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INTRODUCERE

Utilizarea speciilor vegetale in medicina traditionald dateaza de mii de ani si continua sa
ocupe un loc important si in prezent.

Recomandarile Organizatiei Mondiale a Sanatatii privind cresterea consumului de
produse naturale bogate in compusi bioactivi (vitamine, minerale, fibre, carotenoizi sau
polifenoli) vizeaza imbunatatirea starii de sanatate a populatiei prin diminuarea riscului de
aparitie a bolilor cronice (WHO, Diet, Nutrition and the Prevention of Chronic Diseases,
2003). Cresterea popularitatii suplimentelor si alimentelor functionale, in special a
nutraceuticelor derivate din plante (Satinsky si colab., 2013), impune o monitorizare
riguroasd, cu studii detaliate privind compozitia si efectele terapeutice ale componentelor
active din principiile vegetale.

Interesul comunitatii stiintifice in abordarea studiilor legate de efectele terapeutice ale
polifenolilor corelat cu posibilitatile de izolare a acestora din specii vegetale, este justificat
de multivalenta terapeutica a acestei clase de compusi (Bilal et al., 2014; Goszcz et al.,
2017; Kaliora et al., 2014; Lorent-Martinez et al., 2014; Poti et al., 2019; Sarian et al.,
2017; Yamagata, 2019).

Un numar mare de specii vegetale sunt propuse ca potentiale surse naturale de
componente bioactive specifice, cu accent pe compusii fenolici. Cu toate acestea,
capacitatea de a produce un anume compus fitochimic este variabild, chiar si In randul
speciilor inrudite, iar metabolomica plantelor variaza foarte mult in functie de factorii
fenologici si de gradul de maturitate al plantei.

Medicago Sativa L. si Trifolium pratense L. sunt recunoscute pentru continutul de
izoflavone cu activitate estrogenicd si compusi bioactivi cu proprietati antioxidante si
antiinflamatorii. Trifolium pratense L. a fost utilizat initial in tratamentul tusei convulsive,
a astmului bronsic si in tratamentul psoriazisului. Explorarea potentialului preparatelor din
Trifolium pratense L. pentru terapia alternativa de substitutie hormonala in managementul
simptomelor menopauzei, este insa de datd mai recentd (Vlaisavljevi¢c et al., 2017).
Medicago Sativa L. se evidentiaza prin continutul bogat in compusi bioactivi cu potential
antitusiv, antioxidant, hipoglicemiant (Jing et al., 2015) si continutul in fitoestrogeni, in
principal cumestrol si genisteina (Barreira et al., 2015).

Obiectivul principal in realizarea tezei de doctorat a vizat identificarea si cuantificarea
compusilor bioactivi si oligoelementelor din extracte de germeni de Medicago sativa L. si
Trifolium pratense L. S-a urmarit alcatuirea unui profil fitochimic pentru germenii celor
doua specii vegetale cu testarea potentialului bioactiv al acestora, completate de un studiu
bibliografic aprofundat pentru a demonstra oportunitatea utilizarii extractelor investigate in
dezvoltarea de noi produse farmaceutice.

Obiectivele specifice cercetarii au fost:

= documentarea teoretica aprofundata privind profilul fitochimic al compusilor
bioactivi de interes terapeutic din Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.

¥ identificarea unor tehnici moderne de extractie si analiza a structurilor polifenolice
si oligoelemente in matrice vegetala

¥ selectarea §i optimizarea metodelor de extractie a compusilor de interes din
materialul vegetal (Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.)



¥ identificarea si cuantificarea compusilor polifenolici din extractele obtinute, prin
cromatografie de lichide ultra-performanta cuplata cu spectrometrie de masa de inalta
rezolutie (UHPLC-HRMS/MS)

| determinarea comporzitiei in oligoelemente a extractelor vegetale, prin spectrometrie
de absorbtie atomica (AAS)

¥ evaluarea potentialului terapeutic al extractelor din germeni de Medicago sativa L.
si Trifolium pratense L.

¥ diseminarea rezultatelor stiintifice obtinute prin publicare in reviste recunoscute
international (1SI), cu factor de impact.

Aspecte teoretice referitoare la compusii bioactivi de interes terapeutic din
Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.

Plantele au fost folosite de secole ca remedii in medicina traditionala chinezeasca sau
sub forma de produse fitofarmaceutice si suplimente alimentare (Li et al., 2014).

Potentialul terapeutic apreciabil al structurilor chimice de provenienta vegetala si faptul
ca aproximativ 80% din medicamentele sintetice deriva din compusii fitochimici, explica
aplicabilitatea speciilor vegetale ca forma de asistenta medicala primara pentru 0 mare
parte a populatiei (Duke et al., 2000; Minatel et al., 2017; Vuolo et al., 2019).

In prezent, cercetitorii din domeniul farmaceutic depun eforturi substantiale in
identificarea si cuantificarea in mod optim a componentelor bioactive din plante, cu scopul
prevenirii bolilor cronice, reducerii costurilor in asistenta medicald si imbunatatirii starii de
sanatate a populatiei.

Tehnicile ultramoderne de separare si cuantificare a componentelor bioactive din sursele
vegetale, au permis o dezvoltare rapida si eficientd a directiilor de cercetare in domeniul
fitochimiei si substantelor active de origine vegetalda. Metodele de extractie utilizate in
prezent, sunt metode cu selectivitate apreciabila si prin utilizarea solventilor non toxici, au
profil de tehnici ecologice. In plus, testarea potentialului terapeutic se realizeazi la un inalt
nivel stiintific apeland la enzime specifice din cadrul unei cai metabolice umane sau
microbiene, ori la teste pe receptori sau subseturi de receptori celulari (Fraga et al., 2019).

Medicago sativa L. este sursa de clorofila, vitamine (C, E, B1, B2, B6, B12, niacina,
acid folic, biotina, inositol, colina), enzime si B-caroten, aminoacizi esentiali (valina,
leucina, treonina si lizind), oligoelemente (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P, Zn, Si) (Butkuté et al.,
2019; Grela et al., 2017). Datele de literatura arata un potential terapeutic mare pentru
extractele Medicago sativa L. in tratamentul hipercolesterolemiei, infectii bacteriene si
fungice, tulburdri ale sistemului nervos central, chimiopreventia si terapia antitumorald
(Bora si Sharma, 2011; Booth et al., 2006; Rafiinska et al., 2016; Vlaisavljevi¢ et al.,
2017;). Trifolium pratense L. contine trei clase de fitoestrogeni: izoflavone, cumestrol si
lignani (Booth et al. 2006; Sivesind si Seguin 2005). Extractele de Trifolium pratense L. au
proprietati antiinflamatoare, antiacide, spasmolitice (Booth et al., 2006; Kolodziejczyk-
Czepas et al., 2012) si datorita continutului mare de fitoestrogeni reprezinta o alternativa la
terapia conventionala de substitutie hormonala in tulburari determinate de menopauza
(Booth et al., 2006b; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Spanguolo et al., 2014).



Tabelul 1. Compusi bioactivi prezenti in germenii de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.
- potential terapeutic-

Compus
bioactiv

Miricetin

Acidul ferulic

Rutin

Isorhamnetin

Hesperetin

Quercitina

Izoflavone
Cu activitate
estrogenica

Acidul
p-cumaric

Cumestrolul

Concentratie compus
bioactiv in germenii vegetali
(a) Medicago sativa L. si

(b) Trifolium pratense L.

(a) 56.3-214 pg/g DW
(b) 16.8-199.5 ng/g DW

(a) 38.29- 82.5 ug/g DW
(b) 67.5-175.4 pg/g DW

(b) 71-140 pg/g DW
(incepand cu ziua 3 de germinare)

(@) 35-40pug/g DW
(b) 43-88 ug/g DW

(@) 366 ug/g DW

(b) 343 ug/g DW

(ziua 3 de germinare pentru
ambele tipuri de germeni )

(@) 1108 - 393 ng/g DW

(@) 587,5ug/g DW

(b) 906,1pg/g DW

(ziua 3 de germinare pentru
ambele tipuri de germeni )

(@) 26 ug/g DW
(ziua 3 de germinare)

NA

Potential terapeutic

antioxidant, antiinflamator, analgezic,
hepatoprotector, antiproliferativ in raport cu
celule HL-60, antihipertensiv, antidiabetic
(activarea glycogen sintetazei I si inhibarea
expresiei GLUT II)

antioxidant, antiinflamator, antiviral,
antialergic, antimicrobian, antitrombotic,
hepatoprotector, vasodilatator, antidiabetic
antioxidant, antidiabetic, antiasmatic,
altialergic, hipocolesterolemiant, vasoprotector
si cardioprotector,neuroprotector
antioxidant, antiviral, antimicrobian,
antiinflamator, inhiba dezvoltarea celulelor
tumorale in cancerul colono-rectal
antioxidant, neuroprotector, antialergic,
antibacterian, antimicrobian, antidiabetic,
antiagregant plachetar si anticoagulant

antihipertensiv, vasodilatator,
antiaterosclerotic, antitumoral, neuroprotector,
antialergic, antiviral, gastroprotector,
antihipertensiv, imunomodulator,
antiinfectios,afinitate fata de ligandul enzimei
glicogen fosfataza, activarea unor receptori
nucleari specifici cu efect in cresterea
dipocitelor si celulelor musculare
chimiopreventia cancerului de san si prostata,
preventia bolilor cardiovasculare si a
osteoporozei, ameliorarea simptomelor
postmenopauzd, imbunadtdatirea profilului lipidic
antioxidant, antiinflamator, antimutagenic,
antiacid, antidiabetic, reduce absorbtia
intestinala a carbohidratilor,puternic efect de
inhibitie asupra enzimelor implicate in
metabolismul glucozei, stimuleaza secretia de
insulina

antagonist al estrogenului, modifica modelul de
sinteza si metabolismul hormonilor endogeni
precum si sensibilitatea receptorilor hormonali,
actiune antiinflamatorie, neuroprotectoare



Studiile publicate in literatura de specialitate se referd in general la partile aeriene ale
plantelor mentionate (Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.), in diferite stadii de
evolutie si numai cateva studii se referd la germenii acestor plante. Intrucit germenii de
Medicago sativa L. si Trifolium pratense L. au fost putin studiati, obiectivul principal al
cercetarilor in realizarea tezei a vizat identificarea si cuantificarea compusilor polifenolici
si oligoelementelor din extracte de germeni ai celor doua specii vegetale. Polifenolii
constituie un grup mare de substante fitochimice bioactive care includ mai multe subclase,
cum ar fi flavonoidele, stilbenele, acizii fenolici si lignanii. Polifenolii au potential
antiinflamator, antimicrobian, antiviral, antidiabetic, hepatoprotector si actiune estrogenica
(Fraga et al., 2019; Goszcz et al., 2017; Poti et al., 2019; Yamagata et al., 2019), inhiba
agregarea plachetara anormald, reduc inflamatia si imbundtatesc profilul lipidic oferind
astfel protectie cardiovasculara (Goszcz et al., 2017; Mc Cullough et al., 2012; Yamagata
et al., 2019).

PARTEA EXPERIMENTALA

Identificarea si cuantificarea compusilor polifenolici din extracte de germeni de Medicago
sativa L. si Trifolium pratense L. prin cromatografie de lichide ultra-performanta cuplata
cu spectrometrie de masa de inalta rezolutie (UHPLC-HRMS/MS)

Studiile experimentale s-au realizat comparativ pe seminte si germeni de Medicago
sativa L. si Trifolium pratense L., pentru diferite etape de germinare. Raportat la datele
existente in literatura de specialitate, se poate afirma ca acesta este primul studiu
comparativ referitor la profilul chimic al compusilor polifenolici din germenii de Medicago

sativa L. si Trifolium pratense L., pentru diferite stadii de germinare.

Materiale si metode

Toate standardele utilizate au fost procurate de la Sigma-Aldrich si Fluka. Metanolul, apa ultrapura
si acidul formic (98-100%) au fost achizitionate de la Meck. Solutiile stoc de 1000 mg L', preparate
prin dizolvarea substantei standard intr-un solvent adecvat (acetonitril methanol, dimetilformamida),
au fost mentinute la -20°C. Solutiile stoc individuale au fost folosite pentru a prepara o solutie stoc
amestec de 4 ug mL™. Prin diluarea volumului corespunzdtor solutiei stoc amestec in metanol s-au
obtinut concentratiile dorite in intervalul de 50-1000ng mL™ pentru trasarea curbei etalon. Solufiile de
lucru au fost depozitate la -20°C, pentru o perioadd de o lund. Probele analizate au constat din seminte
si germeni de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L. dupa 1, 2, 3, 4 si 5 zile de germinare in
germinatorul automat Biovita model GE-1; pentru uscarea germenilor s-a folosit aparatul Zilan model-
ZLN-96451 timp de 4,5 ore la 40°C. Dupa uscare, gemenii s-au pdstrat in recipiente inchise, ferite de
lumind. Inainte de analizd, o portiune de 5 g din fiecare probd a fost mdcinatd.

Parametrii LC. Pentru efectuarea analizelor s-a utilizat un sistem UHPLC format din pompa
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Series RS, compartiment termostatat coloand Thermo
Scientific Dionex Ultimate 3000 Series TCC-3000RS, autosampler Thermo Fisher Scientific Ultimate
3000 Series WPS-3000RS, controlate de Software Chromeleon 7.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA si Dionex Softron GmbH O parte din Thermo Fisher Scientific, Germania). Coloana
cromatograficd utilizatd: Acquity U-HPLC HSS T3 (100x2,1mm, 1,8pm) (Waters, Etten-Leur, Olanda).
Un debit de 0.4 mL min™ a fost stabilit pentru separarea compusilor selectati din sistemul U-HPLC.
Faza mobila: eluent A, apd contindnd 100uL acid formic/L apa pentru corectia pH-ului la 3.3; eluent
B, metanol. Gradientul a fost realizat astfel: min 0-1 100% A; min 1-10 crestere lineard la 30% B, min
10-26, crestere liniard la 100% B si mentinere 4 min; min 30-32.5 scddere lineard la 0% B; mentinere
1.5 min. Temperatura coloanei a fost stabilitd la 45°C si volumul de injectie la 10 uL Si 0 sursa de ioni
HESI (Electrospray) a fost utilizatd pentru ionizarea negativda. Parametrii HESI au fost: debit de gaz-
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40 unitati; debit de gaz auxiliar-10 unitdti; temperatura capilar: 255°C; temperatura de incalzire a
gazului auxiliar: 400°C; tensiunea de pulverizare -2800 V; obiectiv S: nivel RF 50.

Parametrii MS. Detectarea compusilor a fost realizatd utilizind un spectrometru de masa Q-
Exactive (Thermo Fisher Scientific). Achizitionarea datelor s-a realizat in mod vDIA ce cuprinde o
analiza full-scan MS §i o analiza MS/MS simultand, ambele in mod de ionizare negativa. Analiza full-
scan MS s-a realizat la o putere de rezolutie de 70 000 FWHM la m/z 200. Pentru compusii de interes,
domeniul de scanare ales a fost m/z 130 — 1000. Automatic gane control (AGC) a fost stabilit la 3e6 si
timpul de injectare a fost stabilit la 200 ms. Analiza vDIA MS/MS a fost realizata prin evenimente de
scanare MS; succesiva astfel: intervalele de ioni precursori m/z 95-205; 195-305; 295-405; 395-505;
500-1005 au fost selectate consecutiv, fragmentate in celula HCD si ionii rezultati masurati in cinci
scandari separate Orbitrap cu o putere de rezolutie de 35.000 (m/z 200). Automatic gane control (AGC)
a fost stabilit la 1e6 si timpul de injectare a fost stabilit la 100 ms. Fragmentarile au fost efectuate cu
energie de coliziune in trepte intre 20 si 60% energie de coliziune normalizata (NCE). Datele au fost
analizate prin Quan/Qual Browser Xcalibur 2.3 (Thermo Fisher). Fereastra tolerantei de masa a fost
stabilitd la 5 ppm pentru cele doud moduri de analizd. In scop comparativ, o analizi MS/MS (targeted
MS-MS) a fost realizata separat, utilizand o lista de incluziune a masei si timpii de retentie asteptati
pentru analitii tintd pentru care au fost disponibile standarde analitice de referintd, cu o fereastrd de
timp de 30 sec. Pentru acei compusi pentru care nu au fost disponibile standarde analitice dar, pe baza
literaturii de specialitate era de asteptat sa fie gasiti in extracte, a fost alcatuita o lista a maselor,
acestia fiind identificati in TIC (total ions current) prin cautare manuald. Pe de altd parte, pentru
compusii necunoscuti, cea mai rezonabild formuld moleculara cu o eroare de masa mai micd a fost
cautatd in baza de date Chemspider (Www.chemspider.com). Avdnd in vedere ca flavonele, izoflavonele
si acizii fenolici au numeroase similitudini structurale, fragmentele ionice rezultate din analiza MS-MS
au fost utilizate pentru a confirma structura chimica a compusilor identificati cu ajutorul bazelor de
date spectrale NORMANMassBank (https://massbank.eu/MassBank), mzCloudeTM, AdvancedMass
(https://www.mzcloud.orgl.) si PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). A fost utilizat ACDLabs
MS Fragmenter 2019.2.1 software (https://www.acdlabs.com/products/adh/ms/index.php ) pentru a
genera un model de fragmentare a compusilor identificati pentru analiza comparativd.

Validarea metodei de cuantificare. fn modul de scanare completd, masa exactd a ionului precursor
a fost utilizata pentru cuantificare. Curbele de calibrare in cinci puncte au fost obtinute cu o solutie
standard mixtd in intervalul de concentratie de 25-2500 ng/mL. Liniaritatea a fost evaluata utilizind
coeficientii de corelatie R%. LOD (limita de detectie) si LOQ (limita de cuantificare) au fost determinate
ca 3,3 ori respectiv 10 ori abaterea standard a interceptului y impartita la panta curbei de calibrare
(ICH Validarea procedurilor analitice: text si metodologie O, (Ry), 2005).Metoda analitica folosita
UHPLC-Q-Orbitrap, a fost validatd in ceea ce priveste specificitatea, linearitatea, sensibilitatea §i
reproductibilitatea (conform ghidurilor ICH - ICH. Harmonised Tripartite Guideline. Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (Ry)). Precizia metodei stabilite a fost evaluatd prin
Criteriul de acceptare a fost o valoare a RSD de sub 5,0%. Repetabilitateta a fost evaluatd prin analiza
a sase replici preparate din probele mentionate, iar reproductibilitatea a fost examinata timp de trei
zile consecutive cu sase probe pe zi.

Analiza componentelor principale (PCA) este 0 analiza factoriald multidimensionala care permite
transformarea variabilelor in altele noi, numite componente principale. Rolul componentelor principale
este de a explica variatia maxima cu cel mai mic numar de componente. Analiza PCA a fost efectuatd,
atat pentru rezultatele cantitative, cdt si calitative, continand 12 probe si 25 de compusi fenolici. PCA a
fost aplicata pentru matricea de corelatie cantitativa utilizind normalizarea vectorului unitar si
matricea binard pentru analiza calitativa. S-a efectuar rotatia Quatrimax pentru vizualizarea
rezultatelor. n plus, a fost aplicati metoda ierarhicd de grupare a Ward cu distante euclidiene ca
masuri de diferentiere (Hierarchical Cluster Analysis, HCA.)


http://www.chemspider.com/
https://massbank.eu/MassBank/
https://www.mzcloud.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.acdlabs.com/products/adh/ms/index.php

Rezultate si discutii

Activitatile experimentale au inclus ca prima etapa, selectarea si optimizarea metodelor
de extractie a compusilor de interes din Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.
Tehnicile experimentale evaluate din punct de vedere al parametrilor de lucru si
randamentului de extractie raportat la compusii polifenolici de interes au fost: extractia
asistata de ultrasunete (UE), extractia asistata de microunde (ME) si tinctura (ca metoda
conventionala). Raportul dintre greutatea substantei uscate (DW dry weight) si solventul
de extractie a fost de 1:10g DW/g etanol 70%, atat pentru tincturd cat si pentru EAU.
Pentru MAE s-a utilizat un raport de 1:25g DW/g etanol 50%. Toate extractiile au fost
efectuate cu solvent fierbinte (60°C pentru tinctura si EAU si 50°C pentru MAE). Timpul
de extractie a fost 60 min. pentru EAU si 10 zile pentru tincturd. Extractia asistata de
Ultrasunete (UE) a fost selectata ca metoda optima.
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Figura 1. Influenta tehnicilor de extractie asupra randamentului de obtinere a compusilor bioactivi.
(Rezultatele sunt prezentate ca medie a 2 determindri +STDev. Literele mici indica diferentele semnificative (p<0.05)
conform analizei variatiei ANOVA)

Compusii polifenolici din extractele vegetale au fost caracterizati prin analize cantitative
si calitative folosind tehnici moderne de cromatografie de lichide ultra-performanta cuplata
cu spectrometric de masda de inaltd rezolutie, hibrid quadrupol-orbitrap (UHPLC-Q-
Orbitrap HRMS) reprezentata de Q-Exactive Orbitrap. Astfel a fost dezvoltata, optimizata
si validata o metoda specifica UHPLC-Q-Orbitrap HRMS non-tinta pentru identificarea
rapidd a componentelor probelor. Un total de 59 de compusi polifenolici au fost identificati
simultan, incluzand acizi fenolici, de izoflavone si derivati glucozidici, flavone, flavanone
si flavonoli. 30 de compusi majori au fost identificati si cuantificati prin comparatie Cu
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standardele de referinta si 29 de compusi au fost identificati provizoriu, fara un standard de
referintd disponibil, pe baza timpilor lor de retentie, a spectrelor de masa intr-un mod de
scanare completda (MS), a masei exacte si a modelelor de fragmentare observate in
spectrele de masa MS-MS. Abordarea folosita a fost de tipul non-target, cu si fara
fragmentare, intr-o singurd analizi. In conditiile mentionate, se produc simultan cinci
evenimente de fragmentare consecutive, la putere de rezolutie de 35.000 FWHM (achizitie
independenta de date variabile, vDIA) si un eveniment de achizitie prin scanare completa
fara fragmentare la rezolutia de 70.000 FWHM. Achizitia independenta de date este una
dintre cele mai avansate optiuni pentru a efectua o fragmentare non-target. Intervalul de
scanare este segmentat intr-un numar de intervale ce contin ionii precursori cu masa in
intervalul setat, acestia fiind fragmentati ulterior. Zomer si colab. si EImiger si colab. au
folosit aceasta abordare in analizele unor compusi farmaceutici. Comparativ cu achizitia de
date prin fragmentarea tuturor ionilor (all ions fragmentation AIF), abordarea vDIA poate
imbunatdti selectivitatea intr-o analizd non-target, deoarece fragmentele ionice rezulta
dintr-o gama mai mica de ioni precursori (Elmiger et al., 2018; Zomer et al., 2015;). Datele
obtinute au fost supuse prelucrarii statistice utilizind analiza componentelor principale
(PCA) si analize ierarhice de clustering (HCA). Timpul de retinere, denumirea compusului,
formula, valorile m/z ale ionilor aductivi si ionii fragmentului MS/MS in modul ESI
negativ, eroarea de masa si masa moleculara exacta sunt prezentate in Tabelul 2. Exemple
ale unor cromatograme obtinute sunt prezentate in Figura 2 si Figura 3. Pentru compusii
fara standarde de referinta disponibile, structurile au fost presupuse pe baza masei exacte a
precursorilor deprotonati si a fragmentelor ionice. Compozitia chimica elementard pentru
fiecare pic a fost atribuita intr-o eroare de masa de 2 ppm. Pe baza datelor din literatura de
specialitate (Benincasa et al., 2019; Gotawska et al., 2012; Kolodziejczyk-Czepaset al.,
2016; Rafi'nska et al., 2017; Spanguolo et al., 2014; Vlaisavljevi'c, et al., 2016), a fost
realizatd o bazd de date MS cu compusi polifenolici cunoscuti in seminte si germeni.
Astfel, un total de 29 de compusi au fost identificati in extractele analizate (Tabelul 3 si
Figura 4). Modelele de fragmentare ale polifenolilor in modul de ionizare negativ au fost
extensiv studiate (Ben Said et al., 2017; Franski et al., 2019; Kang et al., 2007; Schmidt et
al., 2016; Zhang et al., 2008). Reactia retro-Diels—Alder (rDA), pierderea radicalului metil,
mecanismul eliminarii radicalilor CO, CH2CO, si CO; la inelul C urmate de fragmentari
succesive, descrise de literatura (Ablajan et al.,.2011; Franski et al., 2019; Zhao et al.,
2020) au fost observate si in studiul de fata. In spectrul MS-MS a izoflavonelor metoxilate
a fost observata frecvent pierderea radicalului anion [M-H-CHgs]-, urmata de pierderea
hidrogenului la acest radical si pierderea moleculelor neutre CO si CO,. Cele 4 picuri
izomere cu aceeasi masa [M—-H] m/z 283.06 (CisH120s) observate in cromatograma
extractelor de germeni din ambele specii (Figura 5) au fost atribuite compusilor biochanina
A, prunetin, calicosin si gliciteina dupa compararea cu modelele de fragmentare in bazele
de date mentionate anterior si cu modelul obtinut cu ajutorul softului ACDLab Mass
Fragmenter, pe baza prezentei unor fragmente cheie (Figura 5, Tabelul 4). Pentru ambele
specii vegetale, in germenii corespunzatori zilelor 3-5 de germinare a fost inregistrat un alt
pic m/z 283.06 la timpul de retentie 16.58 min. (eroare de masa 1.3) si a fost atribuit
compusului  5,7-dihydroxy-20-methoxyflavone pe baza modelelor de fragmentare in
NORMAN MassBank si ACDLabs MS Fragmenter 2019 software.
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Tabelul 2. Compusii identificati prin analiza HRMS — full scan si analiza confirmatorie pe baza standardelor analitice

R.T. Formula Masa Eroarea | [M-H] lon 2

Compus (min) moleculari| exacta (ppm) (m/z) Fragmente MS*® (m/z)
Flavonoide ( flavan-3-oli, flavone, flavonoli, flavonone, flavone si glicozizi)
Catechin 7.8 CisH1406 | 290.07904 1.47 289.07176 | 245.08192; 203.07088; 151.03908; 125.02320; 109.02821
Epicatechin 10.19 CisH1406 | 290.07904 1.25 289.07176 | 245.08192; 203.07088; 151.03908; 109.02821
Quercetin 16.59 CisH1007 | 302.04265 0.86 301.0354 245.04601; 178.99809; 273.04059; 121.02814
Rutin 14.20 Cy7H30016 | 610.15338 0.5 609.14613 | 300.02777; 271.02505; 255.02995; 243.02980; 165.01841;151.00258
Apigenin 17.54 CisH100s | 270.05282 1.18 269.04502 | 227.03389; 181.06430; 151, 00194, 149.002266; 117.03271
Kaempferol 17.06 CisH100s | 286.04774 0.57 285.04049 | 255.02977; 201.01866; 151.00262; 107.01250; 92.9266
Isorhamnetin 13.20 Ci6H1207 316.0583 1.35 315.05105 | 300.0271; 227.03508; 163.00369; 151.00264; 107.01190;
Naringenin 19.69 CisH120s | 272.06847 0.5 271.06122 | 253.05055; 151.00269; 119.04903; 107.01258
Naringin 14.11 Cy7H32014 580.1792 2.02 579.17185 | 356.99371; 255.02995; 119.04884
Hesperitin 16.83 Ci6H1406 | 302.07904 1.34 301.07179 | 283.06204; 267.06650; 252.04286; 151.00266; 125.02319
Pinostrobin 17.40 CiH140, | 270.08921 1.89 269.08196 | 254.05864; 210.06839; 177.05495; 148.01559
Chrysin 17.63 CisH1004 | 254.05791 1.65 253.05066 | 208.96011; 151.03899; 107.04897; 89.04897; 65.03819
Myricetin 10.42 CysH100s | 318.03757 1.37 317.03032 | 178.9986; 164.92636; 151.00368; 137.02442; 107.01258
Galangin 19.98 CisH100s | 270.05282 1.48 269.04557 | 239.03345; 227.03389; 225.05580; 211.03877; 169.06425
Hyperoside 13.98 CuHy005, | 464.09548 1.03 463.08768 | 300.02771; 355.02985; 271.02491; 243.02969; 178.99773; 151.00262
Izoflavone
Genistin 12.56 CuH20050 | 432.10565 1.45 431.09837 | 311.05637; 269.04590; 271.05133; 181.06580
Genistein 18.07 CisH100s | 270.05282 1.24 269.04502 | 159.04420; 133.02835; 201.05527; 181.06546; 107.01257
Daidzin 11.42 CyuHy00o | 416.11073 1.49 415.10348 | 252.0451; 251.0349; 224.0487; 223.0398
Daidzein 16.50 CisH1004 | 254.05791 0.87 253.05066 | 226.05887; 224.04649; 209.06091; 197.06055; 135.00686; 117.03333
Ononin 26.14 CpH20o | 430.12638 2.06 429.11913 | 355.0969; 341.1109; 267.1028; 252.00778
Formononetin 18.74 CieH120, | 268.07356 1.19 267.06631 | 252.04298; 223.03986; 195.04466; 132.02049
Glycitein 16.33 CieH120s | 284.06847 1.18 283.06122 | 268.0375; 240.0483; 211.03979; 196.05252; 167.02063
Acizi fenolici
Acid gallic 1.73 C7HgOs 170.02152 0.16 169.01427 | 125.02318; 141.01823
Acid clorogenic | 8.20 CieH1509 | 354.09508 0.24 353.08783 | 192.05876; 191.05544; 173.04474; 127.03876; 85.02806
Acid cafeic 8.71 CyHsO4 180.04226 0.37 179.03501 | 135.04390; 107.04881
Acid ferulic 14.98 CioH1004 | 194.05791 0.62 193.05066 | 178.02635; 149.05974; 134.03615; 106.0424
Acid ellagic 14.44 C1HeOg 302.00627 1.62 300.99899 | 185.02349; 283.98961; 229.01391; 157.01006
Acid abscinic 15.73 CisH004 | 264.13616 1.42 263.12891 | 263.12854; 219.13864; 204.11502; 153.09126; 136.05162
Acid p-coumaric | 10.77 CoHs05 164.04734 0.18 163.03954 | 211.0764; 135.00754; 119.0502; 17.0332; 116.0267
Acid syringic 15.38 CoH1005 198.05282 0.41 197.04555 | 182.02049; 123.00697; 166.99693




Tabelul 3. Compusii identificati prin analiza HRMS — full scan si analiza MS-MS, pentru care nu existau standarde analitice. Confirmarea s-a

realizat prin compararea modelelor de fragmentare

Compus RT Formula Masa |[Eroareal [M-H] Fragmente MS? (m/z)
(min) moleculara exacta (ppm) | lon (M/2)

Cumestrol 18.22 C15HgOs 268.03717 | 1.2 267.0299 266.0373; 239.0487; 211.04058; 167.10689

Cumestrol 3-O- glucoside 12.49 C»1H1504 430.0900 | 1.5 429.08274 | 417.23584; 387.22531; 367.11652; 345.13385; 267.03012

Biochanin A 20.09 C,6H,,05 284.06847 | 1.27 | 283.06122 | 269.04132; 268.03809; 267.03015; 239.03487; 224.04756; 212.04695;
211.03928; 195.13850; 154.06250; 132.02031

Sissotrin 22.02 CxH,,04 446.1213 | 1.49 | 445.11404 | 269.04587; 283.06130; 268.03778; 166.92354; 131.94290

Prunetine 18.11 CxH1,05 284.06847 | 1.39 | 283.06122 | 269.04132; 268.03809; 267.03015; 240.04300; 239.03487;211.03928

5,7-dihydroxy-2'- 16.58 CxH1,05 284.06847 | 1.39 | 283.06122 | 269.04584; 268.03799; 267.03015; 240.04300; 239.03473; 223.03952;

methoxyflavone 211.03963; 148.01559

Calycosin (3'-hydroxy- 17.52 C16H1,05 284.06847 | 1.68 | 283.06122 | 269.06122; 268.03784; 225.0554; 226.03493; 151.00259; 157.08203;

formononetin) 117.03323; 107.01257

Irilone 17.21 C16H1006 298.04774 | 0.96 | 297.04049 | 269.04590; 252.04297; 178.9951; 133.02837

Baptigenin 11.74 C15H1006 286.04774 | 1.44 | 285.04046 | 269.04565; 240.04242; 136.01556; 109.0282

Pseudobaptigenin 21.29 C16H1005 282.05282 | 1.36 | 281.04557 | 253.05089; 254.05385; 255.14954; 223.02847; 224.04770

Pratensein 19.70 Ci16H1,05 300.06339 | 0.96 | 299.05614 | 284.03284; 283.02505; 257.04111; 135.00754; 211.03932

Afrormosin 18.38 C17H1405 298.08412 | 1.34 | 297.07687 | 282.05362; 283.06802; 267.03021; 253.04797; 167.04965

Tectorigenin 18.22 Ci16H1,05 300.06339 | 1.41 | 299.05611 | 284.03293; 255.03006; 227.03448

Alfalone 14.80 C17H1405 298.08412 | 1.06 | 297.07687 | 281.0450; 269.04120; 211.03958; 135.00395

Irisolidone 16.52 C17H1405 314.07904 | 1.44 | 313.07179 | 298.04849; 269.04581; 255.02989; 211.03957; 165.01836

Medicarpin 16.59 Ci16H140,4 270.08921 | 1.48 | 269.08196 | 254.054408; 253.14426; 141.10812; 117.03334

Liquiritigenin 15.30 CisH1,0, 256.07356 | 1.23 | 255.06631 | 211.0764; 135.00761; 119.04889; 117.03323

Isoliquiritigenin 18.19 CisH1,0, 256.07356 | 1.04 | 255.06631 | 211.0764; 135.00760; 119.04889; 117.03323

Kaempferol-3- O- rutinoside 18.24 Cy7H30035 594.15847 | 1.3 593.15122 | 299.05615; 284.03281; 255.02997; 227.0341; 229.05032; 133.02834

Kaempferol-O-glucoside 13.69 Cy1Hy0011 448.10056 | 1.42 447.09331 | 284.04077; 284.03299; 255.02995; 243.02979

Isorhamnetin 3-O- glucoside 15.37 C2H»04 478.1111 | 1.43 | 477.10381 | 315.04871;.314.04370; 271.02518; 243.03003; 285.04083; 300.02777; 151.00262

Ethyl gallate 15.38 CoH1005 198.05282 | 0.42 | 197.04557 | 181.04961; 169.01326; 151.0031; 121.02814; 107.01214; 83.01234

Luteolin 7-glucoside 15.19 C1H20011 448.10056 | 1.59 | 447.09331 | 287.0359; 286.04431; 285.04077; 227.0359; 199.03964; 151.00264

Vitexin 14.79 C)1H20010 432.10565 | 1.62 | 431.09839 | 341.05179; 339.14789; 269.04587; 240.04268; 225.05542; 197.06077

Apigetrin 14.29 C)1H20010 432.10565 | 1.78 | 431.09839 | 269.0478; 267.03009; 257.08200; 151.00267

Chryosoeriol 15.28 C16H1206 300.06339 | 1.29 | 299.05614 | 284.03284; 269.04572; 256.0357; 255.05562; 207.08704; 151.00266

Chryosoeriol 7- glucoside 17.32 CyoH» 04y 462.11621 | 1.78 | 461.10893 | 446.23111; 289.04852; 283.06140; 255.02997

Tricin 18.17 Ci7H1,0; 330.07395 | 0.68 | 329.06668 | 299.05634; 284.03290; 243.03044; 227.03470; 161.02370

Azelaic acid 15.11 CoH1604 188.10486 | 1.05 | 187.09761 | 169.08600; 143.10655; 125.09581; 123.08015; 97.06589
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Figura 2. Cromatograma full MS pentru extract de germeni de Medicago sativa L.
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Figura 3. Cromatograma full MS pentru extract de germeni de Trifolium pratense L.
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Figura 4. Cromatograme ale principalilor compusi identificati in extractul de Medicago

sativa L. in a treia zi de germinare (cromatogramele au fost extrase din TIC folosind o fereastra

de precizie a masei de 5 ppm).
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Figura 5. Spectrul de masa al ionului [M-H]- m/z 283.06 corespunzator izoflavonelor
metoxilate: biochanina A, prunetin, calicosin si gliciteina
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Tabelul 4. lonii principali din spectrul HRMS-MS utilizati in identificarea bioachaninei A
si izomerilor (m/z cu abundenta relativa (%) in paranteze)

5,7-dihydroxy-
loni Biochanin A Calycosin Prunetine Glycitein 2'-methoxy-
(20.09 min) (17.52 min) (18.11 min) | (16.33min) flavone
(16.58 min)
[M-HT 283.06 283.06 283.06 283.06 283.06
[M-H-CH3] ™~ 268.03 (97) | 268.03 (100) | 268.03 (100) | 268.03 268.03 (100)
(100)
[M-H-OH] 267.06 (10) | 267.06 (4) 267.06 (11) | 267.06 267.06 (18)
11
[M-H-CO,]- - 239.07 (13) | 239.07 (6) 239.07 239.07 (35)
(20)
[M-H-CO]- 255.06 (25) | 255.06 (9) 255.06 (42) | 255.06 255.06 (56)
(12)
[M-H-CH3;-CO]-— 240.04 (5) 240.04 (10) | 240.04(44) 240.04 240.04 (14)
(29)
[M—H-CH3—CO;]-— 224.04 (22) | 224.04 (100) | 224.04 (10) | - -
[M-H-CH3-C,H,0]-— 226.04 (12) | 226.04 (10) | - - -
[M-H-CH3;-H-CO]~- 239.03 (10) | 239.03 (10) | 239.03(17) | - 239.03 (10)
[M—H-CH;3-H-CO,]- 223.04 (16) | 223.04(12) | - - -
[M-H-CH3-2CO]-— 212.02 (59) | - - 212.02 -
(18)
[M-H-CH3—CO-CO,] - - 196.05 (15) | 196.05
(62)
[M—H-CH3—CO-H-CO,]- 195.13 (17) | - - -
[M-H—CO-C-ring]- - 193.05 (18)
[M—H—CH3;—CO-H—-COJ- 211.03 (10) | - 211.03 (6) -
[M—-H-CH3—CO—-CO,—CO]— | - - - 168 (12) -
[M—H- CO-B-ring]-— - - 167.03 (23) | 167.03 -
(23)
[M—H-CH3~CO-B-ring]- 147.04 (41) | 147.04 (27) | - 147.04 147.04 (48)
(18)
[A-ring fragment]— 135.08 (74) | - - - -
[B-ring fragment]— 132.02 (48) | 132.02 (12) | - - -

Gliciteina a fost disponibila ca standard de referintd si a fost identificata prin
compararea timpului de retentiec si modelului de fragmentare cu solutia de referinta.
Fragmentul m/z 147.00 corespunzator ionului [M—H-CH3—CO-B-ring]-- este caracteristic
pentru gliciteina si a fost utilizat pentru diferentierea celorlalti izomeri, fiind identificat
numai in spectrul MS-MS al gliciteinei. Identificarea celorlalti izomeri a fost realizata pe
baza modelelor de fragmentare si a prezentei ionilor cheie. Pierderea radicalului metil
CHgs- (m/z 268) urmata de pierderea unui ion de hidrogen (m/z 267) a fost caracteristica
pentru toti cei patru compusi. Pierderea radicalului CO- de la precursorul demetoxilat a
generat ionul m/z 240 si pierderea ulterioara a CO; a generat fragmentul m/z 224. Pierderea
ionului de H™ a fost observata la fragmentele m/z 240 si m/z 224, determinand aparitia
picurilor m/z 239 si m/z 223. Pentru ambele fragmente m/z 240 si m/z 239 s-a observat
pierderea ulterioara a CO-si CO, producand fragmentele ionice m/z 212 si m/z 211 in
biochanind si gliciteini. In incercarea de a diferentia biochanina, prunetinul si
isoprunetinul, Franski (2018), a aratat ca biochanina si prunetinul nu pot fi diferentiate prin
experimente MS/MS in care fragmentarea se produce intr-o camera de coliziune (Franski
et al., 2018). In studiul mentionat, inregistrarea spectrului de masi la un voltaj inalt al
conului in sursa ESI a determinat o diferentiere in abundenta ionilor, permitand
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diferentierea izomerilor. In studiul de fati s-a incercat suprapunerea spectrelor mentionate
in studiul citat cu cele obtinute experimental, insa similitudinile nu au fost consistente si
repetabile in probele vegetale reale. Dintre posibilele diferente observate intre cei trei
compusi, fragmentele ionice MS? model rezultate din reactii de tip retro-Diels—Alder sunt
in mod special interesante. Ionii de tipul [M—H—CH3—CO—-CO,—CO]-— (m/z 168)
caracteristic pentru gliciteind, [M—H— CO-B-ring]-—(m/z 167.03) caracteristic pentru
prunetin si gliciteina si [M—H—CH3—CO-B-ring]-— (m/z 147) au fost utilizati pentru
identificarea izomerilor (Tabelul 4). lonii [A-ring fragment]-— (m/z 135.00) si [B-ring
fragment]-— (m/z 132.02) au fost caracteristici pentru biochanina, nefiind identificati in
restul izomerilor. Picul inregistrat la timpul de retentie 18.24 cu m/z 267.03 (C15HgOs) a
fost identificat ca fiind cumestrolul, pe baza prezentei ionului diagnostic m/z 266.03 produs
prin pierderea hidrogenului si m/z 239.03, 223.04 si 211.01, conform bazei de date
mzCloude™. Pierderea fragmentului CO- din ionul precursor genereazi ionul m/z 239.03,
iar pierderea CO; genereaza ionul m/z 223. lonul m/z 239.03 pierde ulterior CO- si CO; si
produce fragmentele cu m/z 211.04 si m/z 167.10. Toate fragmentele mentionate au fost
identificate in probele de extracte analizate. La minutul 12.46 si 22.02, glicosidele
cumestrolului si respectiv biochaninei A au fost identificate. Pierderea radicalului glucidic
a fost observata in aceste cazuri producand ionul [M—H—Glc]-~ corespunzator formei
aglicone. Pentru glicozidul apigeninului au fost observati doi izomeri fiind identificati ca
vitexin (apigenin 8-C-glucozid) si apigetrin (L-apigenin -7-glucozid). Pentru fiecare
izomer, modelul de fragmentare a fost generat cu ajutorul ACDLabs MS Fragmenter
software. Fragmentul m/z 340.05 [M-C3HgO3]-- a fost identificat ca specific pentru
apigetrin (Figura 6).

0
— OH __ OH
¥ /
HO — HO —
0—< o)
:
l HO/ OH

0‘< OH H

Apigetrin [M-H2]
m/z 431.09 m/z 430.09

[M-C3H803]
m/z 340.05

Figura 6. Modelul de fragmentare propus pentru apigetrin (m/z 340.05)

Picurile observate la timpul de retentie 15.30 si 18.21 min. cu aceeasi masa exacta m/z
256.0735 au fost identificate ca liquiritigenin si isoliquiritigenin (Ci5H1204), pe baza
datelor spectrale din diferite baze de date si studiilor anterioare (Liu et al., 2015; Zhao et
al., 2020). lonii cheie pentru identificare au fost m/z 135.00, 119.04 corespunzatori
fragmentelor catacteristice [**A-H]  si [**B-H]™ (Zhao et al., 2020). Trei picuri izomere cu
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acelasi ion [M - H]- la m/z 299.06 (C16H1206) cu timpii de retentie 15.28 18.22 si 19.70
min. in probele de lucerna au fost identificati ca fiind chriosoeriol, tectorigenin si respectiv
pratensein pe baza literaturii recente (Budryn et al., 2015; Rafi'nska et al., 2017) si a
modelelor de fragmentare (NORMAN MassBank and ACDLabs MS Fragmenter) (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma corespunzatoare ionilor m/z 299.05 in germeni de Medicago

sativa L. in ziua 3 de germinare (a) si ionii cheie in spectrul MS-MS pentru criosoeriol (b),
tectorigenin (c, d, e) si pratensein (f)

Fragmentul m/z 284.03 format prin demetoxilare si fragmentul m/z 256.06 generat prin

pierderea ulterioara a CO au fost caracteristice pentru toti cei trei compusi (Tabelul 5).

Fragmentul cu m/z 267.03 [M — H-HO-CH3]-- si 255.06 [M — H-CO,] - au fost detectate in

19



spectrul MS-MS al tectorigeninului. Fragmentul cu m/z 135 [M—H-Aring]- corespunde
clivajului la inelul B. Rezultatele obtinute au fost in concordanta cu studii anterioare (Bhat
et al., 2014; Zhang et al., 2008;). Formarea unui fragment ionic cu m/z 151.01 corespunde
inelului A al scheletului flavonelor, acesta fiind de asemenea caracteristic in spectrul de

masa MS-MS al tectorigeninului (Tabelul 5).

Tabel 5. lonii cheie din spectrul HRMS-MS pentru identificarea tectorigeninului si
izomerilor (m/z cu abundenta relativa in paranteze (%))

loni Tectorigenin Chryosoeriol Pratensein
(RT 18.22 min) (RT 15.28 min) (RT 19.70 min)
[M-H] 299.05 299.05 299.05

[M—H—CHj3] ™ 284.03 (57) 284.03 (21) 284.03 (100)

[M-H-CO]-— - - 271.06 (21)
[M-H-CO-H] -— 270.05 (100) - -

[M—H—CH3—OH] ~ 267.02(13) - 267.02 (48)
[M-CH;0] -— 269.04 (65) 269.04 (100) -

[M—H—CH3—CO]-— 256.03 (5) - 256.03 (100)

[M-H—CO,]-— 255.06(24) 255.06 (15) 255.06 (24)
[M-H-CgHgOz] = 15301 (25) = =
[M-H—CH3—CO—B-ring]— 151.00 (31) - -
[M-CgHg03]— 135.00 (34) 135.00 (10) -

Cromatograma pentru m/z 285.04 [M-H] in extractele de germeni de Trifolium
pratense L.a relevat doua picuri la 11.73 min. si la 17.10 min. Ultimul a fost identificat ca
fiind compusul kaempferol pe baza timpului de retentie si modelului de fragmentare al
standardului de referinta. Conform interpretarii fragmentelor utilizand software-ul MS
Fragmenter si a datelor publicate in literatura, primul pic a fost identificat ca baptigenin. In
spectrul MS/MS au fost detectate semnale la m/z 269.04 corespunzatoare fragmentului [M-
OH], m/z 240.04 ca fiind fragmentul [MH-CO,-H]™ precum si m/z 136,01 ca fragmentul
[M-B-C,H]™ sau 109.02 corespunzitor [inelului B]". Picul inregistrat de la timpul de
retentie (RT 17,21), [M-H] cu m/z 297,04) a fost identificat in probele de germeni de trifoi
rosu ca fiind irilon, ceea ce este in acord cu alte studii (Barreira et al., 2015; Gholami et al.,
2014). Ionii cheie (diagnostic) au fost: m/z 269,04 corespunzator [MH-CO], m/z 252,04
[MH-CO,-H], m/z 178,99 [MH-B ring-CO], m/z 133,02 [M- CgHsO4]. lIzoflavona
pseudobaptigenin [MH] cu m/z 281,04 a fost identificata la timpul de retentie RT 21,29 in
probele de germeni ai ambelor specii pe baza ionilor de diagnosticare m/cu z 285,05 [MH-
COJ, m/z 251,03 [MH-CO-H; ], m/z 135,00 [M-CgH;0O,]". Acidul azelaic, [MH] cu m/z
187.09, cu timpul de retentie RT 15.11, a fost identificat in studiul de fata in toate probele
analizate pe baza ionilor cheie m/z 171.10 [M- OH], m/z 125,09 [M-CH304] si m/z
123,08 [M-CH4O3], conform simularii mecanismelor de fragmentare cu ajutorul
programului MS Fragmenter Software. Pentru toti ceilalti compusi enumerati in tabelul 3
s-a utilizat tehnica descrisa mai sus.

Distributia compusilor in probele analizate, variatia in timpul germinarii sunt prezentate
in Tabelul 6.
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Tabelul 6. Rezultatele screeningului calitativ pentru probele analizate RCV - Trifolium pratense
L. (red clover); ALF — Medicago sativa L. (alfalfa); s — seminte

Compounds RT ALF seeds | ALF day 1 | ALF day 2 | ALF day 3 | ALF day 4 [ ALF day 5 |RCV seeds|RCV day 1|RCV day 2|RCV day 3|RCV day 4|RCV day 5
1 |coumestrol 18.22 X X X X X X
2 |coumestrol 3-O-glucoside 12.49 X X X X X X
3 |biochanin A 20.09 X X X X X X X X X X X
4 [sissotrin 22.02 X X X X X X X
5 |calycosin 17.52 X X X X X X X X X X X
6 |prunetin (O-methyl genistein) 18.11 X X X X X X X X X X
7 |liquiritigenin 15.30 X X X X X X X X X X X
8 |isoliquiritigenin 18.19 X X X X X X X X
9 |irilone 17.21 X X
10 |pseudobaptigenin 21.29 X X X X X X X X X X X X
11 |baptigenin 11.74 X X X X X X
12 |pratensein 19.70 X X X X X X X X X X X
13 |kaempferol-3- O-rutinoside 18.24 X X X X X X X X X X X X
14 |kaempferol-O-glucoside 13.69 X X X X X X X
15 |[luteolin 7-O-glucoside 15.19 X X X X X X X X X X X
16 |azelaic acid 15.11 X X X X X X X X X X X X
17 |ethyl gallate 15.38 X X X X X X X X X X X
18 |vitexin (apigenin 8-C-glucoside) 14.79 X X X X X X X
19 |apigetrin (apigenin -7-glucoside) 14.29 X X X
20 [chrysoeriol 15.24 X X X X X X X X X X X
21 [chrysoeriol 7-glucoside 17.32 X X X X X X X X X X X X
22 |medicarpin 16.59 X X X X X X X X X X
23 |alfalone 14.80 X X X X
24 |irisolidone 16.52 X X X X X X X X X
25 [tricin 18.20 X X X X X
26 |afrormosin 18.38 X X X
27 |tectorigenin 18.20 X X X X X
28 |isorhamnetin 3-O-glucoside 15.37 X X X X X X X X X X X X
29 |5,7-Dihydroxy-2'-methoxyflavone 16.58 X X X X X

X compound detected

compound not detected

Rezultatele studiului confirma faptul ca germenii speciilor vegetale studiate sunt surse importante
de izoflavone cu actiune estrogenica si contin forme aglicone libere mai usor de absorbit, cu o
biodisponibilitate bund.

Cuantificarea rezultatelor

Rezultatul cuantificarii compusilor tinta (Tabelele 7 si 8) indica un continut ridicat de
catehind, hesperetind, quercetind si acid cafeic in semintele de Trifolium pratense L.
Continutul de catehina a scazut brusc dupa prima zi de germinare ajungand la o valoare de
20 ori mai mica in ziua 5 de germinare; concentratia in hesperetin scade de 3,47 ori pana la
ziua 5 de germinare. Pentru rutin se observa o crestere a concentratiei in timpul germinarii
(Figura 8). In cazul Medicago sativa L. s-au observat diferente clare intre seminte si
germeni. Concentratii considerabile mai mari de kaempferol, quercetind, acid siringic si
hiperozid au fost detectate in seminte. Comparativ cu Trifolium pratense L., dinamica
hesperitinei in timpul germinarii a fost inversata iar dinamica concentratiei de acid ferulic
si acid p-cumaric a fost similara cu concentratii mai mari de acid p-cumaric si concentratii
mai mici de acid ferulic in timpul germinarii (Figura 9). Acidul p-cumaric a prezentat o
scadere similard in timpul germindrii pentru ambele specii. Cele mai mari concentratii de
acid cafeic au fost prezente in seminte de Trifolium pratense L. si in germeni in ziua 3 de
germinare. Concentratiile izoflavonelor cu activitate estrogenica au inregistrat o dinamica
diferitd pe parcursul germinarii; in germenii de Trifolium pratense L. concentratiile de
daidzeina si genisteind au crescut in primele zile, concentratia de formononetin a crescut de
12 ori pana in ziua 4, comparativ cu semintele. (Figura 10). Pentru germenii de Medicago
sativa L., cele mai mari concentratii au fost inregistrate de formonetin (cea mai abundenta
izoflavona), genistein si gliciteina (Figura 11).
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Tabelul 7. Rezultatele analizei cantitative pentru germeni de Trifolium pratense L. (RCV) in pg/g
DW, material vegetal uscat

Compusi RCV seminte RCV RCV RCV RCV RCV
(ng/g DW) ziua 1 ziua 2 ziua 3 ziua 4 ziua 5
Catechin 134.6+5.8 23.1743.7 17.57+2.6 10.39+1.55 7.57+0.70 7+1.06
caffeic acid 16£1.76 NF NF 11.88+1.2 NF NF
Myricetin 199.5+6.5 67.41£3.9 30.41£1.5 26.98+4.03 4422432 16.81+1.06
p-cumaric acid 19.48+1.086 16.48+1.44 14.68+0.95 12.6+0.6 11.44+0.55 11.6+0.28
syringic acid 16.11+1.14 8.68+1.5 6.37+0.24 5.48+1.14 3.17+0.17 2.19+0.04
Genistin NF 0.76+0.04 12.2+1.04 20.38+1.28 19.31£2.09 11.9£1.10
thlorogenic acid NF NF NF NF NF NF
ferulic acid 175.48+6.8 67.56+4.6 99.64+7.5 82+5.2 97.12+8.3 101.48+6.9
Hyperoside 750.9+10.02 196.2+4.6 12.6+0.6 NF NF NF
Isohamnetin 28.6+0.52 56.04+0.12 43.6+0.34 30.52+0.47 88.48+1.28 38.16+0.9
Rutin 16+0.9 67.78+4.6 71.14+£5.02 71.56+3.95 122.68+7.21 140.2+6.95
gallic acid 24+0.04 1.2+0.02 1.04+0.01 NF 1.56+0.02 1.64+0.03
ellagic acid 9.08+0.06 10.20+1.14 8.21£1.09 7.8+1.11 7.16£1.15 NF
Formononetin 14.8+1.03 35.68+3.6 134.2+6.2 172.76+8.05 180.12+6.12 141.36+4.8
Pinocembrin NF 0.2+0.03 0.2+0.02 0.2440.02 0.48+0.03 0.28+0.01
Apigenin NF NF NF NF NF NF
Pinstrobin 1.6+0.14 1.6+0.12 1.92+0.2 2.4+0.04 3.24+0.15 4.524+0.04
Kaempferol 78.8+3.8 5.76+2.05 5.48+2.12 5.48+1.5 6.48+1.9 5.48+2.4
Hesperetin 2824.8+8.5 759.86+7.3 424.83+6.8 343.62+10.05 203.44+6.5 173.95+4.6
Genistein 28.76+2.06 435.44+4.7 593.4445.2 607.2+3.9 499.92+4.8 NF
Naringenin 1.32+0.7 0.16+0.01 0.24+0.03 0.32+0.03 0.28+0.04 NF
Quercetin 6714+9.54 2105+6.25 1840.84+5.07 | 1169.17+5.10 1406.05+3.9 | 1633.61+3.04
Glycitein 2.49+1.05 1.9+1.01 17.43+0.95 44.54+2 .45 43.74+1.90 27+1.05
Daidzin NF 94.1+4.3 78.3+3.7 12.442.4 NF NF
Daidzein NF NF 185.2+6.8 220.2+4.2 263.1£3.7 114.5+4.6
Crysin 1.09+0.1 1.09+0.2 NF 1.10+0.07 1.11+0.09 1.10+0.4
abiscisic acid 0.98+0.4 0.17+0.01 0.17+0.02 0.52+0.25 1.00£0.51 0.92+0.32
¥ poliphenoli 11036.40+2.18 | 2056.45+3.07 | 3599.72+1.45 | 2859.55+3.68 | 3011.68+2.98 | 2433.724+4.21
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Figura 8. Variatia concentratiei unor compusi polifenolici in germenii de Trifolium

pratense L. pe parcursul germinarii
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Tabelul 8. Rezultatele analizei cantitative pentru germenii de Medicago sativa L. (ALF) in pg/g

DW, material vegetal uscat

Compusi ALF ALF ALF ALF ALF ALF
(ng/g DW) seeds zival ziua 2 ziua 3 ziua 4 ziua 5
Catechin 2.16+0.16 2.5+0.18 5.89+0.14 7.5340.51 NF NF
caffeic acid NF NF NF NF NF NF
Myricetin 117+4.6 109.5+6.05 113.8+3.6 214+£5.6 62.2+1.3 56.3+2.45
p-cumaric acid 39.2442.5 30.18+1.2 24.2+0.8 23.2+1.4 22.72+0.9 15.2+0.75
syringic acid 25.63+1.04 4.48+0.17 3.87+£0.22 3.884+0.09 3.52+0.16 2.8+0.14
Genistin 2.12+0.06 6.15+0.32 9.28+0.45 4.8+0.05 3.24+0.15 1.04+0.7
chlorogenic acid 2.24+0.11 2.3+0.12 2.36+0.09 2.32+0.06 2.32+0.14 2.48+0.07
ferulic acid 82.5+4.2 63.9+3.1 39.8+2.04 43.034+2.14 38.29+1.54 | 50.10+4.01
Hyperoside 1209.2+10.7 NF NF NF NF NF
Isohamnetin 18.58+0.85 26.12+1.2 35.32+1.62 36.1244.2 40.24+2.87 | 15.24+1.45
Rutin 4.36+0.28 3.85+0.15 4.36+0.32 6.96+0.7 5.88+0.14 3.9240.25
gallic acid NF NF NF NF NF NF
ellagic acid 7.8+0.55 8.2+0.17 7.15+0.48 7.8+0.84 7.17+0.12 6.90+0.21
Formononetin NF NF 2.04+0.07 133.5+6.2 12.04+0.17 2.24+0.06
Pinocembrin 0.52+0.02 1.08+0.04 2.48+0.04 2.6+£0.02 2.68+0.07 5.1240.11
Apigenin 8.35+0.67 10.29+1.62 13.124+0.31 26.57+2.83 19.33+1.63 | 33.43+1.44
Pinstrobin 1.52+0.32 1.6+0.4 1.68+0.7 1.76+0.02 2.24+0.014 6.924+0.41
Kaempferol 328+9.2 162.14+6.8 15.32+1.87 9.240.11 8.48+0.15 6.72+0.1
Hesperetin 14.79+1.02 26.74+1.26 39.2+1.42 366.91+£12.3 | 209.2+11.8 75.942.1
Genistein NF 20.15+0.95 41.36+1.12 105.8+3.2 27.4+1.05 10.96+0.42
Naringenin 0.32+0.01 0.414+0.02 0.52+0.02 0.24+0.01 0.4+0.014 0.52+0.011
Quercetin 1108.64+9.5 836.1£9.9 725+11.2 393.7+7.9 299.6+7.3 138.96+5.3
Glycitein NF 10.01+0.32 21.85+1.4 43.69+5.1 5.240.23 6.1+0.12
Daidzin NF NF 10.94+0.32 5.240.12 NF NF
Daidzein NF NF 34.4442.6 53.96+3.45 72.92+2.9 12.44+0.47
Crysin 1.53+0.4 1.5+0.08 1.34+0.4 1.67+0.07 1.84+0.09 2.0+0.08
abiscisic acid 0.61+0.3 0.48+0.2 0.38+0.15 0.32+0.17 0.47+0.15 NF
¥ poliphenoli 2974.60+1.32 | 1327.97+3.35 | 1156.48+3.22 | 1496.27+3.52 | 846.92+4.94 | 455.40+5.01
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Figura 9. Variatia concentratiei unor compusi fenolici pe parcursul germinarii in extractul
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Figura 11. Variatia concentratei de izoflavone masurate pe parcursul germinarii la
germenii de Medicago sativa L.

Conform analizei cantitative efectuate asupra germenilor celor doua specii vegetale,
suma izoflavonelor cu activitate estrogenica (daidzeind, genisteina si glicozide, apigenina,
formononetin, miricetina si gliciteind) a fost de 906,1 pg/g DW pentru Trifolium pratense
L si 587,5 ng/g DW pentru Medicago sativa L. in ziua 3 de germinare. Concentratii
comparabile de naringenin, acid siringic, acid elagic, izorhamnetin si pinostrobin au fost
masurate la ambele specii pe parcursul germindrii. Pentru izorhamentin, aceeasi variatie
neliniara a fost observatd pentru ambele specii cu concentratia maxima atinsa in ziua 4 de
germinare. Isorhamnetin 3-O-glucozid a fost, de asemenea, identificat la ambele specii. in
concluzie, pentru ambele specii, germenii din ziua 3 de germinare ar putea fi considerati ca
cele mai valoroase surse de polifenoli cu potential bioactiv. Analizacomponentelor
principale PCA a explicat 59,68% din variatia totald folosind componentele principale cu o
contributie mai mare adusa de PC; (33,26%) comparativ cu PC, (26,42%), (Figura 12).
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Figura 12. Graficul componentelor principale PC; si PC,, rezultate din analiza PCA cu
normalizare Quatrimax a datelor cantitative obtinute pentru germenii speciilor studiate

Analiza PCA a relevat ca acizii elagic

si p-cumaric, kaempferolul si miricetina

reprezintd markeri ai semintelor de lucerna, in timp ce acidul clorogenic, crisina,
apigeninul si pinocembrinul sunt reprezentativi pentru semintele de lucernd germinate.
Semintele de trifoi rosu se caracterizeazd prin catehina, naringenin, hiperosid si acid

siringic, in timp ce acizii galic si ferulic,

quercetina, hesperitina si acidul abscisic

caracterizeazd semintele de trifoi rosu in prima si a doua zi de germinare, pe cand acidul
cafeic, pinostrobinul, gliciteina, rutinul, izorhamnetin, genistein, formonetin, daidzein si
genistin sunt reprezentative pentru semintele de trifoi rosu germinate in ziua 3, in ziua 4 si

in ziua 5. O a doua evaluare PCA (Figura 13)
analiza calitativa screening HRMS/MS?,
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Figura 13. Graficul componentelor principale PC; si PC,, rezultate din analiza PCA cu
normalizare Quatrimax a datelor calitative HRMS? obtinute pentru germenii speciilor studiate
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Prin analiza PCA, ca markeri polifenolici ai semintelor de lucerna s-au evidentiat
compusii: tricin, cumestrol, vitexin, tectorigenin si sissotrin in timp ce izoliquiritigenin,
apigetrin, irisolidon, kaempferol-O-glucozid, medicarpin, irilona, alfalona si afrormosina
sunt reprezentative pentru semintele de lucerna germinate. Acidul azaleic, izorhamnetin,
luteolin-7-glucozid, liquitrigenin, pratensein, pseudobaptigenin, crisoeriol, crisoeriol-7-
glucozid si kaempferol-3-rutinosid au fost caracteristice pentru lucerna in cele cinci zile de
germinare, 1n timp ce biochanin A, calicosin, prunetin, baptigenin sunt caracteristice pentru
germenii de trifoi rosu

Concluzii

W swdiile experimentale au urmarit identificarea si cuantificarea compusilor
polifenolici din extracte de germeni de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.

%l studiile s-au realizat printr-o tehnica de ultima generatie reprezentatd de tandemul
UHPLC si spectrometria de masa de inalta rezolutie Q-Exactive Orbitrap, intr-0
abordare noua si anume achizitia independenta de date (vDIA) ceea ce a condus la

imbunatatirea selectivitatii si sensibilitatii analizei MS-MS, fapt benefic pentru
performantele screening-ului si posibilitatile de identificare.

W oau fost optimizate si comparate trei metode de extractie a compusilor bioactivi din
materialul vegetal: tincturd, extractia asistata de ultrasunete §i extractia asistatd de
microunde. Extractia asistata de ultrasunete a fost selectata ca metoda optima.

W 594de compusi polifenolici, incluzand izoflavone, flavone, flavonone, acizi flenolici
si flavonoli, au fost identificati in extractele de germeni de de Medicago sativa L. si
Trifolium pratense L.

Wl metoda de determinare cantitativi a fost validata si ulterior aplicata pentru
cuantificarea a 30 de compusi.

L printre cei 29 de compusi fenolici care au fost identificati in extractele de germeni
se numard izoflavone cu actiune estrogenica (biocanina A, cumestrol, prunetin),
izoflavone ca irilona, pratenseina, pseudobaptigenina, flavone ca tricina, chriosoeriol.
Au fost, de asemenea, identificate glucozide ale apigeninei, kaempherolului si
cumestrolului sau izorhamnetinei.

% pentru ambele specii, probele din zilele 3 si 4 de germinare detin cantitati
apreciabile de genistina, daidzeina, formononetina, gliciteina, apigenina, hesperetina,
quercetina, acidul ferulic, acid p-cumaric si pot fi considerate surse valoroase de
polifenoli cu potential bioactiv.

%l metoda abordata in studiu s-a dovedit a fi eficienta pentru analiza compusilor
bioactivi dintr-o proba naturala complexd. Acest studiu a demonstrat fezabilitatea §i
avantajul strategiei vDIA in ceea ce priveste screening-ul non-target.

%l numarul redus de publicatii referitoare la profilul chimic complex al germenilor de
Medicago sativa L. si Trifolium pratense L., justifica cercetarile prezentului studiu si
fac ca rezultatele obtinute sa ofere o baza stiintifica importanta pentru cercetari
ulterioare privind dezvoltarea de noi produse farmaceutice.
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Determinarea compozitiei in oligoelemente a extractelor de germeni de Medicago
sativa L. si Trifolium pratense L. prin spectrometrie de absorbtie atomica (AAS)

Materiale si metode

Germenii prelucrayi au fost obsinugi in condizii similare celor utilizagi pentru experimentul descris in
capitolul anterior al tezei. Pentru a estima continutul elemental al germenilor de trifoi rosu si lucernd,
materialul vegetal a fost extras prin digestia acida asistata de microunde folosind un sistem de preparare a
probelor cu microunde TOP (Analitica Jena) echipat cu vase inchise de teflon. Pentru procedura de digestie
acida, o proba de 0,4 g a fost plasata in vasul de digestie Teflon curdtat anterior cu 10% acid azotic. Apoi s-
au adaugat 7,5 ml acid azotic concentrat 65% (Merck, Darmstadt, Germania). Vasele au fost inchise,
introduse in rotor, dupa care s-a aplicat programul de digestie (Tabelul 9). Dupd procesul de digestie,
fiecare proba digerata a fost transferata cantitativ cu apd ultra-purd intr-un balon volumetric de 50 ml.

Tablelul 9. Parametrii procesului de digestie acida

Etapa Putere Rampa Presiune Temperatura (°C) Timp (min)
(%) (min) (bar)

1 80 5 40 170 10

2 0 1 40 200 15

Determinarea elementelor Ca, Mg, Cu, Ni, Fe, Mn, Na, K si Zn din probe de seminte si germeni de
Medicago sativa L. si Trifolium pratense L., s-a efectuat prin spectroscopie de absorbtie atomica cu flacdrd
(F-AAS), utilizand un spectroscop model NOVAA 300 cu Air- Flacdra C,H,; determinarea Se s-a facut
folosind un spectrofotometru de absorbtie atomicd, cu cuptor de grafit (GF-AAS) Model Zeenit 650, echipat
cu facilitatea de corectie a liniei de baza Zeeman. Liniile de rezonanta la 422,7, 285,2, 324,8, 232,0, 248, 3,
279,5, 589,0, 766,5 si 213,9 nu au fost folosite pentru Ca, Mg, Cu, Ni, Fe, Mn, Na, K si Zn. Intensitatea
lampii (4 mA -6 mA) si trecerea benzii (0,2 - 0,5 nm) au fost utilizate conform recomandarilor
producatorului. Debitul de aer/acetilend au fost cuprinse intre 0,9 - 1,1 L/min pentru toate metalele. Probele
digerate au fost direct injectate in spectrofotometru. Au fost create curbe de calibrare externe pentru fiecare
element. Solutiile standard de calibrare au fost preparate prin diluarea succesiva a unei solutii standard de
calibrare a multielementului de inalta puritate (1000 mg/L din fiecare element in HNO3 6,5%, ICP Multi-
Element Standard Solution IV CertiPUR® si 10 mg/L a fiecarui element in HNO3 6,5%, ICP Multi-Element
Standard Solution XXI CertiPUR®, Merck KGaA Frankfurter, Darmstadt, Germania). Pentru diluare s-a
utilizat apa ultrapurd cu o rezistivitate maxima de 18,2 MQ/cm. Toate curbele de calibrare obtinute au fost
caracterizate printr-un coeficient ridicat de corelatie (r> 0,995) si valoarea devierii standard <10%.
Rezultatele experimentale au fost obtinute ca medie + abatere standard (n = 2). Datele analitice obtinute au
fost prelucrate statistic prin analiza variantei (ANOVA) si au fost folosite pentru a evalua diferentele
semnificative intre diferite probe de extracte de germeni vegetali. Testul Duncan a fost utilizat pentru a
discrimina probele (diferentele la p<0.05 au fost considerate a fi semnificative). De asemenea, s-a efectuat
analiza principala a componentelor (PCA) si analiza ierarhica de clustering (HCA) pentru a face
discriminari intre etapele de germinare ale plantelor selectate. Toate analizele matematice si statistice au
fost efectuate folosind Microsoft Excel 2010 si XLSTAT Add in versiunea soft 15.5.03.3707.

Rezultate si discutii

Prin spectroscopie de absorbtiec atomica (AAS) au fost monitorizate 12 elemente (Se,
Ag, Ba, Ni, Zn, Mn, Fe, Ca, Mg, Na, K si Cu) in probe Medicago sativa L. si Trifolium
pratense L., pentru 5 zile timp de germinare. Rezultatele determinarilor analitice referitoare
la oligoelementele din semintele si germenii celor doua specii sunt raportate in Tabelul 10
si Tabelul 11, exprimate ca medie si abatere standard. Datele experimentale au fost
prelucrate apoi statistic folosind analiza ANOVA unidirectionala, conform zilei de
germinare. Rezultatele ANOVA indica un continut de Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Ni si Mn
semnificativ diferit in functie de ziua germinarii, pentru ambele specii, in timp ce
continutul de Cu si Se nu difera semnificativ in functie de ziua germinarii.
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In probele studiate, K a fost elementul cel mai abundent, urmat Na, Mg, Ca, Fe si Zn.
Elementele Ba si Ag nu au fost gésite In esantioanele analizate. Cantitatea de Mg si K
masurate in germenii de lucerna a fost comparabila cu cea din germenii de trifoi rosu, In
timp ce cantitatea de Ca si cea de Na au fost considerabil mai mari, atingand un nivel de
aproximativ 4,6 ori in germenii de lucernd decat in cei de trifoi rosu pentru Ca si respectiv
1,56 ori pentru Na. In ziua 3 de germinare, Medicago sativa L.are un continut bogat in
oligoelemente (Fe, Zn, Mn, Ni, Se) comparativ cu Trifolium pratense L.; concentratia Fe in
germenii de Medicago sativa L. a fost de 3,5 ori mai mare comparativ cu Trifolium
pratense L. In ceea ce priveste dinamica profilului elemental, pentru speciile studiate, au
fost observate modele aproape simetrice in timpul germinarii pentru elementele: Zn, Ni,
Cu, Mg (Figurile 14, 15, 16).

Tabelul 10. Rezultatele analizei cantitative (in pg/g material vegetal uscat DW) pentru

oligoelementele din seminte si germeni de Medicago sativa L. (ALF

ng/g ALF ALF ALF ALF ALF ALF
DW seminte ziva l ziua 2 ziua 3 ziua 4 ziua 5

Ca 200.74+7.4 | 407.02°+2.9 | 1269.57%+2.5 | 1380.49°+3.1 | 2018.75"+3.8 | 2765.31%1.4
Mg | 2117.59°+5.6 | 2299.04%+5.4 | 2564.13°+7.7 | 2720.73°+5.3 | 2925%+8.1 | 2933.72°+9.7
Na | 818.15+3.9 | 2936.96°+7.8 | 2979.59%+5.5 | 3231.73°+9.5 | 3424.39°+8.5 | 4080°:10.6
K 7304.81+9.4 | 9428.26°+4.1 | 9611.11°+9.6 | 14510.2°¢6.2 | 15780.49+8.0 | 16475%8.9
Fe 131.11%+1.5 | 322.79°+4.6 365%4.9 236.71%3.7 | 257.254.4 86.2'+4.6
Zn 57.06%+2.1 60.37™+2.3 66.76%+3.4 | 64.35%+2.6 68.25+05 68.24°+1.5
Cu 16.41°+0.6 17.06°+0.7 18.12°+2.6 19.07°+0.5 18.86°+2.3 20.12%+2.3
Se 6.99°+1.3 7.59%+0.8 7.12°+0.4 11.42%+1.8 10.41%+2.0 7.85%42.1
Ni 3.47°+0.2 3.72°°+0.02 4.12%°40.05 3.45°40.5 4.84°+0.2 4.37%+0.2
Mn 11.69°+0.2 12.32%40.7 13.27%+0.6 11.67°+0.2 14.09°+0.4 17.99%1.0
) 10668.02+5.8 | 15495.13+3.1 | 16898.79+6.5 | 22189.82+3.3 | 24522.33+10.4 | 26458.8+4.2

Tabelul 11. Rezultatele analizei cantitative (in pg/g material vegetal uscat DW) pentru
oligoelementele din seminte si germeni de Trifolium pratense L. (RCV)

ng/g RCV RCV RCV RCV RCV RCV
DW seminte ziva l ziva 2 ziua 3 ziua 4 ziua 5
Ca | 250.83+6.9 | 495.65°t4.7 | 539.39%+7.02 | 563.23°+7.02 | 589.39°+6.7 | 601.59%5.6
Mg | 2512.96°+5.8 | 2976.09+3.8 | 2945.92°¢10.3 | 2928°.13+9.4 | 3151.22%+7.1 | 3347.56*+2.7
Na | 223.61+4.2 | 381.09°+4.5 393.67°+5.7 | 470.63+6.6 1166.1°+8.3 | 2603.66%£9.9
K | 8186.36+7.2 | 8159.3°t9.4 | 8202.04°+3.2 | 11760.42°+2.5 | 15743.9°+6.2 | 16963.41°+7.6
Fe 50.61°+3.2 59.61°+6.6 60.07+2.6 68.82%+1.4 114.15%3.1 114.68+3.0
Zn 39.94%43.3 48.42°°+1.2 48.8%+0.9 49.13%12.1 53.742.5 49.5%1.2
Cu | 16.04%1.1 17.02%£1.9 17.64%0.9 18.23%1.5 20.74%1.7 19.96%3.2
Se 6.16°+1.4 5.67°+1.7 5.85°+1.2 7.38%£0.8 9.42%12 .0 8.76%+0.6
Ni 2.540.5 2.38"+0.3 2.64%°+0.5 2.74%40.4 3.47%40.4 3.39%+0.2
Mn 7.87°+0.5 8.02°°+0.5 8.09"°+0.7 8.19%4:0.3 9.08°+0.6 8.95%+0.8
Y [ 11296.88+3.9 | 12153.25+2.4 | 12224.1142.6 | 15876.9+1.4 | 20861.17+8.9 | 23721.46+3.5
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Figura 14. Variatia relativa pe zile a continutului de Zn, Cu, Mg si K in Medicago sativa L. si
Trifolium pratense L. pe parcursul germinarii, comparativ cu semintele
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Figura 15. Variatia relativa pe zile a continutului de Ca, Na, Fe si Se in Medicago sativa
L. si Trifolium pratense L., pe parcursul germinarii, comparativ cu semintele
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Figura 16. Variatia relativa pe zile a continutului de Mg si Ni in seminte si germeni de
Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.in timpul germinarii

Desi suma elementelor masurate prezintd aceeasi tendintd, in special o crestere mult
semnificativd incepand cu a doua zi de germinare, s-au observat si diferente intre speciile
de plante in ceea ce priveste dinamica unor elemente (Ca, Se, Mn, Fe).

Analiza componentelor principale (PCA) pentru datele experimentale cantitative privind
variatia profilului elemental (Ca, K, Mg, Na, Fe, Zn, Se, Ag, Ni, Zn, Mn, si Cu) la
germenii de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L. a relevat ca Mg, Cu si K sunt
reprezentative pentru germenii de trifoi rosu in zilele patru si cinci de germinare, in timp ce
Fe, Mn, Zn, Ni, Na, Ca, Se caracterizeaza semintele de lucerna germinate. Distributia
grafica a componentelor PC,, PC; pentru probele analizate este prezentata in Figura 17.
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Figura 17. Diagrama componentelor principale PC; si PC,, rezultata din analiza PCA a
compozitiei elementale a probelor de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.
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Concluzii

W swudiile experimentale au urmarit determinarea compozitiei in oligoelemente a
extractelor de germeni de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L. prin
spectrometrie de absorbtie atomica (AAS)

%l s-a constatat ca, germenii celor doua specii vegetale au un continut apreciabil de
oligoelemente: Mg, K, Na, Ca, Zn, Fe, Cu, Ni, Se

%l continutul de Ca, Na, Fe si Se in germenii de Medicago sativa L. a fost semnificativ
mai mare decdt in germenii de Trifolium pratense L.

%l probele corespunzatoare zilelor 3 si 4 de germinare sunt definite de confinut mai
mare de polifenoli, fitohormoni si oligoelemente.

% rezultatele obtinute confirma caracteristicile nutritionale ale germenilor Medicago
sativa L. si Trifolium pratense L. si evidentiaza posibilitatea de a fi utilizati ca produse
nutraceutice.

Evaluarea proprietatilor bioactive ale extractelor din germeni de Medicago Sativa L. si
Trifolium pratense L.

% Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor de Medicago sativa L. si Trifolium
pratense L.

Materiale si metode

Continutul total de polifenoli (TP) al extractelor obrinute prin ultrasonare a fost determinat prin
metoda spectrofotometrica. La 1 ml din fiecare extract s-au adaugat 5 ml reactiv Folin-Ciocalteu 0,1M
si 4 ml sol Nay,COg3 (759/l). Amestecul a fost lasat 2 ore la temperatura camerei. Continutul a fost
centrifugat la 2000 rot/min, 5 minute; a fost citita absorbtia supernatantului la o lungime de unda de
760 nm. Continutul polifenolic total a fost determinat prin comparatie cu o curba standard de calibrare
a acidului galic (10 pana la 100 ug/ml) si rezultatele au fost exprimate sub forma de mg de echivalenti
ai acidului galic (GAE) pe gram de greutate uscatd a probei. Toate determindrile au fost efectuate in
duplicat. Capacitatea antioxidantd (AC) a fost determinata prin metoda DPPH (masurarea capacitatii
de inhibitie a radicalului liber DPPH"). Solutia de DPPH a fost preparata prin dizolvarea (fenil)-
(2,4,6-trinitrofenil) iminoazaniului in metanol la concentratie de 6x1 0 M. 0,1 ml extract s-a amestecat
cu 3,9 ml solutie DPPH. Dupa 30 min. S-a mdsurat absorbanta la 515 nm. Toate determinarile au fost
efectuate in duplicat. Alcool 70%. s-a utilizat ca proba de control, in determinarea cotinutului total de
polifenoli si activitatii antioxidante. Procentul de activitate de inhibitie a fost calculat cu relatia:

%= [(Ac — At) / Ac] x 100

Ac - absorbtia probei de control ; At - absorbanta extractului

Rezultate si discutii
Rezultatele exprimate ca medie a determinarilor si deviatia standard, sunt rezumate in
Tabelul 12. Rezultatele au fost prelucrate statistic prin analiza variantei (ANOVA).

Conform rezultatelor obtinute se poate concluziona cd toate extractele evaluate au redus
DPPH radical stabil.
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Tabelul 12. Polifenoli totali, activitate antioxidantd si suma izoflavonelor cu activitate
estrogenica (genistin, genistein, daidzin, daidzein, formononetin, gliciteina, myricetin)
Medicago sativa L.(ALF) si Trifolium pratense L.(RCV)

| Seminte | ziua 1 | ziua 2 | ziua 3 | ziua 4 | ziua 5
Polifenoli totali (mg gallic acid eq/g DW)
ALF 25.14+1.1 18.18+0.85 14.42+1.12 | 18.51+1.21 | 10.62+0.67 9.78+0.34
RCV 18.78+0.6 | 10.74+0.52 11.94+1.04 | 14.92+1.35 | 24.7+1.92 19.26+1.95
Activitate antioxidanta (%)
ALF 13.87+0.74 | 14.5£1.18 21.6£2.24 | 59+£2.54 60.7+£2.96 43.7+£2.26
RCV 13.12+0.57 | 26.25£1.96 45.12+2.50 | 33.12+£2.20 | 18.37+1.86 17.12+1.62
Suma izoflavonelor (ng/g DW)
ALF | 127.4£7.24 | 127.4£7.24 127.4+7.24 | 127.4£7.24 | 127.4+7.24 | 127.4+7.24
RCV 235.5£5.79 | 235.5+£5.79 235.5+5.79 | 235.5+£5.79 | 235.5+5.79 235.5+5.79

Rezultatele obtinute indica o crestere a capacitatii antioxidante a germenilor vegetali
pentru primele 3 zile de germinare, urmata de o scadere in zilele 4 si 5. Pentru zilele 3 si 4
de germinare, activitatea antioxidanta a germenilor de Medicago sativa L. a fost de 2 ori
mai mare comparativ cu germenii de Trifolium pratense L. Analiza statistica a aratat o
corelatie pozitiva intre continutul total de polifenoli si izoflavone al celor doud specii
vegetale, cu maxim in ziua 3 pentru ALF (0,587 mg/g DW) si in zilele 3 - 4 pentru RCV
(cu maximum 1,103 mg/g DW).
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Figura 18. Variatia continutului total in polifenoli (TP) (mg acid galic echivalent /g DW)
si a capacitatii antioxidante (AA) ca o capacitate de epurare a radicalului liber DPPH ¢ (%)
si a continutului de fitoestrogeni (mg/g DW) in germenii de ALF si RCV. Literele diferite
denota diferente semnificative conform testului Duncan p <0,05.

Rezultatele ANOVA indica faptul ca polifenolii totali, activitatea antioxidantd si
continutul total de izoflavone au fost semnificativ diferite in functie de ziua germinarii
pentru germenii ambelor plante. Pentru ambele specii vegetale, cele mai mari valori pentru
activitatea antioxidanta si continutul de izoflavone au fost inregistrate in zilele 3 si 4 de
germinare.

32



Analiza componentelor principale (PCA) a fost efectuata folosind Microsoft Excel 2010
si XLSTAT Add in versiunea soft 15.5.03.3707. Primele doua componente principale (PC;
si PC 7) cu 85,41% din variatiile intregi au fost extrase pentru analiza. PC; a reprezentat
variatii de 51,75%, iar PC;, a reprezentat 33,66%. Distributia in planul de scor PC1-PC; al
probelor de lucerna si trifoi rosu in timpul germinarii este prezentata in Figura 19.

Continutul de izoflavone caracterizeaza germenii de trifoi rosu in zilele 2, 3 si 4 de
germinare, 1n timp ce activitatea antioxidantad caracterizeaza germenii de lucernd in zilele
3, 4 51 5, iar polifenolii totali caracterizeaza germenii de trifoi rosu corespunzator celei de-a
patra zile de germinare.
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Figura 19. Diagrama principalelor componente PC; si PC, a rezultat din analiza PCA a
continutului total de polifenoli (TP), a activitatii antioxidante (AA) si a continutului de
izoflavone din germenii de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.

% Evaluarea capacitatii inhibitorii a extractelor de Medicago sativa L. si Trifolium
pratense L. asupra a-amilazei si a — glucozidazei

Materiale si metode

Reactivi utilizati: a-Amilaza din pancreas porcin Tip VI-B (Sigma Aldrich), a-Glucosidaze din
Saccharomyces cerevisiae (Sigma Aldrich), acid 2-hidroxi-3,5-dinitro-benzoic (Merck), fosfat diacid de
potasiu (Merck), lipaza din pancreas porcin (Sigma Aldrich), p-nitrophenil-a-D-glucopiranoside
(Merck Millipore), tris-(hydroxymethyl), aminometan (Merck). Extractele utilizate in experiment au fost
supuse evaporarii la 40°C in curent de azot pentru indepdrtarea solventului organic. Extractele
utilizate au fost obtinute in aceleasi conditii ca in experimentele prezentate anterior (ultrasonare, 1:10
material vegetal uscat:alcool etilic 70%). Pentru a-glucozidaza, 50 ul extract se amestecd cu 50 ul
solutie enzima (concentragie 1mg/ml in solugie tampon fosfat pH 6.9) se incubeazd la 37°C, timp de 20
min. Se adauga 50 u! p-nitrophenil-a-D-glucopiranoza SmM in tampon fosfat si se incubeazd la 37°C
timp de 20 min. Pentru stoparea reactiei se adaugda 100ul Na,CO3; 0.1M si se citeste absorbanta la
lungimea de unda de 405nm in paralel cu o probd de control in care extractul se inlocuieste cu apa
distilata. Toate determingrile au fost efectuate in duplicat. Pentru a-amilaza, 50 ul extract se amestecd
cu 350 ul tampon fosfat pH 6.9, 200 ul amidon 1% si 200ul solutie enzima (1mg/ml in solutie tampon)
se incubeaza la 37°C timp de 20 min. Se dilueaza proba la 5 ml cu tampon fosfat, se incubeaza 5 min la
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100°C dupa care se citeste absorbanta la lungimea de unda de 540 nm fatd de o probd de control in
care extractul se inlocuieste cu apd distilata. Toate determindrile au fost efectuate in duplicat.

In paralel, a fost testatd activitatea inhibitorie a lipazei pancreatice, enzima digestiva responsabild de
digestia grasimilor. Inhibisia acesteia poate genera efecte benefice asupra excesului de greutaze si
obezitate. 200 ul extract vegetal se amesteca cu 200 ul solutie lipaza (concentratie Img/ml), 200 ul
10mm p-nitrofenil-acetat si 1.4 ml reactiv Tris 0.1M (pH 7.4) se incubeaza la 37°C timp de 10 min.
Absorbanta se citeste imediat la o lungime de unda de 400 nm in paralel cu o proba de control in care
extractul se inlocuieste cu apa distilata. Activitatea inhibitorie se calculeaza in mod similar cu formula:

o o Ac—Ap
Activitate inhibitorie (%) = " 100

Ac - absorbanta probei control, Ap - absorbanta probei

Rezultate si discutii

Rezultatele experimentale au relevat o activitate inhibitorie a a—glucozidazei de max.
19% pentru germenii de lucerna si max. 65% pentru germenii de trifoi rosu, corespunzator
zilei 4 de germinare (Tabelul 13). in ceea ce priveste o-amilaza, efectul inhibitor maxim se
inregistreaza in ziua 4 de germinare pentru lucerna (26.3%) si in ziua 3 pentru trifoi rosu
(39%). In ziua 4 de germinare extractul de trifoi rosu manifesta un efect inhibitor asupra a-
amilazei similar cu efectul germenilor de lucerna (~ 26%). Niciunul din extractele testate
nu a manifestat activitate inhibitorie asupra lipazei pancreatice

Tabelul 13. Activitatea inhibitorie asupra a-amilazei si o—glucozidazei exprimate in
procente ca medie a doua determinari si deviatia standard

activitate inhibitorie % ALF 3 ALF 4 RCV 3 RCV 4
a-glucozidaza 9.70+1.1 19.00+0.5 42.33+3.6 | 64.90+0.7
o-amilaza 14.644£3.9 26.36%+1.8 39.68+7.4 | 25.65+3.0

Studiul matricei de corelatie pentru extractele studiate (Figurile 20 si 21) a evidentiat 0
corelatie pozitiva intre continutul de quercitina, hesperetin, rutin, daidzein si miricetin si
activitatea inhibitorie asupra o—glucozidazei si a—amilazei, pentru ambele specii vegetale
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Figura 20. Studiul corelatiei datelor cantitative obtinute pentru polifenoli si actiunea
antidiabetica a germenilor de Medicago sativa L.
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Figura 21. Studiul corelatiei datelor cantitative obtinute pentru polifenoli si actiunea
antidiabetica a germenilor de Trifolium pratense L.

% Evaluarea activitatii antimicrobiene a extractelor de germeni de Medicago sativa L.
si Trifolium pratense L.

Materiale si metode

Extractele au fost obtinute asa cum s-a descris in capitolele anterioare prin ultrasonare, folosind alcool
etilic 70% (1:10 raport planta uscatd:solvent de extractie). Ulterior, extractele au fost concentrate prin
eliminarea completad a alcoolului in curent de azot la 42°C. Testarea activitafii antimicrobiene a fost evaluata
in vitro prin metoda difuzimetrica Kirby-Bauer pe mediul de cultura standardizat Mueller-Hinton, Mueller
Hinton cu 5% sdnge de berbec, conform CLSI (Clinical and Laboratoy Standards Institute). Activitatea
antibacteriana a extractelor de trifoi rosu si lucerna a fost analizata in raport cu 4 tulpini bacteriene de
referinta: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), E. Colli (ATCC
25922), Ps. aeruginosa (ATCC 27853). Pentru fiecare tulpind bacteriand s-a efectuat un inocul in clorura de
sodiu sterild 0,9% cu o turbiditate de 0,5 McFarland (Buiuc si Negrut, 2009, Chifiriuc et al., 2011). Pe
suprafaga mediului insamdngat s-au aplicat rondele de hdrtie de filtru de 6 mm peste care s-au depus cdte
25uL de extract. Discul de Penicilina (10 U) a fost considerat control pozitiv. Pldcile au fost incubate la
35°C, timp de 18-24 ore. Zonele de inhibitie au fost citite in mm, folosind o rigla gradata. Testele au fost
efectuate in duplicat.

Rezultate si discutii

Rezultatele prezentate in Tabelul 14, au indicat un grad moderat de inhibitie asupra
tulpinilor inalt patogene Staphylococcus aureus si Streptococcus pyogenes, diametrul
maxim al zonei de inhibitie a cresterii fiind de 14.5 mm.

Tabelul 14. Activitatea antimicrobiana pentru extractele studiate

Extract de Trifolium pratense L. (mm) | Extract de Medicago sativa L. (mm)

Ziua 3 Ziua 4 Ziua 3 Ziua 4
Staphylococcus aureus 10,2+1.2 11.1£0.8 11.4£1.8 12.1£2.0
Streptococcus pyogenes 14,5+2.4 14.2+1.6 14.242.3 14.3+1.1

Escherichia coli - - - -

Pseudomonas aeruginosa - - - -

Studiul demonstreaza ca bacteriile patogene Staphylococcus aureus si Streptococcus
pyogenes sunt afectate de compusii bioactivi din extractele studiate, acest efect putand fi
atribuit continutului de polifenoli.
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Concluzii

%l au fost evaluate proprietdrile bioactive ale extractelor din germeni de Trifolium
pratense L si Medicago sativa L.

%l cel mai mare continut polifenoli a fost de 23,34 mg acid galic eq/g DW in germeni
de trifoi rosu inregistrat in ziua 4 de germinare si 18,51 mg acid galic eq/g DW in
germenii de lucernd in ziua 3 de germinare.

¥l activitatea antioxidantd, exprimatd in procente ca activitate de inhibare a
radicalilor liberi DPPH*, a crescut semnificativ pentru extractele celor doua specii
vegetale, cu maxim in ziua 2 de germinare pentru trifoi rosu (45,12%) si ziua 3 pentru
lucerna (60.7%).

%l extractele de germeni ale ambelor specii (corespunzdtoare zilelor 3 si 4 de
germinare) au manifestat o activitate inhibitorie semnificativa in raport cu a-amilaza si
a-glucozidaza, demonstrand potenyialul antidiabetic.

%l am stabilit o corelasie pozitiva intre continutul de quercitina, hesperetin, rutin,
daidzein, miricetin si activitatea inhibitorie asupra a-glucozidazei.

%l germenii corespunzarori zilelor 3 si 4 de germinare pentru ambele plante studiate
au manifestat un potential antimicrobian moderat asupra unor bacterii gram pozitive
mnalt patogene: Staphylococcus aureus si Streptococcus pyogenes.

%l rezultatele confirma potenyialul terapeutic al germenilor de Trifolium pratense L si
Medicago sativa L. pentru tulburarile de menopauza datorate deficitului estrogenic si
pentru hiperglicemia postprandiala.

CONCLUZII GENERALE

Multivalenta terapeutica a structurilor polifenolice din speciile vegetale corelata cu
interesul cercetatorilor din domeniul medical de a dezvolta noi formule farmaceutice cu
proprietati farmacologice exceptionale si efecte adverse minime, justifica alegerea temei in
realizarea tezei de doctorat.

Pentru a incadra tematica lucrarii in stadiul actual al cercetarilor privind valorificarea
unor specii vegetale cu potential terapeutic optim, obiectivul principal al cercetarilor a
vizat identificarea si cuantificarea compusilor bioactivi si oligoelementelor din extracte de
germeni de Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.

Teza de doctorat "'Cercetari asupra compusilor bioactivi de interes terapeutic din
Trifolium pratense L. si Medicago sativa L. , descrie in prima parte, printr-un studiu
bibliografic aprofundat, profilul fitochimic al compusilor bioactivi de interes terapeutic din
cele doua specii vegetale.

Materialul bibliografic analizat a indicat un continut bogat in polifenoli, oligoelemente
(Mg, K, Na, Ca, Zn, Fe, Cu, Ni, Se), aminoacizi esentiali, beta-caroten, vitamine (K, A, E,
C, grup B), saponozide triterpenice, pentru Trifolium pratense L. si Medicago sativa L.

In plus, s-a constatat ca studiile publicate in literatura de specialitate se referi in
general la partile aeriene ale Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.si numai cateva
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studii se refera la germenii acestor plante. Tindnd cont de faptul ca germinarea poate spori
valoarea nutritiva si terapeuticd a componentelor active de origine vegetald, am ales sa
includem 1in studiul experimental al tezei de doctorat, extractele germenilor de Medicago
sativa L. si Trifolium pratense L., in scopul cuantificarii principalilor compusi bioactivi si
a unor oligoelemente ce indeplinesc roluri structurale si functionale in organism.

Datele bibliografice referitoare la proprietatile si potentialul terapeutic al acestor specii
vegetale, sunt completate cu notiuni referitoare la tehnici moderne de extractie si analiza a
structurilor polifenolice si oligoelemente in matrice vegetala.

Diversitatea structurald a polifenolilor si disponibilitatea limitata a standardelor analitice
impun utilizarea celor mai avansate tehnici de identificare si cuantificare a compusilor
bioactivi in matricea vegetala.

Abordarile analitice moderne pentru analiza polifenolilor in matrice vegetala includ
Cromatografia de lichide ultra-performanta cuplata cu spectrometrie de masa de inalta
rezolutie (UHPLC-HRMS/MS), analiza multi-target prin Spectrometrie de masa,
Spectrometria de masa de inalta rezolutie non—target—, chemical profiling” precum si
Rezonanta Magnetica Nucleara si Spectrometria de masa ca principale metode in
metabolomica.

Partea a doua a tezei de doctorat este structuratd in trei capitole in care sunt incluse
rezultatele obtinute in realizarea temei propuse. Sunt prezentate rezultatele experimentale
referitoare la:

B selectarea si optimizarea metodelor de extractie a compusilor de interes din
materialul vegetal (Medicago sativa L. si Trifolium pratense L.),

B identificarea si cuantificarea compusilor polifenolici si a unor oligoelemente din
extractele vegetale prin tehnici analitice ultramoderne (cromatografie de lichide ultra-
performanta cuplata cu spectrometrie de masa de inalta rezolutie (UHPLC-HRMS/MS) si
prin spectrometrie de absorbtie atomica (AAS) ),

B evaluarea potentialului biologic al extractelor din germeni de Medicago sativa L.
si Trifolium pratense L.. activitate antioxidanta vs continut in polifenoli, capacitate
inhibitorie asupra a-amilazei si a—glucozidazei si potential antimicrobianin in raport cu
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa.

Activitatile experimentale desfasurate in scopul realizarii obiectivelor propuse, au inclus
intr-o prima etapa, selectarea si optimizarea metodelor de extractie a compusilor de interes
din Medicago sativa L. si Trifolium pratense L. Tehnicile experimentale evaluate din punct
de vedere al parametrilor de lucru si randamentului de extractie raportat la compusii
polifenolici de interes au fost: extractia asistatd de ultrasunete (UE), extractia asistatd de
microunde (ME) si tinctura (ca metodd conventionald). In aceasti etapd a studiilor
experimentale, extractia asistata de ultrasunete (UE) a fost selectatd ca metoda optima care
asigura un randament bun de extractie al compusilor de interes.

Capitolul 3 al tezei de doctorat prezinta o abordare inovativa ce vizeaza pe de o parte
cuantificarea de compusi polifenolici si pe de altd parte identificarea prezumptiva a unor
compusi (pentru care nu exista standarde analitice disponibile) din seminte si germeni
Medicago sativa L. si Trifolium pratense L., in diferite etape de germinare. S-a utilizat
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cromatografia de lichide in tandem cu spectrometria de masd de inaltd rezolutie
reprezentata de tehnica UPLC-Orbitrap-HRMS/MS in modul de achizitie de date
independente (VDIA, variable data independent aquisition).

Achizitia independentd de date este una dintre cele mai avansate optiuni pentru a
efectua o fragmentare non-target care permite identificarea prezumptiva si caracterizarea
unor compusi necunoscuti sau presupusi a se afla in extractele analizate.

Metoda de analiza a fost optimizata si validata si a permis cuantificarea a 30 de compusi
si identificarea calitativa a 29 de compusi polifenolici.

Extractul alcoolic obtinut pentru fiecare probd in parte prin extractie asistatd de
ultrasunete, a fost analizat intr-o singura analizd ce realizeaza simultan atat sceening-ul
full-scan, cit si fragmentarea MS® Pentru identificarea prezumptivdi a compusilor
polifenolici, modelele de fragmentare identificate au fost discutate in comparatie cu
literatura de specialitate. Datele cantitative si calitative au fost supuse prelucrarii statistice
(PCA, ANOVA si HCA), evidentiindu-se corelatii sau diferente semnificative intre cele
doua specii de plante. Rezultatele experimentale au confirmat faptul ca germenii din ziua a
treia si a patra, pentru ambele specii de plante, sunt surse importante de izoflavone cu
actiune estrogenica si quercitina, hesperetin, apigenin, miricetin, rutin, isorhamnetin,
catechina, acid ferulic, compusi cu potential antioxidant dovedit.

In urma prelucririi datelor prin PCA a reiesit ci miricetina, apigenina, cumestrolul,
tricin, vitexin, tectorigenin, apigetrin, pratensein, pseudobaptigenin, acidul p-cumaric si
kaempferolul sunt reprezentative pentru germenii de Medicago sativa L., in timp ce
gliciteina, rutin, izorhamnetin, genisteina, formonetina, daidzeina biochanina A, calicosin,
prunetin si baptigenin sunt caracteristice pentru germenii de Trifolium pratense L. Ambele
specii contin cantitdti semnificative (906,1 pg/g DW pentru trifoi rosu si 587,5 pg/g DW
pentru lucerna in a treia zi de germinare) de izoflavone cu actiune estrogenica (daidzeina,
genisteina si glicozidele acesora, apigenin, formononetin, miricetin si gliciteind).

In capitolul 4 este descris studiul experimental privind identificarea oligoelementelor in
germenii de Trifolium pratense L. si Medicago sativa L, cu scopul completarii tabloului de
date referitoare la potentialul terapeutic al acestor specii vegetale.

Dinamica continutului in oligoelemente (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Ni si Se) a
fost evaluata pe parcursul diferitelor stadii de germinare.

Profilul elemental a fost stabilit prin spectroscopie de absorbtie atomicd dupa digestia
acida asistata de microunde a probelor de material vegetal uscat. Evaluarea comparativa a
extractelor vegetale, a evidentiat diferente semnificative (p<0,05) pentru continutul de Ca,
Na, Fe, K, Zn, Mg, 1n functie de stadiul de germinare si de specia vegetald. Datele au fost
supuse prelucrarii statistice utilizdnd analiza variantei (ANOVA), analiza multivariata
(PCA) si analiza ierarhica de grupare (HCA).

Literatura de specialitate prezinta un numar redus de informatii referitoare la
modificarile continutului in elemente minerale pe parcursul germindrii la Trifolium
pratense L. si Medicago sativa L. De aceea, studiul experimental descris capitolul in 4 al
tezei, poate fi considerat relevant pentru completarea tabloului de date stiintifice referitoare
la rolul structural si functional al unor elemente de naturad anorganica.

Ca si in cazul polifenolilor, rezultatele studiului indica faptul ca germenii
corespunzatori zilelor 3 si 4 de germinare pentru ambele specii de plante, prezinta cel mai
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mare continut in oligoelemente. Conform rezultatelor, in comparatie cu germenii de trifoi
rosu, germenii de lucernd sunt mai bogati in Fe, Zn, Mn, Ca, 1n timp ce germenii de trifoi
rosu au un continut mai mare de Se, K, Ni, Cu. Din punct de vedere cantitativ, germenii de
lucernd au dovedit un continut mai mare in oligoelemente comparativ cu germenii de trifoi
rosu, pe tot parcursul germinarii.

In capitolul 5 sunt prezentate rezultatele studiilor experimentale privind evaluarea
potentialului biologic al extractelor din germeni de Medicago sativa L. si Trifolium
pratense L. In aceasti etapi a cercetirilor, studiile au vizat evaluarea potentialului
antioxidant versus continut total in polifenoli, al capacitatii inhibitorii asupra a-amilazei si
a—glucozidazei si evaluarea potentialului antimicrobian in raport cu Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Continutul total de polifenoli a fost determinat prin metoda spectrofotometrica Folin-
Ciocalteu, iar activitatea antioxidanta a fost evaluata prin testul de eliminare a radicalilor
liberi DPPH. Testele au fost efectuate pentru extractele alcoolice ale semintelor si
germenilor in fiecare etapa de germinare.

Monitorizarea dinamicii continutului de polifenoli totali si a activitdtii antioxidante a
extractelor din germenii celor doua specii vegetale, a demonstrat faptul ca activitatea
antioxidanta a extractului de Medicago sativa L. in zilele 3 si 4 de germinare a fost de 2
ori mai mare decat pentru extractul de Trifolium pratense L., raportat la continutul total de
izoflavone si polifenoli.

Tinand cont de faptul ca, a-amilaza si a—glucozidaza sunt enzime responsabile de
hidroliza carbohidratilor si transformarea acestora in monozaharide ce pot fi absorbite,
pentru a evidentia potentialul antidiabetic al extractelor, am evaluat in vitro, activitatea
inhibitorie asupra enzimelor mentionate.

Rezultatele experimentale demonstreaza potential de inhibitor enzimatic pentru ambele
specii vegetale (extracte din zilele 3 si 4 de germinare).

Extractul de germeni de Trifolium pratense L., a demonstrat un potential inhibitor de
65% asupra o—glucozidazei. Conform datelor din literatura de specialitate, in screening-ul
extractelor brute de origine vegetala, 0 activitate inhibitorie peste 50% poate fi considerata
semnificativa.

Analiza datelor experimentale a relevat o corelatie directa intre continutul de quercitina,
hesperetin, rutin, daidzein, miricetin si potentialul antidiabetic pentru Trifolium pratense L.
si Medicago sativa L..

Studiul activitatii antimicrobiene a demonstrat o inhibitie moderata a extractelor de
germeni (pentru zilele 3 si 4 de germinare) asupra bacteriilor patogene Staphylococcus
aureus si Streptococcus pyogenes, acest efect putand fi atribuit continutului de polifenoli.
Nu au fost observate diferente semnificative intre cele doud specii vegetale cu privire la
activitatea antimicrobiana.

Diversitatea profilului polifenolic a germenilor de Medicago sativa L. si Trifolium
pratense L., conferd ambelor specii vegetale potential terapeutic in sfera substitutiei
hormonale (tulburarile de menopauza datorate deficitului estrogenic), diabetului de tip I1, a
bolilor cardiovasculare si afectiunilor neurodegenerative.
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