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Raport stiintific Etapa 1/2020

Obiectiv 1: Caracterizarea compozitiei chimice si a proprietatilor enzimatice si biofizice
ale uleiului de armurariu presat la rece, obtinerea biocatalizatorului adaptat

la temperaturi scazute pentru transesterificarea silibinei

1.1. Analiza compozitiei de acizi grasi a uleiului de armurariu

Armurarid (ciulinul de lapté (Silybum marianun{L.) Gaertn.) numit'H anghinare
stlbatict, este o plamt medicinat folositt. de mii de ani ca remedhepatoprotectopentru o

varietate de boliS-a d e mo n Silybunamariamuima r e ap !l i ¢ a Hi i clinic
hepatitei toxice, ficatul ui g r a s(RainoeeiFrAm z e i I
Fam. Physician2005, 72, 12851289.Ar mur ar i ul est e originar din 2z
Centcraé¢Ht e "n stl btticie Hi " n Europa, “~n unc
poate fi cultivat Hi “n mod controlat. Cn RO

situate “"n COmpia Bbtritgainal Ol { @@i€mmipa &T iBmirknual
(Scientific Bulletin. Series F. Biotechnologi€817, ISSN Online 2288372). Armurariu este cunoscut
pentruco mponent a pr i nc indractefsilimaring, xn fleverolignah oumit d
si | ibnsemi n"Hel e de ar mur a wulei boggy thadcidelinokeicu e xt r a
randamentdegst e 50%. Acest conHinut relativ ridic
clasificarea platei de armuragua p dleaginbak.(Mhamdi B., Abbassi F., Smaoui A., Abdelly C.,
Marzouk B.,Pak. J. Pharm. Sgi29, 3, 951959, 2016)

Compozi "Hi a Hi p r arpurarie au fodtideteeminatel sevaluaiein i de
compar a'Hi e cu al t e Topta tleiudle utilizée in aaest studi aupf@@tn d i t e
procurate din comer™™ fiind produse adostoht one

utilizate ftrt o purificare prealabil it Hi pt
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Ulei de Floarea Soarelui (FS), Ulei deg Masl.
este pr dabeluilt at £ “ n
Tabelull. Co mp onz ia'dii zmp o rgulearidistudiate
ACIZII GRASI MS CN FS IN
AR (Di Serioet | (Leizeret al. (Bayrak,et al.,
(Meddebet al, Eur. J. J. (Akkaya et Biotechnol
al. In_t. J. mol. Lipid Sci. Nutraceutical al_., J Food Biotechnol
Sci2017, Technol, s Funct. Med. Sci Techno) Equip,
18(1%)52582 2016,118 | Foods2000. 2018,. 2010, 24 1836
) 288.98) 2(4), 3553) 55,2318 25) | 19)
Acid Palmitic C16:0 5-7 12-15 6-9 5-7.6 455.5
Acid Stearic C18:0 4-5 2.1-2.7 2-3 2.7-6.5 4-6.5
Acid Oleic C18:1 15-22 64.472.7 10-16 14-49 19.528
Acid Linoleic C18:2 57-60 10.315 50-70 48.374 12.515.5
Acid Linolenic C18:3 0-1 0.6-0.9 15-25 0-0.3 49-56
Analiza HPLC
Anal i za probel or de ul ei comerci al a f

cromatografic de lichidle HPLO AD/ R1 D.

ur mttoarce®ll®@ant

ES (Lxdp2b0x4 enm) W Particule de dimetd

Condi "Hi utiizate ae fopte r i mer

octadecilsilan (C18 u di ametrul de 5 Om-ACAzacet aiecddr
debitul fazei mobile 1 ml/minut, volumul de
sa realizat cu det e dPtobelk de ubiamalizdte?al fost araegte cid i RI D
faza mobilt p©nt | a dizolvarea complett, f&Lr
Caracterizarea FTIRATR

Spectrele FTIR (Spectroscopia de absorbSi
fost obSinute cu un spectrometelbuPker RTR EI &
totalt atenuatt) cu cristal 400 emtdicaumaontr, ez onl W
cmiHi un numkr de 32 de scantri Probele de u
l' ichide pe cristudluiHi i anr @gioxctersarea Hpeetvmal u
ulterior cu ajutorul softwarelui Origin 8.5.

MetodaHPLGe s et o tehnickt larg utilizatt pentr
eitrigliceridele(TG)care i ntrt “"n compozi Hi a uleiului &



determinga ¢ 0 mp eiZrigliddridelordi n punct de vederea al re
Folosind met odadpitrigierdale(MG, RG, TGhprecom si aciziigr Hi
liberi pot fi separate intun interval de 25 de minute. Cromatogramele comparative a celor

cinci uleiuri suntprezentate Tifigura 1. In cromatograma uleiului de armurariu pot fi puse in

eviden™ML doua zone, pri ma p@pi Hi acap masiamantai
(MG Hj ®&) Hi trigliceridele €m wegcan&éHancu)|
“ntre aproximati v 9 Hi 25 de amomaedppunzudrtoa
trigliceridelor. De asemenéh pomt ki tfuidi o &lat
trigliceridelor din uleiulFdearar hyr aARc éHa WIS
concluzie poate ficbmpatrtittiHei "de uamiaziangt a Hi

dout uJrhbell)wPe dea I(t £ ulgubde floarea soarela fost mult mai intens studiat

decét cel de armurariu, ceeapmate ajutala dent i fi carea compozi "Hi ei
fel primul pic intens in cromatograma uleiului de armurariu (9.9 min) este atributul G
copozi Hha ac(liator l gnaHei ¢L]L urmkbtoarele 2
corespund Oilac.oléia, ARt Lp&aOmitic), picurile de |
OLO Hi PLO Hi cele de | a 16 . (oorl(ktib HMNLY, Suddrani, € S p € C
K., Siew, W.L, Aminah, A., Mamot S, J Amer Oil Chem S02002, 79, 1137 1144) In acest fel analiza

HPLC confirmk un con™™Hi nut ridicat al acidulu
stearic se gbseHte " n propor H e mict, iar p
ti mpi dmaimaedehdélimee. Dupt profilul trigliceridel
pot fii I fel grupate “mpreunt. Cn ¢mpodmat ogr &
retenH e mai mi c i corespund t rolemcl (Recaeka, i, d el or
Sigler, K.,Current Analytical Chemistry2007, 3, 252- 271)

Met odel e chemometrice pentru analizele de
deoarece sunt ma i overzi o, ma i rapi de 'Hi i e
spedrofotometria IR (ATR sau NIR)Spcaciu, G.Fetea, F.Ranga, F.Bunea, A, Dulf, F., Socaci, S.
Pintea, A, Appl. Sci.2020, 10, 86958710 . Existt o corelare bunt cu m
“"n vederea det er mi nmornioin eascaitzuirlachi dgHia Hvio |si anteusr:
AGPN (eng. SFA, MUFA, PUFACn | iteratura de specialitate
in spectrele uleiurilor au fost atribuitth Figura 2 sunt reprezentate spectrele uleiului de
armurar i ucohprattkei moirimat i zate | a céda mai i nt e

Tn spectrul IR al unui uleiesdesting trei zone importantare sunt reprezentate in
Figura3Hi cor es p un d-1500rchitel608E/80wh i B@70 @M. In prima

regiune sunt iportante benzile in regiunea 136880 cmunde sunt vi br a™Hi i |
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speci fi ci€Hgr(Upetgraitit TAH3 )g.r uiabrreaaHi i | e de defor
gruptri aplar Peattiu59graoamarea est er iispecifieexi st t
pentru grupareai@(=0)iO HICICQ dintre care prima este de
bandt ap arldarddauala208GchmAmbele sunt specifice trigliceridelor. Benzile
asociat eO-@ObdiafHi al oool i iriagarld 100A0cniMiespeste/rc u nd a
1100 cm* (1096 cmtin acest studiu).

Cn a doua regiune caracteristickt spectrului
alungire i€=Q(is)miet3ciMoar gruptrii carlbldgd8icrh din

1 iar la numktr de undtlenmtiembande penbximatcée

n acidul liber.

In ultima regiune de interes,llangimide undt mai mari “~nt ©l ni m
a e gr upitHr(aisl(airintensgEl r ans) , originare din frac"”
cmiHi benzi mai i nt epnesnet rlua V2i9blr9a GitHi tRe8nddeg rcanp & n
CH2Hi z3€Hn | an™ul al i (Kaanhtl, M.cMat&@jdzuk, &, Prziwgrd, A Keaektewicd e | o r .
A., Koszel, M, Agricultural Engineering2018, .22, 61—71).
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Figura 1. CromabgrameHPLCaleulei ur i | or de AR, MS, FS, (



Cel e 5 spectiguwateoibh3Hlageanakzdnggtur f 1l e 3 A Hi 3B.
clast poate fi I ncl us uldstinatdat @te HRISC i @t Hia
preaznt £ cea mali mi c t-C=@ mesateateein cktlelaltey dowapchase ipot fi
grupate c©te 2 wuleiuri AR cu FS Hi CN cu | N.
3010cmt 'H1450cm?, din carese

a AR
b L\:/'NS poateestimagradul de nesaturare al
C
dFs uleiu I ui . Aceastt concl
— elIN
< | acord cu analiza HPLC.
©
y f—
o
2 y d
< ‘ | v . Figura 2. Spectrele ATRFTIR
!— b normalizate pentru uleiurilde a)
_ a AR, b) MS, ¢) CN, d) FS e)IN
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1.2. Evaluarea activitatii antioxidante a uleiului de armurariu

Din datele analizer HP L C 'Hi ATRpsezeaiHhi umei icantitt

linoleic, uymatdeddol ei ¢ "n compozi H a uleiului de ar
soarelui.Desi studiile clinice au aratatc £ a ¢ e 'Ht in e & @itszad canidintaatifi de
colesterols er i c , ororididdt faae tulaidrile vegale mai predispuse la oxidare,
reprezinando s e r i ecam eonduclearanCeizireauleiuRie nt r u act i vit at ea
a uleiurilor veget al e sutnac orf es pdpacs cafghisd i a |ctoen
r esgscin uleiuri” n c’Breduse Silimarinae st e un complex de subs
(solidianin, silibina, etc), care repPeezint:
| ©ngt aceast a, ul ei ul de armurariu con’'Hi ne
precum Hi nrelemente(Mnhkhidi B.mBbass FQ Smaoui A., Abdelly C., MarzoukBak. J.
Pharm. Sci 29, 3, 951959, 2016). Activitatea antioxodaht a acest or componen
exprimk " n stabil tratatatdrneicdli upeiatleuif i " mueanmp f HC
indicelui de peroxid (IP)Indicele de peroxide st e o cnoknsSuirnku tau | u i de pe
Ssubst an$entrroxa rdtaintteet eliaauomi ki deamwbei odura de
libertateioduHi r epcerzaot €r osti ct IdRR icrmdiidtatset aar eud ead
nesatur a’Hi Hi creHte odatt cu alt eateaimea ul
compozi Hh a wul ei wlawmit.i t&UHIt aratce aece sathndgd oxi dan’
ulei sau intavedaHacwulvieraoeapanti oxi di@®nt it 'Hi
este expri mat “n  mi | i graanhde vla (meqikiyi Perdre uleu@e o x i d
proaspete acest indice este mai mic de 10 meg/kg, un ulei raneacloarea IP mai mare de

20 meg/kg.

Determinarea IP

Pentru determinarea IP g de ulei a fost amestecat cu 20ml amestec chloroform:ac.
aceticg | aci al 2: 1 si 1g KI. D u plade & & kcdsal denddaut e a
fosttitrat cUN&eS0s0 . OS5 N i n prezen HéPafosichlcuath ® bo sl nd @& el @

Ip = 1000*(B-S)*N/W

unde B= volumul in ml de NaS;0s folosit pentrucontrol plang, S = volumul in ml de

NaS,0zfolosit pentru proba, N concentratia normala a b&0s, W = masa uleiului



Schema r eaccdfestliaclhazma ceket er ma mthaRiguradl P est e r ¢
) . intuneric
ROOR+2l +2H —— > 2ROH+I ,
amidon

- - 2-
|, +25,0,, ————— 2| +25,0;

Figura4. Re a ¢ Hlii ani ¢ £ tepminarearndiceldi de peroxid

In Tabelul 2 sunt pezentate valoriledR uleiurilor analizate Toate uleiurile au fost procurate
W deschise ~ n daecseceha Hierzia, lioar pdantl d a ef ect L
Uleiul de armurariu a fost tratat termic la 180 °C timp de 6 ore (ARt).

Tabel2.Val oril e indicelui de peroxid pentru
AR ARt MS FS CN IN
IP
9.9 10 9.95 16 10 5
(meag/kg)
Din datele prezentate Thabelul4poat e f i remarcatt stabild.i

armurariu la oxidarelP al lui este comparabil cu cel al uleiului de masline, care are cei mai

pu'Hi ni aci zi gr aHi nesatur a’™H  Hi prin ur mar e
defloa ea soarelui cu o compozi H earesniPmultmai £t cu
mar e, ceea ce a influen'™Hat propriett™i | e sc¢

propri et £ Hi antioxidante din c¢ o mgeastia thiaa ul e

dact are un continut mare de acid |inoleic.

nu a suferSd anogddrfvicto i stabilitate oxidati vl
cOnept cu in cu un icnoon d@inn uwt. rCiodnitcraatr daeHt eemit d
ma i mic |I'P dintre uleiurile analizate. Con'Hi
comparaHie cu uleiurile cu o compozi Hi e si mi

de in care asigura efectul antioxidant majsuntacizif e n o llignani, siniar cu uleiul de
armurariu.(Barthet, V.J., KlensporPawlik, D., Przybylski, R.Canadian Journal of Plant Scienc2014, 94,
593-602)



1.3. Caracterizarea proprietatilor biofizice ale uleiului de armurariu

Alte caracteristici iImportante ale uleiul
cu celelalte 4 uleiuyi r eprezentate prin indicele de 1 o0c
indicele de aciditate (la).

Metodde utilizare in fiecare caz sunt prezentate maijos.at e mbsur £t or il

efectuatein r i pl i cat , -sd camedieiaoa| f Lt cundu

li 7 Indiceledeiodsau cifra de io0od reprezintt o mt
uleiurilor, grameale isdeabserbit ple 100nd.produs. In acest scop 10ml de
reactiv Wijs (od-monoclorurd au fost amestecate cu 5ml et a

minute | a “"ntuneric au f os 1SOs0d%Nuligpdodttialcutatd0 ml d
folosindr el a™Ma de mai | os:

li = 12.69*(B-S)*N/W, unde B=Volumul in ml de N&Oz folosit pentrucontrol S=
Volumul in ml de NaS;0Osfolosit pentruproba, N=concentratia normala a;8£03, W = masa

uleiului.
Schema reac Hi effiguras.t e prezentatt "~ n
. |
>:< + [Cl(exces) — »  Clms + ICl(ramas)
C+KI —— KA+KI+1 ,
i amidon . 2
I, +25,0,° ———— = 2| +25,04
Figura5.Sc h e ma r e a cpehtrudeterminared indimelucde iod
Pentru determinarea gradul ui de nesatur at

| ©ngt metodele chimice clasice (1iniadestscapet r i c e
fiecare spectru “"nregistrat a f-asefecelbatcracort
i ni el de bazt 'Hi ulterior decéplicarmllrapcidi a spe
i ntensitt ™Hi |IAR09/A2985s e r o & fiHH& le ot N(ATR)ccares dodtd irddicae

comparativ nesaturarea uleiurilor

Is-Il ndice de saponificare reprezintt <cant
saponificarea 1g de ul ei Hi este cRentrel at m
determinareals@ut gr ame de ul ei au fost refluxate ¢

8



(0.5M) timp de 0o ora cu agitare continut. E x
‘H1mL de 25 fenoftaleina (indicator).
Is=56.1*(B-S)N/W, unde B=Volumul in ml de HClI folosit pentru blanc,=SVolumul

in ml de HCI folosit pentru proba, N concentratia normal a HCIl, Wmasa uleiului

la - Indice de aciditater e pr ecza mttitt at ea “ n mg de KOH
neutralizarea acizilog r a 'Hi | idkee rpir odvitnmdd) nor mal aci zii gr
prin descompunerea ¢gliceridelor. Doua gr ame
25 mL de et anol Hi au fost titratieSchem o sol

reac Hi ei pealtsr ddtegrez¢attinfigunngdc e di feren™L ct "~ n

are loc |la temperature Hi acizii graHi provi

la = %FFA*1.99 FFA (acizi grdl liberi ca acid oleif = V*N*28,2/W, unde V= volumul in
ml de KOH folosit, N= concentratia normal a KOH, Wmasa uleiului.
Indicde de estera fostcalculatdinr e | la ZHg&-la.

KOH

/«v\/COOH o

fenolftaleina
KOH+HCI — > KC+H,0

Figura6. Schema eac Hi ei pealtsr uHid eltaer mi nar e

Valorile parametriloffizico-chimici ai celor 5 tipuri de ulesunt prezentate ihabelul 3.

Tabelul 3. Parametti fizico-chimici determinatpentru probele dalei

indicii MS AR FS CN IN
li 59 109 124 139 154
N(ATR) 0.086 0.161 0.178 0.279 0.33
Is 196.6 196.7 198 196.8 195
la 1.06 3.96 0.2 1.18 1.19
le 195.54 192.74 197.8 195.62 193.81
Uleiurile au fost aranjate “n ordinea <cre

o valoare de 59 la uleiul de IN cu valoarea de ([Eabelul 3) Uleiul de armurariu fiind al
dupt fiind

rezul tt Hi | ar t a

doi | ea gradul de

din

nesaturar e, aprao

l ucru compozi H a si mi
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Nesaturarea expriowahan ™eilmr r anpfbtosrutrwalt ealdsa  ATHE
determinarea chimiciCr #Ht e maela c h e sa-dNiepbadetHlii | it rcee
observat Hi din creHterea intensi tGCini abso

Figura3.Nes t t ur ampar taame™Hto deosebitt at ©t pentru

reactivitatea chimict | a dubla | egtturt. De
faptul c¢ct punctele de topire Hi fum ale ul ei

In seria uleiurilorst di at e valoarea pentru indicele
mul t i ndic©nd o distribu™Hi e uniformk a mas:

similart cu ul ei WMultndhiegmpontardpleinnter uHip roco@mrd pett .£ "Hi |
indicele de aciditate Hi respectiv indicele
i beri, iar |l e este inver s primasadcliHitandardeldi ar a
Codex Alimentaius pentru uleiul presat la rece valoarenl@a r ma d £ p'ed.eDintre

uleiurile analizare uleiul de armurariu are cel mai mare indice de aciditate. Acest lucru poate fi

confirmat 'Hi de valoarea absor ban Heariulana i ma
numtr de uh@tgulr7al03bc)m unde LWOMOH. p rUenz enrutnet rgr
mare de acizi gr aHi | i ber lorsppaud tHe fai craenz u It tLdHi
mare, de exemplu “"n seminHele din care este

1.4. Caracterizarea functionala a lipazelor microbiene active la temperaturi scazute

BacteriaPsychrobacte SC65A.3zolatade curanddin ghetarul Pestera Scarisoara (Romania)

a fost utilizata pentruproducereaextracelulara a lipazelor cu activitate enaiioa la
temperature scazutBsychrobacteiSC65A.3a fost identificad pe bazasecvenei genei 16S

ARNr si confirmata in urma secventiemienenomice(Macrogen, Seul, Korea)Tulpina
bacterianaa fost cultivas in mediu lichidR 2 B | Catimd de 3 zile. Pentroptimizarea

productiei de enzime extracelulaca activitate lipoliticaau fost testataliferite conditii de
cresterenpr ezenta 1% Tween 8,A% ulei vedetal@d réaslieHldate2 H2 H 2
soarelui si 0.001% Rodaminadlaigat mediului solid R2AIn urma incubariia 1 5 timp

de 3 zile activitatedipolitica extracelulara #ost evidentiatgrin formaregrodusilor specifici

de tipul oleat de calciu (precipitat alb) sau complex Rodamina B hidrolizata (cu proprietati

fluorescente) in urma hidroliz€rigura 7, Figura 8)
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Calcium oleate precipitate

Figura 7. Evidertiereaactivitatii lipolitice prin formarea precipitatului olede calciu (Tween
80 substrat)

Sunflower oil substrate » £ .

Olive oil substrate » .

Figura 8. Evidentierea activitatii lipolitice prin metoda Rodaminei B (testareiului vegetal

ca substrat)

Metoda de evidentiere a activitatii lipolitice folosind sare de calciu implica formarea oleatului
de calciu sub forma de precipitat alb, vizibil. Acest lucru adbservant in substratului Tween

80, cu formareainei zone concentrice de culoare alba iadé cristale de oleat de calciu
formate dupa 7 zile dupa inoculare (Figura@lametrul zonei colorate este considerat direct

proportional cu intensitatesctivitatii enzimatice urmarita.

Prezentaileiurilor vegetale de masline si de floasszarelui ca dostratau indicat o activitate
lipolitica extracelulara in cazul ambelor substrate adaugate (Figura 8). In urma hidrolizei
acestor uleiuri de catre lipazele bacteriepmdusul rezultat a interactionat cu 0.001%

Rodamina Bcu formarea unui compuiuorescent (350 nm)Activitatea lipazica a fost

11



evidentiata in prezentaturorconcentratiilortestatan cazul ambelor substrateu producerea
celei mai mari cantitati denzimeextracelulareu activitate lipolitican cazul adaosulde 1%

ulei vegetal masline/floaregoarelui in mediul de cultur@igura8).

Pentru obtinereaxtractului proteicPsychrobacte SC65A. 3 fostcultivatin mediu R2B (500

mL)lal5 ~C timp de 3 zil e. R0 rpA X 0 r micreiblud a4 a -
supernatantubbtinut a fostsupusprecipitarii cu80 % acetoa(2:1, v/v raportat la mediul de

cultura) (Figura9) Dupa centrifugare (1000 rpm, 10 min) precipitatul proteic a fost
resuspendat in 100 mM TRISC| pH8. Fractia solubilaobtinuta a fost analizata
spectrophotometric (280 nm) pentaalculareaconcentrai proteie@ prin metodaBSA

utilizand curba standar@Figura10). Valorile concentratiedle protein ale fractiilor rezultate

au incadratn intervalul 58 mg/mL.

0.4
0.35
0.3
3.25
20.2
N
@.15
0.1
0.05

y = 0.3337% 0.0024
R2 =0.9991

0 0.5 1 1.5
[BSA] (MG/ML)

Figura 9. Precipitarea fractiei proteice d| Figura 10. Curba de calibrare BSA

supernatantul biologic

Determinarea activitatii lipolitice a fractiei proteice obtinutex gfectuat prin metoda
colorimetria utilizand pnitrofenil butirat (eBNPB) drept substratAmesteall de reactie
contirmnd 2.5 mM pNPB dizolvat in etanol, 1:4 v/v extract pratesi 32.5 mM TrisHCI
(pH7.5)a fost incubat 30 min [a52C/ 37 ©. Stoparea reactieiarealizat prin adaugare unei
solutii de 20 mM NaCg) iar absorbantgrodusilorde reactie dost masurata 1847 nm.
Activitatea lipolitica a fost calculape bazaurbeide calibrare pentrprnitrofenolin intervalul
de concentratii de0.1-0.5 mM (Figura 11). Activitatea enzimatica a fost exprimata in

emol/min/mg proteina (1 1 emol/min).
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y = 3.0693x + 0.0065
R2? =0.9987

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

[P-NP] (mM)

Figura 11. Curba de calibrarp-nitrofenol

Activitatea lipazicaa fractiei proteie extracelulare masur@ia2 5 ~ C cardspurdd@ unos C
valoride4.4U/mgsirespectis.2 U/mg sugerand o activitatataliticaadaptata léemperaturi

scazute co crester@oardel8%i n ur ma crestelCii temperaturi.i

1.5 Managementul proiectului

Web siteproiect https://www.ibiol.ro/proiecte/PNIII/SYMPLUS/index.html
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