UNIVERSITATEA TEHNICA A MOLDOVEI

Cu titlu de manuscris

CZU: 664.8.022.7(043.2)

CRISTEA ELENA

REGIMURI TEHNOLOGICE PENTRU ASIGURAREA
POTENTIALULUI ANTIOXIDANT AL UNOR PRODUSE
HORTICOLE LA PASTRARE SI PRELUCRARE

253.01 TEHNOLOGIA PRODUSELOR ALIMENTARE DE ORIGINE
VEGETALA

Teza de doctor

Conducator stiintific Sturza Rodica, dr.hab., prof.univ.

Autorul:

CHISINALU, 2018



© Cristea Elena, 2018



CUPRINS

ADNOTARL ......oooooomiiiie e 6
LISTA ABREVIERILOR ......ooiii e 9
INTRODUCERE ... 11
1. RELATIILE, TRANSF ORMA}(ILE SI FUNCTIILE ANTIOXIDANTILOR SI
COLORANTILOR NATURALI IN PROCESAREA ALIMENTELOR ...........c.cocoviiinn, 18
1.1. Mecanismele activitatii antioXIdante ............ceviiiiiiiiiiiieiie e 18
1.2. Influenta antioxidantilor aSuPra SANALALIT.......eevereeerieiiieeriee e 23
1.3. Relatia dintre activitatea antioxidantd, continutul de polifenoli si culoare............cccoueeeee. 25
1.4. Materii prime horticole cu un continut inalt de antioxidanti cu proprietati colorante......... 26

1.5. Influenta regimurilor tehnologice asupra antioxidantilor si colorantilor de origine naturala

................................................................................................................................................... 29
1.6. Metode de stabilizare a antioxidantilor si colorantilor naturali ............cccoceeiiiiiiiiieiieene. 33
1.6.1. Copigmentarea ca metoda de stabilizare a compusilor coloranti naturali ................. 35
1.6.2. Stabilizarea polifenolilor prin incapsulare inainte de folosirea in produsele
AHMENTAIE. ...t 36
1.6.3. Separarea polifenolilor utilizand microspuma coloidala (CGA — colloidal gas
10 0] €0] 0 1) OSSP TP U PR URTPRPPOPRPPR 37
1.7. Utilizarea extractelor vegetale horticole in rol de aditivi tehnologicCi............cccccvvivvrnnnne. 39
1.8. Concluzii 1a CapitolUl L ........cvoiiiiiee e 40
2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE ..., 43
2.1 IMIBEETTT PIIMIE 1ttt ettt a e st e e e e s be e be e st e saeesaeenteeneeaaeeteannesreas 43
2.2. ObHINErea eXtraCtelor........uiiiiiiiiiii e 43
2.3. Alte materiale folosite pentru eXPErimMENTE..........ccivivieiieie e 44
2.4. Metode de studiu a influentei temperaturii, pH-ului si fortei ionice asupra activitatii
antioxidante si parametrilor de CUlOAre..........cocoviiiiiiiiiiii s 45
2.4.1. Schema experimentului privind efectul procedeelor tehnologice ..........ccccoeevieiinnnee. 45
2.4.2. Studiul influentei fOrtei I0NICE .............cccoeuiiiiiiiiiiiiii e 46
2.4.3. Studiul influentei PH-UIUL ..............ccoooiiiiiiiiiiiii e 46
2.4.4. Studiul influentei temperatUril ..............ccccovuicuiiiiiiiiiiieee s 46
2.5. Stabilizarea extractelor horticole prin copigmentare, incapsulare si separare.................... 46
2.5. 1. COPIGMENTAIEA .....c.vieiieiiieiiee ettt e e et e e et e et e e sae e e be e s teeebaesreeanes 46
2.5. 2. INCAPSULATCA ... 47
2.5.3. Separarea polifenolilor folosind microspuma coloidala ...................c.cccovveiiiiiiiinnnene. 50

2.6. Metode analitice folosite la determinarea compozitiei polifenolice, activitdtii antioxidante
si parametrilor de culoare (CIELAD) ......coouiiiiiiii e s 52



2.6.1. Activitatea antioxidanta prin reactia cu radicalul-cation ABTS.........cccevvvvveiieeieiieennn, 52

2.6.2. Activitatea antioxidantd prin reactia cu radicalul DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

................................................................................................................................................ 52
2.6.3. Determinarea continutului total de polifenoli prin metoda Folin-Ciocalteu............... 53
2.6.4. Determinarea continutului total de flavonoide ..................cccccooviiiiiiciiiieiniiiiiiie e 54

2.6.5. Determinarea continutului total de polifenoli prin masurarea absorbantei la 280 nm

................................................................................................................................................ 54
2.6.6. Continutul de antocieni prin metoda diferentei de pH..............c..ccocevviviiiiiiiiiinniinnnns 55
2.6.7. Continutul total de derivati ai acizilor hidroXiCinamici .............ccccccooeeiviiieeniennnnnne. 56
2.6.8. Continutul total de flAVOROLT .............ccccociiiiiiiiiiiiiieee e 56
2.6.9. Determinarea continutului total de carotenoide in extractele de scorus, paducel,
TACES ST CALINA ALDA ......vvoovviiiiii ittt e et e e nbe e e bne e 57
2.6.9. Determinarea polifenolilor individuali prin cromatografie lichida de inalta
DEFSOFTIANLC ...ttt ekt b e et b e e sb e e bt e e se e e nb e e e b e e e be e e b e e nnneenneennee s 57
2.6.10. Parametrii de culoare (CIELAD) ........cccocoviieiiee e 58
2.7, ANALIZA SEALISTICA ....eeteeiiiesiee ettt ettt st b e st e e sb e st e et e e st e e nbeeanbeenbeeentee e 61
2.8. Concluzii 18 CAPITOIUL 2 ... 62
3. REZULTATE SI DISCUTII: INFLUENTA PROCEDEELOR TEHNOLOGICE
ASUPRA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE SI PARAMETRILOR DE CULOARE A
EXTRACTELOR VEGETALE HORTICOLE ......c.cooiii e 63
3.1. Compozitia materiei prime UtHZALE. .........cooiiiiiiiiiii e 63
3.2. Influenta diferitor regimuri termice asupra activitatii antioxidante si parametrilor de
CUTOBIE ... bbb 73

3.3. Influenta conditiilor de péstrare asupra activitatii antioxidante si parametrilor de culoare83
3.5. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante $1 Culorii ........cccevevviiieiiiiiiiiiiiiiccccen 90
3.6. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOs si CaCl, asupra activitatii antioxidante si culorii99

3.9. Influenta pH-ului si temperaturii asupra activitatii antioxidante si culorii extractelor

vegetale. Tendinte COMUNE. .........cocuiiiiiiiiiiiii et 108
3.10. Concluzii [a capitolul 3.........oooiee e 114
4. REZULTATE SI DISCUTII: STABILI%AREA EXTRACTELOR VEGETALE
HORTICOLE PRIN COPIGMENTARE, INCAPSULARE SI SEPARARE .................... 115
4.1. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra activitatii antioxidante................ 115
4.2. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare .............. 120
4.3. Efectul incapsuldrii asupra activitatii antioxidante a extractului de tescovind ................. 131
4.3.1. Evolutia activitatii antioxidante la pastrarea extractelor incapsulate ...................... 136

4.4. Separarea polifenolilor din extractul de aronie (Aronia melanocarpa) cu utilizarea
microspumei coloidale (CGA colloidal gas aphrons)...........cccooeiiiiiiiiiienese e 137

4.5. Utilizarea extractelor vegetale naturale la fabricarea produselor de cofetarie.................. 141
4



4.6. CoNCIUZIi [a CAPITOIUL 4 ... ne e 148

CONCLUZII SIRECOMANDARL ...........cooouiiieiieeeeeeieses s esiesaeeesaesessses s issassaenes 149

BIBLIOGRAFIE ...ttt bbbt 152

LISTA ANEXELOR ..ottt bttt bttt 166
ANEXA 1. Brevet de INVENLIC ......oiviiiiiiiiiciiieiisi e 167
ANEXA 2. Atestare privind obtinerea bursei ,,Eugen Ionescu” si completarea stagiului....... 168
ANEXA 3. Atestare privind efectuarea stagiului la Universitatea din Reading...................... 170
ANEXA 4. Raport privind rezultatele experientelor pentru incapsularea polifenolilor .......... 171
ANEXA 5. Rezultatele experientelor privind separarea polifenolilor din aronie utilizidnd
MICTOSPUMA COLOTAALA .......eiiiiiiiii e 185
ANEXA 6. Exemple de determinare a parametrilor CIELAD ...........cccoeieiiiiiiiiiiiccee, 192
ANEXA 7. Descrierea Metodei HPLC ... 195
ANEXA 8. Cromatogramele si timpii de retentie HPLC ...........cccoooiiviiiiiiiecee, 197
ANEXA 9. Corelatia Pearson Polifenoli - Activitate antioXidanta ............ccocevveerienieeinnnnne. 221
ANEXA 10. Corelatia Pearson Activitate antioxidanta - CUlO@re...........ccccovveveriienieernniinnnn, 222
Declaratia aSUmMArii TASPUNAETIL «....vveveerureeiieiaiiesieesreesieesteesiee e et sse e e e sreesreesneesneesneenneeas 223
Ve 224



ADNOTARE

Cristea Elena: ,,Regimuri tehnologice pentru asigurarea potentialului antioxidant al unor
produse horticole la pastrare si prelucrare”, teza de doctor in tehnica, Chisinau, 2018.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din
184 titluri, 10 anexe, 151 pagini text de baza, 62 figuri, 64 tabele, rezultatele obtinute sunt
publicate in 8 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: potential antioxidant, culoare, extracte vegetale, CIELab, polifenoli.
Domeniul de studiu: 253.01 — Tehnologia produselor alimentare de origine vegetala.

Scopul lucrarii: identificarea regimurilor tehnologice operationale pentru mentinerea
potentialului antioxidant si a culorii extractelor hidroalcoolice din tescovind de struguri si fructe
de padure.

Obiectivele lucrarii prevad determinarea concentratiei diferitor clase de compusi biologic activi
in extractele horticole si caracterizarea instrumentalda a culorii; cercetarea evolutiei activitatii
antioxidante si a parametrilor de culoare pe parcursul tratamentelor termice si pastrarii
extractelor la diferite temperaturi si in diferite medii (pH, forta ionicd); cercetarea copigmentarii
cu acizii galic si tanic; cercetarea influentei nanoincapsuldrii in B-lactoglobulind asupra activitatii
antioxidante a extractului de tescovind; cercetarea separarii fractiilor de compusi antioxidanti,
utilizand microspuma coloidala.

Noutatea si originalitatea stiintifici consta in stabilirea relatiei activitatea antioxidanta-culoare
si a relatiei activitatea antioxidantd-continut de polifenoli in diferite extracte horticole;
identificarea tratamentelor termice optime si conditiilor optime de mediu (pH, fortd ionicd)
pentru mentinerea activitdtii antioxidante si a culorii extractelor vegetale; testarea stabilitatii
extractelor in prezenta unor saruri minerale utilizate in sistemele alimentare: CaCl,; NaCl si
KNOQOs, ce a rezultat in intensificarea culorii in extractul de tescovind; cercetarea copigmentarii cu
acizii galic si tanic a extractelor vegetale; incapsularea extractului de tescovind in -
lactoglobulind; pentru prima data a fost testata separarea polifenolilor din extractele de aronie,
folosind microspuma coloidala.

Problema stiintifica solutionata consta in identificarea conditiilor tehnologice optime pentru
asigurarea stabilititii proprietdtilor antioxidante si colorante ale extractelor vegetale de origine
horticola in vederea utilizarii lor 1n industria alimentara.

Semnificatia teoretica. Rezultatele cercetarilor efectuate prezinta date exacte despre continutul
unor compusi polifenolici cu proprietati antioxidante in extractele vegetale horticole originare
din Republica Moldova; au fost cercetati parametrii instrumentali de culoare si activitatea
antioxidanta a extractelor in functie de mediu, regim termic, durata de pastrare. Au fost obtinute
cunostinte noi privind relatia activitate antioxidantd-culoare si activitate antioxidanta-continut de
polifenoli. Au fost lansate noi deductii ipotetice cu privire la interactiunea dintre antocienii din
tescovina si ionii Ca®".

Valoarea aplicativi. In baza rezultatelor experimentale obtinute au fost identificate si
argumentate stiintific conditiile optime de pastrare si regimurile termice de utilizare in sistemele
alimentare a extractelor hidroalcoolice din tescovind de struguri si fructe de padure cu
mentinerea proprietatilor antioxidante si a culorii.

Implementarea rezultatelor stiintifice a fost efectuatd prin aplicarea lor si continuarea
cercetdrilor in proiectul bilateral Substituirea aditivilor alimentari sintetici cu componenti
bioactivi extrasi din resurse naturale regenerabile si in cadrul proiectului AUF ,,L’utilisation
de techniques innovantes dans 1’obtention des molecules biologiquement actives”.
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ANNOTATION
Cristea Elena: ,,Technological regimes to ensure the antioxidant potential of some horticultural
products during storage and processing”, doctorate thesis in technical sciences, Chisinau, 2018.

Thesis structure: introduction, four chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 184 references, 10 annexes, 151 pages of text, 62 figures, 64 tables, the results
have been published in 8 scientific papers.

Keywords: antioxidant potential, colour, plant extracts, CIELab, polyphenols.
Research area: 253.01 — Plant Based Food Technology.

The aim of the study: identifying the technological operational regimes to maintain the
antioxidant potential and the colour of the hydroalcoholic extracts from grape marc and berries.

The study objectives include the determination of the concentration of various classes of
biologically active compounds in horticultural extracts and the instrumental characterization of
their colour; the research of the evolution of the antioxidant activity and colour parameters
during heat treatments and storage at different temperatures and in different environments (pH,
ionic strength); the research of the copigmentation with gallic and tannic acids; the research of
the influence of the nanoincapsulation in B-lactoglobulin on the antioxidant activity of the grape
marc extract; the research of the separation of different fractions of antioxidant compounds using
colloidal microfoam.

The scientific novelty and originality include establishing the correlations antioxidant activity-
colour and antioxidant activity-polyphenol content in various horticultural extracts; identifying
optimal thermal treatments and optimal environmental conditions (pH, ionic strength) to
maintain the antioxidant activity and colour of different plant extracts; testing the stability of the
extracts in the presence of mineral salts used in food systems i.e. CaCl,; NaCl and KNOg3, which
showed colour enhancement in the grape marc extract; researching the copigmentation with
gallic and tannic acids in different plant extracts. New results on the encapsulation of grape marc
extract in B-lactoglobulin were obtained and the separation of polyphenols from aronia extracts
using colloidal microfoam was tested for the first time.

The main scientific problem solved in the study consists of the identification of the optimal
technological conditions to ensure the stability of the antioxidant properties and colour of the
horticultural plant extracts for their use in food industry.

Theoretical importance. The research results present data on the content of polyphenolic
compounds with antioxidant properties in horticultural plant extracts from Moldova; the
instrumental colour parameters and the antioxidant activity of the extracts were investigated
depending on the environment, temperature, storage time. New data on correlations antioxidant
activity-colour and antioxidant activity-polyphenol content was obtained. New hypothetical
deductions on the interaction between grape marc anthocyanins and Ca>* ions were formulated.

Practical importance. The optimal storage conditions and thermal regimes for the use of the
grape marc and berry hydroalcoholic extracts in food systems maintaining their antioxidant
properties and colour characteristics were identified and scientifically proven based on the
experimental results.

The implementation of the scientific results was carried out by their application and further
research within the bilateral project ,,The substitution of synthetic food additives with bioactive
components extracted from natural renewable resources” and the AUF project ,,L’utilisation de
techniques innovantes dans 1’obtention des molecules biologiquement actives”.



AHHOTALIUA
Kpucts Enena: "TexHosornyeckue pe;kHMbl JUIsl o0ecnedeHHs] AaHTHOKCHIAHTHOIO MOTEHIHAJIA
HEKOTOPBIX MNPOAYKTOB CA/I0BOICTBA BO BpeMsi XpaHeHHs] M mnepepadoTku'’, nuccepranus Ha
COWICKaHHe yUeHO! CTETIeH! JOKTOpa TEXHUYECKUX Hayk, Kummnes, 2018.
CTpykTypa [amMccepTalMu: BBEICHHE, YETHIpE IJIaBbl, OOIIKME BBHIBOABI M peKoMeHnmanmu, 184
oubnuorpaduueckux cceuiok, 10 mpunoxenuii, 151 crpanun Tekcra, 62 ¢puryp, 64 tabnui, pe3ynbTaTbl
OBLTH OITyOJIMKOBAHBI B 8 HAYYHBIX paboTax.

KuaioueBble cj0Ba: aHTHOKCHUAAHTHBIA TOTEHIIMAJ, IBET, pacTuTenbHble 3KcTpakTel, CIELAB,
MO EHOJTBI.

Oo6aacts uccnenoBanus: 253.01 — TexHONIOrUs MUIIEBBIX MPOJYKTOB PACTUTEIBHOTO MPOUCXOKICHHS

He.]]b HCCJICAOBAHUA: OIIPEACIICHNEC TCXHOJIOIMYCCKUX PEXKMUMOB I IOAACPKAaHUA aHTUOKCUIAHTHOI'O
MOTCHIHMAJIa U IBCTAa CIMUPTOBBIX SKCTPAKTOB U3 BEIKMMOK BUHOI'paaa U SArona.

3agauyu padoThl BKIIOYAIOT: ONPEACTICHNE KOHLICHTPALUH Pa3InYHbIX KI1acCOB OMOIOTHYECKH aKTUBHBIX
COCIMHEHUIM B PACTUTEIBHBIX OKCTPAaKTaXx M HHCTPYMEHTAIBHOM XapaKTEPUCTUKU HUX LBETA;
HCCIENOBAHUE 3BOJIOLMHA AHTHUOKCHJIAHTHOM aKTUBHOCTM U IIBETOBBIX IIapaAMETPOB BO BpEMs
TEPMUYECKOM OOpaOOTKM M XpaHEHHUS NpH Pa3IMYHBIX TEeMIepaTypax W B pa3nudHbix cpepax (pH,
WOHHOH CHJIBI); MCCJIEJOBAaHME KONMIMEHTAllMd C TalJOBOM M TAHWHOBOM KHCIOTaMM; BIIMSHUE
HAHOKAIICYJIMPOBaHHUsA B OeTa-IakTOrNIOOyJIMHE Ha AHTUOKCHUIAHTHYIO aKTUBHOCTH OJKCTpPaKTa
BUHOTPA/IHBIX BBDKMMOK; pa3lielieHHe pa3iuYHbIX (pakuuid aHTHOKCHIAHTHBIX COEIUHEHUH C
HCIIOJIB30BaHNEM KOJUTOMTHOW MUKPOIIEHBI.

Hay4ynasi HOBHM3HA M OPMIHHAJBLHOCTb. BBUIM yCTAHOBIIEHBI KOPPEISALUU MEXIY WHTECHCHBHOCTBIO
[BETa U COJCpKaHHEM TOJM(EHONIOB B PAaCTUTENBHBIX IKCTpakTax. BbUIM ompesieseHbl ONTUMalbHEBIC
YCIIOBUSL TEIUIOBBIX 00paboTok, cpex (pH, HMOHHON Cuiibl) IS MOANCPKAHHMS AHTHOKCHIAHTHOW
AKTUBHOCTH U L[BETA SKCTPAKTOB. bblla BhIABICHA CTAOMIIBHOCTH 3KCTPAKTOB M3 BUHOTPAIHBIX BBDKUMOK
B IPUCYTCTBUU MHUHEpaibHbIX coneld, CaCly; NaCl u KNO;, koTopsle ciocoOCTBOBaIM YCUICHHUIO [IBETA.
beuto mpoBeseHo HccnenoBaHNE KOMMIMEHTALWMU C TajVIOBOM W TAaHMHOBOM KHCIIOTaMH B Pa3IWYHBIX
PACTUTENBHBIX OKCTPaKTax M HAHOKANCYJIMPOBAaHUS D3KCTPAaKTa BBDKMMOK BHHOrpaja B Oera-
JakToraoOynuHe. BrepBele ObUIO HPOBEOEHO paslelieHHE MOJU(EHOIIOB M3 IKCTPakTa M3 (PYKTOB
YEPHOIUTOIHOM pAOUHBI ¢ TPUMEHEHNEM KOJUIOMIHOM MUKPOTICHBI.

Haquaﬂ Hp06.11eMa, peuieHHass B HUCCICAOBAHHH COCTOUT B OIPEACIICHHHU ONTHMaJbHBIX
TCXHOJIOTHYCCKUX yCHOBI/Iﬁ JUIA obecrieueHnsl CTaOMILHOCTH AHTUOKCUJIaHTHBIX CBOMCTB H OBE€Ta
PACTUTECIILHBIX SKCTPAKTOB IJIA X UCIIOJIb30BAHUS B HI/IHICBOfI ITPOMBIIIJIIECHHOCTH.

TeopeTuveckasi 3HAYUMOCTH pPAOOTHI COCTOMT B TIPEICTABICHWH JAHHBIX O COJEPKaHWUU
NMoJU(PEHOMBHBIX COCJAUHEHUM C AHTHOKCUIAHTHBIMM CBOMCTBAMHM B JKCTPAaKTax M3 MECTHOTO
PaCTHTENBHOTO CHIPBS, BhIpalieHHoro B Pecniybnmke MonmoBa. IHCTpyMeHTalIbHBIC TTapaMeTphl 1IBETa U
AHTHOKCH/IAHTHASI aKTUBHOCTH SKCTPAKTOB OBLTH MCCIIEOBAHBI B 3aBUCUMOCTH OT CPEbl, TEMIIEpaTyphl,
BPEMEHU XpaHEHUS. bBbUIM MOJyYeHbl HOBBIE JAHHBIE O KOPPEISLMUU MEXKIY IBETOM W COJEpKaHUEM
moJiu)eHOJIOB, a TakXe ObLIH C(HOPMYIUPOBAHBI HOBBIC TMIIOTETHYECKHE BBIBOJBI O B3aMMOJCHCTBUHU
MEXKly aHTOLIMaHAMHU U MOHAMU Ca”™"

HpaKTI/l'leCKafl SHAYUMOCTb: Ha OCHOBC OKCICPHMMCEHTAJIBHBIX PE3YJIbTATOB ObLIN OIIpE€ACIICHbI U
HAay4YHO JOKa3aHbl OITUMAJIbHBIC YCIIOBUA XpaHCHUSA W TCIUIOBBIC PCXKUMBI IS HCIIOJIb30BaHUS
CIIUPTOBBIX 3KCTPAKTOB M3 BBIKMMOK BUHOI'paAa U AroJ B MUIICBBIX CUCTEMax, NOAACPIKUBANOIINC UX
AHTUOKCHIAHTHBIC CBOMCTBA U IBETOBBLIC XapaKTCPUCTUKH.

BHeapenne Hay4HBIX pe3yJbTaTOB. Pe3yibTaThl NMPOBEACHHBIX HCCIEAOBAHMKA OBLIM BHEIPEHBI B
WCCIIEIOBAHNS B PaMKaX JBYCTOPOHHETO MpoeKTa "3aMelleHHe CHHTETUYECKHX IHUIIEBBIX J00aBOK C
OMOAKTHBHBIMUA KOMITOHEHTAaMH, BBIJICJIEHHBIX M3 MPHPOJHBIX BO30OHOBIISIEMBIX PECYpPCOB» M IMPOEKTA
AUF ,,L’utilisation de techniques innovantes dans I’obtention des molecules biologiquement actives”.



LISTA ABREVIERILOR
ABTS — acid 2,2'-azino-bis-3-ethilbenzotiazolin-6-sulfonic
ADN - acid dezoxiribonucleic
ANOVA — analiza de varianta (eng. Analysis of Variance)
BHT — butilat de hidroxitoluen
CAE — echivalenti de acid cafeic (eng. caffeic acid equivalents)
CGA — microspuma coloidala (eng. colloidal gas aphrons)
CIE — Comisia Internationala de Iluminat (fr. Commission Internationale d Eclairage)
CIELab — spatiu tridimensional de reprezentare a culorilor
CHFU — ultrasunete continue de nalta frecventa (eng. continuous high frequency ultrasounds)
CMYK - sistem colorimetric bazat pe culorile turcoaz-magenta-galben (eng. cyan-magenta-
yellow)
CTAB — bromid de cetil-trimetilamoniu
DLS - difuzia dinamica a luminii (eng. Dynamic Light Scattering)

FRAP — capacitatea de reducere a potentialului ionului feric (eng. ferric reducing antioxidant
power)

GA100 — acid galic 100 mg/L

GA200 — acid galic 200 mg/L

GA400 — acid galic 400 mg/L

GAE — echivalenti de acid galic (eng. gallic acids equivalents)
HI — fier hemic (eng. Hemic Iron)

HTST — tratament termic de durata scurta la temperatura inaltd (eng. High Temperature Short
Time)

LC-DAD-MS — cromatografie lichida cuplata cu detectie cu matrice de diode si spectrometrie de
masa (eng. Liquid Chromatography-Diode Array Detection-Mass Spectrometry)

LRTP — pasta de tomate bogata in licopina (eng. Lycopene Rich Tomato Paste)
MtNOS — NO (oxid de azot) sintetaza

ORAC — capacitatea de absorbtie a radicalilor de oxigen (eng. Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

QE — echivalenti de quercetina (eng. querectine equivalents)
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RGB - sistem colorimetric bazat pe culorile rosu, verde, albastru (eng. red-green-blue)
RH — umiditate relativa (eng. relative humidity)

ROS - specii reactive de oxigen (eng. Reactive Oxygen Species)

RNS — specii reactive de azot (eng. Reactive Nirtogen Species)

RTE — gata de consum (eng. ready-to-eat)

NHI — fier non hemic (eng. Non-Hemic Iron)

SD — abatere standard (eng. standard deviation)

SF — factor de separare (eng. separation factor)

TA100 — acid tanic 100 mg/L

TA200 — acid tanic 200 mg/L

TA400 — acid tanic 400 mg/L

TBARS — substante reactive cu acidul tiobarbituric (eng. Thiobarbituric acid reactive substances)
TE — echivalenti trolox (eng. trolox equivalents)

TEAC — capacitatea antioxidantd exprimata in echivalenti trolox (trolox equivalent antioxidant
capacity)

VAP — volumul fazei spuma (eng. volume of the aphron phase)

VLP — volumul fazei lichide (eng. volume of the liquid phase)

10



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

In prezent, consumatorii din intreaga lume sunt din ce in ce mai constienti de relatia
dintre alimentatie si sdnatate. Mai mult ca atat, existd o teamd tot mai mare de ingredientele
sintetice si de mai multi ani deja industria alimentara a inceput sa se adapteze la cererea
consumatorilor. Publicatiile specializate n analiza tendintelor in industria alimentard raporteaza
ca in prezent Europa este piata cu cea mai mare crestere a vanzarilor de coloranti alimentari de
origine naturald. Chiar daca colorantii sintetici Incd sunt vanduti in cantitati mai mari decat cei
naturali, Europa este cea mai mare piata regionala si, prin urmare ea dicteaza tendintele.
Cresterea cererii de consum pentru ingredientele naturale va mari cererea pentru colorantii
alimentari naturali in urmatorii sase ani. In plus, extractele obtinute din alimente bine-cunoscute
sunt raspandite printre producatori, deoarece acestea sunt considerate ingrediente si nu aditivi,
astfel nu necesitd un numar E care pun in gardd anumiti consumatori [1]. Impuse de cererea
consumatorilor, companiile din SUA incep, de asemenea, sd ia in considerare colorantii naturali.
Acestia sunt necesari la fabricarea produselor lactate, bauturilor carbogazoase, dulciurilor etc.,
iar producitorii sunt permanent in ciutare de culori stabile si intense [2]. In plus, in prezent in
industria alimentara sunt folositi diferiti antioxidanti sintetici, iar acesti compusi, la fel ca si unii
coloranti artificiali, pot provoca dereglari ale sanatatii umane. Utilizarea substantelor cum ar fi
butilatul hidroxianisol, butilatul de hidroxitoluena si tert-butilhidrochinona este descurajata din
cauza efectelor negative asupra sanatatii [3]. Astfel, interesul crescand de a inlocui ingredientele
alimentare sintetice ii determina pe cercetatori sa exploreze surse naturale regenerabile, bogate

in compusi bioactivi cu proprietati similare.

Desi unii aditivii sintetici precum galben auriu FCF (E110), galben de chinolinad (E104),
carmoizind (E122), rosu allura (E129), tartrazina (E102), ponceau 4R (E124) nu au fost interzisi,
unele companii multinationale au specificat deja in politica privind siguranta alimentelor ca nu
vor contracta intreprinderi ce utilizeaza aceste substante. Tari precum Marea Britanie deja au
emis documente pentru a ghida producdtorii si a le da sfaturi in privinta inlocuirii colorantilor

sintetici.

In Republica Moldova insi, inca sunt folosite pe scard larga ingredientele sintetice.
Astfel, multi consumatori aleg pur si simplu sa evite unele produse alimentare, iar exportul

produselor cu astfel de ingrediente devine imposibil.

in prezent, sunt utilizate diferite surse pentru obtinerea colorantilor si antioxidantilor

alimentari. O directie de cercetare este utilizarea extractelor vegetale din pomusoare sau deseuri
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provenite In urma procesarii fructelor si legumelor. Fructele de padure reprezinta o potentiala
sursa de astfel de substante biologic active care au atat valoare tehnologica, cat si proprietati
functionale. Extractele din aceste surse ar putea substitui colorantii si antioxidantii sintetici din

produsele alimentare si cosmetice [4].

Polifenolii prezenti in extractele vegetale sunt o sursa de compusi bioactivi valorosi care
pot fi utilizati in diferite formulari farmaceutice, nutraceutice si alimentare. Traditional,
extractele antioxidante naturale sunt destinate pentru uz medical, insa din cauza numeroaselor
incertitudini legate de biodisponibilitatea si metabolismul acestora, aplicarea lor in sistemele
alimentare este mai promitdtoare [5], unde acestea pot fi utilizate ca antioxidanti, compusi de

culoare si agenti antimicrobieni [6].

Cu toate acestea, substantele biologic active cum ar fi antocienii degradeaza rapid si
formeaza compusi incolori sau isi pierd activitatea antioxidantd. Din aceastd cauza, este
important a identifica si a lua in considerare conditiile tehnologice optime si alte ingrediente din
matricea alimentara care ar putea afecta potentialul antioxidant si culoarea — 0 proprietate
senzoriala importanta. Produsele alimentare sunt supuse diferitor tratamente tehnologice care pot
implica temperaturi ridicate, presiune inalta, microunde etc., or, proprietatile antioxidante,
precum si culoarea se pot schimba dupa astfel de tratamente. Aceasta ipoteza este cercetata deja
de mai multi ani pentru diferite procese tehnologice si diferite produse alimentare, in special,

produse de origine horticola.

Scopul prezentei lucrari consta in identificarea regimurilor tehnologice operationale
(tratamente termice, temperaturi de pastrare, factori de compozitie a sistemelor
alimentare) pentru mentinerea potentialului antioxidant si culorii extractelor

hidroalcoolice de compusi biologic activi din tescovina de struguri si fructe de padure.
Obiectivele operationale ale tezei sunt:

e Determinarea concentratiei diferitor clase de compusi biologic activi in extractele
de tescovinii, aronie, paducel, scorus, catina alba, maces si caracterizarea
instrumentald a culorii. A fost de demonstrat ca materiile prime utilizate prezinta o
sursa considerabila de antioxidanti, iar culoarea lor trezeste interes pentru procesatorii de
alimente si consumatori. in plus, datele despre compozitia extractelor pot fi folosite la
explicatia proprietatilor tehnologice si functionale ale acestora.

e Determinarea evolutiei activitatii antioxidante si a parametrilor de culoare pe

parcursul diferitor tratamente termice si temperaturi de pastrare. Astfel, au fost
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intreprinsi primii pasi spre identificarea proceselor de fabricare in cadrul carora ar putea
avea loc degradarea compusilor bioactivi.

o Cercetarea evolutiei activititii antioxidante si a parametrilor de culoare in diferite
medii (pH, forta ionicd). pH-ul si prezenta diferitor ioni pot afecta proprietitile
functionale ale compusilor antioxidanti si coloranti. Asadar, este necesard cercetarea
stabilitatii activitatii antioxidante si culorii la diferite valori ale pH-ului si in prezenta
unor saruri, in diferite concentratii utilizate frecvent la procesarea alimentelor.

e Cercetarea copigmentarii cu acizii galic si tanic, in scopul determindrii dacad acest
proces poate fi utilizat pentru stabilizarea proprietatilor colorante ale extractelor vegetale
horticole.

e Cercetarea procesului de nanoincapsulare in B-lactoglobulind asupra activitatii
antioxidante a extractului de tescovina si stabilitatii acesteia la pastrare. Acest
proces are potentialul de a extinde in timp activitatea antioxidantd a unor compusi,
atenuand 1n acelasi timp si unele caracteristici senzoriale indezirabile (gustul amar si
astringent) ale unor compusi antioxidanti, precum polifenolii.

e Cercetarea procesului de separare a fractiilor de compusi antioxidanti, utilizind
microspuma coloidala. Acest proces permite a separa compusii cu activitate
antioxidantd sporita, marind astfel activitatea extractului inainte de utilizare in produsele

alimentare.

Noutatea si originalitatea stiintifica constd in urmatoarele:

e Stabilirea relatiei dintre activitatea antioxidantd si culoarea extractelor hidroalcoolice de
tescovind de struguri, scorus, paducel, aronie, maces, catina alba si a relatiei dintre
activitatea antioxidanta si continutul de polifenoli.

e ldentificarea tratamentelor termice optime pentru mentinerea activitatii antioxidante si a
culorii extractelor vegetale de tescovina, scorus, paducel, aronie, maces, catina alba.

e Identificarea conditiilor optime de pastrare (pH, forta ionicad) pentru mentinerea activitatii
antioxidante si a culorii extractelor vegetale mentionate.

e Testarea stabilitatii extractelor in prezenta unor saruri minerale in sisteme alimentare:
clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorura de calciu, ceea ce a demonstrat unele efecte
optice neobisnuite in extractul de tescovina.

e Cercetarea copigmentdrii cu acizii galic si tanic a extractelor vegetale.

e Incapsularea extractului de tescovina in p-lactoglobulina.

e Pentru prima datd a fost testata separarea polifenolilor din extracte de aronie, folosind

microspuma coloidala.
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Problema stiintificd solutionatd constd in identificarea conditiilor tehnologice optime
pentru asigurarea stabilitatii proprietatilor antioxidante si colorante ale extractelor vegetale de

origine horticola in vederea utilizarii lor in industria alimentara.

Valoarea stiintifica a lucrarii. Rezultatele cercetarilor efectuate reprezinta date exacte
privind continutul unor compusi polifenolici cu proprietati antioxidante in extractele vegetale
horticole originare din Republica Moldova; au fost cercetati parametrii instrumentali de culoare
si activitatea antioxidanta a extractelor in functie de mediu, regim termic, duratd de pastrare. Au
fost obtinute date experimentale ce permit intelegerea procesului de copigmentare a antocienilor;
au fost obtinute cunostinte noi privind relatia activitate antioxidantd-culoare si activitate
antioxidantd-continut de polifenoli. Au fost lansate noi deductii ipotetice cu privire la
interactiunea dintre antocienii din tescovina si ionii Ca*",

Au fost identificate urmatoarele noi directii de cercetare: interactiunea dintre antocieni si
ionii metalelor in sistemele-model; compozitia carotenoidelor din extractele de scorus, maces,
catind albd si paducel si corelatiile activitate antioxidanta-polifenoli si activitate antioxidanta-
carotenoide; cercetarea evolutiei activitatii antioxidante a compusilor fenolici majoritari din

extracte in solutiile-model.

Valoarea aplicativi a lucririi. in baza rezultatelor experimentale obtinute au fost
identificate si argumentate stiintific conditiile optime de pastrare si regimurile termice de
utilizare in sistemele alimentare a extractelor hidroalcoolice din tescovina de struguri si fructe de
padure cu mentinerea proprietatilor antioxidante si a caracteristicilor de culoare:

1.  Pastrarea extractelor la diferite temperaturi (-2°C, 4°C si 25-30°C) nu atestd diferente
majore intre valorile activitdtii antioxidante si parametrii de culoare, ceea ce denota
posibilitatea folosirii lor in regim industrial.

2. Tratamentele termice testate (-2°C...100°C) nu au afectat semnificativ activitatea
antioxidanta in cazul extractelor de maces, aronie si paducel, iar in cazul extractelor de cdtina
alba, tratamentul de 100°C timp de 2 minute a marit semnificativ activitatea antioxidanta totala
de la 7,64 mmol TE/L la 11,35 mmol TE/L. Parametrii de culoare ai extractelor de aronie si
tescovina, bogate in antocieni, au fost considerabil afectati de tratamentul de 2 minute la 100°C
si pastrarea la 25-30°C, fapt ce reduce intervalul termic de aplicare a acestora.

3. Au fost stabilite intervalele optime de pH care asigura o capacitate antioxidanta si
parametrii de culoare optimi pentru extractele cercetate, de asemenea, a fost evaluat impactul
diferitor saruri prezente in sistemele alimentare (clorura de sodiu, nitrat de potasiu si clorura de
calciu). Clorura de calciu a imbunatatit semnificativ culoarea extractului de tescovina, efect
care ar putea fi exploatat pentru crearea unui colorant natural cu potential antioxidant.

Influenta altor saruri asupra culorii a fost minora.
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4.  S-ademonstrat ca acidul tanic poate fi aplicat drept copigment cu efect stabilizator pentru
extractul de tescovina, fara a afecta activitatea antioxidanta a acestui extract.

5. Microspuma coloidala obtinuta din surfactantul Tween 20 poate fi folosita cu succes la
separarea $i concentrarea concomitenta a compusilor cu activitate antioxidantd din extractele
vegetale, ceea ce permite a obtine extracte cu activitate functionala sporita.

6. incapsularea extractelor de compusi biologic activi in B-lactoglobulind permite
stabilizarea activitatii antioxidante a acestora si creeaza noi oportunitati pentru procesatorii de

alimente privind elaborarea noilor produse.

Suportul metodologic. Drept suport metodologic au servit cercetarile efectuate si

experienta acumulata la realizarea urmatoarelor proiecte de cercetare:

e Substituirea aditivilor alimentari sintetici cu componenti bioactivi extrasi din resurse
naturale regenerabile din cadrul Programului de cooperare stiintifica si tehnologica, semnat
la Bucuresti, la 14 octombrie 2015 intre Academia de Stiinte a Moldovei si Autoritatea
Nationala pentru Cercetare Stiintifica si Inovare din Romania (ANCSI), inscris Tn Registrul
de stat al proiectelor din sfera stiintei si inovarii cu cifrul 16.80013.5107.22/Ro;

e Proiectul AUF «L’utilisation de techniques innovantes dans 1’obtention des molecules
biologiquement activesy;

e Proiectul Eugen lonesco «L'extraction de polyphénols de raisin a partir de déchets viti-

vinicoles et leur utilisation dans la production de boissons non alcoolisées».

Implementarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele stiintifice vor fi implementate prin aplicarea lor si continuarea cercetarilor in
proiectul bilateral Substituirea aditivilor alimentari sintetici cu componenti bioactivi extrasi
din resurse naturale regenerabile din cadrul Programului de cooperare stiintifica si
tehnologica, semnat la Bucuresti, la 14 octombrie 2015 intre Academia de Stiinte a
Moldovei si Autoritatea Nationald pentru Cercetare Stiintifica si Inovare din Romania
(ANCSI), inscris in Registrul de stat al proiectelor din sfera stiintei si inovarii cu cifrul
16.80013.5107.22/Ro; a. 2016-2018 si in cadrul proiectului AUF ,,L’utilisation de techniques

innovantes dans I’obtention des molecules biologiquement actives”, a. 2016-2017.
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Aprobarea rezultatelor

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate la urmatoarele seminare si conferinte
nationale si internationale: International Conference Modern Technologies in Food Industry-
2016, MTFI-2016 (20-22 octombrie 2016, Chisinau, Republica Moldova); International
Conference of Applied Sciences - CISA 2016. Chemistry and Chemical Engineering,
Biotechnology and Food Engineering. 10 edition (2-4 iunie 2016, Baciu, Romania); seminarul
doctoral ,,L’utilisation de techniques innovantes dans 1’obtention de molécules biologiquement
actives” (31 mai-2 iunie 2016. Bacau, Romania); 8th Congress - Pigments in Food (28 iunie — 1
iulie 2016 Cluj Napoca, Romania); . The 7™ International Symposium. Faculty of Food Science
and Engineering. Dunarea de Jos University of Galati (24-26 septembrie 2015, Galati, Romania);
seminarul ,,L.’extraction des composés phénoliques a partir de produits horticoles” (28 mai 2015,
lasi, Romania); ,,JlocTrxenns, mpoOaeMbl 1 TEPCHEKTHBBI Pa3BUTHSI OTEUECTBEHHON BUHOTPAI0-
BUHOJICIIYECKON oTpaciau Ha coBpeMmennoM stare” (Achievements, challengesand prospects of
development of the domestic viticulture and winemaking industry today), (20 iulie-15 august,
2013, Novocherkassk, Federatia Rusa).

Publicatii

Rezultatele investigatiilor au fost publicate in 8 lucrari stiintifice dintre care 2 articole de
un singur autor publicate in reviste cu impact factor, indexate SCOPUS si o cerere de brevet de

inventie. Un alt articol este In curs de recenzare, iar alte 8 sunt la diferite etape de redactare.
Lista de referinte cuprinde 184 surse bibliografice.

Structura tezei: teza contine 151 pagini. Rezultatele studiului bibliografic sunt prezentate
in primul capitol ce contine 25 pagini. Partea experimentala cuprinde 109 pagini (62 figuri si 64
tabele).

Sumarul compartimentelor tezei

Teza contine patru capitole. Primul capitol rezuma analiza situatiei in domeniul de studiu si
descrie pricipalele clase de antioxidanti, structura acestora si influenta acesteia asupra activitatii
antioxidante. Este elucidat de asemenea rolul antioxidantilor pentru sanitatea umana si sunt
sumarizate rezultatele ultimelor cercetiri stiintifice la acest subiect. In acelasi capitol este
descrisd relatia dintre culoarea produselor si potentialul lor antioxidant, sunt introduse unele
tehnologii si procese inovative cum ar fi copigmentarea, incapsularea si separarea folosind
microspuma coloidald, sunt rezumate rezultatele cercetarilor privind stabilitatea activitatii

antioxidante si a culorii, precum si rezultatele publicatiilor recente privind utilizarea unor
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extracte de origine naturala in calitate de aditivi tehnologici. Capitolul 2 descrie materiile prime
utilizate si metodele cercetare si analizd aplicate. In capitolul 3 sunt incluse rezultatele si
discutiile cercetarilor privind stabilitatea activitdtii antioxidante si culorii extractelor dupa
aplicarea unor procedee termice operationale, diferitor medii - valori ale pH-ului si fortei ionice,
pastrarea la diferite temperaturi. Capitolul 4 insercaza rezultatele cercetarii copigmentarii ca
metodd de stabilizare a culorii si rezultatele cercetarilor vizand stabilizarea activitatii
antioxidante a extractelor cu scop de utilizare industriald prin procedeul de incapsulare in -
lactoglobulind si fractionarii extractelor cu ajutorul microspumei coloidale. La sférsitul tezei au

fost formulate concluzii si recomandari privind efectuarea cercetarilor pentru viitor.

17



1. RELATIILE, TRANSFORMARILE SI FUNCTIILE
ANTIOXIDANTILOR SI COLORANTILOR NATURALI iN
PROCESAREA ALIMENTELOR

1.1. Mecanismele activitatii antioxidante

Un antioxidant este orice compus prezent in concentratii mici comparativ cu substratul
oxidabil care poate inhiba sau incetini semnificativ oxidarea substratului respectiv, deci,
antioxidantul protejeaza de reactiile oxidative daunatoare [7]. Antioxidantii ideali nu au efecte
daunatoare, sunt efectivi in concentratii mici si nu dauneaza caracteristicilor senzoriale ale
produselor alimentare. Conform legislatiei Republicii Moldova, antioxidantii sunt ,,substante
care prelungesc durata de stabilitate la depozitare a produselor alimentare prin protejarea

acestora de deteriorari cauzate de oxidare, precum rancezirea grasimii si schimbarea culorii” [8].
Mecanismele prin care antioxidantii pot oferi protectie sunt:

e prevenirea formarii radicalilor liberi;
e interceptarea radicalilor liberi;
o facilitarea reparatiei daunelor provocate de radicalii libert;

e asigurarea unui mediu favorabil [9].

In organismele vii sinitoase existd un echilibru intre mecanismele prooxidante si cele
antioxidante, dar anumite afectiuni pot deplasa acest echilibru in favoarea primelor. Un radical
liber este orice compus capabil de a exista Tn mod independent si care contine unul sau mai multi
electroni neimperecheati. Radicalii liberi sunt foarte instabili, reactivi si toxici, deoarece
interactioneaza cu ADN-ul si membrana celulara. Radicalii liberi si alte specii reactive de oxigen
(ROS — Reactive Oxygen Species) se formeaza permanent in organismul uman. Mecanismele ce
implica radicali liberi au fost asociate cu mai multe patologii umane printre care cancerul,

ateroscleroza, malaria, artrita reumatoida si maladiile neurodegenerative [10, pag. 20].

Radicalii liberi si alte specii reactive de oxigen (ROS) includ:

e radicali de oxigen (radicalul hidroxil (OH"), radicali peroxil
(ROQ), radicalul anionul superoxid (O3");
e non radicali (peroxidul de hidrogen (H,O,) sau oxigenul singlet (O,)) [11].
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Mai mult decat atat, pe langd formarea de ROS in organismele aerobe, exista alti radicali
liberi numiti specii reactive de azot (RNS), de exemplu, oxidul nitric (NO"), produs de NO
sintetaza (MtNOS) [7, 12].

in momentul cand sunt produse in exces, speciile reactive de oxigen pot provoca daune
tesuturilor, dar in acelasi timp daunele provocate tesuturilor produc la randul lor specii reactive
de oxigen, de exemplu prin activarea fagocitelor sau prin eliberarea ionilor metalelor de tranzitie
din celule [13]. Speciile reactive de oxigen generate in prezenta oxigenului de catre mitocondrii,
celule fagocitare, peroxizomi si enzimele citocromului P450, in conditii fiziologice, pot avea 0
functie dubla in organismul uman. Pe de o parte, ele participd la activarea unor factori
responsabili de transcriptie si ca urmare participd la reglarea expresiei genelor relevante pentru
cresterea si diferentierea celulara. Pe de alta parte, provoaca daune oxidative ADN-ului celular,
proteinelor si lipidelor ceea ce rezultd in initierea sau dezvoltarea a numeroase boli cum ar fi
cancerul, bolile cardiovasculare, diabetul zaharat de tip 2, cataracta, artrita reumatoida sau
diferite boli neurodegenerative. Existd atdt compusi endogeni (glutation, ubiquinol, urati,
bilirubind), cat si enzime (superoxid dismutaza, catalaza, glutation peroxidaza) care participa la

eliminarea ROS din organism [10, pag. 20].

Organismul uman a dezvoltat propriile mecanisme protective impotriva reactiilor radicalice.
Astfel enzima superoxid dismutaza indeparteaza radicalul O;", accelerand conversia acestuia in
H,O,. Mitocondriile sunt organitul principal unde sunt generati radicalii, formand cca 2-3 nmol
de anion superoxid O, /min. per mg de proteind, plus peroxid de hidrogen care la rdndul sau este
transformat in peroxid de hidrogen si oxigen molecular de catre superoxid dismutaza. Alte
enzime antioxidante importante sunt glutation peroxidazele. Catalaza, enzima aflatd in
peroxizomi catalizeazd transformarea peroxidului de hidrogen in apd si oxigen molecular, in
timp ce glutation peroxidaza capteaza peroxidul de hidrogen. Pe de alta parte, este cunoscut deja
cd Hy0,, impreund cu anumiti ioni metalici de tranzitie cum ar fi Fe”* sau Cu”, pot participa in
reactia Fenton (ecuatiile 1.1; 1.2), producand un radical hidroxil care este foarte reactiv si are

timpul de injumattire de aproximativ 10”°s in vivo [12, 13].
Fe?' + H,0, » Fe3" + HO + OH™ (1.1)
Fe3" + H,0, » Fe?" + HOO + H* (1.2)

In plus, numeroase componente prezente in dieta umana cum ar fi vitamina C, vitamina E,
carotenoidele si polifenolii sunt considerate a fi implicate in sistemul de protectie contra stresului

oxidativ [12]. Prin sinteza informatiei expuse mai sus determinam alte doud tipuri de
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antioxidanti: endogeni si exogeni. Dupa modul lor de actiune, antioxidantii se mai impart in alte

doua clase principale: principali si secundari [14].

Existd foarte multi antioxidanti exogeni ce provin din diferite clase de compusi chimici.
Mai jos este prezentatd o schema generald a antioxidantilor exogeni si sunt descrisi doar acei
compusi, care sunt relevanti pentru prezenta lucrare (figura 1.1). Plantele produc o varietate de
compusi ca raspuns la stresul de mediu, multi dintre care functioneaza ca antioxidanti atunci

cand sunt consumati [15, 16].

Antioxidanti
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
Terpene Vitamine — Minerale Polifenoli Enzime
A\ 4
| Carotenoide > Vitamina E > Seleniu Acizi Papaina
| fenolici
Eucaliptol | VitaminaC | | Zinc
Eugerol
R | Vitamina A .| Cumarine
"| Gingerol " "
Avenacozid Proantocianidine
| Curcuminoide
| Flavonoide
I
A\ 4 Y A 4 A 4 A\ 4
Quercetina Catehine Antocieni Fitoestrogeni Niringina

Fig. 1.1. Clasificarea antioxidantilor exogeni [17]
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Polifenolii

In prezent, cei mai utilizati antioxidanti sunt polifenolii [18]. Polifenolii sunt un grup
mare si eterogen de compusi impartiti in zece clase diferite, in functie de structura lor chimica.
Fiind cei mai abundenti antioxidanti din dietd, acesti compusi au devenit esentiali pentru
sanatate, in special in procesele anticancerigene si antiinflamatoare [12, 19]. Deoarece polifenolii
sunt un grup complex de nutrimente si existd un numadr foarte mare de publicatii in domeniul

studiului polifenolilor, ei nu vor fi descrisi complet 1n acest capitol.

Fructele, legumele si bauturile sunt principalele surse de compusi fenolici in alimentatia
umand. Industria procesatoare de alimente si produse agricole genereaza cantititi semnificative
de deseuri bogate in compusi fenolici care pot deveni surse eficiente de antioxidanti [11, 20].
Activitatea antioxidanta a acestor compusi se datoreaza capacitdtii de a capta radicalii liberi, de a
dona atomi de hidrogen sau electroni si de a forma compusi complecsi cu cationii de metale [20].
Aceasta depinde atat de structura lor, cat si de de numarul si pozitia grupelor hidroxilice si natura
substitutiei lor in inelele aromatice. De exemplu, in cazul acizilor fenolici, activitatea
antioxidantd depinde de numarul si pozitia grupelor hidroxilice in relatie cu grupa carboxilica
functionala [20]. Acizii monohidroxibenzoici cu grupa —OH in pozitia ortho- si para- fata de
grupa hidroxilica nu manifesta activitate antioxidanta, pe cand acidul meta-hidroxibenzoic

poseda proprietatea respectiva (figura 1.2).

O~__OH O O~__OH
OH

OH

@ (b) OH

Fig. 1.2. Acidul meta-hidroxibenzoic (a), ortho-hidroxibenzoic (b), para-hidroxibenzoic (c) [21]

OH

In plus, capacitatea antioxidanti a acizilor fenolici creste cu marirea gradului de
hidroxilare ca si in cazul compusului trihidroxilic — acid galic (figura 1.3a) care poseda activitate

antioxidanta inalta.
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Fig. 1.3. Acid galic (a), acid siringic (b) [21]

Cu toate acestea, substitutia grupelor hidroxilice in pozitiile 3- si 5- cu grupe metoxil

(acid siringic) reduce aceasta activitate (figura 1.3b) [22].

Acizii hidroxicinamici (C6-C3) apar mai ales sub forma de esteri ai acizilor ferulic, p-
cumaric, sinapic si cafeic [12]. Acizii hidroxicinamici manifesta activitate antioxidanta mai
mare in comparatie cu acizii hidroxibenzoici corespunzatori [23]. Acest fenomen ar putea fi
atribuit grupei CH=CH-COOH (figura 1.4) care asigura abilitate superioara de donare a ionului

de hidrogen si de stabilizare a radicalilor in comparatie cu acizii hidroxibenzoici [22].

e \O

HO

Fig. 1.4. Structura acidului 4-hidroxicinamic (schelet C6-C3) [24]

Relatia activitate antioxidanta-structura este in general mai complicatd in cazul flavonoidelor
din cauza complexitatii moleculelor acestora. Mai jos, sunt enumerate unele aspecte structurale

si de substitutie in inelele B si C (figura 1.5) care determina activitatea antioxidanta:

1. Gradul de hidroxilare si pozitia grupelor —OH in inelul B, in mod particular structura ortho-
dihidroxil a inelului B rezultd in activitate antioxidantd inalta, conferind stabilitate

radicalului aroxil sau fiind loc de legare pentru metale.
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Prezenta de grupe hidroxil in pozitiile 3’-, 4’- si 5’- ale inelului B mareste activitatea
antioxidanta a flavonoidelor In comparatie cu cele care au o singurd grupa hidroxil. Cu toate
acestea, in anumite conditii acesti compusi pot actiona ca prooxidanti [25].

Legatura dubla dintre C-2 si C-3 conjugata cu grupa 4-oxo in inelul C mareste capacitatea de
captare a radicalilor liberi in cazul flavonoidelor [20].

Legatura dubld dintre C-2 si C-3 combinatd cu 3-OH in inelul C de asemenea mareste
capacitatea antiradicalica a flavonoidelor cum ar fi in cazul kaepferolului [25]. Substitutia 3-
OH rezulta in marirea unghiului de rotire si reducere a coplanaritatii, ceea ce conduce la
scaderea activitatii antioxidante [26].

Substitutia grupei hidroxil in inelul B de cétre grupa metoxil altereaza potentialul redox,

ceea ce conduce la scaderea activitatii antioxidante a flavonoidelor [20].

Fig. 1.5. Structura de baza a flavonoidelor (schelet C6-C3-C6) [27]

Carotenoidele

Grupul carotenoidelor contine peste 600 de pigmenti liposolubili care sunt prezenti in

multe fructe si legume [28]. Astfel, a-carotenul se gaseste in morcovi, varza, dovleac, porumb,

ardei galben, mur pitic; B-carotenul - in morcovi, caise, mango, ardei rosu, varza, spanac,

broccoli; licopina - in tomate, pepene verde, grepfrut roz, papaya, guava. Dintre acestea [3-

carotenul, precursorul major al vitaminei A, a fost cel mai intens investigat pana in prezent [12].

1.2. Influenta antioxidantilor asupra sanatatii

Supraproductia de ROS sau RNS in sistemele biologice conduce la un dezechilibru intre

formarea acestora si mecanismele de aparare antioxidante, avand ca rezultat modificari chimice

ale ADN-ului celular, proteinelor sau lipidelor. Acest fenomen este cunoscut sub numele de stres

oxidativ sau stres nitrozativ. A fost stabilit cd stresul oxidativ indus de ROS este asociat cu

procesul de imbdtranire, precum si initierea sau dezvoltarea unui numdr mare de boli umane,
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cum ar fi cancerul, bolile cardiovasculare (ateroscleroza, boala cardiaca ischemica,
hipertensiunea arteriala, cardiomiopatiile, hipertrofia cardiaca, insuficienta cardiaca congestiva),
diabetul zaharat de tip 2, cataracta, artrita reumatoida sau bolile neurodegenerative (Alzheimer
si bolile Parkinson), desi mecanismul precis al rolului ROS in patogeneza este neclar [10, pag.
20, 12].

Studiile epidemiologice efectuate indica o legatura clara intre dietd si afectiuni precum
cancerul sau bolile cardiovasculare. Principalii agenti protectori sunt considerati vitaminele A, C
si B-carotenul, datoritd capacitdtilor antioxidante si antiradicalice. Polifenolii, de asemenea,
capteaza foarte eficient radicalii liberi datoritd structurii lor ce include un inel aromatic si grupe
hidroxilice ce contin atomi mobili de hidrogen. Mai mult ca atat, actiunea polifenolilor poate fi
atribuitd si capacitatii de reducatori si chelatori ai ionilor ferici care catalizeaza peroxidarea
lipidelor [29]. O preocupare majora in ceea ce priveste polifenolii consta in faptul ca acestia sunt
considerati ,,antinutrimente”, in mod particular din cauza abilitatii lor de a reduce digestibilitatea
proteinelor fie prin precipitare directa, fie prin inhibarea enzimelor responsabile de digestie [20].
De exemplu taninurile formeaza complecsi atdt cu proteinele si carbohidratii, cat si cu enzimele.
in plus, a fost demonstrat ci ele diminueaza absorbtia unor minerale precum fierul si cuprul. Cu
toate acestea, interactiunea cu aceste metale poate fi benefica, acesta fiind unul dintre
mecanismele prin care acesti compusi isi manifesta activitatea antioxidanta. Totusi, cateva studii
sugereaza ca ingestia de compusi fenolici In cantitdti excesive ar putea avea un rol pozitiv in
procesele de cancerogenezd, genotoxicitate, toxicitate tiroidd, interactiune cu anumite

medicamente si activitate estrogena (pentru izoflavone) [20].

Antocienii din pomusoare imbunatatesc functiile neuronale si cognitive ale creierului, au
actiune benefica asupra vederii si protejeaza integritatea ADN-ului [30]. Extractele din diferite
combinatii de pomusoare cum ar fi afinele, zmeura, capsunile, boabele de soc, merisoarele au
activitati antiangiogenice si antisclerotice si manifestd actiune citotoxica impotriva Helicobacter

pylori [30].

Unii autori sugereaza ca existd multe dovezi precum cd ROS exercita functii metabolice
esentiale, iar inlaturarea lor ar putea conduce la cresterea riscului bolilor cronice din cauza
alterarii cailor de semnalizare in celule [31]. In plus, speciile reactive de oxigen generate de citre
macrofagi si neutrofile sunt esentiale pentru distrugerea agentilor infectiosi, participand la
reglarea raspunsului sistemului imunitar [12]. Studiile asupra oamenilor sunt contradictorii si
mai multi autori sustin ca suplimentarea cu vitamine antioxidante nu ar avea efect benefic [12].
Mai mult ca atat, cercetdrile indica ca suplimentarea cu carotenoide ar mari riscul aparitiei
cancerului in cazul consumatorilor de alcool si fumatorilor impatimiti [12]. Din aceste

considerente, multi cercetatori nu aproba utilizarea suplimentelor ce contin antioxidanti in scop
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medicinal si farmaceutic, dar opteaza pentru utilizarea acestora In procesarea produselor

alimentare, unde acestia vor indeplini functii tehnologice.

1.3. Relatia dintre activitatea antioxidanta, continutul de polifenoli si culoare

Susan Bowerman, lector la Departamentul de stiinta despre alimente si nutritie Cal Poly
San Luis Obispo si coautoarea cartii ,,Ce culoare are dieta ta?” (What color is your diet) afirma
ca dieta pur bej, care la moment ii ,umple” pe americani, i-ar putea costa mai tarziu.
"Producatorii de alimente au facut un lucru excelent, creAind mai multe alimente care sunt usor de
mancat, ieftine si bogate in zahdr, grasimi si sare, astfel incat au un gust bun. Amidonul,
grasimile si dulciurile sunt cele mai ieftine alimente din dietd, astfel incat este usor sa observdm
de ce am da preferinta acestor alimente ,,maro / bej”. Ele creeaza senzatie de satul la un pret
foarte mic, insa existd costuri semnificative de sanatate din cauza unui regim alimentar bogat in
glucide rafinate si lipsit de vitamine, minerale, fibre si fitochimicale care sunt atit de abundente

in alimentele vegetale " afirma autoarea [32].

Culoarea produselor naturale ar putea fi un indiciu despre continutul in fitochimicale si
antioxidanti al produselor alimentare [32]. Interesant lucru, dar se pare ca oamenii au inteles
necesitatea de a consuma alimente cat mai colorate, astfel incat producatorii de alimente demult
au sesizat utilitatea colorantilor alimentari. Aceasta necesitate a condus la aparitia multor
coloranti artificiali care nu doar cd nu sunt benefici pentru sdnatate, dar pot aduce daune
semnificative [32, 33]. Susan Bowerman indica un grup de substante foarte importante pentru
sdndtatea umand, si anume, substante biologic active ca fitochimicalele — substante ce se gasesc
in mod natural in plante si care pot aduce beneficii importante pentru sdnatate. Mai mult ca atat,

nutritionistii afirma ca fitochimicalele actioneaza in mod sinergistic cu alte nutrimente [34].

Din toata gama cromatica, spectrul violet-albastru-rosu oranj releva majoritatea fructelor
si legumelor bogate in antioxidanti. Urmatoarele sapte culori pot fi indicatori ai anumitor clase
de substante biologic active, conform clasificarii elaborate de Bowerman. Astfel, culorile
albastru/violet indica prezenta antocienilor. Cu cat mai inchisa este culoarea, cu atat mai mare e
continutul de acesti pigmenti. Culoarea verde indica prezenta clorofilei si a izotiocianatilor —
potentiali anticancerigeni. Culorile galben si verde indica prezenta luteinei. Rosu indica
prezenta licopinei — un antioxidant foarte puternic care a fost asociat cu reducerea riscului
anumitor tipuri de cancer, in mod special a cancerului de prostati. In plus, acest compus posedi
proprietati cardioprotectoare, iar culorile galben/oranj reprezinta -criptoxantina, a-carotenul si

[-carotenul, care, de asemenea, sunt antioxidanti eficienti [28, 32].
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Asadar, culoarea fructelor denota continutul si cantitatea-record de antioxidanti. Astfel,
merisoarele, afinele, murele, zmeura, cdpsunile, prunele, ciresile si strugurii rosii abunda de
vitamine (A si C) si polifenoli [32]. In baza acestei teorii, autorii cartii au elaborat o intreagi
dietd, bazandu-se doar pe conceptul includerii tuturor culorilor in alimentatia zilnica. Prin
aceastd strategie nu se incearcd doar marirea consumului de fitonutrimente, dar in general
cresterea portiilor de fructe si legume ingerate deoarece consumatorul trebuie sd includa cat mai

multe culori in alimentatie.

1.4. Materii prime horticole cu un continut inalt de antioxidanti cu proprietati
colorante

Speciile descrise mai jos sunt surse de produse horticole valoroase si prezinta un interes

deosebit din punct de vedere tehnologic. Aceste specii cresc pe teritoriul Republicii Moldova
Aronia (Aronia melanocarpa)

Fructele de aronie contin un nivel ridicat de flavonoide,
majoritatea dintre care sunt proantocianidine si antocieni [35].

Studiile in vivo si in vitro arata ca fructele ar putea avea beneficii

potentiale pentru sanatate, cum ar fi efectele hepatoprotectoare,

Imagine: onlyfoods.net ~ ©  cardioprotectoare si antidiabetice [36]. Intr-un studiu pe soareci,
extractele dietetice de aronie au redus nivelul colesterolului total si au Tmbundtatit capacitatile
antioxidante plasmatice si hepatice atunci cand au fost consumate in doze relevante din punct de
vedere nutritional [37]. Rezultatele publicate de Kardum si colab. (2014) sugereaza un impact
pozitiv al consumului de suc de aronie asupra daunelor oxidative celulare si un efect protector de
stresul oxidativ [38]. Cu toate acestea, studiul lui Martin si colab. (2014) a aratat ca capacitatea
extractelor de aronie de a modula splenocitele 1L-6 si IL-10 stimulate cu LPS in vitro nu se
datoreaza polifenolilor principali continuti de aceste fructe [39]. Polifenolii prezenti in sucul de
aronie au rol de reglementare semnificativ asupra proliferarii celulare, in special in primele stadii
de dezvoltare a cancerului [40]. Valoarea biologica a acestor fructe rezultd din compozitia lor,
anume substante precum vitaminele, provitaminele si compusii inruditi, minerale, fitosteroli si
compusi fenolici [35]. Astfel, extractele de aronie utilizate la producerea alimentelor nu vor
actiona numai ca un ajutor tehnologic, dar vor mbunatati, de asemenea, functionalitatea

produsului in ceea ce priveste efectul sdu asupra sanatatii umane.
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Tescovina de struguri (Vitis vinifera)

Studiile sugereaza ca 70% din polifenolii prezenti in
struguri raman in deseuri dupd prelucrare [41]. Acesti polifenoli
reprezinta o sursa de compusi bioactivi valorosi care pot fi

utilizati in diferite formulari farmaceutice, nutraceutice si

Imagine: g3enterprises.com alimentare. Pigmentii gasiti in pielitele de struguri, cum ar fi
antocienii, degradeaza rapid si formeaza compusi incolori sau bruni [42], motiv pentru care este
important sd se ia in considerare conditiile tehnologice optime si alte ingrediente din produsele
alimentare care pot influenta capacitatea lor antioxidantd si biodisponibilitatea, precum si

proprietatile lor tehnologice si senzoriale.

Gratie culorii lor intense si efectelor pozitive probabile asupra sdnatatii, polifenolii din
deseurile de vinificatie ar putea inlocui colorantii sintetici in bauturi si alimente. Multe studii
sugereaza ca extractele de tescovina ar putea fi folosite ca instrumente pentru a imbunatati
culoarea diferitor alimente [43-45]. Pedroza si colab. (2013) au utilizat amestecuri de pielite de
struguri din deseuri deshidratate, folosindu-le ca un instrument util pentru corectarea pierderilor
de culoare inainte de imbuteliere [46]. In plus, alte clase de polifenoli naturali pot fi utilizati ca
agenti antimicrobieni si antioxidanti. Rezultatele Delgado Adamez et al. (2012) sugereaza, de
asemenea, ca extractul de seminte de struguri este o alternativa fezabila pentru aditivii sintetici

utilizati in calitate de agenti antibacterieni si antioxidanti [47].
Micesul (Rosa Canina)

Macesul (Rosa canina L.) este un arbust nativ din
Europa si Asia de Vest. De secole, acesta a fost folosit in
scopuri medicinale si nutritionale [48]. Fructele de maces
au fost folosite de ani de zile in multe alimente si bauturi,

cum ar fi ceaiurile, jeleurile, gemurile si bauturile

i AR A4

— Imagine: davisla.wordpress.com —

alcoolice. Planta este, de asemenea, utilizata ca
medicament traditional pentru boli cum ar fi racelile, gripa, inflamatiile, durerile cronice si
ulcerele [49]. Continutul de vitamina C al acestor fructe este mai mare decat al altor specii, iar
polifenolii, de asemenea, prezenti in cantitdti mari, stabilizeazd continutul de vitamine in
produsele alimentare [49]. Mai mult ca atat, datele obtinute de Lattanzio si colab. (2011)
sugereazd ca proprietatile antiinflamatoare ale extractelor de maces fac din aceastd plantd un
adjuvant potential care poate servi ca un instrument terapeutic pentru profilaxia bolilor

inflamatorii asociate [50].
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Catina alba (Hippophae rhamnoides)

Catina alba este un arbust din familia Elaegnaceae.
Acesta a fost folosit in scopuri medicinale si nutritionale in
Europa si Asia o lunga perioada de timp [51, 52]. Fructele,

semintele, frunzele si scoarta catinii contin multi compusi

bioactivi. Mai mult decat atat, fructele de catina par a fi o sursa

Imaanine- itmonline com

buna de vitamine (A, C, E, K), carotenoide, flavonoide si acizi organici [51, 53]. Studiul lui Lee
si colab. (2011) a demonstrat cd suplimentarea cu ceai din frunze de catind are proprietati
antiviscerale potentiale si ca acestea sunt o sursa de antioxidanti pentru persoanele suferinde de
obezitatea provocata de o dietd bogata in grasimi [51]. Xu si colab. (2011) au sintetizat
informatiile cu privire la efectele asupra sanatatii legate de consumul de catina si au sugerat ca
aceste fructe ar putea servi in calitate de remediu natural pentru reducerea riscului de boli
cardiovasculare si a altor probleme legate de sanatate, cum ar fi diabetul, bolile inflamatorii,

tromboza si cancerul [54].

Scorusul-de-munte (Sorbus aucuparia)

Sorbus aucuparia face parte din aceeasi specie ca
Sorbus domestica, fructele acestei plante, avand un continut
semnificativ de polifenoli, poseda activitate antioxidanta

inalta. S-a mai demonstrat cd aceste pomusoare sunt surse de

flavonoide, in special flavonoli — compusi antioxidanti

Imagine: terrainnetnz = importanti [55]. Scorusul creste in Europa si America de

Nord, iar fructele sunt folosite la prepararea sucurilor [55]. Gil-Izquierdo si Mellethin (2001)
recomanda consumul de suc de scorus-de-munte pentru a mari ingestia de substante antioxidante
[55]. Chiar daca aceasta specie nu este foarte raspandita, fructul arborelui de scorus-de-casa
(Sorbus domestica) este popular in comunitatea Xanthi (Rodopi, Grecia) si este considerat o
componentd importantd a dietei lor de zi cu zi. S-a demonstrat ca gradul de maturare al fructelor,
dar mai ales solventul de extractie folosit, influenteaza continutul total de polifenoli si activitatea

antioxidantd a extractelor de scorus [56, 57].

Piducelul (Crataegus monogyna)

In Europa, extractele de frunze si flori de Crataegus
oxyacantha sau Crataegus monogyna au fost folosite pentru
tratarea usoara si moderata a insuficientei cardiace congestive

(NYHA [-IIl), iar multe teste clinice au ardtat ca aceste
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preparate sunt benefice, ameliorand activitatea inimii cu mai putine efecte secundare toxice. in
general, flavonoidele si procianidinele sunt considerate a fi cele doud grupe principale de
constituenti activi din extractele de paducel, iar in multe farmacopei de stat, aceste doua grupuri
sunt utilizate pentru standardizarea si controlul calitatii preparatelor din paducel. Unele rapoarte
au aratat ca extractele din paducel au efecte vasorelaxante dependente de endoteliu si actiune
inhibitoare asupra endotelinei-1 [58]. Este interesant faptul ca fractia de procianidine izolata
dintr-un extract de paducel a prezentat efecte vasorelaxante remarcabile, pe cand fractiunea de

flavonoide nu a prezentat astfel de efecte observabile [58].

1.5. Influenta regimurilor tehnologice asupra antioxidantilor si colorantilor de

origine naturala

Atat cresterea gradului de constientizare a beneficiilor fructelor si legumelor pentru
sdndtate, precum si necesitatea comoditatii datorita unui stil de viata accelerat au sporit cererea
de produse gata de consum (RTE-ready-to-eat). In ultimii ani, producitorii au elaborat diverse
alimente ale caror scop este de a aduce comoditate consumatorilor. Produsele alimentare sunt
supuse diferitor tratamente tehnologice care pot implica temperaturi ridicate, presiune inalta,
microunde etc., iar activitatea biologica, precum si caracteristicele senzoriale cum ar fi culoarea
se pot schimba dupa astfel de tratamente [59]. Compozitia alimentului si pH-ul ce poate varia
semnificativ (tabelul 1.1) sunt, de asemenea, factori importanti pentru stabilitatea compusilor
bioactivi si proprietatilor senzoriale.

Tabelul 1.1. Exemple de produse cu diferite valori testate ale pH-ului [60]

pH Produse alimentare
2,5+0,2 Sirop grenadine, suc de lamaie, lamaie verde,
otet etc.
3,6+0,2 Mere proaspete, mere coapte, caise conservate,

caise uscate, nectar de caise, piure de caise,
cirese (congelate, conservate), gem, ketchup,

piersice, varza murata etc.

5,5+0,2 Anghinare gatite, fasole in sos de tomate sau
conservate, paine de secard, nectar de guava,

piure de cartofi, diferite sosuri.

7,4+0,2 Diferite supe, branza Camembert, homar gatit,

tofu, ceali etc.
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In plus, in timpul procesirii, sunt utilizate diferite procedee tehnologice de conservare,
multe dintre care implici scaderea sau cresterea temperaturii in produs. In tabelul 1.2 sunt
prezentate cateva exemple.

Tabelul 1.2. Exemple de procese si procedee ce implica diferite temperaturi [61]

Temperaturi Exemple de procese si procedee
<-2°C Temperatura in congelator etc.
4°C Refrigerarea etc.
40°C Intensificarea activitatii enzimelor,

termostatarea iaurturilor, afumarea etc.

60°C 63°C — temperatura minima necesara pentru

siguranta microbiologica a alimentelor etc.

80°C Pasteurizarea, HTST, PATS (Pressure

Assisted Thermal Sterilisation) etc.

100°C Fierberea, sterilizarea etc.

Astfel, se considera ca unele produse, indeosebi fructele si legumele prelucrate, au
valoare nutritivda mai mica decat cele in stare proaspdtd din cauza pierderii continutului de
compusi bioactivi in timpul prelucrarii [59]. Anume din cauza lipsei stabilitdtii unor compusi
bioactivi de origine naturala, multi cercetatori se concentreaza pe studiul influentei procesarii
asupra compusilor respectivi.

Klimczak si colab. (2007) au urmarit evolutia continutului de polifenoli, vitaminei C si a
activitatii antioxidante in timpul pastrarii sucului de portocale la 18°C, 28°C si 38°C timp de 2, 4
si 6 luni. Autorii au determinat cd cei mai afectati compusi sunt vitamina C si acizii
hidroxicinamici (liberi si conjugati), ceea ce a condus si la diminuarea activitatii antioxidante.
Timpul si temperatura au afectat in mod semnificativ continutul de polifenoli determinat prin
metoda Folin-Ciocalteu. Autorii au semnalat, de asemenea, o scadere semnificativd a
continutului acestor compusi pe parcursul a 4 luni de stocare. Temperatura de pastrare s-a
dovedit a fi un factor important, astfel incat concentratia polifenolilor a scazut cu 7%, 11% si
20% in cazul temperaturilor 18, 28 si 38, respectiv [59].

Carotenii sunt susceptibili la oxidare, mai ales in prezenta luminii, si ca rezultat, pentru a-
I proteja, de regula, alti antioxidanti sunt inclusi in formularile ce 1i contin. Utilizarea -
carotenului Tn emulsiile de colorare a bauturilor portocalii a avut uneori ca rezultat formarea unui

inel inestetic uleios la gatul sticlei in timpul depozitarii [33]. La fel, si unii ioni din apa folosita
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in procesul de producere pot destabiliza substantele naturale folosite in produsele alimentare ca

antioxidanti si coloranti [33].

Autorii Stojanovic si Silva (2007) au studiat procesul de concentrare osmotica a afinelor
Rabbiteye. Fructele au fost concentrate intr-o solutie de zaharoza timp de 12 ore si 3 ore, cu si
fara utilizarea ultrasunetelor de 1naltd frecventd (CHFU). Probele tratate si netratate au fost
uscate cu aer deshidratat (70°C, 10 ore). Concentrarea osmoticd a scdzut aciditatea titrabila si a
provocat o pierdere mare de antocieni si polifenoli. In timpul procesului de 12 ore, aproximativ
60% din antocieni si polifenoli s-au pierdut. Deshidratarea cu aer a scazut si mai mult cantitatea
de antocieni si polifenoli, cu o influenta negativd mai mare asupra antocienilor. Deshidratarea,
dupa concentrarea osmoticd, a produs cele mai mari diferente de culoare in comparatie cu proba-
martor. Tratarea cu ultrasunete de Tnalta frecventd a avut o influenta negativa asupra antocienilor
si polifenolilor. Cele mai mici valori ale activitatii antioxidante au fost obtinute in fructele
concentrate si deshidratate. Astfel, autorii au conchis cd temperatura inaltd in combinatie cu
concentratia ridicatd de zahar si disponibilitatea de oxigen a avut cea mai mare influentd negativa

asupra culorii si a proprietatilor antioxidante (antocieni si polifenoli) in afinele deshidratate [62].

Gazzani si colab. (1998) au studiat efectul temperaturii in sucurile de morcovi, conopida,
telina, vinete, usturoi, ciuperci, ceapa, tomate, cartofi, ardei gras galben si dovlecel (zucchini).
Diferite tratamente tehnologice au influentat in mod diferit activitatea antioxidanta, in functie de
tratamentul aplicat si produs. Astfel, fierberea timp de 30 min a scazut intr-o anumita masura
valorile activitdtii antioxidante 1n toate sucurile, dar in cazul tomatelor si telinei scaderea a fost
de mai mult de 50%. Congelarea a scazut putin (5-10%) activitatea antioxidantd in sucurile de
conopida, ciuperci, ceapd, cartof alb, ardei gras galben si dovlecel. A fost inregistrata o scadere
de 17% pentru rosii. O crestere minora (5%) a fost observata in cazul sucului de telina si usturoi,
pe cand in cazul vinetelor si morcovilor, cresterea a fost de 20% si 400%, respectiv. Liofilizarea
a determinat cresterea activitatii antioxidante in toate sucurile. Astfel, autorii au concluzionat ca
tratamentele ale caror scop este pastrarea pe durate lungi nu influenteazd in mod major
activitatea antioxidanta, pe cand tratamentele termice drastice duc cel mai des la scaderea acestui

parametru [29].

Cilla si colab. (2011) au analizat capacitatea antioxidanta, continutul de acid ascorbic si
continutul total de polifenoli, utilizind metodele ORAC si TEAC 1in opt bauturi din fructe care
contin struguri, portocale si caise, cu/fara fier si/sau zinc si cu/fara lapte adaugat. Autorii au
studiat, de asemenea, influenta depozitarii la rece (2-4°C) asupra produsului pe durata termenului
de valabilitate (135 de zile) si influenta digestiei gastrointestinale in vitro asupra capacitatii

antioxidante. Capacitatea antioxidanta a crescut semnificativ (p<0,05) la sfarsitul depozitarii
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(16,4% si 12,8% pentru ORAC si TEAC, respectiv) in toate bauturile, in timp ce continutul de
acid ascorbic a ramas stabil. Digestia in vitro a majorat valorile activitatii antioxidante, dar a
scazut concentratiile de polifenoli si acid ascorbic. Concluzia autorilor a constat in faptul ca
suplimentarea bauturilor din fructe cu lapte si/sau Fe/Zn nu a modificat capacitatea totala
antioxidanta a probelor in timpul depozitarii la rece sau a digestiei in vitro [63].

In studiul lui Pataro si colab. (2011) a fost investigat efectul prelucrarii ohmice asupra
calitatii si termenului de valabilitate a siropului de caise. Autorii au determinat ca continutul de
acid ascorbic a fost usor redus de tratamentul electrotermic [64].

Un alt studiu a fost realizat pentru a investiga efectul procesarii de inalta presiune (HPP)
la presiuni diferite (200, 400 si 600 MPa) si durata tratamentului (10 si 20 min.) asupra
populatiei microbiene, parametrilor fizico-chimici, compusilor bioactivi, activitatii antioxidante
totale si compusilor volatili in sucul de sparanghel verde, in comparatie cu tratamentul termic
(121°C/3 min.) si proba-martor (fara tratament). In toate tratamentele HPP s-au pastrat mai mult
acid ascorbic si rutin. Activitatea antioxidanta si continutul total de polifenoli au fost, de

asemenea, mai mari in cazul procesarii HPP decét in cazul tratamentul termic [65].

Laurari si colab. (1997) au studiat influenta temperaturii de uscare asupra stabilitatii
polifenolilor si activitatii antioxidante in pielitele de tescovina rosie. Autorii au determinat ca
temperaturile mai mari de 100°C au redus in mod semnificativ atdt cantitatile de polifenoli
extractibili, cat si activitatea antioxidanta. in plus, au fost semnalate si modificari de culoare
[66]. Studiul efectuat de Spigno si colab. (2007) a ardtat ca activitatea antioxidanta este corelata
cu concentratia totala a polifenolilor in cazul tescovinei, iar procesul de liofilizare nu afecteaza

compozitia si activitatea antioxidantd a extractelor din aceasta materie prima [44].

Choi si colab. (2006) au studiat influenta tratamentului termic asupra activitdtii
antioxidante totale si asupra diferitor compusi fenolici din extractul de ciuperci Shiitake. Autorii
au utilizat testele ABTS si DPPH pentru a evalua activitatea antioxidanta. Continutul de
polifenoli si activitatea antioxidanta din extracte au crescut odatd cu majorarea temperaturii de
incdlzire si a timpului. Rezultatele au ardtat cd tratamentul termic a Imbunatatit in mod
semnificativ activitatea antioxidanta totald in cazul extractului de ciuperci Shiitake [67]. Alti
autori au mai publicat rezultate privind cresterea activitatii antioxidante pe parcursul
tratamentelor termice ale tomatelor. In cazul acestui produs, autorii explici cresterea prin
marirea disponibilitatii licopinei [68].

Majoritatea studiilor existente se concentreaza pe evaluarea modificarii activitatii
antioxidante in fructele proaspete. Astfel, mai multi autori au studiat influenta duratei si
temperaturii de pdstrare asupra continutului de polifenoli si activitatii antioxidante in fructele

proaspete. De exemplu, Connor si colab. (2002) au demonstrat ca o crestere a activitatii
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antioxidante, continutului total de polifenoli si antocieni pot sa apara in timpul depozitarii la rece

a afinelor, aceste modificari fiind dependente de soi [69].

Studiul lui Cordenunsi si colab. (2005) asupra influentei temperaturii in timpul pastrarii
capsunilor a aratat ca temperaturile joase diminueaza continuturile de antocieni si vitamind C si

nu au influentd majora asupra concentratiilor de polifenoli totali, flavonoli si acid elagic [70].

Shin si colab. (2007) au studiat calitatile fizice si componentele antioxidante ale
capsunilor "Jewel" stocate in conditii de 75%, 85% sau 95% umiditate relativd (RH), la 0,5; 10 si
20°C, timp de 4 zile. Concentratia totala de polifenoli s-a pastrat cel mai bine in cazul stocarii la
20°C. In cazul tuturor temperaturilor studiate, continutul total de flavonoide din fructe nu s-a
schimbat in timp. Valorile maxime pentru activitatea antioxidantd au fost determinate in ziua a
treia, de asemenea, pentru toate temperaturile. Umiditatea relativa nu a avut nici un efect asupra

activitatii antioxidante [71].

Tipul antioxidantului, structura sa, cat si matricea produsului alimentar in care acesta
existd vor influenta stabilitatea in timpul tratamentelor tehnologice. In plus, digestia ce are loc in
tractul gastrointestinal poate imbunatati, de asemenea, proprietatile antioxidante in vivo ale

extractelor, dupa cum a demonstrat studiul lui Liyana-Pathirana si Shahidi [72].

Amestecarea si umplerea produsului poate afecta stabilitatea compusilor naturali care
sunt predispusi la modificari datorate nivelurilor crescute de oxigen. Oxigenul poate fi captat fie
in produs si/sau in spatiul superior al ambalajului. Lumina, de asemenea, este un factor
important. Carotenoidele, de exemplu, sunt foarte sensibile la actiunea ei. in cazul luminii,
trebuie studiata atat actiunea razelor solare, cat si cea a luminii din depozite sau spatii

comerciale, care poate fi diferita ca spectru si intensitate [33].

Cresterea activitatii antioxidante simultan cu descresterea continutului de polifenoli poate
fi atribuitd mai multor factori cum ar fi schimbarea starii de oxidare a polifenolilor ce conduce la

cresterea activitatii lor, formarea compusilor Maillard cu proprietati antioxidante [73, 74].

1.6. Metode de stabilizare a antioxidantilor si colorantilor naturali

In ultimii ani, produsele alimentare care contin aditivi sintetici sunt din ce in ce mai
evitate de cdtre consumatori, partial din cauza unei tendinte crescande de a evita produsele
alimentare care contin compusi artificiali [33]. In plus, costul ridicat al sintezei si producerii
aditivilor sintetici, cat si dezvoltarea rapidd a metodelor de obtinere a unor alternative naturale

fac improbabila dezvoltarea ulterioara a industriei aditivilor sintetici [75].
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In anul 2011, ,,Agentia pentru Standarde Alimentare” (Food Standards Agency) a
Regatului Marii Britanii si Irlandei de Nord a elaborat un ghid ce oferd informatii cu privire la
optiunile alternative pentru colorarea produselor alimentare si bauturilor care contin in prezent
una sau mai multe dintre asa-numitele sase culori Southampton, si anume, galben auriu FCF
(E110), galben de chinolind (E104), carmoizina (E122), rosu allura (E129), tartrazina (E102),
ponceau 4R (E124). Acesti aditivi au devenit un subiect controversat dupa publicarea rezultatelor
unui studiu ce afirma ca acesti compusi provoaca hiperactivitate la copii. Astfel, procesatorii de
produse alimentare deja evita utilizarea lor [75]. Exista o selectie de culori derivate din produse
naturale si alimente de colorat la dispozitia producatorilor care ar produce culori in acelasi
interval de rosu, portocaliu si galben. Din pécate, culorile derivate din surse naturale sunt mai
putin stabile decat culorile sintetice pe care le Inlocuiesc si, prin urmare, o intelegere a
proprietatilor si stabilitatii acestor culori este cruciald pentru inlocuirea cu succes a acestora [33].

In unele produse alimentare este foarte dificil a obtine culoarea doritd, in special daca
acestea au o durata de depozitare lungd, sunt incalzite si/sau expuse la lumina si oxigen. Este, de
asemenea, dificil a obtine o culoare atunci cand este necesara o potrivire exacta pentru culoarea
existentd. In ultimii ani, cercetitorii au studiat diferite metode de stabilizare a pigmentilor
naturali — clorofile, betaina, carotenoide, antocieni etc. [33]. Copigmentarea, complexarea cu
metale, stabilizare in diferite solutii, la diferite valori ale pH-ului sunt doar cateva dintre
metodele de stabilizare care au fost studiate in ultimii ani [76-81]. Studiile sugereaza ca
antocienii pot forma complecsi stabili copigment-metal-antocian cu ionii metalici, cum ar fi
nichelul, magneziul si calciul [82] si pot avea un efect sinergic cu alti antioxidanti prezenti in

mediu [83].

Este cunoscuta metoda descrisa de Guillotin si colab. (2009) de stabilizare a antocienilor
si a extractului de coacaza neagra prin addugarea unor fitocomponente extrase din mere [84].
Dezavantajul acestei metode constd in costul inalt de obtinere a fitocomponentelor din mere, care
pot contine glicozidaze ce provoaca pierderea stabilitatii culorii extractului.

Brevetul USA US4481226 A descrie un procedeu de stabilizare a extractului de tescovina
prin obtinerea unui extract cu solutie apoasd de etanol 25...75%, la temperatura sub 30°C.
Metoda include addugarea acidului tanic sub forma de galotanin hidrolizabil in raport 5...25%
din masa substantei uscate continutd in extractul obtinut, apoi recuperarea extractului prin
uscare-pulverizare pe dextrina in doua etape [85].

Klemchuk si Horng (1991) au studiat procesul de stabilizare utilizind antioxidanti si co-
aditivi de fosfor trivalent. Autorii au determinat cd dezvoltarea culorii in timpul utilizarii
articolelor polimerice care contin antioxidanti fenolici este atribuitda formarii produselor

chinoidale conjugate ca urmare a prinderii radicalilor de catre polifenoli [86].
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1.6.1. Copigmentarea ca metoda de stabilizare a compusilor coloranti naturali

Copigmentarea este indeosebi cunoscuta datoritd importantei sale la descrierea culorii
vinurilor rosii. Anume acest fenomen este responsabil pentru nuantele bordo caracteristice
vinurilor rosii, nuante ce sunt diferite de culoarea antocienilor cand acestia sunt prezenti singuri
intr-o solutie-model de vin. Copigmentarea se manifesta prin ameliorarea culorii vizibile datorita
formarii complecsilor dintre antocieni si cofactorii incolori [87]. Autorii descriu doua mecanisme

de copigmentare:

* interactiuni intramoleculare in care pigmentul (antocian) este legat covalent la copigment, de

obicel, prin reactii de acilare;

* interactiuni intermoleculare in care pigmentul si copigmentul interactioneaza prin intermediul

interactiunilor slabe p-p [78, 88, 89].

Aceste interactiuni stau la originea stabilizarii ionului flaviliu, modificand astfel nuanta si
intensitatea culorii care sunt insotite de cresteri ale absorbantei in domeniul vizibil (deplasare
hipercrom) si o schimbare a lungimii de unda la care are loc absorbtia maxima (deplasare
batocrom) [88]. Autorii sugereaza ca aceste reactii sunt primul pas spre legarea covalenta mai
stabild [90]. Complexele pigment-copigment adoptd o configuratie de tip sandwich, care
protejeaza cromoforul flaviliu de atacul nucleofil al apei, reducand aparitia formelor incolore
hemicetal si chalcone [78, 91]. Procesul de copigmentare este dependent de structura chimica a
copigmentului, concentratia acestuia, pH-ul si temperatura mediului. In general, se consideri ca
ionul flaviliu este principala specie coloratd care participa in procesul de copigmentare. Cu toate
acestea, unii autori sugereaza ca baza chinoidala este specia implicatd [78]. Compusii non-
fenolici, cum ar fi anumiti aminoacizi, vor avea un efect similar mai mic. Totusi majoritatea

copigmentilor studiati sunt compusii fenolici [89, 92].

In cercetarile lui Malaj si colab. (2013) acidul siringic a aritat cea mai mare contributie la
schimbadrile hipercrom si batocrom, urmat de acidul vanilic cu o usoara contributie mai mica si
de acidul p-cumaric care s-a dovedit a fi cel mai slab copigment studiat [88]. Noii pigmenti
formati vor avea culori diferite: pigmenti polimerici rosii (asocierea dintre antocieni si flavone),
piranoantocieni portocalii (antocieni si alte componente cum ar fi acidul piruvic, vinilfenolii sau
vinilflavanolii) si portizinele albastre (formate in urma ractiilor dintre aductii antocieni-acid

piruvic si flavonoli sau acizi hidroxicinamici) [89, 93].

Antocienii pot reactiona, de asemenea, cu molecule mici, care provin din metabolismul
drojdiei cum ar fi acetaldehida, acidul piruvic, acidul acetoacetic, fenolii vinilici si acizii fenolici

(acizii cumaric si cafeic), avand ca rezultat formarea de compusi care apartin familiei

35



piranoantocienilor. Acesti compusi sunt considerati partial responsabili pentru nuantele
portocalii observate in timpul maturarii si imbatranirii vinului [6]. In ultimii ani, mai multe
familii de compusi derivati ai piranoantocienilor, cu caracteristici cromatice neobisnuite, au fost
identificate in vinurile de Porto rosii, cum ar fi portizinele A si B, formate prin reactia
carboxipiranoantocienilor cu flavonele, mediata de acetaldehida si acizi fenolici (acizii cafeic,
cumaric, ferulic si sinapic). Portizinele A (vinilpiranoantocian-catechind) si B
(vinilpiranoantocian-fenol) au caracteristici spectroscopice interesante, rezultand intr-o culoare
albastruie in conditii acide [6]. Cu toate acestea, recent, cercetarea lui Lambert si colab. (2011) a
aratat ca autoasocierea malvidin-3-glicozidei este mai importanta decat copigmentarea pentru
vinurile rosii tinere. In cadrul studiului respectiv, cel mai eficient copigment a fost quercetina, in
timp ce acidul cafeic si catechina s-au dovedit a fi copigmenti slabi [89]. Recent, cercetatorii din
cadrul unor companii de producere a colorantilor alimentari au lansat ideea cd pe langa
copigmentarea intramoleculara, copigmentarea intermoleculard cu acizi fenolici ar putea sa

contribuie la stabilizarea culorii [94].

1.6.2. Stabilizarea polifenolilor prin incapsulare inainte de folosirea in produsele alimentare
Unii antioxidanti precum anumite clase de polifenoli sunt sensibili la actiunea
temperaturii si luminii. In plus, in cazul in care acesti compusi ce urmeaza a fi utilizati in calitate
de antioxidanti sau coloranti nu au fost extrasi selectiv, ei vor exista In amestec cu alte substante
ce ar putea avea o aroma diferitd. Aceastd aroma va fi transferatd in produs iIn momentul cand
este adaugat extractul [33]. Biodisponibilitatea lor redusa este o altd problema, iar majoritatea au
gust astringent si amar [95]. In acelasi timp, administrarea simultani a cAtorva compusi bioactivi
poate rezulta in efecte sinergistice benefice pentru sanatate [96]. In acest caz, incapsularea este o
optiune viabild. Pana in prezent, in literatura de specialitate au fost descrise mai multe metode de
incapsulare, iar unele dintre ele au fost aplicate cu succes asupra polifenolilor din plante [95].
Microincapsularea oferad si mai multe avantaje, protejand polifenolii de oxidare sau conditii acide
[33]. Munin si Edwards-Levy (2011) au sintetizat informatia despre metodele de incapsulare,
clasificandu-le in metode fizice, metode fizico-chimice, metode chimice si alte metode conexe

stabilizarii. Astfel, au fost descrise uscarea prin pulverizare, coacervarea, complexarea prin

incluziune, cocristalizarea, nanoincapsularea, liofilizarea si emulsificarea etc. [95, 97].

Proteinele pot avea un rol crucial in procesul de incapsulare, protectie si introducere a
compusilor bioctivi in alimentele functionale. Acestea au proprietatea de a forma complecsi
proteine-ligand, protejand compusul complexat de oxidare si degradare. B-lactoglobulina este o
proteina ce manifestd afinitate pentru multi compusi bioactivi cum ar fi acizii grasi, vitaminele si

polifenolii [96]. Gelatina, o altad proteind utilizatd in industria alimentara, are proprietati
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interesante de gelificare si un cost scazut, iar testele privind incapsularea au demonstrat o retentie
excelentd a activitatii antioxidante [98]. La incaspularea polifenolilor din rodie (Punica
granatum), inainte de aditia acestora in iaurt, au fost folosite maltodextrina si izolatele proteice
din soia [99]. Au fost studiati si alti compusi. De exemplu, Trifkovic si colab. (2014) au utilizat

chitosanul 1a incapsularea polifenolilor din cimbru (Thymus serpyllum L.) [100].

1.6.3. Separarea polifenolilor utilizind microspuma coloidala (CGA - colloidal gas aphrons)
Microspuma coloidald sau CGA (colloidal gas aphrons) reprezinta microbule (10-120
um) de gaz care formeaza un sistem dinamic ce trece prin schimbari continue ce rezultd din
spargerea bulelor, coalescenta, disproportionare etc. Aceste sisteme dinamice sunt generate prin
agitarea intensd a unei solutii de surfactant la viteze inalte (>8000 min™) [101]. Microbulele
microspumei coloidale se deosebesc de cele ale spumelor conventionale prin faptul ca sunt
incapsulate in mai multe invelisuri (figura 1.6). Termenul ,.coloidal” a fost folosit datorita

dimensiunii mici a bulelor, cu toate ca aceasta nu este in domeniul coloizilor (diametru: 10-100

um) [102].
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Fig. 1.6. Structura propusa pentru microspuma coloidala [102]

Datorita structurii sale, microspuma coloidala se caracterizeaza prin suprafata de interfaza
mare, stabilitate Tnalta, fluiditate semnificativa, se separa usor de faza lichida. Structura explica,
de asemenea, stabilitatea marita in comparatie cu spumele conventionale [103]. In ultimii ani, au
fost descrise proprietitile fizice ale mai multor tipuri de microspume coloidale (in functie de
surfactantul utilizat). Aceasta permite identificarea mai multor aplicari, cele mai multe

reprezentand procese de separare si purificare [102].
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Domenii de aplicare ale microspumei coloidale includ flotatia pentru recuperarea

produselor biologice si non biologice cum ar fi:

o flotatia celulelor microbiene;
e separarea proteinelor;
e sporirea transferului de oxigen;

e bioremedierea [103].

in tabelul 1.3 sunt prezentate mai multe domenii de aplicare ale microspumei coloidale,

cat si surfactantii utilizati pentru producerea acesteia.

Tabelul 1.3. Domenii de aplicare a microspumei coloidale (abrevieri: ¢ - cationic, a - anionic, ni
—non ionic) [102]

Proces Surfactant

Extractia in doua faze a enzimelor in | CTAB (c), LAEO (ni), SDBS (a)

mediul apos

Limpezirea suspensiilor AOT (a), BDHA (c), Lux@flakes (ni)

Limpezirea suspensiilor de levuri SDBS (a), BDHA (c), CPC (c), CTAC (c), DTAC (c),
SDBS (a), SDS (a)

Sporirea transferului de masa in Tween 20 (ni), CPC (c), Triton X-100 (ni), SDBS (a)

bioreactoare

Imbunatitirea transportului de SDBS (a)

bacterii prin matricea de sol

Flotatia algelor monocelulare Arquad C-50 (c)

Separarea lizozimului AOT (a)

Separarea proteinelor, AOT (a), CTAB (c), Triton X-100 (ni)

antioxidantilor, polifenolilor

In ceea ce priveste utilizarea in biotehnologiile din industria alimentar, microspuma
coloidala poate fi aplicatd la separarea, respectiv purificarea sau concentrarea diferitor
nutrimente si/sau compusi bioactivi cum ar fi proteinele, antioxidantii etc. [102]. Cu toate
acestea, pana in prezent a fost caracterizat un numar mic de surfactanti, dar tipul surfactantului,
structura moleculei de separat, cat si alti factori cum ar fi concentratia molara a surfactantului,
forta ionica si pH-ul sunt importanti pentru optimizarea domeniilor de aplicare [101, 102, 104].

O alta problema a utilizarii microspumei coloidale este separarea surfactantului utilizat pentru
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generarea spumei dupd proces. O solutie posibild este eliminarea necesitdtii de separare prin

utilizarea unor surfactanti care constituie ei insisi ingrediente alimentare [101].

O serie de studii privind separarea antioxidantilor au aratat cd microspuma coloidala are
potential imens. Astfel, aceste sisteme au fost utilizate pentru separarea acidului galic,

astaxantinei, carotenoidelor si polifenolilor din tescovina [101, 104, 105].

1.7. Utilizarea extractelor vegetale horticole in rol de aditivi tehnologici

Utilizarea ingredientelor naturale in calitate de aditivi alimentari devine tot mai populara
in intreaga industrie alimentara, simultan cu dorinta de a reduce costurile de fabricatie. Datorita
acestei tendinte, producatorii de coloranti isi extind in mod continuu portofoliul de produse
[106]. Necesitatea de coloranti si antioxidanti alimentari de origine naturald pentru industria
alimentara sporeste cererea de extracte naturale. Aceastd necesitate este dictatd atdt de cererea
consumatorilor pentru produsele fara aditivi sintetici, dar si din cauza efectelor toxicologice si

potentialului cancerigen al unor antioxidanti (BHT, BHA) si coloranti sintetici [44].

Mai multe studii au demonstrat ca diferite pomusoare si unele deseuri vegetale sunt 0
sursa de coloranti naturali, n acelasi timp, fiind candidati pentru interventii dietetice atunci cand
vine vorba de atenuarea inflamatiei cronice. Ele ar putea inlocui, de asemenea, antioxidantii
sintetici in alimente si cosmetice [107]. Polifenolii din aceste surse reprezinta o sursa valoroasa
de compusi bioactivi care pot fi utilizati in diferite formuldri farmaceutice, nutraceutice si
alimentare. Traditional, extractele antioxidante naturale sunt destinate pentru uz medical, insad
din cauza numeroaselor incertitudini legate de biodisponibilitatea acestora, utilizarea lor in
alimente este mai promitatoare [5], unde pot fi utilizati ca antioxidanti, coloranti si agenti

antimicrobieni [6].

In procesul de vinificatie, in jur de 25% din masa strugurilor devin deseuri care ulterior
sunt compostate si reintroduse in vii [108], iar polifenolii prezenti in struguri raman in deseurile

respective dupa prelucrare si pot fi utilizati in noi produse alimentare [41].

Estevez si colab. (2006) au evaluat efectul antioxidant al doua uleiuri vegetale esentiale —
de salvie si de rozmarin si cel al unui antioxidant sintetic (BHT) in timpul stocarii paté-ului de
porc in conditii de refrigerare (4°C/90 zile). Produsele fard adaos de antioxidanti au fost folosite
in calitate de probe-martor. Oxidarea proteinelor, modificarea hemului (HI) si concentratiile de
fier non hemic (NHI) au fost determinate in toate paté-urile. In plus, au fost analizate culoarea si
caracteristicile de textura in zilele 0, 30, 60 si 90 de depozitare refrigerata. Cantitatea de
carbonili proveniti din oxidarea proteinelor a crescut semnificativ (p <0,05) in timpul depozitarii

refrigerate, iar aceastd crestere a fost semnificativ mai mare in probele-martor comparativ cu
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probele tratate. Antioxidantii au protejat cu succes moleculele hem de degradare si au inhibat
semnificativ cresterea cantitdtilor de fier non hemic. Adaosul de ulei esential de rozmarin a redus
semnificativ duritatea paté-urilor de ficat. Autorii au ajuns la concluzia ca uleiurile de salvie si
rozmarin manifesta proprietati antioxidante similare cu cele ale BHT care denotad caracterul

adecvat al acestora ca alternative pentru antioxidantii sintetici [109].

A fost efectuat un studiu pe chiftelele de carne de vita cu adaos de antioxidanti naturali -
boia de ardei iute, ardei gras rosu, pasta de tomate bogata in licopind (LRTP) si extract de tomate
bogat in licopind (Lyc-O-Mato™). Produsele au fost ambalate in atmosferda modificata, iar
stabilitatea acestora a fost evaluata in timpul depozitarii la 2 + 1°C. Autorii au evaluat parametrii
CIEa*, metmioglobina la suprafatd, TBARS, numarul de bacterii psihrotrofe, modificarile
senzoriale de miros si culoare. Rezultatele au demonstrat ca adaugarea de ardei (dulce si iute) in
chiftelele din carne de vita a intarziat si a inhibat semnificativ (p<0,05) atit oxidarea mioglobinei
st lipidelor, cat si cresterea bacteriilor psihrotrofe. Potrivit rezultatelor instrumentale si senzoriale
pentru culoarea si aroma carnii, perioada de valabilitate a chiftelelor a fost extinsa de la cca 4
pana la cca 16 zile. Adaugarea produselor de tomate imbogatite cu licopina nu a fost la fel de
eficace ca adaosul de ardei, desi a exercitat actiune antioxidanta, in functie de concentratia de
licopina. Aceste adaosuri au prelungit termenul de pastrare a chiftelelor cu 8-12 zile [110].

Ladron de Guevara si colab. (2002) au analizat efectul adaugarii extractelor de rozmarin
si tocoferol, doi antioxidanti naturali, asupra stabilitatii culorii boielei depozitate la diferite
temperaturi si valori ale umiditatii relative. Antioxidantii au demonstrat un efect protector clar
asupra stabilitatii culorii in toate conditiile testate. A fost constatat un efect sinergistic al ambilor

antioxidanti la temperaturi cuprinse intre 25°C si 40°C [111].

Intr-un alt studiu, uleiul de rapiti a fost suplimentat cu extracte fenolice din scorus
(Sorbus aucuparia) si mar-paduret siberian (Malus baccata). Rezultatele activitatii antiradicalice
st a celel antioxidante au demostrat cd extractele naturale sunt mai eficiente decat antioxidantul

sintetic butilat de hidroxitoluen (BHT) si pot constitui a alternativd a antioxidantilor sintetici in

1.8. Concluzii la capitolul 1

Termenul ,antioxidant” desemneaza simultan aditivi tehnologici si substante cu rol
functional pentru organismul uman. In sursele naturale sunt prezenti multi compusi precum
polifenolii, carotenoidele etc., iar cercetatorii incearca sa inlocuiasca aditivii sintetiCi Cu aceste
substante datoritd cresterii cerintelor consumatorilor fatd de produsele alimentare. in plus, multe
dintre aceste substante pot juca un rol tehnologic dublu: coloranti si antioxidanti. Totusi,
compusii din surse naturale au stabilitate limitata, de aceea in timpul utilizarii ultimelor in
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formulérile alimentare trebuie luate in considerare conditiile tehnologice optime. Prezenta
oxigenului si a luminii, temperatura si durata de expunere, pH-ul si unii ioni sunt factori-cheie de
conservare a potentialului antioxidant si culorii. Alte limitari ale utilizarii compusilor de origine
naturald sunt prezenta altor compusi in amestec cu acestia, capabili sa influenteze proprietatile
lor senzoriale. Solutii potentiale pentru aceste probleme sunt tehnologiile inovative precum
incapsularea si separarea, folosind microspuma coloidala. Astfel, o caracterizare completa a
compozitiei extractului poate oferi explicatii privind modificarea activititii antioxidante dupa
diferite tratamente si in diferite conditii. Inlocuirea aditivilor sintetici cu extracte naturale nu este
intotdeauna un proces simplu, reprezentand o problema de cercetare actuald. Acest proces
necesita elaborarea unor procedee in care s-ar tine cont de substantele bioactive prezente in
extract, de matricea alimentard in care acestea urmeaza a fi introduse, pH si de procedeele

tehnologice ulterioare.

Scopul prezentei lucriri constd in identificarea regimurilor tehnologice
operationale (tratamente termice, temperaturi de pastrare, factori de compozitie a
sistemelor alimentare) pentru mentinerea potentialului antioxidant si culorii extractelor

hidroalcoolice de compusi biologic activi din tescovina de struguri si fructele de padure.

Obiectivele operationale ale tezei sunt:

e Determinarea concentratiei diferitor clase de compusi antioxidanti in extractele de
tescovind, aronie, paducel, scorus, catind alba si maces si caracterizarea
instrumentala a culorii. Este necesar a demonstra ca materiile prime utilizate sunt intr-
adevar o sursa de antioxidanti, iar culoarea lor prezintd interes pentru procesatorii de
alimente si consumatori. In plus, datele despre compozitia extractelor pot fi folosite la
explicatia proprietatilor tehnologice si functionale ale acestora.

e Determinarea evolutiei activitatii antioxidante si a parametrilor de culoare pe
parcursul diferitor tratamente termice si temperaturi de pastrare. Astfel, vor fi
facuti primii pasi spre identificarea proceselor de fabricare in cadrul carora ar putea avea
loc degradarea compusilor bioactivi.

e Cercetarea evolutiei activitatii antioxidante si a parametrilor de culoare in diferite
medii (pH, forta ionicd). Dupd cum a fost mentionat mai sus, pH-ul si prezenta altor
ioni pot afecta proprietatile functionale ale compusilor antioxidanti si coloranti. Astfel,
este necesara cercetarea stabilitatii activitdtii antioxidante si culorii la diferite valori ale
pH-ului si in prezenta unor sdruri, in diferite concentratii utilizate cel mai des la

procesarea alimentelor.

41



Cercetarea copigmentarii cu acizii galic si tanic in scopul determinarii daca acest
proces poate fi utilizat pentru stabilizarea proprietatilor colorante ale extractelor
vegetale horticole.

Cercetarea procesului de nanoincapsulare in f-lactoglobulind asupra activitatii
antioxidante a extractului de tescovina si stabilitatii acesteia la pastrare. Acest
proces ar putea extinde in timp activitatea antioxidanta, atenuand in acelasi timp unele
caracteristici senzoriale indezirabile (gustul amar si astringent) ale unor compusi
antioxidanti cum ar fi polifenolii.

Cercetarea procesului de separare a fractiilor de compusi antioxidanti, utilizind
microspuma coloidala. Acest proces are potentialul de a separa compusii cu activitate
antioxidanta sporita, marind astfel activitatea extractului inainte de utilizare in produsele

alimentare.
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2. MATERIALE ST METODE DE CERCETARE

2.1. Materii prime

Au fost selectate materii prime cu un continut inalt de polifenoli, deci care manifesta si o
activitate antioxidantd considerabila. Astfel, iIn urma analizei expuse in capitolul 1, au fost
utilizate aronia (Aronia melanocarpa), macesul (Rosa canina), catina alba (Hippophae
rhamnoides), scorusul (Sorbus aucuparia), paducelul (Crataegus monogyna) si tescovina (Vitis
vinifera) din soiuri rosii obtinute de pe plantatiile din sudul tarii. Toate materiile prime provin

din Republica Moldova. Antioxidantii acestor materii prime sunt totalizati in tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Date privind continutul de antioxidanti in materiile prime horticole utilizate

pentru obtinerea extractelor

Materia prima | Antioxidantii prezenti Referinta
Aronie Polifenoli [113]
Maces Polifenoli, vitamina C, carotenoide [114]
Catina alba Vitamina E, vitamina C, carotenoide, polifenoli [51, 53]
Scorus Polifenoli totali, carotenoide [56, 57]
Paducel Polifenoli totali, carotenoide [58]
Tescovina Polifenoli totali [43]

2.2. Obtinerea extractelor

Tescovina si pomusoarele folosite pentru a obtine extractele au fost uscate la temperatura
de pana la 65°C, maruntite pand la starea de pulbere si cernute. Extractia a fost efectuatd in
solutie etanolica 50% vol. in raport (1g:10 mL solvent), cu agitare continua timp de 30 minute la
temperatura camerei. Pentru selectarea procedurii de extractic si a hidromodulului, au fost
utilizate rezultatele cercetdrilor din proiectul ,,Substituirea aditivilor alimentari sintetici cu

componenti bioactivi extrasi din resurse naturale regenerabile”.
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2.3. Alte materiale folosite pentru experimente

Tabelul 2.2. Reactivii utilizati pentru efectuarea experientelor

Reactivul Producatorul Tara de origine
ABTS Alfa Aesar Germania
Reactivul Folin-Ciocalteu Merck Germania
(+) - catechina 98% Sigma Germania
Morin hidratul Sigma Germania
Acidul elagic (>95%) Sigma Germania
Acidul meta-hidroxibenzoic Sigma Germania
Quercetina Sigma Germania
Acidul cafeic Sigma Germania
(+) - trihidrat rutinul Sigma Germania
Acidul siringic Sigma Germania
Acidul ferulic Sigma Germania
Acidul galic (98%) Sigma Germania
Acidul protocatehic Sigma Germania
Acidul gentisic Sigma Germania
Acidul p-hidroxibenzoic Sigma Germania
Acidul salicilic (99.9%) Sigma Germania
Acidul para-cumaric Sigma Germania
Acidul D (-) - chinic 98% Alfa Aesar Germania
Acidul sinapic (98%) Alfa Aesar Germania
Metil 4-hidroxi-3-Metoxicinamatul (99%) Alfa Aesar Germania
Procianidina B1 Extrasynthese Franta
Procianidina B2 Extrasynthese Franta
Polidatina Extrasynthese Franta
Hiperozida Extrasynthese Franta
Trans-resveratrolul TCI Europa Belgia
Acetonitrilul Merck Germania
Quercetina (> 95%) Sigma-Aldrich India
Tween 20 Sigma Aldrich SUA
B-lactoglobulina Sigma Aldrich SUA

Toate determinarile spectrofotometrice au fost realizate, utilizdnd spectrofotometrul

Specord 200 Plus Analytic Jena (Germania).
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2.4. Metode de studiu a influentei temperaturii, pH-ului si fortei ionice asupra

activitatii antioxidante si parametrilor de culoare

2.4.1. Schema experimentului privind efectul procedeelor tehnologice

/.\‘F”.U"P.W!\’!—‘ \

Compozitia si caracterizarea extractelor

Activitatea antioxidanta prin metoda ABTS
Continutul total de polifenoli si flavonoide prin metoda Folin-Ciocélteu
Continutul total de polifenoli prin masurarea absorbantei la 280 nm
Continutul de antocieni prin diferenta de pH
Continutul total de acizi cinamici si de flavonoli
Parametrii de culoare (CIELab)

Identificarea polifenolilor prin HPLC

~

/

Extractia din aronie, catina alba, maces, scorus, paducel si tescovina
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Fig. 2.1. Schema experimentului privind efectul procedeelor tehnologice
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2.4.2. Studiul influentei fortei ionice

Au fost adaugate trei saruri diferite, si anume, NaCl, CaCl, si KNOj3 in urmatoarele
concentratii: 0,001 M; 0,01 M si 0,1 M la extractele proaspat pregatite. Extractele au fost apoi
depozitate la t=4°C timp de 12 ore, dupa care au fost mdsurate activitatea antioxidantd si

parametrii de culoare (CIELab). Parametrul (A-Ag)/Ao a fost de asemenea calculat.

2.4.3. Studiul influentei pH-ului
Extractele proaspat pregatite au fost aduse la urmatoarele valori ale pH-ului: 2,540,2;
3,6+0,2; 5,5+0,2; 7,44+0,2, si 8,5+0,2, utilizand pH-metrul, iar apoi depozitate la t=4°C timp de

12 ore. Ulterior, au fost determinate activitatea antioxidanta si parametrii de culoare (CIELab).

2.4.4. Studiul influentei temperaturii

Pentru a studia influenta temperaturii asupra activitdtii antioxidante si parametrilor de
culoare, extractele au fost supuse urmatoarelor regimuri termice: -2°C timp de 12 ore; 4°C timp
de 12 ore; 40°C timp de 15 minute, 60°C timp de 15 minute, 80°C timp de 15 minute si 100°C
timp de 2 minute, dupa care au fost determinate activitatea antioxidantd si parametrii de culoare
(CIELab). Trei seturi de extracte au fost pastrate timp de 2 saptdmani la -2°C; 4°C si 25-30°C,

dupa care parametrii mentionati mai sus au fost masurati din nou.

2.5. Stabilizarea extractelor horticole prin copigmentare, incapsulare si separare

2.5.1. Copigmentarea

In 2 loturi ale extractului au fost adaugati acid galic si acid tanic in concentratii diferite, si
anume: 100 mg/L; 200 mg/L; 400 mg/L. desemnate ca GA100, TA100, GA200, TA200, si
GA400, TA400, respectiv, pentru a cerceta capacitdtile de copigmenti ale acestor acizi.
Extractele au fost stocate timp de 7 saptamani la t=4°C, in intuneric. Tabelul 2.3 prezinta

concentratiile molare pentru fiecare copigment.

Tabelul 2.3. Concentratiile masica si molard ale copigmentilor addugati

Copigment Concentratie, mg/L Concentratie molara, mol/L
Acid galic 100 5,88 * 10™
Acid galic 200 1,17 * 10°
Acid galic 400 2,40 * 10™
Acid tanic 100 5,88 * 10™
Acid tanic 200 1,18 * 10™
Acid tanic 400 2,35 * 10™
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Spectrele tuturor amestecurilor au fost colectate pentru determinarea parametrilor de
culoare (CIELab). in plus, a fost masurati si activitatea antioxidanta. Solutiile au fost depozitate
la temperatura de 4+1°C si testate in fiecare saptdmand in primele 4 saptdmani si la sfarsitul
saptamanii a 7-a. Comportamentul fiecarui cuplu pigment/copigment a fost examinat la A = 520
nm, conform recomandarilor lui Malaj si colab. (2013) si Gonzalez-Manzano si colab. (2009)
[78, 88]. Spectrele de absorbtie au fost colectate in intervalul 380-780 ca in cazul CIELab
parametri determinare. Paramentrul (A-Ap)/Ao a fost calculat conform ecuatiei:

A—4Ay
Ao

x 100 2.1)

si exprimat ca procent in scopul de a evalua copigmentarea, unde: A-absorbtia dupa adaugarea

copigmentului, Ag - absorbtia extractului in absenta copigmentului, ambele la A = 520.

2.5.2. Incapsularea

2.5.2.1. Prepararea solutiei de f-lactoglobulina

Pentru a prepara solutia-stoc de 0,2% m/m, pulberea de B-lactoglobulina se disperseaza in
apa deionizata intr-un balon cotat de 50 mL. Apoi solutia se amesteca cu ajutorul agitatorului
magnetic timp de aproximativ doud ore, la temperatura camerei. Aceastd solutie-stoc este
depozitata intr-o eprubeta Falcon (VWR International, 525-0403, SUA) de 50 mL in frigider la
aproximativ 4°C timp de o noapte intreaga pentru a finaliza hidratarea. Se adauga 200 ppm azida
de sodiu pentru a preveni dezvoltarea bacteriilor. Se adauga 5 mL de solutie de B-lactoglobulina
intr-o eprubeta Falcon (VWR International, 5250401, SUA) de 15 mL si pH-ul initial al probei
este masurat atunci cand temperatura atinge temperatura camerei. Apoi pH-ul probei este ajustat
la 6,0 cu ajutorul unui pH-metru (Mettler Toledo, Elvetia), utilizand solutiile de HCI 0,1 M si
NaOH 0,1 M. Ulterior, 5 mL de solutie se tin intr-o baie de apa la 65°C timp de 10 minute, ca
etapa de preincalzire. Temperatura solutiei de probd se masoara si se Inregistreaza la sfarsitul
etapei de princalzire. Baia de apa este incélzita pana la 75°C, inregistrandu-se timpul necesar
pentru atingerea temperaturii respective. Apoi proba este incubata la 75°C timp de 15 minute, iar
temperatura solutiei este inregistratd la sfarsitul incubarii. Dupa aceasta, proba este plasatad intr-0

baie de gheata timp de 10 minute pentru a termina incubarea.

2.5.2.2. Incapsularea polifenolilor din extractele de tescovind
Extractul de tescovina cu diferite concentratii (masa/volum) se adauga la solutia de B-
lacoglobulind. Dupa adaugarea extractului si ajustarea pH-ului, solutia se trateazd cum a fost

descris in punctul 2.5.2.1 cu scopul de a obtine microparticule.
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2.5.2.3. Schema experimentului privind incapsularea

Pregatirea si caracterizarea extractelor

polifenolice

Polifenoli totali
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Acizi cinamici
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1. Polifenoli totali 1. Polifenoli totali
2. Antocieni 2. Antocieni
3. Acizi cinamici 3. Acizi cinamici
4. Flavonoli totali 4. Flavonoli totali
5. Activitate antioxidanta 5. Activitate antioxidanta

Fig. 2.2. Schema experimentului privind incapsularea polifenolilor din extractul de tescovina

48



2.5.2.4. Masurarea dimensiunii particulelor prin metoda difuziei dinamice a luminii (Dynamic
Light Scattering)

Dimensiunea nanoparticulelor poate fi masuratd prin determinarea diametrului Z-mediu
hidrodinamic, utilizand diferite tehnici dinamice de dispersie a luminii cu ajutorul aparatului
Zetasizer Nano Z (Malvern Instruments Inc., Malvern, Marea Britanie) la 25,0+0,1°C (5
masuratori pentru fiecare proba). Metoda DLS (cunoscuta ca si PCS — Photon Correlation
Spectroscopy) masoard miscarea browniand si o asociaza cu dimensiunea particulelor.
Presupunand cd toate particulele sunt sferice, ecuatia Stokes-Einstein este folosita pentru a
calcula intensitatea luminii dispersate de nanoparticuld pentru a obtine Z mediu. Indicele de
refractie al B-lactoglobulinei este considerat 1,45 cu dispersant mediu, 1,33. Probele sunt filtrate
prin unitatea de filtrare cu pori de 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech, Germania) inainte de
fiecare masurare pentru a preveni interferentele accidentale provocate de particulele de praf care

vor afecta rezultatul determinarii.

Majoritatea undelor de lumina trec

Sursa laser fara a fi difuzate

Intensitatea

Detector ‘>
N\ medie

Fig. 2.3. Schema determinarii dimensiunilor nanoparticulelor prin metoda difuziei dinamice a
luminii [115]

2.5.2.5. Eficienta incapsularii

Polifenolii  incapsulati au fost separati de polifenolii liberi prin membrane de
ultrafiltrare 50 kDa MWCO, Vivaspin® 20 (Sartorius Stedim201 Biotech, Germania), folosind
simultan centrifugarea. Au fost centrifugati 5 mL de proba la 3000 min™ pana cand a fost
posibila recuperarea a 1 mL de retentat. Atat retentatul, cat si permeatul au fost recuperati si
utilizati pentru determinarea ulterioara a continutului total de polifenol, flavonoli, acizi

cinamici, continut de antocieni si activitatea antioxidanta. A fost aplicat bilantul de masa pentru
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a determina cantitatea de polifenoli captati in nanoparticula de B-lactoglobulind. Eficienta

incapsuldrii (R%, din eng. Retention) compusului a fost calculata in baza urmatoarei ecuatii:

R% = (masa de compus captatd) / (masa initiald de compus) X 100% (2.2)

2.5.3. Separarea polifenolilor folosind microspuma coloidald

Pentru experimente a fost utilizat extractul etanolic de aronie (Aronia melanocarpa).
Extractul a fost obtinut prin extractia din 10 g de pulbere de aronie (Aronia melanocarpa) uscata
pulbere in 100 mL solutie de etanol 50% vol. Extractul obtinut a fost depozitat la 4°C timp de o
zi inainte de separare si de efectuare a determindrilor. Microspuma coloidald a fost generata prin
agitarea unei solutii de surfactant la 8000 min™ cu mixerul Silverson (Marea Britanie) timp de 5
min. Solutia de Tween 20, 10 mmol/L a fost utilizatd ca surfactant. Separarea a fost efectauta
intr-o coloana de flotatie (diametrul interior - 0,25 m, inaltimea totald - 0,4 m). 60 mL din proba
de extract si microspuma generata din 400 mL din solutia initialda de surfactant sunt pompate in
coloana cu ajutorul unei pompe peristaltice. Debitul volumetric este reglat astfel incat timpul de
amestecare sa fie 3,5-4 min. Dupa ce coloana este umpluta, amestecul este lasat sa stea timp de 4
min. inainte de pomparea fazelor lichida si spuma. Au fost evaluate volumele fazei lichide
separate (VLP) si fazei spuma colapsate (VAP). Recuperarea in % a unui anumit compus y in
faza-spuma (Rey) se calculeaza pe baza diferentei dintre valoarea totald y in extractul initial

(My/extract ) $1 cantitatea de compus y masuratd in faza lichida separatd (My iichig):

_ My/spum a My/extract _My/lichid (2 3)
ey My/extract My/lichid .
unde: My/extract — cantitatea de compus y in extractul initial;

My /lichid — cantitatea de compus y in faza lichida separata;
My/spums — cantitatea de compus y in faza-spuma.

Factorul de separare (SF) se calculeazd pentru a determina afinitatea aproximativa a unui
compus in faza-spuma comparativ cu afinitatea pentru faza lichida, bazatd pe concentratiile

compusului y in spuma si in faza lichida (CAPy si CLPy) datd de ecuatia:

SF = CAP, / CLP, (2.4)

unde: SF — factor de separare;
CAPy — concentratia compusului y in faza-spuma;

CLPy — concentratia compusului in faza lichida.
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Dupa separare si colapsul fazei-spuma, au fost determinate activitatea antioxidanta,
continutul de polifenoli totali, antocieni, acizi cinamici si flavonoli in extractul initial, faza

lichida si faza-spuma.

8000 rpm

a b l c d

I | — l
CGA

a - formarea spumei folosind agitatorul Silverson; b — transferul microspumei create in solutia de

Faza aphron

=
=

Faza lichida

Magnet A —
Solutie de separat Amestec gaz-solutie trends in Biotechnology

separat; c-formarea amestecului gaz-solutie; d — separarea fazelor spuma (aphron) si lichida

Fig. 2.4. Diagrama procesului de formare a microspumei coloidale si separare a proteinelor [102]

Fig. 2.5. Instalatia utilizata pentru separarea polifenolilor folosind microspuma coloidala in

laboratorul Universitatii din Reading (Imagine: arhiva personala)
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2.6. Metode analitice folosite la determinarea compozitiei polifenolice, activitatii

antioxidante si parametrilor de culoare (CIELab)

2.6.1. Activitatea antioxidanta prin reactia cu radicalul-cation ABTS

Activitatea antioxidantd a extractelor a fost evaluata prin testul cu radicalul-cation ABTS.
Metoda se bazeaza pe capacitatea antioxidantilor de a scadea absorbanta sa la A=734 nm [116].
ABTS se dizolva in apa in concentratia de 7 mM. Ulterior, radicalul-cation ABTS se obtine prin
reactia solutiei-stoc de ABTS cu persulfat de potasiu de 2,45 mM si lasarea amestecului sa stea
in intuneric la temperatura camerei timp de 12-16 ore inainte de utilizare. Inainte de efectuarea
analizelor solutia de radicali ABTS se dilueaza pana la absorbanta de 0,70 (+ 0,02) la 734 nm si
se echilibreaza la 30°C. Solutiile probelor sunt diluate astfel incat sd producd o inhibitie a
radicalului cuprinsa intre 20% -80% din absorbanta probei-martor, dupa introducerea unui alicot
de 20 pL. Dupa adaugarea a 2,0 mL de solutie diluata de radical ABTS la 20 pL de compusi
antioxidanti, absorbanta este masuratd la 30°C exact intre minutele 1-6 amestecarea initiala,
folosind etanolul ca referinta [116]. Rezultatele au fost exprimate ca mmol trolox echivalent
(mmol TE/L), fiind calculate utilizind curba de etalonare cu trolox (0-2000 pL; R?=0,9974;
y=0,000x+0,001, pentru calculul in mmol y=0,306x+0,001).

0,7
=0,000306x + 0,001
0,6 Y 7= b2
R*=0,997

0,5
0,3 /

0,2

0 0/ : : : : .

0 500 1000 1500 2000 2500

Absorbanta

umol trolox

Fig. 2.6. Curba de etalonare cu trolox pentru determinarea activitatii antioxidante prin

interactiunea cu radicalul-cation ABTS

2.6.2. Activitatea antioxidantd prin reactia cu radicalul DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
Potrivit lui Alam si colab. (2013), in prezent, cel mai des este utilizata metoda DPPH

[117]. Ea ofera avantaje importante deoarece, folosindu-se un radical stabil anume DPPH, nu

sunt necesare etape prealabile pentru pregatirea si stabilizarea radicalului, ca in cazul metodei cu

radicalul-cation ABTS.
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Solutia-stoc de DPPH a fost pregatitd diluand 0,0237 g de DPPH 1in etanol 96% volum.
Solutia-stoc a fost pastrata la t=4°C. Pentru pregatirea solutiei de lucru, solutia-stoc a fost diluata
cu etanol (96% vol.) pana la absorbanta 0,6-0,7. Pentru determinarea activitatii antioxidante,
3900 pL de solutie etanolicda de DPPH au fost prelevate intr-o fiold acoperita cu staniol pentru
minimizarea contactului cu lumina, au fost adiugati 100 uL de proba. Intregul amestec a fost
agitat intens si lasat la intuneric timp de 30 min. Dupa aceasta absorbanta a fost masurata la
lungimea de unda 517 nm, folosind drept referinta 3900 uL de etanol la care au fost adaugati 100
pL de proba. Pentru pregatirea controlului, la 3900 puL de solutie DPPH au au fost adaugati 100
uL de etanol (96% vol.), folosind drept referinta etanolul (96% vol) [118]. Rezultatele activitatii
antioxidante au fost exprimate In pmol echivalenti trolox (TE)/L folosind curba etalon cu trolox
(0-1500 umol/L; R?=0,9670; y=0,425x+0,042).
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Fig. 2.7. Curba de etalonare pentru activitatea antioxidantd DPPH folosind standardul trolox

2.6.3. Determinarea continutului total de polifenoli prin metoda Folin-Ciocilteu

Determinarea polifenolilor totali a fost efectuata prin introducerea urmatoarelor solutii intr-0
eprubeta in strictd ordine: 0,2 mL de proba, diluata in prealabil; 6 mL de apa distilata; 0,5 mL de
reactiv Folin-Ciocalteau. Amestecul a fost amestecat intens, iar dupa 1 min., au fost adaugati 1,5
mL de carbonat de sodiu apos (20%). Amestecul a fost amestecat din nou si lasat la intuneric la
temperatura camerei timp de 120 min. Ulterior, absorbanta a fost determinatd la 750 nm in cuva
de 1 cm fatd de un martor preparat cu apa distilata in locul probei [119]. Rezultatele pentru
polifenolii totali au fost calculate, folosind o curba de etalonare cu acid galic drept standard (0-
500 mg/L; R?=0,9988; y=0,0261+0,0029x), rezultatul fiind exprimat in mg echivalenti de acid
galic/L (mg GAE/L).
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Folin-Ciocalteu 0.2 mL
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Parameters
Designation: Folin-Ciocalteu 0.2 mL
Operator: Elena Cristea
Device SPECCORD 200 PLUS - 223E1746C
File CUsers\Public\Documents'Analyt | \FC-Cristea cf
Regression Model y=A+B%
Calibration Model Measured value M{x1)
MNo. of Standards: 8
Wavelength 1 750.0
Cell Pathlength: [em] 1
Concentration Units mag/L
Ordinate Units A
Coefficients y=A+ B*x a= 00261
b = 0.0029
¢ = 0.0000
Quality of regression (R2 adjust) 0.9988
Statistics 3 Measurement series

Fig. 2.8. Curba de etalonare cu acid galic pentru determinarea continutului total de polifenoli

prin metoda Folin-Ciocalteu

2.6.4. Determinarea continutului total de flavonoide

Continutul total de flavonoide a fost determinat folosind precipitarea cu formaldehida dupa
metoda descrisd de Spranger si colab. (2008) [120]. Astfel, 2,5 mL de extract au fost plasati intr-
o fiold de culoare brund. Au fost addugati 1,25 mL de HCI diluat cu apa distilata (50:50 dupa
volum) si 1,25 mL de aldehida formica. Amestecul a fost lasat in repaus timp de 24 ore la t=4°C.
Dupa 24 ore, amestecul a fost filtrat, iar continutul de polifenoli a fost determinat prin metoda
descrisa in p. 2.6.3. Continutul total de flavonoide a fost calculat prin diferenta dintre continutul
total de polifenoli determinat anterior si continutul de polifenoli obtinut dupa precipitarea cu

aldehida formica [120].

2.6.5. Determinarea continutului total de polifenoli prin masurarea absorbantei la 280 nm
Continutul total de polifenoli a fost determinat prin masurarea absorbantei la 280 nm si

este exprimat ca mg echivalenti de acid galic (mg GAE/L) prin construirea unei curbe de

etalonare, urmand metoda descrisa de catre Ribereau-Gayon si colab. (2006). Dupa pregatirea

extractului acesta a fost diluat de 100 sau 200 de ori, in functie de continutul total de polifenoli
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din produsul initial, astfel incat valoarea absorbantei masurate sa nu depaseasca 1 [121].
Absorbanta solutiei a fost determinata la lungimea de unda 280 nm, folosind apa distilata drept
referinta. Concentratia polifenolilor a fost calculata folosind curba de etalonare construitd cu acid

galic (0-50 mg/L; R*=0,9958; y=-0,0563+0,0393x).
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Designation: Abs 280
Operator: Elena Cristea
Device SPECORD 200 PLUS - 223E1746C
File CA\Users\Public\Documents\analytik J. \Abs280 cf
Regression Model y=A+B%
Calibration Model Measured value M(x1)
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Wavelength 1 2800
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Coefiicients y=A+B"x a = -0.0563
b =0.0393
c = 0.0000
Quality of regression (R2 adjust) 0 9958
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Fig. 2.9. Curba de etalonare cu acid galic pentru determinarea continutului total de polifenoli

prin mdsurarea absorbantei la 280 nm

2.6.6. Continutul de antocieni prin metoda diferentei de pH

Continutul total de antocieni si cel de antocieni monomerici a fost determinat prin citirea
absorbantei la 520 nm si 700 nm dupa diluarea si adaugarea a 4 mL de solutii cu pH=1,0 si
pH=4,5 1a | mL de proba. Inainte de citirea absorbantei, solutiile au fost lasate in repaus timp de
20 minute [122, 123]. Rezultatele au fost calculate utilizand ecuatiile prezentate mai jos si

exprimate in echivalenti de glicozida de malvidina (mg ME/L).

Antocieni totali,mg/L = W (2.5)
Antocieni monomerici,mg/L = all va::ldxmoo (2.6)
AT = (AbSSZO - Ab5700)pH1,0 (27)
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Ay = (Abssyy — Absy9)pH1,0 — (Abssyy — Absygg)pH4,5 (2.8)
unde: MW — masa moleculara a glicozidei de malvidina (493,4 g/mol);
d - coeficient de dilutie;
e - coeficientul molar de extinctie al glicozidei de malvidina (37700);
1 — drumul optic (1 cm).

2.6.7. Continutul total de derivati ai acizilor hidroxicinamici

Continutul total de acizi hidroxicinamici a fost determinat prin citirea absorbantei la 320 nm
si exprimarea rezultatelor ca mg echivalenti de acid cafeic (mg CAE/L), in baza unei curbe de
etalonare (0-50 mg/L; R?*=0,9994; y=0,004x+0,002) construita, folosind standard de acid cafeic
[114, 124]. Un alicot de 0,25 mL de proba a fost diluat in raport 1:10 dupa volum cu solventul ce
a fost utilizat la obtinerea extractelor, au fost adaugati 0,25 mL de etanol acidifiat (0,1% vol HCI
in etanol 95% vol) si 4,55 mL HCI 2%. Amestecul a fost agitat intens, iar citirea absorbantei a

fost efectuata dupa 15 minute la A=320 nm.

0,25

y =0,004x + ag,oy/‘
0115 /

0,05

o
=y

Absorbanta

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

mg acid cafeic

Fig. 2.10. Curba de etalonare cu acid cafeic pentru determinarea continutului total de acizi

hidroxicinamici

2.6.8. Continutul total de flavonoli

Continutul total flavonoli fost determinat prin citirea absorbantei la 360 nm dupa acidifierea
prealabild cu acid clorhidric. Rezultatele au fost exprimate ca mg echivalenti de quercetind
(mg QE/L), in baza unei curbe de etalonare (0-50 mg/L; R?=0,9967; y=0,002x+0,001), folosind
quercetina ca standard [114, 124]. Inainte de citirea absorbantei, au fost efectuati pasii descrisi in

p. 2.6.7.
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Fig. 2.11. Curba de etalonare cu quercetina pentru determinarea continutului total de flavonoli

2.6.9. Determinarea continutului total de carotenoide in extractele de scorus, paducel, maces
si catind alba

Continutul total de carotenoide a fost determinat folosind metoda spectrofotometrica
descrisd de Biehler si colab. (2009). La 1 g de materie primd macinata au fost adaugati 10 mL de
acetona. Amestecul a fost ldsat timp de 30 minute la temperatura camerei ca sa aiba loc extractia.
Apoi extractul obtinut a fost filtrat, iar absorbanta a fost masurata la 450 nm, folosind o cuva de
unica folosinta cu lungimea drumului optic de 1 cm [125]. Concentratia medie a carotenoidelor a

fost evaluata folosind absorbtia molara medie si calculata prin formula:

c (mLol) _ A450:Fd (2.9

unde: Ayso — absorbanta la 450 nm;
Fq — factorul de dilutie;
e - coeficientul molar de extinctie carotenoide (135310).

Pentru a determina concentratia carotenoidelor exprimata in g/g de materie prima, a fost

utilizata masa molara medie a carotenoidelor, adica 543 [126].

2.6.9. Determinarea polifenolilor individuali prin cromatografie lichidd de inalta performanta

Compozitia polifenolilor a fost analizata cu ajutorul cromatografului Agilent seria 1100
HPLC. Eluentul a fost optimizat folosind acid trifluoracetic (TFA) pentru acidifierea
metanolului, la concentratia 1% (canal A). Pentru canalul B, in calitate de eluent, s-a folosit
metanol 50% acidulat la pH 2,15 cu TFA. Sistemul de coloana a fost compus dintr-o precoloana

SecurityGuard ULTRA Cartuse HPLC C18 4,6 mm cuplet ID la Kinetex 5 pm C18 100A
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coloane 250 x 4,6 mm, fabricate de Fenomenex la 35°C. Volumul de injectie a fost de 20 pL, iar
timpul de rulare de 90 min. Fazele au fost A: H,0: metanol (99: 1) si B: H,0O: metanol (50:50),
cu un debit de 1,5 mL/min. Detectia a fost realizatd la 256 nm, 280 nm, 324 nm si 365 nm.
Gradientul de elutie a fost de 100% (A): timp de 10 min.; 82% (A): 18% (B) pentru urmatoarele
10 min.; 70% (A): 30% (B) timp de 10 min.; 65% (A): 35% (B) timp de 6 min.; 40% (A): 60%
(B) timp de 15 min.; 20% (A): 80% (B) timp de 5 min.; 100% (B) timp de 15 min. si 100% (A),
timp de 10 min. (Detalii despre metodele HPLC in Anexa 7).

2.6.10. Parametrii de culoare (CIELab)

Parametrii CIELab au fost determinati utilizand spectrofotometrul Specord 200 Plus Analytic
Jena (Germania). Calculele au fost facute cu ajutorul software-ului WinASPECT PLUS furnizat
de aceeasi companie. Transmitanta tuturor probelor a fost masurata intre 380 nm si 780 nm, la
fiecare nm, in cuva de sticld optica cu lungimea traseului de 1 mm, folosind apa distilata ca

referinta. [luminantul selectat a fost D65 cu unghiul de observare plasat la 10°.

Domeniul de aplicare a acestei metode spectrofotometrice permite a masura si a calcula
caracteristicile cromatice ale produselor derivate din componentele tricromatice X, Y, Z stabilite
de Comisia Internationald de Iluminat (CIE, 1976) cu scopul de a imita perceptia culorilor din
punctul de vedere al unui observator uman. Culoarea poate fi descrisa utilizdnd 3 atribute sau

calitati specifice ale senzatiei vizuale [127] cum ar fi:

e tonalitatea;
e luminozitatea;

e cromaticitatea.

Tonalitatea este culoarea propriu-zisa, fiind este cea mai caracteristica calitate: rosu, galben,
verde sau albastru. Luminozitatea este proprietatea senzatiei vizuale conform careia un obiect
apare mai mult sau mai putin inchis. Cromaticitatea descrie intensitatea unei culori. Combinarea
acestor trei concepte permite definirea diferitor nuante ale culorii unui produs. Caracteristicile
cromatice ale unui produs sunt definite de coordonatele cromatice sau colorimetrice (figura
2.12): Luminozitatea sau claritatea (L*), componenta rosu/verde (a*), componenta

galben/albastru (b*) si de magnitudinile derivate: chroma (C*) si nuanta (H*) [127].
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L*=0 (black)

Fig. 2.12. Parametrii CIELab [128]

Luminozitatea (claritatea)

Este 1n relatie directd cu senzatia vizuala de luminozitate. Simbolul L* si este definita de

urmatoarea functie matematica:
L*=116(Y/Yn)*3-16

Componenta cromaticd rosu/verde

Simbolul a* si este definitd de urmadtoarea functie matematica:
a*=500[(X/Xn) -(Y/Yn)]

Componenta cromatica albastru/galben

Simbolul b* si este definitd de de urmatoarea functie matematica:
b*=200-[(Y/YnN)1/3-(Z/zn)"?
unde:
X=KXxnTnSuXmmbda
Y=K¥YnTnSnYmmlw
Z=K¥nTnSnZmanla

K =100/%0 SaYmmwbw

(2.10)

(2.11)

(2.12)

(2.13)
(2.14)
(2.15)

(2.16)

T,y — valoarea transmitantei unui produs masurat la lungimea de unda si exprimat la 1 cm de

drum optic;
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A, — intervalul dintre valorile A la care T, este masurata;

Sy - coeficientii care sunt in functie de A si de iluminant;

Xm0y Ym@y» Zm - coeficienti ce depind de A si de observator:
Xn=94,825; Yn=100; Zn=107,381.

Valorile lui Xn, Yn si Zn reprezintd valorile unui difuzor perfect sub un iluminant si un

observator de referinta.

Cromaticitatea (Chroma)

Simbolul Chromei C* si este definitd de urmatoarea functie matematica:

C* =vaZ+b?2 (2.17)

Nuanta (tonul)
Simbolul nuantei este H*, unitatea sa este gradul sexagesimal (°) si este definitd de

urmatoarea functie matematica:

% —1/b"
H =tg'(%) (2.18)

Tabelul 2.4. Exprimarea si interpretarea rezultatelor parametrilor CIELab [127]

Coordonate cromatice Simbol Unitate Interval
Luminozitatea L* - 0-100
0 negru
100 transparent
Componenta rosu/verde a* - >0 rosu
<0 verde
Componenta galben/albastru b* - >0 galben
<0 albastru
Cromaticitatea C* - -
Nuanta H* Grade 0-360

Diferenta de nuanta dintre doua produse

Simbolul acestui parametru este AH*, fiind definit de urmatoarea functie matematica:

AH* = [(AE*)? — (AL*)2 — (AC*)? (2.19)

Diferenta globala a culorii

AE* = |/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (2.20)

Spatiul CIELab a fost dezvoltat ca solutie la problemele sistemului XYZ. Una dintre

aceste probleme rezidd in faptul ca distantele colorimetrice dintre culorile individuale nu
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corespund diferentelor de culoare percepute de ochiul uman [129]. Alte spatii de culoare
cunoscute sunt sistemele RGB si CMYK. Nu existd formule simple de conversie intre sistemele
RGB si CMYK si L*a*b*, deoarece primele sunt dependente de instrumentele de masurare si
implicd transformdri ale parametrilor L*a*b* in parametri XYZ (ecuatii prezentate mai sus) si

ulterior XYZ in RGB [130].

2.7. Analiza statistica

Precizia a fost evaluata folosind metode experimentale ale statisticii matematice. Valorile
medii si abaterile standard au fost calculate de la 3 sau 2 (pentru experimentul copigmentarea)
experimente paralele. ANOVA (analiza de varianta) unifactoriald (one-way) si bifactoriala (two-
way), iar testul post-hoc Tukey au fost utilizate pentru a face distinctie intre rezultate si pentru a

le evalua.

ANOVA, adica analiza variantei sau analiza dispersionald permite compararea a doua sau
mai multe populatii statistice prin compararea variatie valorilor medii a acestora intre grupuri si

intragrupuri [131].

Ca urmare a testului ANOVA, ipoteza de egalitate a mediilor poate fi respinsa fara a
preciza insa care grupuri au mediile diferite. Aceasta conduce la respingerea ipotezei nule.
Pentru a identifica grupurile de probe cu medii diferite, sunt utilizate testele post-hoc. Astfel, a
fost selectata o metodad bazata pe statistica q (Tukey), preferatd atunci cand se doreste efectuarea
comparatiilor de grupuri doua céte doud, chiar si atunci cand grupurile sunt inegale. ANOVA
bifactoriala reprezintd studiul asocierii dintre o variabila continud (dependentd) si doud variabile
discrete (factori) si se bazeazad pe descompunerea variatiei totale in variatie explicata si variatie

reziduala [132].

Nivelul de semnificatie considerat a fost p<0,05. Toate calculele ANOVA au fost
realizate utilizand programul IBM SPSS Statistics 23. Modelele matematice au fost create

utilizand programele WinAspect Plus (Analytic Jena, Germania) si Microsoft Excel 2007.

61



2.8. Concluzii la capitolul 2

In capitolul 2 sunt expuse materiile prime, reactivii, materialele si metodele utilizate
pentru cercetare. Astfel, in primul capitol s-a argumentat ca materiile prime cercetate, si anume
tescovina, macesul, aronia, scorusul-de-munte, catina alba si paducelul sunt cunoscute prin
continutul semnificativ de polifenoli si alte substante biologic active, prin potentialul antioxidant
semnificativ si culoarea intensd. Aceste materii prime pot fi folosite cu succes pentru obtinerea

unor extracte valoroase din punct de vedere tehnologic.
Au fost, de asemenea, determinate etapele de cercetare:

- Cercetarea compozitiei materiile prime pentru obtinerea extractelor vegetale horticole si

argumentarea experimentala a alegerii acestor materii;

- cCercetarea influentei parametrilor tehnologici (temperaturd, pH, saruri) asupra activitatii

antioxidante si culorii extractelor vegetale horticole;

- cercetarea unor metode de stabilizare a extractelor vegetale horticole cum ar fi copigmentarea,

incapsularea si separarea folosind microspuma coloidala.

Studiind literatura de specialitate, au fost selectate metode moderne de cercetare care au
mai fost folosite cu succes la studierea compozitiei de antioxidanti (polifenoli, carotenoide),
activitatii antioxidante totale si a culorii produselor alimentare, cum ar fi analiza HPLC pentru
determinarea polifenolilor, interactiunea cu radicalii ABTS si DPPH pentru determinarea

activitatii antioxidante, determinarea parametrilor CIELab pentru cercetarea culorii s.a.
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3. REZULTATE SI DISCUTII: INFLUENTA PROCEDEELOR
TEHNOLOGICE ASUPRA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE SI
PARAMETRILOR DE CULOARE A EXTRACTELOR VEGETALE
HORTICOLE

In acest capitol sunt incluse rezultatele determinarilor concentratiilor diferitor compusi
antioxidanti: polifenoli, carotenoide, activitatii antioxidante totale, parametrilor de culoare in
extractele vegetale horticole. Sunt prezentate rezultatele cercetarilor privind influenta regimurilor
termice operationale (tratamente termice, temperaturi de pastrare, factori de compozitie: pH si
fortd ionicd) asupra potentialului antioxidant si culorii. In acest capitol este expus raspunsul la

problema stiintificd principala identificata in capitolul 1.

3.1. Compozitia materiei prime utilizate

Pentru a evalua potentialul antioxidant al materiilor testate, este necesar a determina nu
doar activitatea antioxidantd totald, dar si continutul diferitor compusi a cdror capacitate
antioxidanta a fost documentata anterior de citre alti autori. In tabelul 3.1 este dat continutul de
polifenoli determinat prin doua metode, flavonoide totale, acizi hidroxicinamici si flavonoli din
extractele de tescovind, aronie, catind alba, scorus si maces. Cele mai mari concentratii de
polifenoli totali au fost determinate in extractele de tescovind, aronie si maces, valorile gasite in
aceste extracte fiind cuprinse intre 4814 mg GAE/L extract si 5484 mg GAE/L extract. Aceste
valori sunt de 2-3 ori mai mari decat cantitdtile identificate in extractele de scorus, catind si
paducel. De altfel, paducelul este materia prima in care a fost determinatd cea mai mica cantitate
de polifenoli totali (1146 mg GAE/L). Concentratiile totale de polifenoli identificate prin doua
metode au valori comparabile, desi cifrele obtinute prin metoda Folin-Ciocélteu sunt mai mari.
Astfel, cea mai mare diferenta a fost obtinuta in cazul extractului de maces: 5484 mg GAE/L
prin metoda Folin-Ciocalteu si 3166 mg GAE/L prin masurarea absorbantei la 280 nm. Este
documentat faptul ca existd multe substante ce prezinta interferente in cazul continutului de
polifenoli totali prin metoda Folin-Ciocalteu. Orice substanta cu proprietati reducatoare cum ar fi
glucidele reducatoare, acidul ascorbic, unele proteine interactioneazd cu reactivul Folin-
Ciocalteu [133]. Asadar, acest reactiv determind nu numai continutul de polifenoli, dar Intregul
potential reducitor al unei solutii [134]. In ceea ce priveste continutul de flavonoide, cele mai
mari concentratii au fost determinate in extractele de tescovini si aronie. In aceleasi extracte au
fost identificati si antocieni, pe cdnd concentratiile de acizi hidroxicinamici au avut valori
similare cuprinse intre 383 mg CAE/L (scorus) si 580 mg CAE/L (maces). Flavonolii au fost, de
asemenea, identificati in toate extractele, continutul acestora variind intre 194 mg QE/L (maces)

sl 668 mg QE/L (catina alba).
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Tabelul 3.1. Concentratia principalelor grupe de polifenoli in extractele etanolice utilizate pentru studiu (rezultatele sunt prezentate ca

medie+abatere standard obtinute dupa trei sau mai multe determinari)

Extract Polifenoli totali (Folin- | Polifenoli totali Continut total | Continut total | Antocieni Continut total de Continut
Ciocilteu), ngGAE/L | (Abs280),mgGAE/L de flavonoide, | de antocieni, monomerici, acizi hidroxicinamici, | total de
extract extract mgGAE/L mg ME/L mg/L extract mg CAE/L extract flavonoli, mg

extract QE/L extract

Tescovind | 5879+294 (04.2015)" | 4074=114 (04.2015)" 3699+70 13842 116+2 446421 358+15
3749+128 (06.2015)" | 2791+70 (06.2015)"
4814+1506 (media)

Aronie 5553+201 (04.2015)" | 3912+104 (04.2015) 4293+209 102+2 61+2 580+21 501+15
44414243 (06.2015)" | 3470£21 (06.2015)

49974786 (media)

Catina 1800+55(04.2015)" 1385+13 (04.2015) 555461 - - 425434 668+33
1134455 (06.2015) 1237+10 (06.2015)

14674471 (media)

Scorus 1497+54(04.2015)" 1467+44 (04.2015)" 525+20 - - 383+18 242423
1438+75(06.2015)" 1218+28 (06.2015)"

1468442 (media)

Paducel | 1308+55 (04.2015)" 100745 (04.2015)" 62540 - - 388+24 488+23
983+63 (06.2015)" 907+5 (06.2015)"
1146+230 (media)

Mices 61924214 (04.2015)" | 2968+21 1199+22 - - 224+12 308+1

4776+43 (06.2015)
5484£1001 (media)

“Parametrii continutul de polifenoli totali si activitatea antioxidantd (ABTS) au fost determinati atdt in cadrul stagiului efectuat la Universitatea din Reading, cdt si in cadrului
stagiului efectuat la Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinard din lasi.




Activitatea antioxidantd totald a extractului si continutul total de carotenoide din materia

prima sunt prezentate, de asemenea, in tabelele 3.2 si 3.3.

Tabelul 3.2. Activitatea antioxidanta determinata in extracte prin doud metode (rezultatele sunt

prezentate ca medie+abatere standard din 3 determinari)

Extract Activitate antioxidanta Activitate antioxidanta
determinati cu radicalul-cation determinata cu radicalul
ABTS”, mmol TE/L DPPH’, pmol TE/L

Tescovina 29,59+0,00 (06.2015) -
37,10+0,09 (04.2015)
33,35+5,31 (valoarea medie)

Aronie 31,61+1,02 (06.2015)" -
29,00+0,25 (04.2015)
30,31+1,85 (valoarea medie)

Mices 41,54+0,33 (06.2015)° -
33,20+0,21 (04.2015)
37,37+5,90 (valoarea medie)

Catina 7,64+0,41 (06.2015) 2074+350
7,80+0,07 (04.2015)
7,72+0,11 (valoarea medie)

Scorus 6,08+0,16 (06.2015) 1084+16
5,60+0,01 (04.2015)
5,84+0,34 (valoarea medie)

Paducel 7,54+1,45 (06.2015)" 2025+1
6,00+0,03 (04.2015)
6,77£1,09 (valoarea medie)

“Parametrii continutul de polifenoli totali si activitatea antioxidantd (ABTS) au fost determinati atdt in
cadrul stagiului efectuat la Universitatea din Reading, cat si in cadrului stagiului efectuat la Universitatea de
Stiinte Agricole si Medicina Veterinard din lasi.

Alti autori au obtinut rezultate similare in ceea ce priveste continutul de polifenoli in
tescovind. Cu toate acestea, mai multi factori pot afecta concentratia acestor substante in
extracte, factori cum ar fi soiul de struguri, volumul de solvent, tipul de solvent, metoda de
extractie etc. Negro si colab. (2003) au obtinut valorile 4,19 g/100g pentru polifenolii totali, 3,94
9/100g pentru flavonoide si 0,98 g/100g pentru antocieni, toate rezultatele fiind exprimate in
g/100 g de tescovind uscatd. Rezultatele pentru polifenoli si flavonoide ale autorilor respectivi
sunt similare cu cele obtinute in prezenta lucrare, atunci cand valorile sunt recalculate si
exprimate in aceleasi unitati [43]. Sant'’/Anna si colab. (2012) au obtinut extractia maxima a
polifenolilor totali din tescovina la raportul de solid:lichid 1 g tescovina uscata: 50 mL de etanol
50% vol., randamentele de extractie variind intre 11 si 22 mg GAE/g [124]. In ceea ce priveste
efectul conditiilor de uscare, Laurrari si colab. (1997) au demonstrat ca uscarea la 60°C a
tescovinei de struguri nu afecteaza semnificativ activitatea antioxidanta si parametrii de culoare
ai strugurilor si numai temperaturile de 100°C si 140°C au avut un impact semnificativ atat

asupra continutului de polifenoli, cat si asupra activitatii antioxidante [66]. Prin urmare, putem
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presupune ca conditiile de uscare nu au avut un impact mare asupra continutului de polifenoli si

activitatii antioxidante ale tescovinei originale.

A fost determinat cd si extractul de maces contine o cantitate mare de polifenoli, adica
4776 mg GAE/L care contribuie, cel mai probabil, la activitatea antioxidanta destul de mare, si
anume, 40,26 mg TE/L si la formarea culorii oranj-inchis. Dintre cele sase specii de Rosa, si
anume, Rosa canina, Rosa dumalis ssp. boissieri, Rosa dumalis ssp. antalyensis, Rosa villosa,
Rosa pulverulenta si Rosa pisiformis analizate de Ercisli (2007), Rosa canina (maces) a avut cel
mai mare continut polifenolic total (96 mg GAE/g substantd uscatd). Valorile determinate de
Erclisi (2007) sunt comparabile cu rezultatele acestui studiu, atunci cand acesta din urma se
recalculeazd la masa de substantd uscatd. Acelasi autor a concluzionat, de asemenea, ca
continutul total de polifenoli poate varia in functie de specie si de conditiile de crestere [135].
Extractia si tehnicile de preparare sunt alti factori care pot afecta concentratia finala a extractului
[48]. Czyzowska si colab. (2015) au analizat vinul de macese si au constatat ca nivelurile
compusilor fenolici variazd intre 2786 si 3990 mg/L, in timp ce activitatea antioxidanta

determinata cu ajutorul radicalului DPPH variaza intre 8 si 13,5 mM/L [49].

Demir si colab. (2014) au analizat 5 specii diferite de maces (Rosa L.) din Turcia: Rosa
canina, Rosa dumalis, Rosa Gallica, Rosa dumalis subsp. boisieri si Rosa hirtissima. Autorii au
stabilit ca continutul total de polifenoli al fructelor de maces este influentat de specie, cel mai
inalt continut fiind identificat in Rosa brossieri (52,94 mg/g), iar cel mai mic in Rosa canina
(31,08 mg/g), in timp ce concentratiile de flavonoide au fost aproape identice in toate probele.
Activitatea antioxidanta si cea antiradicalicd s-au dovedit a fi inalte in toate speciile, cu cea mai
micd valoare FRAP in Rosa canina. Cu toate acestea, diferentele dintre valorile activitatii
antioxidante determinate cu ajutorul cationului-radical ABTS™ nu au fost diferite intre toate cele
cinci specii studiate. Au fost gésite diferente semnificative in continutul de acid ascorbic, acesta
variind Intre 65,75 mg/g substantd uscata si 160,3 mg/100 g substanta uscata. Aceste valori sunt
mai mici decat cele constatate de Ercisli (2007), care a determinat valori cuprinse intre 727 si
943 mg/100 g 1n cinci specii diferite de maces. Autorii au explicat aceste diferente prin variatiile
de nivel de coacere/maturitate si utilizarea unor metode diferite [114]. Concentratiile de
polifenoli masurate in mustul de fructe Rosa canina au fost 9007+345 mg GAE/L [49]. Autorii
explica diferenta dintre rezultatele obtinute prin conditiile climatice diferite in care au fost
cultivate fructele [49]. Un alt extract cu cantitati foarte mari de polifenoli este extractul de
aronie. Alti autori au constatat, de asemenea, cantitati mari de polifenoli in fructele proaspete de
Aronia melanocarpa. De exemplu, Wangesteen si colab. (2014) au determinat valori cuprinse
intre 1079 si 1921 (in functie de soi) mg/100g produs proaspat in fructele de Aronia

melanocarpa din Norvegia, dintre care 275-447 mg/100g antocieni [136]. Rezultatele obtinute de
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catre autorii mentionati mai sus sunt diferite de cele obtinute in studiul de fata, insa trebuie sa fie
luat in considerare faptul cd autorii respectivi au evaluat produse proaspete. Tolic si colab.
(2015) au analizat diferite produse fabricate din aronia din Croatia in ceea ce priveste continutul
de polifenoli si activitatea antioxidantd. Autorii au constatat ca produsele de aronie (sucuri,
pulberi, ceaiuri etc.) contin cantititi mari de polifenoli (intre 3002-6639 mg/L si 1494-5292
mg/100 g substantd uscatd) si capacitati antioxidante ridicate (2,09-40,19 mmol/L sau 58,49-
191,31 mmol/100 g substantd uscatd). Autorii sugereaza cd aceste rezultate plaseazd aronia
printre fructele cu cel mai mare continut de polifenoli [137]. Rezultatele lor sunt similare cu cele
obtinute in acest studiu. Gradul de maruntire al materiei prime are, de asemenea, o influenta
foarte mare asupra extractiei compusilor din materia prima. Vaher si Koel (2003) au obtinut
randamente de cca sase ori mai mari cand au studiat extractia supercritica a polifenolilor [138].

Conditiile climatice si regiunea geografica la fel sunt factori importanti [139].

Cele mai mari valori ale activitatii antioxidante au fost identificate in extractele de maces,
aronie si tescovind, acestea fiind de cateva ori mai mari decat valorile medii identificate in
extractele de scorus, pdducel si catind albd. Aceste diferente se datoreaza cel mai probabil
concentratiilor diferite de polifenoli si carotenoide intre diferitele specii. Radicalul DPPH nu este
potrivit pentru determinarea valorilor activitétii antioxidante in cazul extractelor de tescovina si
aronie din cauza interferentelor de culoare ale acestor extracte. In plus, la determinarea acestui
parametru in extractul de maces, a fost observatd formarea unor flocoane de culoare alba. Acest
fenomen ar putea fi explicat prin precipitarea polizaharidelor in urma interactiunii acestora cu
reactivul DPPH diluat in etanol 96%.

In tabelul 3.3 sunt date concentratiile de carotenoide determinate in materiile prime
maces, paducel, scorus si cdtina alba. Cea mai mare cantitate de carotenoide a fost identificata in

maces, urmat de catina alba, scorus si paducel.

Tabelul 3.3. Continutul total de carotenoide 1n sroturile de scorus, catina alba, maces si paducel

Materia prima

Carotenoide, mol/g

Carotenoide, mg/g

Maces 0,567+0,002 308+l
Paducel 0,077+0,003 4242
Catina alba 0,360+0,010 196+5
Scorus 0,163+0,001 89+1

Carotenoidele sunt un grup de antioxidanti importanti, de aceea este necesar un studiu

privind compozitia compusilor din aceastd clasa. In plus, aceste substante sunt caracteristici-
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cheie pentru produsele de catina alba. Rezultate similare au fost raportate si de alti autori, insa
continutul de carotenoide, la fel ca si continutul de polifenoli variaza in functie de conditiile de

crestere, soiul studiat, gradul de coacere, metoda de extractie etc. [140].

In tabelul 3.4 sunt date rezultatele analizei HPLC a extractelor. in ceea ce priveste
compusii fenolici specifici, In extractul de tescovind au fost identificate cantitati semnificative de
acid galic, protocatehic, procianidine B1 si B2, catehind, epicatehina, polidatind, ester metilic al
acidului ferulic, hiperozida, acid ferulic, acid clorogenic si acid salicilic. Tournmour si colab.
(2015) au analizat tescovina de soiuri portugheze de struguri. Autorii au obtinut extracte in
amestec de etanol si apa si suspensii apoase. Valorile obtinute pentru activitatea antioxidantd au
fost cuprinse intre 906 si 2337 pmol TE/g (ORAC), iar cele pentru polifenoli 142,4+1,1 mg
GAE/g de reziduu uscat, care sunt mai mari decat cele obtinute in acest studiu. Rezultatele
analizei HPLC au relevat prezenta acidului galic, acidului cafeic, (+)catehinei, acidului siringic si
(-)catehinei, ultimii doi fiind compusii majoritari [141]. Rezultatele diferite obtinute in cazul
activitatii antioxidante si continutului total de polifenoli totali pot fi explicate prin faptul ca
tescovina a fost obtinuta din soiuri diferite sau a rezultat din tehnici de vinificatie diferite [142].
Ramirez-Lopez si DeWitt (2014) au analizat tescovina uscata din soiuri comerciale de struguri,
utilizdnd cromatografia lichida de inaltd performanta cuplatd cu spectrometria de masa. Autorii
au determinat un numar total de 16 de compusi fenolici, printre care galatul de epicatehina,
hidratul de catehina, quercetina, acidul cafeic, acidul ferulic, acidul galic si acidul protocatehic
[143]. Acizii galic, ferulic, clorogenic, salicilic protocatehic si p-hidroxibenzoic, procianidina
B1, catehina, epicatehina, polidatina sunt pricipalii compusi fenolici identificati in extractul de
maces, in cadrul acestui studiu. Demir si colab. (2014) au gasit cantitati comparabile de acid
galic, acid ferulic, clorogenic si catehine, dar si cantitati mai mari de procianidind B2, in macesul
originar din Turcia [114]. Mai mult ca atat, acidul protocatehic nu a fost unul dintre principalii
polifenoli identificati in fructele respective. 45 de compusi fenolici diferiti au fost identificati de
Cunja si colab. (2015) in macesul (Rosa canina) originar din Slovenia. Autorii mentionati
anterior au utilizat metoda HPLC cuplata cu MS pentru studiul lor privind schimbarea
compozitiei macesului in timpul maturdrii. Ei au ajuns la concluzia ca prezenta si continutul de
polifenoli individuali se pot schimba drastic in functie de momentul recoltarii [48]. Catehina a
fost, de asemenea, principalul polifenol identificat de Tiirkben si colab. (2010), in timp ce Demir
si colab. (2014) au identificat, de asemenea, acidul sinapic in studiul lor privind evolutia

compusilor fenolici si a activitatii antioxidante in fructele de maces [114, 144].
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Tabelul 3.4. Polifenolii individu,ali identificati in extracte (rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Polifenoli Tescovina, Aronie Maices Catina Scorus Paducel
mg/100mL mg/100mL mg/100mL mg/100mL mg/100mL mg/100mL
Acid galic 1,84+0,11 0,36+0,05 0,5140,02 0,22+0,05 0,39+0,01 0,09+0,02
Acid protocatehic 0,10+0,04 1,50+0,07 0,21+0,02 0,70+0,09 0,18+0,02 0,04+0,01
Acid para- 0,03+0,02 0,23+0,04 0,21+0,08 0,08+0,02 1,07+0,10 0,09+0,02
hidroxibenzoic
Acid gentisic Urme 0,01+0,00 0,29+0,04 - Urme -
Procianidina B1 0,95+0,09 0,09+0,05 2,91+0,17 0,16+0,02 0,85+0,08 0,22+0,03
Acid meta- 0,03+0,01 0,11+0,01 Urme 0,05+0,01 - Urme
hidroxibenzoic
Catehina 9,59+0,00 7,8+0,0 0,46+0,04 4,03+5,78 13,0+1,0 0,42+0,11
Acid vanilic 0,25+0,13 0,08+0,01 0,02+0,01 0,05+0,02 0,04+0,03 0,05+0,03
Procianidina B2 0,34+0,29 0,17+0,06 0,52+0,11 0,43+0,17 Urme 0,10+0,02
Acid siringic Urme 0,04+0,01 - 0,07+0,03 0,37+0,18 0,04+0,01
Epicatehina 1,32+0,68 3,95+0,32 0,57+0,12 0,25+0,18 0,74+0,18 0,81+0,33
Acid para-cumaric Urme 0,04+0,01 0,02+0,01 0,03+0,02 0,04+0,01 0,03+0,01
Acid ferulic 1,01+0,50 3,71+2,57 0,33+0,13 1,03+0,16 0,25+0,37 0,11+0,02
Acid sinapic 0,03+0,01 0,10+0,01 0,03+0,01 - 0,07+0,01 0,02+0,01
Trans-resveratrol 0,003+0,001 0,008+0,003 - 1,04+0,04 0,01+0,01 -
Hiperozida 0,85+0,38 0,10+0,01 - 2,36+1,21 - Urme
Cis-resveratrol 0,004+0,001 0,01+0,00 0,01+0,00 1,08+0,75 0,002+0,01 Urme
Esterul metilic al 8,26+4,06 1,32+0,54 - - 1,38+0,08 0,67+0,17
acidului ferulic
Quercetina 0,07+0,06 0,21+0,11 Urme 0,09+0,08 0,12+0,02 Urme
Acid cafeic 0,01£0,00 - Urme 0,02+0,00 0,21+0,24 0,02+0,01
Acid clorogenic 0,28+0,00 0,08+0,06 1,05+0,02 1,11+0,63 0,28+0,17 -
Polidatina 0,95+0,09 - 0,16+0,12 - 0,37+0,01 -
Acid salicilic 22,50+6,79 Urme 0,50+0,00 - - -




Principalii polifenoli identificati in extractul de scorus au fost acizii galic, protocatehic,
para-hidroxibenzoic, siringic, cafeic, ferulic si clorogenic, precum si procianidina B1, catehina,
epicatehina, polidatina si esterul metilic al acidului ferulic. Trementzi si colab. (2008) au analizat
compozitia de polifenoli in 24 extracte si fractiuni diferite obtinute din fructele de scorus aflate la
cinci etape de maturitate diferite. Autorii au identificat 62 de polifenoli diferiti folosind metoda
LC-DAD-MS (ESI+) si au determinat ca toate categoriile de maturitate au fost bogate in acizi
benzoic, fenilpropanoic si cinnamoylquinic, precum si derivatii acestora. Fructele mature au avut
un continut mai scazut de flavonoide decat fructele necoapte. Toate fractiunile obtinute in acetat
de etil, butanol si apa au continut acid clorogenic, iar cele mai multe dintre flavonoidele detectate
au fost flavonoli (in principal quercetind), glicozide si dimeri. Trebuie mentionat ca tipurile de
flavonoli determinati si activitatea antioxidanta au corelat cu stadiul de maturitate si solventul de

extractie [57].

In cazul paducelului a fost documentat ci aceste pomusoare contin epicatehina,
procianidind B2, procianidind BS5, procianidina C1, hiperozida, izoquercetind si acid clorogenic
[20]. In cadrul experimentelor au mai fost identificate catehina (0,42 mg/100mL extract), acidul
galic (0,09 mg/100mL extract), procianidina B1 (0,22 mg/100mL extract), acidul ferulic (0,11
mg/100 mL extract) si esterul sau metilic (0,67 mg/100 mL extract).

Mai multi autori au documentat faptul ca substantele identificate in extracte au actiune

antioxidanta si terapeuticd. Astfel:

e acidul galic este un agent antimutagenic, anticancerigen cu proprietati antiinflamatorii [146];

e catehina si epicatehina manifesta proprietati antioxidante demonstrate prin teste in vitro [147];

e procianidinele B1 si B2 au proprietati antioxidante si estrogenice;

e acidul ferulic are proprietati antiinflamatorii, hepatoprotectoare, nefroprotecoare,
antimutagenice, anticancerigene si neuroprotectoare [148];

e acidul sinapic: proprietdti antioxidante, antiinflamatorii, anticancerigene, antimutagene,
antiglicemice, neuroprotectoare si antibacteriene [149];

e trans- si cis - resveratrolul oferd protectie cardiovasculara, proprietati antioxidante,
hipoglicemice, anticancerigene si antiinflamatorii [150];

e acizii clorogenic si cafeic: proprietati antioxidante si antiinflamatorii [151].

Dupa cum a fost aratat in primul capitol, enzimele antioxidante pot avea o contributie
semnificativa la valoarea activitatii antioxidante globale, desi activitatea acestora scade drastic
dupa recoltare si uscare. Astfel, se recomanda efectuarea unui studiu la aceasta tema, indeosebi

in cazul modificarii regimurilor de temperatura. O alta clasa de compusi ce pot afecta activitatea
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antioxidantd si culoarea sunt metalele de tranzitie, deoarece acestea catalizeaza reactiile cu
mecanism radicalic. Prin urmare, se recomanda studierea influentei unor metale ca fierul, cuprul
s.a. asupra activitatii antioxidante a materiilor prime horticole, precum si determinarea

continutului acestor elemente.
In tabelul 3.5 sunt date rezultatele pentru parametrii de culoare ai extractelor studiate.

Tabelul 3.5. Parametrii CIELab ai extractelor utilizate pentru studiu (rezultatele sunt prezentate

ca medie+abatere standard)

Extract L* a* b*(componenta | C* H*
(luminozitate) | (componenta | galben/albastru) | (cromaticitate) | (nuanti)
rosu/verde)

Aronie 42,36+0,13 41,79+0,07 24.,90+0,04 48,65+0,07 1,47+0,01
Tescovina 65,60+0,10 30,00+0,18 -7,14+0,09 30,86+0,16 -4,12+0,08
Mices 92.29:+0,03 0,51 0,01 18,30+0,07 18,31+0,07 | -0,07+0,11
Citina alba 97,61+0,03 -1,19+0,02 8,00+0,02 8,10+0,02 -2,24+0,43
Scorus 94,41+0,00 -0,59+0,00 15,07+0,00 15,08+0,00 -4,92+0,00
Paducel 92,25+0,93 -1,27+0,13 16,34+0,33 16,39+0,32 0,47+0,76

Rezultatele aratd ca cele mai mici valori ale luminozitatii au fost determinate in extractele
de aronie si tescovind, pe cand cele mai mari in cele de scorus si catind albd. Valorile
componentei a* indica prezenta pigmentilor rosii in extractele de aronie, tescovind, mai putin in
extractul de maces si a pigmentilor verzi in extractele de paducel, scorus si catina albd. Valorile
componentei b* relevd pigmenti de culoare albastra in extractul de tescovind si continut

dominant de pigmenti galbeni in toate celelalte extracte.

Continutul ridicat de polifenoli, in special de antocieni contribuie la culoarea si activitatea
antioxidantd a extractului de aronie. A fost determinatd 0 luminozitate relativ scazuta (L*),
anume 42,36. Pigmentii rosii si cei galbeni sunt principalii compusi care afecteaza calitatea
culorii extractului de aronie. Rezultate similare pentru parametrii de culoare au fost raportate de
Tolic si colab. (2015) [137].

Desi polifenolii contribuie la culoarea extractului de maces, factorul principal de culoare
sunt totusi carotenoidele [48]. Componenta rosu/verde sugereaza o preponderentd a tonurilor
rosii in culoarea extractului, in timp ce componenta albastru/galben relevad prezenta pigmentilor
galbeni. Alti autori au raportat ca fructele de maces isi pierd tonurile de galben in timpul coacerii
[48], astfel momentul recoltdrii fiind important pentru un extract optim in ceea ce priveste

calitatea culorii sale.
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A fost calculat coeficientul de corelatie Pearson pentru perechile polifenoli totali (Folin-
Ciocalteu) — activitate antioxidanta (ABTS) si cromaticitate — activitate antioxidanta (ABTS). in
figura 3.1 este datd corelatia dintre cantitatea totald de polifenoli si activitatea antioxidanta.
Valoarea calculatad a lui R este 0,9931. Aceasta valoare indicd o corelatie pozitiva puternica, ceea
ce inseamna ca valorile ridicate ale concentratiei totale de polifenoli presupune valori mari ale
activitatii antioxidante (si viceversa). Valoarea coeficientului de corelatic R? este 0,9862.

Detaliile calculelor sunt prezentate in anexa 10.
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Fig. 3.1. Corelatia dintre cantitatea totala de polifenoli determinata prin metoda Folin-Ciocalteu

si activitatea antioxidantd ABTS

In figura 3.2 este data corelatia dintre cromaticitate si activitate antioxidanti. Detaliile

calculelor sunt prezentate in anexa 10.
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Fig. 3.2. Corelatia intre cromaticitate si activitatea antioxidantda ABTS
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In acest caz, valoarea lui R este 0,6142. Aceasta este o corelatie pozitivi moderati, ceea
ce Tnseamna ca exista o tendintd de potrivire a valorilor mari ale activitatii antioxidante cu valori
mari ale cromaticitatii (si viceversa). Valoarea coeficientului de corelatie R? este 0,3772.
Analizand graficul si calculele, putem observa cd anume valorile Inalte ale activitatii
antioxidante ale macesului nu presupun in mod imperativ o cromaticitate inaltd. De altfel,
extractul de maces contine substante incolore ce sunt antioxidanti puternici, substante cum ar fi
vitamina C. Astfel, pentru calcule mai exacte, ar trebui determinata concentratia vitaminei C si
activitatea antioxidanta corespunzatoare acestei concentratii. Aceasta valoare va fi luata in calcul

la determinarea corelatiior dintre cromaticitate, polifenoli si activitatea antioxidanta.

3.2. Influenta diferitor regimuri termice asupra activitatii antioxidante si
parametrilor de culoare

In figura 3.3 este reprezentati modificarea activititii antioxidante dupa expunerea

extractului de maces la diferite regimuri termice.
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Fig. 3.3. Influenta diferitor regimuri termice asupra activitatii antioxidante a extractului

de maces

Rezultatele prezentate arata ca nici unul dintre tratamentele termice testate nu a afectat
semnificativ activitatea antioxidantd totald. Cu toate acestea, existd o diferentd semnificativa
intre valoarea determinatad in extractului expus la t=-2°C timp de 12 ore si cea determinatd in
extractul expus la t=100°C timp de 2 minute. Ar fi totusi interesant a cerceta daca activitatea
antioxidanta din extractul de maces se datoreaza polifenolilor sau daca aceasta este conferitd de
vitamina C, gdsita in mod normal in macese. Rezultate similare au fost gasite Tn timpul cercetarii

influentei temperaturii asupra tescovinei de struguri si extractelor de aronie.
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in tabelul 3.6 sunt date valorile parametrilor CIELab ai extractului de mices si arati ca
temperatura sub 0°C si anume -2°C precum si tratamentul termic prelungit chiar si la temperaturi
nu prea ridicate, mai exact 40°C timp de 15 minute si 60°C timp de 15 minute, au crescut

luminozitatea extractului.

Tabelul 3.6. Influenta diferitor regimuri termice asupra parametrilor de culoare ai extractului de

maces (rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Regim temperatura- L* a* b* Cc* H*

durata

Extract proaspat 92,29+0,03% | 0,51+0,01° | 18,30+0,07° | 18,31+0,08* | -0,07+0,11®
-2°C, 12h 95,93+0,10° | -0,17+0,08% | 14,60+0,06® | 14,60+0,06" | 11,54+17,45"
4°C, 12-24h 92,29+0,05% | 0,51+0,01° | 18,30+0,07° | 18,31+0,07% | 0,17+0,08%
40°C, 15 min. 96,65+0,10° | -0,32+£0,09% | 14,10+0,07% | 14,10£0,07° | 1,36=1,40%
60°C, 15 min. 96,08+0,36° | -0,28+0,06% | 15,05+0,24% | 15,05+0,24° | -1,48+2,15%
80°C, 15 min. 90,96+1,82% | 0,71+0,32° | 18,72+0,86" | 18,74+0,87% | 0,06:1,20%°
100°C, 2 min. 92,27+1,38% | 0,49+0,06° | 17,69+0,84° | 17,69+0,84% | 0,39+1,87%

Aceleasi tratamente au condus la degradarea pigmentilor rosii si o evolutie a culorii spre
tonuri verzui. Temperaturile mai joase 0°C, cat si expunerea timp de 15 minute la temperaturi
cuprinse intre 40°C si 60°C, au provocat degradarea nuantei galbene. Toate aceste modificari In
extractele mentionate mai sus au produs o scddere a calitatii cromatice reprezentate de
parametrul C* - parametru care descrie calitatea culorii, vivacitatea sau monotonia acesteia.
Printre specialisti este, de asemenea, cunoscut sub numele de saturatie si aratda cat de apropiata
este culoarea de gri sau sau de nuanta pura [152]. Culorile care contin pigmenti gri sunt descrise
ca fiind mai putin saturate sau spalacite, valorile numerice ale Chroma pentru astfel de culori
fiind mai mici decat cele ale nuantelor pure. Rezultatele pentru Chroma aratad clar ca nuantele
probelor supuse la -2°C, timp de 12 ore, la 40°C timp de 15 minute si 60°C timp de 15 minute au
devenit mai pale, desi perceptibilitatea acestui fenomen de catre ochiul uman trebuie sa fie
evaluata ulterior. Interesant, dar valorile mari pentru Chroma corespund cu valori mai mari ale

activitatii antioxidante.

In figura 3.4 este reprezentati modificarea activititii antioxidante dupi expunerea

extractului de aronie la diferite regimuri termice.
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Fig. 3.4. Influenta diferitor regimuri termice asupra activitatii antioxidante a extractului de

aronie (barele de eroare reprezintd abaterea standard)

Rezultatele expuse mai sus aratd modificarea activitatii antioxidante dupa tratamente
termice la temperaturi diferite. Nu au fost observate variatii semnificative statistic ale activitatii
antioxidante dintre extractul proaspat si cele supuse tuturor tratamentelor termice. Astfel
extractul etanolic de Aronia melanocarpa este stabil atunci cand este supus atat la temperaturi
sub 0°C, cat si la temperaturi ridicate, utilizate la procesarea produselor alimentare. Cu toate
acestea, au existat diferente semnificative intre tratamentul termic efectuat la 100°C timp de 2
minute si cele de la -2°C timp de 12 ore; 40°C timp de 15 minute si 60°C timp de 15 minute. O
serie de alte studii au demonstrat ca polifenolii sunt stabili la actiunea temperaturii [153, 154].
Cu toate acestea, a fost raportat ca pasteurizarea si depozitarea, in special atunci cand oxigenul

este disponibil, poate afecta activitatea antioxidantd in mod negativ [155].

In tabelul 3.7 sunt rezumate valorile obtinute pentru L*, a*, b*, C* si H* pentru diverse
regimuri termice. Temperaturile ridicate au demonstrat un efect semnificativ asupra tuturor
parametrilor de culoare prin scaderea valorii luminozitdtii, ce are drept rezultat un extract mai
inchis la culoare. Pe de altd parte, nuantele de rosu si galben ale extractului au crescut.
Cromaticitatea a crescut, de asemenea, odata cu temperatura. Cea mai mare valoare de 55,66 a

fost gasit dupa ce extractul a fost supus tratamentului la 100°C timp de 2 minute.
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Tabelul 3.7. Influenta temperaturii asupra parametrilor de culoare ai extractelor de aronie

(rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Regim temperaturi- L* a* b* Cc* H*
durata

Extract proaspat 42,36+0,13° | 41,79+0,07* | 24,90+0,04° | 48,65+0,09* | 1,47+0,01°
-2°C, 12h 44,66+0,03% | 42,36+0,03% | 22,87+0,06 | 48,13+0,06° | 1,67+0,01
4°C, 12-24h 42,33+0,12° | 41,81+0,07"° [ 24,90+0,05° | 48,66+0,08* | 1,48+0,01°
40°C, 15 min. 43,90+0,04° | 42,47+0,36° |22,93+0,07% | 48,26+0,35% | 1,67+0,01"
60°C, 15 min. 44,48+0,39% | 42,39+0,20° | 24,32+0,16° | 48,87+0,26* | 1,550,01°
80°C, 15 min. 42,55+0,22° | 43,38+0,22% |[27,02+0,05° | 51,11+0,18" | 1,39+0,01°
100°C, 2 min. 29,67+0,33% | 45,3120,62° | 32,33+0,48° | 55,66+0,78° | 1,16+0,01°

In figura 3.5 este aratata schimbarea activitatii antioxidante in extractul de tescovina dupa

diferite tratamente termice.
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Fig. 3.5. Influenta diferitor regimuri termice asupra activitatii antioxidante a extractului de

tescovina (barele de eroare reprezinta abaterea Standard)

Comparand activitatea antioxidanta a probelor supuse tratamentelor termice cu cea a

probei-martor, observam ca nici unul dintre regimurile cercetate nu a afectat semnificativ acest

parametru. Cu toate acestea, existd diferente statistice semnificative Intre rezultatele obtinute

pentru extractul mentinut la t=-2°C timp de 12 ore si cel mentinut la t=60°C timp de 15 minute,

cand acestea sunt comparate cu rezultatul obtinut in extractul supus la t=100°C timp de 2 minute.

De altfel, cea mai mare valoare (33,10+£2,19 mmol TE/L) a parametrului studiat a fost obtinuta
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anume pentru acest extract. Studiul lui Kurzeja si colab. (2012) a ardtat ca la temperatura ridicata
pe o durata scurtd de timp (HTST) a scazut numarul de radicali din plantele testate utilizate in
cercetari, in timp ce activitatea antioxidantd a crescut. Prin urmare, este posibil ca acest
parametru a fost imbunatatit doar datorita efectului caldurii [153]. Si alti autori au sugerat ca in
timpul tratamentelor termice pot fi generati noi compusi antioxidanti [154]. Puterea anumitor
antioxidanti este asociatd cu puterea lor de reducere si, astfel, asociat cu prezenta reductonelor

156] . in tabelul 3.8 sunt rezumate valorile obtinute pentru L*, a*, b*, C* si H*.
! p S

Tabelul 3.8. Influenta temperaturii asupra parametrilor de culoare ai extractelor de tescovina

(rezultatele sunt exprimate ca medietabatere standard)

Regim L* a* b* Cc* H*
temperatura-

durata

Extract proaspit |  65,60+0,12 30,00+0,19% | -7,1440,09% | 30,85+0,16% | -4,12+0,07°
-2°C, 12h 67,85+0,58° | 28,91+0,16* | -6,80+0,95% | 29,71+0,06% | -4,23+0,69°
4°C, 12-24h 65,58+0,12° 30,03+0,17% | -7,15+£0,09% | 30,87+0,15% | -4,12+0,08°
40°C, 15 min. 67,76+0,40° | 29.3240,20* | -7,10+£0,24% | 30,17+0,14% | -4,05+0,18"
60°C, 15 min. 68,50+0,16° | 28,28+0,02% | -6,10+0,18% | 28,93+0,05% | -4,57+0,14°
80°C, 15 min. 66,73+1,53% | 29,584+0,97% | -4,02+0,35" | 29,86+0,93% | -7,35+0,86°
100°C, 2 min. 62,5242,33° 33274245 | -3,87+0,54° | 33,50+2,45" | -8,66+1,15°

Rezultatele CIELab releva ca valorile luminozitatii determinate in extractul de tescovind
expus diferitor regimuri termice au fost cuprinse intre 62 si 68, cea mai ridicata valoare fiind
observata in extractele expuse la t=60°C timp de 15 minute. Aceasta valoare este mai mare cu
aproximativ 3 unitati decat valoarea determinata in extractul proaspat, insa analiza statistica nu a
demonstrat diferente semnificative intre aceste doud valori. Unii autori sugereazd o corelatie
liniard intre continutul de antocieni si toti parametrii CIELab. De asemenea, valorile ridicate ale

L* din extractele de struguri au fost asociate cu un continut scazut de antocieni [157].

Analiza statisticd a mai aratat cd numai rezultatele obtinute pentru extractul supus la
100°C timp de 2 min. sunt semnificativ diferite de celelalte in ceea ce priveste luminozitatea si
componenta rosu/verde. Cu toate acestea, valoarea lui a* a crescut, ceea ce inseamna ca a existat
o schimbare de culoare spre tonuri mai rosii, in timp ce Laurrari si colab. (1997) a constatat o
pierdere de culoare rosie in pielitele de struguri expuse la t=140°C [66]. Avand in vedere
scaderea luminozitatii, este foarte probabil sa fi avut loc o modificare a structurii moleculare sau

generarea compusilor Maillard de culoare bruna.

Rezultatele in coloanele a* si b* aratd evolutia componentei rosu/verde si componentei

albastru/galben, respectiv. Ambii parametri sunt relativ stabili si doar trecerea componentei
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albastru/galben spre valori pozitive in extractele supuse la t=100°C timp de doud minute
sugereazd degradarea pigmentilor albastri si evolutia spre tonuri mai galbene. Acest lucru ar
putea fi un semn al contributiei altor pigmenti care implicd de reguld formarea de
piranoantocieni, ceea ce rezultd in nuante rosu-portocalii [158]. Evolutia parametrului b* este
strict dependenta de temperatura si timpul de expunere. Cu cat temperatura este mai mare, cu atat
mai mare este trecerea spre galben. Si alti autori au mai constatat ca temperaturile ridicate
(> 100°C) maresc unghiul de nuanta si diferenta de culoare in cazul tescovinei de struguri [66].
Valorile lui C* ilustreaza schimbarea cromaticititii pe parcursul diferitelor regimuri de
temperaturd in timp. Chroma caracterizeaza calitatea culorii. In general, calitatea culorii nu este
influentata de temperaturile ridicate sau foarte scdzute si ramane relativ stabild. Cea mai mare
valoare a fost observata in extractul supus la temperatura de 100 °C timp de 2 minute. Chiar daca
abaterea standard este mai mare decat in alte cazuri, cresterea saturatiei culorii ar putea fi
explicati la fel prin schimbarea structurii moleculare a compusilor de culoare. in ceea ce priveste
alte rezultate documentate pentru parametrii CIELab, Intunecarea si trecerea spre nuante de rosu
si galben au fost observate si de catre alti autori [153]. Autorii au constatat, de asemenea, 0
scadere a valorii lui L* 1n comparatie cu probele nesterilizate i au asociat acest efect cu

pierderea de apa care a avut loc in timpul sterilizarii.

In figura 3.6 este reprezentat efectul diferitor regimuri termice asupra activitatii

antioxidante a extractului de catina alba.
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Fig. 3.6. Influenta temperaturii asupra activitatii antioxidante a extractului de catina alba (barele

de eroare reprezinta abaterea standard)

In general, activitatea antioxidanta a rimas neschimbati si numai in cazul tratamentului de 2
minute la 100°C a existat o crestere semnificativd din punct de vedere statistic, anume de la 7,64

mmol TE/L pand la 11,35 mmol TE/L. Rezultatele obtinute relevd o crestere graduald, insa
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valorile determinate dupa tratamentele 40°C timp de 15 min.; 60°C timp de 15 min. si 80°C timp
de 15 min. nu prezinta diferente statistice semnificative. Aceasta schimbare poate fi atribuita
modificarii structurii moleculare a polifenolilor si astfel modificarii capacitatii lor antioxidante
[67]. In cazul catinii albe, trebuie luate in considerare carotenoidele si modificirile lor in timpul

tratamentelor termice.

in tabelul 3.9 sunt rezumate rezultatele pentru valorile parametrilor CIELab ai extractului
de citina alba expus la diferite temperaturi pentru diferite perioade de timp. In cazul parametrilor
CIELab, rezultatele au aratat ca doar extractul expus la 100°C timp de 2 minute a fost afectat
semnificativ. In extractul mentionat mai sus au fost observate o scidere a luminozitatii (L*), o
crestere a parametrului rosu/verde (a*) si o crestere a parametrului galben/albastru (b*). In plus,
toate aceste modificari au avut drept rezultat o valoare mai mare pentru cromaticitate. Astfel,
extractul de catina alba este stabil la actiunea temperaturii atat din punct de vedere al activitatii

antioxidante, cat si al calitatii culorii, daca temperaturile >100°C sunt evitate.

Tabelul 3.9. Influenta temperaturii asupra parametrilor de culoare ai extractului de cétina alba

(rezultatele sunt exprimate ca medietabatere standard)

Regim L* a* b* Cc* H*
temperatura-

durata

Extract proaspat 97,61+0,03% | -1,19+0,02% | 8,00+0,02% | 8,10+0,02% -2,24+0,43°
-2°C, 12h 98,32+0,04% | -1,24+0,04* | 7,77+0,08° 7,870,072 -5,86+8,74°
4°C, 12-24h 97,60+0,00% | -1,19+0,00* [ 8,00+0,03* 8,09+0,03% -2,21+0,10°
40°C, 15 min. 98,51+0,03% | -1,25+0,00* | 7,77+0,08° 7,87+0,07° -0,49+20,06
60°C, 15 min. 98,10+0,31% | -0,90+0,40% | 7,84+0,19° 7,90+0,23% -0,96+1,35°
80°C, 15 min. 97,78+0,03% | -1,14+0,02% | 8,75+0,07° | 8,83+0,07° | -0,24+0,07
100°C, 2 min. 94,08+2,90" | 0,07+1,03" | 12,37£2,60° | 12,40+2,58° | -0,08+1,54°

In figura 3.7 sunt date rezultatele activitatii antioxidante a extractului de paducel dupa

diferite tratamente termice.
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Fig. 3.7. Influenta temperaturii asupra activitatii antioxidante a extractului de paducel (barele de

eroare reprezintd abaterea standard)

Rezultatele pentru extractul de paducel arata ca nici unul dintre tratamentele testate nu a
afectat activitatea antioxidanta. Astfel, extractul de paducel este unul dintre cele mai stabile la
actiunea temperaturilor inalte, avand in vedere ca potentialul antioxidant al extractelor prezentate

anterior a fost modificat de t=100°C timp de 2 minute.

In tabelul 3.10 sunt date rezultatele parametrilor de culoare pentru extractele de paducel

supuse la diferite temperaturi pentru diferite perioade de timp.

Tabelul 3.10. Influenta temperaturii asupra parametrilor de culoare ai extractului de paducel

(rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Regim L* a* b* Cc* H*
temperatura-

durata

Extract 92,25+0,93% | -1,27+0,13® | 16,34+0,33* | 16,39+0,32* | 0,47+0,76
proaspat

-2°C, 12h 96,78+0,30° [ -1,35£0,02* [ 14,46+0,12° | 14,52+0,12% | -0,33+0,24°
4°C, 12-24h | 95,31+0,84% [ -1,28+0,12* | 16,31+0,28% [ 16,36+0,27*° | 0,33+0,98°
40°C, 15 min. | 96,81+0,05° | -1,39+0,01% | 14,72£0.20* | 14,78+0,20* | -0,46+0,28"
60°C, 15 min. | 96,89+0,06° | -1,41+0,01* | 15,06+0,12* | 15,13+0,11* [-0,31%0,15
80°C, 15 min. | 94,32+0,24® | -1,05+0,03% | 16,55+0,14%" | 16,58+0,14% | 2,54+3,36°
100°C, 2 min. | 92,91+3,01* | -0,79+0,50° | 18,72+2,38°% | 18,74+2,36™ | -0,63+2,77°
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Nici unul dintre tratamentele cercetate nu a produs vreo modificare semnificativa a
luminozitatii in comparatie cu proba de referinta. Totusi, extractele supuse -2°C timp de 12 ore;
40° C timp de 15 minute; 60°C timp de 15 minute au avut o culoare semnificativ mai deschisa
decat proba supusd la 100°C timp de 2 minute. Acelasi lucru se aplica pentru componenta
rosu/verde (a*), componenta albastru/galben (b*) si cromaticitate (C*) — valorile acestor
parametri fiind mai mari in proba expusa la 100°C timp de 2 minute. Astfel, extractul respectiv

este putin mai inchis la culoare, putin mai rosiatic si mai galben.

In ultimii ani, determinarea parametrilor CIELab a devenit un instrument util pentru
cercetdtori in ceea ce priveste studiul culorii alimentelor — o proprietate senzoriala importanta
pentru consumatori si respectiv producatori. Astfel, Patras si colab. (2009) au studiat influenta
tratamentelor de sterilizare si a stocarii asupra culorii (parametrii Hunter L*a*b*) feliilor de
morcov. Autorii au determinat ca durata tratamentului si perioada de pastrare au afectat in mod

semnificativ parametrii de culoare [159].

In figura 3.8 sunt date rezultatele pentru activitatea antioxidanti a extractelor de scorus

supuse diferitor regimuri termice.
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Fig. 3.8. Influenta temperaturii asupra activitatii antioxidante a extractului de scorus (barele de

eroare reprezinta abaterea standard)

Ca si 1n cazul extractului de paducel, activitatea antioxidanta a extractului de scorus este
stabila la actiunea temperaturii. Astfel, analiza statistica a aratat ca nu existd diferente

semnificative intre diferite valori.

in tabelul 3.11 sunt date rezultatele pentru parametrii de culoare ai extractelor expuse la

diferite temperaturi pentru diferite perioade de timp.
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Tabelul 3.11. Influenta temperaturii asupra parametrilor de culoare ai extractului de scorus

(rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Regim L* a* b* Cc* H*
temperatura-

durata

Extract proaspat | 94,41+0,00° [ -0,59+0,00® | 15,07+0,00™ [ 15,08+0,00™ | -4,92+0,00°
-2°C, 12h 97,26+0,10° [-0,92+0,02® [ 11,38+0,19° | 11,42+0,18% |-0,05+7,75°
4°C, 12-24h 94,42+0,00° | -3,09+3,54* [ 15,07+£0,00° [ 15,58+0,70° | -1,42+4,95
40°C, 15 min. 97,19+0,04% |-0,96+0,01% | 12,32+0,16® | 12,36+0,16 | 1,62+6,41°
60°C, 15 min. 96,83+0,06° | -0,84+0,06® | 12,85+0,17* [12,88+0,17% | 0,27+0,88"
80°C, 15 min. 95,88+0,21°% | -0,74+0,03% | 14,23+2,60™ | 14,25+0,19™ | -0,22+0,94°
100°C, 2 min. 90,23+2,54* [ 0,11£0,44° | 19,04+2,60° | 19,04+2,60% | 0,35+2,42°

Doar tratamentul la 100°C timp de 2 minute a produs o modificare semnificativd a
luminozitatii in comparatie cu proba de referinta. Si extractele expuse la -2°C timp de 12 ore;
4°C, timp de 12-24 ore, 40°C timp de 15 minute; 60°C timp de 15 minute si 80°C timp de 15
minute sunt mai deschise la culoare decat proba expusa la 100°C timp de 2 minute. Parametrul
albastru/galben a scazut semnificativ in extractul expus la -2°C timp de 12 ore. La fel ca in cazul
extractului de paducel, cromaticitatea este mai mari in extractul expus la 100°C timp de 2
minute. Astfel, extractul de scorus expus la 100°C a devenit putin mai deschis la culoare, iar
saturatia culorii sale a fost majoratd, pe cand in cel expus la -2°C a scazut calitatea nuantei

galbene.

Au fost publicate o serie de alte studii privind efectul temperaturii si timpului. Patras si
colab. (2009) au studiat efectul tratamentului cu presiune inalta si procesarii termice
conventionale asupra activitatii antioxidante, concentratiilor diferitor clase de antioxidanti si
culorii piureurilor de cdpsuni si de mure si au constatat cd tratamentul termic conventional
reduce nivelurile de acid ascorbic, antocieni, activitatea antioxidanta si calitatea culorii, avand un
efect negativ asupra nuantei rosii in special [160]. Un alt studiu a relevat descoperiri similare in
piureurile de morcov si de tomate. Numai nivelurile de polifenoli nu au fost afectate de
tratamentul termic [159]. Aceste studii ar putea oferi o explicatie pentru stabilitatea activitatii
antioxidante in extractele preparate din fructe uscate, presupunand ca valoarea ei se datoreaza
polifenolilor si carotenoidelor — compusi In general mai stabili la actiunea temperaturii, care nu

au degradat in procesul de uscare.
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3.3. Influenta conditiilor de pastrare asupra activitatii antioxidante si parametrilor
de culoare

Trei loturi din fiecare extract au fost depozitate timp de doua saptamani, fiind
supravegheate activitatile lor antioxidante si parametrii de culoare. In figura 3.9 sunt reprezentate

valorile activitatii antioxidante a extractelor de maces pastrate la diferite temperaturi.
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Fig. 3.9. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra activitatii antioxidante a extractului

de maces (barele de eroare reprezintd abaterea standard)

Rezultatele date in figura 3.9 releva o diferenta statistica doar intre valorile determinate
pentru extractul mentinut la -2°C si cel pastrat la temperatura de 4°C. Cu toate acestea, ambele
valori nu sunt semnificativ diferite de proba-martor in ceea ce priveste activitatea antioxidanta.
Mai mult ca atit, temperatura camerei la fel ca si temperatura sub 0°C nu a afectat acest
parametru. Aceasta stabilitate ar putea fi explicata prin stabilitatea diferitor polifenoli la actiunea
temperaturii. Totusi, scaderea cu 23% a activitdtii antioxidante la t=-2°C indica o instabilitate a
acesteia la temperaturi negative, In pofida faptului c@ variatia rezultatelor a condus la absenta
semnificatiei statistice. Casati si colab. (2012) au cercetat influenta pastrarii asupra continutului
de polifenoli si a parametrilor de culoare ai sucurilor de afine, soc si coacdze si au constatat ca
atat continuturile de polifenoli, cat si calitatea culorii au scazut odata cu trecerea timpului [161].
Desigur, cand se compara rezultatele celor doua studii, trebuie sa fie luate in considerare durata
mai lunga de pastrare si mediile diferite dependente de solvent. Mai mult, ar fi interesant de
cercetat stabilitatea diferitelor extracte preparate din pomusoare uscate dupa adaugarea lor in

produse, cum ar fi sucurile de fructe.

In tabelul 3.12 sunt date rezultatele pentru parametrii CIELab ai extractelor de mices

pastrate pe parcursul a doua saptamani.
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Tabelul 3.12. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra parametrilor de culoare ai

extractelor de maces (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Temperatura si L* a* b* Cc* H*

durata de pastrare

Extract proaspat 92,29+0,03% | 0,51+0,01° | 18,30+0,07° | 18,31+0,08* | -0,07+0,11°
-2°C, 2 spt 95,78+0,16° | 0,06+0,03% | 14,42+0,13° | 14,42+0,13" | -0,07+0,11°
4°C, 2 spt 90,53+0,43% | 0,88+0,08° | 19,08+0,02° | 18,31+0,07* | -11,59+7,20°
25-30°C, 2 spt 94,83+0,05" | 1,23+0,01° | 19,26+0,01° | 19,30+0,01° | 0,167,793

Rezultatele au aratat ca temperaturile foarte scazute, adica -2° C, precum si temperatura
camerei, adicd 25-30°C poate afecta in mod semnificativ extractul prin cresterea luminozitatii.
Pastrarea extractului la 4°C si la temperatura camerei a determinat schimbarea culorii sale spre
tonuri mai rosii, pe cand temperatura -2°C a provocat micsorarea parametrului a* si deci
intensificarea nuantei verzui. Depozitarea la -2°C a determinat, de asemenea, scaderea
parametrului b* si deci a nuantei galbene. Cunja si colab. (2015) au analizat parametrii CIELab
ai fructelor de maces la diferite stadii de maturitate si au observat, de asemenea, ca nuantele rosii
si galbene au scazut la inghet, iar luminozitatea, pe de alta parte, a crescut [48]. Se pare ca

temperaturile negative au intr-adevar, un efect negativ asupra pigmentilor macesului.

In figura 3.10 sunt date rezultatele pentru activitatea antioxidanti dupa doud saptimani de
depozitare la -2°C, 4°C si 25-30°C. Nu au fost gasite diferente semnificative pentru acest
parametru, ceea ce sugereaza cd pentru mentinerea activitdtii antioxidante, temperaturile de

stocare pot varia de la sub 0°C panad la temperatura camerei.
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Fig. 3.10. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra activitatii antioxidante a extractului

de aronie (barele de eroare reprezinta abaterea standard)
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Rezultatele pentru parametrii de culoare, masurate in extractele depozitate, sunt incluse in
tabelul 3.13. Rezultatele parametrului L* aratd cd cel mai mare efect asupra luminozitatii
extractului in timpul depozitarii a fost exercitat de depozitarea la -2°C si la 25-30°C, prin
cresterea valorii sale de la 42,36 1a 43,13 si 50,22, respectiv, ceea ce a dus la modificarea culorii
spre tonuri caramizii. Mai mult decat atat, depozitare la 25-30°C a marit parametrul b* ceea ce
poate fi interpretat ca o modificare a culorii spre galben, a micsorat parametrul a*, ceea ce poate
fi interpretat ca o descrestere a nuantei rosii si a micsorat unghiul de nuantad. Cresterea
parametrului albastru/galben poate fi atribuitd formarii de piranoantocieni [158]. Cu toate
acestea, modificarile respective au produs o valoare mai mare pentru Chroma, interpretata ca o

calitate sporita a culorii.

Tabelul 3.13. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra parametrilor de culoare ai

extractelor de aronie (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Temperaturi si L* a* b* Cc* H*
durata de pastrare

Extract proaspat 42.36+0,13% | 41,79+0,07° | 24,90+0,04" | 48,65+0,09* | 1,47+0,01°
-2°C, 2 spt 46,13+0,20° | 41,28+0,12° | 25,00+0,07% | 48,26+0,13% | 1,44+0,01°
4°C, 2 spt 42,61+0,43% | 41,68+0,22° 27,83ﬂ:0,09b 48,65+0,09° | 1,47+0,01°
25-30°C, 2 spt 50,2240,06° | 38,37+0,12% | 36,52+0,20° 52,97ﬂ:0,23b 0,71+0,01%

In figura 3.11 sunt date rezultatele activititii antioxidante a extractelor de tescovini

pastrate la diferite temperaturi.
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Fig. 3.11. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra activitatii antioxidante a extractului

de tescovina (barele de eroare reprezinta abaterea standard)
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Conform rezultatelor prezentate in figura 3.11, una dintre temperaturile cercetate a avut
un efect semnificativ asupra potentialului antioxidant, determinand cresterea acestuia de la 31,16
mmol TE/L la 33,46 mmol TE/L. Astfel, depozitarea prelungita la temperatura camerei a crescut
valorile activitatii antioxidante. Acest lucru ar putea fi atribuit modificarii structurii moleculare a
compusilor antioxidanti. Pastrarea la -2°C si 4°C nu a avut vreo influentd asupra activitatii

antioxidante.

Tabelul 3.14. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra parametrilor de culoare ai

extractelor de tescovind (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Temperaturi si L* a* b* Cc* H*
durata de pastrare

Extract proaspit 65,60+0,12% | 30,00+0,19% | -7,14+0,09% | 30,85+0,16° | -4,12+0,07°
-2°C, 2 spt 68,35+0,20% | 28,24+0,34% | -6,50+0,20° | 28,99+0,37% | -4,27+0,09"
4°C, 2 spt 66,52+0,15% | 29,61+0,11% [ -6,22+0,01* | 30,26+0,11% | -4,12+0,08"
25-30°C, 2 spt 68,41+0,13% [ 27,77+0,14% | 0,79+0,05° [ 27,79+0,14* | 35,30+2,47°

Cea mai ridicatd valoare a luminozitatii a fost observatd in extractul expus la -2°C timp
de doud sdptamani si 25-30°C timp de doud sdptimani. Aceastd valoare este mai mare cu
aproximativ 3 unitdti decat valoarea determinatd in extractul proaspat. Prin urmare, expunerea
prelungita la temperaturi foarte scazute si temperatura camerei ar putea conduce la unele
pierderi de pigmenti. Cu toate acestea, testul statistic nu a relevat diferente semnificative intre
extractul proaspdt si cele mentionate anterior. Pe de altd parte, doar o usoard crestere a fost

observata in extractul tinut la intuneric, la 4°C, ceea ce sugereaza ca aceste conditii de stocare ar

fi optime pentru pastrarea calitatii pigmentilor.

Analiza statisticd a datelor expuse in tabelul 3.14 a mai aratat ca componenta
galben/albastru (b*) a fost modificatda in mod semnificativ in cazul extractului mentinut la
temperatura camerei, in prezenta luminii. Schimbarea indicd modificarea nuantei albastre in
galben. Aceasta modificarea a condus la scaderea valorii cromaticitatii si schimbarea unghiului
de nuanta spre valori pozitive. Unghiul de nuantd (H*) este influentat de expunerea prelungita la
temperatura camerei si se manifestd prin evolutia culorii spre tonuri galbene si pierderea celor

albastre.

In figura 3.12 sunt date rezultatele activititii antioxidante in cazul pastrarii extractului de

catina alba pe parcursul a doua saptamani.

86




12

Activitate antioxidant3, mmol TE/L

Extract proaspat

-2°C, 2 spt 4°C, 2 spt 25-30°C, 2 spt

Temperatura si durata de pastrare

Fig. 3.12. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra activitatii antioxidante a extractului

de catina alba (barele de eroare reprezinta abaterea standard)

Valorile activitdtii antioxidante demonstreaza ca acest parametru a fost stabil in timp. Nu
exista variatii semnificative intre extracte, chiar daca culoarea extractului a crescut asa cum va fi
aratat ulterior. Ar fi totusi interesant de cercetat cum s-ar modifica acest parametru in cazul
modificarii mediului de solvatare, deoarece alcoolul manifestd anumite proprietati protectoare

asupra unor compusi [76].
In tabelul 3.15 sunt date valorile parametrilor CIELab in cazul extractului de catina alba.

Tabelul 3.15. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra parametrilor de culoare ai

extractului de catina alba (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Temperatura si L* a* b* Cc* H*

durata de

pastrare

Extract proaspat 97,61+0,03* | -1,19+0,02% | 8,00+0,02% | 8,10+0,02% | -2,24+0,43?
-2°C, 2 spt 98,19+0,13* | -1,28+0,03% | 8,11+0,01% | 8,21+0,01% |-2,37+11,28%
4°C, 2 spt 98,16+0,03* | -1,27+0,01%* | 7,95+0,01* | 8,10+0,02% | -2,24+0,43°
25-30°C, 2 spt 97,05+0,04* | -1,04+0,51* | 11,38+0,09° | 11,43+0,09° | -0,09+0,07°

Rezultatele demonstreaza

cd au existat modificari semnificative statistic numai 1in

extractul pastrat la temperatura camerei, in prezenta luminii. Astfel, componenta albastru/galben
adica (b*) a crescut de la 8,00 la 11, 38, iar cromaticitatea a crescut de la 8,10 la 11,43. Acest

fenomen poate fi atribuit oxidarii polifenolilor, fenomen insotit de aparitia nuantelor galbui-
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rosiatice. In cazul dat, parametrul b* descrie o culoare galbena mai pronuntati, dar si parametrul

C* demonstreaza o saturatie mai mare a culorii.

In figura 3.13 sunt date rezultatele activitatii antioxidante a extractului de paducel dupa

doua saptamani de pastrare la diferite temperaturi.
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Fig. 3.13. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra activitatii antioxidante a extractului

de paducel (barele de eroare reprezinta abaterea standard)

Valorile obtinute arata ca activitatea antioxidanta a scazut in cazul tuturor temperaturilor
cercetate, insd doar valoarea determinatd in extractul stocat la t=25-30°C pe parcursul a doua

saptamani s-a dovedit a fi diferita din punct de vedere statistic de proba de referinta.
in tabelul 3.16 sunt date valorile parametrilor CIELab in cazul extractului de paducel.

Tabelul 3.16. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra parametrilor de culoare ai

extractului de paducel (rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Temperaturasi | L* a* b* H* Cc*

durata de

pastrare

Extract proaspat | 92,25+0,93% | -1,27+0,13% | 16,34+0,33* |0,47+0,77* [ 16,39+0,32%
-2°C, 2 spt 96,62+0,18* | -1,38+0,04* | 15,23+0,21* |0,09+0,47* | 15,29+0,20°

4°C, 2 spt 96,50+0,01* | -1,50+0,02% | 17,10£0,04® [0,47+0,76* | 16,39+0,32%
25-30°C, 2 spt 95,07+0,18* | -1,05+0,02* |18,89+0,10° |0,95+0,74* | 18,92+1,69°
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Depozitarea la fiecare temperatura cercetata adica, -2°C; 4°C si 25-30°C, a produs o
crestere de luminozitate (L*). Cu toate acestea, aceastda modificare nu s-a dovedit a fi
semnificativd. Mai mult decat atat, componenta rosu/verde (a*) a ramas neschimbata, in timp ce
componenta albastru/galben (b*) a fost marita spre tonuri mai galbene in cazul depozitarii la 25-
30°C. Aceastd modificare a produs a ameliorare a saturatiei culorii ardtatd prin cresterea
parametrului Chroma. In figura 3.14 sunt date rezultatele activitatii antioxidante a extractului de

scorus dupa doud saptdmani de pastrare la diferite temperaturi.
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Fig. 3.14. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra activitatii antioxidante a extractului

de scorus (barele de eroare reprezinta abaterea standard)

Rezultatele aratd o scadere a activitatii antioxidante In cazul pastrarii la t=-2°C si t=25-
30°C. Astfel, valorile acestui parametru au fost micsorate de la 6,09 mmol TE/L péana la 4,19
mmol TE/L si 5,14 mmol TE/L, respectiv. In cazul extractului de scorus, temperatura de 4°C s-a
dovedit optimd pentru pastrarea activititii antioxidante. In tabelul 3.17 sunt date valorile
parametrilor CIELab in cazul extractului de scorus dupd pastrarea timp de doud sdptaméani la

diferite temperaturi.

Tabelul 3.17. Influenta temperaturii si duratei de pastrare asupra parametrilor de culoare ai

extractului de scorus (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Temperatura si L* a* b* H* Cc*
durata de

pastrare

Extract proaspat | 94,41+0,00® [ -0,59+0,00% [ 15,07+0,00° | -4,92+0,00* | 15,080,00"
-2°C, 2 spt 97,37+0,10° | -0,71+0,03% | 10,75+£0,31% | -7,36+14,42% | 10,770,312
4°C, 2 spt 93,68+1,44* | -0,51+0,21* | 15,65+0,81° | -4,92+0,00% | 15,66+0,80°
25-30°C, 2 spt 96,98+0,05 | -0,58+0,03% | 12,74+0,11® | 0,50+0,98% | 12,75+0,11%
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Depozitarea la temperaturile -2°C si 25-30°C a produs o crestere de luminozitate (L*), pe
cand depozitarea la t=4°C a determinat scaderea acestui parametru. Totusi, aceste modificari nu
s-au dovedit a fi semnificative din punct de vedere statistic. Mai mult decat atat, componenta
rosu/verde, (a*) a ramas neschimbatd, iar componenta albastru/galben (b*) a scazut semnificativ

in cazul extractului depozitat la -2°C si a crescut nesemnificativ in celelalte doua cazuri.

3.5. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante si culorii

In figura 3.15 sunt reprezentate rezultatele activititii antioxidante in extractele de mices

ale caror pH a fost modificat.
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Fig. 3.15. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractului de maces (barele de

eroare reprezinta abaterea standard)

In cazul extractului de mices, numai valoarea cea mai acida testatd, si anume pH=2,5, a
produs un efect semnificativ asupra valorii activitatii antioxidante prin reducerea cu aproximativ
10 mmol/L. Valoarea acestui parametru nu s-a schimbat la valori apropiate de un pH neutru si
nici chiar la pH=8,7.

In tabelul 3.18 sunt date rezultatele parametrilor CIELab ai extractului dupa ajustarea pH-
ului.

90



Tabelul 3.18. Influenta pH-ului asupra parametrilor CIELab ai extractului de maces

(rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Parametrii L* a* b* Cc* H*
CIELab

Control 2,5 97,3d:0,0a -O,IdEO,Oa 6,0d:0,0a 6,Od:0,0a 1,68i2,44a
pH=2,5 98,1+0,1* |-0,3+0,0% 6,2+0,1° 6,3+0,1% 0,63+0,66%

Control for 3,8 96,0+0,1* | -0,140,0% 6,8+0,0° 6,8+0,0% 0,14+0,28%

pH=3,8 94,0+3,5* | 0,1+0,3% 7,9+0,9° 7,9+0,9% 0,43+0,3,59%

Control 5,4 95,9d:0,2a -0,2d:0,1a 9,1d:0,0a 9,1d:0,0a -0,21d:4,29a
pH=5,4 79,6d:0,1b O,ld:O,Oa 9,2d:0,2a 9,2d:0,2a 0,33i0,80a

Control 7,3 95,9+0,2* |-0,2+0,12 9,1+0,0° 9,1+0,0% -0,21+0,29%
pH=7,3 95,7+0,5% | 1,1+0,0? 10,3£0,1° | 10,3+0,1° -2,19+0,36°

Control 8,7 96,9+0,1* |-0,12+0,1% 7,3+0.1% 7,3+0,1% 1,0+0,72
pH=8,7 92,7ﬂ:1,2al 2,4d:0,2a 14,2i0,6b 14,4ﬂ:0,6a -2,96ﬂ:2,34a

Culoarea extractului de maces este relativ stabila la actiunea atat a mediului acid, cat si a

celui bazic. Valoarea pH=3,8 nu a avut vreo influenta semnificativa asupra tuturor parametrilor

de culoare, pe cand pH=>5,4 au manifestat un efect semnificativ asupra valorii luminozitatii (L*).

Aceastd valoare a pH-ului a intunecat culoarea extractului, iar luminozitatea a scazut de la

aproximativ 96 la aproximativ 80. Nuantele rosii si galbene ale extractului au au fost majorate in

mediul alcalin. Aceste modificari ale pH-ului, si anume, trecerea la 8,7, au crescut valoarea

cromatica a extractului.

In figura 3.16 sunt reprezentate rezultatele activitatii antioxidante in extractele de aronie

ale caror pH a fost modificat.
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Fig. 3.16. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractului de aronie (barele de

eroare reprezintd abaterea standard)
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Rezultatele obtinute aratd ca activitatea antioxidanta a extractului de aronie (Aronia
melanocarpa) scade semnificativ in mediul acid. Toate valorile pH-ului mai mici decéat pH-ul
probei de control au redus acest parametru intr-o anumitd masura. Cu toate acestea, hu au fost
identificate diferente statistice intre activitatea antioxidantd a extractului cu pH=3,5 si cea a
probei de referinta. Pe de alta parte, in mediul alcalin proprietatile antiradicalice ale extractului
nu s-au schimbat. In tabelul 3.19 sunt date rezultatele parametrilor CIELab ai extractului de

aronie dupa ajustarea pH-ului.

Tabelul 3.19. Influenta pH-ului asupra parametrilor CIELab ai extractului de aronie (rezultatele

sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Parametrii L* a* b* C* H*
CIELab

Control 2,3 75,7£0,1* | 19,1+0,1° 8,1+0,1° 20,8+0,1° 2,23+0,04°
pH=2,3 74,6+1,0° | 37,8+3,6 7,0£0,1° 38,4+3,6" 5,34+0,42°

Control 3,5 65,5+0,1* | 19,1+0,1° 11,3+0,2° 22,2+0,2° 1,49+0,02°
pH=3,5 57,2+2,2° | 23,8+0,5 12,5+0,1° 26,9:+0,4° 1,74+0,07°

Control 5,6 54,4+0,2% | 35,5+0,1° 16,4+0,3° 39,1+0,2° 2,010,012
pH=5,6 55,4+0,5° | 31,5+0,4° 17,7+0,2" 36,2+0,4° 1,59+0,1°

Control 7,3 54,4+0,2% | 35,5+0,1° 16,4+0,3° 39,1+0,2° 2,010,012
pH=7,3 45542.4° | 21,6£0,4° 20,8+0,1° 30,0+0,4° 0,70+0,02

Control 8,0 67,4+0,3% | 24,5+0,5° 11,5+0,2° 27,1+0,5° 1,96+0,01°
pH=8,0 62,0+0,1° | 11,5+0,1" 15,0+0,2" 19,0+0,1° 0,28+0,02°

O scadere de luminozitate a fost observata pentru pH=3,5; dar si pentru valorile alcaline
ale pH-ului, anume 7,4 si 8,9, astfel intunecandu-se extractul. Mai mult decat atat, tonul rosu,
cromaticitatea si nuanta au fost imbunatatite in mod semnificativ in mediul acid testat (pH=2,5 si
pH=3,6). Aceste modificari pot fi explicate prin stabilizarea cationului flaviliu in mediul acid.
Mai mult decat atat, tonurile au evoluat spre nuante mai albastre In mediile acide. Pe de alta
parte, la pH=5,5; pH=7,4 si pH=8,9, parametrul albastru/galben b* a crescut, ceea ce
demonstreaza o schimbare spre tonuri mai galbene. Rezultatele testului statistic aratd ca
modificarile parametrilor de culoare, cu exceptia unghiului de nuantd si a cromaticitatii la

pH=5,5, sunt semnificative din punct de vedere statistic.

In figura 3.17 sunt reprezentate rezultatele activititii antioxidante in extractele de

tescovind ale caror pH a fost modificat.
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Fig. 3.17. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractului de tescovina (barele de

eroare reprezinta abatere standard)

Rezultatele obtinute aratd ca valorile diferite ale pH-ului au o influentd redusa asupra
activitatii antioxidante a extractului etanolic de tescovind. Cea mai mare valoare a fost
determinatd pentru pH=3,5; desi aceastd valoare nu este semnificativ diferitd de cea a probei-
martor care a avut pH-ul initial de 4,4. Cu toate acestea, analiza dintre perechile de tratamente a

ardtat o diferenta semnificativa intre valorile gasite la pH=3,7 si pH=2,6; pH=3,6 si pH=5,5.

Altukaya si colab. (2016) a studiat influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a
extractului de salata verde cu adaos de quercetind, extract de ceai verde si extract de seminte de
struguri. Autorii au constatat cresterea efectului antiradicalic odata cu cresterea valorii pH-ului si
au explicat acest efect prin cresterea capacitatii de donor de electroni ca urmare a deprotonarii si
stabilizarii in solutii alcaline [83]. Saeedeh si colab. (2007) au evaluat activitatea antioxidantd a
frunzelor de Moringa oleifera, frunzelor de menta si a extractelor de tuberculi de morcov,
precum si stabilitatea acestora la diferite valori ale pH-ului, mai exact la pH=4 si pH=9.
Activitatea antioxidanta a extractelor de menta si morcov s-a dovedit a fi mai mare la pH=9
decat la pH=4, in timp ce valoarea acesteia a ramas la fel in ambele conditii ale pH-ului in cazul

extractului de frunze de Moringa oleifera [162].

Activitatea antioxidantd a fost corelatd cu numarul de grupari hidroxil si abilitatea de
donare de hidrogen [80, 163, 164]. Grupurile —OH suplimentare in pozitia ortho cresc activitatea
antiradicalica a polifenolilor in special la valori ale pH-ului mai mari decat 4 [83]. Prin urmare,
structura fiecarui compus fenolic trebuie luata in considerare atunci cand se explica schimbarea

activitatii antioxidante a extractului.
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In tabelul 3.20 sunt date rezultatele parametrilor CIELab ai extractului de tescovina dupi

ajustarea pH-ului.

Tabelul 3.20. Influenta pH-ului asupra parametrilor CIELab ai extractului de tescovina

(rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Parametrii L* a* b* C* H*
CIELab

Control 2,6 86,9+0,8° | 11,5+0,4* |[-2,7+02* [11,8+0,3* | -4,12+0,51°
pH=2,6 72,142.2° [ 48,143,1° |[-5,3+0,1° |48,4+3,1° | -9,07+0,50°

Control 3,5 83,5£0,1° | 14,9+0,1* |-4,7+0,1* | 15,6£0,1* | -3,05+0,01°
pH=3,5 81,4+45° |[222+32° [-3,6+0,7° |22,4+3,2° | -6,19+0,42°

Control 5,5 74,4+0,8* | 22,4+0,6° |-5,5+0,3* |23,0£0,6° | -4,00+0,09°
pH=5,5 79,6+0,1° | 11,7+£0,1° |-1,020,1° [ 11,7£0,1° | -11,8+1,6°

Control 7,4 74,4+0,8°  |22,4+0,6* [-5,5+0,3* |23,0£0,6* | -4,00£0,09%
pH=74 77,240,1* | -0,7+0,2° [9,3+0,3° |9,3+0,3" -0,46+1,02°

Control 8,8 83,5+0.17 | 14,940.1* |-4,7+0.1° | 15,6+0.1° | -3,05+0.01°
pH=8,8 81,3+0,2* [-3,240,1° | 14,7+0,5° |15,1£0,4* | -0,16+0,26°

Cea mai mare scadere a luminozitatii a fost observata pentru valorile pH-ului de 2,5. Mai
mult decat atit, nuanta rosie, cat si cromaticitatea extractului au fost Imbunatatite in mod
semnificativ atat la pH=2,5, cat si la pH=3,5. Aceste modificari se explica prin faptul ca cationul
flaviliu este stabilizat in prezenta cationilor de H*. Tonurile albastrii au fost, de asemenea,
imbunatatite pentru pH=2,5 si pH=3,6; in timp ce pentru toate celelalte valori ale pH-ului,
parametrul b* a fost deplasat spre valori galbene, cel mai probabil din cauza degradarii
pigmentilor albastri. A fost observata o scadere semnificativa a cromaticitatii - parametru care
exprima calitatea culorii - pentru pH>5,5. Acest fenomen este in mare parte cauzat de degradarea
antocienilor. Prin urmare, extractul de tescovina ar trebui sa fie utilizat cu mare grija in produsele
alimentare cu mediu alcalin. In ceea ce priveste alte valori, modificarile acestui parametru au fost

nesemnificative din punct de vedere statistic.

In figura 3.18 sunt reprezentate rezultatele activititii antioxidante in extractele de citina

alba ale caror pH a fost modificat.
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Fig. 3.18. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractului de catina alba (barele de

eroare reprezintd abaterea standard)

Valorile 3,6; 7,0 si 8,5 au modificat activitatea antioxidanta a extractului de catina alba si
au provocat o usoara crestere a acestui parametru. Valoarea maxima a fost determinatd pentru

pH=3,6 — mediu putin mai acid decat cel al probei-martor.

in tabelul 3.21 sunt date rezultatele parametrilor CIELab ai extractului de catind alba

dupa ajustarea pH-ului.

Tabelul 3.21. Influenta pH-ului asupra parametrilor CIELab ai extractului de catina alba

(rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Parametrii L* a* b* C* H*
CIELab

Control 2,6 98,3+0,5% |-0,4+0,1* |3,2£0,0° |3,3+0,0° |-0,38+2,24°
pH=2,6 98,7+0,6° | -0,6+0,0* | 3,8£0,5% |3,840,4* |-1,01+1,43°

Control 3,6 96,5+2,4* | -0,4+0,3* |5,6£0,0* |5,6+0,0° |7,73+0,49°
pH=3,6 96,5+2,4° -0,4+0,3% | 6,2+1,6% |6,2+1,6° | 1,89+0,83°

Control for 5,4 98,3+0,5° -0,4+0,1* | 3,240,0* |3,3+0,0* |-0,38+2,24%

pH=5,4 99,6+0,0° -0,5+0,0* |2,3+0,1* |2,3+0,1* |-0,46+0,07

Control 7,0 99,3+0,0° -0,6+0,0* | 3,0+0,1* |3,0+0,1* ]-0,30+0,07°
pH=7,0 98,9+0,1° [ -2,4+0,0° [7.8£0,1° |8,1+0,1° [-11,00+4,64°

Control 8,5 96,5+2,4° -0,4+0,3* | 5,6+0,0* |5,6+0,0* |7,73+0,49°
pH=8,5 96,2+1,9* |-7,8+0,3" |26,9+2,2° [ 28,0+2,0° |-7,45+5,64°
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Se poate observa ca nici mediul alcalin, nici cel acid (pH = 2,6) nu au avut vreo influenta
asupra luminozitatii (L*). Pe de altd parte, valorile alcaline, si anume pH=7,0 si pH=8,5, au
produs o schimbare a componentei rosu/verde spre tonuri mai verzi si a componentei
albastru/galben spre tonuri mai galbene. Aceste modificari determina o valoare mai mare a

calitatii cromatice si o culoare mai portocalie.

In figura 3.19 sunt reprezentate rezultatele activitatii antioxidante in extractele de paducel

ale caror pH a fost modificat.
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Fig. 3.19. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractului de paducel (barele de

eroare reprezinta abaterea standard)

In cazul extractului de paducel, rezultatele arata ca valorile mai acide decat pH-ul probei
de referinta, si anume pH=2,3 si pH=3,9, dar si pH=7,6, au scazut semnificativ activitatea
antioxidanta. Pe de alta parte, la cea mai alcalina, activitatea antioxidanta a crescut aproape de

douad ori, de la 7,54 mmol TE/L la 13,24 mmol TE/L.

In tabelul 3.22 sunt date rezultatele parametrilor CIELab ai extractului de paducel dupa
ajustarea pH-ului. Rezultatele obtinute pentru parametrii CIELab arata ca doar valorile alcaline
pH=7,6 si pH=8,1 au avut efect asupra luminozitatii, scdzand acest parametru si intunecand
extractul. Parametrul rosu/verde a fost a afectat in cazul tuturor valorilor de pH testate. Astfel,
acest parametru a fost majorat in toate cazurile, in special la valorile alcaline ale pH-ului, ceea ce
indicd o deplasare a culorii spre tonuri mai rosii. Parametrul albastru/galben, la fel ca si
luminozitatea, a fost afectat semnificativ doar la valorile 7,6 si 8,1. Astfel, culoarea extractului a
fost deplasatd spre nuante mult mai galbene. Aceste modificari au produs si o crestere a
cromaticitatii.
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Tabelul 3.22. Influenta pH-ului asupra parametrilor CIELab ai extractului de paducel (rezultatele

sunt prezentate ca medietabatere standard)

Parametrii L* a* b* C* H*
CIELab

Control 2,3 98,4+0,0* [ -0,6+0,0° 5,6+0,1° 5,6+0,1° | 6,20+£9,18°
pH=2,3 97,4+0,2* [ -0,3+0,0° 6,5+0,6° 6,5+0,6° | -0,15+3,17°

Control 3,9 99,1+0,0° |  -0,6+0,0° 4,7+0,0° 4,8+0,0° | -0,33+0,04°
pH=3,9 98,0+0,2* | -0,5+0,0° 5,5+0,2° 55+0,2° | 0,44+0,73"

Control 5,9 96,9+0,1* |  -1,3+0,0° 12,5+0,2° 12,6+0,2* | 5,78+12,81°
pH=5,9 95,6+0,1* | 0,8+0,0° 13,6+0,1° 13,6+0,1% | -3,18+4,00°

Control 7,6 96,9+0,1* | -1,3+0,0° 12,5+0,2° 12,6+0,2* | 5,78+12,81°
pH=7,6 93,3+1,8" 1,4+0,3" 23,8+0,7° 23,840,7° | -0,46+1,02°

Control 8,1 97,7+0,0° | -0,9+0,0° 8,4+0,0° 8,4+0,0° 5,0+0,6%
pH=8,1 93,8+0,7" 1,1+0,1° 23,8+0,6° 23,840,6° | -0,61+0,63°

In figura 3.20 sunt reprezentate rezultatele parametrilor CIELab ai extractului de scorus

dupa ajustarea pH-ului.
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Fig. 3.20. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractului de scorus (barele de

eroare reprezinta abaterea standard)

In cazul extractului de scorus, valoarea activititii antioxidante nu a fost afectatd
semnificativ de schimbarea pH-ului. Astfel acest extract s-a dovedit a fi cel mai stabil in diferite
medii.
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In tabelul 3.23 prezinti parametrii de culoare ai extractului de scorus la diferite valori ale

o valoare sporitd a cromaticitatii (C*).

pH-ului. In general, mediul acid nu a avut nici un efect semnificativ asupra culorii extractului.
Numai in cazul pH=2,5, parametrul rosu/verde (a*) a scazut cu 0,2; schimbare care s-a dovedit a
fi semnificativa din punct de vedere statistic. Pe de alta parte, mediile alcaline, si anume 7,3 si

8,4, au schimbat semnificativ parametrii de culoare. Aceste schimbari, totusi, au avut ca rezultat

Tabelul 3.23. Influenta pH-ului asupra parametrilor CIELab ai extractului de scorus (rezultatele

sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Parametrii L* a* b* Cc* H*
CIELab

Control 2,5 98,9+0,0° -0,5+0,0* | 4,7+0,0° 4,7+0,1% -0,7+1,7°
pH=2,5 98,1+0,42 -0,3+£0,0° | 5,120,5 5,1+£0,5° 5,0£4,6°

Control 3,8 99,2+0,0° -0,5+0,3% | 4,1+0,0% 4.2+0,0° 0,6+0,0°
pH=3,8 99,1+0,3* | -0,4+0,0*° | 4,2+0,3° 4,240,3* | 34,6£60,72

Control 5,4 98,5+0,0° | -0,8+0,0*° | 6,7+0,2° 6,7+0,2° 0,7+0,2°
pH=5,4 98,4+0,1° | -0,7+0,0*° | 6,4+0,2° 6,5+0,2° 5,0+6,8°

Control 7,3 98,5+0,0° -0,8+£0,0 | 6,7+0,2° 6,7+0,2° 0,7+0,2°
pH=7,3 97,940,5° | -0,7+0,0* | 7,7+0,6° 7,8£0,6" | -6,9+10,6°

Control 8,4 99,2+0,0% -0,5+0,3% | 4,1+0,0% 4.2+0,0° 0,6+0,0°
pH=8,4 97,4+0,3° | -0,740,1° | 9,3+0,3" 9,3+0,3° 0,1+1,3
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3.6. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNO;si CaCl, asupra activitatii antioxidante
si culorii
In figura 3.21 este reprezentatd modificarea activititii antioxidante a extractului de mices

dupa adaosul sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl,.
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Fig. 3.21. Influenta sarurilor studiate asupra activitatii antioxidante a extractului de maces (barele

de eroare reprezinta abaterea standard)

Adaosul de KNO3 nu a produs modificari semnificative statistic ale valorii activitatii
antioxidante, in timp ce celelalte doua saruri, adica CaCl, si NaCl, au redus acest parametru.
Scaderea cea mai drastica a fost observata in extractul care contine CaCl; in concentratia de 0,1
M. Facand abstractie de rezultatele ANOVA si cele ale testului post-hoc, scaderea activitatii

antioxidante coincide cu majorarea concentratiei de clorura de calciu.

In tabelul 3.24 sunt dati parametrii CIELab ai extractului de mices dupa adaosul sarurilor
NaCl, KNOj3 si CaCl,. Toate sarurile au produs modificari semnificative asupra parametrului
rosu/verde, prin degradarea pigmentilor rosii si trecerea culorii spre tonuri mai verzi. Cea mai
importantd modificare a fost produsda de NaCl si CaCl; la toate concentratiile adaugate. Aceste
saruri au redus nuanta gédlbuie prin scaderea parametrului b*. Luminozitatea extractului a fost

maritd cu 3 unitati in mediu, in timp ce valorile cromatismului au scazut cu 3 unitati.
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Tabelul 3.24. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl, asupra parametrilor CIELab ai

extractului de maces (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Sare si L* a* b* Cc* H*
concentratie

Control 92,42+0,03° 0,51+0,01° 18,30+0,07% | -4,12+0,08* | 18,30+0,07°
NaCl 0,001 M | 95,63+0,15° -0,25+0,02° | 14,78+0,26™ |0,37+0,44* | 14,78+0,26°
NaCl 0,01 M 95,95+0,24° -0,30+0,03% | 14,86+0,30° |-0,52+0,94* | 14,87+0,30°
NaCl 0,1 M 96,23+0,10° -0,35+0,02° | 14,62+0,12% |-0,21+0,67° | 14,63+0,12°
KNO;z; 0,001 M | 95,97+0,20° -0,04+0,01° | 15,47+0,03° | 0,12+0,84°¢ | 15,47+0,03°
KNO; 0,00 M | 95,04+0,13° -0,03+0,03° | 15,44+0,07° ]0,82+1,62% | 15,44+0,07°
KNO; 0,1 M 94,4240,07° 0,06:0,02° | 15,91+0,09° | 1,68+2,42% | 15,91+0,09°
CaCl, 0,001 M | 95,97+0,20° -0,29+0,03® | 14,32+0,06® | -5,82+9.45% | 14,33+0,06°
CaCl, 0,00 M | 95,70+0,34° -0,26+0,01° | 14,80+0,19%* |-0,38+0,25% | 14,80+0,19°
CaCl, 0,1 M 96,02+0,08° -0,26+0,01° | 14,82+0,22%® |-0,55+2,10* | 14,82+0,22°

In figura 3.22 este reprezentati modificarea activitatii antioxidante a extractului de aronie

dupa adaosul sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCly.
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Fig. 3.22. Influenta sarurilor studiate asupra activitatii antioxidante a extractului de aronie (barele

de eroare reprezinta abaterea standard)

Concentratiile mari de CaCl, au modificat activitatea antioxidanta prin scaderea valorii
sale de la 36,18 mmol TE/L la 24,70 mmol TE/L, insa chiar si aceastd scadere nu a fost
determinata ca fiind semnificativd din punct de vedere statistic. Si alti autori au mai cercetat
efectul anumitor metale asupra potentialului antioxidant. Jabari si colab. (2012) au constatat ca

ceriul (IV) poate forma compusi complecsi cu flavonoidele si ca rezultat activitatea
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antiradicalica a acestora va creste [80]. Nici o schimbare semnificativa a activitatii antioxidante

nu au fost observata la adaugarea atat a clorurii de sodiu, cat si a nitratului de potasiu.

In tabelul 3.25 este datd modificarea parametrilor CIELab ai extractului de aronie dupi

adaosul sarurilor clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorura de calciu.

Tabelul 3.25. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl, asupra parametrilor CIELab ai

extractului de aronie (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Sare si L* a* b* Cc* H*

concentratie

Control 4236+0,13% | 41,79+0,74° | 24,90+1,29° | 48,65+2,08° | 1,47+0,01°
NaCl 0,001 M | 43,91+0,52® | 41,00+0,34° | 22,78+0,21° | 46,90+0,30° | 1,61+0,02°
NaCl 0,01 M 44,05+0,51° |42,39+1,54° | 22,93+£0,10° | 48,201,32"° | 1,66+0,08°¢
NaCl 0,1 M 43,95+0,54% | 41,17+0,54° | 22,52+0,34° | 46,93+0,62° | 1,64+0,01"
KNO;3; 0,001 M | 45,85+0,37° | 38,64+0,34% |21,01£0.27% | 43,98+0,45% | 1,65+0,01°¢
KNO3; 0,01 M | 44,75+1,31°¢ ] 38,40+0,25% | 21,05£0,19% | 43,80+0,16% | 1,64+0,03°
KNO; 0,1 M 46,16+£0,07% | 41,110,217 | 25,15+0,36% | 48,20+0,36"° | 1,43+0,02°
CaCl, 0,001 M | 44,41+0,40°° | 40,71+0,20° | 22,73+0,04° | 46,62+0,19° | 1,60+0,01°
CaCl, 0,01 M 44.29+0,25"° | 41,46+0,48° | 22,71+£0,09° | 47,27+0,41°° | 1,64+0,03°
CaCl, 0,1 M 42.35+0,15% | 45,01£0,23° | 23,48+0,04° | 50,77+0,21° | 1,74+0,01°

In general, adidugarea acestor trei saruri a avut efect redus asupra culorii extractului.
CaCl; adaugat in concentratia de 0,1 M a avut cel mai mare efect prin cresterea tonurilor rosii si
galbene, cat si a cromaticitatii. Cresterea culorii poate fi explicata prin reactiile de polimerizare
si formare de compusi complecti intre antocieni si ionii de calciu [42]. KNO3 (0,1M) a marit in

schimb luminozitatea de la 42,36 la 46,16.

In figura 3.23 este reprezentati modificarea activititii antioxidante a extractului de

tescovind dupd adaosul sarurilor NaCl, KNOj si CaCly.

Rezultatele au aratat ca acest parametru nu a fost afectat semnificativ de prezenta altor
ioni. Numai concentratia ridicatd de CaCl, a scazut valoarea sa de la 29,59 mmol TE/L péana la
17,30 mmol TE/ L, modificare care s-a dovedit a fi semnificativa statistic. Mai multe studii au
aratat ca flavonoidele actioneazd si ca chelatori de metale, astfel interactiunea dintre ionii
metalici si flavonoide poate modifica activitatea antioxidanta [80]. Dupa cum a fost mentionat
anterior, s-a stabilit ca interactiunea dintre ceriu (IV) si flavonoide intensificd activitatea
antiradicalica a acestora. Aceste rezultate nu au fost confirmate pentru ionii cercetati in prezentul

studiu.
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Fig. 3.23. Influenta sarurilor studiate asupra activitatii antioxidante a extractului de tescovina

(barele de eroare reprezinta abaterea standard)

In tabelul 3.26 este dati modificarea parametrilor CIELab ai extractului de tescovini

dupa adaosul sarurilor clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorurad de calciu.

Tabelul 3.26. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl, asupra parametrilor CIELab ai

extractului de tescovind (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Sare si L* a* b* H* Cc*
concentratie

Control 65,60+0,12% | 30,00£0,19%° | -7,14+0,09%° | -4,12+0,08° | 30,84+0,16%
NaCl 0,001 M 65,76+0,14% | 31,61+0,33% | -7,66+0,18"° | -4,05+0,85° | 32,52+0,35%
NaCl 0,01 M 65,79+0,52% | 31,95+0,37°° | -7,81+0,21° | -4,01+0,07° | 32,89+0,40%
NaCl 0,1 M 65,88+0,10° | 35,99+0,28° | -9,18+0,10® | -3,83+0,01¢ | 37,14+0,30°
KNO3 0,000 M | 68,96+0,68" | 27,89+0,81% | -5,75+0,50° | -4,80+0,31"° | 28,48+0,88"
KNO3 0,01 M 68,52+0,15% | 29,54+0,52% | -6,29+0,22°" | -4,62+0,09° | 30,21+0,55
KNO; 0,1 M 67,27+0,20% | 32,4440,47° | -7,23+0,10° | -4,41+0,01° | 33,24+0,48%
CaCl, 0,001 M* | 59,8242.68° | 45,55+6,70° | -9,80+0,88% | -4,56+0,29° | 46,60+6,74°
CaCl, 0,01 M** | 51,59+0,72° | 64,65+1,15° | -9,40+0,42% | -6,84+0,42° | 65,33+1,08"
CaCl, 0,1 M*** | 47,46+0,94% | 69,00£0,19° | -6,25+1,07° | -11,24+2,10° | 69,29:+0,16"

* pH=4,1%0,1 determinat in extract dupa adaosul clorurii de calciu; ** pH=3,7+0,1 determinat in extract
dupa adaosul clorurii de calciu; *** pH=3,2+0,1 determinat in extract dupa adaosul clorurii de calciu.

Efectul cel mai semnificativ asupra tuturor parametrilor de culoare a fost exercitat de
CaCl,. Cu cat concentratia de sare adaugata este mai mare, cu atit efectul asupra culorii
extractului este mai semnificativ. Astfel, luminozitatea extractelor a scazut de la 65,60 la 59,82

(0,001 M), 51,59 (0,01 M) si 47,46 (0,1 M). in acelasi timp, nuanta rosie a crescut de la 30,00 la
102



45,55; 64,65 si 69,00 pentru concentratiile 0,001 M; 0,01 M si 0,1 M, respectiv. Avand in vedere
faptul ca anumite saruri ar putea modifica pH-ul unei solutii, acesta din urma a fost masurat dupa
adaugarea clorurii de calciu (tabelul 3.25). Rezultatele arata o scadere treptata a pH-ului, cu o
diferentd de 1,2 intre control si extractul ce contine 0,1 M CaCl,. Cu toate acestea, aceeasi
concentratie de sare a redus pH-ul apei distilate de la 7,8 + 0,2 la 7,5 = 0,2 cand s-a adaugat 0,1
M clorura de calciu, 1n timp ce celelalte doua concentratii testate, adica 0,001 M si 0,01, au avut
un efect nesemnificativ asupra pH-ului apei. Aceasta diferenta de pH poate fi atribuitd formarii
de compusi complecsi partial disociati intre calciu si anionii acizilor carboxilici si altor acizi
slabi. In consecinti, sporirea culorii ar putea fi atribuita stabilizarii ionului de flaviliu in mediul
acid. Totusi, diferenta generala de culoare in acest caz este mai mare decat in cazul modificarii
pH-ului, utilizand solutii tampon (tabelul 3.19). Imbunititirea culorii prin adiugarea de metale a
fost documentatd de catre alti autori. Acest fenomen poate fi explicat si prin procesele de
polimerizare si complexarea intre antocieni si ionii metalici [43]. Cresterea semnificativa a
calitatii culorii si intensitatii acesteia este interesantd si ar putea fi utilizata in crearea de noi
coloranti alimentari de origine naturala. Ngo & Zhao (2009) au studiat stabilizarea antocienilor
din perele rosii d'Anjou prelucrate termic, utilizand complexarea cu staniu, In prezenta acidului
clorhidric, formaldehida si acid tanic. Tratamentul a condus la formarea pigmentilor rosii si, desi
natura lor nu este cunoscutd, toti cei patru reactivi au fost necesari pentru a asigura stabilizarea
culorii. Polimerizarea a fost consideratd de autori drept reactie responsabil principala. in plus,
autorii au observat schimbari atat batocrom, cat si hipercrom cand a fost adaugat doar staniul
[42]. Parametrul (A-Ao)/Ao a fost calculat pentru extractele la care au fost adaugate diferite

saruri, rezultatele fiind reprezentate in figura 3.24.
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Fig. 3.24. Modificarea parametrului (A-Ag)/Ao in extractele in care au fost adaugate sarurile

studiate (barele de eroare reprezinta abaterea standard)
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Un salt hipercrom drastic a fost observat dupa adaugarea clorurii de calciu, a carui
intensitate a crescut odatd cu concentratia sarii. Acest efect se datoreaza cel mai probabil
reactiilor de complexare dintre antocieni si ionii de calciu. Analiza rezultatelor a aratat ca
adaugarea sarurilor de Ca in concentratia de 0,01 M poate imbunatati semnificativ culoarea

extractului fard a afecta capacitatea sa antiradicalica.

Trebuie remarcat faptul ca procesul de copigmentare este diferit de formarea unor
complecsi colorati intre metale, cum ar fi Al, Fe, Sn, Cu si antocieni. Capacitatea de a forma
astfel de complecsi este relationati cu aranjamentul ortodihidroxi pe inelul B. In timp ce
glucozidele cianidinei, delfinidinei si petunidinei pot forma astfel de complecsi, cele ale
malvidinei, pelargonidinei si peonidinei nu pot, prin urmare, este putin probabil ca complecsii
pigmentilor cu metale joacd un rol semnificativ in culoarea extractelor de tescovind, sugereaza

unii autori [76].

In figura 3.25 sunt reprezentate imagini cu extractul de tescovini si spatiul CIELab

inainte si dupa adaosul clorurii de calciu. Astfel, intensificarea calitatii si saturatiei culorii este

evidenta.
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Fig. 3.25. Extractul de tescovina si spatiile CIELab respective inainte (a) si dupa adaosul clorurii

de calciu in concentratia 0,1M (b)

In figura 3.26 sunt reprezentate rezultatele pentru schimbarea activitatii antioxidante dupa
addugarea de clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorura de calciu, in concentratii diferite la

extractul de catina alba.
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Fig. 3.26. Influenta sarurilor studiate asupra activitatii antioxidante a extractului de catina alba

(barele de eroare reprezinta abaterea standard)

Adaugarea sarurilor mentionate mai sus nu a produs modificari semnificative din punct
de vedere statistic. Rezultatele pentru parametrii CIELab sunt date in tabelul 3.27. Acestea arata
ca luminozitatea extractului nu a fost afectatd in vreun fel. Valorile lui a* denotd ca componenta
rosu/verde a fost afectatd semnificativ de aditia de KNOjz (0,001M) si CaCl, (toate
concentratiile), deplasand culoarea spre tonuri putin mai rosii. Parametrul b* a fost afectat doar

de clorura de sodiu (0,001 M) prin intensificarea tonurilor galbene.

Tabelul 3.27. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl, asupra parametrilor CIELab ai

extractului de catina alba (rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Sare si L* a* b* H* c*
concentratie
Control 97,61+£0,03% | -1,19+£0,02%° | 8,01+0,02% | -2,24+0,43% | 8,10+0,02°

NaCl 0,001 M 97,97+0,14% | -1,2120,03% | 8,37+0,18" | -1,39+0,57*° | 8,50+0,18%

NaCl 0,01 M 98,17+0,05" -1,2120,00% | 8,13£0,08% | -2,40+1,20* | 8,22+0,08%

NaCl 0,1 M 98,07+0,08% | -1,20+0,01* | 8,15+0,05% | -1,73+0,31%° | 8,24+0,05®

KNO;z; 0,001 M | 97.75+0,27% | -1,14+0,03° | 8,28+0,19% | -0,70+£0,47°° | 8,36+0,18%

KNO; 0,01 M 97,88+0,06™ | -1,17+0,02° | 8,15£0,09% | -1,27+0,15"° | 8,23+0,09%

KNO; 0,1 M 97,90+0,10* | -1,16+£0,01%°° | 8,15+0,09% | -1,06+0,10% | 8,22+0,01%

CaCl, 0,000 M | 98,17+0,02° | -1,20+0,00™ [ 8,20+0,14% | -1,66+0,40* | 8,29+0,14%

CaCl, 0,01 M 98,10+0,21%" | -1,16£0,01° | 8,03£0,07% | -1,42+0,19"° | 8,12+0,07°

CaCl, 0,1 M 97,94+0,42% | -1,15+0,02" | 8,28+0,12% | -0,84+0,41" | 8,36+0,12%
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In figura 3.27 sunt reprezentate rezultatele pentru schimbarea activitatii antioxidante dupa
addugarea de clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorurd de calciu, In concentratii diferite, la

extractul de paducel.
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Fig. 3.27. Influenta sarurilor studiate asupra activitatii antioxidante a extractului de paducel

(barele de eroare reprezinta abaterea standard)

Analiza ANOVA a aratat ca nu exista vreo diferenta semnificativa intre ele si, prin
urmare, addugarea sirurilor respective nu ar afecta activitatea antioxidantid a produsului. in
tabelul 3.28 sunt dati parametrii de culoare dupa adaugarea diferitor saruri in extractul de

paducel.

Tabelul 3.28. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl, asupra parametrilor CIELab ali

extractului de paducel (rezultatele sunt prezentate ca mediet+abatere standard)

Sare si L* a* b* H* Cc*
concentratie

Control 95,25+0,93% | -1,27+0,13% | 16,33+0,33" | 0,47+0,76* | 16,38+0,32"
NaCl 0,001 M 96,50+0,05% | -1,35+0,01% | 14,92+0,08* | 0,08+0,14% | 14,98+0,08%
NaCl 0,01 M 96,49+0,13% | -1,34+0,02% | 14,97+0,08* | 0,14+0,24% | 15,03+0,07°
NaCl 0,1 M 96,51+0,12% | -1,36+0,02% | 14,83+0,04* | -0,09+0,15% | 14,89+0,04°
KNO; 0,001 M | 95,35+0,17* | -1,30+0,01* | 17,39+0,10° | -0,95+0,07* | 17,44+0,10°
KNO; 0,01 M 95,40+0,28% | -1,32+0,06* | 17,42+0,14° | -2,83+3,55* | 17,47+0,14°
KNO; 0,1 M 94,95+0,37* | -1,35+0,16* | 17,55+0,01° | -0,63+0,32% | 17,60+0,01°
CaCl, 0,000 M | 95,91+0,81* | -1,30+0,11* | 15,21+0,92° | 1,03+0,55" | 15,27+0,93%
CaCl, 0,01 M 94,96+1,52% | -1,28+0,23% | 14,48+0,64% | -0,79+1,94* | 14,53+0,62°
CaCl, 0,1 M 96,26+1,04* | -1,35+0,16* | 14,47+0,33* | -3,08+2,25% | 14,54+0,32°
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Nici una dintre sarurile studiate nu a afectat luminozitatea (L*) si componenta rosu/verde
(a*). Pe de alta parte, componenta albastru/galben (b*) a fost redusa cu aproximativ o unitate de
NaCl (la toate concentratiile) si CaCl, (0,01 M si 0,1 M). Aceasta modificare a avut ca rezultat o

schimbare de cromaticitate (C*), in aceleasi extracte.

In figura 3.28 sunt reprezentate rezultatele pentru schimbarea activitatii antioxidante dupa
addugarea de clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorura de calciu, in concentratii diferite la

extractul de scorus.
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Fig. 3.28 Influenta sarurilor studiate asupra activitatii antioxidante a extractului de scorus (barele

de eroare reprezintd abaterea standard)

Rezultatele arata ca toate cele trei saruri au produs diferente semnificative ale activitatii
in cazul extractului de scorus. Clorura de sodiu a provocat o scadere a parametrului cercetat
cand a fost adaugatd in concentratia 0,1 M. Nitratul de potasiu a provocat o scddere la
concentratia 0,01 M, desi valoarea nu este semnificativ diferitd de valorile determinate pentru
celelalte concentratii. Clorura de calciu a provocat scaderea activitdtii antioxidante la
concentratia 0,001 M cu toate cad nu exista diferente semnificative intre valoarea respectiva si

cele determinate 1n cazul celorlalte doud concentratii cercetate.

In tabelul 3.29 sunt dati parametrii de culoare dupi adiugarea diferitor siruri in extractul
de scorus. Toate sarurile au produs modificari semnificative ale parametrilor de culoare.
Luminozitatea a fost majoratd in mediu cu doud unitéti, in cazul aditiei de KNO3 si NaCl si cu
trei unitati In cazul aditiei de CaCly, in timp ce valoarea componentei rosu/verde a scazut cu cca
0,4 unitati, ceea ce se manifestd printr-0 sSchimbare a culorii spre nuante mai verzi. Componenta

albastru/galben a fost modificatd, de asemenea, ceea ce sugereazd degradarea pigmentilor
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galbeni. Toate aceste schimbari au condus la scaderea semnificativa a cromaticitatii sau

coloritului extractului.

Tabelul 3.29. Efectul adaosului sarurilor NaCl, KNOj3 si CaCl; asupra parametrilor CIELab ai

extractului de scorus (rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Sare si L* ax b* H* c*
concentratie

Control 94,41+0,00% | -0,59+0,00% | 15,07+0,00% | -4,92+0,00% | 15,08+0,00°
NaCl 0,001 M 96,87+0,01° | -0,95+0,01° | 12,81+0,04" | -0,94+0,44® | 12,84+0,04"
NaCl 0,01 M 96,87+0,01° | -0,96+0,00° | 12,90+0,02° | -0,75+0,09% | 12,93+0,02"
NaCl 0,1 M 96,77+0,06° | -0,93+0,01° | 12,83+0,06" | -0,28+0,08% | 12,86:+0,06°
KNO3; 0,000 M | 96,05+0,01° | -0,86+0,01°° | 13,32+0,01° | 0,12+0,84® | 13,35+0,01°
KNO3 0,01 M 95,79+0,30° | -0,81+£0,03% | 13,36+0,16° | 0,82+1,62%° | 13,39+0,16°
KNO; 0,1 M 96,08+0,20° | -0,82+0,03 | 13,24+0,12° | 1,68+2,42% | 13,27+0,12°
CaCl, 0,001 M 97,02+0,04° | -0,81x0,04% | 12,19+0,14° | 6,40+9,91° | 12,21+0,14°
CaCl, 0,01 M 97,03+0,11° | -0,80+0,00° | 12,29+0,04% | 2,44+0,10® | 12,32+0,04°
CaCl, 0,1 M 97,06+0,03¢ | -0,81x0,02%° | 12,21+0,08% | 1,93+1,35% | 12,24+0,08°

Potrivit lui Birse (2007), valorile L*, a* si b* ofera putine informatii unui incepator in
ceea ce priveste culoarea. Prin urmare, este destul de dificil a descrie o culoare care furnizeaza
doar informatia despre nuantele ei rosii sau galbene. L* si C * sunt semnificative in definirea
culorii 1n ceea ce priveste saturatia si cat de inchisa este culoarea asa cum este ea perceputa de
ochiul uman. In concluzie, parametrii CIELab, in special L* si C* trebuie s fie monitorizati in
timpul proceselor care influenteaza culoarea. Cu toate acesta, a* si b* ar putea fi cruciale anume

la definirea nuantelor [165].

3.9. Influenta pH-ului si temperaturii asupra activititii antioxidante si culorii
extractelor vegetale. Tendinte comune.

In figura 3.29 este totalizata modificarea activititii antioxidante a tuturor extractelor la
diferite valori ale pH-ului. Rezultatele diferitor extracte denota anumite tendinte similare. Astfel,
cele mai mici valori ale activitatii antioxidante au fost determinate in cazul celor mai acide valori
testate. Atat valorile similare ale pH-ului extractului original, cat si cele determinate in cazul pH-
ului neutru fie nu provocat modificari ale activitatii antioxidante, fie ca au marit-0. Cele mai
alcaline valori testate au scazut potentialul doar in cazul extractului de maces, pe cand in cazul

extractului de catina alba acest parametru nu a scazut.
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Fig. 3.29. Influenta pH-ului asupra activitatii antioxidante a extractelor vegetale
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Fig. 3.30. Influenta diferitor regimuri termice asupra activitatii antioxidante a extractelor
vegetale

In figura 3.30 este reprezentati activitatea antioxidantd a extractelor vegetale dupa
expunerea la diferite regimuri termice. La fel ca in cazul pH-ului, rezultatele releva anumite
tendinte comune. Au fost determinate, de asemenea, ecuatiile curbelor (tabelul 3.30) liniare

pentru fiecare grup de rezultate.
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Tabelul 3.30. Ecuatiile curbelor evolutiei antioxidante dupa expunerea la diferite regimuri

termice

Extract Ecuatie

Maces y=1,218x+32,02
Aronia y=0,387x+36,61
Tescovina y=0,345x+28,30
Citind alba y=0,622x+6,478
Paducel y=0,041x+6,935
Scorusg y=0,072x+5,842

Ecuatiile determinate relevd tendinte de crestere a activitdtii antioxidante odatd cu

cresterea temperaturii.
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Temperaturi de pastrare

Fig. 3.31. Influenta temperaturii asupra activitatii antioxidante asupra activitatii antioxidante

dupa 2 saptdmani de pastrare

In figura 3.31 este reprezentati activitatea antioxidanti a extractelor vegetale dupi
pastrarea timp de doud saptimani la diferite temperaturi. Ecuatiile curbelor liniare sunt date mai
jos:
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Tabelul 3.31. Ecuatiile curbelor evolutiei antioxidante dupa expunerea la diferite regimuri

termice
Extract Ecuatie
Maces y=-0,105x+37,46
Aronia y=0,082x+35,18
Tescovina y=1,307x+27,18

Catina alba

y=-0,154x+5,608

Paducel

y=0,43x+7,36

Scorusg

-0,672x+7,695

Ecuatiile incluse in tabelul 3.31 releva tendinte comune de crestere a activitatii

antioxidante in cazul macesului, tescovinei, aroniei si paducelului si de descrestere in cazul

catinii albe si scorusului.

In tabelele 3.32, 3.33 si 3.34 sunt date rezultatele pentru diferenta de culoare (AE*-

overall difference of colour) dintre extractul proaspat si, respectiv, fiecare extract supus unui

regim termic, pastrat la diferite temperaturi sau supus actiunii unui mediu diferit.

Tabelul 3.32. Diferenta de culoare dintre extractele proaspete si cele supuse diferitor regimuri

termice, precum si diferitor conditii de pastrare

Regimuri - < E E E E - . o
. . o =3 .
o N 7] 7
tehnologice si = ",j , v, 0, N} & Z g .
conditii de | ¥ N S o) o) o O J o 9
N (o) o o 9 S & S Lo
pastrare < = Q 2 S ! N
AE* Maces 5,23 0 6,11 5,05 1,40 0,62 524 | 1,9 | 2,90
AE*Tescovina 2,53 0,03 | 2,26 3,53 3,35 5,56 3,33 | 1,36 | 8,71
AE*Aronie 3,12 0,04 | 2,59 2,27 266 | 1512 | 3,81 | 294 | 14,44
AE*Scorus 4,67 2,50 | 3,93 3,29 1,70 5,81 | 12,49 | 16,52 | 13,55
AE*Catind 0,75 0,01 | 0,93 0,59 0,77 5,76 9,32 | 9,16 | 13,03
AE*Pdducel 4,91 3,06 | 4,84 4,81 2,09 2,52 | 17,10 | 18,90 | 20,76

In cazul celor mai multe tratamente culoarea extractului de tescovind si aronie a fost

stabild, fard a fi modificatd semnificativ. Din pacate, in literatura au fost identificate doar valori

ale pragului de perceptibilitate pentru vinuri. Aceste valori ar putea fi utilizate pentru a evalua

diferentele de culoare in cazul extractului de tescovind. Astfel, este acceptat faptul ca

111




degustatorii de vin pot distinge culoarea a doud vinuri turnate in pahar daca AEab* este mai mare
decat 5 unitati. Mai mult ca atat diferentele ce pot fi identificate de ochiul uman depind de
intensitatea culorii [166]. Alti autori au raportat alte valori ale pragului de perceptibilitate pentru
diferentele colorimetrice CIELab. Astfel, Gonnet (2001) a mentionat valoarea AE*=0,8-1, iar
Martinez si colab. (2011) AE*=3 [167, 168]. Prin urmare, daca pragul indicat de Kontoudakis si
colab. (2001) este luat in considerare, expunerea la 100°C timp de 2 minute si pastrarea la 25-30°
au produs diferente semnificative ale culorii in cazul extractului de tescovina. In cazul unui alt
extract bogat in antocieni, si anume cel de aronie, aceleasi conditii - tratament termic la 100°C
timp de 2 minute si pastrarea la 25-30°C timp de doud saptamani - au avut drept rezultat cele mai

mari valori ale AE* si anume 15,12 si 14,44, respectiv.

Rezultatele extractului de maces aratd ca mentinerea la -2°C (12 ore si 2 sdptamani) si
tratamentele termice timp de 15 minute la 40°C si 60°C au produs cele mai mari diferente de
culoare. Nu au fost gasite date privind pragul de perceptibilitate de schimbare a culorii pentru
extractul de maces. Unele diferente de culoare sunt evaluate in mod diferit de ochiul uman chiar
daca calculul lor se bazeaza pe simularea vederii cromatice a ochiului uman [169]. Asadar, este
necesar a corela aceste diferente de culoare cu nivelul de perceptibilitate a ochiului uman.
Culoarea extractelor de paducel, scorus si catina alba a fost afectatd cel mai mult de pastrarea
timp de doua saptdmani in toate conditiile cercetate. Cel mai probabil aceastd modificare a
culorii a fost cauzatd de oxidarea carotenoidelor, or, anume aceste extracte contin respectiva
clasd de substante. Bineinteles, exceptie face extractul de maces care de asemenea contine
carotenoide, insd trebuie de avut In vedere ca extractul de maces contine cel mai probabil si

cantitati semnificative de acid ascorbic — un antioxidant foarte puternic.

Tabelul 3.33. Diferenta de culoare dintre extractele proaspete si extractele cu pH

modificat
pH=2,5+0,2 | pH=3,6+0,2 | pH=5,4+0,2 | pH=7,3+£0,2 | pH=8,7+0,2
AE* Maces 0,85+0,14 2,29+3,53 16,30+0,24 | 1,78+0,33 8,46+1,21
AE*Tescovina 39,56+3,04 8,25+5,42 12,72+0,88 | 27,58+0,81 | 26,62+0,41
AE*Aronie 18,76+3,61 9,61+2,14 4,32+1,37 | 17,08+2,23 | 14,51+0,45
AE*Scorus 0,92+0,64 0,17+0,52 0,51+0,10 1,22+0,50 5,50+9,31
AE*Catina 0,75+0,52 0,60+1,60 1,58+0,52 5,144+0,10 | 22,55+2,26
AE*Paducel 1,38+0,54 1,36+0,10 2,70+0,10 | 12,16+1,80 | 16,01+0,93
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Rezultatele AE*>5 indicd o modificare a culorii extractului de maces la pH=3,6;
pH=16,30 si pH=8,7. Culoarea extractului de tescovina a fost modificatd in cazul tuturor
valorilor de pH. Cu toate acestea, pentru a evalua calitatea acestei schimbari, este necesar a lua in
calcul parametrii L*, a* si b*. Culoarea extractului de aronie a fost schimbatad atat de valorile
acide ale pH-ului (2,5 si 3,6), cat si de valorile neutra (7,3) si alcalina (8,7). Culoarea extractelor
de scorus, paducel si catind a demonstrat o stabilitate deosebita la valori acide. Aceasta a fost
modificatd doar de valorile alcaline (pH=8,7) ale pH-ului 1n cazul scorusului si paducelului si de

valorile neutra (pH=7,3) si bazica (pH=8,7) in cazul catinii.

Tabelul 3.34. Diferenta de culoare dintre extractele proaspete si extractele cu adaos de

saruri

Saruri/ AE* AE* AE* AE* AE* AE*
Concentratie | Maces Tescovina | Aronie Scorus Catina Piaducel
NaCl 0,001M 4,82+0,22 | 1,70+0,17 | 2,74+1,22 | 3,36+0,04 | 0,51+0,19 1,89+0,92
NaCl 0,01M 18,36+0,31 | 2,07+0,45 | 2,66+1,48 | 3,30+0,02 | 0,57+0,07 1,84+0,84
NaCl 0,1M 5,39+0,09 | 6,33+0,09 | 2,93+1,05 | 3,27+0,09 | 0,48+0,06 1,96+0,87
CaCl,0,001M | 5,03+0,17 |16,80+7,03 | 3,17+1,39 | 3,89+0,15 | 0,59+0,12 1,30+0,60
CaCl,0,01M 4,86+0,33 | 37,44+1,79 | 2,94+1,23 | 3,83+0,12 | 0,49+0,19 1,87+0,67
CaCl, 0,1M 5,07+0,16 | 43,02+1,28 | 3,52+1,35 | 3,91+0,09 | 0,43+0,40 2,12+0,11
KNO30,001M | 5,37+0,17 | 4,20+0,93 | 6,10+1,12 | 2,41+0,02 | 0,31+0,29 1,07+0,80
KNO;0,01M 4,57+0,10 | 3,08+0,36 | 5,66+1,69 | 2,21+0,34 | 0,30+0,08 1,10+0,68
KNO30,1M 3,15+0,04 | 2,96+0,29 | 3,87+1,07 | 2,49+0,24 | 0,32+0,10 1,26+0,65

In ceea ce priveste actiunea fortei ionice: sarurile NaCl, CaCl, si KNO3 nu au modificat
in mod vizibil culoarea extractelor, in cazul in care este luatd in consideratie valoarea pragului de
perceptibilitate AE*>5. Clorura de sodiu si clorura de calciu au afectat culoarea extractelor de
mices si tescovini. In special, in cazul tescovinei, clorura de calciu a ameliorat vizibil culoarea,

dupa cum a fost aratat anterior.
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3.10. Concluzii la capitolul 3

In cadrul cercetarii au fost identificate cantititi semnificative de polifenoli in toate cele sase
extracte cercetate. Cele mai mari concentratii de polifenoli si cele mai mari valori ale activitatii
antioxidante au fost determinate in extractele de maces, aronie si tescovina, acestea fiind de
cateva ori mai mari decat valorile medii identificate in extractele de scorus, paducel si catind
alba. A fost demonstrat ca toate extractele contin cantitati similare de acizi hidroxicinamici si
flavonoli, pe cand antocienii au fost identificati doar in extractele de tescovina si aronie [180-
183]. Cea mai mare cantitate de carotenoide a fost identificatd in maces, urmat de catina alba,
scorus si paducel. Polifenolii individuali majoritari determinati in toate extractele au fost acizii
galic, protocatehic, ferulic, para-hidroxibenzoic, catehina, epicatehina si procianidina.

S-a demonstrat cd nici unul dintre tratamentele termice testate nu a afectat semnificativ
activitatea antioxidantd in cazul extractelor de mices, aronie si paducel. In cazul extractelor de
catina alba si scorus, tratamentul de 100°C timp de 2 minute a marit semnificativ activitatea
antioxidanta totala. Aceste schimbari pot fi atribuite modificarii structurii moleculare a
polifenolilor sau formarii compusilor Maillard cu potential antioxidant in timpul tratamentelor
termice [180-183].

Rezultatele obtinute dupa pastrarea timp de doud saptimani nu a relevat diferente majore intre
activitatea antioxidanta a extractelor stocate la diferite temperaturi [180-183].

In ceea ce priveste calitatea culorii: rezultatele studiului au aritat ca tratamentul de 2 minute la
100°C a afectat cel mai mult extractele de aronie, scorus si tescovind, pe cand extractele de
catind alba, scorus si paducel au fost afectate de stocarea timp de doua sdptdmani, indiferent de
temperatura [180-183].

Rezultatele activitatii antioxidante obtinute dupd modificarea pH-ului au ardtat ca cele mai mici
valori au fost determinate in cazul celor mai acide valori testate, cu exceptia citinii albe. In
acelasi timp, valorile similare pH-ului extractului original, cét si cele determinate in cazul pH-
ului neutru, fie ca nu au provocat modificari ale activitatii antioxidante, fie ca au marit-0. Cele
mai alcaline valori testate au scazut potentialul doar in cazul extractului de maces [180-183].

S-a demonstrat ca valorile acide au ameliorat culoarea extractelor de aronie si tescovina prin
intensificarea nuantelor albastre si rosii. In cazul extractelor de citini alba, paducel si scorus,
valorile alcaline au avut o influenta negativa asupra culorii [180-183].

Adaosul de clorurd de sodiu, nitrat de potasiu si clorurd de calciu nu a afectat in mod major
activitdtile antioxidante ale extractelor. Clorura de calciu a imbunatatit insa semnificativ si
vizibil culoarea extractului de tescovind, iar acest efect ar putea fi exploatat pentru crearea unui
nou colorant de origine naturald care ar avea si potential antioxidant. Influenta sarurilor asupra

culorii celorlalte extracte a fost minora [180-183].
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4. REZULTATE SI DISCUTII: STABILIZAREA EXTRACTELOR
VEGETALE HORTICOLE PRIN COPIGMENTARE, INCAPSULARE SI
SEPARARE

Rezultatele si discutiile din capitolul 3 au ardtat ca atat potentialul antioxidant, cat si
culoarea extractelor vegetale horticole pot fi modificate in urma actiunii temperaturii, timpului
de stocare si anumitor factori de compozitie. In cazul in care regimurile ce implici factori
destabilizatori nu pot fi evitate, este necesar a identifica metodele de stabilizare a compusilor
bioactivi. Asadar, In acest capitol capitolul dat vor fi expuse rezultatele cercetdrii unor metode
inovative de stabilizare si fractionare a compusilor bioactivi, si anume, copigmentarea,

microincapsularea si separarea, folosind microspuma coloidala.

4.1. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra activitatii antioxidante
In tabelul 4.1 este datd evolutia activitatii antioxidante in extractele de maces, cu si fira

acid galic si tanic, pe parcursul a sapte saptdmani.

Tabelul 4.1. Evolutia activitatii antioxidante pe parcursul a 7 sdptamani in extractele de maces cu

acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate ca medietabatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7

saptamana | siptimani | saptamani | siptamani | siptamani
Control 40,26+0,33 | 41,54+4,52 | 41,33+5,18 | 38,48+5,73 | 43,27+4,27 | 40,16+3,94
GA 100 41,10+0,80 | 41,92+1,59 | 38,37+0,99 | 38,00+£2,41 | 36,69+2,32 | 43,87+1,35
GA 200 40,45+1,20 | 47,06+£0,94 | 40,89+3,54 | 37,21+1,28 | 41,47+3,43 | 45,41+2,61
GA 400 45,79+4,03 | 45,98+2,99 | 42,87+1,67 | 41,01+£0,94 | 48,00+£1,90 | 47,32+3,05
TA 100 39,13+£2,56 | 41,01+£6,64 | 33,80+1,99 | 36,52+0,12 | 40,69+3,61 | 41,10+0,25
TA 200 41,84+1,89 | 41,93+1,31 | 38,38+3,67 | 39,38+1,20 | 44,77+6,92 | 42,45+0,53
TA 400 42,00+0,56 | 45,14+1,81 | 39,83+1,93 | 38,80+0,55 | 42,35+0,82 | 46,48+1,12

Tendinta de evolutie a activitdtii antioxidante a fost similard in toate extractele.
Adaugarea de acizi galic si tanic au produs o usoara crestere si o stabilizare suplimentara a
valorii acestui parametru in comparatie cu proba-martor. Cea mai evidenta influenta pozitiva a

fost inregistrata pentru acidul galic la concentratia de 400 mg/L.

In ceea ce priveste activitatea antioxidantd determinati cu ajutorul radicalului DPPH,
dupa cum a fost determinat anterior, extractul de maces formeaza flocoane de culoare alba dupa

adaosul de solutie DPPH.

In tabelul 4.2 este data evolutia activititii antioxidante in extractele de aronie, cu si fira

acid galic si tanic, pe parcursul a sapte saptamani.
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Tabelul 4.2. Evolutia activitatii antioxidante pe parcursul a 7 sdptamani in extractele de aronie cu

acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate ca mediet+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7

siptamina | siptimani | siptamani | siptimani | saptamani
Control 31,61+1,02 | 33,88+1,46 | 31,27+0,94 | 29,06+0,28 | 26,18+5,67 | 31,76+3,34
GA 100 34,7045,02 | 34,05+0,64 | 36,09+0,34 | 29,21+1,83 | 27,33+2,03 | 32,07+0,24
GA 200 36,44+1,66 | 35,27+1,16 | 38,9643,63 | 31,31+0,36 | 26,74+3,63 | 34,93+0,91
GA 400 36,93+0,92 | 38,79+0,38 | 38,28+0,05 | 29,97+3,71 | 31,18+2,72 | 32,42+2,13
TA 100 33,3142,27 | 33,06+0,89 | 39,49+4,22 | 28,39+2,15 | 26,87+2,50 | 29,11+1,20
TA 200 34,85+0,39 | 35,09+0,69 | 36,12+2,37 | 29,37+1,36 | 28,26+3,42 | 33,92+0,94
TA 400 36,56+1,97 | 37,22+2,70 | 39,05+2,96 | 30,82+3,07 | 31,46+3,48 | 35,47+1,06

In ceea ce priveste evolutia activitdtii antioxidante in extractul de aronie, addugarea de

acizi galic si tanic nu au avut vreun efect pozitiv asupra tendintelor. Valoarea acestui parametru a
crescut in toate extractele dupa trei saptimani de depozitare la 4°C, dupa care a scizut mult. In
proba-martor, cu toate acestea, scaderea a fost evidenta chiar si dupa 2 saptamani de pastrare.
Tendinta evolutiei observatd in toate extractele la sfarsitul sdptdmanilor 6 si 7 nu denota

diferente semnificative, ceea ce inseamna ca addugarea antioxidantilor acid galic si acid tanic nu

a Tmbunatatit stabilitatea extractului.

In tabelul 4.3 este dati evolutia activititii antioxidante in extractele de aronie, cu si fara

acid galic si tanic, pe parcursul a sapte saptdmani.

Tabelul 4.3. Evolutia activitatii antioxidante pe parcursul a 7 sdptamani in extractele de tescovina

cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7

saptamana | saptamani | siptamani | siptamini | saptamani
Control 33,96+0,00 | 34,88+1,49 | 36,28+2,73 | 34,47+2,63 | 34,38+1,18 | 37,62+2,28
GA 100 37,53£1,20 | 36,57+0,49 | 39,26+5,98 | 34,34+1,39 | 37,44+0,60 | 40,73+0,21
GA 200 37,51+£0,04 | 41,02+0,01 | 40,58+1,77 | 37,62+3,09 | 39,81+3,85 | 39,84+1,14
GA 400 40,48+5,79 | 43,93+3,10 | 46,58+0,79 | 36,47+0,12 | 41,27+£3,66 | 38,69+1,11
TA 100 36,58+3,08 | 34,42+1,05 | 42,63+4,55 | 34,88+4,76 | 37,860,62 | 38,17+1,66
TA 200 36,88+1,54 | 38,89+2,54 | 40,95+1,97 | 33,74+0,85 | 35,88+6,15 | 33,97+1,68
TA 400 41,06+1,14 | 38,93+2,36 | 42,3442,65 | 36,07+1,05 | 37,23+£1,20 | 36,05+1,67

Observarea activitatii antioxidante timp de 7 sdptamani dupd addugarea acizilor galic si

tanic in extractul de tescovina a aratat cd indiferent de cresterea initiald, indeosebi cazul acidului
galic (400 mg/L), aditia de acid galic si acid tanic nu imbunatateste stabilitatea activitatii
antioxidante. Cu toate acestea, trebuie luat in considerare ca solventii joaca un rol important

asupra comportdrii compusilor antioxidanti. In general, legarea intermoleculard a gruparii
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hidroxil cu acceptorii de legaturi de hidrogen a moleculelor de solvent scade activitatea
antioxidanta [80].

In ceea ce priveste activitatea antioxidanti determinati cu ajutorul radicalului DPPH,
acest reactiv nu determind corect Intotdeauna acest parametru din cauza culorii sale violete cu
maxim de absorbtie la lungimea de unda 515-517 nm. Astfel, antocienii din extractele de

tescovind si aronie vor prezenta interferente la determinarea activitatii antioxidante.

In tabelul 4.4 este dati evolutia activititii antioxidante determinati cu ajutorul
radicalului-cation ABTS in extractele de catina alba, cu si fara acid galic si tanic, pe parcursul a
sapte saptdmani. Activitatea antioxidantd a manifestat tendinte similare in toate extractele.
Acidul galic si acidul tanic au provocat o usoara crestere a acestui parametru, cea mai mare
valoare fiind determinatd in extractul in care a fost addugat acidul galic In concentratia 400
mg/L. Acelasi extract a fost cel mai stabil pe parcursul pastrarii in ceea ce priveste activitatea

antioxidanta care a manifestat o usoara crestere dupa sapte saptimani de pastrare.

Tabelul 4.4. Evolutia activitatii antioxidante determinatd prin metoda ABTS pe parcursul a 7
sdptamani in extractele de catina cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate ca

medie+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7

saptamina | siptimani | saptimani | siptamani | siptimani
Control 7,64+0,41 9,27+0,58 | 9,52+1,23 | 9,124+0,07 | 10,37+1,67 | 9,41+0,49
GA 100 11,43+0,52 | 10,40+0,92 | 10,03+1,60 | 9,96+0,13 | 9,95+0,57 | 10,21+1,49
GA 200 12,41+0,13 11,21£1,07 | 10,96+0,75 | 11,52+0,28 | 11,67+0,52 | 12,04+0,60
GA 400 12,26+0,37 | 13,47+0,95 | 14,11+1,25 | 14,06+0,10 | 14,46+0,09 | 15,20+0,21
TA 100 8,75+0,08 10,10+0,73 | 10,99+0,04 | 9,19+0,12 | 9,80+0,72 | 9,87+0,53
TA 200 9,56+0,75 10,34+0,73 | 10,88+0,22 | 9,89+0,85 | 11,47+0,73 | 10,90+0,99
TA 400 12,06+0,67 | 11,78+0,38 | 13,26+0,62 | 11,44+0,41 | 12,014+0,04 | 11,63%0,21

In tabelul 4.5 este data evolutia aceluiasi indice determinat cu ajutorul radicalului DPPH.
In acest caz, activitatea antioxidanti a avut tendinta de scadere in toate extractele. Astfel, dupa
sapte saptamani de pastrare, parametrul masurat a scazut de la cca 2000 umol TE/L pana la cca

300-400 pumol TE/L.
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Tabelul 4.5. Evolutia activitatii antioxidante (umol TE/L) determinata prin metoda DPPH pe
parcursul a 7 sdptamani in extractele de catind cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate

ca medie+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7 saptamani
saptamana | saptimani | siptamani | saptamani

Control | 2074+350 883+10 707+33 371+21 615+43 265+45
GA 100 1880+9 978+51 661+49 327+18 675+59 321+16
GA 200 183448 892+35 572441 319+26 666+12 345439
GA 400 1848+37 957+25 669+2 339498 658+35 402+63
TA 100 1856+9 948+16 581+71 345+16 689+1 394+44
TA 200 1869+22 881+21 572424 330+18 679+27 451+55
TA 400 1866+22 864+24 626+65 328+1 677+19 40043

In tabelul 4.6 este dati evolutia activititii antioxidante determinati cu ajutorul
radicalului-cation ABTS 1in extractele de paducel, cu si fara acid galic si tanic, pe parcursul a
sapte saptamani. La fel ca 1n cazul extractului de catind albd, activitatea antioxidantd a
manifestat tendinte similare in toate extractele. Acidul galic si acidul tanic au provocat o usoara
crestere a acestui parametru, cu cea mai mare valoare determinatd in extractul in care a fost
adaugat acidul galic in concentratia 400 mg/L. Acelasi extract a fost cel mai stabil pe parcursul
pastrarii in ceea ce priveste activitatea antioxidanta care insa a inceput sa scada dupa saptamana

a 4-a.

Tabelul 4.6. Evolutia activitatii antioxidante determinata prin metoda ABTS pe parcursul a 7
saptamani in extractele de scorus cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate ca

medie+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7

saptamana | siptamani | saptimani | siptaméani | saptimani
Control 6,09£0,16 | 8,93£3,95| 5,48+0,31 | 5,76+0,15| 5,89+0,32 | 5,75+0,09
GA 100 729+0,49 | 7,74£0,12| 8,05£0,10 | 6,90+0,13 | 6,65£1,31| 7,35+0,84
GA 200 9,14+026 | 8,77x0,41 | 7,76x0,67 | 8,94+0,12| 9,04+0,85| 9,45+0,39
GA 400 10,37+0,26 | 11,32+0,13 | 12,66+0,25 | 13,83+£1,02 | 13,53+1,35 | 11,61+1,41
TA 100 7,02£0,23 | 6,87+0,37 | 6,13+0,27 | 6,25+0,78 | 6,44+0,85| 7,15+0,53
TA 200 508+024 | 7,66+0,09 | 7,23£0,09 | 6,64+033 [ 7.32+5,87| 8,410,08
TA 400 5,75¢0,19 | 9,93+0,02 | 9,05+0,12 | 10,69+0,33 | 9,33+1,37 | 8,87+0,04

In tabelul 4.7 este datd evolutia aceluiasi indice determinat cu ajutorul radicalului DPPH
in extractul de paducel. In acest caz, activitatea antioxidanti a scazut in primele doua saptimani
dupa care a inceput iarasi sa creasca. Interesant, dar valoarea activitatii antioxidante a fost

similard in toate extractele, chiar si in cele in care a fost adaugati acizii galic si tanic.
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Tabelul 4.7. Evolutia activitatii antioxidante (umol TE/L) determinata prin metoda DPPH pe
parcursul a 7 saptamani in extractele de paducel cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt

prezentate ca medietabatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7
saptimana | saptimani | siptimani | saptimani | saptamani
Control 2025+1 1135+4 72444 392+13 63045 1025+6
GA 100 2063+3 1156+3 754+1 398+0 629+11 1056+7
GA 200 2040+18 114612 74343 39746 639+7 105242
GA 400 2042+4 1164+1 749+1 401+4 636424 1050+7
TA 100 1948+96 115145 74644 398+8 64442 1052+5
TA 200 2025+3 114243 740+16 378+25 64142 1039+1
TA 400 2010+9 1137+9 728+7 381+0 638+3 1037+10

In tabelul 4.8 este data evolutia activitatii antioxidante in extractele de scorus timp de

sapte sdptdmani atat in probele cu acizi galic si tanic, cat si in proba-martor.

Tabelul 4.8. Evolutia activitatii antioxidante determinata prin metoda ABTS pe parcursul a 7
saptamani in extractele de paducel cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate ca

medie+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7
saptamana | siptamani | siptamani | sdptamani | saptimani
Control 7,54+1,45 7,47+£0,26 | 6,01+£0,13 | 6,80+0,08 | 8,23+1,05 | 6,37+0,75
GA 100 8,15+1,06 8,09+0,45 | 7,32+0,05 | 7,11+0,06 | 9,85+2,01 | 8,22+1,01
GA 200 9,89+0,21 9,92+0,37 | 9,19+1,69 | 8,63+1,09 | 9,91+0,39 | 8,27+0,10
GA 400 13,55+0,11 | 14,18+0,68 | 11,20+0,01 | 11,45+0,61 | 11,19+0,15 | 11,21+0,97
TA 100 7,72+0,21 8,18+1,25 | 7,82+0,21 | 8,11£1,60 | 6,48+0,06 | 6,71+0,86
TA 200 8,63+0,88 7,19£0,92 | 8,16+0,41 | 8,19+0,48 | 7,44+1,18 | 7,57+1,17
TA 400 10,26+0,16 | 9,19+0,81 | 10,52+0,20 | 9,82+0,98 | 10,46+0,08 | 9,52+0,39

Chiar daca adaugarea acestor doi acizi cu proprietati antioxidante a produs o crestere a
activitatii antioxidante, indeosebi in cazul acidului galic (cca 1 mmol TE/L, 2 mmol TE/L si 6
mmol TE/L pentru fiecare concentratie, respectiv), acest parametru a fost foarte stabil chiar si in
proba-martor in toate cele 7 saptimani de depozitare. In tabelul 4.9 este data evolutia aceluiasi
indice determinat cu ajutorul radicalului DPPH in extractul de scorus. In acest caz, activitatea
antioxidantd a scazut In primele doua saptaimani dupa care a inceput iardsi sd creasca. Dupa

sdptamana a 4-a, valorile activitdtii antioxidante au ramas relativ stabile.
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Tabelul 4.9. Evolutia activitatii antioxidante (umol TE/L) determinata prin metoda DPPH pe

parcursul a 7 saptamani in extractele de scorus cu acizii tanic si galic (rezultatele sunt prezentate

ca medie+abatere standard)

Proba 24 ore 1 2 3 4 7
saptaimana | saptimani | siptimani | saptimani | saptamani

Control 1084+16 966+17 66642 685+16 810+2 78849
GA 100 1108+22 964+14 6601 711+25 797+82 776+19
GA 200 1120+£28 891436 677+15 613+122 868+22 794+16
GA 400 107319 954425 672441 676+46 866+11 785+33
TA 100 112327 956+10 672+1 657+76 766+36 797+1
TA 200 1052+63 963+1 669+20 694=+1 792+1 798+1
TA 400 1093+£21 962+17 694+32 751421 858+18 797+1

4.2. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare

In tabelul 4.10 este datid influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra

parametrilor de culoare, si anume (L*) luminozitate, (a*) componenta

componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate ale extractului de tescovina.

rosu/verde, (b*)

Tabelul 4.10. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare: (L*)

luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate

ale extractului de tescovinid

L*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 42,3+0,1 42,620,6 42,5+0,6 | 442401 | 43,4+0,6 | 43,4+02
GA 100 | 42,3+0.1 43,60, 1 43,7+0,1 | 44,620,1 | 44,9+0,1 | 45,10,
GA 200 42,2+0,1 43,6+0,1 43,6+0,2 44,6+0,2 44,5+0,1 44,1+0,7
GA 400 42,1+0,1 43,7+0,2 43,4+0,2 44,5+0,2 44,3+0,1 45,0+0,3
TA 100 | 42,1%0,1 41,8+2,4 422+1,7 | 43,7+1,0 | 44,1=1,1 | 44,8+0.6
TA 200 42,2+0,1 38,6£3,9 43,6+0,1 44,5+0,1 44,9+0,1 44,9+0,3
TA 400 42 .2+0,1 40,9+1.4 42,5+0,1 43,9+0,7 43,0+1,0 42,5+0,6

a*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 41,840,1 | 41,3+0,4 | 41,603 41,8+0,1 413403 | 41,50,
GA 100 42,0+0,1 41,9+0,1 42,5+0,1 41,8+0,1 41,6+0,1 41,4+0,2
GA 200 42.0+0,1 42,1+0,1 42,6+0,1 42,0+0,1 41,8+0,2 41,1£0,1
GA 400 42,1+0,1 42,2+0,1 42,5+0,1 42,1+0,1 42,0+0,4 41,5+0,2
TA 100 41,8+0,1 41,0£1,0 41,7+0,8 41,4+0,1 41,4+0,4 41,3+0,1
TA 200 41,8+0,1 | 39,4+1,9 | 42,301 41,9+0,1 41,740,1 | 41,4%0,1
TA 400 41,9+0,1 | 40,7+£0,7 | 41,9+0,1 41,8+0,1 41,4+02 | 41,1204
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b*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 24,9+0,1 26,6+0,1 27,8+0,2 28,3+0,1 29,4+0,4 30,5+0,3
GA 100 | 24,9+0.1 | 263%0,1 | 27,5£0,1 | 27.8+0.1 29,0401 | 29,9+0.1
GA200 | 25,0£0.1 | 264+0,1 | 27,6%0,1 | 27.8+0.1 28,602 | 29,5+0,2
GA 400 25,0+0,1 26,3+0,1 27,6+0,1 27,9+0,2 28,8+0,2 29,5+0,4
TA 100 25,2+40,1 26,6+0,1 27,6+0,1 27,9+0,2 28,4+0,3 29,2+0,3
TA200 | 252+0.1 | 26404 | 27.5t0,1 | 27.8%0,1 28.4+0.1 | 29,2+0.1
TA 400 | 25401 | 26,7+0.1 | 27.8t0,1 | 283+03 29,106 | 31,5+2.8

C*

Proba 24 ore 1 sipt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 48,7+0.1 | 49,104 | 50,0+0.4 50,5+0,1 50,7+0.5 51,5+0.3
GA 100 | 48,8+0,1 | 49,5+0.1 50,6+0,1 50,2+0,1 50,7+0,1 51,120,1
GA 200 | 48,9+0,1 | 49,4+0,5 50,7+0,1 50,3+0,1 50,7+0,1 50,6+0,2
GA 400 | 49,0+0,1 | 49,7+0,1 50,7+0,1 50,5+0,1 50,9+0,2 50,9+0,4
TA 100 | 48,8+0.1 | 48,9+0,7 | 50,0+0.6 49,9+0,2 50,2+0,1 50,6+0,1
TA200 | 48,8+0,1 | 47.5+1,8 | 50.5+0,1 50,2+0,1 50,40, 1 50,6+0,2
TA 400 | 49,0+0,1 | 48,7+0,6 50,3+0,1 50,5+0,1 50,6+0,5 51,842,0

In ceea ce priveste tendinta de evolutie a luminozitétii, acest parametru a fost foarte
instabil 1n primele doua saptdmani de depozitare, dar a atins valori stabile la sfarsitul celei de a
3-a saptamani si a ramas neschimbat dupd aceea. Doar o usoard scadere a fost observatd in

extractul care contine acid tanic, in cea mai mare concentratie.

Potrivit lui Gonzalez-Manzano si colab. (2009), copigmentarea poate determina o scadere
de luminozitate (L*) si o crestere a cromaticitatii (C*) [78]. Pe de altd parte, intensificarea
polimerizarii antocienilor in timpul maturarii vinurilor, precum si scaderea gradului de co-

pigmentare poate conduce la valori mai mari de L* si valori mai scazute ale C* [90].

Evolutia componentei rosu/verde a aratat aceeasi evolutie in toate solutiile cu o scadere
initiald a tonurilor rosii, stabilizarea suplimentard a culorii in urmadtoarele 4 saptdméni si o
scadere mai dramatica in a 7-a saptamana de depozitare. Adaugarea cofactorilor, si anume acidul
galic si acidul tanic, nu a avut un efect benefic la pastrarea pigmentilor rosii. Concentratia
ridicatd a acidului tanic din extract a contribuit la pierderea nuantei si evolutia culorii spre nuante

de verde.

Rezultatele pentru parametrul albastru/galben au aratat ca acest indice este relativ stabil
in timpul depozitarii. Cu toate acestea, o schimbare spre tonuri mai galbene poate fi observata in
a 7-a saptdmand de depozitare. Alti autori au explicat acest fenomen prin formarea

piranoantocienilor ce rezulta in nuante rosu-portocalii [158].

121



Evolutia cromaticitatii a adus o dovada 1n plus ca adaugarea ambilor acizi galic si tanic
nu are nici un efect pozitiv asupra pastrarii calitatii si puritatii culorii extractului de tescovina de
struguri. Willstatter & Zollinger (1915) au remarcat intensificarea culorii atunci cand taninul a
fost adaugat la solutia acida de malvidin 3-glucozida [170]. Totusi, efectul nu a fost observat in
cazul solutiei diglucozidei de 3,5-cianidina [76]. Este important de remarcat faptul ca
intensificarea culorii este cauzatd de doud proprietati, si anume, puterea de asociere si extinctie a

cuplului pigment-copigment [76].

In tabelul 4.11 este dati evolutia parametrului (A-Ao)/Ao pe parcursul celor sapte
saptamani de depozitare. Acest parametru este recomandat de cercetdtori pentru evaluarea

intensitatii copigmentarii.

Tabelul 4.11. Evolutia parametrului (A-Ag)/Ay in extractele de tescovina cu acid galic si acid

tanic (rezultatele sunt prezentate ca mediet+abatere standard)

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
GA 100 5,1£0,7 -0,6+0,1 -0,5+0,7 4,6+6,4 2,1£3,7 3,3£7,6
GA 200 5,7+0,6 0,1+0,1 12,9+7.4 -0,3+0,2 1,6+0,5 0,3+1,7
GA 400 5,7+0,7 15,2+5,9 1,1£0,6 0,3+0,1 0,7+0,9 0,5+3,9
TA 100 5,9+0,5 10,2+1,8 7,9+9,7 -0,8+0,1 0,1+£0,5 -0,6+1,7
TA 200 4,2+4,0 4,6+4,9 -0,6+0,8 -1,0+0,4 0,1+0,9 -1,3+£2,1
TA 400 8,5+0,6 4,6+2.2 9,8+11,4 -0,1+0,2 3,4+3,2 11,2422
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Evolutia parametrului (A-Ag)/Ag pe parcursul celor sapte saptdmani de depozitare a aratat
ca chiar daca acest parametru creste in primele doud saptdmani, atunci cand sunt adaugate
concentratii mai mari de acid galic, cresterea culorii este foarte instabila. In majoritatea cazurilor,
in sdptamanile urmatoare absorbanta a atins valori initiale pentru majoritatea extractelor.

Cresterea a fost stabild doar 1n extractul in care s-au adaugat 400 mg/L de acid tanic. Brouillard
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si colab. (1991) au raportat, de asemenea o intensificare a culorii cu 8%, atribuita copigmentarii

rezultate din interactiunea malvidin 3-glucozidei si acidului galic [77].

Procesul de copigmentare este dependent de structura chimicd a copigmentului,
concentratia acestuia, precum si pH-ul, si temperatura mediului. In vinurile rosii acest fenomen
rezultd din faptul ca existd o concentratic destul de mare de antocieni (cca 1 g/L) in aceeasi
solutie cu cantitati mai mari de alti polifenoli flavonoidici. Mai mult ca atat, copigmentarea este
dependenta de pH si are un maxim la 3,5 pentru un numar de perechi pigment-copigment [76].
Trebuie de remarcat ca pH-ul extractelor cercetate in studiul de fata a fost de 4,36. Adaugarea
sarurilor de Na sau Mg ar putea stabiliza complexul format intre pigment si copigment [76], deci,
ar fi interesant a studia schimbarea parametrilor de culoare in prezenta copigmentilor si diferitor

saruri utilizate in mod normal la prelucrarea produselor alimentare.

Autorii sugereaza ca o concentratie minima (35 pM) de antocieni este necesara inainte ca
procesul de copigmentare sa devind detectabil [171] si poate fi usor perturbat prin diluarea cu

solutii-tampon sau solventi [76].

Solventii organici, ca etanolul pot perturba in mod normal asociatiile fizice cum ar fi cele
gasite In copigmentare, iar unii autori au constatat ca fenomenul dispare la 50% etanol, care se
utilizeaza pentru diluarea solutiei. Nu este insa clar daca etanolul afecteaza antocienii liberi,
pigmentul polimeric sau pe ambii [76]. Copigmentarea este observata si in vinurile care contin

niveluri ridicate de etanol (14-20%) cum ar fi vinul de Porto.

Gauche si colab. (2010) au cercetat, de asemenea, efectele protectoare ale acizilor
organici asupra antocienilor din extractele de struguri Cabernet Sauvignon si au constatat ca
acizii organici au imbunatatit stabilitatea formelor antocianice colorate. Efectul a fost studiat
pentru diferite valori ale pH-ului si, in cele mai multe cazuri, capacitatea de protectie a scazut in
urmatoarea ordine de acid tanic> acid galic> acid cafeic> acid ferulic. Acidul tanic a fost cel mai

bun copigment in sistemul lor model, la fel ca si in studiul de fata [79].

In tabelul 4.12 este data influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra
parametrilor de culoare: (L*) luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta

galben/albastru, (C*) cromaticitate ale extractului de aronie.
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Tabelul 4.12. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare: (L*)
luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate

ale extractului de aronie (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

L*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 42,3+0,1 | 42,6£0,6 | 42,5+0,6 44.2+0,1 43,4+0,6 43,4+0,2
GA 100 | 42,3%0,1 43,6+0,1 | 43,7+0,1 44,6+0,1 44,9+0,1 45,1+0,2
GA 200 | 42,2+0,1 43,6+0,1 | 43,6+0,2 44,6+0,2 44,5+0,1 44,1+0,7
GA400 | 42,1£0,1 | 43,7402 | 43,4+0,2 44,5+0,2 44,340, 1 45,0+0,3
TA100 | 42.1+0,1 | 41,8+2.4 | 42.2+1,7 43,7£1,0 44,1+1,1 44.8+0,6
TA 200 | 42,2+0,1 38,6+4,0 | 43,6+0,1 44,5+0,1 44,9+0,1 44,9+0,3
TA 400 | 42,2+0,1 40,914 | 42,5+0,1 43,9+0,7 43,0+1,0 42,5+0,6

a*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 41,8+0.1 | 413+0.4 | 41.6:03 | 41.8+0.1 41,3403 41,5+0,2
GA 100 | 42.0£0,1 | 41,9404 | 42.5+0.1 | 41.8+0,1 41,640, 1 41,4+0,2
GA 200 | 42,0+0,1 | 42,1+0,1 42,6+0,1 42,0+0,1 41,8+0,2 41,1+0,1
GA 400 | 42,1+0,1 | 42,2+0,1 42,5+0,1 42,2+0,1 42,0+0,4 41,5+0,2
TA 100 | 41,8+0,1 | 41,0£1,0 41,7+0,8 41,4+0,4 41,4+0,4 41,3+0,1
TA200 | 41,8501 | 39.4+19 | 423+0.1 | 41,9+0.1 41,7+0,1 41,4+0,1
TA 400 | 41,9+£0,1 | 40,7+0,7 41,940,1 41,8+0,1 41,4+0,2 41,1+0,4

b*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 24,9+0,1 | 26,6+0,1 27,8+0,2 28,3+0,1 29,4+0,4 30,5+0,3
GA 100 | 24,9+0,1 | 26,3%0,1 27,5+0,1 27,8+0,1 29,0+0,1 29,9+0,1
GA 200 | 25,0+0,1 | 26,4+0,1 27,6+0,1 27,8+0,1 28,6+0,2 29,5+0,2
GA 400 | 25,0+£0,1 | 26,3%0,1 27,6+0,1 27,9+0,2 28,8+0,2 29,5+0,4
TA 100 | 25,2+0,1 | 26,6+0,3 27,6+0,2 27,9+0,2 28,4+0,3 29,2+0,3
TA 200 | 25,2+0,1 | 26,4+0,4 27,5+0,1 27,8+0,1 28,4+0,1 29,24+0,1
TA 400 | 25,4+0,1 | 26,7+0,1 27,8+0,1 28,3+0,3 29,1+0,6 31,5+2,8

C*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 48,7+0,1 | 49,1+0,4 50,0+0,4 50,50, 1 50,7+0,5 51,5+0,3
GA 100 | 48,8+0,1 49,5+0,1 50,6+0,1 50,2+0,1 50,7+0,1 51,1+0,1
GA 200 | 48,9+0,1 49,4+0,5 50,7+0,1 50,3+0,1 50,7+0,1 50,6+0,2
GA 400 | 49,0+0,1 | 49,7+0,1 50,70, 1 50,50, 1 50,9+0,2 50,0+0,4
TA 100 | 48,8+0,1 48,9+0,7 50,0+0,6 49,9+0,2 50,2+0,1 50,6+0,1
TA 200 | 48,8+0,1 47,5+1,8 50,5+0,1 50,2+0,1 50,4+0,1 50,6+0,2
TA 400 | 49,0+0,1 48,7+0,6 50,3+0,1 50,5+0,1 50,6+0,5 51,842,0
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S-a constatat ca valorile luminozitatii si ale parametrului rosu/verde au fost relativ stabile,
in timp ce valorile parametrului albastru/galben au crescut pe parcursul celor sapte saptdmani de
depozitare. Tendinta de evolutie a parametrului b* denota 0 schimbare a culorii spre nuante de
galben si maro. Acelasi fenomen poate fi observat din evolutia nuantei si descresterea graduala.
Aceeasi tendintd este caracteristicd pentru toate extractele, indiferent de concentratia si tipul de

copigment adaugat.

Evolutia cromaticitatii arata ca acizii galic si tanic nu exercitd nici un efect pozitiv pentru
pastrarea calitatii culorii extractului de aronie. Sintzing si colab. (2002) au cercetat efectul
diferitelor reactii intre antocieni si polifenoli si au constatat cd acilarea cu acizii cinamici

schimba unghiul de nuanta spre violet si creste activitatea antioxidanta [172].

In tabelul 4.13 este dati influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra
parametrilor de culoare: (L*) luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta

galben/albastru, (C*) cromaticitate ale extractului de maces.

Tabelul 4.13. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare: (L*)
luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate

ale extractului de maces (rezultatele sunt prezentate ca mediet+abatere standard)

L*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 92,3+0,1 91,8+0,5| 90,5+0,4 91,4+1,3| 90,8+0,4 89,0+0,6
GA 100 91,9+0,1 91,7+0,1 91,7+0,3 91,1+0,3 | 91,9+0,2 90,0+0,7
GA 200 92,9+0,1 91,6+0,7 | 91,4+0,5 91,7+0,6 | 91,9+0,4 90,1+0,7
GA 400 92,5+0,4 91,9+0,8 | 91,7+0,2 91,8+0,3 | 94,7+4,7 90,0+0,5
TA 100 92,1+0,8 92,5+0,2 | 90,7+0,2 91,5+0,3 | 91,9+0,2 90,1+0,6
TA 200 92,4+0,3 91,3+0,6 | 92,6+0,4 91,1+1,1 91,4+0,3 90,5+0,4
TA 400 92,7+0,1 92,6+0,2 | 91,7+0,6 90,2+4,5| 91,4+0,2 91,1+0,1

a*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 0,5+0,1 0,7+0,1 0,9+0,1 0,8+0,2 0,9+0,1 1,1+0,1
GA 100 0,6+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,8+0,1 0,7+0,1 1,0+0,1
GA200 | 04+0,1 | 0,7%0,1 0,80, 1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,9+0,1
GA400 | 0,5+0,1 | 0,620,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,8+0,1 1,0£0.1
TA 100 0,5+0,1 0,6+0,1 0,9+0,1 0,8+0,2 0,7+0,1 0,9+0,1
TA 200 0,5+0,1 0,8+0,1 0,6+0,1 0,8+0,2 0,8+0,1 0,9+0,1
TA400 | 0,5+0,1 | 0,5%0,1 0,7+0,1 1,0£0.7 0,8+0,1 0,8+0.1
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b*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 18,3+0,1 19,0+0,6 19,7+0,7 19,6+0,9 20,2+0,7 20,8+0,8
GA 100 18,3401 | 18,6<0,1 | 19,0£0,1 | 19,2+0.1 19,3+0,1 19,7+0,1
GA 200 18,2401 | 18,7+0,2 | 19,4+0,3 | 19,2+0.1 19,2+0,2 19,8+0,5
GA 400 18,3+0,1 18,7+0,2 19,2+0,1 19,1+0,1 19,3+0,1 19,9+0,1
TA 100 18,3+0,1 18,6+0,1 19,4+0,1 19,3+0,1 19,1+0,2 19,9+0,4
TA 200 18,3+0,1 | 18,7+£0,2 | 18,8+0,2 | 19,2403 19,2+0,2 19,6=0,1
TA 400 18,2401 | 183+0,1 | 19,0£0,1 | 19,3+1,0 18,9+0, 1 19,2+0,2
C*

Proba 24 ore 1 sipt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 18.3+0.1 | 19.0£0,6 | 19,7%0.7 19,6£0,9 | 202+0,7 | 20,8+0,8
GA 100 18,3+£0,1 | 18,7+0,1 19,0+0,1 19,34+0,1 19,3+0,1 19,7+0,1
GA 200 18,2+0,1 | 18,8+0,2 19,4+0,3 19,24+0,1 19,2+0,2 19,9+0,5
GA 400 18.3+0.1 | 18,7£0.2 | 19.2%0.1 192401 | 193+0,1 | 19,9+0,1
TA 100 18.3+0.1 | 18.6:0,1 | 19.4+0.1 19.3£0,1 | 19,1202 | 19,9+0.4
TA 200 18,3+0,1 | 18,8+0,2 18,8+0,2 19,2+0,3 19,2+0,2 19,7+0,1
TA 400 18,2+0,1 | 18,3+0,1 19,0+0,1 19,3+1,0 18,9+0,1 19,2+0,2

Rezultatele pentru L* au aratat ca luminozitatea tuturor extractelor a scazut de la valori in
jur de 92 pana la valori 1n jur de 90. Aceastd schimbare sugereazd o degradare a pigmentilor in
timpul depozitarii. Chiar dacd scaderea este mai mare in proba de referintd, nici o imbunéatatire
semnificativd nu a putut fi observatd in extractele care contin acizi galic si tanic. Evolutia
parametrului a* aratd cd componenta rosu/verde creste in timp, demonstrand 0 schimbare de
culoare spre nuante rosiatice si brune, fenomen care ar putea fi explicat prin reactiile de oxidare

ce au loc 1n extract.

Cresterea cea mai semnificativd a fost observata in proba de control in timp ce aceasta
tendintd a fost incetinitd de prezenta ambilor acizi galic si tanic, cu protectia mai accentuata
manifestata de acidul tanic, la concentratia cea mai inalta testata, adica 400 mg/L. Componenta
albastru/galben a crescut, de asemenea, in timp, cu cresterea cea mai pronuntata in proba-martor.
Se pare ca atat acizii galic si tanic au efect protector asupra pigmentilor si previn trecerea culorii
spre nuante mai galbene. Cresterea cromaticitatii se datoreaza in principal schimbarii nuantei
spre galben. Se pare ca aceasta intensificare a tonurilor galbui a marit calitatea generala a culorii

extractului de maces.

In tabelul 4.14 este data influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra
parametrilor de culoare: (L*) luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta

galben/albastru, (C*) cromaticitate ale extractului de catina alba.
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Tabelul 4.14. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare: (L*)
luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate

ale extractului de catina alba

L*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 97.6%0,1 | 96,7+1,3 | 982+0,1 | 983%0,1 | 97,9+0,2 | 97.5+02
GA 100 97,840,1 98,3+0,1 98,1+0,1 98,3+0,1 97,9+0,2 97,2+0,1
GA 200 98,0+0,1 98,2+0,1 97,3+0,4 98,4+0,1 98,0+0,1 97,4+0,1
GA 400 | 97,7£0.4 | 98.2+0.1 97,5+0,7 | 98,3+0,1 | 98,002 | 97,50,
TA100 | 97.9+02 | 963+2.1 98,1+0,1 | 98,4+0,1 | 97,7+0.6 | 97,6+0,3
TA 200 96,6+0,3 97,5+0,3 97,8+0,5 98,4+0,1 98,0+0,1 97,3+0,3
TA 400 97,1+0,7 96,6+1,8 97,7+0,5 98,4+0,1 98,1+0,2 97,2+0,2

a*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 12401 | -1,240,1 -1,3%0,1 13%0,1 | -1,3%0,1 | -1.2%0.1
GA 100 12401 | -1,3+0,1 ~1,3%0,1 1,3+0,1 | -1,3%0,1 -1,2%0,1
GA 200 -1,2+0,1 -1,3+0,1 -1,2+0,1 -1,340,1 -1,3+0,1 -1,2+0,1
GA 400 -1,2+0,1 -1,3+0,1 -1,2+0,1 -1,340,1 -1,3+0,1 -1,2+0,1
TA 100 -1,2+0,1 -1,1£0,2 -1,340,1 -1,3+0,1 -1,2+0,1 -1,240,1
TA 200 1,120,1 | -1,240,1 ~1,3%0,1 1,3+0,1 | -1,3%0,1 -1,2%0,1
TA 400 12%0,1 | -1,1£02 | -1,3%0,1 1,3+0,1 | -1,3%0,1 ~1,2%0,1

b*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 8,0=0,1 8,4+0,6 8,0+0,1 7,8+0,1 8,1+0,1 8,5+0,1
GA 100 7,9+0,1 7,8+0,1 8,0+0,1 7,8+0,1 8,1+0,1 8,6+0,1
GA 200 7,8+0,1 7,9+0,1 8,3+0,1 7,9+0,1 8,0+0,1 8,5+0,1
GA 400 8,002 | 7.,9+0,1 8,2+0,3 7.8+0,1 8,0=0, 1 8,4+0,1
TA 100 7,9+0,1 8,6+0,8 7,9+0,1 7,8+0,1 7,9+0,1 8,3+£0,2
TA 200 8,4+0,2 8,1+0,1 8,1+0,2 7,8+0,1 8,0+0,1 8,5+0,2
TA 400 8,3+0,6 8,5+0,7 8,2+0,3 7,9+0,1 7,9+0,1 8,6+0,1

C*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 8,120,1 8,5+0,6 8,120,1 7,9+0,1 8,240,1 8,620,1
GA 100 8,0+0,1 7,9+0,1 8,1+0,1 8,0+0,1 8,2+0,1 8,7+0,1
GA 200 7,940,1 8,0+0,1 8,4+0,1 8,0+0,1 8,1+0,1 8,6+0,1
GA 400 8,10,2 8,020,1 8.3+0,3 7,9+0,1 8,10,1 8,5+0,1
TA 100 8,020,1 8,6£0.8 8,0£0.8 7,9+0,1 8,020,1 8.420,1
TA 200 8,5+0,2 8,2+0,1 8,2+0,1 7,9+0,1 8,1+0,1 8,6+0,2
TA 400 8,4+0,6 8,6+0,6 8,3+0,6 8,0+0,1 8,0+0,1 8,7+0,1
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In general, culoarea extractului de citini albad a fost stabild si nu s-a modificat pe
parcursul a sapte sdptdmani. Rezultatele din primele doud sdptamani demonstreaza anumite
diferente intre extracte, insd pand la sfarsitul perioadei de observare, toti parametrii au avut
valori foarte similare in toate extractele. Dupa sdptamana a 4-a Se observa o tendintd de
schimbare graduald a tuturor parametrilor. Astfel, luminozitatea incepe sd descreascd, indicand o
intunecare a culorii. Componentele cromatice rosu/verde (a*) si albastru/galben (b*) incep sa
creasca, pe de alta parte. Aceasta crestere denota intensificarea nuantelor galbene si caramizii in
extracte. Probabil, acest fenomen este cauzat de oxidarea polifenolilor. Nici chiar adaosul de acid

galic si acid tanic nu au incetinit acest proces.

In tabelul 4.15 este data influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra
parametrilor de culoare: (L*) luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta

galben/albastru, (C*) cromaticitate ale extractului de scorus.

Tabelul 4.15. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare: (L*)
luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate

ai extractului de scorus (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

L*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 94,4+0,1 95,4+0,1 93,7+1,1 96,040, 1 95,9+0,2 95,2+1,3
GA 100 | 94,4+0,1 95,3+0,1 94,740,1 95,1+0,2 95,0+1,1 93,6+0,1
GA 200 | 94,4+0,1 94,4+1,7 95,0+0,4 95,7+0,4 96,6+0,1 94,5+0,1
GA 400 | 95,8+0,1 95,9+0,1 95,0+0,3 95,9+0,4 96,5+0,2 95,9+1,4
TA 100 | 94,6+0,1 95,9+0,3 96,0+0,1 94,642,1 96,2+0,9 96,9+0,2
TA 200 | 95,3+0,1 95,7+0,2 95,8+0,3 96,5+0,2 96,2+0,5 96,1+1,0
TA 400 | 95,1£0,1 95,7+0,1 96,0+0,1 96,2+0,1 96,3+0,1 95,4+0,7

a*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | -0,6+0,1 -0,8+0,1 -0,5+0,2 -0,9+0,1 -0,9+0,1 -0,7+0,1
GA 100 | -0,6+0,1 -0,8+0,1 -0,7+0,1 -0,7+0,1 -0,7+0,2 -0,5+0,1
GA 200 | -0,620,1 -0,6+0.3 -0,7+0,1 -0,8+0,1 ~1,0£0.1 -0,7%0,1
GA 400 | -0,8+0,1 -0,9+0,1 -0,7+0,1 -0,9+0,1 ~1,0£0.1 -0,9+0,1
TA 100 | -0,6+0,1 -0,9+0,1 -0,9+0,1 -0,7+0,1 -0,9+0,1 -1,0£0,1
TA 200 | -0,7+0,1 -0,8+0,1 -0,8+0,1 -0,9+0,1 -0,9+0,1 -0,9+0,2
TA 400 | -0,7+0,1 -0,8+0,1 -0,940,1 -0,9+0,1 -0,940,1 -0,8+0,1
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b*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 15,1+0,1 14,5+0,1 15,6+0,6 14,0+0,1 14,0+0,2 14,7+0,4
GA 100 | 15,1%0,1 14,6+0,1 15,1£0,1 | 14,607 | 14.5+0,7 15,340, 1
GA 200 | 14.8+0,5 | 14.9+1.0 14,8402 | 142403 | 13,4+0.1 14,00,9
GA 400 | 14,1+04 14,1+0,2 14,9+0,3 14,1+0,4 13,4+0,1 14,0+1,2
TA 100 | 15,0+0,1 14,0+0,2 14,1+0,1 14,7+1,4 13,6+0,6 13,2+0,1
TA200 | 14,4+0,1 14,250, 1 142402 | 13,5+0,1 13,6+0.4 13,7+0,7
TA400 | 14,6+0,1 14,120, 1 14,120,1 | 13,7+0,1 13,7+0,2 14,2+0,4

C*

Proba 24 ore 1 sipt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 15.120,1 | 14,5+0.1 15,6+0.,6 14,0+0,1 14,0+0,1 14,7+0.,4
GA 100 | 15,1+0,0 14,6+0,1 15,2+0,1 14,6+0,1 14,6+0,7 15,3+0,1
GA 200 | 14,9+0,5 14,9+1,0 14,8+0,2 14,2+0,3 13,4+0,1 14,1+0,9
GA 400 | 14,1+0,4 14,1+0,1 14,9+0,3 14,1+0,4 13,5+0,1 14,0£1,2
TA 100 | 15,0+0,1 14,1£0,2 14,1+0,1 14,7+1,3 13,7+0,6 13,2+0,1
TA 200 | 14,4+0,1 14,2+0,1 14,2+0,2 13,5+0,1 13,7+0,4 13,7+0,6
TA 400 | 14,6+0,1 14,2+0,1 14,2+0,1 13,7+0,1 13,7+0,2 14,2+0,4

Rezultatele pentru extractul de scorus reflecta anumite diferente intre valorile

parametrilor CIELab ai extractelor. Extractul in care a fost addugat acidul tanic in concentratia

100 mg/L a manifestat tendinte de evolutie diferite in comparatie cu celelalte extracte. In

general, luminozitatea extractelor a fost stabild. Acest parametru a crescut cel mai mult (cca 3
unitdti) In extractul cu acid galic 100 mg/L. Componentele cromatice a* si b* au fost in general
stabile, manifestand o usoara crestere spre sfarsitul perioadei de stocare, cu exceptia extractului

cu acid tanic (100 mg/L) unde acesti parametri au avut tendinta de descrestere. La fel, in acest

extract, luminozitatea a avut tendinta de crestere.

In tabelul 4.16 este dati influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra

parametrilor de culoare: (L*) luminozitate, (a*) componenta

galben/albastru, (C*) cromaticitate ale extractului de paducel.
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Tabelul 4.16. Influenta copigmentilor acid galic si acid tanic asupra parametrilor de culoare: (L*)
luminozitate, (a*) componenta rosu/verde, (b*) componenta galben/albastru, (C*) cromaticitate

ale extractului de paducel (rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard)

L*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 95320,7 [ 95,9+0,1 [ 96,5+0,1 | 96,7£0,1 | 95,6%0,1 94,5+1,2
GA 100 | 93,3+0,3 | 96,0+0,5 96,7+0,1 96,7+0,1 95,5+0,1 94,8+0,8
GA 200 | 94,1+1,8 | 96,0+0,1 96,6+0,1 96,7+0,1 95,7+0,2 94,3+0,4
GA 400 [958+0,1 | 96,3+03 [ 95,7+0.8 [ 96,4+02 | 95,4403 95,3+0.5
TA 100 | 95.8+0.1 | 96206 | 96.5t0,1 | 96,6£0.1 | 95,1+1.0 | 93,9+1.3
TA 200 | 95,6+0,2 | 94,1+04 96,5+0,1 96,5+0,1 95,5+0,5 94,5+0,3
TA 400 | 95,5£0,2 | 95,6+0.4 95,7+£0,6 | 95,4+0,2 95,1+0,1 94,2+0,1

a*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control -1,3+0,1 -1,4+0,1 -1,5+0,1 -1,5+0,1 -1,4+0,1 -1,0£0,1
GA 100 -1,0+0,1 -1,440,1 -1,620,1 -1,5+0,1 -1,4+0,1 -1,3+0,1
GA 200 | -1,1+0,3 -1,4+0,1 -1,6+0,1 -1,6+0,1 -1,5+0,1 -1,3+0,1
GA 400 | -1,4+0,1 -1,5+0,1 -1,5+0,1 -1,6+0,1 -1,5+0,1 -1,5+0,1
TA 100 | -1,4+0,1 -1,5+0,1 -1,5+0,1 -1,5+0,1 -1,4+0,1 -1,240,2
TA200 | -13+0,1 | -1.2%0,1 -1,5+0,1 -1,5+0,1 -1,4+0,1 -1,2%0,1
TA400 | -13+0,1 | -1.4%0,1 -1,4%0,1 -1,4%0,1 -1,4%0,1 ~1,2%0,1

b*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control 16,3+0,3 16,6+0,1 17,1+0,1 17,0+0,1 17,6+0,1 18,7+0,5
GA 100 16,9+0,1 16,4+0,1 16,9+0,1 17,0+0,1 17,6+0,1 18,6+0,2
GA 200 16,5£0,6 | 16,3+0,1 16,9+0,1 16,9+0,1 17,8+0,2 18,6+0,1
GA 400 15,9+0,1 16,2+0,1 17,2+0,1 17,1+0,1 18,2+0,1 18,7+0,1
TA 100 16,2+0,1 16,5+0,1 17,2+0,3 17,1+0,1 17,7+0,3 18,6+0,4
TA 200 16,7+0,1 17,6+0,1 17,6+0,1 17,6+0,1 18,1+0,1 19,0+0,1
TA 400 16,8+0,1 17,4+0,1 18,0+0,1 18,3+0,1 18,7+0,1 19,7+0,1

C*

Proba 24 ore 1 sapt. 2 sapt. 3 sapt. 4 sapt. 7 sapt.
Control | 16,4+03 | 16,7£0,1 | 17,2£0,1 | 17,120,1 | 17,6+0,1 18,8+0,5
GA 100 16,9+0,1 16,4+0,1 16,9+0,1 17,0£0,1 17,6+0,1 18,7+0,2
GA 200 16,6+0,6 16,4+0,1 17,0+0,1 17,0+0,1 17,5+0,2 18,7+0,1
GA400 | 16,0201 | 163+0,1 | 17302 | 17,220.1 | 17,701 18,8+0,1
TA100 | 16,2+0,1 | 16,5403 | 17,2+0,1 | 172+0,1 | 17,7%0,3 | 18,7+0,4
TA 200 16,7+0,1 17,7+0,1 17,6+0,1 17,740,1 18,1£0,1 19,0+0,1
TA 400 16,9+0,1 17,4+0,1 18,1+0,1 18,4+0,1 18,8+0,1 19,8+0,1
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In cazul acestui extract evolutia tuturor parametrilor a avut aceleasi tendinte ca si ale
extractului de catina alba. Astfel, culoarea extractului a fost stabilda si nu s-a modificat pe
parcursul a sapte sdptamani. Dupd saptdmana a 4-a se observa o tendinta de schimbare graduala
a tuturor parametrilor. Pe de alta parte, luminozitatea incepe sa descreasca, componentele

cromatice rosu/verde (a*) si albastru/galben (b*) incep sa creasca.

4.3. Efectul incapsularii asupra activititii antioxidante a extractului de tescovina

In ultimii ani, incapsularea s-a dezvoltat mult ca strategie de sporire a biodisponibilitatii
substantelor bioactive care sunt absorbite greu de catre sistemul digestiv uman. Proteinele, in
calitate de polimeri naturali, demonstreaza avantaje unice cum ar fi abundenta in natura, natura
amfifilica, biodegradabilitatea naturala, proprietati de gelificare si emulsificare, toxicitate joasa
etc. [173, 174]. Asadar, proteinele sunt o matrice foarte versatila. Pana in prezent au fost
publicate o serie de studii privind incapsularea unor molecule ca retinolul, vitamina D,, acizii
grasi, colesterolul si polifenolii in P-lactoglobulina [173]. In comparatie cu alte proteine
hidrofobe asa ca zeina si glutenul, B-lactoglobulina are solubilitate mai buna la diferite valori de
pH si fortd ionica. Insi, aceastd proteinid nu are capacitate de incapsulare inaltd din cauza
continutului relativ scizut de aminoacizi hidrofobi (53,4% raport de concentratiec molard). in
schimb, in comparatie cu alte proteine alimentare, B-lactoglobulina poseda doud proprietati
unice: rezistentd la actiunea pepsinei si capacitatea de a fi digeratd lent de catre tripsina. Aceste
proprietati digestive motiveaza alegerea B-lactoglobulinei in calitate de incapsulant pentru
livrarea controlatda a compusilor bioactivi in tractul digestiv. Exista mai multe probleme legate de
productia industriald a sistemelor de livrare proteice ale compusilor bioactivi. In primul rand,
aceste sisteme sunt sensibile la schimbdrile de mediu, iar dimensiunea si uniformitatea
particulelor depinde de solventul organic, pH, temperatura si forta ionica. Alte preocupdri sunt
legate de tratamentele termice utilizate in mod traditional in industria alimentara, cum ar fi

sterilizarea, uscarea prin pulverizare etc. care vor cauza denaturarea nedorita a B-lactoglobulinei

[173].

In prima experienti a fost efectuati incapsularea termica, utilizand extractul de tescovina
brut obtinut imediat dupa procesul de extractie, fard a efectua vreo pregatire prealabila. Un
exemplu de determinare a dimensiunii particulelor este dat in figura 4.1. Toate rezultatele sunt
prezentate 1n raportul din anexa 4. Concentratia totald a polifenolilor in extract a fost de 4967 mg

GAEIL.
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Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 4719 Peak 1: 6822 91.6

2330
Pdl: 0,359 Peak 2: 98,85 6.5 24,95
Intercept: 0,906 Peak 3: 5382 1,9 6525

Result quality : Good
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Fig. 4.1. Dimensiunea particulelor extractului brut de tescovina

Avand in vedere cd membrana filtrantd are dimensiunea porilor de 50 kDa, exista
probabilitatea ca unii polifenoli nu trec in permeat pentru cd ar fi incapsulati, dar datorita
dimensiunii mari a moleculelor. Din aceastd cauza, in cadrul altei experiente a fost studiat
procesul de incapsulare al extractului deja filtrat prin filtrul cu dimensiunea porilor mentionata
anterior. Un exemplu de determinare a dimensiunii particulelor este reprezentat in figura 4.2.

Concentratia totala a polifenolilor in extractul folosit pentru incapsulare a fost de 416 mg
GAE/L.

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2533 Peak 1: 3729 97.2 1848
Pdl: 0.242 Peak 2: 4972 2.8 8252
Intercept: 0,963 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume
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Record 4- sample 1 non-F
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Record 3: sample 1 non-F|

Fig. 4.2. Dimensiunea particulelor obtinute dupa incapsularea extractului filtrat

In cadrul unui alt experiment, extractul de tescovind a fost diluat pentru a reduce
concentratia totala a polifenolilor. Un exemplu al determindrii dimensiunii particulelor este
reprezentat in figura 4.3. In acelasi raport mentionat anterior sunt date si alte rezultate.
Concentratia polifenolilor in extractul folosit pentru incapsulare determinatd cu ajutorul

reactivului Folin-Ciocalteu a fost de 1250 mg GAE/L.
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Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 2095 Peak 1: 18,5 215 29,86
Pdl: 0276 Peak 2: 3335 349 138,9
Intercept: 0,935 Peak 3: 1663 436 8280

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

Wolume (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 1: 51 non-F Record 2: 51 non-F
Record 4: 51 non-F Record 5: 51 non-F

Record 3: 51 non-F

Fig. 4.3. Dimensiunea particulelor determinata dupa incapsularea extractului diluat

Avand 1n vedere ca au fost recuperati 4 mL de permeat si 1 mL retentat, au fost calculate
retentiile polifenolilor totali. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4.19. Rezultatele calculate
pentru retentat caracterizeaza doar retentatul, oferind informatii valoroase pentru utilizarea

acestuia in formularile alimentare.

Capacitatea de incapsulare depinde mult de fortele de interactiune dintre agentul
incapsulant si compusul incapsulat. Fortele de asociere cum ar fi legaturile de hidrogen,
interactiunile hidrofobe si interactiunile van der Waals, sunt responsabile de formarea legaturilor
dintre agentul incapsulant si compusul incapsulat. Dispersia stabild este cruciala pentru
influentata de interactiunile de atractie si respingere dintre moleculele care transporta compusii
bioactivi. Interactiunile atractive includ legaturile de hidrogen, interactiunile van de Waals si
cele hidrofobe, fortele electrostatice de asociere si atractie. Interactiunile de respingere, pe de
alta parte, includ repulsia electrostatica si stericd. Posesia de grupari hidrofobe (inele aromatice)
sau grupari hidrofile (de exemplu, -OH sau -NH;) este un factor major pentru interactiunea
hidrofoba sau respectiv pentru legarea la hidrogen. Sarcina superficiala joacd un rol esential in
ceea ce priveste tipul si magnitudinea interactiunilor electrostatice. Acest parametru este de

regula determinat de potentialul zeta evaluat prin masurarea mobilitatii electroforetice [173,
175].
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Tabelul 4.17. Rezultatele determinarilor dupa procesul de incapsulare si filtrare

Proba Dimensiunea | Polifenoli | Acizi Flavonoli, | Activitatea
particulelor, totali, mg | cinamici, mg QE/L | antioxidanta
nm GAE/L mg CAE/L , utM TE/L

Extract filtrat (413 209+63 629+144 165163 178+14 324842450

mgGAE/L)

Media a 2 incercari,

Retentat

Extract filtrat 131441 123+7 12+£5 930+197

Media a 2 incercari,

permeat

Extract diluat (cca 218+12 2155591 | 259496 255+108 12817+1839

1250 mg GAE/L)

Media a 2 incercari,

Retentat

Extract diluat (cca 163£82 17+8 21+1 16974298

1250 mgGAE/L)

Media a 2 incercari,

permeat

Extract nediluat 471 6738+113 | 4726 426+13 35141+1220

1 proba, retentat

Extract nediluat 267+10 33+4 23+8 1729+160

1 proba, permeat

Procesul tipic pentru prepararea nanoparticulelor utilizand proteine foarte solubile cum ar
fi p-lactoglobulina este numit, de regula, de- sau antisolvatare. Cand sunt dizolvate in apa,
moleculele de B-lactoglobulind au forma unor "sfere" pliate compact, cu grupele incarcate
negativ expuse la solvent. Adaugarea unui antisolvent (de exemplu, etanol) declanseaza
deplierea partiala a proteinei, expunand siturile sale hidrofobe care erau initial ascunse. Sarcina
suprafetei proteinei este, de asemenea, afectatd de antisolvent, deoarece acesta concureaza cu
proteina pentru moleculele de apa. Aceste procese conduc la asocierea hidrofoba si la o repulsie
electrostaticd redusa, ambele facilitdnd agregarea proteinelor. Odata cu cresterea concentratiei de
antiosolvent, agregarea se intensifica si se formeaza particule mai mari, aproape sferice. In acest
moment, procesul de dizolvare poate fi inversat, adaugand apa sau evaporand antisolventul.
Particulele nou formate disociazd cu usurintd in aceastd faza. Pentru a retine integritatea
particulelor, pot fi addugati agenti chimici de reticulare asa ca glutaraldehida. Aceasta
reactioneaza cu doua grupdri aminice primare pe lizind, creand o legdturd covalenta care mentine
structura particulelor. Dupa indepartarea antisolventului prin evaporare, nanoparticulele isi

pastreaza proprietatile morfologice si nu mai disociaza in moleculele individuale. In ceea ce
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priveste substantele bioactive, ele sunt fortate sa se asocieze fie cu molecule bioactive adiacente,
fie cu proteina. Interactiunea proteina-compus bioactiv poate fi imbunatatita prin modularea

continutului de antisolvent in timpul evaporarii [175].

Compusii fenolici sunt capabili sd se asocieze cu proteinele prin legaturi de oxigen si
legaturi de tipul p-p. Aceste legaturi vor contribui 1a stabilitatea nanoparticulelor [173]. Rezultate
similare au fost raportate si pentru particulele de B-lactoglobulina in care au fost incapsulati

polifenoli din ceaiul verde [175].

In tabelul 4.18 sunt date rezultatele dimensiunilor medii ale particulelor determinate

pentru fiecare concentratie testata.

Tabelul 4.18. Dimensiunea particulelor determinate pentru fiecare valoare a concentratiei de

polifenoli
Concentratia polifenolilor in extractul Dimensiunea particulelor, nm
initial, mgGAE/L (Folin-Ciocalteu)
4967 472 (1 replicat)
2500 274484 (media+AS a 3 repetari)
1250 218+12 (media+AS a 2 repetari)
416 209+63 (media+AS a 2 repetari)

Aparent, existda o corelatie intre concentratia initiald a polifenolilor in solutie si
dimensiunea particulelor. Cu toate acestea, pentru a stabili cauzalitatea sunt necesare mai multe
experiente. Avand in vedere ca obiectivul este de a obtine particule cu diametrul de cca 200 nm,
concentratia polifenolilor din solutiile utilizate in testele ulterioare nu trebuie sa depaseasca 1250

mg GAE/L.

Pentru prepararea nanoparticulelor de proteine este esential controlul dimensiunilor.
Dimensiunile particulelor mai mici indica o dispersie mai buna, stabilitate si suprafatd mai mare,
ambele fiind benefice pentru absorbtia compusilor bioactivi incorporati. In plus, s-a demonstrat
ca particulele cu un diametru mediu de 100-600 nm pot sa patrunda in vasele de sange din

vecinatatea tumorilor [176].

In ceea ce priveste proprietitile organoleptice, s-a stabilit ci particulele ce au
dimensiunile cuprinse in intervalul 100-1000 nm pot oferi o combinatie de gust si senzatie
placute. Sistemele de livrare mai mici, cum ar fi complexele moleculare, sunt cauza unui gust
neplacut, probabil din cauza difuziei rapide. Pe de altd parte particulele mari provoacd senzatii

,,hisipoase” sau cremoase [173].
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In tabelul 4.19 sunt date valorile medii le retentiilor diferitor compusi dupa incapsulare.

Tabelul 4.19. Valorile medii ale retentiilor polifenolilor dupa incapsulare

Parametru R%0o, extract diluat R%0o, extract filtrat

Polifenoli totali 89,6 74,6

Retentiile au fost calculate utilizdnd bilantul de masa dintre permeat si extractul original.
A fost determinatd o retentie mai bund in cazul extractului diluat, iar acest rezultat ar putea fi
explicat fie printr-un randament mai mare in cazul utilizarii unor concentratii mai mari in
extractul-materie prima, fie prin retinerea compusilor fenolici mai mari de 50 kDa in porii

filtrului.

4.3.1. Evolutia activititii antioxidante la pastrarea extractelor incapsulate
0,25 mL de extract incapsulat (retentat), permeat si extract initial au fost stocate in fiole
Eppendorf la temperatura camerei si expuse la lumind, pentru a urmari evolutia activitatii

antioxidante. Au fost efectuate determinari in zilele 0, 2, 5, 7 1 9.
in tabelul 4.20 sunt date rezultatele probelor obtinute din extractul diluat.

Tabelul 4.20. Modificarea activitatii antioxidante in probele obtinute din extractul diluat

Proba Activitatea antioxidanta, pM TE/L
Ziua 0 Ziua 3 Ziua 5 Ziua 7 Ziua 9
Retentat 17769+517 15149+3748 | 12643+£356 13729+289 13715+£2096
Permeat 120631 1271£115 1226+85 1064+107 1124+188
Extract 16768+£1505 | 25453+1312 | 32240+£3029 | 18566+2100 | 18258+1238
original

Rezultatele aratd ca activitatea antioxidanta a extractului incapsulat a fost stabila, astfel
acest parametru scizind usor pand in ziua a 5-a dupi care a rimas stabil. In comparatie,
activitatea antioxidantd in extractul original a crescut pana in ziua a 5-a, dupa care a scazut mult.
O posibila explicatie pentru evolutiile diferite ar consta in faptul cd B-lactoglobulina protejeaza
polifenolii de actiunea factorilor externi cum ar fi oxigenul si lumina. Totusi, o scadere graduala
a activitatii antioxidante este evidentd. Aceste modificari ar putea fi explicate prin degradarea p-

lactoglobulinei [174].
In tabelul 4.21 este dati evolutia activitatii antioxidante in extractul filtrat.
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Tabelul 4.21. Modificarea activitatii antioxidante in probele obtinute din extractul filtrat

Proba Activitatea antioxidanta, pM TE/L

Ziua 0 Ziua 3 Ziua 5 Ziua 7 Ziua 9
Retentat 3735+1090 245619 2971+225 1927£187 | 2970£153
Permeat 776141 833+£36 751491 857+183 831+192
Extract original 1732434 1744+1960 | 1960+43 1879+69 1629+36

Rezultatele arata o evolutie diferitd in comparatie cu probele obtinute din extractul diluat.
in acest caz, activitatea antioxidanti are o evolutie stabild a extractului original si o evolutie
instabild a extractului incapsulat (retentat). Rezultatele publicate de Zhang si colab. (2014)
privind formarea liganzilor intre B-lactoglobulina si tocoferol/resveratrol au aratat in mod similar
cd acest proces poate intarzia descompunerea oxidativa a acestor compusi antioxidanti. in plus,
autorii au determinat ca capacitatea si locul de legare a substantelor bioactive depind de tipul si
consecutivitatea adaugarii acestor molecule [177]. Aceste concluzii ar putea explica evolutia
diferita in extractul filtrat si cel diluat. Aceeasi autori au demostrat rolul protector al moleculelor
de B-lactoglobulina fata de a-tocoferol, acest fenomen fiind explicat prin formarea liganzilor

intre aceste doud substante [177].

Alti cercetdtori au testat efectul incapsuldrii epigalocatehin-3-galatului, o catehina cu
potential antioxidant identificata in ceaiul verde, in B-lactoglobulina. Ca si in studiul de fata, a
fost utilizatd termoincapsularea, fiind obtinute particule cu dimensiunea <50 nm. In plus, s-a
demonstrat cd procesul de complexare a conferit protectie considerabila catehinei studiate la

pastrarea timp de 8 zile [175].

Incapsularea in B-lactoglobulini a oferit o buna protectie impotriva degradarii acidului
docosahexenoic in timpul unui test accelerat privind perioada de valabilitate descris de Zimet si
Livney (2009) [178]. Autorii au demonstrat ca doar aproximativ 5-10% de acid a degradat timp

de 100 de ore la 40°C, comparativ cu aproximativ 80% in cazul acidului neincapsulat.

4.4. Separarea polifenolilor din extractul de aronie (Aronia melanocarpa) cu
utilizarea microspumei coloidale (CGA colloidal gas aphrons)

Avand in vedere ca cercetdrile anterioare cu privire la separararea polifenolilor utilizand
microspuma coloidala au fost efectuate folosind in calitate de proba de separat extractul de
tescovina, s-a decis ca experientele din acest studiu si fie efectuate cu extract de aronie. In figura
4.3 este reprezentatd faza lichidd si faza spuma dupad procesul de separare. Astfel, chiar si
culoarea fazei spuma indicd faptul ca anumiti compusi polifenolici colorati au fost separati din

extractul initial.
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Fig. 4.3. Faza lichida si faza spuma obtinute dupa procesul de separare (Imagine: arhiva
personald)

In tabelul 4.22 sunt date rezultatele pentru activitatea antioxidanti, continutul total de
polifenoli (determinat prin doud metode), acizi cinamici, flavonoli si antocieni determinate in

extractul original, faza lichida si faza spuma.

Rezultatele si abaterile standard calculate incluse in tabelul 4.22 indica o repetabilitate
buna a metodei. Aceste rezultate au fost folosite pentru a calcula recuperarea si factorul de
separare date in tabelul 4.24. Comparatia valorilor diferitilor compusi dupa procesul de
recuperare cu microspuma coloidala aratd ca cele mai Tnalte rezultate au fost obtinute pentru
activitatea antioxidanta si polifenolii totali (determinati prin doud metode). Pentru alti compusi
au fost de asemenea obtinute rezultate de cca 50%, ceea ce demonstreaza ca separarea utilizand
microspuma coloidald este o metodd simpla cu potential inalt de separare a compusilor. Pe de
alta parte, rezultatele pentru factorul de separare obtinut pentru diferiti compusi indica valori
similare, insad antocienii prezintd un maxim in acest caz, demonstrand cea mai inaltd afinitate
pentru faza spuma (SF=1,97). Tween 20 este un surfactant non ionic, deci, interactiunile de
natura ionica dintre surfactant si antocieni ar putea fi excluse, explicand aceasta afinitate inalta

prin actiunea fortelor electrostatice si hidrofobe [103].
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Tabelul 4.22. Rezultatele pentru diferite grupe de polifenoli si activitatea antioxidanta dupa procesul de separare (rezultatele pentru fiecare proba

sunt prezentate ca mediet+abatere standard a 3 determinari, de asemenea, a fost calculata mediat+abaterea standard a celor doua probe)

Parametru Extract Faza spuma Faza lichida

initial Proba 1 Proba 2 Media Proba 1 Proba 2 Media
Activitate antioxidanta, uM TE/L 25070+1202 | 6651+479 6105+36 6378+386 4253462 4175+201 4214+55
Continut total de polifenoli 3823+158 1295448 1382440 1338+61 85748 831%11 844+18
(Abs280),mg GAE/L
Continut total de polifenoli (Folin- 5660+508 1190+105 1250+123 1220+43 916+68 890+20 903+18
Ciocalteu), mg GAE/L
Acizi cinamici, mg CAE/L 647+71 312+10 33242 323+16 179+14 22349 201+31
Flavonoli, mg QE/L 632+35 31948 352+12 336+22 179+13 219+13 199+29
Antocieni, mg ME/100g 9,2:+0,1 5,0+0,2 5,620,1 5,3+0,4 2.6+0,6 2,840.5 2,7+0,2

6€T

Tabelul 4.23. Factorul de separare si recuperarea diferitor grupe de compusi dupa separare

Parametru Activitate Polifenoli totali Polifenoli totali Acizi cinamici, Flavonoli, mg Antocieni
antioxidanta, pM | (Abs280),mgGAE/L | (Folin-Ciocalteu), | mg CAE/L QAE/L totali,
TE/L mg GAE/L mgME/100g
Factor de separare, | 1,51+0,07 1,59+0,11 1,35+0,07 1,62+0,18 1,69+0,12 1,97+0,05
SF= CAPy/CLPy
Recuperare, % 70,3+4,7 60,9+6,3 71,8+5.0 46,0+£3,4 45,1+3,7 46,4+6,4




A fost calculat raportul activitate antioxidanta/polifenoli totali pentru toate fazele,

rezultatele fiind prezentate in tabelul 4.24.

Tabelul 4.24. Raportul activitate antioxidanta/polifenoli totali pentru fazele obtinute dupa

separare si pentru extractul initial

Proba Raport activitate antioxidanta/polifenoli
totali
Faza spuma 5,2
Faza lichida 4.7
Extract initial 4,4

Asadar, analiza activitdtii antioxidante a demonstrat ca activitatea antiradicalicd a
polifenolilor nu este influentatd de surfactantul Tween 20. Deci, sunt necesare mai multe
cercetiri pentru optimizarea separdrii compusilor antioxidanti. In plus, ar fi util a efectua analiza

altor compusi si analiza organoleptica pentru a evalua efectul procesului de separare.

Tabelul 4.25. Raportul polifenoli totali Folin-Ciocalteu/polifenoli totali Abs280 pentru fazele

obtinute dupa separare si pentru extractul initial

Proba Valoare
Faza spuma 0,91
Faza lichida 1,07

Extract initial 1,48

Valorile date in tabelul 4.25 indicd un anumit tip de selectivitate si/sau oxidarea
compusilor fenolici in timpul separarii. De regula, ambele metode sunt utilizate pentru a
determina concentratia polifenolilor totali. Totusi, indicele determinat prin mdsurarea
absorbantei la 280 nm se bazeaza pe absorbtia caracteristicd inelului aromatic la 280 nm, in timp
ce indicele Folin-Ciocalteu se bazeaza pe capacitatea compusului de a reduce reactivul Folin-
Ciocalteu care depinde de structura si starea moleculard oxidativa a antioxidantului. Deci, 0
modificare a raportului semnaleaza o modificare a compozitiei si/sau oxidarea compusilor
fenolici [103].

Spigno si colab. (2014) au efectuat si ei separarea polifenolilor din extractul etanolic de
tescovina, utilizdnd surfactantii CTAB si Tween 20. Acestia au obtinut o recuperare si un factor
de separare mai mari pentru antocieni in comparatie cu polifenolii totali, in baza raportului de

volum [103]. Comparand cei doi surfactanti, aceiasi autori au concluzionat ca antocienii au 0 mai
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mare afinitate pentru CTAB decat pentru Tween 20, dar 0 recuperare mai mare a polifenolilor
totali a fost obtinutd pentru Tween 20. Mai mult ca atat, separarea polifenolilor este cauzatd de
forte electrostatice si hidrofobe in cazul microspumei generatd cu CTAB si doar de forte
hidrofobe 1n cazul microspumei generate de Tween 20. La fel ca si in cazul aroniei, separarea cu
GCA generatd de Tween 20 nu a condus la o pierdere substantiala a capacitatii antioxidante

contrar extractiei cu microspuma coloidald generatd din CTAB [103].

4.5. Utilizarea extractelor vegetale naturale la fabricarea produselor de cofetarie
In scopul evaluirii extractelor vegetale naturale in produsele alimentare, unul dintre
extractele cercetate, si anume extractul de aronie, a fost utilizat in calitate de colorant la
fabricarea produselor de cofetarie de tip jeleu. Documentele normative prevad trei tipuri de
produse de tip jeleu, in functie de compozitia acestora:
1) de fructe — preparat pe baza de piure gelifiant de fructe;
2) de jeleu — preparat pe baza altor ingrediente gelifiante cum ar fi gelatina;
3) de fructe si jeleu — ce combina piureul de fructe cu alte ingrediente gelifiante [179].
Pentru a pregati jeleurile, in calitate de materii prime au fost utilizate: sucul de mere, sucul
de lamaie, zahirul-tos, gelatina. In figura 4.4 este reprezentati schema tehnologici pentru
fabricarea produselor de cofetaric de tip jeleu pe baza piureului de fructe, iar in figura 4.5
schema tehnologica de fabricare a produselor de cofetarie de tip jeleu pe baza sucului de fructe,
cu adaos liofilizat de extract de aronie. Aceastd schema se remarca prin simplitatea procesului
tehnologic. Au fost preparate trei probe:
- proba de referinta (fara adaos de colorant);
- proba cu extract vegetal de aronie in calitate de colorant natural;

- proba cu colorant sintetic.

in figura 4.6 sunt reprezentate imagini cu cele trei produse finite.
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Fig. 4.4. Schema tehnologica de preparare a jeleurilor din piureuri de fructe
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Fig. 4.6. Produsele finite obtinute (a - proba cu colorant sintetic; b - proba cu colorant natural; ¢ -
proba-martor)
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Dupa fabricarea jeleurilor, aceasta au fost analizate in laboratoarele Universitatii Tehnice
a Moldovei, utilizind metodele descrise in standardul GOST 6442-89 [179].
Rezultatele analizei organoleptice efectuate de o echipa de degustitori de 6 persoane sunt

reprezentate in figura 4.7.

wAspectul

Proba martor

= proba cu colorant natural

Culoarea Proba cu colorant sintetic

Fig. 4.7. Rezultatele analizei senzoriale a jeleurilor cercetate

Analiza organolepticd comparativd a aratat ca proba cu extract de aronie este de calitate
similard cu cea a probei cu colorant sintetic, din punct de vedere al texturii, starii, aspectului,
culorii, formei si senzatiei in cavitatea bucali. In ceea ce priveste mirosul, proba cu extract de
aronie este de o calitate senzoriald superioara atat fatd de proba cu colorant sintetic, cat si fata de
proba-martor. In figura 4.8 este reprezentat nivelul de aciditate in probele de jeleu in stare
proaspata, probele pastrate in decurs de 5 sdptamani si probele pastrate in decurs de 8

saptamani.

1,8 -
1,6 -
1,4 - —
1,2 - |

B Proba proaspata

0,8 -
0,6 -
0,4 - M Proba pdstrata 8 saptamani
0,2 -

Proba pastrata 5 saptdmani

Nivelul de aciditate
=

Proba Proba cu Proba cu
martor colorant colorant
natural sintetic

Fig. 4.8. Nivelul de aciditate in probele de jeleu
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Rezultatele reprezentate in figura 4.8 aratd o descrestere cu 0,46° pentru proba cu colorant
sintetic si 0,39° pentru proba cu extract natural. Deci extractul natural este practic la un nivel cu
cel sintetic in ceea ce priveste stabilitatea.

In figura 4.9 este reprezentata modificarea masei substantei uscate in probele de produs finit
la pastrare. Rezultatele obtinute arata ca modificarile acestui parametru nu sunt esentiale, ceea ce

ar permite stabilirea unei durate de pastrare de cateva luni.

2,745
2,74
2,735
2,73

2,725
2,72 M Proba proaspata

2,715 - Proba pastratd 5 saptamani

2,71 - M Proba pdstrata 8 saptamani

Masa substantei uscate solubile

2,705 -
2,7 -

Proba Proba cu Proba cu
martor colorant colorant
natural sintetic

Fig. 4.9. Modificarea masei substantei uscate solubile la pastrare

Rezultatele pentru substanta uscatd arata un continut similar de substanta uscata in proba

cu colorant sintetic si in proba cu extract de aronie.

In figura 4.10 sunt reprezentate rezultatele pentru intensitatea culorii, exprimati ca

densitate optica, la diferite valori ale pH-ului.

Rezultatele reprezentate in figura 4.10 arata ca valorile intensitatii culorii la pH=2 sunt mai
mari decat la pH=2,5 si pH=3. O scadere a densitatii optice la pH=2,5 si pH=3,0 poate fi
observata in cazul tuturor celor trei probe preparate. Deci, cu cat valoarea pH-ului este mai acida,
cu atit mai mare este intensitatea culorii. Aceste rezultate confirma rezultatele obtinute anterior
in cazul experientelor cu extractul etanolic de aronie.

Antocienii — compusii coloranti principali din extractul de aronia, reprezintd o grupa de
substante naturale care isi pierd intensitatea. Pentru determinarea stabilitatii culorii in timp, a fost
masurata intensitatea culorii produselor obtinute in ziua a 7-a si a 60-a zi. Rezultatele

determindrilor sunt reprezentate in figura 4.11.
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Fig. 4.10. Variatia intensitatii culorii jeleului in functie de pH si colorant
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Fig. 4.11. Variatia culorii jeleului la pastrare

La pastrarea produsului cu colorant natural in decursul a 60 zile se observa o reducere
minima a intensitatii culorii (maxim cu 0,05 unitati), pe cand la produsul cu colorant artificial
,,azorubina” nu are loc nici o schimbare a culorii. Cu toate acestea, pentru o apreciere obiectiva a
culorii si perceptiei consumatorilor, este necesar a corela densitatea optica a culorii cu parametrii
CIELab si a determina pragul de perceptibilitate al ochiului uman pentru diferentele de culoare.

Jeleul are o structura gelatinoasa, care poate fi caracterizata prin indici reologici, si anume,
penetrarea produsului. Rezultatele obtinute din 10 in 10 secunde pana la penetrarea maximala

sunt reprezentate in figura 4.12.
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Conform rezultatelor din figura 4.12 la 10 s valorile penetrarii produsului sunt de la 0 pana
la Imm, care cresc continuu, ajungand pana la valoarea maxima de 1,77 mm. Astfel, indiferent
de pH si colorant, structura jeleului rdiméane practic identica.

Pentru stabilirea influentei extractului de aronia asupra proprietatilor microbiologice a
jeleurilor, a fost efectuatd insdmantarea mediilor cu dilutie a jeleurilor cu colorant natural si
sintetic. In urma acestui test a fost depistat un numar redus de colonii, ceea ce ne demonstreazi
ca produsele corespund normelor sanitaro-igienice.

in figura 4.13 sunt reprezentate rezultatele analizei microbiologice a jeleurilor pastrate pe o

perioada indelungata.

25

<))
S
g 20
g 3
[\ B
)
[ 15 -
S
S o W Proba cu extract de aronie
2=
85 10 -
£ | Proba martor
=

5 | Proba cu azorubini

0 __‘

0 1 2 2,5
Durata de pastrare, luni

Fig. 4.13. Cresterea numarului de microorganisme pe o durata de pastrare de 2 luni a jeleurilor

Analizand frotiurile la microscop, s-a stabilit prezenta streptococilor, stafilococilor si
diplococilor in jeleurile cu colorant natural, fiind observate mai multe colonii de streptococi si

diplococi, stafilococii avand in numir mai redus. In proba ce are colorant sintetic sunt prezenti
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nu numai streptococi si diplococi, dar si micrococi si bacili. Pe mediile de culturda nu au fost
depistate mucegaiuri.

La pastrarea in timp indelungat a jeleurilor nu au fost depistate microorganisme patogene
ca E.coli si mucegaiuri, ce ar minimaliza inofensivitatea produsului si termenul de pastrare a lor.
Totodata, in perioada de pastrare nu s-au depistat cresteri mari de caractere coloniale, ajungand

in numar fix pana la 22 de colonii, deci, nu a fost necesar a determina numarul total de germeni.

4.6. Concluzii la capitolul 4

1. Adaosul de acizi galic si tanic a avut influente minore atat asupra evolutiei activitatii
antioxidante, cat si a parametrilor de culoare in cazul tuturor extractelor cercetate. S-a
demonstrat ca acidul tanic ar putea juca rolul de copigment in cazul aditiei sale in extractul de
tescovind, fard a afecta activitatea antioxidantd a acestui extract. insi, este necesar a optimiza

concentratia acestui compus in extract [180].

2. Analiza activitatii antioxidante a demonstrat ca aceasta nu este afectatd de surfactantul
Tween 20, iar microspuma coloidala generatd de acest compus poate fi folositd cu succes la
separarea compusilor cu activitate antioxidantd din extractele vegetale. Cu toate acestea, ar fi

necesar un studiu separat ce ar avea ca scop optimizarea procesului respectiv.

3. B-lactoglobulina poate fi folosita cu succes la incapsularea polifenolilor din tescovina

fara a afecta activitatea antioxidanta a acestora [184].

4. Ca rezultat al cercetarii tehnologiei de fabricare a jeleurilor cu extract de aronie, au fost
calculate valorile indicilor fizico-chimici, microbiologici si organoleptici ai produselor obtinute.
S-a studiat, de asemenea, actiunea acestor factori in timpul pastrarii produsului. S-a stabilit ca
diferenta intre nivelul de aciditate al produsului cu extract de aronie si cel cu colorant sintetic

este de 7 grade, iar diferenta dintre masa uscata este de 0,33%.
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CONCLUZII ST RECOMANDARI

In baza cercetarilor teoretice si experimentale, a fost abordati complex problema privind
regimurile tehnologice operationale (tratamente termice, temperaturi de pastrare, factori de
compozitie a sistemelor alimentare) pentru mentinerea potentialului antioxidant si culorii
extractelor hidroalcoolice de compusi biologic activi din tescovina de struguri si fructele de

padure. Cercetarile intreprinse in cadrul tezei au condus la formularea urmatoarelor concluzii:

1. Prin metode fizico-chimice (HPLC, spectroscopie UV-VIS) au fost determinate
concentratiile diferitor clase de compusi biologic activi in extractele hidroalcoolice de tescovina,
aronie, paducel, scorus, catind alba si macese, fiind identificate cantititi semnificative de
polifenoli in toate cele sase extracte cercetate [180-183]. Dintre polifenolii individuali, compusii
majoritari determinati in toate extractele au fost acizii galic, protocatehic, ferulic, para-
hidroxibenzoic, catehina, epicatehina si procianidina B1. Toate extractele contin cantitati
importante de acizi hidroxicinamici, cu valori cuprinse intre 224 mg CAE/L (maces) si 580 mg
CAE/L (aronie) si flavonoli, cu valori cuprinse intre 194 mg QE/L (maces) si 668 mg QE/L
(catina alba), iar in cazul tescovinei si aroniei - cantitati importante de antocieni, respectiv 138
mg ME/L si 102 mg ME/L. Extractele de maces, catind alba, scorus si paducel au un continut

important de carotenoide (308 - 42 mg/qg).

2. Cercetarea comparativa a activitatii antioxidante si a parametrilor instrumentali de
culoare ai extractelor (CIELab) a demonstrat cd existd o corelatie pozitivd puternica intre
continutul total de polifenoli si activitatea antioxidantd (R=0,9931), precum si o relatie pozitiva
moderatd (R=0,6142) 1intre cromaticitate si activitatea antioxidantd. Aceste rezultate
demonstreaza ca extractele vegetale din tescovina de struguri si fructele de padure sunt o sursa
importantd de antioxidanti naturali care pot indeplini simultan functii tehnologice si functionale

in produsele alimentare.

3. A fost cercetat efectul tratamentelor termice asupra activitdtii antioxidante si a
parametrilor de culoare a extractelor. In cazul extractelor de catind alba, tratamentul de 100°C
timp de 2 minute a marit semnificativ activitatea antioxidanta - de la 7,64 mmol TE/L la 11,35
mmol TE/L, schimbari atribuite modificarii structurii moleculare a polifenolilor sau formarii
compusilor Maillard cu potential antioxidant in timpul tratamentelor termice. Pastrarea
extractelor timp de doud saptamani la diferite temperaturi nu atestda diferente majore intre
activitatea lor antioxidanta, insd tratamentul de 2 minute la 100°C si pastrarea la 25-30°C au
afectat culoarea extractelor de aronie si tescovind, rezultdnd valori ale diferentei globale a culorii
intre 5,56 si 15,12. Astfel, intervalul termic este redus in cazul extractelor bogate in antocieni
[180-183].
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4. In scopul stabilizarii extractelor bogate in antocieni a fost cercetat procesul de
copigmentare cu acizi galic si tanic. Adaosul de acizi galic si tanic a avut influente minore atat
asupra evolutiei activitatii antioxidante, cat si a parametrilor de culoare. S-a demonstrat ca acidul
tanic ar putea juca rolul de copigment pentru extractul de tescovina, fara a afecta activitatea

antioxidanta a acestui extract [180].

5. A fost investigat efectul pH si al unor saruri prezente in mediile alimentare asupra
activitatii antioxidante si a parametrilor de culoare a extractelor. Valorile optimale ale activitatii
antioxidante se atesta pentru pH slab acid si neutru (intre 3,5 si 7,8). Adaosul de clorura de sodiu,
nitrat de potasiu si clorura de calciu nu influenteaza semnificativ activitatea antioxidanta a
extractelor. Clorura de calciu (0,1 M) a imbunatatit vizibil culoarea extractului de tescovina,
intensificand nuanta rosie de la 30,00 la 69,00. Acest efect ar putea fi exploatat pentru crearea
unui nou colorant de origine naturald care ar prezenta si potential antioxidant. Influenta sarurilor

asupra culorii celorlalte extracte a fost minora [180].

6. Pentru protejarea compusilor biologic activi a fost investigat procesul de incapsulare a
extractelor in B-lactoglobulina. A fost stabilitd corelatia dintre concentratia initiald a polifenolilor
in solutie, care nu trebuie sd depdseasca 1250 mg GAE/L pentru a obtine particule cu diametrul
de cca 200 nm. S-a constatat ca B-lactoglobulina protejeaza polifenolii de actiunea factorilor
externi cum ar fi oxigenul si lumina si poate fi folosita cu succes la incapsularea polifenolilor din
tescovina fara a afecta activitatea antioxidanta a acestora. Asadar, acest procedeu poate fi utilizat

de catre procesatorii de alimente la crearea noilor produse [184].

7. A fost investigatd tehnologia de fabricare a jeleurilor cu extract de aronie in raport cu
aplicarea colorantului sintetic (azorubina, E 122). Variatia indicilor organoleptici, fizico-chimici,
microbiologici si organoleptici ai produselor obtinute, inclusiv in timpul pastrarii produsului (60
zile) a demonstrat ca extractele naturale nu cedeaza aditivilor sintetici si pot fi aplicate cu succes

la fabricarea produselor de cofetarie.

Recomandiri pentru cercetarile de perspectiva
Pentru a completa si a intelege mai bine rezultatele experientelor descrise in aceasta teza,

in viitor este necesar:

1. A studia detaliat interactiunile dintre antocieni si ionii metalelor in sisteme-model si

sistemele alimentare.
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A efectua analiza HPLC a carotenoidelor din extractele de scorus, maces, catina alba si
paducel si a cerceta corelatiile activitate antioxidanta-polifenoli si activitate antioxidanta-

carotenoide

A continua analiza activitatii antioxidante 1n cazul extractelor de catina alba, paducel si

scorus, modificand metoda (cantitatile si concentratia DPPH).

A urmarit evolutia activitdtii antioxidante a compusilor fenolici majoritari identificati in

extracte 1n solutii-model si sisteme alimentare.

A cerceta continutul enzimelor antioxidante si a metalelor de tranzitie in extractele

vegetale horticole si a analiza influenta acestora asupra activitatii antioxidante globale.
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ANEXA 2. Atestare privind obtinerea bursei ,,Eugen Ionescu” si completarea

stagiului

Bucarest, le 30 janvier 2015

Madame Elena CRISTEA
Université Technigue de Moldavie
République de Moldavie

N/R&f. : CE/IDGI021/2015

Madame,

Jai le plaisir de vous informer que I'Agence universitaire de la Francophonie
(ALUF) a retenu votre candidature 4 une Bourse de recherche doctorale dans le cadre
du programme ¢ Eugen lonescu » mis en place par le Gouvernement roumain pour
lannée académigque 2014-2015, sous réserve de nous faire parvenir, dans les délais
impartis, le formulaire d'acceptation de l'allocation & la mobilité de recherche doctorale et
engagement du bénéficiaire (ci-joint), diment complété par vos soins. Celui-ci devra élre
accompagné des documents justificatifs indispensables & 'octroi définilif de I'allocation et
4 la mise en route effective.

En outre, si pendant le processus de mise en place de volre allocation il s'avére
que linformation fournie dans le dossier de candidature n'sfait pas correcte etfou
compléte, votre allocation sera annulée.

L'ensemble des documents demandés est & retourner au plus tard le 22 favrier
2015, au Bureau Eurcpe cenlrale el orientale de I'Agence universitaire de la Francophonie
(AUF). Sans réception de ces demiers & cette date, 'allocation sera annulée.

Celte allocation vous est altribuge dans le domaine Agro-alimentaire alin de vous
permettre d'effectuer une mabilité d'une durée de 3 mois a I'Université des sciences
agricoles et de médecine vétérinaire « lon lonescu de la Brad » de lasi (Roumanie).

Vous trouverez ci-joint une attestation de votre qualité d'allocataire de I'Agence
universitaire de la Francophonie (AUF) que vous pourrez produire, si nécessaire, aux
autorités académiques et aux services diplomatiques et consulaires.

Jattire enfin votre attention sur le fait gue cette mobilité doit impérativernent
prendre fin au plus tard le 31 juillet 2015, Aucune prolongation ne sera autorisée au-dela
de cette date.

Je vous demanderais, dés & présent, de prendre connaissance de la notice
d'information sur les conditions d'assurance gui vous seront appliquées des le début de la
période de soutien financier.

Je vous souhaite le meilleur bénéfice de celte allocation et vous prie de croire,
Madame, & I'assurance de mes salutations les meilleures,

+¥  Fabien FLORI
) ,"Directeur régional
\HugaauEurqﬁ\;Cﬂntrale et Orientale

Agence universitaire de la Francophonie
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° ° & ° Ministere de I'Education et de la Recherche Scientifique

512+ 2
L

& UNIVERSITE DES SCIENCES AGRICOLES (G4 00 ,
| 5 Q‘\, | ET DE MEDECINE VETERINAIRE O "’
N B i/ «ION IONESCU DE LA BRAD» DE IASI LR 324

" "University of Applied Life Sciences and Environment’ ENSEI

ATTESTATION DE FIN DE STAGE

Je, soussigné Prof. dr. BECEANU Dumitru, je confirme par la présente que
Me"® Elena CRISTEA, venant de I'Université Technique de Moldavie, a achevé son
stage doctorale au sein de la Facult¢ d’Horticulture de I'Université des Sciences
Agricoles et de Médecine Vétérinaire « lon lonescu de la Brad » de lasi, qui s'est
déroulé du 01 mai au 31 juillet 2015, dans le cadre du Programme «Eugen lonescu»
2014 - 2015.

Le stage, ayant comme théme «L'extraction de polyphénols de raisin & partir
de déchets viti-vinicoles et leur utilisation dans la production de boissons non
alcoolisées» s'est bien déroulée et a bien pris fin. Au cours de cette période de
recherche, M*'® Elena CRISTEA a effectué ses recherches dans le Laboratoire
d'analyse des composés bioactifs antioxydants, sous la direction de M™ lecteur dr.
Antoanela PATRAS (co-responsable de stage) et a suivi avec rigueur les techniques
liées a I'extraction et 'analyse des polyphénols.

Fait a lasi, le 31 juillet 2015

Encadreur scientifique,

Prof. dr. BECEANU Dumitru
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ANEXA 3. Atestare privind efectuarea stagiului la Universitatea din Reading

Universi.ty of Dr P. Jauregi BSc, PhD Department of Food and Nutritional Sciences
Read 1 ng Whiteknights, PO Box 226

Reading RG6 6AP

phone +44 (0)118 378 8728
fax  +44(0)118 931 0080
email p.jauregi@reading.ac.uk

Alternative phone +44 (0)118 378 8716

Reading 24° April 2015

To whom it may concern,

RE : Research placement in Reading University of Elena CRISTEA

This is to let you know that Elena CRISTEA did a research placement in my laboratory in the
Department of Food and Nutritional Sciences from 19" February till the 27% April 2015.

During this time she undertook experiments on the extraction of polyphenols from berries and
grape marc using the CGA method developed in our laboratory. She also conducted experiments
on the encapsulation of polyphenols from these extract by the heat induction method developed
in our laboratory.

Yours faithfully,

Dr Paula Jauregi.

Food & Nutritional Sciences
University of Reading 5
Whiteknights

Reading RG6 6AP UK
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ANEXA 4. Raport privind rezultatele experientelor pentru incapsularea
polifenolilor

Experiment 1 (03.2015)

Encapsulation of polyphenols from non-filtered wine 1 (concentration of polyphenols 4967 mgGAE/L)

Size (d.nm): Y Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 4719 Peak 1: 6822 91,6 2330
Pdl: 0,359 Peak 2: 98,85 G.,5 24,95
Intercept: 0,906 Peak 3: 5392 1,9 652 5

Result quality : Good

Size Distribution by YWolume
1
T NG
0 R D R R ' B
5
= L e e
ot
0.1 1 10 100 10000
Size (d.nm)
—— Record 16: s1 non-F dil 10 Record 17- s1 non-F dil 10 —— Record 18: 51 non-F dil 10
Record 19: s1 non-F dil 10 Record 20: s1 non-F dil 10
Fig. A4.2. Encapsulation of polyphenols: Particle size 1
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 284 4 Peak 1: 35,69 29,6 11,94
Pdl: 0,420 Peak 2: 113 70,4 1129
Intercept: 0,611 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

Wolume (Percent)

Size (d.nm)

Record 6: S F Record 7- SF
Record - S F Record 10: S F

Record 8: S F

Fig. A4.3. Encapsulation of polyphenols: Particle size — 2
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Table A4.1. Initial encapsulation results

Indice

Concetration in
retentate

permeate

Concentration in

Difference between
retentate and
permeate, %

Total polyphenols
(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols
(Folin-Ciocalteu),
mgGAE/L

6738+113

267+10

2424

Cinnamic acids, mg
caffeic acid eq./L

472.0+6.1

33.4+3.8

1313

Flavonols, mg
quercentin eq./L

425.4+12.5

23.2+7.5

1204

Anthocyanins,
mg/100g
a.monomeric
b.total

Antioxidant activity,
UM Trolox eq/L

3514141220

1729+160

1932

Encapsulation of polyphenols from filtered extract 1 (concentration of polyphenols 416 mgGAE/L)
(no filtration before DLS) ID: F301

Z-Average (d.nm):
Pdi:

Intercept:

Result quality :

2533 Peak 1:
0,242 Peak 2:
0,963 Peak 3:
Good

Size (d.nm):
3729
4972
0,000

% Volume: St Dev (d.n...
97,2 184,8
28 8252
0,0 0,000

“aolume (Percent)

Size Distribution by Volume

Size (d.nm)

1000

10000

Record 1: sample 1 non-F
Record 4: sample 1 non-F

Record 2: sample 1 non-F
Record 5: sample 1 non-F

Record 3: sample 1 non-F

Fig. A4.4. Encapsulation of polyphenols: Particle size — 3
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Table A4.2. Encapsulation results

Indice Feed Concetration Concentration | Retention, % Retention, %
in retentate in permeate (calculated (calculated

using using
concentration | concentration
in retentate in permeate
and volume of | and volume
retentate) of permeate)

Total polyphenols 438422 104343 181+2 88+1 -10+1

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 41611 527+1 160+12 34 24

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 50.616.1 164.749.2 17.4+1.8 87 32

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 53.5+10.0 | 188.048.7 15.2+0.0 94 44

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 1.85+0.05 | - 0.031+0.01

b.total 2.04+0.05 | - 0.03+0.01

Antioxidant 1732134 15154130 1069179 3213 -

activity, uM Trolox

eq/L

Encapsulation of polyphenols from filtered extract 2 (non-filtered sample) ID: F30R2
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Size (d.nm): % Volume: StDev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1642 Peak 1: 69,06 67,6 87,23
Pdl: 0,460 Peak 2. 1597 32,4 720,1
Intercept: 0,951 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Volume
£
g B RN
10000
Size (d.nm)
Record 11: sample 2 non-F Record 12: sample 2 non-F Record 13: sample 2 non-F
Record 14: sample 2 non-F Record 15: sample 2 non-F
Fig. A4.5. Encapsulation of polyphenols — Particle size — 4
Table A4.3. Encapsulation results
Indice Feed Concetration Concentration | Retention, % Retention, %
in retentate in permeate (calculated (calculated
using using
concentration | concentration
in retentate in permeate
and volume of | and volume
retentate) of permeate)
Total polyphenols 438122 1391+18 151+2 116+2 10+1
(Abs280),mgGAE/L
Total polyphenols 41611 731138 1024 47 54
(Folin-Ciocalteu),
mgGAE/L
Cinnamic acids, mg | 50.616.1 162.5+7.5 7.5%2.3 86 72
caffeic acid eq./L
Flavonols, mg 53.5£10.0 | 168.6+6.2 8.3+1.2 84 71
quercentin eq./L
Anthocyanins,
mg/100g
a.monomeric 1.851£0.05 | - 0.00+0.02 - -
b.total 2.04+0.05 | - 0.00£0.01 - -
Antioxidant 1732134 | 49811445 791+28 10619 -

activity, uM Trolox
eq/L

Diluted extract (Concentration of polyphenols of cca 1250 mgGAE/L Folin-Ciocalteu)
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Sample 1

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2095 Peak 1: 118,5 21,5 29,86
Pdl: 0,276 Peak 2: 3335 34,9 138,9
Intercept: 0,935 Peak 3: 1663 43,6 8280

Result quality : Good

Size Distribution by Yolume
10 ...................... e R R I
8
B
o
E 4
£
2
0 {
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
—— Record 12 51 non-F Record 2: 51 non-F —  Record 3: 51 non-F
—— Record 4: 51 non-F —— Record 5: 51 non-F
Fig. A4.5. Encapsulation of poplyphenols. Particle size — 5
Table A4.4. Encapsulation results
Indice Concetration in Concentration in Difference between

retentate permeate retentate and
permeate, %

Total polyphenols
(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 2573+129 221+10 1064
(Folin-Ciocalteu),
mgGAE/L

Cinnamic acids, mg 326.5£17.5 22.5+6.1 1351
caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 330.8+44.1 20.1+6.7 1545
quercentin eq./L

Anthocyanins,
mg/100g
a.monomeric
b.total

Antioxidant activity, 14118+709 1907+152 640
UM Trolox eq/L

Sample 2
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Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2265 Peak 1: 343.3 70,0 149 3
Pdl: 0,226 Peak 2: 47 .82 30,0 11,19
Intercept: 0,905 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Volume
12 ...................................................................................................................

Wolume (Percent)

Size (d.nm)

10000

Record 21: 52 non-F dil 2
Record 24: 52 non-F dil 2

Record 22: s2 non-F dil 2
Record 25: s2 non-F dil 2

Record 23: 52 non-F dil 2

Fig. A4.6. Encapsulation of polyphenols. Particle size — 7

Table A4.5. Encapsulation results

Indice

Concetration in
retentate

Concentration in
permeate

Difference between
retentate and
permeate, %

Total polyphenols
(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols
(Folin-Ciocalteu),
mgGAE/L

1737188

105+10

1554

Cinnamic acids, mg
caffeic acid eq./L

190.416.6

11.9+0.4

1500

Flavonols, mg
quercentin eq./L

178.1+4.1

21.5%9.6

728

Anthocyanins,
mg/100g
a.monomeric
b.total

Antioxidant activity,
UM Trolox eq/L

11516+1218

1486190

675

Summary. Diluted extract, sample 2 (ID: 15D2) (Concentration of total polyphenols in the
initial extract cca 2500 mgGAE/L, concentration in the feed (after treatment and removal of
the formed precipitate) - 983+30 mgGAE/L).
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Table A4.6. Summary of initial trials

Sample Particle size, | Total Cinnamic Flavonols, mg Antioxidant
nm polyphenols acids, mg catechin eq./L activity, pM

(Folin- caffeic acid Trolox eq/L
Ciocalteu), eq./L
mgGAE/L

Filtered extract 208.8163.0 6291144 164.74162.5 | 178.3+13.7 3248+2450

(413 mgGAE/L)

Filtered extract 131441 12.5%7.0 11.8+4.9 9304197

Retention, %

Diluted extract 218.0£12.0 21551591 258.5196.2 254.5+108.0 1281711839

cca 1250

mgGAE/L Folin-

Ciocalteu

Diluted extract 163182 17.2+7.5 20.8+£1.0 16971298

cca 2500

mgGAE/L Folin-

Ciocalteu

Non-diluted 471.4 67381113 472.016.1 425.5+12.5 3514141220

extract

Non-diluted 267110 33.4+3.8 23.2+7.5 17291160

extract

Experiment 2 (15.04.2015)

Table A4.7. Encapsulation results — second trial

Indice Concetration | Concetration | Concentration | Retention, % | Retention, %
in the feed in retentate | in permeate (calculated (calculated

using using
concentration | concentration
in retentate in permeate
and volume and volume
of retentate) | of permeate)

Total polyphenols | 67019 114043 198+2 2611 7511

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 1048+20 1729473 156130 251 871

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 96.7+2.5 160.3+54.7 27.812.0 2518 7612

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 75.8%10.2 179.9+70.6 26.9+3.2 36+14 7014

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 1.68+0.06 0 0.10+0.01 - -

b.total 2.04+0.12 31.87+4.88 0.08+0.01 0.21+0.03 99.99+0.01

Antioxidant

activity, UM Trolox

eq/L 62041624 17403+653 1184+73 4242 84+1
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Diluted extract, sample 1 (ID: 15D1) (Concentration of total polyphenols in the initial extract
cca 2500 mgGAE/L, concentration in the feed (after treatment and removal of the formed

precipitate) - 1048+20 mgGAE/L).

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2207 Peak 1: 2980 100,0 133,1
Pdl: 0,171 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Volume
14 : :
12
E 10 : :
S : :
g 8t o G
E : :
o : :
0.1 1 10 10000
Size (d.nm)
Record 31: 15D1-d10 Record 32: 15D1-d10 Record 33: 1501-d10
Record 34: 15D1-d10 Record 35: 156D1-d10

Fig. A4.8. Encapsulation of polyphenols — Particle size - 8

Table A4.8. Encapsulation results — second trial

Indice Feed Concetration Concentration | Retention, % Retention, %
in retentate in permeate (calculated (calculated

using using
concentration | concentration
in retentate in permeate
and volume of | and volume
retentate) of permeate)

Total polyphenols 78218 106215 234112 201 751

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 983+30 1457+14 23614 2240 800

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 100.3+9.9 | 145.9+24.6 42.7+1.8 22+4 64+2

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 86.4112.4 | 151.7+26.7 37.7t1.5 26+1 63+1

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 1.17+0.48 | O 0.15+0.01 - -

b.total 1.78+0.02 | 28.01+1.59 0.13+0.01 0.23+0.01 99.99+0.01

Antioxidant

activity, uM Trolox

eq/L 78741380 | 18134+1578 1228+119 3543 87+1
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Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 3712 Peak 1: 9309 100,0 5223
Pdl: 0,360 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,800 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

Wolume (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

—— Record 16: 15D2-F Record 17: 16D2-F
— Record 19: 15D2-F Record 20: 15D2-F

Record 18: 15D2-F

Fig. A4.9. Encapsulation of polyphenols — Particle size - 9

Diluted extract, sample 3 (ID: 15D3) (Concentration of total polyphenols in the initial extract
cca 2500 mgGAE/L, concentration in the feed (after treatment and removal of the formed
precipitate) - 1027+73 mgGAE/L).

Table A4.9. Encapsulation results — second trial

Indice Feed Concetration | Concentration | Retention, % | Retention, %
in retentate in permeate

Total polyphenols 82949 75842 12548 4611 93+1

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 1027+73 | 1052+14 3348 51+1 98+0

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 101.848.7 | 86.9£19.5 8.712.5 43410 9611

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 94.6+2.0 | 88.2+14.7 5.8+3.7 4748 97+2

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 1.261£0.56 | 24.97+3.97 0.01+0.02 - -

b.total 1.9410.04 | 3.04+3.83 0.00+0.02 0.08+0.10 99.99+0.01
Antioxidant

activity, uM Trolox

eq/L 6695+429 | 78821688 73552 5915 9510
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Z-Average (d.nm): 2302

Intercept:

Result quality :

Pdl: 0278

Peak 1:
Peak 2:
Peak 3:

Size (d.nm):
368,2
3616
37,48

% Volume: St Dev (d.n...
67,3 2234
9,1 1129
235 8,196

Volume (Percent)

Size Distribution by Volume

Size (d.nm)

Record 26: 15D3-F
Record 29: 15D3-F

Record 27: 16D3-F
Record 30: 15D3-F

Record 28: 16D3-F

Fig. A4.10. Encapsulation of polyphenols — Particle size - 10

Filtered extract, sample 1 (ID: 15F1) (Concentration of total polyphenols in the initial extract
416 mgGAE/L, concentration in the feed (no precipitate) - 181 mgGAE/L).

Table A4.9. Encapsulation results — second trial

Indice Feed Concetration | Concentration | Retention, % | Retention, %
in retentate in permeate

Total polyphenols 438122 - 147+3 - 3512

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 416+11 68017 97+2 560 54+1

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 50.616.1 86.4+0.8 8.0+1.9 58+1 6917

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 53.5+10.0 | 76.1+5.0 5.2+3.5 4942 81+13

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 1.85+0.05 0.03+0.05

b.total 2.04+0.05 0.03+£0.03

Antioxidant 1732434

activity, uM Trolox

eq/L 45051358 875122 9047 1+2
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Z-Average (d.nm): 9245
Pdl: 0,826

Intercept: 0,899

Result quality :

Peak 1:
Peak 2:
Peak 3:

Refer to quality report

Size (d.nm):

37T 2.0
30,51 29.9
4781 0.4

% Volume:

St Dev (d.n...
166,0
10,86
8953

Yolume (Fercent)

Size Distribution by Volume

R TR R T R :

Size (d.nm)

Record 45: 15F1-non-F
Record 48: 15F1-non-F

Record 46: 15F1-non-F
Record 49: 15F1-non-F

Record 47: 15F1-non-F

Fig. A4.11. Encapsulation of polyphenols: Particle size - 11

Remark: Even with further dilution, the PDI was still above 0.5

Filtered extract, sample 2 (ID: 15F2) (Concentration of total polyphenols in the initial extract
416 mgGAE/L, concentration in the feed (no precipitate) - 181 mgGAE/L).

Table A4.9. Encapsulation results — second trial

Indice Feed Concetration | Concentration | Retention, % | Retention, %
in retentate in permeate

Total polyphenols 438122 - 135+2 - 40+1

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 416+11 515442 87+3 40+1 59+1

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 50.66.1 | 88.0+1.5 7.1+1.1 56+1 734

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 53.5+10.0 | 77.9+24.9 3.9+0.9 47+11 8613

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 1.85+0.05 0.01+0.01 - -

b.total 2.04+0.05 - - -

Antioxidant 173234

activity, uM Trolox

eq/L 29644299 67645 55+6 2445
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Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): G441 Peak 1: 31,06 255 14,60
Pdl: 0,660 Peak 2: 6029 1,0 2808
Intercept: 0,893 Peak 3: 4351 0,3 1021

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

DO v TR R TR S B TR T TP PP PP .

1000 10000

Size (d.nm)

Record 50: 15F2-non-F Record 51: 15F2-non-F

Record 52: 15F2-non-F|

Fig. A4.12. Encapsulation of polyphenols: Particle size - 12

Remark: Even with further dilution, the PDI was still above 0.5

Summary
Table A4.10. Encapsulation results — particle size
Concentration of polyphenols in the initial Particle size
extract, mgGAE/L (Folin-Ciocalteu)
4967 471.9 (1 replicate)
2500 274.04+84.3 (average1SD of 3 replicates)
1250 218+12.0 (averagexSD of 2 replicates)
416 208.8+63.0 (average+SD of 2 replicates)
Table A4.11. Average retention between the replicates
Indice R, diluted extract R, filtered
Extract
Total polyphenols 750 28.3+16.1
(Abs280),mgGAE/L
Total polyphenols 83.5+4.9 55.7+2.9
(Folin-Ciocalteu),
mgGAE/L
Cinnamic acids, mg | 70+8.5 71.3+2.1
caffeic acid eq./L
Flavonols, mg 66.5+4.9 79.317.6
quercentin eq./L
Anthocyanins,
mg/100g
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a.monomeric - -
b.total 99.99+0 -
Antioxidant activity, | 85.6+2.1 24
UM Trolox eq/L
Antioxidant activity

Table A4.12. Evolution of the antioxidant activity during
storage

Sample ID Antioxidant activity, uM Trolox eq/L
Day 0 Day 3 Day 5 Day 7 Day 9

15D1R 174031653 1779911668 12894+3374 13524+396 151974401
15D2R 1813441578 124984571 12391+1857 1393311829 1222341138
15D3R 7882+688 435741278 50171904 5307+239 54724275
15D1P 1184+73 118917 1166192 98812 991+10
15D2P 1228+119 1352+170 1286172 1140+239 1257181
15D3P 735152 852122 488+121 593144 881153
15F1R 45051358 2469+101 3130+23 179541 3078+157
15F2R 2964+299 2442+31 2812+476 20594345 2862+112
15F1P 87522 858157 815156 986133 967191
15F2P 676145 807142 686129 72717 695135
Extract 16768+1505 2545341312 3224043029 1856642100 1825811238
Filtered 1732134 1744194 1960+43 1879169 1629136
extract
F30.03R2 2059+128 2361 170816 16801167
F30.03P2 528+15 6381243

0.25 mL of the retentates, the permeates and the initial extract were left in Eppendorf tubes
at room temperature, exposed to light in order to monitor the kinetics of the loss of the

antioxidant activity. Measurements were taken on day 0, day 2, day 5, day 7, and day 9.

Change in the antioxidant activity of the diluted extract (retentate vs. permeate vs. original extract).

(Sample 15D3 was excluded because of the filtration error and thus different results).

Table A4.13. Change in the antioxidant activity of the diluted extract (retentate vs. permeate
vs. original extract)

Sample Antioxidant activity, .M Trolox eq/L
Day 0 Day 3 Day 5 Day 7 Day 9
Retentate 177694517 1514943748 126431356 137294289 13715+2096
Permeate 1206+31 1271+115 1226485 1064+107 1124+188
Original 1676811505 2545311312 32240+3029 1856612100 18258+1238
extract

The results are presented as averagezstandard deviation of the two replicates
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Table A4.14. Change in the antioxidant activity of the diluted extract (retentate vs. permeate
vs. original extract)

Sample Antioxidant activity, uM Trolox eq/L
Day 0 Day 3 Day 5 Day 7 Day 9
Retentate 3735+1090 2456119 29714225 1927+187 2970+153
Permeate 7761141 833136 751491 8571183 8311192
Original 1732134 1744+1960 1960443 1879169 1629136
extract

The results are presented as averagexstandard deviation of the two replicates
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EXA 5. Rezultatele experientelor privind separarea polifenolilor din aronie
nd microspuma coloidala

Report on results

Separation of polyphenols from chokeberry
extracts using colloidal gas aphrons

Elena Cristea
11/5/2015
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Materials and methods

Separation of polyphenols

The ethanolic extract of chokeberry (Aronia melanocarpa) was used for the experiments. The extract
was obtained by extraction of 10 g of dried chokeberry (Aronia melanocarpa) powder in 50% ethanol
solution. The obtained extract was stored at 4°C for one day before the separation and all
measurements were performed. The CGA is generated from a surfactant solution stirred at 8000 rpm
with Silverson mixer for 5 min. Tween 20, 10mM solution was used as surfactant. The trials are
carried out in a flotation gas column (internal diameter — 0.25m, total height — 0.4 m). 60 mL of the
extract sample and the CGA generated from 400 mL of the initial surfactant solution are pumped into
the column by a peristaltic pump. The volumetric flow is regulated so that the mixing time would be
3.5-4 min. Once the column filled, the mixture is left standing for drainage time before pumping out
the separated bottom liquid and upper aphron phase. The volumes of the separated liquid phase
(V) and collapsed aphron phase (Var) are measured. The percent recovery of a specific compound y
in the aphron phase (R.,) is calculated based on the difference between the total amount of y in the
feed and (Myreeq) and the amount of y measured in the separated liquid phase (M,;iq). The separation
factor (SF) is calculated in order to determine the approximate affinity of a compound to the aphron
phase compared to the affinity to the liquid phase, based on the concentrations of the compound y
in the aphron and in the liquid phase (Capy and Cipry) given by the Eq. SF= Capy/Ciry (Spigno et al.,
2014) (Nurmahani). After the separation the antioxidant activity, the content of total polyphenols,
anthocyanins, cinnamic acids, and flavonols were determined in the original extract, liquid phase and
aphron phase.
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Fig. A5.1. Experimental installation
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Determination of different classes of phenolics and antioxidant activity

Antioxidant activity by reaction with ABTS radical
The antioxidant activity of the extracts is assessed by assay with the radical ABTS, which is based on
the ability of antioxidants to reduce the radical and decrease its absorbance at 734 nm.

Trolox (2.5 mM) is prepared in ethanol for use as a stock standard. Fresh working standards are
prepared every day by ethanol dilution (mother-solution: 0.025g Trolox in 50 mL ethanol, 5 points: O;
500; 1000; 1500; 2000). ABTS is dissolved in water to 7 mM concentration. ABTS radical cation is
produced by reacting ABTS stock solution with 2.45 mM potassium persulfate (final concentration)
and allowing the mixture to stand in the dark at room temperature for 12-16 hours before use. Since
ABTS and potassium persulfate react stoechiometrically at a ratio of 1:0.5, this will result in
incomplete oxidation of the ABTS. The oxidation of ABTS commences immediately, but the
absorbance is not maximal and stable until after more than 6 hours. The radical is stable in this form
for more than two days when stored in the dark at room temperature. In order to test the phenolic
compounds the ABTS radical is diluted to an absorbance of 0.70 (+0.02) at 734 nm and equilibrated
at 30°C. The sample solutions are diluted in such way that they would produce between 20%-80%
inhibition of the blank absorbance, after the introduction of a 10 uL aliquot of each dilution into the
assay. After the addition of 1.0 mL of diluted ABTS radical solution to 10 pL of antioxidant
compounds or Trolox standards, the absorbance reading was taken at room temperature exactly 1
min after initial mixing and up to 6 min, using ethanol as a blank. The percentage inhibition of
absorbance at 734 nm is calculated and plotted as a function of concentration of antioxidants and of
Trolox for the standard reference data (Pellegrini et al., 1998).

The content of anthocyanins by difference of pH

The content of total and monomeric anthocyanins is determined by reading the absorbance at 520
nm and 700 nm after the appropriate dilution and addition of 4 mL of pH=1.0 and pH=4.5 solutions to
1mL of sample (Amendola et al., 2010).

Total cinnamic acids

The content of total cinnamic acids is determined by reading the absorbance at 320 nm and
expressing the results as caffeic acid equivalents (CAE) based on a calibration curve with standard of
caffeic acid (Spigno et al., 2007).

Total flavonols

The content of total flavonols is determined by reading the absorbance at 370 nm and expressing the
results as caffeic acid equivalents (CAE) based on a calibration curve with standard of quercentin
(Spigno et al., 2007). Sant’Anna et al. 2012, Demir

Total polyphenols (Folin-Ciocalteu and Abs 280)

Abs 280

The total polyphenol content is determined by measuring the absorbance at 280 nm and expressed
as equivalent of gallic acid (GAE) by construction of a calibration curve. The calculation of the total
polyphenol index [TPI] will be made following the method described by Ribereau-Gayon et al. (2006).
This test presents a number of advantages such as speed and reproducibility. Still some molecules
such as chalcones and cinnamic acids do not have an absorption maximum at this wavelength
(Ribereau-Gayon et al., 2006).
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TPI=Abs280*dilution

Folin-Ciocalteau method

All phenolic compounds including tannins are oxidized by Folin-Ciocalteau reagent. The blue
coloration produced has a maximum absorption in the region of 750 nm, and is proportional to the
total quantity of phenolic compounds originally present. The determination of Folin-Ciocalteu index
is performed by introducing the following into a 1.5 mL Eppendorf tube strictly in the following
order:

0.2 mL of the sample, previously diluted
6 mL of distilled water
0.5 mL of Folin-Ciocalteau reagent

The mixture is vortexed, and after 1 min, 1.5 mL of aqueous sodium carbonate (20%) are added, the
mixture is vortexed again and allow to stay in the dark at room temperature for 120 min. Afterwards,
the absorbance is determined at 750 nm through a path length of 1 cm against a blank prepared with
distilled water in place of the sample. If the absorbance was not in the region of 0.3 appropriate
dilution shall be made. The results are calculated from a calibration curve, using gallic acid as a
standard expressed in equivalents of gallic acid (Waterman et al., 1994).

Results and discussion

Table 1 summarizes the results for the antioxidant activity, the content total polyphenols as
determined by two methods, the content of cinnamic acids and flavonols, the content of
anthocyanins determined in the original extract, the liquid phase and the aphron phase. The recovery
for each parameter was also calculated.
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Table A5.1. Phenolic composition, antioxidant activity of the original extract, the liquid phase, the aphron phanse, and the percentage of recovery

Indice Original Aphron phase Liquid phase Recovery, %
extract Sample 1 Sample 2 Average Sample 1 Sample 2 Average

Antioxidant 2507041202 | 6651+479 610536 63781386 4253162 41751201 4214455 70.314.7

activity, uM Trolox

eq/L

Total polyphenols 38231158 1295+48 1382+40 1338+61 85718 831+11 844+18 60.916.3

(Abs280),mgGAE/L

Total polyphenols 56601508 1190+105 1250+123 1220+43 916168 890420 903+18 71.845.0

(Folin-Ciocalteu),

mgGAE/L

Cinnamic acids, mg | 647171 312+10 332+2 323+16 179+14 22319 201131 46.013.4

caffeic acid eq./L

Flavonols, mg 632135 31948 352412 336122 179413 219413 199129 45.1+3.7

quercentin eq./L

Anthocyanins,

mg/100g

a.monomeric 7.85+3.72 8.40+0.06 -2.79+0.29 - 19.78+1.20 0.95+0.18 - -

b.total 9.15+0.08 5.03+0.19 5.621+0.11 5.3310.41 2.60+0.06 2.81+0.49 2.70+0.15 46.4+6.4

The results for each sample are presented as averagetstandard deviation of 3 determinations , the average+SD of the two samples is also calculated

Table A5.1. Separation factor and percentage of recovery for each of the determined parameters

Antioxidant activity, Total polyphenols Total polyphenols Cinnamic acids, mg Flavonols, mg Total
UM Trolox eq/L (Abs280),mgGAE/L (Folin-Ciocalteu), caffeic acid eq./L quercentin eq./L anthocyanins,
mgGAE/L mg/100g
Separation factor, SF= | 1.51£0.07 1.59+0.11 1.35+0.07 1.62+0.18 1.69+0.12 1.97+0.05
Capy/Crpy
Recovery, % 70.314.7 60.916.3 71.815.0 46.0+3.4 45.1+3.7 46.4+6.4
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Fig. A5.3. Percentage of recovery for each of the determined parameters (error bars represent the standard
deviation for the duplicate)
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ANEXA 6. Exemple de determinare a parametrilor CIELab
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Fig. A6.1. Coordonatele de culoare: aronie

Catina 24 ome
Elena Cristea
Settings | Spectra | View of color | Hnsullsl
MHame Catina conkrel 1.1
2 Catna conkal 1.2 20154
e Catina control 2.1 20154 Type of light DES -
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7 Catina 100 4G 2.1 20151 e 032
8 Catina 10045 2.2 2015 [ 0.3
3 Cating 20046 1.1 20154
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10 Cating 200415 1.2 20181
M| Catina 20046 21 20151 a7dom
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13 Cating 40045 1.1 51 _ E1a0%
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Fig. A6.2. Coordonatele de culoare: catina alba
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Fig. A6.4. Coordonatele de culoare: paducel
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Fig. A6.5. Coordonatele de culoare: paducel
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ANEXA 7. Descrierea metodei HPLC
Tabelul A7.1. Timpii de elutie pentru compusii fenolici identificati

Nr. Compus A min timp inceput timp final
1 acid galic 280 nm 5,294 4,85 6,1 280
2 acid protocatehic 256 nm 9,267 8,96 9,8 8,7 256
3 acid p-hidroxibenzoic 256 nm 13,918 13,58 14,75
4 acid gentisic 324 nm 15,531 14,1 16,4 14,5 324
24 B1 280 nm 16,704 16,35 17,08 16,3 280
9 acid m-hidroxibenzoic 280 nm 17,989 17,62 18,6
5 catechina 280 nm 18,53 18,25 19,9
6 acid vanilic 256 nm 20,319 20 20,6 20 256 P1
27 acid cafeic 324 nm 20,485 19,9 20,9 20 324 P2
8 acid clorogenic 324 nm 22,871 22,4 246
25 B2 280 nm 23,433 231 24,2 23 280
7 acid siringic 280 nm 25,002 24,68 25,55
26 epicatechina 280 nm 26,836 26,6 27,3
10 acid p-cumaric 324 nm 29,695 29,3 31,6 29 324
21 acid ferulic 324 nm 36,211 35,88 36,5
13 acid ferulic 324 nm 36,233 35,85 36,97
11 acid salicilic 280 nm 36,995 36,1 37,55 36 280 P2
22 polidatin 280 nm 38,234 36,7 39,36
20 acid sinapic 324 nm 38,564 375 39 37,4 324 P2
23 hyperoside 280 nm 47,305 45,2 48,4 45 280
12 acid ellagic 280 nm 48,185 47,8 48,8
19 trans-resveratrol 324 nm 49,333 49 50 49 324
16 rutin x3H20 256 nm 50,968 43 52 50,3 256
18 cis-resveratrol 324 nm 57,089 56,75 57,5 56,6 324
17 ester CH3 al ac ferulic 365 nm 57,754 57,3 58,4 57,5 365
14 merin 280 nm 57,882 57,25 59 57,15 280 P2
15 quercitina 256 nm 65,278 64 66 64 256

2 Sampler — ﬁ Binary Pump .. & / Column Comp. .. =&
Q) & renil O @ Run N ) & Run N ) & Run NN
= .
= a . i
s 4 G L B
\ZO-OUL 1000 0.0
R @ vial 11 1.500 ml/min
3 ikl Gp—@p @GR=ED ¢
34.98 °C 3498 °C

Instrument
Run

192.168.254.11 Run 80.01 / 90.00 min

Flow +| Advanced
| +| Timetable (30/50 events)
IER - ml/min
Solvents = = " - - Flow Max. Pressure
Time [min] Alzl (BIZl o e e
A % 1% MeOH+1% TFA 0.00 100.0 0.0 1.500 390.00
10.00 820 18.0 1.500 390.00
B v 00 | % MeOH:H20 50:50+1% TFA 20.00 700 30.0 1.500 390.00
30.00 65.0 350 1.500 390.00
e o e 36.00 400 60.0 1.500 390.00
45.00 400 60.0 1.500 390.00
Min 005 : bar Max: 39000 © bar 60.00 200 80.0 1.500 390.00
65.00 00 1000 1.500 390.00
Stoptime Posttime 70.00 0.0 100.0 1.500 390.00
80.00 1000 0.0 1.500 390.00
As Injector/No Limit o off 000 1000 00 1.500 330.00
° 90.00 : min ») min

Fig. A7.1. Datele pentru metoda HPLC
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P1

Fig. A7.2. Lungimile de unda la care s-a efectuat detectia: metoda P1

Signal
Wavelength: 280 | nm
Peakwidth: > 0.05min (1 s resp. time) (6.87 Hz)
Stoptime Posttime
© As Pump/injector @ Off
2 100 ° min min
P2
Signal
Wavelength: 280 © nm
Peakwidth: > 0.05 min (1 s resp. time) (6.87 Hz)
Stoptime Posttime

© As Pumplinjector @ Off

Fig. A7.3. Lungimile de unda la care s-a efectuat detectia: metoda P2
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|+] Advanced
|+ Timetable
Time / Function
87  Change Signal
145 Change Signal
164  Change Signal
20 Change Signal
23 Change Signal
29 Change Signal
45 Change Signal
49 Change Signal
50.3 Change Signal
566 Change Signal
p 575 Change Signal
64 Change Signal

[+] Advanced
|+ Timetable
Time 7 Funchion
» 87 Change Signal
145 Change Signal
164 Change Signal
20 Change Signal
23 Change Signal
pa) Change Signal
36 Change Signal
374 Change Signal
45 Change Signal
49 Change Signal
50.3 Change Signal
566 Change Signal
57.15 Change Signal
64 Change Signal

Parameter

\Wavelength: 256
Wavelength: 324
\Wavelength: 280
\Wavelength: 256
\Wavelength: 280
Wavelength: 324
\Wavelength: 280
Wavelength: 324
\Wavelength: 256
Wavelength: 324
Wavelength: 365
Wavelength: 256

Parameter

\Wavelength: 256
Wavelength: 324
Wavelength: 280
\Wavelength: 324
\Wavelength: 280
Wavelength: 324
Wavelength: 280
Wavelength: 324
Wavelength: 280
\Wavelength: 324
\Wavelength: 256
\Wavelength: 324
Wavelength: 280
Wavelength: 256



ANEXA 8. Cromatogramele si timpii de retentie HPLC

Sample Name: test P1

Data File C:\CHEM32\1\DATA\AF KINETEX C18\TEST P1.D

mAU 1 hs

¢
80

60+

2070

40

20+

o
P R
?5753%3 5.314

=201

VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (AF KINETEX C18\TEST P1.D)

i g

56.387

6.982
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h— 5&479
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Fig. A8.1. Cromatograma amestecului sintetic de compusi fenolici obtinuta prin metoda P1

Tabelul A8.1. Timpii de retentie P1 pentru copusii fenolici din amestecul sintetic

Peak RetTime
# [min]

O 00 N OV wWwN

N e el
OV WN R
P R R R R R R R
O NN D AW
W U=~ W0 W
N U1 W ® W W oo
00 Rk O D WL WWMOM

Type Width Area Height Area
[min] [mAU*s ] [mAU] %

|===n oo R |<ommmmeee- |<-omnee- |
BV F ©.0996  13.54526 1.93863 ©0.2398
W 0.2052 124.79501 9.01270  2.2091
VB 0.1569 245.20589  21.88429 4.3406
BBA ©.1799  12.82707 1.01221 0.2271
BV F ©.1589 460.21344  42.33086  8.1466
W 0.1396 920.06500 98.43638 16.2868
VBAB ©0.0975  29.28647 4.19117 ©.5184
BV F ©.1056 9.76606 1.31459 0.1729
W 0.1462  30.75636 3.10440 0.5444
VBA  0.1438 15.40314 1.62857 0.2727
BV F ©.1646  58.73358 4.43869  1.0397
W 0.1630 131.72783  12.72066  2.3318
VBAB ©0.1306 68.02424 7.71097 1.2041
BV 0.1840  25.92278 2.08966 0.4589
W 0.2641 62.59240 3.54706  1.1080
VBA  0.2148 229.08571 15.10238 4.0552
BBA  ©.2114  32.43543 2.31614 0.5742
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Peak RelTime Type

Totals

26.
27.
29.
35.
36.
38.
38.
38.
47 .
47.
18.
49,
56.
56.
56.
57.
64.
64.

VBA
BBA
BBA
BBA
BV

VBA
BBA
BBA
BBA
BV F
VB

BBA
BB

Bv

VBA
BBA
BV

VvV B
VBA
BBA
BV

VBAB

@0 O©®» 00 000 DLILEOoOEeLoZIIeeaoa

Area Height

[mAU*s ] [mAU]
23.88629 3.37268
173.37271 9.28991
16.91625 1.51348
16.15117 9.85864e-1
351.208776 20.69988
15.23730 1.11017
22.79901 1.36778
4091.59778 21.87392
35.@3952 2.83961
100.11418 5.96170
36.55874 5.852e7
223.24835 21.70771
2.78142 3.30566e-1
28.34580 1.63692
65.25735 3.45536
34.e8550 1.55043
166.52136 8.90646
1123.58386 67.47846
127.32626 21.83150
95.23076 6.86956
47.579064 1.96858
52.74626 3.34017
18.78536 1.27164
5649.15823 447.13376
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VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (AF KINETEX C18\TEST P2.D)
mAU _| %
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Fig. A8.2. Cromatograma amestecului sintetic de compusi fenolici obtinuta prin metoda P2

Tabelul A8.2. Timpii de retentie P2 pentru copusii fenolici din amestecul sintetic

Tabelul A8.1. Timpii de retentie P2 pentru copusii fenolici din amestecul sintetic

Peak RetTime Type  Width Area Area
# [min] [min] [mAU*s ] %

e R R | <mmmmeeee |=nmeeee- -

1 4.692 BV F 0.0987 14.27623 0.2502 °?

2 4.920 W 0.2150 126.98198 2.2251 ?

3 5.306 VB 0.1601 241.11356 4.2249 a

4 5.926 BBA 0.1769  12.83579 0.2249 ?

5 8.963 BV F 0.1603 468.48117 8.2090 °?

6 9.168 W 0.1422 911.79352 15.9770 a

7 9.400 W B ©0.1015 28.69981 0.5029 °?

8 13.554 BV F ©.1187 11.84644 0.2076 ?

9 13.700 W 0.1407  28.02995 0.4912 °?

10 13.906 VBA ©.1483 14.27508 0.2501 °?

11 14.837 BV 0.1946 191.42899 3.3543 ?

12 15.001 VBAB 0.1454 87.65026  1.5359 ?

13 16.706 BV 0.1813 26.34356 0.4616 °?

14 17.127 W 0.2718 65.13387 1.1413 ?

15 17.555 VBA 0.2192 226.15906  3.9629 °?

16 19.336 BBA 0.2175 32.32130 0.5664 °?
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17 20.320 BV F 0.1054  88.06094 1.5431 ?
18 20.480 VBA 0.2022 305.20322 5.3480 ?
19 22.432 BBA 0.1711  47.06879 ©.8248 ?
20 23.406 BBA 0.2436 15.73584  ©.2757 ?
21 24.492 BBA ©.2570 351.46136 6.1585 ?
22 26.857 BV 0.2105 15.66891 0.2746 ?
23 27.189 VBA 0.2622 23.01566 ©.4033 ?
24 29.394 BBA 0.2933 406.85495 7.1292 ?
25 35.717 BBA 0.1949 35.27346 ©.6181 ?
26 36.531 BB 0.2415 103.64392 1.8161 ?
27 38.074 BV F 0.0964 36.40302 08.6379 ?
28 38.264 W ©.1576 230.73454  4.0431 ?
29 38.873 VBA 0.1797 5.47003 ©.08958 °?
30 47.338 BBA 0.2749 27.48869 9.4817 ?
31 48.008 BV 0.3090 65.59461 1.1494 ?
32 48.555 VBA 0.3400 36.54382 0.6403 °?
33 56.385 BV ©.2578 1113.48096 19.5111 ?
34 56.633 VW B 0.0829 122.14368 2.1483 ?
35 56.894 VBA 0.2078 88.95867 1.5588 ?
36 57.818 BBA 0.4075 34.23154 ©.5998 ?
37 64.293 BBA 0.3069 66.50129 1.1653 ?
Totals : 5706.90847
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Name: Aronia P2

VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-21 22-23-231019-1901.D)
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Fig. A8.3. Cromatogramele extractului de aronie obtinute prin metodele P1 (a) si P2 (b)

Tabelul. A8.3. Timpii de retentie ai extractului de aronie obtinuti prin metodele P1 (a) si P2 (b)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
i [min] [min] [ mAU*s ] [mAU] %
el B <o S [-ommmeee | --moeee |
1 4.816 BV F ©.2945 61.10086 2.85867 2.3974
2 5.175 VB 0.1618 79.88107 6.87572  3.1343
3 5.529 BB 0.1053 2.18499 3.22476e-1  0.0857
4 5.826 BB 0.0709 8.12860e-1 1.87561le-1 ©.0319
5 8.868 BV F 0.0840 262.86978 46.07185 10.3142
6 9.026 VB 0.1551 1247.61279 119.67804 48.9525
7 9.348 BB 0.0892 6.07480 1.05214 0.2384
8 9.672 BBA 0.09744 7.60764 1.70343  ©0.2985
9 13.522 BV 0.1203  33.46451 4.42364 1.3130
106 13.654 VB B ©.1315 33.91315 3.91905 1.3306
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Totals

13
16
17
17
20
20

23

26

36

38

38
38

49

.994
14.
.663
17.
. 467
. 809
.454
.667
22.
. 445
24.
.990
29.
29.
.982
.096
.464
.685
A7 .
48 .
49.
. 905
56.
56.
58.

922

143

318

634

127
627

127
522
212

582
711
390

BBA
BBA

BBA
BV F

VB
BB
BB
BB
BBA
BV F
VB
BBA

@ 20 00 @2 OO0 ® ® OO0 ®»OeOAEL O e o

.1360
.1752
.16083
.1633
.2073
.1194
.1532
.1891
.1635
.2265
L2872
.2645
.1701
.2569
.1804
.1342
L1775
.1251
.1865
.2268
. 2025
.1920
.1551
.1858
.1481

109

33

L

107

125

(WERENY s L W I (8

2548

.23324
.22249
52.
25.
.02704
.60597
24.
43971
.96244
.97053
.89576
.92589
.87794
25.
. 30856
11.
196.
.88959
.10213
18.
10.
. 56804
.521706
.12325
.06203

23555
34137

96613

51782

25758
76025

186063
19146

.61956

W s B

1.14857
.40674e-1
5.22411
2.30258
7.50767
.73452e-1
2.55664
2.71057
.07848e-1
.24722e-1
.21171e-1
5.97878
.66437e-1
1.52122
.8286%e-1
1.15395
15.93761
15.30074
.34508e-1
1.269602
.5149%e-1
.76063e-1
.11761e-1
.56594e-1
.44476e-1

255.79609

@00 0 NOIOCRLO PO DO PLOENOO

.3623
.1657
.0496
.9943
L2779
.1415
.9796
.3121
.1947
.1558
.3490
.2347
.1522
.0012
. 2475
.4417
.7203
.9395
.2002
.7134
.3964
.1008
.2951
.3580
.1201
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Peak RetTime
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27.

Totals :

O o o w1 wl oul oo

Type

BB
BB
BV F
VB
BBA
BB
BB
BV

VB
BBA

BBA
BBA
BB F
BV
VB
BV
VBA
BBA
BB
BB
BBA

O & ® 0 & & & ® ® & @ ®

Width

Area
[mAU*s ]

434.
1146.
38.

18.
115.

286.

174.

140.

27.

34.

15.

15.

2724,

15.
42.
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VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-20 19-21-37'034-1101.D)

~
o
(=)
|
56.321

600

500

400

300

48.635

200

£ § &8
er«ﬁ __® oS

100

6.913

o
—
o
r
(=]
(2]
o
+
o
(93]
o
(03]
o

Name: catina P2

VWD1T A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-21 22-23-231034-3401.D)

58.322

Fig. A8.4. Cromatogramele extractului de catind obtinute prin metodele P1 (a) si P2 (b)
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Tabelul. A8.4. Timpii de retentie ai extractului de catind obtinuti prin metodele P1 (a) si P2

(b)

Peak RetTime Type MWidth Area Height Area
ft [min] [min] [ mAU*s ] [mAU] %

el EEREE P R [<mmme e [<mmme e |<-mme |

1 4.896 BV 0.1696  24.77467 2.07846  0.1362

2 5.253 W 0.2160  26.67439 1.90276  0.1466

3 8.868 BV F 0.1635 120.05444 10.77604  ©.6598

4 9.034 W ©.1379 158.55817 17.00647 ©.8714

5 9.368 VBA  0.1505 457.77899 43.46468  2.5158

6 13.620 BB ©.1333  24.94873 2.96066 ©.1371

7 13.882 BBA 90.1367 2.69252 3.32464e-1 0.0148

8 16.652 BV 0.1661 6.79883 6.32663e-1 0.0374

9 16.948 W ©.1935 16.62546 1.23470 0.0914

16 17.311 VB 0.2539  29.57500 1.57618 0.1625
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

17.
20.
20.
20.
.407
23.
24.
26.
20,
30.
35.
.416
36.
36.
38.
38.
38.
38.
38.
38.
47.
48.
45,
56.
56.
.483
57.
64.

22

36

57

Totals :

913
22€
526
79¢

536
876
913
546
097
856

564
759
as7
202
371
589
819
945
949
635
152
321
638

739
14@

BBA
BB
BV
VBA
BBA
BBA
BBA
BB
BB
BBA
BBA
BV F
W
VB
BV F
W
VB
BB
BB
BV F
BB
BBA
BB
BV
VW B
BV F
VBA
BB

T OO0 OO OO IO o e e

.1566
.1336
.1247
.1368
.2012
.2457
.1691
.1995
.2662
.2013
.1624
.1437
.0822
.1097
.8731
1011
.0960
1926
.0676
.0830
2326
.2980
.2564
.2585
.2360
.B559
.2395
.1519

N b

1

w bW

MW

9

.38223
.90039
.60661
. 409986
.17551
.95275
. 77083
.45858
. 66065
.18333
10.
13.
.91125
131.
.12091
37.
234.
19.
4.
31.
63.
3394.
49,

98556
58064

82265

45930
33548
29185
53021
11271

38416
38525

77297

1.6637%e4

2428.
1.
199.
7.

94653
45773
00569
#6956

.56105e-1
.18381e-1
.85609e-1
.66280e-1
1.06426
.212506e-1
.67432e-1
.66430e-1
.97047¢-1
.32278e-1
1.87212
1.30067
1.91548
18.43008
1.91144
5.62078
37.60025
3.06347
1.88576
5.30560
4.42561
180.53952
2.84699
648 .00659
127.94254
3.60487e-1
13.23393
7.42481e-1

= KN ko

R NGO

1.81561ec4 1141.0635%4

a

08.82%6
0.el1e4
8.829e-3
/.748e-3
.0724
.0223
.0372
.p1%0
.0201
.0120
.B599
.0746
.0545
.7245
.8561
.2061
.2878
.1060
.0249
.1710
.3483
.6545
.2735
.4625
13.3487
§.011e-3
1.8937
0.8389

e 000 TG0

i =
00 @ o
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Peak RetTime

W o~ bk W e

il el el i e e
Do R W N R ®

Type

BV F
VBA
BV
vV
VB
BB
BV F
VB
BV
VB
BB
BBA
BB
BBA

Width

@ 00 @ O 0 T & OO0 000 OO

Area
[mAU*s ]

.43793
.37164
. 78035
.31152
.62993
125.
474,
.80437
.23737
.356306
.67308
.67638
.96467
.20443
.13699
.76974

14137
84760

17.

o 00 @®@ O @ O @

1]
=4

Y Y Y Y Y Y
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Totals

23.
24,
24,
24,
27.
29.
36.
36.
36.
37.
37.
38.
38.
38.
38.
38.
47.
56.
56.
58.

587
280
619
847
341
176
245
559
815
880
987
179
361
591
724
831
809
366
912
322

BBA
BB
BV
VBA
BB
BB
BV
VB
BB
BV
A"
VB
BB
BB
BV
A"
BB
BB
BBA
BBA

o 0 @ & 0 0 @ @0 0 00 00 00 0 0 000 - &

.3160
.1571
.1569
.1742
. 3427
.1913
. 1466
.1148
.1018
.0631
.1162
.0985
.0565
. 0800
.0789
.0742
.2122
. 2069
.2319
.3380

2683.

.41150
. 93006
22.
14.
.65881
.42619
18.
124.
.76619
.90454
36.
263.
. 88060

14.

25.

60.
1102.

22.
111.
. 87207

62908
18751

36309
82454

16919
38477

56582
92766
47701
30786
40747
63387

07153

M @ @@ &80 R e oo ®e®

4

r O PR

.1644
. 1465
.8434
.5288
.2109
.0532
. 6844
.6523
.1404
.2573
.3481
.8165
.1074
.5429
.9663
.2540
.0838
.8351
.1607
.3307
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Tabelul. A8.5. Timpii de retentie ai extractului de maces obtinuti prin metodele P1 (a) si P2 (b)

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s ] [mAU] 4
el EECEEES R |<-mmmeee s |- -mee- |
1 4.820 BV 0.3046  82.15369 4.13443  8.5157
2 5.212 VB 0.1959 100.64779 7.64221 10.4327
3 8.815 BV F ©.2123 62.52850 4.28801 6.4806
4 9.091 VB 9.1413 171.48317 18.07289 17.7752
5 9.365 BB 0.0763 3.50327 7.50374e-1 0.3631
6 9.507 BV 0.0835 1.60121 3.02840e-1 ©.1660
7 9.629 VBA 0.0882 1.61224 2.83453e-1 0.1671
8 13.507 BV 0.0718 6.0408%e-1 1.29815e-1 0.0626
9 13.735 VB 9.1659 11.13672 1.10249 1.1544
10 14.479 BV F ©.1195 11.75530 1.30634  1.2185
11 14.832 W 9.3331 25.54437 1.06183 2.6478
12 15.886 VBA 0.1401 3.41919 3.508282e-1 0.3544
13 16.901 BV ©.1709 108.96528 9.55537 11.2948
14 17.172 VB 0.1477  92.50768 9.57404  9.5889
15 17.538 BV 0.1542 15.78966 1.60286 1.6367
16 17.682 W B 0.1125 8.26303 1.11729 0.8565
17 19.279 BB 9.1695 16.91971 1.55060 1.7538
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Peak RetTime Type

Totals

BBA
BBA
BB
BV
VBAB
BV F
VBA
BB
BBA
BB
BB
BV
VBA
BB
BBA

Width

@00 ® ® @ ®§ @ @ & 60 &6 0oL e

Area
[mAU*s ]

[ B o B (]

964.

.07576 5.
.22649

.90765

.34721 9.
.56887
.75674 2.
.06734

.72285

.867600 5.
.54650
.47863
.16536
.16076
.67462
.730083
.26281
.75156
.45476
13.

]

e I Bl

54328

73452

73894e-1
1.58278
1.10336
63400e-1

.0350%9e-1

67325e-1
4,75941
1.376039
42828e-1
1.96509
2.57044
2.57827

.72332e-1
.79237e-1
.67501e-1
.18843e-1
.34237e-1
.11735e-1
.71688e-1

84.66141

B ® ®8 ®8 ® @O R W NREkEOIRFRE OO EBE RO
O
]
]
B
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Peak RetTime Type Width Area Area N:

# [min] [min] [mAU*s ] %
R RECEEE |------ |- - R |--mmee |-
1 4.866 BV 0.2290¢ 67.459148 9.2662 ?
2 5.167 VB 0.2407 132.10609 18.1375 ?
3 5.306 0.0000 0.00000 0.0000 ac
4 8.779 BV F ©.1186 24.31069 3.3377 ?
5 8.982 VB 0.1410 144.13361 19.7888 ac
6 9.557 BBA ©.1861 15.69340 2.1546 ?
7 13.534 BB 0.1345 6.60813 ©.9073 ?
8 13.855 BV F 0.1896 16.34917 2.2447 ?
S 14.516 BV ©.2101 53.09316 7.2894 ?
10 14.757 W 0.1654 27.90268 3.8309 ?
11 15.128 VBA ©.3859 21.654089 2.9730 ?
12 16.768 BB ©.1379 77.28080 10.6103 ?
13 17.165 BV ©.13386 12.61599 1.7321 ?
14 17.272 VB B 0.1151 4.65779 ©0.6395 ?
15 17.528 BV 0.1352 7.41171 1.0176 ?
16 17.690 VB 0.1731 8.11569 1.1142 ?
Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [mAU*s ] %
el EETLE | ----- | <= - e | --me e |- -
17 19.181 BB 0.1491 3.88164 ©.5329 ?
18 20.382 BB 0.1506 1.16511 ©.1600 ?
19 23.456 BV 0.1692 24.08494 3.3067 ?
20 23.611 VBAB 0.15280  19.35446  2.6573 ?
21 24.843 BBA 0.1694 1.98669 ©.2728 ?
22 27.074 BBA 0.2544 4.73688 0.6504 ?
23 29.159 BB 0.2071 4.16604 ©0.5720 ?
24 36.468 BV 0.1123 5.51601 ©.7573 ?
25 38.188 BB 0.2365 6.60229 ©0.9065 ?
26 38.740 BBA 0.1363 5.41240 ©.7431 ?
27 48.059 BV 0.2783 10.06255 1.3815 ?
28 48.522 VB 0.2423 11.84393 1.6261 ?
29 56.081 BB 0.1777 3.33097 ©.4573 ?
30 56.817 BB 0.1706 3.25413 0.4468 ?
31 58.321 BBA 0.1840 3.53579 ©.4854 ?
Totals : 728.35830
b
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Tabelul A8.6. Timpii de retentie ai extractului de paducel obtinuti prin metodele P1 (a) si P2 (b)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s ] [mAU] %

Rl RECEEE |- feme e R R R |

1 4.841 BV 0.1439 5.86259 5.88540e-1 1.5167

2  5.872 W 9.1865 9.60845 7.39887e-1  2.4859

3 5.360 VB 9.1533 5.87497 5.93890e-1  1.5199

4 5.540 BB 0.0740 1.18447 2.57641le-1 ©.3064

5 5.956 BV 9.1105 8.85010 1.04475  2.2897

6 8.8600 BV 0.1504 7.23008 7.12425e-1  1.8765

7 9.835 VB ©.1447  38.57375 4.04761  9.9796

8 9.653 BBA ©.1025 2.44375 3.810833e-1 0.6322

9 13.621 BB ©.1931 22.51891 1.94755 5.8260

10 14.479 BV F ©.0742 8.92160e-1 1.66441e-1 ©.2308
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Totals

14.
16.
17.
17.
17.
19.
20.
22.
23.
24,
24,
27.
27.
29.
35.
35.
36.
36.
37.
38.
47.
48.
49,
56.
57.
58.

649
626
059
425
738
558
542
319
533
288
875
049
514
558
567
837
321
766
965
603
589
192
623
769
744
210

VB
BB
BV
VB
BB
BBA
BB
BBA
BBA
BB
BBA
BB
BBA
BB
BB
BBA
BB
BBA
BB
BB
BBA
BB
BB
BBA
BV
VBA

@ 0 &0 0 0 00 ® 0 0L e e e oo e ee®

.1379
.1423
.1814
.1351
.1182
.1136
.1704
.1739
.1981
. 2075
.1758
.2524
.1693
.2593
.1176
.1580
. 1442
.1742
.1513
. 2588
.1449
.2121
.2129
.2759
.2384
. 2020

.32016
.32455
.24417
.05112
.03767
.32934
.18341
.99847
.89919
. 74549

4.59993

14.

bW WO R 00 b

41.
15.

97968
.50613
.168062
. 24952
.39176
.26621
.23950
96768
65857
.56069

4.29659

8]

31.

386

.56589
.57651
19040
.13446

.52438

NOBR RN

W w o R b oo bk N W

N

.94445e-1

7.17361
2.11658

.4616le-1
.31534e-1
.88334e-1
.71257e-1

1.57394

.77173e-1
.76662e-1
.36210e-1
.61373e-1
.43538e-1
.27460e-1
.74581e-1
.34733e-1
.39591e-1
.92001e-1

4.20793

.10894e-1
.38136e-1
.61432e-1
.68265e-1
.69056e-1

2.01965

.60435e-1

35.77476

=
o =

E ® N @ N R W R &R B OO0 O

1

jan]

=R 0 @ @ Bk ® b

. 3764
.3831
.5311
. 5307
. 2685
.8614
.8236
.1391
. 2675
. 9690
.1901
. 8755
.1658
.1132
.3233
.4298
. 8450
. 0968
.8577
.0511
.4038
.1116
.6638
.9253
. 0695
. 0696
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Peak RetTime Type Width Area Area

# [min] [min] [mAU*s ] %
Rl RECEEE |------ ----- R |--m-me-e
1 4,878 BV 0.2167 21.69913 7.0133
2 5.346 W ©.1909 9.01188 2.9127
3 5.521 VB 0.0994 2.54596 ©.8229
4 5.799 BV F 0.1516 9.44184 3.8517
5 8.994 BB ©.1489 39.11686 12.6428
6 9.590 BBA 0.1383 6.88597 2.2256
7 13.530 BB 0.1522 14.33873 4.,6344
8 14.519 BB ©.1813 9.21633 2.9788
9 16.893 BB 0.1776 23.34871 7.5465
16 19.387 BBA ©.1780 15.12147 4.8874
11 20.204 BV F 0.1202 8.99771 2.9081
12 20.347 VWV 0.1549 21.56562 6.9702
13 20.734 VBA ©.2440 14.48510 4.6817
14 23.311 BB 0.2287 4,77881 1.5445
15 24.617 BB 0.1592 8.23041 2.6601
16 27.127 BBA ©.2958 23.55173 7.6121

VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-20 19-21-37'036-1301.D)
mAU
600 7
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64.472

214




Name: scorus P2
VWDT A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-21 22-23-231036-3601.D)
mAU
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Fig. A8.5. Cromatogramele extractului de scorus obtinute prin metodele P1 (a) si P2 (b)

Tabelul A8.7. Timpii de retentie ai extractului de scorus obtinute prin metodele P1 (a) si P2 (b)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s ] [mAU] 4

R RECEEE R R R R R |

1 5.164 BB 0.2624 137.70805 6.844180  9.4669

2 5.530 BB 0.0899 3.50817 6.01333e-1 0.2412

3 5.812 BB 9.0792 1.12011 2.16737e-1 ©.0770

4 8.844 BV F ©.1299 50.66176 5.62201  3.4828

5 9.035 VB ©.1453 159.46118 16.85275 10.9623

6 9.237 BB B ©.0614 1.69727 4.66496e-1 0.1167

7 9.638 BBA 0.1029 4.00403 6.46225e-1 09.2753

8 13.614 BB ©.1891 335.85852 28.65746 23.0890

9 14.641 BV 9.1891 6.47602 5.14571e-1  0.4452

10 16.627 BV 0.1586 29.96527 2.96800  2.0600
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Peak RetTime Type

Totals
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BBA
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Peak RetTime
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17
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.809 BV F
.130 VB
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.500 BB
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.349 BV F
.563 W F
.478 BB

499 VB
228 BV
581 VBA
108 BB
108 BB
9206 BBA
161 BV F
396 WV
864 VBA
448 BBA
898 BB
946 BB F
306 BB
816 BBA
476 BBA
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o 0 00 0 00 @ 0 00 00 @ @ @

Width Area
[min] [mAU*s ]
0.2602 49,97486
0.1877 91.22134
0.6000 0.60000
0.0870 3.01955
0.8938 1.81752
9.1205 37.67969
9.1375 146.22241
0.1127 6.70885
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1 1
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Name: tescovina 2 Pl

VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-19 03-45-27\002-0201.D)
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Name: tescovina P2

VWD1 A, Wavelength=280 nm, TT (PATRAS RPM\PATRAS 2015-07-21 22-23-231020-2001.D)

200+
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Fig. A8.6. Cromatogramele extractului de tescovina obtinute prin metodele P1 (a) si P2 (b)
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Tabelul A8.8. Timpii de retentie ai extractului de tescovina obtinute prin metodele P1 (a) si P2

(b)
Pealk RetTime Type Width Area Height Area
i [min] [min] [mAU*s ] [mAU] %
R R R |- |--momme - |------- |
1 4.766 BV B.2374 241 .374432 14. 876831 8.6421
2 5.269 VB 0.1699 411.59796 33.7e142 14.7367
3 5.647 BV ©.8919 2.52563 4.12017e-1 0.0904
4 5.769 VB 0.8984 3.81777 B.36l5€ce-1 B.1367
5 8.902 BV F 0.1774 20.82183 1.58796 8.7455
6 9.186 VV 8.1368 24 .68595 2.85484 A.8838
7 9.296 VW F ©.1356 19.99967 2.97782 B.71l6l
3 9.532 VBA ©.2271 34.01613 2.38110 1.2179
9 13.755 BB ©.1538 4.33191 4.288053e-1 8.1551
1e 14.e32 BBA ©.1004 1.42062 2.27964e-1 0.0585
11 14.581 BB 8.1847 164 .74866 ].66546 3.7584
12 17.173 BV 8.1887 286.27411 23.38765 18.2532
13 17.535 VB 0.21609 5.97827 3.86857e-1 0.2140
14 19.294 BV ©.1488 44 ,38966 4.42832 1.5864
15 19.412 VBA 0.1265 36.38006 4.49491 1.3025
16 208.361 BB B.1e67 167 .a7784 9.6%846 3.8338
17 20.865 BBA 0.8977 3.44874 5.88151e-1 8.1235
18 23.166 BB f#.1113 2.53813 3.79394e-1 A .098n
19 23.536 BBA e.1721 9.96938 8.95303e-1 B.3569
28 24.166 BB 0.1366 1.9238B8 2.240593e-1 8.8689
21 26.976 BB 8.1le6l 2.61867 2.55734e-1 B .0938
22 36.713 BV F 0.2239 106.59643 6.15602 3.8165
23 38.808 BV F 8.8945 8.32903 1.28638 0.2982
24 38.B8Y VB B.80624 5.5288% 1.43453 B.1988
25 38.448 BV 0.1628 240.7724¢ 21.48135 8.6205
26 328.648 VB ©.1e63 72.280416 9.98539 2.5879
27 38.971 BBA 0.0628 7.54065 2.0e007 0.27060
28 47.161 BB 8.1955 57 .04589 4. 74878 2.0424
I 1 | I 1 1 I
29 56.599 BB 0.2240 6.90264 4.73440e-1 0.2471
36 57.796 BB 0.3613 54.914089 2.58608 1.9661
31 64.537 BBA ©.2156 863.15448 62.84411 30.9040
Totals : 2793.01451 225.74842
a
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ANEXA 9. Corelatia Pearson Polifenoli - Activitate antioxidanta
Result Details & Calculation

X Values

> =19346

Mean = 3224.333

(X - MX)2 =SS, = 21374157.333

Y Values

Y =121.44

Mean = 20.24

Y (Y - My)* = SS, = 1110.268

X and Y Combined
N=6
Y(X - MY - My) = 152978.95

R Calculation
r=Y((X - M)(Y - M) / V((SS,)(SSy))

r=152978.95 /\((21374157.333)(1110.268)) = 0.9931

Meta Numerics (cross-check)
r=0.9931

Key

X: X Values

Y:Y Values

My: Mean of X Values

My: Mean of Y Values

X - My &Y - My: Deviation scores

(X - My)? & (Y - M,)% Deviation Squared

(X - M) (Y - My): Product of Deviation Scores

The value of R is 0.9931. This is a strong positive correlation, which means that high X variable scores
go with high Y variable scores (and vice versa).

The value of RZ, the coefficient of determination, is 0.9862.
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ANEXA 10. Corelatia Pearson Activitate antioxidanta - Culoare
Result Details & Calculation

X Values

> =137.39

Mean = 22.898

(X - My)? = SS, = 1070.065

Y Values

Y =121.44

Mean = 20.24

Y(Y - M) =SS, = 1110.268

X and Y Combined
N=6
Y (X - MY)(Y - My) = 669.441

R Calculation
r=Y((X - M)(Y - M) / V((SS,)(SSy))

r=669.441 /V((1070.065)(1110.268)) = 0.6142

Meta Numerics (cross-check)
r=0.6142

Key

X: X Values

Y:Y Values

My: Mean of X Values

My: Mean of Y Values

X - My &Y - My: Deviation scores

(X - My)® & (Y - M,)*: Deviation Squared

(X - My)(Y - My): Product of Deviation Scores

The value of R is 0.6142. This is a moderate positive correlation, which means there is a tendency for
high X variable scores go with high Y variable scores (and vice versa).

The value of R?, the coefficient of determination, is 0.3772.
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Declaratia asumarii raspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personala cd materialele prezentate in teza
de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizdri stiintifice. Constientizez ca,

in caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Cristea Elena

Semnatura:

Data: 26.05.2018
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