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Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
produs ecologic pentru combaterea procesului de
biodeteriorare a unor obiecte de patrimoniu cultural.
Procedeul, conform inventiei, constd in etapele de:
extractie asistanta de ultrasunete a compusilor fenolici
dintr-un material vegetal maruntit de A. sativum, deter-
minarea continutului total de fenoli, flavonoide, tiosul-
fine, determinarea capacitatii antioxidante si identifi-
carea compusilor fenolici prin cromatografie de lichide
de Tnalta performanta si analiza cantitativa si calitativa

a activitatii antimicrobiene, rezultand un produs care
prezinta eficienta antimicrobiana ridicata (concentratii
minime inhibitoriide 7,81...26,33 mg/mL) in combaterea
a 90...91,93% dintre tulpinile de microfungi filamentosi
si bacterii, izolate de pe obiecte de patrimoniu din lemn
si piatra.
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Descrierea brevetului de inventie:

O NOUA SOLUTIE ECOLOGICA BAZATA PE EXTRACT DE ALLIUM
SATIVUM PENTRU COMBATEREA AGENTILOR BIODETERIOGENI AI UNOR
OBIECTE DE PATRIMONIU CULTURAL DIN ROMANIA

elaborat de:

Irina Gheorghe, Viorica Maria Corbu, Sorin Avramescu, loana Cristina
Marinas, Elisabeta Irina Geana, Mariana Carmen Chifiriuc

1. Stadiul tehnicii

Patrimoniul cultural este expus actiunii factorilor climatici si poluantilor din mediu
care pot determina modificdri fizice, chimice sau estetice ce provoacd daune ireversibile
asupra valorii acestuia, fenomen cunoscut sub numele de deteriorare.

Procesul de biodeteriorare este favorizat de capacitatea diferitelor microorganisme,
indeosebi a fungilor microscopici filamentosi, de a forma asociatii de tipul biofilmelor pe
diferite substraturi (de la piatrd pand la hartie) si de a produce alterdiri materialului prin
producerea de metaboliti de tipul acizilor organici, enzimelor, pigmentilor $i micotoxinelor
[Sterflinger si  Pinar, 2013, Appl. Microbiol. Biotechnol., 97(22), 9637-9646.
doi.org/10.1007/s00253-013-5283-1]. Dintre microorganisme, fungii sunt principalii agenti
biologici care cauzeazd biodeteriorarea obiectelor casnice, arhivelor, colectiilor din muzee,
cartilor, materialelor din lemn, textilelor, tablourilor, obiectelor de cult si a altor obiecte cu
importanta istorica de neinlocuit. in timp ce unele specii de fungi produc doar simple pete
cromatice sau decolorarea lemnului, altele pot distruge complet materialul de baza din care
este confectionat obiectul fie ca este vorba de lemn, piatra, tesaturi (Koul si Upadhyay, 2018,
Springer, dol.org/10.1007/978-981-13-0393-7_32). Comunitatile mixte reprezentate de
bacterii si fungi prezintd o capacitate mult mai mare biodegradativa a diferitelor materiale,
comparativ cu speciile izolate, spre exemplu la concentratii scdzute de oxigen, care nu sunt
tolerate de majoritatea fungilor, principali agenti biodeteriogeni raman bacteriile [Kim si
Singh, 2000, IAWA J. 21 (2), 135-155, doi.org/10.1163/22941932-90000241].

Biodeteriorarea duce la o pierdere semnificativd a obiectelor patrimoniului cultural,
justificAnd cercetdrile pentru dezvoltarea unor strategii eficiente de conservare in scopul
prevenirii/limitdrii/combaterii acestui proces. O alternativd ecologicd la substantele
antifungice este utilizarea extractelor vegetale. Numeroase studii au demonstrat ca extractul
de Allium sativum prezintd activitate antimicrobiand (antibacteriand si antifungica) [Khan si
Sharma, 2017, Asian J Pharm Clin Res, 10(4), 207-210], in special datoritd prezentei alicinei
[Panzaru si colab., 2009, Ulster Med J. 78(1), 13-15]. Alicina face parte din clasa
tiosulfinelor. Alti compusi tiosulfinati identificati in literatura de specialitate sunt:
alilmetantiosulfat ~ (3-20%), trans-1-propenil-2-propentiosulfat  (5-18%),  metil-2-
propentiosulfat (1,5-8%), aliltrans-1-propentiosulfat (1,5 —2%), metilmetantiosulfat (1-2%),
trans-1-propenilmetantiosulfat (1-2%) si metil-trans-1-propenentiosulfat (0,5%) [Olech,
2012, Pol J. Food Nutr. Sci., 62(1), 23-29]. Continutul de tiosulfinate din bulbii de A.
sativum depinde de conditiile de cultivare: luminozitate, temperaturd, umiditatea solului
precum si de conditiile de depozitare.
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2. Problema tehnicd pe care inventia actuald o rezolvd constd in impactul negativ al
biofilmelor microbiene polispecifice formate de citre microorganismele colonizatoare ale
obiectelor de patrimoniu cultural tangibil aflate in diferite nivele de conservare.

3. Solutia pe care o propune prezenta inventie este dezvoltarea unei solutii ecologice
de combatere a agentilor biodeteriogeni, bazatd pe extractul vegetal de 4. sativum cu efect
antimicrobian. De noul produs ar putea si beneficieze obiectele de patrimoniu cultural
tangibil din lemn si din piatrd din Romania in eliminarea riscului de colonizare cu agenti
deteriogeni si restabilirea valorii acestor resusrse isorice de neinlocuit.

4. Avantajele inventiei:

Solutia ecologicd de 4. sativum prezintd avantajul cd exercitd efect antimicrobian
asupra agentilor biodeteriogeni ai obiectelor de patrimoniu prin eficienta ridicatd in
combaterea unui numar semnificativ de tulpini de microfungi filamentosi si bacterii testate,
izolate de pe obiecte si clddiri de patrimoniu din lemn si din piatrd, incluse in lista
patrimoniului cultural din jud. Arad, Hunedoara si Bucuresti.

5. Prezentarea pe scurt a figurilor

Fig. 1. Schema generald a solutiei ecologice alternative propuse pentru combaterea
agentilor biodeteriogeni ai obiectelor de patrimoniu cultural tangibil.

Tabelul 1, 2, Fig. 24 si 2B. Caracterizarea solutiei ecologice alternative pe bazd de extract
vegetal de A. sativum.

Fig.3. Reprezentarea grafica a diametrelor zonelor de inhibitie a cresterii a tulpinilor de
microfungi filamentosi (A) si bacterii (B) in prezenta extractului de A. sativum transformate
in unitdti arbitrare.

Fig. 4. Reprezentarea graficd a valorilor medii ale concentratiei minime inhibitorii (CMI)
obtinute la testarea cantitativa a activitatii antimicrobiene a extractului de A. sativum pe
tulpini de microfungi si bacteriene dupd sursa de izolare (4, F) si pe specii (B, C, D, G).

6. Prezentarea in detaliu a trei exemple de realizare a inventiei cu referire la
figuri

EXEMPLUL 1. EXTRACTIA COMPUSILOR FENOLICI, DETERMINAREA
CONTINUTULUI TOTAL DE FENOLI, FLAVONOIDE, TIOSULFINE,
DETERMINAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE SI IDENTIFICAREA
COMPUSILOR FENOLICI PRIN HLPC

S-au cantarit aproximativ 5 g de material vegetal maruntit peste care s-au addugat S0 mL
etanol de concentratie 50%. Amestecul a fost supus extractiei asistatd de ultrasunete la
temperatura camerei. Metoda implicé utilizarea de ultrasunete, cu frecvente ce variaza de la
20 kHz la 2000 kHz, permitdnd liza celulara, favorizdnd extractia de compusi de interes.
Extractul astfel obtinut s-a filtrat si s-a adus la S0 mL cu etanol 50%. Extractul a fost pastrat
la -20°C pana la momentul analizelor.
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Continutul total de fenoli a fost mésurat spectrofotometric conform metodei descrisad
de Singleton si Rossi (1965) cu unele modificéri (Singleton si colab., 1999, Methods in
Enzvmology, 299, 152-178, doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1). Peste 100 uL de
probd sau solutie standard de acid galic s-au addugat 900 pL apd distilatd. Dupd addugarea
reactivului Folin Ciocélteu (100 pL) se agitd 5 minute, dupd care se adaugd 1 mL de Na>COs
7% si s-a adus la un volum final de 2.5 mL cu H>O d.d. Dupd incubare la temperatura
camerei, timp de 60 minute, s-au inregistrat valorile absorbantelor la 765 nm. Curba de
calibrare s-a realizat pentru concentratii de acid galic cuprinse intre 0 — 120 ug/ml.

Continutul total de flavonoide a fost determinat prin metoda clorurii de aluminiu
(Formagio si colab., 2013, BMC Complement Altern Med. 11;13:14. doi: 10.1186/1472-6882-
13-14) ce constd in tratarea a 0.1 mL proba/standard cu 0.1 mL de 10% acetat de sodiu. Peste
acest amestec s-a adaugat 0.12 mL de solutie AICI; 2,5% si s-a adus la un volum final de 1
ml cu etanol 70%. Dupa agitare aceastd solutie a fost ldsatd s stea timp de 45 minute la
intuneric si s-a citit absorbanta amestecului la lungimea de undd, A= 430 nm. Continutul in
flavonoide a fost exprimat in pg quercetin / mL proba. Curba de calibrare s-a realizat pentru
concentratii de quercetin apartinind intervalului 0-200 pg / mL

Continutul total de tiosulfinate (TS) s-a realizat conform literaturii de specialitate
[Gonzalez si colab., 2009, J Agric Food Chem. 11;57(21), 10282-8. doi: 10.1021/jf9018189;
Mansor si colab., 2016, J of Medical und Bioengineering, 5(1), 24-27]. Metoda este bazati pe
reactia colorimetrici a DTNB cu tiosulfinate. S-a realizat un amestec de 625 pL solutie de
cisteind 0,8 mM cu 375 pL de extract de usturoi sau apa distilata (martor). Dupa agitare s-au
pastrat 10 minute la temperatura camerei. S-au luat 200 pL de solutie de extract/ cisteind sau
apa distilata / cisteind si s-a addugat 800 pL de DTNB 200 uM care a fost preparatd in
tampon Hepes 50 mM (pH: 7,5). Proba de control s-a realizat prin adaugarea a 200 pL. de apa
in 800 puL DTNB in absenta cisteinei. Dupa agitare, tuburile au fost lasate 10 minute.
Absorbanta a fost masurata la 412 nm, iar concentratiile de tiosulfinat au fost calculate
tinandu-se cont de € = 14150 M x cm™.

Identificarea compusilor fenolici
Determinarea continutului de polifenoli s-a realizat prin UHPLC-MS/MS cu ionizare ESI,
folosind un spectrometru de masd de inaltd rezolutie Q Exactive™ Focus Hybrid
Quadrupole-OrbiTrap (ThermoFisher Scientific) echipat cu HESI, cuplat la un cromatograf
de lichide de inalta performantd UltiMate 3000 UHPLC (ThermoFisher Scientific). Separarea
cromatograficd s-a realizat pe o coloand Kinetex® C18 (100 x 2.1 mm, diametrul particulelor
de 1.7 pm), la o temperaturd de 30 °C. Faza mobila: A — apa cu 0.1% acid formic si B —
methanol cu 0.1% acid formic, elutia in gradient la un debit cuprins intre 0.3-0.4 mL/min.
Spectrul de masa s-a inregistrat in modul de ionizare negativa intr-un domeniul cuprins intre
100-800 m/z, la o rezolutie de 70.000. Azotul a fost folosit ca gaz de coliziune si gaz auxiliar
la un debit de 11 si respectiv 48 unitéti arbitrare. Tensiunea aplicatd a fost de la 2,5 kV si
temperatura capilard a fost de 320 ° C. Energia celulei de coliziune a variat intre 30 eV si 60
eV. Datele au fost achizitionate si procesate folosind pachetul software Xcalibur (Versiunea
4.1). Calibrarea s-a realizat in intervalul de concentratie 50 - 1750 pg / L pentru fiecare dintre
acizii fenolici si flavonoizi, prin diluarea in serie cu methanol a amestecului standard de
concentratie 10 mg/L [Marinas si colab, 2021, /nternational Journal of Molecular Science.
22,33, doi: https://doi.org/10.3390/ijms22010033].
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Identificarea compusilor cu sulf

Determinarea continutului de tiosulfine s-a realizat prin UHPLC-MS/MS cu ionizare ESI,
dupd o metodd adaptatdi adaptatd [Sut si colab, 2020, Molecules, 25(12), 2837, doi:
https://doi.org/10.3390/molecules25122837], folosind un spectrometru de masd de inaltd
rezolutie Q Exactive™ Focus Hybrid Quadrupole-OrbiTrap (ThermoFisher Scientific)
echipat cu HESI, cuplat la un cromatograf de lichide de inaltd performantd UltiMate 3000
UHPLC (ThermoFisher Scientific). Separarea cromatograficd s-a realizat pe o coloand
Kinetex® C18 (100 x 2.1 mm, diametrul particulelor de 1.7 pm), la o temperaturd de 30 °C.
Faza mobila: A — apd cu 0.1% acid formic si B — acetonitril, elutia In gradient la un debit
cuprins intre 0.4 mL/min. Spectrul de masa s-a inregistrat in modul de ionizare pozitiv intr-un
domeniul cuprins intre 80-1200 m/z, la o rezolutie de 70.000. Azotul a fost folosit ca gaz de
coliziune si gaz auxiliar la un debit de 11 si respectiv 48 unititi arbitrare. Tensiunea aplicata a
fost de la 2,5 kV si temperatura capilara a fost de 320 © C. Energia celulei de coliziune a
variat intre 30 eV si 60 eV. Datele au fost achizitionate si procesate folosind pachetul
software Xcalibur (Versiunea 4.1). Pentru identificarea compusilor din extract s-au consultat
baze de date spectrale de referintd precum ChemSpider (www.chemspider.com).

Activitatea antioxidanti

a. DPPH: Masurarea activititii de captare a radicalului DPPH (1,1,-difenil-2-picrilhidrazil) a
fost efectuatd printr-o metodd adaptatd [Madhu, 2013, Asian J of Pharmaceutical and
Clinical Research, 6(2)]. Amestecul de reactie a constat in addugarea a 100 pl de
probd/standard si 100 pl de solutie de radical DPPH 0,3 mM in etanol 50%. Cand DPPH
reactioneazd cu un compus antioxidant, care poate dona hidrogen, acesta este redus, fapt care
duce la virarea culorii de la violet la galben deschis. Citirea absorbantelor s-a realizat la
A=517 nm dupa 30 min de reactie, folosind un spectrofotometru UV-VIS. Ca martor s-a
utilizat etanol. Concentratiile utilizate pentru curba de calibrare cu Trolox au fost: 50 - 0 uM.
b. Metoda CUPRAC se bazeaza pe reducerea unui complex cupric, neocuproina (Cu (II)-
Nc) de catre antioxidanti in forma cuproasd (Cu (I)-Nc). Reducerea ionului cupric
(CUPRAC) s-a realizat conform unei metode adaptate [Meng si colab.,2011, Food Rescarch
International, 44(9), 2830-2836, doi: 10.1016/j.foodres.2011.06.032], astfel: s-au amestecat
20 pL de probé/solutii standard de diferite concentratii cu 60 uL. CuSO4 (5 mM), neocuproina
60 puL (3,75 mM) si apa distilatd (560 pL), ajungandu-se la un volum final de 700 pL. Dupa
30 de minute, absorbanta a fost masuratd la 450 nm. Solutiile standard de Trolox necesare
pentru curba de calibrare s-au preparat dintr-o solutie stoc de 5 mM, iar concentratiile luate in
lucru au fost intre: 1 - 0 mM.

c¢. Metoda FRAP se bazeazd pe abilitatea antioxidantilor de a reduce complexul
tripiridiltriazina - Fe** (Fe(Ill)-TPTZ) la complexul tripiridiltriazinai-Fe** (Fe(II)-TPTZ) de
coloratie albastrd, avind ca mecanism de reactie cedarea de electroni de citre antioxidant.
Determinarea puterii antioxidante de reducere a fierului s-a realizat prin metoda descrisd de
Benzie si Strain in 1996 cu unele modificari. S-au preparat urmatoarele solutii: tampon acetat
de 300 mM, pH 3,6, solutia stoc de 10 mM TPTZ in 40mM HCI si solutia de 20mM FeCl;
in apd. Se prepard reactivul FRAP prin amestecarea a 10 parti de solutie tampon acid acetic —
acetat de sodiu 300 mM, pH 3,6 cu o parte solutie TPTZ 10mM si o parte solutie de FeCls
20mM (10:1:1). Reactivul FRAP este preparat zilnic (cu exceptia solutiei tampon) si tinut pe
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baie de apd la 37°C. La 15 pL probéd/ solutia standard, 285 pL reactiv FRAP si se incubeazi
timp de 30 minute la 37°C la intuneric. Dupd incubare se citeste absorbanta la A= 593 nm.
Trolox este folosit ca substantd standard, curba de calibrare fiind trasatd pentru intervalul de
concentratii 50 + 250 uM Trolox/mL, pornind de la o solutie stoc de Trolox 10 mM.

Totalul de compusi fenolici obtinuti este inclus in intervalul de concentratii
identificate in literatura: 28.35 mg GAE/g (Chhouk si colab., 2017, Chemical Engineering
and Processing: Process Intensification, 117, 113-119, doi.org/10.1016/j.cep.2017.03.023),
0.44 mg GAE/g [Chekki si colab., 2014, Mediterrancan J of Chemistrv, 3(4), 947-956,
doi.org/10.13171/mjc.3.4.2014.09.07.11]. Continutul in flavonoide se coreleazd cu datele de
literaturd incadrandu-se in limitele 42,45 — 18,23 ug echivalenti rutin / g [Trifunschi si colab.,
2015, International Current Pharmaceutical J, 4(5), 382-385,
https://doi.org/10.3329/icp).v4i5.22861] sau 0,132 — 0,0042 mg echivalent quercetin/g
[Chekki si colab.,, 2014, Mediterranecan J of Chemistry, 3(4), 947-956,
doi.org/10.13171/mjc.3.4.2014.09.07.11]

Determinarea continutului de compusi organosulfurici s-a realizat printr-o metoda
indirectd ce are la baza reactia dintre L-cisteina si DTNB formandu-se NTB ce se determind
prin citirea absorbantei la 412 nm cu un coeficient de extinctie molard de 14150 pentru
anionul NTB. Continutul de compusi organosulfurici este mai scidzut fatd de datele raportate
pand in prezent [Gonzalez si colab., 2009, J Agric Food Chem. 11;57(21), 10282-8. doi:
10.1021/jf9018189] . In general, tiosulfinatele, inhiba dezvoltarea microorganismelor datoriti
grupidrilor -S (O) -S-, care reactioneaza cu grupdrile -SH din constitutia proteinelor celulare
formand disulfuri mixte. Activitatea antimicrobiand a tiosulfinelor poate fi inhibatd de
compusii sulfhidrilici, cum ar fi cisteina. Eficacitatea extractului alcoolic de usturoi este daté
de usurinta prin care moleculele trec prin membranele celulare si reactioneaza la nivelul
legéturilor tiol din aminoacizi [Chekki si colab., 2014, Mediterranean J of Chemistry, 3(4),
947-956, doi.org/10.13171/mjc.3.4.2014.09.07.11]. Atat compusii fenolici, cat si compusii
organosulfurici sunt componenti bioactivi cu puternic efect antioxidant, captarea radicalilor
fiind dependentd de doza, putand actiona ca prooxidanti in concentratii ridicate.

Rezultatele activitdtii antioxidante sunt usor diferite si se pot datora diferentelor dintre
principiile metodelor care evidentiazi inactivarea radicalilor liberi (Santos-Sanchez si colab.,
2019, IntechOpen, doi.org/10.5772/intechopen.85270). Se poate observa cd acest extract
prezintd o capacitate reducatoare mai pronuntatd prin metoda DPPH, comparativ cu metodele
CUPRAC si FRAP. Rezultatele obtinute pentru continutul total de polifenoli si activitatea
antioxidanta prin diferitele metode sunt redate in tabelul 1.

Cromatograma obtinutd in urma analizei UHPLC-MS/MS a extractului de 4. sativum
este prezentatd in figura 2A. Concentratiile principalilor compusi identificati (acid galic, acid
3, 4-hidroxibenzoic, acid 4-hidroxibenzoic, catechind, acid clorogenic, acid cafeic, epi —
catechind, acid siringic, acid vanilic, acid p-cumaric, acid ferulic, naringenind, hesperidina,
rutina, resveratrol, acid elagic, acid abscisic, acid cinamic, quercitina, kaemferol,
1sorhamnetin, apigenina, pinocembrina, cryosina, galangina, pinostrobina) in concordanta cu
standardele existente sunt prezentate in tabelul 2. Compusii identificati si cuantificati sunt
raportati in studiile de specialitate anterioare ca avand activitate antimicrobind, implicit
antifungicd, independenta la concentratii mai mari decat cele obtinute prin prezentul procedeu
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de extractie (Martinez si colab., 2017, Pestic Biochem Physiol, 140, 30-35,
doi.10.1016/j.pestbp.2017.05.012; Zhu si colab., 2019, Physiol Mol Plant Pathol, 107, 46-50,
, Carvalho si colab., 2018, S Afr J Bot, 114, 181-187, doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.010)
insa efectul sinergic al acestor compusi inhiba atit germinarea sporilor cat si dezvoltarea
miceliului fungilor microscopici filamentosi implicati in biodeteriorarea obiectelor din
patrimoniul cultural al Romaéniei.

In fig 2B este redatd cromatograma obtinuti pentru separarea compusilor tiosulfinici
care ulterior au fost identificati prin spectrometrie de masa. S-au identificat 5 compusi: aliin,
gama-glutamil-S-metilcisteind, = gamma-glutamil-(S)-alilcisteind,  gama-glutamil-S-trans-
propenilcisteina si alicind. Acesti compusi sunt considerati responsabili de proprietatile
antimicrobiene. Reactivitatea tiosulfinatelor fatd de grupdrile tiolice reprezintd componenta
importanti a activititii antimicrobiene. In cazul aliicinei, pe langa faptul ci este redox activ,
aceasta este destul de lipofild si permite permeabilizarea membranelor celulare. Diverse studii
au evidentiat cd alicina este capabild sd formeze pori tranzitorii in membranele artificiale si
bio-membrane [Miron si colab., 2000, Biochim. Biophys. Acta 1463, 20-30; Gruhlke si
colab., 2015, Biochim. Biophys. Acta (BBA) 1850, 602-611; Leontiev si colab., 2018,
Scientific Reports, 8, Article ID: 6763]. Desi mecanismul de actiune al compusilor
organosulfurici nu a fost inca pe deplin elucidat, principalul efect antimicrobian ar putea sa se
datoreze interactiei cu grupdrile tiolice prezente in enzimele implicate in metabolismul
microbian, cum ar fi succinat dehidrogenazi, alcool dehidrogenaza, tioredoxin reductaza,
ureaze si alti (Sorlozano-Puerto si colab., 2021, Pharmaceuticals 14, 21).

EXEMPLUL 2. ANALIZA  CALITATIVA A ACTIVITATII
ANTIMICROBIENE A EXTRACTULUI DE A. SATIVUM ASUPRA TULPINILOR
DE MICROFUNGI FILAMENTOSI SI BACTERII IZOLATE DOI ANI
CONSECUTIV (2018 SI 2019) DIN BISERICI DE PATRIMONIU DIN JUD. ARAD,
HUNEDOARA S1 BUCURESTI

Screening-ul calitativ al activitdtii antimicrobiene a extractului vegetal s-a realizat
folosind o metoda disc-difuzimetrica adaptatd. Astfel, suspensii standardizate (1McFarland)
ale tulpinilor de microfungi (n=152 tulpini) apartinand speciilor Penicillium chrysogenum, P.
corylophylum, P. expansum, P. digitatum, Aspergillus niger, A. flavus, A. clavatus, A.
nidulans, A. ochraceus, A. versicolor, A. ustus, A. sydowi, Rhizopus oryzae, T. orientale,
Byssochlamys spectabilis, Alternaria alternata, Purpurelocinum lilacinum, Fusarium
proliferatum, F. cerealis culmorum group, Cladosporium sp., si 0.5 McFarland in cazul a 62
de tulpini bacteriene apartindnd speciilor B. pumilus, B. megaterium, B. cereus, B.
mojavensis, B. atrophaeus, B. subtilis, B. endophyticus, B. thuringiensis, A. aurascens, A.
globiformis, A. bergeri, P. abietaniphila, P. koreensis si R. erythropolis au fost distribuite in
panza pe mediu agarizat (Potato Dextrose Agar=PDA si Mueller Hinton Agar=MH) iar
extractul vegetal in etanol (100 mg/mL) au fost distribuite sub formad de spot. Placile
inoculate au fost incubate timp de 5-7 zile la temperatura camerei / 24h la 37°C, rezultatul
pozitiv fiind indicat de aparitia unei zone de inhibitie a cresterii culturii microbiene in
vecindtatea spotului contindnd solutia de extract vegetal. Diametrul zonei de inhibitie a fost
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convertit in unitdti arbitrare: ,,0” indicand lipsa activitatii antifungice, valoarea ,.1” fiind
atribuita intervalului 1-10 mm, ,,2” pentru zonele de inhibitie a cresterii cu dimensiunea
diametrului cuprinsa intre 11 si 20 mm, ,,3” pentru zonele de inhibitie cu diametru cuprins in
intervalul 21-30 mm respectiv ..4” pentru zonele de inhibitie a cresterii mai mari de 31 mm.

Rezultatele screening-ului calitativ al activitatii antimicrobiene a extractului vegetal
de A. sativum pe 152 tulpini de microfungi (figura 3A) a demonstrat eficienta foarte ridicata
pentru majoritatea tulpinilor testate (90%). Ca si in cazul microfungilor screening-ul calitativ
al activitatii antimicrobiene a extractului vegetal de 4. sativum pe tulpini bacteriene (n=62) a
demonstrat eficienta foarte ridicatd in cazul majorititii tulpinilor testate (91.93%), efectul
nefiind datorat solventului, rezultatele fiind evidentiate in figura 3B.

EXEMPLUL 3. ANALIZA CANTITATIVA A  ACTIVITATII
ANTIMICROBIENE A EXTRACTULUI DE A. SATIVUM ASUPRA TULPINILOR
DE MICROFUNGI FILAMENTOSI SI BACTERII TESTATE ANTERIOR PRIN
METODA CALITATIVA

Pentru evaluarea cantitativdi a activititii antimicrobiene s-a utilizat metoda

microdilutiilor seriale binare. in acest caz, s-au realizat dilutii seriale binare ale solutiilor de
nanoparticule in mediu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 / MH Broth in volum
final 100 pL. Ulterior, fiecare godeu a fost inoculat cu suspensie fungicd/bacteriana de
aproximativ 0.4-5 x 10° UFC/mL. Monitorizarea cresterii s-a realizat prin determinarea
densitétii optice la 620 nm dupa 5-7 zile de incubare la temperatura camerei / 24h la 37°C.
Concentratia minima inhibitorie a fost stabilitd ca fiind cea mai mica concentratie care a
inhibat complet dezvoltarea culturii fungice.
Rezultatele testarii cantitative a activitatii antimicrobiene a extractului de A. sativum pe
tulpinile de microfungi izolate de pe obiecte de patrimoniu au demonstrat cd cele mai
susceptibile au fost tulpinile provenite de pe hartie (CMI = 7.81 mg/mL) iar cele mai
rezistente au fost tulpinile izolate de pe materiale textile si piatrd (CMI = 26.33 si 22.46
mg/mL), rezultatele fiind cuprinse in figura 4A. In ceea ce priveste distributia pe specii
susceptibilitatea cea mai mare a fost inregistratd in cazul tulpinilor apartinidnd speciilor
Byssochlamys spectabilis, Cladosporium sp., si T. orientale iar la polul opus s-au situat
tulpinile apartinand genurilor Alternaria, Penicillium $1 Aspergillus, rezultatele fiind
prezentate in figura 4B. Rezultatele au demonstrat cad extractul vegetal de A. sativum a
prezentat activitate antimicrobiand pe tulpinile apartinand genurilor predominant izolate de pe
obiectele de patrimoniu cultural (Pernicillium sp. si Aspergillus sp.) (fig. 4C si 4D) cu
eficientd mai ridicata asupra tulpinilor de 4. versicolor (CMI = 4.16 mg/mL).

Rezultatele testarii cantitative a activititii antimicrobiene a extractului de 4. sativum
pe tulpinile bacteriene analizate anterior la screening-ul calitativ au demonstrat ca cele mai
sensibile au fost tulpinile provenite din colectiile Muzeului Taranului Roman din Bucuresti
(CMI = 3.64 mg/mlL) iar cele mai rezistente cele izolate de pe picturi murale (CMI = 12.5
mg/mL), rezultate prezentate in figura 4F. Sensibilitatea cea mai mare in ceea ce priveste
distributia pe specii bacteriene a fost detectatd in cazul tulpinilor apartinand speciilor R.
erythrophyllus si B. thuringiensis (CMI = 3.12 mg/mL), rezultatele fiind incluse in figura 4G.
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REVENDICARILE INVENTIEI

1.

Procedeu de obtinere si caracterizare a solutiei ecologice de combatere a bacteriilor si
microfungilor biodeteriogeni bazati pe extractul vegetal de 4. sativum.

Produs obtinut conform revendicdrii 1 caracterizat prin aceea cd prezintd eficientd
antimicrobiand ridicatd (concentratii minime inhibitorii cuprinse intre 7.81 si 26.33
mg/mL) in combaterea unui procent semnificativ (90-91,93%) dintre tulpinile de
microfungi filamentosi (152) si bacterii testate (62) testate, izolate de pe obiecte si
cladiri de patrimoniu din lemn si din piatrd, incluse in lista patrimoniului cultural din
jud. Arad, Hunedoara si Bucuresti.

15
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Figuri explicative pentru inventie
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Solvent de extractie
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Fig. 1. Schema generala a solutiei ecologice alternative in combaterea agentilor biodeteriogeni ai obiectelor de

patrimoniu cultural tangibil.

Tabelul 1. Rezultatele obtinute pentru continutul total de polifenoli si activitatea antioxidanta prin diferite

TPC (mg GAE/g)

metode.

0.95+£0.011

Flavonoide (ug quercetin/g)

| 6433+ 12,11

Totalul de tiosulfine (mM)

71,043 + 0,013

DPPH (uM Trolox/mL) | 66.39 +5.50
CUPRAC (uM Trolox/mL) 52.25 £ 3.01
FRAP (uM Trolox/mL) 4351149
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Figura 2A. Cromatograma obtinutd pentru separarea compusilor fenolici din extractul de A. sativum prin U-
HPLC utilizand un sistem de detectie ESI- Quadrupole-OrbiTrap MS pe modul de ionizare negativa.

Tabelul 2. Concentratiile compusilor identificati in extractul lichid.

Clasa de compusi Compus identificat Timp de retentie Concentratie \
(min) (ng/mL) }
|
Acid 4-hidroxibenzoic 4,92 4 ]
|
Acid vanilic 8,27 65,2 '
Acid galic 0,81 0,4
Acizi fenolici C1-C6 |
Acid siringic 8,04 7.2
|
' Acid 3.4-dihidroxibenzoic 1,50 0,8
\
’ Total 77,6
Acid p-cumaric - 8,60 1,2
' Acid cafeic 7,67 6.4
. e
Acid ferulic 8,82 18,8
Acizi fenolici C6-C3 - !
Acid cinamic 10,35 7.6 i
Acid clorogeﬁic 7,54 0,8 '
Dimer al acidului galic ' Acid elagic 9,69 13,2
1 Catechina 6.46 nd '
Flavan-3-ol
Epicatechina 7,96 41,2
Pinocembrin 12,71 1,6
Flavanone
Pinostrobin 14,91 2.8
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Crysin 13,51 3,6 |
Flavone ‘
Apigenin 11,65 4.4
Quercetin 10,75 0.8 ;
|
[sorhamnetin 11,81 9.6
|
Flavonoli Kaempferol 11,68 2,8
Galangin 13,75 2.8 1
Rutin 9,41 10
|
Heterozide cu nucelu Hesperidin 9,33 14
flavonoidic ‘ Naringin 9,22 3.6
Stilbenoide (C6-C2-C6) Resveratrol 9,46 0,8
Hormoni Acid abscisic 10,05 2.4
sesquiterpenoidici
wd |1 E:_ il
- 1. Ailiin
s 2. GammaglutamyS-methylcysteine
70 3. Gammaglutamyt (Spllylcysteine
on 4. GammaglutamyS-transpropenyt cysteine
5. Allicine
:
‘;' 60
H ;
é a6 .

o
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Fig. 2B. Cromatograma obtinuta pentru separarea compusilor organosulfurici din extractul de 4. sativum prin
U-HPLC utilizand un sistem de detectie ESI- Quadrupole-OrbiTrap MS pe modul de ionizare pozitiva.

10



Nr de tulpini de fungi testate
— N w e wu [ex} ~ (o] Vo]
o o © © © & © o & o
I
1

Extract

Unitat

Compusi testati

00

Solvent

RO 135135 A0

arbitrare

® (0) fara activitate
inhibitorie

® (1) 1 diametru 1-10 (mm)
® (2) diamentru 11-20
(mm)

m (3) diametru 21-30 (mm)

m (4) diametru 31-40 (mm)

Figura 3A. Reprezentarea grafica a diametrelor zonelor de inhibitie a cresterii a celor 152 de tulpini de
microfungi filamentosi in prezenta extractului de 4. sativum transformate in unitati arbitrare.
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Figura 3B. Reprezentarea grafica a diametrelor zonelor de inhibitie a cresterii a celor 62 de tulpini bacteriene in

prezenta extractului de A. sativum transformate in unitati arbitrare.
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Figura 4A. Reprezentarea grafica a valorilor medii ale CMI obtinute la testarea cantitativad a activitatii

antimicrobiene a extractului de 4. sativum pe tulpini de microfungi dupa sursa de izolare.
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Figura 4B. Reprezentarea grafica a valorilor medii ale concentratiei minime inhibitorii (CMI) obtinute la
testarea cantitativa a activitatii antimicrobiene a extractului de 4. sativum pe tulpini de microfungi pe specii.

12



RO 135135 A0 )

m Extract de A.
sativum

< Valori medii ale CMI (mg/mL)
C

Tulpini de Penicillium sp. analizate

4C

! __ 60
| -
| £
e |
. E

=40 — — ‘
‘ =

[} \

o 30 +—

i

o
‘ QE) 200 — W Extract }
BUI e NN .
, ® sativum |

[o]
. s 0 [ _ ‘ .

N o & 8% & R N ®©
\\o“ O ° & O ' \\\\p 0& . a>Q\O
™ Qé‘? f;\ ™ ™ Q@ od\\ Q&
. . Lo
» Tulpini de Aspergillus??ﬁ. analizate
4D

Figura 4. Reprezentare graficd a valorilor medii ale CMI obtinute la testarea cantitativa a activitatii
antimicrobiene a extractului de 4. sativum pe tulpini apartinand diferitelor specii ale genului Penicillium (C) si
Aspergillus (D).
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Figura 4F. Reprezentarea grafica a valorilor medii ale CMI obtinute la testarea cantitativa a activitatii
antimicrobiene a extractului de A. sativum pe tulpini bacteriene dupa sursa de izolare.
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Figura 4G. Reprezentarea grafica a valorilor medii ale CMI obtinute la testarea cantitativa a activitatii
antimicrobiene a extractului de A. sativum pe tulpini bacteriene dupa specie.
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