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Inventia se refera la un procedeu de extractie a com-
pusilor activi dintr-un material vegetal. Procedeul con-
form inventiei consta Tn pretratamentul cu microunde a
unui material vegetal proaspat de tip céatina si anghi-
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de 5...10%, la o putere SAR de 2000...2500 W/kg, timp
de 100...120 s, urmat de extractia prin metode uzuale,

rezultdnd o scédere a timpului de extractie de la 7 la
4..5 zile, si o crestere a continutului total de polifenoli
si a activitatii antioxidante de 10...90%, in functie de
tipul materialului vegetal tratat.
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DESCRIERE

PROCEDEU PENTRU  PRETRAMAMENTUL CU MICROUNDE A
MATERIALELOR VEGETALE IN VEDEREA CRESTERII EFICIENTEI DE EXTRACTIE A
POLIFENOLILOR

Inventia se referd la o procedurd de pretratament cu microunde, ce se poate aplica
materialului vegetal proaspat sau uscat inainte de extractia clasica a principiilor active din plante,
indeosebi compusi de tip polifenoli. Procedeul descris se poate aplica la scard de laborator sau in
productie.

Scopul inventiei este realizarea unui procedeu de pretratament cu microunde a
materialului vegetal proaspét sau uscat in scopul imbunatatirii extractului obtinut din materialul
vegetal (cresterea concentratiei de compusi activi) si al scurtarii semnificative a timpului de
extractie.

Polifenolii sunt compusi ce contin unul sau mai multe inele aromatice cu unul sau mai
multe grupari hidroxil. Acestia se gisesc intr-o mare varietate de plante si sunt cei mai abundenti
metaboliti secundari, cunoscéndu-se aproximativ 8000 de structuri fenolice de la molecule
simple cum sunt acizii fenolici si alcoolii fenolici, pana la substante cu grad inalt de polimerizare
cum sunt taninurile [Salas, Soto, Carretero and Gutierrez, ""Phenolic-compound-extraction
systems for fruit and vegetable samples”, Molecules, 2010, 15, 8813-8826]. Polifenolii se
gasesc foarte rar sub forma libera, majoritatea fiind izolati in forme conjugate, cel mai adesea
fiind legati de polizaharidele din peretii celulari atat prin legéturi hidrofile, cat si prin legaturi
hidrofobe [Lattanzio, Lattanzio and Cardinali, ""Role of phenolics in the resistance
mechanisms of plants against fungal pathogens and insects'’, Phytochemistry: Advances in
Research, 2006, 23-67].

Distributia polifenolilor in tesutul plantelor, la nivel celular si subcelular, este
neuniforma. Acestia se gisesc sub diferite forme, astfel ci localizarea si concentratia acestora
difera de la specie la specie si chiar de la un tesut la altul din aceeasi specie [Beckman,
"Phenolic-storing cells: keys to programmed cell death and periderm formation in wilt disease
resistance and in general defence responses in plants?", Physiological and Molecular Plant
Pathology, 2000, 57, 101-110; Naczk and Shahidi, "Phenolics in cereals, fruits and

vegetables: occurrence, extraction and analysis'', J Pharm Biomed Anal, 2006, 41, 1523-
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1542]. Compusii fenolici insolubili se gasesc in peretii celulari, in timp ce compusii fenolici
solubili sunt prezenti printre vacuolele celulei plantei. Enzima polifenoloxidaza este confinata
tilacoidelor din plastide unde are loc sinteza compusilor polifenolici. Odata sintetizati, acestia
sunt transferati catre vacuolele celulare unde sunt depozitati [Beckman, ""Phenolic-storing cells:
keys to programmed cell death and periderm formation in wilt disease resistance and in
general defence responses in plants?', Physiological and Molecular Plant Pathology, 2000,
57, 101-110]. Straturile externe ale plantei contin o cantitate mai mare de compusi fenolici
comparativ cu straturile inteme [Naczk and Shahidi, "Phenolics in cereals, fruits and
vegetables: occurrence, extraction and analysis", J Pharm Biomed Anal, 2006, 41, 1523-
1542]. Compusii fenolici prezenti in peretele celular, legati de diferite componente ale celulei,
sunt implicati in mecanismul de stabilitate al peretilor celulari, dar si in mecanismul de crestere
sau morfogeneza a celulei ca rdspuns la stres (radiatii ultraviolete), paraziti, praditori sau
patogeni.

Compusii fenolici au, de asemenea, rol structural in diferite tesuturi de protectie sau de
sustinere, contribuind totodata la culoarea plantei. Compusii fenolici se gasesc in toate organele
plantei fiind astfel o parte integratd in dieta umana (fructe, legume, cereale, masline, ciocolata,
ceai, cafea, bere, vin etc.) si responsabili de proprietatile organoleptice ale plantelor alimentare
[Dai and Mumper, "Plant phenolics: extraction, analysis and their antioxidant and
anticancer properties'’, Molecules, 2010, 15, 7313-7352].

Polifenolii sunt compusi putin volatili, din acest motiv extractia acestora se realizeaza cu
ajutorul unui solvent potrivit. Extractia de polifenoli din tesuturi vegetale se realizeaza prin
metode conventionale (macerare, extractie Soxhlet) sau folosind metode neconventionale, cum ar
fi extractia asistatd cu microunde, extractie asistatd cu ultrasunete, extractia sub presiune sau

extractia cu fluid supercritic.

Scopul oricérui proces industrial pentru extractia compusilor valorosi din plante este de a
obtine un randament maxim posibil, asigurdnd totodata ca structura chimica a produsilor obtinuti
sé fie cat mai putin posibil modificati [Wani, Wani and Masoodi, ""Optimizing conditions for
antioxidant extraction from Sea Buckthorn leaf (Hippophae rhamnoides L.) as herbal tea
using response surface methodology (RSM)", International Food Research Journal, 2013,
20,1677-1681]. Aceste doui conditii sunt cumva contradictorii: pentru obtinerea unui randament

maxim posibil este necesara utilizarea unor conditii de extractie severe care sd permita
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distrugerea tesutului celular si eliberarea compusilor activi, in timp ce pastrarea nemodificata a
structurii chimice a acestora necesitd conditii cat mai blande.

Eficienta procesului de extractie este influentata de interactiunile dintre matricea probei,
moleculele bioactive si difuzia solventului prin materialul vegetal. Procesul de extractie depinde
de mai multi factori: temperatura de extractie, tipul solventului, raportul planta - solvent,
conditiile de agitare si timpul de extractie [Galili and Hovav, ""Determination of Polyphenols,
Flavonoids, and Antioxidant Capacity in Dry Seeds', Polyphenols in Plants: Isolation,
Purification and Extract Preparation 2014]. Deoarece structura materialului vegetal este un
factor cheie care influenteaza eficienta extractiei, orice mijloc pentru a o modifica in vederea
sporirii eficientei de extractie, este atractiv. Se recunoaste faptul ca pretratamentul probelor
afecteaza in mod semnificativ microstructura unui material vegetal si, in consecinta, eliberarea
nutrientilor [Hiranvarachat, Devahastin, Chiewchan and Vijaya Raghavan, "'Structural
modification by different pretreatment methods to enhance microwave-assisted extraction of
p-carotene from carrots”, Journal of Food Engineering, 2013, 115, 190-197]. Existd mai
multe metode de pretratament citate in literaturd. Cea mai simpld este maruntirea (milling)
[Chupin, Maunu, Reynaud, Pizzi, Charrier and Charrier-El Bouhtoury, '"Microwave
assisted extraction of maritime pine ( Pinus pinaster ) bark: Impact of particle size and
characterization', Industrial Crops and Products, 2015, 65, 142-149], dar mai sunt citate
tratamentul enzimatic[Calinescu, Gavrila, Ivopol, Ivopol, Popescu and Mircioaga,
""Microwave assisted extraction of essential oils from enzymatically pretreated lavender
(Lavandula angustifolia Miller)'"", Central European Journal of Chemistry, 2014, 12, 829-
836] sau cel de indepartare a grasimilor si uleiurilor inainte de extractia polifenolilor, pentru a
imbunatati transferul acestora catre solvent [Rodriguez-Rojo, Visentin, Maestri and Cocero,

"Assisted extraction of rosemary antioxidants with green solvents”, Journal of Food

Engineering, 2012, 109, 98-103].

Prin utilizarea acestor metode de pretratament se urmdreste cresterea randamentului de
extractie al compusilor valorosi dar si scadderea timpului de extractie, a agitarii in timpul

extractiei sau micgorarea temperaturii de extractie.

Incédlzirea cu microunde a materialului vegetal are cateva caracteristici unice si anume:

incélzirea volumetrica (incalzirea nu are loc de la o suprafata calda ci energia microundelor este
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transferatd in toata masa plantei, singura limitare fiind adadncimea de patrundere a microundelor
in materialul iradiat) si incélzirea selectiva (diferitele componente ale unui sistem heterogen se
pot incalzi diferit functie de proprietatile lor dielectrice). In cazul pretratamentului cu microunde
incélzirea volumetrica este cea mai importantd deoarece permite incalzirea masei vegetale, in
absenta solventului si fara aparitia unor supraincalziri care ar putea degrada compusii valorosi ce
urmeaza a fi extrasi.

Pana in prezent este citatd utilizarea pretratamentului cu microunde a materialului vegetal

doar in urmitoarele cazuri:

- Extractia cu dioxid de carbon supercritic a uleiurilor din alge de tip Chlorela Vulgaris,
dupa ce aceasta a fost pretratatd cu microunde [Dejoye, Vian, Lumia, Bouscarle,
Charton and Chemat, "Combined Extraction Processes of Lipid from Chlorella
vulgaris Microalgae: Microwave Prior to Supercritical Carbon Dioxide Extraction",
International Journal of Molecular Sciences, 2011, 12, 9332-9341];

- Uscarea asistatd de microunde pentru péstrarea mai bunad a compusilor valorosi din
frunzele de Rosmarinus officinalis [Sui, Liu, Ma, Yang, Zu, Zhang and Wang,
""Microwave irradiation to pretreat rosemary (Rosmarinus officinalis L.) for
maintaining antioxidant content during storage and to extract essential oil
simultaneously'', Food Chemistry, 2012, 131, 1399-1405];

- Pretratatarea cu microunde a materialului lignocelulozic pentru imbunatagirea vitezei de
hidroliza enzimatica a celulozei [Cullingford, George and Lightsey, "Apparatus and

method for cellulose processing using microwave pretreatment'’, 1993]

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este realizarea unui procedeu de pretratament
cu microunde a materialului vegetal proaspat sau uscat in vederea cresterii eficientei procedeului
de extractie clasicd a principiilor active din acest material vegetal. In urma utilizarii
pretratamentului cu microunde timpul de extractie a principiilor active scade substantial, iar
calitatea extractului se imbunatateste.

Procedeul de pretratament se realizeaza intr-un echipament de microunde capabil si asigure
o incidlzire uniformd a materialului vegetal, fard supraincilziri locale. Descrierea acestui

echipament face obiectul unei cereri de brevet separate.
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S-au ales drept plante de referintd frunzele de cétina si de anghinare, acestea au un continut
ridicat de polifenoli care se extrag in mod obisnuit prin macerare timp de 7-10 zile, la
temperatura camerei cu solutii apa-etanol 50:50 % vol.

Atunci cind s-au utilizat frunzele proaspete, datoritd continutului lor de umiditate relativ
ridicat (~ 70%) pretratamentul cu microunde s-a realizat ca atare. In cazul utilizirii frunzelor
uscate in prealabil, inainte de pretratament s-a addugat cantitatea de apa necesard obtinerii
aceleasi umiditati totale pe care o aveau §i frunzele proaspete. Materialul vegetal a fost supus
tratamentului dupi ce planta a absorbit toatd cantitatea de apa addugata (30 min)

In experimentarile efectuate s-a urmirit indeosebi determinarea puterii specifice de
microunde (SAR, exprimat in W/kg) cu care trebuie tratatd planta pentru a realiza un
pretratament eficient. in acest scop s-a realizat incilzirea cu microunde la puteri diferite si timpi
diferiti, astfel incat energia transmisa sa fie aceeasi. S-a urmarit ca s nu apara o supraincélzire a
plantei iar temperatura maxima atinsa sa fie sub 100 %C. Dupi etapa de pretratament materialul
vegetal s-a prelucrat prin macerare la temperatura camerei in mod similar cu probele care nu au
fost pretratate. Determinarea eficientei de extractie a principiilor active s-a realizat prin
prelevarea probelor de extract si analiza lor pentru determinarea continutului total de polifenoli
(TPC, exprimat in mg acid galic / mL extract) prin metoda Folin-Ciocalteu potrivit standardului
international ISO 14502-1 si prin determinarea activitafii antioxidante, exprimate in mg Trolox
Echivalent/ mL extract [Re, Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang and Rice-Evans,
"Antioxidant activity applying an improved abts radical cation decolorization assay'', Free
Radical Biology & Medicine,, 1999, 26, 1231-1237]. Probele au fost colectate la cate 6 h in
primele 24 de ore si apoi zilnic timp de o s@ptimand. Pentru fiecare experiment in parte s-au
notat valorile maxime obtinute si timpul de macerare necesar.

Se prezintd in continuare 3 exemple de realizare a procedurii de pretratament conform
inventiei.

Exemplul 1

S-au pre-tratat sarje de frunze de catina proaspete de cite 80 g (umiditate 67%), la puteri
diferite de microunde si timpi diferifi pentru menginerea aceleasi energii introduse in sistem.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 1.
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Tabelul 1. Conditiile experimentale §i rezultatele obtinute pentru pre-tratamentul
frunzelor de catina proaspete

Nr. Conditii experimentale Rezultate obtinute
Exp. pretratare
Putere Timp SAR TPC max. Timp | Activitate Antioxidanta | Timp
MW, (W) | pretratare | (W/kg) (h) (h)
(s) (mg GAE/mL) | 9% (mg TE/mL) | 9%
0 0 - - 6.71 100.0 | 7*24 | 14.6 100.0 | 7*24
1 66 300 825 7.19 107.2 | 5*¥24 | 15.25 104.5 | 5*24
2 160 120 2000 | 7.43 110.7 | 4%24 | 15.89 108.8 | 4%24
3 200 100 2500 | 7.05 105.1 | 5*24 | 15.56 106.6 | 5*%24
Exemplul 2

S-au pre-tratat sarje de frunze de anghinare proaspete de céate 80 g, la puteri diferite de
microunde si timpi diferifi pentru mentinerea aceleasi energii introduse in sistem. Rezultatele

obtinute sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2. Conditiile experimentale si rezultatele obtinute pentru pre-tratamentul
frunzelor de anghinare proaspete

Nr. Conditii experimentale Rezultate obtinute
Exp. pretratare
Putere Timp SAR TPC max. Timp | Activitate Antioxidantd | Timp
MW, (W) E’Sr)et’atare (Wke) ing GAEmL) | % 0 g TEmL) | % )
0 0 - - 1.7 100.0 | 7*%24 | 2.03 100.0 | 7*24
1 66 300 825 2.24 1318 | 5%24 | 2.6 128.1 | 5%24
2 160 120 2000 |2.85 167.6 | 5*¥24 | 3.06 150.7 | 5*24
3 200 100 2500 |3.22 189.4 | 5%24 | 3.85 189.7 | 5%24

Exemplul 3
S-au pre-tratat sarje de frunze de cétina uscate de cate 27.8 g (umiditate 5%), la puteri

diferite de microunde si timpi diferifi pentru mentinerea aceleasi energii introduse in sistem.
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Inainte de pretratament s-au adiugat 52.2 mL api distilata §i s-a asteptat ca planta si absoarbi
aceastd cantitate de apa pentru a se obtine un material vegetal cu masa si umiditate echivalente
cu cea a materialului vegetal proaspat utilizat in exemplu nr. 1. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3. Conditiile experimentale si rezultatele obtinute pentru pre-tratamentul frunzelor

de céatina uscate

Nr. Conditii experimentale Rezultate obtinute
Exp. pretratare
Putere Timp SAR TPC max. Timp | Activitate Antioxidantd | Timp
MW, (W) | pretratare | (W/kg) (h) (h)
(s) (mg GAE/mL) | 9% (mg TE/mL) | 9
0 0 - - 5.43 100 | 7*%24 | 10.65 100 | 7%24
1 66 300 825 5.75 1059 | 5%24 | 12.48 117.2 | 5%24
2 160 120 2000 | 5.67 1044 | 5*%24 | 12.25 115 | 5%24
3 200 100 2500 | 5.78 1064 | 5%24 | 13.20 1239 | 5*24
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REVENDICARI

1. Procedeul pentru pretratamentul cu microunde a materialelor vegetale in vederea
cresterii eficientei de extractie a polifenolilor se caracterizeazi prin aceea cé la
utilizarea unor conditii adaptate de pretratament (valori ale SAR cuprinse intre 2000
si1 2500 W/kg, timp de pretratament 100-120 secunde) se poate obtine:

e 0 scadere a timpului de extractie: de la 7 zile, pentru planta netratata la 4-5 zile in
functie de tipul plantei tratate.

e o crestere semnificativd a conginutului total de polifenoli si a activitatii
antioxidante a extractului obtinut. Cresterile pot fi cuprinse intre 10 si 90% functie
de tipul plantei tratate.

2. Procedeul pentru pretratamentul cu microunde a materialelor vegetale in vederea
cresterii eficientei de extractie a polifenolilor se caracterizeaza prin aceea cé se poate
utiliza pentru materiale vegetale proaspete (cu umiditate de 60-80%) sau pentru
materiale vegetale uscate (cu umiditate de 5-10%) dacd se restaureazd umiditatea

acestora.
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