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DESCRIERE

Inventia se referd la o metoda analiticid de determinare in ultraurme, rapida,
simpla si sensibild a 22 compusi de aroma (felandren, terpinen, pinen, acetat de
linalil, limonen, eucaliptol, linalol, borneol, isoeugenol, terpinol, metil-eugenol,
elemicin, iso-elemicin, camfen, cimen, camfor, verbanona, timol, sabinana, carena,
mircena, cariofilen) in probe de plante aromate (ceaiuri, condimente), prin extractie
cu ultrasonare, urmata de analiza gaz cromatografica cuplatd cu spectrometrie de
masa (USE-GC/MS).

Extractia ultrasonicé se poate aplica pentru compusi organici nevolatili sau
semi-volatili, cum sunt compusii de aroma, din probe solide/vegetale, cum sunt
plantele aromate (ceaiuri, condimente).

Compusii de aroma sunt compusi bioactivi care din cauza concentratiei uneori
extrem de mici, sunt separati si determinati structural cu dificultate. Determinarea
calitativd si cantitativd a compusilor de aromd in plantele aromate (ceaiuri,
condimente) este un subiect de cercetare modern. Acesti compusi se utilizeaza cu
succes atat in alimentatie cat si in tratamente si aromaterapie sau parfumerie si
produse cosmetice. Sub aspect chimic, compusii de aroma nu sunt compusi unitari
Ci prezintd amestecuri de zeci sau chiar sute de substante organice (aldehide,
cetone, alcooli, esteri, etc.) cunoscute sub denumirea de terpene si terpenoide. S-a
observat ca plantele aromate au mai multi compusi principali dintre care unul este
caracteristic, compusul de baza, care impreuna cu celelate d& aroma caracteristica
plantei aromate (ceai, condiment). ldentificarea compusilor de aroma din plante
aromate precum ceaiuri sau condimente este importantd deoarece separarea si
cunoasterea structurii lor chimice constituie pasul esential atat in explicarea actiunii
lor terapeutice si/sau culinare caracteristice cat si pentru optimizarea proceselor
tehnologice din industrii precum cea alimentara, farmaceutica cat si cea cosmetica.
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Datoritd concentratiilor extrem de scazute ale compusilor de aroma (terpene
si terpenoide) in probe de plante aromate sunt necesare metode de extractie si
determinare foarte sensibile si precise.

in striinitate se aplicd metode analitice cuplate pentru extractia, detectia i
cuantificarea compusilor de aroma (terpene si terpenoide) in probe de plante
aromate (ceaiuri, condimente), produse alimentare, produse cosmetice, cum sunt:
extractia lichid-lichid (LLE), extractia in faza solida (SPE), microextractia in faza
solida in headspace (HS-SPME), extractia prin sorbtie pe agitator magnetic (SBSE)
urmata de determinare prin gaz/lichid cromatografie cuplatd cu spectrometrie de
masa (GC-MS, LC-MS) [1, 2, 3,4, 5, 6, 7].

in tar, s-a realizat si aplicat o metoda de determinare a compusilor de aroma
(terpene si terpenoide) din probe de plante aromate prin tehnica microextractie in
faza solida in headspace si gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa
(HS-SPME-GC/MS) [8]. Dupa informatiile noastre nu s-a utilizat sau aplicat o metoda
analitica pentru determinarea compusilor de aroma (terpene si terpenoide) in probe
de plante aromate prin tehnica USE-GC/MS.

Scopul prezentei inventii este elaborarea unei metode analitice de
determinare multicomponent a 22 compusilor de aroma (terpene si terpenoide)
(felandren, terpinen, pinen, acetat de linalil, limonen, eucaliptol, linalol, borneol,
isoeugenol, terpinol, metil-eugenol, elemicin, iso-elemicin, camfen, cimen, camfor,
verbanona, timol, sabinana, carena, mircena, cariofilen) in probe de plante aromate
(ceaiuri, condimente), prin extractie cu ultrasonare urmatd de analiza gaz
cromatografica cuplata cu spectrometrie de masa (USE-GC/MS).

Problemele tehnice pe care le rezolva inventia sunt:

- Reduce timpul de extractie cu 90% fatd de metodele conventionale

(extractia Soxhlet, SDE) dureaza 10-16 ore;

- Reduce semnificativ cantitatea de solvent utilizat pentru extractie;

Avantajele metodei:

- metoda de extractie USE permite extractia eficienta a compusilor de
aroma (terpene si terpenoide) din probe vegetale complexe cum sunt
plaantele aromate — ceaiuri, condimente, permite obtinerea unor limite de
detectie extrem de scazute, este mai rapida, mai ieftind si scade consumul
de solventi organici toxici comparativ cu metodele conventionale;
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- separarea, identificarea, detectia si cuantificarea analitilor se realizeaza
simultan prin GC-MS pe coloanad capilard polard, in modul SIM
(monitorizarea ionilor selectati), astfel incat metoda analitica propusa de
determinare a celor 22 compusi de aroma in probele de plante aromate
este economica, rapid3, foarte versatila, extrem de sensibila.

Metoda propusé permite determinarea multirezidualad a 22 compusi de aroma
(felandren, terpinen, pinen, acetat de linalil, limonen, eucaliptol, linalol, borneol,
isoeugenol, terpinol, metil-eugenol, elemicin, iso-elemicin, camfen, cimen, camfor,
verbanona, timol, sabinana, carena, mircena, cariofilen) in probe de plante aromate
(ceaiuri, condimente). Metoda folositd la extractia analitior din probe este
ultrasonarea (USE), urmatd de separarea analitilor pe coloana capilara polar3,
identificarea si cuantificarea lor prin spectrometrie de masa in modul SIM, pentru
cresterea sensibilitatii metodei.

Dupa recoltare, proba de plantd aromata a fost omogenizata si s-a supus
extractiei cu ultrasonare. Pentru aceasta, s-a cantarit cu exactitate o masa m la care
s-a adaugat un volum V de metanol.diclormetan:n-hexan, in raport 3:2:1 (v/v), intr-un
flacon de sticla. Flaconul s-a introdus in baia de ultrasonare, mentinand nivelul apei
deasupra nivelului de solvent din flacon si proba s-a supus extractiei ultrasonice timp
de 15..30 min, la temperaturd de 30...60 °C, la o frecventa si putere de 35 kHz si
respectiv 320 W. Dupa sonicare, cele doua faze au fost separate iar cel organic a
fost filtrat prin hartie de filtru care continea o cantitate m de sulfat de sodiu anhidru
(Na2S04) pentru retinerea posibilelor molecule de apa. Filtratele obtinute s-au reunit
intr-un flacon sferic si s-au supus evaporarii la rotavapor, pana la un volum de 1 ml.
Analog s-a preparat o proba blanc, a reactivilor. Analiza probei s-a efectuat prin GC-
MS.

Analiza gaz cromatografica a celor 22 compusi de aroma s-a efectuat prin
injectarea a 1 pl din extrcatul obtinut in inletul gaz cromatografului, in modul
,Splitess”, mentinut izoterm la 260°C. Coloana capilara polara utilizata a fost de tip
TR-WAX, 30 m x 0,32 mm x 0,25 um. Gazul purtator He de inalta puritate, cu un
debit de 1 mi/min. Programul aplicat pentru temperatura coloanei in GC a fost
urmétorul: temperatura initiala este de 50 °C, creste pana la 160 °C cu o rampa de 5
°C/min; de la 160 la 220 °C cu o rampa de 15 °C/min si mentinuta la 220 °C pentru

10 minute. Operarea spectrometrului de masa s-a efectuat in modul SIM pentru cei
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22 analiti, pentru fiecare din acesti alegandu-se ionii de identificare si cuantificare
specifici.

Metoda USE-GC/MS propusa este eficienta pentru determinarea in ultraurme
a 22 compusi de aroma (terpene si terpenoide) in probe de plante aromate (ceaiuri,
condimente). Prin aceastd metoda de extractie (USE) se obtine o metoda mai
eficientd, rapida si avantajoasa ca si cost in comparatie cu metodele de extractie
precum LLE sau SDE, scurtand timpul de preparare a probelor, crescand
sensibilitatea metodei si reducand volumele de solventi organici utilizate.

Parametrii de performanta ai metodei de determinare a celor 22 compusi de
aroma (terpene si terpenoide) in probe de plante aromate, prin USE-GC/MS sunt:

- limitele de cuantificare pentru cei 22 compusi de aroma (terpene si

terpenoide) analiti variaza intre 0,62—-1,95 pg/kag;
- gradele de recuperare pentru cei 22 compusi de aroma (terpene si
terpenoide) analiti variaza intre 92-107 %.

Acesta cerere de brevet a fost realizata cu sprijinul Programului Operational
Sectorial “Cresterea competitivitatii economice® Axa prioritara Il, proiect nr. 1887
INOVA-OPTIMA, cod SMIS-CSNR 49164.
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REVENDICARE

Metoda rapida de determinare in ultraurme a compusilor de aroma (terpene si
terpenoide) din probe de plante aromate (ceaiuri, condimente) prin extractie
ultrasonica si gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa caracterizata
prin aceea cd are la bazad determinarea a 22 compusi de aroma (felandren,
terpinen, pinen, acetat de linalil, limonen, eucaliptol, linalol, borneol, isoeugenol,
terpinol, metil-eugenol, elemicin, iso-elemicin, camfen, cimen, camfor, verbanona,
timol, sabinana, carena, mircena, cariofilen) in probe de plante aromate, prin tehnica
USE-GC/MS, prin extractia cu ultrasunete a probelor cu amestec de solventi
metanol:diclormetan:n-hexan, in raport 3:2:1 (v/v), la temperatura de 30...60 °C, timp
de 15...30 min, urmata de evaporarea extractului si determinarea simultana a celor

22 analiti prin gaz cromatografie cuplata cu spectrometri de masa.
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