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Summary. The aim of the research was the establishment of the optimal conditions for the extraction of the bioac-
tive compounds from the oak sawdust and oak bark (secondary products of wood processing enterprises) and their
characterization (study of the physico-chemical and microbiological properties). The process of extraction from the in-
vestigated vegetal material has been realized by using the static method (maceration during 24 hours) and the method
of ultrasound treatment in ultrasonic field (during 30 min and 60 min) from the ratio 1:10 and 1:5 of the vegetal product/
solvent. The extraction has been realized at a controlled temperature in 3 consecutive steps for each method using as a
solvent the 50 % and 70% of ethanol. The determination of the total contain of phenolic compounds has been realized
by the Folin-Ciocalteu method with some minor modifications. Have been investigated the antioxidant and antimicro-
bial properties of the obtained extracts.
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Rezumat. Cercetdrile au avut scopul de a stabili conditiile optime de extragere a compusilor bioactivi din rumegus
de stejar si coaja de stejar (produse secundare ale intreprinderilor de prelucrare a lemnului) si de a-i caracteriza (studiul
proprietatilor fizico-chimice si microbiologice). Procesul de extractie din produsele vegetale cercetate s-a realizat prin
metoda statica (macerare timp de 24 de ore) si metoda de tratare cu ultrasunet (timp de 30 de minute si 60 de minu-
te) conform raportului produs vegetal-solvent (masa/volum ) 1:10 si 1:5. Extractia s-a realizat la o temperaturd controla-
ta in trei etape consecutive pentru fiecare metodd, folosind in calitate de solvent etanolul de 50% si de 70%. Continutul
total de compusi polifenolici (CTCF) s-a determinat prin metoda Folin-Ciocalteu, partial modificatd. Au fost investigate
proprietatile antioxidante si activitatea antimicrobiana a extractelor obtinute.

Cuvinte-cheie: rumegus de stejar, coaja de stejar, extractie, compusi bioactivi, proprietati microbiologice.

INTRODUCERE foarte instabili §i periculosi intrucat tind sa-si reca-
pete stabilitatea prin sustragerea unui electron de la
alte molecule. Reactiile chimice declansate de catre

radicalii liberi pot fi stopate prin intermediul sub-

Actiunea nefastd a factorilor nocivi din mediul
inconjurator este o problemd dintre cele mai intens

investigate astazi, factorii respectivi avand un impact
negativ imens asupra sanatatii publice si calitatii vietii
societdtii moderne [1; 2; 3, pp. 330-348]. Substantele
din mediul exterior care ajung in organismul omului
prin radiatia ultravioletd, detergenti si produse cos-
metice, legume si fructe tratate cu pesticide, alimente
procesate, aer poluat etc., produc in organism o serie
de compusi numiti radicali liberi, stresul oxidativ fa-
candu-se responsabil de cresterea riscului aparitiei
cancerului, bolilor cardiovasculare, de imbatrani-
rea celulelor, degradarea organismului uman la toate
nivelele - biologic, chimic, genetic, psihologic [4,
pp. 311-319; 5, pp. 37-56; 6, pp. 475-488].

Radicalii liberi sunt molecule cu un electron im-
par pe orbitalul extern, fapt ce ii transforma in agenti

stantelor antioxidante care au abilitatea de a le inhiba
actiunea nefastd, protejand astfel organismul uman de
efectele nocive.

Actualmente, atentia cercetatorilor este centratd
pe substantele antioxidante de origine vegetald capa-
bile sa exercite asupra organismului viu o actiune fi-
ziologica cu caracter terapeutic [7, pp. 1785-1787; 8,
pp. 741-747; 9, pp. 353-357; 10, pp. 1-12; 11, pp. 99-
214]. Prin urmare, cercetdrile in domeniul identi-
ficarii si studiului materiilor prime vegetale — surse
de compusi bioactivi cu potential curativ - sunt, in-
contestabil, oportune si de mare importanta [12; 13,
pp- 236-241]. Produsele vegetale cu un continut sporit
de compusi bioactivi se utilizeaza tradiional in afec-
tiunile dermatologice, arsuri, ca antidot in intoxicatii
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cu metalele grele, ele poseda actiune antiinflamatoare,
antibacteriana, antidiareicd. Desi compusi cu activita-
te biologicé accentuatd se contin, practic, in majorita-
tea plantelor, o cantitate mai mare se atesta in scoarta,
in lemnul si frunzele de stejar, de plop, nuc, salcam,
afin; in frunzele de ceai; in petalele de trandafir; in
fructele, boabele si semintele unor specii de arbusti ca
afinul, catina, coaciza, socul, cornul, vita-de-vie etc.
(11, pp. 99-214; 12; 13, pp. 236-241, 14, pp. 59-65; 15,
pp. 2757-2768; 16, pp. 586-621].

Pornind de la cele expuse si reiesind din potenti-
alul spatiului geografic autohton, in calitate de sursa
pentru extragerea compusilor polifenolici bioactivi
s-au selectat coaja de stejar si rumegusul de stejar
(deseu al intreprinderilor de prelucrare a lemnului).
Scopul cercetarilor a constat in stabilirea conditiilor
optime de extragere a compusilor bioactivi din mate-
ria prima selectatd i caracterizarea acestora (studiul
proprietatilor fizico-chimice si microbiologice).

MATERIALE SI METODE

13,2UV/Vis 6505. Proba data s-a examinat prin
comparare cu mostra martor, aceasta din urma utili-
zénd solutia hidroetanolica (de 50% si de 70%). Masu-
rdrile s-au efectuat in triplicat si exprimat in mg acid
galic, la g produs vegetal uscat (mg GA/g).

Determinarea activitatii antioxidante, cu utilizarea
radicalului cation ABTS™, este bazatd pe capacitatea
compusilor antioxidanti de a anihila radicalul cationic
ABTS si de a reduce radicalul la forma neutra incolo-
ra. Acest test a fost efectuat conform metodei Re [18,
pp. 1231-1237], partial modificate. Radicalul ABTS**
este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-etil-
benzotiazolina-6-acid sulfonic, C,, ., 7 mM) cu per-
sulfat de potasiu (2,45 mM), amestecate in raportul vo-
lumetric 1:1 si plasate pentru 12-16 ore la intuneric la
temperatura camerei. Solutia de ABTS** obtinuta este
diluata cu etanol de 70% péna la densitatea optica Abs
= 0,700 + 0,020, la A=734 nm, datele fiind masurate
la spectrofotometrul UV/VIS JENWAY 6505. Solutii-
le stoc ale compusilor testati s-au diluat cu etanol de
70%, astfel incét la introducerea unei pérti alicote de
proba testatd la 3,0 mL de ABTS™, cu citirea absorban-
tei exact la un minut dupd amestecare, sd se produca o
inhibitie de 20-80% fatd de solutia de referin{d. Deter-
minarile efectuate in triplicat s-au exprimat in procent
de inhibitie.

Activitatea antioxidantd, cu utilizarea radicalului
DPPH’, s-a determinat conform [19, pp. 25-30; 20,
pp- 609-615], cu mici ajustari. La interactiunea radica-
lului DPPH" (2,2 difenil-1-picril hidrazil) de culoare
violeta cu un antioxidant, concentratia lui se micso-
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reazd, ceea ce produce o decolorare a solutiei de la vio-
let la galben. Concentratia radicalului DPPH" in solu-
tia de lucru, precum si durata reactiei sunt individuale
si se determina pentru fiecare caz in parte in functie
de natura substantei antioxidante si cea a solventului
utilizat. Masurdrile s-au realizat in triplicat la spectro-
fotometrul UV/VIS JENWAY 6505 cu citirea valorilor
absorbantei la A=517 nm si s-au exprimat in procent
de inhibitie, conform ecuatiei:
AA(%)=(Abs - Abs
=

0 t=X min

)/Abs  * 100,

t=0
unde Abs_geste valoarea absorbantei solutiei initia-
le DPPH si Abs_ - valoarea absorbantei solutiei
DPPH dupi 30, 60 sau 90 de minute incubare cu pro-
bele testate.

Pentru determinarea continutului total de grupari
functionale acide (carboxilice si fenolice), C . a fost
utilizatd metoda Boehm, calculele fiind efectuate con-
form ecuatiei:

C.. =[C (NaOH)xV, -C (HC)xV,]/m
unde C (NaOH) - concentratia normald a solutiei de
hidroxid de sodiu, 0,05 mol/L; C_(HCI) —concentratia
normald a solufiei de acid clorhidric 0,05 mol/L; V, -
volumul solutiei de hidroxid de sodiu 0,05 mol/L, mL;
V, - volumul solutiei de acid clorhidric 0,05 mol/L,
mL; m - masa probei, g.

Pentru evaluarea activitatii antimicrobiene a fost
utilizatd metoda dilutiilor succesive duble. Astfel, in
10 eprubete s-a introdus cate 1 ml de bulion peptonat,
ulterior s-a picurat 1 ml de preparat in prima eprube-
ta, s-a pipetat amestecul obtinut, dupa care 1 ml din
acesta s-a transferat in eprubeta urmétoare, procedura
repetindu-se pani la eprubeta nr. 10 a sirului. In asa
mod, concentratia preparatului initial se micsoreaza
de doua ori in fiecare eprubeta urmatoare.

In acelasi timp, se prepari culturi de 24 ore de bac-
terii-test. In calitate de bacterii-test au fost selectate
tulpini nepatogene de Bacillus subtilis si Pseudomonas
aeruginosa. S-au preparat initial suspensii de culturi
bacteriene cu densitatile optice (D.O.) de 2,0 in con-
formitate cu indicele McFarland. Ulterior, s-a picurat
1 ml de suspensie bacteriand obtinuta intr-o eprubeta
ce contine 9 ml de apa distilatd sterila. S-a amestecat
continutul obtinut, dupa care s-a transferat 1 ml in
eprubeta cu nr. 2 din sirul de cinci eprubete ce con-
tin cate 9 ml de apa distilata sterila. Din eprubeta cu
nr. 5 a sirului s-a luat cate 0,1 ml de suspensie bacteria-
nd, ceea ce reprezintd doza de insimantare, si s-a ada-
ugat in fiecare eprubeta care contine preparatul titrat.
Ulterior, eprubetele cu preparat titrat in care s-au intro-
dus dozele de insamantare a bacteriilor s-au mentinut
in termostat la temperatura de 35°C timp de 24 de ore.
A doua zi s-au analizat preliminar rezultatele obfinute.
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Ultima eprubetd din sir in care nu s-a atestat o cres-
tere vizibila a bacteriilor se considera a fi concentra-
tia minima inhibitorie (CMI) a preparatului. Pentru
evaluarea concentratiei minime bactericide (CMB),
continutul eprubetelor cu CMI si a eprubetelor cu
concentratii mai inalte ale preparatului s-a insdmantat
pe agarul solid din cutiile Petri cu ajutorul ansei bacte-
riologice. Cutiile insamantate s-au plasat in termostat
la temperatura de 35°C pentru 24 de ore. Concentratia
de preparat care nu permite cresterea a niciunei colo-
nii bacteriene se considerd a fi concentratia minima
bactericida a preparatului.

REZULTATE SI DISCUTII

Conditiile experimentale pentru obtinerea ex-
tractelor vegetale au fost variate nu numai in privinta
metodelor de extractie, ci si sub aspectul parametrilor
experimentali (raportul produs vegetal/solvent, con-
centratia solventului, timp de extractie). Cercetirile
privind metodele de extractie a compusilor bioactivi
au avut ca obiectiv estimarea avantajelor si dezavan-
tajelor metodei clasice de agitare mecanica (macerare
si scurgere periodicd) vizavi de metoda de extractie in
prezenta de ultrasunete.

Continutul de compusi polifenolici totali s-a de-
terminat prin metoda spectrofotometricd utilizand re-
activul Folin-Ciocalteu. Continutul total de compusi
polifenolici (CTCF), exprimat ca mg acid galic/g de
produs vegetal (mg GA/g), extrasi din rumegus de ste-
jar utilizand metoda de agitare mecanica si metoda de
tratare cu ultrasunet este prezentat in figura 1.

Analiza datelor obtinute ne permite s constataim
ca rezultate superioare in confinut de polifenoli ex-
trasi sunt asigurate de metoda de agitare mecanica
fiind urmate de valori destul de apropiate ale CTCEF,
obtinute prin metoda asistata de ultrasunet, cea din
urma avand avantajul unei durate mult mai reduse a
procesului de extractie (trei cicluri a cate 30 de mi-
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Figura 1. Continutul total de compusi polifenolici extrasi
din rumegus de stejar cu solutie de alcool (70%) prin
metoda de agitare mecanica si tratare cu ultrasunet.

nute vizavi de trei cicluri a cite 24 de ore). Pentru ex-
tractul provenit din coaja de stejar, avantajul utilizarii
metodei de agitare mecanica este mai evident si asi-
gurd un confinut total de polifenoli extrasi cu peste
20% mai mare in raport cu metoda asistatd de ultra-
sunet (tabelul 1). In cadrul investigatiilor referitoare
la influenta duratei de tratare cu ultrasunet a materiei
vegetale asupra continutului total de compusi extrasi,
s-a constatat ca intervalul de timp de 30 de minute
este suficient pentru extragerea, practic integrala,
a compusilor fenolici prezenti in probele cercetate
(tabelul 1).

Cercetarile centrate pe influenta concentrati-
ei solventului asupra randamentului procesului de
extragere au rezumat la concluzia cd, pentru pro-
dusele vegetale cercetate, utilizarea solventului cu
concentratia de 70% asigurd o usoard sporire (2-4%
pentru metoda statica si 4-6% la tratarea cu ultrasu-
net) a continutului total de compusi extrasi, vizavi
de solventul cu concentratia de 50%. Studiul influ-
entei raportului masa (g) de produs vegetal si vo-
lum (mL) de solvent utilizat pentru extragerea unui
continut maxim de compusi polifenolici a cuprins

Tabelul 1

Continutul total de compusi polifenolici (mg GA/g) in functie
de metoda de extragere, durata procesului, concentratia solventului

Agitare mecanica Tratare cu ultrasunet

Mostra, | 1 Etanol, Etanol, Etanol, Etanol,

raport masi/volum Etanol, Etanol, 70% 70% 50 % 50%
0, 0

70% S0 % 30 min 60 min 30 min 60 min
Rumegus de stejar, 1:5 21,15 20,65 19,71 20,09 18,65 19,55
Rumegus de stejar, 1:10 21,88 21,01 21,17 21,54 20,38 21,08
Coajd de stejar, 1:5 14,91 14,15 11,06 11,52 10,41 10,97
Coajd de stejar, 1:10 16,15 15,71 11,82 11,89 11,23 11,31
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Tabelul 2

Randamentul substantelor extrase din rumegus de stejar

si din coaja de stejar cu solutii hidroalcoolice de 50 % si de 70 %

Produs vegetal Ciclul I, Ciclul 11, Ciclul III, Total
masa/volum randament, % | randament, % | randament, % | randament, %

_g Rumegus de stejar, alc. 50% 4,27 2,85 1,12 8,24
g Rumegus de stejar, alc. 70% 4,39 2,92 1,11 8,42
= Coaji de stejar, alc. 50% 3,76 2,13 0,52 6,41
ED Coajd de stejar, alc. 70% 3,82 2,31 0,45 6,58
- Rumegus de stejar, alc. 50% 4,72 2,85 0,52 8,09

g % Rumegus de stejar, alc. 70% 4,81 2,85 0,56 8,22
E % Coaja de stejar, alc. 50% 3,09 1,09 0,31 4,49
? Coajd de stejar, alc. 70% 3,18 1,14 0,32 4,64

raporturile 1:5 si 1:10. Raportul masa/volum 1:10
genereaza un continut total de compusi polifenolici
extrasi mai inalt fatd de raportul 1:5, aceasta sporire
fiind semnificativa pentru extractul obtinut din coaja
de stejar prin metoda de agitare mecanica (tabelul 1).
Rezultatele analizei datelor referitoare la randamen-
tul procesului de extragere (tabelul 2) denota ca totalul
de substante extrase in mostrele analizate variaza de la
8,42% (rumegus de stejar) pana la 6,58 % (coaja de ste-
jar) pentru metoda de agitare mecanica, si de la 8,22%
(rumegus din stejar) pana la 4,64 % (coaja de stejar)
pentru metoda de tratare cu ultrasunet. Este de menti-
onat faptul cg, in cazul metodei de tratare cu ultrasunet,
aproape 60% (rumegus de stejar) si aproximativ 70 %
(coaja de stejar) din totalul de substante extrase se obtin
la finele primului ciclu al procesului de extractie.
Metoda de testare a capacitatii antiradicalice cu
aplicarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-
acid sulfonic) sau DPPH (2,2 difenil-1-picril hidrazil)
este bine cunoscuta si pe larg mediatizata in majori-
tatea lucrérilor de specialitate pentru determinarea
capacitatii antioxidante totale a substantelor, indepen-
dent de natura lor. Rezultatele obtinute in procesul de

determinare a activitatii antioxidante pentru compu-
sii extrasi prin ambele metode din produsele vegetale
cercetate (tabelul 3), certifica o activitate antioxidantd
sporita in cazul ambelor teste (ABTS si DPPH). Valo-
rile activitatii antioxidante (AA,%) a extractelor obti-
nute din rumegus de stejar sunt mai pronuntate cu ~
35-40 % (testul DPPH) si cu ~ 28-31 % (testul ABTYS)
decat cele inregistrate pentru extractele care au ca sur-
sd de provenientd coaja de stejar.

Analiza curbelor cinetice de reducere a radicalu-
lui DPPH" permite sd constatam ca influenta metodei
de obtinere a extractelor asupra proprietdtilor antio-
xidante este nesemnificativa, desi se observa o usoara
sporire a valorilor AA,% (curbele 2 si 4) pentru com-
pusii obtinuti prin metoda de tratare cu ultrasunet
(figura 2).

Extractele obtinute din produsele vegetale selec-
tate au un grad scazut de solubilitate in apa, fapt ce
reduce esential potentialul lor de utilizare. In Labo-
ratorul Chimia ecologica al Institutului de Chimie
al ASM a fost elaborat un procedeu de solubilizare a
taninurilor in apa, descris in inventia MD 3125 [21].
Ca rezultat al modificarii prin oxidare a extractelor

Tabelul 3

Activitatea antioxidanta a extractelor din rumegus si coaja de stejar
determinata prin metoda DPPH si ABTS din solutii 0,5 %

Agitare mecanica Tratare cu ultrasunet
Mostra DPPH ABTS DPPH ABTS
AA (%) AA (%) AA (%) AA (%)
Extract din rumegus de stejar 91,27 76,5 93,26 81,97
Extract din coaja de stejar 54,1 52,68 61,37 59,43
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Figura 2. Curbele cinetice de reducerea a radicalului DPPH" cu extractele din coaja de stejar (1, 2)
si din rumegus de stejar (3, 4) obtinute prin metoda staticd si metoda de tratare cu ultrasunet.

obtinute are loc solubilizarea acestora, insotitd de
formarea compusilor organici noi care contin gru-
péri functionale carboxilice, peroxidice, alcoolice,
fenolice etc.

In tabelul 4 este prezentat continutul total de
grupdri functionale acide (C__), obtinut in urma
efectudrii titrarilor acido-bazice (metoda Boehm) a
solutiilor compusilor modificati (raportate la datele
obtinute pentru preparatul Enoxil). Analiza rezul-
tatelor obtinute ne permite sa constatam ca valoa-
rea continutului total de grupéri functionale acide
ale mostrelor supuse modificarii prin oxidare spo-
reste esenfial in raport cu valorile C_  determinate
pentru extractele nemodificate, fapt confirmat si de
datele spectrelor IR ale compusilor cercetati. Proce-
dura de modificare prin oxidare a extractelor obti-
nute din produsele vegetale cercetate a permis redu-
cerea cantitdtii substantelor insolubile de la 59,89 %
pana la 6,81% (calculat pentru solutia apoasd de 5%
a mostrei oxidate de rumegus din stejar). Raportate la
valorile C = ale preparatului Enoxil, obtinut din se-

total
minte de struguri Cabernet, roada anului 2016 (cat si

Continutul total de grupari functionale acide (C

ale preparatului Enoxil comercializat in farmaciile din
Republica Moldova), valorile C _ ale compusilor noi
oxidati sunt aproximativ de acelasi ordin.

Activitatea antimicrobiand a mostrelor cercetate
(intacte si modificate prin oxidare) asupra bacteriilor
gram-pozitive si gram-negative (patru specii de bacte-
rii: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomo-
nas aeruginosa, Bacillus subtilis si fungul Candida
albicans) a fost evaluata utilizind metoda dilutiilor
in cadrul Centrului National de Medicina Preven-
tivi (CNMP) si in Laboratorul de Chimie ecologicd
(LChE) al Institutului de Chimie. Au fost determinate
concentratiile minime bactericide (CMB) si fungicide
(CMF) pentru ambele extracte. Rezultatele testdrilor
sunt prezentate in tabelul 5.

Din datele prezentate putem constata ca extractele
din rumegus de stejar, atat in forma intacta cat si in cea
oxidata, manifesta valoroase proprietati antimicrobi-
ene. In cazul extractului din coaja de stejar in forma
oxidatd se constata proprietdti antimicrobiene mai ac-
centuate pentru toate speciile de microorganisme lua-
te in studiu, cu exceptia fungului C. albicans.

Tabelul 4

o) determinat

in solutii apoase de 5%, recalculat per g de preparat solid

Mostra mg-ech/ﬁt;t(;llugie 5% mg-ech/g g;:;arat solid
Extract intact din rumegus de stejar 0,0233£0,0013 0,47+0,02
Extract intact din coaja de stejar 0,0182+0,0011 0,36+0,02
Extract oxidat din rumegus de stejar 0,2342+0,0018 4,68+0,22
Extract oxidat din coaja de stejar 0,169740,0016 3,3940,16
Enoxil (obtinut din seminte de struguri Cabernet, 2016 0,2028+0,0017 4,06+0,21
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Tabelul 5

Activitatea microbiologicd a extractelor din rumegus si coaja de stejar (intacte si oxidate), determinata
din solutii de 2%, asupra bacteriilor nepatogene gram pozitive si negative

Extract din ru- Extract din ru- | Extractdin coaja | Extract din coaja
Locul . . . . I . .
testirii Specii de bacterii megus de stejar, megus de stejar de stejar, intact de stejar oxidat,
intact (CMB)% oxidat, (CMB)% (CMB)% (CMB)%
Ps. aeruginosa 0,06 0,12 - 0,5
E. coli 0,5 0,25 1,0 0,5
CNMP
S. aureus 0,06 0,25 - 0,5
C. albicans 0,12 0,5 0,12 -
Ps. aeruginosa 0,06 0,12 0,5 0,25
LChE
B. subtilis 0,06 0,12 0,25 0,12

Datele testelor activitagii microbiologice obtinute
aratd cd materiile vegetale cercetate ofera un potential
relevant de aplicabilitate in domeniile ce vizeaza obti-
nerea produselor cu efect antimicrobian.

CONCLUZII

» Metoda de agitare mecanica asigurd un randa-
ment maximal de extractie a compusilor polifenolici
(CTCF) din rumegusul si din coaja de stejar. Valori
destul de apropiate ale CTCF extrasi se obtin si prin
metoda de tratare cu ultrasunet, metoda respectiva
avantajand o durata mult mai redusd a procesului de
extractie (trei cicluri a cate 30 de minute vizavi de trei
cicluri a cate 24 de ore).

» Conditiile optime pentru extragerea unui con-
tinut maximal de compusi polifenolici din materialul
vegetal selectat sunt: metoda de agitare mecanica la
temperatura controlatd a produsului vegetal/solvent
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