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Rezumat executiv al activitatilor realizate in Etapa |

In contextul provocarilor societdafii moderne, precum schimbari climatice, expansiune
demografica, beligeranta, 0 serie de factori sunt definitorii pentru asigurarea sustenabila a
resurselor de hrand pentru om. Totodatd, hrana se constituie ca un vector important pentru
molecule ce contribuie majoritar la functionarea fiziologica normala a organismului §i a starii
de sanatate, in general. Microplantulele de la diverse specii, denumite si microgreens, contin o
serie de molecule, precum substantele fenolice, cu activitate biologica si farmacologica
importanta pentru om. Cultivarea lor in conditii care sa asigure cantitati ridicate in plante, din
aceste molecule vor permite consumatorilor un aport semnificativ, direct din hrana, evitand
astfel nevoia de suplimente alimentare. Acest lucru este cu atat mai important cu cat substantele
fenolice au activitate antioxidanta si antimicrobiana ridicata, obiectivul principal al proiectului
fiind de a stabili un protocol validat pentru cultivarea microplantulelor de busuioc si quinoa.
Pentru atingerea acestui obiectiv, pe parcursul primei etape, pe baza rezultatelor anterioare, a
consultarii literaturii de specialitate si a consultarii cu partenerii, s-au stabilit parametrii si
designul cadrului experimental. S-a realizat achzitia sistemelor de iluminare cu LED si
conectica aferentd, precum si a altor echipamente, reactivi $i consumabile necesare in aceasta
etapa. S-a testat procentajul de germinare al semintelor din speciile utilizate si s-a initiat
cultivarea in conditii controlate. In aceste conditii, s-au testat valori diferite ale unor variabile
de cultivare, precum compozitia spectralda luminoasa si fertilizarea cu diverse rapoarte N:P:K.
Variabilele au fost testate In raport cu biomasa plantulelor, cantitatea de apa, de substanta
uscatd, continutul de substante fenolice, activitatea antioxidantd a extractelor si valoarea
fluoresecentei clorofiliene. S-au obtinut valori crescute pentru concentratia moleculelor
fenolice in cazul fertilizarii, comparativ cu controale irigate cu apa, precum si s-a determinat
faptul ca plantulele nu prezintd modificari ale eficientei aparatului fotosintetic.

Rezultatele obtinute au fost interpretate si utilizate pentru a optimiza conditiile de cultivare si
pentru a intocmi setupul experimental ce va sta la baza implementarii activitatilor din etapele
urmatoare.

Tn conformitate cu planul de realizare al proiectului, au fost indeplinite integral rezultatele
preconizate pentru aceasta prima etapa a proiectului, si anume Raport inifial stiintific (prezentul
raport), Setup experimental (anexat) si Pagina web a proiectului (disponibild la adresa:

http://phenolight.usv.ro). Suplimentar, s-a redactat si trimis catre publicare un articol stiintific.



http://phenolight.usv.ro/

Pe parcursul primei etape, desfasurate intre iunie 2022 si decembrie 2022, s-au realizat

urmatoarele activitati, incadrate in categoriile precizate in proiect:

Al. Growth setup establishment in research environment — edificarea mediului de
cultivare in laborator

A2. Initial testing (TRL 3) at CO facilities — testare initiala in cadrul institutiei
coordonatoare

AB6. Project management and result dissemination

Tn conformitate cu planul de realizare al proiectului, au fost indeplinite integral rezultatele
preconizate pentru aceasta prima etapa a proiectului, si anume Raport inifial stiintific (prezentul
raport), Setup experimental (anexat) si Pagina web a proiectului (disponibild la adresa:

http://phenolight.usv.ro). Suplimentar, s-a redactat si trimis catre publicare un articol stiintific.

Descriere stiintifica

Germinarea semintelor este cea mai importanta etapa din ciclul de viata al plantelor, fiind un
proces crucial, care influenteaza atat randamentul, cat si calitatea culturilor [1, 2]. Recent,
germenii de seminte si micro plantele au devenit din ce in ce mai populare Tn randul
consumatorilor din Europa, Australia, Statele Unite si Asia, datoritd continutului optim de
nutrienti si compusilor fitochimici, care au un efect benefic asupra sanatatii, dar si a
caracteristicilor senzoriale deosebite, fiind utilizati In prepararea de salate, sandvisuri, supe,
aperitive, deserturi si bauturi [3, 4]. Printre avantajele producerii de germeni si micro plante se
numard durata de obtinere de doar cateva zile in cazul germenilor si de aproximativ doud
saptdmani in cazul micro plantelor, fiind astfel usor de produs [5]. Datoritd continut bogat de
aminoacizi, fibre, acizi grasi, vitamine, minerale, compusi bioactivi si un continut redus de
compusi antinutritionali germenii de seminte si microplantele sunt considerate superfoods.
Germenii se produc in general prin germinarea semintelor la intuneric, in conditii de umiditate
ridicata, timp de trei pana la cinci zile inainte de aparitia primelor frunze adevarate. Acestia se
consuma integral motiv pentru care necesita o atentie mai ridicata din punct de vedere sanitar
fatd de micro plante. Micro plantele se recolteaza cand au ajuns la stadiul de doua frunze
adevdrate prin tdierea deasupra substratului de cultivare, fiind consumate tulpina, cotiledoanele
si frunzele fard radacina [6]. Germenii au o compozitie nutritiva mai bogata fatd de seminte

datorita faptului cd in procesul de germinatie au loc transformdri ale macromoleculelor sub
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actiunea enzimelor In compusi mai mici precum aminoacizii, acizii grasi, zaharuri simple si
compusi bioactivi precum terpenele si compusii fenolici si, totodatd, au loc reduceri ale
continutului de compusi antinutritivi precum inhibitorii de tripsina, acidul fitic, oxalati, si
taninuri [7]. Datorita cererii tot mai mari, in prezent exista firme specializate in producerea de
germeni si micro plante, dar si firme care produc dispozitive pentru crestere a acestora.
Compusii bioactivi din germeni si din micro plante sunt responsabili de bioactivitati precum
antiinflamatoare, anti-cancer, anti-bacterial, and anti-hiperglicemic, motiv pentru care, in
prezent, un subiect de actualitate este dezvoltarea metodelor de stimulare a sintezei acestor
compusi. Compusii bioactivi pot fi stimulati prin utilizarea elicitorilor precum lumina,
temperatura, seed priming, biostimulenti, biofortificarea, etc. [8]. Pentru producerea germenilor
si micro plantelor sunt utilizate numeroase specii de leguminoase, cereale, pseudo-cereale,
plante medicinale si aromatice fiecare avand calititi nutritive specifice. In Romania, piata
actuald ofera diferite tipuri de germeni de plante si seminte incoltite, printre care se numara
broccoli, ridichi, lucernd, varza, grau, schinduf si altele.

O cultura care a primit o mare atentie in ultimii ani atat din partea oamenilor de stiinta, cat si a
fermierilor este quinoa (Chemopodium quinoa Willd.). Organizatia pentru Alimentatie si
Agricultura (FAO) a selectat quinoa ca fiind o specie de plante care poate asigura securitatea
alimentara datorita caracteristicilor sale nutritive si a tolerantei ridicate la diverse tipuri de stres
abiotic [9]. Quinoa poate fi cultivatd atit pentru semintele sale comestibile bogate intr-o gama
largd de minerale, vitamine, antioxidanti, proteine si aminoacizi esentiali, cat si pentru frunze
datorita profilului nutritional foarte bun [10,11,12]. Germenii de quinoa, respectiv micro
plantele reprezinta surse excelente de nutrienti si compusi cu proprietati antimicrobiene,
anticancerigene, antidiabetice sau antioxidante, insd nu sunt populari pe piata locala sau in alte
tari din cauza informatiilor stiintifice relative putine privind calitatea nutritionala si functionala
a acestora [4,13]. Un prim pas pentru obtinerea de germeni sau micro plante, o reprezinta o rata
a germinatiei ridicatd si obtinerea de germeni normal dezvolati (radicula + hipocotil).
Semintele de quinoa din cultivarul Vikinga, testate de noi, ar putea fi utilizate pentru obtinerea
de germeni si micro plante datoritd duratei scurte de germinare (24h), a ratei de germinare
ridicate (94%) si de obtinere a unui numar ridicat de germenil normal dezvoltati (95%) Intr-un
timp scurt (72h).

Busuiocul este o specie de origine tropicala cu utilizdri in alimentatie si Tn industria
farmaceutica, fiind populara mai ales datorita utilizarii sale in prepararea sosului italian pesto.
Busuiocul este utilizat atat in producerea de germeni, cat si de micro plante. Din punct de vedere

fitochimic, busuiocul are un continut bogat de compusi fenolici si de uleiuri esentiale



responsabile pentru proprietatile sale medicinale si aromatice [14]. Micro plantele de busuioc
sunt bogate atat in nutrienti precum proteine totale 2.22 g/100g FW, fibre totale 1.41 g/100g
FW, cenusa 1.30 g/100g FW, si substanta uscatd 5.72% [15], dar si de compusi bioactivi precum
fenoli totali 7 g/kg sau phylloquinone 4 mg/kg [16].

In experimentul nostru, semintele de busuioc testate au avut o capacitate capacitatea mici de
germinare (44% la 192h de la incubare), timpul necesar initierii germinarii a fost mai ridicat
(72h) comparativ cu quinoa, iar in ceea ce priveste procentul de germeni normal dezvoltati,
91% dintre semintele germinate (37% in medie) au dus la formarea de germeni normali, motiv
pentru care se vor repeta masuratorile utilizand seminte de busuioc din cultivarul Serafim din
alte loturi.

Un factor important ce poate fi utilizat in Tmbunatatirea calitatii la germenii si microplantele de
busuioc este calitatea luminii. Lobiuc si colab [17], intr-un studiu privind influenta luminii rosii
si albastre asupra doua cultivare de busuioc rosu si verde, au ardtat cd lumina albastra stimuleaza
biomasa, aria cotiledoanelor, clorofila a si pigmentii antociani, in timp ce, reactia plantelor la
lumina rosie si albastra cu privire la sinteza compusilor fenolici si activitatea antioxidanta este
specifica fiecarui cultivar, astfel, lumina rosie (2R:1B) stimuland soiul verde si lumina albastra
(1R:2B) stimuland soiul rosu. Intensitatea luminii este de asemenea importanta 1n asigurarea
calitdtii microplantelor de busuioc, Harakotr et al. [18] demonstrand ca o intensitate a luminii
de 330 pmol m—2 s—1 este necesara atat pentru o crestere optima cat si pentru acumulare de

substanta uscatd si compusi fenolici cu activitate antioxidanta ridicata.



In cadrul activitatilor de management (A6), s-au realizat angajarile pentru un numar de 9
persoane, pentru care s-au intocmit contracte individuale de munca si documentatia aferenta.
De asemenea, s-au realizat achizitii pentru: dispozitive de iluminare — sisteme de LED-uri,
controller si cablurile aferente, rafturi pentru cultivare, spectrometru portabil, lazi pentru
transport material vegetal, ghivece, pamant, etc. In vederea diseminarii rezultatelor, s-a edificat
un site web, disponibil la adresa phenolight.usv.ro, precum si s-a redactat o lucrare stiintifica

ce a fost trimisa catre publicare la revista Molecules (printscreen atasat).
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In cadrul pachetului de activitati Al s-au realizat:

1. Realizarea cadrului experimental pentru cultivare, pe baza documentarii din literatura
de specialitate si a consultarii intre partenerii din proiect. Implementarea s-a efectuat utilizand
rafturi metalice si sisteme de iluminare (Fig. 1), cu compozitia spectrala controlata prin software
(Fig. 2). Initierea cultivarii s-a efectuat in ghivece de 0,4 |, volum pamant folosit 0,3 I/ghiveci,
50 seminte/ghiveci, cate 8 ghivece/specie, sub lumina alba sau combinatie intre lumina rosie si
albastra (Fig. 2). Cultivarea s-a realizat intr-un spatiu dedicat, cu temperatura ambientala de 21
+ 1 grade Celsius, fara curenti de aer semnificativi. In paralel cu definirea compozitiei spectrale,
s-a cuantificat calitativ si cantitativ radiatia luminoasa, prin echipamente cu senzori dedicati, ce
inregistreaza radiatia luminoasa fotosintetic activa — Photosyntic Active Radiation (PAR),

inclusiv densitatea fotonica - photosynthetic photon flux density (PPFD) (Fig. 3).



Fig. 1. Initierea cultivarii sub sistemul de iluminare cu LED-uri cu lumina alba (stanga) si
combinatie intre rosu si albastru (dreapta)
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Fig. 2. Compozitia spectrala a iluminarii cu lumina rosie si albastra (sus) si alba (jos)
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Fig. 3. Determinarea compozitiei spectrale si a iradiantei fluxului luminos aplicat

2. Determinarea ratei de germinatie, pentru speciile cultivate, dupa formula:
100
1, =N, * )
g T ngg

unde rg — rata de germinatie, nx— numarul de seminte germinate la x zile, nis — numarul total de
seminte plasate pentru germinat.

Tn acest experiment s-au utilizat seminte de quinoa (Quenopodium quinoa Willd.) din cultivarul
“Vikinga’ si seminte de busuioc (Ocimum basilicum) ce apartin cultivarului ‘Serafim’. Inainte
de a fi utilizate, semintele au fost depozitate la temperatura de 4°C.

Testarea germinatiei semintelor - Semintele de quinoa si busuioc au fost initial dezinfectate in
hipoclorit de sodiu 5% (v/v) timp de 3 minute, alcool 70% (v/v) timp de 30 de secunde, si apoi
au fost spdlate de trei ori cu apa distilatd sterild. Sase sute de seminte din fiecare specie de planta
au fost transferate in 12 vase Petri sterile (50 seminte per vas), pe hartie de filtru umectata cu 5
ml de apa distilata sterila si apoi incubate intr-o camera de crestere la o temperatura de 22 + 1
°C si umiditatea relativa de 90%, la intuneric. Pentru a evalua germinatia semintelor, numarul
de seminte germinate in patru vase Petri pentru fiecare specie de planta a fost inregistrat zilnic,
timp de patru zile la quinoa si opt zile la busuioc. Semintele au fost considerate germinate atunci

cand radicula a avut dimensiunea de cel putin 1 mm.



Masurdtori biometrice - Lungimea radiculelor si hipocotilelor au fost masurate cu ajutorul unei
rigle, dupa cum urmeaza: pentru quinoa incepand cu 48h dupa incubare; pentru busuioc
incepand cu 144 h dupa incubare. Rezultatele au fost exprimate in mm si prezentate in dinamica.
Analiza statistica - Evaluarea statisticd a datelor a fost efectuatd prin ANOVA unifactorial.
Testul Tukey a fost realizat pentru a estima diferentele semnificative dintre grupuri. Diferentele
dintre grupuri au fost considerate semnificative statistic atunci cand p < 0,05.

Rezultate - Testul de germinatie a semintelor arata faptul ca semintele de quinoa din cultivarul
Vikinga au o capacitate ridicata de germinare, 94% dintre aceastea, germinand in 24 de ore de

la incubare. Aceasta ratd de germinare s-a pastrat atat la 48h, 72h, cat si la 96h de la incubare.
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Fig. 1 Rata germinatiei semintelor de quinoa
In ceea ce priveste semintele de busuioc din cultivarul Serafim, acestea au inceput sa germineze
la 72 h de la incubare, rata germinatiei fiind de 30%, iar la 192h de la incubare germinatia a fost

de doar 44%, ceea ce indica o ratd a acesteia scazuta.
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Fig. 2 Rata germinatiei semintelor de busuioc

La semintele de quinoa, lungimea radiculei a variat intre 16.34 mm la 48h de la incubare si

26.67 mm la 96h de la incubare, fiind inregistrate diferente semnificative (Figura 3A). In ceea



ce priveste hipocotilul, s-a observat faptul cd acesta a aparut la 48h de la incubare, iar lungimea
a variat Intre 11,62 mm si 25,55 mm. Diferente semnificative intre lungimea hipocotilelor au

fost inregistrate intre 48h, 72h si 96h de la incubare (Figura 3B).

Fig. 3 Lungimea radiculei (A) si a hipocotilului (B) la semintele de quinoa pe parcursul a 96 h

de incubare. Valorile reprezintd media + deviatia standard. Literele diferite aratd diferente

mm
i

48h 72h o5h 48h 7zh 2&h

semnificative intre variante conform testului Tukey, la p<0,05.

Lungimea radiculei la busuioc a variat intre 18,78 mm si 23,55 mm, fiind Inregistrate diferente
semnificative. In ceea ce priveste lungimea hipocotilelor, aceasta a variat intre 14,49 mm la

144h dupa incubare si 24 mm la 192h de la incubare. Diferente semnificative au fost observate

A - : B

48 72h o5h 45h 72h o8h

intre toate cele trei masuratori.

Fig. 4 Lungimea radiculei (A) si a hipocotilului (B) la semintele de busuioc pe parcursul a 192h
de incubare. Valorile reprezintda media + deviatia standard. Literele diferite aratd diferente

semnificative intre variante conform testului Tukey, la p<0,05."

In ceea ce priveste procentul germenilor normal dezvoltati (hipocotil + radicul), 1a quinoa 95%
dintre semintele germinate au dus la formarea de germeni normal dezvoltati, in timp ce la

busuioc 91%, in conditiile unei rate de germinare scazute.



Tabel 1. Procentul germenilor normal dezvoltati la semintele de quinoa si busuioc.

Specie | % Germeni normal dezvoltati
Quinoa 95%z5,79%
Busuioc 91% +9,04%

In cadrul pachetului de lucru A2 s-au realizat urmatoarele activitati:

3. Determinarea raportului optim sol:solutie nutritiva, prin testare initiala, respectiv udare
cu volume succesiv crescatoare de solutie, pana la saturatia solului (Fig. 4). S-a stabilit, pentru

ghivecele de 0,4 | folosite si solul Composana, un volum de 30 ml ca fiind optim

Fig. 4. Determinarea volumului optim de solutie nutritiva prin stabilirea punctului de

saturatie al solului

4. Determinarea raportului optim intre nutrientii folositi (N — azot, P — fosfor, K — potasiu)
in compozitia solutiei nutritive. Acest lucru s-a realizat prin cultivarea, in paralel, a plantelor
de quinoa si de busuioc, cu 3 concentratii diferite de nutrienti, raport N:P:K de 1:2:1, 2:1:1 si
2:2:1. Rapoartele intre minerale au fost calculate pe baza masei moelculare a substantelor
folosite, respectiv NOs, K20, P.Os Dupa 5, respectiv 14 zile de cultivare (Fig. 5), s-a determinat
masa proaspata si cea uscata a plantulelor (Tab 2) si s-a constatat ca raportul de 2:1:1 a dus la

masa cea mai mare, deci o productivitate crescuta.

5. S-a determinat intensitatea radiatiei fotosintetice active, folosind un senzor fotoelectric,
disponibil ca subsistem al echipamentului de masurare a fotosintezei. In functie de valorile

obtinute, s-a ajustat distanta de la suprafata solului la sursa de lumina, astfel incat radiatia



incidenta la acest nivel sa fie de 30 micromoli/m2/s. Apoi, intensitatea luminoasa a fost

monitorizata constant, zilnic, pe parcursul cultivarii.

Bussroc &
VioLer =

Ziua 9 de cultivare

Ziua 3 de cultivare Ziua 9 de cultivare

Figura 5. Dezvoltarea plantulelor de Ocimum basilicum si Quinoa chenopodium pe
parcursul testarii intitiale



6. S-a determinat cantitatea de apa, cea de substante organice si cea de substante minerale
(biomasa) din plantule din cele 2 specii, cultivate sub lumina alba, in varianta de tratament cu
fertilizare N:P:K 2:1:1 si fara fertilizare (Tab 3), in vederea compararii cu cultivarea sub lumina
rosie si albastra.

7. S-a determinat cantitatea de fenoli totali din plantule de quinoa si busuioc cultivate
pentru 5 si, respectiv, 14 zile. Initial, s-au realizat extracte hidroalcoolice 70% din material
vegetal, intr-un raport aproximativ de 1:20 fata de solvent. Prin metoda Folin-Ciocalteu si
folosind curba etalon s-a calculat cantitatea de echivalenti de acid galic din extractele preparate
(Fig. 6, Tab 5)

8. Din aceleasi extracte preparate pentru determinarea cantitatii de fenoli totali din plante
s-a determinat capacitatea antioxidanta, prin metoda neutralizarii radicalului liber 2-2’-picryl-
hydrazil — DPPH. In acest caz, exprimarea rezultatelor s-a facut comparativ cu activitatea unei

substante de referinta — acid galic, ca si antioxidant standard (Fig 7, Tab 5)
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Fig. 6. Curba de etalonare pentru Fig. 7. Curba de etalonare pentru determinarea

determinarea cantitatii de fenoli totali activitatii antioxidante

9. S-a determinat intensitatea fluorescentei clorofiliene cu dispozitivul HansaTech FMS2

la plantule de quinoa si de busuioc, in ziua a 5-a si, respectiv, a 14-a, de cultivare (Tab 2). S-a
constatat ca plantulele ambelor specii au inregistrat valori in intervalul fiziologic al
fluorescentei (0.74-0.84), ceea ce indica o functionare normala a fotosistemului Il si, implicit,
a aparatului fotosintetic, fara influenta a factorilor de stress (Tab. 6)



Tabel 5. Concentratia de polifenoli si activitatea antioxidanta a extractelor de Ocimum

basilicum si de Quinoa chenopodium

Proba Cantitate fenoli EAG Activitate Activitate
(mg/g material antioxidanta (%) antioxidanta (EAG)
proaspat)
Busuioc fertilizant 1 2.130 72.713 2.005
Busuioc fertilizant 2 2.071 66.504 1.180
Busuioc apa 1.877 69.652 1.598
Quinoa fertilizant 1 2.045 74.991 2.307
Quinoa fertilizant 2 2.070 75.322 2.351
Quinoa apa 1.967 72.296 1.949

(EAG — echivalenti acid galic)

Tab. 6. Valorile fluorescentei clorofiliene la plantule de Ocimum basilicum si Quinoa

chenopodium

Ziua 4 Busuioc Quinoa
Fluorescenta 0.8+.03 0.77+.04

Ziua 15 Quinoa-fertilizant Quinoa-apa
Fluorescenta 0.84+0.02 0.83+0.01

Pe baza datelor obtinute, s-au stabilit parametrii operationali ai modelului de cultivare, conform

Anexei 1
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