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Summary

Carpomass generated in vitro as a real alternative to chokeberry Aronia
melanocarpa (Michx.) Elliot fruits in vivo

Comparative total polyphenols, flavonoids, anthocyanins, phenylpropanoid
acids, tannins of chokeberry fruits in vivo and their generated pigmented
carpomass in vitro have been evaluated in this study by using Folin-Cio-
calteau, spectrophotometric and titrimetric methods. The total polyphenol
content varied from 36 780 mg/kg in green carpomass to 65 579 mg/kg in
violet carpomass. The amount of flavonoids was expressed by g% rutoside
and ranged from 0,483 to 0,230 in violet and green carpomass respectively.
The content of the tannins varied from 11,3% to 2,6% in violet and green
carpomass respectively. The maximum content of these fenolic compounds was
in the violet carpomass. The minimum content was identified in the chokeberry
fruits, the anthocyanins being an exception in this respect, with the maximum
content in chokeberry fruits. The antiradical activity of the analysed samples
has been evaluated in correlation with the polyphenolic content.

From the point of view of phenolic content and antiradical activity, all pig-
mented carpomass in vitro and especially violet ones can be regarded as an
alternative to raw materials in production of health beneficial functional food
for chokeberry fruits in vivo.

Key words: chokeberry fruit, fruit in vivo, fruit in vitro, polyphenol, anti-
radical activity.

Pe3tome

Kapnomaccot nonyuennsie in vitro — peanbHasa aibmepHamuéa 014 nio00e
yepnonnoonoi paounvt «Aronia melanocarpa» (Michx.) Elliot in vivo

CpasnumenvHulil anaius cooepicanus noau@enonos, PiasoHoudos,
aHmoyuano8, (eHuInPoOnanossix KUciom, 0yOuUIbHbIX euecms niodos
UePHONIOOHOU PAOUHBL U UX PPYKMOBBIX BUOMACC, NOTYUEHHBIX 8 YCTOBUAX
in vitro 6wvin nposeden Folin-Ciocalteau, cnekpogpomomempuueckum u
mumpumempuyeckum memooamu. Cooeporcanue nonugheHonos eapbupyem om
36780 mg/kg 6 3enenoti buomacce 0o 65579 mg/kg 6 puonemosoii buomacce.
Cooeporcanue ¢hnasonoudos bwina svipadicena 6 g% pymosuo u koneonemcs
om 0,483 00 0,230 6 puonemosoii u 3eneHoil 6uomMaccax, coomeemcmeeHHo.
Jlyounvreie ewecmsa— 11,3% u 2,6% 6 mex sice buomaccax, coomeemcmeeHo.
Maxcumym coodepaicanusi ucciedyemuvlx (PeHoNbHbIX COeOUHeHUll Obl
ommeueH & Qhuonemosoil buomacce, 3amem 8 n100Ax 4epHONI00HOL PAOUHBI,
UCKIIIOYEHUEe COCMABULO COOepIcante aHmoyuanos, ¢ MaAKCUMAalbHbIM
colepaicanuem 8 N100ax. AHMUpaouKkanbHas aKmusHOCMb UCCTedyeMblX
npob bwvlia npogedera 6 Kopperayuu ¢ cooepiicanuem nonugenonos. Hexoos
U3 YyCManoGIeHHOl KOPpensyuu Mexcoy cooepucanuem noiugenonros u
AHMUPAOUKATLHOU AKIMUBHOCTU 8CE NUSMEHIMUPOBAHHbBIE KAPNOMACCYL in
Vitro, u 6 0cobeHHOCIU (PUONEemMosas, Mo2ym Oblms PACCMOMPEHDL 8 KAUECmEe
peanvHoll anbmepHamussbl Cblpbe8020 Mamepuaild npu npou3eoocmese
300p0OBbIX, NOJIE3HbIX NUUEBBIX NPOOYKIMOE Ol NI0008 YePHONTOOHOU
pAabumsl in vivo.

Knrwuessie cnosa: ueprnonnoonas psabuua, nioosl, in vivo, in vitro,
nonUGDEeHoNbl, AHMUPAOUKATILHASL AKMUBHOCHTb.
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. Introducere

La hotarul dintre mileniile Il si

¢ 1l a crescut simtitor interesul fata
i defructe, in calitate de surse bogate
: In compusi naturali. Fructele sunt
: indispensabile in hrana zilnica, con-
© stituind suportul util al alimentatiei
. sanatoase, promovate de Organiza-
: tia Internationald a Sanatatii (WHO)
. —Alimentul sdndtos pentru modul sa-
i ndtos de viata [4]. Cercetatorii apre-
i ciaza ca este necesar de consumat
: zilnic fructe cu cantitati insemnate
¢ de antioxidanti, in special compusi
: fenolici, vitamine [16, 21]. In acest
. sens prezinta interes fructele de
. aronie A. melanocarpa (Michx.) Elliot,
: valoarea alimentara si terapeutica
i a carora este oferita preponderent
: de compusii fenolici (flavonoide,
i antociani, compusi fenilpropanici,
¢ taninuri) [11, 23]. Gratie continutului
¢ fenolic produsul medicinal vegetal
© Aroniae fructus are valoroase calitati
. terapeutice: vasoprotectoare [1],
. hipotensiva, antioxidanta [11, 26];
. chimiopreventiva, antiinflamatoare,
. antiarteroscleroticd, gastroprotec-
: toare, antimutagenica [8], antimicro-
i biana, antivirala [25] etc.

In ultimele decenii fructele de

aronie sunt foarte solicitate pe piata
: mondiala ca sursa importanta de
: coloranti naturali alimentari [12] si
: produs comercial dietetic, sanatos,
: cu calitati antioxidante, bine-venit
: in regimul alimentar zilnic pentru
¢ profilaxia, fortificarea organismului
i si promovarea modului sandtos de
¢ viata [9, 15]. Studiile medico-bio-
: logice si evidenta statistica recenta
¢ [25] arata ca fructele de aronie au
: fost cele mai frecvente obiecte de
: investigatii pe parcursul ultimilor
: 15 ani. Conform informatiei Mintel
. International’s Global New Product
: Database, in ultimul deceniu A. mela-
i nocarpa a fost introdusa in multiple
. proiecte interstatale de cercetare (de
‘ la2inanul 1997 panala30in 2008),




fiind considerata una dintre plantele producatoare
de fructe cu continut fenolic cu cele mai mari pers-
pective in alimentatia sandtoasa [9].

A. melanocarpa este o planta originara din
America de Nord si, gratie calitatilor gustative si cu-
rative ale fructelor, a fost cultivata pe arii extinse atat
in tarile europene, cat siin cele asiatice.In Republica
Moldova, plantatiile de aronie in ocolurile silvice
ocupd o suprafata de 157,8 ha. Conform Agentiei de
Stat pentru silvicultura Moldsilva, panain 2005 anual
se colectau circa 1900 chintale de aronie [22], iar in
ultimii ani recolta este destul de modesta.

Desi planta nu este o cultura problematica in
locul nativ de formare, colectarea fructelor calitative
pentru satisfacerea cerintelor mereu crescande nu
este posibila din diferite motive aparute in ultimele
decenii: factori climaterici intr-o continua schimbare,
frecventa cataclismelor naturale in ascensiune (in-
gheturi si ploi reci in perioada de inflorire, secets,
canicule estivale indelungate, vanturi uscate pe
parcursul maturizarii fructelor); consecinte negative
ale crizei ecologice (ploi acide, gaz de sera, elemen-
te nocive in sol si atmosfera etc.); lucrari sezoniere
agrotehnice, de profilaxie si protectie anevoioase si
costisitoare; inconveniente si dificultati la colectarea,
transportarea si pdstrarea fructelor; plantatii adap-
tate la tehnologii mecanizate de ingrijire si recoltare
a fructelor, cu impact negativ asupra longevitatii si
viabilitatii plantelor etc.

Aceste impedimente pot fi inlaturate prin apli-
carea microtehnicilor de culturi celulare si tisulare in
vitro cu evidente avantaje, cum ar fi: independenta
de factorii climaterici si rotatia sezoniera; posibili-
tatea dirijarii factorilor fizici si chimici; producerea
in proportii, flux continuu si conditii ecologic con-
trolate; vectorizarea directiei metabolice si dirijarea
acumularii metabolitilor utili; reducerea riscului
contamindrii cu agenti patogeni; izolarea si purifi-
carea mai usoara a compusilor utili etc. Rolul decisiv
revenindu-i factorului uman, in culturi in vitro poate
fiasigurata securitatea produselor alimentare si tera-
peutice, produsul final fiind supus controlului riguros
privind prezenta impuritatilor si toxinelor, [7].

Compusii fenolici cu efecte antioxidante con-
stituie ingredientul de baza al rationului alimentar
al persoanelor cu risc de cancer pulmonar si sunt
indicati pentru ameliorarea sanatatii fumatorilor,
diminuand riscul accidentelor determinate de acest
viciu [13]. Culturile celulare si tisulare in vitro repre-
zinta o adevarata achizitie de valoare a secolului
trecut, cu cele maireale perspective in secolul recent
pentru producerea metabolitilor primari si secundari
in proportii industriale [4, 5, 6, 15], care ar satisface
necesitatile mereu crescande ale populatiei pe piata
mondiala.

Material si metode

In calitate de material biologic pentru cercetare
au servit fructele de aronie in vivo si carpomasele
pigmentate generate in conditii in vitro [2]. Deter-
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minarea cantitativa a continutului de flavonoide si
compusi fenilpropanici a fost efectuata prin metoda
spectrofotometrica conform metodicilor cunoscute
[18, 24], iar determinarea substantelor tanante - titri-
metric [18]. Totalul polifenolic al extractelor analizate
a fost aflat prin micrometoda Folin-Ciocalteau [27]
si calculat utilizand curba de calibrare, construita
in baza coraportului dintre unitatile de absorbtie si
gradientul concentratiei crescande a acidului galic.
Capacitatea antiradicalica a polifenolilor a fost evalu-
ata conform capacitdtii de captare a radicalilor liberi,
exprimata prin echivalentul acidului galic (GAE) in
MM inraport cu reziduul uscat al extractelor analizate
in grame (UMGAE/q), iar activitatea antiradicalicd a
fost determinatd in % [10, 20].

Rezultate si discutii

in lucrarile noastre anterioare [2, 3] au fost
tatonati factorii chimici, fizici si biologici, pentru
determinarea conditiilor de inducere si acumulare
a carpomaselor in vitro din fructele de aronie. Prin
manipularea dozelor si a diferitelor combinatii de
hormoni de crestere, suplimentati mediului nutritiv
de bazd, s-au generat 4 carpomase pigmentate:
violacee, crem-roz, crem-alba si verde in conditii in
vitro. Evaluarea comparativa a continutului de flavo-
noide, antociani, compusi fenilpropanici, taninuri si
totalului polifenolic a carpomaselor pigmentate in
vitro in raport cu fructele in vivo a pus in evidenta
rezultate ce prezintd interes.

Studiul dozarii flavonoidelor denota o echiva-
lentd a continutului de flavonoide (exprimat in g/%
rutozidad) in fructele de aronie si carpomasa calusala
pigmentata violacee (respectiv - 0,478, 0,483 g%).1n
carpomasele calusale crem-roz si crem-alba continu-
tul flavonoidelor este putin redus (0,430 g% si 0,401
g%), pe cand in carpomasa calusala verde cantitatea
lor este injumatatita (0,230 g%) fata de cea din car-
pomasa violacee si fructele de aronie (figura 1).

Dozarea antocianilor releva prezenta maxima
a acestora in fructele de aronie. Cedeaza putin in
valoarea continutului antocianic carpomasa violacee
- 780 mg/100g produs vegetal, fata de cea de 818
mg/100g produs vegetal in fructele de aronie. Atatin
carpomasa violacee, cat si in cea crem-roz continutul
antocianilor este mai mare decat in fructele de aronie
determinatin alte lucrari [11].1n carpomasele crem-
alba si verde cantitatea antocianilor este injumatatita
fata de cea din fructele de aronie si din carpomasa
violacee (figura 2).

Continutul acizilor fenilpropanici a variat in mo-
dul urmator: 0,178 mg/ml in fructele de aronie; can-
titate dubla fata de fructele de aronie — in carpomasa
calusala violacee (0,374 mg/ml) si in cea crem-roz
(0,341 mg/ml); continut mai redus decat in carpoma-
sele violacee si crem-rozin carpomasa calusala crem-
alba (0,295 mg/ml) si cea verde (0,201 mg/ml), dar mai
sporit decat in fructele de aronie (figura 3).
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Fig. 1.Variatia continutului de flavonoide.
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Fig. 3. Variatia continutului de compusi fenilpropa-
nici.
Conform rezultatelor (figura 4), maximul conti-

nutului de substante tanante revine carpomasei vio-
lacee - 11,3%. Putin cedeaza in continutul taninurilor
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carpomasa crem-roz (9,2%), urmata de fructele de
aronie mature (7,7%). Continutul taninurilor este de
2,5 ori mai mic in carpomasa crem-alba (4,7%) si de 4
ori mai redus in carpomasa verde (2,6%), in raport cu
cel din carpomasa violacee (11,3%).
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Fig. 4. Variatia continutului de substante tanante.

Deci, analizele continutului diferitelor clase de
compusi denota fluctuatii specifice in carpomasele
pigmentate in raport cu fructele de aronie in vivo.
Totusi, in baza continutului majoritatii consituientilor
fenolici (flavonoide, acizi fenilpropanici, taninuri),
intdietatea revine carpomasei violacee, urmata de
fructele de aronie, apoi de carpomasele crem-roz,
crem-alba si verde; face exceptie continutul anto-
cianilor, cu maximul in fructele de aronie.

Prezinta interes continutul totalului polifenolic
in probele analizate (figura 5), cu variatii de la 36 780
mg/kg in carpomasa verde pana la 65 579 mg/kg in
cea violacee, iar in fructele de aronie - 58 370 mg/
kg, ceea ce reprezinta o valoare intermediara intre
carpomasa violacee (65 579 mg/kg) si cea crem-roz
(52910 mg/kg).

Maximul continutului polifenolic se inregistrea-
zd in carpomasa violacee — 65 579 mg/kg. Carpoma-
sele crem-roz si crem-alba se caracterizeaza printr-un
continut aproape echivalent (52910 mg/kg si 51170
mg/kg, respectiv), fiind putin mai mic decat cel din
carpomasa violacee (65 570 mg/kg) si fructele de
aronie (58 370 mg/kg). Carpomasa verde se caracte-
rizeata printr-un continut polifenolic minim - 36 780
mg/kg. Este imbucurator faptul ca continutul polife-
nolicin carpomasele violacee, crem-roz si crem-alba
este mai mare sau aproape egal cu cel din fructele
de aronie, culturile in vitro avand avantaje fata de
cele in vivo, si anume independenta de factorii cli-
materici, rotatia zezoniera si posibilitatea cresterii in
conditii controlate si dirijate [7, 21]. Unele studii [15]
mentioneaza si avantajul exprimat prin izolarea si
evacuarea compusilor fenolici mai rapida, eficienta
si mai simpla decat celulele tisulare in vivo.
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mg/kg -1 carpomasei pigmentate verde cu valoare de 38,11%.
Activitatea antiradicalica a extractelor investigate

70 0007 . poate fi prezentata conform rezultatelor (vezi tabe-
60 000 / lul) in felul urmator: extractul capromasei violacee
50 000- / > extractul carpomasei crem-roz > extractul carpo-
/ masei crem-alba > extractul fructelor de aronie >

40 000~ / 7\\\7 extractul carpomasei verde.
30 000 / § Conform rezultatelor obtinute, capacitatea
20 000 = % \\ de captare a radicalilor liberi a extractelor fructelor
= / \\ de aronie si a carpomaselor pigmentate coreleaza
100001" === // % direct cu continutul totalului polifenolic, ceea ce
o = - este in conformitate cu datele din literatura [11, 17,

g = ’% § ’g E ’% 3 ’% —°§ 28]. Polifenolii sunt considerati compusii naturali
S g ESE E£& ET EZ Cu cea mai sporita capacitate antioxidanta [19] si,
c§ 8% & 2 2, g% 2, potrivit unor studii, anume polifenolii, in special
g = 8 S S o S8 constituentii flavonoidici, sunt considerati cei mai
= valorosi compusi chimici din fructele de aronie [9,

11, 26], posedand calitati antioxidante [14, 26] si
revenindu-le un rolimportant in captarea diferitelor
. tipuri de radicali liberi [16, 28]. Astfel, ele sunt indi-

Intre totalul polifenolic si capacitatea antira-  cate pentru prevenirea bolilor cardiovasculare, dimi-
dicalica exista o corelatie liniara evidenta (figura 6),  niarea riscului declansarii maladiilor cancerigene si
coeficientul Pearson de corelare fiind de R*=0,9457.  pentru intarirea imunitatii organismului. Polifenolii

Fig. 5. Variatia continutulu totalului polifenolicin fruc-
tele de aronie si in carpomasele pigmentate.

Capacitatea antiradicali protejeaza constituentii celulari impotriva stresului

450 . oxidativ prin capacitatea de captare a radicaliloe

400 liberi, astfel prevenind deteriorarea acizilor nucleici,

350 alipidelor si proteinelor cu rol energetic, constructiv
20399 | si enzimatic [16, 19].

Eé 250 1 Conform rezultatelor studiului intreprins, pon-

(ED 200 1 y = 742,96x - 104,19 derea fiecarei clase de compusi fenoliciin totalul poli-

2 150 - R = 0,9457 fenolic este diferita si este dificil de determinat rolul

100 ‘ ‘ ’ ‘ ‘ fiecareia in captarea radicalilor liberi. Totusi, totalul

03 04 05 06 0.7 0.8 lor constituie un complex fenolic cu un potential

’ ’ ’ ’ ’ ’ sporit in acest sens, ceea ce se si discuta in diferite

Totalul polifenolic, mg/ml lucréri stiintifice [11, 19]. Comparand capacitatea de

Fig. 6. Corelatia capacitdtii antiradicale cu totalul ~ captare aradicalilor si activitatea antiradicala (%) ale

polifenolic. probelor analizate, putem mentiona ca carpomasa

violacee prevaleaza fata de fructele de aronie, carpo-
masele crem-roz si crem-alba, ultimile 2 avand valori
aproape egale, iar carpomasa verde cedeaza de mai
mult de 2 ori. Deci, toate carpomasele pigmentate cu
capacitate de captare a radicalilor liberi, care si de-
termina activitatea antiradicalica, pot serviin calitate
de potentiala sursa de produs cu proprietati anti-
radicalice, iar cele pigmentate violaceu reprezinta o

Exprimarea capacitatii de captare a radicalilor
peroxil in echivalentul acidului galic din extractele
analizate variaza de la 93,34 uMGAE/g pentru carpo-
masa verde pana la 215,49 uMGAE/g pentru extractul
carpomasei violacee si, respectiv, in raport cu rezi-
duuluscat - 155,40 uMGAE/qg i 49427,32 uMGAE/g.
Valorile pentru extractele din fructe de aronie ocupa
o pozitie intermediara (vezi tabelul).

Activitatea antiradicalica a ex- Capacitatea de captare a radicalilor liberi si activitatea antiradicalicd in
tractelor analizate, manifestata prin extractele analizate
capacitatea antiradicalica de captarea

radicalilor liberi, a fost determinata in Reziduu 8 § | Capacitatea de | Capacitatea s
dilutie de 1/10 si denota valori cuprin- Extractele uscat % < | captare a radi- | de captare S8 R
se intre 38,11% si 63,93%. Trebuie de analizate RU), |8 3| calilor peroxil | aradicali- 3
mentionat ca dintre extractele testate magmi | S S| " #MGAE/g | lor peroxil, 3 E
cel al carpomasei violacee se caracte- ol RU #MGAE/g s
rizeaza printr-o activitate antiradica- |Fructe de aronie |6,68+0,13| 0,1 |284,46+26,99 |188,38+17,88 |58,18+0,84
lica maxima - 63,83%, comparativ CU |y  |violacee |5,08+0,06 0,1 | 42732+40,55|215,49+20,45 | 63,93+0,98
ceaa extra;telor fructelor de aronie | & é crom-roz | 6,7020,06| 0,1 |288,5327,38 | 192.23218.24 | 58.88-0.98
- 58,18% si cu celelalte carpomase | & 2 -

calusale pigmentate. Cea mai redusa | & .5 crem-albs | 7,08+0,08| 0,1 |277,70+26,35 |195,01+18,51] 59,58+3,08
activitate antiradicalics o are extractul |© | verde 6,15£0,06| 0,1 |15540+14,75 195,34+9,05 |38,11+1,82
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sursa imbogatita cu continut polifenolic si activitate
antiradicald superioara fructelor de aronie crescute
in conditii in vivo.

Concluzii

« Carpomasele calusale pigmentate, generate
de la fructele de aronie, se caracterizeaza prin pre-
zenta polifenolilor. Maximul continutului polifenolic
fi revine carpomasei calusale violacee — 0,660 mg/ml,
ceea ce este mai mult decat in fructele de aronie
(0,589 mg/ml), carpomasele crem-roz (0,532 mg/ml)
si crem-alba (0,516 mg/ml), si aproape de 2 ori mai
mult decat in carpomasa verde (0,368 mg/ml).

- Capacitatea de captare a radicalilor liberi
coreleaza cu totalul polifenolic si determina acti-
vitatea antiradicalica, exprimata astfel: maximum
in carpomasa violacee, comparativ cu fructele de
aronie, carpomasele crem-roz si crem-alba, care sunt
aproape egale, iar carpomasa verde cedeaza de mai
mult de 2 ori in acest sens.

« Carpomasele pigmentate violacee repre-
zinta o sursa imbogatita cu continut polifenolic si
activitate antiradicala superioare fructelor de aronie
crescute in conditii in vivo si pot constitui o reala
alternativa pentru ele.
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