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REZUMAT

Cuvinte cheie: antociani, compusi fenolici, produse horticole, alimente functionale, zona lasi.

Tema tezei de doctorat se inscrie in ansamblul cercetarilor realizate pe plan mondial cu
privire la dezvoltarea sectorului de obtinere a alimentelor cu beneficii pentru sanatate (alimente
functionale), fiind rezultatul aparitiei in societatea contemporanda a unui nou concept privind
rolul alimentelor in asigurarea sandtdfii umane si reducerea riscurilor de imbolndvire pentru
consumatori.

In ultimii ani, a devenit o provocare pentru industria alimentari identificarea unor noi surse
vegetale eficiente de pigmenti, non-toxice s$i non-poluante, in scopul inlocuirii coloranfilor
sintetici, utilizati In prezent pe scara larga, datorita stabilitatii lor si a pretfului scazut.

Lucrarea are ca scop studiul pigmentilor antocianici, compusi cu o valoare functionala
semnificativa, din fructele unor specii horticole recoltate din zona de nord-est a Romaniei,
arealul localitatii lasi, in anii de studiu 2010 si 2011. Studiile au fost efectuate asupra unor
produse horticole cu un potential antocianic ridicat, mai putin studiate in tara noastra, precum
fructele de soc (Sambucus nigra L.), dude negre (Morus nigra L.), coacize negre (Ribes
nigrum L.) sau specii cu perioada limitata de consum in stare proaspata (Prunus avium L. si
Prunus cerasus L.), dar cu un potential functional dovedit prin cercetari anterioare, datorat in
mare proportie compozitiei chimice. De asemenea, a fost colectata tescovina provenita in urma
vinificarii strugurilor negri (Vitis vinifera L.), in vederea determindrii continutului antocianic si a
randamentului de recuperare a acestor compusi cu rol bioactiv din materialul oenologic prelucrat.

Au fost determinate o serie de caracteristici fizico-chimice si structurale ale fructelor la
recoltare, urmate de determinarea actiunii unor factori cu influentd asupra continutului fenolic al
fructelor (enzime din grupa oxidoreductazelor). Analiza a fost continuatd prin realizarea
profilului antocianic al probelor prin lichid-cromatografie (HPLC-DAD), urmata de identificarea
principalilor reprezentanti ai profilului prin spectrometrie de masa (ESI-MS) si cuantificarea
individuala a acestora (echivalent cianidina-3-O-glucozid). Cunoscandu-se tipul si cantitatile de
pigmenti disponibili in produsele horticole, principalii reprezentanti si raportul dintre acestia, pot
fi apreciate calitdtile tehnologice, dar mai ales proprietatile functionale ale acestora, aldturi de

structura si stabilitatea culorii obtinute.
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In acest sens au fost stabilite urmitoarele obiective:

1. Evaluarea unor insugiri fizico-chimice ale fructelor analizate, pentru a cunoaste
compozitia chimicd a acestora In momentul recoltarii, precum si conditiile in care au fost
obtinute cantitatile de compusi raportate si profilul antocianic al probelor.

2. Studiul antocianilor din produse horticole selectate, ce incepe odata cu obtinerea
extractelor etanolice si metanolice, fiind continuat prin determinarea cantitativd totald a
continutului in antociani, separarea, identificarea si cuantificarea individuala a principalilor
reprezentanti ai profilului antocianic si analiza evolutiei continutului total in antociani dupa
12 luni de pastrare a extractelor.

3. Studiul compugilor fenolici din produsele horticole analizate, incluzand aici clasa
flavonoizilor, din care face parte subclasa pigmentilor antocianici, existand relatii procentuale
sau valori cunoscute ale unor raporturi intre aceste clase si subclase de compusi fenolici. A fost
urmarita determinarea cantitativa totald a confinutului in compusi flavonoidici si a continutului
fenolic total al fructelor, precum si evolutia acestor valori pe parcursul perioadelor de pastrare.

4. Analiza parametrilor cromatici ai extractelor obtinute, ce permite o estimare obiectiva
a culorii probelor, a calitdtii acestora, precum si posibilitatea urmaririi iIn dinamica a fenomenelor
evolutive, legate in principal de modificarile structurale si biochimice ale antocianilor, ca
principali compusi participanti la formarea culorii rosii a fructelor. Acesta analiza este
completatd prin simularea computerizatd a culorii extractelor, pe baza parametrilor cromatici
nregistrati.

5. Studiul unor enzime din grupa oxidoreductazelor (polifenoloxidaza, peroxidaza,
catalaza), ca factori directi sau indirecti de influenta asupra continutului in antociani al fructelor.

6. Testarea ipotezelor statistice (analiza variantei - ANOVA), pentru a pune in evidenta in
ce masura unul sau mai multi factori (soiul sau factorul genetic, anul de studiu, solventul utilizat
pentru extractie), influenteazd asupra caracteristicii rezultative, reprezentate de continutul
antocianic total al probelor.

Teza de doctorat cuprinde 266 pagini, in care sunt incluse 91 de tabele, 107 figuri si
fotografii color, bibliografia ce contine 217 titluri, precum si 12 documente anexe, fiind
structuratd in doud parti. Prima parte a lucrarii, referitoare la stadiul actual al cunoasterii
problematicii abordate, cuprinde introducerea si trei capitole, iar partea a doua, reprezintd
cercetarile proprii, prezentate in patru capitole, incluzdnd concluziile finale §i recomandarile.

Capitolul 1, intitulat Stadiul actual al cercetdrilor privind pigmentii antocianici, prezinta

un scurt istoric privind pigmentii vegetali, definirea, clasificarea si caracteristicile fizico-chimice
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ale antocianilor, prezenta acestora in produsele horticole, respectiv factorii de influenta ce
actioneaza asupra stabilitatii lor.

Antocianii (gr. anthos - floare si kyanos - albastru) sunt pigmenti naturali, principii active
apartinand clasei flavonoizilor, produsi secundari ai metabolismului vegetal, responsabili pentru
nuantele de rosu-albastru-violet ale fructelor, florilor si a unor legume, fiind cel mai important
grup de pigmenti vegetali hidrosolubili vizibil de catre ochiul uman (Davies, 2004).

In capitolul al Il-lea al lucririi, Stadiul actual al cercetirilor privind alimentele
functionale, este prezentata o sintezd a cunostintelor la nivel national si international, privind
conceptul de ,.aliment functional”, fiind expuse proprietatile functionale ale antocianilor din
produsele horticole. Asa cum a fost notificat de American Dietetics Association, termenul
Sfunctional” implica faptul ca alimentul, prin componentele sale, are o anumita valoare
recunoscuta, care conduce la un beneficiu de sanatate, inclusiv reducerea riscului de imbolnavire
pentru consumator.

Capitolul final al primei parti a tezei de doctorat, intitulat Stadiul actual al cercetarilor
privind metodele de analiza utilizate in studiul antocianilor, prezinta succint probleme legate de
extractia si purificarea antocianilor, utilizarea metodelor spectrofotometrice si cromatografice de
investigare a acestora si elemente specifice analizei statistice variationale (ANOVA).

Capitolul 1V, Obiectivele cercetarii, face trecerea la cea de a doua parte a tezei, prezentand
o serie de consideratii privind scopul si obiectivele cercetarii, completate prin activitatile
intreprinse in cadrul fiecarui obiectiv urmarit.

Tn capitolul V, sunt prezentate materialul biologic si metodele de cercetare utilizate. Tn
acest capitol este expus cadrul organizatoric si institutional de desfasurare a cercetarilor
experimentale si arealul de provenienta al materialului biologic, fiind descrise soiurile selectate
pentru studiu si metodele de analiza utilizate pentru atingerea obiectivelor mentionate.

Materialul biologic a provenit din campul experimental al Statiunii de Cercetare
Dezvoltare pentru Pomicultura (S.C.D.P.) Iasi, situata ca areal pomicol in regiunea a Vlll-a
Podisul Moldovei, bazinul Iasi-Raducdneni si din campul didactic-experimental al Fermei
,,Vasile Adamachi”, situata in zona Copou lasi, apartinind Universitatii de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara (U.S.A.M.V.) ,.Jon Ionescu de la Brad”, Iasi.

Partea cea mai importantd a determindrilor instrumentale a fost desfiasuratd in cadrul
Laboratorului de chimie al Departamentului de Inginerie a Inovatiei, apartinand Universitatii
Salento din Lecce, Italia si a Centrului de Cercetéri pentru Oenologie al Academiei Romane,

Filiala Iasi.
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Au fost selectate pentru efectuarea determinarilor experimentale sase specii horticole:

o sase soiuri de cires (Prunus avium L.), pentru a acoperi cat mai bine varietatea de forme
existenta in cadrul speciei, trei soiuri de cirese dulci: Van, Stella, Maria, doua elite hibride de
cires: Oana (sin. HC-840860) si Radu (sin. HC-840836) si un soi de cirese amare: Amar de
Maxut, cultivate in poligonul experimental al S.C.D.P. lasi;

o patru soiuri de visin (Prunus cerasus L.): Engleze timpurii, Meteor Korai, Crisane 2 si
Mocanesti 16, cu aceeasi proveninta ca si in cazul cireselor;

o dude negre (Morus nigra L.), provenite din zona Copou lasi, ferma ,,Vasile Adamachi”;
o doud soiuri autohtone de coacize negre (Ribes nigrum L.), mai nou introduse in
sortiment, Abanos si Ronix, cultivate in cdmpul didactic-experimental al U.S.A.M.V. Iasi;

o doua proveniente de soc european (Sambucus nigra L.), fructele fiind recoltate din zona
Copou, Tasi, amplasata in partea de nord a localitatii si padurea Cetatuia, situatd in zona de sud;

o trei soiuri de vita de vie (Vitis vinifera L.), un soi autohton: Feteasca neagra si doua
soiuri cosmopolite: Merlot si Cabernet Sauvignon. De asemenea, a fost recuperata si examinata
tescovina rezultata In urma proceselor de vinificatie, atat in stare proaspata cat si dupa uscare.

Pentru realizarea obiectivelor propuse, metodele de cercetare utilizate au cuprins:

1. Determinari fizice si structurale efectuate asupra probelor la recoltare: masa medie a
fructului, masa a 100 de boabe, masa medie a samburelui, numarul de boabe.

2. Determinari chimice efectuate asupra probelor la recoltare: determinarea umiditatii (%),
substantei uscate totale, substantei uscate solubile, aciditatii titrabile, acidului ascorbic,
determinarea pH-ului si a continutului in zaharuri reducatoare.

3. Determinarea activitatii unor enzime din grupa oxidoreductazelor: polifenoloxidaza
(metoda Ermakov), peroxidaza (metoda Bergmeyer) si catalaza (metoda gazometrica).

4. Analiza si caracterizarea antocianilor. determinarea continutului total in antociani
monomerici prin metoda variatiei de pH, individualizarea si separarea cromatografica a acestora
(A = 520 nm), identificarea prin spectrometric de masa (ionizare tip electrospray, mod ion
pozitiv) si cuantificarea individuala a antocianilor identificati, pe baza solutiilor standard.

5. Determinarea continutului total in flavonoizi (metoda Dowd) si compusi fenolici
(metoda fotocolorimetrica Folin-Ciocalteu).

6. Determinarea parametrilor cromatici, prin metoda CIE L*a*b* - 1976.

Capitolul VI, Rezultate si discutii, cuprinde cea mai mare parte a tezei de doctorat, fiind
prezentate rezultatele experimentale inregistrate pentru fiecare specie analizata, iar in final partea
de analiza statisticd a datelor si interpretarea acestora.
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Fructele celor sase specii analizate au prezentat o serie de proprietati fizico-chimice, cu
valori specifice pentru fiecare soi, ce nu au putut fi corelate cu o variatie a continutului
antocianic si polifenolic. Actiunea distructiva a acidului ascorbic asupra antocianilor a fost pusa
in evidenta la visine, descompunerea pigmentului fiind accelerata de prezenta acidului ascorbic.
Tn acelasi context, cantititile importante de acid ascorbic din coacizele negre (140-
160 mg/100 g fruct), nu au putut fi corelate cu valori reduse ale concentratiei antocianice ale
fructelor.

Cele mai importante cantitati de antociani din cadrul studiului au fost inregistrate la specia
Vitis vinifera L., in pielitele proaspete ale strugurilor soiului Cabernet Sauvignon, depasind
1560 mg cy-3-gl/100 g, la extractia cu metanol. Urmatoarele specii ca importantd, in ceea ce
priveste continutul in antociani al extractelor metanolice obtinute din fructele proaspete, au fost:
Ribes nigrum L., soiul Ronix (452,82+6,15 mg cy-3-gl/100 g fruct), Sambucus nigra L.,
provenienta Copou (428,60+6,02 mg cy-3-gl/100 g fruct), Prunus avium L., soiul Amar de Maxut
(193,07 0,54 mg cy-3-gl/100 g fruct), Morus nigra L. (159,26+1,17 mg cy-3-gl/100 g) si Prunus
cerasus L., soiul Engleze timpurii (66,29+0,17 mg cy-3-gl/100 g fruct).

Odata cu utilizarea metanolului ca solvent, cantitatile de antociani extrase au fost in toate
cazurile mai ridicate fata de cele inregistrate in cazul extractelor etanolice. Procentual, cantitatile
suplimentare determinate nu au justificat utilizarea acestui compus toxic in toate cazurile. Astfel,
la dudele negre, cantitatile suplimentare de antociani extrase cu ajutorul metanolului, nu au
depasit 5%, la soc fiind intre 6 si 8,5%, iar in cazul strugurilor, variind intre 20 si 25%.

A fost constatata o corelatie pozitiva generald intre continutul in compusi flavonoidici,
fenolici totali si valorile continutului antocianic. Au facut exceptie extractele obginute din visine,
unde soiurile cu un continut mai important in compusi fenolici totali nu au detinut si cele mai
ridicate cantitati de antociani, raportul intre cele doua clase de compusi fiind specific fiecarui soi.

In cazul speciei Vitis vinifera L., tescovina proaspiti a soiului Merlot a retinut cel mai
important procent de antociani dupa presarea strugurilor, cuprins intre 43 si 46% din concentratia
existentd Tn materia prima. Variatiile Intre anii de studiu pot fi puse si pe seama tehnologiilor de
vinificare, mai exact, pe imposibilitatea obfinerii unui randament constant de presare al
strugurilor de la un an la altul, Tn sistemul experimental de cercetare.

Odata cu uscarea in conditii naturale a fructelor de soc §i coacdz negru, precum si a
tescovinei proaspete obtinuta prin prelucrarea strugurilor, a avut loc o concentrare a cantitatilor
de compusi fenolici, cu precizarea ca randamentul la uscare al probelor a variat in jurul valorii de

20%, cu 0 umiditate medie remanenta de 7%. Tescovina uscata a soiului Cabernet Sauvignon a
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concentrat cele mai importante cantitati de compusi fenolici totali, 5,1074+0,03 g EAG/100 g
produs uscat, antocianii detinand 1568,87+3,13 mg cy-3-gl/100 g produs uscat.

Au fost identificate corelatii negative majore, intre confinutul in antociani si activitatea
polifenoloxidazei si peroxidazei (cu exceptia speciei Prunus cerasus L.). Unei activitati
enzimatice ridicate a corespuns un continut scazut in antociani, demonstrand actiunea negativa a
enzimelor din grupa oxidoreductazelor asupra acestei clase de compusi fenolici.

in cazul catalazei, la soiurile cu un continut ridicat de antociani, activitatea acesteia a fost
si ea mai importantd, fiind invers relationatd cu activitatea celorlalte enzime analizate, datorita
capacitatii acesteia de a descompune peroxizii, compusi cu actiune distructivd asupra structurii
antocianilor.

Antocianii izolati din plante sunt instabili si foarte dispusi la degradare. Datorita faptului ca
stabilitatea culorii unui produs este unul din factorii esentiali in autorizarea la comercializare a
acestuia, au fost inregistrate degradarile antocianice ale extractelor etanolice nepurificate, dupa
12 luni de pastrare a acestora in conditii optime de pH (1), temperatura si lumini. Tn cadrul
studiului, extractele cu cea mai ridicata stabilitate a antocianilor au fost cele obtinute din fructele
speciei Prunus cerasus (degradare 13-23%), urmate de cele ale speciei Morus nigra (26%) si
Ribes nigrum (29%). Stabilitatea ridicatd a antocianilor a putut fi corelata cu o concentratie
inifiald mai importanta a acestora in solutiile in care se gasesc, cu unele exceptii. Astfel, pielifele
strugurilor soiului Cabernet Sauvignon, desi au detinut cele mai importante concentratii
antocianice din cadrul studiului, au suferit si cele mai importante degradari ale acestor compusi
dupa perioada de pastrare (76%), pe fondul unui procent ridicat de antociani acilati (19% din
total), cantitatile finale ramanand insemnate (773,51+5,86 mg cy-3-gl/100 g).

Profilul antocianic al extractelor metanolice, determinat prin tehnica LC/MS, a fost unic,
caracteristic fiecarei specii, procentele de arie si cantitatile individuale ale antocianilor
identificati fiind specifice fiecarui soi, dar cu tendinte generale in cadrul speciilor.

Antocianul cianidind-3-O-glucozid, cel mai raspandit in naturd si pe baza cdruia au fost
cuantificate cantitatile totale si individuale de antociani, a fost identificat in profilul tuturor
speciilor selectate pentru studiu, detinand pozitia de antocian principal in fructele a doar doua
dintre acestea, Morus nigra L. si Sambucus nigra L.

Forme diglicozidice ale antocianilor au fost identificate in profilul speciilor Prunus
cerasus L. (cianidina-3-O-glucozil-5-O-rutinozid) si Sambucus nigra L. (cianidina-3-O-
sambubiozid-5-O-glucozid si cianidina-3,5-O-diglucozid), toate avand in componenta cianidina

ca aglicon.
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A fost remarcatd degradarea selectiva a unor antociani, odatd cu uscarea materialului
vegetal, indicand stabilitatea mai ridicatd a unor specii antocianice, precum: malvidina-3-O-
glucozid, delfinidina-3-O-rutinozid, pelargonidind-3-O-glucozid, ca o caracteristica tehnologica
decisiva in alegerea speciei antocianice utilizate in retetele alimentelor functionale.

Valorile continutului 1n antociani, obtinute prin metoda spectrofotometrica a variatiei de
pH, au fost, la majoritatea speciilor studiate (cu exceptia speciei Morus nigra L.), mai ridicate
decat cele individuale cumulate, obtinute prin lichid-cromatografie, cu un procent general ce
atinge un maxim de 15% la probele proaspete si aproximativ 30%, la probele uscate.

Odata cu cresterea concentratiei fenolice a extractelor, valorile claritatii psthometrice au
fost afectate negativ, fapt sesizat si prin analiza senzoriald a simuldrilor computerizate ale culorii.
Toate probele au prezentat valori pozitive, medii si ridicate, ale parametrului a*, corespunzatoare
coordonatei culorii complementare rosu, confirmind participarea antocianilor ca principali
componenti ai culorii fructelor. Valorile parametrului b* au fost, in general, pozitive, nuantele de
galben fiind preponderente fata de cele albastre. Odata cu utilizarea metanolului, valorile
parametrilor cromatici au suferit schimbari importante, avand loc o extractie suplimentara a altor
compusi fenolici decdt antocianii (pigmenti flavonici galbeni, taninuri), etanolul fiind mai
selectiv fata de alte clase de compusi fenolici, implicit extragand preponderent pigmentul rosu.

Analiza statisticd a variantei (ANOVA), aplicata valorilor experimentale ale continutului
total in antociani, la o probabilitate de transgresiune de 5%, a sugerat faptul ca la toate speciile,
valorile au fost influentate nesemnificativ de anul de studiu (p-value > p = 0,05; F calc. < F crit.),
iar in raport cu factorul genetic au fost inregistrate variafii semnificative (struguri) si foarte
semnificative (cirese, visine) (p-value < p = 0,001; F calc. >> F crit.) ale concentratiei
antocianice. Solventul utilizat pentru extractia antocianilor a influentat semnificativ si distinct
semnificativ (p-value < p = 0,01) continutul total in antociani al cireselor si respectiv al visinelor.

Capitolul VII al tezei de doctorat, prezintd concluzii si recomandari ce s-au desprins din
analiza datelor experimentale.

Cantitatile importante de antociani identificate in fructele speciilor analizate, justifica
extractia acestor compusi fenolici din materialul considerat si demonstreaza faptul ca fructele
provenind din arealul municipiului lasi, atat in stare proaspata cat si uscatd, sau ca deseuri In
urma prelucrdrii acestora, reprezintd surse valoroase si accesibile de pigment, cu un imens
potential functional, cu utilizare in industria alimentara si farmaceutica. Acestia pot inlocui cu
succes compusii de sinteza, extractele obtinute pastrandu-si proprietétile biologic active, chiar si

dupa perioade lungi de pastrare.



