor ci si in privinta parametrilor experimentali(timpi de extractie, temperatura de
extractie). In cazul extractelor hidroalcoolice cercetate s-a putut evidentia faptul ci
randamentele cele mai bune in compusi flavonoidici se obtin folosind alcool metilic cu
un continut de 4% apa, iar conditiile optime pentru extractie sunt temperatura de 4°C si
un timp de extractie de 120 de ore. De asemenea au fost confirmate rezultate superioare
in continutul in principii active a extractelor vegetale cercetate obtinute la baia cu
ultrasunete comparativ cu cele obtinute la un timp de extractie de 10 minute.

Subcapitolul I1.3. prezintd reactiile de identificare calitativa a principiilor active
din extracte, extractele diclormetanice, atat pentru fractiunea nesaponificabila pentru care
se identifica uleiurile volatile, alcaloizii de baza, carotenoidele, substantele triterpenice,
cat si pentru fractiunea saponificabila, in care se identificd acizi grasi si antracenoli.
Pentru extractele metanolice si apoase au fost identificate glucidele reducatoare,
antocianozidele, aminoacizi, proteinele, sarurile de alcaloizi.

S-au evidentiat urmatoarele grupe de principii active: ulei volatil in radacind si partea
aeriand; alcaloizi in flori, ramuri tinere si muguri; carotenoide in flori, ramuri tinere,
muguri si fructe; glucide reducdtoare in toate extractele vegetale cercetate cu exceptia
extractului de Viscum album, substante triterpenice in radacind si partea aeriand, acizi
grasi si antocianozide in toate partile vegetale a plantelor cercetate, aminoacizi si proteine
in extractul de Acorus calamus si Viscum album. O atentie deosebitd este acordatad
acidului ascorbic, important antioxidant natural, datoritd multitudini proceselor
fiziologice si biochimice, in care, direct, sau indirect este implicat, care a fost identificat
pentru toate extractele obtinute, respectiv determinat cantitativ prin doud metode: metoda
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electrochimicd, respectiv. metoda 2,6-diclorfenol-indofenol.in  cazul  metodei
electrochimice, in timpul electrolizei acidul ascorbic doneaza electroni electrodului de
lucru, prin intermediul céruia in voltagramd aceastd oxidare anodicd se prezintd sub
forma unui pic.Determinarea cantitativa se realizeaza folosind metoda aditilor standard
pentru metoda electrochimica.in cazul metodei 2,6-diclorfenol-indofenol, metoda se
bazeazd pe actiunea reducatoare a acidului ascorbic asupra 2,6-diclorfenol-indofenol in
mediu acid, cand acidul ascorbic trece 1n acid dehidroascorbic, iar substanta oxidata-
colorata in forma sa redusad —incolora.

Rezultatele obtinute prin cele doud metode sunt intr-o buna concordantd, exceptia
inregistrata pentru extractul de Acorus calamus ar putea fi atribuitd materialului recoltat
in perioade sau conditii diferite.

Subcapitolul 11.3.5. prezinta analiza calitativa §i cantitativdi a compusilor
antocianidinici prezenti In extractele celor sapte plante studiate, determinate calitativ prin
cromatografie 1n strat subtire iar cantitativ prin spectrometrie in domeniu vizibil. Pentru
extractele hidroalcoolice continutul cel mai ridicat de antocianidine s-a Inregistrat pentru
Alchemilla vulgaris si Allium ursinum.

In subcapitolul 11.3.6. s-a determinat continutul total de flavonoide prin
metoda spectofotometrica, metoda care consta in spectrofotometrare solutiilor la lungimi
de unda caracteristice (510 nm), alegerea lungimi fiind dependentd de solventul utilizat.
Continutul total de flavonoide s-a exprimat ca si cocentratie echivalenta de quercetina.
Tinctura de Solidago virga aurea are concentratia cea mai mare in flavonoide (3.012:10
mol/L), urmati de tinctura de Agrimonia eupatoria (2.665-107 mol/L), si cea de Viscum
album ( 2.317-10° mol/L).

Tincturile de Allium wursinum, Acorus calamus si cea de Veronica officinalis au
continutul cel mai scazut.

Folosirea cromatografiei de lichide de inaltd performanta (HPLC) a permis
determinarea continutului de quercetind, miricetind, rutind si kamferol din extractele
vegetale cercetate . Analiza cantitativda a fost efectuatd atdt pentru extractele
hidroetanolice, hidrometanolice obtinute in conditii de extractie staticd cat si prin
ultrasonare ca si pentru extractele apoase. Cromatograful utilizat a fost tipul HPLC
Varian Pro Star model 240, fiind compus dintr-o pompa ternard, injector automat,
termostat fixat la temperatura camerei si detector UV-VIS (UV-VIS VARIAN MODEL
345). Rezultatele obtinute au indicat prezenta quercetinei In toate extractele cu exceptia
extractului metanolic 96% de Viscum album. Comparand continutul de quercetind si
kamferol s-a ajuns la concluzia cd acesta este cel mai ridicat pentru extractele apoase, in
schimb extractul etanolic are continutul cel mai ridicat in rutind. Comparand continutul
de flavonoide din cele sapte extracte, acesta este cel mai ridicat pentru Solidago virga
aurea si cel mai scazut in extractele de Acorus calamus si Viscum album. Interesant este
faptul ca miricetina are ponderea cea mai mare in extractul de Solidago virga aurea
indiferent de solventul folosit pentru extractie, dar nu a apirut in celelalte extracte. In
mod asemdnator unele extracte nu au in continut kamferol, respectiv rutina.

In subcapitolul 11.3.7. s-a determinat calitativ si cantitativ taninurile din extractele
vegetale studiate.La originea taninurilor se afla acidul galic, respectiv catechinic, care sub
forma unor acizi polifenolici intrda 1n molecula taninurilor hidrolizabile aldturi de o
monoglucida, de obicei glucoza si se gasesc in diferite parti vegetale ale plantelor. Toate
extractele vegetale obtinute contin taninuri puse in evidentd in prima etapd prin reactii de
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culoare. Continutul 1n taninuri al extractelor s-a determinat cantitativ prin titrare la rece
cu solutie de permanganat 0.01N.

Extractele hidroalcoolice de Alchemilla vulgaris, Agrimonia eupatoria,
Solidago virga aurea au valorile cele mai mari, in schimb, extractul de Veronica
officinalis are continutul in substante tanante cel mai scazut.

Rezultatele obtinute aratd cd continutul de substante tanante scade in ordine
Alchemilla vulgaris>Agrimonia eupatoria >Solidago virga aurea>Viscum album>Acorus
calamus>Allium ursinum>Veronica officinalis.Determinarea cantitativa a acidului galic
s-a realizat prin cromatografie de lichide de Tnaltd performanta ( HPLC ) . Rezultatele
obtinute indicd faptul ca cantitatea de acid galic exprimatd ca mg/mL extract vegetal
variaza astfel:

- 0,0011-0,0576 mg/mL pentru extractul metanolic 96%;

- 0,0020-0,0184 mg/mL pentru extractul metanolic 80%;

- 0,0010-0,0182 mg/mL pentru extractul etanolic 96%;

- 0,0020-0,0125 mg/mL pentru extractul etanolic 96% obtinut la baia cu

ultrasunete;

- 0,0029-0,0186 mg/mL pentru extractul etanolic 60% obtinut la baia cu

ultrasunete.

Determinarea continutului de compusi polifenolici totali s-a realizat prin metoda
spectrofotometrica, metoda care confirma cel mai ridicat continut de polifenoli pentru
extractul de Alchemilla vulgaris in concordanta cu cel de taninuri si de acid galic.

Pentru completarea rezultatelor s-a apelat la spectrometria de masa, pentru analiza
extractelor insistandu-se asupra extractului de Alchemilla vulgaris. Pentru identificarea
acidului galic, pirogalolului, quercetinei, rutinei, kamferol, catechinei, acidului ascorbic,
compusilor naturali cu potential antioxidant din extractele vegetale cercetate s-a recurs la
izolarea ionului molecular corespunzator, fragmentarea acestuia, urmata de izolari si
fragmentari succesive ale ionilor in vederea compararii cu spectrele de masa de
fragmentare ale standardelor Inregistrate In aceste conditii. Spectrele de masa obtinute au
confirmat prezenta compusilor naturali preconizati.
de aplicare a extractelor ca antioxidanti pentru uleiurile vegetale, pentru acesta au fost
puse la punct trei metode pentru determinarea activitdtii antioxidante si anume: metoda
spectrofotometrica cu DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), metoda permanganometrica,
metoda chemiluminometrica utilizand luminol.

In subcapitolul I1.5. s-a studiat activitatea antioxidanti si antiradicalica a celor
sapte extracte vegetale studiate raportatd la activitatea antioxidantd a acidului ascorbic,
acidului galic, quercetinei, rutinei si kamferolului considerate standarde de referinta.

Desi nu este specificata pentru un anumit component, metoda spectrofotometrica
cu 1,1-difenil-2-picrilhidrazil este folositd in majoritatea lucrarilor de specialitate pentru
determinarea capacitatii antioxidante totale a unei probe. Acest radical (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) este des folosit pentru testarea capacitatii compusilor de a actiona ca si
inhibitori de radicali liberi sau ca donor de hidrogen, precum si pentru evaluarea
activitatii antioxidante. Aplicatd extractelor hidroalcoolice au evidentiat o activitate
antiradicalica mai mare pentru cele metanolice, aceastd activitate comparatd cu cea a
standardelor a dus la urmatoarele concluzii: activitatea extractelor de Solidago virga
aurea si Viscum album este apropiati de cea a solutiei standard de acid galic. In cazul
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altor extracte de Alchemilla vulgaris, de Acorus calamus s-a stabilit pentru extracte o
activitate apropiatd de cea a solutiilor standard: quercetind, rutina, acid ascorbic. De
mentionat ca activitatea antioxidantd a standardelor variazd in ordinea: acid galic >
quercetind > rutini > acid ascorbic. In cazul metodei cu permanganat, metoda aplicata
extractelor vegetale apose au dus la concluzia ca, capacitatea antioxidantd cea mai mare o
prezintd maceratele obtinute din partea aeriand a extractului de Solidago virga aurea si
cea mai scizuti — maceratul de Acorus calamus. In cazul acestor doud extracte activitatea
antioxidantd cea mai mare, respectiv cea mai redusa coincide pentru cele doud metode
folosite la determinare.

Pentru determinarea capacitatii antioxidante a extractelor s-a aplicat si o metoda
chemiluminometrica utilizand luminolul. Activitatea antioxidanta a fiecarui extract a fost
comparatd cu activitatea antioxidantd a standardelor de quercetind, kamferol si rutina,
tratate cu acelasi reactiv. Prin aplicarea acestei metode procentul de inhibitie al
semnalului luminos este cu atdt mai mare cu cat activitatea antioxidantd este mai
accentuatd. Chiar dacd pentru standarde a aparut o inversiune In ceea ce priveste
activitatea antioxidantd pentru extractul de Solidago virga aurea s-a determinat una
dintre cele mai ridicate activitdti antioxidante, explicabild prin continutul ridicat de
compusi cu efect antioxidant determinati anterior prin HPLC.

In subcapitolul I1.6. s-a realizat un studiu al activititii antimicrobiene a
extractelor hidroalcoolice. Activitatea antimicrobiana a fost determinatd prin metoda
difuziei In agar cu discuri impregnate cu 10 substante antimicrobiene etalon si a fost
testatd pe patru specii bacteriene. Activitatea antibacteriana a fost estimata prin metoda
Kirby-Bauer. Rezultatele obtinute au demonstrat ca activitatea bacteriana a celor sapte
extracte hidroalcoolice fatd de bacteriile Gram pozitive este apropiatd de cea a
standardelor de referintd pentru Staphylococcus aureus. O activitate comparabild cu a
etaloanelor a fost Inregistrata si fatd de Escherichia coli, bacterie Gram negative. Cele
mai largi zone de inhibitie au fost in cazul extractelor de Alchemilla vulgaris, Allium
ursinum $i Solidago virga aurea pentru Staphylococcus aureus si Pseudomonas
aeruginosa.

Zone de inhibitie mai mici au fost Inregistrate pentru extractele studiate in cazul
testarii contra Proteus vulgaris.

In ultimul subcapitol al tezei de doctorat s-a urmdirit o aplicare practici a
extractului de Solidago virga aurea, respectiv a unei mixturi antioxidante asupra
stabilitatii termice a uleiului de masline extra virgin. Acest studiu s-a realizat prin
aplicarea analizei termice diferentiale (TG/DG/DTA). Daca prima etapd de
descompunere a uleiului de masline extra virgin este de 233,7°C si respectiv 240,2°C
pentru ulei cu adaos de butilhidroxitoluen (BHT) — antioxidant admis pentru industria
alimentard — pana la 285,2°C pentru probele tratate cu mixturd antioxidanti, respectiv cu
extract de Solidago virga aurea in cantitati diferite, temperatura primei etape de
descompunere se deplaseaza mult ajungand la 254,6°C, respectiv 285°C pentru adaosul
cu cele mai bune rezultate. S-a stabilit, de asemenea, cd in cazul unor cantitati prea mari
de adaos de extract incepe sd se manifeste actiunea prooxidanta a acestuia.

Aceste rezultate deschid perspective noi de folosire a unor antioxidanti naturali,
extracte vegetale, inclusiv si in cazul unor alimente care prin compozitia lor sunt
autoprotejate.
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CONCLUZII

s-au obtinut extracte apoase, hidroalcoolice si diclormetanice prin mai multe
metode de extractie;

principiile active din materiile prime vegetale cercetate au fost determinate
calitativ §i cantitativ prin metode spectroscopice si cromatografice;

s-a analizat extractul de Alchemilla vulgaris prin spectrometrie de masa, picurile
moleculare din spectrul caracteristic extractului vegetal au fost comparate cu
picurile moleculare a unor solutii de standarde, flavonoide de tipul quercetind,
miricetind, kamferol, rutind, catechind; compusi fenolici de tipul pirogalol, acid
galic(C=0.15 mg/mL).Standardele au fost identificate in extractul metanolic
cercetat, avand aceleasi picuri moleculare;

s-a determinat activitatea antioxidantd a tuturor extractelor vegetale obtinute prin
trei metode, metoda spectrofotometricd cu 1,1-difenil,2-picrilhidrazil (DPPH),
metoda permaganometricad si metoda chemiluminometrica cu luminol.Prin metoda
ce utilizeaza radicalii liberi de tip DPPH s-au inregistrat valori mai mari ale
procentului de inhibitie decat wvalorile determinate prin metoda
chemiluminometrica ce utilizeaza luminol.Rezultatele obtinute prin aplicarea
celor trei metode, aratd ca extractele vegetale analizate sunt buni inhibitori de
radicali liberi de tip 1,1-difenil,2-picrilhidrazil,

prin analiza activitdtii antimicrobiene a celor sapte extracte vegetale s-a stabilit ca
cele mai largi zone de inhibitie au fost in cazul extractelor de Alchemilla vulgaris,
Allium ursinum si Solidago virga-aurea, pentru Staphylococcus aureus si
Pseudomonas aeruginoasa.Zone de inhibitie mai mici au fost Inregistrate pentru
extractele studiate in cazul testarii fatd de Proteus vulgaris.

s-a determinat influenta activitatii antioxidante a extractului de Solidago virga
aurea $1 a mixturi obtinute asupra stabilitdtii termice a uleiului de masline extra
virgin prin analizd termicd diferentiala (TG/DG/DTA).S-a demonstrat ca
principiile active extrase din partea aeriand de Solidago virga aurea au activitate
antioxidanta adaugate ca atare in uleiul de masline extra virgin, activitate mai
mare decat cea a t-butil-hidroxitoluenului (BHT) daca cantitatile utilizate sunt
egale.

Rezultatele cercetarilor experimentale care au stat la baza elaborarii acestei teze au
constiuit obiectul urmatoarelor lucrari:
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2 lucrari publicate in Research People and Actual Tasks on Multidisciplinary
Sciences, Lozenec, Bulgaria, 2009 , ISSN 1313-7735

1 lucrare publicata in Biotechnologies—Present and Perspectives, Simpozion
International, Suceava , 2007, ISSN 1842-4597
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