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COMPOSITION FEATURES OF ALCOHOLIC EXTRACTS FROM BLACKCURRANT (Ribes nigrum), SOUR CHERRY

(Prunus cerasus) AND BITTER CHERRY (Prunus avium)

Summary. The paper elucidates the potential of biologically active substances of sour cherry, blackcurrant, and bitter
cherry fruits through the prism of fundamental research and quantifications achieved through analytical methods of study.
The hydro-alcoholic extracts from blackcurrant and sour cherry presented values of over 90% DPPH- radical inhibition, be-
ing also the most stable by composition during storage of 30 and 90 days. Based on the HPLC representatives, it was estab-
lished that the main anthocyanin components in sour cherry extracts are: cyanidin-3-O-glucosyl-rutinoside, (2.4 mg/100 g),
cyanidin-3-O-rutinoside, (162 mg/100 g) and cyanidin-3-O-monoglucosil-rutinoside (3.86 mg/100 g). These anthocyanin
compounds represent over 62.8% of the 7 anthocyanins identified in blackcurrant extract. A major positive correlation, R*=
0.98 and p < 0.01, between antioxidant capacity, anthocyanin content, and color parameters, was established confirming
that these phenolic compounds are the most important color constituents in the analyzed fruits. Thus, fresh or frozen
cherry and blackcurrant fruits are an excellent source of phenolic substances, rich in vitamins and resistant to oxidation.

Keywords: antioxidant capacity, bitter cherry, blackcurrant, phenolic compounds, anthocyanin content, colour pa-
rameters, and sour cherry.

Rezumat. Lucrarea elucideaza potentialul de substante biologic active al fructelor de visina, coacaza neagra si cirea-
sa amara prin prisma cercetarilor fundamentale si a cuantificdrilor realizate prin metode analitice de studiu. Extractele hi-
droalcoolice din coacdza neagra si visind au prezentat valori de peste 90% de inhibare a radicalului DPPHs, fiind si cele mai
stabile dupa compozitie pe durata pastrarii de 30 5i 90 de zile. In baza reprezentantilor HPLC s-a determinat ca principalele
componente antocianice din extractele de visind sunt cianidin-3-O-glucosil-rutinozida (2,4 mg/100 g), cianidin-3-O-ru-
tinozida (162 mg/100 g) si cianidin-3-O-monoglucozida (3,86 mg/100 g). Acesti compusi antocianici reprezinta peste
62,8% din cei 7 antociani identificati in extractul de coacdza neagra. Au fost stabilite corelatii pozitive majore, R* = 0,98
sip < 0,01, intre capacitatea antioxidanta, continutul de antociani si parametrii de culoare, care confirma ca acesti com-
pusi fenolici sunt cei mai importanti constituenti ai culorii in fructele analizate. Astfel, fructele de visina si coacaza nea-
gra, in forma proaspatd sau congelata, constituie o sursa excelenta de substante fenolice, bogate in vitamine si avand o
rezistenta foarte mare la oxidare.

Cuvinte-cheie: capacitate antioxidanta, cireasa amard, coacaza neagra, compusi fenolici, continutul de antociani,
parametri cromatici si visina.

INTRODUCERE a diferitor materii prime vegetale, precum si bioacti-
vitatea, biodisponibilitatea substantelor biologic active

) In. L}ltlmu ani, extract'ele_ de Plar}te $1 compusil  shtinute din ele prezinti un interes stiintific si practic
bioactivi naturali au substituit antioxidantii sintetici,  j.Jcebit [1-2]

devenind componente ale produselor alimentare, pre-
paratelor farmaceutice si cosmetice functionale. Acest
lucru se datoreaza cererii ascendente de pe piata pen-
tru preparate naturale, care pot inlocui componentele
sintetice a caror utilizare trebuie limitatd. Prin urmare,
cercetdrile privind selectarea si caracterizarea chimica

Multe boli degenerative, cum ar fi cancerul, atero-
scleroza si diabetul zaharat, rezulta din efectele nocive
ale radicalilor liberi asupra sistemelor celulare. Extrac-
tele de plante contin compusi bioactivi care actioneaza
ca antioxidanti si pot neutraliza activitatea radicalilor
liberi. Asadar, antioxidantii sunt considerati compusi
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preventivi, deoarece pot repara daunele cauzate de ra-
dicalii liberi.

Un grup mare de compusi biologic activi sunt cei
fenolici. Acestia constituie metaboliti secundari ai plan-
telor care contin inele benzenice cu unul sau mai multi
substituenti hidroxilici, variind de la molecule fenolice
simple la structuri foarte complexe [3]. Compusii fe-
nolici au cele mai puternice proprietdti antioxidante si
antiradicalice dintre toti metabolitii secundari, ei reacti-
onand cu o gamd larga de radicali liberi, inclusiv anioni
hidroxil, superoxid si alti radicali organici si non-orga-
nici. Polifenolii pot spori, de asemenea, actiunea altor
antioxidanti, inclusiv a vitaminelor liposolubile si sub-
stantelor solubile in apa cu greutate moleculara mica [4].

Valoarea nutritivd a fructelor depinde de calitatea,
compozitia chimica si cantitatea substantelor consti-
tutive, ceea ce determind efectul terapeutic si profilac-
tic al acestora asupra corpului uman. Substantele bi-
ologic active din fructele sezoniere — coacaza neagra,
visina si cireasa amara —, sunt bine cunoscute si pe
larg aplicate in industriile cosmeticd, alimentara,
nutraceutica si in medicind. Principalii compusi apre-
ciati sunt cei fenolici (antociani, leucoantociani, cate-
chine, flavonoli etc.), vitaminele si mineralele. Aceste
materii prime vegetale cultivate sezonier in Republica
Moldova sunt utilizate atat proaspete, ct si conservate
(inclusiv gemuri), uscate, congelate, ca infuzii, bauturi
ricoritoare, extracte concentrate etc.

Potrivit cercetdrilor efectuate de R. Gutiérrez-Es-
cobar, pot fi utilizate diferite tehnici pentru analizarea
continutului de compusi polifenolici din probele ex-
perimentale [5]. Aceste tehnici se rezumd in urmatoa-
rele: metode spectroscopice [6] (NIR [7] si absorbanta
UV prin indice Folin-Ciocalteu [8], indice polifenolic

[9] etc.; metode cromatografice [10] (cromatografia de
gaz [11], cromatografia lichida de inaltd performanta
[12], cromatografia lichida de performanta ultrainalta
[13]) si alte alternative analitice [14-16] (nas si limba
electronice). Cea mai exactd metodd este cromatogra-
fia lichida de performantd ultrainaltdi (UHPLC), in
timp ce tehnicile spectroscopice sunt cele mai simple,
dar mai putin selective.

Prezentul studiu a rezumat cercetarile privind
compozitia §i proprietatile antioxidante ale extracte-
lor hidroalcoolice din trei fructe: coacaza neagra (Ri-
bes Nigrum), visina (Prunus Cerasus) si cireasa amara
(Prunus Avium), specii temperate, adaptate la clima
Republicii Moldova.

MATERIALE SI METODE

Studiile stiintifice practice axate pe prepararea si
studierea compozitionald a extractelor din cele trei
fructe au fost realizate in cadrul Centrului de Cercetari
Oenologice, Facultatea Tehnologia Alimentelor a Uni-
versitatii Tehnice a Moldovei. Etapele tehnologice de
obtinereaextractelorhidroalcoolicedin fructele careau
constituit obiectul studiului sunt prezentate in figura 1.
Fructele studiate au fost procesate la coacere tehnolo-
gicd deplind, maruntite §i supuse extractiei alcoolice
timp de 24 de ore, cu agitarea periodica. Ulterior, din
amestecul obtinut a fost separata partea solida de cea
lichid4, s-a realizat filtrarea grosierd, extractele fiind
péstrate in continuare la temperatura de 20 °C.

In scopul stabilirii valorice a unor indici cromatici
(Ic - intensitatea colorantd, puritatea culorii) si specifici
profilului antocianic au fost utilizate metodele de anali-
za ce figureazad in literatura de specialitate [17].
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Figura 1. Etapele tehnologice de obtinere a extractelor hidroalcoolice din visina, cireasd amard
si coacdza neagra.
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Pentru a evalua indicele cromatic Ic, probele
experimentale au fost centrifugate (2000 rpm timp
de 15 minute), fiindu-le apreciata absorbanta la 420,
520 si 620 nm, in cuve de 1 mm. Fiecare dintre aces-
te lungimi de unda este responsabila pentru propriul
spectru de lumind: galben (420 nm), rosu (520 nm)
si, respectiv, violet (620). In baza valorilor obtinute
la spectrofotometru T 80 au fost calculati parametrii
cromatici conform expresiilor (1) + (4):

a) intensitatea culorilor: Ic=A_+A_ A (1)

420 520+ 7620
b) puritatea culorilor: galbena (G), rosie (R) si

violeta (\2:
G =242% 4 100% (2)
c
A
R=="224100% (3)
I
A
V= % *100%, (4)

c

unde: A, - capacitatea de absorbtie la 420 nm;
A,,, - capacitatea de absorbtie la 520 nm;
A,,, - capacitatea de absorbtie la 620 nm.

Aprecierea capacitatii antioxidante prin hidratul
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®) implica centrifu-
garea probelor de studiu (2000 rpm timp de 15 min.),
administrarea in eprubete de sticld a 0,1 ml de proba
de analizat si 4,9 ml de DPPH® (60 Mm), amestecarea
continutului si peste 30 de minute determinarea ab-
sorbantei la 517 mm in cuve de 10 mm comparativ cu
DPPH? pur. Aprecierea estimativa a capacitdtii antio-
xidante (CA) se realizeazd prin expresia:

CA = Ainitiats — Afinaiz £100 %. (5)
Ainitiaia
unde: A_ - absorbanta probei de DPPH pur la
515 nm, ’

A, . —absorbanta amestecului dupa 30 de minute.

Din experianta practicd, cu cat gradul de diminu-
are a culorii solutiei de DPPH® si valoarea absorbantei
finale sunt mai reduse, cu atat proba de studiu prezintd
o capacitate antioxidantd mai mare. Reactia chimicd
produsa conform mecanismului de actiune cu radica-
lul DPPH este prezentata in figura 2.

0,0

N + m-l —_— NH + h.
ON NC; ON NO;
19 ®
KO, NG

Figura 2. Principiul metodei de determinare a activitatii
antioxidante cu ajutorul radicalului liber DPPH [18].

Datele experimentale au fost prelucrate statistic
utilizind Microsoft Office Excel 2007 pentru a de-
termina valorile medii de-a lungul erorii standard.
Folosind un nivel de semnificatie de p < 0,05, testele
statistice ANOVA (analiza variantei — o metoda sta-
tistica utilizatd pentru a testa diferentele semnificative
intre mediile grupurilor de date experimentale) si PCA
(analiza componentelor principale ce aratd dependen-
ta liniard a caracteristicilor varietale) au fost utilizate
pentru a cerceta variatii multiple in conformitate cu
testul Pearson [19].

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele experimentale (tabelul 1) denota o va-
loare maxima a intensitatii culorii extractelor din cele
doua tipuri de coacaza studiate, urmata de visind si ci-
reasa amara. Referitor la puritatea culorilor galbena,
rosie si violeta: culoarea rosie in extracte este cuprinsa
in limitele 63 + 69%, iar cea violetd, cum era de astep-
tat, de minim 3 + 9%. In dinamica pastrarii extractelor
aflate in studiu valoarea parametrilor cromatici s-a re-
dus cu pana la 10% peste 30 de zile si cu pana la 17%,
peste 90 de zile de pastrare.

Probele de extracte experimentale au fost testate
pentru aprecierea capacititii antioxidante prin inhiba-
rea radicalului DPPH®, valori incluse in diagrama (fi-
gura 3). Efectul maxim de inhibare, de peste 90%, s-a
determinat la extractele de coacazd neagra, manifestat
prin continutul maxim al substantelor fenolice colo-
rate in rosu-purpuriu - antocianii delfinidin-3-O-glu-
cozida, delfinidin-3-O-rutinozida, cianidin-3-O-glu-
cozidi si cianidin-3-O-rutinozidd, conform studiilor
efectuate de Fu Liang Han in 2015 [20].

Tabelul 1
Indicele cromatic in extractele analizate, p < 0,05

Probele de extracte hidroalcoolice analizate Intensitatea Puritatea culoril, %
culorii galbena rosie violeta
Coacdza neagrd | 5,06 27,94 68,11 3,95
Coacdza neagra I1 5,68 31,81 64,88 3,31
Visina 4,14 23,96 68,84 7,20
Cireasa amara 3,33 28,27 63,13 8,60
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Figura 3. Rezultatele capacitatii antioxidante a extractelor studiate.

In raport cu spectrele de absorbtie la lungimi de
unda specifice fiecirei clase de compusi, s-a determi-
nat continutul compusilor fenolici (figura 4). Datele
obtinute reprezinta media a trei determinari cu stan-
dardul deviere. Continutul compusilor fenolici in ex-
tractele de visind se apropie de 4 mg/g extract, urmat
de extractul de coacaza cu variatii intre 3,5 + 3,7 mg/g
extract. Si vizual a fost posibil de apreciat ca extrac-
tele din cireasd amara au continuturi sub 2,25 mg/g
extract.

Pe durata pastrarii extractelor hidroalcoolice
de studiu, continutul compusilor fenolici variazd in
dinamica in limita 10 + 21% din valoarea initiald a
acestora (figura 4). Studiile experimentale realizate
de R. Filimon et al. (2011) constatd un continut intre
2,87 mg/g extract la speciile de cires amar Amar de Ma-
xut si cel mai important continut, de pand la 4,47 mg/g
extract, la visinele din soiul Engleze timpurii [21].

In scopul aprecierii compozitionale a extractelor
hidroalcoolice privind continutul celor 5 antociani
constitutivi a fost realizatd analiza HPLC a probelor
de studiu. In baza reprezentirilor HPLC s-a stabilit
ca principalele componente antocianice din extrac-
tele de visind studiate au fost cianidin-3-O-gluco-
sil-rutinozida (2,4 mg/100 g), cianidin-3-O-rutino-
zida (162 mg/100 g) si cianidin-3-O-monoglucozida
(3,86 mg/100 g). Acesti compusi antocianici - ciani-
din-3-glucosil-rutinozida si delfinidin-3-rutinozida in
medie au reprezentat 62,8% si 27,0% din cei 7 antoci-
ani identificati in extractul de coacdza neagra. Com-
pusul cianidin-3-glucosil-rutinozida este in minorita-
te completa fata de 96% al cianidin-3-O-rutinozidinei.
Aceste continuturi descriu capacitatea antioxidanta
majorata a extractelor de coacaza si vising, actiunea
acestor componente fiind determinata de gruparile
OH din pozitiile C3' si C4' de pe calcon [22].
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Figura 4. Dinamica continutului de compusi fenolici pe durata pastrarii.
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Figura 5. Analiza spectrala a extractelor aflate in studiu.
Tabelul 2
Rezultatele testului Anova
Sursa variatiei SS df MS F p-value F crit.
Intre randuri 3203609 5 640721,7 15,57182 5,42E-06 2,772853
In cadrul rindurilor 740632,3 18 41146,24
Total 3944241 23
Tabelul 3
Valoarea nivelului de corelare a rezultatelor experimentale ale extractelor hidroalcoolice din fructe
Parametrii corelatiei Capacitatea Continutul | Intensitatea | Puritatea | Puritatea | Puritatea
statistice antioxidanta | total deanto- | coloranta culorii culorii culorii
ciani galbene rosii violete
Capacitatea antioxidanta 1,0000 0,9918 0,9794 0,4777 0,7342 -0,9983
Continutul total de antociani 0,9918 1,0000 0,9972 0,5861 0,6414 - 0,9976
Intensitatea coloranta 0,9794 0,9972 1,0000 0,6452 0,5820 - 0,9896
Puritatea culorii galbene 0,4777 0,5861 0,6452 1,0000 -0,2457 -0,5286
Puritatea culorii rosii 0,7342 0,6414 0,5820 - 0,2457 1,0000 - 0,6930
Puritatea culorii violete -0,9983 -0,9976 - 0,9896 -0,5286 - 0,6930 1,0000

Referitor la principalii antociani i compusi poli-
fenolici identificati in extractul de cireasd amara, din-
tre toti pigmentii identificati se remarcd abundenta
cianidin-3-O-rutinozidei. Raportatd la concentratia
pigmentului de 100 mg/100 g, aceasta reprezintd intre
82 51 92% din continutul total de pigmenti antocianici
constitutivi. Astfel, antocianii cianidin 3-O-glucozida
si cianidin 3-O-rutinozida au imbunatatit culoarea ex-
tractelor in special prin interactiuni intramoleculare
decat prin autoasocierea acestora pe durata pastrarii
extractelor.

Analizand datele si spectrele obtinute (figura 5),
se constatd un continut ridicat de antociani in extrac-
tele studiate. Coacaza neagra si visina au avut cele mai
semnificative cresteri ale liniei spectrale la lungimile
de unda cuprinse intre 510 si 520 nm, specifice aces-
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tor compusi fenolici, confirménd participarea antoci-
anilor la formarea culorii fructelor drept constituenti
principali.

Rezultatele experimentale au fost prelucrate sta-
tistic, fiind stabilita corelatia intre parametrul capaci-
tatea antioxidanta si valorile parametrilor cromatici/
continutul total de antociani in extractele aflate in stu-
diu (tabelele 2 si 3).

In baza analizei de varianta (test ANOVA, factor
unic) s-a calculat o probabilitate p-valoare mult mai
mica decat conditia generald de p < 0,01, astfel, rezul-
tatele sunt semnificative din punct de vedere statistic
si poate fi stabilita corelarea.

In tabelul 3 sunt incluse corelatiile intre capacita-
tea antioxidanta, cantitatea de antociani totali si para-
metrii cromatici, folosind programul Microsoft Excel®
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prin optiunea instrumente de analiza a datelor. S-a
constatat o corelatie pozitivd majord (R*=0,9918) intre
continutul de antociani si intensitatea coloranta, adica
un continut scazut de pigmenti antocianici determi-
na valorile parametrilor cromatici sa evolueze negativ,
asa cum s-a intamplat in ceea ce priveste puritatea cu-
lorii violete (R* = - 0,9983), indicand aspectul culorii
complementare albastre in compozitia cromatici a ex-
tractelor.

Intre continutul total de antociani si cei doi pa-
rametri cromatici - intensitatea culorii §i puritatea
culorii rosii, corelati mai sus, s-au gdsit, de asemenea,
corelatii pozitive de 0,9972 si 0,6414. Acest lucru poate
fi explicat simplu prin faptul ca antocianii fac parte din
compusii fenolici. In extractele aflate in studiu, anto-
cianii sunt a doua cea mai mare clasa de compusi fe-
nolici (dupa hidroxicinamati), cu o ratd cuprinsd intre
58 + 75% din totalul de compusi fenolici.

CONCLUZII

= Interesul pentru utilizarea terapeutica a produse-
lor naturale si a terapiilor alternative, in special a celor
derivate din plante, care contin antioxidanti si com-
pusi fenolici naturali benefici pentru sanatate a cres-
cut datoritd efectelor secundare minime, costurilor si
toxicitatii reduse [23].

= Activitatea antioxidantd a probelor studiate a
confirmat continutul bogat al acestora in compusi fe-
nolici, o capacitate antioxidantd mare de a capta spe-
ciile de radicali liberi si, in consecinta, de a proteja
membrana eritrocitelor umane impotriva deteriorarii
celulelor induse de ROQOe. [22].

» Extractele hidroalcoolice din coacaza neagra si
visina au prezentat valori de peste 90% de inhibare a
radicalilor DPPHo, fiind si cele mai stabile dupa com-
pozitie pe durata conservarii de 30 si 90 de zile. Aces-
tea constituie o sursd excelentd de substante fenolice
si de vitamine, posedand o rezistenta mare la oxidare.
In schimb, specia de cireasd amard Prunus Avium nu a
prezentat un continut major de compusi fenolici, nu si-a
pastrat componenta bioactivd pe durata conservarii si,
in consecinta, nu existd conditii prealabile pentru reco-
mandarea acesteia ca sursd de extractie a substantelor
biologic active (SBA), avand in vedere productia micd
in comparatie cu visinele si coacaza neagra.

» Pastrarea extractelor hidroalcoolice in conditii
anaerobe, la intuneric sila o temperaturd de 15 + 20 °C
permite conservarea potentialului bioactiv al fructelor
de visina i coacdza neagra. Potentialul biologic ridi-
cat al fructelor de visina si coacaza neagrd demonstrat
experimental permite extrapolarea posibilelor benefi-
cii pentru sandtate in mai multe boli, cum ar fi cele

cardiovasculare, diabetul, patologiile inflamatorii si
hemolitice [1], precum si aplicarea acestora in formu-
larile farmaceutice si in nutraceuticele alimentare.

» Metodele fizico-chimice (HPLC si spectrofoto-
metrice) sunt propice pentru stabilirea concentratiilor
diferitor clase de compusi organici in probele de stu-
diu hidroalcoolice pentru aprecierea sumara a conti-
nutului de SBA.

= Au fost stabilite corelatii pozitive majore, R*=0,98
si p < 0,01, intre continutul de antociani §i parametrii
de culoare, confirméind cé acesti compusi fenolici sunt
cei mai importanti constituenti ai culorii in fructele
analizate.
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