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BIOXVACCINI

Etapa Il (15.12.2018-31.12.2019):

Caracterizarea fizico-chimica a compusilor fenolici, evaluarea activitatii antimicrobiene
si a capacitatii de protectie impotriva oxidarii lipidice (prima parte) a produselor
naturale functionale Vaccinium

Activitate 2.1 - Caracterizarea fizico-chimica a produselor naturale functionale fenolice
Act. 2.1.1. Separarea si identificarea compusilor fenolici prin UPLC/MS
Act. 2.1.2. Cuantificarea compusilor fenolici prin UPLC
Act. 2.1.3. Analiza procianidinelor din extracte si pulberi prin HPLC dupa folosirea
tioacidolizei
Activitate 2.2 - Evaluarea activititii antimicrobiene produselor naturale functionale fenolice

Act. 2.2.1. Evaluarea activitatii antifungice impotriva fungilor de degradare a
alimentelor

Act. 2.2.2. Evaluarea activitatii antibacteriene

Activitate 2.3 — Evaluarea capacitatii de protectie impotriva oxidarii lipidice: teste
preliminare pe modele alimentare

Act. 2.3.1. Evaluarea capacitatii de protectie impotriva oxidarii lipidice: teste
preliminare pe modele alimentare

Activitate 2.4 — Analiza statistica a datelor experimentale

Activitate 2.5 — Exploatarea si diseminarea rezultatelor: participarea la conferinte si
publicarea de articole

Activitate 2.6 - Elaborarea raportului stiintific
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Activitate 2.1 - Caracterizarea fizico-chimica a produselor naturale functionale fenolice

Aceasta activitate vizeaza caracterizarea calitativa si cantitativd a compusilor fenolici
prezenti in produsele naturale fenolice obtinute din frunze si lastari de afin si merisor in prima
etapa a proiectului BIOXVACINI.

Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici prin UPLC s-a realizat pentru extractele

hidroetanolice (50%) de afin si merisor obtinute prin metoda ASE.

Act. 2.1.1. Separarea si identificarea compusilor fenolici prin UPLC/MS
Act. 2.1.2. Cuantificarea compusilor fenolici prin UPLC

Metodologie

Separarea, identificarea si cuantificarea compusilor fenolici din extractele de afin s-a
realizat folosind Cromatografia Lichida de Ultra Presiune (UPLC) folosind un sistemul
cromatografic Waters Acquity | Class cu detector UV-PDA si o coloana de tip CORTECS
UPLC C18+; 1.6 um, 2.1 X 100 mm (Waters) la 30 °C. Faza mobila utilizata a constat dintr-
un amestec de 0,1% acid formic in apa (solventul A) si acetonitril (solventul B). Gradientul de
elutie folosit a fost urmatorul: 0-2 min, 3% B; 2-15 min, 30% B; 15-17 min, 100% B; 17-18
min, 100% B; 18-19 min, 3% B; revenire la conditiile initiale, cu un debitul de 0,4 mL/min.

Volumul de injectie folosit a fost de 3 pL extract.

Rezultate si discufii

Compozitia fenolicd a extractelor de afin: Analiza calitativda a evidentiat prezenta

derivatilor de cafeoil si p-cumaroil, a glicozidelor de quercetina si a (—)-epicatechinei in frunze,
in timp ce in lastari (-)-epigalocatechina si oligomeri ai epicatechinei au fost de asemenea

identificate.
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Figura 2.1.1. Profilul cromatografic al extractelor din frunze A) si listari (B) de afin 1a 280 nm

Compozitia fenolica a extractelor de merisor:

Rezultatele obtinute au evidentiat prezenta predominanta a monomerilor si oligomerilor
catechinei si epicatechinei (derivati ai dimerilor/trimerilor de tip B) si a glicozidelor flavonolice
(derivati de chercetind) in toate elementele morfologice urmati de derivatii acidului cafeic.
Arbutina a fost cuantificata in concentratie de 8,37 mg/g SU in frunze si 0,63 mg/g SU in

lastari.
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Figura 2.1.3. Profilul cromatografic al extractelor din frunze A) si listari (B) de merisor la 280 nm

Act. 2.1.3. Analiza procianidinelor din extracte si pulberi prin HPLC dupa folosirea

tioacidolizei

Metodologie

Procianidinele au fost analizate prin Cromatografia Lichidd de Inalti Presiune
(HPLC/DAD) dupa tioacidoliza folosind o metoda utilizata in Bujor si colab. (2016). Pentru
acest studiu s-au utilizat pulberi din frunze si lastari de afin §i merisor. Separarea si
cuantificarea procianidinele (PCA) s-a realizat folosind un sistemul cromatografic Agilent
Technologies 1200 cu detector UV-DAD utilizand o coloana de tip Licrocart Licrospher PR-
18, 250 x 4.0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Germany) la 30 °C.

Procianidinele din pulberi de frunze si lastari de afin si merisor au fost caracterizate
pentru identificarea subunitatilor constitutive si determinarea gradului de polimerizare mediu
(mDP). Gradului de polimerizare mediu a fost determinat prin calcularea raportului molar dintre
unitatile flavan-3-ol (aducti de tioeter plus unitati terminale) si unitatile terminale

corespunzatoare (-)-epicatechinei si (+)-catechinei.
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Rezultate si discufii

In frunzele de afin, epicatechina a fost principala unitate de constituire a oligomeri
flavanolici reprezentand ca unitate terminald eliberata in urma tioacidolizei, iar diferenta ca
unitate de extensie in lastari, catechina a fost de asemenea identificati att ca unitate terminald
cat si ca unitate de extensie.

Din rezultatele privind tioacidoliza s-a constatat ca lastarii si frunzele de merisor contin

(+)-catechina si (-)-epicatechina atat ca unitati de extensie si cat si ca unitati terminale

Activitate 2.2 - Evaluarea activititii antimicrobiene produselor naturale functionale fenolice

Act. 2.2.1. Evaluarea activitatii antifungice impotriva fungilor de degradare a alimentelor

Metodologie

Evaluarea activitatii antifungice a fost realizata prin testarea extractelor de afin si merisor
asupra a doi fungi, Aspergillus niger si Penicillium expansum. Probele analizate sunt extracte
de afin si merisor obtinute prin extratia ASE in prima etapa a proiectului

Pentru evaluarea activitatii antifungice a extractelor luate in studiu, fungii Aspergillus

niger si Penicillium expansum au fost crescuti pe mediu de culturda Malt Extract Agar (30 g
extract de malt, 3 g peptona de soia, 15 g agar) in placi Petri cu diametrul de 90 mm, timp de
7-9 zile la temperatura de 25 °C. Suspensia de spori a fost obtinuta in conditii aseptice; numarul
de spori fiind deterimat prin citirea la camera Thoma. Concentratia de spori utilizata a fost de
108 spori/ml.

Rezultate si discufii

Evaluarea activitatii antifungice impotriva fungilor de degradare a extractelor de afin: Cresterea

Aspergillus niger a fost inhibata prin extractul de frunze de afin din flora spontana cu o rata de
inhibare de ~ 10%. in ceea ce priveste ciupercile Penicillium expansum, toate probele testate au
prezentat activitate antifungicd, cu o inhibare a cresterii intre ~ 10% si ~ 23%.

Evaluarea activitatii antifungice Tmpotriva fungilor de degradare a extractelor de merisor:

extractele de merigor au prezentat o activitate antifungica mai puternica impotriva Penicillium

expansum, comparativ cu Aspergillus niger.
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Act. 2.2.2. Evaluarea activitatii antibacteriene

Metodologie

Pentru evaluarea activitatii antibacteriene a extractelor luate in studiu, Bacillus subtilis a
fost inoculat pe mediu de cultura Nutrient agar in placi Petri cu diametrul de 90 mm, timp de
24 de ore la temperatura de 35 °C. Suspensia bacteriana a fost apoi obtinuta in conditii aseptice.

Metoda de lucru folosita a fost metoda difuziei cu discuri.

Rezultate si discutii
Rezultatele obtinute in urma determinarii activitatii bacteriene au aratat ca probele au

prezentat zona de inhibitie in jurul discurilor impregnate cu 50, respectiv 70 ul extract.

Activitate 2.3 — Evaluarea capacititii de protectie impotriva oxidarii lipidice:
teste preliminare pe modele alimentare

Act. 2.3.1. Evaluarea capacitatii de protectie impotriva oxidarii lipidice: teste

preliminare pe modele alimentare

Scopul acestui studiu a fost de a evalua activitatea antioxidanta a extractelor din frunze si
lastari de afin i merisor privind oxidarea linoleatului de metil (MeLo), ca parte a unei incercari de

a optimiza utilizarea antioxidantilor care apar in mod natural in produsele vegetale.

Metodologie

Conditiile experimentale pentru testarea oxidarii linoleatului de metil au fost realizate in
conformitate cu metoda propusa de Heinonen si colab. (1998) si Kéhkonen si colab. (2003), cu
mici modificari. Pentru acest studiu au fost folosite extractele hidroetanolice (50%) obtinute Tn
prima etapa a proietului prin tehnica extractiei accelerata cu solvent (ASE).

Rezultate si discutii

Evaluarea procesului de peroxidare lipidica s-a realizat prin determinarea dienelor
conjugate ca produsi ai oxidarii lipidelor. Au fost testate doar extractele de afin si merisor care
au prezentat continutul cel mai mare de compusi fenolici si anume cele din flora spontana.

Acest studiu arata o activitate antioxidanta ridicatd a extractelor din lastari si frunze de

afin comparativ cu cele de merisor, trolox si vitamina C. Extractele din ldstari au prezentat o
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activitate antioxidanta mai mare decat cea a extractelor din frunze. La merisor, nu exista

diferente semnificative intre extractul de frunze si cel de lastari.
Activitate 2.4 — Analiza statistica a datelor experimentale

Toate experimentele si determindrile au fost efectuate in triplicat. Rezultatele sunt
exprimate ca medie + deviatia standard (SD). Calculul rezultatelor a fost efectuat utilizand
instrumentul MS Excel. Diferente semnificative la un interval de incredere de 95% au fost
evaluate prin analiza ANOVA cu testul Tukey-Kramer de comparatii multiple folosind
software-ul XLStat.

Activitate 2.5 - Exploatarea si diseminarea rezultatelor:
participarea la conferinte si publicarea de articole

Rezultatele obtinute pe durata Etapei II a proiectului BIOXVACCINI au fost diseminate
prin participarea la 4 manifestari internationale si in cadrul a 1 publicatie stiintifica, astfel:

Manifestari internationale:

1. Oana-Crina Bujor, Mona Elena Popa, Prezentare orald a proiectului
"BIOXVACCINI - Sisteme naturale fenolice de protectie antioxidanta pentru lipide alimentare
digestiei gastrointestinale”, Colloque Francophone "Aliments Fonctionnels et Produits
Ecologiques”, 18 decembre 2018, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara «
lon lonescu de la Brad » din Iasi, Iasi, Romania.

2. Oana-Crina Bujor, Mona Elena Popa, Phenolic profile and content of aerial parts
of lingonberry (Vaccinium Vitis-idaea L.), "4™ International Conference on Natural Products
Utilization: from Plants to Pharmacy Shelf (ICNPU-2019)", 29.05.2019 — 01.06.2019, Albena,
Bulgaria (prezentare tip poster).

3. Oana-Crina Bujor, Elisabeta Elena Popa, Mona Elena Popa, Procyanidins
characterization and antifungal activity of lingonberry leaves and stems, 13" World Congress
on Polyphenols Applications: Malta Polyphenols 2019", 30.09.2019 — 01.10.2019, Valletta,
Malta (prezentare tip poster).

4. Oana - Crina Bujor, Ioana Oprica, Adrian Asanica, Liliana Badulescu, Mona Elena
Popa, Phenolic content and antioxidant activity of leaves and stems of selected Vaccinium

species, 15" International Symposium ,, Young people and agriculture research”, USAMV
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Timisoara, Facultatea de Horticultura si Silvicultura Timisoara, 28 - 29 noiembrie 2019,
Timisoara, Romaénia (prezentare tip poster).

Articole stiintifice:

1. Oana-Crina Bujor, Corneliu Tanase, Mona Elena Popa, Phenolic antioxidants in
aerial parts of wild Vaccinium species: towards pharmaceutical and biological properties,
Antioxidants (ISSN 2076-3921, IF: 4,520) — in evaluare.

Pentru diseminarea rezultatelor proiectului BIOXVACCINI este elaborata o pagina
web a proiectului, dezvoltata atat in limba roména cat si in limba engleza. Pagina web poate fi

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