luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

Universitatea Babes-Bolyai Cluj-Napoca

Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica

Teza de Doctorat

Bianca Elena [IUORAS (MOLDOVAN)

Contributii la studiul transpozitiilor multiple de hidrogen in
spectrele de masa ale esterilor sintetici si la investigarea

proprietatilor unor compusi naturali cu structuri polifenolice

Coordonator Stiintific,
Prof. Dr. loan Oprean

Cluj-Napoca
2013



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

Comisie de doctorat:

Conducator de doctorat: Prof. Dr. loan Oprean, Universitatea “Babes-Bolyai”
Cluj-Napoca
Presedinte: Prof. Dr. Luminita Silaghi-Dumitrescu, Universitatea “Babes-Bolyai”
Cluj-Napoca

Referent: Prof. Dr. Carmen Socaciu, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina

Veterinara, Cluj-Napoca
Referent: Prof. Dr. Nicolae Dinci, Universitatea “Aurel Vlaicu”, Arad

Referent: Conf. Dr. Claudia Cimpoiu, Universitatea “Babes-Bolyai”
Cluj-Napoca



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

Cuprins (teza)

Introducere 1

PARTEA | Transpozitii triple de hidrogen in spectrele de masa ale esterilor benzoici superiori

1.1 Date de literatura 2
1.1.1. Consideratii generale 2
I.1.2. Transpozitii de hidrogen in spectrometria de masa S)

I.1.2.1. Traspozitii duble de hidrogen in spectrometria de masa 7
1.1.2.1.1. Esteri. Transpozitii de hidrogen unidirectionale
duble 7
1.1.2.1.2. Eteri. Transpozitii de hidrogen unidirectionale
duble 14

1.1.2.2 Transpozitii triple de hidrogen in spectrometria

de masa 16
1.1.2.2.1. Transpozitii triple de hidrogen in moleculele
alchil-vinil eterilor 16

1.1.2.2.2 Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen in
moleculele esterilor anhidridei trimelitice 18
1.2. Contributii originale 21
L.2.1. Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen in moleculele
esterilor benzoici superiori 21
1.2.1.1 Esteri superiori ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic 21
L.2.1.1.1. Sinteza 21
1.2.1.1.2. Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen 26
1.2.1.1.2.1. Transpozitii unidirectionale triple de
hidrogen ale n-alchil esterilor CABE 27
1.2.1.1.2.2. Transpozitii unidirectionale triple
de hidrogen in moleculele esterilor n-alchenilici,
n-alchinilici si n-alcadienilici CABE 31
1.2.1.2.Esteri benzoici superiori 34



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

1.2.1.2.1. Sinteza 34
1.2.1.2.2. Transpozitii unidirectionale triple de
hidrogen din moleculele esterilor benzoici superiori 37
1.3. Concluzii 41
1.4. Parte experimentala 43
I.4.1. Generalitati 43
1.4.2. Sinteza si analiza compusilor 43
1.5. Bibliografie 73

PARTEA II: Investigarea proprietatilor unor compusi naturali cu structuri polifenolice

I1.1. Date de literatura 75
11.1.1. Consideratii generale 75

11.1.2. Structura antocianilor 75

11.1.3. Surse naturale de antociani 82

11.1.4. Metode de extractie si purificare 83
11.1.4.1. Metode traditionale de extractie 83

11.1.4.2. Tehnologii moderne de separare a antocianilor 86

11.1.5. Stabilitatea antocianilor 87

11.2. Contributii originale 95
11.2.1. Introducere 95

11.2.2. Investigarea stabilititii antocianilor din diverse fructe indigene 96

11.2.2.1. Stabilitatea antocianilor extrasi din fructe de visin 99

11.2.2.2. Polifenoli extrasi din fructe de cilin 103
11.2.2.2.1. Stabilitatea antocianilor extrasi din
fructe de cilin 106
11.2.2.2.2. Polifenoli extrasi din fructe de calin: stabilitate,
activitate antioxidanta 115
11.2.2.3. Antociani extrasi din fructe de corn 122

11.2.2.4. Polifenoli extrasi din fructe uscate (ceaiuri de fructe) 131
11.3. Concluzii 138



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat
11.4. Parte experimentala 139
I1.4.1. Generalitati 139
11.4.2. Materialul vegetal 139
11.4.3. Extractia antocianilor din fructe 139
I1.4.4. Determinarea antocianilor extrasi din fructe 139
11.4.4.1. Prepararea reactivilor 139
11.4.4.2. Determinarea cantitativa a antocianilor din fructe 140
I1.4.5. Determinarea continutului total de fenoli 141
11.4.6. Determinarea activitatii antioxidante 142
11.5. Bibliografie 143
Anexa 1. Lista compusilor noi sintetizati 150
Anexa 2 Lista lucrarilor publicate 158
Anexa 3 Articole publicate in extenso 160



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

INTRODUCERE

Chimia organica a inregistrat in ultimii ani o dezvoltare exploziva, fiind orientata
din ce in ce mai mult spre obtinerea unor compusi cu structurd complexa, cu importante
aplicatii practice in industria chimicad si de materiale, medicind, industria farmaceutica
sau industria alimentara. Identificarea si investigarea structurald a acestor compusi a
impus dezvoltarea si utilizarea exhaustiva a metodelor fizico-chimice moderne de
investigare a structurii i reactivitdfii compusilor organici.

Rezultatele activitatii de cercetare, prezentate in teza de doctorat, sunt structurate
pe doud directii principale si accentueaza utilitatea/importanta spectroscopiei UV-VIS si
a spectrometriei de masa 1n analiza structurald si investigarea proprietdtilor unor compusi
organici aromatici cu structura de esteri benzoici superiori, respectiv compusi naturali
polifenolici (antociani).

In prima parte sunt prezentate rezultatele obtinute in sinteza si analiza prin
spectrometrie de masa a unor noi derivati esterici superiori ai acidului benzoic, variat
substituifi, in vederea evidentierii si eluciddrii unor noi transpozitii de hidrogen
observate in spectrele de masd ale acestor compusi. Natura diferitilor factori care
influenteaza aceste procese de transpozitie (lungimea catenei alchilice, prezenta si pozitia
unei legaturi multiple carbon-carbon, natura si pozitia substituentilor grefati pe nucleul
aromatic) a fost de asemenea investigata.

Cea de a doua parte este dedicatd studiului stabilitatii antocianilor izolati din
diverse fructe indigene, in diferite conditii de pH si temperatura, cu sau fara adaos de
aditivi alimentari, in timpul procesarii si stocarii. In ultimii ani, interesul stiintific pentru
imbunatatirea tehnicilor de separare si identificare a antocianilor din surse vegetale a
crescut semnificativ, datoritd potentialelor utilizari ca si coloranti naturali, in special in

industria alimentara, unde reprezinta o alternativd netoxica a colorantilor sintetici.

Cuvinte cheie: spectrometrie de masa, transpozitie tripla de hidrogen, esteri benzoici

superiori, polifenoli, antociani, reactii de degradare, calin, coarne,
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PARTEAI

TRANSPOZITII TRIPLE DE HIDROGEN IN SPECTRELE DE MASA ALE
ESTERILOR BENZOICI SUPERIORI
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COSIDERATII TEORETICE

Spectrometria de masa este o metoda fizica de analiza, al carei inceput este legat
de numele lui Thomson, care In 1912 traseazd primele spectre de masd si aratd
posibilitatea folosirii acestora in analiza substantelor chimice [Oprean, 1974].

Spectrometria de masa este o tehnicad folositd astdzi cu succes in vederea
determindrii exacte a masei moleculare, la elucidarea structurii moleculare, precum si la
studiul unor mecanisme de reactie, oferind astfel importante informatii chimice si
structurale despre moleculele organice. Principial, metoda are la baza separarea in camp
electrostatic/magnetic a ionilor generati in urma furnizarii de energie din exterior asupra
moleculelor neutre. Spectrometrul de masa utilizeaza diferenta in raportul dintre masa si
sarcina (m/z) a moleculelor sau atomilor ionizati pentru a-i separa.

Formarea ionilor moleculari urmeaza pricipiul Franck-Condon [Tate & Lozier,
1932], ionizarea fiind un proces aproape vertical. Atunci cand o tranzitie electronica este
cauzata de un fascicul electronic sau fotonic, timpul necesar realizarii acesteia este
extrem de scurt in comparatie cu perioada vibratiei legaturilor interatomice, astfel ca
structura moleculei nu se modifica in procesul de ionizare.

Ca urmare a energiei primite, ionii moleculari formati suferda in continuare
procese de fragmentare. Moleculele pot parcurge diverse cdi de fragmentare, a caror
cunoastere poate furniza importante informatii structurale.

Fragmentarile ce au loc 1n spectrometrul de masa pot fi usor explicate cu ajutorul
teoriei quasi-echilibrului (QET), cel putin atunci cand energia de impact este mai mare
decat energia de legatura [Lester, 1963]. Fragmentarea necesita un timp mai indelungat
decat redistribuirea energiei asupra diferitelor grade de libertate. Atunci cand ionul
molecular primeste o cantitate suficientd de energie suferd o reactie de fragmentare.
Fragmentele formate pot avea suficientd energie pentru a disocia printr-un proces similar
sau pentru a suferi reactii de transpozitie [Rosenstock, Wallenstein, Wahrhaftig & Henry
Eyring, 1952].

Fragmentarea 1n EI a ionului molecular duce la aparitia unui ion pozitiv si a unui

fragment (radical sau molecula neutrd). Fragmentarile in EI tipice au loc in urma ruperii



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

unei legaturi simple o prin care un radical se desprinde din ionul molecular printr-o
scindare homoliticd sau heterolitica.

Inca de la inceputurile spectrometriei de masa a compusilor organici s-a observat
ca formarea unor fragmente nu poate fi explicatd numai prin simpla scindare a uneia sau
mai multor legaturi.

In prezent se cunoaste un numar foarte mare de fragmentari in urma céarora iau
nastere ioni de acest tip numiti in general “ioni de transpozifie”. Aparitia reactiilor de
transpozitie face spectrele de masa dificil de interpretat, dar in acelasi timp furnizeaza
informatii importante din punct de vedere structural.

In functie de reactiile de transpozitie ce au loc in procesul de formare al acestor
ioni, se pot distinge fragmentdri ce implica transpozitia unuia, a doi sau chiar a trei atomi
de hidrogen (transpozitia hidrogenului) sau transpozitiile altor atomi sau grupe de atomi
de la un centru la altul al ionului (transpozitii de schelet).

Indiferent de natura atomilor care se transpun, procesele de transpozitie a ionilor
au la baza urmatoarele consideratii:

a) transpozitiile decurg prin stari de tranzitie ciclice energetic favorizate

b) forta motrice a procesului consta in scindarea unui fragment neutru foarte

stabil (de obicei o moleculd)

c) ionul de transpozitie rezultat este stabil

d) stereochimia ionului permite apropierea centrelor fintre care are loc

transpozitia.

Cu aproximativ 50 de ani In urma, studiind spectrele de masa ale diferitelor clase
de substante ce contin o legatura dubla, McLafferty [McLafferty, 1959] pune in evidenta
existenta unei transpozitii de hidrogen la aldehide spre dubla legatura. Cu ajutorul
analogilor deuterati s-a constatat faptul ca atomul de hidrogen care migreaza este legat
intotdeauna de un atom 1in pozitia y fatd de dubla legaturd (transpozitie specificd).
Concomitent are loc scindarea legaturii C,-Cg si formarea unei stari de tranzitie ciclice.
Mecanismul transpozitiei McLafferty a fost intens investigat [Djerassi, von
Mutzenbecher, Fajkos, Williams, & Budzikiewicz, 1965; Kingston, Bursey & Bursey,
1974] constatandu-se faptul ca procesul este mai degraba unul ce decurge in trepte

(Schema 1a) decéat unul concertat (Schema 1 b).
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Schema 1: Cai posibile ale transpozitiei McLafferty

In spectrele de masa ale unor compusi organici (in special esteri) s-a observat de
asemenea $i un pic intens “McLafferty plus unu”, corespunzator unei transpozitii duble de
hidrogen. Aceste tipuri de transpozitii au fost elucidate tot prin marcarea cu deuteriu.
Cele mai multe transpozitii de hidrogen decurg prin pierderea sau castigarea efectiva a
unuia sau mai multi atomi de hidrogen din fragmentul incércat electric (cationi de
fragmentare) atat unidirectional [Kuck, 2005; Djerassi & Fenselau, 1965] cat si reciproc
[Eadon & Djerassi, 1969; Tokes, Jones & Djerassi, 1968]. Aceste migratii
intramoleculare a doi atomi de hidrogen, transpozitii duble de hidrogen, au loc fie inainte,
dupa scindarea unor legéturi slabe din molecula.

Transpozitii intramoleculare a trei atomi de hidrogen dintr-0 parte a cationului de
fragmentare catre alta au fost de asemenea inregistrate, insa foarte rar [Katoh, Jaeger

&Djerassi, 1972; Kuck & Filges, 1988].

10
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CONTRIBUTII ORIGINALE

Dupa cum s-a precizat anterior, transpozitia unidirectionala tripla este un fenomen
foarte rar intalnit in spectrometria de masa a compusilor organici. Obiectivul prezentului
studiu l-a constituit sinteza unor esteri benzoici cu catend lunga precum si determinarea

diverselor tipuri de transpozitii ce au loc in spectrometria de masd a acestora.

Esteri superiori ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic

Pentru a investiga factorii ce influenteaza aparifia si intensitatea ionilor de
transpozitie tripla 3H au fost sintetizati peste 40 de n-alchil, n-alchenil, n-alcadienil si n-
alchenil esteri ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic (CABA 16).

Schema 2 prezinta calea generala de sintezd a unor esteri derivati ai acidului p-
(4’-clorofenilazo)benzoic, utilizati in studiul proceselor caracteristice de fragmentare
induse de impactul electronic.

o o
CION: NO&-OH _socl, CION: NO&-Cl
50,
17

16 -HCI
R—OH

Py
-HClI

Q
c.@w@c_m
18- 27
R =C,Hs1; n=1+18
R =C.H,.1; n=10; 12; 13; 14; 16
R = CH,3; n =12; 14; 18 (R = alcadienil)
R = CH,3; n =12 (R = alchinil)

Schema 2: Sinteza unor esteri derivati ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic

Tabelul 1 sumarizeaza structura compusilor obtinuti pe aceasta cale.

Tabelul 1: Esteri superiori ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic

Compus R = alchil Compus R = alchenil
18a CHs 19 CiHi; Z7
18b CzH5 20a ClgHzg; Z3
18c CsH, 20b CioHog E7
18d C4H9 20c ClgHzg; Z7
18e CsHi1 20d CioHx3:Z 8
18f Ceng 20e ClgHzg; E 8

11
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18g C7H15 20f Clezg; E 10
18h CgHy7 21 CisHysZ 6
18i CoHyg 22a CuHy7,Z5
18] CloH21 22b Cl4H27; E7
18k C1Hos 22¢ CuHy, 27
18l CioHys 22d CuH»7;, 28
18m CisHy7 22e CuH»7;, 29
18n CiaHo 22f CuHyr; 211
180 CisHa1 22g CuuHo7  E 11
18p CleHgg 23a ClGHgl; Z5
18q Cl7H35 23b ClGHgl; Z7
18r CigHs7 23C CisHz1; Z9
R = alcadienil 23d CiHs; 211
24 CoHy;E7,Z29
25 Cl4H25; Z 9, E 12
26 ClgHgg; E 2, Z13
R = alchinil
27 CisHa; Y 8™

“Geometria si pozitia dublei legituri; ~ Pozitia legaturii triple
Structura compusilor astfel obtinuti a fost confirmatd cu ajutorul

spectroscopiei RMN si a spectrometriei de masa.

Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen

Prin analiza EI-MS a esterilor cu catend lungd ai acidului p-(4’-
clorofenilazo)benzoic s-a constatat prezenta unei reactii de transpozitie unidirectionalad
tripla de hidrogen (schema 3), transpozitie ce are loc cu 0 mai mare probabiltate decat n

cazurile mentionate anterior in literatura.

259 3H

oy ol
l El

m/z 262 (259+ 3H)
Schema 3: Formarea ionului de transpozitie unidirectionala tripla de hidrogen in
p-(4’-clorofenilazo)benzoati
Originea atomilor de hidrogen implicati In transpozitia unidirectionala tripla a fost
investigata prin marcarea cu deuteriu a pozitiilor din catena alchilicd, dar dupa cum era
precizat si In literaturad pentru cazul esterilor anhidridei trimelitice, nu se poate precizia

pozitia exactda a celor trei hidrogeni care se transpun, procesul neavand o specificitate

12
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prea ridicatd. In nici unul dintre cazuri, nu a fost observata transpozitia hidrogenului de
la atomul de carbon terminal al catenei alchilice, ceea ce este in concordantd cu
dificultatea indepartarii unui atom de hidrogen de la un atom de carbon primar, datorata

instabilitatii radicalului rezultat.

Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen ale n-alchil esterilor ai CABE
Spectrele de masa EI (70 eV) ale n-butil (C4-CABE) si n-tetradecil (C14-CABE)
sunt redate in figurile 1 si 2.
In figura 1 se observa ca, in cazul n-butil-p-(4’-clorofenilazo)benzoatului 18d
(C4-CABE), ionii cei mai abundenti sunt generati de scindarea alternativa C-N a grupei

fenilazo (m/z 111, 139, 177, 205).

100 7]
B89 1 177 259!

€2

40
113
1 es.if 9° 141
=75 T
294 !
158 178 243
4 Ts° > > 152 ik 2es i
L ' " 93 122 : ! Ij“s
] i % -
odu il P IO T TR IV J'lln . l. - . i
E) 1e@ 150 200 2580 Y-

Figura 1: Spectrul de masa al n-butil-p-(4’-clorofenilazo)benzoatului 18d

Scindarea legaturii C-O acil din ester genereaza ionul m/z 243 (10%), in timp ce
scindarea O-alchil insotitda de transferul unuia sau a doi atomi de hidrogen (m/z 260,
respectiv m/z 261) caracteristica n-butil benzoatilor [Djerassi & Fenselau, 1965] are o
importantd minima (I<1%).

Din contra, in figura 2 se observa ca, in cazul n-tetradecil p-(4’-clorofenilazo)
benzoatului (C14-CABE), picul ionului de la m/z 281 (28%) corespunzator scindarii O-C
alchil cu transferul a doi atomi de hidrogen este insotit de un pic mai intens la m/z 262 (

53%) corespunzand unui triplu transfer de hidrogen. Interesant de remarcat este faptul ca

13
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nu s-a observat nici o scindare C-C a restului alchilic, scindare prezenta in spectrele de

masa ale altor esteri [Meyerson, Kuhn, Puskas, Fields, Leitch & Sullivan, 1983].

111

i : ni o
Lteey Q—@—;—N:N ; C+0iCyHp
E i i - 456
] u i 259 ]
Lle 133
11 /
€ 262
26_1
Z‘ia ?—§3
200 2S00 300 350 L y-1-] 450

\

Figura 2: Spectrul de masa al n-tetradecil-p-(4’-clorofenilazo)benzoatului 18n

Datele partiale ale spectrelor de masa EI ale C;-Cyg alchil-p-(4’-clorofenilazo)
benzoatilor sunt redate in tabelul 2.

Analizand datele, se poate constata ca derivatii 18a-18d prezinta spectre de masa
foarte asemandtoare cu cel al n-butil-p-(4’-clorofenilazo)benzoatului (Cs- CABE)
prezentat in figura 1. In spectrele EI-MS ale compusilor 18e-18g (Cs- C; CABE) picul
m/z 260, corespunzator unei transpozitii simple de hidrogen (1H), devine mai intens decat
in cazurile precedente si apare insotit de un nou pic la m/z 261 generat in urma
transpozitiei duble de hidrogen (2H). Spectrele celorlalti compusi din seria studiata 18h-
18r au scos in evidenta aparitia picului de la m/z 262 cu o intensitate variabila, cu valori
de la 0,5 la 70%, corespunzator unui transfer de trei atomi de hidrogen din catena
hidrocarbonata spre restul acidului.

Abundenta acestor ioni creste odata cu cresterea numarului de atomi de carbon din
catend. Aceeasi dependenta de lungimea catenei o prezinta si ionii de la m/z 261

(transpozitia a 2H) si m/z 244 (m/z 262-H,0).

14
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Tabelul 2: Spectrele partiale EI-MS ale n-alchil-p-(4’-clorofenilazo) benzoatilor 18 (R=alchil)

(C1-C15 CABE)

Intensitatea relativa a ionilor (%)
Compus (picul de baza=100)
R 261* (2H) 262* (3H)
18a CH; - -
18b C,Hs - -
18c CsH, - -
18d C4Hq - -
18e CsHi1 0,6 -
18f CsHis 1,0 -
189 CsHss 1,7 -
18h CgHy7 3,4 0,5
18i CoHyg 6,0 8,0
18j CioH21 7,2 7,0
18k Ci1Has 14,0 35,0
18l CioHos 19,2 30,0
18m CisHy7 27,0 60,0
18n CusHyg 27,0 53,0
180 CisHa 41,0 92,0
18p CisHa3 35,0 70,0
18q Ci7Hss 31,0 62,0
18r CigHs7 42,0 87,0

* Corectate conform contributiei izotopilor naturali

Din figura 3 se observa ca aceasta dependenta este mai accentuata in cazul ionilor

corespunzatori transpozitiei triple de hidrogen.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Picul de
7T baza
J [ |
B m/z 262 (3H)
®m/z261 (2H)
0 5 10 15 20

lungimea catenei hidrocarbonate

Figura 3: Efectul lungimii catenei asupra intensitdtii relative a ionilor de transpozitie din C1-Cqg

CABE

15
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Geneza ionilor de la m/z 262 (3H) poate fi explicata printr-o interactiune
intramoleculara la distanta mare “long range” intre lanturile alchilice din molecula si
atomii de azot ai gruparii azo, urmata de transferul a doi atomi de hidrogen caracteristic
esterilor acizilor carboxilici, Tntr-un mod similar celui prezentat in literatura pentru
anhidrida trimelitica [Cable & Djerassi, 1971], propunandu-se astfel mecanismul
transpozitiei unidirectionale triple de hidrogen pentru cazul esterilor superiori ai acidului

p-(4’-clorofenilazo)benzoic (Schema 4).
O—H O—H

B SRR
b O-H ||_| No—H

a  m/z=262
O-H

O oD%

“o—H | So—H
H

H
.
O—H O—H
CI4< >— = =c4 CI4< >—N=N4< >—c/\
O-H - No—H
i

Schema 4.: Mecanismul formarii ionilor de transpozitie tripla

[~

>
o
3
N
1l
N
[}
N

- | Z
o
€]

Ir—z
[~

Multitudinea formulelor de rezonanta ale acestor ioni ( a, a’, a” sau b, b’ ,b”)
explica probabil abundenta ridicatd a acestora.

Rezultatele obtinute au dus la concluzia ca transferul atomilor de hidrogen are loc
dinspre catena alchilicd inspre gruparile azo si carbonil, fiind nevoie de o catena suficient
de lunga pentru ca cele doud grupari sd ajunga la distanta minima necesara pentru a se
realiza transferul [Oprean, Moldovan & Oprean, 2003a; Oprean, Moldovan & Oprean,
R., 2003b].

Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen in moleculele esterilor n-alchenilici,
n-alchinilici si n-alcadienilici ai CABE

Inregistrarea spectrelor de masa a 19 esteri nesaturati cu catend lunga ai acidului p-
(4’-clorofenilazo)benzoic CABE a avut drept scop confirmarea fenomenului de
transpozitie tripla a hidrogenului observat in cazul esterilor saturati, precum si

investigarea influentei dublei legdturi asupra acestui fenomen sau eventuala observare a
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unei fragmentari specifice in functie de pozitia nesaturarii [Oprean, Moldovan & Oprean,
R., 2003a].

Tabelul 3 prezinta spectrele partiale ale n-alchenil CABE. Din datele acestuia se
poate observa ca comportamentul esterilor nesaturati in EI-MS este similar cu cel al
analogilor saturati ai acestora. Toti compusii nesaturati prezinta picul molecular mai putin
intens decat esterii saturati cu acelasi numar de atomi de carbon. De asemenea, toti
compusii prezintd un pic remarcabil la m/z 262 corespunzator transpozitiei triple de
hidrogen.

Din studiul datelor obtinute s-a constatat ca intensitatea picului acestei transpozitii

nu este influentata de geometria dublelor legaturi din molecula.

Tabelul 3:  Spectrele partiale EI-MS ale n-alchenil-p-(4’-clorofenilazo)benzoatilor (R=alchenil)
(C1-Cy CABE)

Compus nr. R Intensitatea relativa a ionilor (%)
(picul de baza=100)
261* (2H) 262* (3H)
19 Z 7**-10%** 27 19
20a Z 3-12 6 1
20b E 7-12 33 36
20c Z 7-12 27 26
20e E 8-12 42 47
20d Z 8-12 32 39
20f E10-12 50 52
21 Z 6-13 44 55
22a Z 5-14 11 13
22b E 7-14 31 39
22¢ Z 7-14 33 34
22d Z 8-14 38 50
22e Z 9-14 36 47
229 E11-14 60 78
22f Z11-14 56 73
23a Z 5-16 18 27
23b Z 7-16 35 49
23c Z 9-16 45 61
23d Z11-16 51 72

* Corectate conform contributiei izotopilor naturali
** Geometria §i pozitia legaturii duble

*** | ungimea catenei

Un deosebit interes il prezintd studiul influentei pozitiei dublelor legaturi asupra

intensitatii picurilor corespunzdtoare ionilor formati prin transfer de hidrogen. In acest
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context, au fost analizate intensitatile relative in % ale fiecarui pic format prin
transpozitie de hidrogen: m/z 260 (1H), m/z 261 (2H), respectiv m/z 262 (3H) ale esterilor
Ci12, Cis si Cy6 n-alchenilici ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic. S-a observat ca in
toate cele 3 serii de compusi intensitatea picurilor m/z 260 (1H) descreste cu cresterea
distantei dintre functiunea carbonil si pozitia dublei legaturi in lantul catenei esterului. In
mod contrar, intensitatile relative ale picurilor m/z 261 (2H) si m/z 262 (3H) cresc odata
cu departarea dublei legaturi de functiunea carbonil. In toate cazurile studiate, abundenta
ionilor m/z 262, corespunzatori transpozitiei triple de hidrogen este mai mare decat
abundenta ionilor m/z 261 generati in urma transpozitiei duble.

A fost investigat de asemenea si efectul cumulat al lungimii catenei si al pozitiei
dublei legaturi asupra intensitatii ionului de transpozitie tripla, m/z 262, constatandu-se ca
intensitatile relative ale picurilor 3H din spectrele esterilor alchenilici sunt intotdeauna
mai scazute decat cele ale compusilor analogi cu catena saturata.

Aceeasi comportare, mai accentuatd 1nsa, a fost remarcata si in spectrele de masa

ale catorva esteri alchinilici si alcadienilici analogi (tab. 4).

Tabelul 4: Spectrele partiale EI-MS ale unor n-alchinil- si n-alcadienil-p-(4’-

clorofenilazo)benzoati

Com R Intensitatea relativa a ionilor* (%)
pus (picul de baza=100)

Nr. 261* (2H) 262* (3H)
24 E 7, Z9-12** 32 37

27 Y 8-12*** 20 20

25 Z9,E12-14 47 50

26 E 2, 713-18 100 19

* Corectate conform contributiei izotopilor naturali
** geometria §i pozifia legéturii duble
*** Y-prescurtarea pt. legatura tripla
O explicatie posibila a acestei comportdri constd intr-o flexibilitate redusa a
catenei hidrocarbonate datorata rigiditatii legaturilor duble si triple, astfel incat cele doua
grupdri nu pot ajunge la distanta minimad necesara pentru a se realiza transferul cu

aceeasi usurinta ca si in cazul esterilor alchilici.
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Esteri benzoici superiori

Transpozitia unidirectionald tripla de hidrogen nu este limitatd doar la cazurile
spectrelor de masa ale esterilor superiori ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic descrise
n capitolele anterioare.

In vederea determinarii eventualei influente pe care atomul de clor, grupa azo sau
nucleul aromatic o au asupra aparitiei si intensitatii ionului de transpozitie unidirectionale
triple de hidrogen, studiul a fost extins asupra unor esteri alchilici ai acidului

fenilazobenzoic, esteri cu gruparea azo modificatd precum si a altor benzoati superiori.

Sinteza
Esterii alchilici ai acidului fenilazobenzoic au fost sintetizati prin reactia de

esterificare dintre clorura de fenilazobenzoil si alcoolul corespunzator (Schema 5):

@ - OC_CHROH _,Q - QC_OR

R = CgH17; C14Hao
Schema 5: Obtinerea fenilazobenzoatilor
Esterii cu structura similara dar cu gruparea azo modificata au fost obtinuti prin
reactii de condensare. Esterul tetradecilic al acidului 4-(fenilimino)metil-benzoic (30) a
fost obtinut prin condensarea anilinei cu esterul tetradecilic al acidului 4-formilbenzoic, in

prezenta acidului p-toluensulfonic [Johnston, Smart & Smith, 1984] (schema 6)

APTS
NH2 + OHC C—OC]_4H29 _> C—OC14H29

Schema 6: Obtinerea esterului tetradecilic acidului 4-(fenilimino)metil-benzoic

Structura compusului a fost confirmatd prin spectroscopie RMN si spectrometrie
de masa.

In vederea obtinerii derivatului  similar 31, s-a recurs la condensarea
benzaldehidei cu esterul tetradecilic al acidului p - aminobenzoic (Schema 7) [Johnston,
Smart & Smith, 1984].
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APTS
CHO + H,N c_oc14 2 C—OCl4H29

Schema 7: Obtinerea esterului tetradecilic al acidului 4-amino-(N-benziliden) benzoic
Rezonanta magneticd nucleara si spectrometria de masd au fost utilizate pentru
confirmarea structurii compusului obtinut.
Reactia de condensare a sarii de diazoniu a p-aminobenzoatului de tetradecil cu
acid cinamic a condus la obtinerea esterului corespunzator al 4-carboxi stilbenului
(Schema 8) [Merweein, Blichner & vanEmster, 1939]:

O

]
+[N2@C—0014H29
o
cr I
- . CH=CH C—OCi4Hag
N
-CO,
CH=CH—COOH 2
- -HClI

Schema 8: Obtinerea esterului tetradecilic al 4-carboxistilbenului
Inregistrarea spectrelor RMN si a spectrelor de masa a ajutat la confirmarea
structurii compusului sintetizat.
Esterificarea unor cloruri acide cu o serie de alcooli alifatici superiori a fost
utilizatd pentru sinteza unei serii de esteri superiori ai acidului benzoic diferit substituiti
(Schema 9):

cl? o
C—Cl +R'OH c—OR1
R HCI

R =m-NO,, p-NO,, p-CN, p-CHO

R' = CgH17, CraHz7, CraHao
Schema 9: Sinteza benzoatilor superiori
Obtinerea derivatului similar 33 cu gruparea NH; in pozitia para, s-a realizat prin
reactia dintre sarea de sodiu a acidului p-aminobenzoic cu bromurd de miristil (Schema

10), utilizand ca si solvent dimetilformamida [Winnik & Kwong, 1976]:
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o o

1 1
H2N4®7C—ON8 + C14Hngl' W HzNOC—OC14H29
- Nabr

33

Schema 10: Obtinerea tetradecil-p-aminobenzoatului

Compusul 40 a fost sintetizat prin reactia p-nitrobenzensulfoclorurii cu alcool

miristic, conform ecuatiei [Shirley, Smith, Brown & Reedy, 1952]:

OZNO—SOZCI+014H290H “ha 02N0—803014H29

40
Schema 11: Obtinerea tetradecil-p-nitrobenzensulfonatului
Structura compusilor sintetizati a fost confirmatd prin spectroscopie RMN si

spectrometrie de masa.

Transpozitii unidirectionale triple de hidrogen din moleculele esterilor benzoici
superiori

In tabelul 5 sunt prezentate cateva date selectionate din spectrele de masa ale unor
esteri aromatici cu catena lunga [Moldovan, Oprean & Oprean, 2003].

Din aceste exemple se poate concluziona ca prezenta atomului de clor nu este
obligatorie pentru producerea reactiei de tranpozitie tripld de hidrogen observatd in
spectrele de masa ale fenilazobenzoatilor superiori, atomul de clor fiind insa util la
identificarea fragmentelor formate.

Prin Inlocuirea alternativa a unuia dintre atomii de azot ai gruparii N=N din esterii
superiori ai acidului fenilazobenzoic cu gruparea CH, intensitatea ionilor de la m/z 227,
corespunzatori transpozitiilor unidirectionale triple de hidrogen, descreste (compusii 30 si
31%). Prin substituirea ambilor atomi de azot cu gruparea CH=CH ionul de transpozitie
tripla de hidrogen dispare din spectrul de masa, semn ca fenomenul nu mai are loc
(compusul 32).

Aceasta observatie sugereaza faptul ca substituentii din pozitia para a esterilor

acidului benzoic pot influenta aparitia ionului de transpozitie tripla de hidrogen, in mod
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asemanator cu influenta pe care acestia o exercitd asupra transpozitiei simple si duble
[Tobita, Tajima & Tsuchiya, 1984] cunoscuta din literatura . Pentru a elucida aceasta
supozitie au fost studiate spectrele de masd ale unor benzoati cu catena lungd avand
diferiti substituenti pe nucleul aromatic.

Este cunoscut din literaturd faptul ca esterii acidului benzoic nesubstituit precum si
p- si m-metoxi benzoatii cu catend lunga [Oprean, Moldovan & Oprean, 2003b] nu
prezintd transpozitii multiple de hidrogen. Acelasi fenomen a fost observat si in cazul

esterilor superiori ai acidului p-amino benzoic 33 [Moldovan, & Oprean, 2006].

Tabelul 5: Intensitatea relativa a ionilor transpozitiilor de hidrogen in spectrele de masa ale unor

esteri superiori ai acidului fenildiazobenzoic

Nr. crt. Structura Intensitate relativa* (%)
[1H] 2[H] 3[H]
28 (”) 15 1 0.7
@—N: NO—C—OCSHN
29 ﬁ 4 24 33
@—N: N4©70—0014H29
30 %'IJ 24 100 2
@—N:CHAQ—C—OCMHZQ
31 %'IJ 27 42 13
QCH: N4©70—0014H29
32 @] 1 0.5 -

I
Om:m@c—oclng

* Corectate conform contributiei izotopilor naturali

Prezenta gruparilor NO,, CN sau CHO in pozitiile p- sau m- ale nucleului aromatic
din molecula benzoatilor cu catend lungd pare a fi esentiald pentru producerea

fenomenului de transpozitie tripla de hidrogen in spectrele de masa ale acestor compusi

(tab. 13).

S-a observat ca substituentii respingatori de electroni favorizeazd formarea

ionului [M-CyHay] T generat In urma unei reactii de transfer al unui singur atom de
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hidrogen  (transpozitie McLafferty), in timp
favorizeaza formarea ionilor [M-C,Hzn.1] T rezultati in urma transpozitiei a doi atomi,
precum si a ionilor [M-CnHZn-z]T

Aceasta observatie poate fi explicatd rezonabil prin considerente termochimice bazate pe

Teza de doctorat

substituentii atragdtori de electroni

corespunzatori transpozitiei triple de hidrogen.

suma caldurilor standard de formare ale acestor fragmente.

Tabelul 6: Intensitatea relativa a ionilor transpozitiilor de hidrogen in spectrele de masa ale unor

esteri superiori ai acidului benzoic

Nr. crt. Structura Intensitate relativa* (%)
[1H] 2[H] 3[H]
33 o 100 8 -
NHZOC_0014H29
34 (“) 1 34 17
02N4<;>7c-oc8H17
35 (") 1 37 81
02N4<;>7c-oc14H29
36 0 4 8 23
’Q’C_OCMHZQ
02
37 O 1 29 76
OZN—QC—OCMsz 8)
38 o 2 93 22
NECOC—0014H29
39 O O 2 100 57
H—COC—OC14H29
40 - 5 3
OzN—<: :>—503014H29

* Corectate conform contributiei izotopilor naturali

De asemenea, s-a constatat faptul ca efectul acestor substituenti este in majoritatea

cazurilor bine corelat cu valorile constantelor Hammet o,

Corelatia dintre efectul substituentilor din pozifia para asupra intensitatii ionului

de transpozitie tripld, raportatd la intensitatea ionului de transpoztie dubla observat in
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spectrele de masa ale unor esteri superiori ai acidului benzoic, cu valorile constantelor
Hammet op este redata in tabelul 7.

Din datele prezentate se poate constata ca substituentii atragatori de electroni
grefati pe nucleul aromatic al unor alchilbenzoati cu catend lungd favorizeaza formarea
ionilor de transpozitie tripla de hidrogen. Acelasi fenomen a fost observat si in cazul

alchilbenzosulfonatilor superiori.

Tabelul 7: Raportul intensitdatilor relative ale ionilor transpozitiilor de hidrogen p-X-

CeH4sCOOH3/ p-X-CsH4,COOH, si valorile oy ale unor esteri superiori ai acidului benzoic

Substitent [BH]/[2H] op
NH, 0 -0,66
OCHjs 0 -0,27
H 0 0
CN 0,24 0,66
CHO 0,57 0,22
N=N-CsHs 1,37 0,64
NO; 2,19 1,27

Mecanismul transpozitiei triple de hidrogen din ionul molecular al acestor

compusi este redat in schema 12.

® O—H
/
+ H—X=Y- C\
O—H
O
z
v e . |
O—CnHan+1 “CnHan-2
O—H
H—X-Y: C\
O—H
+-

Schema 12: Mecanismul transpozitiei triple de hidrogen din ionul molecular
Datorita interesului crescut asupra elucidarii acestui fenomen, precum si a
implicatiilor sale mecanistice semnificative se are in vedere continuarea investigatiilor
asupra transpozitiei triple de hidrogen rezultate sub impact electronic in analiza prin

spectrometrie de masa a altor clase de compusi cu catend hidrocarbonata lunga.
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CONCLUZII

e Transpozifia  unidirectionala tripld de hidrogen este foarte rar Iintdlnitd in
Spectrometria de masa a compusilor organici. Fenomenul de transpozitie tripla a fost
pus in evidenta pentru prima datd in seriile de alchil-aril esterii cu catend lunga
sintetizate. A fost propus de asemenea §i un mecanism care generalizeaza procesul de
fragmentare cu transpozitie tripla de hidrogen.

e Pentru dovedirea acestui fenomen si pentru elucidarea mecanismului de transpozitie
au fost sintetizata si caracterizata structural o serie omoloaga de 18 esteri saturati ai
acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic, continind resturi n-alchil de la C1-C18 dintre
care 15 sunt compusi noi. In cazul benzoatilor de n-alchil saturati ionul de
transpozitie tripla apare doar in spectrele de masd ale compusilor cu catend mai lunga
de 4 atomi, intensitatea acestuia crescand odata cu cresterea numarului de atomi de
carbon din molecula.

e Transferul atomilor de hidrogen are loc dinspre catena alchilica inspre gruparile azo si
carbonil, fiind insa nevoie de o catena suficient de lungd pentru ca cele doud grupari
sd ajunga la distanta minima necesara pentru a se realiza transferul.

e Studiul a fost extins si asupra esterilor superiori nesaturati in vederea investigarii
influentei dublei legéturi asupra acestui fenomen sau a unei fragmentari specifice in
functie de pozitia nesaturdrii. In acest scop a fost sintetizata si caracterizata structural
0 serie de 23 de noi esteri nesaturati ai acidului p-(4’-clorofenilazo)benzoic,
constatandu-se ca daca nesaturarea se afla mai aproape de 3 atomi de carbon fata de
gruparea estericd, ionul de transpozitie tripld nu apare datorita lipsei de flexibilitate a
catenei impusa de rigiditatea dublei legaturi.

e S-a urmdrit de asemenea si studiul influentei substituentilor grefati in pozitiile meta
si para ale nucleului aromatic asupra aparifiei si intensitatii ionului de tripla
transpozitie. In acest scop au fost sintetizati si caracterizati structural 5 noi esteri
superiori, analogi celor sintetizati anterior, cu gruparea azo modificata, precum si 8
noi esteri benzoici superiori. Analizdndu-se spectrele de masa ale acestora, s-a

constat cd substituentii respingdtori de electroni favorizeaza formarea ionului de
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transpozitie McLafferty, in timp ce substituentii atragatori de electroni favorizeaza
formarea ionilor corespunzatori transpozitiei triple de hidrogen.

e S-arealizat corelatia dintre raportul intensitatii ionilor de transpozitie unidirectionald
tripla respectiv dubld de hidrogen observati in spectrele de masa ale unor esteri
superiori ai acidului benzoic substituit cu valorile constantelor Hammet o, ale

substituentilor grefati pe nucleul aromatic.
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PARTEAII

INVESTIGAREA PROPRIETATILOR UNOR COMPUSI NATURALI CU
STRUCTURI POLIFENOLICE
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CONSIDERATII TEORETICE

Antocianii sunt compusii polifenolici larg rdspanditi in regnul vegetal, fiind
pigmentii cei mai importanti identificati in plantele superioare, raspunzatori de culoarea
celor mai multe flori, fructe, frunze si tulpini. Culoarea acestora variaza de la roz, trecand
prin rosu, apoi violet, pana la albastru inchis. Reprezintd cea mai numeroasa clasa de
pigmenti vegetali hidrosolubili.

Termenul “antocian” deriva din cuvintele grecesti anthos = floare si cyanos =
albastru, fiind utilizat pentru prima data in anul 1835 de citre Marquart pentru a denumi
pigmentul din florile de albastrele, Centaurea cyanus [Marquart, 1835]

La ora actuald, literatura de specialitate indicd existenta unui numar de
aproximativ 600 de compusi antocianici, a cdror structurd a fost complet elucidata
[Andersen & Jordheim, 2006], din care doar sase sunt intalniti frecventi in plantele
superioare.

In ultimii ani, interesul stiintific pentru Tmbunatatirea tehnicilor de separare si
identificare a antocianilor din surse vegetale a crescut semnificativ, datorita potentialelor
utilizari ca si coloranti naturali, In special in industria alimentara, unde reprezintd o
alternativa netoxicd a colorantilor sintetici. Pe langad proprietatile lor tinctoriale,
antocianii prezintd o activitate biologicd semnificativd, avand, in special, remarcabile
proprietafi antioxidante, ce joacd un rol vital in prevenirea bolilor neuronale,
cardiovasculare, a unor anumite tipuri de cancer, a diabetului [Lule & Xia, 2005;
Konczak & Zhang, 2004; Kong, Chia, Goh, Chia & Brouillard, 2003].

Din punct de vedere structural, antocianii reprezintd una dintre cele doudsprezece
clase principale de flavonoide.

Antocianii sunt glicozide ale antocianidinelor, agliconi la baza cédrora se afla
cationul flaviliu, format dintr-un nucleu benzopirilic si un inel fenolic [Konczak &
Zhang, 2004]. Toate antocianidinele contin grupari hidroxilice: de regula in pozitile 3, 5,

7 pe nucleul benzopirilic, respectiv in pozitiile 3, 4°, 5’ pe cel fenolic (fig. 1).

30



luoras (Moldovan) Bianca Elena Teza de doctorat Rezumat

Figura 1: Structura generala a antocianilor

Pana in prezent au fost identificate in jur de 30 de antocianidine diferite [Kong,
Chia, Goh, Chia & Brouillard, 2003].

Aproximativ 90% din numarul total de antociani contin ca si aglicon una dintre
cele sase cele mai raspandite antocianidine, a caror denumiri provin de la speciile
vegetale in care agliconii respectivi s-au izolat si identificat pentru prima data:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina si malvidina, a caror structura
difera doar prin pozitia gruparilor hidroxil si metoxi pe nucleul flavanic (fig. 1) [Clifford,
2000].

Dintre cele sase antocianidine majoritare in plantele superioare, cianidina este de
departe cea mai raspandita, cele mai rar intdlnite fiind malvidina si petunidina [Kong,
Chia, Goh, Chia & Brouillard, 2003].

Marea majoritate a antocianilor sunt mono-, di- sau triglicozide ale gruparii
hidroxil din pozitia 3 a antocianidinelor.

Dintre fructele cultivate, cea mai importantd sursda de antociani o reprezinta
strugurii, apartinand genului Vitis, speciei Vitis vinifera, din familia Vitaceae. Alte familii
de plante a caror fructe sunt bogate in antociani apartin genului Fragraria (capsuni) si
Rubus (zmeurd), Vaccinium (afine, merisoare) si Ribes (coacaze negre).

Antocianii izolati prezinta o instabilitate ridicata, fiind foarte susceptibili la
procese de degradare. Literatura de specialitate din ultimii ani prezinta numeroase studii
dedicate influentilor diversilor factori asupra degradérii antocianilor, atat in extracte
naturale cat si in sisteme model [Hernandez-Herrero & Frutos, 2011; Kirka, Ozkan &
Cemeroglu, 2007; Pliszka, Huszcza-Ciotkowska, Mieleszko & Czaplicki, 2009].
Principalii factori care afecteazd stabilitatea antocianilor sunt: structura chimica,
concentratia, temperatura, pH-ul, lumina, prezenta oxigenului, natura solventului,
prezenta unor enzime, flavonoide, proteine sau ioni metalici [lacobucci & Sweeny, 1983;

Francis, 1989; .Cabrita, 1999].
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CONTRIBUTII ORIGINALE

Obiectivul prezentului studiu a fost investigarea stabilitatii antocianilor izolati din
diverse fructe indigene, in diferite conditii de pH si temperaturd, in timpul procesarii si

stocarii, in scopul determindrii conditiilor de utilizare a acestora ca si coloranti alimentari.

Investigarea stabilitatii antocianilor din diverse fructe indigene

Prezentul studiu se bazeaza pe investigarea extractelor naturale din fructe
proaspete sau congelate bogate in antociani i anume: visine, coarne, cdlin, precum si a
extractelor obtinute din amestecuri de fructe uscate, aflate in proportii variabile (ceaiuri
de fructe).

Metodele de evaluare cantitativd a antocianilor pot aborda trei cai majore, in
functie de complexitatea matricei In care se gasesc acestia. Au fost dezvoltate in acest
scop metode spectrale specifice pentru probe ce contin in cantitate mica sau nu contin
deloc compusi de interferentd, metode pentru probe cu compusi de interferentd aflati in
cantitdfi semnificative, respectiv metode de cuantificare individuald a compusilor
antocianici din probd. Avand in vedere faptul ca extractele naturale sunt probe complexe,
ce contin numerosi compusi cu structurd asemandtoare, care pot absorbi 1n acelasi
interval de lungimi de unda (480-550 nm), metoda cea mai adecvata pentru determinarea
cantitativa a antocianilor din aceste extracte este metoda pH-ului diferential [Giusti &
Wrolstad, 2001]. Aceasta metoda implicd masurarea absorbantei la doud valori diferite
ale pH-ului si se bazeaza pe transformarile structurale ale cromoforului antocianic in

functie de acesta (schema 1).

pH=45

Schema 1: Forme structurale ale antocianilor la pH = 1, respectiv pH = 4.5
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Culoarea antocianilor monomerici se modifica reversibil de la rosu intens (la pH =
1) la incolor (la pH = 4.5). Masurarea absorbantei la Amax a extractelor la cele doua valori
de pH mentionate, permite anularea interferentelor altor compusi care pot absorbi la
aceeasi lungime de unda. Antocianinele cu structura polimerica nu prezinta transformari
reversibile la variatii ale pH-ului, astfel incat nu vor influenta valorile absorbantelor
obtinute. Metoda implicd de asemenea determinarea valorii absorbantelor la 700 nm,
pentru a anula efectul turbiditdtii asupra masuratorilor. Diferenta dintre valorile
absorbantelor nregistrate la Avis-max pentru cele doua valori ale pH-ului se datoreaza
exclusiv pigmentilor antocianici monomerici prezenti in proba analizata.

Antocianii prezinta doua benzi distincte in spectrul UV-VIS: una in regiunea UV,
la lungimi de unda intre 260 si 280 nm iar cealaltd in regiunea vizibila, la valori cuprinse
intre 490 — 550 nm (figura 2). Alura spectrului furnizeaza de asemenea informatii in ceea

ce priveste numarul si pozitia substituentilor glicozidici.

Absorbanta
184

1.6
1.4+
1244
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0
230 330 450 530 630 750
A (nm)

Figura 2. Spectrul UV-VIS al antocianilor in solutii tampon la pH = 1 si pH = 4,5
Continutul total de pigmenti antocianici monomerici din probd se calculeaza
utilizand formula:
B A-M -F-1000

el

TA 1)

unde: TA = continut total de antociani in proba (mg/L)
A = absorbanta calculatd conform relatiei :

A = (Asvis-max-A700)pH=1 = (Anvis-max-A700)pH=4,5 (2)

M = masa moleculara a compusului antocianic majoritar din proba
F = factorul de dilutie

& = coeficientul molar de extinctie (L. mol™*.cm™)

| = lungimea cuvei (=1 cm)
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Stabilitatea antocianilor extrasi din fructe de vigin

Viginele, fructe globuloase, de culoare rosie-purpurie, cu nuante spre negru, cu
gust acru-dulce, sunt fructele visinului (Prunus cerasus L.), arbore fructifer din familia
Rosaceae, originar din Europa si Asia de sud-vest. Visinele contin zaharuri, taninuri,
proteine, pectine, acizi organici, saruri minerale, flavonoizi si vitamine. Prezinta efecte
terapeutice diverse, contribuind la Tntarzierea procesului de imbtranire, in special datorita
continutului ridicat de substante cu proprietdti antioxidante. De asemenea, joacd un rol
important in ameliorarea sau chiar vindecarea bolilor renale, hepatice, cardiovasculare, a

diabetului, precum si in atenuarea stresului psihic si anemiei.
p- ‘; = :-9".;? --T-i- .-. = N

Figura 3: Flori si fructe de visin (Prunus cerasus L.)

Stabilitatea la stocare a antocianilor monomerici din vigine a fost investigata in
extract apos, respectiv alcoolic, la temperatura camerei (25 C), la o valoare a pH-ului de
1.9 [Moldovan, David, Donca & Chisbora, 2011]. Reprezentarea grafica a continutului
total de antociani extrasi din vigine in functie de timp ilustreazd o dependentd liniara, fapt
ce demonstreazd cd degradarea antocianilor decurge dupa o cineticd de ordinul 1.
Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu datele din literatura, care indicd faptul ca
degradarea antocianilor obtinuti din diverse surse urmeaza acest tip de cinetica [Kirka,
Ozkan & Cemeroglu, 2007; Wang & Xu, 2007]. Cu toate ci stabilirea tipului de cinetici
al procesului de degradare al pigmentilor antocianici este relativ putin importantd din
punct de vedere practic, determinarea parametrilor cinetici corespunzatori acestei reactii
este definitorie pentru utilizarile acestor compusi in industria alimentara. Valorile acestor
parametri cinetici (constanta de viteza si timpul de Injumatatire) s-au determinat conform

urmatoarelor ecuatii:

In[TA] = In[TAc] — kt (3)
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0.693
t, = T

in care: [TA] = continut total de antociani (mg/1) la timpul t
[TAg] = continut total de antociani (mg/l) la momentul initial
k = constanta de vitezi(h™)
t = timp de reactie(h)
t1, = timp de injumatatire(h)

(4)

Variatia concentratiei de antociani in functie de timp, pentru extractul apos,
respectiv alcoolic, este reprezentata grafic in figura 4. Din panta dreptei obtinute s-a
determinat valoarea constantei de viteza, respectiv a timpului de Injumatatire in cazul

ambelor extracte investigate, valorile obtinute fiind sumarizate in tabelul 2.

0.1 4
o ‘ ‘ ‘ﬁrrp )
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Figura 4: Degradarea antocianilor din visine in extract apos, respectiv alcoolic, la stocare la 25°C

Tabelul 2: Parametri cinetici ai degradarii antocianilor din vigine

Solvent k (h™) ty, (h) Coeficient de
corelare (R?)
Api 2.8x10° 247.5 0.9879
Etanol 7.2x10° 96.25 0.9927

Compararea valorilor obtinute indicd o influentd semnificativa a solventului de
stocare asupra stabilitdtii antocianilor investigati. In cazul utilizarii etanolului ca si
solvent, procesul de degradare este considerabil accelerat comparativ cu cazul utilizarii
apei ca solvent de extractie si stocare, avand loc cu o viteza de 2.6 ori mai mare. Datele
de literaturd indica o valoare de 38 de zile a timpului de Injumatatire pentru degradarea

antocianilor din sucul concentrat de visine pastrat la 20 C [Cemeroglu, Velioglu & Isik,
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1994]. In comparatie cu acesta, extractele antocianice, atat In mediu apos cat si alcoolic,
prezintd o stabilitate sensibil mai redusa (ti2 apa = ~ 10 zile; t1 acool = ~ 4 zile), fapt ce
sugereaza ca stocarea antocianilor din visine este recomandabil a se realiza sub forma de
suc concentrat de fructe.

Cu toate ca visinele reprezintd o sursda considerabila de antociani, aceste fructe,
consumate in stare proaspata, prezintd o valoare nutrifionala si economica ridicata, fapt ce
nu le recomanda pentru utilizarea ca materie prima in vederea extragerii antocianilor. Din
acest motiv, am considerat indicatd investigarea unor alte fructe, mai putin consumate ca

atare, ca potentiale surse de compusi antocianici utilizabili in industria alimentara.

Polifenoli extrasi din fructe de calin

Calinul (Viburnum opulus L.), cunoscut si sub numele de Bulgare de zapada, este
un arbust din familia Adoxaceae, cultivat in special ca si plantd ornamentald, larg
raspandit in estul Europei, Turcia, Asia de Nord si Africa de Nord. Este unul dintre
simbolurile nationale ale Ukrainei. Arbustul de calin are fructe sub formd de drupe
globuloase de culoare rosu-aprins, care se coc in lunile august-septembrie. Important din
punct de vedere practic este faptul ca fructele pot fi culese si in timpul iernii, datorita

rezistentei lor ridicate la temperaturi scazute.

Figura 5: Flori si fructe de calin (Viburnum opulus L.)

Fructele sunt comestibile, dar, datoritd faptului cd sunt amare si puternic
astringente, sunt putin consumate ca atare [Jordheim, Giske & Andersen, 2007]. Cel mai
cunoscut produs alimentar obtinut din fructe de calin este sucul; fructele se pot utiliza si
sub forma de gem, marmelada, jeleu sau pentru obtinerea unei bauturi alcoolice. Fructele
sunt de asemenea bine cunoscute pentru proprietatile lor biologice, fiind utilizate in

medicina populara pentru tratarea crampelor stomacale, durerilor menstruale si renale, a
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hipertensiunii arteriale, bolilor cardiace, ricelii si tusei [Altun, Citoglu, Yilmaz & Ozbek,
2009; Dennehy, 2006; Velioglu, Ekici & Poyrazoglu, 2006].

Extractul de antociani obtinut din fructe de cilin a fost utilizat cu succes pentru
sinteza unor noi biomateriale hibride bazate pe nanoparticule metalice (Au si Ag) cu
aplicatii remarcabile in terapia proceselor inflamatorii cutanate [Crisan, David,
Moldovan, et al., 2013].

In vederea utilizarii antocianilor extrasi din fructele de calin ca si coloranti
alimentari, s-au investigat modificarile calitative intervenite pe parcursul procesarii si
stocdrii extractelor obtinute din aceste fructe. Acest demers este motivat si de faptul ca
literatura de specialitate nu prezinta date referitoare la cinetica procesului de degradare a
antocianilor izolati din fructe de calin. Scopul acestui studiu a fost determinarea
stabilitatii termice, respectiv a stabilitdtii la stocare a acestor compusi, in diferite conditii.
Astfel, a fost investigata influenta solventului de stocare, a pH-ului si temperaturii asupra
degradarii antocianilor. Cunoasterea aprofundata a cineticii acestui proces este esentiald
pentru prezicerea modificdrilor ce pot apare atat in timpul depozitarii in diferite conditii
cat si in timpul procesarii termice a produselor alimentare ce contin acesti pigmenti
naturali. Conditiile investigate au fost alese astfel incat s asigure o compatibilitate
ridicata cu stocarea, respectiv metodele de procesare aplicate In industria alimentara.

Izolarea antocianilor din fructe s-a realizat prin extractia acestora in solvent (apa
sau etanol 96%) acidulat cu 0.1% acid clorhidric.

Continutul total de antociani monomerici din fructele de Viburnum opulus L. a
fost determinat cu ajutorul metodei pH-ului diferential, valoarea obtinuta fiind de 0.356 +
0.014 g/kg fruct congelat, exprimat in echivalenti de cianidin-3-glucozida.

Degradarea termicd a extractelor apoase si alcoolice, a fost investigatd in diferite
conditii de temperatura (2°C, 37°C respectiv 75 C) si pH (pH = 3 si pH = 7). Tabelul 3
prezintd variatia concentratiei de antociani, In functie de timp, in conditiile termice si de
pH investigate, in cazul stocdrii antocianilor extrasi in apa.

Tabelul 3 : Continut total de antociani monomerici in extract apos

Continut total de antociani monomerici (mg/1)

Timp pH =7 pH =3 pH =7 pH =3 pH =7 pH =3
(ore) t=37C t=37C t=2C t=2C t=75C t=75C
0 42.72 42.72 42.72 42.72 42.72 42.72
2 nd nd nd nd 29.74 42.18
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4 nd nd nd nd 12.62 38.16
6 nd nd nd nd 3.81 34.51
12 nd nd nd nd 121 25.23
24 19.39 30.05 38.39 41.53 nd 12.96
36 nd nd nd nd nd nd
48 11.45 27.53 34.52 40.95 nd 5.59
72 5.36 25.21 33.02 40.66 nd 1.49
97 2.08 20.20 29.60 40.30 nd nd
122 1.20 19.44 29.21 40.13 nd nd
145 nd 16.05 28.45 38.78 nd nd
167 nd 12.75 25.33 38.23 nd nd

Continutul total de antociani din extractul apos obtinut din fructe de Viburnum
opulus L., a fost reprezentat grafic in functie de timp. Regresia liniara a concentratiei de
pigmenti antocianici in timpul stocarii confirma faptul ca degradarea acestora decurge
dupa o cinetica de ordinul intai (vezi figura 6). Rezultatele obtinute sunt in concordantd
cu datele de literaturd [Kirka, Ozkan & Cemeroglu, 2007; Wang & Xu, 2007;
Moldovan, David, Donca, Chisbora, 2011] care indica faptul cd degradarea

antocianilor din diferite surse este descrisa de acest tip de cinetica.

pH 7-37 grd
pH3-37 grd
pH7-2 grd
pH3-2 grd
pH 7-75 grd
pH3-75 grd

H X © » n o

CATAVTA]

Figura 6: Degradarea antocianilor din extract apos de calin, in timpul stocarii in conditii diferite
de temperatura si pH

Pentru reactiile de ordinul intdi, legea de viteza poate fi exprimata cu ajutorul

relatiilor (3) si (4) (pag. 25). Valorile parametrilor cinetici ai reactiei de degradare a

antocianilor din extractul apos de fructe de calin, au fost calculati prin aplicarea acestor

relatii i sunt prezentati in tabelul 6.
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Tabelul 4: Parametri cinetici ai degradarii antocianilor din fructe de calin
in extract apos

pH Temp. k x10° tin Coeficient de
(C) (h™) (h) corelare R?
3 2 0.6 1155 0.9503
3 37 6.4 108.28 0.9740
3 75 46.1 15.03 0.9971
7 2 2.8 247.5 0.9680
7 37 30.5 22.72 0.9944
7 75 348.8 1.98 0.9762

Valorile constantelor de viteza si a timpilor de injumatatire prezentate in tabelul 4
indicd o influentd semnificativa a pH-ului solutiei de stocare asupra stabilitatii
antocianilor, fapt corelat cu dependenta structurii acestor compusi de valoarea pH-ului. In
concordanta cu datele altor studii de literatura ce investigheaza influenta pH-ului asupra
stabilititii antocianilor [Kirka, Ozkan & Cemeroglu, 2007], s-a observat ci mediul acid
determind cresterea stabilitdtii acestor compusi in extractul apos obtinut din fructe de
Viburnum opulus L., fapt indicat de valori mai ridicate ale timpilor de injumatatire (de
exemplu, la t =2°C, valorile timpilor de injumatatire la pH = 3 si pH = 7 sunt de t12 =
1155 h si respectiv ti, = 247.5 h). Comparand valorile acestor parametri, se poate
concluziona cd, la temperaturi scazute, antocianii din célin, stocati in extract apos, sunt de
4.7 ori mai stabili la valori scazute ale pH-ului decat in mediu neutru. Cea mai mare
stabilitate a fost observata la pH = 3, indiferent de temperatura de pastrare a extractului.
La temperaturi ridicate (75°C), influenta pH-ului asupra procesului de degradare al
antocianilor devine $i mai importanta, stabilitatea acestor pigmenti la pH = 3 fiind de 7.6
ori mai mare decét la pH = 7.

Pe langa investigarea efectului pH-ului, a fost de asemenea evaluata si stabilitatea
termica a extractelor. Dupd cum era de asteptat, procesul degradativ se intensificd odata
cu cresterea temperaturii. Indiferent de valoarea pH-ului solutiei, stocarea la temperaturi
relativ scizute (2°C si 37 C) a condus la o degradare a antocianilor din extractul apos de
aproximativ 10.8 ori mai rapidd la 37 C comparativ cu viteza aceluiasi proces la
temperatura de 2'C. Efectul temperaturii asupra stabilitatii pigmentilor a fost mai
accentuat la stocarea acestora 1n solutie apoasd de pH = 7, procesul de degradare
decurgind de 125 de ori mai rapid la 75 C decét la 2°C (raportul vitezelor aceluiasi proces

la valori scazute de pH fiind 76.8).

39



luoras (Moldovan) Bianca Elena

Degradarea antocianilor monomerici din fructele de calin in extract etanolic a fost

investigatd 1n aceleasi conditii de pH si temperaturd. Scaderea continutului total de

antociani in timp este redata n tabelul 5.
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Tabelul 5 : Continut total de antociani monomerici in extract etanolic

Continut total de antociani monomerici (mg/1)
Timp pH =7 pH =3 pH =7 pH =3 pH =7 pH =3
(ore) t=37C t=37C t=2C t=2C t=75C t=75C
0 58.14 58.14 58.14 58.14 58.14 58.14
2 nd nd nd nd 43.60 57.40
4 nd nd nd nd 217.23 54.40
6 nd nd nd nd 16.56 45.72
12 39.54 nd nd nd 7.62 32.47
14 nd nd nd nd 3.54 nd
24 24.62 37.79 54.07 54.12 nd 17.13
36 13.36 nd nd nd nd nd
48 10.46 29.07 46.55 55 nd 6.31
72 3.48 25.58 45.02 53.48 nd nd
97 1.1 20.19 42.99 50.87 nd nd
122 nd 11.04 41.49 50.11 nd nd
145 nd 6.97 39.98 47.65 nd nd
167 nd nd nd 45.68 nd nd

Reprezentarea grafica a In [TA]/[TA,] in functie de timpul de stocare a extractului

etanolic a condus la concluzia céd si 1n acest caz procesul de degradare a antocianilor

decurge dupad o cinetica de ordinul intai (vezi figura 7).

Figura 7: Degradarea antocianilor din extract alcoolic de calin, in timpul stocarii in conditii

Calculul parametrilor cinetici ai procesului de degradare a pigmentilor obfinuti

200
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din fructe de cilin, la stocarea in etanol, a condus la valorile prezentate in tabelul 6.
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Tabelul 6: Parametri cinetici ai degradarii antocianilor din fructe de calin

Tn extract etanolic

pH Temp. k x10° tin Coeficient de
(C) (h™) (h) corelare R?
3 2 1.3 533.07 0.9575
3 37 13.6 50.95 0.9602
3 75 53.9 12.86 0.9948
7 2 2.5 277.2 0.9298
7 37 38.5 18.0 0.9867
7 75 189.3 3.66 0.9824

Dupa cum s-a observat si in cazul extractului apos, antocianii din fructele de calin
prezinta doua profile distincte de stabilitate: la valori ridicate ale pH-ului, respectiv la
valori scazute ale acestuia. Valorile ridicate ale pH-ului au ca rezultat sciderea stabilitatii
antocianilor in extract etanolic, valoarea timpului de injumatatire fiind influentata de
temperaturd. La 2'C ty pn=3 / ta2 pr=z = 1.9, in timp ce acelasi raport, la 37 C, are valoarea
de 2.8 iar la 75°C de 3.5, fapt ce indica o influentd mai mare a pH-ului asupra stabilitatii
antocianilor din calin, la temperaturi ridicate.

Temperatura de stocare prezintd o influentd semnificativa asupra vitezei de
degradare a antocianilor in extract alcoolic. Pastrarea acestor extracte la 37°C a condus la
o degradare mai rapida decat in cazul stocarii lor la 2°C, raportul valorilor timpilor de
injumatatire depinzand de valoarea pH-ului solutiei. La pH = 3, t1/2 2oc / t1237.c = 10.51n
timp ce la pH = 7, valoarea acestui raport este egald cu 15.4. Cresterea temperaturii de
stocare la 75°C, a condus la o degradare acceleratd a antocianilor (la pH = 3, ti2 2.c / tas2
75ec = 41.4, In timp ce la pH=7 valoarea acestui raport este 75.7).

Conform datelor sumarizate in tabelul 5 si tabelul 6, la pH = 7, valorile
determinate pentru constantele de viteza si timpii de injumatatire corespunzatoare
procesului de degradare n etanol la 2°C si 37 C sunt similare cu cele obtinute in aceleasi
conditii pentru degradarea in extractele apoase, astfel ca influenta solventului de stocare
in aceste condifii este mai putin semnificativd. Spre deosebire de aceastd situatie, la
temperaturi ridicate (75 C) solventul manifestd o importantd crescutd asupra stabilitatii
extractelor de antociani din cdlin, viteza de degradare fiind de 1.8 ori mai mare in apa
decat in etanol. La valori scazute ale pH-ului si temperaturii, degradarea antocianilor

prezenti in extractul alcoolic decurge cu o viteza de 2 ori mai mare decat cea determinata
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in cazul extractelor apoase. La 75C si pH = 3, s-a observat o degradare putin mai
accentuata in extract etanolic comparativ cu cel apos, astfel cd putem concluziona cd, in
medii acide si la temperaturi ridicate, influenta solventului de stocare asupra stabilitatii
antocianilor monomerici din Viburnum opulus L., este mai putin importanta.

Pentru a determina efectul temperaturii asupra cineticii procesului de degradare,
valorile constantelor de viteza obtinute din ecuatia (3) au fost introduse ntr-o ecuatic de
tip Arrhenius:

k = K e E¥RT (5)

n care:
Ea = energia de activare (kJ/mol)
K, = factor de frecventd (h™)
R = constanta universald a gazelor (8.314 J/mol.K)
T = temperatura (K)
Reprezentarea grafica a valorilor constantelor de vitezad corespunzatoare

degradarii antocianilor 1n cazul fiecarui extract sunt este redata in figura 8.
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Figura 8: Reprezentarea grafica a constantelor de viteza ale reactiei de degradare ale
antocianilor din calin in functie de temperaturd
Valorile energiilor de activare obtinute sunt prezentate in tabelul 7. Energii de
activare ridicate se traduc printr-o susceptibilitate marita la degradare a antocianilor din
extractele investigate la expunere la temperaturi ridicate. Influenta cea mai puternicad a
temperaturii asupra acestui proces degradativ (cea mai ridicatd valoarea a energiei de
activare) a fost observata pentru antocianii pastrati in apa la pH = 7, in timp ce valoarea
termicd) s-a determinat in cazul antocianilor stocati in solutie etanolicd, la pH = 3.
Influenta combinatd a pH-ului si a naturii solventului asupra stabilitatii antocianilor

extragi din fructe de Viburnum opulus L. pare a fi mai importantd in cazul stocarii
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acestora in apa la pH = 3, respectiv in etanol/apa la pH = 7 (caz in care energiile de

activare au valori practic identice).

Tabelul 7: Efectul temperaturii asupra degradarii antocianilor din fructele de calin

pH Solvent Ea R K, (h) Quo
(kJ/mol)
2-37°C 37-75C
3 47.39 0.9886 5.94%10° 1.018 1.681
Ao
7 pa 52.47 0.9975 2.43x107 1.978 1.898
3 40.79 0.9890 8.08x10° 1.956 1.436
Etanol/Apa
7 47.34 0.9999 2.84x10° 2.184 152

Dependenta de temperaturd a constantelor de viteza ale reactiei de degradare a
fost de asemenea evaluata prin calcularea coeficientului de temperatura Qip, conform

ecuatiei:

k

10/(T, -T,)
k 271
|2
Qlo_[ 1] ©

n care:
Q10 = coeficient de temperatura (K™)
ki ko = constante de viteza (h™) la temperatura Ty, respectiv T (K)

Valori aproximativ egale ale coeficientului de temperatura Q1o au fost obtinute
pentru procesul de degradare a antocianilor in apa la pH = 7, demonstrand faptul ca
influenta cresterii temperaturii asupra stabilitdtii antocianilor este aceeasi 1n cazul
ambelor intervale de temperaturd studiate (2-37°C respectiv 37-75°C). Cel mai scazut
coeficient de temperatura (1.018 K™ pe intervalul 2-37°C) a fost obtinut in cazul
pigmentilor din extract apos la pH = 3, indicand faptul ca temperaturi de pastrare scizute
si mediu acid sunt necesare pentru a inhiba procesele de degradare ale antocianilor din
extractele de fructe de calin.

Pe langa posibila utilizare a fructelor de calin ca si sursd alternativa de pigmenti
naturali, acestea sunt cunoscute si ca o sursd remarcabild de compusi cu activitate
antioxidanta [Rop et al., 2010].

In vederea determindrii continutului total de polifenoli din extractul etanolic

obtinut din fructe de cilin, s-a folosit metoda Folin-Ciocélteu [Singleton, Orthifer &
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Lamuela-Raventos, 1999], cea mai populara dintre metodele bazate pe reactii cu transfer
de electron.

Determinarea continutului total de polifenoli se realizeaza spectrofotometric, prin
masurarea absorbantei la lungimea de unda de 765 nm. Rezultatele sunt exprimate in
echivalenti grame de acid galic (GAE)/I extract, cu ajutorul unei curbe de etalonare.

Masuratorile releva un continut ridicat de polifenoli in fructele de calin, cantitatea
determinatd fiind de 4.22 g echivalenti acid galic / kg fruct. Aceastd valoare a fost mai
mare decat cea determinatd de Akbulut si colaboratorii care au obtinut 3.25 g echivalenti
acid galic/kg [Akbulut, Causir, Marakoglu & Coklar, 2008].

Variatia nivelului de compusi fenolici din extractul etanolic obtinut din fructe de
calin a fost urmaritd in timpul stocarii acestuia la 4°C, timp de opt zile; rezultatele
obtinute sunt redate in figura 9.
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Figura 9: Variatia continutului total de fenoli din extractul etanolic de fructe de calin

Scaderea brusca a continutului de fenoli din extract in primele 51 de ore de
stocare (cu 32.2%) este urmata de o usoara crestere a cantitafii acestora in urmatoarele 48
de ore, dupa acest interval inregistrandu-se o stabilizare a valorii pana la finele perioadei
investigate.

In paralel cu investigarea variatiei continutului total de fenoli in timpul stocarii, la
temperaturd scazutd, a extractului etanolic obtinut din fructe de calin, s-a studiat si
variatia activitatii antioxidante a acestui extract 1n aceleasi conditii.

Continutul ridicat de polifenoli din fructele de calin a fost factorul determinant

pentru investigarea activitatii antioxidante a extractului obtinut din acestea. Metoda

utilizatd pentru masurarea capacitdfii antioxidante a fost testul ABTS, metodd bazata pe
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reactii cu transfer de electron si frecvent utilizatd in cercetarile din domeniul industriei
alimentare.

Capacitatea de captare a radicalilor liberi a extractului etanolic obtinut din fructe
de cilin a fost evaluatd prin misurarea absorbantei probei tratate cu ABTS™ la 734 nm.
Capacitatea antioxidantd a fost determinata utilizand formula (7):

A=~A-Ar (7)

unde: A = absorbanta rezultata
A = absorbanta solutiei de ABTS™
A = absorbanta amestecului contindnd proba si ABTS™

Valorile de absorbantd obtinute au fost convertite in echivalenti de acid ascorbic
(AAE) cu ajutorul unei curbe de calibrare.

Valoarea capacitatii antioxidante a fructelor de célin a fost determinata ca fiind
7.05 g AAE/kg fruct congelat. Datele obtinute sunt in concordanta cu cele raportate in
literatura de specialitate [Rop & al., 2010], care mentioneaza valori cuprinse intre 9.1 si
11.0 g AAE/kg fruct de célin, in functie de varietatea investigatd. Un interes deosebit a
fost acordat determindrii variatiei activitatii antioxidante 1n extractul etanolic obtinut din

fructele de calin in timpul stocarii la 4'C (figura 10).

9 AAE/Kkg fruct
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Figura 10: Variatia in timp a activitatii antioxidante a extractului alcoolic obtinut din fructe de
calin
Dupa primele 24 de ore de stocare, s-a observat o scadere cu 16% a activitatii
antioxidante, tendintd care nu s-a mentinut pe parcursul urmatoarelor 24 de ore, interval
n care s-a inregistrat o crestere de 22% a capacitatii de retinere a radicalilor liberi. Acest
model al variatiei activitdtii antioxidante (descrestere-crestere) a fost inregistrat in

timpul intregii perioade de stocare. Cresterea activitatii antioxidante in timpul stocdrii a
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fost observatd si pentru extracte obtinute din alte fructe (cum ar fi strugurii [Pinelo,
Manzocco, Nunez & Nicoli, 2004]).

Privitd pe ansamblu, pe toatd perioada de stocare investigatd, capacitatea
antioxidanta a polifenolilor din fructele de calin prezintd o usoara tendintd descrescatoare
in primele trei zile, valoarea acesteia putand fi consideratd mai degraba constanta la

stocarea la 4'C dupa un interval de timp egal cu 72 de ore.

Antociani extrasi din fructe de corn

Cornul este un arbust din familia Cornaceae (Cornus mas L.), specific climei
temperate din Europa si unele zone ale Asiei. La noi in tard este frecvent in toate
regiunile din zona padurilor de stejar pana in etajul fagului. Fructul este cornos, drupa
elipsoidala, lucios, de culoare rosie ce prezintd un gust acrisor si astringent, bogat in

vitamina C [Tural & Koca, 2008].

Figura 11: Flori i fructe de corn (Cornus mas L.)

Extractul bogat in antociani obtinut din fructe de corn poate fi folosit ca si
colorant alimentar natural. Literatura de specialitate nu prezinta nici un studiu referitor la
susceptibilitatea la degradare a antocianilor extrasi din fructele de corn, determinarea
parametrilor cinetici ai reactiilor de degradare a acestor compusi prezentand un interes
deosebit in vederea utilizarii lor in industria alimentara.

Variatia concentratiei antocianilor in functie de timp, la stocarea extractelor
apoase la temperatura scazuta (frigider, 2°C), este reprezentata grafic in figura 12.

Valorile parametrilor cinetici ai procesului de degradare a antocianilor din
extractul apos de fructe de corn, stocat la 2°C (tabelul 8), ilustreaza stabilitatea ridicatd a

acestor compusi, prezentand un timp de injumatatire de ~ 58 zile, superior celui
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determinat pentru procesul de degradare al antocianilor din extractul apos obtinut din
fructe de calin (~ 48 zile) [Moldovan, David, Chigbora & Cimpoiu, 2012].

400 Timp (h)
A sorbat 2grd
# fara adaos 2 grd

m benzoat 2grd

-0.25 -
InC/C,

Figura 12: Variatia concentratiei antocianilor din extract apos de fructe de corn la stocarea la
2°C

Adaugarea conservantilor alimentari are ca efect scaderea stabilitatii colorantilor
antocianici, efect mai pronuntat in cazul utilizarii sorbatului de sodiu, caz in care timpul
de injumatatire determinat a fost de 1.4 ori mai mic decat la stocarea extractului fara
adaos (tyo = 41 zile). Benzoatul de sodiu prezinta un efect destabilizator mai putin
pronuntat, timpul de injumatatire calculat in acest caz fiind de doar 1.2 ori mai mic decat
in cazul extractului care nu contine aditivi (ty, = 48 zile).

Tabelul 8: Parametri cinetici ai degradarii antocianilor din fructele de corn in diferite conditii

Probi Temp. (°C) k.10” (h) ty, (h) R’

Fari adaos 2 0.5 1386 0.9568

Cu adaos de benzoat 2 0.6 1155 0.969
(0.1%)

Cu adaos de sorbat 2 0.7 990 0.9893
(0.1%)

Fari adaos 25 0.9 770 0.9474

Cu adaos de benzoat 25 0.9 770 0.9684
(0.1%)

Cu adaos de sorbat 25 1.1 630 0.9629
(0.1%)

Cu adaos de vitamina C 25 7.7 90 0.9039
(0.1%)

Fari adaos 75 82.8 8.3 0.9923

Cu adaos de benzoat 75 79.1 8.7 0.9911
(0.1%)

Cu adaos de sorbat 75 77.6 8.9 0.9917
(0.1%)

Cu adaos de vitamina C 75 125.3 5.5 0.9982
(0.1%)
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Compararea valorii concentratiilor antocianilor din extractele apoase pastrate la
25°C a aratat ca stabilitatea acestor pigmenti a fost puternic influentatd de tipul aditivului
utilizat (figura 13).

Astfel, spre deosebire de stocarea la frigider, unde conservantii utilizati (atat
benzoatul, cat si sorbatul de sodiu) au accelerat procesul de degradare al antocianilor, la
stocarea la temperatura camerei, benzoatul de sodiu nu influenteaza acest proces,
parametri cinetici determinati pentru reactiile de degradare ce au loc in prezenta acestui
compus fiind egali cu cea obtinuti pentru degradarea 1n lipsa oricarui adaos. Influenta
sorbatului de sodiu a fost mai scazutd decat in cazul stocarii la temperaturd joasa,
constanta de viteza in acest caz fiind de doar 1.2 ori mai mare decat in cazul extractului in

care nu s-au addugat aditivi.
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Figura 13. Degradarea antocianilor in extract apos din fructe de corn, in timpul stocarii la 25°C

Stabilitatea termica a extractelor a fost evaluata si la temperatura ridicata (75°C).
Dupa cum era de asteptat, procesul degradativ se intensifica odatd cu cresterea
temperaturii (figura 14). Indiferent de conservantul utilizat, stocarea la temperaturi relativ
scazute (2'C si 25°C) a condus la o degradare a antocianilor din extractul apos de
aproximativ 1.5 ori mai rapidi la 25°C comparativ cu viteza aceluiasi proces la
temperatura de 2'C. Cresterea temperaturii de stocare la 75°C, a condus la o degradare
accelerata a antocianilor (in prezenta benzoatului de sodiu, tij 2oc / tip 75°c = 132.7, n
timp ce in cazul utilizarii sorbatului de sodiu, valoarea acestui raport este 111.2), in timp
ce degradarea antocianilor in lipsa oricarui adaos a fost de 167 de ori mai rapida la 75°C
decat la 2°C. Spre deosebire de stocarea la temperaturi scazute, adaosul conservantilor in
cazul stocarii la 75°C a avut ca efect o usoara stabilizare a pigmentilor antocianici. In

comparatie cu acestia, acidul ascorbic a prezentat acelasi efect destabilizator, procesul
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degradativ decurgand cu o viteza de 1.5 ori mai mare decat in cazul antocianilor din

extractul fara aditivi.
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Figura 14. Degradarea antocianilor in extract apos din fructe de corn, in timpul stocarii la 75 C

Pentru a determina efectul temperaturii asupra cineticii procesului de degradare,
valorile constantelor de viteza obtinute din ecuatia (3) au fost introduse ntr-o ecuatic de
tip Arrhenius.

Reprezentarea grafica a valorilor constantelor de vitezad corespunzatoare

degradarii antocianilor 1n cazul fiecarui extract este redata in figura 15.
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Figura 15: Reprezentarea grafica a constantelor de viteza ale reactiei de degradare ale
antocianilor din coarne in functie de temperatura
Valorile energiilor de activare obtinute sunt prezentate in tabelul 9. Energii de
activare ridicate se traduc printr-o susceptibilitate marita la degradare a antocianilor din
extractele investigate la expunere la temperaturi ridicate. Influenta cea mai puternica a
temperaturii asupra acestui proces degradativ (cea mai ridicata valoarea a energiei de

activare) a fost observata pentru antocianii pastrati in solutie apoasa fara adaos de aditivi,
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in timp ce valoarea cea mai mica a E, (corespunzatoare unei susceptibilitati mai reduse la
degradarea termicd) s-a determinat in cazul antocianilor stocati in solutie apoasa cu adaos
de sorbat.

Tabelul 9: Efectul temperaturii asupra degradarii antocianilor din fructele de corn

Extract E. R? K, (h?) Qu
(kJ/mol)
2-25C 25-75C

Fara adaos 58.11 0.9304 3.46x10’ 1.290 2.47

Cu adaos de 55.82 0.9142 1.45x10’ 1.192 2.447
benzoat (0.1%)

Cu adaos de 53.72 0.9209 7.06x10° 1.216 2.342
sorbat (0.1%)

Dependenta de temperaturd a constantelor de viteza ale reactiei de degradare a
fost de asemenea evaluata prin calcularea coeficientului de temperatura Q1.

Pentru fiecare dintre cele doua intervale de temperatura studiate, pentru procesul
de degradare a antocianilor din extractele investigate s-au obtinut valori aproximativ
egale ale coeficientului de temperaturd Qio, demonstrand faptul ca influenta cresterii
temperaturii asupra stabilitdtii antocianilor este aceeasi in cazul ambelor intervale (2-25 C
respectiv 25-75 C), indiferent daca se adauga sau nu conservanti. In acelasi timp, valorile
coeficientului de temperatura indica faptul cd influenta cresterii temperaturii asupra
procesului de degradare a antocianilor din extractele de coarne este de doud ori mai
accentuati pe intervalul 25-75°C, comparativ cu intervalul 2-25°C, demonstrand

stabilitatea mai mare a acestor compusi la temperaturi scazute.

Polifenoli extrasi din fructe uscate (ceaiuri de fructe)

Alaturi de apa, ceaiul este una din cele mai consumate bauturi. Cu toate ca cele
mai populare ceaiuri sunt cele produse din frunzele plantei Camelia sinensis L. (ceai
verde, negru, alb sau oolong) o larga utilizare o au si diferite tipuri de ceaiuri din plante si
fructe. Acest fapt se datoreaza atat efectului lor terapeutic cat §i aromei acestora precum
si lipsei cofeinei din aceste infuzii.

Infuziile de fructe uscate reprezintd o sursa importantd de antioxidanti, cum ar fi:
polifenoli, vitamine (C si E) si carotenoide [Bel$¢ak, Bukovac & Piljac-Zegarac, 2011].

Cu toate cd ceaiul obtinut din frunzele plantei de ceai este unul din cele mai studiate
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produse alimentare, infuziile din fructe uscate sunt putin investigate, desi reprezinta un
produs de larg consum si reprezintd o sursd importantd de compusi biologic activi.

Luand in considerare acest fapt, scopul studiului de fatd a constat in determinarea
continutului total de polifenoli si antociani precum si a capacitatii antioxidante a 12 tipuri
de ceai de fructe comercializate pe piata autohtond, precum si a caliciului florilor de
hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.), ingredient prezent in toate ceaiurile investigate
(conform tabelului 10).

In vederea determindrii continutului total de polifenoli din infuziile de de fructe
studiate s-a folosit metoda Folin-Ciocalteu, metoda bazata pe proprietatile reducatoare ale
acestor compusi.

Tabelul 10: Tipul si compozitia ceaiurilor analizate

Nr. crt. Tipul ceaiului Producitor Compozitie
1 Zmeura 1 Zmeurd, hibiscus, coacdze negre, afine
2 Zmeura 2 Zmeurd, coacdze negre, hibiscus
3 Afine 1 Afine, hibiscus, coacdze negre
4 Afine 2 Afine, coacdze negre, capsuni, hibiscus
5 Macese 1 Macese, hibiscus, coacaze negre
6 Macese 2 Macese, coacaze negre, hibiscus
7 Cépsuni 2 Cépsuni, coacize negre, hibiscus
8 Capsuni si fragute 3 Hibiscus, macese, cdpsuni, zmeurd, cirese, fragute
9 Fructe de padure 1 Afine, coacdze negre, mure, hibiscus
10 Fructe de padure 1 Mure, zmeura, fragute, affine, macese, hibiscus
11 Fructe de padure 2 Afine, coacdze negre, zmeura, capsuni, hibiscus
12 Fructe de padure 3 Hibiscus, macese, zmeurd, afine, mure, capsuni, cirese

Continutul total de fenoli determinat pentru cele trei serii de ceaiuri (serii definite
in functie de producator) este redat in tabelul 11. Pentru infuziile de fructe provenite de la
producatorul 1, continutul cel mai ridicat de polifenoli a fost determinat in cazul ceaiului
de afine (23.229 mg GAE/g ceai), valoarea cea mai scazuta prezentand-o ceaiul de
zmeura (15.844 mg GAE/g). In ce priveste ceaiurile obtinute de la producatorul 2, infuzia
de micese a prezentat cea mai ridicatd valoare a continutului total de polifenoli (28.179
mg GAE/g ceai) in timp ce infuzia de zmeura prezinta valoarea cea mai scazuta (12.531
mg GAE/g) a acestui parametru, la fel ca si in cazul ceaiurilor din prima serie. In aceasta
serie, raportul dintre continutul maxim de polifenoli si continutul minim determinat este
egal cu 2.2, valoarea fiind mai ridicata decat in cazul producatorului 1, unde acest raport
este de doar 1.4. Dintre toate ceaiurile investigate, cel mai ridicat continut de polifenoli a

fost determinat In cazul ceaiului de capsuni provenit de la producdtorul 3. In cazul
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infuziei obtinute din caliciu uscat de flori de hibiscus, valoarea continutului total de
polifenoli a fost determinata ca fiind 19.054 mg GAE/g, valoare apropiatd de cele

determinate pentru ceaiurile apartinand producatorului 1.

Tabelul 11: Valorile TAC, TPC §i AA pentru ceaiurile investigate

Nr. Crt. Continut total de antociani Continut total de Capacitatea antioxidanta
(TAC) polifenoli (TPC) (AA)
mg Cy-3-glu/g ceai mg GAE/g ceai mg AAE/g ceai
1 4.486+0.286 15.844+0.218 12.948+1.619
2 3.646+0.092 12.531+0.154 15.194+2.503
3 5.572+0.516 23.229+0.419 18.268+0.165
4 4.394+0.206 13.892+0.199 12.961+1.621
5 5.264+0.013 18.605x0.221 15.408+0.332
6 2.844+0.116 28.179+0.399 10.96+0.418
7 4.58+0.463 15.537+0.066 13.134+1.957
8 4.161+0.089 29.326+0.198 19.022+0.22
9 5.138+0.076 18.222+0.110 13.416x0.295
10 2.624+0.335 16.358+0.463 11.243+0.036
11 3.607+0.206 13.2750.166 10.871+2.508
12 4.039+0.332 14.127+0.132 19.060+1.955
13 3.892+0.006 19.054+0.6185 12.672+0.276

Rezultatele obtinute prin metoda Folin-Ciocélteu au variat pe o scard larga, atit in
ceea ce priveste tipul de ceai, cat si producatorul. Acest fapt ar putea fi explicat atat prin
compozitia diferita a aceluiasi tip de ceai provenit de la producatori diferiti cat si prin
timpi de infuzie diferiti (recomandati de fiecare producator in parte) pentru acelasi tip de
ceai. In unele cazuri, acest timp ar putea fi prea scurt pentru extractia totald a
polifenolilor hidrosolubili. Continutul total de polifenoli determinat in ceaiurile
investigate a variat in intervalul 126.07 mg GAE/l infuzie pana la 295.02 mg GAE/I
infuzie, in concordantd cu datele din literatura [Beli¢ak, Bukovac & Piljac-Zegarac,
2011] care raporteaza valori intre 323.4 si 1549.1 mg GAE/I infuzie pentru o infuzie de
doud ori mai concentratd, preparatd din ceaiuri de fructe cu compozitie similard. Dupa
cum era de asteptat, aceste valori sunt mult mai scdzute decat cele determinate pentru
sucuri de fructe (capsuni 1302; coacize negre 1919 mh GAE/l suc) [Piljac-Zegarac,
Valek, Martinez & Belscak, 2009], fapt datorat in principal operatiilor tehnologice ce
intervin in prepararea ceaiurilor de fructe (uscare, macinare) care pot determina

degradarea compusilor fenolici in timpul procesarii materiilor prime.
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Pe langa alti polifenoli, toate ceaiurile investigate reprezinta o sursa importanta de
antociani, compusi ce joaca un rol esential in culoarea acestor ceaiuri. Continutul total de
antociani (TAC) a infuziilor de fructe a fost determinat cu ajutorul metodei pH-ului
diferential. Rezultatele obtinute din masuratorile spectrofotometrice sunt redate in tabelul
11 si au fost exprimate in mg Cy-3-glu/g ceai.

Nivelul concentratiei de antociani determinat in infuziile de fructe provenite de la
producatorul 1 a fost similar in toate cazurile analizate (in intervalul 4.486 +~ 5.572 mg
Cy-3-glu/g ceai) cu exceptia ceaiului de fructe de padure nr. 10 care a prezentat un nivel
foarte scazut al concentratiei pigmentilor antocianici (2.624 mg Cy-3-glu/g).

Analizand valorile determinate ale TPC si TAC, se poate constata faptul ca, in
cazul producatorului 1, exista o buna corelare a acestor parametri.

In cazul ceaiurilor obtinute de la producatorul 2, continutul total de antociani a
prezentat valori apropiate pentru toate ceaiurile investigate (in intervalul 3.607 + 4.58 mg
Cy-3-glu/g ceai), cu exceptia ceaiului de macese nr. 6, In cazul caruia valoarea TAC a
fost de 2.84 mg Cy-3-glu/g.

Ca si 1n cazul seriei anterioare, valorile TAC au urmat aceeasi tendintd ca si
valorile TPC.

Pentru ceaiurile provenite de la producdtorul 3, s-a obtinut aproximativ aceeasi
valoare a continutului total de antociani (4 mg Cy-3-glu/g ceai), valoare similard cu cea
determinata in cazul infuziei obtinute din flori de hibiscus (3.892 mg Cy-3-glu/g).

Continutul cel mai scazut de antociani a fost observat in cazul ceaiului de macese
nr. 6 (producatorul 2), valoare ce a fost de 1.85 ori mai scazutd decat valoarea TAC
determinata in cazul ceaiului de macese nr. 5 (producatorul 1). La compararea acestor
valori, este important de luat in considerare faptul ca ceaiul nr. 6 contine o cantitate mai
mare de fructe de maces, spre deosebire de ceaiul nr. 5, care contine o cantitate mai mare
de coacdze negre (fructe ce se remarca printr-un continut mai ridicat de antociani,
comparativ cu macesele). Aceste diferente pot de asemenea explica si continutul mai
scazut decat cel estimat al polifenolilor totali determinat in cazul ceaiului nr. 5.

Literatura de specialitate nu prezinta date referitoare la continutul de antociani din
infuziile preparate din ceaiuri de fructe uscate, acesta fiind primul studiu care

investigheaza acest parametru de importanta deosebitd pentru nutritia umana.
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Alaturi de continutul total de polifenoli, capacitatea antioxidanta este un indice
definitoriu  pentru valoarea nutritivd §i activitatea biologicd a extractelor
naturale/alimentelor functionale.

Activitatea antioxidanta a celor 12 ceaiuri investigate a fost evaluata cu ajutorul
metodei ABTS. Capacitatea de captare a radicalilor liberi a infuziilor obtinut din ceaiurile
de fructe uscate a fost determinati prin misurarea absorbantei probei tratate cu ABTS™ la
734 nm. Valorile de absorbanta obtinute au fost convertite in echivalenti de acid ascorbic
(AAE) cu ajutorul unei curbe de calibrare

In cazul ceaiurilor analizate, s-au observat diferente semnificative in ceea ce
priveste activitatea antioxidantd. Capacitatea cea mai ridicatd de consum a radicalilor
liberi s-a nregistrat in cazul ceaiului de afine de la producatorul 1 (18.268 mg AAE/g
ceai), valoare comparabila cu cea obtinutd in cazul ceaiului de zmeura de la producatorul
2 (15.194 mg AAE/g). Valoarea cea mai scazutd a activitatii antioxidante a fost observata
in cazul ceaiurilor de fructe de padure, ceaiul nr. 10 din seria 1 prezentdnd o valoare de
11.243 mg AAE/qg iar ceaiul nr. 11 din seria 2 , 10.871 mg AAE/qg.

Pentru ceaiurile provenite de la producatorul 1, raportul dintre valoarea maxima si
cea minima a capacitdtii antioxidante este egal cu cel dintre valorile extreme ale
continutului total de polifenoli si este egal cu 1.4. Totodata, se constata o buna corelare a
continutului total de polifenoli cu activitatea antioxidantd, fapt ce recomandd acest
paramentru ca un bun indicator al capacitatii de captare a radicalilor liberi al ceaiurilor
investigate. In mod surprinzator, aceastd corelatie nu se observa in cazul ceaiurilor
provenite de la producatorul 2. Capacitatea antioxidanta a infuziilor de fructe uscate din
seria 3 are aproximativ aceeasi valoare pentru toate ceaiurile din aceasta serie (~ 19 mg
AAE/g ceai), fiind totodata si cea mai ridicatd valoare a acestui parametru pentru toate
cele 12 probe analizate. Dupa cum era de asteptat, infuziile de fructe studiate prezinta o
activitate antioxidantd semnificativ mai scazutd (in intervalul 21.8 + 30.8 mg AAE/100
ml infuzie) decat cele obtinute din frunzele plantei de ceai (negru: 106 mg AAE/100 ml
infuzie, verde: 131 mg AAE/100 ml infuzie respective 83 mg AAE/100 ml infuzie

oolong) reprezentand totusi o sursa remarcabild de compusi cu activitate antioxidanta.
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CONCLUZII
A fost investigata pentru prima data stabilitatea antocianilor izolati din diverse
fructe indigene, in diferite conditii de pH si temperatura precum si in prezenta
unor aditivi alimentari uzuali, in timpul procesarii si stocdrii, in scopul
determinarii conditiilor optime de utilizare a acestor pigmenti ca si coloranti
alimentari.
S-au stabilit parametrii cinetici ai reactiilor de degradare ale pigmentilor
antocianici din extracte obtinute din vigine, fructe de cilin si fructe de corn, in
diferite conditii de stocare. In conditii similare de temperatura si pH, cei mai
stabili s-au dovedit a fi antocianii separati din fructe de corn. Studiul influentei
solventului a relevat stabilitatea mai ridicatd a antocianilor la stocarea in apa,
comparativ cu stocarea in etanol. Adaugarea unor conservanti si antioxidanti
alimentari a condus la scaderea stabilitatii antocianilor.
In cazul extractului obtinut din fructe de calin, s-a investigat continutul de fenoli
totali, respectiv activitatea antioxidantd, la stocarea la temperatura camerei.
Studiile au indicat o scadere pronuntatd a continutului de fenoli din extract in
primele 4 zile, urmatd de o stabilizare a acestui continut pe tot restul perioadei
investigate. Activitatea antioxidantd a variat sinusoidal, indicind prezenta unor
posibile reactii de echilibru.
A fost investigat continutul total de antociani, cel de fenoli totali si activitatea
antioxidanta pentru un set de 12 ceaiuri de fructe uscate, provenite de la trei
producatori diferiti. Cu toate ca s-a observant o buna corelare intre valorile TAC
si TPC pentru ceaiurile provenite de la acelasi producator, nu a s-a putut stabili o
corelare intre valorile TPC si AA, decat in cazul ceaiurilor provenite de la un

singur producator.
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