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Rezumat :

In ultimii ani cercetatorii si producatorii de alimente si-au sporit
interesul asupra unor metaboliti secundari ai plantelor cum ar fi compusii
naturali fenolici si polifenolici. Studii recente au aratat ca, extractele din fructe
de padure apartinand genului Vaccinium manifesta in vitro efecte antioxidante
si anticanceroase, efecte ce se datoreaza in mare parte compusilor fenolici
respectiv polifenolici.

Studiul efectuat a urmarit obtinerea de extracte din fructe de padure
valoroase prin continutul lor de compusi polifenolici, in special antocianine,
caracterizarea acestor extracte si posibilitatea de utilizare in industria
alimentara ca antioxidanti in uleiuri vegetale respectiv in emulsiile 20% U/A ale
acestora, ca si copigmenti naturali in vederea Tmbogatirii caracteristicilor
cromatice ale vinurilor rosé si alb, ca aditivi in creme baza cu aplicatii in
domenii diverse (alimentar, farmaceutic, cosmetic). In partea finala sunt
prezentate activitatea antimicrobiana respectiv testarea in vivo a actiunii
acestor extracte asupra anumitor parametrii biochimici.
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INTRODUCERE

Din cele mai vechi timpuri omul a avut preocupari deosebite pentru a
patrunde in tainele vietii plantelor. Le-a studiat structura morfoanatomica, fiziologia,
evolutia si, o data cu aceasta, utilitatea. Pe langa alti componenti cu valoare
nutritionald, plantele contin un mare grup de compusi biologic activ - polifenolii.

Pentru valorificarea plantelor in fitoterapie este necesarda cunoasterea
continutului substantelor biologic active, localizarea lor la nivelul tesuturilor si
organelor, utilizarea unor metode moderne de extractie si purificare, precum si
utilizarea cat mai eficienta a acestor compusi in diferite domenii de activitate cum ar
fi: industria alimentard, industria farmaceutica, cosmetica.

In ultimii ani cercetatorii si producatorii de alimente si-au sporit interesul
asupra unor metaboliti secundari ai plantelor cum ar fi compusii naturali fenolici si
polifenolici. Principalul motiv care sta la baza acestui interes este recunoasterea
proprietatilor antioxidante ale acestora, marea lor abundenta in alimentatia noastra
si rolul lor probabil in prevenirea diferitelor boli asociate cu stresul oxidativ, cum ar
fi cancerul si bolile cardiovasculare. Pe deasupra, polifenolii, care constituie
substantele active ce se gdsesc in multe dintre plantele medicinale, influenteaza
activitatea unui lung sir de enzime si receptori celulari, deci a numeroase cai
metabolice. Efectele lor asupra sanatatii depind de cantitatea consumata si de
bioavabilitatea lor.

Studii recente au aratat ca, extractele din fructe de padure, in particular
fragi si fructe apartinand genului Vaccinium manifesta in vitro efecte antioxidante si
anticanceroase, efecte ce se datoreaza in mare parte compusilor fenolici respectiv
polifenolici.

Antocianinele sunt pigmenti colorati, naturali, caracteristici majoritatii
fructelor si legumelor. Aceste substante Aposedé proprietati homeostatice,
hipotensive, cardioprotectoare si antitumorale. In lume exista o diversitate de surse
vegetale, care ar putea servi drept materie prima pentru obtinerea antocianinelor.
Una din aceste surse sunt fructele din speciile de Vaccinium.

Obiectivele urmarite in cadrul tezei de doctorat au fost:

e Obtinerea de extracte din fructe de padure valoroase prin continutul
lor de compusi polifenolici, in special antocianine;

e Caracterizarea extractelor obtinute prin - determinarea calitativa si
cantitativa a continutului de compusi polifenolici totali, flavonoide
totale respectiv antocianine totale;

e Determinarea puterii de colorare a extractelor prin studii de culoare
in spatiul CIELAB;

e Cinetica degradarii termice a extractelor;

e Studiul comportamentului microbiologic al extractelor obtinute
asupra unor bacterii gram pozitive si gram negative;

e Determinari biologice respectiv biochimice privind activitatea
respectiv actiunea extractelor.
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10 Introducere

Ca si aplicatii practice directe s-a urmarit:

e Posibilitatea de utilizare a extractelor in industria alimentara ca
antioxidanti in uleiuri vegetale respectiv in emulsiile 20% U/A
ale acestora, ca si copigmenti naturali in vederea Tmbogatirii
caracteristicilor cromatice ale vinurilor rosé si alb, ca aditivi in
creme baza cu aplicatii in domenii diverse (alimentar,
farmaceutic, cosmetic).

Teza este structurata in trei parti:

e Partea I - in care este prezentat stadiul cunoasterii in domeniul compusilor
polifenolici cu privire la structura, nomenclatura, clasificarea acestora,
punandu-se totdata accent pe metodele de extractie si identificare a
principiilor active, pe metodele de determinarea a activitatii antioxidante a
compusilor polifenolici si aplicatiile acestora in diverse ramuri industriale;

e Partea a-II-a - partea experimentald, cuprinde descrierea materialului
vegetal luat in studiu (fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium
vitis-idaea), metodele de extractie si analiza a principiilor active prezente in
acestea cat si descrierea studiilor experimentale efectuate;

e Partea a Ill-a - in care sunt prezentate rezultatele obtinute n urma
caracterizarii extractelor si a studiilor efectuate in ceea ce priveste
posibilitatile de aplicare a extractelor obtinute in industria alimentara ca
antioxidanti respectiv coloranti naturali. In partea finald sunt prezentate
activitatea antimicrobianda respectiv testarea in vivo a actiunii acestor
extracte asupra anumitor parametrii biochimici.
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PARTEA 1

STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

I. COMPUSII FENOLICI

I. 1. DIVERSITATEA SI UNELE PROPRIETATI ALE
COMPUSILOR FENOLICI DIN PLANTE

Tesuturile vegetale contin numeroase substante cu grupe functionale
fenolice ce apartin diferitor clase de compusi organici. Sistematizarea lor prezintd
dificultdti, deoarece majoritatea compusilor naturali au functii mixte si pot fi
incadrate in diferite clase concomitent [1]. In ultimele decenii s-au acumulat o serie
de date referitoare la potentialele efecte benefice ale compusilor fenolici. Aceste
date au stimulat cercetari ulterioare focalizate pe efectele pe care alimentele bogate
in polifenoli le au asupra sanatatii [2].

Fenolii au o mare raspandire in plante si functii biologice multiple. Cei mai
simpli componenti sunt acizii fenolici si anume acidul shikimic, cafeic, clorogenic,
galic, ferulic, sinapic, vanilic. Dintre acestia cea mai mare importanta practica o au
acizii cafeic si clorogenic care participa ca substrat in procesele de imbrunare
enzimatica [3].

Denumirea de “plant polyphenols” acopera un domeniu mare de compusi
reprezentati de taninuri hidrolizabile (metaboliti ai acidului galic), taninuri
condensate (proantocianidine), flavonoide si alti compusi ce contin in molecula lor
structuri polifenolice [4].

In plantele superioare au fost identificate cateva mii de molecule ce au
structura polifenolica (adica cateva grupari -OH si nucleu aromatic), iar in plantele
comestibile s-au gasit cateva sute. Aceste molecule sunt metaboliti secundari din
plante si sunt in general implicati in apararea impotriva radiatiilor UV sau impotriva
agresiunii patogenilor [5, 6]

Acesti compusi pot fi clasificati in grupe diferite dependent de functiunile cu
numar de inele aromatice continute si de elementele structurale care se gasesc pe
aceste inele.

Clasificarea substantelor fenolice, care se bazeazd pe structura scheletului
carbonic a fost propusa de Harbone in 1964 si se utilizeaza pana in prezent cu unele
modificari substantiale. Distinctiile se fac astfel intre flavonoide, acizi fenolici,
stilbeni si lignine [1, 7].

I.1.1. Flavonoidele - Structura. Nomenclatura. Clasificare.
Flavonoidele sunt o clasa de substante fenolice larg raspandite mai ales sub

forma de glicozizi. Multe flavonoide sunt colorate, constituind unii dintre principalii
pigmenti vegetali, cum sunt antocianidinele si flavonele [8].
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12  Stadiul cunoasterii in domeniu

Din punct de vedere chimic, flavonoidele sunt compusi polifenolici (figura 1)
care contin 15 atomi de carbon (Ce¢ - C3 - Cs) ce formeaza doua inele benzenice (A
si B) unite printr-un heterociclu piranic ce contine O (inelul C) [9, 10].

Diferitele grupe de flavonoide se deosebesc prin gradul de oxidare al
atomului Cs din inelul piranic. Reprezentantii fiecarei grupe se caracterizeaza prin
numarul de grupari hidroxilice si metoxilice fixate in anumite pozitii pe ciclurile A si
B, uneori si pe heterociclu (inelul C). Mai rar in plante se intdlnesc si reprezentanti
cu alte grupari functionale sau care au catene laterale [8].

Flavonoidele predomind in plantele superioare, gdsindu-se in flori, fructe,
frunze, tulpini, radacini, scoarta copacilor, etc. In cantitate mica se gasesc in unele
alge, in microorganisme si in unele insecte [1, 11].

Unele flavonoide reprezinta pigmenti galbeni (flavonolii, flavonele,
chalconele), rosii, violeti, albastri (antocianinele), brun-cafenii (taninurile) ai florilor,
fructelor, si altor organe vegetale, altele (flavanonele si flavanonolii incolori) sunt
copigmenti [12].

Flavonoidele se gasesc in natura in stare libera, dar mai ales sub forma de
glicozide. Sub aspect chimic, pigmentii flavonoidici sunt glicozide solubile in apa.

kaemferol R1=H, R2=H
quercetina R1=0H, R2=H
miricetina R1=0H, R2=0H

Figura 1.- Structura chimica a flavonolilor

Ca si In cazul unor substante neflavonice, pentru denumirea flavonoizilor se
foloseste nomenclatura triviald, ce creeaza dificultati considerabile privind utilizarea
literaturii in domeniu. Termenul ,,flavan" provine de la cuvantul latin ,,flavus" -
galben, care insa nu reflecta in totalitate situatia reald, deoarece substantele in
cauza manifesta intreg spectru de culori, printre ele intadlnindu-se si substante
incolore. Flavonoizii poseda un spectru vast de activitate farmaceuticd, fiind
antialergeni, vasodilatatori, anticancerigeni, etc. [13]. Diversitatea flavonoizilor se
datoreaza atat varietdtii structurilor C¢ - C3 — Ce (datd de numarul de grupari
hidroxilice si metoxilice fixate pe inelele A, B si C), cat si sintezei biochimice a
esterilor flavonoizilor cu diversi acizi mono- si dicarboxilici (ca de exemplu flavonoizi
acetilati), a eterilor cu alcoolii (flavonoizilor alchilati) si cu hidratii de carbon
(glucozidelor) [1]. Termenul ,,aglicon" se foloseste pentru flavonoizii naturali si
modificati, care nu au resturi esterice si glucidice.

Prin diferite reactii de oxidare, reducere, izomerizare, etc., diferite grupe de
flavonoide se pot transforma reciproc unele in altele, ceea ce constituie un mare
avantaj pentru plante. In functie de necesitati, unele flavonoide mai putin necesare
pot fi transformate in flavonoide necesare organismului [11].
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Flavonoide — Structura. Nomenclatura. Clasificare. 13

Prezenta flavonoidelor in plante mareste rezistenta acestora la atacul
insectelor si al microorganismelor. Ele pot forma in celule sisteme de oxido-reducere
care au un rol Tnsemnat pentru organism. Unele flavonoide sunt folosite in
terapeutica ca ,,factori de protectie P” si ca substante antioxidante la conservarea
grasimilor.

Datorita numarului de grupari hidroxil si pozitiilor pe care acestea le ocupa
in structura flavonoidelor, acestea au abilitatea de a actiona ca si antioxidanti prin
donarea unui electron unui oxidant. Flavonoidele sunt captatori ideali de radicali
peroxil qvénd efect de inhibare a peroxidarii lipidelor [14, 15, 16].

In functie de gradul de oxidare al nucleului, de saturarea segmentului Cs, de
substituentul de la Cs si de locul de insertie al radicalului fenil, se cunosc mai multe
grupe de compusi flavonoidici al caror inel de baza este 2-fenil-benzo-y-pirona.

» Flavonozide [12] (flavone - pigmenti vegetali ce predomina in
plantele superioare, in flori, frunze si fructe sub forma de glicozizi,
sau libere in scoarta copacilor si in radacini, flavonoli - 3-
hidroxiflavonele (kaemferolul, quercetina, miricetina) sunt substante
putin solubile, cu o coloratie galben pal, prezente in florile si frunzele
a circa 80% din plantele superioare si de asemenea in fructe [17],
flavanone - derivati 2,3-dihidrogenati, incolori ai flavonelor. Agliconii
flavonozidici au la baza nucleul 2-fenilbenzo-y-pironic (2-
fenilcromanic) pe care sunt grefate grupari hidroxil, metoxil,
dimetilalil etc. Majoritatea compusilor sunt hidroxilati in pozitiile 5, 7,
pe nucleul A. Pe nucleul B se pot gasi grefate 1-3 grupari fenolice la

c4,3,5.
0] )
H
OH
0o 0]

2-fenilbenzo-y-pirona flavonoli flavanone
(flavona)
OH
OH OH
OH
HO o)
HO O
HO 0]
OH
OH
OH 0] OH
OH 0]
kaemferol quercetina OH O miricetina

OH

OH
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14  Stadiul cunoasterii in domeniu

Flavonolii se gasesc de obicei sub forma de O-glicozide la atomul de oxigen
din pozitia Cs3 respectiv mai putin frecvent in pozitia C; [13]. D-glucoza este cel mai
comun rest de zahar. Alte resturi de zahar intélnite sunt D-galactoza, L-ramnoza,
L-arabinoza, D-xiloza si acidul D-glucuronic.

Flavanolii - sunt derivati 3-hidroxilati ai flavanonelor. Existd in ambele
forme: ca monomeri (catechine) si in forma polimera (proantocianidine) [5].

OH

OH

OH

catechine

proantocianidine (taninuri condensate)

» Biflavonozide - sunt dimeri ai flavonozidelor. Monomerii se pot
lega intre ei prin atomii de carbon din pozitiile 6 sau 8, care sunt
foarte reactivi. Legaturile stabilite pot fi C-C (amentoflavona,
agathisflavona, bilobetol, ginkgetol) sau C-O-C (hinokiflavona). Cele
doua unitati consecutive ale biflavonoidelor pot fi de acelasi tip
(biflavone, biflavanone) sau de tipuri diferite (flavona-flavanona).
Gruparile hidroxil pot fi libere sau, cel mai adesea, metilate.
Biflavonoidele sunt caracteristice pentru Gymnospermae. La
Angiospermae distributia lor este specifica.

HO

amentoflavona
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> Chalcone - flavonoide avand ciclul piranic scindat, caracterizate
prin prezenta unui segment cetonic a-B nesaturat, alcatuit din 3

atomi de carbon.
(O
~c —< :>

=

Benziliden-acetofenona
(Calcone)

» Aurone, derivati ai benziliden cumaranonei - sunt substante rare,
atribuirea lor la flavonoizi se face probabil din considerentele
legaturii lor genetice cu flavonoizii tipici. Termenul ,,auron” reflecta
culoarea acestor substante. Dintre reprezentantii ce au fost izolati in
stare nativa din surse vegetale amintim auronul aurezidina [1].

> Izoflavone - deriva de la 3-fenil- y-benzopirona, sunt larg
raspandite in regnul vegetal si se gdsesc de obicei sub forma de
glicozide. Datorita pozitiei 3 a nucleului fenilic substituit, ele pot
conduce usor la inchiderea de noi cicluri, fie pironice, fie in pozitia
2-3, fie In pozitia 7-8.

0]

0]

izoflavone

> Pterocarpani - produsi de ciclizare ai izoflavonelor cunoscuti in
natura ca fitoalexine; rotenone - izoflavone de origine
hemiterpenica care mai inchid un al doilea ciclu piranic intre nucleul
flavanic si fenilul substituit, din pozitia 3 [18].

0 (0]
0 : (0]
C
0] 0] 0
pterocarpani aurone rotenoide

» Antocianozide (pigmentii antocianici, antocianinele), derivati ai
2-fenil-cromenei (2-fenilbenzopiriliu).
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8 1
(e}
7 2 o
6 3
5 4
benzopiran flavan (2-fenilbenzopiran)
(croman)

Antocianidinele — sunt pigmenti ce se gasesc dizolvati in seva vacuolara a

tesuturilor epidermale din flori si fructe. In general se gdsesc ca glicozizi numiti
antocianine, ce exista in diferite forme chimice, colorate cat si incolore, functie de
pH. Pigmentii antocianici sunt rezistenti la lumind, pH si conditii de oxidare.
Degradarea lor este prevenita prin glicozilare, in general cu glucoza in pozitia 3, si
esterificare cu diversi acizi organici (acid citric, malic) respectiv cu acizi fenolici.

Antocianinele sunt intermediari redox intre flavanoli si flavonoli [19]. Aceste

substante vor fi studiate mai amanuntit in cadrul subcapitolului I. 5.

HO

» Proantocianidolii (proantocianidinele), cunoscuti si sub denumirea
de leucoantociani, sunt derivati ai flavan-3,4-diolilor. Aceasta
denumire a fost acordata grupului de polimeri, care prin hidroliza
acida, la cald, formeaza antocianidine. Mecanismul acestei reactii
consta in eliminarea unei molecule de apa cu pierderea gruparii OH
de la C4 si a atomului de H de la Cs. Pe langa antocianidina se
formeaza si 3-eterul acesteia.

R Cl- R
+
HO 0]
~ OH
=
R OH R
O HCI
OH —_—
in izopropanol
OH R R Cl- R
OH HO ol
~ OH
proantocianidina _
R = H sau OH OR, R

antocianidine
R=H sau OH, R1=izopropil

Majoritatea proantocianidolilor se gasesc cu precadere in familiile
Rosaceae, Ericaceae (Vaccinium vitis-idaea, Vaccinium myrtillus),
Vitaceae (Vitis vinifera), Fabaceae, Cannabaceae. Au actiune
vasoprotectoare (angioprotectoare), antiaritmica, antioxidanta (capteaza
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radicalii liberi, indeosebi anionii superoxid, inhiband Tn acest mod
peroxidarea lipidelor), respectiv au actiune antimutagena. Proantocia-
nidolii si epicatechina sunt considerati astazi adevarati ,,factori P” fiind
de 1000 ori mai activi decat flavonele[12].

» Catecolii sunt derivati ai 3-hidroxiflavanului, care prin condensare
formeaza taninuri catechice.

90ad
@)

H
flavan-3-ol
flavan-3,4-diol
OH
ROGRYa:
OH
catechina

Substantele tanante reprezinta un complex de substante larg raspandite in
produsele alimentare de origine vegetald. Taninurile sunt substante organice
heterogene care deriva de la polifenoli sau de la acizi fenolici. Ele se caracterizeaza
prin faptul ca au in molecula elemente structurale polifenolice, au un gust astringent
caracteristic si prezinta proprietatea comuna de a precipita substantele proteice din
solutii. Pentru tehnologia produselor alimentare de origine vegetald, prezinta
importanta atat datorita influentei asupra gustului cat si prin faptul ca reprezinta
substratul proceselor de imbrunare oxidativa si enzimatica, au activitate bactericida
si vitaminica. In cantitati mari, substantele tanante se gasesc in gutui (0.321%), in
fructele arbustilor fructiferi — afine (0.250%), merisoare (0.250%), mere (0.100%).
Catechinele sunt oxidate usor, atat de oxigenul din aer, suferind fenomenul de
autooxidare catalizat de prezenta metalelor grele, cat si enzimatic, oxidare
catalizata de polifenoloxidazad si peroxidazd cu aparitia coloratiei brune. Marea
sensibilitatea a catechinelor la procesele de oxidare se explica prin faptul ca din
intreaga clasa a flavonoidelor, ele au caracterul reducator cel mai puternic [3].

I.1.2. Acizii fenolici

Pot fi distinse doua clase de acizi fenolici:
1. derivati ai acidului benzoic
2. derivati ai acidului cinamic

Acizii hidroxibenzoici - au structura generald Ce-C1, deriva direct de la acidul
benzoic. Structurile individuale ale acizilor hidroxibenzoici variaza in functie de
numarul si pozitia gruparilor hidroxil respectiv metoxi de pe inelul aromatic [20].
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OH
R1 R2
HO
COOH
R1
COOH e . .
acizi hidroxicinamici
acizi hidroxibenzoici acid p-cumaric R1=H
acid p-hidroxibenzoic R1=H, R2=H acid cafeic R1=0H
acid galic R1=0H, R2=0OH  acid ferulic R1=0CH,

Cei mai intalniti acizi hidroxibenzoici sunt: acizii o- si p- hidroxibenzoic,
vanilic, siringic si acidul protocatechic. Acestia pot fi prezenti in stare libera,
conjugati cu zaharuri sau cu acizi organici precum si legati de fractiuni celulare, de
exemplu in lignine [21]. De asemenea acizii hidroxibenzoici sunt componenti ai
structurilor complexe, cum ar fi taninurile hidrolizabile sau pot fi prezenti sub forma
de esteri.

(0]
A2 nc—o Z7 HL—0
N ’ ¢ “SoH
OH HO CH =CH—COOH
HO
OH HC—0
acid salicilic acid vanilic acid sinapic

Deoarece acizii hidroxibenzoici in stare libera sau esterificati se gasesc doar
in unele plante ce intra in alimentatia umana, ei nu au fost studiati intensiv si nu
sunt considerati a fi de mare interes nutritional [5].

Acizii hidroxicinamici - sunt mult mai raspanditi in plante comparativ cu
acizii hidroxibenzoici. Cei mai des intalniti acizi hidroxicinamici sunt acidul p-
cumaric, acidul cafeic, acidul ferulic si acidul sinapic prezenti in fructe [20].

Acizii hidroxicinamici se gasesc de obicei sub diverse forme conjugate,
formele libere sunt artefacte din hidroliza chimicd sau enzimatica din timpul
procesarii materialelor vegetale. Formele conjugate sunt derivati glicozilati sau
esteri ai acidului kinic, shikimic si tartric [21].

0] OH

HO OH
OH

acid shikimic
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I.1.3. Stilbenele

Stilbenele se regdsesc doar in cantitati scazute in alimentatia umana. Una
dintre acestea, resveratrolul, pentru care efectele anticancerigenice au fost
descoperite in timpul studierii plantelor medicinale se gaseste in cantitati scazute, in
urme, in vin (0,3-7 mg aglicon/L respectiv 15 mg glicozide/L in vinul rosu) [5].

HO

|
C—C OH
HO H
resveratrol

Reprezentantul stilbenilor, resveratrolul, este o substantd cu o puternica
actiune antitumorala. Pana nu demult se considera ca, continutul ridicat al acestei
substante in speciile de Vitis Vinifera determind Tn mare masura proprietatile
benefice ale vinului sec, dand nastere asa numitului ,,paradox frantuzesc”, ce se
explica prin longevitatea si numarul redus de boli cardiovasculare in Franta de Sud,
unde traditional se consuma vinul rosu sec.

De asemenea exista date referitoare la prezenta resveratrolului in unele
fructe de padure ca afine, merisoare, coacaze, agrise etc. [22].

1.1.4. Ligninele

Ligninele sunt substante macromoleculare larg raspandite in regnul vegetal,
care insotesc aproape intotdeauna celuloza in diferite tesuturi si organe ale
plantelor. Ligninele sunt compusi rezultati din condensarea a doua pana la cinci
molecule de derivati fenilpropanici (C6-C3),, legati prin catenele laterale, aciclici sau
ciclici, adesea lactonizati, B-glucozidati sau neglucozidati. Derivatii fenilpropanici
pot fi unii alcooli aromatici ce contin grupari hidroxilice si metoxilice. Dintre
substantele monomere, fac parte alcoolul coniferilic, alcoolul hidroxiconiferilic si
alcoolul sinapic, care la randul lor pot fi considerati drept derivati ai acizilor cinamici.

OH
CH=CH-CH,-OH CH,-CH-CH,-OH CH=CH-CH,-OH CH,-CH,-CH,
O-CH, 0-CH;  CH,-0 0-CH,
OH OH OH
alcool coniferilic alcool hidroxiconiferilic alcool sinapinic fenilpropan

Figura 2 . Monomeri ai ligninelor
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Lignanii sunt frecvent intalniti in Gymnospermae si Angiospermae, mai ales
in lemn, sub forma polimerizata (lignina, unde n=4000) sau in sucul celular si in
lamela mediand a membranei celulare, ca dimeri sau oligomeri [12], dar si in fructe
precum coacaze, cdpsuni, mure, merigoare etc [22].

Padna in 1964 au fost izolati 27 lignani. In continuare sunt prezentati trei
dintre acestia, derivati de la alcoolul coniferilic.

Primii doi contin gruparea -CH=CH-CH,OH prin care se pot lega de alte
molecule de alcooli hidroxicinamilici spre a forma macromolecule de lignind. Al
treilea se leaga printr-o grupare OH fenolica de o moleculd de alcool coniferilic
formand un trimer guajacil-gliceril-B-pinorezinol eterul care la randul lui se poate
condensa mai departe. Se poate spune deci, ca ligninele naturale sau sintetice au
structuri complicate, neunitare.

CH,OH
CH CH,OH OH
|| OMe
CH |C|H
CH
0
RN
OMe CH,0O HG CH
CH.,OH | |
C OMe CH—-CH
CH—0 |
CH CH,
CHOH CH—o0 ~o
OMe OMe OMe
OH OH OH
I II 111
eter guajacil-gliceril-coniferilic  alcool dehidroconiferilic DL-pinorezil

Polifenolii din lemn ca de exemplu lignina, trec prin cracare termica in timpul
generarii fumului prin arderea lemnului, in fenoli volatili. Acesti fenoli se depoziteaza
pe suprafata alimentelor in timpul afumarii unor preparate dupa care penetreaza in
aliment si astfel actioneaza ca antioxidanti [23]. Ligninele au fost identificate n
plasma umand si in urind. Unul dintre putinele uleiuri care contine cantitati
considerabile de lignine este uleiul de in.

I.2. BIOSINTEZA COMPUSILOR FENOLICI IN PLANTE

Asa cum s-a mentionat, compusii fenolici prezenti in plante manifestd o
mare varietate de structuri, pornind de la structuri simple ce contin un singur ciclu
aromatic hidroxilat pana la structuri polimerice foarte complexe [24]. Caile de
biosinteza a unor flavonoli si acizi fenolici sunt prezentate in figura 3. Fenilalanina
produsa in plante pe calea shikimat, este un precursor comun pentru biosinteza a
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multi compusi fenolici in plantele superioare [20]. Similar, acizii hidroxicinamici, si in
particular esterii lor cu coenzima A, sunt elemente structurale comune compusilor
fenolici, ca lignine, flavonoide, taninuri condensate.

Calea metabolica fenilalanin/hidroxicinamat este definita ca ,,metabolismul
general fenilpropanoid”. Acesta include reactii ce conduc de la L-fenilalanina la
hidroxicinamati si formele lor activate [25]. Enzimele ce catalizeaza treptele acestui
metabolism general sunt fenilalanin ammoniuliaza (PAL), acidul cinamic 4-
hidroxiliaza (CA4H), 4-cumarat coenzim A ligaza (4CL) [20, 25].

I.2.1. Biosinteza acizilor hidroxicinamici

Formarea acizilor hidroxicinamici (cafeic, ferulic, 5-hidroxiferulic si sinapic)
din acidul p-cumaric implica doua tipuri de reactii: reactii de hidroxilare si reactii de
metilare. Introducerea celei de-a doua grupari OH in structura acidului p-cumaric
duce la formarea acidului cafeic (figura 3) si e catalizata de monofenol mono-
oxigenaze, un grup de enzime bine cunoscute ce se gasesc in plante [20, 25, 26].
Metilarea acidului cafeic catalizatd de O-metiltransferaza, duce la formarea acidului
ferulic, care alaturi de acidul p-cumaric sunt precursori ai ligninelor. Acidul cafeic
este substratul pentru acidul 5-hidroxiferulic, un acid foarte rar, care duce la
formarea acidului sinapic ca rezultat al O-metilarii.

Formarea derivatilor acizilor hidroxicinamici necesita formarea hidroxi-
cinamat - coenzimei A, catalizatd de hidroxicinamoil-CoA ligaze sau de catre
O-glicozil transferaze. Hidroxicinamat-CoA intra in diverse reactii specifice ale caii
metabolice ,,fenilpropanoid”, cum ar fi condensarea cu malonil-CoA céand se
formeaza flavonoide sau reduceri NADPH-dependente cu formare de lignine.

I.2.2. Biosinteza acizilor hidroxibenzoici

Se stie ca existda cateva cdi de biosinteza individuale ale acizilor
hidroxibenzoici, in functie de natura materialului vegetal. Acizii hidroxibenzoici pot fi
obtinuti direct din calea shikimat (figura 3), in special din acidul dehidroshikimic,
aceasta reactie reprezentand principala cale de obtinere a acidului galic [26]. De
asemenea ei pot fi obtinuti in urma degradarii acizilor hidroxicinamici, similar cu
B-oxidarea acizilor grasi, intermediarii principali fiind esterii cinamoil-coenzimei A.
Hidroxibenzoatii se produc de asemenea ocazional prin degradarea flavonoidelor. De
altfel, se stie ca hidroxilarea si metilarea acizilor hidroxibenzoici au loc in mod
analog in calea metabolica fenilalanin/hidroxicinamat [ 26].

Cunoasterea mecanismelor si in special a enzimelor implicate in biosinteza
acizilor hidroxibenzoici si a derivatilor acestora este destul de limitata in special in
cazul fructelor, desi acidul galic si derivatii acestuia joaca un rol important in
formarea taninurilor hidrolizabile [20]. Componentii principali ai taninurilor
hidrolizabile sunt acidul galic si acidul ellagic. Taninurile care produc numai acid galic
se numesc galotaninuri iar cele care produc acid ellagic se numesc ellagitaninuri
[27].

BUPT



22  Stadiul cunoasterii in domeniu
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Figura 3. Biosinteza acizilor hidroxicinamici, hidroxibenzoici si a flavonoidelor [1,9, 28, 29]
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I.2.3. Biosinteza flavonolilor

Treapta cheie in biosinteza flavonoidelor este catalizata de enzima
calconsintaza si presupune condensarea a 3 molecule de malonil-CoA cu p-
cumaroil-CoA in vederea formarii structurii Cis intermediare care este conform
figurii 3, 4, 2', 4', 6’-tetrahidroxicalcona [9, 26]. Sinteza calconei este urmata
de izomerizarea stereospecifica la (2S)-flavanone, naringenina (figura 3),
catalizata de calcon izomeraze. Flavanonele reprezintd un punct de ramificare
in biosinteza, intrucdt acestea pot fi transformate in alte flavone (ex.
apigenina) sau izoflavone (ex. genisteina). Enzima flavanon-3-hidroxilaza
catalizeaza transformarea naringeninei in dihidrokaemferol precum si
transformarea eriodictiolului in dihidroquercetind [25], iar enzima flavonol
sintaza catalizeaza transformarea dihidrokaemferolului in kaemferol [25, 26].

Majoritatea flavonoidelor din metabolismul activ al tesuturilor
plantelor se gasesc sub forma de glicozide. Exista sute de glicozide diferite,
insa cele mai frecvent intalnite zaharuri sunt glucoza, galactoza, ramnoza,
xiloza si arabinoza [25, 26].

Biosinteza antocianinelor - este prezentata in cadrul subcapitolului
1.5.5 dedicat acestor pigmenti.

I.3. DISTRIBUTIA COMPUSILOR FENOLICI IN PLANTE

Compusii fenolici sunt sintetizati in tesuturile plantelor [30], fiind deci
prezenti in toate produsele naturale folosite in practica. Industria alimentara a
incorporat acesti compusi in produsele sale finite pentru a preveni oxidarea
lipidica care poate cauza degradarea alimentelor bogate in lipide. Fructele si
legumele sunt surse excelente de compusi fenolici. De mentionat c3,
antocianinele constituie principalul grup de compusi fenolici din fructele de
padure [31].

Conform datelor existente in literatura, continutul de flavonoide (in
special antocianine) in fructele de padure este foarte variat. Acesta a fost
estimat de numeroase grupuri de cercetatori prin diverse metode. O selectie a
datelor din literatura este prezentata in tabelul 1 [31, 32].

Tabelul 1.
Date selectate din literatura referitor la continutul in antocianine a fructelor de
padure
Continut antocianine
(mg-kg™)
Mure 1150
Coacdze negre 825-4200
Afine negre 500-1200
Afine rosii 600-780
Zmeura neagra 1700-4277
Zmeura rosie 100-600
Capsuni 150-350

Variatia continutului in compusi fenolici in aceeasi specie se datoreaza
in special diferentelor dintre varietatile de fructe de padure [33] sau conditiilor
de crestere (clima, sol) [20, 34, 35].
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Ehlenfeldt si Prior [36] au facut cercetari asupra continutului in fenoli
a mai multor varietati de fructe de padure si au raportat un continut in aceste
fructe relativ ridicat. De exemplu in afine (Vaccinium myrtilis) continutul de
fenoli variaza intre 490 respectiv 1990 mg acid galic/kg fructe.

Distributia compusilor fenolici in fructe nu este egalda la nivel
subcelular si in tesuturi [20]. Cunoasterea distributiei acestora este
importanta pentru a optimiza productia de compusi fenolici din produsele
obtinute din fructe si legume [37]. Acesti compusi se depoziteaza in special in
peretele celular unde se acumuleaza lignina si alte molecule mai simple
(flavonoide si esterii acidului ferulic), si ip vacuole unde se stocheaza compusii
fenolici si derivatii acestora [38]. In struguri, glicozidele flavonolice,
antocianinele si esterii hidroxicinamici se acumuleaza in vacuolele celulelor
subepidermale [39].

Acumularea de compusi fenolici solubili este mai mare in tesuturile
externe ale fructelor cdrnoase, la nivel epidermal si subepidermal fata de
tesuturile interne (mezocarp si pulpa) [20, 40]. Intrucat formarea compusilor
fenolici este influentata pozitiv de lumind, acestia se gasesc in special in coaja
fructelor. Antocianinele pot fi distribuite in tot fructul, Tnsa in fragi, zmeura,
stafide si alte fructe se gasesc in special in partea externd. De asemenea
catechinele si taninurile sunt mai abundente spre partea exterioara a fructelor
decat in tesuturile interne. Nivele ridicate de acizi hidroxicinamici si in special
de derivati ai acidului cafeic s-au gasit adesea in partea externa a fructelor
coapte [20].

Modificari ce apar in timpul cresterii, maturarii, depozitarii, procesarii

Acumularea compusilor fenolici variaza mult in stadiul de dezvoltare al
fructelor. Numeroase investigatii au confirmat faptul ca, concentratiile
compusilor fenolici sunt in general ridicate in tesuturile fructelor tinere [20].
In particular, antocianinele se gasesc adesea in cantitati mari pe suprafetele
lastarilor tineri. In fructe, continutul total de compusi fenolici (mg/g fructe)
scade n timpul cresterii, dar se pot observa doua fenomene distincte. Fie
nivelul acestora continua sa scada ferm, cum se intampla in cazul speciilor
albe sau variat colorate (struguri albi de masa, mango, banane), fie creste la
sfarsitul maturarii fructului, cum se intampla in cazul fructelor rosii in care se
acumuleaza antocianine sau flavonoide [20, 41].

In zmeura rosie si neagra continutul de pigmenti antocianici si fenoli
totali creste odatda cu maturarea fructelor [42]. De asemenea in fructele
mature de afine si coacaze, la recoltare are loc cresterea concentratiei in
antocianine si fenoli totali [33]. Similar, in cazul coacazelor negre, cantitatea
de flavonoli, in special de glicozide ale quercetinei si in particular miricetina,
creste pronuntat in timpul coacerii. In afine continutul in miricetind in fructele
coapte este de asemenea mai ridicat decat in fructele necoapte. Pe de alta
parte, in majoritatea fructelor (stafide, cirese, afine, etc.) concentratiile in
kaemferol si glicozidele quercetinei sunt mai scazute in fructele coapte decat
in cele necoapte [43].

Depozitarea fructelor poate de asemenea afecta continutul de
polifenoli care sunt usor oxidabili. Rezultatele reactiilor de oxidare in cazul
fructelor si legumelor se observa in calitatea acestora, in special la nivelul
caracteristicilor organoleptice si a culorii. Unele schimbari ce intervin pot fi
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benefice (cum este in cazul ceaiului negru) sau daunatoare (imbrunarea fructelor)
pentru acceptarea consumului [23].

Un efect pronuntat asupra continutului in polifenoli al fructelor si legumelor il
au si metodele culinare de preparare a acestora. De exemplu, prin simpla
indepartare a cojii fructelor si legumelor poate fi eliminatd o cantitate importanta de
polifenoli, deoarece aceste substante se gdsesc de obicei in concentratii mult mai
mari in partea exterioara, in coaja, decat in pulpa.

Procesarea industriala afecteaza de asemenea continutul in polifenoli. Ca si
decojirea fructelor, indepartarea semintelor la legume si decorticarea si macinarea
cerealelor poate duce la pierderea unor polifenoli. Maruntirea tesuturilor plantelor
poate duce la degradarea oxidativa a polifenolilor ca rezultat al decompartimentarii
celulare si a contactului dintre oxidaza polifenol citoplasmatica si substraturile
fenolice prezente in vacuole. Polifenolii sunt astfel transformati in pigmenti maronii
care sunt polimerizati la grade diferite. Acest proces nedorit se poate produce, de
exemplu, in timpul fabricarii gemului sau a compotului din fructe. La fabricarea
sucurilor de fructe scade de asemenea continutul in flavonoide. Enzimele pectolitice
folosite Tn timpul procesarii hidrolizeaza de asemenea si esterii acidului hidroxi-
cinamic. Invers, operatia de macerare favorizeaza difuzia polifenolilor in suc, asa
cum se intampla in timpul operatiei de vinificare a vinului rosu. Aceasta macerare
justifica faptul ca, in vinurile rosii continutul in polifenoli este de cel putin 10 ori mai
mare decat in vinurile albe [5].

I.4. ROLUL COMPUSILOR FENOLICI IN PLANTE

Compusii fenolici prezenti in plante, legume si fructe reprezinta un grup de
antioxidanti naturali, cu efecte de protejare impotriva bolilor cardiovasculare si de
cancer [44].

Fenolii sunt materiale suport pentru celulele plantelor [45]. Ei sunt parte
integrala a structurii peretilor celulari, in special sub forma de materiale polimerice
cum sunt de exemplu ligninele, si servesc ca suport mecanic si ca bariera impotriva
invaziei microbiene.

Cea mai importanta functie a flavonoidelor fenolice, in special a
antocianinelor, alaturi de flavone si flavonoli ca si copigmenti, este contributia lor la
colorarea florilor si a fructelor. Acest lucru e important pentru atragerea insectelor si
a pasarilor spre plante pentru polimerizarea si dispersia semintelor. Fenolii pot
influenta competitia dintre plante, fenomen numit allelopatie. In afara terpenoidelor
volatile ca si compusi allelopatici pot servi fenolii simplii, acizii hidroxicinamici si
acizii hidroxibenzoici. In ultimul timp a crescut interesul asupra fenolilor, in special
asupra flavonoidelor deoarece acestea pot actiona ca substante semnal in
interactiunile dintre plante si bacteriile fixatoare de N, Tn special la plantele
leguminoase [26], precum si ca substante active in prevenirea cancerului [46].

Compusii  fenolici contribuie la mecanismele de apdrare ale plantelor
fmpotriva bolilor. In mecanismele de aparare ale plantei acestia actioneaza in doua
moduri: actioneaza direct asupra efectelor toxice sau se depun sub forma de lignine
si actioneaza ca bariere [34].

Factorii de mediu au un efect major asupra continutului in polifenoli. Acesti
factori pot fi pedoclimatici (tipul solului, expunerea la soare, cantitatea de ploaie)
sau agronomici (cultura in sere sau camp, culturi biologice, etc). Expunerea la
lumind are un efect considerabil asupra majoritatii flavonoidelor. Gradul de coacere
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afecteazd considerabil concentratiile si proportiile in diferiti polifenoli. In general,
concentratia acizilor fenolici scade in timpul coacerii, In timp ce concentratia
antocianinelor creste. Multi polifenoli, in special acizii fenolici, sunt direct implicati in
reactia plantelor la diferite tipuri de stres. Acestia contribuie la vindecarea lignifierii
locale sau a suprafetelor afectate ale plantelor; au proprietati antimicrobiene si
concentratiile lor pot creste dupa infectie [5].

Lumina este unul dintre cei mai intens studiati factori de mediu in
metabolismul fenolic [20]. Este cunoscut faptul ca, compusii fenolici ajuta la
atenuarea intensitatii luminii ce ajunge la celule [47]. Continutul in antocianidine a
fructelor variaza de la an la an, in functie de radiatia globala si de timpul de
expunere. Compusii ce absorb radiatiile ultraviolete se acumuleazd mai intai in
straturile epidermice, in frunze si tulpini si tind sa devind mijloace de protectie
impotriva efectelor negative ale radiatiilor, impiedicand moartea celulelor prin
protejarea ADN-ului celular de dimerizare sau rupere [25]. In conditii de stres
termic si nutritional (limita de fosfat) nivelul de antocianidine din mere si struguri
creste. De asemenea, nivele scazute de fier pot cauza cresterea eliberarii de acizi
fenolici, in timp ce tratamentul cu cantitdti mari de azot reduce continutul de
antocianidine din fructe si intarzie maturarea acestora.

I.4.1. Activitatea antioxidanta a compusilor fenolici

Un antioxidant poate fi definit ca ,,orice substanta care, prezenta chiar in
concentratii scazute, comparativ cu alte substante, intarzie sau inhiba semnificativ
oxidarea unui substrat”. Prin conventie antioxidantii au fost impartiti traditional in
doua clase:

e antioxidanti primari sau de intrerupre a lantului (chain-breaking);
e antioxidanti secundari sau de prevenire a oxidarii.

Antioxidantii secundari sunt compusi care intérzie viteza oxidarii. Aceasta
poate fi realizatd in mai multe moduri ce includ indepartarea substratului sau
distrugerea oxigenului. Cand sunt prezenti in urme, antioxidantii primari, AH, pot fie
sa intarzie sau sa inhibe etapa de initiere prin reactia cu radicalul lipidic, L, fie pot
inhiba etapa de propagare prin reactia cu radicalii peroxi sau alcoxi [48, 49]:

L* +AH — LH+A-
LOO* + AH —> LOOH + A~
LO* +AH —> LOH +A"

Antioxidantii sintetici sunt des utilizati in industria alimentara si astfel sunt
inclusi in dieta umana. Pentru a putea fi utilizati, antioxidantii trebuie sa
indeplineasca urmatoarele conditii:

— sa fie activi la concentratii scazute (0,01-0,02%);

— sa fie siguri pentru sanatatea consumatorilor;

— sa nu manifeste nici un efect senzorial (aroma, miros neplacut);
— sa fie compatibili cu substratul.

Concentratia totald dintr-un antioxidant permisa in alimente variaza intre 100-200
ppm.[50].
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Interesul crescut de inlocuire a antioxidantilor sintetici din alimente cu cei
naturali a sprijinit cautarea surselor vegetale si alegerea de materii prime pentru
identificarea de noi antioxidanti.

Pentru a preveni sau intarzia deteriorarea oxidativa a alimentelor,
antioxidantii au fost folositi Tn mare masura ca aditivi in grasimi, uleiuri respectiv in
alimentele procesate, ceea ce a sporit interesul cercetatorilor de a finlocui
antioxidantii sintetici din alimente cu antioxidanti naturali care se gasesc in
majoritatea plantelor, in unele microorganisme, fungi sau chiar tesuturi animale.
Majoritatea antioxidantilor naturali fac parte din clasa compusilor fenolici, acizi
fenolici si respectiv flavonoide [51, 52]. Compusii fenolici sunt antioxidanti naturali
cu un ciclu aromatic si una sau mai multe grupari hidroxil. Polifenolii sunt agenti
reducatori si impreuna cu alti agenti alimentari reducatori, ca vitamina C, vitamina E
si carotenoizii, protejeaza tesuturile organismelor impotriva stresului oxidativ.

Oxidarea este un proces ce are loc cu transfer de electroni de la un atom la
altul. Desi oxigenul este indiscutabil esential pentru viata organismelor, s-a dovedit
ca el poate participa si la distrugerea tesuturilor precum si la blocarea abilitatii
acestora de a functiona normal ca urmare a generarii in timpul proceselor
metabolice a radicalilor liberi [53, 54]. Proprietatile extrem de reactive ale
oxigenului sunt cauzate de configuratia sa. Oxigenul molecular are doi electroni
neimperecheati, fiecare dintre ei fiind localizati pe un orbital n*, avand acelasi numar
de spin. O crestere a reactivitatii O, se traduce printr-un fenomen identic pentru
lungimea legaturii dintre cei doi atomi de oxigen si desigur printr-o energie de
legatura joasa. Aceasta initiaza reactiile radicalice si genereaza radicali liberi foarte
nocivi cum sunt: oxigenul singlet 102, superoxidul Oy, radicalul hidroxil HO-, radical
peroxil HOz:, peroxidul de hidrogen H;0,, ozonul O3 [5, 21].

Activitatea antioxidantda a compusilor polifenolici depinde de structura
moleculard, de numarul si pozitia gruparilor OH [55, 56].

OH OH
OH O OH
+
o nlsi HO O\
C =
OH OH
OH O OH or
quercetina catechina cianidina

Prezenta gruparilor OH pe ciclul B cat si prezenta gruparii carbonil si a dublei
legaturi la C; - Cs duc la cresterea activitatii antioxidante. Un studiu realizat de un
grup de cercetatori [55], asupra mai multor clase de compusi fenolici, a confirmat
aceste date. Conform acestuia, quercetina care are numar egal de grupari OH si
pozitionate in acelasi fel ca si in molecula catechinei manifestd o activitate
antioxidanta mai mare. Aceast fapt se explica datorita prezentei dublei legaturi din
ciclul C fata de heterociclul saturat al catechinei. Cianidina care are o structura
asemanatoare cu a quercetinei manifesta si o activitate antioxidanta apropiata de a
acesteia.
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Extractia antioxidantilor

In functie de solubilitatea lor, compusii cu activitate antioxidantd pot fi
clasificati fizic in doua grupe:

— antioxidanti hidrofili - cum sunt majoritatea compusilor polifenolici si
vitamina C;
— antioxidanti lipofili - in special carotenoidele si vitamina E.

In cele mai multe studii de determinare a activitdtii antioxidante, pentru
obtinerea extractelor s-au folosit solventi polari ca EtOH, MeOH, acetona si apa si in
consecinta extractele contin mai multi componenti hidrofili. Din aceastd cauza
activitatea antioxidanta a materialului supus extractiei nu reflectd activitatea
antioxidanta totald a acestuia. Pentru masurarea activitatii antioxidante totale este
necesard obtinerea ambelor tipuri de extracte, atat hidrofilic cat si lipofilic.

In 2004 Prior si colaboratorii [57] au evaluat activitatea antioxidanta a 28 de
produse alimentare, inclusiv fructe si legume. Rezultatele au indicat faptul ca, toate
fructele si legumele, cu exceptia fructelor de avocado si zmeura au activitate
antioxidanta lipofilica foarte scazutd, cu valori ce reprezinta mai putin de 5% din
activitatea antioxidanta totald. De aici s-a desprins concluzia, ca in general
fractiunile hidrofile ale celor mai multe extracte din fructe si legume au o activitate
antioxidanta mult mai ridicata decat fractiunile lipofile.

In 2005 Prior si colaboratorii au indicat de asemenea ca exista cativa factori
cu mare impact asupra activitatii antioxidante a fructelor si legumelor; acesti factori
includ conditiile geografice, conditiile de mediu, perioada de recoltare, factorii
genetici [58].

Metode de determinare a activitatii antioxidante a compusilor fenolici

Metodele folosite pentru determinarea activitatii antioxidante a alimentelor
au evoluat de la metode chimice pentru substraturi lipidice la metode mai complexe
de masurare a capacitatii antioxidante in fluide si probe biologice. In cazul
alimentelor este necesara determinarea eficacitatii antioxidantilor naturali pentru
protejarea impotriva deteriorarii oxidative, pentru prevenirea modificarilor
nesanatoase respectiv nedorite si pierderea valorilor comerciale si nutritionale [59].

Activitatea antioxidanta nu poate fi masurata direct ci mai degraba prin
efectele de controlare a gradului de oxidare [48].

Pentru evaluarea activitatii antioxidante a compusilor naturali din alimente
sau sisteme biologice se folosesc diverse metode, care utilizeaza diferiti generatori
de radicali liberi, sunt rapide, simple si nu necesita echipamente speciale.

In vitro redicalii liberi cel mai des utilizati sunt acidul 2,2’-azinobis (3-etil-
benzotiazolin-6- sulfonic) (ABTS) si 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Alte metode
des folosite sunt metoda ORAC (Oxygen radical absorbance capacity assay) si
metoda FRAP (Feeric ion reducing antioxidant power assay) [60].

Majoritatea metodelor de determinare a activitatii antioxidante se bazeaza
pe teste comune precum cele prezentate in tabelul 2.
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Tabelul 2.
Metode de exprimare a rezultatelor testelor de determinare a activitatii antioxidante
[61]

Metoda . Rezultatul
Perioada de inductie h, d
Perioada de pre-inductie (timpul de reactie la suprafata h, d
oxidarii)
Gradul de oxidare mol-kgt- h't, g-L-t-d?
Concentratia pentru producerea unui efect echivalent cu mol-kgt, g-L1
al unui antioxidant de referinta
Concentratia grupei functionale dupa o perioada de timp miliechiv-kg
Concentratia produsului de oxidare dupd o perioada de mg-kg(ppm w/w)
timp
Parametrul masurat dupa o perioada de timp absorbanta,

conductivitate, etc.

* h=ore, d=zile

Pentru o siguranta mai mare in privinta rezultatelor care atesta activitatea
antioxidanta a extractelor naturale, de cele mai multe ori, determinarea acesteia nu
se face printr-o singura metoda [62].

Metoda ORAC (Oxygen radical absorbance capacity assay)

Este o metoda folosita pentru masurarea capacitatii antioxidante in industria
alimentara, farmaceutica si cosmetica. Aceasta metoda a fost pusa la punct de Cao
si colaboratorii [63] si imbunatatita mai tarziu de Prior si colaboratorii [64]. Metoda
implica folosirea unui generator de radicali hidrofilici si a unei substante care
detecteaza acesti radicali (ficoeritrina, PE), o proteina izolata din Porphyridium
cruentum. Ca generator de radicali liberi se utilizeaza un azo-compus, 2,2’-azobis
(2-amidinopropan) dihidroclorid. Pierderea fluorescentei B-PE in urma reactiei de
oxidare se urmareste la 495 nm. Dezavantajul utilizarii B-PE este ca rezultatele
variaza la replicare, B-PE nu este fotostabila, de aceea reproductibilitatea
rezultatelor nu este asigurata. De asemenea B-PE poate interactiona cu polifenolii
prezenti in probe datoritd proteinei de legare. Din acest motiv Prior si colaboratorii
au finlocuit B-PE cu Fluoresceina (FL), (3’,6’-dihidroxispiro[izobenzenfuran-
1[3H],9'[9H]-xanten]-3-ona). FL este relativ stabila in comparatie cu B-PE, are
sensibilitate ridicata si este usor de detectat prin fluorescenta.

Metoda ORAC nu masoara activitatea antioxidanta a probelor fatd de toti
radicalii liberi, ci doar pentru radicalii peroxi si hidroxi.

Prin aceastd metodda s-a determinat activitatea antioxidantda a 14
antocianine inclusiv a agliconilor acestora (delfinidind, cianidind, pelargoniding,
malvidind, peonidind) si a derivatilor ce contin diverse zaharuri [65].

Metoda TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter)

Aceastda metoda a fost introdusd de catre grupul Ingold in vederea
determinarii statutului de antioxidant al plasmei umane. Ca si generator de radicali
liberi se utilizeazd un azo-compus, ca de exemplu diclorhidratul de 2,2’-azobis-(2-
amidinopropan), ABAP. Perioada de inductie in care reactiile de oxidare de la nivelul
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plasmei sunt inhibate de catre antioxidanti este comparabila cu cea a Troloxului
(acid 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametil 2-carboxilic) folosit ca referinta.

Aceasta metoda poate fi de asemenea folosita pentru evaluarea activitatii
antioxidante in vitro a bauturilor si alimentelor[66].

Metoda FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power assay)
Metoda FRAP are la baza o reactie de oxido-reducere pentru masurarea
capacitatii probelor de a reduce Fe3* |la Fe2*. Ca si antioxidant se foloseste sarea

ferica Fe(III) [67]. Reactia de oxido reducere este a 2,4,6-tripiridil-s-triazinei
(TPTZ) care dupa reducere prezinta un maxim de absorbtie la 593 nm.

022600

\ / d
Fe (III) + antioxidant 11) antioxidant
/ N Y forma oxidata
[Fe (III) (TPTZ),]3* [Fe (II) (TPTZ),]%*
2=593 nm

Aceasta metoda a fost utilizata pentru determinarea activitatii antioxidante a
polifenolilor, stabilindu-se ca activitatea antioxidantd a acestora depinde de
extinderea hidroxilarii si conjugarii [68, 69, 70] cat si a alcaloizilor totali din
extractul de rostopasca (Chelidonium majus L.) [71].

Metoda EAAT (,,Electrochemichal antioxidant activity tester”) [72]

Metoda EAAT se bazeaza pe masurarea modificarilor conductivitatii probei pe
masura reducerii radicalilor liberi din solutia tampon de catre antioxidanti. Metoda a
fost aplicata pentru determinarea activitatii antioxidante a sucurilor concentrate si a
fructelor uscate (de exemplu afine) urmarindu-se capacitatea antioxidantilor din
probe de a anihila radicalul superoxid.

Metoda decolorarii cationului ABTS* (cationul acidului 2,2’-azino-bis(3-etil-
benzotiazolina 6-sulfonic) [48, 59, 73]

Acidul 2,2'-azino-bis(3-etil-benzotiazolina 6-sulfonic) este un alt reactiv
folosit frecvent pentru determinarea activitatii antioxidante in vitro.
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Metoda ABTS masoara abilitatea relativa a antioxidantului de a ,,capta si
stinge” radicalul ABTS* generat in faza apoasa comparativ cu un standard, Trolox
(analogul hidrosolubil al vitaminei E). Radicalul ABTS:* prezintda un spectru de
absorbtie maxim principal la 415 nm, si maxime secundare la 660, 734 si 820 nm.
in general reducerea radicalului ABTS-* albastru-verzui se masoara in suspensie la
lungimea de unda 743 nm.

Metoda bazata pe generarea si captarea de radicali DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

Molecula de DPPH este un radical liber, stabil cu maxim de absorbtie la 515
nm [74]. Cand aceasta reactioneaza cu un antioxidant care poate dona un proton,
se formeaza forma redusda concomitent cu modificarea coloratiei de la violet la
galben si scaderea absorbantei la 515 nm. Mecanismul rectiei este:
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DPPH + + AH —— DPPH-H + A~
DPPH+ + R* — DPPH - R

N
N
NH .
N - +RH ———— + R
o,N NO ON NO,
2
DPPH
2)
1 (
NO, (1) NO,
difenil picrilhidrazil difenilpicrilhidrazina

(radical liber)

Metoda DPPH se foloseste pentru determinarea activitatii antioxidante/
antiradicalice a compusilor fenolici puri precum si a extractelor naturale [75].
Metoda initiald [76] a utilizat ca antioxidant gruparea tiol continuta in aminoacidul
cisteind, urmarind reactia dintre radicalul DPPH si molecula de cisteind (1:1).
Ulterior metoda a fost simplificata ajungandu-se la concluzia ca desi unele reactii
sunt mai complexe nu este necesar ca acestea sa decurga mol la mol. Totusi
aceasta metoda are si unele limitari. Unii cercetatori au raportat ca cei mai multi
compusi fenolici reactioneaza lent cu DPPH, fiind necesare 1-6 ore. Aceasta
sugereaza faptul ca, folosind DPPH activitatea antioxidanta trebuie evaluata in timp
iar interferarea culorii DPPH-ului in timp cu cea a probelor ce contin antocianine va
duce la o subestimare a activitatii antioxidante.

In 1995 Brand-Williams si colaboratorii [77] au descoperit ca unii compusi
cu activitate antioxidanta reactioneaza cinetic diferit cu DPPH. De exemplu,
antioxidanti ca tert-butilhidroxitoluenul (BHT) si acidul protocatechic nu ating
punctul maxim al reactiei decat dupa 3 respectiv 2 ore, in timp ce compusi ca acidul
ascorbic, izoascorbic si izoeugenol reactioneaza imediat, in timp de cateva minute.
La stadiul de maxim al reactiei cu DPPH s-a observat ca existd o corelare
stoechiometrica a acesteia cu cantitatea de antioxidant prezenta.

Pentru interpretarea rezultatelor metodei DPPH s-a introdus un parametru
denumit ,,concentratie eficienta” sau valoarea ICso (sau ECsp, cum 0 numesc unii
autori), definitd ca valoarea concentratiei substratului ce determind reducerea cu
50% a activitatii DPPH [78].

Prin aceastd metodd s-au determinat proprietdtile antioxidante ale
extractelor metanolice din frunze de Liriope spicata L. [79], a extractului antocianic
obtinut din rosii dulci [80], a unor flavonoide extrase din plante medicinale [81].

A fost raportata chiar si o metoda HPLC de evaluare a activitatii antioxidante
a unor alimente (in special bauturi vinuri, ceai, sucuri etc.) care utilizeaza radicalul
1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) [82].
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Metoda bazata pe actiunea antioxidantad a permanganatului de potasiu in mediu acid
[83]

Aceasta metoda a fost aplicata pentru determinarea activitatii antioxidante a
sucurilor naturale din diferite fructe si se bazeazd pe actiunea antioxidanta a
permanganatului de potasiu n mediu acid asupra majoritatii substantelor
reducdtoare vegetale. Principiul metodei consta in determinarea vitezei de
decolorare a unei solutii 0,1 N de KMnO4 in mediu acid, care contine produs de
analizat, utilizand ca etalon o solutie de acid ascorbic.

Metoda de determinare a activitatii antioxidante a extractelor vegetale adaugate in
sisteme lipidice prin masurarea indicelui de peroxid

Activitatea antioxidanta a diverselor specii de plante cauzatd in special de
compusii fenolici a fost demonstrata in ultimii ani prin foarte multe studii.

Activitatea antioxidanta a compusilor se determina prin urmarirea evolutiei
in timp a valorilor indicilor de peroxid a probelor de grasime (ulei) tratate cu
antioxidanti sintetici sau naturali si se calculeaza ca variatia, exprimata in procente,
a indicelui de peroxid al probelor (grasime + antioxidant) fata de o proba martor,
conform ecuatiei:

. o 1P,
% Activitate antioxidanta =100- TN
C

unde: IPs=variatia indicilor de peroxid a probelor de ulei cu adaos de
antioxidanti;
IP.= variatia indicilor de peroxid a uleiului control.

Prin aceastda metoda s-a determinat activitatea antioxidanta a unor
flavonoide (apigenina, luteolina, kaemferolul, miricetina) folosite ca adaos la uleiul
de floarea soarelui mentinut la 98°C. Indicele de peroxid s-a masurat periodic la
fiecare 60 minute, timp de 300 minute [84].

Metoda a fost aplicata si de catre colectivul nostru de cercetare pe uleiul de
floarea soarelui cu adaus de extracte din frunze respectiv fructe de Ziziphus jujuba,
Ziziphus lotus, extracte din frunze de Hydrangea paniculata, Hydrangea aspera.
Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice cotata ISI [85] precum si
a unei parti dintr-o teza de doctorat [86].

Metoda de evaluare a activitatii antioxidante bazata pe sistemul

B-caroten/acid linoleic[87]

Metoda se bazeaza pe oxidarea unei emulsii de B-caroten/acid linoleic,
oxidare care este urmarita spectrofotometric la 470 nm. Folosind aceasta metoda a
fost elucidata relatia dintre structura a 42 flavonoide si activitatea lor antioxidanta
[88].

Metoda de prevenire a pierderii oxidative a B-carotenului in sistemul
B-caroten/acid linoleic a fost folosita de asemenea pentru evaluarea abilitatii
antioxidante a extractului de lotus [89].
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O metoda inrudita este cea a autooxidarii linoleatului de metil. Aceasta are
la baza oxidarea linoleatului de metil in prezenta unor antioxidanti si se utilizeaza
indeosebi pentru studiul activitatii antioxidante a fructelor comestibile si
necomestibile. Prin aceastd metoda s-a determinat activitatea antioxidanta a 92
extracte fenolice obtinute din materiale vegetale comestibile si hecomestibile (fructe
de padure, legume, plante, cereale, seminte etc.) [90].

Metoda chemiluminometrica utilizdnd luminol

Chemiluminiscenta luminolului (5 - amino - 2,3 -dihidronaftalazin-1,4-dionad)
implica reactia acestuia in mediu bazic cu agenti oxidanti puternici, cum ar fi apa
oxigenta (H202), ducand la emisia unei lumini albastre cu lungimea de unda maxima
in jurul a 420 nm. Reactia este catalizata de ioni de metal, cum este Cu(II). Adaosul
de substante cu efect antioxidant duce la reducerea intensitatii semnalului luminos;
cu cat efectul antioxidant este mai putermic, cu atat semnalul luminos este mai
scazut [91].

Prin aceasta metoda a fost determinata activitatea antioxidanta a unor
catechine, antocianine [92], precum si a unor flavonoide (quercetind, amestecuri de
izoflavone) [93].

I.5. CHIMIA ANTOCIANIDINELOR SI ANTOCIANINELOR

Pentru consumatori culoarea este unul din cele mai importante atribute ale
calitatii. Impresia initiala despre calitatea produsului alimentar e judecata pe baza
aparentelor vizuale. Astfel, pigmentii naturali existenti in alimente, care sunt
componentii primari ce absorb energia luminoasa in vizibil, furnizeaza culoarea si
reprezinta cei mai importanti constituenti alimentari care dau informatii imediate
asupra calitatii alimentelor.

Mdasurarea prezentei pigmentilor naturali si sintetici in alimente este o
provocare analiticdA pentru chimia alimentara. Diversitatea si complexitatea
pigmentilor naturali existenti si a derivatilor lor complica masurarea analitica. Cei
mai multi pigmenti naturali sunt labili si se pot degrada la alti compusi colorati, in
special in timpul tratamentului termic al alimentelor.

In cadrul lumii plantelor, cei mai abundenti pigmenti sunt cei liposolubili,
clorofilele si carotenoizii. Pigmentii carotenoidici sunt adesea mascati de catre
pigmentii clorofilieni verzi, cu exceptia toamnei, cand culoarea galben-oranj a
carotenoizilor devine evidenta [94].

Pigmentii care dau culoarea rosie si albastra florilor si fructelor sunt, in
general, antocianidine si se gasesc ca glicozizi numiti antocianine [8].

Antocianinele - sunt pigmenti vegetali, solubili in apa ce fac parte din
grupa flavonoidelor a compusilor fenolici. Acesti pigmenti sunt cei mai larg
raspanditi in lumea plantelor, responsabili pentru culorile rosie, albastra, violeta a
florilor, fructelor si altor organe ale plantelor; varietatea culorii este imprimata de
pH-ul sucului celular si de microelementele din organismul vegetal, cu care se
combina [95, 96]. Formarea acestor pigmenti se realizeaza la lumina, in lipsa
acesteia rezultand leucoantociani sau proantociani (substante incolore), ce la randul
lor prin oxidare sau in prezenta luminii se transforma in atocianine [18].
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Termenul ,,antocian” este de origine etimologica greaca: ,,anthos” - floarea
si ,,cyanos” - albastru.

In perioada 1995-1997 Harborne si colaboratorii au identificat prezenta in
plante a 85 antocianine noi [97], iar in perioada 1998-2001 au mai identificat 50
antocianine noi in special in tesuturile florilor [98].

Raspandire: pigmentii antocianici sunt prezenti la Angiospermae, in
familiile Rosaceae, Moraceae, Rhamnaceae, Polygonaveae, Berberidaceae,
Saxifragaceae, Malvaceae, Ericacea (Vacinium myrtillus, Vaccinium vitis-idaea),
Liliaceae etc., si mai rar in plantele inferioare [30].

I.5.1. Structura chimica si clasificare

Antocianinele in forma lor cea mai stabilda sunt derivati hidroxilati,
metoxilati si acilati ai 2-fenilbenzopirenului, glicozidati sau nu.

Cationul de 2-fenilbenzopiriliu se prezinta grafic cu heteroatomul n partea
superioara, restul fenilic fiind situat in dreapta, indiferent de numarul si volumul
substituentilor atasati nucleului flavilic. Numerotarea nucleului benzopirilic A incepe
de la heteroatom, pozitiile se noteaza cu cifre arabe. Pozitiile in nucleul fenilic B se
numeroteaza conform principiilor acceptate unanim - cu cifre arabe cu exponentul
prim.

inelul A inelul B

Figura 4. - Structura si numerotarea cationului de flaviliu

Este bine de mentionat faptul ca, pigmentii cu structura flavilica se
caracterizeaza printr-o diversitate mare datoritd variatiilor structurale in functie de
pH si de complexare, manifestand practic toate culorile spectrului [99].

In structura lor moleculard, antocianinele contin un atom de oxigen oxonic
iar in functie de pH-ul mediului pot prezenta mai multi ioni: un ion oxoniu (rosu) ce
se formeaza in mediu acid, doi cationi carboniu (incolori) in mediu neutru si trei ioni
fenoxoniu (violet) in mediul slab alcalin, care in mediu puternic alcalin formeaza
fenoxizi de culoare albastra sau verde.
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cation carboniu cation carboniu
(pseudobaza incolora) (pseudobaza incolora)

cation oxoniu
(rosu)

|on.fer?oxon|L.J ion fenoxoniu ion fenoxoniu
(baza chinoidala violeta) (baza chinoidala violeta) (baza chinoidala violeta)

Figura 5. - Structura chimica a ionilor antocianidolilor

Antocianinele se acumuleaza in vacuolele celulelor ce alcatuiesc tesuturile
epidermice, unde nucleul de flaviliu este legat cu resturile hidratilor de carbon sau
ale acizilor carboxilici proprii plantelor. Structurile care contin doar nucleu
fenilbenzopiranic se numesc antocianidine sau antocianide, pentru care se
foloseste termenul de aglicon. Agliconul contine legaturi duble conjugate
responsabile de absorbtia luminii in jur de 500 nm, cauzand aparitia culorii rosii.
Agliconii antocianidinici sunt de obicei penta- (3,5,7,3’, 4") sau hexa-substituiti
(3,5, 7, 3', 4’, 5'). Pana astazi se cunosc 22 antocianidine diferite (tabelul 3), dar
numai 6 dintre ele sunt intalnite cel mai des in plante.
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Tabelul 3.

Principalele antocianidine cunoscute p4dna astazi [100]

Antocianidina Pozitia substituita Culoare
3 | 7 3’ 4’

Carajurina H H OH | OH H OCH3 | OCH3 —
Arabidina H H OH | OH H OH OCHs3 —
3’-Hidroxiarabidina | H H OH | OH OH OH OCHs —
Apigenina H OH H OH H OH H oranj
Luteolina H OH H OH OH OH H oranj
Tricetinidina H OH H OH OH OH OH rosu
Pelargonidina OH OH H OH H OH H oramj
Auratinidina OH OH OH | OH H OH H oranj
Cianidina OH OH H OH OH OH H rosu oranj
5-Metilcianidina OH OCHs3 | H OH OH OH H rosu oranj
Peonidina OH OH H OH OCH3 OH H rosu
Rosinidina OH OH H OCH3 | OCHs3 OH H rosu
6-Hidroxicianidina OH OH OH | OH OH OH H rosu
6-Hidroxidelfinidina | OH OH OH | OH OH OH OH rosu albastrui
Delfinidina OH | OH H OH OH OH OH rosu albastrui
Petunidina OH OH H OH OCHs | OH OH rosu albastrui
Malvidina OH OH H OH OCHs | OH OCHs | rosu albastrui
Pulchellidina OH OCHs | H OH OH OH OH rosu albastrui
Eupinidina OH OCHs | H OH OCHs | OH OH rosu albastrui
Capensinidina OH OCHsz | H OH OCHs | OH OCHs | rosu albastrui
Hirsutidina OH OH H OCHs | OCHs | OH OCHs | rosu albastrui
Ricciniodina A OH H OH | OH H OH H —

Antocianidinele fiind derivati ai 2-fenil-a cromenei, au datorita prezentei in
heterociclu a doua duble legaturi, tendinta pronuntata de a se stabiliza in forma
aromatica, trecand in cationi ai unor saruri de piriliu, numite saruri de flaviliu, cu
sarcina pozitiva la atomul de oxigen. De fapt, antocianidinele si antocianinele sunt
stabile numai sub forma de cationi, izolandu-se de obicei din plante sub forma de
cloruri [8].

sare de flaviliu
(clorura de antocianidina)

Agliconii de baza, antocianidinele ce predomina in plantele superioare (figura
6) sunt: cianidina (in florile de cicoare), delfinidina (in florile de nemtisor),
pelargonidina (in florile de muscata), peonidina, malvidina si petunidina. Denumirile
acestor antocianidine provin de la speciile vegetale in care acestea au fost
identificate pentru prima data [99].
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OH OH
o T e o O O
O N 0\ HO 0
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OH pelaraonidina C|an|d|na OH delflnldlna

OMe
OH OH
HO ol O o O HO N O
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Z OH

peonidina petunidina malvidina

Figura 6. - Cele mai importante antocianidine naturale

Dupa principiile nomenclaturii substantelor organice, peonidina poate fi
considerata ca 3’-metoxicianidina, in timp ce petunidina si malvidina pot fi privite
ca, 3'-metoxidelfinidina si respectiv ca, 3’,5'-dimetoxidelfinidina [19].

Cercetarile efectuate pana in prezent au stabilit ca cea mai raspandita
antocianidina din fructe este cianidina. Ea se gaseste in fragi, visine, zmeur3,
coacaze negre si rosii, agrise, rachitele, prune, afine, mere etc.

Figura 7. - Molecula cianidinei in 3D
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Dupa unii cercetatori majoritatea fructelor contin crizantemina (3-glicozidul
cianidinei), in fiecare fruct existand insa in majoritatea cazurilor mai multi pigmenti
antocianici. De exemplu: in afinele negre se gasesc crizantemina, malvidin 3-
monoglicozida, un monuglucozid al delfinidinei, un monozid al malvidinei, un
monogalactozid al delfinidinei, 3-glicozidul pelargonidinei, un monozid al
petunidinei; in afinele rosi se gaseste ideina, un derivat al cianidinei [3].

In fructe exista o dinamicd continud a metoxilarii si glicozilarii
antocianinelor.

I1.5.2. Glicozilarea antocianinelor

Pigmentii antocianici sunt prezenti in sursele naturale sub forma de
antocianine. Acestea au o mare diversitate structurald determinata de natura
agentului de eterificare, de pozitia diferitilor substituenti, de modul de legatura intre
substituent si aglicon si de existenta centrelor de chiralitate [99]. Prezenta hidratilor
de carbon (figura 8) in calitate de agenti de eterificare asigura cea mai mare
diversitate a antocianinelor. Cele mai multe antocianine sunt mono-, di- sau tri-
glicozilate la gruparea hidroxil de la atomul de carbon din pozitia 3.

OH HO OH OH
O 0 H.C
HO OH OH 3 (0]
HO HO HO
OH OH HO OH
B-D-glucopiranoza B-D-galactopiranoza o-L-ramnopiranoza
0 HO HOOC
)
HO OH OH 0)
HO HO HO OH
HO
OH OH OH
p-D-xilopiranoza a-L-arabinopiranoza p-D-acid glucuronic

Figura 8. - Structura monozaharidelor identificate in structurile antocianinelor

Cea mai des intalnitd monozaharidda este glucoza (90%) urmata de
ramnoza, dalactoza, xiloza si arabinoza. Cel mai rar identificat in structura
antocianinelor este acidul glucuronic [101].

I1.5.3. Acilarea antocianinelor

Un grup restrans de antocianine il formeaza cele acilate care au una sau mai
multe grupari hidroxilice ale antocianidinei sau ale glucidei esterificate cu acizi fenil-
propanoici [8, 12].

Unitatile de zaharuri din antocianine pot fi acilate cu grupari acil alifatice
si/sau aromatice (figura 9). Cei mai raspanditi sunt esterii antocianidinelor cu acizii
mono- si dicarboxilici (acetic, malonic), cu acizi fenolici (p-cumaric, ferulic, sinapic si
cafeic) [99]. Astfel, salvianina, antocianina a pelargonidinei, contine 3 radicali acil,
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unul al acidului p-hidroxicinamic, fixat la aglicon, si doi ai monometil esterului
acidului malonic, fixati la restul de dihidrat de carbon.

O+

OH

OCOCH,COOCH,

OH C12Hl908
salvianina (monardeina) OCOCH,COOCH,

/
/ N\

Dintre gruparile acil alifatice cele mai des intalnite sunt acidul acetic, malic,
succinic, tartric si oxalic [101] in timp ce gruparile acil aromatice includ diversi acizi
hidroxicinamici si doi acizi hidroxibenzoici (acidul p-hidroxibenzoic si acidul galic).

0 0
)I\ M M HOH )WOH
H; HO OH HO OH HO HO
acid acetic acid malonic o] (o]
acid mallc acid oxalic aci succinic
0] OH
)%(OH
: {:H o
OH O
’ acid tartric acid galic acid p-hidroxi cinamic
MeO MeO
"o %O HO@M % >
OH

acid cafeic acid ferulic

0
)
OH

acid p-hidroxibenzoic

acid sinapic

Figura 9. - Structurile substituentilor acil alifatici si aromatici identificati in antocianine

Antocianidinele se gasesc insotite si de flavonoide, mai ales de flavonolii
corespunzatori, ceea ce dovedeste corelatia biochimica dintre antocianidine si
flavonoli [8].
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1.5.4. Proprietati fizico-chimice
I1.5.4.1. Proprietati fizice

Antocianinele sunt usor solubile in apa si in dizolvanti polari; sunt insa greu
solubile Tn eter, benzen si cloroform. Se extrag din tesutul vegetal proaspat cu apa
sau alcool acidulate (formeaza saruri de oxoniu colorate in rosu intens, insolubile Tn
solventi organici apolari). Din extractul obtinut precipitd, prin adaugare de eter,
clorura de antocianina. Prin fierberea extractelor apoase sau alcoolice acide timp de
3 minute si pastrare la rece se depun cristale de saruri ale antocianidinelor.

Antocianinele pot fi separate de antocianidine prin repartitie intre apa si
acetat de etil [8]. Solubilitatea antocianinelor in apa are o importanta majora pentru
industria alimentara. Desi agliconii sunt practic insolubili in apd, glicozidele se
caracterizeaza prin solubilitate mai ridicata. Dupa comportamentul lor fata de
antocianine solventii organici se impart in:

e ,,solventi apolari” care nu dizolva nici antocianine nici antocianidine chiar la
temperaturi Tnalte; dintre acestia mentionam: benzenul, hidrocarburile
alifatice, acetatul de etil, eterul de petrol, etc.;

e ,solventi organici polari” care dizolva atat antocianidinele cat si
antocianinele, la rece; din aceastd clasa fac parte alcoolii inferiori
(metanolul, etanolul), acetonitrilul, acetona, etc.;

e ,,solventi amfipolari” care asigura o solubilitate medie antocianinelor in
comparatie cu celelalte tipuri de solventi (alcoolii alifatici: butanolii,
pentanolii).

Antocianinele sunt foarte sensibile la modificarea aciditatii extractantului. In
functie de valoarea pH-ului antocianinele pot exista in 3 forme de baza: cationicd,
neutra si anionica (figura 10). Transformarile acido-bazice ale antocianinelor servesc
ca material pentru studiul echilibrului chimic. Diversitatea formelor acido-bazice ale
acestora se datoreaza speciilor tautomere. Numarul acestora pentru aceeasi
structura a nucleului flavilic se apropie de numarul gruparilor hidroxil. Stabilitatea
formelor acido-bazice scade in seria cationi > anioni > forme neutre, valorile
timpului de injumatatire a transformarilor fiind luni-ore-minute [102].

HO ol

OH
Figura 10. - Structura, tautomeria si mezomeria antocianidinelor [103]
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Se stie cd antocianinele se gasesc in cateva forme la echilibru (figura 11).
Studii termodinamice si cinetice au condus la o schema, acceptata in general, cu
respectarea diferitelor transformari ca transfer de protoni, izomerizare si tautomerie
de la cationul flaviliu (I) la antocianine simple in diverse conditii de pH.

pH=3

pH=2
specie chinoidala (albastra)

pH=1
cation flaviliu (rosu) predominant

pH=4 VI OR, pH=5
pseudobaza carbinolica (incolora)

pH=6
calcona (incolora)

Figura 11. - Echilibrul formelor acido- bazice ale antocianinelor [104]

Datorita existentei echilibrelor de mai sus, formele anionice si in special cele
neutre se vor distruge in timpul extractiei. Din acest motiv este nevoie ca solventul
folosit la extractie sa@ se aciduleze cu acizi minerali sau cu acizi organici. Aciditatea
ridicatd a mediului de extractie stabilizeaza formele flavilice ale antocianinelor
naturale insa, contribuie la indepartarea resturilor de glucide prin hidroliza, ceea ce
duce la formarea agliconilor mai putin solubili.

Pigmentii antocianici sunt sensibili la pH si suferd transformari structurale
reversibile odata cu modificarea acestuia, ca rezultat al modificarilor majore ce au
loc in spectrul de absorbtie. La o valoare a pH-ului egala cu 1 predomina forma
oxoniu colorata iar la pH - in jur de 5 predomind forma semicetalicd, incolora.
Degradarea stabilitatii culorii antocianinelor dupa incalzire si iradiere cu lumina UV
este asociata cu prezenta speciilor acilate [105].
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in functie de pH-ul si continutul in s&ruri a sucului vacuolar, in care sunt
localizate in tesutul vegetal, antocianinele se gasesc ca saruri de flaviliu rosii, sau
sub forma chinoida violeta, sau ca saruri complexe ale formei chinoide, albastru
inchis. De fapt, culoarea tesutului vegetal mai depinde si de alti factori, dintre care
un rol important il are copigmentarea. Prin copigmentare se intelege nu numai
prezenta altor pigmenti finsotitori, ci si a unor substante incolore cum sunt
flavanonele, taninurile si altele.

1.5.4.2. Proprietati chimice

Dupa cum s-a mai amintit, antocianidinele si antocianinele formeaza cu
acizii minerali saruri de culoare rosie care sunt, spre deosebire de flavone, stabile la
diluare cu apa. Prin incalzirea antocianinelor cu acizi are loc hidroliza, cu eliberarea
antocianidinei, care cristalizeaza prin racire sub forma de sare.

Prin tratarea cu alcalii sau cu acetat de sodiu a clorurii de antocianina sau de
antocianiding, culoarea rosie trece in violet. Se formeaza o pseudobaza cu caracter
carbinolic, care elimind apad si trece intr-un derivat chinonic. Prin tratare in
continuare cu carbonat de sodiu, culoarea violeta se schimba in albastru, datorita
formarii unui fenolat al formei chinoide, dupa cum se poate observa din schema:

OH OH pseudobaza
OH (incolora)

OH

clorura de cianidina _
(rosie) OH chinona
HC (violeta)

ONa

H fenolat de sodiu
(albastru)
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Aceste transformari respectiv caracterul amfoter al compusilor explica
utilizarea antocianinelor ca indicatori acido-bazici.

Antocianinele si antocianidinele care au pe inelul B doud sau trei grupari
hidroxil vicinale formeaza chelati cu ionii metalelelor bi- si trivalente (Al3*, Fe3*) de
culoare albastra (albastra-verzuie), cu conditia ca una din grupari sa fie sub forma
chinonica.

Prin reducere cu hidrogen activ (magneziu si acid clorhidric concentrat)
antocianidinele trec in catechine. Astfel, din cianidina rezulta d,|-epicatechina.

OH

—_—

=

OH
- H
Cl OH 0o
" H
HO 0 HO 0
N Mg, HCl
H
0

OH H

o on H H
OH cianidina d, I-epicatechina

Dupa pozitia ocupata de restul glucidic, diferitele antocianine pot avea unele
proprietati particulare caracteristice. Astfel, antocianinele care au restul de hidrat de
carbon fixat in pozitia 5 se deosebesc de celelalte antocianine prin urmatoarea
comportare: prin metilare in solutie alcalind rezulta, din cauza mediului puternic
alcalin, calcona corespunzatoare metilata, care prin hidroliza, datorita hidroxilului
din pozitia 5 liber, formeaza antocianidina tetrametilata. Cand gruparea -OH din
pozitia 5 este liberd se obtine calcona metilata [8].
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OH OMe
OH OMe
HO 0) MeO OMe
AN metilare in A
o 0]
=
= OR mediu alcalin OR
OH cianidina OH calcona metilata
OMe
OMe
hidroliza Cl
> MeO N
acida ~
= R = rest de hidrat de carbon
OR

OMe

cianidina tetrametilata

De asemenea, se constatd deosebiri in comportarea fata de solutia apoasa
de clorura ferica. La tratarea solutiei clorhidrice a antocianidinelor cu o solutie
apoasa de FeCl; are loc o decolorare in decurs de 3 minute. La tratarea in aceleasi
conditii a antocianinelor ce au gruparea -OH de la Cs libera, decolorarea este
completa abia dupa 35 minute, iar in cazul antocianinelor cu un rest glucidic fixat la
Cs nu se observa decolorare nici dupa 3 zile [9].

I1.5.5. Biosinteza antocianinelor

Pasul initial in biosinteza tuturor flavonoidelor (figura 12) este condensarea 4-
cumarat coenzimei A (derivat shikimat) cu 3 molecule de malonil coenzima A si
formarea 2',4',6’,4 - tetrahidroxicalconei, reactie catalizata de enzima
calconsintaza.[26, 106, 107].
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OH OH
HO WCOA HO OH .
3 * — =
o o CoA
(0] OH (0]
-

2',4',6',4-tetrahidrocalcon

HO O
OH O
OH O

dihidroflavonol

l OH dihidroflavona
0.

OH

HO

OH OH
flavan-3,4-dio

OH

HO

antociani

Figura 12. - Reprezentarea schematica a caii de biosinteza a antocianinelor

I1.5.6. Culoarea si stabilitatea antocianinelor

Analiza pigmentilor colorati extrasi din plante, legume si fructe este o
problema complexa.Una dintre cele mai bine stabilite functii ale antocianinelor este
contributia lor la culoarea florilor si fructelor. Pentru a explica variatia culorilor
antocianinelor in plante, in special a nuantelor de albastru s-au facut eforturi
considerabile. S-a dovedit cd multi factori ce includ concentratia si natura
antocianinelor, formele acestora la echilibru, gradul de glicozidare si acilare, natura
si concentratia copigmentilor, complexele metalice, mecanismele asociatiilor intra- si
intermoleculare precum si influenta factorilor externi (pH-ul, natura solventului,
temperatura etc.) au mare impact asupra culorii antocianinelor. Se presupune c3,
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copigmentarea este cel mai comun mecanism de colorare a florilor in nuante de
albastru si alaturi de pH (care e probabil cel mai important factor) influenteaza
culoarea florilor.

Copigmentii antocianici pot include si alte flavonoide precum flavonoli sau
flavone. Rolul antocianinelor si al flavonelor in furnizarea unei coloratii albastre
stabile a florilor in Angiospermae a fost recent conturat de catre Harborne si
Williams [97, 98]. Aparent acesta colorare se datoreaza faptului ca delfinidina a fost
cea mai des intalnita antocianidind in florile albastre si copigmentarea cu
constituenti flavonoidici specifici a fost cel mai comun mecanism pentru modificarea
culorii mov a glicozidei delfinidina la albastru [108].

Acolo unde exista, complexele antocianine - flavone prezintd un raport
flavona : antocianind ridicat (de exemplu 10:1) cu exceptia cazului in care este
prezent si un cation metalic. Formarea chelatilor metalelor polivalente (Al3*, Fe3*
etc.) asigura diversitatea culorilor florilor in functie de concentratia metalelor din sol.
Relatia dintre culoare si pozitia substituita in antocianidine a fost investigatd prin
dezvoltarea unor modele cantitative structura-culoare. In timp ce pentru gruparile
hidroxil si metoxil din pozitile 6 si 8 s-a raportat un efect hipsocromic, este
interesant de notat faptul ca zaharul legat la Cs are un efect opus producand o
culoare mai albastruie. Studiile de culoare si stabilitate a 3-glucozidelor a sase
antocianidine comune (solutii apoase) pastrate timp de cateva luni arata in special o
variatie mare la valori ale pH-ului de la slab acid la slab alcalin.

Consideratiile cu privire la stabilitatea antocianinelor sunt legate de culoare,
formele la echilibru si copigmentare. Stabilitatea antocianinelor este influentata de o
serie de factori fizico-chimici precum aciditatea solutiei, temperatura, concentratia
oxigenului molecular dizolvat, iradierea cu lumina, prezenta enzimelor, a acidului
ascorbic, a agentilor nucleofili, polifenolilor, zaharurilor libere, etc.[109]. Unii dintre
acesti factori (temperatura) au actiune directa asupra stabilitatii antocianinelor,
ceilalti factori modificand stabilitatea in masura diferita in cazul extractelor naturale
si sistemelor model, ceea ce indica caracterul interdependent si complex al influentei
lor.

Aciditatea la fel ca si temperatura influenteaza nu doar echilibrul acido-bazic
a diferitelor forme ale antocianinelor ci are un aport considerabil la actiunea celorlalti
factori.

Se stie ca antocianinele poliacilate sunt foarte stabile in solutii apoase neutre
sau slab acide, in timp ce antocianinele simple sunt decolorate rapid prin hidratare
in pozitia 2 a nucleului antocianidinei. Modificarea culorii albastre si cresterea
stabilitatii antocianinelor sunt obtinute in multe cazuri prin copigmentare
intramoleculard ceea ce implicd o ,,stivuire” intre antocianidina si gruparile acil
aromatice.

Hidroliza acidd este un proces distructiv foarte puternic care contribuie la
destabilizarea antocianinelor. Antocianinele acilate ce poseda grupari esterice —CO-
O-, sufera hidroliza la incalzire usoara sau chiar la rece, pierzédnd restul acidului
carboxilic. Resturile di- si oligozaharidice hidrolizeaza mai greu, ruperea legaturii
intre resturile glucidelor avéand loc in conditii de temperaturd mai ridicata (60°C).

Stabilitatea termicd a compusilor fenolici este o functie complexda a
diversitatii lor structurale, depinzdnd de structura nucleului flavilic, de pozitia,
numarul si natura substituentilor [110]. De exemplu, la prelucrarea termica de
scurtd durata a sucului natural si a vinului de zmeura are loc degradarea
considerabild a antocianinelor (~16%). S-a constatat ca in aceste conditii cea mai
putin stabild antocianind este cianidin-3-glicozida, care este si cea mai simpla
glicozida din profilul antocianic al fructelor de zmeura [111].
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Figura 13. - Degradarea antocianinelor monoglucozilate accelerata de incalzire

Este bine cunoscut faptul ca majoritatea pigmentilor naturali sunt mai stabili
la intuneric decat la lumind. Acest lucru se datoreaza caracterului nesaturat al
substantelor colorate care le asigura posibilitatea de a participa in reactiile de oxido-
reducere, initiate chimic si fotochimic [25].

Sub actiunea luminii pigmentii antocianici se degradeaza prin deschidere de
ciclu si ca urmare, intensitatea culorii se reduce [23]:

OH ] OH
+
0 R lumina o R
o I X = rest de zahar
OH
R = —QOH ; OH ; OH
OH OH
pelargonidina cianidina delfinidina

Pigmentii antocianici din fructe si legume participd nu numai la formarea
culorii dar si a gustului, avand in acelasi timp valoare biologica de factori de
protectie P si actiune bacteriostatica. In cazul pastrarii sucurilor de fructe bogate in
antocianine un timp findelungat, culoarea scade datorita precipitdrii lente a
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substantelor colorante. Precipitarea antocianinelor se explicd prin faptul ca ele se
gasesc in stare coloidala iar cu timpul se denatureaza. Dupa unii autori precipitarea
este determinata de procesele de oxidare, dupa altii are loc o polimerizare
asemanadtoare cu a substantelor tanante. Se considera ca precipitarea poate avea
loc si in urma combinarii cu acetaldehida, chiar in absenta aerului. Este posibila si
ipoteza micsorarii solubilitdtii ca urmare a reducerii continutului de grupe metoxil

[3].

1.5.7. Degradarea enzimatica a antocianinelor [3]

Precipitarea substantelor antocianice are loc si sub actiunea unei enzime
specifice, pusda n evidenta de unii cercetatori in mucegaiurile Aspergillus niger,
Penicillium etc., denumita antocianaza. Actiunea acestei enzime, care este o B-
glucozidaza, provoacd decolorarea sucurilor de coacaze, struguri, mure, afine,
capsuni. Procesul de decolorare consta in hidroliza gruparii glicozidice a antocianelor
cu formare de antocianidina si zahar.

La pH-ul natural al fructelor, antocianinele se gdsesc sub doud forme in
echilibru. O forma este sarea de piriliu colorata, iar cealalta este o pseudo-baza de
tip carbinolic, incolord. Starea de echilibru dintre cele doua forme este determinata
de pH. Prin cresterea pH-ului, echilibrul se deplaseaza spre forma incolora si invers,
la pH 3 - 4,5 predomina forma colorata de sare de piriliu. Sub actiunea antocianazei
se elibereaza zaharul cu formare de antocianidine nestabile care la pH 3,5 - 4,5 au
tendinta de a se transforma spontan in derivati greu solubili si usor atacati de
oxigen, ceea ce provoaca precipitarea.

Preparatele de antocianaze fungice se folosesc la decolorarea sucurilor
excesiv colorate, ca de exemplu sucul de coacaze. Unii cercetatori au stabilit ca si in
fructe exista antocianaza, fiind pusa in evidenta in cirese, mure etc. Spre deosebire
de antocianaza de natura fungica, antocianaza din fructe necesitda oxigen pentru
activare si este inhibata de tiouree. De asemenea ea isi dubleaza activitatea in cazul
in care se adauga pirocatechina in concentratie de 0.01 M.

Oxidarea fenolilor din plante se realizeaza sub actiunea fenoloxidazelor si
peroxidazelor care sunt responsabile de imbrunarea fructelor.

Markakis si colaboratorii [99] au aratat ca polifenoloxidaza este aceea care
oxideaza pigmentii antocianici in prezenta a diferite substante fenolice ca acidul
clorogenic si pirocatechina.

Optimul de actiune al fenoloxidazelor in general si a catecoloxidazelor in
special este cuprins intre pH = 6 - 9, fiind in functie de natura produsului. Dupa
Hermann [112] toate speciile de fructe, cu exceptia capsunilor contin la maturitate
o-polifenoloxidaza. Activitatea o-polifenoloxidazei este relativ ridicatd in fructele cu
seminte si samburi, Tn bace fiind mai redusa. In majoritatea fructelor si legumelor,
polifenoloxidaza se gaseste in stare legata. Peroxidazele sunt de asemenea foarte
raspandite in regnul vegetal, insotind de cele mai multe ori polifenoloxidazele,
realizdnd oxidarea unui numar mare de substante organice, printre care si
polifenolii, avand apa oxigenata ca acceptor de oxigen. Activitatea acestora variaza
in functie de varsta organelor si plantelor, cea mai intensa activitate constatandu-se
in organele tinere. Pe masura dezvoltdrii organelor respectiv plantelor activitatea
peroxidazelor scade.
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I.5.8. Utilizarea antocianinelor ca aditivi alimentari

1.5.8.1. Utilizarea antocianinelor ca si coloranti in industria
alimentara

Antocianinele sunt heterocicluri oxigenate care absorb puternic in domeniul
vizibil al spectrului luminii. In zilele noastre exista un interes deosebit pentru
inlocuirea colorantilor alimentari sintetici cu unii obtinuti din surse naturale. Rolul
antocianinelor ca agenti de colorare alimentari devine forte important datorita
contributiei lor la culoarea rosie si albastra a diverse fructe si legume, culoare care
se pastreaza mai mult sau mai putin si in urma operatiilor de procesare a acestora,
in vederea obtinerii de gemuri, conserve, compoturi, vinuri etc. [113, 114]. Ca
aditivi alimentari antocianinele sunt simbolizate sub forma E 163 [107].

Interesul fata de antocianine ca si coloranti alimentari s-a dezvoltat datorita
cercetarilor sustinute privind toxicitatea si proprietatile cancerigene ale colorantilor
sintetici [115, 116]. S-a constatat ca, consumul de coloranti naturali (in special a
antocianinelor prezente din abundenta in fructe si legume) nu are efecte negative
asupra sanatatii organismului uman. Culorile vii, naturale ale antocianinelor sunt
bine apreciate, in timp ce in zilele noastre colorantii sintetici provoaca reactii
negative din partea consumatorilor. Cu toate acestea, colorantii sintetici se
utilizeaza in masurda mult mai mare decat cei naturali. Marele dezavantaj al
colorantilor naturali este stabilitatea lor redusa comparativ cu cei sintetici.
Antocianinele se folosesc pentru colorarea lactatelor cu termen de pastrare redus,
care nu sufera tratament termic. In multe cazuri procesele de prelucrare a
produselor (insotite de distrugerea totala a antocianinelor) nu pot fi evitate, de
aceea este necesara post-introducerea acestora. Adaosurile antocianice pot servi de
asemenea pentru modelarea culorii vinurilor obtinute din struguri albi sau a vinurilor
care si-au pierdut culoarea in urma prelucrarii tehnologice. Modificari deosebit de
profunde ale culorii sunt provocate de catre metalele grele care interactioneaza cu
polifenolii, in special cu substantele tanante si cu antocianinele [3].

Fructele de dud sunt bogate in antocianine si pot fi considerate ca sursa
potentiald de producere a colorantilor naturali. Principalele antocianine identificate in
extractele din dude sunt cianidin 3-glucozida si cianidin 3-rutinozida [116].

Cianidina este responsabild de culoarea rosie a macului si albastra a
albastrelelor. In seva acida a macului, cianidina exista sub forma de cation, forma in
care absoarbe in special lumina albastrd si verde si reflectd lumina rosie, care este
perceputd de catre ochi. In seva bazica a albastrelelor cianidina existd sub forma
unor specii neutre cu numar egal de centri de incarcare pozitivi si negativi. In
aceasta forma cianidina absorbe lumina rosie si verde, culoarea perceputa fiind
albastru [117].

I.5.8.2. Proprietatile antioxidante si conservante ale
antocianinelor in industria alimentara

Deoarece nu s-au putut obtine antioxidanti sintetici lipsiti complet de
nocivitate, tendinta actuald este de a se folosi pe scara din ce in ce mai larga
antioxidanti naturali.

Rolul antocianinelor in produsele alimentare nu se limiteaza doar la
proprietatile lor colorante. S-a constat ca toate clasele de antocianine sunt
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antioxidanti puternici Tmbunatatind calitatea si valoarea produselor alimentare
[118].

Antocianinele pot exista intr-o varietate de forme protonate, deprotonate,
hidratate si forme izomere, proportia dintre acestea depinzadnd puternic de pH.
Aceste forme joacda un rol important in activitatea antioxidanta a antocianinelor.
Structurile complet conjugate ale antocianinelor care permit delocalizarea de
electroni formeaza radicali stabili favorabili in ceea ce priveste abilitatea
antioxidanta. Gradul de hidroxilare si metilare precum si pozitia acestor grupari pe
ciclul B afecteaza reactivitatea si stabilitatea moleculei si implicit activitatea
antioxidanta a acesteia [119].

Efectul antioxidant al antocianinelor este confirmat prin aprecierea
capacitatii antioxidante prin metoda ce utilizeaza radicalul 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH).

Proprietatile antioxidante si antiradicalice ofera antocianinelor rolul de
fitoconservanti, atat in stare pura, cat si in amestecuri complexe.

S-a demonstrat ca antocianinele sunt antioxidanti puternici comparativ cu
antioxidantii clasici precum butilhidroxianisolul (BHA), butilhidroxitoluenul (BHT) si
a-tocoferolii. Acesti agenti naturali pe langa faptul c3 influenteaza culoarea
alimentelor, pot preveni autooxidarea lipidelor precum si peroxidarea lipidelor n
sistemele biologice [120].

OH OH CH,
tBu But tBu HO 0 CH;
CH,(CH,-CH,-CH-CH,)H
HC CH,
OCH, CH, CH,
BHA (E320) BHT (E321) o - tocoferol

Fructele apartindnd genului Vaccinium sunt surse bogate in flavonoide
inclusiv antocianine si proantocianidine. Ele sunt recunoscute pentru capacitatea lor
antioxidanta mai mare decat a acidului ascorbic si a butilhidroxitoluenului (BHT)
[121].

Activitatea antioxidanta a antocianinelor si a fractiunilor antocianice izolate
din coacdze negre, zmeurd si merisoare a fost investigata in emulsii stabilizate de
zer. S-a demonstrat ca la o concentratie de 200 uM, cianidin 3-rutinozida si
pelargondin 3-glucozida au actionat cel mai bine impotriva formarii de hexanal.
Activitatea antioxidanta a extractelor analizate scade in ordinea: extract din coacaze
negre > extract din merisoare > extract din zmeura. Extractul antocianic obtinut din
coacaze negre a fost singurul care nu a manifestat efect prooxidant la o concentratie
de 100 pg/g, in timp ce la concentratie de 50 ug/g toate extractele au favorizat
oxidarea emulsiei in care au fost testate [122].

Activitatea antioxidanta a compusilor fenolici (antocianidine, elagitaninuri si
proantocianidine) la concentratii de 1,4 4,2 si 8,4 pug extract purificat/ mL proba,
din zmeura (Rubus idaeus), afine (Vaccinium myrtillus), merisoare (Vaccinium vitis-
idaea) si coacaze negre (Ribes nigrum) a fost determinata in sistemul lactalbumina-
lipozom. Cea mai bunad activitate protectoare impotriva oxidarii lipidice au
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manifestat-o extractele din merisoare si afine, urmate de cele din coacdze negre si
zmeura [123, 124].

I1.5.9. Actiunea farmacologica a antocianinelor

Majoritatea fructelor contin flavonoide si alti compusi fenolici care au rol in
protejarea impotriva aparitiei bolilor cronice datoritd actiunii acestora ca antioxidanti
(prin inhibarea radicalilor liberi intrerupand astfel propagarea a noi specii radicalice)
sau datoritd chelatarii ionilor metalici ca Fe2* care catalizeaza oxidarea lipidica
[125].

Proprietatile farmacologice ale antocianinelor sunt demonstrate de existenta
,,paradoxului frantuzesc” care denota rolul hotarator al tuturor flavonoizilor, dar in
cea mai mare masura a antocianinelor cu privire la proprietatile farmacologice ale
vinului rosu sec.

S-a sugerat faptul ca, consumul de compusi intens colorati din fructe precum
afine si merisoare, si legume inhiba oxidarea lipoproteinelor cu densitate scazuta si
duc la scaderea colesterolului din sange [126].

S-a demonstrat ca pigmentii antocianici ajunsi in organismul uman datorita
consumului de fructe si legume sunt absorbiti sub forma glicozilata prin tractul
gastrointestinal si au actiune antiinflamatoare, antivirald, antidiabetica. Studii
efectuate de-a lungul timpului au demonstrat cd, extractele din fructe de afine,
bogate in antocianine relaxeaza arterele coronariene, avand proprietati
vasodilatatoare [127, 128].

Merisoarele la fel ca si alte fructe sunt bogate in compusi fenolici ca acizi
fenolici, flavonoide, antocianine. Compusii izolati din extractele de merisoare reduc
de asemenea riscul imbolnavirilor de boli cardiovasculare. Studii recente au raportat
activitati de captare si inhibare a radicalilor liberi de catre flavonolii glicozidati si
antocianinele din merigoare si abilitatea lor de a oferi protectie impotriva oxidarii
lipoproteinelor in vitro [129, 130] cat si rolul lor in scaderea riscului de aparitie a
cancerului [131].

Activitatea antioxidanta a catorva antocianidine a fost testata in vitro pe
lipoproteine umane (LDL); dupa incubarea probelor la 37°C, extinderea oxidarii a
fost urmarita prin determinarea continutului de diene conjugate si hexanal. S-a
observat ca inhibarea procesului de oxidare creste cu cresterea concentratiei de
antioxidant. Cel mai bun inhibitor al oxidarii s-a dovedit a fi malvidina urmata de
delfiniding, cianidind si pelargonidina [132].

Prin testarea activitatii antioxidante in vitro a mai multor clase de compusi
polifenolici, pigmentii antocianici se claseaza pe ultimul loc fata de alti compusi;
variatia activitatii antioxidante a compusilor din clasele studiate se prezinta astfel
[133]:

catechina > miricetina = epicatechina = rutina > acidul galic > quercetina >
cianidina.
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I.6. METODE DE EXTRACTIE SI ANALIZA A COMPUSILOR
FENOLICI

I1.6.1. Generalitati

Analiza compusilor fenolici in alimentele procesate sau nu, incepe cu
extractia. Extractia este o operatie care se bazeaza pe solubilitatea substantei active
intr-un solvent selectiv, in care celelalte componente ale materialului sunt insolubile.
Procedeul de extractie depinde de tipul de material ce urmeaza a fi analizat, de
compusul fenolic care se urmareste si de procedeul analitic ce urmeaza a fi folosit.
Primul pas il reprezinta maruntirea probei pentru cresterea suprafetei de contact,
pentru a favoriza un contact mai bun intre solventul si materialul supus extractiei.
De asemenea este de folos si mixarea probei pentru a ne asigura ca portiunea ce
urmeaza a fi extrasda este reprezentativd pentru intreaga proba. Intrucat unii
compusi fenolici se gasesc sub forma de glicozide sau esteri, prepararea probei
poate include hidroliza alcalind, acidd sau enzimaticd pentru eliberarea fenolilor
legati. Atunci cand fenolii urmeaza a fi analizati sub forma de derivati, nu mai este
nevoie de hidroliza.

Comportamentul antocianinelor in diferiti solventi, influenta temperaturii si a
aciditatii extractantului impun modificari substantiale ale tehnologiilor traditionale de
extractie. Obiectivele unei metode de extractie optime sunt: extractia produsului
urmarit cu un randament satisfacator, contaminarea minima a extractului cu
substante parazite si evitarea descompunerii fermentative si nefermentative in
timpul extractiei [94].

Extractele obtinute prin diferite metode se supun concentrarii prin distilarea
dizolvantului, prin uscarea in aeroemulsie, inclusiv prin utilizarea ultrasunetului. De
asemenea, concentrarea extractelor se poate efectua folosind procedeele de osmoza
si de ultrafiltrare prin membrane semipermeabile cu diametrul porilor de 0.004 +
0.001 micrometri.

Alegerea solventului

In general, extractia implica contactul direct dintre un solvent lichid si un
material solid. In timpul operatiei de extractie, solventii organici difuzeaza in
materialul solid si solubilizeaza compusii cu polaritate similara. Natura solventului
folosit va determina tipurile de compusi ce vor fi extrasi.

Obiectivul extractiei cu solventi este de a lua toti polifenolii din materialul
vegetal solid si de a-i transfera in faza lichida. Eficacitatea extractiei depinde de
proprietatile selective ale solventului, de temperatura si agitarea mecanica.

Cei mai des solventi folositi la extractia polifenolilor din materiale vegetale
sunt solventi polari ca MeOH, EtOH, apa, acetona si solventi nepolari ca diclormetan
(DCM) si hexan. Metanolul in diverse concentratii este cel mai popular solvent
datoritd eficientei sale, a punctului de fierbere potrivit si datoritd faptului ca este
mai economic. Astfel, metanolul a fost cu succes folosit pentru extractia polifenolilor
din diverse legume si fructe [94].

Alegerea metodei de extractie
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Pentru izolarea si extractia compusilor cu activitate antioxidanta s-au stabilit
mai multe metode. Cand alegem metoda de extractie prioritatea majora este aceea
de a nu provoca degradarea compusilor bioactivi.

Flavonoidele sunt in general compusi stabili si pot fi extrasi din materialul
vegetal proaspat sau uscat cu solventi la rece sau la cald. Cei mai potriviti solventi
sunt amestecuri apoase ce contin EtOH, MeOH, acetona sau dimetilformamida. E
bine ca materialul vegetal bine uscat si pulverizat sa fie extras mai intai cu eter de
petrol sau benzen pentru indepartarea materiilor rdasinoase. S-a observat ca in lemn
exista unele flavone solubile in eter de petrol sau benzen [8]. Extractia flavonoidelor
din fructe a fost perfectatda prin macerarea fructelor proaspete, neuscate sau
extractia cu solventi a materialului vegetal, prin extractia unui alicot obtinut din
fructe proaspete omogenizate sau prin extractia materialelor vegetale liofilizate.

Extractia antocianinelor este primul pas in determinarea acestora in orice tip
de material vegetal. Alegerea metodei de extractie este foarte importanta in analiza
antocianinelor, si depinde in mare parte de scopul extractiei, de natura
antocianinelor si de materialul vegetal. De asemenea este de dorit ca procedura de
extractie sa nu fie prea complexa, riscantd, consumatoare de timp sau costisitoare.

In cele mai multe fructe si legume pigmentii antocianici sunt localizati in
celulele de la suprafata. Procedurile de extractie implica utilizarea in general a
solventilor acizi, care denatureaza membranele tesuturilor celulare si dizolva
simultan pigmentii. Mediul acid tinde sa stabilizeze antocianinele, dar de asemenea
poate modifica forma nativa a pigmentului in tesut prin formarea unor asociatii cu
metale, copigmenti sau alti factori. Extractia cu solventi ce contin si urme de HCI
poate duce la degradarea pigmentilor in timpul concentrarii. Pentru a minimiza
descompunerea pigmentilor, s-a propus utilizarea acizilor organici slabi (acid formic,
acetic, citric sau tartric) sau cantitati mai mici (0,5 - 3%) de acizi mai volatili (acid
trifluoracetic) care pot fi apoi indepartati in timpul concentrarii [94].

De obicei extractia se realizeaza cu agitare magnetica sau mecanica dar
recent s-au introdus si alte metode de crestere a eficientei si a vitezei operatiei de
extractie.

1.6.2. Metode de extractie

1.6.2.1. Extractia cu solventi la rece: macerarea - este metoda
clasica de extractie, cea mai frecvent utilizata in laborator. Macerarea este
procedeul care se aplica la prepararea solutiilor extractive apoase cat si la
prepararea solutiilor extractive alcoolice, timpul de extractie variind de la 30-60
minute pentru extractia apoasa si pana la zece zile pentru extractia alcoolica [8, 18,
134, 135]. Utilizarea ei da posibilitatea de a evita transformarile termice ale
extractului, ceea ce permite conservarea componentilor acestuia in stare nativa.
Dezavantajul major al acestei tehnici de extractie este gradul mic de extractie.

Antocianinele se extrag cu metanol acidifiat la rece. De obicei acidul folosit
este acidul acetic (~7%) sau trifluoracetic (~3%). Utilizarea acizilor minerali poate
duce la pierderea gruparilor acil atasate [108].

Extractia antocianinelor s-a incercat prin macerarea materialului vegetal
maruntit, pentru cateva ore peste noapte la 4°C in MeOH ce contine cantitati mici de
HCI (< 1%). Procedura de extractie este de obicei urmatd de evaporarea
metanolului la temperaturi intre 30-40°C si poate duce la hidroliza gruparilor acil
labile, datoritd prezentei HCI. S-a incercat si extractia antocianinelor cu EtOH
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acidifiat cu acid citric (0,01%) in loc de HCI. Etanolul este preferat pentru industria
alimentara, deoarece solutiile metanolice sunt toxice, iar acidul citric este mai putin
coroziv decat HCI. Totusi, in acest caz recuperarea pigmentilor nu a fost asa de
mare ca in cazul utilizarii MeOH, si concentrarea este mai dificila.

O altd procedura de extractie foloseste ca solvent acetona urmata de
separare cu CHCIls. Prin adaugare de cloroform se formeaza doua faze, una apoasa
care contine antocianine, fenoli, zaharuri, acizi organici si alti compusi solubili Tn
apa, si una majoritara care contine solventii organici nemiscibili, lipide, carotenoide,
pigmenti clorofilieni si alti compusi nepolari. Aceastd metoda are avantajul ca
extractul obtinut nu va contine contaminanti lipofili.

Pentru extractia pigmentilor antocianici din diverse specii de Vaccinium s-a
folosit o solutie ce contine HCI (0.1M):C;Hs0H (96%) = 15:85 (v/v), timp de 24 ore
la 5°C si agitare mecanica [136].

1.6.2.2. Extractia cu solventi la cald: metoda se caracterizeaza
printr-un randament ridicat de extractie chiar daca are loc cu cantitati relativ mici de
solvent. S-a raportat ca temperaturile ridicate imbunatatesc eficienta extractiei
datorita intensificarii difuzibilitatii si solubilitdtii compusilor in solventi. Totusi,
metodele de extractie la temperaturi ridicate duc la cresterea ratei de degradare a
antocianinelor. Conventional extractia compusilor antocianici se face de obicei la
temperaturi care variaza de la 20 la 50°C, deoarece temperaturi >70°C cauzeaza
degradarea rapidda a acestora si implicit a culorii lor. Gradul de degradare al
pigmentilor antocianici depinde de temperatura si timp [137]. Pe langa acestia, alti
factori aditionali precum lumina, prezenta oxigenului, a metalelor, copigmentilor,
zaharurilor si a produsilor lor de degradare afecteaza stabilitatea si capacitatea
antioxidanta a pigmentilor antocianici.

Alegerea temperaturii si a duratei de extractie permite evitarea sau cel putin
diminuarea descompunerii termice a compusilor. Pentru extractia completa a
antocianinelor din petalele de trandafir cu acetona, la fierbere, sunt suficiente doua
extractii cu durata de 20-25 minute. Apa fierbinte extrage antocianinele din coaja de
prune in timp de 10-15 minute. Extractia cu solventi la cald are si unele dezavantaje
considerabile: in solutie trec foarte multe substante parazite, iar reziduul solid
sufera o dispersare coloidala ceea ce impune necesitatea filtrarii sau centrifugarii
filtratului obtinut.

Metoda care permite comasarea randamentului inalt de extractie (extractia
la cald) cu calitatile superioare ale extractului obtinut la rece (transparenta,
cantitate redusa de balast solubil, etc.) presupune tratarea rapida a materiei prime
cu extractant fierbinte si poarta numele de PLE ,,presurized liquid extraction”. In
calitate de extractant se pot folosi solventi organici, apa, solutii apoase si alcoolice
ale acidului citric [137].

Extractia repetata - extractia Soxhlet consta in extractia repetata a
materialului vegetal cu un solvent organic volatil. Este o0 metodd mai rar folosita
pentru extractia pigmentilor antocianici.

1.6.2.3. Extractia cu ultrasunete: extractia cu ultrasunete este o
tehnica rapida ce poate folosi amestecuri nemiscibile de solventi (de exemplu hexan
cu metanol-apa, 9:1) [108].

Extractia cu ultrasunete se utilizeazé mai mult la extractia uleiurilor
esentiale si a celor volatile, deoarece este mult mai rapida si eficienta decat tehnicile
clasice de extractie. Fenomenul care sta la baza utilizarii ultrasunetelor in extractia
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principiilor active din plante este cavitatia, prin efectele termice, mecanice si
structurale, sub influenta caruia are loc vidarea celulelor prin ruperea membranelor,
permitandu-se culegerea compusilor celulari sub forma de solutie. Extractia cu
ultrasunete este un procedeu de extractie mai rapid si mai complet in comparatie cu
metodele traditionale cum sunt macerarea/agitarea, deoarece suprafata de contact
dintre solid si lichid este mult mai mare, iar timpul de extractie depinde de modul de
preparare al probei [138].

Metoda de extractie cu MeOH 80% si ultrasunete se foloseste pentru
extractia polifenolilor din pudra de material vegetal liofilizat. Extractia cu
ultrasunete-asistatd este o metoda eficientd si rapida de extractie a polifenolilor.
Puterea ridicata a ultrasunetelor imbunatateste extractia cu solventi din materialul
vegetal in special datorita efectelor mecanice. Frecventa scazutd, energia ridicata,
puterea ridicatd a ultrasunetelor de nivelul KHz sunt cele care dau avantajul
reducerii timpului de extractie si intensifica extractia. Folosirea materialului vegetal
sub forma de pudra fina duce la o capacitate de extractie maxima prin cresterea
suprafetei de contact a probei [94].

Prin aceasta metoda s-au extras compusii fenolici din reziduuri de struguri
rosii. Cojile au fost separate de pulpa si supuse unui pretratament cu ultrasunete la
35 kHz timp de 15, 30, 45, 60, 75 respectiv 90 minute pentru a obtine un extract cu
un continut ridicat in polifenoli [139].

1.6.2.4. Extractia cu microunde: extractia cu microunde este o
tehnica simpla ce poate fi finalizata complet in cdteva minute. Energia microundelor
este aplicata probelor suspendate in solvent, intr-un vas inchis sau o celula
deschisa. Cu sigurantad aceasta metoda implica degradarea la incalzire a compusilor
termolabili [108].

Literatura de specialitate este foarte saracd in ceea ce priveste aplicarea
microundelor in extractia principiilor active din plante. Aceasta tehnica este insa
foarte des intalnita in industria alimentara.

1.6.2.5. Extractia cu fluide supercritice: extractia cu fluide
supercritice nu este o tehnicd noua. Capacitatea de solvent a fluidelor supercritice
este cunoscuta de mai bine de un secol. Hannay si Hogart, 1879, au fost primii care
au raportat ca fluidele supercritice sau gazele dense au putere de solvatare si le-au
folosit in procese industriale de extractie, dar la acea vreme s-a preferat extractia cu
solventi lichizi. Costurile ridicate ale investitiilor si traditionalele operatii atribuite
extractiei au amanat fara doar si poate utilizarea tehnologiei cu fluide supercritice in
industria alimentara [140].

Metoda de extractie cu fluide supercritice este o tehnica de separare
nedistructiva, apartinand proceselor care au loc la presiune ridicata, bazata pe
puterea de solvatare a substantelor aflate la temperaturi si presiuni superioare celor
corespunzatoare punctului critic. Regiunea supercriticd a unui component pur este
definita ca regiunea de temperatura si presiune mai mare sau egala cu temperatura
si presiunea critica a componentului.

Dioxidul de carbon este cel mai atractiv fluid folosit pentru procesarea
produselor alimentare. Are Pc si Tc convenabile de 73,8 bar respectiv 31,1°C, este
netoxic, neinflamabil, nereactiv, necoroziv. De altfel, este al doilea solvent din punct
de vedere al costului scazut dupa apa, si nu lasad nici un reziduu de solvent dupa
extractie. CO, este un bun solvent pentru hidrocarburile si solidele nepolare.
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Principalul dezavantaj al CO. supercritic il constituie, cel mai probabil, limitarea
capacitatii de extractie a compusilor polari.

Dupa consideratiile despre avantajele mentionate pentru extractia cu fluide
supercritice care foloseste ca agent de extractie CO,, ar fi de asteptat ca extractia
cu CO> supercritic sa fie raspandita in industria alimentara, dar acest lucru nu este
inca o realitate. In ultimii 30 de ani s-au prezentat sute de patente referitoare la
acest proces, insa utilizarea Iui pe plan mondial este mica. Cele mai multe instalatii
de extractie cu fluide supercritice se gasesc in Germania, SUA, Japonia si India.
Motivul pentru rara utilizare a tehnologiei cu fluide supercritice este costul de
investitie mare fata de cel pentru extractia cu solventi organici. In ciuda
cunostintelor stiintifice si a disponibilitatii mari de materii prime de calitate si care
au un cost redus, la scara industriala nu exista nici o instalatie de extractie cu fluide
supercritice in vreuna din tarile Americii de Sud. Avantajele acestei metode sunt
consumul scazut de solvent, selectivitatea controlabild si degradarea chimica sau
termica a compusilor urmariti mai putin decat in cazul extractiei cu solventi in
aparat Soxhlet [108].

Extractia cu CO; supercritic este o metoda alternativa pentru extractia
compusilor cu beneficii terapeutice cum sunt sterolii, acizii grasi si tocoferolii din
seminte de merisor (Vaccinium vitis-idaea) [141].

Semintele de merisor sunt deseuri ramase in urma procesarii fructelor
pentru obtinerea sucurilor sau a altor produse finrudite. Dupa ce fructele sunt
presate pentru extragerea sucului, pulpa ramasa este uscata la aer iar semintele
sunt separate. Se crede cd semintele de merisor au un continut ridicat de acizi w
nesaturati care asociati cu colesterolul total slabesc si inhiba oxidarea lipoproteinelor
cu densitate scazuta (LDL).

Extractia cu CO; supercritic a fost aplicata de asemenea la cereale, floarea
soarelui si arahide. Toate aceste seminte pot fi extrase complet daca sunt macinate
pentru a permite obtinerea uleiului.

Din seminte de struguri albi, seminte de mure, prin tehnica de extractie cu
CO; supercritic s-au extras tocoferoli, carotenoide si lipide.

In incercarea de a extrage antocianinele din capsuni utilizand CO; supercritic
s-a observat ca acesta duce la o scadere a continutului in antocianine a extractului
obtinut fata de alte tehnici. Una dintre explicatii ar fi faptul cd, aceasta degradare a
antocianinelor este provocata de anumiti factori precum pH-ul si copigmentarea
[142].

I.7. METODE DE ANALIZA, SEPARARE SI IDENTIFICARE
A COMPUSILOR FENOLICI

I1.7.1. Analiza polifenolilor totali

Pentru analiza continutului total de fenoli din plante existda mai multe
metode, inclusiv precipitarea cu metale, precipitarea cu solventi organici,
precipitarea cu acizi si formarea de produsi colorati cu diferite elemente chimice.

Prima metoda utilizata a fost metoda Folin-Ciocalteu in 1927. Reactivul
Folin-Ciocalteu este un reactiv molibdowolframic, un produs colorat ce absoarbe la
725-750 nm [143, 144, 145].

Procedeul Folin-Ciocalteu se bazeazd pe puterea de a reduce gruparile
hidroxil aromatice cu ajutorul complexului fosfomolibdat din reactivul Folin -
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Ciocalteu. Aceastda metoda masoara totalul gruparilor hidroxil din compusii fenolici.
Absorbtia se masoara la A=725 nm. Concentratia in compusi fenolici totali se
determina prin compararea cu valorile densitatii optice la concentratii diferite a unui
compus fenolic standard, acid galic sau acid clorogenic, si se exprima in echivalenti
acid galic respectiv clorogenic [146].

Dezavantajul utilizarii acestei metode cu reactiv FC este acela ca nu se pot
face diferentieri intre diversele tipuri de fenoli. De asemenea substantele ca, acid
ascorbic, amine aromatice, zaharuri, compusi nefenolici, pot interactiona cu
reactivul FC dand astfel un continut mai mare de fenoli [58].

Totusi metoda FC se coreleza bine cu procedeele de analiza a capacitatii
antioxidante. Numerosi cercetatori au indicat faptul ca exista o buna relatie intre
analiza activitatii antioxidante a fructelor prin metoda ORAC cu continutul ridicat de
fenoli determinat prin metoda FC. Similar, metodele DPPH si ABTS de determinare a
activitégji antioxidante dau de asemenea bune corelari cu continutul in polifenoli.

In anul 2003 Cevallos-Casals si Cismeros-Zevallos [147] au analizat
compusii fenolici din cateva fructe si legume, inclusiv din afine si au indicat un
continut de fenoli in acestea intre 292 si 672 mg/100 g fructe proaspete. Largimea
domeniului se poate datora diferitelor specii de afine si a gradului diferit de coacere.
Studiile au aratat ca, continutul fructelor in fenoli se coreleaza cu gradul de
maturitate al acestora, crescand cu vérsta fructelor respectiv cu gradul de coacere
[33]. Un continut mare de fenoli totali duce implicit la o activitate antioxidanta buna
[148, 149].

Metodele de analiza a polifenolilor totali cu reactiv Folin Ciocalteu se aplica si
pentru masurarea continutului in polifenoli din urind, ca un indicator al consumului
de polifenoli. Aceastd metoda datoritd simplitatii permite analizarea unui numar
mare de probe pe zi, ceea ce o face idealda pentru utilizarea ei in studii
epidemiologice si da posibilitatea estimarii consumului de polifenoli si determinarea
rolului acestora in prevenirea unor boli [150].

I1.7.2. Analiza antocianinelor totale

Pentru determinarea cantitativa a antocianinelor totale din fructe si legume
exista cateva metode analitice. Pe langa acestea se foloseste analiza HPLC sau
utilizand antocianinele ca indicatori, acestea sunt titrate cu o cantitate cunoscuta de
baza pana la modificarea culorii [151].

Valoarea absorbantei unui extract alcoolic sau volumul de baza folosit la
titrarea unei probe este proportionala cu cantitatea de antocianine prezente. Pentru
determinarea concentratiei totale de antocianine prezente intr-un extract se
recomanda pe langa alte tehnici si tehnicile spectrometrice.

Una dintre metodele de analiza a antocianinelor totale frecvent utilizata este
metoda diferentiala de pH. Aceastd metoda se bazeaza pe modificarile reversibile ce
au loc in structura antocianinelor si in spectrul lor de absorbtie la diferite valori de
pH. Toate antocianinele naturale prezinta un echilibru intre cationul flaviliu colorat si
forma hidratd incolora. La valori de pH=1 predomind forma coloratda (cationul
flaviliu) iar la valori de pH=4,5 predomind forma semicetalica incolora. Echilibrul
intre formele cationului de flaviliu si forma semicetalicd e prezentat in reactia
urmatoare:
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forma semicetalica, incolora

Metoda de pH diferential se bazeazd pe aceasta reactie care duce la valori
diferite ale absorbantei cand pH-ul se modifica. Este o metoda rapida si eficienta de
determinare a antocianinelor totale, chiar si in prezenta pigmentilor degradati sau a
altor compusi.

Prin aceastda metodda s-a determinat continutul total de antocianine
monomere din extractul de mure negre (Rubus fruticosus) prin masurarea
absorbantei la 510 si 700 nm in solutii tampon la pH=1,0 respectiv pH=4,5 [152].

Antocianinele totale din coacaze negre au fost determinate prin
spectroscopie UV-VIS. S-a inregistrat spectrul extractului in MeOH : 0,1 M HCI,
85:15 v/v la 538 nm folosnd cuve de cuart de 1 cm. Antocianinele totale s-au
exprimat ca echivalenti de cianidin-3-rutinozida (al carei coeficient de absorbtie
molara determinat experimental la 530 nm a fost 31085) [153].

1.7.3. Idetificarea pigmentilor antocianici prin reactii de
culoare [11]

Antocianinele si agliconii acestora, antocianidinele, sunt pigmenti vegetali
care dau culoarea rosie, violeta si albastra a florilor, fructelor si tegumentelor
semintelor. Prin fierberea cu acizi sau in prezenta enzimelor, antocianinele
hidrolizeaza si se obtin glucide si diferite antocianidine.

Antocianinele pot fi separate prin repartitie intre solventi organici si apa si
pot fi identificate prin schimbarea culorii solutiei acide la alcalinizare cu Na,COs [8].

Reactiile pe care le dau antocianinele se datoreaza in mare parte gruparilor
hidroxilice fenolice. Antocianinele dau reactii de culoare caracteristice cu sarurile
metalelor grele, ca de exemplu:
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- cu sarurile de plumb dau combinatii de culoare albastra inchisa;

- cu sarurile ferice dau combinatii brune;

- cu sarurile de aluminiu dau coloratii violete.

O caracteristica importanta a antocianinelor este faptul ca isi modifica
culoarea in functie de pH. Variatia culorii se datoreaza unei schimbari in structura
internd a moleculei.

In mediu acid se va observa aparitia culorii rosu. Prin cresterea treptata a
pH-ului (adaugare de NaOH 0,1 M) culoarea se modificad fiind acoperita intreaga
gama de culori a spectrului vizibil. Astfel, la:

pH < 3,0 culoare rosie; pH = 3,2-5,0 rosu-violet; pH = 5,2-6,0 violet
pH = 6,2-8,0 albastru; pH = 8,2-9,0 albastru-verde; pH = 9,2-11,0 verde
pH = 11,2-12,0 galben - verde; pH = 12,0 galben

Aceste modificari, la adaugarea de alcalii, se explica prin modificarea
structurii antocianinelor. La inceput, clorura de antocianind sau antocianidina trece
intr-o pseudobaza incolora cu caracter carbinolic, care elimina apa si trece intr-un
derivat chinonic de culoare violetd. Prin tratarea in continuare cu alcalii, culoarea
violeta se schimba in albastru, datorita formarii unui fenolat al formei chinoide (vezi
figura 11).

Datorita modificarii culorii in functie de pH, pigmentii antocianici pot fi
folositi in chimia analitica ca indicatori de pH.

Pelargonidina este usor de recunoscut, prin adaos de solutie de carbonat de
sodiu apare o coloratie violet, care devine verde-albastrui la adaos de acetona. In
prezenta carbonatului de sodiu, peonidina da o coloratie albastra la fel ca si
cianidina. Coloratia acesteia din urma este instabild in prezenta NaOH. Malvidin 3,5
diglucozida in prezenta carbonatului de sodiu formeaza o coloratie verde-albastruie,
in timp ce malvidin 3-glucozida da o coloratie albastru-violet care nu se modifica in
prezenta hidroxidului de sodiu [154].

I1.7.4. Separarea antocianinelor prin precipitare si metode
cromatografice

Pentru separarea compusilor polifenolici nu exista o singura strategie,
alegerea metodei depinde de polaritatea compusilor si de cantitatea de proba.

Odata obtinut extractul este avantajoasa realizarea unei curatiri preliminare.
Metodele clasice de separare a fenolilor din extractele vegetale sunt precipitarea cu
acetati sau carbonati in mediu alcalin urmata de acidifiere. Procedura cu acetat este
adesea nesatisfacatoare deoarece unii fenoli nu precipita, alti compusi pot
coprecipita si nu sunt intotdeauna usor de indepartat sarurile acestora [108].

Prin precipitare este posibild obtinerea unor amestecuri de antocianine care
insa sunt insotite si de alte substante din compozitia extractului. Antocianinele pot fi
precipitate din solutii apoase neutre cu Pb(NO3),, Pb(Ch3zCOO);, sau cu acetat bazic
de plumb (II), Pb(OH)(CH3COO) dar o buna parte din acestea (~20%) se
descompun pe parcursul separarii. Sarurile de plumb pot precipita si alte substante
ce contin grupari carboxilice si fenolice. Dupa centrifugarea si spalarea precipitatului
cu apa si etanol, antocianinele trec in solutie prin tratarea multipla cu etanol acidulat
cu HCl, iar PbCIl; greu solubild se elimina prin centrifugare [108, 155]. Amestecurile de
antocianine astfel obtinute sunt toxice datoritd faptului ca pot contine ioni de Pb2+.
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Din solutii apoase si alcoolice antocianinele pot fi separate in stare solida
prin tratare cu un volum de 10-25 ori mai mare (decat volumul solutiei
alcoolice/apoase) de eter dietilic. O alta metoda de separare a antocianinelor consta
in complexarea lor cu pectina si precipitarea complecsilor formati in prezenta
alcoolului sau a acetonei. Agliconii (antocianidinele) pot fi precipitati din solutii
apoase cu acizi tari, acidul clorhidric fiind cel mai potrivit din punct de vedere al
proprietatilor alimentare ale produsului finit [26, 108, 155-157].

Prin precipitare nu se realizeazd separarea completd a antocianinelor de
substantele balast din extractele vegetale. Realizarea acestui obiectiv este posibila
doar cu ajutorul metodelor cromatografice, care sunt simple si eficiente.

Metodele cromatografice au ca principiu de baza separarea componentelor
dintr-un amestec intr-un sistem constituit dintr-o faza stationara si una mobila.

I1.7.4.1. Cromatografia in strat subtire si pe hartie

Avantajele acestei tehnici sunt foarte bine cunoscute: timp de separare
scurt, capacitate de detectie a reactivilor, posibilitatea de a rula mai multe probe in
acelasi timp. Aceastd tehnicd este de asemenea ideald pentru o separare
preliminara a extractelor vegetale inainte de analiza HPLC.

Initial, cromatografia pe héartie a fost intens folosita pentru analiza
compusilor fenolici, insda acum metoda cel mai des utilizatd datorita simplitatii este
cromatografia in strat subtire.

Metoda cromatografiei in strat subtire este extrem de utilizata datorita
coloratiei proprii a pigmentilor antocianici. In acest caz cromatogramele nu necesita
developare suplimentard. Eluentii folositi au preponderent mediu acid, ceea ce
denota faptul ca antocianinele se separa sub forma sarurilor de flaviliu. In tabelul 4
sunt prezentate mai multe sisteme de solventi pentru diferite clase de polifenaoli.

Tabelul 4.
Sisteme de solventi utilizate pentru diferite clase de polifenoli [108, 158, 159]

Clasa Sistemul de eluare Raport eluenti

Agliconii EtOAc - iPrOH - H,0O 100:17:13
flavonoidici EtOAc - CHCIs 60:40

CHCI3 - MeOH 96:4
Glicozide n-BuOH - HOAc - H,0 65:15:25
flavonoidice EtOAc - MeOH - H,0O 50:3:10

EtOAc - HCOOH - H;0 9:1:1; 6:1:1; 50:4:10

CHCI5 - MeOH - H>0 65:45:12

CHCI3 - MeOH - H,0 40:10:1
Izoflavone CHCIs - MeOH 92:8

CHCIs - MeOH 3:1
Antocianidine si EtOAc - HCOOH - 2 M HCI 85:6:9
antocianine n-BuOH - HOAc - H>O 4:1:2

EtOAc - butanona - HCOOH - H>,0 6:3:1:1

EtCOMe - HCOOEt - HCOOH -H,0 4:3:1:2
Proantocianidine EtOAc - MeOH - H,0 29:11:10

EtOAc - HCOOH - HOAc - H,O 30:1.2:0.8:8
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Conditiile folosite pentru identificarea calitativda a antocianinelor prin
cromatografie in strat subtire, descrise de Harborne sunt amestecuri de solventi de
forma: 1-butanol:2 M HCl (1:1 v/v), 1-butanol:acid acetic-apa (4:1:5), acid
acetic:apa (18:85), acid acetic:apa:HCl concentrat (15:82:3), apa:HCl concentrat
(97:3) [160-163].

Folosind sistemele acetat de etil : acid formic : acid acetic : apa =
100:11:11:26 si acetat de etil : acid formic : apa = 8:1:1 (V/V) a fost identificata
calitativ prezenta quercitinei, izoquercitinei si rutinei in diverse parti ale capsunilor
(planta si fructe) [164]. Prin TLC folosind sistemele CH,CI:CH30H (9.5:0.5 v/v) si
EtOAc-CHsOH-H,0 (100:20:10 v/v) insotita de UV-VIS, IR si MS s-a identificat 3
flavonoide glicozilate in specia Cadaba glandulosa [165] .

I.7.4.2.Cromatografia pe coloana (cromatografia lichid-solid)

Conventional metoda de separare cel mai des folositd este separarea pe
coloane cromatografice deschise datorita simplitatii si valorii ca pas initial de
separare. Materialele folosite ca suport includ poliamida, celuloza, silicagel,
Sephadex LH-20, Sephadex G-10, G-25 si G-50 [108]. Ca si eluenti se folosesc
metanol, etanol, acetona fiind cea mai buna pentru deplasarea polifenolilor cu masa
moleculara mare. Absorbtia extractelor crude pe coloane umplute cu Diaion HP-20
sau Amberlit XAD-20 (sau XAD-7) urmatd de elutie cu metanol-apa este o cale
excelenta de separare a fractiunilor bogate in polifenoli [108].

Existenta antocianinelor in forma cationica si anionica deschide posibilitati
largi de utilizare a cromatografiei cu schimbatori de ioni. Rasinile Sephadex se pot
utiliza pentru a adsorbi substantele fenolice din extractul brut. Eluarea se efectueaza
cu amestecuri etanol:apa, sau etanol:acetona:apa. In aceste conditii se pot obtine
derivatii cianidinei de culoare violeta si albastra [166].

Pentru separarea antocianinelor sub forma sarurilor de flaviliu se folosesc
rasini Amberlit-XAD-7. Purificarea pe coloana cu Amberlit XAD-7 a fost utilizata si
pentru extractele din fructe de afine si merisoare. Dimensiunile coloanei utilizate au
fost: diametru 40 mm, lungime 300 mm. Mai intdi a avut loc eluarea zaharurilor
libere, a acizilor fenolici si organici cu o solutie 6% acetonitril (CH3CN / TFA / H,0 =
6 : 0.5 : 93.5 v/v/v). Eluarea a continuat apoi cu o solutie 50% CH3CN (CH3CN /
'AI'FA/ H,O = 50 : 0.5 : 49.5 v/v/v) obtindndu-se fractiunile care contin antocianine.
In final coloana a fost spalata cu amestec CHsCN / TFA = 99,5 : 0,5 pentru eluarea
fenolilor ramasi pe coloana. Fractiunile ce contineau antocianine au fost apoi
purificate folosind HPLC preparativda pe o coloana ODS-HG-5 iar ca faza mobila
sistemul de solventi A: 10% acid formic, respectiv B: 100% acetonitril [167].

Insa, conform unor date din literatura, rasinile schimbatori de cationi au si
unele neajunsuri, principalul fiind desorbtia incompleta, care nu depaseste 90%
[168].

Astazi se impune tehnica flash cromatografiei care simplifica procesul de
purificare si reduce in mare masura timpul de lucru prin utilizarea coloanelor gata
preparate. Aceasta tehnicd oferd detectie UV, un sistem computerizat de control,
utilizarea fazelor mobile cu gradient si posibilitdti de colectare automata a
fractiunilor. In cazul amestecurilor complexe si a celor care contin compusi care au
timpi de retentie foarte apropiati, se poate utiliza un sistem de solventi cu gradient
care schimba compozitia eluentului pe parcursul elutiei. Utilizand flash cromatografia
,,0f-line” (coloane ISOLUTE Flash) se pot face separari in regim izocratic sau cu
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gradient. In cazul Flash cromatografiei ,,on-line” o coloand ISOLUTE este montata
intr-un sistem in care coloana este conectata la un s[stem de pompare care
determina un debit mai mare al solventului prin coloana. In functie de capacitatea
pompei, compozitia solventului poate fi isocratica (pentru un singur solvent) sau cu
gradient in proportii crescatoare de solventi [169].

1.7.4.3. Cromatografia de lichide de inalta performanta

Cromatografia de lichide de inaltd performanta (HPLC) este o tehnicd ce
ofera acuratete, rapiditate si sensibilitate ridicata. In prezent HPLC a devenit cea
mai populara tehnica de separare a flavonoidelor atat la scara preparativa cat si ca
metoda analitica. Analiza componentilor este realizata de un detector. Absorbtia in
vizibil sau ultraviolet este un parametru specific si se poate aplica cu succes la
semnalarea componentilor daca acestia manifestd asemenea proprietate.

Pentru analiza HPLC analiticd a subclaselor de flavonoide (flavone, flavonoli,
izoflavone, antocianidine etc.) faza stationara, solventul si gradientul au fost
optimizate. Solventi ca, acetonitrii - apa si amestec metanol-apa cu sau fara
cantitati mici de acid sunt foarte comuni. Ocazional se mai folosesc si alti solventi ca
tetrahidrofuran, izopropanol sau n-propanol. Ca faze stationare se folosesc
octadecilsilil ODS, RP-18 sau C18, octasilil RP-18 sau C8. Silicagelul este rar folosit
exceptie facand utilizarea Iui pentru separarea ocazionalda a agliconilor flavonoidici
polari, a flavonelor polimetoxilate, flavanonelor sau izoflavonelor [108].

Folosindu-se un sistem de solventi si o coloana Cis s-au analizat initial 34 de
agliconi flavonoidici, pentru care s-au gasit coreldri intre timpii de retentie si unele
detalii structurale. Metilarea grupelor hidroxil din ciclul A reduce polaritatea
compusului si produce o crestere a timpului de retentie, pe cand metilarea in inelul
B reduce timpul de retentie al agliconului [170].

Antocianinele existda in solutie sub diverse forme structurale la echilibru,
functie de pH si temperatura. Pentru obtinerea unor rezultate bune in HPLC este
esential controlul pH-ului fazei mobile si utilizarea coloanelor termostatate.

Pentru analiza antocianinelor se folosesc in general coloane Cig cu faza
inversa. Aceste coloane au faza stationara nepolara si faza mobild polara. Detectia
se bazeaza de obicei pe absorbtia in UV sau VIS la diverse lungimi de unda
caracteristice fiecarei clase de compusi [171, 172]. Lungimea de unda folosita in
analiza HPLC a antocianinelor este 520 nm deoarece maximul de absorbtie pentru
cei mai multi pigmenti antociani se aflda intre 514 - 528 nm [173]. Pentru
identificarea agliconilor se foloseste maximul de absorbtie din zona ultravioletd a
spectrului electronic la 260 nm, insa la aceasta lungime de unda pot fi detectati si
compusi fenolici incolori din alte clase, de exemplu acizii cinamici. Din aceasta cauza
maximul de la 520 nm va fi considerat principal pentru antocianine.

Identificarea compusilor fenolici din extracte vegetale s-a realizat utilizdnd
diverse faze mobile si stationare. Astfel:

e pentru analiza antocianinelor din dude s-a utilizat un sistem format
din doua pompe LC-10AD, detector SPD-M10A, cuptor CTO-10AS,
degazor DGV-12A, sistem de control (Shimadzu, Japonia) echipat cu
coloana Luna (C18, 3 um, 4.6 mm x 100 mm, Phenomenex, Calif) la
350C. Sistemul de eluare folosit a fost: A (1.5% acid fosforic) si B
(1.5% acid fosforic, 20% acid acetic, 25% acetonitril), debit 1
mL/min; profilul elutiei a fost cu gradient liniar cu 25% - 85%
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solvent B in solvent A timp de 100 minute. Cromatogramele au fost
monitorizate la 530 nm iar concentratia relativa a pigmentilor
individuali s-a calculat din aria picurilor [116].

e Analiza HPLC a antocianinelor din diverse fructe comestibile [174] a
fost realizata utilizand o coloana C18 Aqua Phenomenex (Torrance,
CA, 4.6 x 250 mm, 5 ym) si sistemul de solventi cu gradient liniar
de la 100% A (17.6% acid formic) la 50% A in 15 minute, urmata
de eluarea timp de 5 minute cu 100% B (acetonitril) la un debit de 1
mL/min.

e Calitatea si valoarea comerciala a fructelor de merisoare (American
cranberry - Vaccinium macrocarpon) este determinata de culoarea
lor. Culoarea rosie a acestor fructe se datoreaza prezentei
antocianinelor care mai au importante activitati terapeutice, inclusiv
antitumorale, antioxidante, antiulcer, antiinflamatoare. Pe baza
cromatografiei de inalta performanta (HPLC) a extractelor acid-
alcoolice din merisoare folosind o coloana C18 cu faza inversa si
sistemul de solventi: A (apa-acid acetic 10:1) si B (metanol-acid
acetic 10:1) cu gradient liniar (100% A la minutul 0 pana la 40% A
si 60% B timp de 20 minute) s-au identificat 6 antocianine: cianidin
3-galactozida, cianidin 3-glucozida, cianidin 3-arabinozida, peonidin
3-galactozida, peonidin 3-glucozida si peonidin 3-arabinozida [175].

e Separarea cromatograficd a antocianinelor din extracte din fructe de
Vaccinium myrtillus s-a realizat folosind o coloana Lichrosphere
(12.5 x 4.0 cm, diametrul particulelor 5 ym) iar pentru separarea
antocianidinelor s-a folosit o coloana Supelc, Hypersil ODS C18, 150
X 4.6 mm, temperaturd ambianta si debit 1.0 mL/min timp de 45
minute. Sistemul de eluare folosit a fost solvent A (acetonitril) de la
7% la timpul t=0 minute la 25% A la 45 minute, solvent B (solutie
4% acid fosforic). Detectia antocianinelor s-a facut la 520 nm [176].

e Pentru monitorizarea profilului antocianic al extractelor din cirese
acrisoare (Prunus cerasus L) s-a folosit un sistem HPLC model SCL-
10AV, cu coloana Polaris C18A si un sistem de eluare format din
doua faze mobile: A (apa:acid formic 9:1 v/v) si B
(acetonitril:apa:acid formic 5:4:1 v/v). Procentul de solvent B a fost
modificat de la 8% la 18% in 12 minute, urmat de elutie in conditii
izocratice pentru urmatoarele 5 minute si apoi de un al doilea
gradient liniar segmentat de la 18% la 35% solvent B in 13 minute.
Cromatograma a fost monitorizata la 518 nm [177].

e Pentru analiza HPLC a 15 antocianine prezente in extractul pur sub
forma de pudra din afine (Vaccinium myrtillus) denumit Bilberon 25
[178, 179, 180], s-a folosit un sistem HPLC HITACHI (L-7100)
echipat cu coloand Develosil ODS-HG 5 (4.6 mm x 150 mm).
Separarea antocianinelor s-a realizat prin elutie izocratica cu o
solutie apoasa de 20% MeOH acidifiata cu 0.5% acid trifluoracetic cu
un debit de 2 mL/min, temperatura coloanei 40°C si monitorizarea
absorbantei la 520 nm folosind un detector HITACHI L-7420 UV-VIS
[181].

e Antocianinele si acizii hidroxicinamici prezenti in diverse soiuri de
cirese din Slovenia au fost caracterizate si determinate cantitativ
prin HPLC si spectrofotometrie UV-VIS. Compusii fenolici au fost
extrasi cu metanol. Analiza HPLC s-a realizat folosind o coloana
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Hypersil PEP 300 C18 si un sistem de solventi format din acid formic,
apa si metanol. Hidroxicinamatii au fost urmariti la 320 nm iar
antocianinele la 520 nm. S-a detectat prezenta cianidin 3-glicozidei
si a cianidin 3-rutinozidei ca antocianine majoritare in timp ce
pelargonidin 3-rutinozida s-a identificat doar in urme. Principalii acizi
hidroxicinamici identificati au fost acidul neoclorogenic si acidul 3’-p-
cumaroilchinonic [182].

e Pentru analiza HPLC a unor flavonoide (kaemferol, querceting,
miricetind) si a unor acizi fenolici (acid p-cumaric, cafeic, ferulic, p-
hidroxibenzoic, galic si elagic) din fructe de padure s-au folosit
coloane Spherisorb ODSI RP-18, LiChrospher 100RP-18, ODS-
Hypersil RP-18, si sisteme de solventi: 5% acid acetic/metanol, sau
A (50 mM amoniudihidrogenfosfat, pH 2.6), B (0.2 mM acid o-
fosforic, pH 1.5) si C (20% solvent A in 80% acetonitril) [183].

Trebuie insd mentionat faptul ca metoda HPLC este foarte costisitoare, motiv
pentru care ea prezintd interes analitic si de cercetare dar nu poate fi utilizata
pentru obtinerea substantelor individuale la scara industriala.

Cuplarea HPLC-MS este una din cele mai importante tehnici folosite in ultima
decada a secolului XX. Aceasta combinatie ofera posibilitatea de a folosi avantajele
cromatografiei ca metoda de separare si spectroscopia de masa ca unealtda de
identificare. MS este una din cele mai sensibile metode de analiza moleculara.
Cuplarea dintre HPLC si MS nu a fost simpla intrucat conditiile normale de operare
ale spectrometrului de masa (vid ridicat, temperatura ridicata, operare in faza
gazoasa si debit scazut) sunt diametral opuse fata de cele folosite in HPLC (operare
cu faza lichida, debit mare, temperaturi relativ scazute) [108].

Pe baza datelor HPLC si MS s-a determinat compusul majoritar din lastare de
grau negru ca fiind cianidin 3-O-rutinozida alaturi de rutina [184].

Separari rapide si identificarea rapida a flavonoidelor din amestecuri se obtin
prin cuplarea HPLC-DAD-MS. Aceasta tehnica fisi gaseste aplicatii pe un domeniu
larg.

Prin aceasta metoda s-a realizat identificarea antocianinelor dintr-o specie
de fructe de padure (,,bayberry”) care cresc in China, folosind un sistem compus din
spectrometru de masa ZMD si cromatograf HPLC Waters 996, echipat cu detector
UV-VIS. Separarea antocianinelor s-a realizat pe o coloana ODS-Hypersil (250 x 4
mm, 5 ym) cu urmatorul sistem de solventi: A (5% acid formic si 95% apa, v/v), B
(5% acid formic, 45% apa, si 50% MeOH, v/v/v). Eluarea a avut loc cu gradient
liniar, detectia s-a facut la 520 nm. S-a identificat prezenta cianidin 3-glicozidei care
reprezenta ~95% din totalul antocianinelor prezente urmata de pelargonidin 3-
glucozida si delfinidin 3-glucozida [185].

O altda metoda de separare a antocianinelor o reprezintda MEKC (,,micellar
electrokinetic cromatography”). Prin aceasta metoda s-a reusit separarea a 6
antocianine (malvidin 3,5-diglucozida, malvidin 3-glucozida, malvidin 3-galactozida,
pelargonidin 3-glucozida, cianidin 3,5-diglucozida, cianidin 3-galactozida) din
struguri [186].

1.7.4.4. Spectroscopia electronica ultraviolet-vizibil (UV-VIS)
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Determinarea curbelor de absorbtie in UV-VIS a flavonoidelor in solutii
neutre sau alcaline precum si a complecsilor cu metale constituie una din
principalele metode de identificare. Cu ajutorul spectrofotometriei de absorbtie in
vizibil si ultraviolet se fac foarte multe dozari de principii active naturale.

Toti fenolii absorb radiatiile luminii in regiunea UV. Din analiza spectrala a
antocianinelor se observa prezenta a doua benzi caracteristice: banda II, caracteristica
tuturor flavonoizilor in domeniul ultraviolet la A= 220-280 nm si banda proprie nucleului
de fenilbenzopiriliu (banda I) in regiunea vizibild la A= 465-560 nm. Hidroxilarea
nucleului flavilic contribuie la deplasarea batocroma a maximului benzii I, iar metilarea
sau glicozidarea grupelor hidroxilice duce la deplasarea hipsocromica [187, 188]. O
banda suplimentara de absorbtie, banda III, situatad la 310-355 nm, este caracteristica
antocianinelor acetilate si poate servi pentru identificarea lor. La acidularea solutiilor
antocianice banda I sufera o deplasare hipsocroma, in timp ce benzile II si III nu;
concomitent pentru toate benzile creste absorbanta.

Dozarea cantitativa a antocianinelor se face spectrofotometric sau fotocolo-
rimetric cu utilizarea maximului de absorbtie al benzii I, folosind in calitate de
standard antocianina predominantd in sistemul analizat [189]. Pentru dozarea
cantitativa se realizeaza curbe de etalonare cu standardul etalon al substantei
respective in aceleasi conditii si la concentratii apropiate.

1.7.4.5. Spectroscopia de vibratie IR

Spectroscopia in domeniul IR poate fi folosita pentru identificarea agliconilor
si a derivatilor acetilati. Lucrarile consacrate cercetarii spectrelor in domeniul IR al
antocianinelor sunt foarte putine, una dintre cauze putand fi suprapunerea mai
multor benzi asemanatoare in spectrele antocianinelor naturale de bazd ceea ce
complica interpretarea lor. Banda de la ~1640 cm™ este caracteristica tuturor
antocianinelor si corespunde vibratiilor legaturii duble a oxigenului oxonic [155].
Vibratiile de valenta ale grupelor esterice carboxilice se inregistreaza la 1690-1726
cm, iar informatiile furnizate despre existenta legaturilor de hidrogen inter- si
intramoleculare se manifesta in spectru printr-o banda lata de absorbtie in regiunea
2100-2300 cm.

I1.7.4.6. Rezonanta magnetica nucleara (RMN)

Pentru determinarea structurii substantelor flavonice, deosebit de utila este
spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara fie de carbon 13C fie cea protonica,
1H. Antocianinele se pot recunoaste in spectru 'H-RMN dupa semnalul 8,8 (s, H-4) si
semnalele caracteristice ale altor protoni aromatici, ca de exemplu ai glicozidelor,
cum este cazul delfinidinei.

R,, R, = carbohidrati
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Pentru identificarea antocianinelor din diverse fructe spectrele 'H si 3C RMN
s-au Inregistrat cu un aparat JEOL 400, cu operare la 400 si 100 MHz [174].

1.7.4.7. Spectroscopia de masa (MS)

Spectroscopia de masa este o metoda ce se bazeaza pe obtinerea ionilor si
separarea acestora in functie de raportul dintre masa si sarcina.

De mai mult de doua decenii spectrometria de masa s-a dovedit a fi una din
cele mai eficiente tehnici folosita in cercetare, in particular pentru analiza amestecurilor
complexe a probelor biologice. Sensibilitatea ridicata, specificitatea si combinarea
usoara cu alte tehnici cromatografice au plasat-o pe aceasta printre metodele de analiza
cel mai des folosite, mai ales pentru compusii flavonoidici [190].

Spectroscopia de masa se foloseste pentru determinarea maselor molare ale
compusilor si furnizeaza date pretioase despre structura intermediarilor care se
obtin la degradare. Cuplarea spectrometriei de masa cu cromatografia de lichide de
inalta performanta permite micsorarea timpului necesar pentru analiza [191]. Prin
spectrometrie de masa au fost caracterizate si fractiunile obtinute in urma separarii
pe o coloana cu Sephadex LH-20 a unui extract de coacdze salbatice (Vaccinium
angustifolium) [121].

Folosind sistemul (HPLC - MS) cromatografie de lichide cuplata cu
spectrometrie de masa s-au obtinut informatii structurale despre antocianinele
prezente in diverse specii de mure. Sistemul folosit a constat in spectrometru de
masa Finningan MAT LCQ echipat cu un sistem binar HP 1100 si UV-VIS fixat la
lungimea de unda A550 nm. Separarea antocianinelor s-a realizat folosind o coloana
Phenomenex Phenyl Hexyl (5 pm, 250 x 4,6 mm) si o faza mobila binara: A
(apa:acetonitril:acid acetic = 89:9:2 v/v) si B (apa:acetonitril = 20:80 v/v) [192].
Prin cuplarea tehnicilor HPLC-ESI-MS s-a identificat prezenta formelor izomere ale
elagitaninurilor in mure negre, compusi a caror prezenta nu a putut fi identificata
prin alte tehnici [193].

Pentru monitorizarea antocianinelor din vin si must s-a folosit electroforeza
capilard cuplatda cu spectrometria de masa (CE/MS) [194] iar identificarea
procianidinelor si antocianinelor din diverse specii de afine s-a facut prin cuplarea
HPLC-MS [195].

Eterogenitatea structurala a polifenolilor din extracte de merisoare, extracte
din seminte de struguri si rodie a fost caracterizata prin tehnica MALDI-TOF MS.
Avantajele acestei metode sunt faptul ca din fiecare molecula ,,parinte” se formeaza
un singur ion molecular, precum si abilitatea de a detecta compusi cu mase
moleculare mari si interpretarea izotopilor (se permite detectia izomerilor cu
diferente mici de masa) [196].
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PARTEA EXPERIMENTALA

I1. 1. DATE BOTANICE REFERITOARE LA SPECIILE VACCINIUM
STUDIATE

Fructele si frunzele speciilor de Vaccinium au o istorie lunga in utilizarea lor
in medicind. Fructele de Vaccinium myrtillus (afine) si Vaccinium vitis-idaea
(merisoare, afine rosii) au fost folosite secole la rand in Europa pentru tratarea
complicatiilor de la nivelul tractului urinar, al inflamatiilor si infectiilor urinare.
Frunzele acestor specii s-au folosit ca remediu Tmpotriva diabetului. Calitatile
medicinale ale acestor specii continud a fi investigate si azi si utilizate in industria
farmaceutica si alimentara in intreaga lume.

Incadrarea sistematica:

Filum Angiospermae (Ovariatae)
Clasa Dicotiledoneae

Ramura Parietaligenae

Ordinul Ericales (Bicornes)

Familia Ericaceae

Genul Vaccinium

Ordinul Ericales

Ordinul Ericales cuprinde exclusiv plante lemnoase, in majoritate arbusti
sempervirescenti cu frunze intregi, coriacee. Este un ordin cu flori simpetale, mai rar
cu corola neunitd. Ordinul Ericales cuprinde familii putine, mai reprezentativa fiind
familia Ericacea [197].

Familia Ericaceae

Familia Ericaceae cuprinde circa 2500 de specii dintre care in Romania
vegeteaza 14. Sunt arbusti si subarbusti cu frunze sempervirescente sau caducei, cu
flori actinomorfe rar zigomorfe cu caliciul adesea dialisepal iar fructul o baca sau
capsula [198]. Fructele sunt bace, capsule, rar drupe. Ericaceele cresc mai ales in
regiunile inalte [197].
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Specia Vaccinium myrtillus (afin) [197-203]

-
Vacciniim guyrilios
b -
© P Schaefel et

Afinul, cunoscut in limba latina ca Vaccinium myrtillus este raspandit in zona
montana din Europa, Asia, America de Nord. Este un arbust mic de 10-50 cm,
ramificat, formeaza grupuri compacte numite afinisuri; este raspandit in zona
montana si subalping, la umbra padurilor de foioase, in poieni si goluri de munte, in
turbarii pe suprafete intinse, in zona pasunilor de munte si uneori chiar in locuri
stancoase.

Frunzele sunt alterne, ovate, cu varful ascutit si marginea marunt dintata,
de culoare verde deschis spre galbui la cele din locuri deschise. Florile de culoare roz
sunt mici, grupate in raceme scurte, terminale. Fructele sunt bace, sferice, negre-
albastrui, brumate, zemoase, cu gust acrisor, comestibile.

Compozitia chimica: principii active
Myrtilli folium, frunzele de afin contin tiaming, riboflavina, cantitati mici de
arbutozid, ericolind, derivati flavonici (quercetina libera si sub forma glicozilata),
acizii chinic, miristic, palmitic, alcool cerilic etc.
OMe OH
OH OH OH
+ +
HO oi O HO SN o 0%
O OMe P OH
=
Z
OH OH OH
OH

OH

malvidina cianidina delfinidina

OH

Myrtilli  fructus, fructele de afin, contin tanninuri, derivati antocianici
(mirtilina a si b, malvidind, cianidind, delfinidina etc.), flavonoide (hiperozida,
isoquercitrind, quercetind), B-caroten, substante pectice, vitamine (C, Bi si Bz, E)
,,factori vitaminici P”, provitamine A, acizi organici (acid uric), acizii benzoic,
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tartaric, malic, saruri minerale. Au proprietati antidiareice si antibiotice, iar datorita
antocianinelor regleaza permeabilitatea si asigura protectia capilarelor din zona
retiniand, contribuie la marirea acuitatii vizuale si adaptarea vederii la intuneric.

Actiune farmacodinamica - utilizari terapeutice

Frunzele si fructele de afin au importanta terapeutica in medicina umana si
veterinara. Principiile active din frunze au rol astringent, bacteriostatic,
hipoglicemiant. Sunt recomandate in tratarea diareei, diabetului, infectiilor urinare,
uremiei, gutei, reumatismului.

Principiile active din fructe au rol diuretic, antiinflamator, antidiareic,
antihelmintic, antiseptic intestinal, antiseptic urinar, adjuvant in tratamentul de baza
al diabetului; usor coronaro-dilatatoare, asigurda reglarea cardiovascularg,
protejeaza peretii vaselor sanguine, protejeaza organismul Tmpotriva radiatiilor,
activeaza regenerarea purpurei retiniene si sensibilizeaza fotoreceptorii.

Mirtilina, o substanta continuta de fructe si frunze, penetreaza celula
bacteriei si 1i slabeste vitalitatea, iar administrata intern, scade glicemia. Pigmentii
care dau nuanta albastruie fructului protejeaza corpul impotriva radioactivitatii si
regleazéﬂanumite procese imunitare.

In medicina umana se folosesc pentru tratarea enteritei, diareei, dizenteriei,
putrefactiei intestinale, hemoragiilor prin fragilitate capilara, retinopatiilor,
arterosclerozei, tulburarilor circulatorii, diabetului, insuficientei biliare sub forma de
infuzii, macerate, decocturi.

In medicina veterinara se folosesc pentru tratarea diareei, gastroenteritei,
afectiunilor renale, cistitei, sub forma de infuzii, decocturi si macerate.

In industria farmaceutica din antocianozidele extrase din fructe se prepara
medicamentul DIFABION, cu rol de protejare a peretilor vaselor sanguine.

Specia Vaccinium vitis-idaea (merisor de munte) [197-203]

Este o specie melifera, raspandita in Europa, Asia, America de Nord.

Vaccinium vitis-idaea este un arbust tufos, mic, de 5-30 cm intalnit la mare
altitudine, mai sus decat afinul, la lumind sau locuri slab umbrite, pajisti alpine si
montane, luminisuri, molidisuri rarite la limita superioara de vegetatie lemnoasa pe
intreg lantul Carpatilor la 1300-1400 m.

Se mai numeste merisor, afin rosu, bujor, cimisir, coacaz, coacaz de munte,
poranici, smardar, stropsele. Vegeteaza pe soluri scheletice, cu reactie puternic
acida.

Vitis-idaea folium, frunzele de merisor sunt eliptice, cu varful rotunjit sau
emarginat, pieloase, rigide, persistente, usor rasfrante pe margini, pe fata
superioara verde-inchis, lucitoare, pe cea interioara verde-palid cu puncte rare,
brune, scurt-petiolate.

Florile sunt albe-roz, dispuse cate 2-6 in raceme terminale nuantate;
perioada de inflorire este mai-iulie. Florile furnizeaza albinelor nectar (0,1-0,9
mg/floare) si polen, vizita acestora fiind intensa pe toata perioada de inflorire.
Fructele sunt bace sferice, rosii, lucitoare, acrisoare, comestibile, se coc in august-
septembrie.
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Compozitia chimica: principii active

Frunzele contin arbutozid (arbutina, ericolind) (3,5-8 %), hidrochinona,
metilarbutozid (metilarbutind, homoarbutind), flavonoizi, taninuri, acid chinic,
vitamina C, saruri de magneziu, saruri ale acizilor organici. Frunzele (Vitis idaea
folium) se recolteaza in septembrie-octombrie, cand continutul in substante active
este maxim. Se usuca la umbra, in strat subtire. Uscarea artificiala se face la circa
30°C. Dupa uscare frunzele se strujesc, iar ramurile se arunca. Se pastreaza in saci
textili sau de hartie, in camere uscate.

R
arbutina (arbutozid, ericolina) R=H
metilarbutina (homoarbutina) R=CH,
0O-glucoza

Vaccinium vitis-idaea fructus contine derivati de acid benzoic, alti acizi
organici (citric, malic, chinic, lactic, oxalic), derivati antocianici (mirtilina a si b),
vitamine (C si din complexul B), derivati flavonici, catechine, triterpenoide,
carbohidrati, pectine, B-caroten, saruri minerale si are actiune antimicotica (fructele
proaspete pastrate in apa nu dezvolta mucegai nici dupa 2 ani).
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OH
| OMe

OH

epicatechina

HO OH

mirtilina quercitrina
(delfinidin 3-0O-glucozida)

Actiune farmacodinamica - utilizari terapeutice

Frunzele plantei au utilizari terapeutice in medicina umana si veterinara.
Principiilor active li se atribuie rol diuretic, antiseptic, antidiareic, antiinflamator,
astringent, sudorific. Sunt folosite in tratarea cistitelor, afectiunilor renale, gutei,
reumatismului, diareei, leucoreei, hemoragiilor, iar la animale si in gastroenterite,
stari a frigore, febrile. Actiunea farmacodinamicd este data de arbutozida,
metilarbutozida, flavonoide, taninuri, acidul chinic si vitamina C. Pe traiectul cailor
urinare, trec arbutozida si metilarbutozida in hidrochinond si respectiv, in metil-
hidrochinona, care se elimina rapid prin urina colordnd-o in verde. Acestea, alaturi
de flavonoide, sunt raspunzatoare de actiunea diuretica, dezinfectanta si slab
antidiabetica. Flavonoidele au actiune diureticd. S-a constatat ca atat in vivo cat si
in vitro, extractele apoase de frunze sunt active fata de stafilococ. Aceasta actiune
nu este proportionald cu concentratia in hidrochinond din urind, ci depinde de
sensibilitatea germenilor fata de aceasta substanta. Supradozarea produce iritarea
mucoasei gastrice si fenomene alergice.

In medicina umana se foloseste: pentru tratarea gutei, reumatismului,
cistitelor, pielitei, litiazei renale (calculoza), afectiunilor cailor urinare cu stari
inflamatorii purulente, hematuriei, diareei, tusei sub forma de extract sau decoct.

In medicina veterinara se foloseste - sub forma de infuzie, decoct, macerat,
pulbere de frunze si extracte alcoolice.

Din fructe au fost obtinuti derivati antocianici cu actiune de protectie
vasculara in special retiniand, favorizand acuitatea vizuald si adaptabilitatea la
intuneric.
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Fructele sunt folosite in industria alimentara (compot, gem, dulceata, serbet
etc.), se pot pastra in apa proaspata si pot fi folosite oricand in scopul dorit.

II.2. OBTINEREA EXTRACTELOR DIN SPECIILE STUDIATE
I1.2. 1. Pastrarea si pregatirea materiei prime

Materia prima: fructele de afine (Vaccinium myrtillus) si merisoare
(Vaccinium vitis-idaea) au fost culese in perioada august-septembrie intre anii 2005-
2007 din diverse regiuni muntoase si anume: de pe Muntele Mic (la o altitudine de
1400 m), respectiv regiunea Cosevita si Borlova. Dupa recoltare au fost inlaturate
fructele necoapte cat si frunzele si partea lemnoasa. Materialul vegetal selectat a
fost uscat la temperatura camerei si lumina difuza, si apoi pastrat in cutii de carton,
la intuneric.

I1.2.2. Optimizarea procesului de extractie a compusilor
polifenolici din fructe de Vaccinium myrtillus (afine negre) respectiv
Vaccinium vitis-idaea (merisor de munte)

I1.2.2.1. Extractia in conditii dinamice

11.2.2.1.1. Extractia dinamica cu solutii etanolice respectiv
metanolice la temperatura camerei

Gasirea unei metode eficiente de extractie a polifenolilor din fructe este de
mare interes, in special datorita efectelor pe care le au polifenolii in prevenirea unor
boli. In acest studiu pentru extractia polifenolilor s-a folosit alcool etilic si alcool
metilic de diferite concentratii.

Obiectivul acestui studiu a fost investigarea efectului concentratiei
solventului asupra gradului de extractie a compusilor fenolici.

Materiale utilizate:

Ca materie prima pentru obtinerea extractelor alcoolice din fructe de
Vaccinium myrtillus, s-au folosit fructe uscate culese de pe Muntele Mic in anul
2005, iar pentru obtinerea extractelor din fructe de Vaccinium vitis-idaea s-a folosit
suc brut obtinut cu ajutorul unui blender din fructe proaspete culese in anul 2006.
Reactivii utilizati au fost alcool metilic (p.a., Merck) respectiv alcool etilic (p.a., 96%,
Chimopar, Bucuresti).

Mod de lucru: [204, 205]

2 grame fructe uscate (Vaccinium myrtillus), maruntite in prealabil,
respectiv 4 grame suc obtinut din fructe de Vaccinium vitis-idaea au fost extrase cu
alcool etilic respectiv cu alcool metilic de diferite concentratii (20, 30, 50, 70, 80,
94%) in raport 1:10 (w/v) prin agitare mecanica la 400 rpm , timp de o ora la
temperatura camerei. Amestecul obtinut a fost apoi centrifugat la 2000 rpm timp de
6 minute, supernatantul a fost colectat, filtrat si pastrat la frigider (5°C) pana in
momentul efecturii analizelor: determinarea continutului de polifenoli totali,
flavonoide totale si activitate antioxidanta.
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Deoarece compusii fenolici sunt extrem de sensibili la lumind, toate
operatiile au avut loc cu protejare impotriva luminii.

Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice, cotata ISI
[206].

11.2.2.1.2. Obtinerea de extracte lipofile si hidrofile din fructe
de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea in vederea
determinarii activitatii antioxidante totale

In cele mai multe studii de determinare a activitdtii antioxidante, pentru
obtinerea extractelor s-au folosit solventi polari ca EtOH, MeOH, acetona si apa si in
consecinta extractele contin mai multi componenti hidrofili. Din aceastd cauza
activitatea antioxidantd a materialului supus extractiei nu reflecta activitatea
antioxidanta totalda a acestuia. Pentru determinarea activitatii antioxidante totale
este necesara obtinerea ambelor tipuri de extracte, atat hidrofilic cat si lipofilic. In
acest sens am realizat aceste extracte din fructe culese din regiunea Cosevita,
Borlova si Muntele Mic in anii 2006, 2007.

Materiale utilizate:

Ca materie prima s-au folosit fructe uscate si proaspete de Vaccinium
myrtillus culese din regiunea Cosevita si Borlova (2006, 2007) respectiv fructe
uscate si proaspete de Vaccinium vitis-idaea culese de pe Muntele Mic, in anul 2007.
Reactivii utilizati au fost hexan si alcool etilic (p.a., 96%, Chimopar, Bucuresti).

Mod de lucru:[207]

Materialul vegetal maruntit in prealabil (5g) a fost supus extractiei sub
agitare magnetica cu 25 mL hexan timp de 2 minute. Amestecul obtinut a fost apoi
filtrat cu ajutorul unei pélnii Blichner. Extractia cu hexan s-a repetat de doua ori, iar
extractele lipofile obtinute au fost combinate si evaporate pana la starea de gel
folosind un rotavapor, in conditii de vid si la temperatura de maximum 40°C.
Reziduul obtinut in urma extractiei cu hexan s-a extras de doua ori cu 25 mL etanol
acidifiat (7% acid acetic in alcool etilic 80%) in vederea obtinerii fractiunii hidrofile.

Extractele obtinute au fost reunite, filtrate si pastrate la frigider pana in
momentul efectudrii analizelor: determinarea continutului de polifenoli totali,
flavonoide totale si activitate antioxidanta.

11.2.2.2. Extractia in conditii statice

11.2.2.2.1. Obtinerea extractelor apoase/alcoolice din fructe
de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea prin
extractie statica repetata

Materiale utilizate:

Materia prima folosita (fructe uscate de Vaccinium myrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea) a provenit de pe Muntele Mic, culeasa in anul 2007. Reactivii
utilizati au fost apa distilata si alcool etilic (solvent pentru extractie, p.a. 96%,
Chimopar, Bucuresti).
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Mod de lucru:

Pentru obtinerea unor extracte mai bogate in pigmenti antocianici, fructele
uscate, maruntite in prealabil au fost supuse extractiei succesive timp de 5 zile, la o
temperatura de 5°C, cu reutilizarea solventului pe alt material vegetal proaspat.
Raportul material vegetal : solvent a fost 1 : 10. Procedura de extractie este
prezentata in tabelul 5.

Tabelul 5.

Conditiile experimentale pentru obtinerea extractelor apoase/alcoolice

Ziua Fructe Solvent sau Extract obtinut Timp de Temperatura

() extract (mL) extractie (°c)
initial (mL) (h)
1. 15 150 mL EtOH 130 mL E1 24 5
(96%)/apa
2 13 130 mL E1 110 mL E2 24 5
3. 11 110 mL E2 90 mL E3 24 5
4 9 90 mL E3 70 mL E4 24 5
5. 7 70 mL E4 50 mL E5 24 5

El = extract obtinut dupa o zi; E2 = extract obtinut dupa 2 zile; E3 = extract
obtinut dupa 3 zile; E4 = extract obtinut dupa 4 zile; E5 = extract obtinut dupa 5
zile (extract final)

Extractele finale (E5 apos respectiv E5 alcoolic) astfel obtinute au fost
pastrate la frigider pana in momentul analizei lor si a utilizarii lor in diverse aplicatii
precum: utilizarea ca antioxidanti pe probe de uleiuri vegetale, copigmenti pentru
intensificarea culorii vinurilor Rosé si alb, efectul lor asupra unor parametri
biochimici si asupra unor enzime la cobai.

I1.3. CARACTERIZAREA EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE
VACCINIUM MYRTILLUS RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA

I1.3.1. Polifenoli

Prezenta compuslor polifenolici in extractele din fructe de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea a fost evidentiata prin cromatografie in
strat subtire, respectiv au fost dozati cantitativ conform Farmacopeei Romane si prin
metoda colorimetrica Folin Ciocalteu.

I1.3.1.1. Identificarea calitativa a compusilor polifenolici

Analiza calitativa a compusilor fenolici s-a realizat prin cromatografie in strat
subtire.
Metoda: [208]

1 g material vegetal pulbere (fructe uscate de afine respectiv merisoare) a
fost supus extractiei cu 20 mL alcool etilic 50%. Extractia s-a facut intr-un pahar
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Erlenmayer prevazut cu o palnie, pe baie de apd pana la punctul de fierbere al
solventului. In momentul in care solventul incepe sa fiarba, se intrerupe fierberea,
solutia se raceste, se filtreaza si se aduce la volumul de 20 mL cu acelasi solvent.

Analiza cromatografica in strat subtire s-a realizat folosind placi Kiselgel
(Merck) Silicagel 60 F2s4, de dimensiune 20 x 20 cm, cu o grosime a stratului de
0,25 mm. In paralel cu cele doua extracte s-a supus cromatografierii si standardul
de pirocatechina (catechol, Merck), solutie etanolica 0,1%. Developarea placii s-a
realizat pe o distanta de aproximativ 8 cm. Uscarea cromatogramelor s-a facut la
temperatura camerei iar vizualizarea spoturilor a putut fi realizata cu ochiul liber
pentru extracte datorita prezentei pigmentilor colorati, completata de vizualizare la
lampa cu raze UV.

Pentru developare s-a utilizat sistemul: toluen : acetat de etil : acid formic :
apa =5:100: 10 : 10.

Extractele au evidentiat un spot principal de culoare rosu-brun la R = 0,75,
si un spot de culoare orange la R = 0,46 (in cazul extractului din afine) si 0,32 (in
cazul extractului din merisoare). Valoarea Rr a standardului de pirocatechina a fost
0,76.

I1.3.1.2. Determinarea cantitativa a compusilor polifenolici

Analiza cantitativa a compusilor fenolici a fost realizata prin doua metode:
e prin metoda prevazuta in Farmacopee, folosind ca substantd etalon
pirocatechina si reactivii (R) prevazuti de Farmacopee [208];
e prin metoda colorimetrica ce utilizeaza reactiv Folin Ciocalteu,
folosind ca substanta etalon acidul galic [94, 144, 207, ].
Materialul vegetal folosit pentru analiza a fost: fructe uscate de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea, 2005, 2006 .

1. Determinarea cantitativa a compusilor polifenolici conform Farmacopeei

Mod de lucru:

In vederea obtinerii extractelor alcoolice, 1 g material vegetal (fructe
uscate) a fost supus extractiei cu 100 mL EtOH 50%, pe baie de apa la reflux, timp
de 30 minute. Solutia fierbinte a fost filtrata prin vata de sticla intr-un balon cotat
de 100 mL si dupa racire s-a completat pana la semn cu alcoolul folosit pentru
spalarea repetata a reziduului (solutia A).

Determinarea continutului in polifenoli totali

La 5,0 mL solutie A s-a adaugat 5,0 mL acid fosfowolframic, solutie (R), si
dupa agitare s-a filtrat, indepartand primele fractiuni de filtrat. In continuare 5,0 mL
filtrat s-au diluat cu carbonat de sodiu (R) 200 g/L la 10 mL, intr-un balon cotat
(solutia proba). Dupa 1 minut se determina absorbanta solutiei la 660 nm, folosind
ca lichid de compensare o solutie preparata din 0,5 mL filtrat adus cu apa la balon
cotat de 10 mL.

Trasarea curbei de etalonare

Continutul in polifenoli totali a probelor de analizat s-a calculat cu ajutorul
unei curbe etalon, stabilite in paralel si in aceleasi conditii cu solutia proba. S-au
luat in lucru 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40; 0,45; 0,50 mL solutie
etalon de pirocatechina 0,1 g/L la care s-au addugat 0,25 mL acid fosfowolframic
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solutie (R) si carbonat de sodiu (R) 200 g/L in fiecare balon cotat de 10 mL. Ca
lichid de compensare s-a folosit o solutie preparata din 0,25 mL acid fosfowolframic
solutie (R) si apa distilata intr-un balon cotat de 10 mL.

Curba de etalonare obtinuta este reprezentata in figura 14:

1,0

0,8

0,6

04

Absorbanpala 660 nm

0,2

0,0
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

mg pirocatechina

Figura 14. - Curba de etalonare pentru pirocatechind

Pe baza absorbantelor citite a fost stabilita ecuatia dreptei si s-a calculat
coeficientul de corelare:
y= -0,0495+18,826-x; r2 = 0,9814
unde: vy - absorbanta solutiei la lungimea de unda A=660 nm
X — cantitatea de pirocatechina, mg

Continutul in polifenoli totali a extractelor analizate este prezentat fin
capitolul III - Rezultate si discutii.

2. Determinarea cantitativa a compusilor polifenolici (determinarea
continutului in polifenoli totali) prin metoda Folin Ciocalteu

Compusii fenolici si polifenolici sunt reprezentantii unei mari clase de
antioxidanti naturali prezenti in plante, alimente si bauturi si de obicei se determina
cantitativ printr-o metoda colorimetrica ce foloseste reactiv Folin Ciocalteu. Aceasta
metoda se bazeaza pe reactia de reducere a reactivului Folin Ciocalteu, un amestec
de oxizi de wolfram si molibden [94].
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Mod de lucru:

La 0,5 mL extract etanolic (sau metanolic) se adauga 7 mL apa distilata, 0,5
mL reactiv Folin-Ciocalteu (Merck) si se agitda bine. Amestecul obtinut se lasa 3
minute in repaus apoi se adauga 2 mL solutie carbonat de sodiu 20% si se agita din
nou. Absorbanta solutiei rezultate se inregistreaza la 720 nm, dupa mentinerea
probelor timp de o ord pe baie de apa la 25°C. Concentratia in compusi fenolici totali
se calculeaza cu ajutorul unei ecuatii de regresie liniara obtinuta in urma realizarii
curbei de etalonare a acidului galic, iar rezultatele se exprima ca miligrame
echivalenti acid galic (mg GAE)/100 g fructe) [146].

Trasarea curbei de etalonare

Pentru trasarea curbei de etalonare, la 1 mL solutie apoasa ce contine 5, 10,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 mg/L acid galic se adauga 0,5 mL reactiv Folin-Ciocalteu,
si 2 mL solutie carbonat de sodiu (20%). Absorbanta solutiilor standard se masoara
la 720 nm dupa 30 de minute, timp Tn care solutiile se lasd in repaus pentru
realizarea reactiei. Rezultatele se exprima ca mg acid galic/100 g fructe.

1.8 T T T T T T T T T T

1.6 - y=005814+ 29700z 4

0.8 o

A, 720 nm

0.6 o

0.4 <

0,2 o

T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.z 0.2 0.4 0.4 0.6

myg acid galic

Figura 15. - Curba de etalonare pentru acidul galic (r* = 0,9938)
I1.3.2. Flavonoide

11.3.2.1. Analiza calitativa a flavonoidelor

Analiza calitativda a compusilor flavonoidici s-a realizat prin cromatografiere
in strat subtire a extractelor metanolice respectiv etanolice 5% in acelasi sistem de
solventi (fazd mobild) pentru materialele vegetale supuse analizei (afine negre si
afine rosii).
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Obtinerea extractelor si analiza cromatograficd a acestora s-a realizat in
conditiile descrise la I1.3.1.1. In paralel s-au supus cromatografierii si standarde de
guercetina si ruting, solutii alcoolice 0,1%.

Pentru developare s-a utilizat sistemul: acid acetic glacial : acid formic : apa
1 acetat de etil (7:7:14:72) si sistemul acid acetic:acid clorhidric:apa (30:3:10),
denumit sistemul Forestal pentru identificarea agliconilor flavonoidici [18].

Developarea placilor s-a realizat pe o distanta de aproximativ 6,5 cm.
Uscarea cromatogramei s-a realizat la aer cald iar vizualizarea spoturilor s-a realizat
cu ochiul liber si la lampa cu raze UV.

Pentru martorii utilizati s-au determinat R¢-urile. Pe baza acestora cat si a
culorilor produsii respectivi s-au identificat si in extracte.

In cazul utilizarii sistemului Forestal s-au obtinut cele mai bune rezultate si
anume: s-au identificat urmatoarele spoturi cu valorile Rs :

VEILELCERLY Culoare spot

Quercetina 0,44 galben-portocaliu
Rutina 0,38 galben

Extract din fructe de Vaccinium 0,56 rosu portocaliu
myrtillus (afine) 0,81 mov-albastrui
Extract din fructe de Vaccinium vitis- 0,48 galben-portocaliu
idaea (merisor) 0,31 portocaliu murdar.

I1.3.2.2. Analiza cantitativa a flavonoidelor
Analiza cantitativa a flavonoidelor a fost realizata prin douda metode:

e prin metoda oficiala prevazuta de Farmacopeea Romana, X [208],
rezultatul fiind exprimat in rutozida, g%;

e prin metoda descrisa de Marinova si colaboratorii [210]. Continutul
total in flavonoide a fost exprimat ca mg echivalenti de catechina
(CE)/100 g masa vegetala, pe baza unei curbe de etalonare trasata
in prealabil

1. Determinarea cantitativa a flavonoidelor conform Farmacopeei Romane
[208]

S-a lucrat cu acelasi material vegetal ca si la extractele obtinute la
paragraful I1.3.1.2 (solutia A).

Determinarea continutului de flavonoide

10,0 mL solutie A se dilueaza cu MeOH (R) intr-un balon cotat de 25 mL. Se
agita timp de 2-3 minute apoi se lasa in repaus timp de 10 minute. Se filtreaza si se
indeparteaza primele fractiuni de filtrat.

Solutia proba se obtine prin adaugarea la 5 mL filtrat a 5 mL acetat de sodiu
100 g/L si 3 mL clorura de aluminiu 25 g/L. Se agitd si se completeaza cu metanol
la 25 mL intr-un balon cotat. Dupa 15 minute, daca este cazul se completeaza din
nou cu metanol la 25 mL si se determina absorbanta solutiilor proba la lungimea de
unda de 430 nm, folosind ca lichid de compensare o solutie obtinuta din 5 mL filtrat,
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8 mL apa distilata si MeOH intr-un balon cotat de 25 mL. Calculul concentratiei in
flavonoide a probei de analizat s-a facut cu ajutorul unei curbe de etalonare trasata
pentru rutina.

Trasarea curbei de etalonare

S-au luat in lucru: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 mL solutie

- etalon de rutind 0,1 g/L in MeOH. L-a aceste volume s-au adaugat 5 mL acetat de

sodiu 100 g/L, 3 mL clorura de aluminiu 25 g/L si metanol (R) la balon cotat de 25

mL. Ca lichid de compensare se foloseste o solutie obtinuta din: 5 mL filtrat, 8 mL

apa distilata si metanol la balon cotat de 25 mL. Curba de etalonare obtinuta este
prezentata in figura 16.

0,7

Absorbanpa la 430 nm

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

mg rutin &

Figura 16. - Curba de etalonare pentru rutind

Pe baza absorbantelor citite a fost stabilitd ecuatia dreptei si s-a calculat
coeficientul de corelare:
y = 0,0116 + 1,1875-x; r2 = 0,9971
unde: vy - absorbanta solutiei la lungimea de unda A=430 nm
X - cantitatea de rutina, mg
Cantitatea de flavonoide corespunzatoare absorbantei citite este:

X = A/ 0,9163 mg rutina
Flavonoide, % exprimat in rutind = (X:4)/g (1)

unde: X = mg flavonoide corespunzatoare absorbantei citite
g = cantitatea de material vegetal folosit pentru analiza
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2. Determinarea continutului de flavonoide totale prin metoda descrisa de
Marinova si colaboratorii [210]

Intr-un balon cotat de 10 cm3 la 1 mL extract s-au addugat 4 mL apd
distilata si 0,3 mL solutie NaNO; 5%. Dupa agitarea si mentinerea in repaus timp de
5 minute se adauga 0,3 mL solutie clorurd de aluminiu 10% si se agita din nou.
Dupa 6 minute de repaus se adauga 2 mL solutie NaOH 1M si se aduce volumul la
10 mL cu apa distilata. Absorbanta solutiei se inregistreaza la 510 nm fata de un
martor. Continutul total in flavonoide a fost exprimat ca mg echivalenti de catechina
(pirocatechind) (CE)/100 g masa vegetald, pe baza unei curbe de etalonare.
Trasarea curbei de etalonare s-a facut conform modului de lucru descris la
paragraful I1.3.1.2., cu masurarea absorbantei la 510 nm.

1.0 T T T T T T T T T T

) y=-00699 + | 94 26z
0.8

=
=1

A, 510 nm

0.z

0.0

T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.z 0. 0.4 0.4 0.

my pirocatechina

Figura 17. - Curba de etalonare pentru pirocatechina

I1.3.3. Antocianinele
11.3.3.1. Identificarea antocianinelor prin reactii de culoare

Antocianinele sunt pigmenti vegetali derivati ai flavanului, care dau culoarea
rosie, violeta sau albastra a florilor, fructelor si altor organe. Varietatea culorii este
imprimata de pH-ul sucului celular si de microelementele din organismul vegetal cu
care antocianinele se combina [12].

Metodele analitice clasice pentru identificarea acestor compusi constau in
reactii de culoare. Antocianinele dau reactii de culoare carateristice cu sarurile unor
metale (AI?*, Fe3+) si ca in sistemele biologice isi modifica culoarea functie de pH-ul
mediului in care se afla.
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Mod de lucru

La 1 mL extract vegetal analizat (extract din fructe de Vaccinium myrtillus
respectiv Vaccinium vitis-idaea, preparat conform metodologiei descrisa la
paragraful I11.2.2.2.1) s-a addaugat 1 mL reactiv de identificare.

La tratarea cu solutie de clorura ferica, in cazul ambelor extracte s-a
observat o decolare semnificativa in decurs de numai trei minute, decolorarea fiind
mai evidentd n cazul extractului de merisoare. In prezenta NaOH precum si a
acetului de sodiu, culoarea rosie a extracutlui de merisoare s-a modificat in mov-
albastrui, iar in cazul extractului de afine (diluat 1:10) aparitia nuantelor de albastru
a fost mai evidenta.

11.3.3.2. Identificarea antocianinelor prin cromatografie in
strat subtire

Analiza calitativa a compusilor antocianici prezenti in speciile studiate din
familia Ericacea a fost realizata prin cromatografie in strat subtire.

In cazul pigmentilor antocianici metoda cromatografiei in strat subtire este
foarte usor de utilizat, deoarece datorita coloratiei proprii a pigmentilor, de cele mai
multe ori cromatogramele nu necesita developare suplimentara.

Pentru identificarea cromatografica a compusilor din extractele din fructe de
Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea (obtinute conform paragrafului
I1.2.2.2.1, diluate 1:10) ca faza stationara s-au folosit placi cromatografice Kieselgel
60 Fas4 (Merck 10x10 cm), iar ca sistem de developare s-a folosit, sistemul n-
butanol:acid acetic:apa = 4:1:5 [158].

Developarea cromatogramei s-a realizat pe distanta de 8 cm. Placutele au
fost uscate la temperatura camerei, la intuneric si apoi examinate la lumina zilei,
spoturile fiind evidentiate datorita coloratiei proprii.

Valorile Rr pentru extractele analizate respectiv standardele de antocianine
\ R¢ Culoare spot

Extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea 0,26 rosu
(merisor) 0,41 rosu
Extract din fructe de Vaccinium myrtillus 0,14 albastru-mov
(afine) 0,20 albastru-mov
0,24 rosu
Cianidina 0,26 rosu
Delfinidina 0,14 albastru-mov
Malvidina 0,19 albastru-mov

Pentru martorii utilizati (sol. 0,2 mg/mL) s-au calculat R¢-urile dupa care, pe
baza R¢-ului si a culorilor, unii au fost identificati in extractele analizate de noi.

Analiza calitativa a compusilor antocianici prezenti in cele doua tipuri de
afine, realizata prin cromatografie in strat subtire a evidentiat prezenta cianidinei, in
toate extractele vegetale analizate, sub forma unui spot de culoare rosie.

11.3.3.3. Identificarea antocianinelor prin spectroscopie IR
Spectrele IR ale extractelor etanolice din fructe de Vaccinium myrtillus

respectiv Vaccinium vitis-idaea (obtinute conform paragrafului I11.2.2.2.1) s-au
inregistrat cu ajutorul unui spectrometru Specord M-80 Carl Zeiss Yena.
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Spectroscopia IR a evidentiat prezenta unei benzi la ~1640 cm™, banda
caracteristica tuturor antocianinelor, care corespunde vibratiilor legaturii duble a
oxigenului oxonic.

Atribuirea benzilor din spectrele IR pentru extractele analizate sunt
prezentate in tabelul 23 capitolul III - Rezultate si discutii.

11.3.3.4. Identificarea antocianinelor prin spectrometrie de
masa

Spectrele de masa au fost inregistrate pe un aparat "High Capacity Ion Trap
Ultra” (HCT Ultra), Bruker Daltonics, Bremen, Germania, legat la un computer pe
care functioneaza pachetul integrat de programe Compass™ 1.2., care include
modulul Hystar™ 3.2.37 pentru controlul instrumentului si achizitionarea de spectre,
si modulele Esquire Control™ 6.1.512 si Data Analysis™ 3.4.179 pentru salvarea
cromatogramelor si procesarea datelor MS, tehnica de lucru utilizata in obtinerea
spectrelor de masa fiind ionizarea prin electrospray.

S-au inregistrat spectele de masa ale extractelor E5 (alcoolice) din fructe de
Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea obtinute conform metodologiei
descrisa la paragraful 11.2.2.2.1.

Atribuirea picurilor de masa in spectrele celor doua extracte este prezentata
in capitolul III - Rezultate si discutii.

11.3.3.5. Identificarea si dozarea antocianinelor prin
spectroscopie UV-VIS

S-au inregistrat spectrele UV-VIS ale extractelor E5 (apoase si alcoolice) si
s-au comparat cu cele ale antocianidinelor cianidina, delfinidind, malvidina in solutie
alcoolica.

Modul de preparare al extractelor apoase si alcoolice din fructe de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea a fost descris in paragraful 11.2.2.2.1.

Toate experimentele au fost realizate utilizdnd un spectrofotometru UV-VIS
model Specord 205 (Analytik Jena, Germania).

Pentru trasarea spectrelor pe intervalul 220-500 nm extractele au fost
diluate de 25 de ori (extractul de merisor) respectiv de 45 ori (extractul de afine),
iar pentru trasarea spectrelor pe intervalul 500-750 nm extractele etanolice si
apoase au fost diluate in raport 1:5, pentru o mai buna observare a picurilor.
Solutiile de antocianidine etalon folosite au fost de asemenea diluate cu etanol pana
la obtinerea unor spectre clare.

Pentru dozarea continutului de antocianine prin spectroscopie UV-VIS s-a
trasat curba de etalonare a clorhidratului de cianidind (etalon, Merck) solutie
alcoolica, EtOH 96%, acidifiata cu HCI 0,1M (1 mL HCI 0,1M/100 mL EtOH).

Compusul standard 1 mg, cantarit la balanta analitica cu precizie de
+0,0001 g a fost transferat intr-un balon cotat de 5 mL si dizolvat cu alcool etilic
acidifiat, obtindndu-se solutia stoc. Prin dilutii succesive s-au obtinut solutii de
concentratii diferite pe baza carora s-a construit curba de etalonare.
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e y =2,6132x - 7,7335
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Figura 18. - Curba de etalonare pentru clorhidratul de cianidind

11.3.3.6 Purificarea extractelor din fructe de Vaccinium
myrtillus (afine) respectiv Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

11.3.3.6.1. Purificarea extractelor apoase pe coloana cu
Sephadex LH-20

in cazul extractelor apoase, din culoarea cat si din spectrele UV-VIS s-a
evidentiat prezenta antocianinelor. In vederea identificarii calitative a acestora, s-a
urmarit purificarea extractelor apoase din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea pe coloana cu Sephadex LH-20, cu ¢ = 2 cm si h = 20 cm.
Extractele au fost obtinute prin extractie statica repetata conform paragrafului
11.2.2.2.1.

Pregétirea coloanei: 25 g Sephadex au fost lasate pentru gonflare in solvent
intr-un pahar Berzelius timp de 2 ore, dupa care suportul a fost introdus cu ajutorul
unei palnii in coloana, cu grija pentru a evita formarea bulelor de aer.

Mod de lucru: 10 mL extract apos s-a purificat prin trecerea pe coloana cu
Sephadex LH-20. Eluarea s-a facut cu etanol 70%. S-au cules 15 fractiuni a cate 5
mL. Pentru fiecare fractiune culeasa s-a realizat identificarea calitativa a compusilor
prezenti prin cromatografie in strat subtire.
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Deoarece culoarea fractiunilor culese (roz pal, orange pana la galben pai)
cat si valoarea R¢-urilor predominante (0,6;0,8) in sistemul H,O : HCOOH : AcOH :
AcOEt = 5:2:2:18 pe placute cromatografice cu strat de Kieselgel 60 Fzs4 (Merck),
au indicat mai degraba prezenta compusilor flavonoidici decat a antocianidinelor,
fractiunile reunite si concentrate au fost supuse analizei HPLC comparandu-se
cromatogramele obtinute cu cea a flavonoidului quercetind (reactiv Sigma, minim
96%). Pentru analiza HPLC a acestor extracte purificate s-a folosit o coloana
LiChrosorb RP18, 150 x 4,6, 5 um, si faza mobila: metanol: apa (pH=3 cu H3PO.).
Eluarea s-a realizat cu metanol:apa = 5:5, debit de 1,5 mL/minut, la o temperatura
a coloanei de 25°C. Volumul de injectare a fost 20 uL, iar detectia s-a facut in UV la
360 nm. Rezultatele obtinute sunt prezentate in figurile 68-70, capitolul III -
Rezultate si discutii.

Deoarece aceasta purificare nu a permis separarea dorita in continuare s-a
lucrat pentru purificare cu un suport anionic.

11.3.3.6.2. Purificarea extractelor alcoolice pe coloana cu
Diaion HP-20 SS

S-a realizat purificarea extractelor E5 alcoolice (obtinute conform
paragrafului 11.2.2.2.1) folosind o coloana cu ¢ = 2 cm si h = 20 cm, cu suport
reprezentat de o rasina anionica Diaion HP-20 SS (Merck, Germania).

Pregéatirea coloanei: 5 g rdsina Diaion HP-20SS a fost ldsata pentru
conditionare timp de 15 minute in 50 mL metanol, dup@ care metanolul a fost
indepartat prin decantare si inlocuit cu acelasi volum de apa distilata. Amestecul a
fost omogenizat si apoi lasat in repaus 10 minute, dupa care a fost introdus in
coloand cu ajutorul unei palnii, excesul de apa fiind indepartat pe masura
introducerii suportului in coloana prin partea inferioara a acesteia.

Mod de lucru: 10 mL extract alcoolic s-a introdus in coloana prin picurare si
apoi a fost lasat 20 minute pentru a se absorbi pe rasina. Eluarea s-a realizat cu
etanol acidifiat cu 0,5% acid citric; s-au cules 10 fractiuni a cate 5 mL. Pentru
fractiunile 3,5,7 (cele mai bogate in antocianine) s-a trasat spectrul UV-VIS pentru
identificarea pigmentilor antocianici. Atat culoarea acestora céat si spectrele UV-VIS
au evidentiat prezenta acestor pigmenti.

11.3.3.7. Identificarea antocianinelor prin cromatografie de
lichide de inalta performanta

In vederea analizei calitative a pigmentilor antocianici, extractele purificate
pe coloana cu Diaion HP-20SS (fractiunile 3-7) au fost supuse analizei prin
cromatografie de lichide de finaltd performantd. Pentru aceasta s-a utilizat un
cromatograf tip HPLC Agilent 1100 cu pompa binara si degazor sub vid, coloana
Nucleosil C18 cu dimensiunile 4,6 x 150 mm, si diametrul particulelor 5 pm,
detector UV-VIS, soft HPChemStation.
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Conditii de lucru:

Cromatogramele

coloana Nucleosil RP C18, 4,6 x 150 mm, 5 pm
volumul de injectare 20 pl

debitul 1.0 mL/min

temperatura coloanei: 25°C

faza mobild: [176]

A: acetonitril (HPLC)

B: solutie 4.0% acid fosforic
eluarea s-a realizat dupa metoda gradientului liniar in

urmatoarele conditii: 7% A (la timpul t=0) urmata de
cresterea concentratiei eluentului A pana la 25% in 45

minute
detectie: A = 520 nm, A = 254 nm

obtinute pentru standardele de antocianidine (de

concentratie 2:104 g/L) sunt prezentate in figurile 19, 20 si 21 iar cromatogramele
corespunzatoare extractelor purificate din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv

Vaccinium vitis-idaea sunt prezentate in capitolul III - Rezultate si discutii).
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Figura 19. - Cromatograma RP-HPLC a standardului de cianiding inregistrata la 520 nm
respectiv 254 nm
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Figura 20. - Cromatograma RP-HPLC a standardului de delfinidina inregistrata la 520 nm
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Figura 21. - Cromatograma RP-HPLC a standardului de malvidinag inregistrata la 520 nm
respectiv 254 nm

I1.3.3.8. Analiza cantitativa

Pentru analiza cantitativa a pigmentilor antocianici din extractele de fructe
de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea s-au folosit 2 tehnici:

1. tehnica indicata de Markakis [99] bazatda pe cunoasterea absorbantei
molare specifice a antocianinelor la 535 nm. Prin aceastda metoda s-a determinat
continutul total de antocianine din fructele culese in anii 2005 si 2006.

Mod de lucru: 1 g pulbere produs vegetal, a fost extras la rece (4°C) cu 100
mL amestec alcool etilic:acid clorhidric 1,5 N (85:15) timp de 24 ore. Solutia astfel
obtinuta, a fost filtrata si completata pana la 100 mL cu acelasi solvent si s-a citit
absorbanta la 535 nm.

Calculul concentratiei totale de antocianine se face dupa formula:

A mg/mL) = p.d 2
t. = 5
nt. (mg ) 98,2p 2

unde: A, - reprezintd absorbanta solutiei la 535 nm;
d - reprezinta factorul de dilutie (in mL);
98,2 - valoarea extinctiei in solventul acid-etanol, masurat intr-o cuva de 1
cm, la 530 nm, la o concentratie de 1% cianiding;
p - cantitatea de material vegetal luata pentru analiza, in g.
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2. determinarea continutului de antocianine totale dozate prin spectroscopie
UV-VIS

Pigmentii antocianici au un rol critic in calitatea culorii multor fructe si
legume proaspete sau prelucrate. Astfel, exactitatea determinarii valorii
antocianinelor totale este foarte folositoare tehnologiilor alimentare in evaluarea
calitatii alimentelor procesate sau neprocesate. Informatii substantiale calitative si
cantitative pot fi obtinute si din caracteristicile spectrale ale antocianinelor [94].

Astfel, am determinat continutul de antocianine totale spectrofotometric, pe
care l-am exprimat ca, continut total de cianidind, pe baza curbei de etalonare a
acesteia (figura 18).

Ecuatia corespunzatoare curbei de etalonare pentru standardul de cianidina
a fost:

y = 2,6132x - 7,7335 (r?=0,9926) (3)

Prin aceasta metodda s-a calculat continutul total de antocianine din
extractele apoase si alcoolice (E5) obtinute conform metodologiei prezentata la
paragraful I1I.2.2.2.1, pe baza spectrelor UV-VIS ale acestora (figurile 62-65).
Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 25 - Rezultate si discutii.

I1.4. DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A
EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS
RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA

II1.4.1. Determinarea activitatii antioxidante prin metoda
spectrofotometica cu DPPH

Radicalul DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) este unul dintre radicalii liberi
cei mai stabili si disponibili comercial, radical ce prezinta un maxim de absorbtie la
517 nm. In prezenta unei substante donoare de protoni, radicalul liber de DPPH
trece in forma stabila (1,1-difenil-2-picril-hidrazina), cu modificarea simultana a
culorii de la violet intens la galben pai.

Prin metoda spectrofotometrica ce utilizeaza radicali liberi de DPPH s-a
determinat activitatea antioxidanta a tuturor extractelor realizate, cat si a solutiilor
de standarde: cianidina, malvidina, delfinidina.

Mod de lucru:

Intr-o eprubeta s-au introdus 4 mL solutie alcoolica de DPPH (metanolica
sau etanolica dupa caz) 20 mg/L si 0,25 mL extract vegetal si s-a urmarit continuu
spectrofotometric variatia absorbantei la 517 nm timp de 60 de minute la
temperatura camerei.

Activitatea antioxidanta corespunzatoare procentului de DPPH a fost
calculata cu formula [83, 212, 213, 214]:

A(I:O) - A(t:GO) .100

% Activitate antioxidanta =

(4)

t=0)
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unde: Ai-0) = absorbanta probei la timpul t=0 min
Ai=60) = absorbanta probei la timpul t=60 min

Prin aceasta metodd s-a determinat activitatea antioxidanta a tuturor
extractelor obtinute.

I1.4.2. Determinarea activitatii antioxidante in sistem
B-caroten/acid linoleic

Prin aceasta metodd s-a determinat activitatea antioxidanta a extractelor
hidrofile obtinute conform metodologiei descrisa la paragraful 11.2.2.1.2 si a
extractelor alcoolice (E5) obtinute prin extractie repetata conform paragrafului
11.2.2.2.1.

Mod de lucru: [89, 146]

2 mg B-caroten (de puritate >97%), Merck) s-au dizolvat in 10 mL cloroform.
La 1 mL din solutia obtinuta s-au adaugat 20 mg acid linoleic (conc, Merck) si 200
mg Tween 40 (Merck). Prin agitare s-a obtinut o emulsie din care apoi s-a
indepartat cloroformul prin evaporare la rotavapor, la temperatura de 30°9C. Dupa
evaporarea cloroformului se adauga 50 mL apa distilata si se agitd pentru obtinerea
emulsiei B-caroten/acid linoleic. La 5 mL emulsie se adaqgé 0,2 mL extract si se
determina imediat extinctia la lungimea de unda 470 nm. In paralel se realizeaza o
proba control care contine 5 mL emulsie B-caroten/acid linoleic si 0,2 mL apa
distilata. Absorbanta la 470 nm a probelor astfel pregatite a fost determinatd la
fiecare 30 de minute timp de 3 ore. Intre determinari probele au fost mentinute n
baie de apa termostatata la 35°C.

Pentru calculul activitatii antioxidante s-a folosit urmatoarea formula de calcul:

AA% = {1—M}<100 (5)
(A—AY)

i t

unde: A = absorbanta probei la t=0 min;

A: = absorbanta probei la t=180 min;
absorbanta probei control la t=0 min;
absorbanta probei control la t=180 min;

=
o

I1.5. STUDIUL CINETIC ASUPRA DEGRADARII TERMICE A
EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS
RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA

Analiza termogravimetrica consta in inregistrarea masei probei in functie de
temperaturd sau de timp (M= f(T); m= f(t)) atunci cand, intr-o anumit3
atmosferd, temperatura probei variaza dupa un anumit program (cel mai frecvent se

utilizeaza programe liniare de temperatura, cand proba se incalzeste sau se raceste
cu viteza constanta). Curba obtinuta se numeste curba termogravimetrica (TG), de
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pirolizd sau termograma. Pentru a pune in evidenta etapele procesului investigat,
majoritatea aparatelor de analiza TG traseaza simultan si curba termogravimetrica
derivata (DTG) - (dm/dT = f (T)).

Fiecare material prezinta o curba TG specifica ce poate fi utilizatd pentru
identificare. Totusi, si in cazul analizei TG, apare problema standardizarii care este
dificil de rezolvat, avand in vedere influenta factorilor operationali asupra
rezultatelor termogravimetrice.

Analizele TG se pot aplica pentru reactiile de descompunere in urma carora
rezultd componente gazoase. Pentru o corectda analizd cinetica a unui proces
eterogen, este necesard inregistrarea curbelor de analizd termica la mai multe
viteze de incalzire [215].

Curbele TG/DTG pot fi folosite pentru estimarea calititii unor produse
alimentare (ulei [216], extracte vegetale [217] etc.) prin determinarea parametrilor
cinetici si a perioadei de inductie a oxidarii. De multe ori metodele
termogravimetrice de analiza sunt considerate avantajoase deoarece sunt mai
precise si necesita cantitati mici de substanta, iar rezultatele sunt obtinute rapid.

Mod de lucru

Curbele ne-izoterme TG/DTG ale gelurilor, masei vascoase, obtinute in urma
evaporarii la temperatura camerei timp de 240 ore a extractelor apoase din fructe
de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv Vaccinium vitis-idaea (merisor de munte) a
caror metodologie de obtinere este prezentata in paragraful I11.2.2.2.1, au fost
obtinute cu ajutorul aparatului Netzsch, in atmosfera de azot si conditii dinamice
(viteza de incalzire ce variaza cu 2, 5, 7, 10 respectiv 15°C/min pe intervalul de
temperatura de la 20°C la 400°C. Programul utilizat pentru interpretarea rezultatelor
a fost Netzch Proteus — Thermal Analysis.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in capitolul III - Rezultate si discutii.

I1.6. STUDIUL DE CULOARE IN SPATIULCIELABAL
EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS
RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA

In industria alimentara este foarte important sa se utilizeze ca aditivi si
adjuvanti produse ecologice. In acest sens, este de dorit ca in locul colorantilor
alimentari sintetici, ce pot fi toxici, sa se utilizeze coloranti naturali, extrasi din
plante.

Afinele (Vaccinium myrtillus) si merisoarele (Vaccinium vitis-idaea) sunt
surse de coloranti netoxici. Extragerea acestora si utilizarea lor ca aditivi de colorare
in diferite produse alimentare este un domeniu intens cercetat [218].

In acest subcapitol se face un studiu referitor la culoarea si proprietatile de
colorare ale unor coloranti naturali obtinuti din afine si merisoare.

Dupa cum se stie, culoarea este descrisa de trei proprietati: tonalitatea
culorii, luminozitatea si saturatia acesteia. Puterea de colorare este o masura a
abilitatii relative a unui colorant sau pigment de a modifica culoarea unui alt colorant
la care este adaugat. In mod curent, pigmentii colorati se examineaza in amestec cu
pigmenti albi, de obicei dioxid de titan, in diferite rapoarte de amestecare [219-
228]. Modul de lucru pentru obtinerea pigmentilor colorati (a extractelor apoase -
E1l) din afine si merisoare este redat in paragraful 11.2.2.2.1.
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Prezentul studiu se referd la analiza proprietatilor legate de culoare ale
extractelor obtinute precum: nuanta, strdlucirea, luminozitatea si puterea de
colorare. Analiza acestor proprietati s-a realizat prin amestecarea extractelor cu
dioxid de titan in diferite proportii si aplicarea ulterioard pe suport celulozic. S-au
efectuat masuratori de culoare conform sistemului CIELAB, pentru fiecare compus in
parte avand ca etalon baza alba.

Se cunoaste ca, sistemul CIELAB consta din doud axe a* si b*, care sunt
perpendiculare si reprezintd tonalitatea culorilor (figura 22). A treia axa este
luminozitatea L*, care este perpendiculara pe planul (a* b*) . L* ia valori intre 0
pentru negrul perfect si 100 pentru albul perfect; a* reprezinta calitatea de
rosu/verde a culorii (valorile pozitive semnifica rosu, iar cele negative verde), iar b*
reprezinta calitatea de galben/albastru a culorii (valorile pozitive semnifica galben
iar cele negative albastru).

-g*

Figura 22. - Spatiul CIELAB al culorilor

Axele de coordonate L*, a* si b* definesc spatiul color tridimensional CIE.
Astfel, daca coordonatele L*, a* si b*sunt cunoscute, atunci culoarea este nu numai
descrisa ci si localizata in spatiu. Induntrul acestui sistem, orice culoare poate fi
specificata prin coordonatele L*, a* si b*.

In cadrul prezentului studiu s-au utilizat trei tipuri de iluminanti:

1. Iluminantul D65 - corespunzator luminii zilei, cu o temperatura a culorii
de 6500 K;
2. Iluminantul A - corespunzator unui bec cu incandescentad, cu o
temperatura a culorii de 2856 K;
3. Iluminantul F2 - corespunzator luminii albe fluorescente.

Luand in considerare graficul emisiei pentru spectrul vizual, numit si curba
de distributie relativa a energiei pentru acel iluminant, pentru cei trei iluminanti luati
in studiu, se obtin urmatoarele reprezentari [228]:

e Iluminantul standard CIE D65 (figura 24) reprezinta lumina zilei cu o
temperatura a culorii de 6500 K. El a fost introdus in 1964. Nu
exista actual o sursda de lumind care sa se potriveasca exact cu
iluminantul teoretic. Acest iluminant este aplicat la masuratori de
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culoare pentru a vedea cum arata o culoare care este privitda in
lumina zilei sau cu surse de lumina ce o aproximeaza.

e Iluminantul standard A (figura 23) reprezintd distributia radiatiei
unui bec incandescent cu o temperatura a culorii de 2856 K.

e Iluminantul standard CIE F2 reprezinta Iumina unei surse
fluorescente albe reci (figura 25). Liniile ce ies din graficul continuu
se refera la principalele linii de emisie ale mercurului.
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Figura 23. - Iluminantul A
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"
g1[v|'ll
o
Eml
Em}l- I
o
B
Al
ll.'lml A
I {0 (M
b T TR T A T A '

i wh M
lungimea de unda o)

Figura 25. - Iluminantul F2
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Sursele de lumind afecteazad culoarea. Chiar si o usoara variatie in lumina
solara cu timpul si sezonul joaca un rol considerabil in perceptia culorii. O sursa de
lumind afecteaza culoarea prin spectrul de absorbtie si cel de reflexie si prin
compozitia lui spectrala.

Aceasta aparenta schimbare a culorii in functie de sursa de iluminare este un
tip de dicroism. Fenomenul seamana cu cel observat de majoritatea oamenilor care
constatd ca hainele lor au o culoare la lumina zilei si alta la lumina fluorescenta.

In cadrul determinarilor experimentale s-a lucrat cu 10 probe, cate cinci
pentru fiecare specie, probe care diferda intre ele prin concentratia in pigmenti
colorati (antocianine).

Mod de lucru:

2 mL extract cu continut diferit de antocianine s-a inglobat prin omogenizare
in 20 g baza alba (dioxid de titan). Amestecul obtinut a fost aplicat in strat uniform
pe un suport celulozic apoi s-a lasat la temperatura camerei 24 ore pentru uscare,
dupa care cu ajutorul unui spectrofotometru Minolta 320 s-au efectuat masuratori
de culoare la cei trei iluminanti.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in capitolul III - Rezultate si discutii.

II.7. STUDIUL POSIBILITATILOR DE APLICARE A
EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS
RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA

IN INDUSTRIA ALIMENTARA

I1.7.1. Studiul efectelor antioxidante ale extractelor din fructe
de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea in uleiuri
vegetale

Reactiile de oxidare limiteaza durata de viata (de valabilitate) a produselor
alimentare proaspete sau procesate si reprezinta o mare ingrijorare pentru industria
alimentara [229].

Folosirea antioxidantilor sintetici pentru mentinerea calitatii si a valorii
nutritionale a alimentelor este practicata de mai mult timp in industria alimentara.
Un astfel de exemplu il reprezinta folosirea antioxidantilor pentru controlarea
oxidarii lipidelor, pricipala cauza care duce la dezvoltarea de mirosuri si gusturi
neplacute in uleiurile alimentare precum si in produsele alimentare cu continut de
grasimi.

Antioxidantii sunt substante naturale sau de sinteza care prelungesc durata
de conservare a uleiurilor. Ele trebuie sa fie inofensive din punct de vedere fiziologic
si sa nu influenteze mirosul, gustul sau aspectul uleiului [230, 231].

Antioxidantii apartin unei clase de compusi chimici specifici care poseda
abilitatea de a preveni sau de a reduce gradul reactiilor oxidative in alimente,
produse farmaceutice si in alte produse de larg consum [232]. Acesti compusi - ca
de exemplu acidul ascorbic - sunt prezenti fie natural in alimente fie sunt adaugati
in una dintre etapele de procesare ale acestora.

In general oxidarea alimentelor poate fi prevenita cu ajutorul antioxidantilor
sintetici ca de exemplu tert-butil hidroxianisol (BHA), tert-butil hidroxitoluen (BHT)
si propilgalatii (PG), insa siguranta lor din punct de vedere alimetar a ridicat
numeroase semne de intrebare [229].
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Incercarea de a elimina antioxidantii sintetici din industria alimentara este
un impuls in explorarea surselor naturale de antioxidanti. In acest context un mare
numar de legume, fructe si unele plante sunt deja cunoscute ca fiind surse bogate
de antioxidanti [212, 233-237].

Interesul in ceea ce priveste antioxidantii naturali a crescut datorita faptului
ca, ingredientele ce provin din surse naturale pot avea actiune antioxidanta prin
inhibarea radicalilor lipidici. Compusi antioxidanti ca polifenolii si flavonoidele pot
distruge radicalii liberi ca peroxizii, hidroperoxizii sau lipid-peroxizii si pot inhiba
mecanismele oxidative care duc la aparitia bolilor degenerative (boli
cardiovasculare, cancer etc.) [238-240].

Obiectivul studiului de fatd este examinarea eficientei extractelor de afine si
merigoare in stabilizarea uleiului de armurariu (Silybum marianum) si a uleiului de
sofranel, un ulei ce contine acizi grasi saturati in cantitati relativ mici 1,5% acid
miristic, 3% acid palmitic, 1% acid stearic, fata de continutul in acizi grasi
nesaturati - 0,5% acid arachidonic, 33% acid oleic, 61% acid linoleic. Uleiurile au
fost obtinute prin presare la rece. Studiul a fost realizat asupra uleiurilor ca atare si
asupra emulsiilor lor 20% U/A in timpul pastrarii la temperatura mediului ambiant.
Stabilirea eficientei extractelor s-a realizat prin masurarea produsilor de oxidare
primari si secundari, comparativ cu unii antixidanti sintetici ca: acid ascorbic (de
puritate analitica achizitionat de la Sigma Aldrich, Germania) si tert-
butilhidroxitoluen, BHT (Merck, Germania).

Pregatirea probelor de ulei cu adaus de antioxidanti sintetici si naturali s-a
facut conform tabelului 6:

Tabelul 6.

Pregatirea probelor

Nr.crt. Ulei de armurariu [UA] Nr. Ulei de sofrinel [US]
probi probi
1. 100 mL UA control 8. 100 mL US control
2. 100 mL UA + 0,1% E.V.m. 9. 100 mL US + 0,1% E.V.m.
3. 100 mL UA + 0,5% E.V.m 10. 100 mL US + 0,5% E.V.m
4. 100 mL UA + 0,1% E.V.v.i 11. 100 mL US + 0,1% E.V.v.i
5. 100 mL UA + 0,1% E.V.v.i. 12. 100 mL US + 0,1% E.v.i.
6. 100 mL UA + 200 ppm BHT 13. 100 mL US + 200 ppm BHT
7. 100 mL UA + 200 ppm vit.C 14. 100 mL US + 200 ppm vit.C

E.V.m. = extract alcoolic (E5) din fructe de Vaccinium myrtillus; E.V.v.i. = extract
alcoolic (E5) din fructe de Vaccinium vitis-idaea

Stabilizarea si pastrarea probelor [229]:

Probele astfel pregatite (conform tabelului 6) au fost mentinute timp de 30
de minute la 40°C pentru uniformizarea dispersiei. Probele control (féara adaus de
extract sau antioxidanti sintetici) au fost pregatite, stabilizate si pastrate in acelasi
conditii analitice. Probele astfel stabilizate au fost pastrate timp de 35 de zile la
lumina si temperaturd ambianta (25°C).
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Prepararea emulsiilor 20% ulei in apa

Emulsiile sunt sisteme disperse formate din doua lichide nemiscibile din care
unul este dispersat sub forma de picaturi in cel de-al doilea care devine astfel
mediul de dispersie. Emulsiile difera de celelalte sisteme disperse coloidale printr-un
domeniu larg de marime a picaturilor disperse. Marimea particulelor influenteaza
aspectul acestora:

Marimea particulelor Aspectul emulsiei
Picaturi mai mari de 1 um Emulsie alb-laptoasa
Picaturi intre 1 si 0,1 um Emulsie alb-albastruie
Picaturi intre 0,1 si 0,005 pm Emulsie semitransparenta (translucida)

Micropicaturi de 0,005 um si mai mici | Emulsie transparenta

De reguld emulsiile se obtin prin dispersarea unui lichid in celdlalt -
procedeu numit emulsionare — procesul putand fi realizat prin metode mecanice,
electrice sau folosind ultrasunetele.

Factorii de stabilitate ai emulsiilor sunt legati de cele doua faze ale acestora,
de agentul de emulsionare si de conditiile de preparare.

Acestia pot fi sistematizati dupd cum urmeaza:

e Faza internda - constituentii chimici, marimea particulelor si
distributia lor dupa marime, viscozitatea, concentratia, tensiunea
interfaciala

e Faza externd - viscozitatea, polaritatea si constituentii chimici
Agentul de emulsionare: proprietatile fizice si grosimea filmului din
jurul particulelor, constituentii chimici si concentratia, solubilitatea in
faza continua, pH-ul fazelor.

e Conditile de preparare: temperatura, presiunea, intensitatea
agitarii.

Usurinta obtinerii si stabilitatea emulsiilor sunt foarte mult influentate de
structura moleculara a lichidelor ce se emulsioneaza. Componentele nepolare nu dau
emulsii stabile. Introducerea in molecula a grupelor polare duce la compusi care se
emulsioneaza bine. Pe suprafata picaturii sferice de emulsie se produce orientarea
moleculelor disperse, care se situeaza cu radicalul polar in directia apei si cu cel
nepolar (radicalul hidrocarbonat) ancorat in restul lichidului nemiscibil cu apa.
Radicalii polari din apa se hidrateaza realizand o legdtura intre suprafata si mediu si
stabilizdnd in acest mod sistemul. Emulsionarea se face cu atat mai bine cu cét
tensiunea superficiala la limita de separatie este mai mica [241,242].

Natura fazei uleioase poate avea efect semnificativ asupra formarii si
comportarii emulsiei. Viscozitatea si polaritatea fazei uleioase vor determina
distributia initiald a dimensiunii picaturilor si stabilitatea emulsiei.

Pentru aplicatii in industria alimentara si farmaceutica fazele uleioase
folosite sunt in numar limitat. In cele mai multe cazuri, acestea se bazeazd pe
trigliceride nesaturate de origine vegetala sau animala cum ar fi uleiurile de arahide,
mésline,A susan, porumb, migdale, soia, bumbac, floarea soarelui etc.

In timpul procesului de obtinere a emulsiilor este de preferat o viteza mai
mare de agitare in prima parte si o vitezad mai scazuta in cea de-a doua etapa. Daca
picaturile de emulsie sunt supuse unei viteze intense de amestecare o perioada mai

BUPT



98 Contributii proprii

lunga de timp, ele se vor alungi si se vor rupe in picaturi mai mici, astfel incat
numarul picaturilor multiple se micsoreaza. Daca viteza de amestecare este
insuficientd, picaturile vor fi mai mari ceea ce faciliteaza ecremarea si/sau
coalescenta.

In cursul determindrilor experimentale s-a urmérit efectul concentratiei de
antioxidanti asupra stabilitatii emulsiilor in timp.

In cadrul determinarilor experimentale s-au utilizat:

- ulei de armurariu obtinut prin presare la rece, achizitionat din comert
(viscozitate dinamica n2°¢ = 92 cP -DV-E Viscozimeter BROOKFIELD);

- ulei de sofranel obtinut prin presare la rece, achizitionat din comert
(viscozitate dinamica n2°¢ = 80 cP);

- extracte vegetale alcoolice din fructe de Vaccinium muyrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea, obtinute conform metodologiei descrisa la
paragraful 11.2.2.2.1;

- emulgator hidrofil: monopalmitat de sorbitan polietoxilat (Tween 40,
Merck).

Mod de lucru:

Prepararea emulsiilor s-a facut folosind o metoda modificata a celei descrisa
de Abdalla si Roozen [243, 244]. Emulsiile 20% ulei in apa s-au obtinut din 20 g de
ulei ce contine 0,1%, respectiv 0,5% extract alcoolic din fructele de padure studiate.
S-a addugat Tween 40 (2g) si s-a adus la balon cotat de 100 mL cu apa distilata, iar
apoi s-a supus agitarii cu ajutorul unui multistirer (Vorweck, Thermomix Varoma,
Pentol GmbH-Labortechnik, Grenzach-Wyhlen, Germania) timp de 10 min la 500
rpm si 30°C. Amestecul a fost apoi transvazat intr-un omogenizator Turbo
Ultraturax si agitat la 9500 rpm timp de 2 min si apoi la 500 rpm timp de 5min.
Emulsiile astfel obtinute s-au mentinut timp de 8 zile la temperatura camerei pentru
a monitoriza stabilitatea la oxidare.

Amestecarea fazelor s-a realizat cu un agitator cu doua randuri de palete
inclinate la 459, cu diametrul de 45 mm si latimea de 20 mm. Pe fiecare paleta sunt
prevazute 5 orificii cu diametrul de 3 mm pentru a asigura o distributie mai buna a
lichidului in procesul de agitare si a permite micsorarea presiunii dinamice in timpul
agitarii, respectiv scaderea rezistentei hidraulice. Inclinarea paletelor are rolul de a
asigura nu numai circulatia fluidului in plan orizontal ci si circulatia acestuia prin
curenti verticali, rezultati ca urmare a descompunerii fortei dezvoltate de paleta in
componente radiale si axiale. Impactul dintre jetul de fluid expulzat de palete si
suprafata interna a vasului in care are loc agitarea asigura divizarea avansata a
picaturilor.

Emulsifierea joaca un rol important in stabilitatea oxidativda a picatirilor de
ulei. Marimea acestora afecteaza gradul de oxidare lipidica in emulsiile de tip U/A.

Caracteristicile fizice ale picaturilor pot de asemenea afecta cinetica oxidarii
in emulsii si variaza considerabil in alimente, functie de concentratia, marimea si
starea fizicd a picaturilor. Emulsiile tipice folosite in industria alimentara contin
particule a caror marime variaza de la 0,2 - 100 pm. Studii recente efectuate pe
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emulsii au indicat nevoia de a studia mai intens influenta caracteristicilor picaturilor
asupra oxidarii lipidice [245].

Distributia marimii particulelor s-a masurat prin integrarea luminii divizate
(Mastersizer, Malvern Instruments, Malvern, UK, la firma TECHPharm, Bruchsal)
folosind parametrii optici standard si 1, 2-propandiol ca mediu dispersant.

Nivelul deteriorarii oxidative al probelor de ulei si al emulsiilor 20% U/A, cu
adaus de antioxidanti s-a urmarit in timp prin masurarea valorilor indicilor de
peroxid, continutul in diene conjugate (CD) si triene conjugate (CT) si valoarea
indicelui de p-anisidina.

Determinarea valorii indicelui de peroxid (PV)

Este general acceptat faptul ca, primii produsi formati la oxidarea grasimilor
sunt hidroperoxizii. Hidroperoxizii sunt produsii primari ai oxidarii lipidelor si joaca
un rol important in autooxidarile viitoare ale lipidelor, iar pentru inhibarea formarii si
/sau actiunii acestor specii instabile sunt utilizati antioxidantii ca mijloc al aprecierii
activitatii antioxidante. De exemplu, se determina activitatea antioxidantd a
extractelor vegetale, prin adaugarea acestora in ulei si pastrarea acestuia in diverse
conditii [246, 247].

Indicele de peroxid si perioada de inductie (definitd ca timpul pana indicele
de peroxid atinge valoarea de 20 mechiv Oy/kg) sunt masurati si utilizati pentru a
stabili activitatea relativa a extractelor [48].

Desi valoarea indicelui de peroxid este aplicabila pentru urmarirea formarii
peroxizilor in primele stadii ale oxidarii, metoda este totusi empiricd. Acuratetea
metodei este discutabila. Rezultatele variaza functie de procedeul folosit si functie
de temperatura de lucru [23].

Metoda de determinare a cantitatii de hidroperoxizi formati se bazeaza pe
capacitatea acestora de a elibera I, din KI sau de a oxida Fe2* la Fe3* [248-250].
Reactiile acestei metode sunt:

2KI + CHsCOOH — 2HI + 2 CH;COO K
ROOH + 2HI — ROH + 1, + H,0

|2 + 2N328203_> Na28406 + 2Nal
unde ROOH este hidroperoxidul lipidic

Reactivi:

Solutie acid acetic:cloroform=3:2
Solutie saturata de iodura de potasiu
Solutie de tiosulfat de sodiu 0,01M
Amidon solutie 1%
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Mod de lucru pentru probele de ulei [248, 251]:

Intr-un Erlenmayer cu dop rodat de 250 mL s-au introdus 2,5g ulei. S-au
addugat 15 mL amestec acid acetic:cloroform si s-a agitat pentru dizolvare. S-a
adaugat 0,25 mL solutie saturata de iodura de potasiu si s-a agitat timp de 1 minut
dupa care s-a addugat 15 mL apad distilata. S-a titrat cu solutie de tiosulfat de sodiu
0,01N in prezenta de amidon, panad ce culoarea violeta a disparut. In paralel s-a
realizat o proba martor.

Determinarile s-au efectuat triplicat pentru fiecare proba in parte.

Mod de lucru pentru emulsii [252]:

La 20 mL emulsie s-au adaugat 20 mL diclorometan (agitare 10 secunde si
centrifugare 1 min la 500 rpm) si 5 g de sare. Fractiunea de diclorometan a fost
evaporatd si fractiunile uleioase derivate din emulsie au fost investigate mai departe
in vederea determinarii valorii indicelui de peroxid, a valorii dienelor si trienelor
conjugate respectiv a valorii indicelui de p-anisidina

Indicele de peroxid se calculeaza cu relatia :

IP = (Vp-Vm) :N-1000/mp (6)
unde:
Vp = volumul solutiei de tiosulfat de sodiu 0,01M folosit la tirarea probei
Vv = volumul solutiei de tiosulfat de sodiu 0,01M folosit la titrarea probei
martor
M = molaritatea solutiei de tiosulfat de sodiu
m, = masa probei

Indicele de peroxid se exprima in mechiv O, /kg proba [251].
Determinarea spectrofotometrica a dienelor (CD) si trienelor conjugate (CT) [94]

La oxidarea acizilor grasi polinesaturati, alaturi de hidroperoxizi se formeaza
un sistem de duble legaturi conjugate. S-a demonstrat ca, exista o corelatie intre
absorbanta uleiurilor la 232 nm (care se datoreaza conjugarii dienice) si gradul de
oxidare.

Produsele de autooxidare, adica CD si CT, s-au determinat prin urmarirea
absorbantei la o lungime de unda fixa in regiunea UV (la 232 pentru CD si 268 nm
pentru CT) intr-o masa constanta de proba. O crestere a absorbantei arata ca proba
s-a oxidat.

Reactivi:
2,2,4-trimetilpentan (izooctan, produs Merck)

Mod de lucru:

0,03 g ulei cantarite cu precizie de patru zecimale se introduc intr-un balon
cotat de 25 mL si se aduce la semn cu izooctan; pentru determinarea dienelor
conjugate se masoara absorbanta la 233 nm, iar pentru determinarea trienelor
conjugate se determina absorbanta la 268 nm, fata de un blanc reprezentat de
izooctan [94].
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Valoarea absorbantelor poate fi folosita ca atare, ca masura a oxidarii [94,
252, 253], sau poate fi introdusa intr-o serie de formule de calcul ale procesului de
oxidare.

Determinarea valorii indicelui de p-anisidind [254]

Peroxizii formati ca urmare a autooxidarii acizilor grasi sunt intermediari
instabili, care se descompun intr-o varietate de compusi, multi carbonilici, printre
care 2-alchenaldehide si 2,4-dienaldehide. In prezentda de acid acetic, p-anisidina
reactioneaza cu aldehidele rezultate din descompunerea hidroperoxizilor cu
formarea unui produs de culoare galbena care prezintd un maxim de absorbtie la
350 nm. Valoarea absorbantei molare la 350 nm creste daca aldehida contine o
dubld legaturda. Din acest motiv indicele de p-anisidind este potrivit pentru
determinarea in special a 2-alchenalilor.

Principiul metodei: reactia in solutie acetica a compusilor aldehidici din ulei
cu p-anisidina si citirea extinctiei la 350 nm.

Reactivi:
= Solutie p-anisidina: 2,5 g/L p-anisidina (Merck) in acid acetic glacial
= [zooctan (2,2,4-trimetilpentan, Merck)
= Acid acetic glacial (minim 96%, Reactivul Bucuresti)

Mod de lucru:

0,5g ulei cantarit cu precizie de patru zecimale se introduc intr-un balon
cotat de 10 mL. Pentru solubilizarea uleiului se aduce la semn cu izooctan (solutia
A). Se citeste absorbanta solutiei (Ap) la 350 nm fatd de izooctan, in cuve de cuart
de 1 cm. Intr-o eprubeta se masoara 5 mL solutie A la care se adauga 1 mL solutie
p-anisidind, se agita si se lasa in repaus timp de 10 minute dupa care se masoara
absorbanta la 350 nm (As) folosind ca blanc o solutie formata din 5 mL izooctan si 1
mL solutie p-anisidina. Valoarea indicelui de p-anisidina (p-A.V.) se calculeaza cu
formula:

Ly B(L2A - A)

m

(7)

unde: As = absorbanta solutiei de grasime (solutia A) dupa reactia cu
p- anisidina
Ap = absorbanta solutiei de grasime (solutia A)
m = cantitatea de probd, ing

Rezultatele obtinute sunt prezentate in capitolul III - Rezultate si discutii si
au facut obiectul a 2 lucrari stiintifice dintre care una cotata ISI [284].
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I1.7.2. Studiul efectului extractelor din fructe de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea adaugate in vinurile rosé si
alb in vederea imbunatatirii continutului in compusi fenolici si a
caracteristicilor cromatice ale acestora

Continutul de compusi fenolici constituie unul dintre cei mai importanti
parametrii de calitate ai vinului, datoritd contributiei lor la caracteristicile
organoleptice, la particularitatea culorii, astringenta si taria acestuia [255]. Vinul
este intens studiat datorita modificarilor continue in compozitia acestuia ce au loc in
timpul pastrarii. In timp, s-au efectuat multe studii in incercarea de a descrie
modificarile chimice ce au loc in timpul invechirii vinurilor in sticld si influenta
acestora asupra calitatii senzoriale a vinului.

In timpul maturdrii si invechirii vinului, compusii fenolici participd la
numeroase reactii chimice. Antocianinele sunt transformate progresiv in alti
pigmenti oligomerici si polimerici mai stabili, care duc la modificari importante ale
culorii (de la nuante de rosu stralucitor la nuanta de rosu-caramiziu). Reactiile
considerate responsabile de aparitia acestor modificari de culoare includ: reactii de
condensare indirecta a acetaldehidelor, reactii de copigmentare si asociere [256].
Cele mai rapide modificéri ale caracteristicilor cromatice ale vinurilor rosii au loc in
primul an de pastrare. In acest timp temperatura are o influenta mult mai mare
decat concentratia oxigenului. Un alt factor important care influenteaza culoarea
vinului este durata de pastrare, deoarece cele mai multe modificari ce au loc n
timpul pastrdrii vinului sunt dependente de timp. La vinurile albe, una dintre cele
mai mari probleme este instabilitatea culorii acestuia dupa imbuteliere. Imbrunarea
rezultd in urma oxidarii fenolilor la chinone care prin polimerizare formeaza
macromolecule ce au o nuanta tipica de galben-brun. De obicei imbrunarea
oxidativa a vinurilor albe incepe in primele stadii de vinificare prin reactii enzimatice,
in care esterii acidului hidroxicinamic joaca un rol important. Studii recente au
demonstrat existenta unor noi procese oxidative prin care flavonolii sunt
transformati in pigmenti galbeni de xantiliu, ce contribuie la Tmbrunarea vinului
[257].

Atat din punct de vedere al culorii cat si in ceea ce priveste celelalte
caracteristici, vinurile rosé sunt considerate ca vinuri intermediare intre cele albe si
cele rosii, de cele mai multe ori apropiindu-se de ultimele. Se caracterizeaza prin
plinatate dar si prin suplete, prospetime si fructuozitate, fiind consumate ca vinuri
tinere. Culoarea acestora se apropie de culoarea vinurilor rosii, cu un mare evantai
de nuante, de la portocaliu clar pana la rosu ciresiu deschis [258].

Cunoasterea caracteristicilor cromatice ale vinurilor este deosebit de
importanta, ele fiind un criteriu de calitate definitoriu atat pentru vinul tanar, cat si
pentru vinul supus procesului de maturare si finvechire. Necesitatea definirii
caracteristicilor cromatice ale vinurilor a condus la elaborarea a numeroase metode,
dintre care cele mai folosite sunt cele spectrometrice [259, 260].

S-au luat in studiu doua tipuri de vin imbuteliate, achizitionate din comert:
rosé (din productia anului 2005 respectiv 2006) si Risling (vin alb, productie 2006)
din podgoria Recas la care s-au adaugat extracte din fructe de Vaccinium vitis-idaea
respectiv Vaccinium myrtillus in doua concentratii. Pentru fiecare proba s-a urmarit
determinarea continutului de polifenoli si antocianine totale, precum si
caracteristicile cromatice. S-a lucrat pe un set de 12 probe pregatite astfel:

BUPT



Partea experimentala 103

Tabelul 7.

Pregatirea probelor

Nr. Soi - an de Tip extract adaugat mL
proba recolta extract/L
vin
P1 Rosé - 2006 Extract din fructe de V. vitis-idaea 10
P2 Rosé - 2006 Extract din fructe de V. vitis-idaea 5
P3 Ro sé - 2006 Extract din fructe de V. myrtillus 10
P4 Ro sé - 2006 Extract din fructe de V. myrtillus 5
P5 Ro sé - 2005 Extract din fructe de V. vitis-idaea 10
P6 Ro sé - 2005 Extract din fructe de V. vitis-idaea 5
P7 Ro sé - 2005 Extract din fructe de V. myrtillus 10
P8 Ro sé - 2005 Extract din fructe de V. myrtillus 5
P9 Riesling - 2006 | Extract din fructe de V. vitis-idaea 10
P10 Riesling - 2006 | Extract din fructe de V. myrtillus 10
P11 Riesling - 2006 | Extract din fructe de V. vitis-idaea 5
P12 Riesling - 2006 | Extract din fructe de V. myrtillus 5

*Concentratia extractelor utilizate in pigmenti colorati (antocianine) exprimata ca
mg cianidind/mL extract este: extract alcoolic din fructe de Vaccinium myrtillus
34,14 mg cianidind/mL extract; extract alcoolic din fructe de Vaccinium vitis-idaea
33,09 mg cianidina/mL extract

Metodologia de obtinere a extractelor folosite este prezentata in paragraful
11.2.2.2.1.

Adausul acestora in probele de vin s-a realizat prin injectare prin dopurile de
pluta evitdnd contactul vinului cu oxigenul. Pe parcursul experimentului (2 luni)
probele au fost pastrate la intuneric la o temperaturd de =~ 15 °C.

Inainte de addugarea extractelor in vin s-au efectuat analizele de ruting ale
acestuia in ceea ce priveste continutul in alcool, pH-ul si aciditatea titrabila, conform
OIV, 2006 [261]. De asemenea s-au determinat caracteristicile cromatice ale
vinurilor supuse analizei si cantitatea de compusi fenolici totali din acestea prin
metode spectrofometrice.

Aciditatea titrabild (TA) si pH-ul fiecarui soi de vin achizitionat din comert s-
a determinat folosind un titroprocesor Metrohm 686 (Metrohm Ltd., Switzerland) si
un pH-metru (pH - 330i, WTW, Germania). Aciditatea titrabila, exprimata ca si
continutul in echivalenti de acid tartric (g/L) s-a determinat prin diluarea a 10 mL
vin la balon cotat de 100 mL cu apa distilata si titrarea probei cu NaOH 0,1M la pH =
8,1 [262].

Determinari analitice
1. analiza continutului de antocianine totale: [263]

Reactivi: solutie alcoolica acidulatd: 20 cm3 HCl conc. (d=1,19 g/cm3), se
aduce la balon cotat de 1000 cm?3 cu EtOH 96%.

Mod de lucru: intr-un balon cotat de 10 mL, se masoara 1 mL proba de
analizat (vin) si se aduce la semn cu solutie alcoolica. Se determina absorbanta la
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550 nm fatda de solutia alcoolica acida. Cantitatea de antocianine se determina
conform relatiei:

m = 0,015:Dg (mg/mL) (8)

unde: Do - reprezinta absorbanta probei la 550 nm;
0,015 - coeficient de corelare determinat experimental

2. determinarea polifenolilor totali prin metoda Folin-Ciocalteu:

Principiul metodei: toti compusii fenolici prezenti in vin sunt oxidati de catre
reactivul Folin-Ciocalteu (un amestec de acid fosfowolframic H3PWi12040, i
fosfomolibdenic H3PMo012040), care dupa oxidarea fenolilor este redus la un amestec
de oxizi albastri de wolfram, Wg0.3, respectiv molibden, MogO,3. Coloratia albastra a
amestecului obtinut prezinta un maxim de absorbtie in regiunea 750 nm, si este
proportionald cu cantitatea totala de compusi fenolici prezenti in probe.

Mod de lucru: intr-un balon cotat de 10 mL se masoara 0,1 mL proba vin, 5
mL apa distilata, 0,5 mL reactiv Folin-Ciocalteu, 2 mL solutie carbonat de sodiu,
Na,COs 20%, se agita si se aduce la semn cu apa distilata. Pentru stabilizarea
reactiei, probele se lasa in repaus 30 de minute dupa care se determina absorbanta
la 750 nm fata de un blanc preparat cu apa distilata in locul probei de vin [144,
264]. Rezultatele se exprima ca mg acid galic/L vin pe baza unei curbe de etalonare.

Realizarea curbei etalon pentru determinarea continutului total de fenoli din vin

Solutie standard: 1 mg/mL solutie acid galic monohidrat 98%.

In baloane cotate de 10 mL se masoara: 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mL solutie
standard si se aduce la semn cu apa distilata. La 0,1 mL din fiecare solutie se
adauga 6 mL apa distilata, 0,5 mL reactiv FC si se agita timp de 1 minut. Dupa 1
minut, se adauga 0,15 mL carbonat de sodiu 20%, si se aduce la semn cu apa
distilata. Amestecul se lasa in repaus timp de 1 orad si apoi se citeste absorbanta la
750 nm.
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Figura 26. - Curba de etalonare a acidului galic
3. Determinarea caracteristicilor cromatice

Structura specificd a unor compusi din vinurile rosii, face ca acestia sa
absoarba radiatii de energie relativ scazuta din domeniul spectral vizibil (400-800
nm). Absorbtia nu este limitatd la lumind de o anumita lungime de unda, ci se
produce cu intensitate diferita pe domeniul spectral vizibil. Datoritd faptului ca, in
jurul lungimii de unda de 520 nm, absorbtia este mai puternica, culoarea
predominantd perceputd este cea rosie; se percepe insa si componenta galben-
bruna sub forma de nuanta caramizie, precum si cea albastra, care imprima nuanta
de culoare intunecata, usor albastruie.

La 420 nm absorb compusii fenolici monomeri, dar mai ales polimeri cu
molecule mici, medii si mari, combinatii ale acestora cu aminoacizii sau cu alti
compusi, melanine, derivati xantenici etc., de culoare galbena, portocalie sau bruna.

La 520 nm absorb antocianidinele libere sub forma de cationi flaviliu,
combinatiile tanin-antocianice de dimensiuni moleculare diferite, asociatii
intermoleculare si complecsi de copigmentare ai antocianinelor cu alti compusi,
avand culoarea rosie.

La 620 nm absorb antocianidinele sub forma chinonica, compusi polimeri,
asociatii intermoleculare si complecsi de copigmentare in care este stabilizata forma
chinonica, avand culoare albastra [259].

Determinarea caracteristicilor cromatice prin metoda Glories s-a efectuat pe
vinul nediluat, deoarece prin diluare se modifica echilibrul dintre constituentii
colorati ai vinului.

Densitatea culorii s-a determinat prin masurarea absorbantei probelor de vin
la 420, 520, 620 nm fata de o proba martor (apa distilatd) in cuve de cuart cu
grosimea de 1 cm [256, 265], folosind un spectrofotometru M40-Carl Zeiss Jena.
Determinarile s-au efectuat prin citirea directa la spectrofotometru a absorbantelor
corespunzatoare fiecdrei lungimi de unda in parte.

Metoda Glories stabileste urmatorii parametri de culoare: intensitatea culorii
(I.C."), tenta culorii (T) precum si contributia fiecdrei culori: rosie, galbend si
albastra la culoarea vinului folosind formulele:
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I.C." = As20 + Asz0 + Ae20 (9)
A
T= 2 (10)
A520
Ay - I
420% = F-IOO (11) unde 420% reprezintd contributia
culorii galben la culoarea vinului
520% = IAEZE 100 (12) unde 520% reprezintd contributia
culorii rosu la culoarea vinului
620% = % -100 (13) unde 620% reprezintd contributia

culorii albastru la culoarea vinului

Rezultatele obtinute sunt prezentate in cadrul capitolului III — Rezultate si
discutii si au facut obiectul unei lucrari stiintifice cotata ISI [287].

I1.7.3. Aprecierea stabilitatii cremelor alimetare cu adaus de
extracte din fructe de padure respectiv emulsii U/A ce contin aceste
extracte prin studiul comportarii reologice

Cremele sunt preparate alimentare de consistenta semisolida (moale),
obtinute prin Tncorporarea substantelor active in excipienti (care formeaza baza
cremei) si destinate consumului.

Adausul de extracte de afine si merisor intr-o baza de crema de vanilie

Procedeu de obtinere a amestecului:

Pentru obtinerea amestecului s-au utilizat extracte apoase din fructe de
afine respectiv _merisor, obtinute conform metodologiei de lucru prezentata la
subcapitolul 1I1.2.2.2.1, care au fost inglobate intr-o baza de crema alimentara
obtinuta prin Directia de Control si Avizare a produselor alimentare Alba Iulia.
Crema de vanilie, umplutura pentru biscuiti este formata dintr-un amestec de: apa,
zahar, amidon modificat din porumb, grasime vegetald, stabilizator
(carboximetilceluloza - E 466), sare, agent de acidifiere (acid tartric), conservant
(sorbat de potasiu), colorant (tartrazina, sunset yellow, dioxid de titan), vaniling,
polisorbat 60.

La 40 g baza de crema s-au adaugat 0,2 mL extract din fructe de afine
respectiv merisoare (extracte E5 apoase cu un continut de polifenoli totali exprimati
ca echivalenti acid galic: extract apos din fructe de Vaccinium myrtillus 59,75 mg
GAE/mL respectiv extract apos din fructe de Vaccinium vitis-idaea 58,45 mg
GAE/mL), amestecandu-se bine (prin mojarare). Crema astfel preparatd a fost
introdusa in recipiente de sticld, acoperite si pastrate la rece la frigider la
temperatura de aproximativ 10°C.
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Adausul de emulsii U/A cu continut de extract din afine in baza de crema de vanilie

Procedeu de obtinere a amestecului:

Pentru obtinerea acestor amestecuri s-au folosit emulsii 20% U/A ale
uleiurilor de armurariu respectiv sofranel obtinute conform metodologiei de lucru
prezentatd in subcapitolul II.7.1.

La 40 g baza de crema s-au adaugat 4 mL emulsie 20% ulei de armurariu in
apa respectiv emulsie 20% ulei de sofrdanel in apa ce contin 0,5% extract din fructe
de Vaccinium myrtillus (59,75 mg GAE/mL extract), amestecédndu-se bine iar
amestecul obtinut s-a pastrat la frigider.

Analiza comportamentului reologic al amestecurilor obtinute

Generalitati

Cunoasterea caracteristicilor si a proprietatilor fizico-mecanice presupuse in
abordarea reologica a starii comportamentale a unor materiale ajuta, pe de alta
parte, si tehnologia moderna de prelucrare a acestora.

Studiul reologic al proprietatilor mecanice releva numeroase caracteristici
structural-morfologice care influenteaza aceste proprietati, concomitent cu procesele
elementare proprii curgerii si deformarii materiei [266].

Sub actiunea unor solicitari externe toate corpurile, cu exceptia rigidului, se
deformeaza. Marimea deformatiei si a vitezei de deformare depind de marimea
solicitarii si de proprietatile reologice ale corpului.

Lichidele vascoase supuse la solicitari, se deformeaza continuu tn timp,
deformatia este dependenta de timpul de solicitare. Viteza de deformare depinde de
marimea solicitarii. La aceste corpuri solicitarea se coreleaza cu viteza de deformare
(v)-

Fluidele vascoelastice sub actiunea solicitarilor se deformeaza continuu, iar
in timp curg, fara sa ajunga la o stare de echilibru a deformatiei, iar viscozitatea
este o masura a fortelor de rezistenta. Dupa suprimarea solicitarii, datorita
componentei elastice, o parte din deformatie se recupereaza.

Exprimarea comportarii reologice a corpurilor vascoelastice se face cu
ajutorul unor ecuatii care reprezinta dependenta intre tensiuni si deformatii, viteze
de deformare si coeficienti de material. Toate ecuatiile sunt valabile numai cu regim
laminar, in conditii izoterme.

Ecuatiile reologice sau constitutive se obtin pe baza unor consideratii
analoage (mecanice sau electrice), analitice, pe baza unor consideratii fenomeno-
logice sau prin modelarea empirica a datelor experimentale [267].

Conditiile de investigare

Caracterizarea reologica a fost realizata in cadrul laboratorului de Fenomene
de Transfer al Universitatii Politehnica din Timisoara, utilizdnd un viscozimetru
rotational RHEOTEST - 2 care permite masurarea momentului de torsiune ce apare
datorita stratului inelar de substanta introdus intre un cilindru fix si altul rotit cu
turatie cunoscutd. Momentul de torsiune este corelat cu tensiunea de forfecare T,
iar turatia si grosimea stratului inelar determina viteza de deformare vy.

Masuratorile au fost determinate in conditii de termostatare.

Comportarea reologica se reda prin reprezentarea T = f(y). Curbele ce
redau dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru
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probele analizate au fost obtinute pentru temperatura T; = 229C respectiv T, =
350C.

In cadrul capitolului III-Rezultate si discutii este redatd comportarea
reologica a cremelor analizate.

I1.8. STUDIUL EFECTELOR UNOR EXTRACTE DIN FRUCTE DE
VACCINIUM MYRTILLUS RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA
ASUPRA UNOR PARAMETRII BIOCHIMICI SI ASUPRA UNOR
ENZIME REDUCATOARE LA COBAI

Studii recente au aratat ca, extractele din fructe de padure, in particular
fragi si fructe apartinand genului Vaccinium manifesta in vitro efecte antioxidante si
anticancer, efecte ce se datoreaza in mare parte compusilor polifenolici.

Principalul motiv care std la baza interesului manifestat fatda de compusii
polifenolici este recunoasterea proprietatilor antioxidante ale acestora, marea lor
abundenta in alimentatia noastra si rolul lor probabil in prevenirea diferitelor boli
asociate cu stresul oxidativ, cum ar fi cancerul si bolile cardiovasculare. Pe
deasupra, polifenolii, care constituie substantele active ce se gasesc in multe dintre
plantele medicinale, influenteaza activitatea unui lung sir de enzime si receptori
celulari.

Pigmentii antocianici, sunt des intaniti in hrana oamenilor datoritd prezentei
lor in fructe, legume si bauturi. Ei sunt implicati in numeroase activitati biologice
inclusiv activitate antioxidanta, antiinflamatoare si anticancer. Pentru o buna
intelegere a efectelor lor pozitive, este necesara cunoasterea metabolismului
acestora. S-a dovedit faptul ca, antocianinele sunt rapid absorbite si apar in plasma
animalelor si in plasma umana sub forma de glicozide [268-271].

in colaborare cu Catedra de Biochimie a Facultatii de Medicind Veterinard a
Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara a Banatului Timisoara, au fost
efectuate cercetari cu scopul de a identifica:

e Modificari ce apar la nivelul principalilor parametri sanguini

e Modificari ce apar la nivelul activitatii unor enzime eritrocitare
e Modificari ce apar la nivelul unor organe

e Modificari ce apar la nivelul formulei leucocitare

la cobai tratati cu extract apos din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium
vitis-idaea [272-275].

S-au determinat parametri biochimici: malondialdehida (MDA) si glutationul
(GSH), indicatori ai instalarii stresului oxidativ; activitatile enzimelor oxido-
reducatoare: glutation peroxidaza (GSH-px), (E.C.1.11.1.9), glutation reductaza
(GSH-red), (E.C.1.6.4.2), catalaza eritrocitara (CAT), (E.C.1.11.1.6) si superoxid
dismutaza (SOD), (E.C.1.15.1.1.) precum si activitatile fosfatazei alcaline (PA),
(E.C.2.6.1.12), alanin amino transferazei (ALAT), (E.C.2.6.1.2) si aspartat amino
transferazei (ASAT), (E.C.2.6.1.1).

Au fost determinate de asemenea modificarile care apar la nivelul unor
organe (ficat, rinichi, splind) si modificarile care apar la nivelul formulei leucocitare.
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Metode de lucru:
Prepararea hemolizatului

Se preleveaza 1 ml sange, se centrifugheaza 10 minute si se indeparteaza
stratul superior. Se adauga 5 ml solutie izotonica de NaCl 0.85% si se agita bine, se
centrifugheaza; se preleveaza supernatantul si se repeta spalarea de 3 ori.

Se adauga 0.2ml eritrocit la un volum de cel putin 4 ml H,O bidistilata si se
lasa in repaus 10 minute la temperatura camerei. Se agita bine, se centrifugheaza
pentru indepartarea stromei si se retine supernatantul.

Determinarea malondialdehidei (MDA)

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe reactia dintre malondialdehida cu
acidul tiobarbituric, rezultand un produs colorat.

Modul de lucru

Se intocmeste o curba etalon conform tabelului de mai jos.
Eprubeta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ml 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
sol.standard
ml apa 49,5 49 48,5 48 | 47,5| 47 | 46,5 | 46 | 45,5 | 45
Conc. etalon 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
pmol/|

Se pregatesc 3 probe: proba de analizat, martor si etaloane. Peste 0,5 ml
plasma se adauga 0,5 ml reactiv de lucru 4 , in martor se adauga 0,5 ml apa
distilata si 0,5 ml reactiv de lucru 4, iar in etaloane peste 0,5 ml din fiecare etalon
se adauga 0,5 ml reactiv de lucru 4. Se mentin eprubetele in baia de apa la fierbere
timp de 30 minute, se centrifugeaza si se determina extinctia supernatantului la 532
um.

Reactivi:
1. Reactiv TBA: 0,7 g acid tiobarbituric (TBA, Merck) se dizolva in acid percloric 10%
prin incalzire la 50°C. (solutia e stabila 4 saptamani la 20°C).
2. Acid tricloracetic: 20%.
3. Standard MDA: 164 mg 1,1,3,3 tetrahidroxipropan se dizolva in apa
4. Reactiv de lucru: 1 parte reactiv 1+3 parti reactiv 2.

Determinarea glutationului

Principiul metodei

Glutationul redus formeaza cu acidul dinitro tiobarbituric (DNTB) un produs
colorat care are maximum de absorbtie la 412 um.

Modul de lucru:
0,2 ml sange total se hemolizeaza cu 2 ml apa.
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0,1 ml hemolizat se trateazd cu 5 ml reactiv Drabkin, pentru determinarea
hemoglobinei din hemolizat.
Pentru determinarea glutationului se procedeaza astfel:

‘ Reactivi Proba Martor
(blanc)
1. Hemolizat 2 ml -
2. Apa distilata - 2ml
3. Agent de precipitare (acid metafosforic 3ml 3ml
glacial si EDTANa,, NaCl)
Se lasa in repaus 5 minute si se filtreaza
4. Filtrat 2 ml 2 ml
5. Na;HPO4 0,3 M 8 8
6 DNTB 1 1
Se citeste extinctia la 412 nm
Calculul:

A, - A,
Conc.glutation ((u moli/g Hb) = ——-30,4  (14)
cH,
unde:A, = absorbanta probei
Am = absorbanta probei martor

cHp = concentratia Hp din hemolizat
Determinarea glutation peroxidazei

Principiul metodei:
Glutation peroxidaza (G-SHpx) catalizeaza descompunerea apei oxigenate sau
a unui hidroperoxid avand ca donor de hidrogen glutationul redus.

G-SH,,
2G-SH + H,0, Ty §SS-G+ 2H,0

2G-SH + R_o_o_H—p)(» G-S-S-G + R-OH + 2H,0

Tert-butil peroxidul este cel mai potrivit substrat pentru determinarea
enzimei. Rata formarii glutationului oxidat este masurata cu ajutorul glutation
reductazei (G-SHyeq) iar oxidarea NADPH + H* este urmarita la 360 nm.

G-SH - red

G-S5-S-G + NADPH + H* — 2 G-SH + NADP+
Modul de lucru:

In cuve cu un volum critic de 1 ml sunt addugati urmétorii reactivi, conform
tabelului de mai jos:
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Reactivi Martor
(blanc)(pl)
1 Tris-HCI, 1M EDTA 5m M, pH 8 100 100
2 Glutation G-SH 0,1M 20 20
3 Glutation reductaza, 10 n/ml 100 100
4 NADPH + H*, 2m M 100 100
5 Hemolizat 1:20 10 10
6 Apa distilata 670 660
Se incubeaza la 37°C timp de 10 minute
7 Butilhidroxiperoxid 7 mM - 10

Rata va fi de aproximativ 0,015-0,02 OD unit/min, care se exprima in UI/g Hb.

AE
Glu-px (p moli/g Hb) = ——-32.15 (15)

Hm
Anm = absorbanta hemolizatului
Determinarea glutation reductazei
Principiul metodei:
Glutation peroxidaza catalizeaza reactia:
G-SH - red
G-S-S-G + NADPH + H* > 2 G-SH + NADP*

Modul de lucru:
Se realizeaza proba si martorul (blanc) conform tabelului de mai jos.

Nr. Reactivi Proba Martor ‘
Crt
1. | Sol NADH+H* 6mM 0,5 0,5
2. Apad distilata - 0,1
3. Hemolizat 0,1 -
Se incubeaza 5 minute la 37°C
4. | G-5-5-G | 0,1 | 0,1
Se citeste extinctia la 360 nm
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Calculul:
E, -E, 2120

Glu - red (pu moli/g Hb) =
min cH,

(16)

cHp = conc. Hp din hemolizat
Oxidarea NADPH+H* este urmarita la 360 nm.

Determinarea catalazei eritrocitare

Principiul metodei.

Catalaza sanguind s-a determinat prin metoda colorimetricad Sinha. Aceasta
metoda se bazeaza pe faptul ca dicromatul de potasiu este redus in mediul acid, de
catre peroxidul de hidrogen la acetat cromic, compus colorat in verde care se poate
fotocolorimetra la 570 nm.

Catalaza sanguina se lasa sa actioneze asupra unei cantitati fixe de H,03, o
perioadd determinata de timp, apoi reactia enzimatica este opritd prin addaugarea
unui amestec de dicromat de potasiu in solutie de acid acetic glacial, iar cantitatea
de H,0; ramasa este determinata prin diferenta fata de o proba etalon.

Reactivi: - tampon fosfat dupa S6rensen:

a. fosfat monopotasic 66,7 mM. KH,PO4 - se usuca 1-2 h la 110°C 9,8 g
KH,PO4, se solva in apa demineralizata si lipsita de CO- si se dilueaza la 1000 ml;

b. fosfat disodic 66,7 mM - sarea anhidra - se usuca 1-2 hla 110°C 9,479 g
NazHPO4, se solva in apa demineralizata si lipsitd de CO;, se completeaza la 1000
ml.

Se amesteca 39,2 ml din solutia a cu 60,8 ml din solutia b si se aduce la
100 ml cu apa demineralizata pentru a se obtine un pH = 7.

- H202 0.16m

- Solutie bicromat de potasiu 0.1%

- CH3COOH glacial

Modul de lucru: peste 0,1 ml de sange s-au adaugat 0,4 ml solutie tampon
fosfat cu pH = 7 si 0,5 ml H,0, 0,16 M. Dupa o scurta agitare, s-a incubat un minut
la termostat la temperatura de 25° C. S-au adaugat apoi 2 ml solutie de K>Cr207 1%
in acid acetic glacial. Probele s-au supus apoi fierberii timp de 10 minute, apoi
solutiile s-au racit sub jet de apa si s-au citit absorbantele la A 570 nm.

In paralel s-a efectuat si o proba etalon cu 0,5 ml H,0, 0,16 M.

Calculul :
Activitatea catalazica (UM H202/min,ml) = E etalon — Eprobs/ E etaionX 10 X dilutie  (17)
Determinarea superoxid dismutazei (SOD)
Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe capacitatea superoxid dismutazei
de a inhiba reducerea sarii de tetrazoliu -Nitro Blue Tetrazolin (NBT), de catre
radicalii superoxid. O unitate enzimatica de SOD reprezintd cantitatea de enzima

care produce 50% inhibitie in conditii standard. Radicalii superoxid sunt generati in
mediu de reactie prin fotoreducerea riboflavinei.
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Modul de lucru: Mediul de reactie al probei contine:
1. 2,55 ml solutie tampon fosfat;
2. 0,20 ml solutie EDTANay;
3. 0,1 ml plasma sau hemolizat;
4. 0,1 ml solutie NBT;
5. 0,05 ml solutie riboflavina.

Paralel se face o proba martor cu aceeasi compozitie, cu exceptia
hemolizatului care va fi inlocuit cu solutie tampon.

Martorul si proba au fost supuse iluminarii timp de 5 minute la un bec de
neon intr-o incintd intunecatd, dupa care se citeste extinctia la 560 nm.

In martor, deoarece lipseste enzima, radicalii superoxid formati prin
fotoreducerea riboflavinei, reduc sarea de tetrazoliu la un formazan, intensitatea
culorii albastre fiind maxima (100% inhibitie).

In probd, SOD descompune o parte din radicalii superoxid, iar cantitatea de
formazan formata este mai mica.

Procentul de inhibitie realizat de enzima din proba se calculeaza utilizand
relatia:

A
100—pr100 =a% inhibitie  (18)

Pentru a exprima rezultatele obtinute in unitati enzimatice, a% inhibitie se
raporteaza la mg/mL proteina in proba.

i
U/m a%inhibitie

9 = S0%inhibitie -mg/ml

(19)

Reactivi:

solutia NBT -1,5mM in apa distilata;

solutie EDTANa; 0,1 M in apa distilata adusa la pH 7,8 cu NaOH 0,1 M;
solutie riboflavina 0,12 M in apa distilata.;

solutie tampon fosfat de potasiu 36 mM, pH =7,8.

OBS: Ceilalti parametri Ca, Mg, P, proteine precum si transaminazele, GGT-ul si
fosfataza alcalina au fost determinate pe ANALIZOR BIOCHIMIC- HOSPITEX, 2007,
utilizdnd diagrame de control si kituri specifice de la firma Radelkis.

I1.9. STUDIUL PROPRIETATILOR ANTIMICROBIENE A
EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS
RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA

Determinarea activitatii antimicrobiene a extractelor din fructe de padure s-
a realizat prin metoda difuzimetrica [276, 277]. Metoda difuzimetrica, cunoscuta in
literatura de specialitate sub denumirea de Testul Kirby-Bauer consta in principiu in
plasarea pe suprafata unui mediu potrivit (geloza-agar pentru bacterii) respectiv
Sabourand (glucoza agar pentru fungi) a unor rondele impregnate cu substanta de
testat, mediul fiind in prealabil inoculat cu o suspensie bacteriana/fungica pura.
Dupa incubare, zonele de inhibitie sunt masurate iar valorile diametrelor sunt
traduse in urmatoarele categorii stabilite in standard: susceptibil cdnd d> 17 mm,
intermediar pentru valori ale diametrelor cuprinse intre 12 si 17 mm, rezistent cand
d< 12 mm.
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Mod de lucru:

Activitatea antimicrobiana a sucului brut si a extractelor apoase din fructe
de Vaccinium myrtillus si Vaccinium vitis-idaea, determinata prin metoda difuziei in
agar cu discuri impregnate (metoda difuzimetricd) a fost testata pe trei specii
bacteriene: bacterie gram pozitivda Staphylococcus aureus — ATCC 25923, gram
negative: Escherichia Coli - ATCC 35298, Proteus mirabilis.

Reactivi: - medii de cultivare (gelozd-sénge CLED, MacConkey, Chapman)
- mediu de culturd pentru activitatea antimicrobiana (Muller-Hinton
agar)
Inainte de efectuarea antibiogramelor, tulpinile de referintd au fost cultivate

in modul urmator:
- Staphylococcus aureus pe mediile geloza-sange si Chapman
- Escherichia Coli pe mediile geloza-sange, CLED, MacConkey
- Proteus mirabilis pe mediile geloza-sange, CLED, MacConkey

Dupa obtinerea de colonii izolate pe mediile selective sus mentionate am
suspendat inoculi de bacterii in ser fiziologic steril pana cand densitatea suspensiei
testate a egalat turbiditatea standardului echivalent unei concentratii de 3-108/mL
McFarland. Cutiile Petri (cu diametrul de 9 cm) ce contin mediul Miller-Hinton agar
au fost inoculate cu 1 mL de suspensie microbiand. Suspensia a fost raspandita pe
intreaga suprafata a placii cu ajutorul unui tampon steril prin metoda dispersiei in 4
directii pentru acoperirea completa a suprafetei.

Dupa aceasta, suprafata mediului din placile Petri a fost |asata sa se usuce la
temperatura camerei timp de maxim 15 minute.

Discurile de hartie de filtru (rondele cu diametrul de 6 mm, sterilizate in
prealabil la pupinel intr-o placa Petri din sticla timp de 1 ora la 180°C) au fost
impregnate cu 80 pL:

- Suc de merisoare
- Extract apos de merisoare
- Extract apos de afine
- Suc de afine.

Discurile astfel impregnate si uscate in placi Petri sterile au fost aplicate
aseptic pe suprafata fiecarei placi Petri pentru antibiograme cu ajutorul unei pensete
sterile.

Fiecare disc a fost usor presat pentru a asigura un contact bun cu suprafata
mediului. Placile inoculate au fost incubate timp de 20 de ore la 37°C (in termostat).
Zonele de inhibitie au fost exprimate ca media a trei analize independente.
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REZULTATE SI DISCUTII

III.1. CARACTERIZAREA EXTRACTELOR REALIZATE DIN

FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS RESPECTIV
VACCINIUM VITIS-IDAEA

Asa cum s-a prezentat in prima parte a lucrarii, in literaturda exista
numeroase date care atesta legatura directa dintre capacitatea antioxidanta,

continutul de polifenoli totali si flavonoide totale [148, 149, 192, 206, 210].

Analiza cantitativa a compusilor polifenolici si a flavonoidelor din fructele de
Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea s-a realizat initial prin metodele
descrise de Farmacopeea Romana [208]. Continutul in polifenoli totali a materialului
vegetal analizat conform Farmacopeei este prezentat in tabelul 8.

respectiv Vaccinium vitis-idaea

Produs vegetal

Fructe Vaccinium  vitis-
idaea (2005)

Fructe Vaccinium  vitis-
idaea (2006)

Fructe Vaccinium myrtillus
(2005)

Fructe Vaccinium myrtillus
(2006)

Absorbanta
la 660 nm

0,4779
0,6720
0,5113

0,6241

Continutul total
de polifenoli (mg
pirocatechina)

0,0227
0,0331
0,0245

0,0305

Tabelul 8.
Continutul de polifenoli tip pirocatechina din fructele de Vaccinium myrtillus

%

Compusi
fenolici

11,35
16,55
12,25

15,25
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Continutul de compusi polifenolici in fructele de Vaccinium myrtillus
respectiv Vaccinium vitis-idaea
18}
16

14
121
10

% Polifenoli

ol\)-bq’oo

fructe
Vaccinium

fructe

fructe

S Vaccinium . fructe
vitis-idaea 2005
vitis-idaea 2006 mvftﬁﬂzluzrgos Vvaccinium
Y myrtillus 2006

Figura 27. - Variatia continutului de polifenoli in fructele de Vaccinium myrtillus respectiv

Vaccinium vitis-idaea

Rezultatele obtinute experimental indica un continut de compusi fenolici de
tip pirocatechina mai ridicat in fructele culese in anul 2006. Se observa ca, in anul
2005 fructele de Vaccinium myrtillus erau mai bogate in polifenoli de tip
pirocatechina decat fructele de Vaccinium vitis-idaea, in schimb in anul 2006 situatia

este inversa.

Continutul in flavonoide al fructelor analizate exprimat ca % rutind este

prezentat in tabelul 9.

Tabelul 9.
Continutul total de flavonoide exprimat in rutina
Produs vegetal Flavonoide g%
(exprimate in rutina, %)
Fructe Vaccinium vitis idaea (2005) 1,9814
Fructe Vaccinium vitis idaea (2006) 2,1525
Fructe Vaccinium myrtillus (2005) 1,1644
Fructe Vaccinium myrtillus (2006) 1,2753
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Continutul de flavonoide al fructelor de Vaccinium myrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea

/\

2.51
2
Flavonoide 15
(% Rutina)
1
0.5
0
fructe fructe
Vaccinium vaccinium Vaccinium fructe
vitis-idaea vitis-idaea myrtillus Vaccinium
2005 2006 2005 myrtillus 2006

Figura 28. - Variatia continutului de flavonoide in fructele de Vaccinium myrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea

Cel mai mare continut in flavonoide se observa in cazul fructelor de
Vaccinium vitis-idaea (2006), iar cel mai mic in cazul fructelor de Vaccinium
myrtillus (2005). Variatia continutului de flavonoide respectiv polifenoli din acelasi
tip de material vegetal, cules din aceeasi regiune se poate datora conditiilor de
mediu din anul respectiv.

II1.1.1. Caracterizarea extractelor obtinute prin extractie dinamica
cu solutii etanolice respectiv metanolice la temperatura camerei

Rezultatele obtinute pentru continutul de fenoli totali (metoda Folin
Ciocalteu [146]) flavonoide totale [210] precum si pentru raportul dintre acestea in
extractele etanolice si metanolice obtinute din fructe de Vaccinium myrtillus
respectiv activitatea antioxidanta [83] a extractelor sunt prezentate in tabelele 10 si
11, iar in figurile 29 si 30 este prezentata variatia continutului de fenoli totali
respectiv flavonoide totale in extractele analizate.
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Tabelul 10.
Continutul de fenoli totali, flavonoide totale in extractele etanolice obtinute din
fructe de Vaccinium myrtillus

Nr. Solvent Fenoli totali Flavonoide Flavonoide/ Activitate
Crt folositla (mg GAE/ totale Fenoli totali antioxidanta
extractie 100 g fructe) | (mgCE/100 [%]
g fructe)
1. 20% EtOH 258,2 160 0,62 87,26
2. 30% EtOH 354,8 282,1 0,79 87,67
3. 50% EtOH 410,6 359,8 0,87 88,15
4. 70% EtOH 416,8 396,3 0,95 89,32
5. 80% EtOH 716 511,1 0,71 89,73
6. 94% EtOH 683,6 501,8 0,73 88,54

 /{\( 800
\

-700

Fenoli totali

600
(mg GAE/100 g

| 500 fructe)

400 1 vonoide totale

300
(mg CE/100 g fructe)

94%

Figura 29. - Variatia continutului de fenoli totali respectiv flavonoide totale in extractele
etanolice din fructe de Vaccinium myrtillus
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Tabelul 11.
Continutul de fenoli totali, flavonoide totale in extractele metanolice obtinute din
fructe de Vaccinium myrtillus

Nr. Solvent Fenoli Flavonoide Flavonoide/ Activitate

Crt. folositla totali (mg totale Fenoli totali antioxidanta
extractie GAE/ 100g (mg CE/100g [%]

fructe) fructe)

1 20% MeOH 434,8 292,4 0,67 87,94

2 30% MeOH 535,8 350 0,65 88,21

3 50% MeOH 575,6 409,9 0,71 86,61

4 70% MeOH 670,6 484,9 0,72 86,22

5 80% MeOH 711 533,6 0,75 87,21

6 96% MeOH 714 549,6 0,77 87,37

Analizand comparativ continutul in fenoli totali a celor doua extracte (figura
29 si 30) se constata cd, cel mai mare continut in fenoli totali s-a inregistrat in
extractul obtinut cu solutie etanolicd 80%, urmat de extractul obtinut cu solutie
metanolicd 96%. In extractele pentru obtinerea carora s-a folosit etanol de
concentratie 80% respectiv metanol de concentratie 80% continutul de fenoli totali
inregistrat a fost apropiat.

Fenoli totali

(mg GAE/100 g
fructe)
-300 Flavonoide totale

'Zo?m g CE/100 g fructe)
-100

-0

96%

Figura 30. - Variatia continutului de fenoli totali respectiv flavonoide totale in extractele
metanolice din fructe de Vaccinium myrtillus

in extractele pentru obtinerea cdrora s-a folosit EtOH 70% respectiv MeOH
70% se observa o diferenta majorda intre continutul de fenoli totali (416,8 mg
GAE/100 g fructe versus 670,6 mg GAE/100 g fructe) la valori apropiate ale
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continutului de flavonoide totale (396,3 mg CE/100 g versus 484,9 mg CE/100 g
fructe).

O discutie asupra acestei diferente ar avea un grad destul de mare de
nesiguranta datorita numarului relativ redus de analize efectuate. Cel mai bun
solvent folosit pentru extractia compusilor fenolici din fructe uscate de Vaccinium
myrtillus s-a dovedit a fi metanolul dar pentru industria alimentara etanolul este mai
convenabil. Din acest studiu s-a observat ca extractele etanolice au o buna
activitate antioxidantd (in medie >88%)

In tabelele 12 si 13 sunt prezentate datele referitoare la continutul de fenoli
totali respectiv flavonoide totale inregistrate in extractele etanolice si metanolice
obtinute din suc de fructe de Vaccinium vitis-idaea.

Tabelul 12.
Continutul de fenoli totali, flavonoide totale in extractele etanolice obtinute din suc
de fructe de Vaccinium vitis-idaea

Nr. Solvent Fenoli Flavonoide Flavonoide/ Activitate

Crt. folositla totali (mg totale Fenoli totali antioxidanta
extractie GAE/ L (mg CE/ [%]

suc) L suc)

1. 20% EtOH 929,65 252,96 0,27 83,31

2. 30% EtOH 1126,34 320,60 0,28 88,55

3. 50% EtOH 1084,63 329,76 0,30 89,08

4. 70% EtOH 1248,07 411,48 0,33 87,86

5. 80% EtOH 1155,60 375,77 0,32 90,99

6. 94% EtOH 1094,70 359,97 0,33 89,30

Fenoli totali

(mg GAE/100 g
fructe)

94%

Figura 31. - Variatia continutului de fenoli totali respectiv flavonoide totale in extractele
etanolice din suc de fructe de Vaccinium vitis-idaea
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Tabelul 13.
Continutul de fenoli totali, flavonoide totale in extractele metanolice obtinute din suc
de fructe de Vaccinium vitis-idaea

Nr. Solvent Fenoli Flavonoide Flavonoide/ Activitate

Crt. folositla totali (mg totale Fenoli totali antioxidanta
extractie GAE/ L (mg CE/ [%]

suc) L suc)

1 20% MeOH 857,99 274,82 0,32 87,94

2 30% MeOH 964,44 302,17 0,31 88,21

3 50% MeOH 982,07 321,29 0,32 86,61

4 70% MeOH 1113,93 357,12 0,32 86,22

5 80% MeOH 1153,99 361,58 0,31 88,21

6 96% MeOH 1151,70 369,36 0,32 87,37

In grupul extractelor metanolice obtinute din suc de fructe de Vaccinium
vitis-idaea raportul flavonoide totale/fenoli totali este aproximativ egal. In cazul
extractelor etanolice, cel mai mare continut de fenoli totali respectiv flavonoide
totale s-a inregistrat la folosirea ca solvent de extractie a etanolului de concentratie
70% in timp ce in cazul extractelor metanolice, folosirea metanolului de concentratie
80% s-a dovedit a fi cel mai bun solvent pentru extractia compusilor fenolici.

Rezultatele obtinute in urma utilizarii la extractie a metanolului 80%
respectiv 96% sunt aproape similare. Desi cele mai mari cantitati de fenoli totali s-
au finregistrat in cazul extractelor metanolice, datele obtinute de noi reflecta de
asemenea un continut mare de fenoli totali in extractele etanolice, la o concentratie
a etanolului folosit la extractie intre 30-94% (>1000 mg GAE/L suc).

Fenoli totali

(mg GAE/100 g
fructe)

96%

Figura 32. - Variatia continutului de fenoli totali respectiv flavonoide totale in extractele
metanolice din suc de fructe de Vaccinium vitis-idaea
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S-a analizat activitatea antioxidanta a tuturor extractelor obtinute, activitate
care a fost comparatd cu activitatea antioxidantda a solutiilor de standarde,
antocianidine de tipul peonidina, malvidina, delfinidind, cianidind cu structura
flavonoidica (C=10"* g/L) precum si cu activitatea antioxidanta a unui antioxidant
sintetic des utilizat in industria alimentara t-butil-hidroxitoluen (BHT, C=10"* g/L).
Difenta ce se observa intre activitatea antioxidantd a extractelor analizate poate fi
atribuita concentratiilor de fenoli respectiv flavonoide totale prezente in acestea.

Capacitatea de captare a radicalilor DPPH (activitatea antioxidantd) a
solutiilor standardelor analizate si a solutiei de BHT este prezentata in tabelul 14.

Tabelul 14.
Activitatea antioxidantd a solutiilor standard de flavonoide (C=10% g/L ) si a unui
antioxidant sintetic BHT (C=10* g/L)

Solutie standard Peonidina | Malvidina | Delfinidina Cianidina BHT

Activitate ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
antioxidants, [%] 12,32 26,82 78,79 73,27 88,29

in tabelul 15 sunt prezentate valorile absorbantelor probelor etalon la 517 nm.

Tabelul 15.
Variatia absorbantelor solutiilor probelor etalon de flavonoide
si de antioxidant sintetic

Timp Peonidina Malvidina Delfinidina Cianidina

[min]
0 0,9693 0,9693 0,9693 0,9693 0,9693
1 0,9603 0,9657 0,5893 0,8779 0,9575
5 0,9478 0,9230 0,2641 0,5159 0,8756
10 0,9344 0,8949 0,2616 0,4107 0,6627
15 0,9275 0,8700 0,2575 0,3588 0,5662
20 0,9242 0,8582 0,2518 0,3336 0,4235
25 0,9187 0,8379 0,2429 0,3121 0,3617
30 0,9141 0,8084 0,2407 0,2904 0,2299
35 0,9036 0,7805 0,2392 0,2714 0,1691
40 0,8933 0,7763 0,2384 0,2706 0,1627
45 0,8721 0,7511 0,2302 0,2652 0,1422
50 0,8608 0,7340 0,2283 0,2623 0,1278
55 0,8505 0,7221 0,2176 0,2601 0,1215
60 0,8498 0,7093 0,2055 0,2590 0,1135
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Figura 33. - Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru standardele de antocianine

si t-butil-hidroxitoluen (BHT)

Din valorile obtinute pentru activitatea antioxidanta ( in medie 88% pentru
extractele etanolice si 87% pentru cele metanolice) reiese ca prezenta concomitenta
a mai multor polifenoli (flavonoide, antocianine) in extractele analizate potenteaza
activitatea antioxidanta fata de cea a solutiilor standard individuale.

Activitate
antioxidanta
[%]

Activitatea antioxidanta a solutiilor standardelor de antocianine

respectiv BHT

Cianidina

Malvidi

Peonidina

Figura 34. - Activitatea antioxidanta a solutiilor de standarde (10 g/L)
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Din studiul efectuat se observd cd, odatda cu cresterea concentratiei
solventului folosit la extractie creste si continutul in flavonoide totale. In cazul
extractelor metanolice obtinute din suc de fructe de Vaccinium vitis-idaea se
observa o crestere lenta a continutului in flavonoide pe masura ce concentratia
metanolului este mai mare de 70%.

Rezultatele obtinute au fost analizate statistic, calculand coeficientii statistici
de baza cu ajutorul ,,programului Statistica”.

Analiza statistica

Din analiza statistica efectuata se observa o puternica corelare intre
continutul de fenoli totali si cel de flavonoide totale precum si intre continutul de
fenoli totali si concentratia metanolului folosit la obtinerea extractelor (tabelul 16).

Tabelul 16.
Corelarea intre continutul de fenoli totali si cel de flavonoide totale, respectiv intre
continutul de fenoli totali si concentratia solventului folosit la extractie

Extract etanolic din fructe de Vaccinium myrtillus *

Fenoli totali - Flavonoide totale (fig. 31) 0.8883 0.0049
Fenoli totali - Concentratia etanolului 0.8166 0.0135
Extract metanolic din fructe de Vaccinium myrtillus **

Fenoli totali - Flavonoide totale (fig 32) 0.9819 0.0001
Fenoli totali - Concentratia metanolului 0.9349 0.0016
Extract etanolic din suc de fructe de Vaccinium vitis-idaea*

Fenoli totali - Flavonoide totale 0.8897 0.0047

Fenoli totali — Concentratia etanolului — —
Extract metanolic din suc de fructe de Vaccinium vitis-idaea**

Fenoli totali - Flavonoide totale 0.9805 0.0001

Fenoli totali — Concentratia metanolului 0.9201 0.0025

R = coeficient de corelare, P = abaterea limita, *= extracte obtinute cu etanol de
concentratie 20, 30, 50, 70, 80, 94%, ** = extracte obtinute cu metanol de
concentratie 20, 30, 50, 70, 80, 96%
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Figura 35. - Dependenta liniara dintre polifenolii totali din extractele etanolice din fructe de
Vaccinum myrtillus si flavonoidele totale
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Figura 36. - Dependenta liniara dintre polifenolii totali din extractele metanolice din fructe de
Vaccinum myrtillus si flavonoidele totale
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Valoarea coeficientilor de corelare este acceptabild, indicand o corelare
buna prin regresie liniara, care demonstreaza faptul ca, compusii fenolici contribuie
n calitate de principii active la activitatea antioxidanta a extractelor studiate.

In urma analizei de regresie efectuata, se observa o buna corelare intre
continutul de fenoli totali-flavonoide totale precum si intre continutul de fenoli totali
si concentratia metanolului folosit la extractie (R>0,9 comparativ cu 0,8 in
extractele etanolice).

Concluzii

Acest studiu prezintd date importante referitoare la activitatea antioxidanta,
continutul de flavonoide totale respectiv de fenoli totali a extractelor studiate.

De asemenea se observa ca, cantitatea de fenoli totali respectiv flavonoide
totale extrasa este influentatd de concentratia solventului folosit.

Pentru a obtine cantitati maxime de compusi fenolici extrasi se recomanda
utilizarea ca solvent de extractie a etanolului 80% respectiv a metanolului 96%,
pentru obtinerea extractelor din fructe uscate de Vaccinium myrtillus, respectiv a
etanolului 70% si metanolului 80% pentru extractele din suc de fructe de Vaccinium
vitis-idaea.

Activitatea antioxidanta este un parametru de calitate important al fructelor.
Datele prezentate referitoare la continutul in fenoli totali respectiv flavonoide totale
reprezinta o baza in ceea ce priveste rolul protectiv al fructelor impotriva radicalilor
liberi.

in viitor urmé&rim separarea cromatografica a principiilor active
(antocianidine de tipul cianidind, delfinidind, malvidind) din extractele studiate si
utilizarea lor ca factori de protectie impotriva oxidarii.

II1.1. 2. Caracterizarea extractelor lipofile si hidrofile din
fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea

Continutului de polifenoli totali al extractelor obtinute conform metodologiei
descrisa la paragraful 11.2.2.1.2, a fost determinat prin metoda Folin Ciocalteu.
Continutul de flavonoide totale s-a determinat prin metoda descrisa de Marinova si
colaboratorii [210], iar activitatea antioxidanta prin metoda ce utilizeaza radicali
DPPH [83] precum si prin metoda de decolorare cu B-caroten, in sistemul B-caroten
- acid linoleic [89, 146]. In general, activitatea antioxidanta a extractelor vegetale
variaza functie de metoda aleasa pentru determinarea acesteia [89]. Din acest
motiv folosirea unei singure metode de determinare a activitdtii antioxidante poate fi
inadecvata. In acest scop am ales sa determinam activitatea antioxidanta a
extractelor obtinute prin doua metode ce se bazeaza pe mecanisme diferite, metoda
ce utilizeaza radicali liberi de DPPH bazata pe o reactie de transfer de electroni si o
metoda de decolorare in sistemul B-caroten/acid linoleic bazata pe reactia de
transfer a unui atom de hidrogen.

Rezulatele experimentale obtinute, inclusiv activitatea antioxidanta
determinata prin cele douda metode sunt prezentate comparativ in tabelul 17.
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Tabelul 17.
Continutul de polifenoli totali, flavonoide totale si activitatea antioxidanta a
extractelor analizate

Polifenoli Flavonoide AA [%] AA [%]
Extract totali (mg totale (mg (DPPH) ( sistem B-
GAE/100 g CE/100g caroten/acid
fructe) fructe) linoleic)
El 370,6 138,16 47,29 71,43
E2 529,80 207,15 76,71 72,64
E3 315,46 170,39 68,90 77,78
E4 236,56 159,07 29,62 44,90
ES 424,38 231,75 55,32 74,92
E6 575,98 396,89 46,02 53,78
E7 725,16 504,68 75,62 87,09
BHT — — 88,29 85,12

El= extract din fructe de Vaccinium myrtillus uscate (Cosevita 2007)

E2= extract din fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Cosevita 2007)

E3= extract din fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Borlova 2007)

E4= extract din fructe de Vaccinium myrtillus uscate (Cosevita 2006)

E5= extract din fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Cosevita 2006)

E6= extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea uscate (Muntele Mic 2007)
E7= extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea proaspete (Muntele Mic 2007)

Valorile absorbantelor la 517 nm a extractelor analizate pe baza carora s-a
calculat activitatea antioxidanta sunt prezentate in tabelul 18.

Tabelul 18.

Variatia absorbantelor pentru extractele analizate
) E1l ‘ E2 E3 E4 E5 E6 E7
[min]

0 0,9693 | 0,9693 | 0,9693 | 0,9693 | 0,9693 | 0,9693 | 0,9693
1 0,8942 | 0,7654 | 0,7978 | 0,8839 | 0,8042 | 0,8512 | 0,8553
5 0,8900 | 0,5358 | 0,5091 | 0,8776 | 0,6123 | 0,7422 | 0,6256
10 0,8887 | 0,4417 | 0,4814 | 0,8739 | 0,5633 | 0,6983 | 0,5677
15 0,8822 | 0,4179 | 0,4411 | 0,8737 | 0,5291 | 0,6677 | 0,5082
20 0,8762 | 0,3831 | 0,3927 | 0,8726 | 0,5056 | 0,6436 | 0,4420
25 0,8705 | 0,3529 | 0,3544 | 0,8734 | 0,4841 | 0,6192 | 0,4107
30 0,8620 | 0,3227 | 0,3461 | 0,8663 | 0,4786 | 0,5986 | 0,3735
35 0,8560 | 0,2930 | 0,3278 | 0,8612 | 0,4639 | 0,5768 | 0,3254
40 0,8107 | 0,2692 | 0,3179 | 0,7968 | 0,4569 | 0,5644 | 0,2990
45 0,7980 | 0,2557 | 0,3114 | 0,7705 | 0,4453 | 0,5566 | 0,2785
50 0,7729 | 0,2397 | 0,3042 | 0,7293 | 0,4419 | 0,5445 | 0,2619
55 0,6423 | 0,2312 | 0,3031 | 0,6974 | 0,4371 | 0,5314 | 0,2458
60 0,5109 | 0,2257 | 0,3014 | 0,6821 | 0,4330 | 0,5232 | 0,2363

Activitatea antioxanda corespunzatoare metodei de analiza cu DPPH a fost
calculata cu formula [83, 215, 216]:
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A(t=0) - A(t=60) .100 (4)

% Activitate antioxidanta =
t=0)

unde: Ai=-0) = absorbanta probei la timpul t=0 min
At=60) = absorbanta probei la timpul t=60 min

Din reprezentarea grafica a absorbantelor solutiilor de DPPH (20 mg/L) cu
adaos de extracte naturale din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium
vitis-idaea se observa ca:

e cea mai mare activitate antioxidantda o au extractele obtinute din
fructe proaspete de Vaccinium myrtillus din recolta anului 2007;

e cea mai mica valoare a activitatii antioxidante o are extractul obtinut
din fructe uscate de Vaccinium myrtillus din recolta anului 2006.

In cazul acestor extracte se pot observa si diferente ale continutului de
polifenoli totali si flavonoide totale. Extractele obtinute din fructe de Vaccinium
myrtillus din recolta 2007 (E1, E2) au un continut mai ridicat de polifenoli totali dar
mai scazut in flavonoide totale decat extractele obtinute din acelasi tip de fructe
culese din aceeasi regiune in anul 2006 (E4, E5).
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Figura 37. - Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru extractele vegetale
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In cazul extractelor obtinute din fructe de Vaccinium vitis-idaea cea mai
mare activitate antioxidanta o prezinta extractul obtinut din fructe proaspete (E7).

Pentru siguranta rezultatelor s-a folosit o a doua metoda de determinare a
activitatii antioxidante, metoda de decolorare cu B-caroten.

Formula de calcul pentru activitatea antioxidanta determinata prin metoda
de decolorare cu B-caroten, in sistemul B-caroten/acid linoleic este urmatoarea:

AAY = [1—M}<100 (5)
(A -AY)

unde: A = absorbanta probei la t=0 min;
A: = absorbanta probei la t=180 min;
A’i = absorbanta probei control la t=0 min;
A’t = absorbanta probei control la t=180 min;

Valorile absorbantelor la 470 nm a probelor analizate pe baza carora s-a
calculat activitatea antioxidanta sunt prezentate in tabelul 19.

Tabelul 19.
Variatia absorbantelor la 470 nm pentru probele analizate in sistemul
B-caroten/acid linoleic
Timp El E2 E3 ’ E4 E5 E6 E7 C BHT
[min]
0 0,517| 0,517 | 0,517 | 0,517 | 0,517 | 0,517 | 0,517 | 0,517 | 0,517

30 0,508 | 0,486 | 0,497 | 0,449 | 0,503 | 0,488 | 0,517 | 0,446 | 0,516

60 | 0,505 0,483 | 0,493 | 0,447 | 0,503 | 0,483 | 0,512 | 0,382 | 0,513

90 0,504 | 0,481 | 0,493 | 0,443 | 0,499 | 0,482 | 0,512 | 0,348 | 0,512

120 0,501 | 0,447 | 0,492 | 0,443 | 0,498 | 0,482 | 0,511 | 0,333 | 0,511

150 | 0,498 | 0,468 | 0,475 | 0,441 | 0,497 | 0,478 | 0,505 | 0,312 | 0,501

180 | 0,458 | 0,460 | 0,471 | 0,403 | 0,465 | 0,421 | 0,490 | 0,310 | 0,486

C = proba control

Din variatia absorbantelor in timp a emulsiilor B-caroten/acid linoleic se
observa ca proba control fara adaus de antioxidanti (de tip extract vegetal) se
oxideaza mult mai rapid, in timp ce extractele analizate prezinta activitati
antioxidante variate. Ordinea in care creste activitatea antioxidanta determinata in
sistemul B-caroten/acid linoleic este: extract din fructe de Vaccinium myrtillus
uscate (Cosevita 2006) < extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea uscate
(Muntele Mic 2007) < extract din fructe de Vaccinium myrtillus uscate (Cosevita
2007) < extract din fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Cosevita 2007) <
extract din fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Cosevita 2006) < extract din
fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Borlova 2007) < extract din fructe de
Vaccinium vitis-idaea proaspete (Muntele Mic 2007). Cu alte cuvinte, extractele din
fructe de Vaccinium muyrtillus uscate au activitate antioxidantd mai scdzutd decat
cele din fructe proaspete indiferent de anul de recoltare sau locatia geografica.
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Figura 38. - Variatia absorbantei in timp a emulsiilor B-caroten/acid linoleic cu adaus de
extracte vegetale respectiv t-butilhidroxitoluen (BHT)

Daca facem o comparatie intre activitatea antioxidanta a extractelor
analizate prin cele doua metode (vezi tabelul 17), se observa c3a, doar in cazul
extractului (E2) obtinut din fructe de Vaccinium myrtillus proaspete (Cosevita 2007)
valorile activitatii antioxidante determinata prin cele doua metode sunt apropiate. In
cazul celorlate extracte valorile activitatii antioxidante determinate in sistemul B-
caroten/acid linoleic sunt mai ridicate decat cele determinate prin metoda cu DPPH
(figura 39).
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Figura 39. - Activitatea antioxidantd a extractelor analizata prin cele doud metode

Cea mai mare activitate antioxidanta determinata prin cele doua metode o
inregistreaza extractul E7 din fructe de Vaccinium vitis-idaea proaspete (Muntele Mic
2007), care prezinta si cel mai mare continut de polifenoli totali respectiv flavonoide
totale, iar cele mai mici valori ale activitatii antioxidante in cazul celor doua metode
aplicate, s-au inregistrat la extractele obtinute din fructe uscate (E1, E4, E6).

II1.1.3. Caracterizarea extractelor apoase/alcoolice obtinute

din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea
prin extractie statica repetata

Extractele apoase respectiv etanolice obtinute conform metodologie
prezentata in capitolul II- Partea experimentald, subcapitolul II.2.2.2.1, au fost
analizate in vederea determinarii continutului in polifenoli totali (PT), flavonoide
totale (FT), antocianine totale (AT) si a activitatii antioxidante (AA).

Rezultatele experimentale obtinute pentru parametrii analizati

sunt
prezentate sintetic in tabelul 20.
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Tabelul 20.
Valorile obtinute experimental pentru parametrii: PT, FT, AT, AA
Parametru Extract Extract Extract Extract
apos V. alcoolic V. apos V. alcoolic V.
myrtillus myrtillus vitis-idaea vitis-idaea
Polifenoli totali
(mg GAE/mL extr.) 59,75 61,34 58,45 60,18
Flavonoide totale
(mg CE/mL extr.) 22,11 23,14 24,62 25,31
Antocianine totale
(mg cianidina/mL 33,88 34,14 32,20 33,09
extract)
Activitate
antioxidanta [%] 81,80 83,61 80,30 81,31
(met. DPPH)
Activitate
antioxidanta [% 71,04 80,67 68,80 77,23
J(met. B-caroten)

*pentru determinarea activitatii antioxidante prin metodele cu DPPH si B-caroten,
extractele au fost diluate in raport 1:10
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O Polifenoli totali (mg GAE/mL extract) Tact V vilis-id
ract apos V.vitis-idaea

B Antocianine totale (mg cianidin/mL extract) tract alcoolic V.vitis-idaea

O Favonoide totale (mg CE/mL extract)

Figura 40. - Variatia continutului in polifenoli totali, antocianine si flavonoide totale in
extractele apoase si alcoolice

Din figura 40 se observa ca atat extractele apoase cat si cele alcoolice sunt

bogate in polifenoli. Extractele din fructe de Vaccinium myrtillus (afine negre) sunt
mai bogate in antocianine, in timp ce extractele din fructe de Vaccinium vitis-idaea
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(afine rosii) sunt mai bogate in flavonoide. Raportul flavonoide totale/polifenoli totali
in extractele din fructe de Vaccinium myrtillus este 0,37 in timp ce in extractele din
fructe de Vaccinium vitis-idaea este 0,42.

Variatia absorbantelor solutiilor de DPPH la 517 nm cu adaos de extracte
naturale este prezentata in tabelul 21 respectiv figura 41, iar a emulsiilor
B-caroten/acid linoleic cu adaus de extracte naturale determinate la 470 nm in
tabelul 22 si figura 42.

Tabelul 21.
Variatia absorbantelor pentru extractele analizate

Timp Extract apos Extract alcoolic Extract apos Extract alcoolic

[min] Vaccinium Vaccinium Vaccinium Vaccinium
myrtillus myrtillus vitis-idaea vitis-idaea
0 0,8112 0,8112 0,8112 0,8112
1 0,7231 0,7158 0,7819 0,7803
5 0,6433 0,7061 0,4651 0,3812
10 0,5672 0,6012 0,3254 0,2190
15 0,4312 0,5410 0,2261 0,1991
20 0,3102 0,2982 0,2078 0,1921
25 0,1931 0,1891 0,1943 0,1897
30 0,1821 0,1731 0,1902 0,1885
35 0,1767 0,1713 0,1872 0,1877
40 0,1723 0,1701 0,1819 0,1871
45 0,1675 0,1654 0,1783 0,1770
50 0,1610 0,1595 0,1609 0,1682
55 0,1501 0,1432 0,1576 0,1531
60 0,1476 0,1329 0,1598 0,1516
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Figura 41. - Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru extractele vegetale
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Cu cat valoarea absorbantelor inregistrate la 517 nm este mai mica, cu atat
capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru extracte este mai mare. Din
reprezentarea grafica a variatiei absorbantelor extractelor la 517 nm urmarita timp
de 60 minute se observa ca in primele 25 de minute extractul alcoolic din fructe de
Vaccinium myrtillus a inregistrat cele mai mari valori ale absorbantei, dupa care
acestea scad cel mai mult. Datorita acestui fapt putem trage concluzia ca, principiile
active prezente in extractul alcoolic din fructe de Vaccinium myrtillus reactioneaza
mai lent cu radicalul DPPH, comparativ cu principiile active din extractul alcoolic din
fructe de Vaccinium vitis-idaea.

Tabelul 22,
Variatia absorbantelor la 470 nm pentru probele analizate in sistemul
B-caroten/acid linoleic

Timp Extract Extract Extract Extract

[min] apos alcoolic apos alcoolic Proba
Vaccinium Vaccinium Vaccinium Vaccinium control
myrtillus myrtillus vitis-idaea vitis-idaea
0 0,5312 0,5312 0,5312 0,5312 0,5312
30 0,5217 0,5264 0,5205 0,5287 0,4954
60 0,5131 0,5197 0,5173 0,5212 0,4564
90 0,5067 0,5114 0,4801 0,5179 0,4011
120 0,4884 0,5071 0,4796 0,5101 0,3876
150 0,4785 0,4901 0,4723 0,4956 0,3645
180 0,4732 0,4925 0,4687 0,4856 0,3309
0,55
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Figura 42. - Variatia absorbantei in timp a emulsiilor B-caroten/acid linoleic cu adaus
de extracte vegetale
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Urmarind spectrofotometric la 470 nm oxidarea emulsiei de B-caroten/acid
linoleic cu adaus de extracte naturale se observa ca, cel mai rapid se oxideaza proba
control, fara adaus de antioxidanti, iar cel mai greu probele cu adaus de extracte
alcoolice din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea.

’—90

-80

-70

-60

50 Activitate
antioxidanta

- 40 [%]

-30

20

F10

-0
tract apos V.myrtillus

Extract alcoolic V.myrtillus
Extract apos V.vitis-idaea
B AA [%] (metoda DPPH) Extract alcoolic V.vitis-idaea

0O AA [%] (metoda B-caroten)

Figura 43. - Activitatea antioxidantd a extractelor determinata prin metoda cu DPPH respectiv
metoda [-caroten/acid linoleic

Urmarind reprezentarea grafica a valorii activitatii antioxidante a extractelor
apoase respectiv alcoolice determinatd prin metoda cu DPPH respectiv prin metoda
ce utilizeaza sistemul B-caroten/acid linoleic, se observa ca cele mai mari valori s-au
inregistrat pentru extractele alcoolice prin metoda ce utilizeaza radicali liberi DPPH.
Diferentele ce apar intre valorile activitatii antioxidante determinata prin cele doua
metode sunt mult mai mici decat diferentele ce apar in cazul extractelor apoase.
Valorile mai mari ale activitatii antioxidante determinatad prin metoda cu DPPH arata
ca extractele analizate sunt buni captatori de radicali liberi de tip 1,1-

difenilpicrilhidrazil (DPPH).
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III.1.4. Analiza calitativa si cantitativa a antocianinelor in
extractele din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium
vitis-idaea

II1.1.4.1. Identificarea antocianinelor prin spectroscopie IR

Spectrele de IR ale extractelor analizate sunt prezentate in figurile 44 si 45,
iar atribuirea benzilor caracteristice in tabelul 23.

In spectrul IR al extractelor din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea, s-au putut distinge o serie de benzi spectrale ce pot fi atribuie
astfel: la 724 respectiv 908 cm! apar vibratiile de deformatie in plan a legaturii CH
din vecinatatea legaturilor duble C=C din cele doua cicluri aromatice; intre 1026 -
1200 cm™ apar vibratii de valentd ale gruparii -C-O (vc-0), In regiunea 1560-1660
cm™! apar benzi caracteristice vibratiei de valenta a legaturii duble a oxigenului
oxonic, banda caracteristica tuturor antocianinelor, benzile de la 1660 cm-!, fiind
tipice scheletului flavonoidic.
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Figura 44. - Spectrul IR al extractului alcoolic (E5) din fructe de Vaccinium myrtillus
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Figura 45. - Spectrul IR al extractului alcoolic (E5) din fructe de Vaccinium vitis-idaea

Atribuirea benzilor din spectrele IR pentru extractele analizate sunt
prezentate in tabelul 23.

Tabelul 23.

Atribuirea benzilor din spectrele IR pentru extracte

Extractul Banda caracteristica Atribuirea benzii
(cm™)
Extract etanolic din fructe 724; Oc-H
de Vaccinium myrtillus 1026; Vc-o
(afine) 1378; OcH2
1460; Oc-H
1560; 1660; Vc=0
2320; 2924; 3068 VO-H intermolecular
Extract etanolic din fructe 956; Oc-H
de Vaccinium vitis-idaea 1028; Vc-o
(merisoare) 1264; VC-OH fenolic
1452; Oc-n
1560; 1660; Vc=0

2320, 2948, 3040, 3408

VO-H intermolecular

S-au analizat extractele alcoolice din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv

Vaccinium vitis-idaea obtinute conform paragrafului 11.2.2.2.1.
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I11.1.4.2. Identificarea antocianinelor prin spectrometrie de
masa

Datorita complexitatii plantelor si alimentelor (fructe, legume etc.), pentru
analiza pigmentilor prezenti, cel mai des se folosesc tehnicile de separare. Metodele
traditionale de determinare a compusilor fenolici din fructe se refera la masurarea
fenolilor totali datorita asociatiei lor cu reactiile de imbrunare. Deoarece nevoia de
identificare a compusilor fenolici a fost tot mai evidenta, aceste reactii bazate pe
metode colorimetrice au fost inlocuite de analizele HPLC. Detectia in cadrul acestor
analize se bazeaza de obicei pe absorbtia in UV sau VIS la diverse lungimi de unda
caracteristice claselor de compusi fenolici. Alte metode de detectie precum
spectrometria de masa a fost dezvoltata si utilizata intr-un numar mare de analize.
Datele spectrale confirma greutatea moleculara si furnizeaza informatii structurale
pentru compusii prezenti.

Spectrometria de masa a fost folosita pentru monitorizarea pigmentilor
antocianici prezenti in fructele de padure. Tehnica de lucru utilizatd in obtinerea
spectrelor de masa a fost ionizarea prin electrospray. Atribuirea picurilor de masa in
spectrele extractelor E5 (alcoolice) din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv
Vaccinium vitis-idaea obtinute conform metodologiei descrisa la paragraful
I1.2.2.2.1. este prezentatd in continuare.

In figura 46 este prezentata structura celor mai comuni agliconi intalniti in
fructele de padure [194, 278].

structura comuna
antocianinelor necondensate

Antocianina ‘ R1 R2 Masa exacta
calculata
Malvidina OCHs OCHs 331,08
Petunidina OCHs OH 317,07
Peonidina OCHs H 301,07
Pelargonidina H H 271,06
Cianidina OH H 287,06
Delfinidina OH OH 303,05

Figura 46. - Structura celor mai comuni agliconi

in figura 47 este prezentat spectrul de masd (+)MS inregistrat pentru
extractul din fructe de Vaccinium myrtillus.
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Intens. | +MS, 1.0-257.5min #(80-4381)
1 185.2

253.2

] 163.3 231.2

1] 213%01 3

1 1025

536.3

391.4 4253
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Inten%_ +MS, 1.0-257.5min #(80-4381)
x10°

1 185.2

253.2

] 163.3 231.2

317.3

201.2213.2

miz

Intens. | +MS, 1.0-257.5min #(80-4381)
X105

1 185.2

253.2

163.3 231.2

201.2 2132

Figura 47. - Spectrul de masa (+)MS al extractului din fructe de Vaccinium myrtillus
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Prin inregistrarea spectrului de masa al extractului din fructe de Vaccinium
myrtillus s-au obtinut mai multe picuri de intensitati diferite. Acestea au fost
analizate si identificate continuu prin spectrometrie de masa. Din figura 43 se
observa prezenta in extractul analizat a trei agliconi antocianici: petunidina
(m/z=317,3), peonidina (m/z=301,3) si cianidina (m/z=287,3).

Pentru a identifica scheletul antocianic s-a recurs la izolarea ionului
molecular dorit, fragmentarea acestuia, urmata apoi de izolari si fragmentari
succesive ale altor ioni prezenti in spectrele de fragmentare. Antocianidinele
substituite cu grupari OH (de exemplu pelargonidina, cianidina, delfinidina, etc.) pot
avea pierderi de masa Am/z=18 (apd) si Am/z=28 unitati (grupararea carbonil CO),
iar cele substituite cu grupari metoxi pot prezenta pierderi de Am/z=15 (radical
metil). De asemenea in timpul fragmentarii antocianinelor comune se observa ca un
proces general scindarea hexozei dehidratatd Am/z=162 [194, 278].

Urmarind fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular cu m/z=419 si a ionului
molecular m/z=449 se poate demonstra ca acestia pot fi derivati de cianidina.
Astfel, ionul molecular de la m/z=419 poate fi atribuit antocianinei cianidin 3-xiloza,
ce se obtine prin fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular cu m/z=449 prin
pierdere de 30 unitati de masa de la zahar. Ionul molecular cu m/z=449 poate fi de
asemenea un derivat de cianidinad de tip cianidin-3-hexoza care prin pierderea unei
molecule de hexozd dehidratatd (Am/z=162) duce la formarea cianidinei (449-
162=287). Ionul molecular cu m/z=449 ar putea fi de asemenea un derivat de
delfinidind sau petunidind care prin fragmentare poate sa ducd la formarea de
molecule mai mici (figura 48).

Intenz. fg; MSIEI0.1), 145 2-146 Dmin #(20842090)
800 4104
o *
1 OH
500 4 .
1 HO 1]
] = OH
400 J |
o o
] OH
an0 4 o
] OH cianidina \ 01
200 4
1 2072
N 88,3
100 ] 3524
1461 032 2401 nea l ]
i R L s [T [ I " L |
150 200 750 300 50 400 miz
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Figura 48. - Spectrul de masa (+)MS2 a ionilor moleculari m/z=419; m/z=449
Atribuirea picurilor de masa in spectrele din figura 48 e prezentata in figura
49:

HO O+ HO
OH O | OH O | OH
O—xiloza

OH  3-metoxi cianidina cianidina
OH manu::qr;;:ﬂgmda (peonidina, m/z=301) miz=287
+ CH,0H; -Xiloza / +H,0; - CH,0H
-H,0; | |
I
+H,0; - xiloza
449 - 162 = 287
m/z=449
\\ | OH
m/z = 317
3'-metoxi delfinidina
(petunidina)

Figura 49. - Atribuirea picurilor de masa
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Agliconul peonidina apare ca fragment al ionului molecular de la m/z=505 si
este pus in evidenta in spectrul (+)MS2 al acestuia. Structura corespunzatoare
ionului molecular cu m/z=505 poate fi peonidin-6-acetil-3-glucozida (figura 50).

Intens. g, AAS2(B00 21 684-50 Bmin A(1536-1348)

oz

g

FEI I T N T T T T N I B A A O

300
e

200 301 peonidin-f-acetil-3-ghicoza

505 .4
L
2303
1851 i1 4417

a_k i _'IL.IL ik . i Iu.i; i L A N L

150 100 250 300 350 400 40 500 mi

=
=

=

Figura 50. - Spectrul de masa (+)MS2 al ionului molecular m/z=505

Atribuirea picurilor de masa in spectrul (+)MS2 (m/z=505):

OMe OMe
+ +
HO ¢
YA SuYas
= =
H,COOC OGlu OH
OH OH

peonidin 6-acetil-3-glucoza peonidina

Prezenta agliconului petunidina sub forma de petunidin-3-rutinozida
(m/z=625) este evidentiata in figura 51.
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Figura 51. - Spectrul de masa (+)MS2 al ionului molecular m/z=625

Din spectrul de masa (+)MS2 al ionului molecular m/z=611 ce poate fi

atribuit delfinidin-3-rutinozidei se remarca prezenta delfinidinei. Ionul molecular

m/z=611

poate fi atribuit de asemenea si cianidin 3,5-diglucozidei. Prin

fragmentarea (+)MS3 a ionului molecular m/z=356 provenit din m/z=611, se poate
evidentia si prezenta pelargonidinei la m/z=271, care este de fapt cianidina
dehidratata.

tens. g5, AA52(E11.2), 105 2-105 Grmin 2240024737
fo0 -
il OH
| OH
HO N O
400 ‘ S OH
| F R
OH
600
200 4 delfinidin 3 rutinozida
8113
] 2 niz=611
/ / 420.1 l
0 ' ALk, B I — - ' . , '
0 250 300 380 400 450 500 550 800 850 mi
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Figura 52. - Spectrul de masa (+)MS2 al ionului molecular m/z=611si spectrul de masa
(+)MS3 al ionului precursor m/z=356 provenit din ionul molecular m/z=611

Intens. [100. +MS2(463.1), 198.4-198.7min #(3618-3621)

1000
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800
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400
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In spectrul (+)MS2 a ionului molecular m/z=463 unul dintre fragmente
apare la m/z=331, masa ce corespunde malvidinei, si deci ionul molecular m/z=463
poate fi atribuit unui derivat de malvidind, malvidin 3-arabinoza (figura 53). Ionul
molecular m/z=463 poate fi de asemenea atribuit si peonidin 3-galactozidei care
prin pierderea hexozei formeaza antocianidina peonidina.
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OMe OMe OMe
OH OH OH
+
HO 0 O + O ¥ O
O N HO of ome O EN
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o OH OH peonidina
peonidin 3-galactozida malvidina - >
(miz= 463) (m/z=301)

(m/z=331) ‘

463 - 162

Figura 53. - Spectrul de masa (+)MS2 al ionului molecular m/z=463 si atribuirea
fragmentelor

In figura 54 este prezentat spectrul de masad (+)MS al extractului din fructe
de Vaccinium vitis-idaea, iar in tabelul 24 este prezentat profilul antocianic al
extractului.

Intens. [ +MS, 4.4-6.9min #(71-104)
X100
87 185.2
6 -
279.2
163.2
4 -
239.2 301.3
483.2

2 -

102.5 205.1 536.3

391.4
610.3

0 A .h' T T T T

100 200 300 400 500 600 mlz

Figura 54. - Spectrul de masa (+)MS" al extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea
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Tabelul 24.
Profilul antocianic al extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea

Nr. Compusul Ionul molecular Fragmentul
Picului (m/z) (m/z)
180 Cianidina 287,2 -
191 Peonidina 301,3 -
193 Delfinidina 303,3 -
206 Petunidina 317,3 -
218 Malvidina 331,3 -
273 Cianidin 3-xilozida 419,5 287
282 Peonidin 3-arabinozida 433,4 301
283 Delfinidin 3-arabinozida 435,3 303
291 Cianidin 3-glucozida 449,3 287
Petunidin 3-arabinozida 449,3 317
299 Malvidin 3-arabinozida 463,3 331
301 Delfinidin 3-galactozida 465,3 303
344 Cianidin 3,5-diglucozida 611,3 287

Prin fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular cu m/z=332 ce poate fi

atribuit malvidinei, in urma unei pierderi de masa

Am/z=15 (radical metil) se

observa prezenta fragmentului de petunidind (m/z=317) in extractul din fructe de
Vaccinium vitis-idaea, figura 55.

Intens. 1y +h1S2(332 27, 4.7-4.0min #(110-113)
_ 2541
300
. 324
L J
] cianidin 8 1
200
174
] 7403 1973
i 177.1
100 1705 317
. 7.1
oz 1620 ’}
1144 : J i h [
i | 1 Lk | i | i i a
100 125 150 175 00 215 240 75 300 25 mi
Figura 55. - Fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular m/z=332
Urmarind fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular m/z=611 si

fragmentarea (+)MS3 a ionului molecular precursor, m/z=356, se observa prezenta
pelargonidinei in extractul analizat (m/z=271).

BUPT



Rezultate si discutii 147

'"“—;"ﬂi- fz +M520112),342-340min #(484-488)
X
] 34562
15
104
1 O&lu  cienidin 3 5-diglucozida
] 271
05 Eu"/ 287 \511.4
1 235/ 17 3 |
0.0 " . . +
250 300 350 400 4a0 500 550 800 mé
Initens. frg +SEE 11 2735620, 37 838 Amin #(A21-527)
5000
4000
3000 4 OH  pelargoniding
2000 ]
] 286 .1 162
1000 3
] J 40 2
o . J
150 200 230 240 260 280 300 320 340 30 miz

Figura 56. - Fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular m/z=611, respectiv (+)MS3 a ionului
precursor m/z=356
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OGlu 7 OH % OH
OH
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cianidin 3,5-diglucozida m/z=287 cianidina dehidrata
m/z=611 -H,0 (pelargonidina, m/z=271)
| 611 - 324=287 | |
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Prin fragmentarea (4+)MS2 a ionului molecular m/z=449 se pot identifica
urmatoarele fragmente (figura 57):

Intens. Jog. +MS2(449.2), 44.9-45.7min #(800-609)
600
1711
500
400
300 233.1
] 449.4
200
100 3153 4974 433.2
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O-hl .‘. T x .l|. T L Il‘AI - L uI ! .“. A ‘@AI o 40l3.]:1 - - -
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OH OMe OMe
+ +
+ HO 0] HO 0
HO | ON O OH | X O OH | X OH
- / 7
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OAra  OMe OH ~ OH OH
H OH o OH  3-metoxi cianidina
petunidin 3-arabinozida petunidina peonidina

(m/z=449) (m/z=317) (m/z=301)

|

OH  cianidina
(m/z=287)

Figura 57. - Fragmentarea (+)MS2 a ionului molecular m/z=449

I11.1.4.3. Identificarea si dozarea antocianinelor prin
spectroscopie UV-VIS

In vederea realizdrii analizei calitative a antocianinelor in extractele apoase
si etanolice din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea, s-au
trasat spectrele UV-VIS ale extractelor (figurile 62-65) si s-au comparat cu spectrele
UV-VIS ale standardelor de cianidind, delfinidind, malvidina (figurile 58 - 61).
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Figura 58. - Spectrul UV-VIS al cianidinei
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Figura 59. - Spectrul UV-VIS al delfinidinei
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Figura 60. - Spectrul UV al malvidinei
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Figura 61. - Spectrul VIS al malvidinei

Conform spectrelor inregistrate, standardele de antocianine (concentratie
0,2 mg/mL) au maximele de absorbtie la urmatoarele lungimi de unda:

Standardul A (nm; UV) A (nm; VIS)
Cianidina 285 531
Delfinidina 273 549
Malvidina 245 550

Pentru trasarea spectrelor UV-VIS ale extractelor pe intervalul 220-500 nm
acestea au fost diluate de 25 de ori (extractul de merisor) respectiv de 45 ori
(extractul de afine), iar pentru trasarea spectrelor pe intervalul 500-750 nm
extractele etanolice au fost diluate in raport 1:5. Analizdnd spectrele de absorbtie
UV-VIS al extractelor obtinute (figurile 62-65) se pot observa urmatoarele:
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Figura 62. - Spectrul de absorbtie in vizibil al extractului etanolic din fructe de
Vaccinium myrtillus
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Figura 63. - Spectrul de absorbtie in UV al extractului etanolic din fructe de
Vaccinium myrtillus

- din spectrele UV-VIS ale extractului etanolic din fructe de
Vaccinium myrtillus se poate observa ca acesta prezinta un
maxim la lungimea de unda de 536 nm in vizibil, iar in
ultraviolet un maxim la 285 nm, maxime asociate prezentei
antocianinelor.
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Figura 64. - Spectrul de absorbtie in UV al extractului etanolic din fructe de
Vaccinium vitis-idaea
3
2
Abhs
1 531 rrrr
0 i i
350 400 lungimea de unda [nr) a00 GO0

Figura 65. - Spectrul de absorbtie in vizibil al extractului etanolic din fructe de
Vaccinium vitis-idaea

Ca si in cazul extractului din fructe de Vaccinium myrtillus (afine), in
extractul din fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare) este sesizatd prezenta
antocianinelor prin maximele inregistrate: in vizibil la lungimea de unda de 531 nm,
respectiv in ultraviolet la lungimea de unda de 282 nm.

Pe baza curbei de etalonare a cianidinei (figura 18, subcapitolul I1.3.3.5) s-a
calculat cantitatea de antocianine din extractele apoase si alcoolice obtinute conform
metodologiei descrisa in subcapitolul II.2.2.2.1. Rezultatele obtinute sunt redate in
tabelul 25.
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Tabelul 25.
Cantitatea de antocianine din extractele analizate

Cantitatea de

Extractul analizat antocianine
(mg cianidina/mL
extract)
Extract apos din fructe de Vaccinium myrtillus 33,88
Extract etanolic din fructe de Vaccinium myrtillus 34,14
Extract apos din fructe de Vaccinium vitis-idaea 32,20
Extract etanolic din fructe de Vaccinium vitis-idaea 33,09

Din rezultele obtinute se observa ca, alcoolul etilic extrage cel mai bine
pigmentii antocianici din fructe. Cel mai mare continut in antocianine, exprimat
cantitativ ca mg cianidind/mL extract se gdseste in extractul etanolic din fructe de
Vaccinium myrtillus.

Continutul in antocianine al extractelor

extract alcoolic V.myrtillus

xtract-alcoolic V.vitis-
Antocianine
mg cianidina/mL
extract

Figura 66. - Continutul in antocianine al extractelor analizate

Continutul total de antocianine pentru fructele recoltate in ani diferiti s-a
determinat prin tehnica indicata de Markakis [99]. Rezultatele obtinute sunt redate
in tabelul 26.
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Tabelul 26.
Continutul total de antocianine pentru fructele recoltate in ani diferiti

Produs vegetal Absorbanta , Factor Antocianine
535 nm de (mg
dilutie, d cianidina/100
g fructe)
Fructe de Vaccinium myrtillus 2005 1,559 35 555,6
Fructe de Vaccinium myrtillus 2006 1,515 35 539,9
Fructe de Vaccinium vitis-idaea 2005 1,415 15 216,1
Fructe de Vaccinium vitis-idaea 2006 1,194 15 182,4

Rezultatele prezentate indica faptul ca, cantitatea de antocianine exprimata
ca mg cianidind/100 g fructe este mai scazuta pentru fructele culese in anul 2006
(figura 67) atat in cazul afinelor negre (Vaccinium myrtillus) cat si in cazul afinelor

rosii (Vaccinium vitis-idaea).

Continutul de antocianidine in specia Vaccinium

555.6
600 539.9

500

400+

Antocianine
(mg/100 g fructe) 3007

216.1

200+

182.4

100+

0-

2005 2006

Vaccinium myrtillus  Vaccinium myrtillus Vaccinium vitis- vaccinium vitis-idaea
idaea

2005

2006

Figura 67. - Variatia continutului in antocianine in speciile Vaccinium

Comparand rezultatul obtinut cu continutul in antocianine in jur de 525
mg/100 g produs vegetal pentru fructele de Vaccinium myrtillus ca si pentru specii
inrudite conform [211], rezultatul obtinut de noi este putin mai mare, fapt ce se
poate explica prin conditiile de mediu ale zonei de unde provine materialul vegetal.
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II11.1.4.4. Identificarea antocianinelor prin cromatografie de
lichide de inalta performanta

Dupa cum s-a putut observa si din analiza in UV-VIS a extractelor din fructe
de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea, pigmentii flavonoidici
(antocianinele in special) sunt prezenti atat in extractele propriu zise cat si in cele
purificate.

Identificarea calitativa a pigmentilor flavonoidici in extractele purificate pe Sephadex
LH-20

Extractele apoase din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium
vitis-idaea obtinute conform metodologiei prezentata in subcapitolul 1I1.2.2.2.1, au
fost purificate pe coloand cu Sephadex LH-20 si apoi analizate HPLC in vederea
identificarii calitative a compusilor flavonoidici. in urma analizei RP-HPLC a
extractelor din fructe de padure purificate pe Sephadex LH-20 s-au obtinut
cromatogramele prezentate in figurile 69 si 70, si s-a identificat prezenta quercetinei
numai in extractul din fructe de Vaccinium myrtillus (figura 70).

VWD1 A, Wavelength=360 nm (C:\MYDOCU~1\DAN\HPLC\CAROTE~1\HPLC_2~2\00_QUE.D)

il

3000
2560
2060
1560

1060

504

Bkeicg

g
s/ | [\ 3 | K

Figura 68. - Cromatograma RP-HPLC a quercetinei
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VWD1 A, Wavelength=360 nm (C:\MYDOCU~1\DAN\HPLC\CAROTE~1\HPLC_2~2\E2_QUE.D)

mAY

124

10¢

8q 8

66

4¢

2q

T T T T T
o] 5 10 15 20 25 min

Figura 69. - Cromatograma RP-HPLC a extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea

VWD1 A, Wavelength=360 nm (C:\MYDOCU~-1\DAN\HPLC\CAROTE~1\HPLC_2-2\E3_QUE.D)

35¢

309

25¢ 8

209

15¢

104

54
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o 2.5 5 7.5 10 12.5 15 Tns n

Figura 70. - Cromatograma RP-HPLC a extractului din fructe de Vaccinium myrtillus
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Identificarea pigmentilor antocianici prin HPLC in extractele din fructe de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea purificate pe coloana cu Diaion HP-20SS

Identificarea calitativd a pigmentilor antocianici s-a facut comparativ cu
standardele de antocianine cianidind, delfinidina, malvidind, pe baza timpilor de
retentie. Cromatogramele standardelor sunt prezentate in figurile 19, 20, 21 -
capitolul II - Partea experimentala.

Standard Timp de retentie (min) Timp de retentie (min)
Cianidina 4,121 15,341
21,452
Delfinidina 4,100 20,034
Malviding 6,631 18,799

Cromatogramele obtinute in urma analizei RP-HPLC (detectie 520 nm) a
fractiunilor 3, 5, 7 ale extractului din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) purificat
pe coloana cu Diaion HP-20SS, sunt prezentate in figurile 71, 72 si 73.

mAU
Extract-200nm,4nm (1.00)

1500

1250

1000+

750+

5004

250+

1/1.550/0

R B B e I I A L R L
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130  min

Figura 71. - Cromatograma RP-HPLC a fractiunii 3

Dupa cum se observa din figura 71, malvidina a fost bine resorbita de
umplutura coloanei C18, cu faza inversa, picul obtinut fiind bine conturat.

In cazul analizei HPLC a fractiunii 5 se observd prezenta unui alt pic bine
conturat la timpul de retentie 4,11 min ce corespunde delfinidinei. In fractiunea 7 a
extractului din fructe de Vaccinium myrtillus purificat pe coloana cu Diaion HP-20SS
se observa atat prezenta malvidinei cat si a delfinidinei.
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mAU

517

Extract-200nm,4nm (1.00)
6

-34

— T T T T T T —
0.0 2.5 5.0 75 10.0 125 15.0 min

Figura 72. - Cromatograma RP-HPLC a fractiunii 5

mAU a

Extract-200nm,4nm (1.0Q%
20+
10

F1/0.155/0

2104

=204

Figura 73. - Cromatograma RP-HPLC a fractiunii 7

In tabelul 27 sunt prezentate sintetic rezultatele analizei RP-HPLC privind
antocianinele prezente in fractiunile principale.
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Tabelul 27.

Prezenta antocianinelor in fractiunile extractului din fructe de
Vaccinium myrtillus purificat pe Diaion HP-20SS

Extract etanolic Agliconul Nr. Fractiune Timp de
din fructe de corespunzator retentie (min)
Vaccinium antocianinelor

D)2 OERELLIES Malviding
negre) Delfinidind 5 4,110
Delfinidina 7 4,602
Malvidina 7,037

mAU
157E><tract-200nm,4nm (1.00)

o
<
0

104

4/12.645/0

9/31.644/0

2104

215

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Figura 74. - Cromatograma RP-HPLC a extractului standardizat pentru aplicatii practice din
fructe de Vaccinium myrtillus (,,extract standard”), detectia 520 nm

in paralel s-a inregistrat cromatograma extractului E5 alcoolic din fructe de
Vaccinium myrtillus considerat ca ,,extract standard” pentru aplicatii practice. In
cromatograma acestuia (figura 74) se observa si prezenta cianidinei cu cele doua
picuri caracteristice la timpii de retentie 15,362 respectiv 21,504. Pe baza datelor
din literatura [176] la timpul de retentie 31,644 poate fi identificatd prezenta

petunidinei in extractul din fructe de Vaccinium myrtillus.

Cromatogramele rezultate in urma analizei RP-HPLC a extractului din fructe
de Vaccinium vitis-idaea (merisor de munte) purificat pe coloana cu Diaion HP-20

SS, sunt reprezentate in figurile 75, 76 si 77.

BUPT



162 Contributii proprii

mAU
254nm 4nm (L

&0
15.0] b
125] |
10.0] A

75] |

50 |

2/11.232/268

2.5 /

Figura 75. - Cromatograma RP-HPLC a fractiunii 3

In fractiunea 3 culeasd la purificarea extractului din fructe de Vaccinium
vitis-idaea pe coloana cu Diaion HP-20 SS se observa prezenta delfinidinei iar 1in
fractiune 5 a delfinidinei si cianidinei. Cianidina apare de asemenea si in fractiunea 7

la timpul de retentie 21,6 min.

mAU
Extract-200nm,4nm (1.00)

10.0+

7.5q

5.0+

2.5+

0.0+

Figura 76. - Cromatograma RP-HPLC a fractiunii 5
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mAU
520nm,4nm (1.00)

0'&% \
o] M*MMW / \\ /\
| |

0.3 M
0.4 M

0.5

‘ I I ‘ I I ‘
0.0 50 100 15.0 200 25.0 30.0 35.0 min

Figura 77. - Cromatograma RP-HPLC a fractiunii 7

in tabelul 28 sunt prezentate sintetic rezultatele analizei RP-HPLC privind
antocianinele prezente in fractiunile principale
Tabelul 28.

Prezenta antocianinelor in fractiunile extractului din fructe de
Vaccinium vitis-idaea purificat pe Diaion HP-20 SS

Timp de

Agliconul Nr. Fractiune
retentie (min)

Extract etanolic corespunzator
din fructe de antocianinelor
Vaccinium vitis- WYl HE
idaea (afine Delfinidind

rosii) Cianidind 12,781
Cianidind 7 21,623
Peonidina 36,347
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mAU
Extract-200nm,4nm (1.00)

15.04

12.51

6/3%717/209

10.04

7.5

—£5/23.716/206

4/20.036/528

5.0

1/4.466/0

2.5

2/16.646/205

/18.368/658

Figura 78. - Cromatograma RP-HPLC a a extractului standardizat pentru aplicatii practice din
fructe de Vaccinium vitis-idaea (,,extract standard”), detectia 520 nm

mAU 2
Extract-200nm 4nm (£.00)

254
S
20+ Q
)
)
@
154 ®
o

104

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Figura 79. - Cromatograma RP-HPLC a a extractului standardizat pentru aplicatii practice din
fructe de Vaccinium vitis-idaea (,,extract standard”), detectia 254 nm

In paralel s-a inregistrat cromatograma extractului E5 alcoolic din fructe de
Vaccinium vitis-idaea considerat ca ,extract standard” pentru aplicatii practice.
Detectia s-a facut la 520 nm respectiv 254 nm. In extractul obtinut se observa

BUPT



Rezultate si discutii 165

prezenta delfinidinei (tr=4,466 figura 78), cianidinei (tr=16,646, tr=20,036 figura
78), peonidinei (tg=37,717 figura 78), malvidinei (tr=18,368 figura 78, tr=6,098;
tr=18,835 figura 79), antocianidine a caror prezenta a fost confirmatd si prin
spectrometria de masa.

II1.2. CINETICA DEGRADARII TERMICE A EXTRACTELOR DIN
FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS RESPECTIV
VACCINIUM VITIS-IDAEA

Din termogramele obtinute se observa ca procesul de degradare
(descompunere) al gelurilor supuse analizei are loc in doua etape. Prima etapa are
loc intre 100 si 180°C si este asociata atat pierderii de apa legata cat si degradarii
unor principii active prezente in extracte, de tipul compusilor polifenolici (in special
antocianine). Cea de-a doua etapa, din intervalul 250-310°C poate fi fi atribuita
degradarii in totalitate a gelului, mai precis a pectinelor prezente in masa vascoasa
rezultaté dupa evaporarea extractelor la temperatura camerei.

In figurile 80 respectiv 81 sunt prezentate curbele TG obtinute la o viteza de
incalzire de 2 K/min pentru gelurile obtinute din fructe de afine respectiv merisoare.

TG 1% DTG /(%/min)
100 | ~— -0

|
90 Jemmaein - 161.4°C T T o2
801 --0.4
701 0.6
60 | 0.8

2740°C
501
-1.0

401

mr-1.2

50 100 150 200 250 300 350 400

Ternperatura IOC

Figura 80. - Curba TG pentru extractul sub forma de gel obtinut din fructe de Vaccinium vitis-
idaea (merisor) obtinut cu 2 K/min.
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TG 1% DTG /(%/min)
100 {— o
[
90 i 4e e 155.6 °C e " o2
80 H-0.4
701 --0.6
-0.8
% 280.1°C
50 -1.0
1.2
401
1
1.4

50 100 150 200 250 300 350 400
Termperatura IOC

Figura 81. - Curba TG pentru extractul sub forma de gel obtinut din fructe de Vaccinium
myrtillus (afine) obtinut cu 2 K/min

Pentru stabilitatea termicd a gelurilor obtinute din extracte este foarte
importanta prima etapa, deoarece pe baza cunoasterii domeniului de temperatura la
care incepe descompunerea termica se poate compara eficienta acestora cand sunt
folosite ca adausuri cu caracter antioxidant sau pentru mentinerea si imbogatirea
unor parametri senzoriali precum culoarea in produsele alimentare.

Studiul cinetic al procesului de degradare al probelor analizate s-a realizat
folosind metodele Kisinger, Ozawa si KAS [279-281] aplicate prima data pentru
polimeri dar extinse ulterior si asupra unor produse naturale, taninuri obtinute prin
extractie [217].

Aplicarea metodelor izoconversionale permite evaluarea energiei de activare
fara a cunoaste explicit expresia functiei de conversie (modelul cinetic) precum si
evaluarea dependentei energiei de activare de gradul de conversie.

Cel mai des aplicata este Metoda Kissinger [279]. Relatia ce sta la baza
acestei metode este:

=
p i

B _ _E
In 75— = IN(ARF () = = (20)

unde: B- gradul de incalzire, Ti - temperatura din punctul de inflexiune, R-
constanta generala a gazelor, F(a) - functia cinetica

Reprezentarea grafica |n_|_£2 functie de (1/T7) este o dreapta din a carei

pantd se determind energia de activare. In figurile 82 si 83 sunt prezentate dreptele
Kissinger ale probelor analizate pentru etapa a doua de descompunere.
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s = -31540% + 45 207
RY=09737

In{B/T )

115 7
-12 4

1245
00074 00M75000176 000177 000178000179 00018 000131 0,00182

T

Figura 82. - Dreapta Kissinger pentru etapa a 2-a de descompunere a extractului sub forma
de gel obtinut din fructe de Vaccinium myrtillus (afine)

y = -28897x + 40,698
F* = 059848

-12

=125
0,00181 0,00182 0,00153 0,00184 0,00185 0,00186 0,00187 0,00188 0,00189

1.T

Figura 83. - Dreapta Kissinger pentru etapa a 2-a de descompunere a extractului sub forma
de gel obtinut din fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare)
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Pentru calculul energiei de activare folosind metoda Ozzawa (ecuatia 21)
[280], se reprezintd grafic In £ functie de (1/7).

log(p)=C —0.4567[%] (21) unde: C - constantd; T - temperatura.

%

in figurile 84 si 85 sunt prezentate curbele Ozawa pentru extractele de
afine respective merisoare.

3

25 4
2 4 10
= N\ } = 20
1.5 1 an
1 N - + L] * u 4['
= A0
0.9 1 & E0
] T T T T =70
00015 a0018 0,0017 0,0013 o,0019 o,002 -gg

L'T
Figura 84. - Curbele Ozawa pentru degradarea extractului de afine sub forma de gel
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Figura 85. - Curbele Ozawa pentru degradarea extractului de merisoare sub forma de gel
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Metoda KAS se bazeaza pe ecuatia (22) [281]. Aceasta ecuatie este similara
cu ecuatia Kissinger, singura diferenta este faptul ci temperatura este la un grad de

conversie sigur.
In iz =C- E (22)
T RT,,

%

in figurile 86 si 87 sunt prezentate diagramele KAS pentru extractele
analizate.

-9 T T T T
95 - +10
=0
-10 A aa
o~ | -105 - 40
= el
= 11 .
E - + & [
115 4 \ +70
- + . * 'BD
-12 4 90
125
00014 00016 0,007 00018 00019 0,002

1T

Figura 86. - Diagrama KAS pentru extractul de afine sub forma de gel
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Figura 87. - Diagrama KAS pentru extractul de merisoare sub forma de gel

Folosind metodele mentionate mai sus s-a evaluat energia de activare a
procesului de degradara al gelurilor analizate. Valorile obtinute sunt prezentate in
tabelul 29.

Tabelul 29.

Energia de activare pentru cele doud extracte evaluata prin diferite metode

Metoda
de
evaluare

Etapa I de Etapa a II a de Etapa I de Etapa a II a de
degradare degradare degradare degradare

Kissinger 110,4099 237,62 161,6907 240,2497
Ozawa 119,1182 180,7 121,598 213,5621
KAS 118,0754 180,62 120,6591 215,2938

Proba 1- gel obtinut din extract de afine, proba 2- gel obtinut din extract de
merisoare

Din datele prezentate in tabelul 29 se observa ca, energiile de activare
pentru prima etapa de degradare se incadreaza in domeniul 110 - 160 kl/mol.
Valorile cele mai scdzute s-au obtinut pentru gelul obtinut din extract din afine
(proba 1). In etapa a doua de degradare pentru ambele probe s-au inregistrat valori
ridicate ale energiei de activare se incadreaza in domeniul 180 - 240 kJ/mol.
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II1.3. EXTRACTE DIN FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS
RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA. STUDIU DE CULOARE
IN SPATIULCIELAB

In cadrul acestui studiu s-a urmérit determinarea proprietatile de colorare a
pigmentilor naturali extrasi din fructe de Vaccinium myrtillus (afine negre) respectiv
Vaccinium vitis-idaea (merisoare - afine rosii).

S-a lucrat cu un set de 5 probe pentru fiecare extract, numerotate A1 - A5
in cazul extractului din fructe de Vaccinium myrtillus (afine), care difera intre ele
prin concentratia de pigmenti colorati exprimata prin continutul total de antocianine
(tabelul 30). Dozarea acestora se bazeazda pe proprietatea lor de a prezenta in
solutie alcoolica acida un maxim de absorbtie la A = 550 nm [263].

Tabelul 30.
Continutul in antocianine al probelor supuse analizelor

Continut n antocianine 4.78 2.36 1.65 1.23 | 0.86
(mg/mL)-10-3

Pentru a avea o imagine de ansamblu asupra culorilor obtinute dupa
aplicarea pe suport celulozic a celor 5 probe, au fost efectuate masuratori de culoare
in sistemul CIELAB.

Pentru fiecare proba in parte s-au determinat:

e reflectanta probelor de extracte fata de un standard la trei
iluminanti; exemplificarea este redata pentru iluminantul D65,
tabelul 31;

e saturatia (C), tonalitatea (h) si coordonatele rectangulare L*, a*, b*

Reflectanta, este o marime fizicd care depinde de unghiul de incidenta,
polarizarea radiatiei si indicele de refractie a materialelor care formeaza suprafata
de separatie. Din datele obtinute se observa ca aceasta depinde de lungimea de
unda respectiv de concentratia colorantului. Astfel, pentru proba cu concentratia cea
mai mare in antocianine reflectanta este cea mai micd la o anumita lungime de
unda. In toate cazurile ca si pentru standard aceasta creste odata cu lungimea de
unda.

In continuare sunt redate rezultatele determindrilor efectuate pentru
extractul din fructe de Vaccinium myrtillus (afine).

Datele privitoare la curbele de reflexie ale pigmentilor coloranti extrasi din
afine fata de standard (baza alba) pentru iluminantul D65 sunt prezentate in tabelul
31.
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Tabelul 31.
Reflectanta pigmentilor colorati din probele A1-A5 fata de standard (baza alba)
pentru iluminantul D65

Y Standard Al A2 A3 A4 A5

(nm)

400 52.06 50.64 51.33 51.64 51.76 51.83
420 90.00 80.89 84.85 86.53 87.58 88.11
440 92.19 83.29 87.18 89.01 90.00 90.45
460 92.50 84.80 88.48 90.01 90.87 91.15
480 92.70 85.97 89.42 90.58 91.46 91.54
500 92.75 87.06 90.31 91.41 92.06 92.21
520 92.99 87.92 91.00 91.91 92.39 92.42
540 93.09 88.58 91.28 92.41 92.59 92.61
560 92.99 88.48 91.49 92.56 92.67 92.70
580 93.18 88.61 91.55 92.67 92.72 92.82
600 93.22 88.79 91.69 92.73 92.75 92.84
620 93.39 88.82 91.78 92.77 92.89 92.96
640 93.35 88.93 92.15 92.84 93.01 93.09
660 93.39 89.54 92.44 93.00 93.09 93.12
680 93.29 90.39 92.47 93.07 93.17 93.18
700 93.40 91.54 92.75 93.09 93.20 93.22

In tabelul 32 sunt prezentate rezultatele obtinute in urma mé&surétorilor
spectrofotometrice pentru probele A1-A5 la cei trei iluminanti. Pe baza datelor din
tabelul 32 se poate afirma faptul cd, lumina afecteaza culoarea. Compozitia
spectrala a luminii emise si reflectate pe suprafata obiectelor determina modificarea
culorii percepute. Aceasta aparent§1 schimbare a culorii in functie de sursa de
iluminare este un tip de dicroism. In cazul unui colorant alimentar, fenomenul de
dicroism este nedorit. Lumina fluorescenta dintr-o hala de fabricatie, din depozite,
magazine de desfacere cat si lumina galbuie provenita de la un bec de iluminare
dintr-un restaurant, duc in afara riscului unor modificari mai profunde si la
modificarea culorii bauturilor si a produselor alimentare. Acest efect poate fi
interpretat de consumator ca o degradare rapida a calitatii produselor.
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Tabelul 32.
Valorile masuratorilor de culoare pentru probelel A1-A5,
comparativ cu baza alba
Tip Numar compus Al A2 A3 A4 A5
iluminant
C 3.39 2.90 2.38 2.08 1.84
Coordonate h 1.82 1.80 1.82 1.83 1.87
cilindrice si L 95.18 96.13 | 96.85 97.0 97.05
D65 rectangulare a -0.84 -0.66 -0.6 -0.57 -0.55
b 3.29 2.82 2.31 2.01 1.76
X 83.05 86.13 | 86.99 87.5 87.47
Valori Y 88.06 91.21 92.08 | 92.39 | 92.57
Tristimulus ya 89.71 93.66 | 95.33 | 96.31 | 96.67
C 3.09 2.56 2.06 1.76 1.48
Coordonate h 1.53 1.48 1.49 1.51 1.53
cilindrice si L 95.33 96.62 96.95 | 97.15 97.11
A rectangulare | g 0.28 0.22 0.16 0.10 0.07
b 3.09 2.55 2.05 1.76 1.48
X 98.33 | 101.86 | 102.71 | 103.21 | 103.08
Valori Y 88.40 91.52 | 92.32 | 92.61 | 92.70
Tristimulus Z 29.64 30.96 | 31.48 | 31.79 | 31.90
C 3.56 2.86 2.31 2.01 1.67
Coordonate h 1.74 1.71 1.72 1.73 1.75
cilindrice si L 95.29 96.59 96.91 | 97.13 | 97.69
F2 rectangulare a -0.60 -0.38 -0.34 -0.31 -0.30
b 3.51 2.83 2.29 1.99 1.64
X 90.87 94.21 95.04 | 95.61 | 95.53
Valori Y 88.32 91.44 | 92.22 | 92.56 | 92.67
Tristimulus Z 57.68 60.40 | 61.44 | 62.09 | 62.36

D65 = iluminantul corespunzator luminii zilei, cu o temperatura a culorii de 6500 K;
A = iluminantul corespunzator unui bec cu incandescenta, cu o temperatura a culorii
de 2856 K; F2 = iluminantul corespunzator luminii albe fluorescente.

In urma mé&surstorilor de culoare efectuate in sistemul CIELAB (tabelul 32),
in figura 88 s-a reprezentat grafic dependenta luminozitatii fata de concentratia de
colorant de tip extract de afine introdusa in baza alba, atunci cand se utilizeaza
iluminantul D65. Se constata ca luminozitatea scade cu cresterea concentratiei de
colorant.

Dupa cum se stie, luminozitatea se refera la cantitatea de lumina reflectata
de culoare sau la cadt de mult negru este in culoare. Scaderea luminozitatii era
asteptatd, deoarece pe masura ce concentratia de colorant in proba alba creste,
produsul se va inchide la culoare.
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Figura 88. - Dependenta luminozitatii (L") de concentratia pigmentilor coloranti din probe
(extract din afine)

Daca se reprezinta grafic (figura 89) dependenta parametrului a* fata de
concentratia de colorant de tip A introdusa in baza alba, atunci cand se utilizeaza
iluminantul D65, se constata ca valoarea parametrului a* scade cu cresterea
concentratiei de colorant. Aceasta inseamna ca pe madsura ce creste concentratia
colorantului A, tonalitatea culorii se deplaseaza spre verde.

0 a* = -0.0704c - 0.4949
CR 4 R2 = 0.9937
-0.6 -
0.7 -
-0.8 -
-0.9
0 1 2 3 4 5
c [%]

Figura 89. - Dependenta coordonatei a* de concentratia pigmentilor colorati din probe
(extract din afine)
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Parametrul a* este negativ, si se constatd ca valoarea lui scade liniar cu
cresterea concentratiei colorantului, deci tonalitatea culorii se deplaseaza spre
verde, iar in cazul in care se reprezinta grafic (figura 90) dependenta parametrului
b* fata de concentratia de colorant de tip A introdusa in baza alba, atunci cand se
utilizeaza iluminantul D65, se constatda ca valoarea parametrului b* creste cu
cresterea concentratiei de colorant. Aceasta inseamna ca pe masura ce creste
concentratia colorantului A, tonalitatea culorii se deplaseaza spre galben.

Puterea de colorare a colorantului A, extras din afine, este o masura a
abilitatii relative a acestui colorant de a modifica culoarea unui pigment alb la care
este adaugat.

Examinarea puterii de colorare a colorantului A, extras din afine, s-a realizat
prin reprezentarea diferentei de culoare AE in functie de cresterea concentratiei de
pigmenti coloranti de tip A introdusa in baza alba, atunci cind se utilizeaza
iluminantul D65 (figura 90).

b* b* = -0.1259¢? + 1.1038c + 0.8917
4 2

AE R? =0.9983
3 _
2 _

AE =-0.1689¢2 + 1.4603¢ - 0.017
R?2 =0.9976

0 1 2 3 4 5
c [%]

Figura 90. - Dependenta coordonatei b* si a diferentei de culoare AE de concentratia
pigmentilor colorati din probe la iluminantul D65

Se constata ca desi concentratia colorantului de tip extract de afine creste
semnificativ, diferenta de culoare fata de proba alba creste doar foarte putin astfel
incat se poate concluziona ca puterea de colorare a colorantului de tip extract din
afine, este slaba.

Reprezentarea culorii in spatiul L*, a*, b* este prezentata in figura 91.
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Figura 91. - Evolutia culorii in spatiul tridimensional L*, a*, b* pe masura ce creste
concentratia de colorant A extras din afine

Se stie ca sursele de lumina sunt corpuri care emit lumind prin natura lor;
sursele comune de Ilumind sunt soarele, lumina incandescentd si lumina
fluorescenta; de asemenea se stie ca, tipuri specifice de lumina vor emite cantitati
diferite de energie in fiecare parte a spectrului vizual.

Foarte important in cazul unui colorant alimentar este fenomenul nedorit de
dicroism. Astfel, o bauturda racoritoare care fisi modifica culoarea de la un bar
iluminat cu o anumita sursa de lumind, la masa unde este servitd, care este
iluminata de o altda sursa de lumind, poate fi interpretata de consumator ca o
degradare rapida a calitatii bauturii.

In cazul colorantului A, extras din afine, fenomenul de dicroism s-a analizat
prin compararea diferentei de culoare AE a probelor examinate sub cei trei
iluminanti D65, A si F2 (tabelul 33). Diferenta de culoare a fost calculata cu relatia:

AES = (ALY +(aa”f +(abf  (23)
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Tabelul 33.
Valorile AE pentru pigmentii colorati din extractul apos din fructe de Vaccinium
myrtillus (afine) sub efectul iluminantilor standard

AE
Iluminantul
standard
D65 3.09 2.59 1.84 1.42 1.08
A 3.39 2.56 1.83 1.40 0.99
F2 3.96 2.89 2.10 1.66 1.17

Se constatd cd pe masura ce creste concentratia colorantului din proba
creste si diferenta de culoare observata sub cei trei iluminanti. Colorantul A prezinta
deci fenomenul de dicroism.

S-a urmarit stabilirea parametrului cu rolul preponderent in modificarea
diferentei de culoare. Pentru aceasta s-au comparat valorile derivate AL, Aa, Ab, AC
si Ah ale parametrilor L*, a*, b* respectiv ale saturatiei si tonalitatii pentru
probele analizate (tabelul 34).

Tabelul 34.
Valorile parametrilor AL, AC , Ah , Aa si Ab la cei trei iluminanti
pentru pigmentii colorati extrasi din fructe de Vaccinium myrtillus (afine

Tip iluminant  Numar
compus
AL -2.05 -0.74 1.03 -0,17 -0.18
AC 2.31 1.81 1.29 1.0 0.76
D65 Ah 0.12 0.14 0.1 0.08 0.02
Aa -0.51 -0.33 -0.23 -0.20 -0.18
Ab 2.25 1.79 1.27 0.98 0.73
AL -1.94 -0.65 -0.32 -0.12 -0.17
AC 2.29 1.75 1.26 0.96 0.68
A Ah 0.09 0.02 0.03 0.05 0.06
Aa 0.04 0.14 0.08 0.02 0.01
Ab 2.29 1.75 1.26 0.96 0.68
AL -1.06 -0.67 -0.35 -0.13 -0.16
AC 2.70 2.00 1.45 1.15 0.81
F2 Ah 0.05 0.01 0.01 0.02 0.05
Aa -0.48 -0.26 -0.22 -0.19 -0.18
Ab 2.66 1.98 1.44 1.14 0.79

Valoarea parametrului AE ca atare nu permite distingerea cu ochiul liber a
diferentei de culoare decat daca valoarea sa este peste 0,5. In cazul extractului
studiat cele mai mari diferente de culoare in functie de iluminantii folositi s-a constat
in cazul probei A1, cand se foloseste concentratia cea mai mare de colorant.

Parametrii care intervin in calculul diferentei de culoare AE sunt cei
enumerati iar contributia lor la valorile acesteia sunt urmatoarele:

e AL - minord, valorile luminozitatii fiind apropiate la toti cei trei

iluminanti.
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e Aa - prezinta diferente mai mari intre iluminantii D65 si F2 pe de o
parte si iluminantul A pe de alta parte. Astfel, valorile pozitive pentru Aa
inregistrate in cazul iluminantului standard A indicd o intensificare a
nuantei de rosu pentru probe.

e Ab - prezinta diferente mai mari intre iluminantii D65 si A pe de o parte
si iluminantul F2 pe de altd parte. In mod similar valori Ab mai mari
pentru iluminantul standard F2 indica o intensificare a nuantei de galben
pentru probe.

e AC - prezinta diferente mai mari intre iluminantii D65 si A pe de o parte
si iluminantul F2 pe de altd parte. Valorile AC mai mari pentru probele
A1-A5 pentru iluminantul standard F2 indica o culoare mai saturatd, mai
vie.

e Ah - valorile tonalitatii prezintd diferente mari la toti cei trei iluminanti,
pentru toate probele.

Aceleasi determinari s-au facut si pentru pigmentii prezenti in extractul din

fructe de Vacinium vitis-idaea (merisoare), probele M1-M5.
Tabelul 35.
Continutul in antocianine a probelor M1 - M5 analizate

Continut in antocianine 9,67 4,45 2,80 2,15 | 1,46
(mg/mL)-10-3

In tabelul 36 sunt prezentate datele privitoare la curbele de reflexie ale
pigmentilor extrasi din merisoare fata de standard (baza alba) pentru iluminantul
D65 iar in tabelul 37 sunt prezentate valorile masuratorilor de culoare comparativ cu
baza alba.

Tabelul 36.
Reflectanta pigmentilor colorati din probele M1 - M5 extrasi din fructe de Vaccinium
vitis-idaea (merisoare) fata de standard (baza alba) pentru iluminantul D65

A standard M1 M2 M3 M4 M5

(nm)

400 52.06 50.02 50.79 51.33 51.40 51.61
420 90.00 78.06 81.97 83.55 84.58 85.91
440 92.19 80.68 84.18 85.73 86.93 88.34
460 92.50 82.68 85.87 87.21 88.56 89.51
480 92.70 85.10 97.37 88.68 89.86 90.36
500 92.75 87.02 88.72 89.94 91.37 91.49
520 92.99 88.42 89.66 90.85 91.68 91.90
540 93.09 89.43 90.34 91.45 91.98 92.37
560 92.99 89.66 90.41 91.59 92.10 92.52
580 93.18 90.07 90.66 91.79 92.33 92.73
600 93.22 90.17 90.78 91.86 92.41 92.78
620 93.39 90.43 91.21 92.26 92.77 92.99
640 93.35 90.66 91.35 92.50 92.86 93.04
660 93.39 91.15 91.89 92.68 92.89 93.09
680 93.29 91.64 92.06 92.83 92.92 93.19
700 93.40 92.19 92.27 92.84 92.98 93.24
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Pentru a se observa mai bine dependenta reflectantei de lungimea de unda
respectiv de concentratia de pigment s-a realizat si reprezentarea grafica (figura
92).

94
R [%]
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Figura 92. - Variatia reflectantei functie de lungimeaa de unda
Astfel, pentru proba cu concentratia cea mai mare in antocianine reflectanta

este cea mai micd la o anumitd lungime de und&. In toate cazurile ca si pentru
standard aceasta creste odata cu lungimea de unda.
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Tabelul 37.

Valorile masuratorilor de culoare pentru probele M1 - M5

comparativ cu baza alba

Tip Numar compus ‘ M1 M2 M3 M4 M5
iluminant
C 5.58 3.91 3.69 3.33 2.77
Coordonate h 1.76 1.77 1.77 1.77 1.78
cilindrice si L 95.52 95.97 96.45 96.68 96.87
D65 rectangulare | g -1.03 -0.76 -0.73 -0.66 -0.57
b 5.49 3.83 3.62 3.26 2.71
X 83.71 84.86 85.99 86.55 87.05
Valori Y 88.87 89.93 91.10 91.66 92.13
Tristimulus Z 87.42 90.87 92.39 93.49 94.79
C 5.32 3.72 3.46 2.80 2.49
Coordonate h 1.48 1.47 1.47 1.48 1.48
cilindrice si L 95.49 96.16 96.63 96.72 96.99
A rectangulare | 5 0.48 0.39 0.35 0.24 0.23
b 5.29 3.69 3.44 2.79 2.48
X 99.79 | 100.71 | 101.95 | 101.87 | 102.87
Valori Y 89.51 90.39 91.53 91.52 92.42
Tristimulus ya 28.98 30.03 30.54 30.85 31.30
C 6.00 4.15 3.86 3.14 2.82
Coordonate h 1.69 1.69 1.69 1.71 1.69
cilindrice si L 95.73 96.11 96.58 96.80 96.97
F2 rectangulare | 5 -0.71 -0.59 -0.47 -0.43 -0.34
b 5.96 4.12 3.84 3.11 2.80
X 91.88 92.96 94.14 94.21 95.20
Valori Y 89.36 90.28 91.42 91.46 92.38
Tristimulus Z 56.13 58.42 59.44 60.15 61.06

Dependentele grafice ale valorilor coordonatelor L*, a

*

, b" in functie de

concentratia de pigmenti colorati din probele analizate, raportate la pigmentul alb
sunt prezentate in figurile 93, 94 si 95.
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Figura 93. - Dependenta luminozitatii (L*) de concentratia pigmentilor colorati din probe

In figura 93 s-a reprezentat grafic dependenta luminozititii fatd de
concentratia de colorant de tip extract apos din fructe de Vaccinium vitis-idaea
introdusa in baza alba, atunci cind se utilizeaza iluminantul D65. Se constata ca
luminozitatea scade cu cresterea concentratiei de colorant. Scdaderea luminozitatii
era asteptata, deoarece pe masura ce concentratia de colorant in proba alba creste,
produsul se va inchide la culoare.

05 a* = -0.0704c - 0.4949
o . 1 2I 1
a R?2 = 0.9937
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c [%]

Figura 94. - Dependenta coordonatei a* de concentratia pigmentilor colorati din probe
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Figura 95. - Dependenta coordonatei b* si a diferentei de culoare AE de concentratia
pigmentilor colorati din probe la iluminantul D65

Se constatd ca desi concentratia pigmentilor colorati creste semnificativ,
diferenta de culoare fata de proba alba creste doar foarte putin.Culoarea naturala a
fructelor de merisoare este rosie. Nuanta obtinuta folosind extract de merisoare in
concentratii scazute este foarte slaba. De fapt, culorile probelor analizate au nuante
diferite de galben si verde.

Reprezentarea culorii in spatiul L*, a*, b* este prezentata in figura 96.

Figura 96. - Spatiul L*, a*, b*, pentru colorantul M extras din merisoare
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Examinarea puterii de colorare a pigmentilor extrasi din fructe de Vaccinium
vitis-idaea (merisoare), s-a realizat prin reprezentarea diferentei de culoare AE in
functie de cresterea concentratiei de colorant de tip extract apos introdusa in baza
alba, atunci cind se utilizeaza iluminantul D65 (vezi figura 95).

Se constatda ca desi concentratia pigmentilor colorati creste semnificativ,
diferenta de culoare fata de proba alba creste doar foarte putin astfel incat se poate
concluziona cad, puterea de colorare a extractului apos din fructe de Vaccinium vitis-
idaea (merisoare), este slaba.

Si in cazul pigmentilor colorati extrasi din merisoare, fenomenul de dicroism
s-a examinat prin compararea diferentei de culoare AE a probelor examinate sub cei
trei iluminanti D65, A si F2 (tabelul 38).

Tabelul 38.
Valorile AE pentru pigmentii M din extractul apos din fructe de Vaccinium vitis-idaea
merisoare) sub efectul iluminantilor standard

AE M1 M2
Iluminantul
standard
D65 6.41 4.03 3.71 3.19 2.4
A 6.57 4.25 3.86 2.90 2.46
F2 7.45 4.76 4.34 3.29 2.83

Se oserva ca si pigmentii colorati extrasi din fructe de Vaccinium vitis-idaea
(merigoare) prezinta fenomenul de dicroism, manifestat prin diferenta de culoare
observata la cei trei iluminanti.

S-a urmarit stabilirea parametrului cu rolul preponderent in modificarea
diferentei de culoare. Pentru aceasta s-au comparat valorile derivate AL, Aa, Ab, AC
si Ah ale parametrilor L*, a*, b* respectiv ale saturatiei si tonalitatii pentru
probele analizate (tabelul 39).

Tabelul 39.
Valorile parametrilor AL, AC , Ah , Aa si Ab la cei trei iluminanti
pentru pigmentii colorati extrasi din fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare

Tip Numar
illuminant compus
AL -1.71 -1.27 -0.78 -0.55 -0.36
AC 4.50 2.82 2.60 2.24 1.69
D65 Ah 0.31 0.24 0.22 0.21 0.18
Aa -0.70 -0.42 -0.40 -0.33 -0.24
Ab 4.45 2.80 2.58 2.23 1.68
AL -1.48 -1.11 -0.65 -0.65 -0.28
AC 4.51 2.91 2.66 1.99 1.69
A Ah 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01
Aa 0.40 0.31 0.27 0.16 0.15
Ab 4.50 2.90 2.64 1.99 1.69
AL -1.53 -1.14 -0.67 -0.66 -0.28
AC 5.14 3.29 3.00 2.27 1.96
F2 Ah 0.05 0.04 0.03 0.01 0.03
Aa -0.59 -0.37 -0.35 -0.31 -0.28
Ab 5.11 3.26 2.98 2.25 1.94
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Interpretarea rezultatelor experimentale prezentate in tabelul 39 conduc la
aceleasi concluzii ca cele detaliate pentru extractul din fructe de Vaccinium myrtillus,
si anume ca, influenta luminozitdtii este minora, ca intre iluminanti standard apar
diferente in ceea ce priveste parametrul corespunzator culorii rosu, galben,
respectiv saturatia si tonalitatea culorii.

Concluzii

In cadrul acestui studiu s-a urmérit determinarea proprietatilor de colorare
ale unor coloranti naturali extrasi din fructe de Vaccinium myrtillus (afine, probele
A1-A5 respectiv fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare), probele M1-M5.

S-au analizat proprietatile legate de culoare pentru cele doua tipuri de
extracte a cdror concentratie Tn pigmenti colorati exprimata ca concentratia in
antocianine a fost cuprinsa intre 0,86-103 - 4,78-10°3 mg/mL pentru extractul din
fructe de Vaccinium myrtillus respectiv 1,46-103 - 9,67:103 mg/mL in cazul
extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea, studiindu-se nuanta, stralucirea,
luminozitatea, si puterea de colorare. Analiza proprietatilor s-a efectuat prin
amestecarea colorantilor cu dioxid de titan in diferite proportii.

S-au efectuat masuratori de culoare conform sistemului CIELAB, pentru
fiecare compus in parte avand ca etalon baza alba.

Au fost analizate mai multe seturi de probe cu trei tipuri de iluminanti: D65 -
corespunzator luminii zilei, cu o temperatura a culorii de 6500 K; A - corespunzator
unui bec cu incandescenta, cu o temperatura a culorii de 2856 K; F2- corespunzator
luminii albe fluorescente reci.

In cazul iluminantului D65, s-a constatat ca luminozitatea scade cu cresterea
concentratiei de colorant pentru amebele tipuri de extracte. Scaderea luminozitatii
era asteptatd, deoarece pe madsura ce concentratia de colorant in proba alba creste,
produsul se va inchide la culoare.

In acelasi timp, s-a constatat, ca pentru ambele tipuri de extracte valoarea
parametrului a* scade cu cresterea concentratiei in antocianine a extractelor.
Totodata, se constata ca valoarea parametrului b* creste cu cresterea concentratiei
de colorant. Aceasta inseamnd ca pe masura ce creste concentratia colorantului
tonalitatea culorii se deplaseaza spre galben.

Au fost reprezentati parametrii ce caracterizeaza culoarea pentru cele doua
tipuri de extracte in spatiul L*, a*, b*. Puterea de colorare a acestora a fost stabilita
prin reprezentarea diferentei de culoare AE in functie de cresterea concentratiei de
colorant introdusa in baza alba, atunci cind s-a utilizat iluminantul D65. S-a constat
ca desi concentratia colorantilor creste, diferenta de culoare fata de proba alba
creste doar foarte putin, astfel incat se poate concluziona ca puterea de colorare a
colorantilor testati extrasi din afine respectiv din merisoare, este slaba.

In cazul ambelor tipuri de extracte s-a examinat fenomenul de dicroism, prin
compararea diferentei de culoare AE a probelor examinate sub cei trei iluminanti
D65, A si F2 si de asemenea s-a examinat care dintre parametrii L*, a* si b* au
rolul preponderent in modificarea diferentei de culoare. Pentru aceasta s-au
comparat valorile AL, AC, Ah , Aa si Ab pentru probele analizate. S-a constatat ca
parametrii care se modifica la schimbarea iluminantului sunt AC, Ah si Aa.

Rezultatele studiului prezentat au facut obiectul a douad lucrari stiintifice
aflate in curs de publicare [282, 283].
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II1.4. APLICAREA EXTRACTELOR DIN FRUCTE DE
VACCINIUM MYRTILLUS RESPECTIV VACCINIUM VITIS-IDAEA
IN INDUSTRIA ALIMENTARA

II1.4.1. Efectele antioxidante ale extractelor din fructe de
Vaccinium myrtillus (afine) respectiv Vaccinium vitis-idaea
(merisoare) in uleiuri vegetale

Obiectivul studiului de fata a fost examinarea eficientei extractelor de afine
si merisoare in stabilizarea uleiului de armurariu (Silybum marianum) si a uleiului de
sofranel obtinute prin presare la rece precum si a emulsiilor 20% ulei in apa a
acestora, in timpul pastrarii la temperatura mediului ambiant, prin mdsurarea
produsilor de oxidare primari si secundari. Studiul s-a realizat comparativ cu probe
de ulei cu adaus de antioxidanti sintetici (t-butilhidroxitoluen (BHT), vitamina C) la
o concentratie de 200 ppm in proba (100 mL ulei).

Uleiul de armurariu (Silybum marianum) si uleiul de sofranel obtinute prin
presare la rece si fara adaus de antioxidanti sintetici, au fost cumparate de la un
supermarket. Initial acestea au fost verificate prin determinare indicelui de peroxid
si a produsilor primari diene si triene conjugate (tabelul 40). Dienele respectiv
trienele conjugate s-au exprimat functie de valoarea absorbantei la 232 nm - CD, si
268 nm - CT, a 50 mg ulei dizolvat in 5 mL izooctan.

Tabelul 40.
Valorile parametrilor caracteristici pentu uleiuri inainte de adaugarea antioxidantilor

Determinari  Ulei de armurariu  Ulei de sofrinel
Indice de peroxid (meqg Oy/kg ulei) 2,4 4
Diene conjugate (CD) 0,09 0,11
Triene conjugate (CT) 0,232 0,391

Probele de ulei pregatite conform tabelului 6, subcapitolul II.7.1. — Partea
experimentald, au fost stabilizate si pastrate timp de 35 de zile in sticle de culoare
inchisad, la lumina si temperatura ambianta.

Nivelul de deteriorare oxidativa al uleiului de armurariu si sofranel si a
emulsiilor 20% U/A ale acestora, a fost urmarit in timpul depozitarii prin masurarea
indicelui de peroxid (PV), a continutului de diene si triene conjugate - CD respectiv
CT, apoi a indicelui de p-anisidina (p-AV).

Indicii de peroxid (PV) au fost masurati conform procedurii AOAC [251].

Produsele de autooxidare, adica CD si CT, s-au determinat prin urmarirea
absorbantei la o lungime de unda fixa in regiunea UV (la 232 pentru CD si 268 nm
pentru CT) intr-o masa constanta de proba. Pentru masurarea acestor parametrii in
emulsii, a fost necesara extractia fractiunilor uleioase din acestea. Pentru toate
probele s-a mai determinat indicele de p-anisidind, care reprezintd compusii de
oxidare secundari.

Analiza dimensiunii particulelor pentru emulsiile 20% U/A (ulei de armurariu
respectiv ulei de sofranel) cu un aparat de tip Malvern a aratat ca atat in cazul
emulsiei 20% a uleiului de armurariu (figura 97) cat si in cazul emulsiei 20% a
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uleiului de sofranel (figura 99), s-a obtinut o distributie bimodala a marimii

picaturilor.
Domeniul reprezentativ in care variaza diametrul particulelor celor doua

emulsii obtinut prin extrapolarea datelor furnizate de aparatul Malvern, este
prezentat in figurile 98 (emulsia uleiului de armurariu) respectiv 100 (emulsia

uleiului de sofranel).

Distributia marimii particulslor

»

Volum (%)
- N w
AN O oo,

o
N =

%.01 0.1 1 10 100
Marimes particulelor "_]m)

Figura 97. - Distributia marimii particulelor in emulsia 20% U/A a uleiului de armurariu

08 28 48 63 88108 128 148 168 188 208 228 248 268 268 308 326 3458 368 366
Diametral paticlelor |0

Figura 98. - Domeniul variatiei diametrului mediu al particulelor din emulsia 20% UA/A
obtinut prin aplicarea softwerului aparatului Mastersizer
(UA= ulei de armurariu, A=apa)
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In cazul emulsiilor 20% U/A a uleiului de sofrénel rezultatul distributiei
bimodale a marimii picaturilor ca si domeniul de variatie al diametrului particulelor
sunt prezentate in figurile 99 si 100.

Distributis marimii particulsior

Volum (%)

N W & U0 &

-

%.01 0.1 0 100

1 1
Marimea particulelor (l.]m)

Figura 99. - Distributia marimii particulelor in emulsia 20% U/A a uleiului de sofranel

0810 30 50 70 80 110 130 150 170 200 220 240 260 280 300 320
Diatretrol particulelor  Jum

Figura 100. - Domeniul variatiei diametrului mediu al particulelor din emulsia 20% US/A
obtinut prin aplicarea softwerului aparatului Mastersizer
(US= ulei de sofranel)

Din valorile diametrului particulelor celor doua emulsii cu aspect alb-laptos
se observa ca emulsia uleiului de sofranel prezintd picdturi cu diametru mai mic,
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viscozitatea acesteia fiind de asemenea mai redusa, 12 cP fata de 24 cP viscozitatea

emulsiei uleiului de armurariu.
Pastrate la temperatura ambianta timp de 90 de zile emulsiile si-au dovedit

stabilitatea.

Degradarea oxidativa a uleiurilor respectiv a emulsiilor 20% U/A ale acestora
stabilitd pe baza indicilor de peroxid

Variatia valorilor indicelui de peroxid pentru cele doua uleiuri sunt redate in
tabelele 41 si 43, iar dependenta indicelui de peroxid (IP) functie de timp pe
parcursul oxidarii probelor de ulei cu adaos de extracte si antioxidanti sintetici in
conditii de lumina, temperatura ambianta, pe o perioada de 35 de zile este redata in

figurile 101, 102, 105 si 106.

Tabelul 41.

Variatia indicilor de peroxid in timp la uleiul de armurariu pastrat la temperatura de
250C, la lumina in sticle de culoare inchisa

Ziua P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
0 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
2 4.0 2,8 2,8 3,6 3,2 2,8 2,8
4 6,4 4,2 3,6 4,0 3,8 3,6 3,6
7 9,2 5,4 4,8 4,6 4,2 4,8 6,4
10 13,8 6,6 5,6 5,6 4,8 6,0 11,2
15 15,2 9,8 7,4 9,2 7,6 6,8 12,0
20 16,4 10,4 10,6 10,0 10,4 8,0 18,8
25 21,6 10,8 11,2 10,4 10,4 11,6 19,8
35 42,8 27,8 26,8 25,2 25,6 28,4 39,4

UA = ulei de armurariu; P1 = ulei control; P2 = UA + 0,1% extract afine; P3 = UA
+ 0,5% extract afine; P4 = UA + 0,1% extract merisor; P5 = UA + 0,5%extract
merisor; P6 = UA + 200 ppm BHT; P7 = UA + 200 ppm vit C

Figurile 101 si 102 arata o crestere relativa a indicelui de peroxid pentru
uleiul de armurariu (Silybum marianum) stabilizat cu extracte de fructe de
Vaccinium vitis-idaea, respectiv Vaccinium myrtillis la doua concentratii diferite.
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Figura 101. - Variatia indicilor de peroxid a uleiului de armurariu cu adaus de extract din
fructe de Vaccinium myrtillus fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici
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Figura 102. - Variatia indicilor de peroxid a uleiului de armurariu cu adaus de extract din
fructe de Vaccinium vitis-idaea fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici
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Rezultatele obtinute sunt urmatoarele:

e Pentru toate probele s-a inregistrat o crestere a indicelui de peroxid;

e Pentru proba martor (fara extract) valorile indicelui de peroxid au fost mai
mari indicdnd astfel un grad de oxidare mai Tnalt. Cantitatea de peroxizi in
cazul probei martor a corespuns dupa 35 zile unei valori de 42,8 meq O/ kg
ulei fata de valoarea initiala de 2,4 meq Oz/ kg ulei. Aceasta corespunde
unei cresteri de aproximativ 20 de ori a indicelui de peroxid.

e Pana in ziua 20, cel mai bun efect de protejare |-a manifestat antioxidantul
sintetic t-butil-hidroxitoluenul (BHT), dar apoi acesta este inlocuit de
extractele de fructe de padure. Dupad ziua 21 se evidentiaza efectul
antioxidant superior al extractelor de fructe de padure care variaza in
ordinea:

extract de Vaccinium vitis-idaea > extract de Vaccinium myrtilus

e Valoarea indicelui de peroxid pentru vitamina C este mai scazutda decét
pentru proba martor (cu 3,4%) dar mai mare (12-14%) decat cel al
extractelor din fructe la sfarsitul experimentului. Cu alte cuvinte,
antioxidantul natural vitamina C, folosit curent in industria alimentara,
farmaceuticd si cosmetica are o eficienta inferioara celor doud extracte din
fructe de padure. O mentiune speciald, in ziua 20 valoarea indicelui de
peroxid pentru proba de ulei cu adaos de vitamina C este mai mare ceea ce
ar corespunde unui efect prooxidant determinat de aceasta. Din ziua 25
insd, se manifesta actiunea antioxidanta a acesteia.

e Rezultatele obtinute demonstreaza ca extractele din fructe de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea cu un continut de antocianine
exprimat in echivalenti de cianidina de 3,414:103 g cianidina/L extract
Vaccinium myrtillus, respectiv 3,309-103 g cianidind/L extract Vaccinium
vitis-idaea (extract adaugat in probele de ulei 0,1%, v/v), respectiv de
polifenoli totali exprimat ca echivalenti acid galic (g GAE/L extract)
6,134-103 g GAE/L extract Vaccinium myrtillus si 6,018 g GAE/L extract
Vaccinium vitis-idaea (extract 0,1%, v/v), precum si cu un continut de
17,07-10°3 g cianidind/L, 30,67-103 g GAE/L extract Vaccinium myrtillus
(0,5% extract addugat in probele de ulei, v/v), 16,545-103 g cianidind/L,
30,09:103 g GAE/L extract Vaccinium vitis-idaea (0,5% extract adaugat in
probele de ulei, v/v) adaugate probelor de ulei confirma incetinirea
procesului de degradare oxidativa a uleiului de Silybum marianum. Evident
ca in probele in care concentratia in antioxidanti a extractelor a fost mai
mare rezultatele sunt superioare.

Procesul de oxidare urmarit la temperatura camerei a emulsiei 20% ulei de

armurariu in apa exprimat prin valorile indicilor de peroxid este prezentat in tabelul
42 respectiv figurile 103 si 104.
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Tabelul 42.

Valorile indicilor de peroxid pentru emulsiile 20% ulei armurariu in apa, pastrate la
temperatura de 25 °C, lumina, in sticle de culoare inchisa, timp de 8 zile

Ziua E1l E2 E3 \ E4 E5 E6 E7
1 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
2 2,2 1,9 1,8 1,8 1,6 1,4 2,1
3 3,1 2,2 1,95 1,95 1,8 1,5 2,8
4 5,8 3,6 3,6 3,6 3,2 1,9 5,2
5 7,2 5,8 5,4 5,2 4,9 4,8 6,8
6 9,4 7,4 7,0 7,0 6,7 51 8,8
7 15,6 10,8 10,2 10,4 9,8 7,6 15,6
8 22,8 17,6 16,5 15,2 15,0 12,4 22,4

25 —&— E1 - martor
—@— E2 - emulsie + 0,02% extract V.vitis-idaea
—A— E3 - emulsie + 0,1% extract V.vitis-idaea o)
—w— E6 - emulsie + 200 ppm BHT
20 E7 - emulsie + 200 ppm Vit.C
g o
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Figura 103. - Variatia indicilor de peroxid a emulsiilor cu adaus de extract din fructe de
Vaccinium vitis-idaea fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici
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Indice de peroxid [meqO ,/kg]

25

N
o
1

[ay
a1
1

[y
o
1

—&— E1 - martor
—@— E4 - emulsie + 0,02% extract V.myrtillis |

E5 - emulsie + 0,1% extract V.myrtillis
—w— E6 - emulsie + 200 ppm BHT
E7 - emulsie + 200 ppm Vit.C

5 & —V
] / ”/
1 :‘,,,{n/
‘/v \ A
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Timp [zile]

Figura 104. - Variatia indicilor de peroxid a emulsiilor cu adaus de extract din fructe de
Vaccinium myrtillus fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici

Oxidarea emulsiilor 20% U/A pastrate la temperatura camerei, la lumina in
sticle de culoare inchisa a fost urmarita pe un interval de 8 zile. Analiza rezultatelor
obtinute a condus la urmatoarele concluzii:

Pentru toate probele s-a inregistrat o crestere a valorii indicelui de
peroxid;

In emulsie efectul antioxidant al antioxidantului de sinteza t-butil-
hidroxitoluen (BHT) a fost superior antioxidantului natural, vitamina
o
In emulsie efectul antioxidant al antioxidantului de sinteza t-butil-
hidroxitoluen (BHT) este superior fata de cel al unor probe in care
concentratia de antioxidanti naturali este de 5 ori mai mica decat in
probele de ulei ceea ce demonstreaza o limita pentru concentratia
minima de antioxidanti naturali;

In acelasi timp a fost dovedit efectul protector fatd de oxidare al
extractelor naturale prezente in emulsii ceea ce deschide posibilitati
variate de folosire a lor in special in sistemele proprii produselor
alimentare.

Verificarea rezultatelor obtinute pentru uleiul de armurariu si emulsia sa
20% U/A, s-a facut prin efectuarea acelorasi determinari pe un alt ulei, respectiv
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emulsia acestuia, pastrand aceleasi concentratii ale componentilor, ulei de sofranel,
cu un continut mai mare de acizi grasi nesaturati, deci mult mai susceptibil la
oxidare, folosind atat extract din fructe de Vaccinium muyrtillus cét si extract din
fructe de Vaccinium vitis-idaea.

Pentru probele de ulei de sofranel rezultatele experimentale cu privire la
indicii de peroxid sunt prezentati in tabelul 43 respectiv figurile 105 si 106.

Tabelul 43.

Variatia indicilor de peroxid pentru uleiul de sofranel pastrat la temperatura de
250C, la lumina in sticle de culoare inchisa

Ziua PS8 P9 P10 P11 P12 P13 P14
0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
2 8,0 4,2 1,8 3,8 2,0 2,0 5,2
4 10,2 5,8 2,0 5,4 2,6 3,2 6,4
7 16,4 8,2 3,6 7,6 3,2 4,0 8,8
10 22,2 12,4 5,2 9,4 4,6 4,0 16,4
15 28,4 18,4 6,0 12,0 8,0 6,0 24,4
20 34,0 26,4 12,4 16,0 9,8 8,8 32,4
25 42,4 38,0 16,8 28,0 17,2 10,8 38,4
35 46,8 40,6 34,8 38,2 33,8 26,8 44,8

US = ulei de sofranel; P8 = ulei control; P9 = US + 0,1% extract afine; P10 = US +
0,5% extract afine; P11 = US + 0,1% extract merisor; P12 = US + 0,5% extract
merisor; P13 = US + 200 ppm BHT; P14 = US + 200ppm vit C

—=— P8 - ulei control

—@— P9 - ulei + 0,1% extract V.myrtillus
P10 - ulei + 0,5% extract V.myrtillus

50 —w— P13 - ulei + 200 ppm BHT

P14 - ulei + 200 ppm Vit.C
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Figura 105. - Variatia indicilor de peroxid a uleiului de sofrénel cu adaus de extract din fructe
de Vaccinium myrtillus fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici
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Activitatea antioxidanta a extractelor din fructe de Vaccinium myrtillus
respectiv Vaccinium vitis-idaea in uleiul de sofranel expus la lumind si
temperatura ambianta, timp de 35 de zile a fost confirmatd prin urmarirea variatiei
indicelui de peroxid.

Din valorile determinate experimental pentru acesta se pot trage urmatoarele

concluzii:

e Daca valoarea idicelui de peroxid depaseste valoarea 10 pentru uleiul control
incd din ziua 10, pentru probele protejate prin adaos de antioxidanti
intervalul de timp se modifica:

— dupa ziua 7 pentru proba cu adaos de antioxidant natural vitamina C

— dupd ziua 25 pentru proba cu adaos de antioxidant de sinteza
t-butil-hidroxitoluen (BHT)

— dupd ziua 10-15 pentru probele cu adaos de extracte in care
concentratia in antioxidanti naturali (polifenoli totali respectiv
antocianine totale exprimate prin echivalenti de acid galic respectiv
cianiding) a fost 0,1%

— dupa ziua 20 pentru ambele tipuri de extracte cu concentratia de
antioxidanti naturali echivalenta de 0,5%

e dupa atingerea ,,valorii critice” de 10-12 a indicelui de peroxid, activitatea
protectoare a tuturor antioxidantilor folositi in experimente scade in masura
mai mare sau mai micd (pentru BHT); o explicatie ar putea-o constitui
natura substratului susceptibil la oxidare care poate ar necesita o
concentratie mai mare a tuturor antioxidantilor luati in lucru.

—=— P8 - ulei control
- —@— P11 - ulei + 0,1% extract V. vitis-idaea
P12 - ulei + 0,5% extract V.vitis-idaea

50 —w— P13 - ulei + 200 ppm BHT
P14 - ulei + 200 ppm Vit.C .
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Figura 106. -Variatia indicilor de peroxid a uleiului de sofranel cu adaus de extract din fructe
de Vaccinium vitis-idaea fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici
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Urmarirea procesului de oxidare pentru emulsia 20% ulei de sofranel in ap3,
pastrata la temperatura de 25°C in sticle inchise la culoare s-a realizat prin
determinarea valorilor indicelui de peroxid (tabelul 44) folosind in principiu acelasi
tip de probe si timp de urmarire a oxidarii ca in cazul emulsiilor precedente, din ulei
de armurariu.

Dependenta indicelui de peroxid functie de timp pe parcursul oxidarii
emulsiei uleiului de sofranel cu adaus de extracte naturale si antioxidanti sintetici

este redata in figurile 107 si 108.
Tabelul 44.

Valorile indicilor de peroxid pentru emulsiile 20% ulei de sofranel in apd, pastrate la
temperatura de 25 °C, lumind, in sticle de culoare inchisa, timp de 8 zile

. Ziua ES ) E10 E11 E12 E13 E14
1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
2 3,2 1,9 1,8 1,8 1,6 1,4 3,1
3 4,1 3,2 1,95 2,95 1,8 1,5 4,8
4 7.8 5,6 3,6 5,6 3,2 2,2 8,2
5 10,2 9,8 6,4 8,2 5,6 3,8 12,8
6 14,4 11,4 7.6 10,0 7,55 4,2 18,8
7 18,6 16,8 11,2 15,4 10,8 7,6 25,6
8 25,2 21,6 16,5 21,2 15,0 10,4 27,4

E8 = proba martor, E9 = emulsie + 0,02% extract de Vaccinium vitis idaea, E10 =
emulsie + 0,1% extract de Vaccinium vitis idaea, E11 = emulsie + 0,02% extract de
Vaccinium myrtillus, E12 = emulsie + 0,1% extract de Vaccinium myrtillus, E13 =
emulsie + 200 ppm BHT, E14 = emulsie + 200 ppm vitamina C

—&— E8 - martor
—®@— E9 - emulsie + 0,02% extract V.vitis-idaea
E10 - emulsie + 0,1% extract V.vitis-idaea
—w— E13 - emulsie + 200 ppm BHT
E14 - emulsie + 200 ppm Vit.C
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Figura 107. - Variatia indicilor de peroxid a emulsiilor cu adaus de extract din fructe de
Vaccinium vitis-idaea fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici
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- Variatia indicilor de peroxid a emulsiilor cu adaus de extract din fructe de

Vaccinium myrtillus fata de probele cu adaus de antioxidanti sintetici

Din valorile obtinute se pot trage urmatoarele concluzii:

e indicele de peroxid depaseste ,,valoarea critica” de 10 in ziua a 5-a pentru
emulsia martor, netratata cu antioxidanti;

e pentru probele de emulsie 20% ulei de sofranel/apa protejate cu adaos de
antioxidanti, intervalul de timp dupa care se depaseste valoarea 10 pentru
indicele de peroxid se modifica:

dupa ziua 4 pentru proba cu adaos de antioxidant natural, vitamina
G

dupa ziua 8 pentru proba cu adaos de antioxidant de sinteza t-butil-
hidroxitoluen, BHT;

dupd ziua 5 respectiv 6 pentru probele cu adaos de extracte ce
corespund concentratiei inferioare de principii active, antioxidanti;

in ziua 7 pentru ambele tipuri de extracte prezente in probe la
concentratie mai mare ale antioxidantilor (polifenoli respectiv
antocianine totale);

e de mentionat cd, In cazul emulsiei 20% ulei de sofrdnel/apa pentru
concentratia superioard de antioxidant addugat in aceasta, intervalul de
timp in care antioxidantii naturali isi manifesta efectul protector (apreciat
prin valoarea indicelui de peroxid) diferd doar cu o zi fata de cel al emulsiei
ce contine antioxidant de sinteza, BHT.
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Determinarea spectrofotometrica a dienelor (CD) si trienelor (CT) conjugate

Determinarile spectrofotometrice pentru determinarea prezentei dienelor si
trienelor prin masurarea absorbantei la 232 nm pentru diene si 268 nm pentru
triene au fost facute in paralel pentru uleiul de armurariu si emulsia 20% ulei de
armurariu in apa respectiv pentru uleiul de sofranel si emulsia sa 20% U/A ca atare,
cat si pentru probele tratate cu antioxidant de sinteza t-butil-hidroxitoluen, cu
antioxidant natural, vitamina C si pentru cdte doua probe ce contin extracte din
fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv Vaccinium vitis-idaea (merisoare) in
concentratie diferitd, pdstrate la temperatura de 25°C, in sticle de culoare inchisa.
In cazul probelor de ulei absorbanta acestora a fost urmarita timp de 35 de zile iar
in cazul emulsiilor absorbanta probelor a fost citita zilnic si urmarita timp de 8 zile

Tabelul 45.
Cresterea continutului de diene conjugate in uleiul de Silybum marianum stabilizat
cu extracte naturale in comparatie cu antioxidantii sintetici

Perioada de pastrare (zile)

0 2 4 7 10 15 20 25 35

P1 0,09 | 0,093 | 0,109 | 0,210 | 0,375 | 0,426 | 0,531 | 0,632 | 0,991

P2 0,09 | 0,100 | 0,101 | 0,193 | 0,294 | 0,372 | 0,446 | 0,510 | 0,778

P3 0,09 | 0,092 | 0,102 | 0,189 | 0,289 | 0,371 | 0,429 | 0,510 | 0,675

P4 | 0,09 | 0,101 | 0,108 | 0,179 | 0,273 | 0,359 | 0,396 | 0,458 | 0,612

P5 0,09 | 0,102 | 0,106 | 0,176 | 0,271 | 0,349 | 0,381 | 0,449 | 0,610

P6 0,09 | 0,091 | 0,101 | 0,172 | 0,261 | 0,334 | 0,406 | 0,500 | 0,608

P7 | 0,09 | 0,101 | 0,112 | 0,181 | 0,293 | 0,378 | 0,461 | 0,590 | 0,867

P1=proba martor, P2=ulei+0,1% extract de Vaccinium myrtillus, P3 = ulei + 0,5%
extract de Vaccinium myrtillus, P4 = ulei + 0,1% extract de Vaccinium vitis idaea,
P5 = uleil + 0,5% extract de Vaccinium vitis idaea, P6 = ulei + 200 ppm BHT, P7 =
ulei + 200 ppm vitamina C
Tabelul 46.
Cresterea continutului de diene conjugate in emulsia 20% ulei de Silybum marianum
In apa, stabilizata cu extracte naturale comparativ cu antioxidantii sintetici

Perioada de pastrare (zile)

1 2 3 4 5 6 7 8

E1 0,193 | 0,295 | 0,469 | 0,510 | 0,656 | 0,932 | 1,265 | 1,692
E2 0,197 | 0,211 | 0,401 | 0,495 | 0,644 | 0,725 | 0,841 | 1,129
E3 0,173 | 0,291 | 0,311 | 0,498 | 0,521 | 0,613 | 0,891 | 1,101
E4 0,129 | 0,219 | 0,308 | 0,471 | 0,537 | 0,696 | 0,936 | 0,988
ES 0,098 | 0,128 | 0,265 | 0,377 | 0,512 | 0,649 | 0,803 | 0,945
E6 0,09 | 0,111 | 0,213 | 0,352 | 0,416 | 0,536 | 0,601 | 0,690
E7 0,109 | 0,115 | 0,312 | 0,482 | 0,692 | 0,785 | 0,912 | 1,359

E1l = proba martor, E2 = emulsie + 0,02% extract de Vaccinium vitis idaea, E3 =
emulsie + 0,1% extract de Vaccinium vitis idaea, E4 = emulsie + 0,02% extract de
Vaccinium myrtillus, E5 = emulsie + 0,1% extract de Vaccinium myrtillus, E6 =
emulsie + 200 ppm BHT, E7 = emulsie + 200 ppm vitamina C
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Perioada de pastrare (zile)

Tabelul 47.
Cresterea continutului de diene conjugate in uleiul de sofranel stabilizat cu extracte
naturale in comparatie cu antioxidantii sintetici

0 2 4 7 10 15 20 25 35

P8 | 0,11 [ 0,149 | 0,280 | 0,323 | 0,492 | 0,598 | 0,731 | 0,821 | 1,063
PO [ 0,11 ] 0,137 | 0,192 | 0,291 | 0,366 | 0,511 | 0,645 | 0,721 | 0,896
P10 | 0,11 | 0,141 | 0,193 [ 0,281 | 0,334 | 0,499 | 0,687 | 0,689 | 0,741
P11 | 0,11 | 0,137 | 0,197 | 0,273 | 0,368 | 0,457 | 0,687 | 0,687 | 0,741
P12 | 0,11 | 0,137 | 0,198 | 0,269 | 0,359 | 0,461 | 0,679 | 0,691 | 0,723
P13 | 0,11 | 0,113 | 0,178 | 0,258 | 0,371 | 0,491 | 0,672 | 0,712 | 0,763
P14 | 0,11 | 0,125 | 0,221 | 0,293 | 0,409 | 0,576 | 0,683 | 0,796 | 0,987

P8=proba martor;

extract

P9=ulei+0,1%

Vaccinium myrtillus;
P12=ulei+0,5%
P14=ulei+200 ppm vtamina C

stabilizata cu extracte naturale comparativ cu antioxidantii sintetici

extract

Vaccinium

extract
P13=ulei+200

extract Vaccinium myrtillus;
P11=ulei+0,1%
vitis-idaea;

Perioada de pastrare (zile)

P10=ulei+0,5%
Vaccinium vitis-idaea;

ppm

BHT;

Tabelul 48.
Cresterea continutului de diene conjugate in emulsia 20% ulei de sofranel in apa,

1 4 5 6 7 8

ES 0,108 | 0,125 | 0,176 | 0,201 | 0,237 | 0,542 | 0,683 | 0,917
E9 0,102 | 0,110 | 0,142 | 0,193 | 0,214 | 0,287 | 0,521 | 0,723
E10 0,097 | 0,103 | 0,137 | 0,185 | 0,211 | 0,274 | 0,455 | 0,701
E11l 0,098 | 0,102 | 0,122 | 0,187 | 0,214 | 0,263 | 0,461 | 0,635
E12 0,086 | 0,091 | 0,109 | 0,173 | 0,198 | 0,211 | 0,421 | 0,612
E13 0,075 | 0,095 | 0,116 | 0,184 | 0,205 | 0,262 | 0,451 | 0,623
E14 0,112 | 0,132 | 0,154 | 0,198 | 0,221 | 0,315 | 0,487 | 0,764

E8- proba martor; E9 - emulsie + 0,02% extract Vaccinium vitis-idaea; E10 -
emulsie + 0,1% extract Vaccinium vitis-idaea; E11 - emulsie + 0,02% extract
Vaccinium myrtillus; E12 - emulsie + 0,1% extract Vaccinium myrtillus; E13 -
emulsie + 200 ppm BHT; E14 - emulsie + 200 ppm Vitamina C

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 45-48 si au permis stabilirea
urmatoarelor:

in ceea ce priveste continutul de diene conjugate din probe:

— pentru proba martor continutul de diene creste continuu in timp cu
acelasi
compozitia in acizi grasi a acestora;

— se poate afirma ca, procentul de crestere al continutului de diene
final fatd de cel initial este acelasi si in cazul celor doud tipuri de
emulsii si comparabil cu cel al uleiului ca atare;

— cresterea in timp a procentului de diene din probele tratate cu
antioxidanti a variat astfel:

procent pentru ambele tipuri

de uleiuri,

indiferent de
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(tabelele 49-52).

pentru probele ce contin antioxidant de sinteza, t-butil-
hidroxitoluen, BHT, cresterea inregistrata in ziua 35 pentru
cele doua uleiuri a fost de 7 ori mai mare, respectiv de
aproximativ 8 ori pentru cele doua tipuri de emulsii la finalul
experimentului;

in cazul probelor de ulei tratate cu cele doud tipuri de
extracte cu concentratii inferioare ale continutului fin
antioxidanti naturali, cresterea a fost in mod inexplicabil mai
mare sau cel mult egald pentru uleiul mai saturat, uleiul de
armurariu  (Silybum marianum). In cazul uleiului mai
nesaturat, uleiul de sofranel, cresterea continutului de diene
a fost asemanatoare dar pentru extractul din fructe de
Vaccinium myrtillus addugat in concentratie de 0,5% s-a
manifestat efectul antioxidant al acestuia printr-o
multiplicare mult mai redusa a continutului de diene

adaosul de vitamina C ca antioxidant in probele de ulei sau
in emulsiile 20% U/A s-a dovedit a avea cel mai slab efect
protector de inhibare a formarii dienelor pentru ambele
tipuri de ulei folosite

Determinarea spectrofotometrica a trienelor formate pe parcursul proceselor
de oxidare a uleiurilor si emulsiilor s-a facut prin masurarea absorbantei la 268 nm

Tabelul 49.

Cresterea continutului de triene conjugate in uleiul de Silybum marianum stabilizat
cu extracte naturale comparativ cu antioxidantii sintetici

Perioada de pastrare (zile)

0 2 4 7 10 15 20 25 35
P1 | 0,232 0,310 | 0,471 | 0,529 | 0,710 | 0,921 | 1,090 | 1,211 | 1,379
P2 [0,232]0,303 0,381 | 0,461 | 0,511 | 0,691 | 0,801 | 0,916 | 1,093
P3| 0,232 | 0,306 | 0,397 | 0,451 | 0,510 | 0,680 | 0,799 | 0,921 | 1,009
P4 | 0,232 | 0,259 | 0,371 | 0,458 | 0,537 | 0,619 | 0,731 | 0,857 | 0,991
P5 | 0,232 | 0,269 | 0,378 | 0,441 | 0,531 | 0,602 | 0,711 | 0,857 | 0,989
P6 | 0,232 | 0,300 | 0,381 | 0,450 | 0,501 | 0,691 | 0,791 | 0,871 | 1,013
pP7 10,232 | 0,309 | 0,420 | 0,510 | 0,681 | 0,833 | 0,900 | 0,998 | 1,136

Valorile dienelor si trienelor conjugate exprimate ca absorbanta la 232 nm si 268 nm
a 50 mg fractiune uleioasa extrasa din emulsie.

BUPT



200 Contributii proprii

Tabelul 50.
Cresterea continutului de triene conjugate in emulsia 20% ulei de Silybum
marianum in apa, stabilizata cu extracte naturale comparativ cu
antioxidantii sintetici

Perioada de pastrare (zile)

1 2 3 4 5 6 7 8
El 0,232 0,313 0,471 0,696 | 0,911 1,115 1,903 2,323
E2 0,231 0,303 0,389 | 0,416 | 0,511 0,912 1,019 1,916
E3 0,225 0,302 0,375 | 0,415 0,509 0,680 0,998 1,908
E4 0,228 0,297 0,371 0,403 0,531 0,719 0,931 1,873
ES 0,221 0,269 0,348 | 0,398 | 0,514 0,702 0,919 1,857
E6 0,214 | 0,273 0,319 | 0,381 0,501 0,761 0,929 1,279
E7 0,232 0,398 0,421 0,519 | 0,881 1,133 1,399 1,998
Tabelul 51.
Cresterea continutului de triene conjugate in uleiul de sofranel stabilizat cu extracte
naturale comparativ cu antioxidantii sintetici

Perioada de pastrare (zile)

Proba

0 2 4 7 10 15 20 25 35
P8 0,391 0,480 | 0,700 | 0,841 | 1,096 | 1,301 | 1,612 | 1,821 | 1,992
P9 0,391 0,455 | 0,682 | 0,735 | 0,961 | 1,200 | 1,601 | 1,791 | 1,823
P10 0,391 0,458 | 0,651 | 0,711 | 0,932 | 1,198 | 1,600 | 1,780 | 1,821
P11 0,391 0,473 | 0,632 | 0,751 | 0,981 | 1,199 | 1,621 | 1,781 | 1,857
P12 0,391 0,462 | 0,612 | 0,749 | 0,973 | 1,187 | 1,612 | 1,781 | 1,910
P13 0,391 0,439 | 0,596 | 0,720 | 0,887 | 1,109 | 1,545 | 1,750 | 1,786
P14 | 0,391 | 0,451 | 0,601 | 0,731 | 0,910 | 1,362 | 1,611 | 1,866 | 2,120
P8=proba martor; P9=ulei+0,1% extract Vaccinium myrtillus; P10=ulei+0,5%
extract Vaccinium myrtillus; Pll=ulei+0,1% extract Vaccinium vitis-idaea;
P12=ulei+0,5% extract Vaccinium vitis-idaea; P13=ulei+200 ppm BHT;
P14=ulei+200 ppm vtamina C

Tabelul 52.
Cresterea continutului de triene conjugate in emulsia 20% ulei de sofranel in apé,
stabilizata cu extracte naturale comparativ cu antioxidantii sintetici

Perioada de pastrare (zile)

1 2 3 4 5 6 7 8
ES 0,162 | 0,192 | 1,113 | 1,352 | 1,576 | 1,892 | 1,926 | 2,065
E9 0,159 | 0,188 | 1,057 | 1,216 | 1,451 | 1,732 | 1,924 | 2,179

E10 0,151 0,183 1,012 1,132 1,331 1,567 1,891 2,011

E1l1 0,147 0,187 1,024 1,114 1,278 1,512 1,847 1,973

E12 0,139 0,174 | 0,197 1,036 1,212 1,426 1,764 1,914

E13 0,137 | 0,181 0,193 1,017 1,254 1,546 1,821 1,963

El4 0,160 | 0,187 1,013 1,275 1,695 1,965 | 2,055 | 2,321

E8- proba martor; E9 - emulsie + 0,02% extract Vaccinium vitis-idaea; E10 -
emulsie + 0,1% extract Vaccinium vitis-idaea; E11 - emulsie + 0,02% extract
Vaccinium myrtillus; E12 - emulsie + 0,1% extract Vaccinium myrtillus; E13 -
emulsie + 200 ppm BHT; E14 - emulsie + 200 ppm Vitamina C
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Rezultatele obtinute au permis stabilirea urmatoarelor:

= pentru ambele probe martor de ulei continutul de triene creste de peste 5
ori dupa 35 zile;

= pentru probele martor reprezentate de cele doua emulsii cresterea
continutului de triene dupa 8 zile este mult mai mare (dublu) fata de
uleiurile ca atare si mai pregnanta pentru emulsia 20% ulei de sofranel in
apd;

= ambele tipuri de emulsii tratate cu antioxidantul de sinteza t-butil-
hidroxitoluen, BHT, s-au dovedit a fi mult mai bine protejate comparativ cu
celelalte probe; evident ca protectia a fost mai buna pentru emulsia pe baza
de ulei cu continut mai mic de acizi grasi polinesaturati (ulei de armurariu);

= activitatea de protectie a celor doua tipuri de extracte din fructe de
Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea este comparabila intre
ele atat pentru uleiul ce contine un procent de aczi grasi saturati mai mare
cat si pentru cel cu un procent mai mare de acizi grasi polinesaturati;

= pentru uleiul de armurariu (Silybum marianum), efectul protector al celor
doud extracte la concentratie de 0,5% este comparabil, in ceea ce priveste
formarea de triene aciclice cu cel al probei cu adaos de antioxidant de
sinteza, BHT;

= efectul de protectie al antioxidantilor naturali din cele doua emulsii este
inferior celor adaugati direct in ulei, comparabil cu cel al vitaminei C folosita
ca agent de protectie; evident ca efectul de protectie este mai mare fata de
uleiul mai saturat comparativ cu cel asupra uleiului cu un continut mai
ridicat de acizi grasi polinesaturati.

Determinarea valorii indicelui de p-anisidina

Modificarea valorii indicelui de p-anisidind, care reprezintd produsele de
oxidare secundare obtinute in timpul degradarii oxidative a uleiurilor da indicatii
asupra procesului de autooxidare a acizilor grasi din uleiuri, emulsii si alti
componenti lipidici. Rezultatele obtinute in urma determinarii valorii acestui indice
pe un interval de 35 zile pentru probele de ulei respectiv de 8 zile pentru probele de
emulsii tratate cu antioxidanti conform experimentelor anterioare sunt reprezentate
grafic in figurile 109 - 112.
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Figura 109. - Indicele de p-anisidina a uleiului de armurariu

Se poate observa ca, formarea produselor secundare de oxidare s-a
intensificat pe masura avansarii in timp a experimentelor. Valoarea indicelui de p-
anisidind pentru proba martor a atins un maxim de 198,22, dupa 35 de zile de
depozitare la temperatura camerei fatda de o valoare initiala de 6,81. O diferenta
semnificativd a fost remarcata intre valorile probei martor si proba cu adaos de
0,5% extract de Vaccinium vitis-idaea.
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Figura 110. - Indicele de p-anisidind al emulsiei 20% U/A (ulei de armurariu)
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similari.

Indice de p-anisidina

S-a observat ca pentru emulsiile 20% ulei de armuraiu (Silybum marianum)
in apa protejate cu BHT si extracte de fructe de padure indicii de p-anisidina au fost
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Figura 111. - Variatia indicelui de p-anisidina al uleiului de sofranel

Indice de p-anisidina
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Figura 112. - Variatia indicelui de p-anisidina al emulsiilor 20% U/A (ulei de sofrédnel)
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In cazul uleiului de sofrdnel, valoarea cea mai mare a indicelui de
p-anisidind s-a inregistrat la proba tratata cu vitamina C, aceasta manifestand in
mod neasteptat un efect prooxidant. Pand in ziua 20 cea mai mica valoare a
indicelui de p-anisidind s-a inregistrat la proba tratatda cu antioxidant de sinteza
t-butil-hidroxitoluen, BHT. Dupa aceasta perioadd, s-a dovedit ca cel mai bun efect
I-a avut adaosul de extracte naturale in ordinea:

extract din fructe de Vaccinium myrtillus adaugat in concentratie de 0,5%
> extract din fructe de Vaccinium myrtillus adaugat in concentratie de
0,1% > extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea adaugat in concentratie
de 0,5% > extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea adaugat in
concentratie de 0,1%.

Din analiza rezultatelor obtinute in cazul emulsiilor 20% U/A (ulei de
sofranel), se evidentiaza faptul c3, in emulsia cu adaos de extract de Vaccinium
myrtillus (concentratie 0,5% - proba E12) se inregistreaza cea mai mica valoare a
indicelui de p-anisidind iar cea mai mare valoare a acestuia se inregistreaza in
emulsia cu adaus de vitamina C.

Varitiile mari ale indicilor ce mdsoara produsii de oxidare primari si
secundari pentru toate probele de ulei luate in studiu se datoreaza atét
mecanismului radicalic al procesului de oxidare cat si continutului de acizi grasi
polinesaturati ai uleiurilor studiate. Asa cum era de asteptat toti acesti parametrii
variaza crescator pe parcursul oxidarii.

Valorile indicilor de peroxid sunt un indiciu clar al autooxidarii lipidelor.
Pentru o mai buna confirmare a acestor rezultate, au fost masurati si alti parametii
de oxidare ca de exemplu: valoarea dienelor si trienelor conjugate si valoarea
indicelui de p-anisidina. Valorile PV, CD, CT si a indicelui de p-anisidina a probelor cu
adaos de extracte din fructe de padure au fost semnificativ mai scazute decat cele
ale probei martor, fapt care indica efectul antioxidant al extractelor de fructe de
padure in protejarea uleiurilor vegetale.

Efectul antioxidantilor naturali este pozitiv, comparabil si in unele cazuri
chiar mai bun decat al antioxidantului de sintezd BHT, des intalnit in industria
alimentara.

Rezultatele studiul realizat au facut obiectul a doua lucrari stiintifice [284, 285].
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II1.4.2 . Efectul extractelor din fructe de Vaccinium myrtillus
respectiv Vaccinium vitis-idaea asupra continutului de compusi
fenolici si asupra caracteristicilor cromatice ale vinurilor rosé si alb

Calitatea probelor de vin a fost determinata prin analize de rutind in
conformitate cu International Organisation of Vine and Wine, (OIV) 2006 [261].

Rezultatele determindrilor analitice efectuate Tinainte de adaugarea
extractelor in probele de vin sunt redate in tabelul 53.

Tabelul 53.
Compozitia, intensitatea si tonalitatea culorii vinurilor luate in studiu

Parametrii analizati Rosé 2005 Rosé 2006 Riesling 2006
pH 3,18 3,25 2,97
Aciditate titrabila (g acid tartric/L 5,91 6,21 5,42
Antocianine totale (mg/L) 238 239 174
Polifenoli totali (mg GAE/L) 290,64 303,40 235,45
Intensitatea culorii 0,68 0,64 0,08
Tonalitatea culorii 1,06 0,98 2,61

Compozitia, intensitatea, tonalitatea culorii mostrelor de vin au fost
corespunzatoare, deci au asigurat acuratetea viitoarelor tratamente respectiv
analize.

Probele de vin cu adaos de extracte din fructe de padure au fost analizate pe
parcursul a 2 luni.

In tabelele 54, 55, 56 este prezentata variatia intensitatii culorii, calculata ca
suma absorbantelor probelor la trei lungimi de und3d (I.C." = A0 + Aszo + Ae20)
pentru cele 12 probe cu adaus de extracte.

Tabelul 54.
Intensitatea culorii, IC* a probelor de vin rosé 2006 cu adaos de extracte naturale

Ziua PO P1 P2 P3 P4
0 0,64 0,68 0,76 0,75 | 0,70
1 0,65 0,65 0,72 [ 0,68
3 0,64 0,64 0,70 | 0,66
5 0,62 0,62 0,69 | 0,65
10 0,58 0,57 0,68 | 0,64
15 0,57 0,55 0,67 | 0,61

25 0,55 0,54 0,64 | 0,57

35 0,54 0,53 0,61 | 0,57

45 ] 0,53 0,53 0,60 | 0,56
0,50

PO=valorile intensitatii culorii probei martor, vin Rosé 2006
P1, P2, P3, P4 au aceeasi semnificatie ca in tabelul 7, subcapitolul I1.7.2.
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Tabelul 55.
Intensitatea culorii, IC* a probelor de vin rosé 2005 cu adaos de extracte naturale

Ziua PO P5 P6 P7 P8
0 0,68 0,71 0,70 0,86 0,80
1 0,70 0,69 0,85 0,79
3 0,68 0,68 0,82 0,78
5 0,66 0,67 0,81 0,77
10 0,65 0,61 0,81 0,70
15 0,64 0,60 0,76 0,70

25 0,63 0,60 0,74 0,69

35 0,60 0,59 0,73 0,68

45 ] 0,60 0,59 0,73 0,67
0,56

PO=valorile intensitatii culorii probei martor, vin Rosé 2005
P5, P6, P7, P8 au aceeasi semnificati ca in tabelul 7, subcapitolul 11.7.2.

Tabelul 56.
Intensitatea culorii, IC* a probelor de vin alb, Riesling 2006 cu adaos de
extracte naturale

Ziua PO P9 P10 P11 P12
0 0,08 0,17 0,27 0,14 0,29
1 0,16 0,25 0,13 0,27
3 0,14 0,25 0,13 0,23
5 0,14 0,23 0,12 0,22
10 0,12 0,19 0,10 0,17
15 0,09 0,18 0,09 0,16
25 0,09 0,18 0,08 0,14
35 0,08 0,17 0,06 0,13
45 ] 0,07 0,08 0,05 0,13

0,03

PO=valorile intensitatii culorii probei martor, vin alb, Riesling 2006
P9, P10, P11, P12 au aceeasi semnificati ca in tabelul 7, subcapitolul II.7.2.

In cazul tuturor probelor se observa o crestere a intensitatii culorii inca din
momentul adaosului de extracte. In timp insa, aceasta scade si se stabilizeaza la o
valoare intotdeauna mai mare decéat cea a probelor martor.

Reprezentand grafic variatia intensitatii culorii pentru fiecare soi de vin
analizat in parte Rosé 2006, probele 1-4 (figura 113), Rosé 2005 probele 5-8
(figura 114), Riesling 2006 probele 9-12 (figura 116) se pot trage urmatoarele
concluzii:
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Figura 113. - Variatia intensitatii culorii probelor de vin Rosé 2006 (P1-P4)

In cazul probelor de vin Rosé 2006 cu adaus de extracte din afine respectiv

merisoare (figura 113), se observa o scadere a intensitatii culorii inca din prima zi
de la adaugarea extractelor. Pe parcursul experimentului intensitatea culorii cea mai

mare se pastreaza pentru probele cu adaus de extract din fructe de Vaccinium

myrtillus (extract mai bogat in antocianine - pigmenti coloranti, decat extractul din

fructe de Vaccinium vitis-idaea). In cazul acestora se observa ca, prin folosirea unor

extracte de concentratie diferita se mentine o diferentd aproximativ constanta a
intensitatii culorii acestor probe pe tot parcursul experimentului pentru extractul din
fructe de Vaccinium myrtillus. In schimb, in cazul probelor cu adaos de extract din
fructe de Vaccinium vitis-idaea diferenta intre intensitatea culorii probelor tratate cu
extract de concentratie diferita (1 la 5 ori) este mica, uneori inexistenta.

Intensitatea culorii

0.9 W P5
0.85 T ——P6 —
0.8 s P7 |
P8
0.75
0.65
0.55
0.5 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Timp [zile]

Figura 114. - Variatia intensitatii culorii probelor de vin Rosé 2005 (P5-P8)
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Se poate afirma faptul ca la probele de vin Rosé 2005 cu adaos de extracte
comparativ cu probele Rosé 2006, intensitatea culorii este mai pronuntata, ceea ce
se observa din valorile mult mai ridicate ale acesteia: peste 0,8 in primele 10 zile
pentru proba de Rosé 2005 cu adaus de extract din fructe de Vaccinium myrtillus,
10 mL/L (P7) fata de 0,75-0,68 pentru proba de Rosé 2006 (P3) cu acelasi adaos in
primele 10 zile.

In timp, intensitatea culorii la vinul Rosé 2005 cu adaus de extract din fructe
de Vaccinium myrtillus creste in medie cu aproximativ 0,15 unitati fata de vinul
initial in timp ce la vinul Rosé 2006 cu adaus de acelasi extract intensitatea creste
cu aproximativ 0,1 unitati. Acest lucru poate fi observat mai clar dacad urmarim
valorile intensitatii culorii pentru probele de vin martor (fara adaus de extracte -
tabelul 57) comparativ cu cele pentru probele cu adaus de extracte prezentate in
tabelele 58, 59 si 60. In tabelele 58, 59 si 60 sunt prezentate rezultatele obtinute pe
parcursul a 45 zile, dupa ziua 45 valoarea acestora fiind constantd, desi analizele
s-au continuat.

Tabelul 57.
Continutul in antocianine, polifenoli totali, intensitatea si tonalitatea culorii vinurilor
ca atare pastrate la temperatura de = 15°C, la intuneric

Parametrii Rosé 2005 Rosé 2006 Riesling 2006
analizati
to to + to to + to to +
45 zile 45 zile 45 zile
Antocianine totale 238 236 239 235 174 170

(mg/L)
Polifenoli totali (mg | 290,64 | 288,72 | 303,40 | 301,42 | 235,45 | 232,17
GAE/L)
Intensitatea culorii 0,68 0,56 0,64 0,50 0,08 0,03
Tonalitatea culorii 1,06 0,96 0,98 0,96 2,61 2,54

to= vin ca atare; to + 45=vin dupa 45 zile

Se stie ca in timpul pastrarii vinurilor intensitatea culorii scade [286], lucru
evidentiat si prin rezultatele obtinute. Pentru vinurile mai colorate acest lucru este
mult mai evident (78% - 82% pentru vinurile Rosé fata de 37% pentru vinul alb,
Riesling).

Continutul In antocianine fac diferenta semnificativa si observabila cu ochiul
liber intre vinurile albe si roze.
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Figura 115. - Variatia continutului in antocianine a probelor martor
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Figura 116. - Variatia intensitatii culorii probelor de vin alb (P9-P12)
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Intensitatea culorii vinului alb Tmbogatit cu extracte din fructe de padure
creste considerabil in primele zile si se mentine la valori mai ridicate fata de proba
martor pana la sfarsitul experimentului. Odata cu adausul de extracte de fructe de
padure apare imbrunarea rezultatd in urma oxidarii fenolilor la chinone care prin
polimerizare formeaza macromolecule ce au o nuanta tipica de galben-brun. Aceasta
este mai evidenta n cazul probelor Tmbogatite cu extract de afine, a caror nuanta
este caramizie si care se mentine in timp.

Folosind suma absorbantelor de la 420, 520 si 620 nm ca masura a
intensitatii culorii, orice compus care contribuie la intensificarea imbrunarii poate fi
considerat ca factor al modificarii culorii.

In continuare sunt prezentate rezultatele obtinute in urma aplicarii metodei
Glories privind determinarea principalelor caracteristici cromatice ale probelor
analizate. De asemenea a fost determinat continutul in antocianine respectiv
polifenoli totali. Pentru probele martor, vinuri ca atare, continutul in antocianine
respectiv polifenoli totali a fost ilustrat in tabelul 57.

Tabelul 58.
Compozitia, intensitatea respectiv tonaliatatea culorii probelor de vin Rosé (2005)
analizate dupd 45 de zile de la addugarea de extracte din fructe de padure

Parametrii Rosé + 10mL Rosé + 5 mL /L Rosé + 10 mL Rosé + 5 mL
analizati /LEM EM /L EA /L EA

to to + to to + to to + to to +

45 zile 45 zile 45 zile 45 zile

AT (mg/L) 295 240 252 239 382 264 290 240
PT (mg | 432,82 | 335,76 417,02 321,36 | 460,52 | 334,35 | 461,06 | 319,74
GAE/L)
IC* 0,70 0,60 0,69 0,59 0,85 0,73 0,79 0,68
T 1,07 1,06 1,07 1,05 0,99 0,98 1,02 1,01

EM = extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisor);
EA = extract din fructe de Vaccinium myrtillus (afine)
AT= antocianine totale, PT= polifenoli totali, IC*=intensitatea culorii, T=tenta culorii
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Figura 117. - Variatia continutului de antocianine la probele Rosé 2005 cu adaus de
extracte

Tabelul 59.
Compozitia, intensitatea respectiv tonalitatea culorii probelor de vin Rosé (2006)
analizate dupé 45 de zile de la addugarea de extracte din fructe de padure

Parametri Rosé + 10 mL Rosé + 5 mL Rosé + 10 mL Rosé + 5 mL

analizati /L EEM /L EM /L EA /L EA
to to + to to + to to + to to +
45 zile 45 zile 45 zile 45 zile
AT (mg/L) 310 248 241 238 332 286 272 240

PT (mg | 469,71 | 357,61 | 386,50 | 244,76 | 573,70 | 473,93 | 480,75 | 389,21
GAE/L)
IC* 0,65 0,53 0,65 0,53 0,72 0,60 0,68 0,56
T 1,11 1,08 1,11 1,08 1,06 1,01 1,04 1,04
EM = extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare); EA = extract din
fructe de Vaccinium myrtillus(afine)

AT= antocianine totale, PT= polifenoli totali, IC*=intensitatea culorii, T=tenta culorii
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Figura 118. - Variatia continutului de antocianine la probele Rosé 2006 cu adaus de extracte

Din reprezentarea grafica a datelor experimentale referitoare la continutul in
antocianine a probelor cu adaos de extracte din fructe de padure ( figurile 117, 118)
se observa ca, proba de vin Rosé din anul 2005 cu adaus de 10 mL/L extract din
fructe de Vaccinium myrtillus (P7) este cea mai bogata in pigmenti antocianici, insa
si cea in care acestia se ,,pierd” in cantitatea cea mai mare. Surprinzator este faptul
ca in cazul probelor cu adaus de extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea in
concentratie de 5 mL/L (P6 respectiv P2), continutul in antocianine ramane
aproximativ acelasi si dupa 45 de zile. Deci, putem spune ca, extractul din fructe de
Vaccinium vitis-idaea este mai stabil in probele de vin decat extractul din fructe de
Vaccinium myrtillus.

Param Riesling +

Riesling + 5 mL Riesling

Tabelul 60.
Compozitia, intensitatea respectiv tonalitatea culorii probelor de vin Riesling (2006)
analizate dupa 45 de zile de la addugarea de extracte din fructe de padure

+ Riesling +

analiz. 10 mL/L EM /LEM 10 mL /L EA 5 mL/L EA

to to + to to + 45 to to + to to + 45

45 zile zile 45 zile zile

AT 182 174 178 172 319 205 307 192
(mg/L)
PT (mg | 256,0 237,2 242,2 236,4 259,5 247,2 257,9 246,3
GAE/L)
IC* 0,16 0,07 0,13 0,05 0,25 0,08 0,27 0,13
T 2,13 2,89 2,60 2,65 1,39 1,37 1,48 1,48
EM = extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea; EA = extract din fructe de

Vaccinium myrtillus
AT= antocianine totale, PT= polifenoli totali, IC*=intensitatea culorii, T=tenta culorii
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Rezultatele obtinute au dus la urmatoarele concluzii:

e Colorantii naturali din extractele din fructe de padure, imbogatesc
culoarea vinului rosé imediat dupa addugare, si o mentin in timpul
depozitarii. Culoarea cea mai intensa la inceputul experimentului a
avut-o vinul rosé din productia anului 2005, intensitatea culorii
acestuia fiind cu 6% mai mare decat a vinului rosé din 2006.

e Prin adaugare de extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea in
concentratie de 10 mL/L respectiv 5 mL/L (v/v) la probele de vin
rosé, intensitatea culorii acestora creste cu 1-2% (de la o intensitate
a probelor initiale de 0,68 (vin rosé 2005) si 0,64 (vin rosé 2006) la
o intensitate de 0,70 respectiv 0,69 (vin rosé 2005 cu adaus de
extract), si 0,65 (vin rosé 2006 cu adaus de extract) fata de o
crestere de 10-15% in prima zi (la probele de vin rosé la care s-a
adaugat extract din fructe de Vaccinium myrtillus in aceleasi
concentratii). La probele cu adaus de extract de afine, intensitatea
culorii la sfarsitul experimentului era cu cel putin 5% mai mare fata
de intensitatea culorii vinului fara adaus de extracte.

e In timp, tonalitatea culorii creste mai ales datoritd aparitiei
proceselor de imbrunare, a oxidarii fenolilor, a formarii sarurilor de
xantiliu si datorita polimerizarii taninurilor.

e Vinul de productie 2006 prezinta valori mai mari ale tonalitatii, si de
asemenea procente mai insemnate de galben in vreme ce
procentajul de rosu este mai redus (figura 119-120). Totusi, desi
toate probele de vin prezinta valori scazute ale tonalitdtii culorii,
diferentele de culoare sunt apeciabile la un test vizual. In acelasi
timp, se poate observa o acumulare de antocianine la ambele probe
de vin (2005 si 2006) fara a se remarca diferente semnificative intre
cele doua.

In ceea ce privesc contributiile adaosului de extracte naturale la culoarea
finala a vinului rosé si alb exprimate prin variatia celor trei culori, rosie, galbena, si
albastra in timp, acestea sunt prezentate in tabelele 61, 62, 63 respectiv separat
pentru fiecare culoare in figurile 119-127.
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Tabelul 61.

Contributia culorilor galben (420%), rosu (520), albastru (620%) la culoarea finala

a probelor de vin Rosé 2006 cu adaus de extracte naturale
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Figura 119. - Variatia caracteristicii cromatice 420%-galben in timp comparativ pentru
probele de vin rosé 2006 tratate cu extracte vegetale (P1-P4)
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Figura 120. - Variatia caracteristicii cromatice 520%-rosu in timp comparativ pentru probele
de vin rosé 2006 tratate cu extracte vegetale (P1-P4)

BUPT



216 Contributii proprii

12
11
X 10
o
[
©
89
IS,
£
o
c 8
I
L2
1)
= 7
]
I3
s
S s
5
4
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Timp [zile]

Figura 121. - Variatia caracteristicii cromatice 620%-albastru in timp comparativ pentru
probele de vin rosé 2006 tratate cu extracte vegetale (P1-P4)

Din analiza reprezentarilor grafice se trag urmatoarele concluzii:

e extractul de merisoare, contribuie la imbogatirea culorii vinului in
galben iar cel din afine imbogateste culoarea vinului in rosu,
proportional cu cantitatea de extract adaugata;

¢ In general, caracteristicile cromatice inregistreaza modificari in plus
sau In minus pana in ziua 25-a pentru culorile galben si rosu, cu
exceptia probei de vin rosé 2006 cu adaos de extract din fructe de
Vaccinium myrtillus (afine) de concentratie mai redusa care in
aceasta zi inregistreaza un maxim de variatie. Dupa 35 zile se
observa aparitia unui palier. Pentru acelasi vin si aceleasi adaosuri
de extracte variatia caracteristicii cromatice proprii culorii albastru
se stabilizeaza in intervalul 10-15 zile avand apoi o tenta usor
descrescatoare.

In continuare (tabelul 62, figurile 122-124) sunt prezentate rezultatele

obtinute pentru probele de vin Rosé 2005 tratate cu extracte naturale din fructe de
Vaccinium myrtillus (afine) respectiv Vaccinium vitis-idaea (merisoare).
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Tabelul 62.

Contributia culorilor galben (420%), rosu (520), albastru (620%) la culoarea finala

a probelor de vin Rosé 2005 cu adaus de extracte naturale
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Figura 124. - Variatia caracteristicii cromatice 620%-albastru in timp comparativ pentru
probele de vin rosé 2005 tratate cu extracte vegetale

Concluziile privind rezultatele analizelor sunt urmatoarele:

e datorita faptului ca, in jurul lungimii de unda de 520 nm, absorbtia
este mai puternica, culoarea predominanta perceputa este cea rosie;
se percepe insa si componenta galben-bruna sub forma de nuanta
caramizie, precum si cea albastra, care imprima nuanta de culoare
intunecata, usor albastruie;

e la vinurile rosé studiate in functie de anul de recolta se observa o
contributie a culorii galbene la culoarea vinului mai mare cu 2-3%
decat a culorii rosii (figurile 119-124). Contributia culorii albastre la
culoarea vinului are valoarea cea mai mare pentru probele de vin din
anul 2006. Valoarea mai mare a componentei albastre a acestor
vinuri este datorata probabil unei bune copigmentari sau condensari
a antocianinelor cu alti compusi polifenolici, dand nastere unor noi
forme de antocianine care stabilizeaza nuanta violeta a vinului.

e In general stabilizarea variatiei caracteristicilor cromatice pentru
toate culorile apare tot in ziua 25 cu exceptia culorii albastru pentru
vinul rosé 2005 tratat cu extract din fructe de Vaccinium vitis-idaea,
care pentru proba ce contine o cantitate mai mare de extract
inregistreazd o scadere semnificativa in perioada 25-30 zile dupa
care se stabilizeaza.

In tabelul 63 respectiv figurile 125-127 sunt prezentate rezultatele obtinute

pentru probele de vin alb, Riesling 2006 tratate cu extracte naturale din fructe de
Vaccinium myrtillus (afine) respectiv Vaccinium vitis-idaea (merisoare).
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Tabelul 63.

Contributia culorilor galben (420%), rosu (520), albastru (620%) la culoarea finala

a probelor de vin Riesling 2006 cu adaus de extracte naturale
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Figura 126. - Variatia caracteristicii cromatice 520%-rosu in timp comparativ pentru probele

de vin alb tratate cu extracte vegetale

BUPT



222 Contributii proprii

16

14

12

10

Caracteristica cromatica - 620%

e Proba 9
= Proba 10
“e_ Proba 11
~a_ Proba 12

Figura 127.

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Timp [zile]

- Variatia caracteristicii cromatice 620%-albastru in timp comparativ pentru

probele de vin alb tratate cu extracte vegetale

In ceea ce priveste rezultatele tratamentului vinului alb cu cele dou3
extracte vegetale din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) si Vaccinium vitis-idaea
(merisoare) la doua concentratii, acestea sunt urmatoarele:

in concluzie:

pentru un procent de pana la 40% a contributiei culorii rosii la
culoarea vinului alb, nuanta acestuia este caramizie (probele 10, 12
imbogatite cu extract din fructe de Vaccinium myrtillus, afine);

in cazul probelor cu adaos de extract din fructe de Vaccinium vitis-
idaea, merisoare, probele 9, 11, peste 55% din culoarea vinului este
data de galben, nuanta acestuia fiind oranj, confirmata si de datele
din literatura [114] conform carora la un pH = 3 sau mai scazut,
antocianinele au culoare oranj sau rosie si existd sub forma
cationilor de flaviliu (pH-ul vinului alb analizat =2,97);

stabilizarea variatiei caracteristicilor cromatice pentru cele trei culori,
galben, rosu, albastru se instaleaza mai rapid, dupa ziua 15 cu
exceptia probei de vin cu adaos de extract din fructe de Vaccinium
vitis-idaea de concentratie mai scazuta.

Mentinerea stabilitatii culorii vinurilor este o problema ce apare in timpul
procesarii si pastrarii acestuia. In cadrul studiului efectuat s-a demonstrat faptul ca,
culoarea vinurilor rosé si alb poate fi imbogatita prin adaos de extracte din fructe de
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padure. Aceasta intensificare a culorii se poate datora cresterii continutului de
antocianine din vin prin addugarea extractelor naturale, dar si a altor compusi,
precum flavone si acizi fenolici ce pot lua parte la reactiile de copigmentare.

Stabilirea caracteristicilor cromatice ale vinurilor rosé si alb a fost facuta prin
metoda Glories. Rezultatele obtinute conduc la concluzia cd, vinul este intr-o
continud modificare in ceea ce priveste compozitia sa in timpul depozitarii iar
culoarea vinului depinde de stabilitatea compusilor fenolici in timp. Vinul Rosé tanar
are o culoare rosie predominanta (datorata antocianinelor), iar pe masura ce timpul
trece, datorita proceselor de policondensare a compusilor fenolici, culoarea se
modifica, devenind mai inchisa in cazul in care compusii fenolici care dau culoarea
albastra sunt predominanti, sau capatand nuante brune atunci cand compusii
fenolici care dau culoarea galbena sunt predominant;i.

Dupa 2 luni de pastrare in sticla a vinului cu adaos de extracte se observa o
scadere a intensitatii culorii, a continutului in antocianine si fenoli totali, Tnsa
imbogatirea probelor de vin in acesti compusi prin copigmentarea cu extracte
naturale, este evidenta comparativ cu probele martor. Vinul tratat cu extract din
fructe de Vaccinium myrtillus (afine) a inregistrat cele mai ridicate valori ale acestor
parametri.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu au facut obiectul unei lucrari
stiintifice publicata in revista cotata ISI [287].

II1.4.3. Comportarea reologica a cremelor alimetare cu adaos
de extracte din fructe de padure respectiv emulsii U/A ce contin
acest extracte

in cadrul lucrdrilor experimentale (I1.7.3) s-a studiat comportarea reologica
pentru o baza de crema alimentard de vanilie cu adaus de extracte din afine,
merisoare respectiv emulsii 20% U/A ce contin extract de afine. In tabelul 64 este
prezentata componenta cremelor supuse analizei reologice.

S-a observat ca, toate probele analizate au comportare nenewtoniana cu
prag initial, dependenta T = f(y) fiind de tip plastic si prezentand ecuatia reologica
generala:

T=To+ K-y" (24)

unde: T - tensiune de forfecare
To — pragul initial
K - constanta
n - coeficient al comportarii nenewtoniene (n = 1 - tip plastic ideal;
n < 1 - tip plastic real; n > 1 - dilatant).

Pentru 1o # 0 fluidele apartin domeniului viscoplastic neliniar, iar pentru n <
1 comportarea este cea corespunzatoare sistemelor plastice reale.
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Tabelul 64.
Componentele cremelor supuse analizei reologice. Prepararea probelor

Baza de crema Cantitate extract

(9) in emulsia finala
(mL)
Crema + extract afine 40 0,2
Crema + extract merisor 40 0,2
Crema + emulsie U/A (sofranel) 40 4
Crema + emulsie U/A (armurariu) 40 4

in vederea determinrii influentei pe care modificarea temperaturii o are
asupra proprietatilor de curgere respectiv a stabilitatii cremelor, probele de crema
de vanilie cu adaos de extracte din fructe de afine respectiv merisor sau cu adaus de
emulsii U/A ce contin extract din afine precum si o proba martor au fost supuse
determinarilor experimentale dupa 72 de ore de la preparare.

Masuratorile reologice au fost realizate in conditii de termostatare la 22 si
359C (nu s-a dorit cresterea temperaturii peste pragul de 40°C deoarece s-a tinut
cont de faptul ca unele principii active din extractele adaugate se degradeaza peste
acest prag).

Valorile corespunzatoare tensiunii de forfecare pentru proba martor la cele
doua temperaturi sunt prezentate in tabelul 65 iar in figura 128 este redata
comportarea reologica a probei martor.

Tabelul 65.
Valorile corespunzatoare tensiunii de forfecare pentru proba martor

Viteza de Tensiunea de forfecare, T (Pa)

deformare T, = 220C T, = 350C
(v), 1/s

3,0 97,86 95,35
5,4 120,37 108,97
9,0 147,34 126,21
16,2 184,31 160,96
27,0 234,91 202,38
48,6 312,19 265,49
81,0 409,22 342,49
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Figura 128.

- Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru
proba martor la cele doua temperaturi

Nu s-au constatat separari ale fazelor si nici schimbari ale tipului de
comportament reologic ci doar o mica scadere a consistentei, fapt ilustrat prin
scaderea constantei K. Cresterea temperaturii duce la scaderea efortului unitar T
(de exemplu lay = 27 1/s, scaderea este de aproximativ 35 Pa).

Valorile experimentale ale tensiunii de forfecare la diferite valori ale vitezei
de deformare la cele doua temperaturi corespunzatoare probelor obtinute prin
adaugarea de extracte din fructe de afine respectiv merisoare cremei de vanilie baza
sunt redate in tabelul 66 respectiv in figurile 129 si 130.

Tabelul 66.
Valorile corespunzatoare tensiunii de forfecare pentru probele cu adaos de extracte

Viteza de Tensiunea de forfecare, T (Pa) Tensiunea de forfecare, T (Pa)
deformare Crema + extract afine Crema + extract merisoare
(v), 1/s
3,0 90,07 91,18 69,5 58,38
54 108,14 102,86 81,45 66,16
9,0 131,22 119,54 96,74 77,56
16,2 161,24 145,67 116,76 92,57
27,0 199,6 175,42 149,3 105,64
48,6 260,76 222,4 189,6 -
81,0 330,82 281,89 238,5 -
145,8 446,47 378,64 316,92 -
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Figura 129. - Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru

proba de crema cu adaos de extract de afine la cele doua temperaturi
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Figura 130. - Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru

proba de cremé& cu adaos de extract de merisor la cele doud temperaturi
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Odatd cu cresterea temperaturii se observd o crestere a coeficientului
preexponential K si o scadere a pragului initial To la proba cu adaos de extract de
merigor, in timp ce la proba cu adaos de extract de afine pragul initial To creste cu
cresterea temperaturii iar coeficientul preexponential din ecuatia 21 scade (vezi
tabelul 66).

Valorile experimentale obtinute pentru cele doua probe cu adaos de emulsii
20% U/A sunt prezentate in tabelul 67 respectiv in figurile 131 si 132.

Tabelul 67.
Valorile corespunzatoare tensiunii de forfecare pentru probele cu adaos
de emulsii U/A

Viteza de Tensiunea de forfecare, T (Pa) Tensiunea de forfecare, T (Pa)

deformare Crema + emulsie armurariu Crema + emulsie sofrinel

3,0 191,54 143,73 201,27 151,51
5,4 227,68 165,69 243,53 172,36
9,0 278,83 190,43 295,79 201,55
16,2 349,17 234,08 371,13 254,93
27,0 434,79 287,73 466,48 309,14
48,6 - 344,72 - -
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100

Tensiunea de forfecare, Pa
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0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Viteza de deformare, 1/s

Figura 131. - Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru
proba de cremé cu adaos de emulsie de ulei de Silybum marianum (ulei de armurariu) la cele
doua temperaturi
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Figura 132. - Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru
proba de cremé cu adaos de emulsie de ulei de sofrdnel la cele doud temperaturi

La proba cu adaos de emulsie 20% ulei de armurariu in apa, odata cu
cresterea temperaturii se observa o scadere a pragului initial To Tn timp ce valoarea
coeficientului preexponential K si chiar a exponentului n se pastreaza la valori relativ
apropiate. In schimb, la proba cu adaos de emulsie 20% ulei de sofranel in apa se
observa de asemenea o scadere a coeficientului preexponential K si o crestere a
exponentului n, iar valoarea pragului initial To r@mane relativ apropiat.

Interpretarea rezultatelor obtinute in urma determinarilor experimentale
asupra tuturor probelor analizate a fost realizata ulterior si prin utilizarea
programului ,Table Curve 2D v4”. Acest program asigura trasarea graficului care
redd dependenta y = f(x), alegerea tipului de ecuatie care descrie aceasta
dependenta, stabilirea coeficientilor ecuatiei precum si valoarea coeficientului de
corelare r2, Din determindrile preliminare a rezultat cd probele studiate au o
comportare nenewtoniana. Tindnd seama de tipurile comportamentelor reologice ale
substantelor nenewtoniene (pseudoplastice, dilatante) ca si din reprezentarile
grafice directe, a rezultat ca cel mai apropiat tip de ecuatie este cel care reda
dependenta nenewtoniana cu prag initial T = To + K - y" . Deci, au fost alese ecuatii
de tipul y = a + b-x¢, ecuatii care au fost verificate cu precizie foarte buna (tabelul
68).
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Tabelul 68.
Ecuatiile reologice ale probelor analizate la diferite temperaturi, deduse din
dependenta T = f{ Program “Table Curve”,

Ecuatia reologica Ecuatia reologica
T, = 22°C T, = 35°C
Martor T = 50,632+24,926:y%696 | 0,999 | T =57,315+18,064:y0628 0,999
Crema + T=47,9 + 23,13 - yo.571 0,999 | T=61,7 + 15,064 - y%.611 0,999

extract afine

Cremad + T = 35,864+18,067-y%>>! | 0,999 | T=12,91+31,058 - y0:333 0,997

extract
merisor

Cremad + T=286,62+ 56,78 - y>>> | 0,999 | T = 54,95 + 53,29 - y%43¥ | 0,997

emulsie
armurariu

Crem3 + T =93,49 +58,162 - y%563 | 0,999 | T =95,916 +27,13 - y°627 | 0,998

emulsie
sofranel

Dupda cum se observa atat din curbele din figurile 130, 131 cat si din
ecuatiile reologice (tabelul 68), cresterea temperaturii conduce la scaderea
consistentei cremei cu adaos de extract de merisor si a cremei cu adaos de emulsie
de armurariu, fapt ilustrat de micsorarea pragului initial To, In timp ce crema cu
adaos de emulsie de sofranel isi mentine aceeasi consistentd.

In figurile 133 si 134 sunt reprezentate variatia tensiunii de forfecare functie
de viteza de deformare comparativ, pentru toate probele analizate, la cele doua
temperaturi.

t1=22C
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¥
450 / / —e— Martor
400 2

: /
9 .
= 350 —B— Martor+extract afine
<
(&)
2 300 ,! P
k) i / Martor+extract merisor
5 250 % /
© 200
3 200 Martor+emulsie
5 150 - armurariu
(2]
5 100 —*— Martor+emulsie
F o5 sofranel

0 T T T T

0 30 60 90 120 150

Vitezade deformare, 1/s

Figura 133. - Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru
toate probele analizate la temperatura de 22°C
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Figura 134. - Dependenta tensiunii de forfecare T functie de viteza de deformare y pentru

toate probele analizate la temperatura de 35°C

Concluzii:

In urma testului reologic efectuat asupra cremei de vanilie ca atare cat si

asupra cremei cu adaos de extracte din fructe de Vaccinium myrtillus (afine),
Vaccinium vitis-idaea (merisoare) respectiv a cremei cu adaos de emulsii U/A se pot
desprinde urmatoarele concluzii:

Cunoasterea proprietatilor reologice ale materialelor este deosebit de
importanta pentru stabilirea conditiilor optime (temperatura, viteza de
deformare) de utilizare ale acestora;
Cremele studiate au comportare nenewtonianad cu prag initial al tensiunii de
foerfecare, corespunzatoare domeniului viscoplastic neliniar, ecuatia
reologicd generala fiind:

T=To+ K-y"
Toate probele analizate au comportare corespunzatoare sistemelor plastice
reale (n<1);
Comportarea probelor analizate functie de temperatura este diferita.
Cresterea temperaturii duce la scaderea consistentei probelor de crema fara
a le afecta in mod semnificativ stabilitatea. Acest comportament reologic
recomanda extractele din fructe de Vaccinium myrtillus (afine), Vaccinium
vitis-idaea (merigoare), respectiv emulsiile U/A ce contin aceste extracte
pentru aplicare in industria alimentard, farmaceutica sau cosmetica.
Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice prezentata in

cadrul ,,A XXX-a Conferintda Nationala de Chimie”, Calimanesti-Caciulata, 2008

[288].
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III.5. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A EXTRACTELOR DIN
FRUCTE DE VACCINIUM MYRTILLUS RESPECTIV
VACCINIUM VITIS-IDAEA

Activitatea antimicrobiana a sucului brut si a extractelor apoase din fructe de
Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea a fost testata folosind metoda
difuzimetrica, prin care s-a apreciat gradul de sensibilitate al unor microorganisme
patogene fata de acestea, in conditii de laborator in vitro.

Testarea extractelor si a sucurilor s-a efectuat atadt pe microorganisme din
specia bacteriilor gram pozitive cat si gram negative.

Rezultatele experimentale obtinute sunt prezentate in tabelul 69 respectiv
figurile 135 si 136.

Tabelul 69.
Activitatea antimicrobiand a probelor testate dupa 20 ore de incubare exprimata prin
valoarea diametrelor zonelor de inhibitie

Substanta Staphylococcus Escherichia coli Proteus mirabilis
testata aureus
1. Extract apos 8,1 12,4 +++
Vaccinium +0,4 +0,8
myrtillus
2. Suc 6,8 ++ ++
Vaccinium +0,6
myrtillus
3. Extract apos ++ ++ | 12,2
Vaccinium vitis- +0,8
idaea
4. Suc 10,4 ++ ++
Vaccinium vitis- +0,6
idaea

S-sensibil la substanta testata; I-intermediar; R-rezistent la substanta testata (+++
- foarte rezistent; ++ - putin rezistent)

(a) Escherichia coli, Proteus mirabilis (b) Staphylococcus aureus
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A\

(c) Escherichia coli

Figura 135. - Reactia culturilor de Escherichia coli, Proteus mirabilis respectiv Staphylococcus
aureus la actiunea extractelor apoase si a sucului brut din fructe de Vaccinium myrtillus
respectiv Vaccinium vitis-idaea (dupa 20 de ore)

In ceea ce priveste actiunea antimicrobiana fatd de Staphylococcus aureus
(figura 135 b) s-au remarcat extractul apos notat ,,A” in figura 135 (b), sucul notat
,,@” in figura 135 (c) din fructe de Vaccinium myrtillus si extractul notat ,,M” in
figura 135 b, c din fructe de Vaccinium vitis-idaea. Specia Proteus mirabilis s-a
dovedit a fi sensibila la actiunea extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea si
rezistentd la actiunea extractului din fructe de Vaccinium myrtillus. Extractul din
fructe de Vaccinium myrtillus are actiune antimicrobiand asupra speciei Escherichia

coli (figura 135 c).

Figura 136. Reactia
culturilor de Escherichia
coli (stanga), Proteus
mirabilis (dreapta)
respectiv Staphylococcus
aureus (jos) la actiunea
extractelor apoase si a
sucului brut din fructe de
Vaccinium myrtillus

De remarcat este faptul ca, cele trei tulpini bacteriene s-au dovedit a fi
rezistente cand culturile au fost incubate cu extracte ce au fost diluate la o
concentratie de 0,2 g/mL (figura 136). Colonii izolate de Escherichia coli au aparut
mai ales in jurul zonelor cu rondele impregnate cu suc de Vaccinium myrtillus (2),
extract (3) respectiv suc (4) din fructe de Vaccinium vitis-idaea. Coloniile de Proteus
mirabilis, au fost mai rezistente fata de actiunea extractelor apoase (1, 3), acestea
reusind sa se dezvolte chiar langa zonele cu rondele dupa cum indica si figura 136.
Specia Staphylococcus aureus s-a dovedit mai sensibila, incubarea cu extracte
dovedind activitatea antimicrobiana a acestora.
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II1.6. INFLUENTA EXTRACTELOR APOASE DIN FRUCTE DE
VACCINIUM MYRTILLUS (AFINE) RESPECTIV VACCINIUM
VITIS-IDAEA (MERISOARE) ASUPRA UNOR ENZIME
OXIREDUCATOARE SI A UNOR PARAMETRII BIOCHIMICI LA
ANIMALE DE EXPERIENTA

Experimetele au fost realizate pe trei loturi de cate 10 cobai (guinea pigs), in
varsta de 1 an, in greutate de 40-60 g.

Cobaii au fost mentinuti tot timpul experimentului in conditii corespunza-
toare atat din punct de vedere al microclimatului cat si al calitatii hranei.

Celor trei loturi experimentale li s-a adminiatrat zilnic, timp de 14 zile dupa
cum urmeaza:

= Lotul M (martor) - 0,2 mL apa distilata;

= Lotul L1 - 0,2 mL extract apos din fructe de Vaccinium myrtillus
(afine), (33,88 mg cianidind/mL extract);

= Lotul L2 - 0,2 mL extract apos din fructe de Vaccinium vitis-idaea
(merisoare), (32,20 mg cianidina/mL extract).

Sacrificarea s-a facut dupa o prealabila anestezie, respectdndu-se conditiile
impuse de Legea 205 /2004, art. 7, 18, 22 si reglementarile nr. 143/400/2002 si
37/2002, privind protectia animalelor vertebrate in cazul utilizarii pentru
experimente si alte scopuri stiintifice.

S-a recoltat sange prin punctie cardiaca pe anticoagulant (heparinad). Dupa
sacrificare s-au recoltat de la fiecare individ, urmatoarele organe: ficat, rinichi si
splina.

Valorile parametrilor biochimici determinati Tn urma tratamentelor cu
extracte apoase din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) si Vaccinium vitis-idaea
(merisoare) asupra animalelor de experienta aflate in stres oxidativ sunt redate
global in tabelul 1 iar reprezentarile grafice in figurile 1- 7.

Dupa doua saptamani de administrare a extractelor s-a determinat o usoara
crestere a activitatii GOT cu 32,8% in cazul administrarii extractului din afine fata de
valoarea martorului, respectiv cu 18,9% 1in cazul administrarii extractului de
merisor. O crestere cu 25,15 % s- a inregistrat la cobaii tratati cu extract de afine
fatd de cei tratati cu extract din merisor. Totusi valorile activitatii GOT se situeaza
la ambele loturi tratate cu extracte naturale la valori care se situeaza in limita
datelor din literatura (tabelul 70, figura 137).
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Tabelul 70 .
Valorile medii ale parametrilor GOT, GPT, GGT, proteine, Hb, Fe, P, Ca, Mg, ALP,
GSH, MDA, CAT, SOD, G-px si G-red la animalele de experienta (cobai) trate cu
extracte apoase din fructe de Vaccinium myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea

Lot M L1 L2
Parametru (lot martor) (afine) (merisoare)
GOT 11,17 16,62 13,28
GPT 13,06 9,49 12,83
GGT 14,72 17,52 28,85
Proteine 6,97 7,09 6,96
Hb 11 14,6 10,76
Fe (ug/dL) 244,17 331 239
P 10,14 12,09 9,51
Ca 8,52 9,3 9,51
Mg 2,52 2,35 2,8
ALP 142,8 179,92 132,61
GSH (umoli) 7,025 8,52 6,05
MDAx10 (umol/dL) 4,05 4,45 4,0445
CATx10 4,02 4,396 4,162
SOD 5,66 8,45 15,5
G-px x 10 2,797 2,25 3,09
G-red 6,38 7,5 9,37

Valorile activitatii GPT, GOT si GGT la cobai
tratati cu extracte de afine si merisor

30

20
Ul
10

GOT GPT GGT

OM L1 (afine) WL2 (merisor) |

Figura 137. - Valorile medii ale activitatii transaminazelor serice si ale glutamil transferazei la
cobai tratati cu extracte apoase din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv fructe de
Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

in cazul activitatii GPT valorile medii ale acesteia, la lotul L1 la care s-a
administrat extract apos de afine se situeazad la valori mai scazute fata de cele
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obtinute la lotul L2 caruia i s-a administrat extract apos de merisoare cu 26,2%,
respectiv cu 28,4% mai scazute fata de lotul martor. La fel ca si in cazul GOT,
valorile se situeaza in limita datelor din literatura.

In cazul determindrii activitdtii y- glutamil transpeptidazei (GGT), rezultatele
se prezinta diferit. O crestere semnificativda s-a inregistrat la lotul L2 (merisor),
cresterea fiind cu 96% fata de lotul martor. Valorile medii ale GGT la lotul L1
inregistreaza o scadere cu 64,6%, valoarea inregistrata la L1 inregistrand doar o
usoara crestere cu 16% fata de lotul martor.

Analizand aceste date se observa ca transaminazele serice nu sunt
semnificativ afectate, deci se mentine o buna functionare a hepatocitului ceea ce de
altfel se confirma si din valorile medii ale activitatii fosfatazei alcaline (tabelul 70,
figura 141).

S-a observat, totusi, un efect nedorit al extractului de merisor in ceea ce
priveste activitatea GGT. Aceasta enzima constituie un indicator sensibil al afectarii
ficatului. Valorile ridicate indica ca administrarea extractului de merisor ar putea
actiona ca toxic pentru hepatocit. Determinarea acestei enzime se utilizeaza in

vederea confirmarii valorilor fosfatazei alcaline.

Proteinemia este un indicator al starii nutritionale, a functiilor ficatului,
rinichilor precum si a starii de hidratare. In ceea ce priveste determinarea valorilor
medii ale proteinemiei, acestea inregistreaza valori aproximativ egale la toate cele
trei loturi, ceea ce demonstreaza ca administrarea celor doua extracte nu afecteaza
in mod semnificativ functionarea ficatului si rinichilor.

Valorile medii ale proteimiei si hemoglobinemiei la cobai tratati cu
extracte de afine si merisor

om mL1(afine) B L2 (merisor) |

16+
14/
12]
101
g/dl 8-

o N b

proteine Hb

Figura 138. - Valorile medii ale proteinemiei (g/dl) si hemoglobinemiei (g/dl) la cobai tratati
cu extracte apoase din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv
fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare)
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In ceea ce priveste valoarea medie a hemoglobinemiei s-au inregistrat
urmatoarele rezultate:

= la lotul L2 la care s-a administrat extract apos din fructe de
Vaccinium vitis-idaea (merisoare) nu s-au Iinregistrat diferente
semnificative fata de lotul martor;

= |a lotul L1 la care s-a administrat extract apos din fructe de
Vaccinium myrtillus (afine) s-a inregistrat o crestere a valorii
hemoglobinemiei cu 32,7% fata de lotul martor, ceea ce semnifica o
intensificare a sintezei de hemoglobina.

Se poate concluziona ca, extractul din fructe de Vaccinium myrtillus (afine)
are un efect stimulator in sinteza hemoglobinei, spre deosebire de extractul din
fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare) unde nu se inregistreaza diferente
semnificative ale hemoglobinemiei, respectiv ale valorilor medii ale sideremiei
(figura 3).

Valorile medii ale sideremiei la cobai tratati cu extracte de afine si
merisor

ug/d!

350
300
250
200
150
100

50

M L1(afine) L2 (merisor) ot

Figura 139. - Valorile medii ale sideremiei (ug/dl) la cobai tratati cu extracte apoase din
fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

Concentratia sideremiei plasmatice este determinata de absorbtia fierului din
intestine, ficat, splina, sistem osos, respectiv de sinteza de hemoglobina. La lotul L1
(afine) s-a inregistrat o crestere cu 35,56% fata de lotul martor, ceea ce confirma
efectul de stimulare a sintezei de hemoglobina si de stimulare a absorbtiei fierului
continut in extractul de afine, cu prioritate.

Rezultatele obtinute in ceea ce priveste determinarile fosforemiei, calcemiei
si magnezemiei sunt redate in tabelul 70 si figura 140.

Valorile medii ale tuturor celor trei parametrii se incadreaza in valorile date
n Iiteratﬂura de specialitate [298-292].

In ceea ce priveste valorile medii ale fosforemiei, s-au inregistrat valori mai
ridicate cu 19,04% la lotul L1 tratat cu extract de afine fata de lotul martor,
respectiv cu 21,4% fata de lotul L2 la care s-a administrat extract de merisoare,
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ceea ce demonstreaza o intensificare a absorbtie intestinale a acestuia, de catre
extractul de afine.

Calciul ionic este reglat de hormonii paratiroidieni si vitaminele D. Calciul
seric constituie suma dintre calciul ionizat, cel complexat si calciul legat de proteine
(in majoritate de albumina).

La loturile tratate cu extracte de afine si merisoare nu se inregistreaza
diferente semnificative fata de lotul martor respectiv fata de datele din literatura.

O situatie similara a fost inregistrata la magnezemie. In urma determinarii
acesteia au rezultat valori medii similare cu ale lotului martor, respectiv cu datele
indicate in literatura de specialitate.

Valorile medii ale fosfremiei, calcemiei si magnezemiei la cobai
tratati cu extracte de afine si merisor

oM E L1(afine) B L2 (merisor) |

mg/dl 14 1

12 1

101

RISSN

P Ca Mg

Figura 140. - Valorile medii ale fosforemiei (mg/dl), calcemiei (mg/dl) si magnezemiei
(mg/dl) la cobai tratati cu extracte din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv fructe de
Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

Rezultatele obtinute in ceea ce priveste determinarile valorilor medii ale
activitatii fosfatazei alcaline sunt redate in tabelul170 si figura 141.

Dupa cum s-a prezentat in discutia activitatii transaminazelor serice, se
observa valori crescute cu 25,7% la lotul L1 (afine) fata de lotul martor, respectiv cu
26,3 % fata de lotul L2 (merisor), ceea ce semnificda o intensificare a fixarii
fosforului, fapt confirmat si prin rezultatele obtinute la determinarea fosforemiei.

BUPT



238 Contributii proprii

Valorile medii ale activitatii fosfatazei alcaline la cobai tratati cu
extracte de afine si merisor

Ul 200 -
150 /
oM
100 /
/ E L1(afine)

50 1 W L2 (merisor)

M L1(afine) L2 (merisor)

Figura 141. - Valorile medii ale activitatii fosfatazei alcaline la cobai tratati cu extracte din
fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv fructe de
Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

In vederea studierii efectului antioxidant al extractelor de afine si merisoare
s-au efectuat determinari pentru identificarea parametrilor specifici peroxidarii
lipidice si anume:

= nivelul malondialdehidei (umoli/dl), o masura a instalarii stresului
oxidativ;

= nivelul glutationului redus (GSH) (pmoli/dl);

= determinarea enzimelor implicate in lupta Tmpotriva stresului
oxidativ: catalaza (CAT) (UI), superoxid dismutaza (SOD) (UI),
glutation peroxidaza (G-px) (UI) si glutation reductaza (G-red) (UI).

Rezultatele obtinute sunt prezentate sintetic in tabelul 70 respectiv figurile
142 si 143.

Valoarea medie a glutationului redus (GSH) determinata in cazul lotului L1 la
care s-a administrat extract apos din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) a
inregistrat o crestere a nivelului acestuia cu 22,1% fata de lotul martor, respectiv cu
30,5 % fata de lotul L2 la care s-a administrat extract apos din fructe de Vaccinium
vitis-idaea (merisoare). Valoarea inregistratd in cazul lotului L1 este usor mai
ridicata si fatd de cea indicatd de literatura de specialitate, ceea ce semnifica o
intensificare a reactiilor de reducere a glutationului oxidat, respectiv de stimulare a
activitatii enzimelor antioxidante implicate in sistem, desi la lotul L1 se inregistreaza
si o crestere nesemnificativa a nivelului malondialdehidei (cu 9,81% fata de lotul
martor), ceea ce se Iintdlneste la aproximativ toate substantele cu caracter
antioxidant, administrate pe timp scurt (respectiv - cele 2 saptamani de
experiment).
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Valorile medii ale GSH si MDA la cobai tratati cu extracte de afine

si merisor
'OM BEL1(afine) L2 (merisor)]

GSH (umoli/g Hb) MDA x 10 (umoli/dl)

Figura 142. - Valorile medii ale glutationului redus (GSH) (umoli/g Hb) si ale malondialdehidei
(MDA) (umoli/dl) la cobai tratati cu extracte din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) respectiv
fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

Stresul oxidativ la care sunt supuse organismele vii genereaza radicali liberi
(RL) respectiv specii reactive ale oxigenului (SRO) care in concentratii fiziologice,
stimuleaza cresterea si diviziunea celulara. O mutatie la nivel celular poate cauza
devierea permanentd a reactiilor oxidative cu formarea SRO in exces. Celula este
astfel pusa in situatia de continua proliferare. In doze mari, cronice, speciile reactive
al oxigenului sunt oncogene, iar in doze foarte mari, acestea produc apoptoza.

In organism, producerea este asigurata pe cale endogend la nivelul
mitocondriilor, peroxizomilor si lizozomilor, pentru speciile reactive ale oxigenului
(Oze” , OHe, H;0; , HCIOe™ ; 10, ) si la nivelul membranei celulare si microsomale,
in cursul sintezei de prostaglandine, cand se elibereaza OHe".

Peroxizii lipidici actioneaza in calitate de substante lezante prin modificarea
proprietatilor membranei celulare si a membranelor mitocondiilor si lizozomilor
(cresterea fluiditatii, fragilitatii si permeabilitatii), ceea ce duce la disparitia
gradientilor osmotici, chimici si electrici. In acest fel, scade sau este anulata
excitabilitatea celulara, se perturba profund procesele metabolice si apar leziunile
morfologice.

Antioxidantii enzimatici cu rol protector sunt superoxid dismutaza (SOD) si
catalaza (CAT), iar cei cu rol detoxifiant sunt glutation peroxidaza (GSH-px) si
glutation transferaza (GSH-S-T). Eficienta lor creste daca actioneaza sinergic cu alti
antioxidanti.

Rolul catalazei este cel de detoxifiere, de descompunere a H,0; produsa de
superoxid dismutaza. Ea actioneaza ca un protector al SOD prin inactivarea H,0;, a
SOD, in detoxifiere; reactia catalizata de SOD este cea de dismutare a radicalului

superoxid O'z_. Enzima inhiba indirect peroxidarea acizilor grasi nesaturati deoarece

O, este atat factor inhibitor cat si factor terminal in peroxidarea lipidelor [293-

296].
GSH-px este prezenta in toate celulele in cantitati variabile. In eritrocite se
afld in cantitati mari si joaca un rol major in mentinerea integritatii membranelor
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eritrocitare la stres oxidativ. GSH-px actioneaza la concentratii mici de H,0;
constituind principala enzima utilizata de celule pentru detoxifiere.
G-red actioneaza impreuna cu CAT si SOD in indepartarea peroxizilor formati

in exces.

Studiind nivelul activitatii enzimelor enumerate anterior, implicate fin
sistemul antioxidant al eritrocitelor s-au constatat urmatoarele:

ul

Valorile medii ale acivitatii enzimelor CAT, SOD, G-px si G-red la

16
14
12
10

oON b O

cobai tratati cu extracte de afine si merisor

|OM BL1(afine) WL2 (merisor) |

CAT x 10 SOD G-px x 10 G-red

Figura 143. - Valorile medii ale activitatii catalazei eritrocitare, superoxid dismutazei,
glutation peroxidazei si ale glutation reductazei (UI) la cobai tratati cu extracte din fructe de
Vaccinium myrtillus (afine) respectiv fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare)

activitatea catalazica nu sufera modificari majore: s-a sesizat o
usoara crestere cu 9,3 % la lotul experimental L1 la care s-a
administrat extract apos din fructe de Vaccinium myrtillus (afine),
respectiv cu 3,52 % la lotul L2 la care s-a administrat extract apos
din fructe de Vaccinium vitis-idaea (merisoare) fata de lotul martor;
in cazul determinadrii activitatii SOD, rezultatele sunt extrem de
semnificative, in sensul ca s-a inregistrat o crestere cu 49,3 % Iin
cazul lotului tratat cu extract de afine (lotul L1) respectiv cu 73,58
% la lotul L2 tratat cu extract de merisoare fata de lotul martor;
intre cele doua loturi trate cu extracte naturale din fructe de padure
existda o diferenta de activitate de 83% (lotul L2 finregistreaza
aceasta cregstere fata de lotul L1). Aceasta diferenta se poate explica
prin faptul ca toate tipurile de enzime sunt implicate in detoxifierea
organismului fatda de administrarea extractului de merisoare in
special, ceea ce este confirmat si de rezultatele prezentate anterior
(tabelul 70, figura 143).

Activitatea G-px nu inregistreaza diferente semnificative intre cele doua
loturi tratate cu extracte naturale. Totusi, o crestere cu 37,3 % a activitatii G-px a
fost inregistrata la lotul L2 tratat cu extract de merisoare fata de lotul L1 tratat cu
extract de afine. Aceasta se poate explica printr-o reactie de detoxifiere la aparitia
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unor mici cantitati suplimentare de apa oxigenata, care ar putea aparea si datorita
faptului ca extractul de merisoare nu stimuleaza activitatea catalazica, asa cum s-a
inregistrat in activitatea CAT in cazul extractului de afine.

Valorile medii ale activitatii G-red, inregistrate la lotul L1 au fost cu 17,5%
mai mari fatd de cele inregistrate la lotul martor, iar valorile activitatii G-red,
inregistrate la lotul L2 au fost cu 46,9 % mai mari fata de cele inregistrate la lotul
martor. La lotul L2 s-a inregistrat o crestere a activitatii G-red cu 24,9 % fata de
lotul L1. Aceasta s-ar putea explica prin faptul ca in cazul extractului de afine se
formeaza o cantitate mai scazuta de peroxizi lipidici fatd de administrarea
extractului de merisoare.

Concluzii:
In urma determinarilor efectuate se desprind urmatoarele concluzii:

e ambele extracte (afine si merisoare) actioneaza in sensul stimularii
sistemului antioxidant al celulelor;

e transaminazele serice nu sunt semnificativ afectate de cele doua
tipuri de extracte, deci se mentine o bunad functionare a
hepatocitului ceea ce de altfel se confirma si din valorile medii ale
activitatii fosfatazei alcaline,

e valorile ridicate ale GGT indica faptul cd, administrarea extractului
de merisoare ar putea actiona ca toxic pentru hepatocit;

e extractul de afine stimuleaza sinteza de hemoglobina si de absorbtie
a fierului;

e ambele extracte (de afine si de merigsoare) actioneaza in sensul
stimularii absorbtiei calciului si fosforului, cu efecte mai pozitive la
extractul de afine;

e extractul de afine are efect antioxidant mai puternic, ceea ce se
releva printr-o valoare mai mare a glutationului redus si o valoare
medie mai scazuta a MDA, fata de extractul de merisoare;

e la administrarea extractului din fructe de Vaccinium myrtillus (afine)
se inregistreaza valori mai scazute ale activitatii SOD, G-px si G-red
fatd de cele inregistrate la administrarea extractului din fructe de
Vaccinium vitis-idaea (merisoare), ceea ce s-ar putea datora
continutului mai bogat in substante antioxidante (flavonoizi,
antocianine, compusi polifenolici) decat in cazul extractului de
merisoare;

e extractul din fructe de Vaccinium myrtillus (afine) are un efect
antioxidant mai pregnant, relevat chiar si in numai doua saptamani
de experiment.

Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice [297].
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Calitatea si valoarea biologica a alimentelor depinde de continutul si
activitatea antioxidantilor in ansamblu polifenoli, caroteni, antocianine, acid ascorbic
prezenti.

In general pe parcursul pastrarii si prelucrarii tehnologice a materiei
vegetale, continutul si activitatea antioxidantilor scade. Unul din mecanismele de
bazd ale degradarii alimentelor este procesul de oxidare, proces care implica
multiple reactii de oxido-reducere. Avand in vedere compozitia chimica extrem de
complexa a fructelor, legumelor, a tuturor plantelor in antioxidanti si prooxidanti si
influenta atat a proceselor cat si a metodelor de prelucrare tehnologicd, problema
asigurarii stabilitatii antioxidantilor in produsele alimentare obtinute final devine
necesara pentru asigurarea unor produse de calitate superioara.

Pe baza celor prezentate in prima parte a tezei cu privire la necesitatea
inlocuirii antioxidantilor si colorantilor sintetici cu cei naturali atat in industria
alimentara cat si in industria farmaceutica si cosmetica, in teza am realizat un studiu
detaliat al principiilor active din doua tipuri de fructe de padure ce apartin aceluiasi
gen, Vaccinium myrtillus (afine negre) respectiv Vaccinium vitis-idaea (afine rosii -
merisor de munte), specii autohtone.

Rezultatele finale sunt urmatoarele:

1. s-au obtinut mai multe tipuri de extracte prin mai multe metode de extractie
si anume, extractie dinamica cu solutii etanolice respectiv metanolice la
temperatura camerei si extractie statica repetata (macerare) cu apa
respectiv alcool etilic. Prin extractie statica repetati continutul de compusi
polifenolici, in special antocianine a fost evident mai ridicat;

2. principiile active prezente in extracte au fost puse in evidenti aplicand mai
multe metode, cromatografice, cromatografia in strat subtire, cromatografia
de lichide de nalta performanta, respectiv spectroscopice, spectroscopia UV-
VIS, spectroscopia IR, spectrometria de masa;

3. continutul de compusi polifenolici totali, flavonoide respectiv antocianine
totale au fost determinate cantitativ prin douda metode, conform
Farmacopeei Romane respectiv prin metoda aplicati curent in practici,
metoda Folin Ciocalteu;

4. s-a analizat activitatea antioxidantda a tuturor extractelor obtinute,
comparativ cu activitatea antioxidanta a unor solutii de standarde,
antocianidine de tipul peonidind, malvidind, delfinidind, cianidind cu
structura flavonoidica (C=10"% g/L) precum si cu activitatea antioxidanta a
unui antioxidant sintetic des utilizat in industria alimentard t-butil-
hidroxitoluen (BHT, C=10" g/L). Prin metoda ce utilizeaza radicali liberi de
tip 1,1-difenilpicril-hidrazil (DPPH) s-au finregistrat valori mai mari ale
activitatii antioxidante decat valorile determinate prin metoda ce utilizeaza
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10.

11.

sistemul B-caroten/acid linoleic. Valorile mai mari ale activitatii antioxidante,
determinata prin metoda cu DPPH, aratd cd extractele analizate sunt buni
captatori de radicali liberi de tip 1,1-difenilpicril-hidrazil (DPPH);

determinarea puterii de colorare pentru cele doua tipuri de extracte a fost
realizati prin studii de culoare in spatiul CIELAB, urmirindu-se nuanta,
stralucirea, luminozitatea, si puterea de colorare a acestora; concentratia in
pigmenti colorati a extractelor analizate exprimata ca si concentratia n
antocianine, a fost cuprinsa intre 0,86-103 - 4,78-103 mg/mL pentru
extractul din fructe de Vaccinium muyrtillus respectiv 1,46-103 - 9,67-10°3
mg/mL Tn cazul extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea; rezultatele
obtinute au permis stabilirea concentratiei minime in care aceste extracte
manifesta putere de colorare;

studiul degradarii termice al extractelor din fructe de padure a evidentiat
faptul ci degradarea compusilor polifenolici din extractele analizate incepe
deja la 100°C;

s-a demonstrat ca principiile active extrase din fructele de Vaccinium
myrtillus si Vaccinium vitis-idaea manifesta activitate antioxidanta
pronuntata addugate ca atare sau ca emulsii 20% U/A in uleiurile vegetale,
activitate net superioara acidului ascorbic, dar apropiatai de cea a
antioxidantului sintetic t-butil-hidroxitoluen (BHT) propriu industriei
alimentare (E 321);

prin copigmentarea vinurilor rosé si alb cu adaos de extracte din fructe de
padure s-a demonstrat faptul ca poate fi imbogatita culoarea acestora.
Aceasta intensificare a culorii se poate datora cresterii continutului de
antocianine din vin prin addugarea extractelor naturale, dar si a altor
compusi, precum flavone si acizi fenolici ce pot lua parte la reactiile de
copigmentare.

analizdnd comportamentul reologic al extractelor din fructe de Vaccinium
myrtillus respectiv Vaccinium vitis-idaea folosite ca adaosuri in baze de
creme alimentare se poate spune ca aceste extracte pot fi folosite cu succes
nu numai in industria alimentara ci si in baze de creme pentru industria
farmaceutica, cosmetica ca antioxidanti respectiv coloranti naturali fara
efecte negative asupra stabilitatii acestora;

prin determinarea activitatii antimicrobiene a celor doui extracte s-a stabilit
ci prin  diluarea acestora pani la o concentratie de 0,2 mg/mL tulpinile
bacteriene sunt rezistente. La concentratii mai ridicate s-a demonstrat
activitate antimicrobiana fati de specia Staphylococcus aureus respectiv
asupra speciei Escherichia coli numai in cazul extractului din fructe de
Vaccinium myrtillus. Pentru specia de Proteus mirabilis efectul antimicrobian
a fost evidentiat numai pentru extractul din fructe de Vaccinium vitis-idaea.

determinarile efectuate in vivo pe animale de experienta aflate in stres
oxidativ (cobai) au demonstrat ca ambele extracte (afine si merisoare)
actioneaza in sensul stimularii sistemului antioxidant al celulelor, in sensul
stimuladrii absorbtiei calciului si fosforului. Efectele sunt mai pozitive la
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extractul de afine, Vaccinium myrtillus, acesta avand un efect antioxidant
mai pregnant, relevat chiar si in numai doua saptamani de experiment.

Rezultatele cercetarilor experimentale care au stat la baza elaborarii acestei
teze de doctorat au fost valorificate dupa cum urmeaza:

3 lucrari ISI publicate in Revista de Chimie, 59(5)/2008;
59(8)/2008; 59(9)/2008;

2 lucrari publicate in Proceedings: New Trends and Strategies in the
Chemistry of Advanced Materials with Relevance in Biological
Systems, Technique and Environmental Protection, 8-9 noiembrie
2007, Timisoara, Romaéania, Institutul de Chimie Timisoara al
Academiei Romaéne, Autoritatea Nationala pentru Cercetare
stiintifica, ISBN 978-973-52-0217-0

1 lucrare publicata Lucrari stiintifice INMATEH - Agriculture and
Engineering - complying with the European requirements, vol II
(24), Bucuresti 2008, revistd recunoscuta CNCSIS, cat.B+,
nr.737/2007, ISSN 1583-1019

1 lucrare comunicata si publicata in ,,Proceedings of International
Conference on Ecological Materials and Technologies ECOMAT”,
Bucharest, Romania, 25-26 septembrie 2008

1 lucrare pubicati in rezumat in lucririle celei de ,,A XXX-a
Conferinta Nationala de Chimie”, Calimanesti-Caciulata, 2008

1 lucrare publicatad in Buletinul USAMV-CN 65 / 2008 ISSN 1454-
2382, Cluj-Napoca

1 lucrare in curs de publicare la Revista de Chimie, cu impact ISI,
aflata in portofoliu pentru luna decembrie/2008

1 lucrare trimisa spre publicare la International Journal of Food
Properties, revista cu impact ISI
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