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Introducere

Dintotdeauna plantele au constituit o sursa de hrana, dar si ,,farmacia naturii” pentru
oameni si animale, acestea continand o bogatie de compusi biologic activi. Astfel, foarte multe
remedii utilizate din vremuri imemoriale in medicina traditionala au fost puse in valoare prin
studierea compozitiei chimice, separarea compusilor cu proprietati biologic active si demonstrarea
proprietatilor lor farmacologice. Delta Dundrii, ca urmare a interactiunii dintre fluviul Dunarea si
Marea Neagra, prezinta un interes stiintific deosebit datoritd resurselor sale naturale regenerabile.
Conditiile actuale existente in Delta Dundrii au condus la dezvoltarea unei vegetatii acvatice
diversificata, deosebit de bogata in specii. Printre acestea se numara si specia Nymphaea alba (N.
alba) [1, 2].

Diversi metaboliti secundari din clasa peptidelor, alcaloizilor, flavonoidelor, acizilor
fenolici, terpenelor, steroizilor si a taninurilor au fost descoperiti ca fiind prezenti in plantele
acvatice. Acesti compusi sunt utilizati pe scara larga ca agenti antioxidanti, antiinflamatori,
antitumorali, dar si ca antibiotice si antivirale [3, 4]. Numeroase studii arata ca aproximativ 80 %
din populatia lumii foloseste si medicina traditionald, astfel ca cercetatorii studiazd compusii
biologic activi din surse naturale si obtin noi produsi de semisinteza mai potenti terapeutic. De-a
lungul anilor acesti compusi naturali s-au identificat a fi instrumente valoroase in lupta atat
impotriva bolilor cronice, cat si impotriva bolilor infectioase. Plantele acvatice au o istorie lunga
si bogata in acest domeniu, speciile din familia Nymphaeaceae fiind utilizate in medicina
traditionala pentru a preveni, ameliora si/sau trata diferite maladii, cum ar fi diabet, boli
cardiovasculare, boli inflamatorii, boli tumorale si altele [5, 6, 7, 8]. Potentialul terapeutic al
acestor specii acvatice a fost recunoscut in industria farmaceutica datoritd cotinutului bogat de
compusi cu importantd biologica, utilizati in obtinerea medicamentelor pentru tratarea bolilor
tropicale si orfane [9].

Este dovedit stiintific faptul ca plantele acvatice contin compusi chimici cu proprietati
biologic active. Specia N. alba prezinta un continut bogat de compusi fitochimici din clasa
polifenolilor, inclusiv acizi fenolici, flavonoide, taninuri, dar si alcaloizi, terpenoide, steroli si alte
clase de compusi organici [5-8, 10, 11, 12]. Tn ultimile studii de cercetare, realizate in vitro, sunt
prezentate cu succes rezultate referitoare la potentialul puternic antioxidant si antibacterian datorat
compusilor polifenolici prezenti in specia N. alba, printre acestia numarandu-se acidul galic, acidul
protocatehic, acidul siringic, quercetina, apigenina sau luteolina [7, 8, 11, 13, 14, 15]. Din specia
N. alba au fost separati si identificati prin diferite tehnici analitice mai multi compusi care apartin
clasei polifenolilor [6, 7]. Dintre acestia, flavonoidele prezinta o varietate de functii in plante, in
principal ajutand la cresterea acestora in timpul stresului fiziologic si furnizeaza foto-protectie prin
activitatea lor antioxidanta [16, 17]. Flavonoidele sunt considerate a fi cea mai proeminenta clasa
de metaboliti secundari din speciile acvatice plutitoare [18]. Printre acestea, quercetina, naringina
si apigenina au fost studiate pentru activitatea lor antitumorala dovedindu-se active Tmpotriva
tumorilor ovariene [19].

Prin urmare, studiul plantele acvatice, datorita potentialului lor de a produce compusi
bioactivi, este Tn continuare un domeniu de interes pentru a identifica noi surse potentiale si
valoroase de compusi cu proprietati farmacologice [4, 20]. Astfel, scopul acestei teze de doctorat
este de a pune in valoare planta acvatica N. alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, din
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perspectiva evidentierii compusilor chimici importanti, a descoperirii unor noi proprietati biologic
active, dar si in descoperirea de noi molecule organice cu importanta pentru industria farmaceutica
sau industria alimentara si aducand beneficii societatii umane si contribuind la Tmbunatatirea
calitatii vietii.

Teza de doctorat intitulata ,,Caracterizarea chimica si studiul activitatii biologice a unor
compusi prezenti in specia Nymphaea alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii” cuprinde zece
capitole, un capitol in care este prezentat stadiul actual al cunoasterii si care cuprinde date din
literatura de specialitate despre compozitia chimica a speciei de nufar studiate precum si diverse
proprietati biologic active ale acesteia, respectiv noua capitole in care se prezinta, pentru prima
datd, contributia originala referitoare la compozitia chimica si proprietatile biologice ale speciei
acvatice N. alba.

Teza de doctorat reprezinta un studiu complex si inedit care a avut ca obiective principale:

K3 Extractia utilizand diferite metode si separarea pentru prima dati a compusilor biologic
activi din diferite parti anatomice (fruct, floare, frunza, tulpina si radacina) de N. alba din
Rezervatia Biosferei Delta Dunarii;

£3 Utilizarea tehnicilor moderne de analiza, cromatografia de gaze si cromatografia de lichide,
cuplate cu spectrometria de masa, pentru separarea si identificarea pentru prima data a
compusilor biologic activi din fruct, floare, frunza, tulpind si radacina de N. alba din
Rezervatia Biosferei Delta Dunarii;

K3 Identificarea si cuantificarea unor clase importante de compusi organici (clorofile,
carotenoide, polifenoli) din fruct, floare, frunza, tulpina si radacind de N. alba din
Rezervatia Biosferei Delta Dunarii prin metode spectrofotometrice;

K3 Identificarea si cuantificarea unor macro si microelemente din fruct, floare, frunza, tulpini
si radacind de N. alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, prin tehnica ICP-OES si
AAS;

K3 Evaluarea pentru prima dati a potentialului antioxidant al diferitelor extracte de fruct,
floare, frunza, tulpina si radacina de N. alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, prin
diferite metode spectrofotometrice (DPPH, ABTS, FRAP, BCB) si electrochimice (CV);

K3 Evaluarea pentru prima data a proprietitilor antibacteriene si antifungice a compusilor
biologic activi din diferite parti anatomice de N. alba din Rezervatia Biosferei Delta
Dunrii;

K3 Evaluarea pentru prima data a potentialului toxic si citotoxic al compusilor biologic activi
din diferite parti anatomice de N. alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, asupra
germindrii cariopselor de grau si a celulelor umane sanatoase;

K3 Evaluarea pentru prima data a proprietitilor antitumorale ale compusilor biologic activi din
diferite parti anatomice de N. alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii;

£2 Sono-biosinteza AuNPs utilizand extracte de N. alba si caracterizarea si evaluarea
proprietatilor biologice ale nanoparticulelor obtinute.

Originalitatea tezei de doctorat reiese analizand datele din literatura de specialitate in care
nu s-a gasit pand in prezent nici un studiu mai amplu cu privire la analiza compozitia chimice si a
potentialului biologic activ al celor cinci parti anatomice ale speciei N. alba (fruct, floare, frunza,
tulpina si radacind) din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, si pentru prima data obtinand prin
biosintezd AUNPS cu proprietati biologic active.
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PARTEA L. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Capitolul 1 Caracterizarea speciei acvatice studiate

1.2 Descrierea speciei acvatice

Specia N. alba sau N. occidentalis, cunoscuta si
sub numele popular de nufar alb european sau trandafirul
de apa alb (Figura 1.1), este una dintre cele mai
atragatoare plante acvatice din genul Nymphaea. Specia
N. alba este o plantd acvatica perend care apartine
subgenului Nymphaea, genul Nymphaea, subfamilia
Nymphaeoideae, familia Nymphaeaceae si ordinul
Nymphaeales [6-8, 10-13, 21, 22, 23].

Figura 1.1. Specia N. alba din
Rezervatia Biosferei Deltei Dunarii

1.3 Compozitia chimica a speciei acvatice

Compusii bioactivi prezenti in speciile din genul Nymphaea, apartin mai multor clase de
compusi organici, precum acizi fenoli, flavonoide, proantocianidine, antocianidine, taninuri,
lignani, alcaloizi, antrachinone, saponine, terpenoide, steroli, esteri, zaharide (zaharuri
reducdtoare, glicozide si polizaharide), aminoacizi si proteine, hidrocarburi alifatice superioare,
fiind dovedit stiintific faptul ca diferite parti componente ale plantelor contin compusi chimici
diferiti [24, 25, 26, 27, 28].

1.4 Importanta speciei acvatice studiate
1.4.1 Aplicatii in medicina traditionala

Studiile de cercetare anterioare au demonstrat utilizarea speciilor Nymphaea in medicina
traditionald pentru tratarea unor afectiuni diverse, precum acnee, adenopatie, rectocolita ulcero-
hemoragica, arsuri, tumori, raceli, tuse, dermatoza, diaree, dizenterie, gripa, efelide (pistrui),
furunculi, gonoree, inflamatii ale gatului, leucoree, nefroza, dureri de dinti, stomatita, tuberculoza,
uteroza, vaginoza, diabet sau boli cardiovasculare. Anumite specii de nufar prezintd efecte
tranchilizante si antiparazitare [10, 29, 30, 31].

1.4.2 Proprietatile farmacologice

Familia Nymphaeaceae constituie o sursa importantd de antioxidanti, fiind cunoscuta si
pentru proprietdtile sale antibacteriene, antitumorale, antihelmintice, hipolipomiante,
antihepatotoxicesi antidiabetice [5, 6, 14, 32, 33, 34]. Unele studii in vivo ale speciei N. alba au
raportat ca aceasta planta prezinta diferite activitati biologice, precum antidiabetice, analgezice,
antidiareice, hepatoprotective, antioxidante si antiinflamatorii, de inhibare a a-glucozidazei, de
inhibare a stresului oxidativ, activitate anxiolitica si efect anticarcinogen. Studiile in vitro au
raportat cu succes activitati antioxidante si antibacteriene importante [7, 8, 11, 13-15].
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PARTEA II. CONTRIBUTII PERSONALE

Obiectivele tezei de doctorat

Obiectivul general al tezei de doctorat ,,Caracterizarea chimica si studiul activitatii

biologice a unor compusi prezenti in specia Nymphaea alba din Rezervatia Biosferei Delta
Dunarii” a fost identificarea si caracterizarea compusilor chimici din diferite parti anatomice de
nufar, cum ar fi fruct, floare, frunza, tulpina si radacina si evidentierea unor activitati biologice a
compusilor biologic activi identificati in specia N. alba.

=

L

Obiectivele specifice propuse au fost urmatoarele:

Prelevarea materialului vegetal din Rezervatia Biosferei Delta Dundrii si pregatirea
preliminara a esantioanelor;

Caracterizarea materialului vegetal cu ajutorul unui microscop inversat Zeiss AXxio
Observer Z1;

Extractia compusilor biologic activi din specia N. alba prin trei metode de extractie:
extractie simpla asistata de ultrasunete, extractie multipla cu extractorul Soxhlet si extractie
simpla cu agitare mecanica,;

Analiza cromatografica a compusilor biologic activi din specia N. alba prin cromatografia
de gaze cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS);

Analiza cromatografica a compusilor biologic activi din specia N. alba prin cromatografia
de lichide de inaltd performantd cuplata cu detector cu sir de diode (HPLC-DAD) si
cromatografia de lichide de 1naltd performanta cuplatd cu spectrometria de masa (LC-
MS/MS);

Identificarea si cuantificarea unor clase de compusi organici cu proprietati biologic active
din specia N. alba prin determinari in vitro microspectrofotometrice;

Determinarea continutului total de macro si microelemente cu ajutorul unui spectrometru
de emisie optica cu plasma cuplata inductiv (ICP-OES) si spectrofotometru de absorbtie
atomica in flacara (FAAS) si cuptor cu grafit (GFAAS);

Evaluarea potentialului antioxidant al compusilor biologic activi din specia N. alba, prin
metode microspectrofotometrice de inhibare a radicalilor liberi, precum DPPH, ABTS*" si
FRAP, decolorarea B-carotenului, dar si prin metode electrochimice, precum voltametria
ciclica;

Evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale compusilor biologic activi din specia N. alba
prin metode in vitro de inhibare a bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative, respectiv
diferite specii de Candida;

Determinarea potentialul toxic si citotoxic al compusilor biologic activi din specia N. alba
prin teste de germinare si analize in vitro de citotoxicitate asupra fibroblastelor sanatoase
si celulelor tumorale ovariene, mamare, prostatice si leucemice;

Biosinteza AuNPs utilizdnd extracte de N. alba si evaluarea activitatii biologice a
nanoparticulelor, cum ar fi activitatea antioxidanta, antibacteriana si antitumorala.
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Capitolul 2 Extractia compusilor biologic activi din specia N. alba

2.4 Rezultate si discutii
2.4.1 Aria de studiu

Masurile de protectie si conservare a diversitatii biologice din Rezervatia Biosferei Delta
Dunarii si in cele din urma, investigatiile chimice realizate asupra potentialelor habitate de crestere
a speciilor de plante acvatice, fac din acest areal, habitatul cel mai potrivit pentru cresterea speciei
acvatice studiate si anume, specia N. alba. Din totalitatea ecosistemelor acvatice deltaice s-a ales
ca zona de studiu Complexul acvatic Somova-Parches.

2.4.2 Prelevarea si pregatirea materialului vegetal

O etapa importantd in realizarea studiului de cercetare si a obiectivelor propuse, o
reprezintad prelevarea probelor vegetale. Esantioanele de material vegetal au fost prelevate in
perioada de maxima dezvoltare a speciei N. alba (Figura 2.3).

Figura 2.3. Partile anatomice ale speciei N. alba: A - floare, B - stamine, C - fruct si seminte, D - frunza,
E - tulping, F — radacina si rizomi

2.4.3 Imagini microscopice ale materialului vegetal

Pentru a realiza o caracterizare mai ampla a plantei acvatice studiate s-au Tnregistrat
imagini microscopice 3D ale probelor proaspete de floare, frunza, tulpina si radacina ale speciei
N. alba (Figura 2.5). Analiza microscopica a sectiunii transversale prin floare a evidentiat
granulele de polen tipice, sferice sau elipsoidale, de culoare galbena, netransparente, cu suprafata
ornamentata granulat si cu diametre intre 30 - 36 um (Figura 2.5a). Sectiunea transversala prin
frunza prezinta spre epiderma superioara tesutul palisadic compact, cu celule prozenchimatice, cu
spatii intercelulare reduse, iar spre epiderma inferioara prezinta tesut lacunar cu celule
parenchimatice, izodiametrice, cu spatii intercelulare mari (lacune), iar din loc in loc se pot observa
si numerosi peri (Figura 2.5b). Imaginile microscopice ale sectiunilor transversale prin tulpina
(Figura 2.5¢) si radacina (Figura 2.5d) evidentiaza celule poligonale sau globulare mari din
parenchimul cortical, cu perete celular modificat secundar de tip sclerenchim, cu vacuole mari care
Tmping periferic, atat constituentii citoplasmatici, cat si nucleul.
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Figura 2.5. Imagini CLSM ale granulelor de polen (a) si ale sectiunilor transversale prin frunza (b),
tulpina (C) si radacina (d) de N. alba

2.4.4 Extractia compusilor biologic activi din diferite parti anatomice de N. alba

Pentru extractia compusilor biologic activi lipofili din diferite parti anatomice de N. alba,
s-au utilizat solventi nepolari (eter de petrol si ciclohexan), iar pentru extractia compusilor biologic
activi hidrofili s-au folosit solventi polari (metanol, etanol si apa ultrapura). Pentru a realiza cu
succes extractia cu solventi a compusilor organici naturali din diferite parti anatomice ale speciei
N. alba, precum fruct, floare, frunza, tulpina si radacina s-au utilizat trei metode de extractie:
extractie simpla asistatd de ultrasunete (US), extractie multipla cu extractorul Soxhlet (ES) si
extractie simpla cu agitare mecanica (EM).

Tabel 2.1. Randamentul de extractie privind obtinerea extractelor din diferite parti anatomice de
N. alba prin diferite metode de extractie

Tip de material Tip de Masa Randament
vegetal solvent/extractie* extract (g) (%)
EP-ES 0,15+0,02 0,75x0,02
CH-EM 0,68+0,15 0,68+0,15
M-US 0,51+0,10 2,53+0,10
Fruct (FR) M-ES 0.46+0,20 2.31+0,20
E-EM 1,97+0,42 1,97+0,42
A-EM 5,67+0,69 5,67+0,69
EP-ES 0,24+0,02 1,18+0,02
CH-EM 1,29+0,30 1,29+0,30
Floare (FL) M-US 3,23+0,72 16,16+0,72
M-ES 2,990,561 14,99+0,51
E-EM 13,44+1,41 13,44+1,41
A-EM 10,78+0,99 10,78+0,99

12



Mihaela Cudalbeanu. Caracterizarea chimica si studiul activitatii biologice a unor compusi prezenti in specia

Nymphaea alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii

Tip de material Tip de Masa Randament
vegetal solvent/extractie® extract (g) (%)
EP-ES 0,42+0,03 2,12+0,03
CH-EM 1,95+0,29 1,95+0,29
Frunzi (F) M-US 2,66+0,26 13,29+0,26
M-ES 2,45+0,85 12,24+0,85
E-EM 8,54+1,07 8,54+1,47
A-EM 9,98+1,47 9,98+1,47
EP-ES 0,26+0,01 1,32+0,01
CH-EM 0,99+0,10 0,99+0,10
Tulpini (T) M-US 2,76+1,21 13,79+1,21
M-ES 2,70+0,61 13,54+0,61
E-EM 9,52+1,21 9,52+1,21
A-EM 9,7540,92 9,7540,92
EP-ES 0,06+0,01 0,31+0,01
CH-EM 0,19+0,01 0,19+0,01
Ridicini (R) M-US 5,55+0,85 27,75+0,85
M-ES 5,45+1,15 27,24+1,15
E-EM 24,80+2,07 24,80+2,07
A-EM 8,45+0,77 8,45+0,77

*EP— eter de petrol; CH — ciclohexan; M - metanol, E — etanol; A - apa ultrapura. US — extractie simpla asistatd de ultrasunete; ES
— extractie multipla cu extractorul Soxhlet; EM — extractie simpla cu agitare mecanicd. Rezultatele reprezintd media celor trei
determinari efectuate + deviatia standard.

Masa de extract si randamentul de extractie sunt prezentate in Tabelul 2.1. S-a constatat ca
0 cantitate mult mai mare de compusi naturali a fost extrasa cu solventul organic metanol
comparativ cu solventul organic etanol. Cea mai mare cantitate de compusi naturali s-a extras din
floarea si radacina speciei N. alba, atunci cand s-a utilizat ca solvent metanol.

2.4.5 Separarea si izolarea compusilor biologic activi din extract de ridacina de N. alba

Separarea si izolarea compusilor biologic activi din specia N. alba s-a realizat pentru
extractul R-E-EM, separare care a avut loc in sapte etape. In urma etapelor de separare s-au obtinut
16 fractii reprezentative. Rezultatele analizelor CSS procurate in urma separdrii extractului R-E-
EM de N. alba au scos in evidenta prezenta compusilor polifenolici [35]. Pentru analizele
ulterioare, patru dintre cele 16 fractii reprezentative, notate F2, F5, F50 si F51, au fost luate in
lucru pentru a dovedi proprietatile biologice ale compusilor prezenti.

2.5 Concluzii partiale

Prelevarea speciei N. alba s-a realizat din Lacul Rotundu, Complexul acvatic Somova-
Parches, Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, care prezintd conditii de mediu speciale pentru
dezvoltarea speciilor acvatice submerse. Pentru fiecare exemplar prelevat, s-au realizat
subesantioane reprezentative in functie de partile anatomice ale plantei, respectiv fruct, floare,

Caracterizarea probelor de N. alba, realizata prin microscopie CLSM a evidentiat Tn
sectiunea transversala prin floare, granulele de polen sferice sau elipsoidale, de culoare galbena,
netransparente, cu suprafata ornamentata granulat si cu diametre intre 30 - 36 pm. Sectiunea
transversald prin frunza a evidentiat tesut palisadic compact, cu celule prozenchimatice, cu spatii
intercelulare reduse, precum si tesutul lacunar cu celule parenchimatice, izodiametrice, cu spatii
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intercelulare mari (lacune). Sectiunile transversale prin tulpina si radacina au evidentiat celule
poligonale sau globulare din parenchimul cortical, cu perete celular modificat secundar de tip
sclerenchim, cu vacuole mari care imping periferic, atat constituentii citoplasmatici, cat si nucleul.

Pentru a realiza cu succes extractia cu solventi a compusilor organici naturali biologic
activi din diferite parti anatomice ale speciei N. alba, precum fruct, floare, frunza, tulpind si
radacind s-au utilizat trei metode de extractie: ultrasonare, utilizdnd extractorul Soxhlet si agitare
mecanica. In total s-au obtinut 30 de fractii, iar cantitatea cea mai mare de compusi naturali a fost
extrasa cu solventul organic metanol, comparativ cu solventul organic etanol.

Separarea si izolarea compusilor biologic activi din specia N. alba s-a realizat pentru
extractul R-E-EM, separare care a avut loc in sapte etape. In total s-au obtinut 16 fractii
reprezentative, iar analiza CSS a fractiilor a pus in evidenta prezenta compusilor polifenolici. Patru
dintre cele 16 fractii reprezentative au fost luate in lucru Tn analizele ulterioare pentru a fi analizate
aprofundat si pentru a dovedi proprietatile biologice ale metabolitilor secundari prezenti in specia
N. alba.

Capitolul 3 Analiza compusilor biologic activi din specia N. alba prin
cromatografia de gaze cuplata cu spectrometria de masa

3.4 Rezultate si discutii

Analiza GC-MS a fost realizata pentru extractele lipofile EP-ES si CH-EM, obtinute din
diferite parti anatomice de N. alba (fruct, floare, frunza, tulpina si ridicind). In Figura 3.1 este
reprezentata cromatograma GC-MS a extractului FR-EP-ES de N. alba, in care s-au identificat 11
compusi chimici diferentiati pe baza analizei spectrelor de masa si accesand baza de date spectrale
existentd. Compusii identificati, in ordinea timpului de retentie au fost: 2,6-dipalmitat de L-
ascorbil (11,578 min), ftalat de dibutil (11,635 min), n-heneicosan (12,240 min), acid octadecanoic
(stearic) (12,533 min), n- tetracosan (13,545 min), n-pentacosan (13,980 min), 2-monopalmitoil-
sn-glicerol (1,3-dihidroxipropan-2-il hexadecanoat) (14,036 min), n-nonacosan (15,001 min), 1-
stearoil-sn-glicerol (2,3-dihidroxipropil octadecanoat) (15,143 min), vitamina E (19,976 min) si y-
sitosterol (22,102 min). Elucidarea structurald a compusilor separati si identificati n
cromatograma GC-MS s-a realizat prin comparatie cu spectrele de masa din libraria spectrala
(Tabel 3.1) si aplicarea regulilor de fragmentare moleculara.
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Figura 3.1. Cromatograma GC-MS a extractului FR-EP-ES de N. alba
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Astfel, compusul 1 (11,578 min) a fost identificat ca fiind 2,6-dipalmitat de L-ascorbil, un
ester al vitaminei C cu formula moleculard de C3gHssOs. Deoarece acidul ascorbic este o molecula
instabild din punct de vedere termic, ionul molecular prezent este cel al acidului hexadecanoic
(m/z = 256), ca urmare a pierderii fragmentului CsHsOe din ionul molecular (Figura 3.2).

Compusul 11 (22,102 min) cu formula moleculard C29Hs202 (m/z = 432) a fost identificat
ca fiind p-sitosterol, un fitosterol prezent in toate speciile Nymphaea. S-a identificat ionul
molecular M* = 414 si o serie de fragmente moleculare care indica prezenta y-sitosterolului n
extractul eteric analizat (Figura 3.12).

OH 3
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1/ M =256 f
+ +
OH -H,C-CH ~GHy
= OH i
0 CH, o {_CH,
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CH2
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C3H;
OH
)\/CH2 ~C4Hy HZC CH,
OH
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CH2
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Figura 3.2. Mecanism de fragmentare al Figura 3.12. Mecanism de fragmentare
acidului hexadecanoic din L-2,6 dipalmitatul propus pentru y-sitosterol
de L-ascorbil

Tabel 3.1. Date spectrale ale compusilor organici identificati in extractul FR-EP-ES de N. alba prin
analiza GC-MS. Tabelul prezinta timpul de retentie, denumirea chimicd a compusului, masa moleculard,
formula moleculard, ionul molecular si fragmentele moleculare

Nr. RT?2 Denumirea chimica a MwWP Formula M*¢ Fragmente
crt.  (min) compusului (g/mol) moleculard  (m/2) moleculare (m/z)
2,6-dipalmitat de L- 55,1;57,1;60,1; 69,1;
1 11,578 ascorbil 652,9 CagHesOs 2562  71,1;73,1;85,1; 129,1;
213,2; 256,2
o 56,1; 57,1; 93; 104; 105;
2 11,635 ftalat de dibutil 278,34 CieH2Os 2782  121;1491; 150; 205,1;
223,1
. 55,1; 57,1; 69,1; 70,1;
3 12,240 n-heneicosan 296,6 Co1Haa 269,4 71,1;83,1;85,1; 99,1;
113,1;127,1
] . 55,1; 57,1; 60,1;
4 12,533  acid octadecanoic 285,5 Ci1sH3602 2843  69,1;71,1; 73,1; 83,1;

129,1, 185,1; 284,3
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Nr. RT? Denumirea chimica a MW?® Formula M*e Fragmente
crt.  (min) compusului (g/mol) moleculari (m/z) moleculare (m/z)
55,1;57,1;69,1; 71,1;
5 13,545 n-tetracosan 338,7 CasHso 3244  831;851;97,1;99,1;
113,1;127,1
55,1;57,1; 69,1
6 13,980 n-pentacosan 352,7 CasHsz 352,4  71,1;831;85,1;97,1;
99,1; 113,1; 127,1
2-monopalmitoil-sn- 55,1;57,1; 69,1; 71,1,
7 14,036 glicerol 568,9 CasHesOs  287,1 74,1; 84,1; 98,1; 134
239,2; 287,1
55,1;57,1;69,1; 71,1;
8 15,001 n-nonacosan 408,8 Ca9Heo 380,5 83,1;85,1;97,1; 99,1;
113,1;127,1
. . 55,1;57,1;71,1; 74,1;
9 15143  l-stearoil-sn-glicerol 358,5 CuHeOs 3273  84,1;97,1;98,1; 112,1;
134,1; 267,3
o 55,1;57,1;121,1; 164,1;
10 19,076 vitamina E 430,7 C29H5002 430,4 165,1; 166,1; 205,1;
430,4; 431,4; 432,5
57,1;81,1; 95,1;

105,1; 107,1; 145,1;
213,2; 303,3; 329,3;
414,4

11 22,102 y-sitosterol 4327 CaoH520, 4144

aRT — timp de retentie; "MW — masi moleculari; M+ - ion molecular.

3.5 Concluzii partiale

Analiza GC-MS a extractelor EP-ES si CH- EM de N. alba a identificat in total 71 de
compusi organici volatili, care au fost in principal hidrocarburi si derivati oxigenati, acizi grasi si
esteri ai acizilor grasi, terpenoide si steroide. Tn extractul FR-EP-ES s-au identificat si caracterizat
un numar total de 11 compusi organici, pe cand in extractul FL-EP-ES s-au identificat si
caracterizat un numadr total de sase compusi organici, respectiv in extractul T-EP-ES s-au
identificat si caracterizat un numar total de sapte compusi organici, iar in extractele F-EP-ES si R-
EP-ES s-au identificat si caracterizat doar patru compusi volatili. Tn total, in extractele EP-ES de
N. alba s-au separat, identificat si caracterizat un numar de 32 de compusi organici volatili.
Totodata, in extractele CH-EM de N. alba s-au identificat si caracterizat un numar mai mare de
compusi organici, decat in extractele EP-ES de N. alba. Din totalul a 39 de compusi organici, cel
mai mare numar de compusi organici volatili s-au identificat in extractele FR-EP-ES si FR-CH-EM.

Capitolul 4 Analiza compusilor biologic activi din specia N. alba prin
cromatografia de lichide de inalta performanta

4.4 Rezultate si discutii

4.4.1 Separarea, identificarea si cuantificarea compusilor biologic activi prin tehnica HPLC-DAD

Pentru identificarea si cuantificarea compusilor bioactivi din extractele M-US, M-ES, E-
EM si A-EM de N. alba, obtinute din diferite parti anatomice (fruct, floare, frunza, tulpina si
radacind), dar si din fractiile F2, F5, F50 si F51 (obtinute dupa fractionarea extractului R-E-EM),
s-au utilizat 14 compusi de referinta (acidul tanic, acidul galic, (+) catehina, acidul cafeic, acidul
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clorogenic, (-) epicatehina, acidul p-coumaric, daidzeina, hiperozida, rutina, naringina, quercetina,
naringenina si genisteina). Pentru identificarea compusilor polifenolici, probele au fost analizate
la sapte lungimi de unda A diferite (230, 250, 280, 300, 320 si 370 nm) [36, 37]. Cuantificarea
compusilor polifenolici identificati in extractele si fractiile de N. alba s-a realizat la Amax al fiecarui
compus de referinta [38, 39, 40].

In datele prezentate in Figura 4.2 se regiseste concentratia maxima a fiecarui compus
polifenolic identificat Tn extractele M-US. Cantitatea cea mai mare de acid cafeic a fost identificata
n extractul FL-M-US (1,83+0,09 mg/kg, Figura 4.2b). Acidul galic, rutina si naringina s-au gasit
n cea mai mare cantitate in extractul R-M-US, cu o concentratie de 3,02+0,04 mg/kg, 10,48+0,11
ma/kg, respectiv 17,75+0,10 mg/kg (Figura 4.2e). Acidul p-coumaric a fost identificat cu cea mai
mare concentratie (2,56+0,05 mg/kg) in extractul FR-M-ES de N. alba. Flavonoida naringina este
cel mai abundent compus din extractele FL-M-ES si R-M-ES de N. alba, cu o concentratie de
22,97+1,19 mg/kg, respectiv 40,56+2,38 mg/kg. Glicozida rutind a fost identificatd in cea mai
mare concentratie in extractele F-M-ES (6,32+0,59 mg/kg) si R-M-ES (11,41+0,87 mg/kg).
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Figura 4.2. Identificarea si cuantificarea compusilor polifenolici din extractele: (a) FR-M-US, (b) FL-M-

US, (c) F-M-US, (d) T-M-US si (e) R-M-US de N. alba. Ta — acid tanic, Ga - acid galic, Ca — acid cafeic,
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Aceeasi flavonoida naringina, este prezentd in cantitatea cea mai mare in extractele FR-E-
EM si FL-E-EM de N. alba, cu o concentratie de 4,24+0,23 mg/kg, respectiv 6,04+0,64 mg/kg. in
extractul R-E-EM a fost identificatd cea mai mare cantitate de acid galic, cu o concentratie de
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2,05+0,15 mg/kg. Extractia E-EM a favorizat extractia epicatehinei, care este prezentd intr-0
concentratie de 8,00+1,02 mg/kg in extractul T-E-EM si intr-o concentratie de 19,11+2,19 mg/kg
n extractul R-E-EM. La fel ca si in cazul extractelor T-M-US si R-M-US, nu a fost identificat
acidul clorogenic in extractele T-E-EM si R-E-EM.

Flavonoida naringina, este prezentd in cantitatea cea mai mare in fractiile F2, F5, F50 si
F51 de N. alba, cu o concentratic de 2,47+0,31 mg/kg, 1,07+0,08 mg/kg, 3,42+0,28 mg/kg,
respectiv 0,96+0,03 mg/kg. Cea mai mare cantitate de compusi polifenolici a fost identificata in
fractia F2, iar cel mai mare numdr de compusi polifenolici s-a regasit in fractia F5.

4.4.2 Separarea, identificarea si confirmarea compusilor biologic activi prin tehnica LC-MS/MS

Pentru identificarea si confirmarea compusilor polifenolici din extractele M-US de N. alba,
s-au utilizat 10 compusi de referinta (acid cafeic, acid clorogenic, acid p-coumaric, acid vanilic,
(+) catehina, (-) epicatehina, naringina, naringenina, quercetina si rutind), care au fost confirmati
in MS prin infuzie directd, iar in modul MRM au fost adaugati 17 compusi de referinta (acidul
tanic, acidul galic, acidul ferulic, acidul elagic, acidul chinic, pentozida acidului elagic, ramnozida
acidului elagic, un derivat al acidului cinamic, corilagina, kaempferol, castalina, orientina,
apigenina, luteolina, brevifolina, hexozida acidului HHDP si un compus neidentificat/geranina),
utilizand date din literatura de specialitate (Tabelul 4.2) [41].

Tabel 4.2. Date spectrele generale ale compusilor de referinta utilizati in identificarea compusilor
polifenolici din extractele M-US de N. alba prin tehnica LC-MS/MS

Compusi TRr? Formula [M-HI™ (m/2) Eroare‘ Referinte
de referinti (min) moleculara M*e Fragmente moleculare  de masa bibliog rafice
i (AR %) (ppm)

HHPD® 6,15 - 481 301 (50), 463 (40) -1,85 7,42,43
Acid chinic 6,16 C7H1,06 191 127 (33), 173 (50) 2,21 7
Acidvanilic 1535  CgHgOs 167 %1203) (30), 125 (100), 152 5 o 43

Acid galic 16,50 C7H60Os 169 125 (100) -3,42 7,43,44
Castalina 16,93  CyHxO1s 631 301 (100), 299 (37) -1,52 42
X 17.20 ) ] ?3103) (50), 301 (100), 631, 0 ]
Acid clorogenic 18,05 C16H1809 355 163 (70) -4,52 45
Corilagina 1817  CxH»O1s 633 301 (100), 589 (10) 0,76 42
Brevifolini 19,53  CioH1204 247 203 (75), 175 (20) -4,28 7,42
Acid cafeic 20,37 CoHgO4 181 163 (95) -3,98 45
Acid 145 (30), 119 (10), 103
o-coumaric 23,85  CoHgOs 163 (13507),(3)9 (10), -1,96 46
Acid tanic 24,61 C76H52046 183 123 (100) -2,45 44

Rutina 26,16  CyHaO1s 609 301 (100) -2,50 45
Acid elagic 2731 CuHeOs 301 257 (100), 229 (50) -0,10 7,43
Ramnozida 359 (50), 403 (30) 385

acidului elagic 2780 CwHiOn 447 (10), 315 (5), 301 (7), 052 42
275 (100)
Quercetina 31,94 C15H1007 301 151 (70) -0,37 45
Pentozida acidului 291 (21), 405 (57), 301
; 3207  CiHuOn, 433 (90), 275 (8), 247 (40),  -2,51 42,43
elagic 229 (5)
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_H1b
Compusi TRr? Formula [M-H]™ (m/z) Eroarev Referinte
de referinti (min) moleculara M+ Fragmente moleculare  de masa bibliog rafice
i ( )(AR %Ed) ; (ppm)
. . 151 (75), 177 (100), 165
Naringenina 32,46 C15H120s 271 (52), 107 (18), 125 (25) -1,98 43
Naringina 3430 CyHzOw 579 %fgo)(w), 119 (6), 211, 6g 47
Kaempferol 36,60  CisH1006 285 241 (67), 217 (100) -3,98 7
Luteolina 36,92 Ci15H1006 285 257 (40), 241 (100) -4,58 42, 45
177 (7), 149 (50), 145
Acid ferulic 38,09  CioH10Os 193 (100), 117 (32), -2,98 46
89 (62)
Derivat al acidului i 197 (50), 239 (35), 169 i
cinamic 38,65 329 (100) 0,58 42
. C15H1406X 245 (50), 205 (100), 179 )
(+) Catehina 39,67 H,0 289 (20), 261 (42) 0,37 7,43, 44
I 245 (50), 205, (100) 179
(-) Epicatehina 39,67 Ci15H1406 289 (20), 261 (40) 2,63 7,43
Apigenina 47,80 C15H1005 269 223 (50), 179 (100) -3,04 42,45
Orientina 49,74 Co1H20011 447 403 (100), 233 (50) -1,61 42

TR — timp de retentie; °\[M-H]" - ionizare negativd; M+ - ion molecular; AR - abundenta relativd; *HHDP - hexozida acidului
difenil hexahidroxilic, X1 — compus neidentificat/geranina.

Analiza calitativa LC-MS/MS a extractelor M-US de N. alba a indicat si confirmat 27 de
compusi cu structurd polifenolica (Figura 4.11).

......

Figura 4.11. Cromatograme obtinute la separarea LC-MS/MS a extractelor (a) F-M-US si (b) R-M-ES de
N. alba. H — HHDP, Qn — acid chinic, C — corilagina, V — acid vanilic, Cas — castalina, Ga — acid galic, X1 —
fragment de geranind/compus neidentificat, Ca —acid cafeic, p-C — acid p-coumaric, T — acid tanic, R — rutind,
El — acid elagic, Elr - ramnozida acidului elagic, Elp — pentozida acidului elagic, Cn — derivat al acidului
cinamic, Na — naringind, N — naringenind, F — acid ferulic, Ch — catehina, Ep — epicatehina, CI — acid
clorogenic, Q — quercetindg, A — apigenind, L — luteolind, B — brevifolind, K — kaempferol si O — orientind

4.5 Concluzii partiale

S-au identificat si raportat pentru prima datd un numar de 27 de compusi polifenolici
(hexozida acidului HHDP, acid chinic, corilagina, acid vanilic, castalina, acid galic, geranina, acid
cafeic, acid p-coumaric, acid tanic, rutina, acid elagic, ramnozida acidului elagic, pentozida
acidului elagic, derivat al acidului cinamic, naringina, naringenina, acid ferulic, (+) catehina, (-)
epicatehina, acid clorogenic, quercetina, apigenina, luteolina, brevifolina, kaempferol si orientina)
n extractele FL-M-US, F-M-US, T-M-US si R-M-US de N. alba.
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Cea mai mare cantitate de compusi polifenolici a fost cuantificata in extractele de radacina
de N. alba (R-M-US, R-M-ES, R-E-EM), iar cantitatea cea mai mica de compusi polifenolici s-a
gasit in extractele de tulpina de N. alba (T-M-US, T-M-ES, T-E-EM). Extractia fractionatda CH-
EM a favorizat extractia epicatehinei, prezenta in extractele FR-A-EM, FL-A-EM si F-A-EM de
N. alba. Naringina este prezenta in cea mai mare cantitate in extractele FL-M-ES si R-M-ES de N.
alba. Cea mai mare concentratie de rutind a fost identificata in extractele R-M-ES si R-M-US. Cea
mai mare cantitate de acid galic a fost identificata in extractul R-E-EM, iar cantitatea cea mai mare
de acid cafeic a fost identificata in extractul FL-M-US. Acidul p-coumaric a fost identificat cu cea
mai mare concentratie in extractul FR-M-ES de N. alba.

Rezultate obtinute in acest subcapitol au fost publicate partial in ,,Exploring New
Antioxidant and Mineral Compounds from Nymphaea alba Wild-Grown in Danube Delta
Biosphere”, Cudalbeanu & all, Molecules 2018.

Capitolul 5 Identificarea si cuantificarea unor clase de compusi organici cu
proprietiti biologic active din specia N. alba

5.4 Rezultate si discutii
5.4.1 Continutul total de pigmenti clorofilieni

Clorofila a, clorofila b si continutul total de clorofila au fost determinate spectrofotometric
din probe proaspete de floare, frunza, tulpina si radacina de N. alba (Figura 5.3). Cantitatea cea
mai mare de CHLA s-a gasit in proba de frunza a speciei N. alba, in concentratie de 10,48+1,02
mg/L. Cantitatea cea mai mica de CHLA s-a gasit in proba de radacina a speciei N. alba, in
concentratie de 1,6+0,65 mg/L. Cantitatea cea mai mare de CHLT a fost gasitd in proba de frunza
a speciei N. alba (15,06+1,13 mg/L). Cantitatea cea mai mica de CHLT a fost determinata in proba
de radacina a speciei N. alba (1.87+0,97 mg/L).

mCHLA mCHLB s CHLT

8.00

1.00

w N - 0 m v H m

FL F T R FL ; T R
Pirti ale plantei Partiale plantei

(@) (b)

Concentratia mg/L
Concentratia mg/L
o
8

Figura 5.3. Determinarea continutului de clorofild a si clorofila b (a), respectiv clorofila totald (b) din
floarea, frunza, tulpina si rdaddcina speciei N. alba. FL—floare, F — frunza, T — tulpind, R — raddcind,
CHLA — clordfila a, CHLB — clorofila b si CHLT — clorofila totald

5.4.2 Continutul total de carotenoide

Cantitatea de carotenoide a fost determinata din probe uscate si macinate de floare, frunza
si tulpind de N. alba, utilizand o curba liniard de B-caroten, iar rezultatele au fost exprimate in
miligrame echivalenti -caroten per gram de proba (mgEqPC/g). Cea mai mare cantitate de
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carotenoide a fost gasita in probele de floare si frunza, cu concentratii de 0,39+0,02 mgpC/g proba,
respectiv 0,37£0,01 mgBC/g proba (Tabel 5.1).

Tabel 5.1. Continutul total de carotenoide din diferite parti anatomice ale speciei N. alba

Parti ale plantei* FL F T
mgpC/g proba 0,39+0,02 0,37+0,01 0,29+0,01
*FL — floare, F — frunza, T — tulpina.

5.4.3 Continutul total de polifenoli

5.4.3.1 Acizi fenolici

In determinarea continutului total de acizi fenolici din extractele M-US, M-ES si E-EM,
s-au utilizat curbe de calibrare de acid tanic si acid galic, iar rezultatele au fost exprimate in
miligrame echivalenti de acid tanic per gram de proba (mgEqAT/g proba), respectiv miligrame
echivalenti acid galic per gram de proba (mgEqAG/g proba).

Tn Figura 5.6 este prezentat continutul total de acizi fenolici determinat din extractele M-
US de N. alba. Cea mai mare cantitate de acizi fenolici a fost identificata in extractul R-M-US, cu
valori de 212,79+2,50 mgEqAT/g proba, respectiv 204,84+3,33 mgEqAG/g proba si in extractul
F-M-US, cu valori de 188,52+5,60 mgEqAT/g proba, respectiv 193,52+6,25 mgEqAG/g proba.

25
x 200
150 150
]
100 = 100
| I I . I
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Figura 5.6. Continutul total de acizi fenolici din extractele M-US de N. alba. (a) mgEqAT/g probd, (b)
mgEqAG/g proba. FR —fruct, FL —floare, F — frunza, T — tulpina, R — raddacina

mg EqAT/g proba
mg EqAG/g proba

Continutul total de acizi fenolici determinat din extractele M-ES de N. alba a prezentat
cantitati mai mari decat continutul total de acizi fenolici determinat din extractele M-US. Cantitate
mai mare de acizi fenolici a fost determinata in extractele R-M-ES, F-M-ES si FL-M-ES, cu
concentratii cuprinse intre 205,79+5,09 — 395,75+4,14 mgEqAT/g proba, respectiv 226,31+4,75 —
375,60+3,87 mgEqAG/g proba. In optimizarea metodelor de extractie a compusilor biologic activi
prezenti in diferite parti anatomice ale speciei N. alba, extractia E-EM s-a dovedit a fi o reusita.
Extractele FR-E-EM, FL-E-EM, F-E-EM, T-E-EM si R-E-EM de N.alba furnizeaza cel mai mare
continut de acizi fenolici comparativ cu celelalte metode de extractie utilizate. Cea mai mare
cantitate de acizi fenolici a fost cuantificata in proba R-E-EM, cu o concentratie 606,35+5,26
mgEqAT/g proba, respectiv 572,16+4,91 mgEqAG/g proba si in extractul F-E-EM, cu o
concentratie 440,65+4,30 mgEqAT/g proba, respectiv 456,17+6,28 mgEqAG/g proba. Extractele
FR-E-EM si T-E-EM de N. alba prezinta cel mai mic continut de acizi fenoli, similar extractelor
FR-M-US, FR-M-ES, T-M-US si T-E-ES de N. alba.
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5.4.3.2 Flavonoide

Continutul total de flavonoide din extractele M-US, M-ES si E-EM, obtinute din diferite
analizd microspectrofotometrica, in prezentd de AlCls, folosind curbe de calibrare de rutina si
quercetind, iar rezultatele au fost exprimate In miligrame echivalenti de rutina per gram de proba
(mgEqR/g probd), respectiv miligrame echivalenti de quercetind per gram de probd (mgEqQ/g
proba). Continutul total de flavonoide determinat din extractele M-US de N. alba este prezentat in
Figura 5.10. Cantitatea cea mai mare de flavonoide este prezenta in proba F-M-US, cu o valoare
de 39,23+1,91 mgEQR/g proba, respectiv 59,63+2,87 mgEqQ/g proba. Extractul T-M-US prezinta
cea mai micd cantitate de flavonoide, cu o valoare de 10,59+1,25 mgEqR/g proba, respectiv
14,67+0,83 mgEqQ/g proba.

Dupa indepartarea fractiei lipofile, cantitatea de flavonoide prezenta in extractele M-ES
este mai mare decat in extractele M-US, prezentand valori ale continutului total de flavonoide care
variaza de la 11,9740,75 mgEQR/g pana la 46,45+0,39 mgEqR/g proba, respectiv de la 16,24+0,59
mgEqQ/g proba pana la 79,51+5,62 mgEqQ/g proba. In cazul extractelor E-EM, cel mai mare
continut de flavonoide a fost determinat pentru extractul F-E-EM (69,93+1,23 mgEqR/g proba,
respectiv 85,67+4,56 mgEqQ/g proba), urmata de proba FL-E-EM (51,87+2,05 mgEqR/g proba,
respectiv. 63,58+1,85 mgEqQ/g probd) si extractul FR-E-EM (40,06+0,95 mgEqR/g proba,
respectiv 46,70+£2,92 mgEqQ/g proba).

mg EqR/g proba
mg EqQ/g proba
" p

0.00 0.00
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Figura 5.10. Continutul total de flavonoide din extractele M-US de N. alba. (a) mgEqR/g proba, (b)
mgEqQ/g proba. FR —fruct, FL — floare, F — frunza, T — tulpind, R — raddcinad

5.4.3.3 Taninuri condensate

Continutul total de taninuri condensate din extractele M-US, M-ES si E-EM, obtinute din
diferite parti anatomice de N. alba, a fost determinat microspectrofotometric, in prezenta de
vanilina si HCI (Tabel 5.2).

Tabel 5.2. Continutul total de taninuri condensate prezent in extractele de N. alba

Pirti anatomice ale speciei N. alba*

Metoda

de extractie FR FL F T R
’ mgEqC/g probi sau neidentificat (-)
M-US 4,64+0,11 - 0,65+0,10 28,74+1,25 14,52+0,42
M-ES 4,85+0,64 - 0,88+0,21 30,97+3,30 16,87+1,75
! E-EM 5,15+0,31 - 0,91+0,36 32,35+2,04 17,00+1,40

*FR —fruct, FL —floare, F — frunza, T — tulpina, R — radacina. M - metanol, E — etanol. US — extractie simpla asistata de ultrasunete;
ES — extractie multipla cu extractorul Soxhlet; EM — extractie simpla cu agitare mecanica.
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Catehina a fost utilizata ca standard de referinta, iar rezultatele au fost exprimate in
miligrame de catehind per gram de proba (mgEqC/g). Continutul total de taninuri condensate a
variat intre 0,65+0,10 mgEqC/g proba si 32,35+2,04 mgEqC/g proba. Continutul cel mai mare de
taninuri condensate a fost determinat in extractele T-M-US, T-M-ES si T-E-EM de N. alba (M-
US — 28,74+1,25 mgEqC/g proba; M-ES — 30,97+3,30 mgEqC/g proba; E-EM — 32,35+2,04
mgEqC/g proba).

5.5 Concluzii partiale

In concluzie, prin analiza principalelor clase de compusi, metaboliti primari si secundari
prezenti in probele speciei N. alba, s-a constatat prezenta unor cantitati insemnate de clorofile,
carotenoide, acizi fenolici, flavonoide si taninuri condensate. Cantitatea cea mai mare de CHLA
si CHLT s-a gasit in proba de frunza a speciei N. alba. Cantitatea cea mai mare de carotenoide a
fost gasita in probele de floare si frunza ale speciei N. alba. Extractele R-M-US, R-M-ES si R-E-
EM de N. alba au prezentat cea mai mare cantitate de acizi fenolici, iar extractele F-M-US, F-M-
ES si F-E-EM au prezentat cea mai mare cantitate de flavonoide. Taninurile condensate sunt
prezente Tn cea mai mare cantitate Tn extractele T-M-US, T-M-ES si T-E-EM de N. alba.

Rezultatele obtinute la identificarea si cuantificarea principalilor metaboliti secundari
(acizi fenolici, flavonoide si taninuri condensate) prezenti in diferite extracte M-US de N alba au
fost publicate in ,,Exploring New Antioxidant and Mineral Compounds from Nymphaea alba Wild-
Grown in Danube Delta Biosphere”, Cudalbeanu & all, Molecules 2018.

Capitolul 6 Macro si microelemente prezente in diferite parti anatomice de
N. alba

6.4 Rezultate si discutii

In total 23 de macro si microelemente au fost identificate si cuantificate in probele de
floare, frunza, tulpina si radacina de N. alba, macroelemente cu valori medii cuprinse intre
24,56+1,83 - 36712,48+589,24 mg/kg, precum Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na si P (Tabel 6.3) si
microelemente cu valori medii cuprinse intre <0,10 - 64,09+2,40 mg/kg, precum As, B, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Hg, Li, Mo, Ni, Pb, Se, Sn si Zn (Tabel 6.4) [40].

Probele de floare, frunza, tulpind si radacind de N. alba au indicat cantititi mari de
macroelementele, cum ar fi K (4931,32+17,76 — 10724,93+45,24 mg/kg), Mg (1954,15+24,86 —
4084,08+36,25 mg/kg), P (1762,59+14,70 — 5181,85+57,18 mg/kg) si Na (4692,36+67,73 —
36712,48+589,24 mg/kg). Proba de radacina contine cele mai mari cantitati de Mg (4084,08+36,25
mg/kg) si Ca (8621,94+113,28 mg/kg), proba de floare prezinta cel mai mare continut de K
(10724,93+45,24 mg/kg) si P (5181,95+57,18 mg/kg), iar proba de tulpind contine cea mai mare
cantitate de Na (36712,48+589,24 mg/kg).

Probele de floare, frunza, tulpind si radacind de N. alba au indicat prezenta unor
microelemente, precum B, Ba, Co, Cr, Cu, Li, Ni, Pb si Zn. Microelementele Co, Cr, Li, Ni si Pb
au fost identificate doar in proba de radacina (Co - 2,04+0,12 mg/kg; Cr - 14,56+0,56 mg/kg; Li -
6,46+0,55 mg/kg; Ni - 7,55+0,57 mg/kg; Pb - 2,81+0,33 mg/kg), iar B a fost identificat n floare
(36,28+1,28 mg/kg), frunza (32,18+1,12 mg/kg) si tulpind (23,06+1,22 mg/kg). Ba a fost
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identificat in probele de frunza (13,47£0,81 mg/kg), tulpina (5,72+1,00 mg/kg) si radacina
(55,11+2,21 mg/kg).

Tabel 6.3. Continutul de macroelemente din diferite parti anatomice de N. alba

Parti anatomice ale speciei N. alba
mg/kg (substanta uscata)

Macroelemente

Floare Frunza Tulpina Ridacina

Al 642,69+15,19 1075,76+58,73 224,96+12,10 7151,95+57,94
Ca 3817,11+69,80 8103,09+58,89 7293,97+38,07 8621,94+113,28
Fe 149,19+6,58 817,05+4,01 24,56%1,83 5396,28+20,54

K 10724,93+45,24 4931,32+17,76 6876,61+19,92 7453,42+18,85
Mg 2857,22+82,67 2057,35+68,45 1954,15+24,86 4084,08+36,25
Mn 69,17+£1,72 508,36+14,63 345,79+6,25 379,02+6,96
Na 9745,81+55,99 16908,65+580,22 36712,48+589,24 4692,36+67,73

P 5181,85+57,18 2051,31+34,28 1762,59+14,70 3467,95+23,84

Tabel 6.4. Continutul de microelemente din diferite parti anatomice de N. alba

Pirti anatomice ale speciei N. alba
mg/kg (substanta uscati)

Microelemente

Floare Frunza Tulpina Radacina
As <1,00 <1,00 <0,50 <2,00
B 36,28+1,28 32,18+1,12 23,06+1,22 <2,00
Ba <2,00 13,47+0,81 5,72+1,00 55,11+2,21
Cd <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Co <1,00 <1,00 <1,00 2,04+0,12
Cr <1,00 <2,00 <1,00 14,56+0,56
Cu 6,28+0,47 2,99+0,36 <1,00 10,23+1,10
Hg <0,50 <0,50 <0,50 <0,50
Li <1,00 <1,00 <1,00 6,46+0,55
Mo <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
Ni <1,00 <2,00 <1,00 7,55+0,57
Pb <0,50 <0,50 <0,50 2,81+0,33
Se <1,00 <0,50 <0,50 <0,50
Sn <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
Zn 64,09+2,40 16,07+1,77 12,73+1,01 44,79+2,94

6.5 Concluzii partiale

Rezultatele studiului experimental cu privire la continutul total de macro si microelemente
confirma bioacumularea elementelor din sediment si apa de catre planta acvatica N.alba. Prin
urmare, in procesele de crestere si dezvoltare, specia N. alba asimileaza cantitati substantiale de
elemente esentiale, dar si cantitati reduse de elemente neesentiale.

Cantitati mari de macroelementele, cum ar fi K, Mg, P si Na s-au identificat in probele de
Mg si Ca, proba de floare prezintd cel mai mare continut de K si P, iar proba de tulpind contine
cea mai mare cantitate de Na. Microelemente, precum B, Ba, Co, Cr, Cu, Li, Ni, Pb si Zn s-au

vvvvv

vvvvv
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Rezultatele obtinute in acest subcapitol au fost publicate in ,,Exploring New Antioxidant
and Mineral Compounds from Nymphaea alba Wild-Grown in Danube Delta Biosphere”,
Cudalbeanu & all, Molecules 2018.

Capitolul 7 Potentialul antioxidant al compusilor biologic activi din
specia N. alba

7.4 Rezultate si discutii
7.4.1 Activitatea antioxidanta prin inhibarea radicalului liber DPPH

Potentialul antioxidant, ce implicd utilizarea radicalului liber DPPH, a fost determinat
pentru extractele M-US, M-ES si E-EM, obtinute din diferite parti anatomice de N. alba, precum
fruct, floare, frunza, tulpina si ridicina. In Figura 7.5 este reprezentat procentul de inhibare al
radicalului liber DPPH al extractelor M-US de N. alba, obtinut dupa 20 si 50 de minute de
incubare. Cel mai mare procent de inhibare al radicalului liber DPPH 1l prezinta extractele FL-M-
US, R-M-US si F-M-US (in ordine descrescatoare), cu un procent de 74,82+1,75 %, 73,32+0,98
%, respectiv 70,81+2,01 % [40].

In ceea ce priveste procentul de inhibare al radicalului liber DPPH al extractelor M-ES de
N. alba, cel mai mare procent de inhibare al radicalului liber DPPH 1l prezinta extractele FL-M-
ES, R-M-ES si F-M-ES (in ordine descrescétoare), cu un procent de 75,84+2,51 %, 74,02+1,67
%, respectiv 72,41+0,78 %. Extractele E-EM de N. alba prezinta un potential antioxidant mai
scazut decat extractele M-US si M-ES, deoarece pentru a obtine un procent de inhibare de £70 %
s-au utilizat concentratii de extracte de N. alba de 500 pg/mL, in timp ce pentru extractele M-US
si M-ES s-au utilizat concentratii de 200 pg/mL.
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Figura 7.5. Procentul de inhibare al radicalului liber DPPH al extractelor M-US de N. alba, dupd 20 (a)
si 50 (b) de minute de incubare. FR —fruct, FL — floare, F — frunzd, T — tulpind si R — raddcind

Procentele de inhibare ale extractelor de N. alba si ale compusilor de referinta, obtinute
dupd 50 de minute de incubare, demonstreaza faptul cad activitatea antioxidanta a compusilor
biologic activi este stabild in timp. In ceea ce priveste procentele de inhibare al radicalului liber
DPPH ale compusilor de referinta, in ordine descrescatoare, cel mai mare procent de inhibare il
prezinta acidul ascorbic, urmat de trolox si quercetina, cu un procent de 91,15+2,93 %, 72,94+2.76
%, respectiv 71,05+4,05 %, acestia fiind compusi cunoscuti ca inhibitori ai radicalilor liberi [48,
49, 50]. Valorile 1Cso ale compusilor de referinta au fost: acid ascorbic — 3,29+0,55 pug/mL, trolox
— 5,00+0,26 pg/mL si quercetind — 7,03+0,85 pg/mL [51, 52]. Valorile AAI pentru compusii de
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referintd au fost: acid ascorbic — 15,20£0,33, trolox — 10,00+0,10, respectiv quercetind —
7,11+0,53.

Tn Tabelul 7.1 este prezentat potentialul antioxidant al extractelor M-US, M-ES si E-EM
de N. alba, exprimat astfel: valoare ICso, echivalenti de activitate antioxidantd si indice de
activitate antioxidanta. Valorile ICso pentru extractele M-US de N. alba sunt urmatoarele: FR -
17+0,50 pg/mL, FL - 17+0,98 ng/mL, F - 20+0,94 pg/mL, T - 25+0,89 pg/mL si R - 19+0,49
ug/mL. Valorile ICso pentru extractele M-ES de N. alba sunt: FR - 18+1,08 ug/mL, FL - 15+0,73
pg/mL, F - 18+0,77 pg/mL, T - 30+1,10 pg/mL si R - 16+0,69 pug/mL. Valorile ICso pentru
extractele E-EM sunt mai mari decét fractiile M-US si M-ES (FR - 30£2,27 pg/mL, FL - 26+1,13
pg/mL, F - 36£1,75 pg/mL, T - 523,19 pg/mL si R - 26+1,25 pg/mL), ceea ce indica o putere
antioxidanta mai scazutd. Datele experimentale demonstreaza faptul ca cea mai mare activitate
antioxidanta, evaluata prin metoda DPPH, o prezinta extractul FL-M-ES de N. alba, avand cea
mai mare valoare AAI (3,33£0,32), respectiv extractul R-M-ES de N. alba, prezentand o valoare
AAI de 3,13+0,26. Extractele T-M-US, T-M-ES si T-E-EM de N. alba au aratat cele mai mici
valoari AAI (M-US —2,00+0,16; M-ES — 1,67+0,64; E-EM — 0,96+0,21).

Tabel 7.1. Potentialul antioxidant al extractelor M-US, M-ES si E-EM de N. alba exprimat astfel: valoare
ICso, echivalenti de activitate antioxidanta si indice de activitate antioxidanta

an;i;:iecé* 1Cso (Mg/mL) mgEqT/g mgEqAA/g mgEQqQ/g AAI
M-US
FR 17+0,50 36,91+0,90 31,98+4,10 70,73+6,92 2,94+0,31
FL 17+0,98 40,66+2,90 35,08+1,57 77,66+6,40 2,94+0,18
F 20+0,94 38,08+4,91 32,95+5,31 72,89+1,05 2,50+0,04
T 25+0,89 35,43+1,31 30,77+0,91 68,01+4,85 2,00+0,16
R 19+0,49 39,69+0,80 34,28+1,40 75,87+8,02 2,63+0,24
M-ES
FR 18+1,08 36,98+4,40 32,05+1,96 70,87+7,35 2,78+0,83
FL 15+0,73 41,32+3,82 35,62+2,13 78,87+1,10 3,33+0,32
F 18+0,77 39,11+1,53 33,80+0,40 74,79+4,14 2,78+0,27
T 30+1,10 34,85+7,20 30,28+1,46 66,93+3,07 1,67+0,64
R 16+0,69 40,15+3,44 34,66+2,60 76,71+5,93 3,13+0,26
E-EM
FR 30+2,27 14,56+0,50 12,63+1,19 27,93+1,51 1,67+0,42
FL 26+1,13 16,02+1,09 13,83+0,90 30,61+1,96 1,92+0,43
F 36+1,75 15,34+1,35 13,27+2,41 29,35+1,71 1,39+0,55
T 52+3,19 13,75+2,73 11,96+0,59 26,43+1,48 0,96+0,11
R 26+1,25 15,59+2,95 13,47+3,27 29,82+0,97 1,92+0,15

*FR — fruct, FL -floare, F — frunza, T — tulpina, R — radacind. Rezultatele au fost exprimate ca valoare medie + deviatia standard.
Valorile ICso au fost obtinute din curbele doza-raspuns.

7.4.2 Activitatea antioxidanta utilizind metoda ABTS

Potentialul antioxidant ce implica utilizarea radicalului liber ABTS®" a fost determinat
pentru extractele M-US, M-ES si E-EM, obtinute din diferite parti anatomice de N. alba, precum
fruct, floare, frunza, tulpina si radacina. Tn Figura 7.9 este prezentat procentul de inhibare al
radicalului liber ABTS*®" al extractelor M-US de N. alba, dupa 30 si 60 de minute de incubare. Cel
mai mare procent de inhibare al radicalului liber ABTS*" il prezinta extractele R-M-US si F-M-
US, cu un procent de inhibare 78,20+0,12 %, respectiv 77,01+£0,73 % [53].
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In ceea ce priveste procentul de inhibare al radicalului liber ABTS®" al extractelor M-ES
de N. alba, cel mai mare procent de inhibare al radicalului liber ABTS*" il prezinta extractele R-
M-ES si F-M-ES, cu un procent de inhibare de 75,39£1,67 %, respectiv 73,14+1,54 %. De
asemenea, cel mai mare procent de inhibare al radicalului liber ABTS*" al extractelor E-EM de N.
alba, 1l prezinta fractiile R-M-EM si F-M-EM, cu un procent de inhibare de 74,39+0,99 %,
respectiv 73,77+2,16 %.
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Figura 7.9. Procentul de inhibare al radicalului liber ABTS®" al extractelor M-US de N. alba, dupa 30
(a) si 60 (b) de minute de incubare. FR —fruct, FL —floare, F — frunza, T — tulpind si R — raddcind

Compusul de referinta trolox prezinta un procent de inhibare de 73,87+0,79 % (250 pg/mL)
si o valoare ICso de 3,26+0,22 pg/mL [54]. In Tabelul 7.2 este prezentat potentialul antioxidant al
extractelor M-US, M-ES si E-EM de N. alba, exprimat astfel: valoare I1Csp si echivalenti trolox de
activitate antioxidanta. Valorile 1Cso pentru extractele M-US de N. alba sunt urmatoarele: FR -
13+0,64 pg/mL, FL - 15+0,78 pg/mL, F - 12+0,11 pg/mL, T - 12+0,57 pg/mL si R - 10+0,10
ug/mL. Valorile ICso pentru extractele M-ES de N. alba sunt: FR - 14+1,03 pg/mL, FL - 16+£0,98
pug/mL, F - 13+0,23 pg/mL, T - 13+1,00 pg/mL si R - 12+0,80 pg/mL.

Tabel 7.2. Potentialul antioxidant al extractelor M-US, M-ES si E-EM de N. alba exprimat prin valoarea
1Cx0 §i echivalenti de activitate antioxidanta

Parte anatomica* 1Cs0 (Mg/mL) mgEqT/g
M-US
FR 13+0,64 0,96+0,02
FL 15+0,78 0,91+0,01
F 12+0,11 1,31+0,03
T 12+40,57 1,04 +0,01
R 10+0,10 1,95+0,04
M-ES
FR 14+1,03 0,95+0,01
FL 16+0,98 0,86+0,01
F 13+0,23 1,08+0,03
T 13+1,00 1,02+0,05
R 12+0,80 1,15+0,04
E-EM
FR 15+1,34 0,90+0,02
FL 1740,54 0,84+0,01
F 14+0,23 1,04+0,03
T 15+0,64 1,02+0,02
R 12+41,10 1,10+0,02

*FR — fruct, FL -floare, F — frunzé, T — tulpina, R — radacind. Rezultatele au fost exprimate ca valoare medie + deviatia standard.
Valorile I1Cso au fost obtinute din curbele doza-raspuns.
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Valorile ICso pentru extractele E-EM sunt: FR - 151,34 pg/mL, FL - 170,54 pg/mL, F -
14+0,23 pg/mL, T - 15+0,64 pg/mL si R - 12+1,10 pg/mL. Fractiile F-M-US, F-M-ES si F-E-EM
de N. alba prezinta valori ale echivalentilor de activitate antioxidantad cuprinse intre 1,02 — 1,04
mgEqT/g, iar fractiile R-M-US, R-M-ES si R-E-EM prezinta valori ale echivalentilor de activitate
antioxidanta cuprinse ntre 1,10 — 1,95 mgEqT/g.

7.4.3 Activitatea antioxidanta utilizind metodele BCB si FRAP

Testele de activitate antioxidantda DPPH si ABTS au demonstrat puterea antioxidanta a
extractelor F-M-US, F-M-ES si F-E-EM de N. alba, respectiv a extractelor R-M-US, R-M-ES si
R-E-EM de N. alba, motiv pentru care in testele de activitate antioxidanta BCB si FRAP, s-au
analizat doar fractiile F-M-US si R-M-US de N. alba, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in
Tabelul 7.3. Pe scurt, testele BCB si FRAP indica stabilitatea compusilor bioactivi prezenti in
fractiile F-M-US si R-M-US de N. alba, ceea ce demonstreaza ca potentialele antioxidante si
valorile 1Csp a extractelor raman constante si actioneaza pe o perioadd mai lunga de timp [52].

Tabel 7.3. Activitatea antioxidanta a extractelor M-US de N. alba evaluata prin metodele BCB si FRAP

Test* Extracte M-US de N. alba
F R
Procent de 1Cso mgTEq/g Procent de ICso mgTEq/g
inhibare (%0) (ug/mL) inhibare (%0) (Hg/mL)
BCB 78,6+0,19 330,86 28,93+0,89 90,1+0,90 21+0,55 79,37+£1,03
FRAP  74,640,13 30+0,25 2,24+0,67 79,7+0,13 13+0,15 2,40+0,98

*BCB — procesul de decolorare a -carotenului; FRAP - puterea antioxidanta prin reducerea fierului. F — frunza si R — radacina.

Atat in cazul testului BCB, cat si in cazul testului FRAP, fractia R-M-US de N. alba a
prezentat o activitate antioxidantd mai mare (un procent mai mare de inhibare, o valoare ICso mai
mica si o cantitate mai mare de echivalenti trolox), decat fractia F-M-US de N. alba. Pentru fractia
R-M-US de N. alba s-a inregistrat un procent de inhibare 90,1+0,90 (test BCB), respectiv
79,7%0,13 (test FRAP) si o valoare ICso de 21+0,55 pg/mL (test BCB), respectiv 13£0,15 pg/mL
(test FRAP). Fractia F-M-US de N. alba a prezentat un procent de inhibare de 78,6+0,19 (test
BCB), respectiv 74,6£0,13 (test FRAP) si o valoare ICso de 33£0,86 pg/mL (test BCB), respectiv
30+0,25 pg/mL (test FRAP). Valorile exprimate in echivalenti trolox pentru fractia R-M-US de N.
alba au fost urmatoarele: 79,37 mgTEq/g (test BCB), respectiv 2,40 mgTEq/g (test FRAP), iar
pentru fractia F-M-US de N. alba au fost: 28,93 ngTEq/g (test BCB) si 2,24 mgTEq/g (test FRAP).

7.4.4 Potentialul antioxidant evaluat prin voltametrie ciclica si corelat cu UV-Vis

Investigatiile electrochimice privind potentialul antioxidant al extractelor F-M-US si R-M-
US de N. alba au fost efectuate folosind voltametria ciclica (CV) si spectrofotometria UV-Vis.
Probele de N. alba au indicat un potential usor pozitiv din masuratorile de circuit deschis (OCV),
proba F-M-US prezentand un potential E de cca 30 mV, mai pozitiv comparativ cu proba R-M-
US [52]. Quercetina (102 M), compusul antioxidant major din extractele de N. alba, a indicat un
profil al voltamogramei similar cu cel al fractiilor F-M-US si R-M-US de N. alba (Figura 7.13a,
linia albastra). Potentialul redox (E1/2) al fractiilor F-M-US si R-M-US a fost de 0,410 V£10 mV
comparativ cu valoarea potentialului quercetinei [55]. Au fost Tnregistrate cinci voltamograme
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consecutive la viteze diferite de scanare (10 - 1000 mVs™), iar intensitatea curentului a crescut
odata cu viteza de scanare. Intensitatea curentului anodic variaza liniar cu rata de scanare datorita
proceselor tipice de control al difuziei (Figura 7.13b).
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Figura 7.13. Voltamograme ciclice inregistrate pentru extractele F-M-US (1) si R-M-US (2) de N. alba in
comparatie cu quercetina (linia albastrd). E =+ 1V vs Ag/AgClsa., Viteza de scanare de 100 mV s (a).
Dependenta curentului anodic fatd de rdddcina patrata a vitezelor de scanare (b)

Au fost inregistrate spectre UV-Vis ale extractelor F-M-US si R-M-US de N. alba Thainte
si dupd masuratorile electrochimice (Figura 7.14). Aceste rezultate confirma existenta compusilor
antioxidanti in extractele de N. alba, deoarece absorbtia flavonoidelor variaza la A de 240 - 400
nm. Amax al quercetinei fiind la A de 385 nm [54], iar procesul oxidativ al masuratorilor
electrochimice este evidentiata in Figura 7.14b. Prin urmare, evaluarea electrochimica observata
sustine activitatea antioxidantd a extractelor de N. alba, care poate fi atribuitd flavonoidelor,
quercetina fiind componentul major in fractia F-M-US de N. alba [54, 56].
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Figura 7.14. Spectrele UV-Vis inregistrate pentru extractele F-M-US si R-M-US de N. alba Tnainte de (a)
si dupa (b) testele de voltametrie ciclica

7.5 Concluzii partiale

Cea mai mare activitate antioxidanta, evaluata prin metoda DPPH, o prezinta fractiile FL-
M-ES si R-M-ES de N. alba. Extractele de N. alba prezinta o activitate antioxidanta puternica
probabil datorita prezentei flavonoidelor, care ar putea fi implicate in cresterea potentialului
antioxidant al acestora, fractiile F-M-US, F-M-ES si F-E-EM, respectiv FL-M-US, FL-M-ES si
FL-E-EM continand cea mai mare cantitate de flavonoide.

Cel mai mare procent de inhibare al radicalului liber ABTS®" il prezinta fractiile R-M-US
si F-M-US. Extractele R-M-US, R-M-ES si R-E-EM au prezentat cea mai mare cantitate de acizi
fenolici. Testele BCB si FRAP indica stabilitatea compusilor bioactivi prezenti in extractele de N.
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alba, ceea ce demonstreaza ca potentialele antioxidante si valorile ICso ale extractelor raman
constante si actioneaza pe o perioada mai lunga de timp.

Rezultate obtinute in acest subcapitol au fost publicate partial in ,,Exploring New
Antioxidant and Mineral Compounds from Nymphaea alba Wild-Grown in Danube Delta
Biosphere”, Cudalbeanu & all, Molecules 2018 si ,,Antifungal, Antitumoral and Antioxidant
Potential of the Danube Delta Nymphaea alba Extracts”, Cudalbeanu & all, Antibiotics, 2020.

Capitolul 8 Proprietitile antimicrobiene ale compusilor biologic
activi din specia N. alba

8.4 Rezultate si discutii

8.4.1 Proprietatile antibacteriene ale compusilor biologic activi
8.4.1.1 Metoda difuzimetrici Kirby-Bauer (MDKB)

Extractele M-US de N. alba prezinta cea mai buna activitate inhibitorie Tmpotriva tulpinii
bacteriene Gram-negative E. hormaechei ATCC 700322, cu un interval al zonelor de inhibitie intre
20 — 24 mm (efect inhibitor moderat). Extractele FR-M-US si FL-M-US de N. alba prezinta zone
de inhibitie de 9 mm asupra tulpinii de referinta P. aeruginosa ATCC 27853, iar fractiile F-M-US
si R-M-US de N. alba prezinta zone de inhibitie de 10 mm asupra tulpinii de referinta P.
aeruginosa 477. Extractele M-US de N. alba prezinta efect inhibitor scazut impotriva tulpinii
bacteriene Gram-pozitive S. aureus ATCC 25923 (11 — 17 mm) (Tabelul 8.1).

Tabel 8.1. Rezultatele obtinute la masurarea zonelor de inhibitie ale extractelor M-US de N. alba
Tmpotriva bacteriilor Gram-negative si Gram-pozitive

Tulpina bacterian Extracte M-US* Control pozitiv
ulpina bacteriana (diametrul in mm) (diametrul Tn mm)
Gram-negativi FR FL F T R GE

E. coli
ATCC 25922 oo s 1920
P. aeruginosa
ATCC 27853 o8 -0 Lz
P. aeruginosa *k *k *% -
477 10 10
E. hormaechei
ATCC 700322 20 20 20 21 24 -
Gram-pozitivi FR FL F T R GE
S. aureus
ATCC 25923 12 15 11 14 17 19-27
S. aureus % Kk sk -
NCTC8178** 10 13
S. pyogenes ) ) 3 . -
ATCC 19615
E. casseliflavus ) ) i} . -
ATCC 700327

- Fara actiune antimicrobiana. **Doar fractiile F-M-US si R-M-US au fost testate pe tulpinile de referinta P. aeruginosa 477 si S.
aureus NCTC8178. + la o concentratie de extract mai mare de 8 mg/mL, extractele prezinta activitate antimicrobiana. *FR — fruct,
FL -floare, F — frunza, T — tulpind, R — radacina, GE - gentamicind. Valorile sunt exprimate ca medie a trei determinari.
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La fel ca si in cazul extractelor M-US N. alba, fractiile FR-M-ES si FL-M-ES, prezinta
zone de inhibitie de 11 mm asupra tulpinii bacteriene P. aeruginosa ATCC 27853. Cu un efect
inhibitor moderat, extractele M-ES de N. alba prezintd cea mai bund activitate inhibitorie
Tmpotriva tulpinii bacteriene Gram-negative E. hormaechei ATCC 700322 cu un interval al
zonelor de inhibitie cuprins intre 21 — 27 mm. Extractele M-ES de N. alba, prezinta efect inhibitor
scazut asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923 (12 — 16 mm).

Evaluarea in vitro a activitatii antibacteriene a extractelor E-EM de N. alba asupra
bacteriilor patogene Gram-negative si Gram-pozitive, folosind MDKB, a demonstrat faptul ca
fractiile prezinta efect inhibitor moderat impotriva bacteriei Gram-negative E. hormaechei ATCC
700322 (20 — 25 mm) si efect inhibitor scazut asupra bacteriei Gram-pozitive S. aureus ATCC
25923 (12 — 15 mm).

8.4.1.2 Concentratia minimd inhibitorie

Extractele M-US de N. alba au prezentat valori CMI de 1 mg/mL asupra bacteriei E.
hormaechei ATCC 700322. Fractiile F-M-US si R-M-US au prezentat valori CMI de 1 mg/mL,
respectiv 2 mg/mL, Tmpotriva tulpinii bacteriene E. coli ATCC 25922. Fractiile FR-M-US si FL-
M-US au inhibat dezvoltarea tulpinii P. aeruginosa ATCC 27853, cu o valoare CMI de 1 mg/mL.
Tn cazul tulpinilor bacteriene Gram-pozitive S. aureus ATCC 25923 si S. aureus NCTC8178,
extractele M-US de N. alba prezinta valori CMI de 2 mg/mL (Tabel 8.4).

Tabel 8.4. Valorile CMI ale extractelor M-US de N. alba asupra bacteriilor Gram-negative si Gram-pozitive

Tulpina Fractie M-US* Control pozitiv
bacteriani mg/mL pg/mL
Gram-negativa FR FL F T R GE
E. coli - - 1 - >2 0,25-1
ATCC 25922
P. aeruginosa 1 1 - - - 0,50-2
ATCC 27853
P. aeruginosa - - - - - -
477**
E. hormaechei 1 1 1 1 1 -
ATCC 700322
Gram-pozitiva FR FL F T R GE
S. aureus 2 2 2 2 2 0,12-1
ATCC 25923
S. aureus - - 2 - 2 -
NCTC8178**

Experimentele au fost efectuate in triplicat si s-a calculat valoarea medie CMI. — nu prezinta activitate/nu s-a determinat
concentratia minima inhibitorie. **Doar fractiile F-M-US si R-M-US au fost testate pe tulpinile de referinta P. aeruginosa 477 si
S. aureus NCTC8178. *FR — fruct, FL - floare, F — frunza, T — tulpina, R — radacina, GE — gentamicina.

Cea mai buna activitate antibacteriana a extractelor M-ES de N. alba a fost obtinuta asupra
bacteriilor P. aeruginosa ATCC 27853 si E. hormaechei ATCC 700322 (CMI = 1 mg/mL).
Bacteria S. aureus ATCC 25923 a fost inhibata de extractele M-ES de N. alba, cu valori CMI de
2 mg/mL. La fel ca si in cazul extractelor M-US si M-ES, extractele E-EM prezinta valori CMI de
1 mg/mL asupra bacteriilor Gram-negative P. aeruginosa ATCC 27853 si E. hormaechei ATCC
700322 si valori CMI de 2 mg/mL asupra bacteriei Gram-pozitive S. aureus ATCC 25923.

31



Mihaela Cudalbeanu. Caracterizarea chimica si studiul activitatii biologice a unor compusi prezenti in specia
Nymphaea alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii

8.4.1.3 Concentratia minima bactericidda/bacteriostatica

Fractia F-M-US prezinta efect bactericid (CMB = 2 mg/mL), iar fractia R-M-US prezinta
efect bacteriostatic asupra tulpinii E. coli ATCC 25922. Extractele M-US, M-ES, E-EM de FR si
FL de N. alba prezinta efecte bactericide asupra tulpinii bacteriene P. aeruginosa ATCC 27853
(CMB =2 mg/mL). Extractele M-US, M-ES si E-EM de N. alba prezinta efecte bactericide asupra
tulpinilor bacteriene E. hormaechei ATCC 700322 si S. aureus ATCC 25923 (CMB =2 - 4
mg/mL), doar fractia R-E-EM prezinta efect bacteriostatic asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923.

8.4.2 Proprietatile antifungice ale compusilor biologic activi
8.4.2.1 Concentratia minimd inhibitorie

Activitatea antifungica in vitro (CMI) a fost evaluata Tmpotriva a patru tulpini fungice de
referintd: C. glabrata CBS138, C. albicans SC5134, C. parapsilosis ATCC22019 si C. tropicalis
ATCC750, utilizand extracte F-M-US si R-M-US de N. alba, cu concentratii cuprinse intre 0,23 -
2000 pg/mL, iar ca standard de referinta s-a utilizat FLC, cu concentratii cuprinse intre 0,23 - 250
pg/mL [52]. S-a constatat faptul ca extractele F-M-US si R-M-US de N. alba sunt active impotriva
tulpinii C. glabrata CBS138, cu valori CMI de 1,717 pg/mL, respectiv 1,935 pg/mL si pentru FLC
de 0,7639 pug/mL (Figura 8.3) [57].
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Figura 8.3. Valorile CMI ale extractelor de (a) F-M-US si (b) R-M-US de N. alba si (c) FLC asupra
tulpinii C. glabrata CBS138

8.4.2.2 Concentratia minimd fungicidd/fungistatica

Concentratia cea mai mare, 2000 pg/mL si de asemenea, concentratia cea mai mica, 7,8
pg/mL, de extracte F-M-US si R-M-US de N. alba, au prezentat acelasi numar UFC/mL de tulpina
fungica C. glabrata CBS138. De asemenea, S-au prezentat si rezultatele obtinute la determinarea
UFC/mL ale tulpinii C. glabrata CBS138 cultivate prezenta unor concentratii diferite de FLC
(Figura 8.4).
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Figura 8.4. Valorile logaritmice ale UFC/mL ale tulpinii C. glabrata CBS138, cultivate in prezenta unor
concentratii diferite de extracte (a) F-M-US (F) si R-M-US (R) de N. alba si (b) FLC

8.4.2.3 Potentialul de interactiune al extractelor studiate cu fluconazol

Prezentul studiu experimental a evaluat posibile interactii dintre extractele de N. alba (F-
M-US si R-M-US) si FLC asupra tulpinii fungice de referinta C. glabrata CBS138, utilizand
metoda tablei de sah si prin determinarea indicelui FIC. Tabelul 8.8 prezinta valorile medii ale
indicelui FIC asociat cu tipul de interactiune (1<XFIC<2). Interactiunea extractelor de N. alba si
FLC s-a dovedit a fi indiferenta.

Tabel 8.8. Interactiunea extractelor M-US de N. alba cu FLC asupra tulpinii C. glabrata CBS138

Extract M-US
F-M-US R-M-US
C. glabrata Indicele FIC Interactiune Indicele FIC Interactiune
CBS138 1,30 Indiferenta 1,06 Indiferenta
Experimentele au fost efectuate in triplicat si s-a calculat valoarea medie FIC.

Tulpina fungica

8.5 Concluzii partiale

Extractele de N. alba prezintd cea mai buna activitate inhibitorie impotriva tulpinii
bacteriene Gram-negative E. hormaechei ATCC 700322 (efect inhibitor moderat). Fractiile M-
US, M-ES si E-EM de FR si FL de N. alba prezinta zone de inhibitie cuprinse intre 9 - 11 mm
asupra tulpinii de referintd P. aeruginosa ATCC 27853, iar fractiile F-M-US si R-M-US de N.
alba prezinta zone de inhibitie de 10 mm asupra tulpinii de referinta P. aeruginosa 477. Extractele
de N. alba prezinta efect inhibitor scazut asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923.

Extractele M-US, M-ES si E-EM de N. alba au prezentat valori CMI de 1 mg/mL asupra
bacteriei Gram-negative E. hormaechei ATCC 700322 (efecte bactericide - CMB = 2 - 4 mg/mL).
Fractiile M-US, M-ES si E-EM de FR si FL de N. alba au prezentat valori CMI de 1 mg/mL asupra
bacteriei Gram-negative P. aeruginosa ATCC 27853 (efecte bactericide - CMB = 2 mg/mL).
Fractiile F-M-US si R-M-US au prezentat valori CMI de 1 mg/mL, respectiv 2 mg/mL, impotriva
tulpinii bacteriene E. coli ATCC 25922, fractia F-M-US prezentand efect bactericid (CMB = 2
mg/mL), iar fractia R-M-US prezentand efect bacteriostatic. Extractele M-US, M-ES si E-EM de
N. alba au prezentat valori CMI de 2 mg/mL asupra bacteriei Gram-pozitive S. aureus ATCC
25923 (efecte bactericide - CMB = 2 - 4 mg/mL), insd fractia R-E-EM a prezentat efect
bacteriostatic asupra bacteriei S. aureus ATCC 25923. La concentratia de 2 mg/mL, fractiile F-M-
US si R-M-US de N. alba au prezentat o descrestere substantialda a UFC/mL ale tulpinii S. aureus
NCTC8178.
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S-a constatat faptul ca fractiile F-M-US si R-M-US de N. alba sunt active impotriva tulpinii
C. glabrata CBS138, cu valori CMI de 1,717 ug/mL, respectiv 1,935 pg/mL si pentru FLC de
0,7639 pg/mL. Rezultatele obtinute au aratat faptul ca actiunea antifungica a extractelor de N.
alba, la concentratii mici, a fost specifica asupra tulpinii C. glabrata CBS138, avand actiune
antifungica, la concentratii mult mai mari, asupra celorlalte tulpini de Candida testate (C. albicans
CB138, C. parapsilosis ATCC22019 si C. tropicalis ATCC750). Concentratia cea mai mare, de
2000 pg/mL si de asemenea, concentratia cea mai mica, de 7,8 ug/mL, au prezentat acelasi numar
UFC/mL de tulpina fungica C. glabrata CBS138, deoarece fractiile prezintd aceeasi actiune
fungistatica indiferent de concentratia utilizata. Interactiunea extractelor de N. alba (F-M-US si R-
M-US) si FLC asupra tulpinii fungice de referinta C. glabrata CBS138, utilizand metoda tablei de
sah si prin determinarea indicelui FIC, s-a dovedit a fi indiferenta.

Rezultatele obtinute la evaluarea potentialului antifungic al extractelor M-US de N. alba
asupra tulpinii C. glabrata CBS138 au fost publicate in lucrarea stiintifica ,,Antifungal,
Antitumoral and Antioxidant Potential of the Danube Delta Nymphaea alba Extracts”, Cudalbeanu
& all, Antibiotics 2020.

Capitolul 9 Potentialul toxic si citotoxic al compusilor biologic activi
din specia N. alba

9.4 Rezultate si discutii

9.4.1 Efectele toxice ale compusilor biologic activi asupra germinarii cariopselor de grau
(Triticum aestivum L.)

Efectul toxic al compusilor prezenti in extractele M-US de N. alba a fost determinat
utilizand testul de germinare a cariopselor de grau (Triticum aestivum L.), prin calcularea si
evaluarea celor mai sensibili parametri fiziologici, precum procent de germinare, procent relativ
de crestere a radacinii germenului, indicele de germinare si indicele de vigoare si prin captarea
unor imagini ale germenilor tratati si netratati cu extractele M-US de N. alba, utilizind CLSM.

Rezultatele experimentale (Tabelul 9.1) au aratat faptul ca aplicarea diferitelor concentratii
de fractii F-M-US si R-M-US de N. alba nu a prezentat actiune toxica asupra germindrii
cariopselor de grau [52].

Tabel 9.1. Parametrii fiziologici ai cariopselor de grau germinate sub tratamentul diferitelor concentratii
de extracte M-US de N. alba

Parametrii Concentratie (ug/mL) Control
fiziologici? 10 100 500 1000 (H20)
Extract F-M-US
G % 94,20+0,24  94,60+0,40  95,90+0,91  97,40+0,50 100,00+0,00
RRG % 84,60+1,20 101,13+0,87 103,43+1,13 103,55+0,97 100,00+0,00
Gl 1,10+0,10 0,90+0,20 0,90+0,25 0,90+0,14 1,00+0,00
Vi 120,20+0,43 146,20+0,35 117,90+0,10 113,80+0,10 66,60+0,14
TI 0,80+0,12 0,60+0,12 0,50+0,24 0,60+0,10 1,00+0,00
Extract R-M-US
G% 94,70+0,52  96,00+0,37  96,00+0,15  97,40+1,00 100,00+0,00
RRG % 69,09+0,73 91,76+1,00 94,55+0,76 100,07+0,45 100,00+0,00
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Parametrii Concentratie (ug/mL) Control

fiziologici? 10 100 500 1000 (H20)
Gl 1,40+0,10 1,0040,21 1,00+£0,50 1,00+0,45 1,0040,00
Vi 89,50+0,24  137,60+0,17 92,90+0,24 123,70+0,13  66,60+0,14
Tl 0,70+0,43 0,50+0,12 0,50+0,11 0,80+0,10 1,00+0,00

Rezultatele au fost exprimate ca valoare medie = deviatie standard. 3G% - procent de germinare, RRG% - procent relativ de crestere
a radacinii germenului, GI — indice de germinare, VI — indice de vigoare, T1 — indice de vigoare.

De asemenea, sectiunile prin tulpinile cariopselor de grau germinate in prezenta extractelor
M-US de N. alba au prezentat tesuturi vegetale sanatoase, fara modificari morfologice si
structurale, asa cum s-a observat prin CLSM (Figurile 9.2 — 9.3).

(b)

(d)

Figura 9.2. Imagini CLSM a diferitelor sectiuni de tulpind a cariopselor de grdu germinate sub
tratamentul diferitelor concentratii de extract F-M-US de N. alba: a — 10 pg/mL, b — 100 pg/mL, ¢ — 500
ug/mL si d — 1000 pg/mL

(b)
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(c) (d)

Figura 9.3. Imagini CLSM a diferitelor sectiuni de tulpind a cariopselor de grdu germinate sub
tratamentul diferitelor concentratii de extract R-M-US de N. alba: a — 10 pg/mL, b — 100 pg/mL, ¢ — 500
ug/mL si d — 1000 pg/mL

Diferentierea celulara nu a fost afectata de extractele de N. alba utilizate. Se poate observa
epiderma unistratificatd (Figura 9.3d), parenchimul cortical cu celule izodiametrice bogate in
cloroplaste (tesut asimilator), periciclul care separd parenchimul cortical de cilindrul central
(Figura 9.3d), precum si componente specifice tesuturilor conducatoare (in albastru): xylem (X)
(Figura 9.3a, 9.2a, 9.2d) sau floem (Ph) (Figura 9.3a). In toate experimentele realizate, analiza
microscopica a sectiunilor a ardtat formatiuni epidermale normale cum ar fi numerosi peri (H) sau
stomate de tip Zea (S) (in albastru), ceea ce inseamna ca extractele M-US de N. alba au permis
sau chiar au facilitat diferentierea acestor structuri [52].

9.4.2 Efectele citotoxice ale compusilor biologic activi asupra celulelor fibroblaste pulmonare
sanatoase

Citotoxicitatea compusilor prezenti in extractele de N. alba a fost evaluata utilizdnd
fibroblaste sdnatoase pulmonare V79, iar viabilitatea celulara a fost masurata prin testul MTT. S-
extrase prin diferite metode (US, ES, EM) si cu diferiti solventi (eter de petrol, ciclohexan,
metanol, etanol si apa), dar si fractii de R-E-EM (F2, F5, F50 si F51) (Figura 9.4).

Extractele EP-ES de N. alba prezinta o citotoxicitate redusa, cu o viabilitate celularda mai
mare de 30 % la concentratia de 1000 pg/mL (Figura 9.4a). In ceea ce priveste citotoxicitatea
extractelor CH-EM de N. alba, la concentratia de 1000 ng/mL, fractiile prezinta un procent al
viabilitatii celulare mai mic de 15 % (Figura 9.4b). Fractiile FR-M-US, FL-M-US si T-M-US de
N. alba au prezentat o viabilitate celulara redusa la concentratia de 1000 pg/mL (Figura 9.4c) [52].
Cea mai mare citotoxicitatea a extractelor M-ES de N. alba, o prezinta fractiile FL-M-ES si T-M-
ES, cu un procent al viabilitatii celulare scazut (Figura 9.4d).
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Figura 9.4. Citotoxicitatea extractelor de N. alba asupra celulelor fibroblaste pulmonare sanatoase V79:
(a) EP-ES, (b) CH-EM, (c) M-US, (d) M-ES, (e) E-EM si (f) A-EM. FR - fruct, FL — floare, F -frunza, T —
tulpina si R — raddcina

Fractiile FR-E-EM si FL-E-EM prezinta citotoxicitatea cea mai mare la concentratiile de
100 pg/mL, respectiv 1000 pg/mL (Figura 9.4e). Valorile 1Csp ale extractelor de N. alba in raport
cu linia celulard V79 sunt prezentate in Tabelul 9.2. Rezultatele demonstreaza faptul ca fractiile
de FR, FL si R de N. alba au prezentat citotoxicitate neglijabila asupra celulelor fibroblaste
pulmonare sanatoase V79, insa fractiile de F si T de N. alba au prezentat o citotoxicitate ridicata
asupra celulelor sanatoase.

Tabel 9.2. Valorile 1Cs ale extractelor de N. alba asupra celulelor fibroblaste pulmonare sandatoase V79

Parte Extract de N. alba® (ug/mL)
anatomica® EP-ES CH-EM M-US
FR 722,451£50,43 71,79+4,51 90,0945,39
FL 319,98+10,46 133,22+5,73 91,63+4,80
F 757,74£29,71 133,24+6,55 367,00£50,01
T 426,23+17,21 412,66%35,40 29,72+4,47
R 567,80£20,25 158,75+7,87 281,00£59,00
M-ES E-EM A-EM
FR 802,81£36,31 133,24+5,72 88,63+9,75
FL 31,72+2,39 111,08+4,17 125,97+28,44
F 19,68+1,66 473,00455,33 722,45%£10,03
T 64,04+5,17 535,03+69,50 39,14+5,23
R 646,91+55,53 357,80+14,36 143,71+£3,57

3FR — fruct, FL -floare, F — frunza, T — tulpind, R — radicini. "EP— extracte eterice, CH — extracte ciclohexanice, M — extracte
metanolice, E — extracte etanolice, A — extracte apoase. US — obtinute prin ultrasonare, ES — obtinute cu extractorul Soxhlet, EM
— obtinute prin agitare mecanica. Datele au fost obtinute din curbele doza-raspuns.

Fractiile F2, F5, F50 si F51 prezintd o citotoxicitate redusd, cu o viabilitate celulard mai
mare de 45 % la concentratia de 500 pg/mL (Figura 9.5a). Valorile I1Cs ale fractiilor F2, F5, F50
si F51 in raport cu linia celulara V79, au prezentat o citoxicitate neglijabild asupra celulelor
fibroblaste pulmonare sanatoase V79 (Figura 9.5b).
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Figura 9.5. Citotoxicitatea fractiilor F2, F5, F50 si F51 de N. alba asupra celulelor fibroblaste
pulmonare sandtoase V79

9.4.3 Potentialul citotoxic al compusilor biologic activi asupra celulelor tumorale ovariene

Pentru evaluarea in vitro a citotoxicitatii extractelor de N. alba asupra celulelor tumorale
ovariene sensibile A2780 s-au analizat extracte din diferite parti anatomice (fruct, floare, frunza,
tulpind si radacind), obtinute prin diferite metode (US, ES, EM) si cu diferiti solventi (eter de
petrol, ciclohexan, metanol, etanol si apa), dar si fractii R-E-EM (F2, F5, F50 si F51) (Figura 9.7).
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Figura 9.7. Citotoxicitatea extractelor de N. alba asupra celulelor tumorale ovariene sensibile A2780:
(a) EP-ES, (b) CH-EM, (c) M-US, (d) M-ES, (e) E-EM si (f) A-EM. FR - fruct, FL — floare, F -frunza, T —
tulpina si R — radacina

Fractia FR-EP-ES prezintd procentul de citotoxicitate cel mai mare (<10 %, la concentratia
de 1000 pg/mL). Dintre toate extractele CH-EM de N. alba, fractia F-CH-EM s-a dovedit a fi cea
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mai activa asupra celulelor tumorale ovariene sensibile A2780 (Figura 9.7b). Extractele M-US de
N. alba prezinta cea mai mare citotoxicitate asupra celulelor tumorale ovariene sensibile A2780
(Figura 9.7¢). Fractia FR-M-US, este cea mai activa fractie (34 % la concentratia de 10 ug/mL).
Active s-au dovedit si fractiile F-M-US si R-M-US, la concentratiile de 500 si 1000 ug/mL,
prezentand o viabilitate celulara de 7 si 4 %, respectiv 5 si 2 % [52]. Fractiile FR-M-ES, F-M-ES
si R-M-ES de N. alba sunt cele mai active extracte M-ES, prezentand efecte considerabile asupra
liniei celulare A2780 (Figura 9.7d). Cele mai citotoxice extracte E-EM de N. alba, care au inhibat
dezvoltarea celulelor tumorale ovariene sensibile A2780 sunt fractiile FR-E-EM, F-E-EM si R-E-
EM (Figura 9.7e).

La 24 de ore de la tratamentul liniilor celulare A2780 cu fractii de N. alba, s-au obtinut
valori 1Cso cuprinse intre 1,70 — 840,23 pg/mL (Tabel 9.3).

Tabel 9.3. Valorile I1Cs ale extractelor de N. alba asupra celulelor tumorale ovariene sensibile A2780

Parte Extract de N. alba® (ug/mL)
anatomica? EP-ES CH-EM M-US
FR 28,96+1,76 787,15+£72,80 1,70+0,29
FL 751,974+10,79 127,37+36,28 122,43+3,51
F 60,52+1,84 47,48+1,71 23,20+3,00
T 524,12+10,82 291,28+10,20 90,3746,31
R 53,81+1,63 560,03+54,91 19,40+3,80
M-ES E-EM A-EM
FR 4,87+0,99 52,32+2,44 357,59+47,36
FL 161,48+22,89 156,87+30,68 25,14+3,89
F 7,22+1,59 54,17+8,68 15,73+2,67
T 502,55+42,54 714,92+18,23  840,23+61,12
R 9,73+1,76 74,21+£2 51 44,7348,20

3R — fruct, FL -floare, F — frunzi, T — tulpini, R — ridicini. PEP- extracte eterice, CH — extracte ciclohexanice, M — extracte
metanolice, E — extracte etanolice, A — extracte apoase. US — obtinute prin ultrasonare, ES — obtinute cu extractorul Soxhlet, EM
— obtinute prin agitare mecanicd. Datele au fost obtinute din curbele doza-raspuns.

Fractiile F2, F5, F50 s1 F51 au inhibat dezvoltarea celulelor tumorale ovariene sensibile
A2780, atat la concentratia de 1000 pg/mL, cat si la concentratiile de 100 si 500 pg/mL (Figura
9.5a). In ceea ce priveste determinarea valorilor ICso, dupa 24 de ore de la tratamentul liniilor
celulare A2780 cu fractii F2, F5, F50 si F51, s-au obtinut valori ICso cuprinse intre 43,10 — 91,95
ug/mL (Figura 9.8b).
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Figura 9.8. Citotoxicitatea fractiilor F2, F5, F50 si F51 de N. alba asupra celulelor tumorale
ovariene sensibile A2780
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9.4.3.1 Potentialul de interactiune al compusilor biologic activi studiati cu cisplatina asupra
celulelor tumorale ovariene sensibile si rezistente la cisplatind

Pentru a evalua potentialul extractelor de N. alba prin intermediul terapiei combinate, s-au
utilizat cele mai active si eficiente fractii asupra celulelor tumorale ovariene A2780, sensibile la
cisplatind si care nu prezinta citotoxicitate ridicata asupra celulelor fibroblaste sanatoase V79.
Astfel, liniile celulare tumorale ovariene sensibile la cisplatina A2780 si rezistente la cisplatina
A2780cisR au fost tratate cu fractiile F-M-US si R-M-US de N. alba si/sau cu Cis, timp de 24 de
ore. S-a folosit un raport de 1/10, Cis/fractie [52].

La concentratia de 100 pg/mL, fractia F-M-US prezinta o viabilitatea celulard de 15 %, iar
in combinatie cu Cis, in raportul 10/100 Cis/fractie, viabilitatea celulara scade la un procent de 2
% (Figura 9.10a). La fel ca si in cazul terapiei combinate asupra celulelor tumorale ovariene
sensibile la cisplatina A2780, efectul sinergic al combinatiei Cis/fractie F-M-US asupra celulelor
tumorale ovariene rezistente la cisplatind A2780cisR este prezent tot in raportul 10/100 Cis/fractie,
de la un procent initial al viabilitatii celulare de 35 % , procentul viabilitatii celulare scade la 7 %
(Figura 9.11a). Fractia R-M-US in combinatie cu Cis nu prezinta un potential la fel de puternic ca
si in cazul fractiei F-M-US asupra liniilor celulare tumorale sensibile la cisplatina A2780 (Figura
9.10b) si rezistente la cisplatind A2780cisR (Figura 9.11b).
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Figura 9.10. Citotoxicitatea fractiilor (a) F-M-US (F) si (b) R-M-US (R) de N. alba combinate cu
cisplatina (Cis) asupra celulelor tumorale ovariene sensibile la cisplatina A2780. Cis+F — cisplatina
combinata cu fractia F-M-US, Cis+R — cisplatind combintd cu fractia R-M-US
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Figura 9.11. Citotoxicitatea fractiilor (a) F-M-US (F) si (b) R-M-US (R) de N. alba combinate cu
cisplatina (Cis) asupra celulelor tumorale ovariene rezistente la cisplatina A2780cisR. Cis+F —
cisplatind combinata cu fractia F-M-US, Cis+R — cisplatind combinata cu fractia R-M-US

Rezultatele experimentale prezentate au demonstrat faptul ca extractele de N. alba contin
compusi puternic antioxidanti (rutina, quercetina, naringenina, naringina, apigenina, luteolina),
care permit diminuarea concentratiei de Cis pentru a reduce supravietuirea celulelor tumorale
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ovariene A2780 si A2780ciR (Tabel 9.4). Interactiile sinergice dintre fractiile F-M-US si R-M-US
de N. alba si Cis au fost realizate prin metoda Iui Chou [58]. Indicele de combinare (CI) si fractia
afectata de doza (Fa) sunt prezentate in Tabelul 9.5. Rezultatele obtinute pe baza combinatiei dintre
Cis si fractiile F-M-US si R-M-US de N. alba indica valori ale CI cuprinse intre 0,05 si 0,5,
sugerand un efect sinergic puternic [52].

Tabel 9.4. Valorile 1Cs ale fractiilor F-M-US si R-M-US de N. alba combinate cu cisplatind asupra
celulelor tumorale ovariene sensibile la cisplatina A2780 si rezistente la cisplatina A2780cisR

Proba? A2780° A2780cisRP
F 23,20+3,00 38,87+1,60
R 19,40+3,80 86,41+3,72
Cis 2,72+0,44 41,07+1,58
Cis+F 16,22+2,38 14,71+1,02
Cis+R 21,16+2,05 56,73+2,46

8- F-M-US, R — R-M-US, Cis — cisplatind, Cis+F — cisplatind combinati cu fractia FR-M-US, Cis+R — cisplatind combinata cu
fractia R-M-US. PA2780 - celule tumorale ovariene sensibile la cisplatind, A2780cisR - celule tumorale ovariene rezistente la
cisplatind.

Tabel 9.5. Potentialul de interactiune dintre fractiile F-M-US si R-M-US de N. alba si Cis asupra liniilor
celulare tumorale sensibile la cisplatina A2780 si rezistente la cisplatina A2780cisR

Concentratia de proba

A2780° A2780cisRP
(ug/mL)
F2 Cis? Fat CI¢ Fa° CI¢
10 1 0,70 2,07 0,60 0,57
100 10 0,02 0,35 0,07 0,05
200 20 0,04 1,22 0,06 0,08
500 50 0,01 1,03 0,10 0,44
1000 100 0,03 4,85 0,12 1,20
R? Cis? Fat CI¢ Fa° CI¢
10 1 0,69 2,25 0,89 10,03
100 10 0,12 1,52 0,26 0,30
200 20 0,09 2,25 0,17 0,30
500 50 0,12 7,64 0,32 2,28
1000 100 0,10 12,59 0,25 2,81

8- F-M-US, R — R-M-US, Cis — cisplatina, CistF — cisplatina combinata cu fractia F-M-US, Cis+R — cisplatind combinata cu
fractia R-M-US. PA2780 - celule tumorale ovariene sensibile la cisplatind, A2780cisR - celule tumorale ovariene rezistente la
cisplatina. °Fa - fractia afectatd de doza, CI - indicele combinat.

Din totalul de 34 de extracte de N. alba evaluate, doar 11 dintre acestea au fost mai active
si mai eficiente in inhibarea liniei celulare tumorale ovariene A2780. O pierdere semnificativd a
viabilitatii celulare (<50 %) denota faptul ca extractele prezinta o selectivitate importanta asupra
celulele tumorale. Cele 11 extracte de N. alba (extractele M-US, M-ES si E-EM de FR, F si R,
respectiv extractele F-A-EM si R-A-EM) au fost studiate in continuare pe celule tumorale
prostatice LNCaP, mamare MCF-7 si leucemice HL60.

9.5 Concluzii partiale

Dintre cele patru linii celulare tumorale utilizate, A2780 si MCF-7 par a fi mai sensibile la
tratamentul cu extractele de N. alba. S-a constatat ca extractele de N. alba sunt de tip celular
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selectiv si cel mai important este faptul cd acestea prezinta o citotoxicitate redusd asupra celulelor
sanatoase. 1n plus, s-a demonstrat faptul ca fractia F-M-US de N. alba utilizata in terapia combinata
cu Cis, Tn raport 10/100 Cis/fractie F-M-US, a inhibat cu un procent de 10 % mai mult dezvoltarea
celulelor tumorale ovariene rezistente la cisplatina A2780cisR.

Tn paralel, s-au evaluat toxicitatea si citotoxicitatea extractelor de N. alba utilizand metoda
de germinare a cariopselor de grau, respectiv fibroblaste pulmonare sanatoase V79, pentru a
demonstra lipsa toxicititii a acestor compusi. In total au fost testate 34 de extracte de N. alba, 11
fractii s-au dovedit a fi foarte eficiente in inhibarea dezvoltarii celulelor tumorale si de asemenea,
nu prezinta efecte toxice si citotoxice. Cele mai eficiente extracte s-au dovedit a fi fractiile F-M-
US si R-M-US, avand potential antitumoral asupra celor patru linii celulare tumorale teste (A2780,
MCEF-7, LNCaP si HL60). De asemenea, FR-M-US, FR-M-ES si FR-E-EM de N. alba s-au dovedit
a fi cele mai eficiente in inhibarea dezvoltarii celulelor tumorale leucemice HLG0.

Rezultate obtinute 1n acest subcapitol au fost publicate partial in ,,Antifungal, Antitumoral
and Antioxidant Potential of the Danube Delta Nymphaea alba Extracts”, Cudalbeanu & all,
Antibiotics 2020.

Capitolul 10 Aplicatii: Sono-biosinteza AuNPs utilizand extracte de
N. alba

10.4 Rezultate si discutii

10.4.1 Biosinteza ,,verde” a AuNPs utilizind extract de radacini de N. alba

In biosinteza AUNPR, s-au utilizat diferite concentratii de solutie de HAuCly si extract de
radacina de N. alba, timp de reactie diferit si pH diferit (Tabelul 10.1). Suspensiile purificate
AUNPR;, si redispersate in 2 mL apa ultrapura au fost stocate la intuneric, la temperatura camerei
[59].

Tabel 10.1. Conditii de reactie utilizate in biosinteza AUNPR,

Probi HAuUCI, R-E-EM” Volum pH Timp
(mM) (mg/mL) reactie (ML) reactie reactie (Min)
AUNPR; 1,5 5,47 15,24 7,0 10
AuNPR; 15 7,39 20,30 6,4 10
AUNPR3 1,5 7,38 20,32 8,4 40
AuNPR4 2,0 8,16 18,38 78 40
AUNPRs 3,0 5,54 15,04 7,8 40

*R-E-EM - fractie etanolicd de radicini de N. alba obtinuti prin agitare mecanica.

10.4.2 Caracterizarea AuUNPs

Continutul total de acizi fenolici, flavonoide si taninuri condensate din probele de AUNPRn
a fost determinat utilizdnd metode microspectrofotometrice, in timp ce continutul de Au a fost
determinat prin tehnica PIXE. De asemenea, a fost determinat raportul de Au/fractie pentru probele
AUNPRn. Asa cum a fost detaliat in partea experimentald, AUNPR, au fost caracterizate prin
spectroscopie UV-Vis, masuratori DLS si de potential zeta, spectroscopie ATR-FTIR, microscopie
TEM si SEM si determinari XRD.
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Screeningul fitochimic prin metode microspectofotometrice a aratat prezenta metabolitilor
secundari, prim urmare acizi fenolici, flavonoide si taninuri condensate (Tabelul 10.2). Rezultatele
analizelor evidentiaza faptul ca in extractul R-E-EM de N. alba, continutul total de acizi fenolici,
flavonoide si taninuri condensate este mai mare decét cel al AUNPR;sintetizate, datorita capacitatii
compusilor polifenolici de a forma un complex cu AuNPs [58].

Tabel 10.2. Continutul total de acizi fenolici, flavonoide si taninuri condensate al probelor AUNPR;,.
Abrevieri: GA, acid galic; TA, acid tanic; Q, quercetind; R, rutin,; C, catehind; Eq, echivalent

. . . Taninuri

Probi Acizi fenolici Flavonoide condensate

(mgEqGA/g)  (mgEqTA/g)  (mgEqQ/g)  (mgEqR/g)  (mgEqC/g)

R-E-EM”™ 572,16+4,91 606,35+5,26 22,35+0,96 14,38+0,97 1,70+0,13

AUNPR; 39,65+1,43 42,08+1,50 15,52+0,82 10,03+0,89 0,04+0,00
AUNPR; 0,43+0,05 0,46+0,03 - - -

AUNPR3 28,89+0,99 30,55+1,23 5,22+0,33 3,1740,26 0,02+0,00
AUNPR4 33,00+1,17 34,95+2,01 - - -

AUNPRs 22,84+0,86 24,07+0,94 7,78+1,45 4,87+0,72 0,03+0,00

- Negativ/neidentificat. "R-E-EM — extract etanolic de radacina de N. alba obtinut prin extractie simpla cu agitare mecanica.

Spectrele UV-Vis ale AUNPR; au fost masurate pentru a determina lungimea de unda a
SPR si pentru a deduce forma si stabilitatea AuNPRy. Figura 10.1 prezinta spectrele UV-Vis ale
AUNPR; sintetizate, iar pozitiile benzilor SPR in aceste spectre sunt prezentate in Tabelul 10.3.
Lungimea de unda SPR a probelor AUNPR15 sintetizate utilizdnd sonochimia, a fost in intervalul
de A de 587 - 628 nm. Deplasarea spre rosu (redshift) observata a benzii SPR Tn raport cu cea a
NPs sferice a fost atribuitd formei anizotrope inerente a NPS si/sau formarii
nanoagregatelor/aglomerarilor stabile, rezultate din interactiunea dintre NPs sferice din cauza
maturarii Oswald [60, 61, 62].

AuNPR AunpR1 AunpR2 AuNRI AunpRa AUNPRS —  REEM

AUNPR.
—— AUNPR 2
AuNPR3
—— AuNPRy.
AUNPR 5
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Figura 10.1. Spectrele UV-Vis ale Figura 10.3 Spectrele ATR-FTIR ale
probelor AUNPR: in apd ultrapura probelor AuNPRn si a fractiei R-E-EM

De asemenea, probele AUNPR3 si AuNPR4 au prezentat, doua benzi de absorbtie la A < 350
nm, corespunzatoare moleculelor polifenolice ale extractului R-E-EM [63], ceea ce sugereaza ca
metabolitii secundari prezenti in fractia R-E-EM actioneaza ca un stabilizator eficient in aceste
doud probe, care au fost sintetizate cu o concentratie mai mare de fractie R-E-EM. Asadar,
deplasarea spre rosu la maximele de absorbtie/absorbtia maxima a benzilor SPR, reflecta tendinta
AUNPR; de a forma NPs mai mari si/sau aglomerari de NPs in solutie, deoarece formarea de
agregate ar duce la modificari evidente ale spectrelor UV-Vis [64, 65].
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Tabel 10.3. Continutul de aur, raportul de Au/extract, benzile SPR, dimensiunea hidrodinamica si
potentialul zeta al probelor de AUNPR,

Dimensiune Potentialul

< [Aul* Raport SPR . . . <
Proba hidrodinamica zeta

mg/ml Aulextract Amax (nm) (nm) (PDI) (m\%)

AuNPR; 3,05+0,15 0,56 625 280,2 (0,23) —52+7

AuUNPR? 3,23+0,65 0,44 587 150,0 (0,20) —46+7

AUNPR3 2,81+0,14 0,38 618 60,7 (0,22) —62+11

AuUNPR, 1,94+0,10 0,24 601 32,3 (0,35) -56+9

AUNPRs 4,04+0,20 0,73 628 209,8 (0,28) —60+9

*Continutul de Au a fost determinat prin tehnica PIXE.

Dupa cum se poate observa in Tabelul 10.3, dimensiunea hidrodinamicd depinde in cea
mai mare masura de raportul dintre Au/extract R-E-EM, raportul cu concentratiile mai mari
prezinta valori mai mari ale dimensiunilor hidrodinamice ale AuUNPs. Valorile de potential zeta (&)
ale probelor de AUNPR;, sintetizate au fost negative, cuprinzand intervalul —62+11 mV; —46+7mV,
confirmand stabilitatea NPs [66]. Tn comparatie cu alte AuNPs obtinute in urma utilizarii
extractelor de plante, AUNPR, prezinta valori { mai mici [67].

Fractia R-E-EM solubilizata in apa a prezentat regiuni de absorbtie IR caracteristice
compusilor polifenolici. Aproape toate benzile au fost observate pentru toate probele AUNPR, Tn
aceeasi gama de numere de unda [68]. Cu toate acestea, s-a putut observa ca banda de la 1706
cm ! a suferit o scidere semnificativd a intensititii sale. Din datele ATR-FTIR, se poate deduce
ca gruparile acide ale compusilor polifenolici raiméan atasate chimic la suprafata AuNPR, printr-o
functiune acida, care se poate datora gruparilor OH prezente in compusii polifenolici, compusi
implicati in reducerea ionilor Au* la Au® [69]. De asemenea, analiza spectrelor FTIR a confirmat
concentratia scazuta de acizi fenolici si flavonoide din proba AuNPR> (Figura 10.3).

A fost efectuatd o analiza PXRD pentru a evalua natura cristalinitatii probelor AuNPRn
(Figura 10.4). Analiza structurala a probei AUNPR4 (Figura 10.5) a evidentiat prezenta a cinci
varfuri/picuri de difractie care au fost indexate la planurile de retea/structurad (111), (200), (220),
(311) s1 (222) specifice structurii cubice centrate pe fatd (FCC) a aurului metalic, in acord cu baza
de date Crystallography Open Database (COD 9008463). Absenta altor faze cristaline confirma
natura cristalina pura a probelor AUNPR; [58].
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Figura 10.4. Analiza XRD a probelor Figura 10.5. Analiza XRD a probei
AuNPR; AUNPR4

Desi in biosinteza de NPs s-au utilizat diferite conditii experimentale, nu s-au observat
diferente semnificative in difractogramele XRD ale probelor AuNPRn. Singurele modificari
observate au fost mici deplasari ale pozitiilor picurilor de difractie, reflectand diferente constatate
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in dimensiunile nucleului de Au. Probele AuNPR; au prezentat o dimensiune medie a nucleului
de Au, mai mica de 20 nm (AuNPR4 < AUNPR3 =~ AuNPR> < AUNPRs =~ AuNPR1).

S-au efectuat analize SEM si TEM pentru a caracteriza din punct de vedere morfologic
probele de AuNPR;, biosintetizate, din punct de vedere al distributiei dimensiunilor si formelor.
Figura 10.6 prezintd imagini reprezentative SEM si TEM ale AuNPR,. Imaginile SEM (Figura
10.6a,c,e) si TEM (Figura 10.6b,d,f) arata faptul ca AuNPR, biosintetizate prezinta forme diferite,
coexistand in forme cvasi-sferice, triunghiulare si stelare, printre alte forme neregulate, precum si
o distributie mare de dimensiuni, care confirma datele spectrelor UV-Vis si masuratorile DLS [58].

4
()

Figura 10.6. Imagini SEM si TEM a AuNPR;: (a, b), AUNPR4 (c, d) si AUNPRs (e, f). Imaginile SEM sunt
obtinute la puterea de marire 50,000 x

Coexistenta in solutia coloidalda a NPs de o mare diversitate de morfologii, in care acestea
sunt nconjurate de o matrice bioorganica, este o caracteristicd comuna si este atribuitd unei functii
de protectie si stabilizare, care impiedica agregare a NPs [70, 71]. Dimensiunea medie a NPs,
obtinuta prin analiza TEM, a fost mai mare decat cea obtinutd in urma analizelor de difractie.
Astfel, cu cat este mai mare distributia dimensiunilor si formelor NPs in solutia coloidala, cu atat
este mai mare discrepanta valorilor obtinute de aceste doua tehnici [72, 73]. Avand in vedere
determindrile dimensiunilor AUNPR, biosintetizate utilizand extract R-E-EM de N. alba, in
diferite conditii de reactie, se poate stabili o ordine in functie de tehnica folositd: DLS
>TEM>XRD, in acord cu rezultatele pentru NPs sintetizate utilizand extracte de plante [74, 75].

10.4.3 Proprietatile biologice ale AuNPs
10.4.3.1 Activitatea antioxidanti a AuNPs

Un test privind inhibarea radicalului liber DPPH a fost utilizat in scopul de a evalua
activitatea antioxidantd a probelor AUNPR,. Dupa cum se poate observa in Tabelul 10.6, probele
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AUNPRn au demonstrat o activitate antioxidanta mai mare decét proba R-E-EM, cu exceptia probei
AUNPRy, rezultat care demonstreaza inca o data continutul scazut de fractie R-E-EM 1n invelisul
AUNPR; [58].

Tabel 10.6. Activitatea antioxidanta a probelor AuNPR, determinata prin metoda DPPH

Probi P_roc_ent de Echivalenti activitate antioxidanta

inhibare mgEqT/g mgEgAA/g mgEqQ/g
R-E-EM” 72,20+0,33 15,59+2,95 13,47+3,27 29,82+0,97
AuUNPR; 95,77+1,25 10,83+1,76 9,24+0,87 20,51+1,69
AuUNPR; 56,47+2,03 5,76+0,46 5,06+0,38 11,16+1,03
AuUNPR3 92,38+2,54 10,39+1,07 8,88+0,94 19,70+1,47
AUNPR4 94,29+3,14 10,64+0,67 9,08+0,57 20,16+2,01
AuNPRs 90,05+0,99 10,09+0,87 8,63+0,89 19,15+1,40

*R-E-EM — extract etanolic de radacina de N. alba obtinut prin extractie simpla cu agitare mecanica. Rezultatele au fost exprimate
ca valoare medie + deviatia standard. mgEqQ/g — miligrame echivalenti quercetina per gram de proba; mgEqAA/g - miligrame
echivalenti acid ascorbic per gram de proba; mgEqT/g - miligrame echivalenti trolox per gram de proba.

10.4.3.2 Activitatea antibacteriana a AuNPs

Proprietatile antimicrobiene ale probelor AuNPRy si comparativ, ale sarii de aur HAuCly
au fost evaluate asupra bacteriilor: Gram-pozitiva S. aureus Newman si Gram-negativa E. coli
ATCC25922, prin determinarea valorilor CMI, utilizand metoda microdilutiei (Tabel 10.7).

Tabel 10.7. Valorile CMI estimate ale probelor AUNPR, si HAuCls asupra bacteriilor S. aureus Newman
si E. coli ATCC25922

CMI (ugAu/mL)

Bacteria AUNPR; AUNPR, AUNPR; AUNPR: AUNPRs  HAUCL
S. aureus Newman 200 >200 200 100 >200 50
E. coli ATCC25922 >200 >200 200 200 >200 6,25

Rezultatele reprezintd media a trei experimente independente efectuate cu cite doua replicari.

Sarea de Au (IIl) HAuUCIls a prezentat o activitate antimicrobiana puternica asupra
bacteriilor S. aureus Newman si E. coli ATCC25922, cu valori CMI de 50 pgAu/mL, respectiv
6,25 pgAu/mL. Proba AuNPR4 a avut cea mai mare activitate antimicrobiand impotriva bacteriei
Gram-pozitiva S. aureus Newman, cu o valoare CMI de 100 pgAu/mL. De asemenea, proba
AUNPR; a prezentat activitate antimicrobiana moderata Tmpotriva bacteriei E. coli ATCC25922,
cu o valoare CMI de 200 pgAu/mL. Aceste rezultate sunt comparabile cu alte rezultate raportate
in literatura de specialitate, demonstrand o dependenta inversata intre activitatea antibacteriana si
dimensiunea NPs [58].

10.4.3.3 Activitatea antitumorala a AuNPs

Efectul citotoxic al AUNPR, biosintetizate asupra unei linii celulare tumorale (A2780) a
fost evaluat pentru a obtine informatii cu privire la valoarea prospectiva a acestor NPs ca agenti
chimioterapeutici. Citotoxicitatea AuNPs sintetizate utilizand extracte de plante depinde de
proprietatile fizico-chimice ale particulei (dimensiune, forma, sarcina de suprafata si constituentii
fitochimici). Toate aceste proprietiti fizico-chimice joaca roluri cheie in absorbtia celulelor si Tn
ceea ce priveste gradul de citotoxicitate.
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Figura 10.7. Viabilitatea celulara a celulelor tumorale A2780 (A) si fibroblastelor sandtoase V79 (B)
dupa tratamentul cu concentratii seriale de AuNPR timp de 48 de ore. Rezultele reprezinta media +
deviatia strandard a doua experimente independente efectuate in cdte sase replicari pe experiment

Rezultatele obtinute asupra celulelor tumorale A2780, tratate timp de 48 de ore cu dilutii
seriale de AUNPRy (1 pgAu/mL pana la 100 pgAu/mL) si HAuCly, sunt prezentate in Figura 10.7.
Rezultatele au prezentat o scadere dependentd de concentratie a viabilitatii celulare cu cresterea a
concentratiei probelor de AuNPRn. Valorile ICsp, calculate pe baza curbelor doza—raspuns (Figura
10.7A si 7B), au fost 108,7+15,0 pgAu/mL, >100 pgAu/mL, 51,9+7,7 nugAu/mL, 33,5+6,3
pngAu/mL si 136,1 £ 15,0 pgAu/mL pentru nanoparticulele AuNPR1, AUNPR2, AUNPR3, AUNPRG4,
repectiv AUNPRs. De asemenea, precursorul sarii de aur HAuCly a fost testat, dar s-a dovedit a fi
fara efect citotoxic. Probele AUNPR3 si AuNPR4 au prezentat cele mai mici valori ICso ceea ce
demonstreaza faptul ca sunt cele mai active din punct de vedere antitumoral dintre toate probele
AUNPRn testate. Aceste NPs au reusit sa inhibe cu 50% viabilitatea celulelor tumorale A2780 la
concentratia de 33,5 + 6,3 ugAu/mL, respectiv 51,9+7,7 ugAu/mL. Nanoparticulele AuNPR3 si
AUNPR au o dimensiune hidrodinamica si o dimensiune a nucleului de Au mai micd in raport cu
celelalte NPs, ceea ce ar putea justifica activitatea lor antitumorala puternica. Selectivitatea
citotoxica a AuNPRn impotriva celulelor tumorale fata de celulele sanatoase a fost evaluata asupra
fibroblastelor sandtoase V79. Dupa cum este reprezentat in Figura 7B, s-a observat un efect
dependent de doza chiar si pentru proba de HAuCl4 [58].

10.5 Concluzii partiale

Conditiile experimentale, cum ar fi pH-ul de reactie, raportul Au/extract si timpul de reactie
sunt parametri importanti pentru a controla biosinteza, deoarece ajusteazd dimensiunea si sarcina
AUNPs. Dimensiunea hidrodinamicd a AuNPR, creste odata cu raportul Au/extract R-E-EM: un
raport mai mare corespunde unei dimensiuni hidrodinamice mai mari, pe de alta parte dimensiunea
nucleului de Au (dimensiunea medie de cristalit), caracterizata prin tehnica PXRD, nu a prezentat
diferente semnificative si a prezentat o dimensiune de cristalit inferioara la 20 nm.

Toate probele de AUNPR, au avut o valoare a potentialului zeta ridicata, negativa, de la
—62+11 mV la —46+7 mV. AuNPR; au prezentat o anumita eterogenitate a formei si o distributie
moderata si monodispersa, dupa cum arata analizele TEM si SEM. Spectrele ATR-FTIR au indicat
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faptul ca AuNPR; interactioneazd in principal cu gruparile hidroxil prezente in compusii
polifenolici din extractul R-E-EM, care participi la reducerea Au** la AuC si stabilizarea NPs. De
asemenea, analiza ATR-FTIR a confirmat o concentratiei scazuta de acizi fenolici si flavonoide in
proba AuNPR:2. Imaginile SEM au aratat ca NPS prezinta un invelis format din material organic
(extract R-E-EM), care exercita o functiec de protectie si stabilizare, Tmpiedicand agregarea
acestora. In afara de AuNPRj, toate AUNPR, au prezentat o capacitate antioxidanti ridicata,
superioara celei obtinute pentru extractul R-E-EM, utilizata in biosinteza. AUNPRj stabilizate au
prezentat activitate antibacteriana si antitumorald dependentd de dimensiune, ambele crescand
odatd cu scaderea dimensiunii particulelor. De fapt, cele mai mari AuNPs (AuNPR2 si AuNPRs)
au fost cele mai putin biologic active. Pe langa dimensiune, aceastd activitate biologica redusa
reflectd cu siguranta si continutul scazut de compusi polifenolici.

Rezultatele acestui capitol au fost publicate in ,,Sono-Biosynthesis and Characterization of
AuNPs from Danube Delta Nymphaea alba Root Extracts and Their Biological Properties”,
Cudalbeanu & all, Nanomaterials 2021.

Concluzii si directii viitoare de cercetare

Concluzii generale

Teza de doctorat ,,Caracterizarea chimica si studiul activitdtii biologice a unor compusi
prezenti in specia Nymphaea alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii” a urmarit separarea si
identificarea compusilor biologic activi prezenti in diferite parti anatomice (fruct, floare, frunza,
tulpind si radacind) din specia de nufar N.alba, aplicand tehnici moderne de analiza
(cromatografice cuplate cu spectrometrie de masa, microspectrofotometria si spectrometria), dar
si evaluarea in vitro a potentialelor proprietati bioactive, cum ar fi antioxidante, antibacteriene,
antifungice si antitumorale, dar si de reducere si stabilizare aplicate in biosintetiza AUNPSs.

Compusii biologic activi identificati in specia Nymphaea alba apartin mai multor clase de
compusi organici, precum acizi fenoli, flavonoide, proantocianidine, antocianidine, taninuri,
lignani, terpenoide, steroli, esteri, hidrocarburi alifatice superioare, rezultatele cercetarilor din
aceasta teza confirmand dovezile stiintifice care subliniaza faptul ca diferite parti componente ale
plantelor au compozitie chimica diferita.

Interesul pentru acest subiect de cercetare se datoreaza faptului ca in literatura de
specialitate specia N. alba este prezentata ca fiind 0 sursa importanta de compusi naturali biologic
activi, cu variate proprietati farmacologice. incurajandu-ne astfel in cercetarea aprofundata unei
specii autohtone de N. alba prezenta in Rezervatia Biosferei Delta Dunarii. Aceasta cercetare
contribuie la valorificarea speciilor acvatice din punctul de vedere al dezvoltarii unor noi metode
de separare, identificare si analizd a compusilor chimici interesanti pentru industria farmaceutica
sau alimentara.

Concluzii personale

Cercetarile acestei teze s-au indreptat spre un studiu complex al compusilor biologic activi
prezenti in diferite parti anatomice ale speciei N. alba. Astfel, contributiile stiintifice personale,
originale si sinteza rezultatelor experimentale sunt prezentate in cele ce urmeaza:
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Specia N. alba a fost prelevata din Lacul Rotundu, Complexul acvatic Somova-Parches,
Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, habitat care prezinta conditii de mediu speciale pentru
dezvoltarea speciilor acvatice submerse.

Extractia cu solventi a compusilor organici naturali din diferite parti anatomice ale speciei
trei metode de extractie: extractie simpla asistata de ultrasunete (US), extractie multipla cu
extractorul Soxhlet (ES) si extractie simpla cu agitare mecanica (EM). In total s-au obtinut
30 de fractii, iar cantitatea cea mai mare de compusi naturali a fost extrasa cu solventul
organic metanol comparativ cu solventul organic etanol.

Separarea si izolarea compusilor biologic activi din specia N. alba s-a realizat, pentru prima
data, pentru extractul de radacind R-E-EM de N. alba, separare care a avut loc in sapte
etape. In total s-au obtinut 16 fractii, iar patru fractii reprezentative dintre cele 16 fractii au
fost luate in lucru in analizele ulterioare pentru a dovedi proprietitile biologice a
metabolitilor secundari prezenti in specia N. alba.

Analiza GC-MS a fractiilor lipofile de N. alba (EP-ES si CH-EM) a condus la identificarea
a 71 de compusi organici volatili, care au fost In principal hidrocarburi cu catena lunga, si
derivati oxigenati, acizi grasi si esteri ai acizilor grasi, terpenoide si steroide.

Tn studiul experimental HPLC (HPLC-DAD si LC-MS/MS) al fractiilor hidrofile de N.
alba (M-US, M-ES si E-EM) s-au identificat si raportat pentru prima data un numar de 27
de compusi polifenolici (HHDP, acid chinic, corilagina, acid vanilic, castalina, acid galic,
geranina, acid cafeic, acid p-coumaric, acid tanic, rutina, acid elagic, ramnozida acidului
elagic, pentozida acidului elagic, derivat al acidului cinamic, naringenina, naringina, acid
ferulic, catehina, epicatehina, acid clorogenic, quercetina, apigenina, luteolina, brevifolina,
kaempferol si orientina), compusi cunoscuti si pentru proprietatile lor biologic active.
Analiza principalelor clase de compusi, metaboliti primari si secundari prezenti in fractiile
de N. alba, a evidentiat prezenta unor cantitati insemnate de clorofile, carotenoide, acizi
fenolici, flavonoide si taninuri condensate. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu
datele din literatura de specialitate si cu cele obtinute prin tehnicile HPLC-DAD s1 LC-
MS/MS si confirma prezenta in diferite fractii de N. alba a unui continut ridicat de acizi
fenolici, flavonoide si taninuri condensate.

Rezultatele studiului experimental cu privire la continutul total de macro si microelemente
confirma bioacumularea elementelor din sediment si apa de catre planta acvatica N. alba.
Prin urmare, in procesele de crestere si dezvoltare, specia N. alba asimileaza cantitati
substantiale de elemente esentiale, dar si cantitati reduse de elemente neesentiale. Cantitéti
mari de macroelementele, cum ar fi K, Mg, P si Na s-au identificat in probele de floare,
frunza, tulpina si radacina de N. alba. Microelemente, precum B, Ba, Co, Cr, Cu, Li, Ni,
de N. alba.

Prezenta unui numar relativ mare de compusi in fractiile analizate, compusi cu proprietati
biologic active importante, justificd utilizarea, cunoscutd, a speciei N. alba in medicina
traditionald pentru tratarea si prevenirea diferitelor afectiuni. In preocupirile actuale
privind nevoia de a descoperi noi agenti terapeutici fard ca acestia sa prezinte efecte toxice
negative, in acest studiu s-a evaluat, pentru prima data, potentialul antioxidant al fractiilor
M-US, M-ES si E-EM de N. alba, folosind metodele DPPH, ABTS, BCB, FRAP si CV.

49



Mihaela Cudalbeanu. Caracterizarea chimica si studiul activitatii biologice a unor compusi prezenti in specia

Nymphaea alba din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii

Rezultatele obtinute evidentiaza proprietdtile biologice ale speciilor autohtone de N. alba
din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii si sunt comparabile cu datele din literatura de
specialitate, care prezinta extracte de plante cu potential biologic activ contindnd acelasi
tip de compusi. Fractiile M-US, M-ES si E-EM de N. alba prezinta o activitate antioxidanta
puternica la concentratii £ 500 pg/mL, iar prezenta quercetinei in fractiile de N. alba a fost
inca o datad confirmata si prin tehnica CV.

Fractiile de N. alba prezinta activitate antimicrobiand impotriva tulpinilor bacteriene
Gram-negative E. hormaechei ATCC 700322, P. aeruginosa ATCC 27853 si E. coli ATCC
25922 si asupra tulpinilor bacteriene Gram-pozitive S. aureus ATCC 25923, S. aureus
NCTCS8178 si S. pyogenes ATCC 19615.

Fractiile de frunza F-M-US si radacind R-M-US de N. alba sunt active impotriva tulpinii
C. glabrata CBS138, cu valori CMI de 1,717 pg/mL, respectiv 1,935 pg/mL si pentru FLC
de 0,7639 pg/mL. Rezultatele obtinute au ardtat faptul ca actiunea antifungica a fractiilor
de N. alba, la concentratii mici, a fost specifica asupra tulpinii C. glabrata CBS138, avand
actiune antifungica, la concentratii mult mai mari, asupra celorlalte tulpini de Candida
testate (C. albicans CB138, C. parapsilosis ATCC22019 si C. tropicalis ATCC750).

In cautarea de noi compusi chimioterapeutici naturali s-a evaluat, pentru prima data,
citotoxicitatea fractiilor de N. alba asupra liniilor celulare tumorale ovariane
A2780/A2780cisR, mamare MCF-7 si prostatice LNCaP, folosind testul MTT, dar si
celulele tumorale leucemice HL60, folosind testul WST-8. Dintre cele patru linii celulare
tumorale utilizate, A2780 st MCF-7 par a fi mai sensibile la tratamentul cu fractiile de N.
alba. S-a constatat faptul ca fractiile de N. alba sunt de tip celular selectiv si cel mai
important este faptul cd acestea prezinta o citotoxicitate redusa asupra celulelor sanatoase.
Efectul indus de compusii biologic activi prezenti in fractiile de N. alba demonstreaza
potentialul acestora de a fi studiati preclinic ca agenti antitumorali.

Fractia de frunza F-M-US de N. alba utilizata in terapia combinata cu Cis, in raport 10/100
Cis/fractie F-M-US, a inhibat cu un procent de 10 % mai mult dezvoltarea celulelor
tumorale ovariene rezistente la cisplatind A2780cisR. In paralel, s-au evaluat toxicitatea si
citotoxicitatea fractiilor de N. alba utilizind metoda de germinare a cariopselor de grau,
respectiv celule fibroblaste pulmonare sandtoase V79.

In total au fost testate 34 de fractii de N. alba. Activitatea biologica a acestor fractii este
variabild datoritd compozitiei chimice diferite, care depinde de metoda de extractie, dar si
de tipul de solvent folosit. Dintre toate fractiile testate, 11 fractii s-au dovedit a fi foarte
eficiente n inhibarea dezvoltarii celulelor tumorale si de asemenea, nu prezinta efecte
toxice si citotoxice asupra tesuturilor sandtoase. Rezultatele obtinute la evaluarea
compusilor.

Cele mai eficiente fractii s-au dovedit a fi fractiile de frunza F-M-US si radacina R-M-US,
avand potential antitumoral asupra celor patru linii celulare tumorale teste (A2780, MCF-
7, LNCaP si HL60). Fractiile FR-M-US, FR-M-ES si FR-E-EM de N. alba s-au dovedit a
fi cele mai eficiente in inhibarea dezvoltirii celulelor tumorale leucemice HL60. Tn
concluzie, s-a demonstrat pentru prima data potentialul antitumoral al compusilor prezenti
in diferite fractii de N. alba, specie prelevata din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii.
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K3 Pentru prima dati s-a dovedit faptul ci fractia de ridicinid R-E-EM de N. alba permite
stabilizarea nanoparticulelor de aur, AuNPs, obtinute printr-o singura reactie, la
temperatura camerei, folosind sonochimia ca metoda simpla, ieftina, eficienta si ecologica.
Analiza experimentala s-a axat pe biosinteza AuNPs in prezenta de fractiei R-E-EM de N.
alba, cu activitate biologica dubla, antimicrobiana si antitumorala. Aceasta performanta cu
multiple perspective, selectivitate moderata si citotoxicitate redusa, poate pozitiona probele
AUNPR, ca agenti terapeutici eficienti, cu avantajul suplimentar al unui impact redus
asupra mediului.

Directii viitoare de cercetare

Pe baza rezultatelor experimentale obtinute pe parcursul anilor de studii doctorale,
perspectivele viitoare de cercetare se vor axa pe urmatoarele activitati:

K3 Consolidarea investigatiilor asupra compusilor polifenolici prezenti in diferite parti
anatomice de N. alba, care au prezentat activitate antioxidanta, antibacteriana, antifungica
si antitumorald semnificativa, prin intelegerea aprofundata a mecanismului lor de actiune,
atat prin analize in vitro, cat si prin analize in vivo.

K3 Evaluarea in vitro si in vivo a potentialului activ al compusilor polifenolici prezenti in
diferite parti anatomice de N. alba cu accent pe proprietati antidiabetice, antivirale si anti-
inflamatorii.

K3 Purificarea avansati a compusilor biologic activi naturali, prezenti in diferite parti
anatomice de N. alba, in special a celor cu activitate biologica interesanta.

K3 Fractiile de N. alba s-au dovedit a fi active impotriva tulpinii C. glabrata CBS138, cu valori
CMI de 1,717 pg/mL, respectiv 1,935 pg/mL astfel ca extinderea cercetarii pentru
includerea acestora in forme farmaceutice (creme, geluri, etc.) pentru uz extern si testarea
acestora impotriva infectiilor fungice va constitui o alta directie de cercetare.

K3 Mecanismele moleculare care stau la baza actiunii antitumorale a compusilor fitochimici
prezenti in specia N. alba, n special asupra celulelor tumorale ovariene, prostatice, mamare
si leucemice, nu sunt inca foarte clare, iar rezultatele obtinute stimuleaza continuarea
cercetarilor mai aprofundat, atat prin analize in vitro, cat si prin analize in vivo pentru o
intelegere a mecanismelor de actiune.

K2 Tn cercetiri viitoare, probele de AuNPRn, in special AUNPR;3 si AuNPRy, ar putea fi
exploatate ca potentiali candidati pentru aplicatii in industria farmaceutica, datoritd
proprietatilor lor biologice, cum ar fi activitatea lor antitumorald impotriva celulelor
tumorale ovariene sensibile la cisplatina A2780, beneficiind in acelasi timp si de
potentialul lor antibacterian.

E3 Probele AUNPR3 si AuNPRy utilizate in terapia combinatid cu medicamente antitumorale
sau medicamente pe baza de plante ar putea imbunatati profilul biologic al acestora, in
vitro si in vivo, prevenind astfel dezvoltarea rezistentei la medicamente, reducand
toxicitatea sistemicd a medicamentelor si totodata pot contribui la imbunatatirea
rezultatelor terapeutice.

£2 Biosinteza nanoparticulelor de Au, Ag, Cu, Pt si Sn si obtinerea unor biofilme subtiri, cu
proprietati antibacteriene si antifungice cu posibila aplicare n domeniul farmaceutic si/ sau
biomedical.
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