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INTRODUCERE  

Utilizarea speciilor vegetale în medicina tradițională datează de mii de ani și continuă să 

ocupe un loc important și în prezent.  

Recomandările Organizației Mondiale a Sănătății privind creșterea consumului de 

produse naturale bogate în compuși bioactivi (vitamine, minerale, fibre, carotenoizi sau 

polifenoli) vizează îmbunatățirea stării de sănătate a populației prin diminuarea riscului de 

apariție a bolilor cronice (WHO, Diet, Nutrition and the Prevention of Chronic Diseases, 

2003). Creșterea popularității suplimentelor și alimentelor funcționale, în special a 

nutraceuticelor derivate din plante (Šatinský și colab., 2013), impune o monitorizare 

riguroasă, cu studii detaliate privind compoziția și efectele terapeutice ale componentelor 

active din principiile vegetale.  

Interesul comunității științifice în abordarea studiilor legate de efectele terapeutice ale 

polifenolilor corelat cu posibilitățile de izolare a acestora din specii vegetale, este justificat 

de multivalența terapeutică a acestei clase de compuși (Bilal et al., 2014; Goszcz et al., 

2017; Kaliora et al., 2014; Lorent-Martínez et al., 2014; Potì et al., 2019; Sarian et al., 

2017; Yamagata, 2019).  

Un număr mare de specii vegetale sunt propuse ca potențiale surse naturale de 

componente bioactive specifice, cu accent pe compușii fenolici. Cu toate acestea, 

capacitatea de a produce un anume compus fitochimic este variabilă, chiar și în rândul 

speciilor înrudite, iar metabolomica plantelor variază foarte mult în funcție de factorii 

fenologici și de gradul de maturitate al plantei.  

Medicago Sativa L. și Trifolium pratense L. sunt recunoscute pentru conținutul de 

izoflavone cu activitate estrogenică și compuși bioactivi cu proprietăți antioxidante și 

antiinflamatorii. Trifolium pratense L. a fost utilizat inițial în tratamentul tusei convulsive, 

a astmului bronșic și în tratamentul psoriazisului. Explorarea potențialului preparatelor din 

Trifolium pratense L. pentru terapia alternativă de substituție hormonală în managementul 

simptomelor menopauzei, este însă de dată mai recentă (Vlaisavljević et al., 2017). 

Medicago Sativa L. se evidențiază prin conținutul bogat în compuși bioactivi cu potențial 

antitusiv, antioxidant, hipoglicemiant (Jing et al., 2015) și conținutul în fitoestrogeni, în 

principal cumestrol și genisteină (Barreira et al., 2015).  

Obiectivul principal ȋn realizarea tezei de doctorat a vizat identificarea și cuantificarea 

compușilor bioactivi și oligoelementelor din extracte de germeni de Medicago sativa L. și 

Trifolium pratense L. S-a urmărit alcătuirea unui profil fitochimic pentru germenii celor 

două specii vegetale cu testarea potențialului bioactiv al acestora, completate de un studiu 

bibliografic aprofundat pentru a demonstra oportunitatea utilizării extractelor investigate în 

dezvoltarea de noi produse farmaceutice. 

Obiectivele specifice cercetării au fost: 

 documentarea teoretică aprofundată privind profilul fitochimic al compușilor 

bioactivi de interes terapeutic din Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.  

 identificarea unor tehnici moderne de extracție și analiză a structurilor polifenolice 

și  oligoelemente în matrice vegetală 

 selectarea și optimizarea metodelor de extracție a compușilor de interes din 

materialul vegetal  (Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.)  
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 identificarea și cuantificarea compușilor polifenolici din extractele obținute, prin 

cromatografie de lichide ultra-performantă cuplată cu spectrometrie de masă de înaltă 

rezoluție (UHPLC-HRMS/MS) 

 determinarea compoziției în oligoelemente a extractelor vegetale, prin spectrometrie 

de absorbție atomică (AAS)  

 evaluarea potențialului terapeutic al extractelor din germeni de Medicago sativa L. 

și Trifolium pratense L.  

 diseminarea rezultatelor științifice obținute prin publicare în reviste recunoscute 

international (ISI), cu factor de impact.  

Aspecte teoretice referitoare la compușii bioactivi de interes terapeutic din 

Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.   

Plantele au fost folosite de secole ca remedii în medicina tradițională chinezească sau 

sub formă de produse fitofarmaceutice și suplimente alimentare (Li et al., 2014).  

Potențialul terapeutic apreciabil al structurilor chimice de proveniență vegetală și faptul 

că aproximativ 80% din medicamentele sintetice derivă din compușii fitochimici, explică 

aplicabilitatea speciilor vegetale ca formă de asistență medicală primară pentru o mare 

parte a populației (Duke et al., 2000; Minatel et al., 2017; Vuolo et al., 2019). 

 În prezent, cercetătorii din domeniul farmaceutic depun eforturi substanțiale în 

identificarea și cuantificarea în mod optim a componentelor bioactive din plante, cu scopul 

prevenirii bolilor cronice, reducerii costurilor în asistența medicală și imbunătățirii stării de 

sănătate a populației.  

Tehnicile ultramoderne de separare și cuantificare a componentelor bioactive din sursele 

vegetale, au permis o dezvoltare rapidă și eficientă a direcțiilor de cercetare în domeniul 

fitochimiei și substanțelor active de origine vegetală. Metodele de extracție utilizate in 

prezent, sunt metode cu selectivitate apreciabilă și prin utilizarea solvenților non toxici, au 

profil de tehnici ecologice. În plus, testarea potențialului terapeutic se realizează la un înalt 

nivel științific apelând la enzime specifice din cadrul unei căi metabolice umane sau 

microbiene, ori la teste pe receptori sau subseturi de receptori celulari (Fraga et al., 2019).  

Medicago sativa L. este sursă de clorofilă, vitamine (C, E, B1, B2, B6, B12, niacină, 

acid folic, biotină, inositol, colina), enzime și β-caroten, aminoacizi esențiali (valină, 

leucină, treonină și lizină), oligoelemente (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P, Zn, Si) (Butkutė et al., 

2019; Grela et al., 2017). Datele de literatură arată un potențial terapeutic mare pentru 

extractele Medicago sativa L. în tratamentul hipercolesterolemiei, infecții bacteriene și 

fungice, tulburări ale sistemului nervos central, chimioprevenția și terapia antitumorală 

(Bora și Sharma, 2011; Booth et al., 2006; Rafiinska et al., 2016; Vlaisavljević et al., 

2017;). Trifolium pratense L. contine trei clase de fitoestrogeni: izoflavone, cumestrol și 

lignani (Booth et al. 2006; Sivesind și Seguin 2005). Extractele de Trifolium pratense L. au 

proprietăți antiinflamatoare, antiacide, spasmolitice (Booth et al., 2006; Kolodziejczyk- 

Czepas et al., 2012) si datorita continutului mare de fitoestrogeni reprezintă o alternativă la 

terapia convențională de substitutie hormonala în tulburări determinate de menopauză 

(Booth et al., 2006b; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Spanguolo et al., 2014).  
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Tabelul 1. Compuși bioactivi prezenți în germenii de Medicago sativa L. și Trifolium  pratense L.  

                                                       - potențial terapeutic- 

Compus 

bioactiv 

Concentratie compus 

bioactiv in germenii vegetali 

(a) Medicago sativa L. și 

  (b) Trifolium pratense L. 

Potențial terapeutic 

   

Miricetin 

 

(a)   56.3 - 214  µg/g DW  

(b)   16.8 - 199.5  µg/g DW  

antioxidant, antiinflamator, analgezic, 

hepatoprotector, antiproliferativ în raport cu 

celule HL-60, antihipertensiv, antidiabetic 

(activarea glycogen sintetazei I și inhibarea 

expresiei GLUT II) 

Acidul ferulic 
(a)   38.29- 82.5 µg/g DW 

(b)   67.5 - 175.4 µg/g DW  

antioxidant, antiinflamator, antiviral, 

antialergic, antimicrobian, antitrombotic, 

hepatoprotector, vasodilatator, antidiabetic  

Rutin 
(b)   71-140 µg/g DW  

(incepand cu ziua 3 de germinare) 

antioxidant, antidiabetic, antiasmatic, 

altialergic, hipocolesterolemiant, vasoprotector 

și cardioprotector,neuroprotector  

Isorhamnetin 
(a)   35 - 40 µg/g DW  

(b)   43 - 88 µg/g DW  

antioxidant, antiviral, antimicrobian,  

antiinflamator, inhibă  dezvoltarea celulelor 

tumorale în cancerul colono-rectal  

 

Hesperetin 

(a)   366 µg/g DW  

(b)   343 µg/g DW  

(ziua 3 de germinare pentru 
ambele tipuri de germeni ) 

antioxidant, neuroprotector, antialergic, 

antibacterian, antimicrobian, antidiabetic, 

antiagregant plachetar și anticoagulant  

 

Quercitina 

 

(a)   1108 - 393 µg/g DW  

antihipertensiv, vasodilatator, 

antiaterosclerotic, antitumoral, neuroprotector, 

antialergic, antiviral, gastroprotector, 

antihipertensiv, imunomodulator, 

antiinfecțios,afinitate față de ligandul enzimei 

glicogen fosfataza, activarea unor receptori 

nucleari specifici cu efect in creşterea 

sensibilităţii la insulină a celulelor hepatice, a 

dipocitelor şi celulelor musculare  

Izoflavone 

cu activitate 

estrogenică 

(a)   587,5µg/g DW  

(b)   906,1µg/g DW  

(ziua 3 de germinare pentru 

ambele tipuri de germeni ) 

chimioprevenția cancerului de sân și prostată, 

preventia bolilor cardiovasculare și a 

osteoporozei, ameliorarea simptomelor 

postmenopauză, îmbunătățirea profilului lipidic  

Acidul 

p-cumaric 

 

(a)  26 µg/g DW  

(ziua 3 de germinare) 

antioxidant, antiinflamator, antimutagenic, 

antiacid, antidiabetic, reduce absorbția 

intestinală a carbohidraților,puternic efect de 

inhibiție asupra enzimelor implicate în 

metabolismul glucozei, stimulează secreția de 

insulină  

Cumestrolul NA 

antagonist al estrogenului, modifică modelul de 

sinteză și metabolismul hormonilor endogeni 

precum și sensibilitatea receptorilor hormonali, 

acțiune antiinflamatorie, neuroprotectoare  
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Studiile publicate în literatura de specialitate se referă în general la părțile aeriene ale 

plantelor menționate (Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.), în diferite stadii de 

evoluție și numai câteva studii se referă la germenii acestor plante. Întrucât germenii de 

Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. au fost puțin studiați, obiectivul principal al 

cercetărilor în realizarea tezei a vizat identificarea și cuantificarea compușilor polifenolici 

și oligoelementelor din extracte de germeni ai celor două specii vegetale. Polifenolii 

constituie un grup mare de substanțe fitochimice bioactive care includ mai multe subclase, 

cum ar fi flavonoidele, stilbenele, acizii fenolici și lignanii. Polifenolii au potential 

antiinflamator, antimicrobian, antiviral, antidiabetic, hepatoprotector și acțiune estrogenică 

(Fraga et al., 2019; Goszcz et al., 2017; Poti et al., 2019; Yamagata et al., 2019), inhibă 

agregarea plachetară anormală, reduc inflamația și îmbunătățesc profilul lipidic oferind 

astfel protecție cardiovasculară (Goszcz et al., 2017;  Mc Cullough et al., 2012; Yamagata 

et al., 2019).  

PARTEA EXPERIMENTALĂ 

Identificarea și cuantificarea compușilor polifenolici din extracte de germeni de Medicago 

sativa L. și Trifolium pratense L. prin cromatografie de lichide ultra-performantă cuplată 

cu spectrometrie de masă de înaltă rezoluție (UHPLC-HRMS/MS) 

Studiile experimentale s-au realizat comparativ pe semințe și germeni de Medicago 

sativa L. și Trifolium pratense L., pentru diferite etape de germinare. Raportat la datele 

existente în literatura de specialitate, se poate afirma că acesta este primul studiu 

comparativ referitor la profilul chimic al compușilor polifenolici din germenii de Medicago 

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

Materiale si metode  

Toate standardele utilizate au fost procurate de la Sigma-Aldrich și Fluka. Metanolul, apa ultrapură 

și acidul formic (98-100%) au fost achiziționate de la Meck. Soluțiile stoc de 1000 mg L
-1

, preparate 

prin dizolvarea substanței standard într-un solvent adecvat (acetonitril methanol, dimetilformamidă), 

au fost menținute la -20
◦
C. Soluțiile stoc individuale au fost folosite pentru a prepara o soluție stoc 

amestec de 4 µg mL
-1

. Prin diluarea volumului corespunzător soluţiei stoc amestec în metanol s-au 

obținut concentrațiile dorite în intervalul de 50-1000ng mL
-1

 pentru trasarea curbei etalon. Soluţiile de 

lucru au fost depozitate la -20
◦
C, pentru o perioadă de o lună. Probele analizate au constat din semințe 

și germeni de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. după 1, 2, 3, 4 și 5 zile de germinare în 

germinatorul automat Biovita model GE-1; pentru uscarea germenilor s-a folosit aparatul Zilan model- 

ZLN-9645l timp de 4,5 ore la 40°C. După uscare, gemenii s-au păstrat în recipiente închise, ferite de 

lumină. Înainte de analiză, o porțiune de 5 g din fiecare probă a fost măcinată.  

Parametrii LC. Pentru efectuarea analizelor s-a utilizat un sistem UHPLC format din pompa 

Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Series RS, compartiment termostatat coloană 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 și Dionex Softron GmbH O parte din Thermo Fisher Scientific, Germania). Coloana 

cromatografică utilizată: Acquity U-HPLC HSS T3 (100x2,1mm, 1,8pm) (Waters, Etten-Leur, Olanda). 

Un debit de 0.4 mL min
-1

 a fost stabilit pentru separarea compușilor selectați din sistemul U-HPLC. 

Faza mobilă: eluent A, apă conținând 100µL acid formic/L apă pentru corecția pH-ului la 3.3; eluent 

B, metanol. Gradientul a fost realizat astfel: min 0-1 100% A; min 1-10 creștere lineară la 30% B; min 

10-26, creștere liniară la 100% B și menținere 4 min; min 30-32.5 scădere lineară la 0% B; menținere 

1.5 min. Temperatura coloanei a fost stabilită la 45°C și volumul de injecție la 10 µL si o sursă de ioni 

HESI (Electrospray) a fost utilizată pentru ionizarea negativă. Parametrii HESI au fost: debit de gaz- 
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40 unități; debit de gaz auxiliar-10 unități; temperatura capilar: 255°C; temperatura de încălzire a 

gazului auxiliar: 400°C; tensiunea de pulverizare -2800 V; obiectiv S: nivel RF 50.  

Parametrii MS. Detectarea compușilor a fost realizată utilizând un spectrometru de masă Q-

Exactive (Thermo Fisher Scientific). Achiziționarea datelor s-a realizat în mod vDIA ce cuprinde o 

analiză full-scan MS şi o analiză MS/MS simultană, ambele în mod de ionizare negativă. Analiza full-

scan MS s-a realizat la o putere de rezoluție de 70 000 FWHM la m/z 200. Pentru compușii de interes, 

domeniul de scanare ales a fost m/z 130 – 1000. Automatic gane control (AGC) a fost stabilit la 3e6 și 

timpul de injectare a fost stabilit la 200 ms. Analiza vDIA MS/MS a fost realizată prin evenimente de 

scanare MS2 succesivă astfel: intervalele de ioni precursori m/z 95-205; 195-305; 295-405; 395-505; 

500-1005 au fost selectate consecutiv, fragmentate în celula HCD și ionii rezultați măsurați în cinci 

scanări separate Orbitrap cu o putere de rezoluție de 35.000 (m/z 200). Automatic gane control (AGC) 

a fost stabilit la 1e6 și timpul de injectare a fost stabilit la 100 ms. Fragmentările au fost efectuate cu 

energie de coliziune în trepte între 20 și 60% energie de coliziune normalizată (NCE). Datele au fost 

analizate prin Quan/Qual Browser Xcalibur 2.3 (Thermo Fisher). Fereastra toleranței de masă a fost 

stabilită la 5 ppm pentru cele două moduri de analiză. În scop comparativ, o analiză MS/MS (targeted 

MS-MS) a fost realizată separat, utilizând o listă de incluziune a masei și timpii de retenție așteptati 

pentru analiții țintă pentru care au fost disponibile standarde analitice de referință, cu o fereastră de 

timp de 30 sec. Pentru acei compuși pentru care nu au fost disponibile standarde analitice dar, pe baza 

literaturii de specialitate era de așteptat să fie găsiți în extracte, a fost alcătuită o listă a maselor, 

aceștia fiind identificați în TIC (total ions current) prin căutare manuală. Pe de altă parte, pentru 

compușii necunoscuți, cea mai rezonabilă formulă moleculară cu o eroare de masă mai mică a fost 

căutată în baza de date Chemspider (www.chemspider.com). Având în vedere că flavonele, izoflavonele 

și acizii fenolici au numeroase similitudini structurale,  fragmentele ionice rezultate din analiza MS-MS 

au fost utilizate pentru a confirma structura chimică a compușilor identificați cu ajutorul bazelor de 

date spectrale NORMANMassBank (https://massbank.eu/MassBank), mzCloudeTM, AdvancedMass 

(https://www.mzcloud.org/.) și PubChem  (https://pubchem.ncbi.nlm.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 compușilor identificați pentru analiză comparativă. 

Validarea metodei de cuantificare. În modul de scanare completă, masa exactă a ionului precursor 

a fost utilizată pentru cuantificare. Curbele de calibrare în cinci puncte au fost obținute cu o soluție 

standard mixtă în intervalul de concentrație de 25-2500 ng/mL. Liniaritatea a fost evaluată utilizând 

coeficienții de corelație R
2
. LOD (limita de detecție) și LOQ (limita de cuantificare) au fost determinate 

ca 3,3 ori respectiv 10 ori abaterea standard a interceptului y împărțită la panta curbei de calibrare 

(ICH Validarea procedurilor analitice: text și metodologie Q2 (R1), 2005).Metoda analitică folosită 

UHPLC-Q-Orbitrap, a fost validată în ceea ce privește specificitatea, linearitatea, sensibilitatea și 

reproductibilitatea (conform ghidurilor ICH - ICH. Harmonised Tripartite Guideline. Validation of 

Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)). Precizia metodei stabilite a fost evaluată prin 

determinarea repetabilității și reproductibilității, calculându-se abaterile standard relative (RSD). 

Criteriul de acceptare a fost o valoare a RSD de sub 5,0%. Repetabilitateta a fost evaluată prin analiza 

a șase replici preparate din probele menționate, iar reproductibilitatea a fost examinată timp de trei 

zile consecutive cu șase probe pe zi.  

Analiza componentelor principale (PCA) este o analiză factorială multidimensională care permite 

transformarea variabilelor în altele noi, numite componente principale. Rolul componentelor principale 

este de a explica variația maximă cu cel mai mic număr de componente. Analiza PCA a fost efectuată, 

atât pentru rezultatele cantitative, cât și calitative, conținând 12 probe și 25 de compuși fenolici. PCA a 

fost aplicată pentru matricea de corelație cantitativă utilizând normalizarea vectorului unitar și 

matricea binară pentru analiza calitativă. S-a efectuat rotația Quatrimax pentru vizualizarea 

rezultatelor. În plus, a fost aplicată metoda ierarhică de grupare a Ward cu distanțe euclidiene ca 

măsuri de diferențiere (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
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Rezultate și discuții  

Activităţile experimentale au inclus ca primă etapă, selectarea și optimizarea metodelor 

de extracție a compușilor de interes din Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. 

Tehnicile experimentale evaluate din punct de vedere al parametrilor de lucru și 

randamentului de extracție raportat la compusii polifenolici de interes au fost: extracția 

asistată de ultrasunete (UE), extracția asistată de microunde (ME) și tinctura (ca metodă 

conventională). Raportul dintre greutatea substanței uscate (DW dry weight) și solventul 

de extracție a fost de 1:10g DW/g etanol 70%, atât pentru tinctură cât și pentru EAU. 

Pentru MAE s-a utilizat un raport de 1:25g DW/g etanol 50%. Toate extracțiile au fost 

efectuate cu solvent fierbinte (60°C pentru tinctură și EAU și 50°C pentru MAE). Timpul 

de extracție a fost 60 min. pentru EAU și 10 zile pentru tinctură. Extracția asistată de 

ultrasunete (UE) a fost selectată ca metodă optimă.  

 
Figura 1. Influența tehnicilor de extracție asupra randamentului de obținere a compușilor bioactivi.  

(Rezultatele sunt prezentate ca medie a 2 determinări ±STDev. Literele mici indică diferențele semnificative (p<0.05) 

conform analizei variației ANOVA) 

Compușii polifenolici din extractele vegetale au fost caracterizați prin analize cantitative 

și calitative folosind tehnici moderne de cromatografie de lichide ultra-performantă cuplată 

cu spectrometrie de masă de înaltă rezoluție, hibrid quadrupol-orbitrap (UHPLC-Q-

Orbitrap HRMS) reprezentată de Q-Exactive Orbitrap. Astfel a fost dezvoltată, optimizată 

și validată o metodă specifică UHPLC-Q-Orbitrap HRMS non-țintă pentru identificarea 

rapidă a componentelor probelor. Un total de 59 de compuși polifenolici au fost identificați 

simultan, incluzând acizi fenolici, de izoflavone și derivați glucozidici, flavone, flavanone 

și  flavonoli. 30 de compuși majori au fost identificați și cuantificați prin comparație cu 
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standardele de referință și 29 de compuși au fost identificați provizoriu, fără un standard de 

referință disponibil, pe baza timpilor lor de retenție, a spectrelor de masă într-un mod de 

scanare completă (MS), a masei exacte și a modelelor de fragmentare observate în 

spectrele de masă MS-MS. Abordarea folosită a fost de tipul non-target, cu și fără 

fragmentare, într-o singură analiză. În condițiile menționate, se produc simultan cinci 

evenimente de fragmentare consecutive,  la putere de rezoluție de 35.000 FWHM (achiziție 

independentă de date variabile, vDIA) și un eveniment de achiziție prin scanare completă 

fără fragmentare la rezoluția de 70.000 FWHM. Achiziția independentă de date este una 

dintre cele mai avansate opțiuni pentru a efectua o fragmentare non-target. Intervalul de 

scanare este segmentat într-un număr de intervale ce conțin ionii precursori cu masa în 

intervalul setat, aceștia fiind fragmentați ulterior. Zomer și colab. și Elmiger și colab. au 

folosit această abordare în analizele unor compuși farmaceutici. Comparativ cu achiziția de 

date prin fragmentarea tuturor ionilor (all ions fragmentation AIF), abordarea vDIA poate 

îmbunătăți selectivitatea într-o analiză non-target, deoarece fragmentele ionice rezultă 

dintr-o gamă mai mică de ioni precursori (Elmiger et al., 2018; Zomer et al., 2015;). Datele 

obținute au fost supuse prelucrării statistice utilizând analiza componentelor principale 

(PCA) și analize ierarhice de clustering (HCA). Timpul de reținere, denumirea compusului, 

formula, valorile m/z ale ionilor aductivi și ionii fragmentului MS/MS în modul ESI 

negativ, eroarea de masă și masa moleculară exactă sunt prezentate în Tabelul 2. Exemple 

ale unor cromatograme obținute sunt prezentate în Figura 2 și Figura 3. Pentru compușii 

fără standarde de referință disponibile, structurile au fost presupuse pe baza masei exacte a 

precursorilor deprotonați și a fragmentelor ionice. Compoziția chimică elementară pentru 

fiecare pic a fost atribuită într-o eroare de masă de 2 ppm. Pe baza datelor din literatura de 

specialitate (Benincasa et al., 2019; Goławska et al., 2012; Kolodziejczyk-Czepaset al., 

2016; Rafi´nska et al., 2017; Spanguolo et al., 2014; Vlaisavljevi´c, et al., 2016), a fost 

realizată o bază de date MS cu compuși polifenolici cunoscuți în semințe și germeni. 

Astfel, un total de 29 de compuși au fost identificați în extractele analizate (Tabelul 3 si 

Figura 4). Modelele de fragmentare ale polifenolilor în 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). Reacția retro-Diels–Alder (rDA), pierderea radicalului metil, 

mecanismul eliminării radicalilor CO, CH2CO, și CO2 la inelul C urmate de fragmentări 

succesive, descrise de literatură (Ablajan et al.,.2011; Franski et al., 2019; Zhao et al., 

2020) au fost observate și în studiul de față. În spectrul MS-MS a izoflavonelor metoxilate 

a fost observată frecvent pierderea radicalului anion [M-H-CH3]-, urmată de pierderea 

hidrogenului la acest radical și pierderea moleculelor neutre CO si CO2. Cele 4 picuri 

izomere cu aceeași masă [M–H]
-
 m/z 283.06 (C16H12O5) observate în cromatograma 

extractelor de germeni din ambele specii (Figura 5) au fost atribuite compușilor biochanina 

A, prunetin, calicosin și gliciteina după compararea cu modelele de fragmentare în bazele 

de date menționate anterior și cu modelul obținut cu ajutorul softului ACDLab Mass 

Fragmenter, pe baza prezenței unor fragmente cheie (Figura 5, Tabelul 4). Pentru ambele 

specii vegetale, în germenii corespunzători zilelor 3-5 de germinare a fost înregistrat un alt 

pic m/z 283.06 la timpul de retenție 16.58 min. (eroare de masa 1.3) și a fost atribuit 

compusului 5,7-dihydroxy-20-methoxyflavone pe baza modelelor de fragmentare în 

NORMAN MassBank și ACDLabs MS Fragmenter 2019 software. 



 
 

Tabelul 2. Compușii identificați prin analiza HRMS – full scan și analiza confirmatorie pe baza standardelor analitice  

Compus 
R.T.            

(min) 

Formula 

moleculară 

Masa 

exactă 

Eroarea                

(ppm) 

[M-H]
-
 Ion 

(m/z) 
Fragmente MS

2
  (m/z) 

Flavonoide ( flavan-3-oli,  flavone,  flavonoli,  flavonone,  flavone si glicozizi) 
Catechin 7.8 C15H14O6 290.07904 1.47 289.07176 245.08192; 203.07088; 151.03908; 125.02320; 109.02821 
Epicatechin 10.19 C15H14O6 290.07904 1.25 289.07176 245.08192; 203.07088; 151.03908;  109.02821 
Quercetin 16.59 C15H10O7 302.04265 0.86 301.0354 245.04601; 178.99809; 273.04059; 121.02814 
Rutin  14.20 C27H30O16 610.15338 0.5 609.14613 300.02777; 271.02505; 255.02995; 243.02980; 165.01841;151.00258 
Apigenin 17.54 C15H10O5 270.05282 1.18 269.04502 227.03389; 181.06430; 151, 00194; 149.002266; 117.03271 
Kaempferol 17.06 C15H10O6 286.04774 0.57 285.04049 255.02977; 201.01866; 151.00262; 107.01250; 92.9266 
Isorhamnetin  13.20 C16H12O7 316.0583 1.35 315.05105 300.0271; 227.03508; 163.00369; 151.00264; 107.01190; 
Naringenin 19.69 C15H12O5 272.06847 0.5 271.06122 253.05055; 151.00269; 119.04903; 107.01258 

Naringin 14.11 C27H32O14 580.1792 2.02 579.17185 356.99371; 255.02995; 119.04884 
Hesperitin 16.83 C16H14O6 302.07904 1.34 301.07179 283.06204; 267.06650; 252.04286; 151.00266; 125.02319 
Pinostrobin 17.40 C16H14O4 270.08921 1.89 269.08196 254.05864; 210.06839; 177.05495; 148.01559 
Chrysin  17.63 C15H10O4 254.05791 1.65 253.05066 208.96011; 151.03899; 107.04897; 89.04897; 65.03819 
Myricetin 10.42 C15H10O8 318.03757 1.37 317.03032 178.9986; 164.92636; 151.00368; 137.02442; 107.01258 
Galangin 19.98 C15H10O5 270.05282 1.48 269.04557 239.03345; 227.03389; 225.05580; 211.03877; 169.06425 
Hyperoside  13.98 C21H20O12 464.09548 1.03 463.08768 300.02771; 355.02985; 271.02491; 243.02969; 178.99773; 151.00262 
Izoflavone 
Genistin 12.56 C21H20O10 432.10565 1.45 431.09837 311.05637; 269.04590; 271.05133; 181.06580 
Genistein 18.07 C15H10O5 270.05282 1.24 269.04502 159.04420; 133.02835; 201.05527; 181.06546; 107.01257 
Daidzin 11.42 C21H20O9 416.11073 1.49 415.10348 252.0451; 251.0349; 224.0487; 223.0398 
Daidzein 16.50 C15H10O4 254.05791 0.87 253.05066 226.05887; 224.04649; 209.06091; 197.06055; 135.00686; 117.03333 

Ononin 26.14 C22H22O9 430.12638 2.06 429.11913 355.0969; 341.1109; 267.1028; 252.00778 
Formononetin 18.74 C16H12O4 268.07356 1.19 267.06631 252.04298; 223.03986; 195.04466; 132.02049 
Glycitein 16.33 C16H12O5 284.06847 1.18 283.06122 268.0375; 240.0483; 211.03979; 196.05252; 167.02063 
Acizi fenolici 
Acid gallic  1.73 C7H6O5 170.02152 0.16 169.01427 125.02318; 141.01823 
Acid clorogenic  8.20 C16H18O9 354.09508 0.24 353.08783 192.05876; 191.05544; 173.04474; 127.03876; 85.02806 
Acid cafeic  8.71 C9H8O4 180.04226 0.37 179.03501 135.04390; 107.04881 
Acid ferulic  14.98 C10H10O4 194.05791 0.62 193.05066 178.02635; 149.05974; 134.03615; 106.0424 
Acid ellagic 14.44 C14H6O8 302.00627 1.62 300.99899 185.02349; 283.98961; 229.01391; 157.01006 
Acid abscinic  15.73 C15H20O4 264.13616 1.42 263.12891 263.12854; 219.13864; 204.11502; 153.09126; 136.05162 
Acid p-coumaric  10.77 C9H8O3 164.04734 0.18 163.03954 211.0764; 135.00754; 119.0502; 17.0332; 116.0267 
Acid syringic  15.38 C9H10O5 198.05282 0.41 197.04555 182.02049; 123.00697; 166.99693 
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Tabelul 3. Compușii identificați prin analiza HRMS – full scan și analiza MS-MS, pentru care nu existau standarde analitice. Confirmarea s-a 

realizat prin compararea modelelor de fragmentare 

Compus 
R.T.            

(min) 

Formula 

moleculara 

Masa 

exacta 

Eroarea                

(ppm) 

[M-H]
-
 

Ion (m/z) 
Fragmente MS

2
  (m/z) 

Cumestrol 18.22 C15H8O5 268.03717 1.2 267.0299 266.0373; 239.0487; 211.04058; 167.10689 

Cumestrol 3-O- glucoside 12.49 C21H18O10 430.0900 1.5 429.08274 417.23584; 387.22531; 367.11652; 345.13385; 267.03012 

Biochanin A 20.09 C16H12O5 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 C22H22O10 446.1213 1.49 445.11404 269.04587; 283.06130; 268.03778; 166.92354; 131.94290 

Prunetine  18.11 C22H12O5 284.06847 1.39 283.06122 269.04132; 268.03809; 267.03015; 240.04300; 239.03487;211.03928 

5,7-dihydroxy-2'-

methoxyflavone 

16.58 C22H12O5 284.06847 1.39 283.06122 269.04584; 268.03799; 267.03015; 240.04300; 239.03473; 223.03952; 

211.03963; 148.01559 

Calycosin (3'-hydroxy- 

formononetin) 

17.52 C16H12O5 284.06847 1.68 283.06122 269.06122; 268.03784; 225.0554; 226.03493; 151.00259; 157.08203; 

117.03323; 107.01257 

Irilone 17.21 C16H10O6 298.04774 0.96 297.04049 269.04590; 252.04297; 178.9951; 133.02837 

Baptigenin 11.74 C15H10O6 286.04774 1.44 285.04046 269.04565; 240.04242; 136.01556; 109.0282 

Pseudobaptigenin 21.29 C16H10O5 282.05282 1.36 281.04557 253.05089; 254.05385; 255.14954; 223.02847; 224.04770 

Pratensein 19.70 C16H12O6 300.06339 0.96 299.05614 284.03284; 283.02505; 257.04111; 135.00754; 211.03932 

Afrormosin 18.38 C17H14O5 298.08412 1.34 297.07687 282.05362; 283.06802; 267.03021; 253.04797; 167.04965 

Tectorigenin 18.22 C16H12O6 300.06339 1.41 299.05611 284.03293; 255.03006; 227.03448 

Alfalone 14.80 C17H14O5 298.08412 1.06 297.07687 281.0450; 269.04120; 211.03958; 135.00395 

Irisolidone 16.52 C17H14O6 314.07904 1.44 313.07179 298.04849; 269.04581; 255.02989; 211.03957; 165.01836 

Medicarpin 16.59 C16H14O4 270.08921 1.48 269.08196 254.054408; 253.14426; 141.10812; 117.03334 

Liquiritigenin 15.30 C15H12O4 256.07356 1.23 255.06631 211.0764; 135.00761; 119.04889; 117.03323 

Isoliquiritigenin 18.19 C15H12O4 256.07356 1.04 255.06631 211.0764; 135.00760; 119.04889; 117.03323 

Kaempferol-3- O- rutinoside 18.24 C27H30O15 594.15847 1.3 593.15122 299.05615; 284.03281; 255.02997; 227.0341; 229.05032; 133.02834 

Kaempferol-O-glucoside 13.69 C21H20O11 448.10056 1.42 447.09331 284.04077; 284.03299; 255.02995; 243.02979 

Isorhamnetin 3-O- glucoside 15.37 C22H22O12 478.1111 1.43 477.10381 315.04871; .314.04370; 271.02518; 243.03003; 285.04083; 300.02777; 151.00262 

Ethyl gallate 15.38 C9H10O5 198.05282 0.42 197.04557 181.04961; 169.01326; 151.0031; 121.02814; 107.01214; 83.01234 

Luteolin 7-glucoside 15.19 C21H20O11 448.10056 1.59 447.09331 287.0359; 286.04431; 285.04077; 227.0359; 199.03964; 151.00264 

Vitexin  14.79 C21H20O10 432.10565 1.62 431.09839 341.05179; 339.14789; 269.04587; 240.04268; 225.05542; 197.06077 

Apigetrin  14.29 C21H20O10 432.10565 1.78  431.09839 269.0478; 267.03009; 257.08200; 151.00267 

Chryosoeriol 15.28 C16H12O6 300.06339 1.29 299.05614 284.03284; 269.04572; 256.0357; 255.05562; 207.08704; 151.00266 

Chryosoeriol 7- glucoside  17.32  C22H22O11 462.11621  1.78  461.10893  446.23111; 289.04852; 283.06140; 255.02997  

Tricin 18.17 C17H14O7 330.07395 0.68 329.06668 299.05634; 284.03290; 243.03044; 227.03470; 161.02370 

Azelaic acid 15.11 C9H16O4 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.  

  

Figura 3. Cromatograma full MS pentru extract de germeni de Trifolium pratense L.  
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Figura 4.  Cromatograme ale principalilor compuși identificați în extractul de Medicago 

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

de precizie a masei de 5 ppm). 
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Figura 5. Spectrul de masă al ionului [M-H]- m/z 283.06 corespunzător izoflavonelor 

metoxilate: biochanina A, prunetin, calicosin și gliciteina  
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Tabelul 4. Ionii principali din spectrul HRMS-MS utilizați în  identificarea bioachaninei A 

și izomerilor (m/z cu abundența relativă (%) în paranteze) 

 

Ioni 

 

Biochanin A 

(20.09 min) 

 

Calycosin 

(17.52 min) 

 

Prunetine 

(18.11 min) 

 

Glycitein 

(16.33min) 

5,7-dihydroxy-

2'-methoxy- 

flavone 
(16.58 min) 

[M–H]- 283.06 283.06 283.06 283.06 283.06 
[M−H−CH3]

·− 268.03 (97) 268.03 (100) 268.03 (100) 268.03 

(100) 

268.03 (100) 

[M−H−OH]− 267.06 (10) 267.06 (4) 267.06 (11) 267.06 

(11) 

267.06 (18) 

[M-H-CO2]- - 239.07 (13) 239.07 (6) 239.07 

(20) 

239.07 (35) 

[M-H-CO]- 255.06 (25) 255.06 (9) 255.06 (42) 255.06 

(12) 

255.06 (56) 

[M−H−CH3−CO]·− 240.04 (5) 240.04 (10) 240.04(44) 240.04 
(29) 

240.04 (14) 

[M−H−CH3−CO2]·− 224.04 (22) 224.04 (100) 224.04 (10) - - 
[M−H−CH3−C2H2O]·− 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−CH3−H−CO2]− 223.04 (16) 223.04 (12) - - - 
[M−H−CH3−2CO]·− 212.02 (59) - - 212.02 

(18) 

- 

[M−H−CH3−CO−CO2] - - 196.05 (15) 196.05 

(62) 

 

[M−H−CH3−CO−H−CO2]- 195.13 (17) - - -  
[M-H—CO-C-ring]- - 193.05 (18)    
[M−H−CH3−CO−H−CO]− 211.03 (10) - 211.03 (6) -  - 
[M−H−CH3−CO−CO2−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 

(18) 

147.04 (48) 

[A-ring fragment]− 135.08 (74) - - - - 
[B-ring fragment]− 132.02 (48) 132.02 (12) - - - 

Gliciteina a fost disponibilă ca standard de referință și a fost identificată prin 

compararea timpului de retenție și modelului de fragmentare cu soluția de referință. 

Fragmentul m/z 147.00 corespunzător ionului [M–H–CH3–CO–B-ring]·- este caracteristic 

pentru gliciteină și a fost utilizat pentru diferențierea celorlalți izomeri, fiind identificat 

numai în spectrul MS-MS al gliciteinei. Identificarea celorlalți izomeri a fost realizată pe 

baza modelelor de fragmentare și a prezenței ionilor cheie. Pierderea radicalului metil 

CH3· (m/z 268) urmată de pierderea unui ion de hidrogen (m/z 267) a fost caracteristică 

pentru toți cei patru compuși. Pierderea radicalului CO· de la precursorul demetoxilat a 

generat ionul m/z 240 și pierderea ulterioară a CO2 a generat fragmentul m/z 224. Pierderea 

ionului de H
-
 a fost observată la fragmentele m/z 240 și m/z 224, determinând apariția 

picurilor m/z 239 și m/z 223.  Pentru ambele fragmente m/z 240 si m/z 239 s-a observat 

pierderea ulterioară a CO·și CO2 producând fragmentele ionice m/z 212 și m/z 211 în 

biochanină și gliciteină. În încercarea de a diferenția biochanina, prunetinul și  

isoprunetinul, Frański (2018), a arătat că biochanina și prunetinul nu pot fi diferențiate prin 

experimente MS/MS în care fragmentarea se produce într-o cameră de coliziune (Frański 

et al., 2018). În studiul menționat, înregistrarea spectrului de masă la un voltaj înalt al 

conului în sursa ESI a determinat o diferențiere în abundența ionilor, permițând 
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diferențierea izomerilor. În studiul de față s-a încercat suprapunerea spectrelor menționate 

în studiul citat cu cele obținute experimental, însă similitudinile nu au fost consistente și 

repetabile în probele vegetale reale. Dintre posibilele diferențe observate între cei trei 

compuși, fragmentele ionice MS
2 

model rezultate din reacții de tip retro-Diels–Alder sunt 

în mod special interesante. Ionii de tipul [M−H−CH3−CO−CO2−CO]·− (m/z 168) 

caracteristic pentru gliciteină, [M−H− CO−B-ring]·−(m/z 167.03) caracteristic pentru 

prunetin și gliciteină și [M−H−CH3−CO−B-ring]·− (m/z 147) au fost utilizați pentru 

identificarea izomerilor (Tabelul 4). Ionii [A-ring fragment]·− (m/z 135.00) și [B-ring 

fragment]·− (m/z 132.02) au fost caracteristici pentru  biochanină, nefiind identificați în 

restul izomerilor. Picul înregistrat la timpul de retenție 18.24 cu m/z 267.03 (C15H8O5) a 

fost identificat ca fiind cumestrolul, pe baza prezenței ionului diagnostic m/z 266.03 produs 

prin pierderea hidrogenului și m/z 239.03, 223.04 și 211.01, conform bazei de date 

mzCloude
TM

. Pierderea fragmentului CO· din ionul precursor generează ionul m/z 239.03, 

iar pierderea CO2 generează ionul m/z 223. Ionul m/z 239.03 pierde ulterior CO· și CO2 și 

produce fragmentele cu m/z 211.04 și m/z 167.10. Toate fragmentele menționate au fost 

identificate în probele de extracte analizate. La minutul 12.46 și 22.02, glicosidele 

cumestrolului și respectiv biochaninei A au fost identificate. Pierderea radicalului glucidic 

a fost observată în aceste cazuri producând ionul [M−H−Glc]·
-
 corespunzător formei 

aglicone. Pentru glicozidul apigeninului au fost observați doi izomeri fiind identificați ca 

vitexin (apigenin 8-C-glucozid) și 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-C3H8O3]·- a fost identificat ca specific pentru  

apigetrin (Figura 6).  

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

Picurile observate la timpul de retenție 15.30 și 18.21 min. cu aceeași masă exactă m/z 

256.0735 au fost identificate ca liquiritigenin și isoliquiritigenin (C15H12O4), pe baza 

datelor spectrale din diferite baze de date și studiilor anterioare (Liu et al., 2015; Zhao et 

al., 2020). Ionii cheie pentru identificare au fost m/z 135.00, 119.04 corespunzători 

fragmentelor catacteristice [
1,3

A-H]
-
 și [

1,3
B-H]

-
  (Zhao et al., 2020). Trei picuri izomere cu 
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același ion [M - H]- la m/z 299.06 (C16H12O6) cu timpii de retenție 15.28 18.22 și 19.70 

min. în probele de lucernă au fost identificați ca fiind chriosoeriol, tectorigenin și respectiv 

pratensein pe baza literaturii recente (Budryn et al., 2015; Rafi´nska et al., 2017) și a 

modelelor de fragmentare (NORMAN  MassBank and ACDLabs MS Fragmenter) (Figura 7). 

 

 
a 
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Figura 7. Cromatograma corespunzătoare ionilor m/z 299.05 în germeni de Medicago 

sativa L. în ziua 3 de germinare (a) și ionii cheie în spectrul MS-MS pentru criosoeriol (b), 

tectorigenin (c, d, e) și pratensein (f) 

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

pierderea ulterioară a CO au fost caracteristice pentru toți cei trei compuși (Tabelul 5). 

Fragmentul cu m/z 267.03 [M – H-HO-CH3]·- și 255.06 [M – H-CO2]·- au fost detectate în 
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spectrul MS-MS al tectorigeninului. Fragmentul cu m/z 135 [M–H–Aring]· corespunde 

clivajului la inelul B. Rezultatele obținute au fost în concordanță 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 în spectrul de 

masă MS-MS al tectorigeninului (Tabelul 5).  

Tabel 5. Ionii cheie din spectrul HRMS-MS pentru identificarea tectorigeninului și 

izomerilor (m/z cu abundența relativă în paranteze (%)) 

Ioni Tectorigenin 

(RT 18.22 min) 

Chryosoeriol 

(RT 15.28 min) 

Pratensein 

(RT 19.70 min) 

[M–H]
-
 299.05 299.05 299.05 

[M−H−CH3]
·−

 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-CH3O] ·− 269.04 (65) 269.04 (100) - 

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

[M−H−CO2]·− 255.06(24) 255.06 (15) 255.06 (24) 

[M-H-C9H6O2] ·− 153.01 (25) - - 

[M−H−CH3−CO−B-ring]− 151.00 (31) - - 

[M-C9H9O3]− 135.00 (34) 135.00 (10) - 

Cromatograma pentru m/z 285.04 [M-H]
-
 în extractele de germeni de Trifolium 

pratense L.a relevat două picuri la 11.73 min. și la 17.10 min. Ultimul a fost identificat ca 

fiind compusul kaempferol pe baza timpului de retenție și modelului de fragmentare al 

standardului de referință. Conform interpretării fragmentelor utilizând software-ul MS 

Fragmenter și a datelor publicate în literatură, primul pic a fost identificat ca baptigenin. În 

spectrul MS/MS au fost detectate semnale la m/z 269.04 corespunzătoare fragmentului [M-

OH], m/z 240.04 ca fiind fragmentul [MH-CO2-H]
–
 precum și m/z 136,01 ca fragmentul 

[M-B-C2H]
-
 sau 109.02 corespunzător [inelului B]

-
. Picul înregistrat de la timpul de 

retenție (RT 17,21), [M-H]
-
 cu m/z 297,04) a fost identificat în probele de germeni de trifoi 

roșu ca fiind irilon, ceea ce este în acord cu alte studii (Barreira et al., 2015; Gholami et al., 

2014). Ionii cheie (diagnostic) au fost: m/z 269,04 corespunzător [MH-CO]
-
, m/z 252,04 

[MH-CO2-H]
-
, m/z 178,99 [MH-B ring-CO]

-
, m/z 133,02 [M- C8H5O4]

-
. Izoflavona 

pseudobaptigenin [MH]
-
 cu m/z 281,04 a fost identificată la timpul de retenție RT 21,29 în 

probele de germeni ai ambelor specii pe baza ionilor de diagnosticare m/cu z 285,05 [MH-

CO]
-
, m/z 251,03 [MH-CO-H2 ]

-
, m/z 135,00 [M-C9H7O2]

-
. Acidul azelaic, [MH]

-
 cu m/z 

187.09, cu timpul de retenție RT 15.11, a fost identificat în studiul de față în toate probele 

analizate pe baza ionilor cheie m/z 171.10 [M- OH]
-
, m/z 125,09 [M-CH3O4]

-
 și m/z 

123,08 [M-CH4O3]
-
, conform simulării mecanismelor de fragmentare cu ajutorul 

programului MS Fragmenter Software. Pentru toți ceilalți compuși enumerați în tabelul 3 

s-a utilizat tehnica descrisă mai sus.  

Distribuția compușilor în probele analizate, variația în timpul germinării sunt prezentate 

în 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 – semințe 
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 confirmă faptul că germenii speciilor vegetale studiate sunt surse importante 

de izoflavone cu acțiune estrogenică și conțin forme aglicone libere mai ușor de absorbit, cu o 

biodisponibilitate bună. 

Cuantificarea rezultatelor 

Rezultatul cuantificării compușilor țintă (Tabelele 7 și 8) indică un conținut ridicat de 

catehină, hesperetină, quercetină și acid cafeic în semințele de Trifolium pratense L. 

Conținutul de catehină a scăzut brusc după prima zi de germinare ajungând la o valoare de 

20 ori mai mică în ziua 5 de germinare; concentratia in hesperetin scade de 3,47 ori până la 

ziua 5 de germinare. Pentru rutin se observă o creștere a concentrației în timpul germinării 

(Figura 8). În cazul Medicago sativa L. s-au observat diferențe clare între semințe și 

germeni. Concentrații considerabile mai mari de kaempferol, quercetină, acid siringic și 

hiperozid au fost detectate în semințe. Comparativ cu Trifolium pratense L., dinamica 

hesperitinei în timpul germinării a fost inversată iar dinamica concentrației de acid ferulic 

și acid p-cumaric a fost similară cu concentrații mai mari de acid p-cumaric și concentrații 

mai mici de acid ferulic în timpul germinării (Figura 9). Acidul p-cumaric a prezentat o 

scădere similară în timpul germinării pentru ambele specii. Cele mai mari concentrații de 

acid cafeic au fost prezente în semințe de Trifolium pratense L. și în germeni în ziua 3 de 

germinare. Concentrațiile izoflavonelor cu activitate estrogenică au înregistrat o dinamică 

diferită pe parcursul germinării; în germenii de Trifolium pratense L. concentrațiile de 

daidzeină și genisteină au crescut în primele zile, concentrația de formononetin a crescut de 

12 ori până în ziua 4, comparativ cu semințele. (Figura 10). Pentru germenii de Medicago 

sativa L., cele mai mari concentrații au fost înregistrate de formonetin (cea mai abundentă 

izoflavonă), genistein și gliciteină (Figura 11).  
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Tabelul 7. Rezultatele analizei cantitative pentru germeni de Trifolium pratense L. (RCV) în µg/g 

DW, material vegetal uscat  
Compuși 

(µg/g DW) 

RCV semințe RCV  

ziua 1 

RCV  

ziua 2 

RCV  

ziua 3 

RCV  

ziua 4 

RCV  

ziua 5 

Catechin 134.6±5.8 23.17±3.7 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 44.22±3.2 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 

chlorogenic 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 2±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 0.24±0.02 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 4.52±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±4.7 593.44±5.2 607.2±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 12.4±2.4 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 

Σ poliphenoli 11036.40±2.18 2056.45±3.07 3599.72±1.45 2859.55±3.68 3011.68±2.98 2433.72±4.21 
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Figura 8. Variația concentrației unor compuși polifenolici în germenii de Trifolium 

pratense L. pe parcursul germinării 
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Tabelul 8. Rezultatele analizei cantitative pentru germenii de Medicago sativa L. (ALF) în µg/g 

DW, material vegetal uscat  

Compuși  

(µg/g DW) 

ALF 

 seeds 

ALF  

ziua 1 

ALF  

ziua 2 

ALF  

ziua 3 

ALF  

ziua 4 

ALF  

ziua 5 

Catechin 2.16±0.16 2.5±0.18 5.89±0.14 7.53±0.51 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 39.24±2.5 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 3.88±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 43.03±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 36.12±4.2 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 3.92±0.25 

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 5.12±0.11 

Apigenin 8.35±0.67 10.29±1.62 13.12±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 6.92±0.41 

Kaempferol 328±9.2 162.14±6.8 15.32±1.87 9.2±0.11 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 75.9±2.1 

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 0.41±0.02 0.52±0.02 0.2±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 5.2±0.23 6.1±0.12 

Daidzin NF NF 10.9±0.32 5.2±0.12 NF NF 

Daidzein NF NF 34.44±2.6 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 1.8±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 

Σ 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. Variația concentrației unor compuși fenolici pe parcursul germinării în extractul 

de germeni de Medicago sativa L. 
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Figura 10. Variația concentrației de izoflavone la germenii de Trifolium pratense L pe 

parcursul germinării 
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Figura 11. Variația concentraței de izoflavone măsurate pe parcursul germinării la 

germenii de Medicago sativa L. 

Conform analizei cantitative efectuate asupra germenilor celor două specii vegetale, 

suma izoflavonelor cu activitate estrogenică (daidzeină, genisteină și glicozide, apigenină, 

formononetin, miricetină și gliciteină) a fost de 906,1 µg/g DW pentru Trifolium pratense 

L și 587,5 µg/g DW pentru Medicago sativa L. în ziua 3 de germinare. Concentrații 

comparabile de naringenin, acid siringic, acid elagic, izorhamnetin și pinostrobin au fost 

măsurate la ambele specii pe parcursul germinării. Pentru izorhamentin, aceeași variație 

neliniară a fost observată pentru ambele specii cu concentrația maximă atinsă în ziua 4 de 

germinare. Isorhamnetin 3-O-glucozid a fost, de asemenea, identificat la ambele specii. În 

concluzie, pentru ambele specii, germenii din ziua 3 de germinare ar putea fi considerați ca 

cele mai valoroase surse de polifenoli cu potențial bioactiv. Analizacomponentelor 

principale PCA a explicat 59,68% din variația totală folosind componentele principale cu o 

contribuție mai mare adusă de PC1 (33,26%) comparativ cu PC2 (26,42%), (Figura 12). 
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Figura 12. Graficul componentelor principale PC1 și PC2, rezultate din analiza PCA cu 

normalizare Quatrimax a datelor cantitative obținute pentru germenii speciilor studiate 

Analiza PCA a relevat că acizii elagic și p-cumaric, kaempferolul și miricetina 

reprezintă markeri ai semințelor de lucernă, în timp ce acidul clorogenic, crisina, 

apigeninul și pinocembrinul sunt reprezentativi pentru semințele de lucernă germinate. 

Semințele de trifoi roșu se caracterizează prin catehină, naringenin, hiperosid și acid 

siringic, în timp ce acizii galic și ferulic, quercetina, hesperitina și acidul abscisic 

caracterizează semințele de trifoi roșu în prima și a doua zi de germinare, pe când acidul 

cafeic, pinostrobinul, gliciteina, rutinul, izorhamnetin, genistein, formonetin, daidzein și 

genistin sunt reprezentative pentru semințele de trifoi roșu germinate în ziua 3, în ziua 4 și 

în ziua 5. O a doua evaluare PCA (Figura 13) a fost efectuată pe rezultatele obținute prin 

analiza calitativă screening HRMS/MS
2
.  

 
Figura 13. Graficul componentelor principale PC1 și PC2, rezultate din analiza PCA cu 

normalizare Quatrimax a datelor calitative HRMS
2
 obținute pentru germenii speciilor studiate 



 

26 
 

Prin analiza PCA, ca markeri polifenolici ai semințelor de lucernă s-au evidentiat 

compușii: tricin, cumestrol, vitexin, tectorigenin și sissotrin în timp ce izoliquiritigenin, 

apigetrin, irisolidon, kaempferol-O-glucozid, medicarpin, irilona, alfalona și afrormosina 

sunt reprezentative pentru semințele de lucernă germinate. Acidul azaleic, izorhamnetin, 

luteolin-7-glucozid, liquitrigenin, pratensein, pseudobaptigenin, crisoeriol, crisoeriol-7-

glucozid și kaempferol-3-rutinosid au fost caracteristice pentru lucernă în cele cinci zile de 

germinare, în timp ce biochanin A, calicosin, prunetin, baptigenin sunt caracteristice pentru 

germenii de trifoi roșu 

Concluzii  

  studiile experimentale au urmărit identificarea și cuantificarea compușilor 

polifenolici din extracte de germeni de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. 

  studiile s-au realizat printr-o tehnică de ultimă generație reprezentată de tandemul 

UHPLC și spectrometria de masă de înaltă rezoluție Q-Exactive Orbitrap, într-o 

abordare nouă și anume achiziția independentă de date (vDIA) ceea ce a condus la 

îmbunătățirea selectivității și sensibilității analizei MS-MS, fapt benefic pentru 

performanțele screening-ului și posibilitățile de identificare. 

 au fost optimizate și comparate trei metode de extracție a compușilor bioactivi din 

materialul vegetal: tinctură, extracția asistată de ultrasunete și extracția asistată de 

microunde. Extracția asistată de ultrasunete a fost selectată ca metodă optimă. 

 59 de compuși polifenolici, incluzând izoflavone, flavone, flavonone, acizi flenolici 

și flavonoli, au fost identificați în extractele de germeni de de Medicago sativa L. și 

Trifolium pratense L. 

 metoda de determinare cantitativă a fost validată și ulterior aplicată pentru 

cuantificarea a 30 de compuși.  

 printre cei 29 de compuși fenolici care au fost identificați în extractele de germeni 

se numără izoflavone cu acțiune estrogenică (biocanina A, cumestrol, prunetin), 

izoflavone ca irilonă, pratenseină, pseudobaptigenină, flavone ca tricină, chriosoeriol. 

Au fost, de asemenea, identificate glucozide ale apigeninei, kaempherolului și 

cumestrolului sau izorhamnetinei.  

 pentru ambele specii, probele din zilele 3 și 4 de germinare dețin cantități 

apreciabile de genistina, daidzeina, formononetina, gliciteina, apigenina, hesperetina, 

quercetina, acidul ferulic, acid p-cumaric și pot fi considerate surse valoroase de 

polifenoli cu potențial bioactiv. 

  metoda abordată în studiu s-a dovedit a fi eficientă pentru analiza compușilor 

bioactivi dintr-o probă naturală complexă. Acest studiu a demonstrat fezabilitatea și 

avantajul strategiei vDIA în ceea ce privește screening-ul non-target.  

  numarul redus de publicații referitoare la profilul chimic complex al germenilor de 

Medicago sativa L. și Trifolium pratense L., justifică cercetările prezentului studiu și 

fac ca rezultatele obținute să ofere o bază științifică importantă pentru cercetări 

ulterioare privind dezvoltarea de noi  produse farmaceutice. 
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Determinarea compoziției în oligoelemente a extractelor de germeni de Medicago 

sativa L. și Trifolium pratense L. prin spectrometrie de absorbție atomică (AAS)  

Materiale si metode  

Germenii prelucrați au fost obținuți în condiții similare celor utilizați pentru experimentul descris în 

capitolul anterior al tezei. Pentru a estima conținutul elemental al germenilor de trifoi roșu și lucernă, 

materialul vegetal a fost extras prin digestia acidă asistată de  microunde folosind un sistem de preparare a 

probelor cu microunde TOP (Analitica Jena) echipat cu vase închise de teflon. Pentru procedura de digestie 

acidă, o probă de 0,4 g a fost plasată în vasul de digestie Teflon curățat anterior cu 10% acid azotic. Apoi s-

au adăugat 7,5 ml acid azotic concentrat 65% (Merck, Darmstadt, Germania). Vasele au fost închise, 

introduse în rotor, după care s-a aplicat programul de digestie (Tabelul 9). După procesul de digestie, 

fiecare probă digerată a fost transferată cantitativ cu apă ultra-pură într-un balon volumetric de 50 ml. 

Tablelul 9. Parametrii procesului de digestie acidă 

Determinarea elementelor Ca, Mg, Cu, Ni, Fe, Mn, Na, K și Zn din probe de semințe și germeni de 

Medicago sativa L. și Trifolium pratense L., s-a efectuat prin spectroscopie de absorbție atomică cu flacără 

(F-AAS), utilizând un spectroscop model NOVAA 300 cu Air- Flacăra C2H2; determinarea Se s-a făcut 

folosind un spectrofotometru de absorbție atomică, cu cuptor de grafit (GF-AAS) Model Zeenit 650, echipat 

cu facilitatea de corecție a liniei de bază Zeeman. Liniile de rezonanță la 422,7, 285,2, 324,8, 232,0, 248,3, 

279,5, 589,0, 766,5 și 213,9 nu au fost folosite pentru Ca, Mg, Cu, Ni, Fe, Mn, Na, K și Zn. Intensitatea 

lămpii (4 mA -6 mA) și trecerea benzii (0,2 - 0,5 nm) au fost utilizate conform recomandărilor 

producătorului. Debitul de aer/acetilenă au fost cuprinse între 0,9 - 1,1 L/min pentru toate metalele. Probele 

digerate au fost direct injectate în spectrofotometru. Au fost create curbe de calibrare externe pentru fiecare 

element. Soluțiile standard de calibrare au fost preparate prin diluarea succesivă a unei soluții standard de 

calibrare a multielementului de înaltă puritate (1000 mg/L din fiecare element în HNO3 6,5%, ICP Multi-

Element Standard Solution IV CertiPUR® și 10 mg/L a fiecărui element în HNO3 6,5%, ICP Multi-Element 

Standard Solution XXI CertiPUR®, Merck KGaA Frankfurter, Darmstadt, Germania). Pentru diluare s-a 

utilizat apă ultrapură cu o rezistivitate maximă de 18,2 MΩ/cm. Toate curbele de calibrare obținute au fost 

caracterizate printr-un coeficient ridicat de corelație (r> 0,995) și valoarea devierii standard <10%. 

Rezultatele experimentale au fost obținute ca medie ± abatere standard (n = 2). Datele analitice obținute au 

fost prelucrate statistic prin analiza varianței (ANOVA) și au fost folosite pentru a evalua diferențele 

semnificative între diferite probe de extracte de germeni vegetali. Testul Duncan a fost utilizat pentru a 

discrimina probele (diferențele la p≤0.05 au fost considerate a fi semnificative). De asemenea, s-a efectuat 

analiza principală a componentelor (PCA) și analiza ierarhică de clustering (HCA) pentru a face 

discriminări între etapele de germinare ale plantelor selectate. Toate analizele matematice și statistice au 

fost efectuate folosind Microsoft Excel 2010 și XLSTAT Add în versiunea soft 15.5.03.3707. 

Rezultate și discuții 

Prin spectroscopie de absorbție atomică (AAS) au fost monitorizate 12 elemente (Se, 

Ag, Ba, Ni, Zn, Mn, Fe, Ca, Mg, Na, K și Cu)  în probe Medicago sativa L. și Trifolium 

pratense L., pentru 5 zile timp de germinare. Rezultatele determinărilor analitice referitoare 

la oligoelementele din semințele și germenii celor două specii sunt raportate în Tabelul 10 

și Tabelul 11, exprimate ca medie și abatere standard. Datele experimentale au fost 

prelucrate apoi statistic folosind analiza ANOVA unidirecțională, conform zilei de 

germinare. Rezultatele ANOVA indică un conținut de Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Ni și Mn 

semnificativ diferit în funcție de ziua germinării, pentru ambele specii, în timp ce 

conținutul de Cu și Se nu diferă semnificativ în funcție de ziua germinării.  

Etapa Putere 
(%) 

Rampa 
(min) 

Presiune 
(bar) 

Temperatură (0C) Timp (min) 

1 80 5 40 170 10 

2 90 1 40 200 15 
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În probele studiate, K a fost elementul cel mai abundent, urmat Na, Mg, Ca, Fe și Zn. 

Elementele Ba și Ag nu au fost găsite în eșantioanele analizate. Cantitatea de Mg și K 

măsurate în germenii de lucernă a fost comparabilă cu cea din germenii de trifoi roșu, în 

timp ce cantitatea de Ca și cea de Na au fost considerabil mai mari, atingând un nivel de 

aproximativ 4,6 ori în germenii de lucernă decât în cei de  trifoi roșu pentru Ca și 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. În ceea ce privește dinamica profilului elemental, pentru speciile studiate, au 

fost observate modele aproape simetrice în timpul germinării pentru elementele: Zn, Ni, 

Cu, Mg (Figurile 14, 15, 16).  

Tabelul 10. Rezultatele analizei cantitative (în µg/g material vegetal uscat DW) pentru 

oligoelementele din semințe și germeni de Medicago sativa L. (ALF)  

µg/g 

DW 

ALF  

semințe 

ALF 

 ziua 1 

ALF  

ziua 2 

ALF  

ziua 3 

ALF  

ziua 4 

ALF  

ziua 5 

Ca 200.74
f
±7.4 407.02

e
±2.9 1269.57

d
±2.5 1380.49

c
±3.1 2018.75

b
±3.8 2765.31

a
±1.4 

Mg 2117.59
e
±5.6 2299.04

d
±5.4 2564.13

c
±7.7 2720.73

b
±5.3 2925

a
±8.1 2933.72

a
±9.7 

Na 818.15
f
±3.9 2936.96

e
±7.8 2979.59

d
±5.5 3231.73

c
±9.5 3424.39

b
±8.5 4080

a
±10.6 

K 7304.81
f
±9.4 9428.26

e
±4.1 9611.11

d
±9.6 14510.2

c
±6.2 15780.49

b
±8.0 16475

a
±8.9 

Fe 131.11
e
±1.5 322.79

b
±4.6 365

a
±4.9 236.71

d
±3.7 257.25

c
±4.4 86.2

f
±4.6 

Zn 57.06
c
±2.1 60.37

bc
±2.3 66.76

a
±3.4 64.35

ab
±2.6 68.25

a
±05 68.24

a
±1.5 

Cu 16.41
a
±0.6 17.06

a
±0.7 18.12

a
±2.6 19.07

a
±0.5 18.86

a
±2.3 20.12

a
±2.3 

Se 6.99
b
±1.3 7.59

ab
±0.8 7.12

b
±0.4 11.42

a
±1.8 10.41

ab
±2.0 7.85

ab
±2.1 

Ni 3.47
c
±0.2 3.72

bc
±0.02 4.12

abc
±0.05 3.45

c
±0.5 4.84

a
±0.2 4.37

ab
±0.2 

Mn 11.69
d
±0.2 12.32

cd
±0.7 13.27

bc
±0.6 11.67

d
±0.2 14.09

b
±0.4 17.99

a
±1.0 

Σ 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 (în µg/g material vegetal uscat DW) pentru 

oligoelementele din semințe și germeni de Trifolium pratense L. (RCV) 
µg/g 

DW  

RCV 

semințe 

RCV  

ziua 1 

RCV  

ziua 2 

RCV  

ziua 3 

RCV  

ziua 4 

RCV  

ziua 5 

Ca 250.83
f
±6.9 495.65

e
±4.7 539.39

d
±7.02 563.23

c
±7.02 589.39

b
±6.7 601.59

a
±5.6 

Mg 2512.96
e
±5.8 2976.09

d
±3.8 2945.92

c
±10.3 2928

b
.13±9.4 3151.22

a
±7.1 3347.56

a
±2.7 

Na 223.61
f
±4.2 381.09

e
±4.5 393.67

d
±5.7 470.63

c
±6.6 1166.1

b
±8.3 2603.66

a
±9.9 

K 8186.36
f
±7.2 8159.3

e
±9.4 8202.04

d
±3.2 11760.42

c
±2.5 15743.9

b
±6.2 16963.41

a
±7.6 

Fe 50.61
e
±3.2 59.61

b
±6.6 60.07

a
±2.6 68.82

d
±1.4 114.15

c
±3.1 114.68

f
±3.0 

Zn 39.94
c
±3.3 48.42

bc
±1.2 48.8

a
±0.9 49.13

ab
±2.1 53.7

a
±2.5 49.5

a
±1.2 

Cu 16.04
a
±1.1 17.02

a
±1.9 17.64

a
±0.9 18.23

a
±1.5 20.74

a
±1.7 19.96

a
±3.2 

Se 6.16
b
±1.4 5.67

b
±1.7 5.85

b
±1.2 7.38

a
±0.8 9.42

ab
±2.0 8.76

ab
±0.6 

Ni 2.5
c
±0.5 2.38

bc
±0.3 2.64

abc
±0.5 2.74

c
±0.4 3.47

a
±0.4 3.39

ab
±0.2 

Mn 7.87
d
±0.5 8.02

cd
±0.5 8.09

bc
±0.7 8.19

d
±0.3 9.08

b
±0.6 8.95

a
±0.8 

Σ 11296.88±3.9 12153.25±2.4 12224.11±2.6 15876.9±1.4 20861.17±8.9 23721.46±3.5 
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Figura 14. Variația relativă pe zile a conținutului de Zn, Cu, Mg și K în Medicago sativa L. și 

Trifolium pratense L. pe parcursul germinării, comparativ cu semințele 

 
Figura 15. Variația relativă pe zile a conținutului de Ca, Na, Fe și Se în Medicago sativa 

L. și Trifolium pratense L., pe parcursul germinării, comparativ cu semințele 
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Figura 16. Variația relativă pe zile a conținutului de Mg și Ni în semințe și germeni de 

Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.în timpul germinării 

Deși suma elementelor măsurate prezintă aceeași tendință, în special o creștere mult 

semnificativă începând cu a doua zi de germinare, s-au observat și diferențe între speciile 

de plante în ceea ce privește dinamica unor elemente (Ca, Se, Mn, Fe).  

Analiza componentelor principale (PCA) pentru datele experimentale cantitative privind 

variația profilului elemental (Ca, K, Mg, Na, Fe, Zn, Se, Ag, Ni, Zn, Mn, și Cu) la 

germenii de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. a relevat că Mg, Cu și K sunt 

reprezentative pentru germenii de trifoi roșu în zilele patru și cinci de germinare, în timp ce 

Fe, Mn, Zn, Ni, Na, Ca, Se caracterizează semințele de lucernă germinate. Distribuția 

grafică a componentelor PC1, PC2 pentru probele analizate este prezentată în Figura 17. 

 

Figura 17. Diagrama componentelor principale PC1 și PC2, rezultată din analiza PCA a 

compoziției elementale a probelor de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. 
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Concluzii  

 studiile experimentale au urmărit determinarea compoziției in oligoelemente a 

extractelor de germeni de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. prin 

spectrometrie de absorbție atomică (AAS)  

   s-a constatat că, germenii celor doua specii vegetale au un continut apreciabil de 

oligoelemente:  Mg, K, Na, Ca, Zn, Fe, Cu, Ni, Se  

 conținutul de Ca, Na, Fe și Se în germenii de Medicago sativa L. a fost semnificativ 

mai mare decât în germenii de Trifolium pratense L. 

  probele corespunzătoare zilelor 3 și 4 de germinare sunt definite de conținut mai 

mare de polifenoli, fitohormoni și oligoelemente.  

  rezultatele obținute confirmă caracteristicile nutriționale ale germenilor Medicago 

sativa L. și Trifolium pratense L. și evidențiază posibilitatea de a fi utilizați ca produse 

nutraceutice. 

Evaluarea proprietăților bioactive ale extractelor din germeni de Medicago sativa L. și 

Trifolium pratense L.  

 Evaluarea activității antioxidante a extractelor de Medicago sativa L. și Trifolium 

pratense L.  

Materiale si metode  

Conținutul total de polifenoli (TP) al extractelor obținute prin ultrasonare a fost determinat prin 

metoda spectrofotometrică. La 1 ml din fiecare extract s-au adăugat 5 ml reactiv Folin-Ciocalteu 0,1M 

și 4 ml sol Na2CO3 (75g/l). Amestecul a fost lăsat 2 ore la temperatura camerei. Conținutul a fost 

centrifugat la 2000 rot/min, 5 minute; a fost citită absorbția supernatantului la o lungime de undă de 

760 nm. Conținutul polifenolic total a fost determinat prin comparație cu o curbă standard de calibrare 

a acidului galic (10 până la 100 μg/ml) și rezultatele au fost exprimate sub formă de mg de echivalenți 

ai acidului galic (GAE) pe gram de greutate uscată a probei. Toate determinările au fost efectuate în 

duplicat. Capacitatea antioxidantă (AC) a fost determinată prin metoda DPPH (măsurarea capacității 

de inhibiție a radicalului liber DPPH·). Soluția de DPPH a fost preparată prin dizolvarea (fenil)-

(2,4,6-trinitrofenil) iminoazaniului în metanol la concentrație de 6x10
-5

 M. 0,1 ml extract s-a amestecat 

cu 3,9 ml soluție DPPH. După 30 min. s-a măsurat absorbanța la 515 nm. Toate determinările au fost 

efectuate în duplicat. Alcool 70%. s-a utilizat ca probă de control, în determinarea coținutului total de 

polifenoli și activității antioxidante. Procentul de activitate de inhibiție a fost calculat cu relația:    

%= [(Ac – At) / Ac] x 100 

Ac - absorbția probei de control ; At - absorbanța extractului 

 

Rezultate și discuții 

Rezultatele exprimate ca medie a determinărilor și deviația standard, sunt rezumate în 

Tabelul 12. Rezultatele au fost prelucrate statistic prin analiza varianței (ANOVA). 

Conform rezultatelor obținute se poate concluziona că toate extractele evaluate au redus 

DPPH radical stabil.  
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Tabelul 12. Polifenoli totali, activitate antioxidantă și suma izoflavonelor cu activitate 

estrogenică (genistin, genistein, daidzin, daidzein, formononetin, gliciteină, myricetin) 

Medicago sativa L.(ALF) și Trifolium pratense L.(RCV) 

 Semințe 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 antioxidantă (%) 

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 (µg/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 obținute indică o creștere a capacității antioxidante a germenilor vegetali 

pentru primele 3 zile de germinare, urmată de o scădere în zilele 4 și 5. Pentru zilele 3 și 4 

de germinare, activitatea antioxidantă a germenilor de Medicago sativa L. a fost de 2 ori 

mai mare comparativ cu germenii de Trifolium pratense L. Analiza statistică a arătat o 

corelație pozitivă între conținutul total de polifenoli și izoflavone al celor două specii 

vegetale, cu maxim în ziua 3 pentru ALF (0,587 mg/g DW) și în zilele 3 - 4 pentru RCV 

(cu maximum 1,103 mg/g DW). 

 

Figura 18. Variația conținutului total în polifenoli (TP) (mg acid galic echivalent /g DW) 

și a capacității antioxidante (AA) ca o capacitate de epurare a radicalului liber DPPH • (%) 

și a conținutului de fitoestrogeni (mg/g DW) în germenii de ALF și RCV. Literele diferite 

denotă diferențe semnificative conform testului Duncan p ≤ 0,05. 

Rezultatele ANOVA indică faptul că polifenolii totali, activitatea antioxidantă și 

conținutul total de izoflavone au fost semnificativ diferite în funcție de ziua germinării 

pentru germenii ambelor plante. Pentru ambele specii vegetale,  cele mai mari valori pentru 

activitatea antioxidantă și conținutul de izoflavone au fost înregistrate în zilele 3 și 4 de 

germinare. 
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Analiza componentelor principale (PCA) a fost efectuată folosind Microsoft Excel 2010 

și XLSTAT Add în versiunea soft 15.5.03.3707. Primele două componente principale (PC1 

și PC 2) cu 85,41% din variațiile întregi au fost extrase pentru analiză. PC1 a reprezentat 

variații de 51,75%, iar PC2 a reprezentat 33,66%. Distribuția în planul de scor PC1-PC2 al 

probelor de lucernă și trifoi roșu în timpul germinării este prezentată în Figura 19.  

Conținutul de izoflavone caracterizează germenii de trifoi roșu în zilele 2, 3 și 4  de 

germinare, în timp ce activitatea antioxidantă caracterizează germenii de lucernă în zilele 

3, 4 și 5, iar polifenolii totali caracterizează germenii de trifoi roșu corespunzător celei de-a 

patra zile de germinare.  

 

Figura 19. Diagrama principalelor componente PC1 și PC2 a rezultat din analiza PCA a 

conținutului total de polifenoli (TP), a activității antioxidante (AA) și a conținutului de 

izoflavone din germenii de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. 

 Evaluarea capacității inhibitorii a extractelor de Medicago sativa L. și Trifolium 

pratense L.  asupra α-amilazei și α – glucozidazei  

Materiale și metode 

Reactivi utilizați: α-Amilaza din pancreas porcin Tip VI-B (Sigma Aldrich), α-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-α-D-glucopiranoside 

(Merck Millipore), tris-(hydroxymethyl), aminometan (Merck). Extractele utilizate în experiment au fost 

supuse evaporării la 40°C în curent de azot pentru îndepărtarea solventului organic. Extractele 

utilizate au fost obținute în aceleași condiții ca în experimentele prezentate anterior (ultrasonare, 1:10 

material vegetal uscat:alcool etilic 70%). Pentru α-glucozidaza, 50 µl extract se amestecă cu 50 µl 

soluție enzimă (concentrație 1mg/ml în soluție tampon fosfat pH 6.9) se incubează la 37°C, timp de 20 

min. Se adaugă 50 µl p-nitrophenil-α-D-glucopiranoza 5mM în tampon fosfat și se incubează la 37°C 

timp de 20 min. Pentru stoparea reacției se adaugă 100µl Na2CO3 0.1M și se citește absorbanta la 

lungimea de undă de 405nm în paralel cu o probă de control în care extractul se înlocuiește cu apa 

distilată. Toate determinările au fost efectuate în duplicat. Pentru α-amilaza, 50 µl extract se amestecă 

cu 350 µl tampon fosfat pH 6.9, 200 µl  amidon 1% și 200µl soluție enzima (1mg/ml în soluție tampon) 

se incubează la 37°C timp de 20 min. Se diluează proba la 5 ml cu tampon fosfat, se incubează 5 min la 
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100°C după care se citește absorbanta la lungimea de undă de 540 nm față de o probă de control în 

care extractul se înlocuiește cu apă distilată. Toate determinările au fost efectuate în duplicat.  

În paralel, a fost testată activitatea inhibitorie a lipazei pancreatice, enzima digestiva  responsabilă de 

digestia grăsimilor. Inhibiția acesteia poate genera efecte benefice asupra excesului de greutate și 

obezitate. 200 µl extract vegetal se amestecă cu 200 µl soluție lipaza (concentrație 1mg/ml), 200 µl 

10mm p-nitrofenil-acetat și 1.4 ml reactiv Tris 0.1M (pH 7.4) se incubează la 37°C timp de 10 min. 

Absorbanta se citește imediat la o lungime de undă de 400 nm în paralel cu o probă de control în care 

extractul se înlocuiește cu apa distilată. Activitatea inhibitorie se calculează în mod similar cu formula:  

    
Ac - absorbanta probei control, Ap - absorbanta probei 

Rezultate și discuții 

Rezultatele experimentale au relevat o activitate inhibitorie a α–glucozidazei de max. 

19% pentru germenii de lucernă și max. 65% pentru germenii de trifoi roșu,  corespunzător 

zilei 4 de germinare (Tabelul 13). În ceea ce privește α-amilaza, efectul inhibitor maxim se 

inregistreaza în ziua 4 de germinare pentru lucernă (26.3%) și în ziua 3 pentru trifoi roșu 

(39%). În ziua 4 de germinare extractul de trifoi roșu manifestă un efect inhibitor asupra α-

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 α-amilazei și α–glucozidazei exprimate în 

procente ca medie a două determinări și deviația standard 

activitate inhibitorie % ALF 3 ALF 4 RCV 3 RCV 4 

α-glucozidaza 9.70±1.1 19.00±0.5 42.33±3.6 64.90±0.7 

α-amilaza 14.64±3.9 26.36±1.8 39.68±7.4 25.65±3.0 

Studiul matricei de corelație pentru extractele studiate (Figurile 20 și 21) a evidențiat o 

corelație pozitivă între conținutul de quercitina, hesperetin, rutin, daidzein și miricetin și 

activitatea inhibitorie asupra α–glucozidazei și α–amilazei, pentru ambele specii vegetale 

 

Figura 20. Studiul corelației datelor cantitative obținute pentru polifenoli și acțiunea 

antidiabetică a germenilor de Medicago sativa L. 
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Figura 21. Studiul corelației datelor cantitative obținute pentru polifenoli și acțiunea 

antidiabetică a germenilor de Trifolium pratense L.  

 Evaluarea activității antimicrobiene a extractelor de germeni de Medicago sativa L. 

și Trifolium pratense L.  

Materiale și metode 

Extractele au fost obținute așa cum s-a descris în capitolele anterioare prin ultrasonare, folosind alcool 

etilic 70% (1:10 raport plantă uscată:solvent de extracție). Ulterior, extractele au fost concentrate prin 

eliminarea completă a alcoolului în curent de azot la 42°C.Testarea activității antimicrobiene a fost evaluată 

in vitro prin metoda difuzimetrică Kirby-Bauer pe mediul de cultură standardizat Mueller-Hinton, Mueller 

Hinton cu 5% sânge de berbec, conform CLSI (Clinical and Laboratoy Standards Institute). Activitatea 

antibacteriană a extractelor de trifoi roșu și lucernă a fost analizată în raport cu 4 tulpini bacteriene de 

referință: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), E. Colli (ATCC 

25922), Ps. aeruginosa (ATCC 27853). Pentru fiecare tulpină bacteriană s-a efectuat un inocul în clorură de 

sodiu sterilă 0,9%  cu o turbiditate de 0,5 McFarland (Buiuc și Negrut, 2009, Chifiriuc et al., 2011). Pe 

suprafața mediului însămânțat s-au aplicat rondele de hârtie de filtru de 6 mm peste care s-au depus câte 

25µL de extract. Discul de Penicilina (10 U) a fost considerat control pozitiv. Plăcile au fost incubate la 

35°C, timp de 18-24 ore. Zonele de inhibiție au fost citite în mm, folosind o riglă gradată. Testele au fost 

efectuate în duplicat.  

Rezultate și discuții 

Rezultatele prezentate în Tabelul 14, au indicat un grad moderat de inhibiție asupra 

tulpinilor înalt patogene Staphylococcus aureus și Streptococcus pyogenes, diametrul 

maxim al zonei de inhibiţie a creşterii fiind de 14.5 mm.  

Tabelul 14.  Activitatea antimicrobiană 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 14.2±2.3 14.3±1.1 

Escherichia coli - - - - 

Pseudomonas aeruginosa - - - - 

Studiul demonstrează că bacteriile patogene Staphylococcus aureus și Streptococcus 

pyogenes sunt afectate de compușii bioactivi din extractele studiate, acest efect putând fi 

atribuit conținutului de polifenoli.  
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Concluzii 

  au fost evaluate proprietățile bioactive ale extractelor din germeni de Trifolium 

pratense L și Medicago sativa L.  

  cel mai mare conținut polifenoli a fost de 23,34 mg acid galic eq/g DW în germeni 

de trifoi roșu înregistrat în ziua 4 de germinare și 18,51 mg acid galic eq/g DW în 

germenii de lucernă în ziua 3 de germinare.  

  activitatea antioxidantă, exprimată în procente ca activitate de inhibare a 

radicalilor liberi DPPH•, a crescut semnificativ pentru extractele celor două specii 

vegetale, cu maxim în ziua 2 de germinare pentru trifoi roșu (45,12%) și ziua 3 pentru 

lucernă (60.7%).  

  extractele de germeni ale ambelor specii (corespunzătoare zilelor 3 și 4 de 

germinare) au manifestat o activitate inhibitorie semnificativă în raport cu α-amilaza și 

α-glucozidaza, demonstrând potențialul antidiabetic.  

  am stabilit o corelație pozitivă între conținutul de quercitina, hesperetin, rutin, 

daidzein, miricetin și activitatea inhibitorie asupra α-glucozidazei.  

  germenii corespunzători zilelor 3 și 4 de germinare pentru ambele plante studiate 

au manifestat un potențial antimicrobian moderat asupra unor bacterii gram pozitive 

înalt patogene: Staphylococcus aureus și Streptococcus pyogenes. 

  rezultatele confirmă potențialul terapeutic al germenilor de Trifolium pratense L și 

Medicago sativa L. pentru tulburările de menopauză datorate deficitului estrogenic și 

pentru hiperglicemia postprandială.   

CONCLUZII GENERALE  

Multivalența terapeutică a structurilor polifenolice din speciile vegetale corelată cu 

interesul cercetătorilor din domeniul medical de a dezvolta noi formule farmaceutice cu 

proprietăți farmacologice excepționale și efecte adverse minime, justifică alegerea temei în 

realizarea tezei de doctorat. 

Pentru a ȋncadra tematica lucrării ȋn stadiul actual al cercetărilor privind valorificarea 

unor specii vegetale cu potenţial terapeutic optim, obiectivul principal al cercetărilor a 

vizat identificarea și cuantificarea compușilor bioactivi și oligoelementelor din extracte de 

germeni de Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. 

Teza de doctorat ’’Cercetări asupra compuşilor bioactivi de interes terapeutic din 

Trifolium pratense L. și Medicago sativa L.
’’
, descrie ȋn prima parte, printr-un studiu 

bibliografic aprofundat, profilul fitochimic al compușilor bioactivi de interes terapeutic din 

cele două specii vegetale.  

Materialul bibliografic analizat a indicat un continut bogat in polifenoli, oligoelemente 

(Mg, K, Na, Ca, Zn, Fe, Cu, Ni, Se), aminoacizi esențiali, beta-caroten, vitamine (K, A, E, 

C, grup B), saponozide triterpenice, pentru Trifolium pratense L. și Medicago sativa L. 

 În plus, s-a constatat că studiile publicate în literatura de specialitate se referă în 

general la parțile aeriene ale Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.si numai cateva 
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studii se refera la germenii acestor plante. Tinând cont de faptul că germinarea poate spori 

valoarea nutritivă și terapeutică a componentelor active de origine vegetală, am ales să 

includem în studiul experimental al tezei de doctorat, extractele germenilor de Medicago 

sativa L. și Trifolium pratense L., în scopul  cuantificării principalilor compuși bioactivi și 

a unor oligoelemente ce indeplinesc roluri structurale și funcționale în organism. 

Datele bibliografice referitoare la proprietăţile și potenţialul terapeutic al acestor specii 

vegetale, sunt completate cu noţiuni referitoare la tehnici moderne de extracție si analiză a 

structurilor polifenolice și oligoelemente în matrice vegetală.  

Diversitatea structurală a polifenolilor și disponibilitatea limitată a standardelor analitice 

impun utilizarea celor mai avansate tehnici de identificare și cuantificare a compusilor 

bioactivi in matricea vegetală. 

Abordările analitice moderne pentru analiza polifenolilor în matrice vegetală includ 

Cromatografia de lichide ultra-performantă cuplată cu spectrometrie de masă de înaltă 

rezoluție (UHPLC-HRMS/MS), analiza multi-target prin Spectrometrie de masă, 

Spectrometria de masă de înaltă rezoluție non–target–„chemical profiling” precum și 

Rezonanța Magnetică Nucleară și Spectrometria de masă ca principale metode în 

metabolomică.  

Partea a doua a tezei de doctorat este structurată ȋn trei capitole ȋn care sunt incluse 

rezultatele obţinute ȋn realizarea temei propuse. Sunt prezentate rezultatele experimentale 

referitoare la: 

 selectarea si optimizarea metodelor de extracție a compușilor de interes din 

materialul vegetal  (Medicago sativa L. și Trifolium pratense L.),  

 identificarea și cuantificarea compușilor polifenolici si a unor oligoelemente din 

extractele vegetale prin tehnici analitice ultramoderne (cromatografie de lichide ultra-

performantă cuplată cu spectrometrie de masă de înaltă rezoluție (UHPLC-HRMS/MS) si 

prin spectrometrie de absorbție atomică (AAS) ), 

 evaluarea potențialului biologic al extractelor din germeni de Medicago sativa L. 

și Trifolium pratense L.: activitate antioxidanta vs continut in polifenoli, capacitate 

inhibitorie asupra α-amilazei și α–glucozidazei si potential antimicrobianin in raport cu 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa.  

Activităţile experimentale desfășurate în scopul realizării obiectivelor propuse, au inclus 

intr-o primă etapă, selectarea și optimizarea metodelor de extracție a compușilor de interes 

din Medicago sativa L. și Trifolium pratense L. Tehnicile experimentale evaluate din punct 

de vedere al parametrilor de lucru și randamentului de extracție raportat la compușii 

polifenolici de interes au fost: extracția asistată de ultrasunete (UE), extracția asistată de 

microunde (ME) și tinctura (ca metodă convențională). În această etapă a studiilor 

experimentale, extracția asistată de ultrasunete (UE) a fost selectată ca metoda optimă care 

asigură un randament bun de extracție al compușilor de interes. 

Capitolul 3 al tezei de doctorat prezintă o abordare inovativă ce vizează pe de o parte 

cuantificarea de compuși polifenolici și pe de altă parte identificarea prezumptivă a unor 

compuși (pentru care nu există standarde analitice disponibile) din semințe și germeni 

Medicago sativa L. și Trifolium pratense L., în diferite etape de germinare. S-a utilizat 
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cromatografia de lichide în tandem cu spectrometria de masă de înaltă rezoluție 

reprezentată de tehnica UPLC-Orbitrap-HRMS/MS în modul de achiziție de date 

independente (vDIA, variable data independent aquisition).  

Achiziția independentă de date este una dintre cele mai avansate opțiuni pentru a 

efectua o fragmentare non-target care permite identificarea prezumptivă și caracterizarea 

unor compuși necunoscuți sau presupuși a se afla în extractele analizate.  

Metoda de analiză a fost optimizată și validată și a permis cuantificarea a 30 de compuși 

și identificarea calitativă a 29 de compuși polifenolici.  

Extractul alcoolic obținut pentru fiecare probă în parte prin extracție asistată de 

ultrasunete, a fost analizat într-o singură analiză ce realizează simultan atât sceening-ul 

full-scan, cât și fragmentarea MS
2
. Pentru identificarea prezumptivă a compușilor 

polifenolici, modelele de fragmentare identificate au fost discutate în comparație cu 

literatura de specialitate. Datele cantitative și calitative au fost supuse prelucrării statistice 

(PCA, ANOVA și HCA), evidențiindu-se corelații sau diferențe semnificative între cele 

două specii de plante. Rezultatele experimentale au confirmat faptul că germenii din ziua a 

treia și a patra, pentru ambele specii de plante, sunt surse importante de izoflavone cu 

acțiune estrogenică și quercitina, hesperetin, apigenin, miricetin, rutin, isorhamnetin, 

catechina, acid ferulic, compusi cu potential antioxidant dovedit.   

În urma prelucrării datelor prin PCA a reieșit că miricetina, apigenina, cumestrolul, 

tricin, vitexin, tectorigenin, apigetrin, pratensein, pseudobaptigenin, acidul p-cumaric și 

kaempferolul sunt reprezentative pentru germenii de Medicago sativa L., în timp ce 

gliciteina, rutin, izorhamnetin, genisteina, formonetina, daidzeina biochanina A, calicosin, 

prunetin și baptigenin sunt caracteristice pentru germenii de Trifolium pratense L. Ambele 

specii conțin cantități semnificative (906,1 µg/g DW pentru trifoi roșu și 587,5 µg/g DW 

pentru lucernă în a treia zi de germinare) de izoflavone cu acțiune estrogenică (daidzeină, 

genisteină și glicozidele acesora, apigenin, formononetin, miricetin și gliciteină). 

In capitolul 4 este descris studiul experimental privind identificarea oligoelementelor în 

germenii de Trifolium pratense L. și Medicago sativa L, cu scopul completării tabloului de 

date referitoare la potentialul terapeutic al acestor specii vegetale. 

Dinamica conținutului in oligoelemente (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Ni și Se) a 

fost evaluata pe parcursul diferitelor stadii de germinare.  

Profilul elemental a fost stabilit prin spectroscopie de absorbție atomică după digestia 

acidă asistată de microunde a probelor de material vegetal uscat. Evaluarea comparativa a 

extractelor vegetale, a evidentiat diferențe semnificative (p<0,05) pentru conținutul de Ca, 

Na, Fe, K, Zn, Mg, în funcție de stadiul de germinare și de specia vegetală. Datele au fost 

supuse prelucrării statistice utilizând analiza varianței (ANOVA), analiza multivariată 

(PCA) și analiza ierarhică de grupare (HCA).  

Literatura de specialitate prezintă un număr redus de informații referitoare la 

modificările conținutului în elemente minerale pe parcursul germinării la Trifolium 

pratense L. și Medicago sativa L. De aceea, studiul experimental descris capitolul în 4 al 

tezei, poate fi considerat relevant pentru completarea tabloului de date științifice referitoare 

la rolul structural si functional al unor elemente de natură anorganică. 

Ca și în cazul polifenolilor, rezultatele studiului indică faptul că germenii 

corespunzători zilelor 3 și 4 de germinare pentru ambele specii de plante, prezintă cel mai 
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mare conținut în oligoelemente. Conform rezultatelor, în comparație cu germenii de trifoi 

roșu, germenii de lucernă sunt mai bogați în Fe, Zn, Mn, Ca, în timp ce germenii de trifoi 

roșu au un conținut mai mare de Se, K, Ni, Cu. Din punct de vedere cantitativ, germenii de 

lucernă au dovedit un continut mai mare în oligoelemente comparativ cu germenii de trifoi 

roșu, pe tot parcursul germinării. 

În capitolul 5 sunt prezentate rezultatele studiilor experimentale privind evaluarea 

potențialului biologic al extractelor din germeni de Medicago sativa L. și Trifolium 

pratense L. În această etapă a cercetărilor, studiile au vizat evaluarea potențialului 

antioxidant versus conținut total în polifenoli, al capacității inhibitorii asupra α-amilazei și 

α–glucozidazei și evaluarea potențialului antimicrobian în raport cu Staphylococcus 

aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.  

Conținutul total de polifenoli a fost determinat prin metoda spectrofotometrică Folin-

Ciocâlteu, iar activitatea antioxidantă a fost evaluată prin testul de eliminare a radicalilor 

liberi DPPH. Testele au fost efectuate pentru extractele alcoolice ale semințelor și 

germenilor în fiecare etapă de germinare.  

Monitorizarea dinamicii conținutului de polifenoli totali și a activității antioxidante a 

extractelor din germenii celor două specii vegetale, a demonstrat faptul că activitatea 

antioxidantă a extractului de Medicago sativa L. în  zilele 3 și 4 de germinare  a fost de 2 

ori mai mare decât pentru extractul de Trifolium pratense L., raportat la conținutul total de 

izoflavone și polifenoli.  

Ținând cont de faptul că, α-amilaza și α–glucozidaza sunt enzime responsabile de 

hidroliza carbohidraților și transformarea acestora în monozaharide ce pot fi absorbite, 

pentru a evidenția potențialul antidiabetic al extractelor, am evaluat in vitro, activitatea 

inhibitorie asupra enzimelor mentionate.  

 Rezultatele experimentale demonstrează potential de inhibitor enzimatic pentru ambele 

specii vegetale (extracte din zilele 3 și 4 de germinare). 

Extractul de germeni de Trifolium pratense L., a demonstrat un potential inhibitor de 

65% asupra α–glucozidazei. Conform datelor din literatura de specialitate, în screening-ul 

extractelor brute de origine vegetală, o activitate  inhibitorie peste 50% poate fi considerată 

semnificativă. 

Analiza datelor experimentale a relevat o corelație directă între conținutul de quercitină, 

hesperetin, rutin, daidzein, miricetin și potențialul antidiabetic pentru Trifolium pratense L. 

și Medicago sativa L..  

Studiul activității antimicrobiene a demonstrat o inhibiție moderată a extractelor de 

germeni (pentru zilele 3 și 4 de germinare) asupra bacteriilor patogene Staphylococcus 

aureus și Streptococcus pyogenes, acest efect putând fi atribuit conținutului de polifenoli. 

Nu au fost observate diferențe semnificative între cele două specii vegetale cu privire la 

activitatea antimicrobiană.  

Diversitatea profilului polifenolic a germenilor de Medicago sativa L. și Trifolium 

pratense L., conferă ambelor specii vegetale potențial terapeutic în sfera substituției 

hormonale (tulburările de menopauză datorate deficitului estrogenic), diabetului de tip II, a 

bolilor cardiovasculare și afecțiunilor neurodegenerative. 
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