USAMV BUCURESTI
UNIVERSITATEA DE STIINTE

% AGRONOMICE SI MEDICINA VETERINARA
CENTRUL DE CERCETARE PENTRU STUDIU] DIN BUCURESTI

CALITATIT PRODUSELOR AGROALIMENTARE

SISTEME NATURALE FENOLICE DE PROTECTIE ANTIOXIDANTA
PENTRU LIPIDE ALIMENTARE OBTINUTE DIN SPECII DE ARBUSTI DIN
GENUL VACCINIUM ST EVALUAREA BIOACCESIBILITATII PE
PARCURSUL DIGESTIEI GASTROINTESTINALE
- BIOXVACCINI -

RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC
Etapa |

Director de proiect:

CS dr.chim. Oana-Crina Bujor Nenita

Tip proiect: Proiecte de Cercetare Postdoctorala (PD)
Cod proiect: PN-I11-P1-1.1-PD-2016-1060
Contract nr.: 94/2018

Decembrie, 2018



BIOXVACCINI

Etapa | (31.05.2018 — 14.12.2018):

Dezvoltarea de noi produse naturale functionale fenolice din frunze si tulpini ale

speciilor Vaccinium si stabilirea de metode inovatoare de extractie a compusilor fenolici

Activitate 1.1 - Identificarea si caracterizarea materialelor vegetale ale plantelor de
Vaccinium recoltate din flora spontana si cultura conventionala

Act 1.1.1. Colectarea, depozitarea si conservarea materialelor vegetale

Act 1.1.2. Determinarea parametrilor de calitate ale materialelor vegetale

Activitate 1.2 - Obtinerea produselor naturale functionale bogate in compusi fenolici din
materiale vegetale ale plantelor de Vaccinium: extracte si pulberi
Act 1.2.1. Obtinerea pulberilor din materiale vegetale ale plantelor de Vaccinium
Act 1.2.2. Obtinerea extractelor fenolice prin utilizarea de metode neconventionale de
extractie: SFE si ASE
Act 1.2.3. Fractionarea si purificarea extractelor pentru separarea procianidinelor

Activitate 1.3 - Exploatarea si diseminarea rezultatelor: creare website proiect

Activitate 1.4 - Elaborarea raportului stiintific
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Activitatea 1.1 - Identificarea si caracterizarea materialelor vegetale

ale plantelor de Vaccinium recoltate din flora spontana si cultura conventionala

Act 1.1.1. Colectarea, depozitarea si conservarea materialelor vegetale

Tn cadrul Activitatii 1.1.1 materiale vegetale (frunze si tulpini) ale plantelor de
Vaccinium au fost colectate din habitate montane naturale si cultura conventionala pe parcursul
anului 2018 astfel:

v" din flora spontana (habitate montane naturale): probe de frunze si tulpini de afin
(Vaccinium myrtillus L.) si merisor (Vaccinium vitis-idaea L.) au fost colectate in lunile iulie si
septembrie (doar merisor) din zona localitatii Borca, judetul Neamt.

v din cultura conventionald: probe de frunze si tulpini de afin (Vaccinium
corymbosum L.) din soiurile Coville si Blueray au fost colectate in luna iunie fiind obtinute din

colectia pomologica personald de soiuri de afin situatd in Sat Crovu, Com. Odobesti, Jud.

Dambovita.

otad ESEP Rp B U
Zona de colectare a afinului si merisorului, Afin Merisor Afin: Blueray (A)
localitatea Borca, jud. Neamt (V. myrtillus L.) (V. vitis-idaea L.) Coville (B)

Dupa colectare, au fost aplicate doua procedee pentru conservarea materialelor
vegetale ale plantelor de Vaccinium si anume:

1. congelare la temperatura de - 80°C;

2. uscare la temperatura camerei (20 — 24°C), in conditii normale de aerare, Tn

intuneric, pentru o durata cuprinsa intre 7 si 10 zile.

Act 1.1.2. Determinarea parametrilor de calitate pentru materialele vegetale

Dupa recoltare, materialul vegetal a fost analizat pentru parametrii de calitate precum
substanta uscata si umiditatea.

Substanta uscata si umiditatea materialului vegetal s-au determinat utilizdnd o
termobalanta tip PARTNER MAC 50. Aproximativ 1 g de material vegetal proaspat, frunze si

tulpini de afin si merisor, au fost supuse ncalzirii la o temperatura de 105°C timp de 10 - 30
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minute, pana la eliminarea completd a apei. Substanta uscata si procentul de apa existent in
frunzele si tulpinile plantelor de Vaccinium (Tabelul 1) s-a exprimat ca valoare medie a trei
determinari consecutive. Pentru toate materialele vegetale umiditatea reziduala a variat intre
35% si 55%.

Tabelul 1. Substanta uscati si umiditatea determinate pentru frunze si tulpini ale
plantelor de Vaccinium

Specii vegetale s Umiditate Substanta
Vaccinium Organ vegetal | Data recoltarii (%) uscata (%)
Afin (Vaccinium Frunze august 2018 53.43 46.24
myrtillus L. - VM) Tulpini august 2018 45.01 54.70
Merisor Frunze august 2018 54.85 45.15
(Vaccinium vitis Tulpini august 2018 40.89 54.46
idaea L. - VVI) Frunze septembrie 2018 40.17 59.83
Tulpini septembrie 2018 35.71 64.29
Afin Frunze iunie 2018 42.31 57.69
soi Coville Tulpini iunie 2018 37.05 62.95
Afin Frunze iunie 2018 53.22 46.78
soi Blueray Tulpini iunie 2018 43.61 56.39

Activitate 1.2 - Obtinerea produselor naturale functionale bogate in compusi fenolici

din materiale vegetale ale plantelor de Vaccinium: extracte si pulberi

Act 1.2.1. Obtinerea pulberilor din materiale vegetale ale plantelor de Vaccinium

Doua formulari diferite de frunze si tulpini vor fi dezvoltate: pulberi si extracte.
Pulberea se obtine prin macinarea materialului uscat.

Pentru obtinerea pulberilor din materiale vegetale ale plantelor de Vaccinium,
probele de frunze si tulpini uscate la temperatura camerei au fost maruntite cu o moara tip
Grindomix GM200, (Retsch GmbH, Germania). Materialele vegetale au fost maruntite la
10000 rpm, timp de 20 secunde in cazul frunzelor si timp 80 secunde in cazul tulpinilor.

Determinarea culorii pulberilor din frunze si tulpini

Parametrii CIELAB’76 determinati pentru culoarea pulberilor din frunze si tulpini
de afin si merisor sunt: L* (luminanta), a* (coordonata rosu-verde: valori pozitive ale
parametrului a* indica zona rosu, valori negative ale lui a*, componenta verde) si b*

(coordonata galben-albastru: valori pozitive ale lui b* indica zona galbena, iar valorile
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negative ale lui b* indica componenta albastra).

In Tabelul 2 este rezumata analiza statistica descriptivd pentru parametrii L*, a* si b*.

Pentru toate probele Vaccinium intensitatea luminantei (L*) prezinta valori cuprinse
n intervalul 45 si 65. Asa cum era de asteptat toate probele de frunze de afin si merisor si
cele de tulpini de afin din flora spontana au prezentat valori negative ale lui a* specifice
componentei verzi. Prin contrast, pentru tulpinile de afin din cultura au fost determinate
valori pozitive ale lui a* si anume: 5.90 pentru frunze de afin soi Blueray si 5.32 pentru
frunze de afin soi Coville. Parametrul b* a variat de la 22 la 27 pentru toate probele de afin
si merisor. Nu au fost determinate diferente semnificative intre probele de frunze, fie ele din

flora spontand sau din cultura.

Act 1.2.2. Obtinerea extractelor fenolice prin utilizarea de metode neconventionale de
extractie: SFE si ASE

Tn acest studiu, pentru obtinerea extractelor fenolice din frunze si tulpini de afin si
merisor s-au ales doua tehnicile neconventionale de extractie, considerate revolutionare din
punct de vedere al eficientelor oferite si a impactului redus asupra mediului. Aceste tehnici
sunt: extractia accelerata cu solvent (ASE) si extractia folosind fluide supercritice (SFE).
Diferite conditii experimentale au fost evaluate si testate pentru a stabili parametrii optimi de
extractie a compusiilor fenolici.

Pentru stabilirea parametrilor de extractie ASE, intr-un test preliminar, au fost
evaluate conditiile optime de extractie a compusilor fenolici din pulberi de frunze si tulpini de
afin si merisor colectate din flora spontana in functie de continutul total de polifenoli (CTP).

Extractia compusilor fenolici s-a realizat cu ajutorul
Extractorului Thermo Scientific ASE 350 (Figura 4) echipat cu
celule de extractie de 10 mL.

Conditiile optime de extractie ASE stabilite au
fost: concentratia etanolului de 50% in apd, durata unui ciclu

de extractie de 10 minute.

Figura 4. Extractorul
Thermo Scientific ASE 350

Extractia cu fluide supercritice
Avand in vedere ca extractia cu fluide supercritice este tot o extractie sub presiune ca si

extractia ASE s-a stabilit aplicarea parametrilor de extractie ASE si In cazul extractiei SFE si
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anume: temperatura de extractie de 40 °C, etanol 50% in apa ca si cosolvent, presiunea

de operare de 1500 psi.
Act 1.2.3. Fractionarea si purificarea extractelor pentru separarea procianidinelor
Pentru fractionarea si purificarea extractelor s-a utilizat extractia in faza solida (SPE —

»solid-phase extraction”).

Fractionarea si purificarea extractelor din frunze si tulpini de afin si merisor S-a realizat

prin folosit un sistem SPE Manifold cu 12 posturi care mareste randamentul de lucru si
coloane de tip Sep-Park-C18 (360 mg, Waters, Milford, MA), protocolul stabilit
desfasurandu-se dupa cum urmeaza:

- Intr-o prima etapi, s-a conditionat coloana cu echivalentul a doui volume de
coloana de HCI 0,01% in metanol.

- Tn a doua etapa coloana s-a spalat cu trei volume de coloana de HCI 0,01% in apa
(v/v) pentru a indeparta metanolul ramas.

- In urmitoarea etapa s-a trecut prin coloani extractul de analizat dupa care s-a spalat cu
doud volume de coloana de HCI 0,01% in apa (v/v) pentru a elimina compusii care nu au fost

adsorbiti. In final, compusii fenolici, precum procianidinele, au fost eluati cu acetat de etil.

Activitate 1.3 - Exploatarea si diseminarea rezultatelor: creare website proiect

Pentru diseminarea rezultatelor proiectului BIOXVACCINI a fost elaborata o pagina
web a proiectului, dezvoltatd atat in limba romana cat si in limba engleza. Pagina web poate

fi accesata la urmatoarea adresa: https://www.usamv.ro/index.php/ro/697-bioxvaccini.
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