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Rezumat. Prezentul studiu analizeaza proprietitile antioxidante si anti-Stres corelate
polifenolilor din struguri si vin, precum si impactul lor asupra proceselor oxidative din
alimente, care afecteaza diferite clase de compusi: acizii grasi, vitamine, aminoacizi.
Sunt detaliate compozitia, activitatea antioxidantd si mecanismele posibile de reactie
ale flavonoidelor, flavonolilor, flavonelor, antocianiadinelor. A fost cercetata
compozitia polifenolilor individuali si activitatea antioxidanta a vinurilor moldovenesti
de soiuri autohtone. S-a constatat, ca vinurile moldovenesti autohtone: rosii - Rara
Neagra, Feteascad Neagra si albe - Feteasca Alba, Feteasca Regald, Viorica prezinta
surse veritabile de compusi bioactivi, cu capacitate antioxidanta importanta. Dintre
polifenolii importanti, compusii majoritari determinati in toate probele au fost acidul
galic, resveratrolul, acidul cafeic, catehina, epicatehina si procianidinele.

Cuvintele cheie: polifenoli, activitate antioxidanta, vinuri moldovenesti

POLYPHENOLS FROM MOLDOVAWINES AND THEIR INVOLVEMENT
IN ANTIOXIDANT AND ANTI-STRESS PROCESSES

Summary. The present study analyzes the related antioxidant and anti-stress properties
of grape and wine polyphenols, as well as their impact on oxidative processes in food,
affecting different classes of compounds: fatty acids, vitamins, amino acids. The
composition, antioxidant activity and possible reaction mechanisms of flavonoids,
flavonols, flavones, anthocyanidins are detailed. The composition of individual
polyphenols and the antioxidant activity of Moldovan wines of autochthonous varieties
were investigated. It was found that the local Moldovan wines: red - Rara Neagra,
Feteasca Neagra and white - Feteasca Alba, Feteasca Regala, Viorica present genuine
sources of bioactive compounds, with important antioxidant capacity. Among the
important polyphenols, the major compounds determined in all samples were gallic
acid, resveratrol, caffeic acid, catechin, epicatechin and procyanidins.
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1. INTRODUCERE

In ultimul timp populatia a devenit tot mai preocupati de o alimentatie corectd si
echilibratd. Pentru aceasta organismul uman are nevoie de proteine, grasimi, glucide si
substante biologic active. Substantele biologic active sunt necesare organismului in
cantitdti moderate pentru functionarea sa optima, si deoarecet putine dintre ele sunt
sintetizate 1n organism, este necesar un flux continuu de produse alimentare care si
satisfaca aceste necesitdti [1]. O alimentatie sdraca in substante biologic active contribuie
la amplificarea stresului si la aparitia carentelor in sanatate [2].

Numeroase cercetari recente s-au concentrat pe studiul asa-numitului ,,paradox francez”,
fenomen ce se refera la faptul cd in Franta incidenta letald cauzata de boli cardiovasculare
este foarte scazuta, chiar daca factorii de risc, cum ar fi nivelul ridicat al colesterolului,
hipertensiunea, fumatul, sunt aceiasi ca si in alte tari inalt industrializate [3]. Analizele
statistice ale diferitor factori au aritat ca acest fenomen se datoreaza consumului regulat de
vin.

Valoarea cardioprotectivi a vinului este datoratd existentei substantelor fenolice in
compozitia chimica a vitei de vie (vin, struguri, seminte, pielitd), substante care participa
si in diverse procese degenerative si mutagenice. Aceste substante poseda un efect
antioxidant asupra organismului.

Astfel, au un rol foarte important in prevenirea imbatranirii. Multi dintre medici recomanda
ca persoanele ce suferd de scaderi de tensiune arteriald, si consume un pahar de vin rosu
inainte de masa in vederea reglarii tensiunii. Totodatd un pahar de vin rosu la o masa
copioasa aduce un aport si asupra sistemului imunitar, ocrotind organismul de viroze sau
raceli [4].

Pentru producerea vinurilor sunt consumate mai mult de 80% din productia globala de
struguri [5]. La prelucrarea strugurilor este generata o cantitate semnificativa de reziduuri,
in special tescovinei care consta in principal din coji, seminte si tulpini [6]. Aceste reziduuri
sunt 1n general subestimate si utilizate in hrana animalelor (cu valoare nutritiva scazuta),
transformata in ingrasdmant si chiar aruncate in mediu cu toate problemele pe care le
implica (cresterea aciditatii solului, fitotoxicitatea, formarea metanului, etc.).

Tescovina de struguri se caracterizeaza prin continut ridicat de substante fenolice, fapt
cauzat de extractia incompletd in procesul de productie [7]. Acesti compusi fenolici sunt
metaboliti secundari ai plantelor cu potentiale efecte benefice asupra sanatatii umane
datoritad activitdtii lor antioxidante si proprietatilor antimicrobiene, antivirale si
antiinflamatorii. Prin urmare, tescovina de struguri constituie o sursa ieftind pentru
extractia de compusi fitochimici care pot fi utilizati in industriile farmaceutice, cosmetice
si alimentare [8,9].
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2. REZULTATE SI DISCUTII
2.1. Proprietatile antioxidante si anti stres corelate polifenolilor din struguri si vin

Stresul a devenit un fenomen curent in viata omului contemporan. Astazi, Intreaga societate
suferd schimbari esentiale in cele mai diverse domenii, toate aceste transformari fiind
insotite de un stres pe care individul il suporta la nivel psihic, fizic dar si spiritual. Studiile
aratd o Inregistrare a tendintei de reconfigurare a comportamentului uman, ca urmare a
dorintei de “supravietuire” in conditii de suprasolicitare fizica si psihica [10]. Din acest
motiv, este necesar ca tehnicile anti stres sa fie adoptate la noi standarde de performanta.
O solicitare psihica moderata poate induce competente in adaptarea la noi situatii si,
totodata, poate deveni factor motivational.

Consecintele stresului sunt multiple, ele fiind capabile sa afecteze atat sanatatea individului
si comportamentul acestuia, dar si performantele profesionale. Efectele pot fi grupate in
cinci mari categorii, si anume [11,12]:

- efecte subiective: anxietate, agresiune, indiferenta, oboseala, indispozitie, sciderea
increderii in sine, nervozitate, sentimental de singuratate;

- efecte comportamentale: comportament impulsiv, tulburari emotionale,
predispozitie spre erori, abuz de alcool si cafea, tendinta excesiv de a se alimenta si/sau
fuma;

- efecte cognitive: diminuarea abilitatii de a adopta decizii rationale, deficit de
concentrare, scaderea atentiei, hipersensibilitatea la critica, blocaje mentale;

- efecte fiziologice: cresterea pulsului, a tensiunii arteriale, a glicerinei, uscaciunea
gurii, transpiratii reci;

- efecte organizationale: randament scdzut, izolare, lipsa satisfacerii Tn munca,
absenteism, reducerea responsabilitatii, scaderea loialitatii fatd de organizatie, etc.

Antioxidantii sunt compusii ce se supun oxidarii sau inhiba reactiile initiale de oxigen sau
peroxizi, multi din ei (cum sunt tocoferolii) fiind utilizati drept conservanti in diferite
produse (grasimi, produse alimentare, sipunuri). In industria chimici, antioxidantii se
referd de obicei la compusi ce franeazd autooxidarea unui produs chimic [13].
Autooxidarea este cauzati in primul rind de reactiile dintre oxigen si substrat. Tn general,
produsele naturale pot servi ca surse de antioxidanti naturali.

Efectele ale antioxidantilor naturali depind de absorbtia hidrogenului fenolic in reactiile
radicalice, de stabilitatea radicalului antioxidant natural format in timpul reactiilor
radicalice si de substituentii prezenti in structura. Aceasta este probabil contributia cea
mai semnificativa a capacitatii antioxidantilor naturali de a interveni in reactiile radicalice
[13]. Oxidarea reprezintd un proces redox si constd in transferul de electroni de la o
substanta la un agent oxidant si formarea posibila a radicalilor liberi, care provoaca reactii
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distructive in lant. Antioxidantii sunt capabili sd stopeze aceste procese prin oxidarea cu
radicalii liberi si blocind astfel actiunea lor. Aceste proprietdti sunt caracteristice mai
multor familii de compusi chimici: tioli, fenoli, carotenoizi etc.

Desi reactiile de oxidare sunt importante pentru activitatea vitala, radicalii liberi prezinta
un grad crescut de reactivitate, reactioneaza usor si rapid cu alti compusi. Radicalii liberi
se formeaza in organismul uman in conditii fiziologice obisnuite, functia lor in organism
este clar definitd; pentru dezagregarea si neutralizarea lor natura a creat un mecanism de
securitate/protectie multinivelar. Se formeaza radicali liberi si in mediul extern, de
exemplu prin preluarea de energie din oxigenul molecular, din alte molecule Tn urma
radiatiilor ultraviolete sau radioactive, etc. [14]. Unii compusi farmaceutici, substante
chimice utilizate in agriculturd, anestetice, solventi industriali si fumul de tutun sunt de
asemenea considerati surse de radicali liberi [15].

Radicalii liberi ataca inifial moleculele acizilor grasi din componenta grasimilor, fapt
cauzat de sensibilitatea legaturilor duble prezente. Procesele de initiere a peroxidarii
lipidelor sunt declansate de un agent extern sau intern (lumina UV, enzime ce catalizeaza
unele procese fiziologice, ioni metalelor de tranzitie.

Ca urmare se formeaza radicali liberi cu compozitie relativ simpla, cu masa moleculara
micd, de exemplu hidroxil sau superoxid [16]. A doua treapta, propagarea, constd in
interactiunea radicalilor liberi generati in prima faza (superoxid, hidroxil) cu legaturile
duble ale acizilor grasi nesaturati, si generarea noilor radicali liberi (lipidhidroperoxid). in
final, procesul se incheie cu formarea compusilor non-radicalici (de ex. aldehide). Ca
urmare, compusi formati (de exemplu cetonele) pot reactiona cu compusii semnificativi,
precum grasimile, proteinele, ADN.

Radicalii liberi pot modifica si structura moleculele prezente in alimente [17]. Cel mai
cunoscut proces de modificare a produselor alimentare este rancezeala, exprimata prin
modificarea mirosului, culorii §i gustului, paralel generandu-se produsi nocivi pentru
organism. Astfel de produsi sunt de exemplu aldehidele, cetonele, care cauzeaza si gustul
neplacut. Procesele oxidative nu numai modifica structura acizilor grasi, dar afecteaza si
alti compusi, de exemplu vitaminele, si aminoacizii din componenta proteinelor.

Un sir de reactii ale radicalilor liberi ce decurg in organismele vii sunt importante pentru
functionarea organismului. De exemplu, unele celule produc radicali liberi in scopul de
protectie — lupta cu agentii patogeni din organism. Procesele cu participarea radicalilor
liberi si reactia de peroxidare a lipidelor din organism duce la formarea compusilor
indispensabili, de exemplu substantelor de reglare a coagularii sangelui si a tensiunii,
hormoni [18].

Daca procesele de formare a radicalilor liberi este perturbat, de exemplu de un agent
patogen, efort extern sporit (fumatul, administrarea medicamentelor, radiatii puternice
ultraviolete, alimentatie incorectd/dezechilibratd) si se produce o cantitate sporitd de
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radicali, sistemul de protectie a organismului nu este suficient pentru evitarea efectelor
adverse. Astfel, modificarea moleculelor cauzeaza tulburari in procesele biochimice ale
organismului, modifica directia multor procese fiziologice, si in final duce la aparitia
bolilor. Cercetarile medicale au confirmat influienta actiunii radicalilor liberi in aparitia
unui sir de boli. Printre acestea pot fi mentionate in primul rand, bolile cardiovasculare, de
exemplu ateroscleroza, bolile neoplazice, malformatii la nivelul ochilor, ale articulatiilor si
a sistemului nervos [19].

Rezistenta efectului antioxidantilor poate fi caracterizata prin agsa-numitul timp de inductie.
Cu cat este mai eficient antioxidantul, cu atat este mai mare perioada de inductie si cu atat
mai tarziu se reflectd oxidarea moleculei oxidate. Potrivit mecanismului de actiune,
antioxidantii pot fi de ordin primar sau secundar [20]. Cei primari, numifi si antioxidanti
de rupere a lanfului sunt compusi capabili sd neutralizeze radicalii liberi, in primul rand,
prin anihilarea radicalulu cu transfer de hidrogen in compusi activi.

Acesti compusi relativ stabili nu mai pot participa la propagarea peroxidarii lipidice,
ajungandu-se astfel la stoparea reactia in lant. Antioxidantii de ordin primar poseda un
impact in perioada de inductie si in prezenta lor oxidarea incepe mai tarziu. Antioxidantii
de ordin primar sunt formati, in fond, din molecule fenolice, tocoferoli, acid galic si
derivatii lui, flavonoizi si alti compusi.

Antioxidantii secundar impiedica oxidarea lipidelor intr-un mod diferit de cel al
antioxidantilor primari, inhiband spre initierea (primul pas al peroxidarii lipidelor) prin
faptul ca ei insisi se oxideaza in locul moleculelor lipidice sau transforma produsele
intermediare sau finale generate in procesul reactiilor in forme non-toxice, de exemplu prin
reductie [21]. In categoria antioxidantilor naturali sunt incluse fosfolipidele care
sinergizeaza cu antioxidantii de ordin primar sau acidul citric.

Antioxidantii pot fi clasificati in doua grupe mari [22]. Dupa natura lor, antioxidantii pot
fi: antioxidanti naturali (tocoferolii, polifenolii) si antioxidanti de sinteza (sintetici) (BHA,
BHT, etc). Unii din ei sunt polifunctionali si sunt adesea prezentati ca antioxidanti cu
functiune multipla. Datoritd mecanismelor de actiune variate, antioxidantiii sunt capabili
sa intervina in toate etapele a reactiilor radicalice.

Dupa caracterul mecanismului de actiune deosebim [23]:
e Antioxidanti propriu-zisi sau primari;
e Substante care au actiune antioxidanta, dar care prezinta si alte functii;

e Substante sinergice sau de complexare a metalelor, acestea pot intéri actiunea
antioxidantilor primari.

In figura 1 este prezentati clasificarea antioxidantilor dupa compozitia chimica.
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Fig. 1. Clasificarea antioxidantilor dupad natura lor

Polifenolii reprezintd o clasd de compusi cu structuri variate, ce manifestd efecte
antioxidante multiple. Compusii fenolici grupeaza un asamblu de compusi cu caracter
fenolic: acizi fenolici, fenoli volatili, flavone si flavonoli, antociani si proantocianidoli,
taninuri catechinice si microfenoli (stilbene, acidul shikimic). Se deosebesc doua
categorii mari de compusi fenolici [24,25]:

- compusi fenolici neflavonici incolori cu nucleu simplu Cs, care se formeaza in
struguri la toate soiurile si se regasesc atét in soiurile albe cat si cele rosii. Din
aceasta categorie fac parte acizii fenolici, taninurile, acidul shikimic si stilbenele
(resveratrolul);

- compusii fenolici flavonici colorati cu nucleu Cg-C3-Cs (nucleu flavium), ce se
formeaza preponderent in strugurii soiurilor destinate vinurilor rosii. Din aceasta
categorie fac parte flavonele si flavanolii, antocianii si antocianidinele.

2.2. Caracteristica compozitiei si activititii antioxidante a polifenolilor din struguri si
vin

Compusii fenolici sunt 1n principal sintetizati din carbohidrati prin intermediul acidului
shikimic. Acidul shikimique conduce dupé trans-aminare si desaminare la acizi cinamici
si derivatii acestora. Acetatii conduc la policetesteri sau poliacetati (malonat). Structura
compusilor fenolici deriva de la un singur nucleu aromatic cu masa moleculara micé pana
la taninuri complexe cu mase moleculare mari [26]. Compusii fenolici sunt capabili de
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conjugare cu oze sau acizi organici. Compusii fenolici pot fi impartit In doua grupe mari:
flavonoide si non-flavonoide.

Flavonoidele sunt compusi polifenolici ce cuprind 15 atomi de carbon formand o structura
C6-C3-Cs, doud inele aromatice legate printr-o punte din 3 atomi de carbon. Acestea sunt
cei mai numerosi din toti compusii fenolici. Flavonoidele actioneaza diferit in plante ca
metaboliti secundar, fiind implicat in procesele de protectie impotriva razelor UV,
pigmentare, fixarea azotului si rezistenta la boli [27]. Structura din Cg-C3-Cs este produsul
celor doud cai de sinteza ale compusilor fenolici (Fig. 2). Nucleul B si puntea de carbon
constituie o unitate fenilpropanoida sintetizata din fenilalanina pe calea acidului shikimic,
in timp ce nucleul A provine din condensarea a 3 unitati de acetat prin intermediul acidului
malonic. Fuziunea acestor doud parti implicad condensarea unui fenilpronanoid, cel 4-
cumaril, cu 3-malonil CoA fiecare acordand 2 atomi de carbon. Reactia este catalizatd de
calcona sintetizata, generand astfel tetrahidroxicalcona, care poate sa genereze la randul
sau, alte flavonoide.

Fig. 2. Structura flavonoidelor

Exista mai multe grupe de flavonoide, cele mai Tnsemnate fiind flavonele, flavonolii,
flavan-3-oli, izoflavonele, flavanonele si antocianidinele. Izoflavonele nu se contin in
struguri. Structura de baza a flavonoidelor poate suferi multe substitutii, gruparile hidroxil,
de obicei in pozitiile 4,5,7. Majoritatea flavonoidelor exista ca glucoside, variind foarte
mult in functie de specie si de natura zaharurilor. Substituentii modifica solubilitatea
flavonoidelor, hidroxilarea si glicozidarea conduc la o hidrofilitate mai mare, in timp ce
alti substituenti, cum ar fi metilici, maresc lipofilitatea [28].

Flavonolii sunt compusi extrem de raspanditi. Flavonoli, precum myricetina, gercetina,
kaempferolul sunt in majoritatea cazurilor prezenti sub forma de O-glicozide [29].
Legatura este cel mai frecvent pozitionata la al 3 atom de carbon a nucleului aromatic, desi
sunt posibile substitutii si 1n positiile 5,7,4',3" si 5'. Numarul de agliconi este limitat, insa
existd un numar impundtor de derivati. Astfel, doar caempferolul are peste 200 conjugate
cu fragmente osidice diferite Exista o variabilitate puternica a concentratiei de flavonoli in
functie de anotimp si de soiul analizat. Structura lor este platd. Patru flavonoli sunt prezenti
predominant in struguri: kaempferol, qercetind (5-10 mg/kg), miricetina si izorhamnetina.
Derivatii de quercetind mereu sunt predominanti. Continutul mediu maxim de flavonoli
din struguri este in jur de 50 mg/kg, dar poate varia intre 10 si 285 mg/kg.

Flavanonele sunt primii produsi in sinteza flavonoidelor. Ele se caracterizeaza prin absenta
legdturii duble dintre C; si Cs si prin prezenta unui centru de chiralitate C,. La majoritatea
flavanonelor depistate in naturd inelul B este atasat de inelul aromatic C. Structura
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flavanonelor este foarte reactiva si cauzeaza reactii de hidroxilare, O-metilare si glicozilare.
Flavanonele sunt prezente in struguri la concentratii de cateva mg/kg.

OMe

OH OH O
Flavan-3-ol Flavonol
((+)-Catehina) (Quercitind)

Glicozide antocianice
(Malvidin-3-0-f-D-glucozida
Flavonoide

ProcianidinaR=H
Prodelfinidind R = OH

OH
R=Hor 7} OH
0
OH

Galloil

Polifenol polimeric
(tanine condensate, n=no. de unitdti monomerice

Fig. 3. Principalele clase de flavonoide

Flavan-3-olii sunt cea mai complexa grupa de flavonoide [30]. Acesti compusi variaza de
la monomeri simpli (+) - catechina si izomerul sau (-) - epicatechind, pana la oligomeri si
polimeri ai proantocianidinelor (Figura 3). Proantocianidinele sunt formate din catechina
si epicatechind cu cuplari oxidative intre pozitiile C4 ale heterociclului si Cs sau Csg ale
monomerului adiacent. Oligomerii procianidinelor sunt formati de la 2 pana la 5 unitati de
catechine sau epicatechine, polimerii fiind formati din 6 sau mai multe unitati. in plus,
flavan-3-olii pot fi esterificati cu acid galic sau, alternativ, hidroxilati pentru a forma
galocatechine si galotaninuri. Flavan-3-olii din struguri se gasesc in principal sub forma de
polimeri. Taninurile din seminte sunt alcatuite din procianidine (polimeri ai catechinei si
epicatechinei), partial galoilate, in timp ce cele din pielita strugurilor contin si
prodelfinidine (polimeri de galocatechina si epigalocatechind). Numarul mediu de unitati
monomerice, definit ca gradul mediu de polimerizare (DPm), poate ajunge pana la 18 intr-
o fractiune rezultata din seminte si se apropie de 30 de unitati intr-un extract din pielita
strugurilor.

Flavonele sunt structural foarte apropiate de flavonoli, diferenta fiind absenta hidroxilului
in pozitia Cs. Existd, de asemenea, multe substitutii accesibile pentru flavone, cum ar fi
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hidroxilarea, metilarea, O- si C-alchilarea si glicozilarea [31]. Flavonele sunt prezente in
principal sub forma de glucozide. Strugurii contin cantitati foarte mici de flavone.

Antocianiadinele sunt prezente in regnul vegetal, in principal sub forma de glicozide,
exclusiv in strugurii negri la nivelul pielitei (strugurilor albi le lipsesc) [32]. Sunt
responsabili de culorile rosu, albastru si violet in functie de pH-ul mediului. Acesti compusi
sunt implicati in protectia plantelor de la excesul de lumina solara [33]. Cele mai cunoscute
antocianidine sunt pelargonidinaa, cianidin, delphinidina, peonidina si malvidina, insa
acesti compusi sunt prezenti doar in forma de conjugati glucozilati, antocianidine.
Antocianidinele sunt capabile sd formeze conjugate cu acizi hidroxicinamici si acizi
organici (acid malic si acid acetic).

Spre deosebire de alte specii (hibride) care au cantitati ridicate de antociane diglucozilate
in pozitiile C-3' si C-5', specia Vitis vinifera contine doar urme de acesti compusi. Acest
lucru se datoreaza prezentei majoritare a antocianidinei 3-monoglucozidd, in special
malvidind 3-O-glucozida si derivatii ei acil. Antocianidinele sunt prezente in struguri in
cantitati de la 500 pana la 3.000 mg/kg, dar pot atinge si valori de pana la 5.000 mg/kg.

Non-flavonoide. Principalele non-flavonoide de importanta alimentara sunt acizii fenolici,
acizii hidroxicinamici si stilbenii (Figura 4) [34].

0
i OH
HO
OH
Acid hidrobenzoic
(Acid galic)

OH
Non-flavonoide  HO O / O
OH

Stilben
(trans-Resveratrol)
0
=

OH

Tanine hidrolizabile

HO (R1 = OH, R: = H, Vescalagina
OH R: = H, Rz = OH, Castalagina)
Acid hidroxicinamic

(Acid cafeic)

Fig.4. Structura principalelor non-flavonoide
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Acizi fenolici

Acizii hidroxibenzoici poseda o structura Ce-C1, compusa dintr-un inel benzenic de care
este atasat un lant alifatic [35]. Printre acestia pot fi evidentiati acidul vanilic, acidul
siringic, acidul gentisic si acidul galic. Compusul principal este acidul galic, care se contine
in struguri intre 100 si 230 mg/kg.

Acizii hidroxicinamici. Acidul cinamic este un compus Cs-Cs produs printr-o dezaminare
a fenilalaninei catalizata de fenilalanind amoniacolaza, acidul paracumaric (p-cumaric),
fiind apoi produs prin hidroxilarea acidului cinamic [36]. Acidul cinamic si acizii
hidroxicinamici sunt, de asemenea, denumiti fenilpropanoide. Structura lor de baza include
un inel benzenic cu un lant alifatic cu 3 atomi de carbon, cu una sau mai multe grupari
hidroxil esterificate adesea intr-un ester a alcoolului alifatic. Acizii hidroxicinamici cei mai
raspanditi sunt acizii cafeic, p-cumaric, ferulic si sinapic. Sunt generati prin serii de
hidroxilare si metilare si se acumuleaza frecvent sub forma de esteri ai acidului tartric: acizi
coutaric, caftaric si fertaric, respectiv esterii acizilor p-cumaric, ferulic si sinapic. Acesti
constituenti sunt prezenti in fond in pulpa boabelor de struguri. Componenta majora a
acizilor hidroxicinamici din struguri este acidul caftaric (esterul cafeoil tartric) care poate
fi depistat intr-o cantitate de aproximativ 200 mg/kg [37].

Stilbenii sunt compusi polifenolici cu o structurd Cs-C»-Cg, doua inele benzenice legate
printr-o punte de metilen (Figura 4). Sunt produse in plante drept raspuns la atacurile
fungice, bacteriene sau virale, fapt demonstrat pentru transresveratrol [38]. Resveratrolul
este sintetizat prin condensarea 4-cumarilului cu 3 malonil CoA, fiecare oferind 2 atomi de
carbon. Reactia este catalizata de stilben sintetaza, produsii implicati fiind aceiasi ca si
pentru sinteza flavonoidelor, singura diferentd fiind enzima care catalizeaza reactia.
Resveratrolul in formele cis- si trans- se gaseste in tesuturile plantelor, in fond sub forma
de trans-resveratrol-3-O-glucozide [37]. Au fost identificate in struguri si forme
oligomerice ale stilbenilor, cum ar fi palidolul si viniferina, iar mai recent si un tetramer al
resveratrolului - hopeafenolul [39].

Continutul de catechine si procianidine (oligomeri ai catechinelor) variaza in functie de
tipul de struguri. Tn strugurii de masa continutul acestor compusi variaza intre 243 si 1,108
mg/kg, din care peste 89% sunt localizati in general in seminte [40]. O asemenea distributie
atestd faptul, ca tescovina de struguri rezultata in procesul de vinificatie prezintd o sursa
extrem de concentratd de compusi bioactivi.

Proantocianidinele, cunoscute si sub numele de tanini condensati si sunt sintetizati ca
metaboliti secundari polifenolici prin calea biosintetica flavonoida. Descoperite in 1947 de
catre Jacques Masquelier, care a dezvoltat si brevetat tehnici pentru extragerea
procianidinelor oligomerice din scoarta de pin si din semintele de struguri, procianidinele
sunt importante datorita proprietatilor lor biologice si fiziologice [41]. Proantocianidinele
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sunt compusi din fragmente de procianidind si prodelfinidind, legate intre ele printr-0
legatura C4-Csg (Figura 5).

2 "OH
OH
2
96
HO | ™ O, = OH
—
OH
H
SN ed
HO O ok
Ry
OH Ra
3 (R, = H, R, = OH) 5(R, = H, R, = OH)
4(R,=0OH,R,= H) 6 (R,=OH,R, = H)

Fig. 5. Structuri ale flavan-3-olilor si procianidinelor - constituenti principali ai
extractului de seminte de struguri: (+) - catechina (1), (-) - epicatechina (2), procianidina
B1 (3), B2(4), B3 (5), B4 (6) si C1 (7) [28]

Taninurile din tescovina de struguri sunt compuse in fond din proantocianidine sau taninuri
catehetice. Sunt compusi formati din unitati monomerice sau polimerice de flavan-3-oli.

Compusii fenolici din struguri poseda incontestabile proprietéti terapeutice, in special
pentru anumite patologii cronice precum ateroscleroza, diabetul, hipertensiunea arteriala si
anumite tipuri de cancer [42]. Dintre mecanismele de actiune ale compusilor fenolici,
implicate In prevenirea patologiilor cronice putem mentiona:
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— Efectul de captare directd a radicalilor liberi. Strugurii prezintd activitate
antioxidantd maximald, estimata prin testele ABTSe si DPPHe de captare a H>O»,
strans corelate cu prezenta flavan-3-olilor, acizilor fenolici si galatului de etil. Pielita
de struguri poseda activitate antioxidanta celulara asupra celulelor adenocarcinomului

(ECso = 56,4 mg TPC/mL), puternic corelatda cu prezenta flavonolilor si antocianilor
[43].

— Un efect benefic al antioxidantilor endogeni (vitamina E, vitamina C, 3-caroten
etc.) [44].

— Un efect de ,economisire” a enzimelor antioxidante (SOD - superoxid
dismutaza, catalaza, SeGSHPx — glutation peroxidaza) [45].

— Un efect important de micgorare a colesterolului si de reechilibrare a lipidelor
din sdnge (HDL/LDL) [46].

— Efectul de chelatare a cofactorilor de oxidare, acizilor grasi si anumitor ioni
metalici (Fe**, Cu") [47].

— Un efect inhibitor asupra enzimelor oxidative, cum ar fi ciclooxigenaze si
lipooxigenaze [45].

— Efect asupra sintezei NO 1n endoteliu la celulele peretelui arterial, ceea ce
conduce la vasorelaxare si hiperpolarizare a membranei prin eliberare de potasiu
extracelular [48].

— Un efect inhibitor Tn geneza producerii de NAPH oxidaza in celulele peretelui
vascular (aorta toracica si inimii), rezultind o micsorare a cantitatii de radicali liberi
formati [49].

Un efect important se datoreaza prezentei trans-resveratrolului. S-a demonstrat ca trans-
resveratrolul posedd efecte benefice asupra bolilor legate de procesele oxidante si/sau
inflamatorii. Un studiu a estimat aportul alimentar de 4 stilbene asupra populatiei adulte
spaniole a permis de a media aportului si provenienta acestora [50]. Cel mai raspandit
dintre cele patru stilbene studiate a fost trans-piceid (53,6 %), urmat de trans-resveratrol
(20,9 %), cis-piceid (19,3 %) si cis-resveratrol (6,2 %). Drept surse principale de
investigatii a acestor compusi au servit vinurile (98,4 %), strugurii si sucurile de struguri
(1,6 %), alunele, fisticul si fructele de padure (0,01 %). Numeroase studii au demonstrat ca
resveratrolul poseda un potential antioxidant evidentiat. Resveratrolul prezinta, de
asemenea, activitate antitumorald si este considerat un potential candidat pentru prevenirea
si tratamentul mai multor tipuri de cancer [51]. Proprietitile anticanceroase ale
resveratrolului au fost confirmate de multe studii in vitro si in vivo, care arata ci
resveratrolul este capabil sa inhibe toate etapele carcinogenezei (de exemplu, initierea,
promovarea si progresia). Mai mult, au fost raportate si alte efecte bioactive, si anume -
antiinflamatoare, anticancerigene, cardioprotectoare, vasorelaxante, fitoestrogenice si
neuroprotectoare. S-a raportat ca resveratrolul inhibd agregarea de trombocite si oxidarea
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LDL, protejind ficatul de peroxidarea lipidelor la sobolani, in afard de activitatile sale
anticancerogene.

Oligomerii procianidinei din semintele de struguri manifestd efect antioxidant de 20, 50
de ori mai mare in comparatie cu vitaminele C si E [52]. Proantocianidinele monomere si
polimerice din semintele de struguri poseda o activitate de baleiaj a radicalilor de superoxid
si hydroxil. De asemenea, s-a reportat ca anumiti polifenoli, de exemplu, epicatechina-3-
O-galat, procyanidins B2 si B2-3-O-galat, au posedat o activitate mai evidentiatd de
capturare a radicalilor de superoxid la pH 9 decat la pH = 7,5 [52]. Un studiu Tn vivo privind
efectele antioxidantilor a confirmat, ca proantocianidinele din semintele de struguri au o
actiune protectoare mai intensa decit vitamina E, vitamina C, vitamina E si C si -caroten
Tmpotriva peroxidarii lipidelor si fragmentarii ADN-ului la soareci. Un alt studiu in vitro a
aratat ca procianidinele din semintele de struguri ar putea reduce oxidarea acizilor grasi
polinesaturati din microzomii din ficatul soarecelui [53].

Pe linga alte capacitdti, procianidinele din seminte de struguri sunt de asemenea capabile
de a inhiba unele enzime ce catalizeaza formarea unor compusi care participa la vindecarea
inflamatiei, cum ar fi histamina, proteaza sericd, prostaglandina si leucotrenele [54].
Procianidina este capabila sa impiedice activitatea hialuronidazei, o enzima protioglican
violenta care ,,ataca” diferite tesuturi in timpul inflamatiei. Aceasta activitate a fost asociata
cu efectul antihistaminic sau cu capacitatea lor de a consolida membranele celulare de
bazofile si mastocite, care contin alergeni, impiedicind astfel hipersensibilitatea la polen si
alergeni alimentari [55].

2.3. Mecanisme de actiune antioxidanta a polifenolilor din struguri si vin

Efectele moleculare responsabile pentru proprietatile antioxidante ale polifenolilor sunt
cunoscute prin trei mecanisme principale, care decurg din reactia directa cu radicalii liberi
si chelatarea cu metalele libere, acestea din urma implicate in reactii generand in final
radicali liberi (Figura 6) [55].

In calitate de antioxidanti primari, polifenolii inactiveaza radicalii liberi prin transferul de
atom de hidrogen (HAT) (1) si prin mecanisme de transfer de electroni (SET) (2) [57]. In
mecanismul 1, antioxidantul, ArOH, reactioneaza cu radicalul liber Re transferandu-i un
atom de hidrogen prin fragmentarea homolotica a legaturii O-H:

ArOH + Re — ArOe +R (1)

rupturd OH homoliticd

o — 0
Re + RH
Ar Ar

(A) Transferul de atom de hidrogen (HAT) (1)
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extragerea’donarea
electronilor

.0 _ H,o
-, —
Ar Ar

(B) Transfer de electroni (SET) (2)

OH

n+ site 1

chelatarea ionilor
metalelor

—_—

(C) Chelatarea metalelor de tranzitie

Fig. 6. Mecanisme responsabile pentru proprietitile antioxidante ale polifenolilor
[58]

Produsii reactiei sunt speciile inofensive RH si radicalul ArOe oxidat (Figura 6 A). Chiar
daca reactia duce la formarea unui alt radical, acesta este mai putin reactiv fata de R, fiind
stabilizat de mai multi factori. Entalpia de disociere a legaturilor (EDL) al legaturii
fenolice O—H este un parametru important in evaluarea actiunii antioxidante. Cu cat
valoarea EDL este mai mica, cu atdt mai usor decurge disociatia legaturii fenolice O-H
si reactia cu radicalul liber.

Mecanismul SET (2) prevede donarea unui electron radicalului Re:
ArOH + Re — ArOH*" + R~ 2

Anionul R~ este o specie energetic stabild cu un numarul par de electroni, in timp ce
radicalul cationic ArOHe" prezinta specii radicalice mai putin reactive, in special deoarece
polifenolii sunt structuri aromatice in care electronul impar, provenit din reactiile cu
radicalii liberi, are posibilitatea de a fi distribuit in intreaga moleculd, rezultand o
stabilizare radicalici (Figura 6 B) [59]. In mecanismul SET, potentialul de ionizare este cel
mai semnificativ parametru pentru evaluarea activitatii de captare. Cu cat este mai mic
potentialul de ionizare, cu atat este mai usoara extragerea/donarea electronilor si reactia cu
radicalii liberi.

Un alt mecanism antioxidant constd in chelatarea metalelor de tranzitie, capabili de a
genera radicali liberi. lonii metalelor de tranzitie pot fi chelatati de polifenoli, conducand
la compusi complesi stabili (Figura 6 C) [60]. Unele metale in starea lor redusa de oxidare
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(in principal, ionul Fe*") pot fi implicate in reactiile Fenton, din care rezulti specii reactive
de oxigen foarte periculoase (ROS) [61]:

H,0; + M™ — HO + HOs + M(™D* (3)

Radicalul HO- este Tn general acceptat ca fiind unul dintre cei mai reactivi radicali. Are un
timp de Injumatatire foarte scurt (aproximativ 109 s) si o reactivitate foarte mare.
Hidroperoxizii sunt metabolizati de superoxid dismutaza, dar radicalii hidroxil nu pot fi
eliminati prin reactii enzimatice si vor reactiona cu orice tip de substrat [62].

Ionii metalelor de tranzitie precum cuprul, manganul, cobaltul, in anumite conditii, sunt
capabili sa catalizeze aceasta reactie daca nu sunt legati de proteine sau chelatori. Reactii
similare pot provoca o acumulare specifica de radicali liberi, care initiazd procesele de
deteriorare a biomoleculelor.

Reactiile Fenton decurg in neuronii dopaminergici ai tesutului nervos, unde in mod normal
catabolismul dopaminei produce anumite cantitati de peroxid de hidrogen. Acumularea de
radicali liberi Tn acesti neuroni poate fi desemnata ca principalul agent etiologic al bolii
Parkinson. Alte boli neurodegenerative, precum boala Alzheimer (AD) au ca semn
distinctiv o crestere semnificativa a fierului in unele regiuni ale creierului [63].

Agentii de chelare a metalelor diminueaza potentialele lor redox, inactivandu-le. Mai mult,
chelatorii naturali ai metalelor, cum ar fi flavonoidele, manifesta efecte benefice asupra
organismului, Tn timp ce chelatorii sintetici pot prezenta unele probleme de toxicitate.
Flavonoidele cu grupele lor hidroxil multiple si gruparea carbonil la pozitia 4 pe inelul C
pot oferi mai multe pozitii disponibile pentru complexarea metalelor.

Investigatiile experimentale au indicat posibila existentd a chelatilor intre doua molecule
de quercetind si Fe (II) [58]. Formarea chelatilor din doud molecule de quercetine
deprotonate a demonstrat, ca cele mai stabile complexe corespund stoichiometriei de 1:1,
care implicd atomii de oxigen legati de perechile de carbon 3-carbon 4 si carbon 4-carbon
5, precum si pozitiile ,,CiS” si ,,trans” ale celor doi anioni de quercetina din jurul cationului.
Geometria de coordonare este tetraedrica, implicand doud grupari carbonil - O (2,035
si 2,032 A) si doud hidroxil - O3 (1,924 si 1,925 A), iar sarcina ionului de fier este 1,41
eV, ceea ce sugereaza un transfer de sarcind de la ligand la cation. Analiza orbitalilor de
legitura a indicat prezenta a doud legaturi covalente intre Fe** si atomul de oxigen a
ambelor grupari 5-OH deprotonate. Suprapunerea implica cele doua orbitale hibride sp (s-
11,30%, p-88,7%) si sd (s-19,00%, d-81%) de oxigen si, respectiv, fier. De asemenea,
calculele arata ca pozitia ,,-CiS” a quercetinei este favorizata energetic in raport cu pozitia
»-trans”, datorita stabilitatii mai mari a coordonadrii tetraedrice [58].

Polifenolii sunt sisteme plane caracterizate printr-o conjugare extinsa si delocalizare a
electronilor p, implicata de ciclurile aromatice si substituenti. Aceasta delocalizare asigura
indepartarea unui atom de hidrogen sau unui electron cu formarea de specii radicalice
stabile. Electronul impar este delocalizat pe intreaga molecula datoritd geometriei plane a
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moleculelor. Stabilitatea radicalilor este sporita de posibilitatea formarii legaturi interne de
hidrogen intre atomul de oxigen radicalizat si hidroxilul vicinal.

Cele mai eficiente sisteme care pot functiona prin mecanismul de transfer al atomului de
hidrogen moleculele orto-dihidroxifunctionalitate. In aceste cazuri, valorile entalpiei de
disociere a legaturilor sunt foarte mici fatd de compusul de referintd — fenol, deoarece
radicalizarea hidroxililor lor genereaza specii stabilizate de legaturi de hidrogen
intramoleculare, altele decat prin efectele de rezonantd ale substituentilor. Deci,
hidroxitirosolul, acidul galic, acidul cafeic, epicatehina, quercetina sunt excelente
captatoare de radicali liberi prin captare de atomi de hidrogen.

Transferul de electron este mai eficient pentru compusii cu conformatie pland si
delocalizare electronica extinsa, astfel incat valorile potentialelor de ionizare sa fie mai
mici In comparatie cu fenolul de referinta, astfel ca la tocoferol, reseveratrol, quercetina.

Majoritatea polifenolilor elimina radicalii liberi prin mecanismul de transfer al atomului de
hidrogen, deoarece Tn procesul de transfer al unui singur electron sunt implicate energii
nalte. Aceste concluzii ar putea avea o baza mai ferma prin calculele starilor de tranzitie
si a intermediarilor pentru diferite etape ale reactie. Flavonolii prezinta efect antiradicalic
mai puternici in comparatie cu flavonele corespunzatoare datorita prezentei gruparii 3-
hidroxil. O grupare hidroxil suplimentara in inelul B (gruparea pirogalol) pare sa
L~imbundtateasca” si mai mult capacitatea antioxidantd. Dimpotriva, prezenta unui singur
hidroxil in inelul B diminueaza capacitatea antioxidanta. Antocianidinele si glicozidele lor
pot fi echipotente cu quercetina si galatii de catehind, cu conditia ca in inel sa fie prezenta
o structura catecol.

Polifenolii sunt capabili sd chelateze metalele de tranzitie prin intermediul gruparilor OH
multiple si fragmentului carbonil. Flavonolul quercetina, spre exemplu, poate forma
complecsi stabili cu cationii Fe** si Cu*" atat in forma neutrd, cat si in forma ionizata.
Printre posibilele locuri de chelatare, pozitiile 3-OH/4-ceto si 5-OH/4-ceto sunt cele care
prezinta o capacitate mai mare de complexare, in timp ce catecolul pare a fi un agent slab
de chelatare.

2.4. Cercetari privind compozitia polifenolica si activitatea antioxidantd a vinurilor
moldovenesti de soiuri autohtone

Tn ultimele decenii Republica Moldova a realizat un salt enorm in dezvoltarea cultivarii
soiurilor de struguri autohtoni, iar vinurile produse sunt apreciate la un nivel inalt de
specialistii din Intreaga lume. Potrivit datelor prezentate de Ministerul Agriculturii, 11 mii
hectare sunt plantate cu soiuri de vita de vie moldoveneasca. Cele mai populare din acestea
sunt: Feteasca Alba, Feteasca Regala, Feteasca Neagra, Rard Neagra si Viorica [64]. Aceste
soiuri sunt plantate si utilizate pe larg de vinariile autohtone la producerea unor vinuri de
calitate, deja apreciate pe piata internationala.
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Un interes major il prezintd elucidarea compozitiei si a proprietatilor antioxidante a
substantelor biologic active din vinuri rosii de soiurile Rara Neagra, Feteasca Neagra in
comparatie cu soiurile europene, precum si soiurile de struguri albi Viorica, Feteasca

Regala si Feteasca Alba.

Pentru cercetari au fost utilizate vinuri din struguri de soiuri de selectie autohtona (roada

anului 2018-2020), produse in sectia de microvinificatie a Centrului de excelentd in
oenologie, UTM, precum si vin sec rosu Rara Neagra de Purcari, produse la I.M. Viniria
Purcari S.R.L., r-nul Stefan Voda, s. Purcari, Republica Moldova. La prima etapa, au fost

evaluate caracteristicile senzoriale ale vinurilor analizate. Analiza senzoriala a fost

realizata de 10 sommelieri si degustatori de la UASM Cluj-Napoca si UTM. In Tabelul 1
sunt prezentati descriptorii aromatici ai vinurilor studiate, in conformitate cu libera
exprimare a evaluatorilor.

Tabelul 1

Analiza organoleptica a vinurilor Rara Neagra, Feteasca Negra, Feteasca
Regala, Feteasca Alba, Virica

Denumirea Caracteristica organoleptica
vinului Limpeditate | Culoare Aroma Gustul
Rara Limpede, Rosie intensa, | Nuante de | Nuante de mur3, in
Neagrd fara sediment | cu reflexii | coacaza neagra | general, echilibrat,
si incluziuni | violacee, si de fructe | consistent si
strdine culoarea rodiei | uscate, prune si | viguros
ciocolata
Feteasca Limpede, Rosie  foarte | Caracteristica Nuanta de mura,
Neagrd fara sediment | intense soiului cu | este, n general,
si incluziuni nuante de | echilibrat,
straine coacdzd neagra | consistent si
si de fructe | viguros, gust de
uscate si 1n | "copt”
special  prune
uscate
Feteasca Limpede, Alb-verzui cu | Originala, de tip | Gustul placut, bine
Regala fara nuante galbui | floral, usor de | conturat, plin de
sediment. sau  galben- | recunoscut. finete, este acrisor,
verzui. asemdnator cu a
marului romanesc
de vara.
Feteasca Limpede Culoare Flori de cdmp si | Vin catifelat si
Alba galbena, cu | a fructelor bine | corpolent, bine
reflexii verzui | coapte, precum | conturat de
aroma perelor
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accentele fructelor
citrice
Viorica Limpede, Culoare galben | Flori de salcam, | Gust inedit,
fara sediment | pai cu reflexii | iasomie, tei; | proaspat de fructe,
Verzui, citrice, busuioc, | cu note de citrice
transparent, cimbru putin condimentate
auriu-deschis

Caracteristicile senzoriale ale vinurilor sunt intr-o corespundere cu soiul analizat. Toate
vinurile se caracterizeaza cu o limpeditate relativa, sunt lipsite de sediment si incluziuni
mecanice.

Aroma vinurilor obtinute din soiul Feteasca Neagra este placutd, complexa si originala,
contribuind la aceasta §i aroma strugurilor din care provin, cu nuante de coacaza neagra
sau aroma de prune uscate.

Gustul cu nuante de mura, este, iIn general, echilibrat, consistent si viguros. Aciditatea
potrivita, caracteristica soiului, intervine benefic, cu o amintire placuta si persistentd. In
conditiile Republicii Moldova soiurile tehnice acumuleaza o cantitae mare de compusi
fenolici, fapt ce se depisteaza in gustul vinului si sd exprimd cu o astringenta inalta,
extractivitate si persistentd in gust indelungata.

Tn Tabelul 2 sunt prezentate rezultatele cantitative ale evaluarii vinurilor autohtone drept
media aritmetica a notelor acordate de evaluatori.

Tabelul 2
Analiza senzoriala a vinurilor autohtone Feteasca Alba, Feteasca Regala, Viorica,
Feteasca Neagra, Rara Neagra

. Vizual Olfactiv Gustativ Armonie/ )

Denumire i Punctaj |Evahator|

vin Evatare) = oo™ | i)

Limpiditate | Aspect | Culoare |Tipicitate| Intensitate | Calitate |Tipicitate|Intensitate | Persistenti| Calitate | globald

i‘l’:’?m 4,36 427 427 3,00 6,82 13,27 491 643 636 18,18 073 81,50 11
Feteasvca 4,00 4,00 410 4,80 6,50 12,60 430 6,00 6,00 15,70 950 77.50 10
Regali
Viorica 3.80 3.80 380 4.80 6,50 13,20 4,70 650 6.70 17.50 980 81,10 10
F:etmsga 3,50 3.80 380 3.80 340 12.40 3.60 540 3,70 15,10 8350 71,00 10
Neagri
Rari
Negri 2,80 2,90 320 3,80 3,00 11,20 380 530 360 14,50 850 66,60 10
2018
Rari
Neagri 4.09 4.18 418 536 6,91 13,27 5.09 718 6.01 18.73 10.00 84.67 1
2020
Punctaj
maxim 3 3 3 6 8 16 6 8 8 2 11 100
oIV

Pentru vinurile rosii se atestd o diferentd semnificativad la criteriul Gustativ, si anume
Tipicitatea, Intensitatea si Calitatea cu diferente a cate 2 unititi. Pentru vinurile albe, o
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diferentd mai semnificativa se observa la fel pentru criteriul Gustativ si anume Calitatea cu
o diferentd de 3 uniati dintre Feteasca Regala si Feteasca Alba. Pe primul loc dintre vinurile
rosii se situeaza Rara Neagra, iar dintre vinurile albe - Feteasca Alba.

Indicii fizico-chimici ai vinurilor examinate au corespuns categoriilor propuse. Toate
vinurile au posedat un grad nalt de alcool (12-14% vol.), ceea ce asigurad o stabilitate
fizico-chimica a vinului. Aciditatea titrabild a probelor analizate se afla in limitele
admisibile (min. 4,0 g/dm?®). Aciditatea volatila prezinta valori medii (0,4-0,5 g/dm®), ce nu
depisesc normele stabilite (1,2 g/dm®). Continutul de acid sulfuros liber si total in probele
analizate reprezinti valori medii (60-80 g/dm?).

Continutul total de polifenoli (CTP) a fost determinatd prin metoda Folin Ciocalteu.
Continutul total de polifenoli al vinurilor rosii a reprezentat valori de pana la 10 ori mai
mare in comparatie cu cele rozé si albe. Aceste diferente sunt rezultatul unei mai bune
extractii a compusilor fenolici, timpului de contact mai mare cu pielita si semintele
strugurilor, conditiilor de fermentare si temperaturii, pentru vinurile rosii, spre deosebire
de cele albe. Valorile CTP pentru vinurile rosii nu a variat esential, continutul fenolic al
vinului Feteasca Neagra fiind mai mare cu cateva unitati in comparatie cu vinul Rara
Neagra. Valoarea CTP a variat intre diferitele probe de vin, in functie de soiul de struguri,
factorii de mediu in podgorie, tehnicile de procesare a vinului (Figura 7).

600+
2 400
K}
=
g,
=
]
an 200
=
0
> o4 vid ' o
& & R, ¥ R
‘\dgé a\q Q@% 4\0{\ Q_@o X :fb‘@
g & & & &
¢ ¥ & & &
& © & ¢

Fig.7. Continutul de polifenoli totali, exprimata in ug acid galic/mL proba

Studiile anterioare ne sugereaza ca aproape 70% din polifenolii prezenti raman 1n deseuri
dupa procesare. Acesti polifenoli pot fi utilizati in alte domenii i anume farmaceutica,
alimentard, deoarece prezinta o sursa de compusi biologici activi. Pigmentii rosii din pielita
strugurilor, de exemplu antocianii, degradeaza usor, din acest motiv este necesar de luat in
considerare operatiile tehnologice optime si alte ingrediente din alimente ce pot influenta
capacitatea antioxidanta si proprietatile sensoriale.

Continutul de flavonoide totale in soiurile autohtone Feteasca Neagra si Rara Neagra a fost
relativ mai redus in comparatie cu soiul Cabernet Petit (Figura 8).
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Fig.8. Cantitantea de flavonoide totale exprimate in ug quercetind/mL proba

Tn general, flavonoidele si procianidinele sunt considerate a fi doua grupe principale de
constituenti activi din struguri. Timpul si temperatura sunt factori foarte importanti ce
actioneaza asupra continutului flavonoidelor in vinuri.

Studiul efectuat de Spigno si colab. [65] a aratat legatura intre activitatea antioxidanta si
continutul de polifenoli 1n tescovina, iar procesul de liofilizare nu afecteaza compozitia si
activitatea antioxidanta a extractelor din aceastd materie prima. In procesul studiului a fost
evaluata activitatea antioxidanta a vinurilor prin metoda DPPH [66]. Rezultatele obtinute
sunt prezentate n figura 9.

S-a constatat, cd capacitatea antioxidanta a vinurilor autohtone Feteasca Neagrd si Rara
Neagri, desi mai redusa decat a vinurilor din soiul Cabernet Petit, constituie cca 500- 620
uM Trolox echivalent, cee ce denotd un efect antioxidant marcant al acestor vinuri. Este
necesar de constata, ca capacitatea antioxidanta a vinurilor autohtone albe este considerabil
mai redusa.
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Fig. 9. Capacitatea antoxidanta (metoda DPPH) exprimata in uM Trolox
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Un interes deosebit prezinta identificarea compusilor polifenolici individuali din vinurile
moldovenesti autohtone. In acest context, probele de vin au fost analizate prin metoda
HPLC-DAD-ESI, evident, dupa o pregatire speciala. Proba de vin s-a filtrat prin filtru
Chromafil extra nylon 0.45 pm si 20 pl si ulterior analizat. S-a utilizat cromatograful
Agilent 1200 echipat cu pompa quaternara, degazor pentru solventi, autosempler, detector
UV-Vis cu fotodioda (DAD) cuplat cu detector de masa (MS) single quadrupole Agilent
model 6110 (Agilent Techologies, CA, USA).

Separarea compusilor s-a efectuat pe o coloana Kinetex XB C18, dimensiuni 4.6x 150 mm,
cu particule de 5 um (Phenomenex, USA), utilizand fazele mobile (A) apa + 0.1% acid
acetic si (B) acetonitril + 0.1% acid acetic in gradientul de mai jos, timp de 30 minute, la o
temperatura de 25 0 C, cu un debit de 0.5 ml/min. Gradient (exprimat in % B): 0 min, 5%
B; 0-2 min, 5% B; 2-18 min, 5%-40% B; 18-20 min, 40%-90% B; 20-24 min, 90% B; 24-
25 min, 90%-5% B; 25-30 min, 5% B.

Valorile spectrale s-au inregistrat pe domeniul 200-600 nm pentru toate peak-urile.
Cromatogramele s-au inregistrat la lungimea de unda A = 280, 340 si 520 nm. Lungimea
de unda A=280 nm este specificd pentru toate subclasele de compusi fenolici (acizi
hidroxibenzoici, acizi hidroxicinamici, flavanoli, flavonoli si antocianine), A=340 nm este
specificd acizilor hidroxicinamici si flavonolilor, iar lungimea de unda A=520 nm este
specifica antocianelor.

Compusii fenolici s-au identificat dupa timpul de retentie, spectrele de absorbtie UV-Vis si
spectrele de masa inregistrate pentru fiecare peak. Pentru MS s-a utilizat modul ESI pozitiv
de ionizare full scan In urmatoarele conditii de Iucru: tensiune capilara 3000 V, temperatura
350 °C, debit azot 7 1/min si m/z 120-1200. Achizitia datelor si interpretarea rezultatelor s-
a realizat utilizand softul Agilent ChemStation.

Cuantificarea acizilor hidroxibenzoici si flavanolilor s-a efectuat cu ajutorul curbei de
calibrare pentru acid gallic (R* = 0.9978), acizii hidroxicinamici s-au cuantificat ca
echivalent al acidului chlorogenic (R? = 0.9937), flavonolii - ca echivalent de rutina (R? =
0.9981), iar pentru antocianine s-a obtinut o curba de calibrare cu cianidina (R? = 0.9951).

Identificarea si cuantificarea compusilor bioactivi s-a efectuat pentru urmatoarele subclase
de polifenoli: acizii fenolici (hidroxicinamic, hidroxibenzoic) si derivatii lor, stilbena,
flavanoli, antocianine. Exemplul de cromatograme ale viniului rosii Rara Neagra este
prezentat in figura 10. Vinul autohton Rara Neagra ne uimeste cu prezenta unui numar
impunétor de compusi fenolici (A=280 nm), precum: acizii hidroxicinamici (cafeic,
caftaric, cutaric, cumaric, ferulic) si compusi flavanolici (catechina, epicatechina) (A=340
nm), responsabili de activitatea antioxidanta a substantelor biologic active. Rard Neagra
este un soi deosebi de bogat si in antocianine (A=520 nm). Continutul total de compusi
polifenolici Tn probele analizate constituie 1355 mg/dm®.
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Fig.10. Cromatograma probei de vin Rard Neagrd, a.r. 2020:
A (A=280 nm), B (1=340 nm), C (A=520 nm)
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Cromatograma vinului alb (Feteasca Alba, a. r 2020) este prezentata in figura 11.
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Fig. 11. Cromatograma probei de vin Feteasca Alba, a.r.2020: A (A=280 nm),
B (4=340 nm)

In vinurile rosii au fost cuantificati cca 25 de compusi polifenolici. Analiza datelor obtinute

demonstreaza, ca continutul polifenolilor (chiar §i in cazul aplicarii aceleiasi tehnologii)
depinde de anul recoltarii. Astfel, compararea probelor de vin Rara Neagra, anul recoltarii
2018 si 2020, a constatat micsorarea esentiald a continutului total de polifenoli: de la 1355
mg/dm? (a. r. 2020) la 605 mg/dm?® (a. r. 2018). In special se reduce continutul de esteri ai
acizilor hidroxicinamici (exemplu - etilgalat), dimerul procianidinei, epicatechina,
quercetina, quercetin-arabinosida, quercetin-glucoside, quercetin- glucuronide si unii acizi
hidroxicinamici (exemplu — acidul siringic).

Compararea soiurilor autohtone cu vinul obntinut din soiul Cabernet Petit atestd cantitati
apropiate de polifenoli totali (a.r.2020, vinul Rard Neagrd — 1355 mg/dm? vis-a-vis de
Cabernet Petit- 1249 mg/dm®). in cazul soiului Feteasca Neagri continutul total de
polifenoli este mai redus - 792 mg/dm?, insi acest vin se caracterizeazi printr-un continut
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important de resveratrol, care depaseste de 4 ori continutul de resveratrol in vinul din soiul
Cabernet Petit si de 2 ori - vinurile din soiul Rara Neagra.

Prezenta acelorasi antocianine a fost atestata in toate vinurile rosii. Concentratiile unor
antocianine detectate n vinul Cabernet Petit au depasit valorile din vinurile autohtone, de
exemplu - pelargonidin-glucoside, peonidin-acethyl-glucoside, peonidin-cumaroil-
glucosida. Totusi continutul de malvidin-acettil-glucosida a fost mai ridicat in vinul de soi
Rara Neagra.

Continutul total de polifenoli a vinurilor albe autohtone variaza in intervalul 250- 296
mg/dm?, fiind atestati aceeasi compusi, cu exceptia, evident, a antocianinelor (figura 11).
Feteasca Alba se caracterizeaza prin cantitati mai mari de acid p-hidroxibenzoic; Feteasca
Regala — prin cantitati mai mari de acizi galic si trans-caftaric; Viorica — prin prezenta net
superioara a acidului siringic. Prezenta resveratrolului a fost atestatd In cantititi ce nu
depaseai 1,5-1,8 mg/dm?®in vinurile de soi Rara Neagri si Viorica. Rezultatele cercetiriror
demonstreazd, cd vinurile moldovenesti prezinta surse extrem de bogate in compusi
bioactivi.

Resveratrolul poseda un puternic efect antiinflamator si antibacterian, mentine elasticitatea
si fermitatea pielii si Tmpiedicd Tmbatranirea ei prematurd, este, de asemenea, un bun
antialergic, recomandat si persoanelor ce sufera de astm bronsic [67].

i@r/\\/COOH
HO Y

3

OH HO

acid cafeic ~
HO/\\/

S
"
5

reservatrol

Datorita proprietatilor sale amfifile, resveratrolul ofera o protectie antioxidanta mai
puternicad decat vitaminele E si C. Structura sa este caracterizatd de doua inele fenolice,
conectate printr-o legatura dubld, fiind caracterizatd prin planaritate, conjugare si
delocalizare electronicd. Pozitia reciproca a grupelor hidroxile nu permite formarea
legaturilor de hidrogen intramoleculare. Insi radicalizarea gruparilor OH genereaza
radicali extrem de stabili [68]).

Radicalizarea acidului cafeic genercaza doi radicali - 3-OH si 4-OH. Efectul de
delocalizare electronica al gruparii -CH=CH-COOH este responsabil pentru stabilitatea
energeticd a radicalului format. Prezenta puntii -CH=CH- intre benzen si gruparea carboxil
din acidul cafeic favorizeaza rezonanta si efectele de conjugare. Grupurile OH sunt
implicate In formarea legaturilor de hidrogen.

Pentru comparare, in acidul rosmarinic, extras din Rose marinus officinalis L. numai la
prima specie formele de rezonanta aratd electronul nepereche raspandit pe intregul
molecula [69].
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Astfel, acidul cafeic si derivatii lui prezinta proprietdti antioxidante marcante. Catehina si
epicatehina actioneaza drept antioxidant si participa la neutralizarea radicalilor liberi,
compusi chimici instabili care pot distruge membranele celulare si ADN-ul, cauzéand
moartea celulelor [70]. Motivul consta in faptul ca radicalizarea moleculelor de catechina
si epicatechina conduce la formarea unor specii radicalice izoenergetice extrem de stabile.
In absenta conjugirii cu inelul C, principalul factor de stabilizare este legitura interna de
hidrogen la inelul B.

catehina epicatehina

Mai multe studii clinice au evidentiat faptul, ca actiunea antioxidanta a quercitinei este
mult mai evidentiatd in comparatie cu ce a vitaminelor C si E, dar si a betacarotenului.
Calculele teoretice indica faptul ca quercetina poate exista In doi stéri de conformare, care
se pot interconverti cu usurinta [71]. Zece radicali pot sa se formeze rupand legaturile 3-,
3, 4%, 5-si 7- O-H, toate caracterizate drept specii plane. Golurile energetice intre
radicalii formati la radicalizarea inelelor B si C se incadreazd in 8 kcal/mol, in timp ce
radicalizarea inelul A produce radicali cu energie inalta (13-25 kcal/mol) [72].

quercitina

Acesti din urma radicali prezinta o distributie de spin care lasa electronul impar pe locul
de radicalizare.

CONCLUZII

Vinurile moldovenesti autohtone: rosii - Rara Neagra, Feteascd Neagra si albe - Feteasca
Alba, Feteasca Regala, Viorica prezinta surse veritabile de compusi bioactivi, cu capacitate
antioxidantd importanta. Continutul total de polifenoli in vinurile rosii a fost de pana la 10
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ori mai mare in comparatie cu cele albe. Aceste diferente sunt rezultatul unei mai bune
extractii a compusilor fenolici, timpului de contact mai mare cu pielita si semintele
strugurilor, conditiilor de fermentare si temperaturii, pentru vinurile rosii, spre deosebire
de cele albe. Dintre polifenolii importanti, compusii majoritari determinati in toate probele
au fost acizii galic, resveratrol, acid cafeic, catehina, epicatehina si procianidina.

Polifenolii din struguri si vin prezinta sisteme plane caracterizate printr-o conjugare extinsa
si delocalizare a electronilor p, care implicata de ciclurile aromatice si substituenti. Acestea
genereaza specii radicalicee stabile la Tndepartarea unui atom de hidrogen sau un electron
[73]. Electronul impar pare a fi delocalizat pe intreaga moleculd datoritd conformatiei
geometrice plane. Stabilitatea radicalilor formati este sporita de posibilitatea de a stabili
legdturi interne de hidrogen intre atomul de oxigen radicalizat si hidroxilul vicinal.

Cele mai eficiente sisteme care pot functiona prin mecanismul de transfer al atomului de
hidrogen sunt compusii orto-dihidroxifunctionalitati. in aceste cazuri, valorile energiei de
legatura sunt foarte mici fatd de compusul de referintd (fenol), deoarece radicalizarea
hidroxililor genereaza specii stabilizate prin legaturi de hidrogen intramoleculare, altele
decat efectele de rezonanta ale substituentilor.

Majoritatea polifenolilor par sd capteze radicalii liberi prin mecanisme de transfer a
atomului de hidrogen, deoarece in procesul de transfer a unui electron sunt implicate
energii inalte. In cadrul mecanismului de transfer de electron, optimali sunt compusi care
prezinta conformatie plana si delocalizare electronica, astfel incat valorile poitentialelor de
ionizare sd fie mai mici decat pentru fenolul de referintd, asa cum apare in tocoferol,
reseveratrol, quercetina.

NOTA DE APRECIERE

Aceastd lucrare a fost realizatd in cadrul proiectului national de cercetare NTr.
20.80009.5007.27 ,,Mecanisme fizico-chimice ale proceselor redox cu transfer de electroni
implicate 1n sistemele vitale, tehnologice si de mediu”.
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